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SAZETAK

Virusni arteritis konja (VAK) je zarazna bolest kopitara proSirena diljem svijeta koja se
o¢ituje razlicitim klinickim oblicima koji variraju od subklinickog do teSkih respiratornih
infekcija s mogu¢im smrtnim ishodima u zdrebadi. Uz to virus virusnog arteritisa konja
(EAV) smatra se jednim od najznacajnijih uzro¢nika pobacaja u konja Sto bolesti daje
izniman gospodarski i uzgojni znacaj. Prvi dokaz cirkulacije EAV na podru¢ju Republike
Hrvatske (RH) datira iz 2005. godine, a od 2009. godine je propisano obvezno nadziranje

I suzbijanje bolesti.

Kako bi se istrazila uspjeSnost mjera nadzora te odredile epizootioloSke znacajke VAK
na podru¢ju RH, u istrazivanju je odredivano kretanje seroprevalencije infekcija u prvih
Sest godina provodenja nadzora. Istrazena je i mogucnost provodenja seroloske
dijagnostike komercijalnim imunoenzimnim kompletima (ELISA) te molekularna
epizootiologija VAK na podru¢ju RH. U tu svrhu analizirani su podaci seroloskog
pretrazivanja 4445 konja s podrucja RH u razdoblju od 2010. do 2015. godine. Uz to 94
seruma konja su usporedno pretrazena virus neutralizacijskim testom (VN-test) te s dva
komercijalno dostupna ELISA kompleta. Nacinjena je i filogenetska analiza 16 EAV

dokazanih na podrucju RH.

Rezultati su potvrdili znacajno smanjenje seroprevalencije u istrazivanom razdoblju tako
da je svake slijedece godine vjerojatnost za seroloski pozitivan nalaz bila znacajno manja
(OR=0,77, 95% CI 0,7-0,84, p<0,001). Ustanovljeno je da je cirkulacija EAV
najizrazenija u Isto¢noj Hrvatskoj (OR=1,82, 95% CI 1,62-2,06, p<0,001) te da su
infekcije ¢esée u zenskih zivotinja (OR=1,96, 95% CI 1,44-2,68, p<0,001). Uz navedeno

najznacajniji ¢imbenik rizika je viSa zivotna dob, posebno u skupini zivotinja iznad deset



godina (OR=16,53, 95% CI 10,6-26,65, p<0,001), a infekcije su naj¢es¢e u konja
lipicanske pasmine (OR=6,46, 95% CI 4,17-10,31, p<0,001). Kroz Kkretanje
seroprevalencije u istrazivanom razdoblju, osim stalnog prisustva uzro¢nika, dokazane su
1 neprijavljene epizootije u Isto¢noj i SrediSnjoj Hrvatskoj s razli¢itim epizootioloskim
znaCajkama, najvjerojatnije uvjetovane pasminskom strukturom te nacinom drzanja i
koristenja konja. Takoder je dokazano da se za serolosko pretrazivanje konja na VAK
moze koristiti odredeni komercijalni ELISA komplet ali samo nakon validacije u
lokalnim epizootioloskim prilikama. Molekularnom tipizacijom EAV dokazanih na
podru¢ju RH potvrdena je kocirkulacija najmanje dva soja EAV od kojih je jedan u skladu
s globalnom cirkulacijom virusnih sojeva dok drugi ima neovisnu evoluciju i predstavlja

soj prisutan vise desetlje¢a lokalno na prostoru RH i susjednih drzava.

Cjelokupnim rezultatima istrazivanja potvrdena je opravdanost uvodenja nadzora VAK
na podrucju RH kao i u€inkovita usmjerenost propisanih mjera te optimalan odabir
seroloske dijagnosticke metode u njihovoj provedbi. Dokaz nepotpunosti i nedosljednosti
provodenja mjera nadzora i suzbijanja, uz istovremeno stalno prisustvo EAV u populaciji
konja RH te kocirkulaciju razli¢itih sojeva EAV, naglasava nuznost kontinuiteta
provodenja mjera. Temeljem analize ¢imbenika rizika posebno intenzivne mjere moraju
biti u konja lipicanske pasmine u Isto¢noj Hrvatskoj. Navedenim se moze jamciti
ocuvanje zdravlja zivotinja i uspjeSna provedba uzgojnih programa. Ovo je temeljni
preduvijet za daljnji razvoj konjogojstva RH, ali i o¢uvanje nacionalne bastine Kkoju

predstavlja uzgoj hrvatskih autohtonih pasmina konja.

Kljuéne rije€i: virusni arteritis konja, mjere nadzora, ¢imbenici rizika, dijagnostika,

molekularna epizootiologija



EXTENDED ABSTRACT

Introduction

Equine viral arteritis (EVA) is one of the most important equine viral diseases both
because of the clinical presentation of the disease and as one of the single most important
causes of abortion in mares. Despite the global widespread distribution of the disease, the
first evidence of the equine viral arteritis virus (EAV) circulation in the Republic of
Croatia was confirmed in 2005. The confirmation of positive animals in different parts of
Croatia in 2008 led to the introduction of mandatory disease control measures in 2009,
which have been in place ever since. For disease control purposes, the frequent
asymptomatic infections that are dominant among the carrier stallions who can remain
lifelong virus carriers, have been the biggest challenge. Therefore, the control measures
are based on the serological testing of animals and the exclusion of carrier stallions from
the breeding programme. In line with the recommendation of the World Organisation for
Animal Health (OIE), serological diagnostics is based on the virus neutralisation test
(VN-test). As this method is very demanding in practice, sometimes the enzyme-linked
immunoassay (ELISA) is used as an alternative. However, the reliability of the use of the
ELISA method has to be assessed against the area-specific individual epizootiological
situation. The epizootiological characteristics of the EVA in an area depend on the breed
structure, the methods of keeping and use of horses, as well as the circulating virus strains,
which will ultimately determine the clinical presentation of the disease. In Croatia, horse-
breeding is characterised by the indigenous horse breeding programmes, with the most
dominant being the coldblooded breeds such as the Croatian Posavina horse and the
Croatian Coldblood horse, which are mostly bred in Central Croatia and often by using

extensive farming methods; and the lipizzaner horse, which is the most widely bred horse



breed in Eastern Croatia. An analysis of these two biggest groups of horses already clearly
shows that their respective epizootiological characteristics are mutually very different.
Additionally, we also have to take into account the growing population of warmblood
horses, which are kept for sports and leisure, and have a different set of epizootiological
characteristics.

The epizootiological characteristics of the EVA have not been examined in detail in
Croatia so far, and neither has been evaluated the effect of the mandatory measures
despite the fact that they have been implemented for more than a decade. Furthermore,
the diagnostic potential of the commercial ELISA assays in our epizootiological situation
has not been sufficiently examined and no molecular typing of the circulating EAV strains
has been carried out to the present day. These existing gaps, in addition to the fact that
the disease is present in Croatia, were the main reasons that lead to this survey with the
aim of investigating of the epizootiological situation, determining the risk factors,
evaluating the effectiveness of the mandatory control measures, examining the
serological diagnostic alternatives and expanding the knowledge with respect to the EVA
molecular epizootiology; all against the backdrop of the specific epizootiological features

of the horse breeding in Croatia.

Methods

In order to achieve the objectives of this study, the test results for a total number of 4445
horses from across the Croatian territory that had been serologically tested by VN-test in
the period 2010-2015, were analysed. For each individual sample, the analysis included
the year of sampling, the area where the tested animal was kept, the breed, age, sex and

category of the animal, as well as VN-test result. Based on the above, the seroprevalence



was established for the reference period, as well as for each individual year that fell within
the temporal scope of the survey at the level of the entire country and then at the level of
the three individual regions (Eastern, Central and Coastal Croatia). These regions were
selected for the survey based on the grouping of the counties with similar epizootiological
situations, so as to obtain a satisfactory sample for determining the risk factors. Due to an
imbalanced sample, such an analysis could not be conducted at the county level. The data
that were thus grouped were then analysed to determine the differences and risk factors
in relation to the region, age, sex, gender, category and the year covered by the survey.
All data were statistically processed to determine the significance of the obtained result
and the risk factors and their significance were determined by establishing the odds ratio
with a confidence interval of 95% and p<0.05. Additionally, the correlation was
determined by using the Pearson correlation coefficient (r) and the results were shown as
r and a confidence interval of 95%. A logistic regression analysis was also carried out, as
well as an analysis of the relative significance of individual factors in the outcome of the
VN-test.

With the aim of analysing the possibilities of using commercial ELISA test kits for the
serological diagnostic purposes, 94 horses were tested using VN test and two commercial
immunoenzyme tests: ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect (ID.Vet, Grabels,
France) and INgezim Arteritis 2.0 (Eurofins Technologies Ingenasa, Madrid, Spain). The
sensitivity and specificity, as well as the reliability of the commercial ELISA tests, were
determined by comparing the test results.

A total of 16 archived RNAs isolated from the viruses confirmed in the Osijek-Baranja
County and the Brod-Posavina County were used for the molecular epizootiology

examination. For molecular typing, the nucleotide sequences of the EAV ORF5 gene



were analysed. After the successful multiplication of the ORF 5 gene confirmed by gel
electrophoresis, the nucleotide sequences were determined in Macrogen Europe
(Amsterdam, the Netherlands) and obtained sequences were phylogenetically compared
with the 138 nucleotide sequences of the same EAV gene isolated in the world with the
known year and country of isolation, and which were freely available in the gene bank

(GenBank).

Results

The seroprevalence in the territory of Croatia decreased from 21.3% t0 9.7% in the 2010-
2015 period. It was demonstrated that with every successive year, the odds of infection
for horses was 0.77 lower (OR=0,77, 95% CI 0,7-0,84, p<0,001). Eastern Croatia is the
area with the statistically significantly higher seroprevalence of EAV infections and there
is a high correlation between the seroprevalence in this area and the seroprevalence at the
level of Croatia (r=0.86; 95%CI1=0.16-0.98; p=0.03). The same was demonstrated for the
seroprevalence of stallions in the same region (r=0.88; Cl 95% 0.22-0.99; p=0.02).
Among the risk factors, the most impactful on the seropositivity throughout the period is
the rising age of the animal so that, when compared to the animals below five years of
age, the probability of the positive result increases by factor 3.99 in animals aged 5-10
years (OR=3,99, 95% CI 2,55-6,43, p<0,001), and by as much as factor 16.5 in animals
older than 10 years (OR=16,53, 95% CI 10,6-26,65, p<0,001). Female animals are 1.96
more likely to have a positive test result (OR=1,96, 95% CI 1,44-2,68, p<0,001), as well
as the horses of lipizzaner breed, who are 6.46 times more often positive than other

warmblood horses (OR=6,46, 95% CI 4,17-10,31, p<0,001).



The scope of application of the mandatory control measures were from 60.3% to 91.5%
at the level of the breeding animals, and from 18.6% to 23.6% at the level of the general
animal population. In addition, incomplete epizootiological data was present in 23.9-
45.9% of the cover letters received with the laboratory sample.

Serological diagnosis of EVA monitoring in the equine population in the Republic of
Croatia can be carried out with specific ELISA tests but only after validation in local
epizootic conditions.

The phylogenetic analysis confirmed a close link between the EAV strains isolated in the
territory of the Osijek-Baranja County and they belong to the EU-1 virus group. The
strains confirmed in the territory of the Slavonski Brod-Posavina County were mutually
matching and phylogenetically distant from the strains found in the Osijek-Baranja
County. These viruses, together with the strain isolated in the Republic of Serbia and the
strain isolated in the United States in 1963, form a separate branch on the phylogenetic

tree.

Conclusions

Equine viral arteritis is widespread across the Republic of Croatia with the highest
seroprevalence in Eastern Croatia. After the introduction of the mandatory control
measures, the seroprevalence has been continuously decreasing, and an even better result
could be achieved by the full implementation of the mandatory measures. The most
significant risk factor is the increasing age of the animal, and female animals are more
often positive than male animals. In addition, the infections are significantly more

frequent in horses of lipizzaner breed. Seroprevalence results analysis indicate two



previously unreported epizootics of the EVA in Central and Eastern Croatia, which
additionally emphasises the deficiency in mandatory measures conducting.

In the serological diagnostics of EVVA, the method of choice can be ELISA tests but only
after validation in local epizootic conditions. Although the ID Screen® Equine Viral
Acrteritis Indirect test has a higher matching rate of results in terms of routine laboratory
diagnostics, it is not acceptable due to the potential false-negative results.

In view of all of the above, and the proven co-circulation of at least two different virus
strains of EAV in Croatia, it is necessary to continue the implementation of the control
measures to the fullest extent, placing an additional emphasis on the lippizaner horse
populations in Eastern Croatia in order to successfully control and eradicate this disease
that has a significant impact, both economically and in terms of the breeding programmes.
This is the only way to ensure the future development of the horsebreeding in Croatia and

protect the national heritage that is the Croatian indigenous breeds.
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1. UVOD

Virusni arteritis konja (VAK) je zarazna bolest kopitara na koju su prijemljivi svi
pripadnici porodice Equidae ukljucuju¢i konje, magarce, mazge, mule 1 zebre
(BALASURIYA i sur., 2016.). Bolest uzrokuje virus virusnog arteritisa konja (EAV) koji
pripada rodu Alphaarterivirus (ICTV, 2021.), porodici Arteriviridae, red Nidovirales
(SURMA-KURUSIEWICZ i sur., 2013.; PAYNE, 2017.).

Bolest je prosirena diljem svijeta, uzrokujuci gospodarske i uzgojne gubitke prvenstveno
zbog pobacaja kao i respiratornih klinickih oblika, zbog ¢ega ju je Svjetska organizacija
za zdravlje Zivotinja (franc. Office international des epizooties - OIE) i stavila na listu
bolesti koje podlijezu obveznom prijavljivanju (OIE, 2018.). Prosirenost bolesti znacajno
varira u razli¢itim drzavama, kao i na razli¢itim epizootioloskim podruc¢jima unutar njih.
Prema sluzbenim podacima Svjetske organizacije za zdravlje Zivotinja od 2005. godine
do danas VAK je dijagnosticiran i u pojedinim drzavama koje grani¢e s Republikom
Hrvatskom (RH) s izuzetkom Crne Gore i Bosne i Hercegovine, dok je u Republici Srbiji,
bolest prijavljena OIE-u samo tijekom 2017. godine i to vjerojatno temeljem znanstvenog
rada u kojem se navodi cirkulacija EAV na podrugju Vojvodine (LAZIC i sur., 2017.), a
molekularnom tipizacijom potvrdena je cirkulacija EAV europske podgrupe 2
(GAUDAIRE isur., 2019.). Vazno je istaknuti da podaci o prijavama pozitivnih slucajeva
bolesti OIE-u znatno variraju prvenstveno zbog nacionalnih propisa koji na razli¢ite
nacine odreduju prevenciju, kontrolu te iskorjenjivanje ove bolesti.

Na podru¢ju RH prvi podaci o prisustvu VAK opisani su 2009. godine kada je

pretrazivanjem arhivskih uzoraka seruma sportskih konja, uzorkovanih tijekom 2005.



godine, ustanovljena seroprevalencija od 9% u sportskih konja na Hipodromu Zagreb
(BARBIC i sur., 2009.). Sustavna kontrola ove gospodarski i uzgojno znacajne bolesti
kopitara na podrué¢ju RH uvedena je od 2009. godine sukladno nacionalnim propisima i
propisima na razini Europske unije (EU) (ANONIMNO, 2009.a; ANONIMNO, 2009.b;
ANONIMNO, 2009.c.; ANONIMNO, 2009.d; ANONIMNO, 2009.e; ANONIMNO,
2009.f).

Uzro¢nik VAK je ovijeni, kuglasti virus, veli¢ine 50-74 nm (ICTV, 2021.) s
jednostrukom pozitivno orijentiranom ribonukleinskom kiselinom (RNK). Duljina

genoma varira ovisno o soju virusa i sadrzava najmanje deset otvorenih okvira ¢itanja

kodiraju glikoproteine ovojnice GP3 i GP5 (STADEJEK i sur., 1999.; ZHANG i sur.
2010.; MISZCZAK i sur., 2012.). S obzirom na navedeno, u istrazivanjima iz podrucja
molekularne epizootiologije za odredivanje nukleotidnog slijeda najéesce se koriste
dijelovi genoma ORF3 i ORF5. Virus virusnog arteritisa konja je seroloski jedinstven, ali
prema genskoj varijabilnosti svrstava se u sjeverno americke i europske sojeve koji se
dijele u europsku podgrupu 1 i europsku podgrupu 2. Ova genska heterolognost je
znacajna jer je dokazano da se klinicki ishod infekcije razlikuje ovisno, medu ostalim, i
0 soju virusa (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA i sur., 2013.).
Najkonzerviraniji dio genoma je ORF7 na koji je usmjerena molekularna dijagnostika
bolesti (LU isur. 2008.; MISZCZAK isur., 2011.) Tijekom perzistentne infekcije pastuha
dolazi do genskih izmjena virusa u Zivotinji §to dovodi do nastanka genski i fenotipski
razli¢itih virusnih varijanti, tzv. kvazivrsta (BALASURIYA i sur., 2004.) zbog Cega je
znacajno provoditi molekularnu tipizaciju cirkuliraju¢ih sojeva na odredenom podrucju u

svrhu poznavanja lokalne epizootiologije bolesti i optimizacije molekularne dijagnostike.



Od VAK obolijevaju sve vrste kopitara svih dobnih skupina, ali je znacajno visa
seroprevalencija utvrdena u starijih Zivotinja §to se pripisuje ucestalijoj izlozenosti
(HULLINGER isur., 1998.). Uocena je i pasminska dispozicija koja moze biti posljedica
nacina uzgoja, koristenja zivotinje, ali i genske dispozicije na infekciju i razvoj trajnog
kliconostva (GO i sur., 2011.b). U sredistu epizootiologije VAK su pastusi koji nakon
infekcije mogu postati privremeni ili trajni kliconose u slucaju cega uzro¢nik moze trajno
ostati u spolnom sustavu pastuha u najveéoj koncentraciji u prosirenju sjemenovoda te se
izlu¢ivati ejakulatom (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.). Medutim, poteskoce u
nadzoru $irenja bolesti predstavlja €injenica da izlu¢ivanje moze biti povremeno ili stalno
te se radi potvrde ili iskljucenja kliconoStva mora pretraziti najmanje dva ejakulata
seroloski pozitivnih pastuha. Mehanizam nastanka kliconosStva nije do kraja razjaSnjen,
ali najvjerojatnije je ovisan o testosteronu (MCCOLLUM i sur., 1994.). Najznacajniji
nacin Sirenja bolesti je koitus pastuha kliconosa i prijemljivih kobila (BALASURIYA i
MACLACHLAN, 2014.). Bolest se uz navedeni naj¢es¢i naéin $irenja tijekom koitusa,
moze prenositi izravnim dodirom s akutno oboljelom zivotinjom bilo koje kategorije koja
izluCuje velike koli¢ine virusa tijekom prvih 7-14 dana bolesti (MCCOLLUM i sur.,
1971.). Osim u pastuha kliconosa u svih ostalih kategorija 28 dana nakon infekcije vise
nije moguce dokazati izluCivanje uzrocnika (BALASURIY A i MACLACHLAN, 2014.).
Sirenje bolesti takoder je opisano i putem aerosola urina, kao i drugih tjelesnih teku¢ina
akutno inficiranih Zivotinja te tijekom boravka u kontaminiranoj okolini (GLASER isur.,
1996.; GUTHRIE i sur., 2003.).

Patogeneza VAK nije do kraja razjaSnjena. Opcenito je prihvaceno misljenje da je
patogeno djelovanje posljedica oStecenja arterija zbog umnazanja virusa u endotelnim

stanicama te izazivanja diseminiranih intravaskularnih koagulacija (BISHOP, 1989.).



Novija istrazivanja dokazuju da uzro¢nik ima afinitet za stanice monocitno/makrofagne
loze (SARKAR i sur.,, 2016.) sto daje novi doprinos potpunijem razumijevanju
patogeneze.

Zbog mogucnosti brzog Sirenja te gospodarskih i uzgojnih gubitaka, ve¢ina drzava
provodi mjere nadzora i suzbijanja VAK. Kako su u sredistu epizootiologije pastusi
kliconosSe, tako su i mjere kontrole primarno usmjerene na otkrivanje pastuha kliconosa i
njihovo iskljuéivanje iz rasploda. Naj¢e$¢i sustavi nadzora provode se seroloskim
pretrazivanjem Svih pastuha prije sezone rasplodivanja te viroloskom i molekularnom
pretragom najmanje dva uzorka ejakulata seroloski pozitivnih zivotinja. Uz navedeno,
provodi se i pretrazivanje kobila i plodova u slu¢aju pobacaja kao i Zivotinja u kojih
klinicki znakovi upucuju na VAK. U dijagnostici se koriste razliCite laboratorijske
metode, od kojih se za serolosku dijagnostiku najcesce koriste imunoenzimni (ELISA) i
virus-neutralizacijski test (\VN-test). Iako postoji veéi broj razvijenih ELISA testova,
rezultati njihove validacije su se razlikovali u pojedinim istrazivanjima te je opce
prihva¢eno da niti jedan od njih nema specificnost i1 osjetljivost istovjetnu VN-testu
(NUGENT i sur., 2000.; WAGNER i sur., 2003.). Za dokaz uzro¢nika koriste se metode
izdvajanja virusa na stani¢énim kulturama (linijska stani¢na kultura RK-13) i molekularne
pretrage (ANONIMNO, 2013.b; BALASURIYA, 2014.).

Cilj istrazivanja je ustanoviti seroprevalenciju VAK na podruc¢ju RH u razdoblju od 2009.
do 2015. godine uz odredivanje epizootioloskih znacajki pojavnosti bolesti u specificnim
prilikama konjogojstva RH. Istrazit ¢e se moguénosti primjene komercijalno dostupnih
ELISA dijagnostickih kompleta kao i razina genskih izmjena terenskih sojeva radi
moguceg utjecaja na pouzdanost molekularne dijagnostike. Uz navedeno tipizirat ¢e se

terenski sojevi virusa prvi put na podrué¢ju RH. Sveukupno ¢e istraZivanje rezultirati



procjenom ucinkovitosti dosadasnjih mjera kontrole i suzbijanja bolesti na podru¢ju RH

te znanstveno utemeljenim smjernicama za provodenjem mjera u buduénosti.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Povijest

Virus virusnog arteritisa konja je prvi put izoliran iz plu¢a pobacenog fetusa konja,
pasmine americki kasa¢, blizu grada Bucyrus, u saveznoj drzavi Ohio, Sjedinjene
Americke Drzave, 1953. godine, nakon velike epidemije s klinickom slikom pobacaja i
respiratornih oboljenja (DOLL i sur., 1957.a.; DOLL i sur., 1957.b). To je bilo prvi put
da je VAK dijagnosticiran kao etioloski zasebna bolest uz svojstvena ostec¢enja krvnih
zila (JONES i sur., 1957.). Izdvajanjem uzro¢nika VAK omoguceno je razlikovanje
bolesti od infekcije virusom influence konja i infekcija konjskim alfaherpesvirusima tip
1itip 4 (EHV-1, EHV-4), koji potencijalno uzrokuju sli¢ne respiratorne i reproduktivne
klinicke znakove u konja (DOLL i sur., 1957.a.; DOLL i sur., 1957.b; BALASURIYA i
MACLACHLAN, 2014.). lako do 1953. godine VAK nije bio prepoznat kao nova bolest
jos se krajem osamnaestog i po¢etkom devetnaestog stoljeca pojavljuju opisi bolesti koji
klinickim znakovima nalikuju VAK i koje je nemoguce klinicki razlikovati, te se opisuju
pod nazivima ,,pinkeye®, ,,infekciozni ili epizootski celulitis, ,,influenza erysipelatosa“,
,Pferdestaupe®, ,,Rotlaufseuche® i ,,influenca konja“ (CLARK, 1892.; BURKI, 1966.;
BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.; OIE, 2018.).

U Republici Hrvatskoj prisustvo VAK prvi put je opisano 2009. godine na temelju
pretrazivanja arhivskih uzoraka seruma iz 2005. godine, koji su uzeti od sportsko
rekreacijskih konja s podrucja Grada Zagreba, i u kojih je dokazana seroprevalencija od
9% (BARBIC i sur., 2009.). Osim navedenog, na tri lokacije tijekom 2008. godine,
temeljem ucinjenih laboratorijskin pretraga i lzvjes¢éa o rezultatima pretrazivanja

Hrvatskog veterinarskog instituta (HVI), utvrden je VAK i to na Hipodromu u Gradu



Zagrebu, Drzavnoj ergeli lipicanaca u Pakovu i kod posjednika na podruc¢ju Nove Kapele.
S obzirom na dostupne podatke, na jednoj lokaciji je doslo do pozitivnog nalaza temeljem
obveznog pretrazivanja konja koji su trebali nastupati na utrci zaprega u Republici
Madarskoj, a koja je zahtijevala pretragu na protutijela prije ulaska kopitara na njeno
podrugje. Slijedom utvrdenog pozitivnog nalaza pretrazena je krv svih 36 kopitara koji
su se nalazili na predmetnoj lokaciji, a laboratorijsko pretraZivanje je pokazalo pozitivhu
serolosku reakciju s dokazom protutijela u ukupno 27 Kkopitara. Hrvatski veterinarski
institut je proslijedio uzorke krvi u ovlasteni laboratorij u Weybridgeu, Ujedinjeno
Kraljevstvo, radi potvrdne pretrage metodom VN-test. Rezultati pretrage potvrdili su
rezultate pretraga provedenih u HVI-u Zagreb. Dodatno su provodena i uzorkovanja krvi
(pune krvi s antikoagulansom) od 20 kopitara i uzeti su obrisci oka i nosa (u transportnom
mediju) u svrhu izdvajanja uzro¢nika, odnosno dokaza EAV molekularnom pretragom.
Laboratorijsko izvje$¢e je pokazalo da nije prisutna akutna infekcija i nije utvrdena
prisutnost dijelova genoma EAV. Na drugoj lokaciji (Grad Zagreb) u jednog konja su
utvrdena protutijela na VAK koji se nalazio u objektu u kojem su boravila jos 24 sportska
konja koja nisu bila za rasplod. Svrha pretrazivanja na VAK u predmetne Zivotinje je bilo
izdavanje rjeSenja o trajnom uvozu. Ponovno je uzet uzorak krvi koji je pretraZzen u
laboratoriju Veterinarskog fakulteta u Ljubljani, radi potvrdne pretrage metodom VN-
testa kojim je utvrden titar protutijela 1:32 za EAV (osobna komunikacija).

Na temelju navedenih spoznaja o proSirenosti bolesti na podru¢ju RH, 2009. godine se
uvodi sustavna kontrola bolesti na drzavnoj razini (ANONIMNO, 2009.b; ANONIMNO,
2009.c; ANONIMNO, 2009.e; ANONIMNO, 2009.f). Odredeno je godi$nje serolosko
pretrazivanje necijepljenih pastuha koji se koriste za proizvodnju sjemena za umjetno

osjemenjivanje ili prirodni pripust, a provedba je odredena prije sezone pripusta. Takoder



je odredeno da se kod svakog pobacaja kobile, krv seroloski pretrazi na VAK. U cilju
jednoznac¢nog pristupa u sluc¢aju sumnje ili potvrdenog slu¢aja VAK, odnosno provedbe
mjera kontrole predmetne bolesti, izraden je i Pravilnik 0 mjerama kontrole arteritisa
konja (ANONIMNO, 2009.e). Princip kontrole bolesti sastojao se u seroloskom
pretrazivanju imunoenzimnim testom (ELISA) te pozitivnih nalaza VN-testom kao
potvrdnom metodom koja je referentna dijagnosti¢ka metoda odredena od strane OIE-a.
U slucaju utvrdivanja seroloski pozitivnog pastuha predvidalo se pretraZivanje najmanje
dva uzorka ejakulata na prisustvo virusa radi dokaza kliconoStva viroloskom i
molekularnom pretragom. Pastusi s dokazanim izlu¢ivanjem virusa ejakulatom morali su
se iskljuciti iz rasploda. Uz navedeno, tijekom godina bilo je odredeno i pretrazivanje
kopitara s klinickim znakovima koji mogu upucivatina VAK kao i obvezno pretrazivanja
kobila u slu¢aju pobacaja te preporuke o pretrazivanju kobila prije sezone pripusta. Od

tada bolest se redovito nadzire na podru¢ju RH s modifikacijama u programu nadzora.

2.2. Zemljopisna proSirenost

Bolest je prosirena diljem svijeta. ProSirenost bolesti znaCajno varira u razli¢itim
drzavama, kao 1 na razli¢itim epizootioloSkim podruc¢jima unutar njih. Prema sluzbenim
podacima OIE-a u razdoblju od 2005. do 2021. godine VAK je prijavljen u 32 drzave
diljem svijeta. Osim u RH, bolest je prijavljena u Belgiji, Ceskoj, Estoniji, Finskoj,
Francuskoj, Irskoj, Njemackoj, Danskoj, Madarskoj, Italiji, Nizozemskoj, Poljskoj,
Rusiji, Slovackoj, Sloveniji, Srbiji, Spanjolskoj, Svicarskoj, Svedskoj, Ujedinjenom
Kraljevstvu Velike Britanije i Sjeverne Irske, Maroku, Tunisu, Libiji, Argentini, Kanadi,
Kubi, Cileu, Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama (SAD), Venezueli, Mongoliji i Australiji,
s time da u Venezueli bolest nije potvrdena ve¢ je prijavljivana kontinuirano samo kao

sumnja na bolest (OIE-WAHIS, 2022.). Vazno je napomenuti da svi podaci u OIE-



WAHIS-u nisu jos$ kona¢ni za razdoblje od 2020. godine do 2021. godine s obzirom da
OIE nije jo§ validirao sve podatke za sve regije, tako da su mogu¢a manja odstupanja u
kona¢nim podacima. Naime, tijekom 2020. godine, baza podataka OIE-a odnosno OIE-
WAMHIS-a, nadogradena je na ucinkovitiju i prilagodeniju platformu, koja je pokrenuta
tijekom 2021. godine (https://www.report2020oie.fr/en/better-data-for-better-animal-
health/), stoga prilikom ulaska u bazu s autoriziranim pristupom vidljivo je da joS
nedostaju pojedini podaci za odredenu drzavu §to govori U prilog ¢injenici da su moguéa
odstupanja u kona¢nom validiranom izvjes¢u o pojavnosti VAK-a u svijetu od strane
OlIE-a.

Ono $§to je vrlo vazno u razumijevanju pro$irenosti odnosno pojavnosti bolesti jest
¢injenica da u pravilu drzave nemaju nacionalne programe kontrole koji sustavno nadziru
proSirenost uzrocnika bolesti ve¢ isto u vecini sluc¢ajeva ovisi o znanju i osvijestenosti
samih uzgajivaca kopitara i preporuke od strane veterinara kao i sustava obvezne prijave
bolesti na nacionalnoj razini koji se znatno razlikuje u tre¢im zemljama, odnosno
drZzavama izvan podrucja Europske unije. Osim navedenog, na potvrdu bolesti su svakako
utjecali i propisi na razini Europske unije, tre¢ih zemalja odnosno medunarodni standardi
OIE-a koji su definirali kriterije uvoza i premjestanja kopitara izmedu drzava. Tako se
generalno, temeljem rezultata seroloskih pretraga, smatra da je infekcija VAK potvrdena
na podrucju Sjeverne i Juzne Amerike, Europe, Australije, Afrike i Azije dok se smatra
da su samo Island i Japan slobodni od VAK (BALASURIYA, 2014.). Rezultati studije
koja je objavljena 2013. godine (MCFADDEN i sur., 2013.) u kojoj su obradeni rezultati
pretrazivanja konja u razdoblju od 2001. do 2011. godine na podru¢ju Novog Zelanda,
pokazuju da na navedenom podrucju takoder nema dokaza o prisustvu VAK. Dodatno,

na temelju podataka OIE-a, zadnji slu¢aj VAK na podru¢ju Novog Zelanda je prijavljen
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2001. godine te su redovno dostavljali informacije OIE-u u kojem je vidljivo da je zadnji
pozitivni pastuh uginuo u lipnju 2012. godine. S obzirom na prikupljene dokaze i
dostavljenu dokumentaciju na stranicama OIE-a, objavljena je samodeklaracija kojom se
Novi Zeland proglasava slobodnom od VAK (OIE, 2014.).

U Sjedinjenim Americkim Drzavama zabiljezen je vrlo visok postotak (70% - 90%)
odrasle populacije konja pasmine americki kasa¢ koji su seropozitivni na VAK. Takoder
je zabiljeZena znacajna pasminska dispozicija tako da je primjerice u Saddlebred pasmine
ustanovljen postotak seropozitivnih u rasponu od 8% do 25%, a u ostalih toplokrvnih
pasmina seroprevalencija je bila vrlo niska, odnosno niza od 5,4% (BALASURIYA,
2014.). MORAILLON i sur. (1978.) u svom radu prikazuju rezultate utvrdene
seroprevalencije za Englesku od 14,2%, Portugal 22%, Francusku 15,2%, dok je opceniti
postotak rezultata seroprevalencije VAK za europske zemlje oko 28%, a za afri¢ke zemlje
oko 37%. U navedenom radu je prikazana i vrlo visoka seroprevalencija u kopitara iz
Austrije od 58,6%, dok BURKI i sur. (1992.) u svom radu prikazuju rezultate
seroprevalencije u Austriji u toplokrvnih pasmina u rasponu od 55,6% do 93,3% te navodi
da je prva izolacija EAV napravljena jos 1968. godine, a protutijela su prvi put dokazana
1976. godine.

U Argentini su protutijela na VAK utvrdena jo§ 1984. godine, medutim prva izolacija
EAV opisana je u radu iz 2003. godine, kada je virus dokazan u sjemenu pastuha koji se
nalazio u karanteni zbog obveznih zdravstvenih mjera prilikom uvoza te je bio rutinski
pretrazen VN-testom s pozitivnim rezultatom (ECHEVERRIA i sur., 2003.). U relativho
nedavnom istrazivanju u Srbiji LAZIC i sur. (2017.) su dokazali da su protutijela utvrdena
u 15,88% od ukupno 340 pretrazenih kopitara. U Nizozemskoj je jos 1979. godine

dokazana seroprevalencija od 14% na ukupno pretrazenih 556 kopitara na VAK (DE
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BOER i sur.1979.) U Njemackoj je 1995. godine dokazana seroprevalencija od oko 20%
(EICHHORN i sur., 1995.). U Ujedinjenoj Kraljevini Velike Britanije i Sjeverne Irske
nakon epidemije VAK 1993. godine, seroloska pretraga 9203 uzoraka krvi necijepljenih
kopitara, provedena tijekom 1995. godine, pokazala je 2% seroprevalenciju na VAK, dok
je tijekom 1996. godine od 8851 necijepljenih kopitara utvrdena seroprevalencija od
0,52% (NEWTON i sur., 1999.).

U svom radu SZEREDI i sur. (2003.) godine citiraju podatak iz rada od RUSVAI i sur.
(1995.) u kojem se navodi da je u Madarskoj seroprevalencija na VAK relativno visoka i
krec¢e se u rasponu od 27,8% do 62,8%. Za Italiju su dostupni podaci prikupljeni preko
centralnog informacijskog sustava National Reference Centre for Equine Diseases
(CeRME) — Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Lazio e della Toscana, za razdoblje
od 2004.-2007. godine, koji navodi porast seroprevalencije od 8,2% do10% pretrazenih
pastuha dok se broj slu¢ajeva VAK krecée oko 4,5% godiSnje.

U RH prije uvodenja nadzora VAK cirkulacija uzro¢nika je seroloski potvrdena 2005.
godine na podru¢ju Zagreba (BARBIC i sur., 2009.) te 2008. godine (osobna

komunikacija) $to je opisano u prethodnom potpoglavlju.

2.3. Etiologija

2.3.1. Klasifikacija i taksonomija virusa VAK

Uzroénik VAK je virus koji je svrstan u porodicu Arteriviridae, podporodica
Equarterivirinae, rod Alphaarterivirus, vrsta Alphaarterivirus equid prema
Medunarodnom odboru za taksonomiju virusa (ICTV) iz lipnja 2021. godine (ICTV,

2021.). Takoder prema zadnjoj taksonomiji, porodica pripada redu Nidovirales, podredu
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Arnidovirineae i obuhvaca Sest potporodica (Equarterivirinae, Simarterivirinae,
Variarterivirinae, Zealarterivirinae, Heroarterivirinae i Crocarterivirinae), 13 rodova

11 podrodova i 23 vrste.

Virusi iz reda Nidovirales u koje pripada osam podredova, 14 porodica, 25 podporodica,
39 rodova, 65 podrodova i 109 vrsta (ICTV, 2022.) imaju sli¢énu organizaciju genoma i
na¢in replikacije virusa, uglavnom karakteriziranu stvaranjem ugnijeZdenog skupa
subgenomskih virusnih glasnickih ribonukleinskih kiselina (RNK) (SNIJDER i sur.

2006., BALASURIYA i sur., 2013.).

Osim EAYV, taksonomska skupina porodice Arteriviridae (ICTV, 2022.) ukljucuje virus
reproduktivnog i respiratornog sindroma svinja (engl. Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome), virus koji poveéava laktat dehidrogenazu miseva (LDV), virus
Simijanske hemoragijske groznice (SHFV) 1 virus bolesti oposuma (WPDYV). Razliciti
arterivirusi nedavno su identificirani i u azijskih glodavaca, africkog divovskog vrec¢astog
Stakora (engl. african pouched rats), africkih divovskih rovki, voluharica u Europi i

novozelandskih oposuma (ICTV, 2021.)

Virus arteritisa konja je mali, veli¢ine 50-74 nm, ovijeni, RNK virus s jednostrukom
pozitivno orijentiranom RNK. Genomska RNK okruzena je nukleokapsidnim (N)
proteinom. Nukleokapsid je okruzen lipidnom ovojnicom s malim povrSinskim
izdancima, a sastoji se od glavnog proteina virusne ovojnice GP5 (glikoprotein 5) i
pridruzenog proteina M (membrane) koji pokriva cijelu povrSinu virusne Cestice
(SPILMAN i sur., 2009.; BALASURIYA i sur., 2013.; ICTV 2021.). Duljina genoma

varira izmedu 12,7 i 15,7 kilobaza (kb) izmedu razli¢itih sojeva virusa i ukljucuje 5'
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vode¢u sekvencu (224 nukleotida) i najmanje deset otvorenih okvira Citanja

(BALASURIYA i sur. 2013.; BALASURIYA, 2014).

Molekularna epizootiologija VAK potvrdila je da su sojevi virusa seroloski jedinstveni,
ali genski heterologni sto ima i klini¢ki znacaj jer se ishod infekcije razlikuje ovisno,
medu ostalim, i o soju virusa (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA i sur.,
2013.). Stoga je molekularna tipizacija uzro¢nika od velikog znacaja. Prvu podijelu
temeljem molekularne tipizacije i1 filogenetskih analiza na¢inio je STADEJEK i sur.
(1999.) podijelivsi uzro¢nike u skupine A, B i C s tim da se virusi pripadnici skupina A i
B dodatno dijele u podskupine Al i All, odnosno Bl i Bll. Rezultatima daljnjih
istrazivanja EAV sojevi su razdijeljeni u tri skupine EAV-1, EAV-2 i EAV-3
(MITTELHOLZER i sur. 2006.) da bi godinu kasnije ZHANG i sur. (2007.) uspostavili
temeljnu klasifikaciju u sjeverno americke (NA) i europske sojeve (EU) koji se dalje
dijele u EU-1 i EU-2 skupinu. Ovakva klasifikacija sojeva EAV se uobicajeno koristi i
danas iako su neki autori nacinili i dodatnu klasifikaciju na nac¢in da su sojeve EAV
razvrstali u sedam skupina oznacenih abecednim redom od A do G (STEINBACH 1 sur.,
2015.) kako bi izbjegli zabune zbog povremenog pojavljivanja sjeverno americkih sojeva

u Europi i obrnuto.

Virus arteritisa konja je osjetljiv te ga lako inaktiviraju uobicajeni dezinficijensi,
deterdzentii otapala lipida (eter, butanol i kloroform). Stabilan je pri pH 6,0 1 7,5 dok se
inaktivira kod visokog ili niskog pH. PoluZivot virusa postupno se smanjuje s porastom
temperature (ICTV, 2022.) Virus prezivljava 75 dana na 4°C, izmedu dva do tri dana na
37°C 120 do 30 minuta na 56°C. Uzorci organa 1 stanicnih kultura koji sadrze virus mogu

se godinama c¢uvati pri -70°C do -80°C bez znacajnog gubitka infektivnosti, dok u
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sjemenu i zametku u krio konzerviranom obliku virus takoder prezivljava duginiz godina

(BALASURIYA, 2014.; BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.).

GPS5

Ovojnica : B «— GP2
RNK . GP3

GP4
N Protein

ORF5a Protein %

E Protein /

Slika 1. Grada virusa. EAV Cestica sastoji se od nukleokapside (N) i 7 ovojni¢nih
proteina, koji ukljucuju 2 glavna proteina ovojnice (GP5 i M koji ¢ine dimer), 3 manja
ovojni¢na glikoproteina (GP2, GP3 i GP4 koji ¢ine trimer) te dva druga manja proteina
ovojnice (E i ORF5a protein). Prilagodeno iz BALASURIYA, 2014.

2.4. Epizootiologija

Virusni arteritis konja je zarazna, virusna, respiratorna i spolna bolest kopitara koju
uzrokuje EAV. Virus se izmedu kopitara $iri horizontalnim i vertikalnim putem (Slika 2.)
(MCCOLLUM i sur., 1971.; TIMONEY i sur. 1986.; TIMONEY i MCCOLLUM 1993.;
BALASURIYA, 2014.). Jedan od najvaznijih na¢ina Sirenja VAK je respiratornim putem
I to aerosolom iscjetka iz disSnog sustava koji potjece od akutno zarazenih kopitara, cemu
u prilog ide dokazan visok titar virusa u nazofarinksu sedam do 14 dana nakon izlaganja

virusu, tijekom akutne faze infekcije (MCCOLLUM i sur.,1971.; TIMONEY i sur.,
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1993.; BALASURIYA, 2014.). Za prijenos EAV putem aerosola neophodan je izravan i
bliski kontakt prijemljivih jedinki (COLLINS i sur., 1987.; TIMONEY i MCCOLLUM,
1988.). Drugi iznimno vazan nacin prirodnog Sirenja EAV je spolnim putem, sjemenom
akutno ili kroni¢no zarazenih pastuha (MCCOLLUM i sur., 1971.; TIMONEY i sur.,
1986.; TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA, 2014.). Kroni¢no zaraZen
pastuh odnosno pastuh klicono$a, klju¢na je karika u odrzavanju infekcije EAV u
populaciji kopitara s obzirom da se u 85% do 100% seronegativnih kobila koje su drzane
u uzgoju s pastuhom kliconosom u roku od 28 dana utvrdi serokonverzija (TIMONEY i
MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA, 2014.). Mehanizam kliconostva u pastuha nije do
kraja razjaSnjen ali dokazano je da ovisi o testosteronu (MCCOLLUM i sur., 1994.).
Kliconostvo u pastuha moze trajati kratkotrajno ili nekoliko tjedana nakon oporavka pa
do nekoliko mjeseci ili godina te ¢ak i dozivotno (TIMONEY i sur., 1986.; TIMONEY i
MCCOLLUM 1993.; BALASURIYA | MACLACHLAN 2014.). Pastuh kliconosa
kontinuirano izlu¢uje virus u sjemenu, s time da Vvirus nije prisutan u Krvi, urinu ili drugim
tjelesnim izlucevinama. Navedeno upucuje da je U pastuha kliconoSe EAV ogranicen na
reproduktivni sustav, a nalazi se u ampuli ductusa deferensa i dodatnim spolnim
zlijezdama (TIMONY i MCCOLLUM 1993.; BALASURIYA, 2014.). U literaturi se
navode razli¢iti podaci od 10% do ¢ak 70% pastuha koji nakon primarne infekcije ostaju
trajno zarazeni te predstavljaju stalni izvor zaraze iizlucuju virus u sjemenu, dok u kobila,
kastrata ili zdrjebadi nema dokaza o trajnoj infekciji (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.;
HOLYOAK i sur., 2008.). Kobile se ucestalo zarazavaju i spolnim putem, prirodno
tijekom koitusa, ali kobile se mogu zaraziti i putem umjetnog osjemenjivanja ukoliko se
u sjemenu nalazi EAV (BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.). Kobile koje se zaraze

bilo prirodnim putem ili umjetnim osjemenjivanjem razviju klinicke znakove VAK 1
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mogu lako prenijeti virus respiratornim putem unutar prijemljive populacije
(BALASURIYA, 2014.). VAK se takoder moZe prenijeti aerosolom mokrace i drugih
sekreta akutno zarazenih konja, pobacenih fetusa, plodne tekuéine i plodnih ovojnica
(MCCOLLUM i sur., 1971.; GLASER i sur., 1996.; GUTHRIE i sur., 2003.;
BALASURIYA, 2014.). lako se virus moze prenijeti i vaginalnim sekretom, fecesom
(FUKUNAGA isur., 1981.; TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.) i urinom (MCCOLLUM
I sur.,, 1971.; TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.) tijekom akutne faze infekcije,
respiratorni put $irenja virusa ima puno veci znacaj zbog duljeg trajanja i vece koli¢ine
izlu¢enog virusa (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.). VAK se moze prenijeti i
indirektnim kontaktom preko kontaminiranih predmeta i osoba iako takav nacin ima
generalno znacajno manju ulogu u Sirenju virusa. Ipak, tijekom epizootije VAK koja se
dogodila u veterinarskoj nastavnoj bolnici na Sveucilistu Colorado tijekom ljeta i jeseni
1984. godine, pokazalo se da i takav nacin Sirenja ima vaznu ulogu u prijenosu virusa
(COLLINS i sur., 1987.; TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.). VAK se moze prenijeti i
aerosolom iz zarazenog sjemena nakon masturbacije (GUTHRIE i sur., 2003.). Takoder
i kobili koja je seroloski negativna moze se prenijeti virus putem embrija od kobile donora
koja je oplodena zarazenim sjemenom (BROADDUS i sur., 2011.a.; BALASURIYA,
2014.). Nadalje, ukoliko se kobila zarazi tijekom kasne gestacije moze doéi do
transplacentalnog prijenosa virusa te nastaje urodena infekcija zdrebadi u kojih se ¢esto,
u pravilu brzo, razvija progresivna, fulminantna intersticijska upala pluéa i
fibronekroti¢ni enteritis (GOLNIK isur., 1981.; VAALA isur., 1992.; BALASURIYA i
sur., 2016.a). Eksperimentalno je dokazan nacin prijenosa EAV intravenozno, subkutano,
intranazalno 1 intratrahealnom inokulacijom suspenzije pluca ili slezene od akutno

zarazenih konja (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.).

16



HORIZONTALNI PRIJENOS UZROCNIKA Prirodni izver infekeije VAK-a
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Slika 2. Prijenos uzro¢nika VAK i posljedice u populaciji kopitara. Prilagodeno iz
BALASURIYA i sur., 2016.a

Pastusi i zdrijepci

SPOLNI PRIJENOS UZROCNIKA
Prirodni naéin pripusta

VAK-a

2.5. Klinic¢ka slika

Klinic¢ka slika oboljelih kopitara ovisi 0 puno ¢imbenika koji uklju¢uju genetiku, dob,
fizicku kondiciju, izloZenost uzro¢niku, nac¢inu ulaska uzro¢nika u organizam, soj virusa
I uvjete okolisa (VAALA i sur, 1992.; TIMONEY i MCCOLLUM, 1993,
BALASURIYA, 2014.). lako je poznat samo jedan serotip EAV-a, poznate su brojne
varijacije u virulenciji terenskih sojeva (BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.;
BALASURIYA 2014.). Na temelju izrazenosti klinicke slike bolesti tijekom prirodne
infekcije, terenski sojevi EAV-a mogu se razdvojiti u viruse koji uzrokuju umjerenu do
tesku klinicku sliku bolesti (npr. EAV KY84, EAV AZ87, EAV IL93 i EAV PA96), blagu

klini¢ku sliku bolesti (npr. EAV SWZ 64, EAV AUT68, EAV I1L94 i EAV CA97) i one
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koji uzrokuju asimptomatske infekcije (EAV KY63, EAV PA76, EAV KY77 i EAV
CA95) (MOORE i sur., 2002.; BALASURIYA 2014.). Sli¢no tome, laboratorijski i
cijepni sojevi znacajno se razlikuju u svojoj virulenciji od visoko virulentnog, konjima
prilagodenog soja Bucyrus (virulentni Bucyrus soj (VBS) VAK; ATCC VR-796)) do
visoko oslabljenog, modificiranog, zivog virusa (OMV) od kojega se proizvodi cjepivo,
te visoko oslabljenog, rekombinantnog soja EAV 030 (BALASURIYA, 2014.;
BALASURIYA i sur. 2014.). Po trenutnim spoznajama, uz izuzetak eksperimentalno
dobivenog i visoko prilagodenog VBS-a, ostali sojevi i terenski izolati EAV vrlo rijetko
uzrokuju fatalnu infekciju u odraslih konja (MACLACHLAN i sur., 1996.; PRONOST i
sur., 2010.; BALASURIYA, 2014.). Stoga infekcija s EAV veéinom prolazi inaparentno,
posebno one koje se pojavljuju u kobila koje se drze S trajno zarazenim pastusima
(TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIY A 2014.). Eksperimentalne infekcije s
velikim dozama virusa rezultirale su visokom smrtnos¢u odraslih konja i zdrijebadi, a
smrt je nastala u kratkom vremenu sa klinickim znakovima Soka (GOLNIK i sur., 1981.).
Inkubacijsko razdoblje VAK je od dva do ¢etrnaest dana, a u pravilu Sest do osam dana
nakon spolnog kontakta (BALASURIYA i sur., 2016.a). Klini¢ka slika je pracena
vru¢icom do 41° C koja moze trajati dva do devet dana (Slika 3.) (BALASURIYA, 2014.;
BALASURIYA i sur. 2014.). Vrlo mladi, stari, slabi i imunosuprimirani konji mogu
razviti $irok raspon klinickih znakova, ukljucujuc¢i poviSenu temperaturu, depresiju,
anoreksiju, rinitis s nosnim i o¢nim iscjetkom, peri- i supraorbitalne edeme, edeme
skrotuma, mamarnih Zlijezda i edeme ekstremiteta, ukocenost hoda, urtikarije (koje mogu
biti lokalizirane na bo¢nim stranama vrata ili lica ili mogu biti generalizirane po tijelu) i
leukopeniju (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA 2014.) Od navedenoga

najéesée klinicke znacajke infekcije su vrucica i leukopenija (DOLL i sur., 1957a.;
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BALASURIYA i sur., 2002.a; BALASURIYA 2014.). Rjedi klinicki znakovi koji se
povremeno pojavljuju su: zutica, fotofobija, zamucéenost roznice, kasalj i dispneja, bol u
trbuhu i proljev, ataksija, petehijalna krvarenja na nosnoj sluznici, konjunktivi i sluznici
usne Supljine, Submaksilarna i submandibularna limfadenopatija i edem u
intermandibularnom prostoru, ispod prsne kosti ili u ramenoj regiji (BALASURIYA,
2014.). Prilikom prirodne infekcije, od 10% do 71% zaraZenih kobila pobaci (TIMONEY
i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA 2014.). Do pobacaja dolazi u bilo kojem trenutku
izmedu treceg i desetog mjeseca gravidnosti. Potencijal razlic¢itih sojeva u izazivanju
pobacaja nije potpuno istrazen, ali ¢ini se da se sojevi razlikuju u svom potencijalu za
uzrokovanje pobacaja kao sto je to izrazeno i u intenzitetu respiratornih klini¢kih znakova
koje uzrokuju (BALASURIYA, 2014.). Takoder podaci upucuju da u kobila koje su se
zarazile koitusom u kontaktu s pastuhom kliconoSom, naknadno nema problema s
plodnos¢u (TIMONEY, 1993.; BALASURIYA, 2014.; BALASURIYA isur., 2016.a).
Infekcija EAV moze uzrokovati tesku, intersticijsku upalu pluc¢a, koja brzo napreduje u
tek ozdrebljenih Zivotinja kao i progresivnu pneumoniju te gastrointestinalni sindrom u
starije zdrjebadi (VAALA 1 sur., 1992.; BALASURIYA, 2014.). Nakon 28 dana od
infekcije EAV nestaje iz tkiva zarazenih kopitara. Medutim, veliki broj akutno zarazenih
pastuha (10% —70%) ostaju trajno zarazeni i izlucuju virus u sjemenu, dok u kobila,
kastrata ili zdrjebadi nema dokaza o trajnoj infekciji (TIMONEY i MCCOLLUM 1993.;
HOLYOAK i sur., 2008.; BALASURIYA, 2014.).

U zarazenom pastuhu virus perzistira u reproduktivnhom sustavu u ampuli ductusa
deferensa i dodatnim spolnim zlijezdama te je stanje kliconostva izravno ovisno o
testosteronu ¢emu u prilog ide nemoguénost kronic¢ne infekcije u spolno nezrelih

zdrijebaca (TIMONY i MCCOLLUM 1993.; BALASURIYA, 2014.). Virus se u pastuha
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pocinje izlu¢ivati u sfemenu pet dana nakon infekcije i u najve¢em titru se nalazi u frakciji
ejakulata bogatoj spermom (NEU i sur., 1992.; CAMPOS i sur. 2014.). U pastuha se
tijekom akutne infekcije pojavljuje privremena slabija plodnost koja je povezana sa
smanjenim libidom, pokretljivos¢u i brojem spermija te povecanim postotkom morfoloski
abnormalne sperme u ejakulatu (BALASURIYA, 2014.). Eksperimentalnom infekcijom
s EAV dokazano je da slabija plodnost moze trajati do sedam tjedana po infekciji
(TIMONEY i MCCOLLUM 1993.; NEU i sur., 1992.; BALASURIYA, 2014.). Tijekom
akutne infekcije, edem skrotuma i povisena temperatura mogu dovesti do negativnih
u¢inaka na sve parametre kakvoce sjemena, uklju¢ujuci postotak ukupne pokretljivosti i
postotak progresivne pokretljivosti spermija, ukupan broj spermija, brzinu nepravilnog
kretanja te postotak zivih i postotak morfoloski normalnih spermija (BALASURIYA,
2014.). Eksperimentalnom infekcijom u kojoj je inficirano sedam spolno zrelih (4 -16
godina) pastuha raznih pasmina dokazano je da izmedu devet do 76 dana nakon infekcije
dolazi do znaajnog smanjenja navedenih parametara kojima se procjenjuje kvaliteta
sjemena (CAMPOS i sur., 2014.). Uobi¢ajene abnormalnosti sperme ukljucuju promjene
na glavi, srednjem djelu i repu spermija (odvojena glava, protoplazmatska kapljica te
defekti repa, srednjeg dijela i akrosome) (BALASURIY A, 2014.). S obzirom da se unato¢
visokom titru virusa u sjemenu trajno zarazenih pastuha u kojih se visina titra virusa u
sjemenoj plazmi kre¢e od 10 do > 107 PFU/mlI (PFU — jedinice koje formiraju plak),
kvaliteta sjemena vra¢a na pocetnu razinu, ¢ini se da virus ima malo ili nimalo izravnog

uc¢inka na spermije (CAMPOS i sur., 2014.).
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Slika 3. Rezultat infekcije EAV. Prilagodeno izz BALASURIYA, 2014.

2.6. Patogeneza

Patogeneza VAK proucavana je na dva nacina i to pokusnom infekcijom konja sojevima
virusa razli¢ite virulencije uz razli¢ite nac¢ine primjene (intranazalno, intramuskularno i
intravenozno) te pracenjem i evaluacijom prirodnih sluajeva pojave bolesti
(MCCOLLUM isur., 1971.; FUKUNAGA i sur., 1981.; BALASURIYA i sur., 2002.a;
BALASURIYA, 2014.). Kvantitativna raspodjela EAV uvelike se razlikovala izmedu
pojedinih pokusa, §to vjerojatno odrazava svojstvene razlike u nacinu infekcije, dozi
virusa, soju virusa i kvaliteti uzoraka koji se koristio za dokaz virusa (BALASURIYA i
MACLACHLAN, 2014.). Iako su zabiljezeni slu¢ajevi uginuca uslijed infekcije EAV,
treba naglasiti da uz iznimku fetalnih i neonatalnih infekcija, do uginuée konja dolazi vrlo
rijetko, posebno u prirodnim uvjetima (PRONOST i sur., 2010.; BALASURIYA, 2014.).
Nakon respiratorne infekcije, pocetno umnozavanje virusa odvija se u gornjem dijelu

respiratornog trakta u epitelu te alveolarnim makrofagima pluca, unutar 24 sata od
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infekcije (BALASURIYA, 2014.; BALASURIYA i sur., 2016.a). Virus se u roku od 48
sati pojavljuje u regionalnim limfnim ¢vorovima, posebno bronhijalnim, a u roku od tri
dana, virus je prisutan u krvi i gotovo svim organima i tkivima gdje se replicira u
makrofagima i endotelnim stanicama (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993,
BALASURIYA, 2014.). Viremija traje od tri do 19 dana poslije infekcije (MCCOLLUM
isur., 1971.; BALASURIYA, 2014.). Virus se moze izdvojiti iz nazofarinksa za dva do
14 dana nakon infekcije, a iz trombocitno — leukocitnog medusloja (engl. Buffy coat) za
dva do 19 dana nakon infekcije (BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.).

Tijekom infekcije dolazi do ostecenja endotelnih stanica i pove¢ane propusnosti krvnih
zila (BALASURIYA i sur., 2013.; BALASURIYA, 2014.). lako su endotelne stanice i
makrofagi prepoznati kao glavna mjesta umnazanja virusa, ciljne stanice su i epitelne,
mezotelne te glatke miSiéne stanice tunike medije manjih arterija i miometrija
(BALASURIYA i MACLACHLAN, 2004.). Klinicka slika VAK izravno je rezultat
ostecenja endotelnih stanica virusom i povecane vaskularne propusnosti, iako sama uloga
i vaznost izravnog ucinka virusa na endotelne stanice i vazoaktivne upalne citokone
makrofaga u patogenezi infekcije EAV jos$ do kraja nije razjasnjena (BALASURIYA i
MACLACHLAN, 2004.). Ostecenja do kojih dolazi zbog infekcije EAV, vjerojatno nisu
posljedica imunoloskog odgovora jer se razviju za samo cetiri do pet dana nakon
eksperimentalne inokulacije EAV sto nije u skladu s imunoloski uvjetovanom reakcijom
(BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014). Nadalje, zahvacene su arterije veée od 1 mm,
a ni imunoglobulin G (IgG) ni komplement (C3) nisu prisutni u lezijama, kao Sto bi se
oCekivalo da su za nastanak patoloskih promjena odgovorni imuni kompleksi

(BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.).
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Prethodne studije in vitro i in vivo pokazale su povecanu transkripciju gena koji kodiraju
proupalne medijatore (interleukin (IL)-1B, IL-6, IL-8 i faktora tumorske nekroze alfa
(TNF-a) nakon infekcije EAV, sto upucuje da su ti medijatori citokina presudni u
odredivanju ishoda infekcije i tezine bolesti (MOORE i sur., 2003.; BALASURIYA,
2014.).

Kako je ranije opisano, u gravidnih kobila moze do¢i do pobacaja i bez prethodno
vidljivih klini¢kih znakova i to izmedu 3. i 10. mjeseca gravidnosti (BRYANS i sur.,
1957.; GOLNIK i sur., 1981.; VAALA i sur., 1992.). U pobacenih fetusa mogu se naci:
interlobularni pluéni edem, pleuralni i perikardijalni izljev te petehijalna i ekhimoti¢na
krvarenja na serozi i sluznici tankog crijeva (BALASURIYA, 2014.). Histoloski se pri
VAK moze utvrditi teski nekrotiziraju¢i panvaskulitis malih krvnih zila (BALASURIYA,
2014.). Zahvac¢ene miSi¢ne arterije pokazuju nekroti¢na zarista svih slojeva stjenke, s
edemom i infiltracijom limfocita i neutrofila (BALASURIYA, 2014.). Izrazene
vaskularne lezije vidljive su takoder u posteljici, mozgu, jetri i slezeni pobacenih fetusa,
dok se na plu¢ima zaraZene, novorodene zdrijebadi moze vidjeti teska intersticijska upala
pluca (BALASURIYA, 2014.). Pobacaj do kojeg dolazi nakon infekcije s EAV u
gravidnih kobila vjerojatno je posljedica fatalne fetalne infekcije, a ne miometritisa ili
ostecenja posteljice koje bi ometalo sintezu progesterona (MACLACHLAN i sur. 1996.).
Tkiva pobacéenih fetusa sadrze visi titar virusa od onih koji su utvrdeni u kobili od koje
potjece pobaceni fetus, Sto ukazuje na to da se u samom fetusu dogada znatna replikacija
virusa (MACLACHLAN i sur. 1996.).

Pojedina istrazivanja dokazala su da je klinicki ishod infekcije EAV ovisan i 0 genetskim
¢imbenicima domacina (GO i sur. 2011.b; GO i sur. 2012.b) Konkretno, na temelju in

vitro osjetljivosti CD3* T-limfocita na infekciju EAV, konji su podijeljeni u dvije
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skupine, na osjetljivu i otpornu skupinu. Nakon toga, studija povezanosti genoma
identificirala je zajednicki, genetski dominantan haplotip povezan s in vitro osjetljivim
fenotipom u regiji konjskog kromosoma 11 (ECAL1l; 49572804-49643932).
Eksperimentalna inokulacija EAV u konja s in vitro osjetljivim ili rezistentnim CD3* T
limfocitima pokazala je znacajnu razliku izmedu dvije skupine konja u smislu proupalne
i imunomodulatorne ekspresije glasnicke RNK citokina te dokaza o izrazenijim klinickim
znakovima u konja koji imaju na EAV in vitro otporne CD3* T-limfocite (GO i sur.
2012.b). Istrazivanje je takoder pokazalo i da pastusi s CD3* T-limfocitima osjetljivim na
EAV imaju veci rizik od trajne zaraze u odnosu na pastuhe koji nemaju ovaj fenotip (GO
i sur., 2012.a; BALASURIYA 2014.).

Trenutno se nedostatno zna o ranoj fazi patogeneze VAK, koji je tocan mehanizam ulaska
virusa u stanice domacina, koje su stanice primarno mjesto umnazanja virusa pri ulasku
u domacina ili koja je uloga i povezanost umnazanja virusa u krvnim zilama s njegovom
diseminacijom po cijelom tijelu inficirane zivotinje. Istrazivanja su pokazala da su veéina
stanica pozitivnih na EAV bile CD172a + mijeloidne stanice, a zatim CD3* T-limfociti,
dok je samo mali postotak bio IgM+ B-limfocita (VAIRO i sur., 2013.), a interesantno je
da istim istrazivanjem virus nije dokazan u epitelnim stanicama gornjih disnih putova
tijekom razdoblja akutne infekcije. Sve navedeno potvrduje da potpuno razumijevanje

patogeneze infekcije EAV zahtjeva dodatna istrazivanja.

2.7. Imunoloski odgovor domacina

lako prirodna i pokusna infekcija izazivaju dobar zastitni odgovor imunoloskog sustava
u kopitara koji §titi od naknadne infekcije EAV, mehanizam prirodnog odgovora kod
EAV nije dovoljno istrazen (BALASURIYA i sur., 2016.a). Infekcija EAV potice

humoralni i stani¢ni imunosni odgovor. Virus inhibira proizvodnju interferona tipa |
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(IFN-I) u endotelnim stanicama zarazenih kopitara, a znacajnu ulogu imaju tri virusna
nestrukturna proteina (nsp 1, 2 i 11) koja su sposobna inhibirati aktivnost IFN-I
(BALASURIYA, 2014.). Od navedena tri nestrukturna proteina, nspl ima najjaci
inhibitorni u¢inak na sintezu IFN (GO i sur., 2014.). Jasno je da neuspjeh izazivanja
proizvodnje IFN-I u EAV zarazenim stanicama moze omoguéiti virusu naruSavanje
prirodenog imunoloskog odgovora (BALASURIYA, 2014.). Infekcija EAV u kopitara
izaziva dugotrajni imunitet koji vjerojatno $titi od ponovne infekcije homolognim sojem,
ako ne, u vecini slucajeva, i od svih sojeva virusa (BRYANS i sur., 1957.;
BALASURIYA i MACLACHLAN, 2004.).

Nakon prirodne i pokusne infekcije s EAV, Kkopitari razvijaju protutijela koja
omogucavaju vezanje komplementa kao i virusna specifi¢na neutraliziraju¢a protutijela
(FUKUNAGA i MCCOLLUM, 1977.). Protutijela vezanja komplementa razvijaju se
jedan do dva tjedna nakon infekcije, dosezu vrhunac nakon dva do tri tjedna i postupno
opadaju i nestaju nakon osam mjeseci, dok se neutraliziraju¢a protutijela razvijaju unutar
jedan do dva tjedna nakon izlaganja, vrhunac dosezu dva do &etiri mjeseca nakon
infekcije 1 traju tri godine ili ¢ak dulje (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993,
BALASURIYA i sur., 2002.a; BALASURIYA i sur., 2007.; BALASURIYA 2014.).
Pojava neutralizirajuc¢ih protutijela podudara se s nestankom virusa iz cirkulacije u akutno
zarazenih konja (FUKUNAGA 1 sur., 1981.; BALASURIYA, 2014.). Medutim, u studiji
koju je proveo VAIRO i sur. (2012.) pokazalo se da je virus prisutan u tonzilama i do 28
dana nakon infekcije. U trajno zaraZenih pastuha, virus ostaje u spolnom sustavu kroz
promjenjivo duze razdoblje, unato¢ prisutnosti visokog titra neutraliziraju¢ih protutijela

u serumu (Slika 3.) (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA, 2014.).
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U konja koji su izlozeni infekciji EAV i strukturni proteini (GP5, M i N) i nestrukturni
proteini (nsp2, nsp4, nsp5 i nspl2) induciraju humoralni imunitet (MACLACHLAN i
sur., 1998.; GO i sur., 2011.c).

CAROSSINO i sur. (2017.) su utvrdili specifi¢ni tropizam EAV za stromalne stanice kao
I ¢injenicu da se virus prvenstveno nalazi u fibrocitima te T (CD2 *, CD3*, CD5* i CD8*
) i B (CD21%) limfocitima u ampuli ductusa deferensa. Studija je pokazala da VAK
izrazava razIi¢iti tropizam prema stanicama domacina, ovisno o tkivu i trajanju infekcije.
Zdrjebad porijeklom od imunih kobila, zasticena su od pojave klini¢kih znakova VAK
pasivnim prijenosom neutraliziraju¢ih protutijela putem kolostruma (MCCOLLUM,
1976.; BALASURIYA, 2014.). Neutraliziraju¢a protutijela pojavljuju se nekoliko sati
nakon hranjenja kolostrumom, na najvi$oj razini su u prvom tjednu zivota zdrjebeta
nakon ¢ega postupno opadaju do nestanka izmedu drugog i Sestog, rijetko sedmog
mjeseca starosti (BALASURIYA, 2014.). Bioloski poluzivot maj¢inih protutijela u
serumu zdrijebeta je 32 dana (BALASURIYA, 2014.).

Do danas nema opseznih studija koja opisuju stani¢ni imunosni odgovor na VAK u konja.
CASTILLO-OLIVARES i sur. (2003.) u istrazivanju iz 2003. godine opisuju metode
procjene specifiécnog odgovora citotoksi¢nih T-limfocita (CTL) u ponija inficiranih EAV.
Mehanizmi odgovorni za nestanak viremije nisu poznati, ali otkrivanje prekursora CD8*
CTL u rekonvalescentnih ponija nakon infekcije EAV ukazuju na to da bi stani¢na
imunost mogla igrati vaznu ulogu u kona¢nom uklanjanju infekcije. Citotoksi¢nost
izazvana monoaktivnim stanicama periferne krvi stimuliranim EAV bila je specifi¢na za
virus, genetski ograniCena i posredovana od CD8* T-limfocita i mogla se utvrditi u
razdoblju od cetiri mjeseca do vise od jedne godine nakon eksperimentalne infekcije u

ponija (CASTILLO-OLIVARES i sur., 2003.). Novijim istrazivanjem je takoder
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dokazano da infekcija EAV inducira odgovor protutijela sluznice u reproduktivnom
traktu stvaranjem i otpustanjem specificnih imunoglobulina (IgA, IgM, 1gG1, 1gG3/5 i
1gG4/7) u sjemensku plazmu, kao i usmjeravanjem plazma stanica u pomo¢nim spolnim

zlijezdama (CAROSSINO i sur., 2017.).

2.8. Dijagnostika

Klini¢ki znakovi VAK nisu specifi¢ni i nalikuju mnogim drugim zaraznim i nezaraznim
bolestima kopitara. S obzirom na navedeno, diferencijalno dijagnosticki treba postaviti
sumnju te laboratorijskim pretragama iskljuciti i druge zarazne bolesti u kojih se
pojavljuju sliéni klinicki znakovi, kao $to su: infekcija konjskim alfaherpesvirusom
(EHV) 1 i 4, influenca konja, virusi rinitisa konja A i B, adenovirusna infekcija konja,
infekciozna anemija kopitara, konjska kuga, infekcija hendra virusom, neke bakterijske
bolesti kao primjerice leptospiroza, te nezarazne bolesti kao $to su purpura hemorrhagica,
urtikarija i pojedine intoksikacije (BALASURIYA, 2014.). Osim navedenog i u slu¢aju
pobacaja kobila potrebno je laboratorijskim metodama razlikovati VAK od primjerice
infekcije EHV-1 ili rjede EHV-4, salmoneloznog pobacaja ili drugih zaraznih i
nezaraznih uzro¢nika pobacaja.

Laboratorijska dijagnostika VAK temelji se na sljede¢im laboratorijskim metodama:
izdvajanje virusa (VI), dokaz virusne nukleinske kiseline ili virusnog antigena te dokaz
protutijela (BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.). U slu¢aju postavljanja sumnje na
VAK, koriste se razli¢iti testovi lanane reakcije polimerazom s povratnom
transkripcijom (engl. reverse transcription polymerase chain reaction - RT-PCR) za dokaz
nukleinske kiseline VAK za pouzdano potvrdivanje ili isklju¢ivanje infekcije. Pri
koriStenju viroloske pretrage, izdvajanja na stani¢nim kulturama, virus je potrebno

dodatno potvrditi RT-PCR testom, virus neutralizacijskim testom (VN-test) ili
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imunocitokemijskom metodom, odnosno neizravhom imunofluorescencijom ili
imunohistoloskom metodom (LU i sur., 2008.; CAROSSINO i sur., 2016.; OIE, 2018.).
Uzorci koji se uzimaju i dostavljaju za laboratorijsku pretragu na VAK ovise o klini¢koj
slici odnosno radi li se o respiratornim klinickim znakovima, pobacaju, sumnji na
kliconostvo u pastuha ili uginuloj zivotinji. Kod akutne infekcije u odraslih konja i
Zdrijebadi za uzorak se uzima: obrisak nazofarinksa ili obrisak (moguce i ispirak) nosa,
obrisak konjunktive, puna krv (uz etilendiamintetraoctenu kiselinu (EDTA) ili citrat) i
uzorci parnih seruma (u razmaku od 21-28 dana) (BALASURIYA, 2014.).

Puna krv prikupljena u epruvetama s heparinom nije prikladna za laboratorijsko pretragu
na VAK ukoliko se zeli naciniti viroloska pretraga izdvajanjem virusa na stani¢nim
kulturama zbog inhibicijskog ucinka na virus. U uginulih Zivotinja za uzorak se uzimaju
pluéa, slezena i tkivo limfnih organa (timus, mezenterijalni i bronhijalni limfni ¢vorovi).
U slucaju pobacaja u kobila za uzorak je prikladno uzeti posteljicu, plodne tekucine,
pluca, slezenu i uzorke tkiva limfnih organa pobacenog ploda. Za potvrdivanje ili
isklju¢ivanje sumnje na klicono$tvo u pastuha za uzorak je potrebno uzeti sjeme i krvni
serum (BALASURIYA, 2014.; OIE, 2018.). Pocetna identifikacija pastuha kliconose radi
se pomoc¢u dokaza neutralizirajuc¢ih protutijela u njihovom krvnom serumu (seroloski
pozitivnim se smatra rezultat VN-testa s potvrdenim titrom protutijela >1:4) (OIE, 2018.),
a potvrdena infekcija EAV se utvrduje bilo izdvajanjem virusa iz sjemena, pokusnim
pripustanjem dvije seronegativne kobile (gdje serokonverzija unutar 28 dana nakon
pripustanja pokazuje da je u sjemenu prisutan EAV) ili dokazom virusne nukleinske
kiseline u sjemenu (BALASURIYA i sur., 2016.a). Uzorci sjemena dostavljeni na
virolosku pretragu trebaju sadrzavati frakciju ejakulata bogatu spermom (TIMONEY i

sur., 1986.; TIMONEY i sur., 1987. BALASURIYA i sur., 2016.a).

28



Osim odabira ciljnih organa za uzorkovanje, iznimno je vazno uzorke ¢uvati kontinuirano
na temperaturi od 4° C i dostaviti u $to kra¢em roku u laboratorij $to se posebno odnosi
na pretrazivanje izdvajanjem virusa na stani¢noj kulturi. Tkiva (npr. timus, posteljica,
pluca, jetra, limfni ¢vorovi) pobacenog ploda ili uginule Zivotinje mogu se staviti u 10%
puferirani formalin u svrhu histopatoloske i pretrage imunohistokemijskom metodom
(BALASURIYA, 2014.).

U cilju odredivanja standarda na svjetskoj razini za stavljanje u promet Zivih kopitara
odredeni su minimalni standardi od strane OIE-a. Standardi za koje nema pravila u EU
zakonodavstvu zamjenjuju se standardima OIE-a. U trendu globalizacije, zdravstvene
mjere imaju sve vecu vaznost u cilju osiguravanja medunarodne trgovine zivotinja i
proizvoda Zzivotinjskog podrijetla. U svjetlu toga, Sporazum o primjeni sanitarnih i
fitosanitarnin mjera (SPS sporazum) potice ¢lanove Svjetske trgovinske organizacije
(engl. World Trade Organization - WTO) da temelje mjere na medunarodnim
standardima, smjernicama i preporukama. Kako se OIE standardi koji se odnose na
zdravlje Zivotinja i zoonoze preuzimaju od strane WTO, opce su prihvaceni VI i VNT

kao standardni i mjerodavni testovi za dijagnostiku VAK (OIE, 2018).

2.8.1. Metode dijagnostike VAK dokazom uzroc¢nika ili njegove

nukleinske kiseline

Dokaz EAV u cilju postavljanja dijagnoze moze se provesti na dva osnovna nacina:
izdvajanjem virusa koriste¢i linijsku stani¢énu kulturu RK-13 i dokazom njegove
nukleinske kiseline molekularnom metodom RT-PCR ili lan¢ane reakcije polimerazom s
prethodnim prepisivanjem u stvarnom vremenu (engl. real time RT-PCR). Navedene

metode su odgovarajuce za potvrdivanje 1 za isklju¢ivanje bolesti.
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2.8.1.1. Izdvajanje uzro¢nika na stani¢noj kulturi

Kod postavljanja sumnje u svrhu potvrdivanja VAK dokazom uzro¢nika izdvajanjem na
stani¢noj kulturi, za uzorak se uzima obrisak nazofarinksa ili dubokog dijela nosne
sluznice konja, kod klinickih znakova konjunktivitisa obrisak spojnice, puna krv te
ejakulat u pastuha u slu¢aju sumnje na kliconostvo (OIE, 2018.). Uzorci se u akutnom
tijeku bolesti uzimaju odmah nakon pojave povisene temperature u Zivotinje. Stapiéi za
uzimanje obrisaka ne smiju biti drveni (zbog moguce interakcije konzervansa s PCR
reakcijom), a radi uspjeSne provedbe izdvajanja virusa brisevi moraju biti upucéeni u
laboratorij u transportnom mediju. Kod pobacaja za uzorak se uzima posteljica, pobaceni
fetus te limfni ¢vorovi, pluca, jetra, slezena avitalne zdrebadi uginule po zdrebljenju
(TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; OIE, 2018.).

U svom radu TIMONEY i McCOLLUM (1993.) navode da iako u slu¢ajevima prirodnih
infekcije EAV izdvajanje uzro¢nika nije uvijek uspje$no, izdvajanje virusa uvijek treba
pokusati napraviti iz klinickih uzoraka ili uzoraka tkiva na linijskim ili primarnim
kulturama stanica bubrega kunié¢a, konja ili majmuna. Navedene linijske stani¢ne kulture
RK-13 (ATCC CCL-37), LLC-MK;> (ATCC CCL-7) kao i primarne stani¢ne kulture
bubrega konja ili kuni¢a mogu se koristiti, s time da se izdvajanje uzro¢nika na linijskoj
stani¢noj kulturi RK-13 smatra zlatnim standardom i metodom izbora (TIMONEY i sur.,
2004.; OIE 2018.).

Nadalje, OIE (2018.) navodi se da je iskustvo pokazalo da primarno izdvajanje EAV iz
sjemena moze biti izazovnije nego izdvajanje virusa iz drugih uzoraka, osim ukoliko se
koristi odgovarajuca stani¢na kultura. Pokazalo se da nekoliko ¢imbenika utjeGe na
primarno izdvajanje EAV iz sjemena na linijskim stani¢nim kulturama RK-13 (OIE,

2018.). Veci postotak uspjesnih izdvajanja postignut je upotrebom tri do pet dana starih
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stani¢nih kultura u punom sloju, koristenjem veée koli¢ine inokuluma u odnosu na
uobiCajeni za povrSinu boce za uzgoj stani¢nih kultura ili povrsinu jazica polistirenskih
ploca, i kao najvaznije, dodavanje karboksimetil celuloze (srednje viskoznosti, 400-800
centipaskalsekundi (cPs)) u koli¢ini koja prekriva medij (OIE, 2018.).

Inokulirane kulture svakodnevno se prate u svrhu utvrdivanja citopatskog u¢inka (CPU),
koji je obi¢no vidljiv u roku od dva do Sest dana. U nedostatku vidljivog CPU, supernatant
stani¢ne kulture bi trebalo subinokulirati u novu bocu koja je potpuno prekrivena
stani¢nom kulturom nakon cetiri do sedam dana (OIE, 2018.). Ovaj postupak se ponavlja
i do pet puta jer je vecina izdvajanja EAV uspjesna u prvoj pasazi, ali manji broj je in
vitro vidljiv tek na drugoj ili sljede¢im pasazama (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.;
OIE 2018.). Vazno je znati da je vecina linijskih stani¢nih kultura RK-13, ukljucujuéi
ATCC CCL-37, kontaminirana virusom virusnog proljeva goveda (BVD), ¢ija prisutnost
pojacava osjetljivost linijskih stani¢nih kultura za primarnu izolaciju EAV, posebno iz
sjemena (OIE, 2018.).

S obzirom na navedeno vazno je i nakon uspje$nog izdvajanja EAV, dodatno potvrditi
izdvajanje virusa testom neutralizacije, neizravhom imunofluorescencijom ili

imunohistokemijski (BALASURIYA i MACLACHLAN, 2014.).

2.8.1.2. lzdvajanje virusa iz sjemena i dokaz kliconostva

Dokazano je da pastusi kliconose kratkotrajno ili dugotrajno izlucuju EAV sjemenom, ali
ne postoje dokazi da virus izluuju respiratornim putem ili putem mokrace, niti je virus
dokazan u trombocitno - leukocitnom medusloju (eng.:Buffy coat) u takvih Zivotinja
(TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; OIE, 2018.).

U pastuha koji su seroloski pozitivni na EAV, odnosno kad im je titar protutijela VN-

testom >1:4, treba pokusati izdvojiti virus iz sjemena u svrhu isklju¢ivanja kliconostva.
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Jedina iznimka mogu biti pojedine zivotinje koje su pouzdano i redovito cijepljene uz
uvjete da su prije pocetka provodenja cijepljenja bili seroloski negativni na VAK.
Takoder, ako seroloski status pastuha donora sjemena i prethodna povijest cijepljenja nije
poznata, prilikom stavljanja u promet sjemena, potrebno je naciniti izdvajanje virusa iz
sjemena i pretrazivanje molekularnom metodom s obzirom na nedostatnu osjetljivost
viroloske metode. Uz to obvezno je provodenje pretrazivanja na na¢in da se uzimaju
najmanje dva uzorka ejakulata koja se mogu prikupiti istog dana, tijekom uzastopnih dana
ili nakon razmaka od nekoliko dana ili tjedana. Ovakva raznolikost u dopustenim
intervalima uzorkovanja oshiva se na izostanku znanstvenih dokaza da ucestalost
uzorkovanja, interval izmedu sakupljanja ili doba godine kada se uzimaju uzorci utje¢u
na ishod rezultata dokaza virusa u ejakulatu pastuha. GLASER isur. (1997.) u svom radu
opisuju postupak uzimanja uzorka sjemena kao i na¢in postupanja te navode da uzorak
prikladan za dokaz virusa iz sjemena pastuha moze biti prikupljen pomocu umjetne
rodnice, kondoma ili fantomske kobile. Nadalje, prilikom samog postupka prikupljanja
sjemena, vazno je osigurati da se tijekom ¢iS¢enja vanjskog spolovila pastuha ne koriste
antiseptici odnosno dezinficijensi. Uzorci bi trebali sadrzavati frakciju ejakulata bogatu
spermom (druga frakcija) jer virus nije prisutan u prvoj frakciji ejakulata (TIMONEY i
MCCOLLUM, 1993.). Neposredno nakon sakupljanja, sjeme treba pohraniti u hladnjak
na 4 °C ukoliko ¢e uzorak biti dostavljen unutar 24 sata ili pri -20 °C ili po moguénosti
nizoj temperaturi ukoliko ¢e uzorak biti dostavljen nakon vise od 24 sata. Zamrzavanje
uzorka ne remeti znacajno izdvajanja virusa iz sjemena (GLASER i sur., 1997.; OIE,
2018.). U posebnim slu¢ajevima kada izdvajanjem virusa ili RT-PCR testom nije moguce

utvrditi status pastuha u odnosu na moguce kliconostvo, pastuh se moze testirati na nacin
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da se pripusti na dvije seronegativne kobile, koje se provjeravaju radi serokonverzije na
virus do 28 dana nakon pripusta (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; OIE, 2018.).

Takoder u slucaju tretiranja pastuha antagonistom gonadotropnin-oslobadajuceg
hormona (GnRH) ili davanja GnRH radi modifikacije reproduktivne aktivnosti ili
ponasanja, nije moguce sa sigurno$¢u utvrditi status kliconostva u pastuha jer navedeno
mozZe rezultirati privremenim prekidom izlu¢ivanja virusa putem sjemena (OIE, 2018.).
BALASURIYA i sur. (2016.a) u svom radu navode da je izdvajanje virusa zlatni standard
za utvrdivanje EAV u sjemenu i metoda koja je preporucena od strane OIE-a za
medunarodni promet, ali isto tako da postoje radovi koji navode da molekularne metode
kvantitativne lancane reakcije polimerazom s prethodnim prepisivanjem u stvarnom
vremenu (engl. real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction -
RT-gPCR) i RT-PCR imaju jednaku ili ve¢u osjetljivost u usporedbi s izdvajanjem EAV
iz sjemena (BALASURIYA i sur., 2002.b; LU i sur., 2008.; MISZCZAK i sur., 2011.;

CAROSSINO i sur., 2016.).

2.8.1.3. Dokaz antigena imunohistokemijskom metodom
Antigen virusa arteritisa konja moze se identificirati u razlicitim tkivima zarazenih
zivotinja bilo kod vidljivih promjena ili bez lezija tkiva (DEL PIERO, 2000.; OIE, 2018.).
Antigen je moguée dokazati u plu¢ima, srcu, jetri i slezeni i posteljici pobacenih fetusa
(DEL PIERO, 2000.). Virusni antigen moze se utvrditi unutar citoplazme zarazenih
stanica imunofluorescencijom pomocu konjugiranog konjskog poliklonskog anti VAK
seruma ili ABC tehnikom, koriste¢i misja monoklonska protutijela (Mabs) za GP5 ili N

proteine virusa (DEL PIERO, 2000.; OIE, 2018.). Imunohistokemijska metoda se moze
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koristi kao dijagnosticka metoda za VAK u uzorcima koze uzetim tijekom akutne faze

infekcije ali nije pouzdana kao metoda za dijagnostiku VAK.

2.8.2. Molekularne metode dijagnostike

Standardni RT-PCR u dva koraka, RT-PCR u jednom koraku, ugnjezdeni RT-PCR (RT-
NPCR) i RT-gPCR postali su opée prihvaceni kao alternativa ili dodatak izdvajanju virusa
u stani¢noj kulturi za potvrdu EAV u klinickim uzorcima (OIE, 2018.). Dijagnostika
temeljena na molekularnim metodama omoguéava identificiranje RNK u klinickim
uzorcima, nazofaringealnim ili nosnim brisevima, trombocitno-leukocitnom medusloju,
sjemenu i urinu te u razli¢itim uzorcima tkiva (GILBERT i sur., 1997.; BALASURIYA i
sur., 2002.b; WESTCOTT i sur., 2003.; LU sur., 2007.; MISZCZAK i sur., 2011.). U
usporedbi s tradicionalnim izdvajanjem virusa, ovi testovi temeljeni na RT-PCR-u su
osjetljiviji, nije im potreban Zivi virus i znatno su brzi za izvodenje, a u pravilu je potrebno
manje od 24 sata do dobivanja rezultata Sto je izuzetno vazno u klini¢koj dijagnostici te
su u konacénici i jeftiniji (GO, 2011.a,; OIE, 2018.).

Postoje znaCajne razlike u osjetljivosti 1 specifi¢nosti izmedu razli¢itih izvedbi
molekularne dijagnostike koji primarno ukljucuju razlicite parove pocetnica koji ciljaju
razli¢ite dijelove genoma (u pravilu ORF-ove). Rezultati koji se mogu usporediti s
metodom izdvajanja virusa dobiveni su s nekim molekularnim metodama odnosno
standardnim RT-PCR u jednom koraku, RT-PCR u dva koraka, ili RT-gPCR
(BALASURIYA i sur., 2002.b; GILBERT, TIMONEY i sur., 1997.; LU i sur., 2008.;
MISZCZAK isur., 2011.). Metoda RT-gPCR za VAK je jednostavna, brz i pouzdan nacin
za utvrdivanje i identifikaciju virusne nukleinske kiseline u sjemenu i uzorcima tkiva kao
i inokuliranim stanicnim kulturama (GILBERT i sur., 1997.; BALASURIYA i sur.,

2002.b; LU i sur., 2008.; MISZCZAK i sur., 2011.). Medutim, postoje dokazi koji
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upucuju da izbor komercijalnog kompleta koji se Kkoristi za ekstrakciju i umnazanje
nukleinske kiseline moze imati veliki utjecaj na samu metodu i njenu osjetljivost
(MISZCZAK isur., 2011.). To je demonstrirano metodom ekstrakcije nukleinske kiseline
koristenjem magnetskih zrnaca u kombinaciji sa specificnim komercijalnim RT-PCR
kompletima. RT-PCR u jednom koraku ima vazne prednosti u odnosu na standardni RT-
PCR u dva koraka jer uklanjanje mogucnosti krizne kontaminacije izmedu uzoraka s
obzirom da se epruveta za uzorke nikada ne otvara te smanjuje vjerojatnost lazno
pozitivne reakcije kod dokazivanja umnozenog odsjecka RT-PCR pomocu proba
specificnih  za sekvencu. Medutim, u slu¢aju nedostatnih ili neodgovarajucih
biosigurnosnih mjera u laboratoriju, i dalje postoji moguénost krizne kontaminacije
izmedu uzoraka, Sto dovodi do lazno pozitivnih rezultata. Dijagnostika RT-nPCR
metodom je visoko osjetljiva za utvrdivanje EAV, ali se isto tako njenom provedbom
povecava vjerojatnost dobivanja lazno pozitivnih rezultata. Rizik od krizne kontaminacije
koristenjem RT-nPCR povecan je zbog drugog koraka PCR umnazanja koji ukljucuje
proizvod iz prve RT-PCR reakcije. Da bi se smanjio rizik od moguée krizne
kontaminacije, treba poduzeti sve mjere opreza, posebno tijekom ekstrakcije RNK i
pripreme reakcije. U svrhu provjere postupaka i rezultata testa potrebno je imati pozitivne
i negativne kontrole za EAV, i kada je moguce u svakom RT-PCR testu treba ukljuciti
nukleinsku kiselinu ekstrahiranu iz medija stani¢ne kulture slobodne od EAV. S obzirom
na navedeno u vecini slucajeva ¢e se upotrebom RT-PCR-a u jednom koraku ili RT-
gPCR-a u velikoj mjeri zaobi¢i problemi povezani s kriznom kontaminacijom. U
nedostatku opcenite suglasnosti 0 univerzalnom setu pocetnica za EAV kao i nedostatku

suglasnosti o optimalnoj metodi, postoji potreba za provodenjem metode izdvajanja
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virusa zajedno s molekularnim metodama za identifikaciju virusa u klinickim ili post
mortem uzorcima te tamo gdje je moguée, genomska i fenotipska analiza virusnih izolata.
Sojevi EAV izolirani iz razli¢itih regija svijeta klasificirani su u razlicite filogenetske
skupine analizom nukleotidnog slijeda gena koji kodiraju proteine GP3, GP5 i M (ORF
3,516) i nukleokapsidni (N) gen (ORF 7) (ZHANG isur., 2010.b). Vecina autora smatra
da je odredivanje nukleotidnog slijeda ORF 3 i ORF 5 regije najkorisniji i najpouzdaniji
u svrhu filogenetske analize. Odredivanje rezultata filogenetske analize potice se jer su
oni osnova molekularne epizootiologije i najpouzdaniji nadin pracenja Sirenja EAV

(ZHANG i sur., 2010.b).

2.8.3. Seroloske metode dijagnostike

U skladu s OIE Dijagnosti¢kim priru¢nikom za kopnene Zivotinje (OIE, 2018.) postoje
razne seroloske metode dijagnostike koje se koriste za dokaz protutijela na EAV, kao $to
su: VN-test, reakcija vezanja komplementa (RVK), neizravna imunofluorescencija,
imunodifuzija u gelu, ELISA i imunokemijski test s mikrocesticama (engl. fluorescent
microsphere immunoassay - MIA). Reakcija vezanja komplementa je manje osjetljiva od
VN-testa i ELISA-e, ali se moze koristiti za dijagnosticiranje nedavne infekcije (OIE,
2018.). Bez obzira na navedene moguée metode seroloske dijagnostike s obzirom na
svrhu pretrazivanja te specifiénost i osjetljivost testova u cilju dobivanja pouzdanih

rezultata u dijagnostici VAK najvise se koriste VN-test i ELISA test.

2.8.3.1.  Virus neutralizacijski test

Virus neutralizacijski test za VAK je seroloSka metoda dijagnostike koja se koristi za
odredivanje titra neutralizacijskih protutijela za EAV prisutnih u uzorku seruma.

Neutralizacijska protutijela traju nekoliko godina nakon prirodne infekcije ili cijepljenja
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s modificiranim zivim cjepivom protiv VAK (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.). VN-
test se smatra zlatnim standardom koji je odreden od strane OIE-a za odredivanje
protutijela na EAV (OIE, 2018.). S obzirom na navedeno, VN-test je odreden od OIE-a i
kao sluzbena dijagnosticka metoda za medunarodni promet zivim zivotinjama i
sjemenom pastuha. Ono $§to se pokazalo otezavaju¢im pri izvedbi VN-testa je
dugotrajnost postupka i nemoguénost razlikovanja protutijela koja su nastala prirodnom
infekcijom od protutijela nastalih kao posljedica cijepljenja. Takoder, pri izvodenju VN-
testa treba paziti na mogucénost pojave serumske citotoksi¢nosti s obzirom na koriStenje
stani¢ne kulture RK-13, koja se koristi pri izvodenju testa (OIE, 2018.; BANNAI i sur.,
2018.). Citotoksi¢nost se moze zamijeniti s virusnim citopatogenim u¢inkom sto dovodi
do poteskoc¢a u tumacenju rezultata pretrage (NEWTON i sur., 2004.). Rezultati
istrazivanja i podaci prikupljeni s terena ukazuju na to da je navedena serumska
citotoksi¢nost povezana s uporabom inaktiviranog cjepiva protiv alfaherpesvirusa konja,
dobivenog iz stani¢ne kulture, a pretpostavlja se da nastaje kao ucinak protutijela nastalih

cijepljenjem na stani¢nu kulturu RK-13 (NEWTON i sur., 2004.; BANNAI i sur., 2018.).

2.8.3.2.  Imunoenzimni test (ELISA)

ELISA je seroloska metoda dijagnostike koja se koristi za odredivanje specificnih
protutijela za EAV prisutnih u uzorku seruma kopitara (KONDO i sur. 1998; NUGENT
i sur., 2000.; DUTHIE i sur., 2008.).

Trenutno postoji nekoliko dostupnih komercijalnih ELISA kompleta za serolosku
dijagnostiku VAK koje su izradene na principu kompetitivne ELISE poput kompleta
Equine Arteritis Virus cELISA (engl. competitive-enzyme linked immunosorbent assay)
(VMRD Inc., Pullman, WA, SAD) (BANNAI i sur., 2018.) ili indirektne ELISA kao 1D

Screen® Equine Viral Arteritis Indirect (IDvet Genetics, Grabels, Francuska)

37



(LEGRAND i sur. 2009.) te INgezim Arteritis 2.0 (Ingenasa, Madrid, Spanjolska)
(DUTHIE i sur., 2008.).

U istrazivanju PFAHL i sur. (2016.) usporedene su dvije verzije kompetitivne ELISA
istog proizvodaca (VMRD Inc., Pullman, WA, SAD) te je utvrdeno da je poboljSana
verzija znatno osjetljivija nego izvorna cELISA. Ustanovljeno je da je u novoj verziji
dijagnostickog kompleta poboljSana osjetljivost bez smanjenja specifi¢nosti testa
(CHUNG i sur., 2015.). Izmedu ostalog i temeljem navedenog istrazivanja, smatra se da
koristenje cELISA-e u dijagnostici VAK u usporedbi s VN-test-om, ima odredene
prednosti kao Sto je kra¢e vremensko razdoblje koje je potrebno za dobivanje rezultata
pretrazivanja s obzirom da je za izvodenje VN-testa potrebno 72 sata, a rezultati cCELISA-
e dobiju se u jednom danu. Takoder prednos¢u se smatra i jednostavnije izvodenje
postupka s obzirom da postoje standardni kompleti koji umanjuju moguénosti varijacije
rezultata kao posljedicu izvodenja metode u razli¢itim laboratorijima. Takoder, s obzirom
da se kod cELISA-e koristi procis¢eni antigen, u postupku izvodenja iste nisu potrebni
posebni biosigurnosni uvjeti za onemogucavanje Sirenja zivog virusa kao tijekom
izvodenja VN-testa (PFAHL i sur., 2016.).

BANNAI isur. (2018.) u svojem radu posebno isti¢u da mogucénosti dijagnostike s ELISA
kompletom nisu u potpunosti istrazene za pojedine slucajeve niti su u potpunosti
validirani iako je prema dostupnim podacima validirana cELISA (VMRD, Pullman, WA)
pokazala visoku osjetljivost i specificnost i u usporedbi s VN-testom. Kao prednost
ELISA metode istice se 1 primjena u sluCaju citotoksicnosti seruma kao i moguca
primjena za provjeru statusa konja nakon prethodnog pretrazivanja VN-testom s obzirom
na postizanje brzih rezultata i znacajno manje zahtjevno izvodenje metode (DUTHIE i

sur., 2008.).
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Medutim, bez obzira na navedene prednosti u izvodenju seroloske metode dijagnostike
komercijalnim ELISA metodama, temeljni nedostatak je nemoguénost utvrdivanja titra
protutijela kao 1 nedostatno istrazena specificnost 1 osjetljivost u razliitim
epizootioloskim prilikama. Zajednicki nedostatak svih seroloskih metoda koje se danas
primjenjuju u dijagnostici VAK ostaje razlu¢ivanje cjepnih protutijela od onih nastalih
kao posljedica infekcije zbog Cega se u seroloski pozitivnih pastuha ili u sluc¢aju klinickog
o¢itovanja bolesti seroloska dijagnostika nadopunjava izdvajanjem virusa i/ili

molekularnom dijagnostikom.

2.9. LijeCenje

Ne postoji etiolosko lijecenje VAK odnosno nema specificnog antivirusnog lijeCenja
konja zarazenih EAV ve¢ se u slucaju pojave teze klinicke slike u zarazenih jedinki
primjenjuje simptomatska terapija uz primjenu nesteroidnih protuupalnih lijekova,
antipiretika, diuretika i primjena obloga odnosno povoja za smanjenje edema (GLASER
i sur., 1996.; BALASURIYA, 2014.).

Bolesne zivotinje je potrebno izolirati, postedjeti od treninga ili aktivnosti, omoguciti im
potpuni odmor i pruziti im poja¢anu njegu. Dosadasnje iskustvo u lijeGenju VAK je
pokazalo da ne postoji u¢inkovita terapija u lije¢enju zdrjebadi s intersticijskom upalom
pluca ili pneumoenteritisom kao posljedicom VAK, osim primjene antibiotika u svrhu
zastite i lijeCenja sekundarnih bakterijskih infekcija (BALASURIYA, 2014.).

Neke studije podupiru tezu da antagonisti Gn-RH ili anti-Gn-RH pripravci mogu
privremeno ograniciti izlu¢ivanje virusa u sjemenu pastuha kliconose (BALASURIYA i
sur., 2013.; FORTIER i sur., 2002.). Mogu¢nosti privremenog zaustavljanja proizvodnje
testosterona u pastuha kliconose budi nadu u nalazenje terapije koja bi dovela do

uklanjanja virusa i potpunog izlje¢enja (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; GLASER i
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sur., 1996.; BALASURIYA, 2014.). U ograni¢enoj studiji BURGER i sur. (2006.)
demonstrirali su rezultate tretiranja pastuha kliconose s anti-Gn-RH pripravkom nakon
kojega je doslo do prestanka izlu¢ivanja EAV u sjemenu kroz odredeno vrijeme.
Medutim, nakon provedenog tretmana svi tretirani pastusi su imali smanjen libido,
smanjeni skrotum, manji broj spermija, manji postotak normalnih spermija i slabiju
pokretljivost spermija. S obzirom na navedene nuspojave i dugotrajne u¢inke, do sada
nije poznat nacin lijeCenja pastuha kliconose koji bi doveo do prestanka izlu¢ivanja virusa
putem sjemena osim kirurske kastracije pastuha, ¢ime se u konacnici gubi rasplodna
vrijednost pastuha (BALASURIYA i sur., 2016.a).

Pokazano je da peptidno-konjugirani fosforodiamidatni morfolino oligomer (PPMO) koji
cilja GP5 gen, genomski 5' kraj VAK, sposoban izlijeciti HeLa stanice trajno zarazene
EAV-om u in vitro uvjetima (ZHANG i sur., 2010.a). Medutim, in vivo primjena PPMO-
a i drugih antivirusnih lijekova je ograni¢ena uzimajuéi u obzir troskove i broj konja koje

je potrebno lijeciti (BALASURIYA, 2014.).

2.10. Cijepljenje

Trenutno postoje dva dostupna komercijalna cjepiva protiv. VAK dobivena uzgojem
virusa na stani¢noj kulturi (OIE, 2018.). Jedno je modificirano, Zivo virusno cjepivo,
pripremljeno od virusa koji je oslabljen visestrukim serijskim pasazama U primarnim
stanicama bubrega konja i kunica te u stani¢noj kulturi koze konja (OIE, 2018.). Pokazalo
se da kod primarne aplikacije modificiranog cjepiva, isto $titi od klini¢ke slike bolesti ali
ne sprjecava u potpunosti infekciju s EAV (ZHANG i sur., 2012.).

Dokazano je da je cjepivo sigurno za primjenu u pastuha i kobila koje nisu gravidne. Ne
preporucuje se cijepljenje zdrjebadi mlade od Sest mjeseci i gravidnih kobila, a posebno

ne u posljednja dva mjeseca gravidnosti (BROADDUS i sur., 2011b.). Ne postoje radovi
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koji su dokazali infekciju uzrokovanu cjepnim sojem ili da je doslo do rekombinacije s
prirodnim sojevima EAV nakon primjene cjepiva na terenu (OIE, 2018.). Medutim, u
nekim radovima je dokazano da se virus iz cjepiva mogao sporadi¢no izdvojiti iz obriska
nazofarinksa i trombocitno-leukocitnog medusloja, obi¢no oko sedmog dana, rijetko do
32. dana nakon cijepljenja (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.; BALASURIYA, 2014.).
Cijepljeni pastusi uglavnom ne izlucuju virus ni u sjemenu ni mokra¢om, medutim,
zabiljezena je vrlo niska razina virusa u sjemenu cijepljenog pastuha, cetvrtog i Sestog
dana nakon cijepljenja (SUMMERS-LAWYER i sur., 2011.; BALASURIYA, 2014.). S
obzirom na navedeno ne preporucuje se parenje ili uzimanje sjemena od pastuha koji su
prvi puta cijepljeni ukoliko nije proslo 28 dana od dana cijepljenja. Navedeno cjepivo je
odobreno za uporabu u SAD-u i Kanadi u svrhu preventivnog cijepljenja protiv VAK i
koristilo se pod kontrolom nadleznog tijela u Argentini i na Novom Zelandu
(BALASURIYA, 2014.).

Drugo cjepivo je inaktivirano cjepivo s adjuvansom napravljeno od virusa uzgajanog na
stani¢noj kulturi i nacelno nema ograni¢enja u primijeni. S obzirom da nema dostatno
odgovarajuc¢ih podataka, cjepivo se ipak trenutno ne preporucuje za cijepljenje gravidnih
kobila (OIE, 2018.). Odobreno je za uporabu u odredenim europskim zemljama,
ukljuéujué¢i Dansku, Francusku, Njemacku, Madarsku, Irsku, Svedsku i Veliku Britaniju
(OIE, 2018.). lako ovo cjepivo inducira stvaranje neutraliziraju¢ih protutijela, njegova
ucinkovitost u prevenciji VAK i kliconos$tva u pastuha znatno je slabija nego kod

modificiranog, zivog cjepiva (BALASURIYA i sur., 2016.a).

2.11. Mjere kontrole i iskorjenjivanja VAK-a

Mjere kontrole i prevencije virusnog arteritisa konja prvenstveno su usmjerene u

identifikaciju pastuha kliconose i mjere sprje¢avanja unosa EAV u prijemljivu populaciju
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(GLASER i sur., 1997.). Svjetska organizacija za zdravlje zivotinja odredila je standarde
za minimalne mjere kontrole i prevencije u populaciji konja (OIE, 2018.; OIE, 2021.), a
koriste se na nacionalnoj razini i kod uvoza ili stavljanja u promet kopitara i sjemena. U
svrhu osiguravanja razvoja uzgoja kopitara, povecanja produktivnosti sektora
konjogojstva i poticanja prometa, na razini Europske unije, 2009. godine odredena su
pravila kojima se ureduje premjeStanje kopitara izmedu drzava ¢lanica EU i uvoza
kopitara iz tre¢ih zemalja (ANONIMNO, 1990.; ANONIMNO, 1995.; ANONIMNO,
2009.d). Mjere koje se odnose na VAK odreduju veterinarsko-zdravstvene uvjete za uvoz
kopitara iz tre¢ih zemalja i omogucuju drzavama ¢lanicama provodenje nacionalnih
programa kontrole VAK. Uvoz kopitara u drzavu ¢lanicu odobravao se samo iz onih
tre¢ih zemalja koje su bile uvrStene na popis drzava i njihovih podru¢ja odredenih od
strane Europske komisije. Takoder je bilo odredeno da za uvoz u drzavu ¢lanicu u svrhu
sprjeCavanja Sirenja VAK-a, pastusi moraju biti pretrazeni sa seroloSki negativnim
rezultatom ili biti negativni metodom izdvajanja virusa ili bilo kojim drugim testom
priznatim u skladu s posebnim postupkom Europske komisije.

Ukoliko su pojedine drzave provodile nacionalne programe kontrole ili primjenjivale
smjernice OlE-a za premjestanje kopitara izmedu drzava, pojedine drzave bi
primjenjivale odredena pravila i ha nacionalni promet, ovisno o epizootioloskoj situaciji
I ukoliko bi strategija bila prepoznata na nacionalnoj razini i usmjerena u zastitu
konjogojstva.

Odredene europske zemlje; Ujedinjeno Kraljevstvo (UK), Irska, Njemacka, Francuska i
Italija uspostavile su Kodeks prakse u kojem su odredene smjernice za kontrolu i
prevenciju odredenih bolesti kopitara, ukljuc¢ujuci i VAK (HBLB, 2021.). Takoder, dobar

primjer sustavne kontrole bolesti ima Novi Zeland koji je i uspio iskorijeniti EAV na
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njihovom podruc¢ju (OIE, 2014.). U Sjedinjenim Americkim Drzavama su propisani
minimalni standardi za prevenciju, utvrdivanje i kontrolu VAK, kao i minimalni zahtjevi
za nacionalno i medudrzavno premjestanje konja (USDA-APHIS, 2004.). U Sloveniji je
obvezna kontrola na EAV svih seropozitivnih pastuha s rodovnikom, dok se kontrola
EAV kod respiratornih klinickih znakova provodi na dobrovoljnoj osnovi (HOSTNIK i
sur., 2011.).

U nadziranju zdravlja kopitara odnosno pra¢enjem opéeg zdravstvenog statusa, osobito
pobacaja 1 drugih reproduktivnih poremecaja moguce je uociti klini¢ke (respiratorne
klini¢ke znakove i pobacaje) ili uzgojne pokazatelje (npr. preganjanja i Sterilitete zbog
rane embrionalne smrtnosti) koji upuéuju na pojavu VAK-a u uzgoju (BARBIC i sur.,
2019.). Kao najveéi problem u mjerama kontrole pokazalo se kliconostvo u pastuha s
obzirom da oni naj¢esc¢e ne pokazuju klinicke znakove, a izlucuju virus u velikoj koli¢ini
i time predstavljaju rizik za druge kopitare i moguce Sirenje virusa na velike udaljenosti
kod prometovanja takvim Zivotinjama. Zbog navedenog razloga, u nekim drzavama, kao
primjer dobre prakse primjenjuje se pretrazivanje pastuha na VAK, prije uvodenja u novo
stado, prije sezone pripusta odnosno nacionalnog i medunarodnog prometa. Ciljana
kontrola se provodi seroloskim pretrazivanjem uzoraka krvi metodom virus
neutralizacijskog testa (BARBIC i sur., 2019.). Titar protutijela > 1:4 smatra se
pozitivnim u skladu sa smjernicama propisanim od strane OIE-a (OIE, 2018.). Radi
dokaza klicono$tva pastusi s pozitivnim seroloSkim nalazom se dodatno pretrazuju na
nacin da se najmanje dva uzorka ejakulata pretraze viroloSkom 1/ili molekularnom
pretragom. Radi potvrde ili isklju¢enja klicono$tva moraju se pretraziti najmanje dva
ejakulata seroloski pozitivnog pastuha jer pojedine zivotinje ne moraju u svakom

ejakulatu izlucivati virus nego izlu¢ivanje moze biti sporadi¢no (OIE, 2018.). Pastusi koji
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su dokazano kliconose i u takvim uvjetima se mogu Koristiti za rasplod, ali pod vrlo
strogim uvjetima (TIMONEY i MCCOLLUM 1993.). Takvi se pastusi moraju drzati
fizicki izolirani od drugih kopitara i mogu se pripuStati samo na kobile koje su
seropozitivne bilo od prirodne infekcije ili posljedicno cijepljenju (TIMONEY i
MCCOLLUM 1993.), i to cijepljenju koje je provedeno najmanje tri tjedna prije parenja
ili embrio transfera (BROADDUS i sur., 2011.a; BALASURIYA i sur., 2016.a).
Medutim, kod takvog koriStenja pastuha svakako treba imati na umu i op¢enitu politiku
kontrole VAK u drugim drzavama s obzirom da vjerojatno ne¢e sve nacionalne politike
kontrole bolesti dopustiti uvodenje pastuha potencijalnog kliconose u uzgoje kao i
koristenje seroloski pozitivnih pastuha za rasplod (BALASURIYA i sur., 2016.a).

Ako kod seroloski pozitivnog pastuha nije moguée doci do uzoraka ejakulata, u cilju
utvrdivanja kliconosStva, pastuh se pari s dvije pouzdano seroloski negativne kobile koje
se ponovno pretrazuju nakon 28 dana. Ukoliko i dalje nalaz bude negativan pastuh se
smatra seroloski pozitivnim, ali ne smatra se izlu¢ivaéem (OIE, 2018.; BARBIC i sur.,
2019.).

Drugi nacin kontrole bolesti jest imunoprofilaksa. U SAD-u i Kanadi se od 1985. godine
koristi oslabljeno, Zivo cjepivo protiv VAK u svrhu kontrole i mjere prevencije VAK u
populaciji konja (BALASURIYA i sur., 2016.a). Medutim kontrola bolesti cijepljenjem
se moze koristiti isklju¢ivo za prevenciju u Zivotinja koje nikada ranije nisu bile inficirane
jer se cijepljenjem ne rjesava problem kliconostva (TIMONEY i MCCOLLUM, 1993.).
Pastuh koji je kliconosa ostaje to i dalje neovisno o cijepljenju te i dalje moze izlu¢ivati
virus (BALASURIYA isur., 2016.a). S obzirom na navedeno, jasno je da se cjepivo moze
koristiti isklju¢ivo za prevenciju infekcije u Zivotinja koje nikada ranije nisu bile

inficirane. Zbog toga postupak cijepljenja podrazumijeva serolosko pretrazivanje pastuha
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neposredno prije cijepljenja te samo u slucaju negativnog nalaza imamo opravdanje
cijepiti pastuha. Osim negativnog nalaza prije cijepljenja, nakon cijepljenja Zivotinja
mora obavezno biti Cetiri tjedna u strogoj karanteni, bez dodira s drugim konjima
(izravnog ili preko zajednickih prostora i predmeta), i tek tada se moze smatrati doista
zasticenom od infekcije. Cijepljenje se mora ponavljati ovisno o uputi proizvodaca
cjepiva odnosno po programu cijepljenja koji svakako mora uklju¢ivati pocetak sezone
rasplodivanja.

Svakako treba raditi na novim cjepivima koja ¢e omoguciti razlikovanje cjepnog soja od
terenskog po principu DIVA strategije, $to bi bio znacajan doprinos konjogojstvu i uzgoju
kopitara opcenito s obzirom da bi se olakSalo premjestanje kopitara kao i provodenje

programa nadziranja (BALASURIYA i sur, 2016.a).

2.11.1. Mjere kontrole u Republici Hrvatskoj

Na podruéju Republike Hrvatske odredena je obveza prijave potvrdenog sluc¢aja VAK od
2004. godine (ANONIMNO, 2004.). Navedena obveza je osiguravala poduzimanje mjera
kontrole, prevencije i prikupljanje podataka kao i Sirenje svijesti o predmetnoj bolesti.
Prijava samo potvrdenog slucaja bolesti ostaje na snazi do 2014. godine kada se uvodi i
obveza prijave sumnje na bolest (ANONIMNO, 2009.g; ANONIMNO, 2011.e;
ANONIMNO, 2011.f, ANONIMNO, 2014.d; ANONIMNO, 2020.c). Sustavno
nadziranje VAK na podruc¢ju RH pocinje 2009. godine. Iste godine objavljen je ,,Pravilnik
o mjerama kontrole arteritisa konja* (ANONIMNO, 2009.e) te se godisnjom ,,Naredbom
0 mjerama zastite zivotinja od zaraznih i nametnickih bolesti i njihovom financiranju u
2009. godini“ (ANONIMNO, 2009.b; ANONIMNO, 2009.c) po prvi puta propisuje
nadziranje VAK-a na nacin da se svi pastusi koji se koriste za rasplod i sve kobile u

slu¢aju pobacaja pretrazuju na VAK. Mjere se u prvoj godini u potpunosti financiraju iz
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drzavnog proracuna $to je doprinijelo podizanju svijesti i privoli posjednika da sudjeluju
u provedbi mjera. Nadziranje je nastavljeno i tijekom 2010., 2011. i 2012. godine na isti
nacin, ali uzorkovanje i laboratorijske pretrage nisu se financirale iz drzavnog proracuna
osim u slucaju pobacaja. Navedene mjere ostaju na snazi i 2013., 2014., 2015., 2016. i
2017. godine, s time da je dodana preporuka za serolosko pretrazivanje kobila prije
prirodnog pripusta (ANONIMNO, 2009.b; ANONIMNO, 2009.c; ANONIMNO, 2010.b;
ANONIMNO, 2010.c; ANONIMNO, 2010.d; ANONIMNO, 2011.b; ANONIMNO,
2011.c; ANONIMNO, 2011.d; ANONIMNO, 2012.b; ANONIMNO, 2012.c;
ANONIMNO, 2013.b; ANONIMNO, 2013.c; ANONIMNO, 2014.b; ANONIMNO,
2014.c; ANONIMNO, 2015.h, ANONIMNO, 2016.h; ANONIMNO, 2016.c;
ANONIMNO, 2017.b). Mjere ostaju na snazi i tijekom 2018. godine, s time da je dodana
obvezna viroloska i molekularna pretraga ejakulata pastuha, prije pocetka koristenja za
prirodni pripust ili umjetno osjemenjivanje, a koji su u prethodnom pretrazivanju bili
seropozitivni (ANONIMNO, 2018.). U 2019. godini se ukidaju sve mjere aktivnog
nadziranja i ostaje samo pasivno nadziranje u slu¢aju pobacaja (ANONIMNO, 2019.).
Tijekom 2020. i 2021. godine po prvi puta se provodi aktivno nadziranje u sklopu
programa i to nasumi¢nim uzorkovanjem konja starijih od 12 mjeseci. Broj uzoraka konja
koji se pretrazuju je odreden na nacin da se sa 95% vjerojatnosti otkrije prisustvo bolesti
ukoliko je uzro¢nik prisutan u 2% ili 5% populacije konja (ANONIMNO, 2020.b;
ANONIMNO 2020.d; ANONIMNO, 2021.a; ANONIMNO, 2021.b). Osim aktivnog
nadziranja i dalje je ostalo na snazi i pasivno nadziranje VAK-a kod pobacaja ili drugih
znakova koji mogu ukazivati na VAK. U dokumentu ,,Naputak o provodenju mjera
kontrole zdravlja Zivotinja propisanih Naredbom o mjerama zaStite Zivotinja od zaraznih

i nametni¢kih bolesti i njihovom financiranju* (ANONIMNO, 2009.f; ANONIMNO,
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2010.a; ANONIMNO, 2011.a; ANONIMNO, 2012.a; ANONIMNO, 2013.3;
ANONIMNO, 2014.a; ANONIMNO, 2015.a; ANONIMNO, 2016.a; ANONIMNO,
2017.a; ANONIMNO, 2020.a) detaljnije su odredivani nacini provodenja mjera kontrole
zdravlja zivotinja za pojedine bolesti propisane godisSnjom Naredbom, koji se
kontinuirano donosio u svrhu tumacenja i odredivanja na¢ina provodenja mjera od strane
veterinarskih organizacija, veterinarske prakse i veterinarske sluzbe. Bilo je odredeno da
se uzima uzorak krvi u serumske epruvete i Salje na serolosku pretragu, uz popratni
obrazac za dostavu uzoraka na laboratorijsko pretrazivanje, na Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu u Laboratorij za virusni arteritis konja (ARTERIab). U navedenom
dokumentu je bilo i propisano tumacenje rezultata pretrage na nacin da se zivotinja smatra
seroloski pozitivnom na VAK ukoliko se laboratorijskom pretragom metodom virus
neutralizacijskog testa utvrdi titar neutralizacijskih protutijela > 1:4. U slu¢aju
seropozitivnog nalaza postupalo se sukladno ,,Pravilniku o mjerama kontrole arteritisa
konja“ (ANONIMNO, 2009.e). Kako bi se na neki nac¢in kontrolirala provedba uzimanja
ejakulata pastuha koji su utvrdeni pozitivni, metodom virus neutralizacijskim testom na
VAK, bilo je odredeno da nadlezna ovlasStena veterinarska organizacija mora pismenim
putem izvijestiti nadlezno tijelo o razlozima nemoguénosti ispunjavanja obveza preuzetih
Ugovorom o povjeravanju poslova. Koliko god je navedena obveza ponekad mozda
zvucala grubo prema kolegama veterinarima, ¢injenica je da je u stvari navedena odredba
bila alat nadleznom tijelu za usmjeravanje potrebnih aktivnosti odnosno organiziranje
edukacija tamo gdje je to bilo potrebno.

,,Pravilnikom o mjerama kontrole arteritisa konja*“ (ANONIMNO, 2009.€) propisano je

postupanje u sluc¢aju sumnje i potvrde bolesti u uzgoju. U sluc¢aju sumnje na bolest osim

uzimanja uzoraka, provodilo se epidemiolosko istrazivanje u svrhu prikupljanja
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informacija o porijeklu, Sirenju infekcije unutar uzgoja i na druga gospodarstva kao i
procjeni vremenskog perioda koliko je EAV prisutan u uzgoju. Na sumnjivom
gospodarstvu odredivale su se mjere zabrane prometa i premjestanja kopitara, zabrana
pripustanja kopitara, provodenje mjera ¢iS¢enja i dezinfekcije u objektima u kojima su se
drzale zZivotinje. Takoder u slu¢aju uginuca, obvezno se leSina neskodljivo unistavala.
Potvrdenim slucajem bolesti smatralo se kada se u krvi pastuha utvrde specifi¢na
protutijela za virus uzro¢nika bolesti, a u sjemenu dokaze prisustvo virusa. U takvim
slu¢ajevima pastuh u ¢ijem se sjemenu utvrdio virus morao je biti izlucen iz rasploda. U
kobila je VAK bio potvrden kada se u krvi utvrdila specificna protutijela za virus
uzro¢nika bolesti ili se dokaze prisustvo virusa. U kobile s utvrdenim klini¢kim
znakovima bolesti, obveza je provodenja dva seroloska pretrazivanja u razmaku od
najmanje 14 dana. Ako se u kobile utvrdi porast titra protutijela, smatra se zarazenom te
se zabranjuje pripust dok se titar protutijela ne uravnotezi ili padne. Bilo je odredeno da
se pretrazivanje ponavlja u razmacima od najmanje 14 dana.

Osim navedenog na gospodarstvu 0dnosno uzgoju na kojem je potvrden VAK provodile
su se i posebne mjere koje je odredivao veterinarski inspektor i to: popisivanje i serolosko
pretrazivanje svih kopitara, zabrana pripusta pozitivnih pastuha i njihovo evidentiranje
kao izlu¢ivacéa virusa u farmsku knjigu, uzgojnu knjigu ili drugi identifikacijski dokument
pastuha i obvezno isklju¢ivanje iz rasploda. Kobile koje bi na dan pripusta pokazivale
klinicke znakove bolesti ili su ih pokazivale u razdoblju od tri mjeseca prije pripusta bilo
bi zabranjeno pripustati. Pastuh koji je dokazano cijepljen protiv VAK-a, mogao se
koristiti za rasplod pod uvjetom da je prije prvog cijepljenja pretrazen na EAV sa
seroloski negativnim rezultatom, $to je evidentirano u identifikacijski dokument pastuha.

Zarazeni kopitari su mogli napustati gospodarstvo samo radi upucivanja na klanje u
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klaonicu. Mjere za zarazeno gospodarstvo su morale ostati na snazi najmanje 28 dana
nakon prestanka posljednjih klinickih znakova bolesti i provodenja svih mjera te
provodenja zavrSnog CiS¢enja i1 dezinfekcije. U praksi bi mjere znale biti i duze na snazi
s obzirom da nije uvijek bilo moguée pravovremeno organizirati uzimanje ejakulata od
sumnjivog pastuha. lako nije bilo propisano ,,Pravilnikom o mjerama kontrole arteritisa
konja“ (ANONIMNO, 2009.e), izluCivanje takvih pastuha kliconoSa iz rasploda se
provodilo u dogovoru s vlasnicima, najées¢e kastracijom, Sto je omoguéilo smanjivanje
Sirenja uzro¢nika u prijemljivoj populacijii istovremeno osiguravalo da se takva Zivotinja
ne koristi u rasplodu. Takoder u posebne mjere je bilo svrstano i neSkodljivo unisStavanje
pobacenih fetusa i plodnih ovojnica iako bi se to trebalo smatrati osnovnim mjerama
kontrole odnosno biosigurnosti. Kod postavljanja sumnje ili potvrde VAK-a te ukoliko je
posjednik postivao naredene mjere kontrole bolesti i mjere registracije i oznacavanja te
stavljanja u promet, sve naredene mjere su se placale iz drzavnog proracuna ¢ime se
ujedno i osiguravala njihova provedba.

Cijepljenje protiv VAK-a nije se provodilo na podruc¢ju Republike Hrvatske. lako se
ponekad nailazilo na zivotinje ¢iji su posjednici tvrdili da su cijepljene, ukoliko nisu imale
dokaze o prethodnom negativhom statusu i karanteni takve se zivotinje nisu smatrale

cijepljenima.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Zbog svojih znacajki VAK je uzgojno 1 gospodarski jedna od najznacajnijih zaraznih
bolesti kopitara u svijetu. lzazovi u nadzoru ove bolesti su vezani uz dijagnostiku,
varijabilnu, nerijetko asimptomatsku klinicku sliku, moguée trajno kliconostvo te
znacajna ogranicenja u uspjesSnoj provedbi cijepljenja. Stoga se bolest suzbija na razlicite
na¢ine u razli¢itim drzavama prilagodavaju¢i program nadzora 1 suzbijanja
epizootioloskim znacCajkama konjogojstva pojedine drzave kao i naCinu drzanja i

koriStenja kopitara.

U Republici Hrvatskoj prva potvrda cirkulacije EAV datira iz 2005. godine, a od 2009.
godine se provodi program nadzora i suzbijanja bolesti. EpizootioloSke znacajke VAK na
podru¢ju RH nisu istrazivane te se u ovoj disertaciji opisuje kretanje seroprevalencije
VAK na podru¢ju RH u razdoblju od 2009. do 2015. godine. Kroz analizu podataka
odreduju se epizootioloske znacajke pojave infekcija EAV u specificnim epizootioloSkim
prilikama konjogojstva RH. Dodatno, analizom navedenih podataka u istrazivanom
razdoblju te usporedbom s dostupnim podacima o broju kopitara na podru¢ju RH istrazit
¢e se opseg provedbe mjera nadzora 1 suzbijanja ove bolesti na podruc¢ju RH. Postignuti
rezultati predstavljaju osnovu za prosudbu provodenih mjera kao i znacajnu smjernicu za

odredivanje opsega i nacina provedbe mjera u buduénosti.

Poteskocu u nadzoru VAK predstavlja i seroloska dijagnostika za koju se zlatnim
standardom smatra VN-test. Kako je ova metoda zahtjevna za izvodenje, podrazumijeva
rad sa stani¢nim kulturama i infektivnim virusom te dobro opremljene laboratorije i

visoko kvalificirane djelatnike, nerijetko se u seroloskoj dijagnostici koristi ELISA. Tako
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je ova metoda znacajno lakSa za izvodenje, ne zahtjeva posebne uvjete i omogucava
pretrazivanje velikog broja uzoraka u znacajno kra¢em vremenu, mogucénost njenog
koristenja u rutinskoj dijagnostici potrebno je validirati u realnim uvjetima konjogojstva
RH. Stoga je u ovom istrazivanju nacinjeno istrazivanje specificnosti i osjetljivosti
komercijalno dostupnih imunoenzimnih kompleta, temeljem usporedbe s rezultatima
VN-testa, kako bi se odredila moguénost i pouzdanost primjene ovakve dijagnostike u

epizootiooSkim prilikama RH.

Virus VAK je seroloski jedinstven, ali prema genskoj varijabilnosti svrstava se najcesce
u sjeverno americke i europske sojeve koji se dodatno dijele u europsku podgrupu 1 i
europsku podgrupu 2. Ova genska heterolognost je znacajna jer je dokazano da se klinicki
ishod infekcije razlikuje ovisno, medu ostalim, i o soju virusa. Stoga ¢e se iz arhivskih
uzoraka naciniti molekularna tipizacija kako bi se odredili sojevi koji cirkuliraju na
podru¢ju RH. Kroz tipizaciju terenskih sojeva dobit ¢e se izvorni podaci o medusobnoj
srodnosti sojeva EAV koji cirkuliraju na podru¢ju RH §to predstavlja znacajne podatke
za molekularnu epizootiologiju bolesti u specificnim prilikama konjogojstva na podruéju

RH.

Cjelovito provedeno istrazivanje rezultirati ¢e objektivnim znanstveno utemeljenim
izvornim spoznajama o epizootiologiji VAK na podrucju RH kao i prosudbom opsega
provedbe i rezultata provedbe programa nadzora i suzbijanja ove bolesti. Takoder,
odrediti ¢e se mogucnost 1 ograni¢enja seroloske dijagnostike komercijalno dostupnim
imunoenzimnim kompletima (ELISA) u specificnim epizootioloskim uvjetima
konjogojstva RH. Uz dodatne spoznaje postignute molekularnom tipizacijom uzro¢nika,

cjeloviti rezultati disertacije ¢e osim znanstvenog doprinosa poznavanju VAK na
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globalnoj razini pruziti mogucénost prosudbe dosadasnjeg provodenja mjera nadzora i

suzbijanja na podru¢ju RH kao i dati jasne smjernice za provedbu programa u buduénosti.
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4. MATERIJALIMETODE

4.1 Arhivski podaci o seroloSkom pretrazivanju konja na virusni

arteritis konja

U arhivi Laboratorija za virusni arteritis konja — ARTER.lab uzeti su svi obrasci koji su
u razdoblju od 2009. do 2015. godine zaprimljeni u Laboratorij uz dostavljene uzorke

seruma/pune krvi kopitara za pretrazivanje na virusni arteritis konja.

Sveukupno je u istrazivanom razdoblju za serolosko pretrazivanje na virusni arteritis

konja dostavljeno 5782 uzorka seruma kopitara s podrucja cijele Republike Hrvatske.

Najveci broj uzoraka dostavljen je 2009. godine, sveukupno 1070. Medutim 2009. godine
se u laboratoriju serolosko pretrazivanje provodilo imunoenzimnim testom ID Screen
Equine Viral Arteritis Indirect (ID.Vet, Grabels, Francuska), a samo odabranih 30
uzoraka, pozitivnih imunoenzimnim testom, dodatno su pretrazeni u referentnom
laboratoriju Animal Health Trust, Centre for Preventive Diagnostic, Newmarket,
Ujedinjeno Kraljevstvo virus neutralizacijskim testom. Sve preostale godine obuhvaéene
istrazivanjem svi zaprimljeni uzorci za seroloSko pretrazivanje na VAK pretrazivani su
isklju¢ivo VN-testom koje je provodeno u Laboratoriju za virusni arteritis konja
Veterinarskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Zbog navedenoga rezultati zabiljezZeni
pretrazivanjem konja tijekom 2009. godine nisu uzimani u obzir za odredivanje
epizootioloskih znacajki virusnog arteritisa konja u RH s obzirom na neujednacenost

dijagnostickih postupaka u odnosu na preostale godine obuhvacéene istrazivanjem.

Tako je u preostalom razdoblju, od 2010. do 2015. godine, zaprimljeno za serolosko

pretrazivanje na VAK sveukupno 4712 uzoraka seruma/pune krvi kopitara s podru¢ja RH.
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Za svaki dostavljeni uzorak pregledan je popratni obrazac te su izdvojeni jasno naznaceni
podaci o godini uzorkovanja, vrsti kopitara, dobi, spolu, kategoriji, pasmini Zivotinje i
zupaniji u kojoj kopitar boravi. Ovim podacima prikupljenim s popratnih obrazaca

pridruzen je rezultat pretrazivanja VN-testom.

Nakon prikupljanja navedenih podataka iz prikaza i analize izostavljeni su podaci o
pretrazivanju magaraca u istrazivanom razdoblju kao i jednog pastuha s podrucja

Republike Srbije €iji uzorak je bio pretrazen u Laboratoriju.

Stoga su za potrebe ovog istrazivanja ukupno koriSteni rezultati pretrazivanja VN-testom
1 dostupni epizootioloski podaci za 4475 konja s podru¢ja RH, odnosno kada se oduzmu

zivotinje pretrazene VN-testom tijekom 2009. godine, sveukupno 4445 Zivotinja.

Po godinama analizirani su podaci od 558 konja 2010. godine, §to je bio najmanji broj
pretrazenih zivotinja na godisnjoj razini, do najvise 859 konja pretrazenih 2011. godine
(Slika 4.). Za sve navedene zivotinje bili su pouzdani podaci 0 godini uzorkovanja,

zupaniji boravka konja i rezultatu pretrazivanja VN-testom.
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Slika 4. Graficki prikaz broja pretrazenih konja po godinama

S obzirom na broj pretrazenih konja po Zupanijama, Koji je u istrazivanom razdoblju bio
vrlo varijabilan, u svrhu odredivanja znacajnosti kretanja i razlika u seroprevalenciji
Zupanije su grupirane u tri prirodne regije RH. Tako su u regiju Isto¢na Hrvatska
objedinjene Vukovarsko-srijemska, Osjec¢ko-baranjska, Brodsko-posavska, Pozesko-
slavonska i1  Viroviticko-podravska zupanija. Regija SrediSnja Hrvatska obuhvaca
Koprivnicko-krizevacku, Varazdinsku, Medimursku, Krapinsko-zagorsku, Zagrebacku,
Karlovacku 1 Sisacko-moslavacku zupaniju te Grad Zagreb. Preostale zupanije, Istarska,
Primorsko-goranska, Li¢ko-senjska, Zadarska, Sibenska, Splitsko-dalmatinska i
Dubrovacko-neretvanska svrstane su u regiju Primorska Hrvatska (Slika 5.) Broj uzoraka

po ovako formiranim regijama kroz godine prikazan je graficki (Slika 6.).
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Slika 5. Republika Hrvatska podijeljena na tri regije za potrebe istrazivanja
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Slika 6. Broj pretrazenih konja prema regijama Republike Hrvatske u razdoblju
istrazivanja (2010.-2015.)
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S obzirom na nepotpuno navodenje podataka o dobi, spolu, kategoriji i pasmini seroloski
pretrazivanih konja u popratnim obrascima zaprimljenim uz uzorke, u analizi ovih
znacajki koristeni su iskljuéivo podaci koji su bili jednoznacno istaknuti. Stoga je
odredivanje seroprevalencije 1 znacajnosti utjecaja pojedinog epizootioloSkog ¢imbenika
nacinjeno na razliitom broju uzoraka ovisno o dostupnosti pouzdanih podataka na
popratnim obrascima dostavljenim uz uzorke seruma/pune krvi konja za serolosko

pretrazivanje na VAK VN-testom (Slika 7.).
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Slika 7. Broj konja u istrazivanom razdoblju (2010. — 2015.) za koje je na popratnom

obrascu bila jednozna¢no istaknuta pojedina analizirana znac¢ajka
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U svrhu odredivanja epizootioloskih znacajki VAK na podru¢ju RH pretrazeni konji su
prema dobi razvrstani u tri skupine: mladi od pet godina, u dobi od pet do deset godina i

straiji od 10 godina te su analizirani podaci o seroprevalenciji na razini regija (Slika 8.).
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Slika 8. Graficki prikaz dobne strukture konja obuhvacenih istrazivanjem u razli¢itim

regijama RH

Za potrebe odredivanja seroprevalencije i analize razlika ovisno o spolu pretrazivanih

zivotinja na regionalnoj razini sve zivotinje za koje je jednoznacno istaknut spol podijelili

smo na muske i zenske zivotinje (Slika 9.).
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Slika 9. Graficki prikaz spolne strukture konja obuhvacenih istrazivanjem u razli¢itim

regijama RH

Analizom prikupljenih podataka kategorije zivotinja za potrebe ovog istrazivanja, su
razvrstane u pastuhe, kobile i objedinjenu kategoriju zdrebadi i omadi. U navedenim
kategorijama analizirana je seroprevalencija i utjecaj kategorije na razini RH i prema
regijama u cjelokupnom razdoblju i prema godinama, a struktura uzorka prema

kategorijama prikazana je na grafickom prikazu (Slika 10.)
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Slika 10. Graficki prikaz strukture konja obuhvacenih istrazivanjem u razli¢itim

regijama RH po kategorijama pretrazivanih zivotinja

Konje koje je iz prate¢ih obrazaca bilo moguce jednoznacno razvrstati u pasmine
temeljem dostupnih podataka podijeljeni su u tri kategorije: toplokrvne pasmine,
hladnokrvne pasmine i lipicanska pasmina koja je posebno izdvojena iz toplokrvnih
pasmina zbog velikog broja uzoraka i epizootioloSkih znacajki uzgoja lipicanaca na
podrucju RH. Struktura uzorka 1 broj pretrazenih Zivotinja pripadnika pojedine skupine

na regionalnoj razini graficki je prikazana (Slika 11.) u nastavku.
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Slika 11. Graficki prikaz strukture konja obuhvacenih istrazivanjem u razli¢itim

regijama RH po pasminama pretrazivanih zivotinja
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4.2. Statisti¢ka analiza epizootioloskih zna¢ajki VAK na podrué¢ju RH u
razdoblju od 2010. do 2015. godine

Obrada prikupljenih podataka provedena je statistiCkim programima R 4.0.5 (R Core
Team, 2021.), Statistica v.14 (TIBCO Software Inc., 2020.) i MedCalc kalkulator omjera
rizika koji je dostupan besplatno na mreznoj stranici
(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php). StatistiCka znacajnost je odredivana na
razini p<0,05.

Prikupljeni podaci za broj konja razvrstani po pojedinim ¢imbenicima rizika prikazani su
u tablicama u obliku cijelih brojeva i postotaka. Prilikom izraCunavanja utjecaja
pojedina¢nog ¢imbenika rizika koriSten je test omjera izgleda (engl. odds ratio - OR), a
rezultati su prikazani kao omjer izgleda (OR) uz 95% interval pouzdanosti (engl.
confidence interval - Cl). Ukoliko su prilikom izra¢una u pojedinim poljima bile prisutne
nule, vrijednost od 0,5 je dodana svim poljima (PAGANO i GAUVREAU, 2000.;

DEEKS i HIGGINS, 2010.). P vrijednost je izratunata prema SHESKIN (2004.).

U analizi povezanosti seroprevalencije koristen je Pearsonov koeficijent korelacije (r), a
rezultati su prikazani kao r i 95% interval pouzdanosti, a za analizu povezanosti izmedu

kvalitativnih nominalnih varijabli koriSten je Cramerov V koeficijent (V).

U izradi modela logisticke regresije u model su uvrsteni ¢imbenici rizika koji su se
pojedina¢no pokazali znacajnima, a koji su ostali znacajni i nakon uklanjanja iz analize
svih zivotinja bez potpunih podataka. Takoder, prije uvrStavanja u model provjereno je
da li je bila prisutna korelacija izmedu pojedinih varijabli, te su odredene varijable
uklonjene na naéin da je zadrzan model sa najvisim McFadden-ovim pseudo R? (udio

varijance zavisne varijable koji se moZe objasniti nezavisnim varijablama). Izmedu
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¢imbenika rizika kategorija i dob utvrdena je korelacija V = 0,26, kategorija i spol V =

0,98. Pronadena korelacija proizlazi iz ¢injenice da je kategorija zapravo spoj spola i dobi.

Analiza relativne vaznosti pojedinog ¢imbenika rizika u modelu (engl. relative

importance analysis) je naéinjena prema LUCHMAN (2014.).

4.3. Procjena opsega i kvalitete provodenja mjera nadzora VAK

na podrucju RH

Kako bi dobili uvid u opseg provodenja mjera nadzora VAK na podru¢ju RH u skladu s
naredenim mjerama propisanom Naredbom za pojedinu godinu provodenja nadzora,

usporedili smo broj o¢ekivanih i na¢injenih pretrazivanja konja na podrucju RH.

Broj oc¢ekivanih pretraga odreden je temeljem dostupnih sluzbenih podataka o brojnosti i
kategorijama konja navedenom u GodiSnjim izvjeS¢ima o konjogojstvu koja izdaje
Hrvatska agencija za poljoprivredu Ministarstva poljoprivrede RH. Godisnja izvjes¢a
pocela su biti javno dostupna tek 2013. godine (POLJAK i sur., 2014.) te su u disertacijom
istrazivanom razdoblju dostupna za jos slijede¢e dvije godine, 2014. (POLJAK i sur.,

2015.) i 2015. godinu (POLJAK i sur., 2016.).

Iz navedenih izvjes$¢a prikupljeni su podaci o ukupnom broju pastuha i broju rasplodnih
pastuha, kao i o broju kobila i rasplodnih kobila za svaku pojedinu godinu od 2013. do

2015. godine.

Broj ocekivanih pretraga za pojedinu godinu odreden je temeljem odredbe da se svi
necijepljeni pastusi moraju pretraziti na VAK te je tom njihovom broju dodan broj
potrebnih pretraga kobila koji je izra¢unat na osnovu broja kobila u pojedinoj godini te

uobi¢ajene razine koncepcije od 80% uz 4,5% ocekivanih pobadaja. Sto se tice
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o¢ekivanog postotka koncepcije u idealnim uvjetima koji ukljucuju optimalne uvjete
drzanja, visoku razinu profesionalne brige za rasplodne konje i selekciju s obzirom na
ranije koriStenje u rasplodu, ocekivani postotak koncepcije jako varira i iznosi 68%-95%
(AMANN, 2006.) Uobicajeni postotak pobacaja u kobila u fazi graviditeta koji bi vlasnici
trebali uociti i prijaviti pobacaj iznosi 4,5% (ROSE i sur., 2018.; WEBER i sur., 2018.).

Broj nac¢injenih pretraga s kojim se usporedivao ovaj broj odreden je u ovom istrazivanju.

Dodatno je nacinjena prosudba opsega provodenja mjera nadzora i suzbijanja VAK
uvazavajuci da su ciljna skupina samo sluzbeno registrirani rasplodni pastusi i kobile za

pojedinu godinu s dostupnim podacima o njihovom broju.

4.4. Usporedba rezultata seroloSkog pretraZivanja komercijalnim

imunoenzimnim testovima i VN-testom

4.4.1. Arhivski uzorci seruma pretrazivani VN-testom i komercijalnim

imunoenzimnim testovima

U svrhu odredivanja moguénosti koriStenja komercijalnih imunoenzimskih testova u
rutinskoj seroloskoj dijagnostici VAK iz arhive Laboratorija za virusni arteritis konja
odabrano je 50 seruma konja koji su ranije pretrazeni VN-testom s pozitivnim rezultatom

(titar protutijela > 1:4).

Svi serumi ponovo su pretrazeni VN-testom kako bi iskljuéili odstupanje rezultata ranijeg
pretrazivanja koje je moglo nastati kao posljedica pohranjivanja i cuvanja uzoraka seruma

pri -80 °C kroz razli¢ito dugo vrijeme.

Uz navedene pozitivne serume za odredivanje podudarnosti rezultata seroloskog

pretrazivanja seruma konja na VAK iz arhive Laboratorija ARTER.lab odabrana su i 44
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seruma konja koja su prethodnim seroloskim pretrazivanjem VN testom bila negativna
(titar neutraliziraju¢ih protutijela < 1:4). Prije pretraZzivanja komercijalnim
imunoenzimnim testovima i ovi serumi su ponovo pretrazeni VN-testom kako bi iskljucili
bilo kakvu neuskladenost ranijih rezultata i vrijednosti neposredno prije pretrazivanja
komercijalnim imunoenzimnim testovima nacinjenim za potrebe ovog istrazivanja Koje

su mogle nastati uslijed pohranjivanja pri -80 °C u arhivu Laboratorija.

4.4.2. Izvodenje seroloske metode virus neutralizirajuceg testa (VN-test)

Svi odabrani arhivski uzorci seruma konja (ukupno 94), s ranije pozitivnim ili negativnim
rezultatom, pretrazeni SU VN-testom. VN-test je izvoden sukladno postupku opisanom

od strane OIE-a uz manje modifikacije (OIE, 2018.).

Pribor i oprema:

- automatska pipeta 2-20 pl (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- automatska pipeta 10-100 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- automatska pipeta 100-1000 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- multikanalna automatska pipeta 10-100 pl (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- odgovarajuci nastavci za pipetu

- jednokratne sterilne pipete 2, 5, 10 1 25 ml

- epruvete s cepom zapermine 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- epruvete s cepom zapremine 15 1 50 ml (Falcon, BD Biosciences, Franklin Lakes, SAD)

- plasti¢ne boéice za rad sa stani¢nim kulturama povrsine 25, 75 i 150 cm?
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- biozastitna komora (Iskra Pio, Sentjernej, Slovenija)

- invertni mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan)

- tresilica za mikrotitracijske plitice (Rotamax 120) (Heidolph, Schwabach, Njemacka)
- vrtloznik (ViBromix 104) (Domel d.o.0., Zelezniki, Slovenija)

- vodena kupelj (TS-100 Thermo Shaker, Biosan, Latvija)

- Biirker-Tiirkova komorica

- termostat 37 °C s CO2 (Biolab 190) (Angelantoni industrie, Massa Martana, Italija)

- hladnjak 4 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)

- zamrzivac -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)

- zamrzivac -80 °C (Hera freeze HFU B) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)
Reagensi potrebni za uzgoj stani¢nih kultura i izvodenje VN-testa:

- minimalni esencijalni medij (MEM) s Hanksovim solima (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, SAD)

- fetalni tele¢i serum (FTS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)

- kuniéji serum (Rabbit Serum) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

- otopina antibiotika za rad sa stani¢nim kulturama (penicilin 1000 1i.j./ml, streptomicin
500 pg /ml, amfotericin B 2 ug /ml) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)

- solna otopina za ispiranje (balansirana otopina Hanksovih soli bez Ca2+ i Mg2+ i

fenolnog crvenila) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)
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- 0,05% otopina tripsina EDTA pH 7,0 (Sigma Aldrich, Saint Luis, SAD)

Virus i stani¢na kultura:

- virus virusnog arteritisa konja virulentni soj Bucyrus (VBS) (ATCC VR-796)

- linijska stani¢na kultura bubrega kuni¢a RK-13 (ATCC CCL-37)

UmnazZanje stanica linijske stani¢ne kulture RK-13

Za izvodenje VN-testa za serolosku dijagnostiku VAK koristi se linijska stani¢na kultura
RK-13. Umnazanje stanica RK-13 izvodi se boCicama za stani¢ne kulture s ¢epom s
rupicama i filtrom, a veli¢ina koriStene bocice ovisi o potrebnoj koli¢ini stanica i moze

biti povrsine 25 cm?, 75 cm? ili 150 cm2,

Stanice je potrebno pasirati svaki put kada u potpunosti prekriju povrSinu bocice za uzgoj
stanica. To se obi¢no radi u omjeru 1:2 na nacin da prvo MEM, otopinu tripsin-EDTA i
solnu otopinu za ispiranje prije koristenja zagrijemo u vodenoj kupelji na temperaturu od
37 °C. Takoder da sprije¢imo kontaminaciju na svakih 100 ml odgovaraju¢e otopine

dodamo 1 ml otopine antibiotika za stani¢ne kulture.

Iz bocice s umnozenim stanicama odlije se u cijelosti hranjivi medij te se automatskom
pipetom ili izravnim prelijevanjem dodaje solna otopina u koli¢ini dostatnoj da pokrije
stanice u jednolicnom sloju od 5 mm nakon Sto se bocica polegne kako bi se ispirali
ostatci hranjivog medija i poboljsala u¢inkovitost enzimske aktivnosti tripsina. Nakon §to
se uoci da sloj stanica izgleda kao jednolicno bijelo zamucenje povrSine bocice, te uz
kontrolu mikroskopiranjem invertnim mikroskopom, zavrsi se ispiranje i pipetom ukloni

solna otopina iz bocice.
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Nakon zavrSetka ispiranja solnom otopinom i njenog odstranjivanja u bocice se dodaje
pipetom otopina tripsin-EDTA, a koli¢ina ovisi o povrsini bocice i moze biti od 1 ml za

bocice povrsine 25 cm? do 3 ml ukoliko s koristi boca povrsine 150 cm?.

Bocica s dodanim tripsinom se ostavlja krac¢e vrijeme u termostatu pri 37 °C, radi
ucinkovitijeg djelovanja enzima, te se povremeno protrese i pod invertnim mikroskopom

prati kada ¢e se stanice odvojiti od stjenke bocice ¢ime je tripsinizacija zavrSena.

Po zavrSetku tripsinizacije u bocicu se doda nekoliko mililitara unaprijed pripremljenog
hranjivog medija. Sadrzaj se promijesa pipetom te se podijeli u vise bocica ovisno o
potrebama i koli¢ini stanica. U svaku novu bo¢icu nadopuni se odredena koli¢ina medija
(do ukupnog volumena 10 ml za bo¢ice veli¢ine 25 cm?, odnosno 25 ml za bocice veli¢ine
75 cm? i 50 ml za bocice velic¢ine 150 cm?) i stanice se nastavljaju uzgajati u termostatu
s 5% CO2 pri 37° C dok ponovo ne prekriju cijelu povrsinu bocice kada se postupak
tripsinizacije ponavlja. Na ovaj nacin stalno se odrzavaju raspolozivim stanice koje se

koriste u izvodenju VN-testa.

Umnazanje virusa VAK na stani¢noj kulturi RK-13

Za umnazanje virusa VAK koji se koristi kao antigen u VN-testu inficiraju se stanice
linijske stani¢ne kulture RK-13. Stani¢na kultura se inficira u trenutku kada je stanicama
prekriveno 70% - 80% bocice, a nacini se tako da se istovremeno koriste dvije bocice
stani¢ne kulture RK-13. U jednu boéicu veli¢ine 25 cm? se dodaje 1 ml MEM-a te nam
ona sluzi kao kontrola, a u drugu 1 ml suspenzije virusa VAK. Bocice se inkubiraju
tijekom jednog sata u termostatu s 5% CO? pri 37 °C te se medij zamijeni s 9 ml hranjivog

medija zagrijanog na 37 °C 1 200 pl FTS. Nakon zamjene medija nastavlja se inkubacija
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u termostatu te se boc¢ice svakodnevno pregledavaju tijekom sljedec¢ih ¢etiri do sedam
dana invertnim mikroskopom kako bi pratili pojavu citopatogenog ucinka (CPU) virusa.
U trenutku kada uoc¢imo 60% ili vise stanica s izrazenim CPU-om inkubacija se zavrSava
te se bocica s virusom dvokratno zamrzava na -20 °C 1 odmrzava. Nakon toga se sadrzaj
bocice centrifugira pri 2200 okretaja/min tijekom 15 minuta i dobiveni supernatant odvaja
u koli¢ini od 2 ml u kriotubice te zamrzava na -80 °C do titracije. BoCica s dodanim
MEM-om je sluzila samo za kontrolu, a postupak umnazanja virusa je uspjesan ako u njoj

nema nikakvog CPU niti kontaminacije.

Priprema stani¢ne kulture za koriStenje u VN-testu

Za koristenje u VN-testu stanice RK-13 moraju biti u koncentraciji od 1.2 x 10° stanica u

jednom mililitru.

Ova koncentracija se dobije na na¢in da se stanice tripsinizirane na ranije opisani nacin u
koli¢ini od 100 pl dodaju u ependorff epruvetu zapremine 1.5 ml u koju je prethodno
dodano 100 pl 0.4%-tne otopina tripanskog modrila. Nakon mjesanja sadrzaja ostavlja ga
se tri do pet minuta pri sobnoj temperaturi te se nekoliko kapi dodaje na Biirker-Tiirkovu
komoricu. Kako tripansko modrilo boji mrtve stanice, pod mikroskopom se prebroji samo
neobojane (zive) stanice u Cetiri od devet kvadrata Biirker-Tiirkove komorice (u
kutovima). Broj stanica u mililitru suspenzije prera¢unava se po formuli A=N:4*2*104 u
kojoj je A broj stanica u mililitru suspenzije, a N broj neobojenih (zivih) stanica u sva
cetiri kvadrata. Dodavanjem odredene koli¢ine hranjivog medija suspenziji Stanica se
razrijedi do potrebne koncentracije od 1,2 x 10° stanica po mililitru koliko se koristi za

izvodenje VN-testa.
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Titracija virusa VAK za koriStenje u VN-testu

Virus VAK soj Bucyrus se u izvodenju VN-testa koristi u titru 100 TCIDso (engl. 50%
Tissue Culture Infectious Dose - virusna doza koja uzrokuje infekciju 50% inficiranih
stani¢nih kultura). Kako bi virus umnozen na ranije opisani na¢in dobili u potrebnom titru

od 100 TCIDsg neophodno je prije koriStenja u pretrazi naciniti titraciju virusa.

Titracija virusa se nacini tako da se alikvotirani virus izvaden iz zamrzivaca -80 °C
temperira na sobnu temperaturu. Priredi se osam bocica zapremine 10 ml i oznace se
vodootpornim markerom sukladno kasnijim razrjedenjima virusa od 101 do 10-8. U tako
oznacene bocice doda se po 450 ul VN-medija (MEM uz dodatak 5% kuni¢jeg seruma
kao izvora komplementa). Nakon toga u prvu boc¢icu dodajemo 50 pl umnozenog virusa
VAK te izmijesamo sadrzaj bocice pipetom na nacin da najmanje 5 puta izvuc¢emo i
ponovno iz pipete vratimo sadrzaj u boé¢icu. Nakon toga iz prve bocice, oznacene s 1071,
50 pl mjeSavine prebacimo u drugu boéicu s oznakom 10-2, Ponovno izmijeSamo na
opisani nac¢in i 50 ul mjesavine prebacimo u treéu bocicu s oznakom 10-3 te postupak
mijeSanja i prebacivanja iste koli¢ine mjeSavine ponavljamo sve do posljednje osme
bocice (oznaka 1078). Na ovaj naéin priredili smo desetorostruka uzastopna razrjedenja

virusa koja se koriste u titraciji.

Titracija se izvodi na mikrotitracijskoj plitici s 96 jazica i ravnim dnom na nacin da je

okrenemo vodoravno i ozna¢imo prema prikazanoj shemi (Slika 12.).

U sve jazice mikrotitracijske plitice dodajemo po 25 ul VN-medija, osim u jazice 11 12
svih redova mikrotitracijske plitice u koje dodajemo po 50 pul VN-medija. Nakon toga

prethodno razrijeden virus dodajemo u jaZice mikrotitracijske plitice u koli¢ini od 25 pl
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na nacin da razrijedeni virus iz prve bocice (razrjedenje 10-1) dodajemo u jazice 2-11 reda
H, virus iz druge bocice (razrjedenje 10-2) dodajemo u jazice 2-11 reda G, te dalje po
istom principu do jazica 2-11 reda A u koje dodajemo istu koli¢inu razrjedenja virusa iz
osme bocice (razrjedenje virusa 10-8). Ovako pripremljene plitice inkubiraju se tijekom
jednog sat u termostatu s 5% CO> pri 37 °C nakon ¢ega se u sve jazice plitice dodaje po
50 pl suspenzije prethodno pripremljenih stanica RK-13 u koncentraciji od 1,2 x 10°

stanica po mililitru.

Plitice pripremljene na opisani na¢in inkubiraju se u termostatu s 5% CO2 pri 37 °C do

ocitavanja rezultata koji se o¢itavaju nakon 72 sata.
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Slika 12. Shematski prikaz plitice i jazica koje se koriste za kontrolu stanica i razlicita

razrjedenja virusa pri titraciji virusa VAK za koristenje u VN-testu

Pri ocitavanju rezultata prvo se pregledava kontrola stanica u kojima mora biti potpuni

sloj stanica RK-13 bez ikakve naznake CPU kako bi titracija bila valjana. Nakon toga
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ocitava se rezultat u jazicama u koje je dodan virus u razli¢itim razrjedenjima na nacin da

se pozitivnima smatraju jazice s CPU-om izraZenim na najmanje 50% sloja stanica.

Rezultat titracije virusa na osnovu kojeg se radi kasnije razrjedenje virusa u radnu
koncentraciju od 100 TCIDsp izrac¢unava se iz o¢itanih rezultata prema Reed-Muench-

ovoj formuli (REED i MUENCH, 1938.).

Nakon ovako odredenog titra, odnosno odredivanja broja TCIDso u 25 pl umnozenog
virusa koriStenog u titraciji, izracuna se potrebno razrjedenje kako bi u izvodenju VN-
testa 25 pl nadinjene radne suspenzije razrjedenja virusa sadrzavalo 100 TCIDso virusa

VAK.

Izvodenje VIN-testa za seroloSku dijagnostiku VAK

Za pretrazivanje odabranih arhivskih uzoraka seruma konja prije izvodenja VN-testa nije
provodena inaktivacija seruma u vodenoj kupelji tijekom 30 minuta pri 56°C s obzirom
da je ista nacinjena prije pretrazivanja pri rutinskom dijagnostickom pretrazivanju te su

inaktivirani serumi pohranjeni u arhivu Laboratorija.

VN-test se izvodio na mikrotitracijskim pliticama s 96 jazica i ravnim dnom. Ovisno o
broju pretrazivanih seruma odredio se broj potrebnih plitica na nacin da se na prvoj plitici
nacini kontrola stanica u 8 jaZica, povratna titracija virusa u 24 jazice te pretrazi dvostruko
kontrolni pozitivni serum i kontrolni negativan serum. Na preostalom dijelu prve plitice
pretrazuju se jo$ dva seruma konja takoder dvostruko. Na ostalim pliticama dvostruko se
pretrazuje Sest seruma konja u razrjedenjima od 1:2 do 1:256. Shema nacina koriStenja

prve i preostalih plitica prikazana je na Slici 13. i Slici 14.
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U svaku jazicu mikrotitracijskih plitica dodaje se po 25 pl 5% VN-medija osim na plitici
1 u jazice Al do A4 i B1 do B4 u kojima radimo kontrolu stanica pri izvodenju svakog
VN-test. U navedene jazice stavljamo po 50 ul 5% VN-medija. Nakon toga na plitici 1 u
jazice H5 1 H6 stavljamo po 25 ul kontrolnog pozitivnog seruma te u jazice H7 i H8 po
25 pl kontrolnog negativnog seruma ¢ime u navedenim jaZicama imamo razrjedenje
kontrolnih seruma 1:2. Sadrzaj jazica H5 do H8 promijeSamo pipetom te prebacujemo po
25 ul izmijeSanog sadrzaja iz jazica H5 do H8 u jaZice G5 do G8 gdje ponovo
promijesamo sadrzaj, te 25 pl prebacimo u jazice F5 do F8. Ovaj postupak prebacivanja
I mijesanja ponavljamo do jazica A5 do A8 iz kojih nakon mijesanja odbacujemo 25 ul
sadrzaja. Na ovaj na¢in nacinili smo dvostruka razrjedenja kontrolnih seruma na plitici 1

od 1:2 do 1:256.

Razrjedenja svih pretrazivanih seruma nacinimo takoder u dva stupca jazica
mikrotitracijske plitice na na¢in da prvo na plitici 1 u jazice H9 i H10 dodamo po 25 ul
prvog ispitujuceg seruma, zatim u jazice H11 1 H12 drugog ispitujuceg seruma. Kako je
u navedene jazice prethodno dodano 25 pul VN-medija u njima imamo poc¢etno razrjedenje
pretrazivanih seruma 1:2. Ostale ispitujuc¢e serume dodajemo u istoj koli¢ini od 25 plu
po dvije jazice reda H prema rasporedu prikazanom na Slici 14. za sve preostale koriStene
plitice ¢iji broj ovisi o broju seruma koji se pretrazuju u izvedbi VN-testa. Dvostruka
uzastopna razrjedenja pretrazivanih seruma naéinimo na nacin opisan za kontrolne
serume mijeSanjem 1 prebacivanjem po 25 ul sadrzaja jazica od H9 do H12 plitice 1,
odnosno cijelog reda H preostalih plitica, do jazica A9 do A12 plitice 1, odnosno cijelog

reda A ostalih plitica. Ovim postupkom nacinili smo dvostruka uzastopna razrjedenja
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Slika 13. Shema prve plitice u postupku izvodenja VN-testa na kojoj se izvodi kontrola

stanica, povratna titracija virusa, pretrazivanje kontrolnih seruma 1 pretrazivanje dva

uzorka
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12
A 1:256
B 1:128
C 1:64
D 1:32
E I:16
F 1:8
G 1:4
H 1:2
Pretrazivani Pretrazivani Pretrazivani Pretrazivani Pretrazivani Pretrazivani
Serum serum Serum serum serum serum
I-3 14 I-5 I-6 I-7 I-8

Slika 14. Shema ostalih plitica na kojima se dvostruko pretrazuje svaki uzorak seruma
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Za povratnu titraciju virusa na plitici 1 nac¢inimo desetorostruka uzastopna razrjedenja
radne koncentracije virusa prethodno istitrirane i razrijedenu na titar 100 TCIDsg u 25 pl
na ranije opisani na¢in. Ovo na¢inimo tako da pripremimo ¢etiri bo¢ice zapremine 10 ml.
U prvu dodamo 450 pl virusa u titru od 100 TCIDsp u 25 pl, a u ostale tri po 450 ul MEM-
a uz dodatak 5% kuni¢jeg seruma. Iz prve bocice 50 pul virusa u radnom titru prebacimo
u drugu bocicu te pipetiranjem promijesamo. Zatim iz druge bocCice 50 ul mjeSavine
prebacimo u tre¢u bocicu te nakon mijesanja 50 pl prebacujemo u Eetvrtu bocicu u kojoj
takoder promijeSamo sadrZzaj pipetiranjem. Na ovaj nacin dobijemo desetorostruka
uzastopna razrjedenja radne koncentracije virusa. U daljnjem postupku iz prve bodice u
kojoj je virus titru 100 TCIDso dodajemo po 25 ul sadrzaja u jazice plitice 1 od HI do C1.
Iz druge bocice u kojoj je virus razrijeden na 10 TCIDsp dodajemo po 25 pl sadrzaja u
jazice H2 do C2 plitice 1. Iz tre¢e bocice u kojoj je SVD razrijedena na 1 TCIDsg
dodajemo po 25 ul sadrzaja u jazice H3 do C3, te kona¢no iz ¢etvrte bocice u kojoj je

virus razrijeden na 0,1 TCIDsp dodajemo po 25 pl sadrzaja u jazice H4 do C4 plitice 1.

Po zavrsetku ovako nacinjenog dvostrukog razrjedivanja kontrolnih i pretrazivanih
seruma te povratne titracije virusa dodajemo po 25 ul standardne virusne doze u sve jazice
svih plitica osim u jaZice od 1 do 4 svih 8 redova plitice 1 u kojima radimo kontrolu
stanica 1 povratnu titraciju virusa. Plitice pripremljene na opisani nac¢in se inkubiraju
tijekom jednog sata u termostatu s 5% CO- pri 37°C nakon ¢ega se u sve jaZice svih plitica
dodaje po 50 pl suspenzije prethodno pripremljenih stanica RK-13 u koncentraciji od 1,2

x 109 stanica po mililitru.

Po zavrsetku opisanog postupka plitice se inkubiraju u termostatu s 5% CO> pri 37°C
slijedeca 72 sata do o€itavanja rezultata. Nakon 72 sata oCitava se rezultat, a preduvjet za

vjerodostojne rezultate je potpuni sloj stanica bez CPU u jazicama u kojima se kontrolira
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stani¢na kultura te izrazen CPU u jazicama u kojima je dodan virus u titru 100 TCIDso i
10 TCIDsp kao i izostanak CPU-a u jazicama u kojima je virus dodan u titru 0,1 TCIDsy.
Uz navedeno preduvjet za vjerodostojne rezultate je i CPU u svim jazicama u kojima se
pretrazivao negativan serum kao i potvrden titar protutijela koji ne odstupa za vise od

jednog razrjedenja od ranije odredenoga za kontrolni pozitivni serum.

Rezultati pretrage za svaki pretrazivani serum oc€itavaju se kao najvise razrjedenje seruma
u kojemu izostaje CPU ili je on manji od 50%. Kako se svaki serum pretrazuje dvostruko,

kona¢ni titar pretrazivanog seruma je geometrijska sredina rezultata dva pretrazivanja.

4.4.3. Pretrazivanje arhivskih seruma konja komercijalnim imunoenzimnim

testovima

Na trziStu su u ovom trenutku dostupna dva komercijalna imunoenzimna testa za
serolosku dijagnostiku VAK. Trzisno dostupni testovi su ID Screen® Equine Viral
Arteritis Indirect (ID.Vet, Grabels, Francuska) i INgezim Arteritis 2.0 (Eurofins
Technologies Ingenasa, Madrid, Spanjolska) te su arhivski uzorci seruma pretraZeni
njima, a rezultati pretrazivanja usporedeni s VN-testom kako bi prosudili mogucnost

njihova koriStenja u rutinskoj dijagnostici.

Komercijalni ELISA test ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect (ID.Vet, Grabels,
Francuska) je indirektna ELISA metoda kojom se dokazuju protutijela za VAK u serumu
ili plazmi konja. INgezim Arteritis 2.0 (Eurofins Technologies Ingenasa, Madrid,
Spanjolska) je takoder indirektna ELISA koja se osniva na koristenju monoklonskih

protutijela za 1gG protutijela konja.
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KoriStenjem ova dva komercijalna kompleta pretrazena su ukupno 94 arhivska uzorka
seruma konja od kojih je prethodnim pretrazivanjem 50 bilo pozitivno VN-testom, a 44

negativno (opisano u ranijem potpoglavlju).

Pribor i oprema

automatska pipeta zapremine 2 — 20 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- automatska pipeta zapremine 10 — 100 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- automatska pipeta zapremine 100 — 1000 pl (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- visekanalna pipeta zapremine 30 — 300 pul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- odgovarajuci nastavci za pipete

- plasticne kadice za pipetiranje

- jednokratne plasti¢ne pipete zapremine 5 mli 10 ml

- vrtloznik (RS-VA10) (Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, Njemacka)

- termostat 37 °C s CO2 (Biolab 190) (Angelantoni industrie, Massa Martana,
Italija)

- staklena menzura zapremine 100 ml

- erlenmayerova tikvica zapremine 300 ml

- erlenmayerova tikvica zapremine 100 ml

- stalak za Eppendorf epruvete

- lateks rukavice

- staniCevina

- zaporni sat

- ispira¢ mikrotitracijskih plitica HydroFLEX (TECAN, Minnedorf, Svicarska)

- ¢itaé mikrotitracijskih plitica Sunrise (TECAN, Minnedorf, Svicarska).
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- mikrotitracijske plitice s 96 jazica i ravnim dnom s prethodno vezanim antigenom

u jazicama parnih stupaca (ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect)

- mikrotitracijske plitice s 96 jazica i ravnim dnom s prethodno vezanim antigenom

u svim jazicama (INgezim Arteritis 2.0)
- mikrotitracijske plitice s 96 jaZica i ravnim dnom bez prethodno vezanog

antigena u jazicama (INgezim Arteritis 2.0)

Reagensi

- dvostruko destilirana sterilna voda (Sigma Aldrich, Saint Luis, SAD)

- sadrzaj ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect komercijalnog kompleta:

Pozitivni kontrolni serum 1 ml

Negativan kontrolni serum 1 ml

Puferska otopina 2 - za razrijedivanje seruma 60 ml

Otopina konjugata 10x koncentrirana 6 ml

Puferska otopina 3 - za razrijedivanje konjugata 60 ml

Otopina za ispiranje 20x koncentrirana 60 ml

Otopina supstrata 60 ml

Otopina za zaustavljanje reakcije (H2SO4 0,5 M) 60 ml

- sadrzaj INgezim Arteritis 2.0 komercijalnog kompleta:

Pozitivni kontrolni serum 4 ml

Negativni kontrolni serum 4 ml
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Otopina konjugata (monoklonska protutijela s peroksidazom hrena) 50 ml

Otopina za ispiranje 25x koncentrirana 125 ml

Otopina za razrjedivanje seruma (DE13-01) 125 ml

Otopina supstrata (TMB) 65 mi

Otopina za zaustavljanje reakcije (H2SO4) 65 ml

4.4.4. Postupak seroloskog pretrazivanja seruma konja na VAK koriStenjem

komercijalne ELISA-e ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect

Komercijalni ELISA test ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect je indirektna ELISA
koja se osniva na dodavanju, u proizvodnji, antigena u parne stupce plitice (2., 4., 6., 8.,
10. i 12.) te ne dodavanju u neparne. Na ovaj nacin pretrazivanjem svakog seruma u po
jednoj jazici parnog i neparnog stupca dolazi do vezanja protutijela iz pretrazivanog
seruma u parnim stupcima 1 izostanka vezanja u neparnim. Razlike u o¢itanim rezultatima
su dokaz prisustva protutijela za VAK, a ovakva provedba isklju¢uje druge nespecifi¢ne

utjecaje na rezultat pretraZivanja. Pretraga se izvodi na nacin opisan u nastavku.

Cijeli sadrzaj komercijalnog ELISA kompleta izvadi se iz hladnjaka, u kojem se
pohranjuje do uporabe pri 4 °C, i1 temperira na sobnu temperaturu. Sve reagense se
protrese na vrtlozniku radi homogenizacije. Nakon toga uzima se mikrotitracijska plitica
s prethodno vezanim antigenom u jazicama parnih stupaca, koja je dio sadrzaja kompleta,
1u svaku jazicu se dodaje po 90 ul puferske otopine 2 koja sluzi za razrjedivanje seruma.
Nakon toga kontrolni pozitivan i negativan serum te pretrazivani serumi u kolic¢ini od 10

pl dodaju se u jazice mikrotitracijske plitice. Kako bi izbjegli vremenski odmak u
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dodavanju prvog i posljednjeg seuma na mikrotitracijskoj plitici moguce je serume prvo
dodati na sterilnu mikrotitracijsku pliticu nakon ¢ega se prenose multikanalnom pipetom

na mikrotitracijsku pliticu iz kompleta.

Pozitivni kontrolni serum dodaje se u jazice Al i A2 te B1 i B2. Negativni kontrolni
serum se dodaje u jazice C1 1 C2 te D1 i D2. Svaki slijede¢i pretrazivani serum dodaje se
u po dvije jazice, jednu u neparnom, a drugu u susjednom parnom stupcu. Tako se prvi
pretrazivani serum dodaje u jazice E1 i E2, slijede¢i u F1 1 F2 i1 tako do kraja
mikrotitracijske plitice. Na ovaj na¢in na Svakoj mikrotitracijskoj plitici moze se pretraziti

po 44 seruma (Slika 15.).

Mikrotitracijska plitica s dodanim kontrolnim i pretrazivanim serumima na opisani nacin
inkubira se 45 (+ 3) minuta pri 37 °C nakon ¢ega slijedi praznjenje jazica uz istresanje

zaostalog sadrzaja na stani¢evinu.

Ispraznjena mikrotitracijska plitica ispire se tri puta s 300 ul otopine za ispiranje koja je
prethodno priredena razrjedivanjem otopine za ispiranje 20x koncentrirane s destiliranom

vodom. Ispiranje je na¢injeno pomocu automatskog ispira¢a mikrotitracijskih plitica.
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Slika 15. Shematski prikaz dodavanja pozitivnog i negativnog seruma te pretrazivanih
seruma na mikrotitracijsku pliticu sadrZzanu u kompletu ID Screen® Equine Viral Arteritis
Indirect (PK — pozitivni kontrolni serum, NK — negativni kontrolni serum, P- pretrazivani

serumi)

Za slijedeci korak potrebno je prirediti radnu otopinu konjugata. Kako konjugat dolazi u
komercijalnom kompletu kao 10x koncentrirana otopina, radna otopina se priprema
njegovim razrjedivanjem puferskom otopinom 5. Ovako pripremljenu radnu otopinu
konjugata dodajemo u svaku jazicu mikrotitracijske plitice u koli¢ini od 100 ul. Nakon
dodavanja radne otopine konjugata plitica se inkubira pri sobnoj temperaturi 21 °C (=

5°C) tijekom 30 (£ 3) minuta.

Nakon inkubacije ponavlja se postupak ispiranja pomocu automatskog ispiraca
mikrotitracijskih plitica tri puta s 300 pl otopine za ispiranje uz prethodno odstranjivanje
sadrzaja jazica 1 isuSivanje istresanjem na staniCevinu. Poslije ovakvog ispiranja i
isuSivanja u svaku jazicu mikrotitracijske plitice dodaje se multikanalnom pipetom po
100 pl otopine supstrata te se zasticeno od svjetla inkubira pri sobnoj temperaturi 21 °C
(£ 5°C ) tijekom 15 (£ 1) minuta. Po proteku vremena inkubacije u svaku jazicu se
multikanalnom pipetom dodaje po 100 pl otopine za zaustavljanje reakcije koja je takoder

u sadrzaju komercijalnog kompleta.

Reakcija ¢e se ofitovati kolorimetrijski te je proporcionalna prisustvu ili odsustvu
protutijela za VAK u pretraZivanim serumima. Rezultat se o¢itava neposredno nakon
dodavanja otopine za zaustavljanje reakcije pomocu citaca mikrotitracijskih plitica pri

valnoj duljini od 450 nm.
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Pouzdanost rezultata provjerava se ocitanom vrijedno$¢u za pozitivan i negativan
kontrolni serum. Rezultat pozitivnog kontrolnog seruma odreduje se na nacin da se od
ocitanih vrijednosti u jazicama u parnim stupcima oduzme vrijednost oCitana u neparnom
stupcu (A2-Al i B2-B1). Takav rezultat mora biti > 0,350 ukoliko je pretraga dobro
nacinjena. Na isti nacin se odreduje rezultat pretrazivanja negativnog kontrolnog seruma

(C2-C1iD2-D1).

Dodatni kriterij potvrde dobro izvedenog testa je da je omjer srednjih vrijednosti rezultata
dobivenih pretrazivanjem pozitivnih seruma u odnosu na srednju vrijednost rezultata

pretrazivanja negativnih seruma veci od 3.

Kada su zadovoljeni prethodno navedeni kriteriji mozemo smatrati da je pretraga dobro
nacinjena te izraCunavamo rezultate za svaki pretrazivani serum na nacin da ocitanu
vrijednost pretrazivanja svakog seruma u parnoj jazici umanjimo za onu u neparnoj jazici.
Ovakva vrijednost se podijeli s rezultatom za pozitivni kontrolni serum te mnozi sa 100

prema slijedecoj formuli:

Oc¢itana vrijednost za Ocitana vrijednost za
Rezultat pretrage za Serumu u parnoj jaZici - serumu u neparnoj jaZici

. . 0 -
pretrazivani serum (A) ) . ] X
Rezultat za pozitivni kontrolni serum

Prosudba rezultata za svaki pretraZivani serum radi se tako da se pozitivnim smatra svaki
onaj ¢iji je rezultat pretrazivanja izraGunat na navedeni nacin > 60%, negativnim ako je

rezultat < 50%, a sumnjiv ukoliko je rezultat pretrazivanja seruma izmedu 50% 1 60%.
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4.4.5. Postupak seroloSkog pretrazivanja seruma konja na VAK

koristenjem komercijalne ELISA-e Ingezim Arteritis 2.0

Indirektna ELISA Ingezim Arteritis 2.0 nacinjena je tako da u kompletu dolaze dvije
mikrotitracijske plitice od kojih je na jednoj vezan antigen VAK, a na drugoj nije. Ukoliko
je pretrazivani serum pozitivan protutijela se vezu u jazice ploce s u proizvodnji vezanim
antigenom, a ne vezu se u drugoj mikrotitracijskoj plitici bez antigena. Razlika izmedu
rezultata na kraju izvedbe metode ocCitanih za isti serum u mikrotitracijskoj plitici s
antigenom i onoj bez je dokaz prisustva protutijela za VAK, a koristenjem ove dvije

plitice iskljucuju se drugi nespecifi¢ni utjecaji na rezultat.

Sama metoda se izvodi koriStenjem reagensa sadrzanih u komercijalnom kompletu na
nacin da se cijeli sadrzaj kompleta, s izuzetkom otopine konjugata, izvadi iz hladnjaka u

kojem se ¢uva do uporabe i temperira na sobnu temperaturu (20-25°C).

Svi serumi se prije pretrazivanja moraju razrijediti u omjeru 1:100 (5 pl pretrazivanog
seruma s 495 pl otopine za razrijedivanje seruma) 0Sim kontrolnog pozitivnog i

negativnog seruma iz komercijalnog kompleta koji dolazi u radnoj koncentraciji.

Nakon toga se kontrolni serumi i prethodno razrijedeni pretrazivani serumi dodaju
istovremeno na iste pozicije na mikrotitracijsku pliticu sa i mikrotitracijsku pliticu bez
vezanog antigena. Tako se kontrolni negativni serum dodaje u jazice Al i Bl na obje
plitice, a kontrolni pozitivan na pozicije C1 i D1. Ovakvo dvostruko pretraZivanje

kontrolnih seruma provodi se radi pouzdanosti rezultata pretrage.
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U nastavku se svaki ispitujuéi prethodno razrijedeni serum dodaje redom u iste jazice na
obje plitice (E1, F1, G1...) do posljednjeg u jazice H12 obje plitice. Opisanim nac¢inom

na dvije plitice (sa i bez antigena) ukupno mozemo pretraziti 92 seruma konja (Slika 16.).

Nakon dodavanja seruma prema opisanom redoslijedu, mikrotitracijske plitice se zalijepe
samoljepljivom folijom, koja dolazi unutar kompleta, i inkubiraju tijekom dva sata u
termostatu pri 37 °C. Po isteku inkubacije prazni se sadrzaj plitica i ispiru se tri puta s po
300 ul otopine za ispiranje, koja je ranije nacinjena razrjedivanjem koncentrirane otopine
za ispiranje iz kompleta s destiliranom vodom u omjer 1:25, u automatskom ispiracu
mikrotitracijskih plitica. Plitice se dodatno posuse nakon ispiranja istresanjem na
stani¢evinu te se dodaje po 100 ul otopine konjugata u svaku jazicu obje plitice. Plitice
se ponovo zalijepe samoljepljivom folijom i inkubiraju tijekom 30 minuta pri sobnoj

temperaturi.

Po isteku vremena inkubacije odstranjuje se sadrzaj iz plitica te se ispiru na ranije opisan

nacin Sest puta uz isusivanje istresanjem na stani¢evinu nakon ispiranja.
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Mikrotitracijska plitica s dodanim antigenom
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C- A5 Al3 A2l A29 | A37 | A45 A33 | A6l A69 | ATT | AB5
B C- A6 Al4 | A22 | A30 | A38 | Ad46 | As4 | A62 | ATO | ATE | AB6
C C+ AT Al5 | A23 | A3l A39 | A4T | AS5 | A63 | AT1 | AT9 | AR7
D C+ A8 Al | A24 | A32 | A40 | A48 | AS6 | A64 | AT2 | ABO | ASBS
E Al A9 Al7 | A25 | A33 | A41 | A49 | AST | A65 | AT3 | ABl AB9
F A2 Alo | AI8 | A26 | A34 | A42 | AS0 | ASB | A66 | AT4 | AB2 | AS0
G A3 All AlS | A27 | A35 | A43 [ AS] AS9 | A67 | ATS | AB3 A91
H A4 Al2 | A20 | A28 | A36 | A44 | A52 | A60 | A68 | AT6 | AB4 | A92
Mikrotitracijska plitica bez dodanog antigena
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C- A5 Al3 A2l A29 | A37 | A45 AS53 | A6l A69 | ATT | ABS
B C- A6 Al4 | A22 | A30 | A38 | A46 | AS4 | A62 | AT0 | AT8 | AB6
C C+ AT Al5 | A23 | A3l A39 | A4T | AS5 | A63 | ATl | AT9 | AR7Y
D C+ A8 Al | A24 | A32 | A40 [ A48 | AS6 | A64 | AT2 | ABO | ASBS
E Al A9 Al7 | A25 | A33 | A41 | A49 | AST | A65 | AT3 | A8l ABS
F A2 AlD | AI8 | A26 | A34 | A42 | AS0 | ASB | A66 | AT4 | AB2 | AS0
G A3 All AlS | A2T7 | A35 | A43 [ A51 A39 | A6T | AT5 | ASB3 A9l
H A4 Al2 | A20 | A28 | A36 | A44 | A52 | A60 | A6E | AT6 | AB4 | A92

Slika 16. Shematski prikaz dodavanja pozitivnog i negativnog kontrolnog seruma te

pretrazivanih seruma na mikrotitracijske plitice sa i bez vezanog antigena sadrzane u

kompletu Ingezim Arteritis 2.0

(C- -negativni kontrolni serum, C+ - pozitivni kontrolni serum, A — pretrazivani serum)

Nakon opisanog ispiranja dodaje se u svaku jazicu obje plitice po 100 ul supstrata te se

mikrotitracijske plitice inkubiraju slijede¢ih 10 minuta. Po isteku vremena inkubacije

dodaje se otopina za zaustavljanje reakcije u sve jazice obje plitice u koli¢ini od 100 pl te

se pomocu ¢itaca mikrotitracijskih plitica pri valnoj duljini od 450 nm oc¢itava opti¢ka

gustoca u svakoj jazici obje plitice u roku od 5 minuta od dodavanja otopine za

zaustavljanje reakcije.

85




Rezultat o¢itavanja za svaki pretrazivani, kao i pozitivan i negativan kontrolni serum, se
izraCunava na nacin da se od opticke gustoCe ocitane u jazici na plitici s dodanim
antigenom oduzme opticka gustoca ocCitana u jazici S istim serumom na plitici bez

dodanog antigena.

Pouzdanost dobivenih rezultata provjerava se temeljem kriterija da je razlika opticke
gustoée za pozitivan serum u jazici s dodanim antigenom u odnosu na oc¢itanu u jazici bez
antigena veca od 0,5. Uz to razlika opticke gustoce oCitane za pretrazeni negativni serum
izmedu jaZice s antigenom 1 jazice bez antigena mora biti manja od 0,1. Ukoliko su ovi

Kriteriji postignuti pretraga se smatra valjanom.

Rezultati pretrazivanja uzoraka seruma interpretiraju se tako da se pozitivnim uzorkom
seruma smatra svaki onaj kojemu je optic¢ka gustoca pretrazivanja seruma u jazici plitice
s antigenom u odnosu na vrijednost o€itanu u jazici plitice bez antigena veca od 0,15.
Negativni su uzorci kojima je razlika u optickoj gusto¢i oc€itanoj u jazici plitice s
antigenom i jazici u plitici bez antigena manja od 0,1. Ukoliko je ova razlika za neki
uzorak izmedu 0,1 1 0,15, takav uzorak se smatra sumnjivim i potrebno ga je ponovo
pretraziti. U slu¢aju da ponovnim pretrazivanjem dobijemo sumnjiv rezultat preporuca se

novo uzorkovanje od te zivotinje 1 pretrazivanje novog uzorka.
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4.4.6. Odredivanje podudarnosti rezultata pretrazivanja arhivskih seruma

konja na VAK koristenjem razicitih seroloskih metoda

Za odredivanje podudarnosti izmedu rezultata o€itanih razli¢itim metodama seroloske
dijagnostike izracunata je osjetljivost, specifi¢nost, podudarnost i pouzdanost rezultata
postignutih razli¢itim metodama dijagnostike uz uzimanje VN-testa kao zlatnog
standarda u dijagnostici VAK. Za odredivanje specifi¢nosti i osjetljivost te pouzdanosti
rezultata komercijalnih ELISA kompleta u usporedbi s rezultatima postignutim VN-
testom koriSten je racunalni program za evaluaciju dijagnostickih testova dostupan na
mreznim stranicama (MedCalc Software Ltd. Diagnostic test evaluation calculator.
https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php (Verzija 20.110; pristup 1. lipnja

2022.)).

4.5. Arhivski uzorci RNK virusa VAK

Za filogenetsku analizu koristeni su arhivski uzorci ekstrahiranih RNK virusa arteritisa
konja koji su dobiveni iz uzoraka ejakulata seroloski pozitivnih pastuha zaprimljenih u
laboratoriju u razdoblju od 2010. do 2013. godine. Po zaprimanju uzoraka ejakulata RNK
EAV bila je ekstrahirana koriStenjem komercijalnog kompleta QIAamp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) te nacinjen postupak dokaza EAV lan¢anom reakcijom
polimerazom usmjerenom na ORF 7 gen koji je odgovoran za kodiranje N proteina EAV
prema ranije opisanoj metodi (BALASURIYA i sur., 2004.). Sve ekstrahirane RNK iz
uzoraka koji su bili pozitivni navedenom metodom pohranjeni su pri -80 °C u arhivu
Laboratorija ARTER.lab do provodenja ovog istrazivanja. Sveukupno je u istrazivanju

koristeno 25 arhivskih uzoraka RNK.
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4.5.1. Lan¢ana reakcija polimerazom s prethodnim prepisivanjem (RT-

PCR)

U ovom istrazivanju je za molekularnu tipizaciju EAV dokazanih u istraZivanom
razdoblju na podru¢ju RH koriStena lancana reakcija polimerazom s prethodnim
prepisivanjem (engl. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction — RT-PCR) za
ORF 5 gen EAV prema ranije opisanoj metodi (LAZIC i sur., 2017.) uz manje

modifikacije opisane u nastavku.
Pribor i oprema:

- automatska pipeta zapremine 1 - 10 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- automatska pipeta zapremine 10 - 100 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),

- automatska pipeta zapremine 100 - 1000 pul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

- odgovarajuci nastavci za pipete

- Eppendorf epruvete zapremine 2 ml

- Epruvetice za PCR zapremine 0,2 ml

- PCR uredaj (BioRad, MJ Mini, Personal Thermal Cycler, BioRad, Richmond,
SAD)

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

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

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

- Kalupi za agarozni gel s pripadajuc¢im cesljevima za jaZice

- Parafinski film
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- Staklena tikvica zapremnine 100 ml

- Mikrovalna pecnica

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

- Mikrocentrifuga (Biofuge fresco) (Heraeus, Frankfurt, Njemacka)

- Tresilica (Rotamax 120) (Heidolph, Schwabach, Njemacka)

Reagensi:

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

- Tris baza (Tris (hidroksimetil) aminometan) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

- EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

- Ledena octena kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

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

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

- Otopina za nanoSenje PCR proizvoda u gel koja sadrzi brom fenol plavilo (Blue
Juice Gel Loading Buffer, Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY,

SAD)

Pocetnice koristene u izvodenju molekularnih metoda (Bio Basic, Ontario, Kanada):

Uzvodna: ORF 5F  5'-TACCGCTTGGTTTTGTGGCTAT-3’

Nizvodna: ORF SR 5-TCACCTAAAATCCCGTCACC-3’
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Priprema radne otopine pocetnica za izvodenje molekularnih metoda:

Svaka pocetnica je otopljena u vodi bez nukleaza do koncentracije 100 pmol/l. Zatim se

tu otopinu razrijedilo do radne koncentracije 10 pmol/I1.

4.5.2. RT-PCR za umnaZzanje virusne RNK

Reagensi:

Otopina uzvodnih i nizvodnih pocetnica

Reagensi u sastavu komercijalnog kompleta za izvodenje RT-PCR reakcije QIAGEN®

OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka):

- MjeSavina enzima (Omniscript 1 Sensiscript reverzna transkriptaza 1 HotStarTaq
DNK polimeraza)

- Pufer sa uravnotezenim koncentracijama soli potrebnim za izvodenje RT-PCR
reakcije

- Q-otopina

- Otopina deoksiribonukleotida (AATP, dTTP, dCTP, dGTP)

- Voda bez nukleaza

Priprema radnih otopina:

Reakcijska smjesa za RT-PCR
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Reagensi:

Za jedan uzorak bilo je potrebno:

5,4 ul vode bez nukleaza

2,0 ul pufera za RT-PCR reakciju (5x)

0,4 ul ANTP smjese (10 mM)

0,5 pl otopine uzvodne pocetnice ORF 5F (10uM)

0,5 pul otopine nizvodne pocetnice ORF 5R (10uM)

0,4 pul mjesavine enzima (5 U/pl)

U epruvetu za PCR s reakcijskom smjesom dodano je 1 ul izdvojene RNK. Izvodenje
transkripcije virusne RNK u DNK i umnazanja segmenata genoma odvijalo se u PCR

uredaju prema sljede¢im optimiziranim uvjetima:

Uvjeti izvodenja RT-PCR reakcije:

50 °C, 30 minuta (reverzna transkripcija)

95 °C, 15 minuta (pocetna aktivacija enzima polimeraze)

35 ciklusa:

94 °C, 20 sekundi (denaturacija DNK lanaca)

60 °C, 1 minuta (vezanje pocetnica na ciljni komplementarni slijed baza)

72 °C, 2 minuta (produljenje pocetnica)
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72 °C, 9 minuta (kona¢no produljenje umnozenih sljedova DNK)

Po zavrSetku PCR reakcije, dobiveni PCR proizvodi su pohranjeni u hladnjak, pri

temperaturi 4 °C, do uporabe za drugi korak, umnazanja komplementarne cDNK.

4.5.3. Umnazanje cDNK ORF 5 gena virusa VAK

Reagensi:

Voda bez nukleaza

Otopina uzvodnih i nizvodnih poc¢etnica

Reagensi u sastavu komercijalnog kompleta za izvodenje TaKaRa Taq™ Hot Start

Version (TAKARA BIO INC., Shiga, Japan):

- Otopina deoksiribonukleotida (AATP, dTTP, dCTP, dGTP) 2,5 mM

- Enzima Taq polimeraza 5 U/ul
10X PCR Buffer (Mg2+ free) - Pufer sa uravnotezenim koncentracijama soli bez
magnezija za izvodenje PCR reakcije, 10x koncentriran (TAKARA BIO INC., Shiga,

Japan)

MgCl,25mM (TAKARA BIO INC., Shiga, Japan)

Priprema radnih otopina:

Reakcijska smjesa za PCR

Reagensi:
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Za jedan uzorak potrebno je:

5,6 ul vode bez nukleaza

1,25 pl pufera za PCR reakciju (10x)

0,75 ul MgCl (25 mM)

1,0 ul ANTP smjese (25 mM)

0,625 pl otopine uzvodne pocetnice ORF 5F (10uM)

0,625 pl otopine nizvodne pocetnice ORF 5R (10uM)

0,15 pl Enzima Taq polimeraze (5 U/ul)

U epruvetu se za svaki uzorak dodalo 2,5 pl proizvoda RT-PCR reakcije i 10 pl
pripremljene reakcijske smjese za PCR. Izvodenje PCR reakcije odvija se u PCR uredaju

prema sljede¢im optimiziranim uvjetima:

Uvjeti izvodenja PCR reakcije:

95 °C, 5 minuta (pocetna aktivacija polimeraze)

40 ciklusa:

94 °C, 20 sekundi (denaturacija)

60 °C, 1 minut (spajanje poc¢etnica na ciljni komplementarni slijed baza)

72 °C, 3 minuta (produljenje pocetnica)

72 °C, 9 minuta (kona¢no produljenje umnozenih sljedova DNK).

Po zavrSetku PCR reakcije, uzorci se pohranjuju u hladnjaku, pri temperaturi 4 °C do

daljnje uporabe.
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Provjera PCR proizvoda elektroforezom na agaroznom gelu

Reagensi:

- agaroza u prahu Tris baza (Tris (hidroksimetil) aminometane)

- EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina)

- ledena octena kiselina

- boja za DNK u agaroznom gelu

- biljeg veli¢ine DNK odsjecaka, koji se sastoji od dvolan¢anih molekula DNK

veli¢ine po 100 pb

- otopina za nanosenje PCR proizvoda u gel koja sadrzi brom fenol plavilo

Priprema radnih otopina:

50X koncentrirana otopina TAE:

Reagensi:

- Tris baza 242 ¢

- ledena octena kiselina 57,1 g

- EDTA (0,5 M) 100 ml

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

Vrijednost pH otopine bila je 8,5.

0,5 M otopina EDTA:

Reagensi:

-EDTA 186,1 g

- destilirana voda do 1 .

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

Vrijednost pH otopine bila je 8,0.

Agarozni gel:

Reagensi:

- agaroza u prahu 0,7 g

- TAE pufer 75 ml

- boja za DNK 0,25 ul

Gel je napravljen otapanjem 0,7 g agaroze u prahu u 75 ml TAE pufera. Otopina agaroze
se zagrijala do vrenja u mikrovalnoj peénici. Nakon otapanja agaroze i kratkotrajnog
hladenja gela dodala se boja za DNK u tekuc¢u agarozu. Da bi se u gelu dobile jazice u jos

tekucéu agarozu se stavio plasticni ¢esalj za formiranje jazica. Nakon polimerizacije
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agaroze, uklonio se ¢eSalj za formiranje jazica i gel se stavio u kadicu za elektroforezu u

kojoj se nalazi TAE pufer.

Postupak izvodenja elektroforeze u agaroznom gelu bio je slijede¢i. Na parafilmu se
pomijeSalo 3 pl svakog proizvoda PCR metode s 3 pl otopine brom fenol plavila.
Mjesavinu svakog uzorka mikropipetom se prenjelo u jazice gela. U jednu jazicu dodalo
se biljeg veli¢ine DNK odsjecaka. Elektroforeza se provodila u uredaju za elektroforezu,
pri naponu 100 V, jakosti struje 80 mA, u trajanju 30 minuta. Nakon provedene
elektroforeze prisutnost PCR proizvoda u gelu provjerila se pod UV svjetlom u komori
za snimanje gelova, te se gel fotografirao pomocu kamere s filtrima za UV svjetlost koja
je bila spojena s racunalnim programom koji omogucuje pohranu fotografije, u svrhu

dokumentiranja uspjeSnosti PCR reakcije.

4.5.4. Odredivanje nukleotidnih sljedova ORF 5 gena EAV dokazanih na

podrucju RH i filogenetska analiza

Umnozeni nukleotidni sljedovi odsje¢ka ORF 5 gena EAV dokazanih na podru¢ju RH na
opisani nacin koriSteni su za molekularnu tipizaciju i filogenetsku analizu EAV
dokazanih na podru¢ju RH u cilju dobivanja rezultata 0 molekularnoj epizootiologiji.
Nukleotidni sljedovi ORF5 gena usluzno su odredeni u tvrtki Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska, pomoéu ABI PRISM BigDye terminator kita (Applied
Biosystem, Carlsbad, SAD) na uredaju 3730x] DNA Analyzer istog proizvodaca, a
koriStene su identicne pocetnice kao u opisanoj PCR metodi. Odredeni nukleotidni
sljedovi analizirani su pomocu racunalnog programa MEGA 7 (KUMAR i sur., 2016.).
Pomoc¢u navedenog programa nacinjeno je viSestruko sravnjivanje DNK te su, koristeci

metodu povezivanja susjednih nukleotidnih sljedova (engl. neighbour-joining, NJ) i
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metodu najvece vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML) nukleotidni sljedovi
dobivenih odsjecaka ORF 5 gena EAV dokazanih na podruc¢ju RH usporedeni
medusobno, kao i s dostupnim nukleotidnim sljedovima ORF 5 gena iz banke gena
(GenBank) za EAV za koje je bila jasno navedena drzava i godina izdvajanja virusa.
Ovim Kkriterijima ukupno je odgovaralo 138 nukleotidnih sljedova EAV izdvojenih u

razli¢itim drZzavama u razdoblju od 1953. do 2014. godine.
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5. REZULTATI

5.1. Seroprevalencija VAK na podrucju RH i na razini Zupanija
u razdoblju od 2010. do 2015. godine

U istrazivanom razdoblju ukupno je VN-testom na virusni arteritis konja seroloski
pretrazeno 4475 uzoraka seruma kopitara. U daljnjem prikazu rezultata izuzeto je iz
prikaza i analiza 30 uzoraka seruma zaprimljenih tijekom 2009. godine zbog razlika u
nacinu provodenja laboratorijskog pretrazivanja koji je opisan u poglavlju Materijjal 1
metode, te se u nastavku prikazuju rezultati za 4445 Zivotinja pretrazenih u razdoblju od
2010. do 2015. godine kako bi postignuti rezultati bili medusobno usporedivi.

Broj pretrazenih Zivotinja po godinama na razini cijele RH bio je najve¢i 2011. godine
(859), a najmanji 2010. godine (558 uzoraka).

Uzorci seruma za serolosko pretrazivanje na virusni arteritis konja VN-testom u
istrazivanom razdoblju dostavljani su iz gotovo svih Zupanija RH, od ¢ega najveci broj iz
Osjecko-baranjske Zupanije (1270 uzoraka), a uzorci nisu dostavljani u istrazivanom
razdoblju iz Dubrovacko-neretvanske Zupanije.

Analiziraju¢i broj pretrazenih zivotinja po Zupanijama na godi$njoj razini uo¢avamo da
su uzorci dostavljani u razdoblju od 2010. do 2015. godine svake godine s podrucja 15
zupanija dok s podru¢ja Zupanija Koprivnicko-krizevacke, Krapinsko-zagorske i
Karlovacke uzorci nisu dostavljani pojedinih godina u obuhvaéenom istraZivanju. S
podrucja Zadarske Zupanije uzorci nisu dostavljani tijekom 2012. i 2015. godine, a s
podrugja Sibensko-kninske jedina tri uzorka dostavljena su 2013. godine dok s podruéja

Dubrovacko-neretvanske zupanije nije dostavljen niti jedan uzorak.
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Sveukupna seroprevalencija na podru¢ju RH u razdoblju 2010. do 2015. godine iznosila
je 17,5%, a po godinama je varirala od najvise 21,3% koja je zabiljeZena 2010. godine do
najnize od 9,7% u 2015. godini.

Na zupanijskoj razini seroloski pozitivne zivotinje potvrdene su na podruc¢ju 19 zupanija
RH. Najvisa seroprevalencija, u cijelom istrazivanom razdoblju, zabiljezena je u
Vukovarsko-srijemskoj Zzupaniji (41,9%). U razdoblju od 2010. do 2015. godine seroloski
pozitivne Zivotinje nisu dokazane jedino u Sibensko-kninskoj Zupaniji, iz koje su
zaprimljena samo tri uzorka, te Dubrovacko-neretvanskoj iz koje uzorci nisu niti
dostavljani (Tablica 1.). Promatrajuc¢i kretanje seroprevalencije na razini zupanije, u
istrazivanom razdoblju, uz Vukovarsko-srijemsku (41,9%), najvise seroprevalencije su
zabiljezene u Osjecko-baranjskoj (30,5%) te Pozesko-slavonskoj zupaniji (27,9%).
Najniza seroprevalencija u Zupanijama s dokazanim infekcijama bila je u Istarskoj
zupaniji (1,9%), a niska seroprevalencija zabiljezena je i u Krapinsko-zagorskoj (2,8%)
te Koprivnicko-krizevackoj zupaniji (2,9%).

Najvisa vrijednost seroprevalencije u pojedinoj godini na Zupanijskoj razini zabiljeZzena
je na podrucju Grada Zagreba 2010. godine kada su od sedam pretrazenih zivotinja Cetiri
bile pozitivne (57,1%). lza toga slijedi Vukovarsko-srijemska zupanija sa
seroprevalencijom od 55,6% tijekom 2015. godine i 50,0% 2012. godine. Ista vrijednost
seroprevalencije, od to¢no 50,0%, zabiljeZzena je i u Karlovackoj zupaniji 2015. godine
pretrazivanjem osam Zivotinja.

Pozitivne Zivotinje potvrdivane su svake godine u sedam Zupanija od kojih Cetiri iz
Istoéne Hrvatske (Vukovarsko-srijemska, Osjecko-baranjska, PozeSko-slavonska i
Brodsko-posavska) te tri iz SrediSnje Hrvatske (Zagrebacka, Sisacko-moslavacka i

Bjelovarsko-bilogorska).
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Tablica 1. Seroprevalencija VAK na podru¢ju RH i po Zupanijama u razdoblju od 2009. do 2015. godine i ukupno u istrazivanom
razdoblju

. N UKUPNO
Godina 2009. 2010. 2011, 2012. 2013. 2014, 2015, iviiitiord

Zupanija  N/P (50) N/P (30) N/P (30) N/P (30) N/P (52,) N/P (50) N/P (05/0) N/P (50)
VS 6/5 833 20/11 379 4420 455  10/5 50,0  18/8 444  36/11 30,6 18/10 556  155/65 419
OB 777 1000 216/77 356 225/69 30,7 201/66 32,8 17U79 46,2 267/71 266 190/25 132 1270/387 305
BP 42 500 394 103 5319 170 3711 297 6919 275  69/3 43 627 113  329/53 16,1
PS 0/0 i 19/5 263 149/47 315 1314 308 107/32 299 7518 240 70/15 214 433121 279
VP 0/0 : 80 00 100 00 252 80 395 128 110 00 16/0 00  109/7 64
KK 0/0 : 0/0 i 90 00 200 00 130 00 41 250 60 00 341 29
V7 0/0 : 10 00 71 143 50 00 30 00 50 00 30 00 241 42
ME 0/0 : 10 00 181 56 41 250 150 00 257 280 50 00 689 132
KZ 0/0 i 0/0 i 70 00 161 63 40 00 60 00 30 00 361 28
7G 11/6 545 7206 83 998 81 794 51 11511 96 675 75  66/2 30  498/36 72
Gz 0/0 i 74 571 20 00 110 00 20 00 93 333 132 154 449 205
SM 0/0 . 662 30 1523 20 146/3 21 1354 30 15018 120 1152 17  764/32 42
KA 0/0 i 71 143 40 00 10 00 00 i 40 00 84 500 245 208
BB 0/0 . 433 70 4810 208 524 77 723 42 564 71 66/l 15 33725 7.4
IS 10 00 110 00 41 250 343 88 580 00 480 00 50 00  206/4 19
PG 0/0 ~ 222 91 41 250 50 00 10 00 10 00 30 00 363 83
LS 0/0 i 40 00 40 00 31 333 30 00 &1 125 40 00 262 77
ZD 0/0 : 20 00 62 333 00 i 0 00 10 00 o0 - 102 200
SK 0/0 : 0/0 i 0/0 i 0/0 : 30 00  0/0 - oo - 30 00
SD 10 00 1U4 364 141 71 30 00 40 00 40 00 30 00 395 128
DN 0/0 i 0/0 i 0/0 i 0/0 i 0/0 i 0/0 - 00 00 00 00

UKUPNO 30/20 66,7 558/119 21,3 859/173 20,1 647/105 16,2 833/161 19,3 846/142 16,8 702/68 9,7 4445/768 17,3
N — broj uzoraka; P — broj pozitivnih; S (%) — seroprevalencija u postotcima; * 2009. godina izuzeta iz ukupnog prikaza zbog razlika u na¢inu pretrazivanja

Kratice Zupanija: VS-Vukovarsko-srijemska, OB-Osjec¢ko-baranjska, BP-Brodsko-posavska, PS-Pozesko-slavonska, VP-Viroviticko-podravska, KK-Koprivni¢ko-
krizevacka, VZ-Varazdinska, ME-Medimurska, KZ-Krapinsko-zagorska, ZG-Zagrebacka, GZ:Gravd Zagreb, SM-Sisacko-moslavacka, KA-Karlovacka, BB-
Bjelovarsko-bilogorska, 1S-Istarska, PG-Primorsko-goranska, LS-Licko-senjska, ZD-Zadarska, SK-Sibensko-kninska, SD-Splitsko-dalmatinska, DN-Dubrovacko-
neretvanska
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Godina

Slika 17. Grafi¢ki prikaz seroprevalencije virusnog arteritisa konja na podrucju

Republike Hrvatske u razdoblju 2010. — 2015. godine

5.2. Seroprevalencija VAK u regijama RH u razdoblju od 2010.
do 2015. godine

Obzirom na neujednacen broj pretrazenih zivotinja prema zupanijama te regionalne
epizootioloske znacajke konjogojstva, u svrhu analize postignutih rezultata zupanije su
objedinjene u tri podru¢ja RH, Isto¢na Hrvatska, SrediSnja Hrvatska i1 Primorska
Hrvatska.

Ukupno je s podrucja regije Isto¢na Hrvatska tijekom istrazivanog razdoblja, od 2010. do
2015. godine, pretrazeno sveukupno 2296 zivotinja od kojih je seroloski pozitivno bilo
633 (27,6%). Broj uzoraka po godinama se kretao od 286 pretrazenih tijekom 2012.
godine do najveceg od 481 pretrazenih zivotinja prethodne 2011. godine. U ovoj regiji u

istrazivanom razdoblju seroprevalencija se kretala izmedu najvise zabiljezene 2013.
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godine od 35,4% do najnize na kraju istrazivanog razdoblja 2015. godine kada je iznosila
16,0%.

U regiji SrediSnja Hrvatska je tijekom istrazivanog razdoblja ukupno pretrazeno 1829
zivotinja od kojih je 119 bilo pozitivno $to daje seroprevalenciju VAK od 6,5%. Broj
uzoraka po godinama je bio najmanji 2010. godine (197), a najve¢i 2013. godine (359).
Seroprevalencija se u istrazivanom razdoblju kretala izmedu najvise od 11,7%
ustanovljene 2014. godine do najnize od 3,9% koja je potvrdena 2015. godine.

Najmanji broj zivotinja u istraZzivanom razdoblju pretraZzen je iz Primorske Hrvatske,
sveukupno 320. Od navedenih 320 uzorka seroloski pozitivno na VAK bilo je 16 §to
rezultira seroprevalencijom od 5,0%. Broj pretrazenih Zivotinja po godinama je bio od 32
zivotinje, 2011. godine do najveceg 2013. godine kada je pretrazeno 70 Zivotinja. U
istrazivanom razdoblju najviSa seroprevalencija od 15,6% zabiljeZena je 2011. godine
dok 2013. i 2015. godine nisu ustanovljene seroloski pozitivne zivotinje u Primorskoj
Hrvatskoj (Tablica 2.).

Analiziraju¢i podatke po regijama seroprevalencija je, u odnosu na onu u cijeloj RH,
znacajno visa cijelo istrazivano razdoblje u Isto¢noj Hrvatskoj, dok je u SrediSnjoj i
Primorskoj Hrvatskoj znacajno niza (Tablica 3.).

Seroprevalencija po pojedinim godinama istrazivanja pokazuje slican trend te je u
Isto¢noj Hrvatskoj u svakoj pojedina¢noj godini zna¢ajno visa u odnosu na Sveukupnu
seroprevalenciju u RH. U SrediSnjoj Hrvatskoj seroprevalencija je zna¢ajno niza u svakoj
godini istrazivanja u odnosu na RH. U Primorskoj Hrvatskoj je 2013. i 2014. godine

znacajno niza dok u preostale Cetiri godine razlika nije bila znacajna (Tablica 3.).
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz seroprevalencije VAK prema regijama RH u razdoblju od 2010.
do 2015. godine

U odnosu na cjelokupnu seroprevalenciju VAK u Isto¢noj Hrvatskoj vrijednost
seroprevalencije po godinama se mijenjala na nacin da je statistiCki znacajno visa bila
tijekom 2013. godine da bi u posljednje dvije godine obuhvacene istrazivanjem bila
znacajno niza. Najniza vrijednost zabiljeZena je u posljednjoj istrazivanoj godini (Tablica
4.). U Sredisnjoj Hrvatskoj seroprevalencija je kroz godine varirala bez statisticke
znacajnosti do 2014. godine kada je statisticki znacajno visa (Tablica 4.). U Primorskoj
Hrvatskoj usporedujuéi seroprevalenciju u cjelokupnom razdoblju s onom odredenom u
pojedinoj godini zapazeno je statisticki znacajno odstupanje u 2011. godini kada je
seroprevalencija od 15,6% bila znacajno visa. Za ostale godine nije utvrdena znacajna
razlika (Tablica 4.).

Promatraju¢i korelaciju izmedu ukupne seroprevalencije na podru¢ju RH i one u
istrazivanim regijama, ustanovljeno je da postoji visoka korelacija izmedu ukupne
seroprevalencije 1 seroprevalencije u Isto¢noj Hrvatskoj (r=0,86; 95%CI=0,16-0,98;

p=0,03). Za ostale regije nije ustanovljena znacajna korelacija.
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Tablica 2. Seroprevalencija VAK prema regijama RH po godinama od 2010. do 2015. godine i sveukupno u istrazivanom razdoblju

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. UKUPNO
Regija NP NP ° N RN N - - N/P S
o (%) %) (%) (%) (%) (%) (%)

Istoéna

oo 311097 312 481/145 30,1 286/83 308 404/143 354 458/103 225 356/57 160 2296/633 27,6

SrediSnja 0006 81 34623 66 316/13 41 35918 50 326/38 117 28511 39 1829/119 65

Hrvatska

Primorska oy« 150 35 156 454 89 700 00 621 16 6L0 00 32016 5.0

Hrvatska

Hrvatska

UkUpng  SSE/L19 213 850/173 201 647/105 162 833/161 103 846/142 168 702068 9,7 4445768 17.3

N — broj uzoraka; P — broj pozitivnih; S (%) — seroprevalencija u postotcima

Isto¢na Hrvatska (VS, OB, BP, PS, VP), Sredisnja Hrvatska (KK, VZ, ME, KZ, ZG, GZ, KA, SM, BB), Primorska Hrvatska (IS, PG, LS, ZD, SK, SD, DN)
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Tablica 3. Seroprevalencija u pojedinoj regiji u odnosu na seroprevalenciju u RH u istoj godini istraZivanja

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. UKUPNO
OR OR OR OR OR OR OR
Regija P p p
959%ClI 959%CI 95%ClI 95%ClI 95%ClI 959%CI 959%ClI
« S 167 1,71 2,29 2,29 1,44 1,78 1,82
3 % 122- 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,01 0,003 <0,001
g c 2’29 1,32-2,21 1,65-3,18 1,75-2,99 1,08-1,91 1,22-2,59 1,62-2,06
L] I y
s 0,33 0,28 0,22 0,22 0,65 0,37 0,33
32 }-"; 019- <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,03 0,002 <0,001
T2 ' 0,18-0,44 0,12-0,4 0,13-0,36 0,45-0,96 0,19-0,72 0,27-0,41
& T 0,57
« 0,5
X g 0,73 0,5 0,03 0,08 0,08 0,25
5 % 021- 0,12 0,53 0,19 0,01 0,01 0,07 <0,001
E 2 1’21 0,29-1,93 0,18-1,44 0,002-0,48 0,01-0,59 0,005-1,23 0,15-0,42
— T y
o

OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdanosc¢u od 95%, p - vjerojatnost
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razdoblja (2010.-2015.)

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015.
OR OR OR OR OR OR
Regija p p p p p p
95%Cl 95%CI 95%Cl 95%CI 95%ClI 95%ClI
= S 1,19 1,13 1,17 1,44 0,76 05
5 2 0,18 0,25 0,26 0,001 0,03 <0,001
sz 0,92-1,54 0,91-1,41 0,89-1,53 1,15-1,8 0,6-0,97 0,37-0,67
L]
I
=g 1,27 1,02 0,62 0,76 19 0,58
Z 2 0,39 01 011 0,29 0,001 0,09
- 0,74-2,19 0,64-1,62 0,34-1,12 0,46-1,26 1,29-2,79 0,31-1,08
wn L
£ 2,59 3,52 1,85 0,13 0,31 0,15
g 0,06 0,02 0,29 0,16 0,26 0,19
E 2 0,96-6,97 1,2-10,35 0,59-5,81 0,008-2,21 0,04-2,39 0,009-2,53
~ T
o

OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdano$c¢u od 95%, p - vjerojatnost
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5.3. Seroprevalencija VAK ovisno o dobi i regijama pretraZenih

Zivotinja

Za odredivanje kretanja seroprevalencije kroz godine istrazivanog razdoblja ovisno o
dobi zivotinja kao i razlike u seroprevalenciji dobnih skupina u razli¢itim regijama RH
koristili smo rezultate pretrazivanja zZivotinja za koje je u popratnom obrascu dob bila
jasno istaknuta. Stoga je ovom analizom obuhvaéeno sveukupno 2568 Zivotinja od ¢ega
najveci broj iz Isto¢ne Hrvatske (1340), zatim SrediS$nje Hrvatske (1075), te najmanji broj
iz Primorske Hrvatske (153 pretrazene Zivotinje) (Tablica 5.).

Sveukupna seroprevalencija u zivotinja obuhvacéenih ovim dijelom istrazivanja iznosila
je 16,9% s najvisom u Isto¢noj Hrvatskoj (26,3%), zatim Sredisnjoj Hrvatskoj (6,9%) te
najnizom zabiljezenom u Primorskoj Hrvatskoj (3,9%) (Tablica 5.).

Usporedujuc¢i seroprevalencije po dobnim skupinama na podru¢ju cijele RH najvisa
seroprevalencija ustanovljena je u zivotinja u dobi iznad 10 godina (41,0%), zatim u
skupini zivotinja u dobi od 5 do 10 godina (12,0%) te najniza u zivotinja mladih od 5
godina (5,4%) (Tablica 5.).

Analiziraju¢i rezultate po regijama, uo€ene su razlike te je seroprevalencija u Isto¢noj
Hrvatskoj bila najvisa u skupini zivotinja starijih od 10 godina (56,2%), zatim niza u
zivotinja u dobi od 5 do 10 godina (20,9%) te najniza u Zivotinja mladih od 5 godina
(6,7%). U Sredisnjoj Hrvatskoj seroprevalencija je takoder bila viSa u Zivotinja starijih
od 10 godina (18,0%) dok je niza bila u skupinama od 5 do 10 godina (5,0%) i skupini
zivotinja mladih od pet godina (3,8%). U Primorskoj Hrvatskoj je takoder najvisa
seroprevalencija bila u skupini zivotinja u dobi iznad 10 godina (6,5%), nesto niza u

zivotinja mladih od 5 godina (4,1%), a najniza u dobnoj skupini izmedu 5 i 10 godina
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(1,7%) u kojoj je zabiljezena samo jedna pozitivna zivotinja u istrazivanom razdoblju
(Tablica 5.).

Godisnja seroprevalencija u populaciji konja obuhvaéenoj ovom analizom varirala je od
19,9% koliko je iznosila 2010. godine do najnize od 12,7% zabiljezene u 2015. godini
(Tablica 5.).

U Isto¢noj Hrvatskoj je seroprevalencija varirala od 35,4% 2013. godine do najnize
18,5% 2015. godine. U SrediSnjoj Hrvatskoj najvisa seroprevalencija je iznosila 9,9%
2010. godine, a najniza 2015. godine kada je bila 4,6%. Za razliku od navedenog, u
Primorskoj Hrvatskoj seroprevalencija je bila priblizno ujedna¢ena u 2010. godini
(10,0%), 2011. godini (14,3%) i 2012. godini (10,7%). U razdoblju od 2013. do 2015.
godine nisu dokazane pozitivne zivotinje (Tablica 5.).

Usporedujuéi seroprevalenciju VAK u Republici Hrvatskoj i onu u pojedinim dobnim
skupinama statisti¢ki je znacajno veca seroprevalencija u zivotinja starijih od 10 godina
te znac¢ajno manja u druge dvije dobne skupine. Ovakav rezultat za zivotinje starije od 10
godina se potvrduje i u svakoj pojedinoj godini obuhvacenoj istraZivanjem, kao i
statisti¢ki znacajno niza seroprevalencija u zivotinja mladih od 5 godina. Za razliku od
njih u Zivotinja u dobi od 5 do 10 godina seroprevalencija je bila statisti¢ki znac¢ajno niza
u odnosu na ukupnu populaciju 2011., 2014. 1 2015. godine dok znac¢ajnost nije uocena u
preostale tri godine (Tablica 6.).

U cijelom istrazivanom razdoblju u Isto¢noj Hrvatskoj seroprevalencija je bila znacajno
viSa u dobi iznad 10 godina, te zna€ajno niza u druge dvije dobne skupine. Analizirajuci
rezultate po godinama, uoceno je da je u svakoj godini seroprevalencija bila zna¢ajno visa

u zivotinja starijih od 10 godina te niZza u onih mladih od 5 godina. U zivotinja u dobi od

108



5 do 10 godina statisticki znacajno niza seroprevalencija uoCena je samo tijekom
posljednje dvije godine istrazivanja (Tablica 6.).

U Sredisnjoj Hrvatskoj dokazano je da je seroprevalencija znacajno viSa u Zivotinja
starijih od 10 godina dok za preostale dvije skupine nema statisticke znacajnosti.
Usporeduju¢i podatke po pojedinim godinama uoéljivo je da je seroprevalencija
statisticki znacajno visa u zivotinja starijih od 10 godina u razdoblju od 2010. do 2013.
godine nakon ¢ega nema znacajnih razlika po dobi (Tablica 6.).

U Primorskoj Hrvatskoj u cijelom promatranom razdoblju, kao i svaku godinu zasebno,
nisu uocene statisticki znacajne razlike u seroprevalenciji izmedu dobnih skupina
(Tablica 6.).

Usporedeni su podaci o seropozitivnim zivotinjama i dobnim skupinama na podrucju
cijele RH s podacima iz razli¢itih regija u pojedinoj godini istraZivanja. Tako nisu uo¢ene
znacajne razlike tijekom 2010. godine da bi tijekom 2011. godine potvrdili znacajno vecu
prevalenciju u zivotinja u dobi od 5 do 10 godina u Isto¢noj Hrvatskoj. Iste godine uocena
je 1znacajno niZa seroprevalencija u Zivotinja u dobi od 5 do 10 godine te Zivotinja starijih
od 10 godina u Sredisnjoj Hrvatskoj (Tablica 7.). Sljedece, 2012. godine, zna¢ajno je visa
seroprevalencija zabiljezena u Isto¢noj Hrvatskoj u zivotinja od 5 do 10 i starijih od 10
godina te znacajno niza u zivotinja u dobi od 5 do 10 godina u Sredisnjoj Hrvatskoj kao
i starijih od 10 godina u Primorskoj Hrvatskoj (Tablica 7.). Znacajno visa
seroprevalencija zabiljezena je i tijekom 2013. godine u Isto¢noj Hrvatskoj u dobi od 5
do 10 godina, ali i u Zivotinja mladih od 5 godina, dok je tre¢u godinu uzastopce
seroprevalencija u zivotinja u dobi od 5 do 10 godina u Sredi$njoj Hrvatskoj bila znacajno
niza (Tablica 7.). Tijekom 2014. godine seroprevalencija je bila znacajno visa u Isto¢noj

Hrvatskoj u Zivotinja starijih od 10 godina te znacajno niza u istoj dobnoj skupini u
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Sredisnjoj Hrvatskoj, dok za ostale dobne skupine i regije nije bilo znacajnosti. Identi¢an
rezultat je zabiljezen i u posljednjoj godini obuhvacéenoj istrazivanjem (Tablica 7.).

Analiziraju¢i znacajnost razlika u pojedinoj regiji uo¢ljivo je da su u Isto¢noj Hrvatskoj
znacajno ¢esce pozitivne bile Zivotinje u dobi od 5 do 10 godina u razdoblju od 2011. do

2013. godine, a u dobi iznad 10 godina posljednje dvije godine istrazivanja (Tablica 7.).
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Tablica 5. Seroprevalencija VAK prema dobi i regijama pretrazenih Zivotinja u razdoblju 2010. — 2015.

Godina 2010. 2011, 2012. 2013, 2014, 2015, UKUPNO
Regija Dob N/P (8(5)) N/P (S(;) N/P (SOEO) N/P (SoEo) N/P (3(5)) N/P (S(;) N/P (S(;)

g <5 302 67 949 96 7U3 42 589 155 85 57 OUL 11 43229 67
E% 510 8121 259 10222 21,6 8623 267 80/27 338 8419 107 948 85 527110 20,9
£Z 510 4020 500 82049 598 4531 689 7439 527 66/36 545 74/39 527 381214 562
Ukupno  151/43 285 278/80 288 202/57 282 212/75 354 238/50 21,0 259/48 185 1340/353 26,3
=g <5 450 00 785 64 521 19 771 13 284 143 331 30 31312 38
-§§ 510 60/7 11,7 974 41 1214 33 1318 61 874 46 832 24 579729 50
2E 10 165 313 277 259 427 167 347 206 203 103 354 114 18333 18,0
Ukupno  121/12 99 202/16 7.9 215/12 56 242/16 66 144/11 7.6 1517 46 1075774 69
§g < 5l 200 6/1 167 60 00 2200 00 60 00 40 00 4972 a1
g% 510 20 00 40 00 101 100 210 00 110 00 100 00 581 17
SZ 510 30 00 41 250 122 167 100 00 90 00 80 00 46/3 6,5
Ukupno  10/1 100 142 143 28/3 107 53/0 00 2600 00 2200 00 1536 39
g <5 803 38 17815 84 1204 31 15710 64 12209 74 1282 16 79443 54
S 510 14328 196 203/26 128 217/28 129 232/35 151 182/13 7,0 187/10 53  1164/140 120
$E 510 5925 424 11357 504 99/40 404 118/46 390 10439 375 117/43 368 610/250 410
Ukupno  282/56 19,9 494/98 19.8 445/72 162 507/91 179 408/61 150 432/55 12,7 2568/433 16,9

N — broj uzoraka; P — broj pozitivnih; SE (%) — seroprevalencija u postotcima; <5 — Zivotinje mlade od 5 godina; 5-10 — Zivotinje u dobi od

5 do 10 godina; >10 — zivotinje starije od 10 godina
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Tablica 6. Znacaj seroprevalencije VAK u pojedinim dobnim skupinama u odnosu na ukupnu seroprevalenciju u pojedinoj godini u istoj

regiji
Godina 2010. 2011. 2012, 2013, 2014, 2015 UKUPNO
Regija  Dob 95?/50 P 95?/?0 P 95?/50 P 95(03/50| P 95?/50 P 95?/50 P 95(‘3/|:CI P
p S gorore 9% ginoss <001 gglog  <000L  gqpth, 0005 oo 0002 it 0008 o ofo <0001
ig _% 5-10 o,fé?f,ez 0.68 0,2’-61?17 0.16 0,503;?;’,64 0.80 o,gilg-?i,s 0.79 0,2%?05,96 0,04 0,254-%),9 0.03 o,5%-7c;1,94 0.01
Z
B 1,223;?51,13 001 2,2'-%?13 <0.001 2,73'-6131,36 <0.001 1,1%?;48 0009 Z,Sthl,OZ <0.001 2,83198,52 <0.001 2,8%?254 <0.001
e O oories O omaxs O quae 9% ogae 01 gsgegs 0% gguag 088 gy 005
?x
E é 510 0,421%,22 0,72 0,12'-51,54 0.23 0,105533 0.35 0,3%-922,21 0.85 0,1%:?,89 0.37 0?1'-53,5 041 0,4%-711,11 0.13
>10 1,24é-lfg,9 0,02 1,5;4-'317,07 0,006 1,235'?98,19 0,02 1,353(?2,7 0,009 0,3&1;35 0,63 0,723;?95,63 0,14 1,921'?264 <0,001
P < o,1if155,73 06 0,091-'126,44 0.89 0,0%—51227 o 0,052-'13283,59 067 o,o7£f’2()2235,45 0,49 0,09-386-57 0,44 0,;124,134 0.96
% g 510 0,0411'3171,56 0.89 0,021512,93 0.72 o,og'-?L%,og 0,95 0,052-'1439,47 0.65 0,042-'1323,4 0,68 0,042-’11115,58 071 o,o%fg% 044
i} >10 0,030-'37,86 0,95 0,13-230,16 0.62 O,2£11L§L71,53 0,60 0,1-3'711,44 042 o,oéligw 061 0,052-'524,33 0,63 0,411'-771,12 0,46
. < o,ooé-lg,52 0002 0,201'-3&66 <0001 0,006-15,46 <0.001 0,105’?0,6 <0.001 0,2%?65,94 003 o,c?é-lé,45 0.002 o,gffsg <0.001
<
% g 510 0,5055?18,63 0.95 0,307’?3,95 0,03 o,4oé-717,23 0.27 0,502'-7 321 0.27 0,2%-%1,82 0,01 0,1055-3378 0,008 0,5%-607,83 <0,001
. M0 Gy V0L G, <000 e, <000 @B <o00n 3T <oom SR <o a0 <00

OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdanos¢u od 95%, p — vjerojatnost
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Tablica 7. Znacaj seroprevalencije VAK za dobne skupine u pojedinoj regiji u odnosu na prosjek seroprevalencije dobne skupine na

podrucju RH u istoj godini

Godina 2010, 2011. 2012, 2013. 2014, 2015, UKUPNO
N OR OR OR OR OR OR OR
Regijia DOb  gsoecr P gsoect P 5%l P oswct P 5%cl P gsucl P osmct P
183
3 : 115 1,38 27 076 07 1,26
- _ ' ’ ’ ’ ’ 1
g = X% 9% oo O 03634 % qoa703 %% 020234 % ops78a 07T 077200 O
> ,
St
£ L. 14 187 2,46 287 1,56 1,65 193
= 10 075274 %% toons 007 1gpa59 00% 16515 0001 geager 03 gezaze O 147054 <000
2 136 1,46 327 1,74 2 1,92 1,85
2 70 oe1305 %% ograse %2 1ss69 %% og7314 9% yo7374 9% toegas 00 149039 <00
0,24 0,74 0,61 0,19 2,00 1,97 07
S 001482 9% 026213 %% oorsez %% oopass 92 ob73s 0% 017224 O 036134 OB
s g .0 054 0,29 023 037 0,63 0,44 039
2% 10 o213 %8 0108 9% oosoer %7 016082 %% 02108 0% gog204 %% p26058 <000
S S 0,62 0,34 0,44 0,41 0,19 0,22 0,32
55 "0 o192 % gi1s088 %% oie1o1 %M oue101 O%  oosoes %% oor0e7 %% 01048 <0001
6.42 217 092
: ' 215 031 : 5,62 0,74
s <5 054 014 0.24- 049 2E 062 23 043 005 096 292 020 27 069
g o e 0.1-44,24 0,02-5,51 s 0,23-135,02 0,17-3,16
g 081 0,74
c : ' 075 013 055 081 013
T >l o0& 089 004 08 009615 % 001218 % 003978 08 oos147 088 o200 004
g 17,36 14,22
£ 0,09
5 0,19 033 018 0,07 : 01 01
-§ 10 oor3e1 %% 003324 %% opso0ss 0% oooars 007 DX 01 gpi79 02 o030 0O
OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdanoséu od 95%, p — vjerojatnost
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5.4. Seroprevalencija VAK prema spolu i regijama pretrazenih

Zivotinja

Analiza seroprevalencije VAK u razdoblju 2010. — 2015. vezano uz spol na podruc¢ju
cijele RH kao i na regionalnoj razini nac¢injena je temeljem analize podataka pretrazivanja
svih zivotinja za koje je u popratnom obrascu bio jasno nazna¢en spol. Ovom je analizom
obuhvacéeno 3828 zivotinja.

Ukupno je analizirano 2838 muskih i 990 zenskih zivotinja. Od navedenog broja 1829
Zivotinja su iz Isto¢ne Hrvatske (1137 muskih i 692 Zenskih), 1678 iz Sredi$nje Hrvatske
(1456 muskih i 222 Zenskih) te 321 iz Primorske Hrvatske (245 muskih i 76 Zenskih)
(Tablica 8.).

Seroprevalencija u analiziranoj skupini je 15,9%. Najvisa je bila u Isto¢noj Hrvatskoj
(26,5%), zatim u Sredi$njoj (6,6%) te najniza u Primorskoj Hrvatskoj (4,0%). Ovisno o
spolu, seroprevalencija je bila 9,7% u muskih Zivotinja i 33,4% u zenskih. Ovakav veci
udio seroloski pozitivnih Zenskih zivotinja zabiljezen je u svim regijama (Tablica 8.). U
zenskih Zivotinja najvisa seroprevalencija je zabiljezena 2013. godine (54,2%), a najniza
2014. godine (23,1%) iza koje slijedi 2015. godina sa seroprevalencijom od 24,1%
(Tablica 8.). Seroprevalencija, ovisno o godini, se u muskih Zivotinja kretala od najvise
21,6% u 2010. godini do najnize od 4,8% u posljednjoj godini obuhvaéenoj istrazivanjem.
Analiziraju¢i podatke kroz godine u pojedinim regijama ustanovljeno je da je u Isto¢noj
Hrvatskoj seroprevalencija u muskih Zivotinja varirala od 33,1% 2010. godine do najnize
8,3% ustanovljene 2015. godine. U Zenskih zivotinja najvisa je bila 2013. godine (60,3%),
a najniza 2014. godine (25,4%). U Sredi$njoj Hrvatskoj najvisa seroprevalencija je u

muskih zivotinja bila 10,3% tijekom 2010. godine dok je najniza zabiljezena u posljednjoj
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godini obuhvaéenoj istrazivanjem i iznosila je 2,9%. Iste, 2015. godine, zabiljeZena je
najniza seroprevalencija i u Zenskih Zivotinja (6,5%) dok je najvisa od 40,0% zabiljeZzena
2010. godine. Najvisa seroprevalencija u muskih Zivotinja u Primorskoj Hrvatskoj
zabiljezena je 2011. godine (14,3%) dok 2010., 2013. i 2015. nisu potvrdene seroloski
pozitivne muske Zivotinje. SeroloSki pozitivne Zenske Zivotinje dokazivane su od 2010.
do 2012. godine uz najvisu seroprevalenciju od 33,3% 2011. godine te najnizu od 6,3%
2010. godine. Seroprevalencija 2012. iznosila je 16,7%, a u razdoblju od 2013. do 2015.
nije bilo seroloski pozitivnih Zenskih Zivotinja (Tablica 8.). ViSa seroprevalencija u
zenskih u odnosu na muske Zivotinje zabiljezena je na podrucju cijele RH kao 1 u svakoj
regiji u cijelom razdoblju istrazivanja. Takoder je ovakav rezultat zabiljeZen i za svaku
godinu obuhvaéenu istrazivanjem na podrucju RH, kao i svaku godinu u Isto¢noj i
Sredisnjoj Hrvatskoj. U Primorskoj Hrvatskoj za godine kada su dokazivane pozitivne
zivotinje oba spola (2011. i 2012.), visa seroprevalencija je bila takoder u Zenskih
zivotinja dok su 2010. bile pozitivne samo tri zenske, a 2014. jedna muska Zivotinja
(Tablica 8.).

Statisticka analiza potvrdila je da Zenke imaju znacajno veci izgled biti seroloski
pozitivne kako na podru¢ju RH tako i u svakoj pojedinoj regiji (Tablica 9.). Ovakva
znacajnost izgleda potvrdena je i za svaku pojedinu godinu obuhvacéenu istrazivanjem na
razini RH te u Isto¢noj Hrvatskoj. U preostale dvije regije znacajnost utjecaja spola
potvrdena je u Sredi$njoj Hrvatskoj 2010.,2011.12012. godine. U Primorskoj Hrvatskoj
znacajnost utjecaja spola na ishod seroloskog pretrazivanja po godinama nije dokazan

(Tablica 9.).
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Tablica 8. Seroprevalencija VAK prema spolu i regijama pretraZzenih Zivotinja u razdoblju 2010. — 2015.

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. UKUPNO
Regija Spol NP S(%) NP S(%) NP S(%) NP S(% NP (;)) NP S (%) N/P (gj‘o)
2 _52 M 139/46 33,1 221/40 18,1 147/28 19,0 189/30 15,9 236/29 12,3 205/17 8,3 1137/190 16,7
)g ‘E;
E % 4 72141 56,9 115/60 52,2 110/44 40,0 126/76 60,3 142/36 254 127/37 29,1 692/294 425
Ukupno 211/87 41,2 336/100 29,8 257/72 28,0 315/106 33,7 378/65 17,2 332/54 16,3 1829/484 26,5
%g M 116/12 10,3 242/12 5,0 258/8 3,1 329/16 49 272/26 9,6 239/7 29 1456/81 5,6
2%
& f 7 10/4 40,0 81/10 12,3 45/5 111 17/2 11,8 38/6 15,8 31/2 6,5 222/29 13,1
Ukupno 126/16 12,7 323/22 6,8 303/13 43 346/18 52 310/32 10,3 270/9 3,3 1678/110 6,6
©
=< -Eg M 13/0 0,0 14/2 14,3 32/2 6,3 69/0 0,0 60/1 1,7 57/0 0,0 245/5 2,0
S &
E2
n:_ T V4 48/3 6,3 9/3 33,3 12/2 16,7 1/0 0,0 2/0 0,0 4/0 0,0 76/8 10,5
Ukupno 61/3 4.9 23/5 21,7 44/4 9,1 70/0 0,0 62/1 1,6 61/0 0,0 321/13 4.0
g 8 M 268/58 21,6 477/54 11,3 437/38 8,7 587/46 7,8 568/56 9,9 501/24 4.8 2838/276 9,7
S8
é— % Z 130/48 36,9 205/73 356 167/51 30,5 144/78 54,2 182/42 23,1 162/39 24,1 990/331 334
UKUPNO 398/106 26,6 682/127 18,6 604/89 14,7 731/124 17,0 750/98 13,1 663/63 9,5 3828/607 15,9

N — broj uzoraka; P — broj pozitivnih; S (%) — seroprevalencija u postotcima; M — muski; Z - Zenski
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Tablica 9. Utjecaj spola na seroprevalenciju VAK u pojedinim godinama obuhvaéenim istraZivanjem i sveukupno u istrazivanom

razdoblju 2010. — 2015.

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. UKUPNO

Rediia ool OR 5 OR OR OR OR OR OR
egua opol gooec 95%C] P 95%C] P 95%C] P 95%C] P 95%Cl P 95%C] P

M - - - - - - - - - - - - - -

4,55
2,43-8,51

3,68
2,96-4,57

2,67
1,49-4,8

2,42

4,94 2,83 8,06
<0,001 <0,001 141417

3-8,15 1,62-4,97 4,75-13,67 0,001 <0.001 <0.001

N«

0,001 <0,001

Isto¢na
Hrvatska

M - - - - - - - - - - - - - -

1,77
0,68-4,64

2,65
J,52-13,46

2,55
1,63-4,0

Sredis$nja
Hrvatska

5,78
1,43-23,41

2,7
1,12-6,51

3,91
1,22-12,54

2,61

0,55-12,4 0.23

0,24 0,24 <0,001

NS

0,01 0,03 0,02

5,65
1,79-17,82

2,08 3 3

46,33
0,1-42,77 0.64 0,39-23,07 0.29 0,37-24,17

0,67-3217,85

7,93
0,25-247,84

12,78
0,23-723

Primorska
Hrvatska

0,08 0,24 0,22 0,003

N«

0,3

M - - - - - - - - - - - - - -

6,3
3,65-10,88

4,66
3,89-5,59

2,12
1,34-3,36

4,33
2,9-6,48

4,62
2,89-7,37

13,9
8,91-21,69

2,74
1,76-4,27

Republika
Hrvatska

<0,001 <0,001 <0,001 <0,001

NS

0,001 <0,001 <0,001

OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdanos¢u od 95%, p — vjerojatnost, M — muski, Z — Zenski
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5.5. Seroprevalencija VAK prema Kkategoriji i regijama

pretraZenih Zivotinja

Prema kategoriji zivotinja analizirani su svi popratni obrasci pristigli uz uzorke za
serolosko pretrazivanje na VAK te su sve zivotinje s jasno naznac¢enom kategorijom
razvrstane u skupine pastusi, kobile i objedinjenu kategoriju zdrijebadi i omadi.
Sveukupno se kategorija jednoznaéno mogla odrediti za 3795 Zivotinja seroloski
pretrazenih na VAK u razdoblju od 2010. do 2015. godine. Od toga pretrazeno je 2734
pastuha, 926 kobila te 135 Zivotinja iz kategorije zdrijebadi i omadi. Sveukupna
seroprevalencija u ovoj skupini Zivotinja iznosila je 15,1%. Na podru¢ju cijele RH najvisa
je bila u kobila (33,7%), zatim pastuha (9,2%) te najniza u zZdrijebadi 1 omadi (6,7%)
(Tablica 10.). Na godisnjoj razini seroprevalencija je svake godine bila najvisa u kobila.
U tri godine sa zabiljezenim pozitivnim zivotinjama u sve tri kategorije, dvije godine je
seroprevalencija bila visa u zdrijebadi i omadi u odnosu na pastuhe (2012. i 2013.), a
2011. je bila visa u pastuha (Tablica 10.).

U Isto¢noj Hrvatskoj kategorija se mogla odrediti za 1794 Zivotinje (1077 pastuha, 634
kobile i 83 zdrijebeta/ometa). Seroprevalencija je u cijelom istrazivanom razdoblju bila
najvisa u kobila (43,4%), zatim pastuha (15,6%) te najniza u kategoriji zdrijebadi i omadi
(7,2%) (Tablica 10.). Ovakav trend je potvrden 1 na godi$njoj razini jer je svake godine
seroprevalencija bila najvisa u kobila, a najniza u Zdrijebadi i omadi (Tablica 10.).

U Sredisnjoj Hrvatskoj ovom analizom obuhvaceno je 1719 Zivotinja. U kategoriji
pastuha u 1415 jedinki seroprevalencija VAK je bila 55%, a u 254 kobila
seroprevalencija je iznosila 11,0%. Najmanji broj Zivotinja u SrediSnjoj Hrvatskoj

pretrazen je iz kategorije zdrijebadi i omadi. Seroprevalencija VAK u njih je cijelom
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istrazivanom razdoblju iznosila 6,0%. Po godinama istrazivanja najvisa seroprevalencija
je zabiljeZzena u pastuha 2010. godine, zdrijebadi i omadi sljede¢e godine te kobila u
preostalim godinama obuhvacéenim istrazivanjem (Tablica 10.).

U Primorskoj Hrvatskoj se kategorija mogla odrediti za sveukupno 282 Zivotinje, od ¢ega
242 pastuha, 38 kobila i dvije Zivotinje iz kategorije zdrijebad 1 omad. Seroprevalencija
je u kobila u ovom dijelu RH bila 23,7%, u pastuha 2,1%, a obje Zivotinje iz kategorije
zdrijebadi i omadi bile su negativne (Tablica 10.).

Usporedujuéi seroprevalencije po godinama na podrucju RH seroprevalencija je u
pastuha varirala od najviSe ustanovljene 2010. godine koja je iznosila 16,1% do najnize
u posljednjoj godini obuhvaéenoj istrazivanjem kada je bila 4,9%. U kobila se kretala
izmedu 56,7% 2014. godine do najnize od 24,4% godinu kasnije. U kategoriji zdrijebadi
1 omadi pozitivne zivotinje su potvrdivane od 2011. do 2013. uz seroprevalencije od 9,5%
2012. godine do 12,8% 2013. godine te 10,5% 2011. godine (Tablica 10.).

Na regionalnoj razini seroprevalecija u pastuha u Isto¢noj Hrvatskoj kretala su se od
22,0% u prvoj godini obuhvacenoj istraZzivanjem do 8,6% na kraju istrazivanog razdoblja.
U kobila u istoj regiji najvisa seroprevalencija od 63,8% zabiljezena je 2013. godine dok
je najniza od 27,1% bila slijedece, 2014. godine. Pozitivna zdrijebad dokazivana je 2012.
i 2013. godine uz seroprevalenciju od 9,1% te 15,2% (Tablica 10.).

U SrediS$njoj Hrvatskoj seroprevalencija u pastuha se kretala od 12,9% 2010. godine do
najnize od 2,8% 2012. godine, a kobila izmedu 6,5% koliko je iznosila u prvoj i
posljednjoj godini obuhvadenoj istrazivanjem, do najvise 16,2% 2014. godine. U
kategoriji zdrijebadi i omadi pozitivne zivotinje su dokazivane 2011. i 2012. godine sa

seroprevalencijom od 15,4% i 11,1% (Tablica 10.)
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U Primorskoj Hrvatskoj zbog samo jedne pozitivne Zivotinje u posljednje tri godine
istrazivanja te malog broja pretrazenih Zivotinja u kategorijama Zdrijebadi i omadi te
pastuha rezultati po godinama i kategorijama su tesko usporedivi (Tablica 10.).
Statistickom analizom dobivenih rezultata na razini RH u cijelom razdoblju istraZivanja
potvrdeno je da kobile imaju statistiCki znacajno vecu vjerojatnost da ¢e biti seroloski
pozitivne, a pastusi te zdrijebad i omad manju u odnosu na sveukupnu populaciju. Po
godinama istrazivanja ovo je dokazano za kobile u svakoj godini istraZivanja te za pastuhe
u svim godinama s izuzetkom 2010. i 2014. godine. Za razliku od toga u zdrijebadi i
omadi nema statisticki znacajnih razlika vjerojatnosti za pozitivan nalaz na godisnjoj
razini (Tablica 11.).

Znacajnost rezultata odredivana je i na regionalnoj razini, a iz analize je izostavljena
Primorska Hrvatska zbog malog broja Zivotinja. U Isto¢noj Hrvatskoj dokazan je
istovjetan trend kao i na podrucju cijele RH sa znacajno ve¢om vjerojatnoscu da ¢e kobile
biti seroloski pozitivne kao i znacajno manjom da ¢e pozitivni biti pastusi te Zdrijebad i
omad. Ovaj trend u kobila potvrden je i u svakoj pojedinoj godini istrazivanja dok su na
godi$njoj razini pastusi zna¢ajno manju vjerojatnost seropozitiviteta u odnosu na sve
pretrazene zivotinje u toj godini imali2011., 2012. 12015. godine. U kategoriji Zdrijebadi
1 omadi statisticki manja vjerojatnost potvrdena je samo u 2013. godini (Tablica 11.).
Na regionalnoj razini, u SrediSnjoj Hrvatskoj u sveukupnom razdoblju istrazivanja
statisticki je znacajno veca vjerojatnost seropozitiviteta u kobila, dok za ostale dvije
kategorije kao niti za bilo koju kategoriju na godi$njoj razini ovo nije dokazano (Tablica
11).

Usporeduju¢i Istocnu i Sredisnju Hrvatsku, sveukupno i na godisnjoj razini, uoceno je da

je u cijelom istrazivanom razdoblju statisti¢ki znacajno veca vjerojatnost da ¢e i pastusi i
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kobile biti seroloski pozitivni u Isto¢noj Hrvatskoj u odnosu na Sredisnju Hrvatsku sto
nije dokazano za zdrijebad i omad. Na godiSnjoj razini ovaj trend je podudaran za svaku
godinu istrazivanja uz izuzetak 2014. godine kada nisu dokazane razlike (Tablica 12.).
Usporedujudi rezultate na razini RH statisticki je znacajno veca vjerojatnost pozitivnog
nalaza u pastuha u 2010. godini, prvoj godini istraZivanja, a statisticki zna¢ajno manja u
posljednjoj godini obuhvaéenoj istrazivanjem (Tablica 13.). U kobila znacajna odstupanja
uocena su 2013. kada je vjerojatnost za seropozitivitet bila znacajno veca, a sljedece
godine znacajno manja, dok u zdrijebadi i omadi nije bilo znac¢ajnih razlika (Tablica 13.).
Na regionalnoj razini, u Istocnoj Hrvatskoj je u posljednjoj godini istrazivanja, 2015.,
uoc¢ena znacajno niza vjerojatnost za pozitivan seroloski nalaz u pastuha. U kobila nakon
zna¢ajno vece vrijednosti 2013. godine, dokazana je statisticki znafajno manja
vjerojatnost u posljednje dvije godine obuhvacene istrazivanjem dok u zdrijebadi i omadi
nije bilo znac¢ajnijih razlika (Tablica 13.). U Sredi$njoj Hrvatskoj jedine znacajne razlike
potvrdene su u pastuha sa znacajno ve¢im izgledima za seroloski pozitivan nalaz 2010. te
zna€ajno nizim 2015. godine. Analiza rezultata u Primorskoj Hrvatskoj nije pokazala
nikakve znacajne razlike, a u Tablici 13. nije prikazana niti kasnije razmatrana zbog
malog uzorka posebice u kategoriji zdrijebadi i omadi, te nepotvrdivanja pozitivnih
zivotinja u pojedinim godinama (Tablica 10.).

Analiziraju¢i korelaciju seroprevalencije na razini RH sa seroprevalencijom pojedinih
kategorija u istrazivanim regijama potvrdena je visoka korelacija seroprevalencije u RH
i one u pastuha u Isto¢noj Hrvatskoj (r=0,88; C195% 0,22-0,99; p=0,02). Ostale kategorije

nisu imale znacajnu korelaciju na razini cijele drzave niti regionalno.
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Tablica 10. Seroprevalencija VAK prema kategoriji i regijama pretraZenih zivotinja u razdoblju 2010. — 2015.

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014 2015, UKUPNO
Regija Kat NP S(%) NP S(% NP S(% NP S(% NP S(®%) NP S NP  S(%)
g P 118226 220 21940 183  142/28 197  177/28 158  224/20 129 19717 86  1077/168 156
’S’_ 8 K 5224 462 11360 531 10744 411 116774 638 13336 27,01  113/37 327 634275 434
“I w0 o 0,0 6/0 0,0 171 91 335 152 9/0 0,0 23/0 0,0 83/6 7,2

Ukupno 171/50 29,2  338/100 29,6 260/73 28,1 326/107 32,8  366/65 17,8 33354 16,2  1794/449 250
sg P 10512 129 23210 43 2517 28 32316 50 26526 98 2397 29 1415778 55
’% § Kk 43 65 800 125 45 116 172 118 376 162 3172 65 254028 11,0
T 70 150 00 1312 154 91 111 6/0 0,0 710 0,0 0/0 - 50/3 6,0

Ukupno 166/15 90 325022 68 30313 43  346/18 52  309/32 104  270/9 33  1719/109 63
g P 130 00 14/2 143 312 65 68/0 00 601 1,7 56/0 0,0 24215 21
é § K 10/4 40,0 9/3 333 1202 167 1/0 0,0 2/0 0,0 4/0 0,0 389 237
£ zo oo - 0/0 - 1/0 0,0 0/0 - 0/0 - 1/0 0,0 2/0 0,0

Ukupno 2314 174 2305 21,7 4414 91 69/0 00 621 1,6 61/0 00 28214 50
Ss P 236/38 161  465/52 112  424/37 87  568/44 7.7  549/56 102  492/24 49  2734/251 92
g é K 108/31 287  202/73 361 162/51 315  134/76 56,7 172142 244  148/39 264  926/312 337
T 7o 10 00 19/2 105 212 95 39/5 128  16/0 0,0 24/0 0,0 135/9 67

UKUPNO  360/69 19,2  686/127 185  607/90 148 741125 169  737/98 133  664/63 95 37955572 15,1

Kat.—kategorija; N-broj uzoraka; P—broj pozitivnih; S (%)—seroprevalencija u postotcima; P—pastusi; K—kobile; Z/O—zdrijebad i omad
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Tablica 11. Utjecaj kategorije na seroprevalenciju VAK u odnosu na ukupnu seroprevalenciju VAK u istoj regiji za svaku pojedinu godinu

I ukupno
Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014, 2015. UKUPNO
megiia Kat OR OR OR OR OR OR OR
au 95%Cl| os%cl P 95%C]| P eoswct P osect P 95%Cl| o5%cl P
0,68 0,53 0,63 0,38 0,69 0,49 0,55
o 0 oo0sa118 %17 ozmos 098 g3g103 007 g2a061 00 guzaar 02 gp7087 001 gusger <00
S X
g3 2,07 2,69 1,79 3,61 1,72 2,52 2,29
2% K 1139 %92 g70417 000 115086 092 paiser 00T 108074 002 15041 <000 o577 <000
=T 08
T : 0,18 0,26 0,37 0,24 0,11 0,23
740 00 9% oo %% oos2me %% owsoer %% ooazz *® 0 ooras %% onos 0
13 0,62 0,64 0,95 0,94 0,83 0,86
=g oss29 %% o213 %2 oxm1es 0% oss10 9% oss1e3 8 om:230 07 op116 O
= n
28 07 1,97 2,94 2,43 1,68 2 1,83
S8 K 019254 99 ogoaza 099 og960 0% os21145 0% gemaz 0P gumgm 039 118984 0007
S
ST 0,32 25 2,79 1,37 0,57 27,53 0,94
4O oo2558 9% g1z ® 0322308 % oor2s18 9% 00302 %7 ospiae209 ' 020308 0%
0,81 0,55 0,55 0,41 0,74 0,49 0,57
sg © os2125 % oze078 O 03708 %% 029050 0 052105 0% 03-079 000 gugqe7 <000
= 0
S8 1,7 2,49 2,64 6,46 211 3,41 2,86
28 K qos278 0% 176350 OO 177390 OO 43695 <O00L g g3q7 001 5ig534  OOOL 54535, <00V
(5]
cT 0,13 0,52 0,6 0,72 02 0,19 0,4
40 go1214 OB 012227 O g1406s %% 02s189 % o013z %% 01322 0% g8 0009

Kat — kategorija; OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdanos¢u od 95%, p — vjerojatnost, P — pastusi, K — kobile,

7/0 — zdrijebad i omad
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Tablica 12. Omjer izgleda seropozitivnog nalaza u razlicitih kategorija u Isto¢noj u odnosu na Sredi$nju Hrvatsku za pojedinu godinu

istrazivanja 1 sveukupno

Godina 2010. 2011. 2012. 2013, 2014. 2015. UKUPNO
. OR OR OR OR OR OR OR

Regila Kat  gg0ic P oewct P ogswect P owswcl P eswct Poeswct Poeswct P

2,19 4,96 8,56 3,61 137 3,13 3,17

2 - P roaas 0% 2ar102 091 3632018 00 ggoger 000 7804 O gp7771 OO0 5394, <000

S 53

223 12,29 792 5,31 13,21 192 7,06 6,18

SEE N asgaaes O ameer O™ igruase O 2gss0se O 074408 %1 163110 OO 405044 O

:g . 20 ol o OB om 08 ggg 251 o 079 oo 002 g, 112 oo

= o 0% oorsss P ooat4g0 0% 012513 O 0014465 Pt o0002-263 M 027469 7

Kat — kategorija; OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdanos$¢u od 95%, p — vjerojatnost, P — pastusi, K — kobile,
Z/0 — zdrijebad 1 omad
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Tablica 13. Omjer izgleda seropozitivnog nalaza za odredenu kategoriju u pojedinoj godini u odnosu na cjelokupno razdoblje iste

kategorije i regije

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015.
Regija  Kat 95(<?/§CI P 95(3/?0 P 95?/?0 P 95?/?0 P 95(2/50 P 95?/5CI P
s 0,916,-523,44 0,07 0,813’-211,77 0.33 0,815’?23,07 0.21 0,616,-012,57 0.94 0,531?,23 031 o,gig,lsa 001
)f-g § K 0,613’-112,97 0.7 0,9155?28,21 0,06 o,gﬁ,lss 0,66 1,5512,47 <0001 0,302’%3,73 <0,001 0,402%1,97 0,04
=TI
20 o,153i’19077,67 041 o,ogi(iazs,le 0.95 0,141,i?[,78 0.83 0,625;-2:,11 0.2 o,ogﬁgm 0.76 o,o%—zz?,e? 0,36
= g P 1,126-241,21 0.02 0,3%-717,51 045 0,2%?19,08 0.08 0,5%-819,55 0.69 1,117’?26,97 0,009 0,22{?12,13 0.1
)zz g K 0,1%-516,94 0,36 0,513'-125,49 0.72 0,3155?26,92 0,91 o,zlé?f,gs 0.92 0,213,607 0,36 O,l%-526,46 0.44
Zo 0,002’1;1,95 0.59 0,45123,16 0.28 0,1313615,25 0.58 0,02122,59 0.98 0,049'199,33 0.95 0,231,-37'32,75 0.21
s g P 1,3%13,75 <0001 0,911’-25,71 0.17 0,6%?15,36 0,76 0,5%-813,16 0.28 0,8137-112,53 0,45 0,3(:)%’?01,78 0,002
%g K 0,5%-719,23 0.3 0,811'-111,53 0.51 o,egii,zg 0.58 1,725?353,73 <0001 0,4%51,92 0.02 0,4211,04 0.08
“T o 0,0%,26 0,54 0,313’?8?27 0,54 oéﬁ,?ss 0,64 0,625';-0(555 0.22 0,0%,26 0,54 0,002’-247,82 0,37

Kat — kategorija; OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdanoséu od 95%, p — vjerojatnost, P — pastusi, K — kobile,
7/0 — zdrijebad i omad
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5.6. Seroprevalencija VAK prema pasminama i regijama

pretraZenih Zivotinja

Od prikupljenih uzoraka konja, pasmina je bila jasno naznacena u popratnom obrascu za
sveukupno 2403 zivotinje od kojih je 574 bilo pozitivnih §to rezultira seroprevalencijom
od 23,9% u cijelom istrazivanom razdoblju. Sve Zivotinje za koje se iz podataka u
popratnom obrascu nije pouzdano mogla odrediti pasmina izuzeti su iz prikaza ovog
dijela rezultata i analize utjecaja pasmine na seroprevalenciju VAK. Temeljem
prikupljenih podataka, a sukladno broju uzoraka i epizootioloSkom znacaju, sve
pretrazene zivotinje podijeljene su i prema pasmini razvrstane U tri skupine,
toplokrvnjaci, hladnokrvnjaci i lipicanci. Lipicanska pasmina je izdvojena od ostalih
toplokrvnih s obzirom na veli¢inu uzorka i znac¢aj. Tijekom istrazivanja pretrazeno je 393
konja toplokrvnih pasmina bez lipicanske pasmine, 591 konja hladnokrvnih pasmina te
najveci broj, 1419 Zivotinja lipicanske pasmine. Najvisa seroprevalencija je Utvrdena u
konja lipicanske pasmine i iznosila je 36,2%. Seroprevalencija u toplokrvnih konja u
cijelom istrazivanom razdoblju bila je 9,2%, a najniza u hladnokrvnih konja u kojih je

iznosila 4,2% (Tablica 14.).

Usporedujuci rezultate po pojedinoj godini obuhvacenoj istrazivanjem seoprevalencija u
konja lipicanske pasmine se kretala od 47,2% 2013. godine do najnize od 21,0% u
posljednjoj godini obuhvaéenoj istrazivanjem. U toplokrvnih konja najvisa
seroprevalencija od 14,1% potvrdena je 2012. godine, a najniza od 3,8% 2014. godine. U
hladnokrvnjaka najvisa seroprevalencija je zabiljezena 2011. godine (6,5%), a najniza od

1,0% tijekom 2015. godine, posljednje godine obuhvaéene istrazivanjem (Tablica 14.).
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U Isto¢noj Hrvatskoj pasmina je bila jednoznacno istaknuta za 1580 Zzivotinja.
Seroprevalencija u ovoj regiji u analiziranom uzorku je bila 32,7%, a najvisa zabiljezena
u konja lipicanske pasmine (36,3%) nakon ¢ega slijede toplokrvnjaci (11,7%). Najniza je
bila u konja hladnokrvnih pasmina (3,1%). Sli¢no se uocava i na godiS$njoj razini jer je
svake godine najvisa seroprevalencija bila u konja lipicanske pasmine, a u godinama kada
su pretrazivani konji iz sve tri skupine uvijek je seroprevalencija u toplokrvnih konja bila

visa od one u hladnokrvnih (Tablica 14.).

U Sredi$njoj Hrvatskoj je pasminski sastav uzorka znacajno drugaciji. U istrazivanom
razdoblju je sveukupno analizirano 686 Zivotinja od ¢ega najveéi broj konja hladnokrvnih
pasmina (434), zatim toplokrvnih (215), a najmanji broj konja lipicanske pasmine (37).
Seroprevalencija je bila najveca u konja lipicanske pasmine (32,4%), zatim toplokrvnjaka
(8,4%) te najniza u konja hladnokrvnih pasmina (4,8%). Na godiSnjoj razini najvise 1
najnize seroprevalencije prema pasminama su se razlikovale od vrijednosti za cijelo

istrazivano razdoblje (Tablica 14.).

U Primorskoj Hrvatskoj pasmine su bile naznacene za 137 zivotinja od kojih je 7 bilo
pozitivno §to daje seroprevalenciju od 5,1%. konja. Prema pasminama seroprevalencija u
toplokrvnih konja je bila 8,0%, hladnokrvnih 1,7%, a dva pretrazena konja lipicanske

pasmine su bila negativna (Tablica 14.).

Utjecaj pasmine na seroprevalenciju analiziran je na razini RH i regije. Rezultati su
prikazani u Tablici 15. s izuzetkom Primorske Hrvatske koja je izostavljena zbog malog

uzorka.

Na razini RH, u cjelokupnom istrazivanom razdoblju, statisticki znacajno visa

seroprevalencija je potvrdena u konja lipicanske pasmine te znacajno niza u konja
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toplokrvnih i hladnokrvnih pasmina. S izuzetkom 2012. godine, ovakva znacajnost

razlika je potvrdena i u svakoj pojedinacnoj godini (Tablica 15.).

Sli¢no je 1 u Isto¢noj Hrvatskoj gdje je za cijelo istrazivano razdoblje seroprevalencija u
konja lipicanske pasmine statisticki znacajno visa, a konja ostalih pasmina znacajno niza
od ukupne. Analizirajuci rezultate po godinama razlike su statisti¢ki znac¢ajne u 2010.
godini nakon ¢ega viSe nema znacajnosti razlike seroprevalencije konja lipicanske
pasmine u odnosu na op¢u u ovoj regiji. Statisticki znacajno nize vrijednosti u konja
toplokrvnih i hladnokrvnih pasmina zabiljezene su tijekom 2010., 2011. te 2013. godine

(Tablica 15.).

U Sredisnjoj Hrvatskoj statisticki znacajno visa seroprevalencija ustanovljena je u konja
lipicanske pasmine tijekom 2010., 2014. i 2015. godine dok ostale vrijednosti godisnjih
seroprevalencija po pasminama nisu znacajno odstupale od ukupne godiSnje

seroprevalenciji u ovoj regiji (Tablica 15.).

Uz analizu seroprevalencije u konja lipicanske pasmine analizirana je 1 razlika
seroprevalencija VAK u toplokrvnih konja (koji nisu lipicanci) u odnosu na hladnokrvne
pasmine. Rezultati su pokazali da su konji toplokrvnih pasmina, promatrajuéi cjelokupno
razdoblje, imali statisticki znac¢ajno vecu vjerojatnost pozitivnog nalaza na razini RH i u
Isto¢noj Hrvatskoj u odnosu na hladnokrvne. Na podruéju cijele RH, u istrazivanom
razdoblju, konji toplokrvnih pasmina imali 2,28 puta veéi izgled za pozitivan nalaz
(n=984, OR 2,28, 95% CI 1,35-3,87, p=0,002). U Isto¢noj Hrvatskoj ovo je bilo jo$
izrazenije te su toplokrvni konji u odnosu na hladnokrvne imali 4,13 puta vecu

vjerojatnost pozitivnog nalaza (n=200, OR 4,13, 95% CI 1,13-15,12, p=0,03).
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Tablica 14. Seroprevalencija VAK prema pasminama i regijama pretrazenih Zivotinja

Godina 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. UKUPNO
Regija Pasm NP S(%) NP S(%) NP S(%) NP S(%) NP S(% NP  S(%) N/P S (%)
.S T 12/1 83 19/2 105 2206 273 1502 133 110 0,0 24/1 4,2 103/12 11,7
’j_§ § H 9/0 0,0 32/2 6.3 120 0,0 20/1 5,0 13/0 0,0 11/0 0,0 97/3 3.1
< I L 181/78 431 312/121 388  159/63 39,6 227/109 48,0  288/85 295  213/45 211  1380/501 36,3
Ukupno 202/79 39,1 363/125 344  193/69 358 262/112 42,7 312/85 27,2  248/46 185  1580/516 32,7
2 15/3 200  30/2 67 51/5 9.8 45/4 8,9 33/2 6.1 4112 4,9 215/18 8.4
% § 472 43 86/6 7.0 631 16 89/5 56 71/6 85 78/1 13 434121 48
5T 10/6 60,0 1/0 0,0 3/0 0,0 6/1 16,7 8/3 375 9/2 222 37/12 324
Ukupno 7211 153  117/8 68  117/66 51  140/10 7,1  112/11 98  128/5 39 686/51 7.4
gy 2/0 0,0 16/4 250  19/2 105  19/0 0,0 9/0 0,0 10/0 0,0 75/6 8,0
‘g *§ 5/0 0,0 5/0 0,0 111 91 16/0 0,0 11/0 0,0 12/0 0,0 60/1 17
T L 0/0 - 0/0 - 0/0 - 0/0 - 0/0 - 2/0 0,0 2/0 0,0
Ukupno 7/0 0,0 21/4 190 303 100 350 0,0 20/0 0,0 24/0 0,0 137/7 5.1
g9 29/4 138  65/8 123 9213 141  79/6 7.6 53/2 38 75/3 4,0 393/36 9,2
85 61/2 33  123/8 65 86/2 23  125/6 48 95/6 63  10U/1 10 591/25 4,2
I3 191/84 440 313/121 38,7 162/63 38,9 233/110 47,2 296/88 29,7  224/47 210  1419/513 36,2
UKUPNO  281/90 320 501/137 27,3  340/78 22,9 437/122 27,9  444/96 21,6  400/51 12,8  2403/574 239

Pasm—pasmina; N-broj uzoraka; P-broj pozitivnih; S (%)-seroprevalencija u postotcima; T—toplokrvne pasmine; H-hladnokrvne pasmine;

L—lipicanska pasmina
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Tablica 15. Utjecaj pasmine na seroprevalenciju VAK po godinama i tijekom cijelog razdoblja istrazivanja u odnosu na cjelokupnu

seroprevaleciju u istoj regiji

Godina 2010. 2011, 2012. 2013, 2014, 2015, UKUPNO
S £ OR OR OR OR OR OR OR
g & 9wl P 95%Cl P 95%Cl P 95%Cl P 95%Cl P g5mcl P 950l P
0,14 0,22 0,67 0,21 0,12 0,19 0,27
Lg ooz %% 005000 08 gp518 0% g0s003 0% oo1es %M ooz14s 0N 01505 <00
£% 0,08 0,13 0,7 0,07 0,1 0,19 0,07
> y y y ) y ) )
21 ooos142 909 ooz0ss 009 gops123 007 gor0s3 %01 ooraes O 001327 0% 020210 <0001
=T
1,18 1,21 1,18 1,24 1,12 1,18 1,18
L oo78177 9% ogsies  %%* o768 %% ogra7r %% o781 0% 074188 0% 101137 0%
1,39 0,97 2,01 1,27 0,59 1,26 1,14
oo | oaaszs %% o2am %9 osseo2 %% osea2s 07 012282 %™ oaere * oesroe 0%
=2 0,25 1,02 0,3 0,77 0,85 0,32 0,63
29 " oos117 %% 03306 %9 oosass %F 026234 0% 0324 O 04270 %% osgro7r O
=T 4,29
wnI 8,32 ' 2,45 2,6 5,51 7,03 5,98
L o01:3437 0003 101’3%%'5 038 g11:5063 057 282446 0% 1162624 00 1154287 003 5841559 <0001
0,34 0,37 0,55 0,21 0,14 0,29 0,32
sQ T o111 90 54708 0% gog105 097 gog0s 001 gozos9 009 gogg0s 004 gozgas <000
5 Z 0,07 0,18 0,08 0,13 0,24 0,07 0,14
- 0 I} s 3 Il ] ’ ’
So M 00203 0T gog039 00 ggp033 OO0 gogo3 <000 gigsg 000L gg105 0008 oo <00
> 1,67 1,67 2,14 2,31 1,53 1,82 18
oaag2aa 0 g4 00T 330 00 gep300 <00 a5 OO gqgaer 007 gsgpn <00

Pasm — pasmina; OR — omjer vjerojatnosti, 95%CI — interval povjerenja s pouzdano$éu od 95%, p — vjerojatnost, T-toplokrvne pasmine;

H-hladnokrvne pasmine; L—lipicanska pasmina

130



5.7. Logisticka regresija i utjecaj c¢imbenika rizika na

seropozitivitet

S obzirom na ustanovljenu korelaciju kategorije konja s dobi i spolom, te ¢injenice da
regija kao ¢imbenik rizika nije bio znacajan nakon §to su uklonjeni svi konji s nepotpunim
podacima, zavr$ni model logisticke regresije ukljucivao je godinu promatranja, spol, dob
I pasminu. Referentna kategorija za spol je bio muski s obzirom na epizootioloski veci
znacaj. Za dob referentna kategorija su bile Zivotinje mlade od pet godina s obzirom na
najmanju vjerojatnost izlozenosti infekciji te za pasminu toplokrvne pasmine 0Sim
lipicanaca jer su one prema seroprevalenciji izmedu hladnokrvnih pasmina i lipicanske

pasmine.

Logistickom regresijom utvrdeno je da se izgledi za pozitivan nalaz VVN-testa statisti¢ki
razlikuju izmedu spolova ako su ostali ¢imbenici konstantni. Isto tako izgledi rezultata

VN-testa statisticki su povezani s dobi zivotinje, godinom promatranja i pasminom.

Zivotinje Zenskog spola imaju 1,96 (95% CI 1,44-2,68) puta veée izglede da ¢e biti
pozitivne u VN testu u odnosu na Zivotinje muskog spola (p<0,001). S porastom dobi
povecavaju se izgledi za pozitivan ishod VN-testa i to povecavaju se za 3,99 (95% ClI
2,55-6,43) puta u konja dobi 5-10 godina u odnosi na konje dobi do pet godina (p<0,001),
a 16,53 puta (95% CI 10,6-26,65) u konja dobi vise od 10 godina u odnosi na konje dobi
do pet godina (p<0,001). Konji lipicanske pasmine imaju 6,46 (95% CI 4,17-10,31) puta
vece izglede biti pozitivni u odnosu na ostale konje toplokrvnih pasmina, dok izmedu
toplokrvnjaka i hladnokrvnjaka nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike (p=0,57). Sto
se godina promatranja ti¢e, u svakoj sljedecoj godini promatranja izgled da ¢e konj biti

pozitivan iznosi 0,77 puta (95% CI 0,7-0,84) vrijednosti prethodne godine (p<0.001).
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Tablica 16. Statisticka analiza odredenih epizootioloskih znacajki na seropozitivnost

logistickom regresijom

Cimbenik rizika OR  95%ClI p
Godina 0,77  0,7-0,84 <0,001
Spol Z 1,96 1,44-2,68 <0,001
Dob 5-10 3,99 2,55-643 <0,001

Dob >10 16,53 10,6-26,65 <0,001

Pasmina HH 0,83 042-157 0,57

Pasmina LIP 6,46 4,17-10,31 <0,001

Analizom relativne vaznosti pojedinog ¢imbenika rizika u modelu logisticke regresije,
utvrdeno je da je na pozitivan ishod VN testa godina promatranja imala 6,74% utjecaja,
spol zivotinje 14,73%, pasmina 28,95%, a najveci dob Zivotinje s relativnom vaznoscéu

od 49,58%.
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5.8. Analiza opsega provodenja mjera nadziranja i suzbijanja

VAK na podruéju RH u promatranom razdoblju

Za procjenu opsega provodenja mjera nadzora VAK na podru¢ju RH usporeden je
oCekivani broj pretrazivanja konja sa stvarnim brojem pretrazenih zivotinja. Broj
pobacaja i posljedi¢no o¢ekivanih potrebnih pretraga kobila izra¢unat je na osnovu broja
kobila u pojedinoj godini te uobicajene razine koncepcije od 80% uz 4,5% ocekivanih
pobacaja. Sto se ti¢e oekivanog postotka koncepcije u idealnim uvijetima koji ukljuéuju
optimalne uvjete drzanja, visoku razinu profesionalne brige za rasplodne pastuhe i kobile
i selekciju s obzirom na ranije koristenje u rasplodu, o¢ekivani postotak koncepcije jako
varira i iznosi 68%-95% (AMANN, 2006.; PRVANOVIC i sur. 2008.). Za potrebe ovoga

istrazivanja uzet je postotak koncepcije od 80%.

Kako u RH serolosko pretrazivanje obuhvaca sve necijepljene pastuhe te kobile u sluc¢aju
pobacaja ocekivani broj pretrazenih konja tijekom 2013. godine bio je 3434. On je
obuhvacao 3035 pastuha navedenih u Godi$njem izvje$¢u o konjogojstvu, te koncepciju
od 80% uz ocekivani postotak pobacaja od 4,5% za 11088 kobila sto iznosi 399. Ovo
istrazivanje je pokazalo da je 2013. godine pretrazeno 833 zivotinja tako da su mjere
nadzora i suzbijanja provedene na razini od 24,3%. Tijekom 2014. godine opseg
provodenja mjera procijenjen na isti nacin je bio nesto visi, 27,1% da bi 2015. godine bio

najnizi od ove tri godine i iznosio 18,8% (Tablica 17.).
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Tablica 17. Procjena opsega provodenja mjera nadzora VAK na podruc¢ju RH u
razdoblju od 2013. do 2015. godine temeljem broj pastuha i kobila

v . . Ocekivani Opseg
Broj Broj Ocekivani broj PretraZzeno provodenja
Godina broj o mjera
pastuha  kobila pobacaja prelzraz_ﬁmh konja

onja (%)
2013. 3035 8870 399 3434 833 24,3
2014. 2735 8542 384 3119 846 27,1
2015. 3331 9105 410 3741 702 18,8

Druga procjena opsega provodenja mjera nadzora VAK na podru¢ju RH nacinjena je u

odnosu na broj registriranih rasplodnih pastuha i rasplodnih kobila te je i ovakvom

usporedbom uocljivo da mjera nije provodena u cijelosti. Tako je 2013. godine provedena

u opsegu od 89,3%, 2014. u opsegu od 97,9%, a 2015. godine samo u 63,5% (Tablica

18.).
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Tablica 18. Procjena opsega provodenja mjera nadzora VAK na podruc¢ju RH u
razdoblju od 2013. do 2015. godine temeljem broj registriranih rasplodnih pastuha i
kobila

. . . Ocekivani Opseg
Broj Broj Ocekivani broj Pretrazeno provodenja
Godina broj oo mjera
pastuha  kobila  pobacaja pretraZenih konja

konja (%)
2013. 673 5770 260 933 833 89,3
2014, 621 5393 243 864 846 97,9
2015. 863 5370 242 1105 702 63,5
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5.8.1. Navodenje epizootioloskih znacajki o pretrazivanim Zivotinjama na

popratnim obrascima uz dostavljene uzorke

Analizirani su dostupni podaci iz popratnih obrazaca koje su ovlastene veterinarske

organizacije dostavljale uz uzorke seruma za pretrazivanje na VAK. Prema ovim

podacima vidljivo je da se na najmanjem broju popratnih obrazaca naznacava pasmina

konja (54,1%), zatim dob (57,8%) dok se u nesto ve¢em postotku na dopisima oznacava

kategorija (85,4%) i spol zivotinje (86,1%) (Tablica 19.).

Na regionalnoj razini dob se navodi na manje od 50% popratnih dopisa iz Primorske

Hrvatske, a neSto viSe u ostatku drzave. Spol i kategorija se najrjede navode u Istocnoj

Hrvatskoj, a pasmina je jednozna¢no navedena samo u 37,5% konja ¢iji su uzorci upuceni

na pretrazivanje s podrucja Sredisnje Hrvatske (Tablica 19.).

Tablica 19. Broj popratnih obrazaca zaprimljenih uz uzorke seruma za serolosku

pretragu na VAK s jednozna¢no nazna¢enom pojedinom znacajkom zivotinje

Podaci jednoznacno navedeni na popratnim

Regija Broj obrascima
uzoraka Dob Spol Kategorija  Pasmina

(%) (%) (%) (%)

y 1340 1829 1794 1580
Isto¢na Hrvatska 2296 (58,4) (79,7) (78,1) (68.8)
Sredi$nja 1829 1075 1678 1719 686
Hrvatska (58,8) 91,7) (94,0) (37,5)
Primorska 390 153 301 282 137
Hrvatska (47,8) (94,1) (88,1) (42,8)
Republika 4445 2568 3828 3795 2403
Hrvatska (57,8) (86,1) (85,4) (54,1)
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5.9. Rezultati seroloskog pretrazivanja arhivskih seruma konja na

VAK

5.9.1. Pretrazivanje arhivskih uzoraka seruma VN-testom

Metodom VN-testa pretrazeno je 94 uzorka seruma konja odabrana iz arhive seruma
laboratorija ARTER.lab. Pri odabiru uzeto je 50 uzoraka seruma koji su prethodnim
pretrazivanjem bili pozitivni na neutralizacijska protutijela za VAK te 44 s negativnim

nalazom u prethodnom pretrazivanju.

Koriste¢i VN-test ponovno su pretrazivani ranije pozitivnih seruma te su dobiveni
pozitivni rezultati za svih 50 ranije pozitivnih, a 44 ranije negativna seruma provedenim

pretrazivanjem potvrdena su kao negativni (titar protutijela < 1:4).

Titrovi odabranih arhivskih pozitivnih seruma odredeni seroloskom pretragom VN-
testom, na¢injenom neposredno prije pretrazivanja komercijalnim imunoenzimnim

testovima, kretali su se u rasponu od 1:4 do 1:256 (Slika 19.).

Rezultati pretrazivanja VN-testom za pojedina¢ne serume prikazani su u Tablici 18. i

Tablici 19.
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Broj uzoraka seruma
o = N w H (9] (o)}

7 7
6 6
5 5
4
3
2 2
1 1 1
i I I i i
4 6 8 11 16 23 32 45 64 91 128 181 256

Recipro¢ni titrovi pozitivnih seruma

Slika 19. Grafi¢ki prikaz broja uzoraka i titrova neutralizirajuc¢ih protutijela u pozitivnim

arhivskim serumima konja odredeni VN-testom

5.9.2. Rezultati pretrazivanja arhivskih uzoraka seruma konja

komercijalnim imunoenzimnim testom ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect

Pretrazivanjem 94 arhivska uzorka seruma komercijalnim imunoenzimnim testom ID
Screen® Equine Viral Arteritis Indirect ustanovljeno je da je od 50 uzoraka pozitivnih
VN-testom 41 bio pozitivan. Sedam uzoraka seruma pozitivnih VN-testom bila su
negativna koriStenjem ove komercijalne ELISA-e. Serumi s negativnim rezultatom
pretrazivanja imali su titrove neutralizacijskih protutijela u rasponu od 1:6 do 1:16. Trisu
imala titar 1:11, dva 1:8 te po jedan 1:16 i 1:6 (Tablica 18.). Dva seruma u kojima je
pretrazivanjem ELISA testom rezultat bio sumnjiv (rezultati 56,57% 1 51,67%) imali su

titrove pretrazivanjem VN-testom 1:16 i 1:4 (Tablica 18.).
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Svih 44 arhivskih seruma koji su VVN-testom bili negativni (titar < 1:4) bili su negativni i

pretrazivanjem komercijalnom ELISA-om ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect

(Tablica 19.).

Valjanost nacinjene pretrage potvrdena je na nacin da je srednja vrijednost pretrazivanja
negativnog kontrolnog seruma bila 0,117 na jednoj, odnosno 0,093 na drugoj ploci.
Srednja vrijednost pretrazivanja pozitivnog kontrolnog seruma bila je 1,674 na prvoj, a
0,674 na drugoj koristenoj plitici. Temeljem navedenog zadovoljen je kriterij zadan od
proizvodac¢a ELISA kompleta za obje koriStene mikrotitracijske plitice. Navedeni Kriterij
je bio da vrijednost za pozitivni kontrolni serum mora biti > 0,350, a omjer rezultata

pozitivnog i negativnog kontrolnog seruma > 3.
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Tablica 20. Usporedba rezultata VN-testa i komercijalnih ELISA testova za serume konja s pozitivnim nalazom VN-testa

ELISA ELISA
\ﬁ\ilt-;?‘;t ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect Ingezim Arteritis 2.0 \ét’\ll {;i)s t ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect Ingezim Arteritis 2.0
SIP% Rezultat AOD Rezultat S/IP% Rezultat AOD Rezultat

45 141,35 P 2,100 P 91 126,06 P 0,763 P
6 -9,95 N 0,212 P 16 108,24 P 0,401 P
11 0,00 N 0,288 P 45 281,37 P 1,411 P
64 67,71 P 1,947 P 8 3,12 N 0,365 P
91 77,21 P 0,964 P 64 308,98 P 0,790 P
16 56,57 S 0,277 P 11 21,53 N 0,535 P
11 21,83 N 0,636 P 128 220,34 P 1,360 P
64 281,81 P 1,661 P 64 185,30 P 0,709 P
128 381,14 P 1,254 P 181 203,41 P 1,482 P
23 99,33 P 0,885 P 16 207,87 P 0,476 P
256 256,12 P 1,964 P 32 162,14 P 0,637 P
32 259,09 P 0,501 P 11 79,58 P 0,533 P
181 265,03 P 2,773 P 32 125,61 P 1,534 P
91 189,76 P 1,712 P 181 312,25 P 2,245 P
45 264,44 P 0,756 P 64 233,70 P 1,373 P
181 330,81 P 1,500 P 64 213,96 P 1,491 P
45 283,44 P 0,749 P 8 18,11 N 0,320 P
16 13,81 N 0,550 P 6 62,36 P 0,972 P
91 409,80 P 1,755 P 32 145,36 P 0,739 P
16 65,48 P 0,346 P 32 173,27 P 0,499 P
91 206,68 P 0,627 P 32 148,33 P 0,582 P
91 506,90 P 2,413 P 4 51,67 S 0,188 P
45 437,27 P 0,491 P 128 60,13 P 1,608 P
64 274,24 P 0,767 P 45 205,20 P 0,954 P
11 67,26 P 0,461 P 32 193,76 P 0,736 P

S/P% - izraCunata vrijednost oCitavanja ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect testom, AOD — izra¢unata korigirana vrijednost opti¢ke gustocée oCitavanja
Ingezim Atrteritis 2.0 testom, P — pozitivno, N — negativno, S — sumnjivo
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Tablica 21. Usporedba rezultata VN-testa i komercijalnih ELISA testova za serume konja s negativnim nalazom VN-testa

VN ELISA VN ELISA
test ID Screen® Equine Viral Arteritis Ingezim Arteritis test ID Screen® Equine Viral Arteritis Ingezim Arteritis
(titar) Indirect 2.0 (titar) Indirect 2.0
S/IP% Rezultat AOD Rezultat S/IP% Rezultat AOD Rezultat

<14 47,33 N 0,023 N <l:4 3,76 N 0,047 N
<14 11,11 N 0,040 N <14 6,63 N 0,023 N
<1:4 4,96 N 0,337 P <1:4 17,27 N 0,006 N
<14 23,18 N 0,029 N <1:4 14,70 N 0,007 N
<l:4 16,73 N 0,070 N <l:4 7,47 N 0,073 N
<14 28,86 N 0,028 N <l:4 16,07 N 0,114 S
<1:4 15,66 N 0,086 N <1:4 24,68 N 0,123 S
<14 9,50 N 0,065 N <1:4 24,74 N 0,005 N
<l:4 21,51 N 0,084 N <l:4 21,63 N 0,212 P
<14 13,68 N 0,126 S <l:4 29,94 N 0,043 N
<14 20,32 N 0,030 N <14 13,80 N 0,096 N
<1:4 32,45 N 0,119 S <1:4 34,00 N 0,093 N
<14 22,89 N 0,293 P <1:4 35,97 N 0,081 N
<l:4 33,10 N 0,090 N <l:4 25,10 N 0,040 N
<l:4 46,55 N 0,020 N <l:4 31,07 N 0,072 N
<1:4 25,93 N 0,085 N <1:4 31,49 N 0,052 N
<1:4 13,98 N 0,059 N <1:4 48,28 N 0,010 N
<l:4 43,80 N 0,197 P <l:4 8,31 N 0,131 S
<14 34,18 N 0,144 S <l:4 32,15 N 0,036 N
<14 25,75 N 0,038 N <14 38,60 N 0,140 S
<1:4 21,39 N 0,001 N <1:4 9,74 N 0,027 N
<1:4 22,11 N 0,062 N <1:4 25,40 N 0,035 N

S/P% - izra¢unata vrijednost o¢itavanja ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect testom, AOD — izraCunata korigirana vrijednost opti¢ke gustoce olitavanja
Ingezim Atrteritis 2.0 testom, P — pozitivno, N — negativno, S — sumnjivo
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5.9.3. Rezultati pretrazivanja arhivskih uzoraka seruma Kkonja

komercijalnim imunoenzimnim testom Ingezim Arteritis 2.0

Pretrazivanjem ista 94 arhivska uzorka seruma komercijalnim imunoenzimnim testom
Ingezim Arteritis 2.0 ustanovljeno je da je od 50 uzoraka pozitivnih VN-testom svih 50

bilo pozitivno i koriStenjem ove metode (Tablica 20.).

Medutim od 44 uzorka seruma negativha VN-testom (titar <1:4) pretrazivanjem
komercijalnim imunoenzimnim testom Ingezim Arteritis 2.0 potvrdeno je kao negativno
33 uzorka dok su ¢etiri uzorka seruma koristenjem ove metode bila pozitivna, a sedam ih
je imalo sumnjiv rezultat. Vrijednost rezultata korigirane ocitane opticke gustoce ova
Cetiri pozitivna uzorka bila je izmedu 0,197 i 0,337. Vrijednosti korigirane opticke

gustoce za sedam sumnjivih uzoraka bila je izmedu 0,114 i 0,144 (Tablica 21.).

Valjanost rezultata pretrage potvrdena je na nacin da je za pozitivan kontrolni serum
srednja vrijednost opticke gustoée u jazici s antigenom umanjena za srednju vrijednost
o¢itanu u jazici bez antigena iznosila 1,655 na jednoj ploc¢i te 1,298 na drugoj. Za
negativan kontrolni serum srednja vrijednost opticke gustofe ocitana u jazicama s
dodanim antigenom umanjena za srednju vrijednost u jaZzicama bez u proizvodnji
dodanog antigena bila je za prvu ploc¢u 0,006, a za drugu 0,017. Navedeni rezultati
znacajno su iznad kriterija proizvodaca kompleta za pozitivni kontrolni serum koji mora
biti iznad 0,5 kao i znacajno ispod kriterija navedenog za oCitavanje rezultata negativnog

kontrolnog seruma koji mora biti manji od 0,1.
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5.9.4. Rezultati odredivanja podudarnosti izmedu KoriStenih testova za

seroloSko pretraZivanje na VAK arhivskih uzoraka seruma

Usporedujuéi rezultate seroloskog pretrazivanja arhivskih uzoraka seruma s tri navedene
metode pokazana je jaka podudarnost izmedu rezultata postignutih koristenjem VN-testa
i komercijalnog ELISA testa ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect. Podudarnost
izmedu rezultata pretrazivanja VN-testom i komercijalnim ELISA testom Ingezim
Arteritis 2.0 bila je umjerena kao i medusobna podudarnost rezultata pretrazivanja s dva

komercijalna ELISA testa (Tablica 22.).

Tablica 22. Podudarnost rezultata seroloskog pretrazivanja arhivskih seruma konja na

VAK koriStenjem razli¢itih seroloskih metoda

Ocekivana Kappa

Usporedene metode  Podudarnost podudarnost _indeks SEkappa Z p
VN-test 88,30% 46,99% 07792 00908 858 <0,0001
Ingezim Arteritis 2.0
VN-test
ID Screen® Equine 90,43% 48,60% 0,8137 0,0985 8,26 <0,0001
Viral Arteritis Indirect
Ingezim Arteritis 2.0
ID Screen® Equine 78.72% 4426% 06183 00858 7.21 <0,0001

Viral Arteritis Indirect

SEkappa— standardna pogreska Kappa testa, Z — Z vrijednost, p - vjerojatnost
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S obzirom da se VN-test smatra metodom izbora i ,,zlatnim standardom™ u dijagnostici
VAK (OIE, 2018.), odredivana je specificnost 1 osjetljivost komercijalnih ELISA testova
u odnosu na rezultate VN-testa uz uvazavanje seroprevalencije VAK na podru¢ju RH
ustanovljene u istrazivanom razdoblju od 17,3% (Tablica 1.) te uz indeks povjerenja od
95% (CI 95%). Rezultati su prikazani u Tablici 23., a za odredivanje rezultata uzorci sa
sumnjivim rezultatima smatrani su pozitivni jer bi se u rutinskoj laboratorijskoj
dijagnostici 1 oni kao i svi pozitivni morali dodatno pretraziti VN-testom (Tablica 20. i

Tablica 21.).

Tablica 23. Osjetljivost, specifi¢nost i pouzdanost komercijalnih ELISA testova

ELISA test
Znacajka : .
1D Screen.@.) Equ_me Viral Ingezim Arteritis 2.0
Arteritis Indirect
Vrijednost Cl 95% Vrijednost Cl 95%

Osjetljivost 86.00% 73.26% - 94.18% 100.00%  92.89% -100.00%

Specifi¢nost 100.00%  91.96% - 100.00% 75.00% 59.66% - 86.81%

Pouzdanost 97.58% 92.08% - 99.64% 79.33% 69.74% - 86.99%
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5.10. Arhivski uzorci RNK virusa VAK

5.10.1. Lan¢ana reakcija polimerazom za odredivanje nukleotidnih sljedova

ORF 5 gena EAV izdvojenih na podrucju RH

U svrhu molekularne tipizacije EAV izdvojenih na podru¢ju RH koristeno je 25
arhiviranin RNK EAV izdvojenih iz uzoraka ejakulata pastuha seroloski pozitivnih na
virusni arteritis konja. Uspjesno je umnozen ORF 5 gen u 16 uzoraka. Uspjesnost
umnazanja ciljnog odsjecka genoma potvrdena je elektroforezom u gelu (Slika 20.) te je
proizvod PCR reakcije poslan na odredivanje nukleotidnog slijeda kako je opisano u

poglavlju Materijali i metode.

Svih 16 EAV kojima je odreden nukleotidni slijed ORF 5 gena izdvojeni su iz ejakulata
pastuha lipicanske pasmine. Ukupno 14 uzoraka, s oznakama od 11 do 52 dobiveni su od
pastuha s podrucja Osjecko-baranjske zupanije te svi potje¢u od zivotinja iz istog uzgoja.
Od navedenih 13 ih je izdvojeno tijekom 2010. godine, a jedan tri godine kasnije. Uzorci
s oznakama 88 i 89 izdvojeni su iz ejakulata pastuha lipicanske pasmine tijekom 2013.,
odnosno 2014. godine. Ova dva pastuha su boravili u razli¢itim selima Brodsko-posavske

zupanije koja su medusobno udaljena manje od deset kilometara (Tablica 22.).

Uvidom u arhivirane nalaze seroloskog pretrazivanja VN-testom ustanovljeno je da su
svi pastusi s uspjesno umnozenim i odredenim nukleotidnim slijedom ORF 5 gena imali

titar neutralizirajucih protutijela odreden VN-testom > 91 (Tablica 22.).
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Slika 20. Umnozeni odsjecka nukleotidnog slijeda ORF 5 gena potvrden
elektroforezom u gelu
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Tablica 24. Podaci o pastusima iz ¢ijih uzoraka ejakulata je izdvojena i pohranjena

RNK koristena u istrazivanju.

Titar
a?hzi:]/ill::g Godina _ Pasmina neutralizi_r_ajluc'ih Zupanija boravka
orka  UZorkovanja protutijela pastuha
(VN test)
11 2010. Lipicanac >256 Osjecko-baranjska
12 2010. Lipicanac 181 Osjecko-baranjska
24 2010. Lipicanac >256 Osjecko-baranjska
27 2010. Lipicanac >256 Osjecko-baranjska
28 2010. Lipicanac >256 Osjecko-baranjska
29 2010. Lipicanac 128 Osjecko-baranjska
31 2010. Lipicanac 91 Osjecko-baranjska
37 2010. Lipicanac >256 Osjecko-baranjska
39 2010. Lipicanac >256 Osjecko-baranjska
40 2010. Lipicanac 256 Osjecko-baranjska
42 2010. Lipicanac 181 Osjecko-baranjska
45 2010. Lipicanac 128 Osjecko-baranjska
46 2010. Lipicanac 91 Osjecko-baranjska
52 2013. Lipicanac 181 Osjecko-baranjska
88 2013. Lipicanac 181 Brodsko-posavska
89 2014. Lipicanac 256 Brodsko-posavska
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5.10.2. Filogenetska analiza virusa VAK izdvojenih na podrucju RH

temeljem nukleotidnih sljedova ORF 5 gena

Filogenetskom analizom umnozZenih nukleotidnih slijedova ORF 5 gena dokazana je
visoka srodnost EAV izdvojenih u uzgoju lipicanskih konja u Osjecko-baranjskoj
53). Ovi izolati virusa VAK najsrodniji su s EAV izdvojenima u Nizozemskoj tijekom
2008. godine te su pripadnici europske skupine virusa VAK koji pripadaju u skupinu 1

(EU-1) (Slika 21.).

Zarazliku od njih EAV dokazani na podru¢ju Brodsko-posavske zupanije filogenetski su
odvojeni od ranije navedenih, medusobno istovjetni te zajedno s EAV izdvojenim u SAD-
u 1963. godine i EAV izdvojenim u Republici Srbiji 2014. godine ¢ine zasebni ogranak
u filogenetskom stablu (Slika 21.). Ovi virusi su koriStenjem ra¢unalnog programa Blast
najsrodniji s pet izolata iz Madarske (90,36 — 90,76% podudarnosti nukleotidnog slijeda
ORF 5 gena) koji nisu koristeni u filogenetskoj analizi jer u banci gena nije navedena
godina njihovog izdvajanja $to je bio kriterij za odabir nukleotidnih slijedova za

filogenetsku analizu.
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6. RASPRAVA

Virusni arteritis konja je zbog raznolikog klinickog o¢itovanja, specifi¢ne epizootiologije
I zahtjevne dijagnostike te potencijala za uzrokovanje velikih gospodarskih gubitaka i
ugrozavanja cjelokupnog uzgojnog programa jedna od najznacajnijih zaraznih bolesti
konja. 1z navedenih razloga VAK je prepoznat i od strane Svjetske organizacije za
zdravlje zivotinja kao znacajna bolest te su propisani standardi za minimalne mjere
kontrole i prevenciju ove bolesti (OIE, 2018.; OIE 2021.), a koriste se na nacionalnoj

razini i kod uvoza ili stavljanja u promet kopitara, sjemena i zametaka za embriotransfer.

U Republici Hrvatskoj, prisustvo uzro¢nika u populaciji konja prvi puta je opisano 2005.
godine (BARBIC i sur., 2009.) te dodatno potvrdeno 2008. godine (osobna
komunikacija). S nadziranjem i mjerama kontrole zapocinje se 2009. godine
(ANONIMNO, 2009.b; ANONIMNO, 2009.c; ANONIMNO, 2009.f) te se iste godine
donosi i Pravilnik o mjerama kontrole arteritisa konja (ANONIMNO, 2009.e) koji je bez
izmjena vazeci i danas. Uvodenje propisanih mjera nadzora 2009. godine bio je razlog da
se u planiranju ovog istrazivanja obuhvati upravo razdoblje od 2009. do 2015. godine
kako bi objektivno prosudili u¢inak uvodenja mjera u populaciji konja u kojoj se do tada
bolest nije nadzirala. Medutim, u prvoj godini uvodenja nadzora, 2009. godini,
dijagnostika se provodila na na¢in da su svi uzorci seruma pretrazivni imunoenzimnim
testom (ELISA), a samo pozitivni uzorci su upucivani na pretrazivanje VN-testom u
referentni dijagnosticki centar u Velikoj Britaniji. Kako je sve preostale godine
dijagnostika provodena isklju¢ivo VN-testom, rezultati iz 2009. godine nisu usporedivi s
preostalim godinama obuhvacenim istraZzivanjem. Stoga su rezultati iz 2009. godine

iskljuc¢eni iz provedenih i prikazanih analiza kretanja seoprevalencije i odredivanja
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¢imbenika rizika. Ipak, vrijedno je istaknuti da su tijekom 2009. godine pozitivne
zivotinje dokazane na podrucju Istocne Hrvatske (Osjecko-baranjska, Vukovarsko-
srijemska i Brodsko-posavska) te na podru¢ju Zagrebacke zupanije. Ovakva geografska
pojavnost pozitivnih zivotinja bila je u skladu s ranije spomenutim dokazom cirkulacije
virusa na podrucju Grada Zagreba 2005. 1 2008. godine te Osjecko-baranjske i Brodsko-

posavske Zupanije takoder 2008. godine (BARBIC i sur., 2009.; osobno priopéenije).

Pracenje kretanja seroprevalencije VAK iucinka mjera nadzora te odredivanje ¢imbenika
rizika analizirano je od 2010. godine u kojoj se uspostavlja jednoobrazan sustav nadzora
pretrazivanjem svih zaprimljenih uzoraka VN-testom koji se istovjetno provodio do kraja

istrazivanog razdoblja, 2015. godine.

Seroprevalencija je na razini cijele RH na pocetku istrazivanog razdoblja, 2010. godine,
iznosila 21,3%, a u cjelokupnom obuhvaéenom Sestogodisnjem razdoblju 17,3%. S
obzirom na proSirenost EAV na europskom kontinentu, mozemo reci da je to ocekivana
seroprevalencija, a ¢ak mozda i nesto niza s obzirom da MORAILLON i sur. (1978.) u
svom radu prikazuju rezultate seroprevalencije VAK za Englesku od 14,2%, Portugal
22%, Francusku 15,2% i Austriju 58,6%, dok je seroprevalencija VAK za sve europske
zemlje iznosila oko 28%, a za africke oko 37%. Seroprevalencija utvrdena na pocetku
promatranog razdoblja u RH, kao i u cjelokupnom razdoblju, takoder je niZza od navedene
u susjednoj Madarskoj u kojoj su SZEREDI i sur. (2003) ustanovili relativno visoku
seroprevalenciju VAK u rasponu od 27,8% do 62,8%, dok je u Bugarskoj ona iznosila
cak 81,76% (CHENCHEYV i sur., 2009.). Znacajno visa seroprevalencija opisivana je
primjerice i u Poljskoj gdje je iznosila 55,1% (ROLA i sur., 2011.), dok je u susjednoj
Republici Srbiji bila nesto niza i iznosila 15,9% (LAZIC i sur., 2017.). Gotovo ista

seroprevalencija kao u RH 2010. godine, utvrdena je u rasplodnih Zivotinja u Spanjolskoj
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gdje je iznosila 21,1% (CRUZ-LOPEZ i sur., 2017.). Ovakve razlike u pojedinim
drzavama su ocekivane s obzirom da su u srediStu epizootiologije bolesti pastusi
kliconos$e koji predstavljaju stalni izvor infekcije, najéesce tijekom koitusa, ali za koje je
dokazana i uloga u horizontalnom Sirenju (GUTHRIE i sur., 2003.). Stoga znacajne
varijacije seroprevalencije ovise o na¢inu provodenja rasplodivanja i provodenju mjera
nadzora VAK te prije svega prisustvu pastuha klicono$a u uzgoju na koje bi trebalo

primarno i usmjeravati mjere nadzora.

Na podrué¢ju RH u istrazivanom razdoblju, seroprevalencija se od 2010. godine do 2015.
godini smanjila sa 21,3% na 9,7%. Analizom je ustanovljeno da je kroz navedeno
razdoblje godina provodenja mjera bila znacajna kao zaseban ¢imbenik te se svake godine
statisticki znacajno umanjivala vjerojatnost za seropozitivan nalaz. Ovo potvrduje da je
uvodenjem mjera u istrazivanom razdoblju doista postignut Zeljeni uc€inak smanjenja

seroprevalencije VAK na podruc¢ju RH.

Ovdje je posebno vazno istaknuti da je ovakav u¢inak postignut ¢ak i uz nepotpuno
provodenje naredenih mjera koje su provodene, ukoliko bi obuhvacali samo rasplodne
Zivotinje, U opsegu od 89,3% tijekom 2013. godine, 97,9% 2014. godine i samo 63,5%
tijekom 2015. godine (Tablica 18.). Ukoliko se uzme u obzir nesto Sira obveza
pretrazivanja svih pastuha te svih kobila u sluc¢aju pobacaja, kako je i propisivano
naredbama u istrazivanom razdoblju, mjere su se u navedene tri godine provodile u
opsegu od 24,3% 2013. godine, 27,1% 2014. i porazavajucih 18,8% tijekom 2015. godine
(Tablica 17.). Razloge ovakvog neprovodenja mjere teSko je shvatiti i zasigurno je u
buduénosti potrebno intenzivirati edukaciju vlasnika konja, ali i veterinara o ovoj bolesti.
Potrebu za edukacijom veterinara kao klju¢nih dionika u nadzoru i suzbijanju zaraznih

bolesti generalno, pa i zaraznih bolesti konja, naglasava i ¢injenica da se na sluzbenim
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popratnim obrascima uz uzorke za laboratorijsko pretrazivanje u velikom broju slucajeva
ne navode osnovni podaci o Zivotinjama koji su neophodni za analizu u¢inkovitosti i

proaktivno usmjeravanje provedbe mjera (Tablica 19.).

Na regionalnoj razini Isto¢na Hrvatska je podru¢je s najviSom seroprevalencijom kroz
cijelo istrazivano razdoblje te podrucje sa statisticki znacajnom korelacijom
seroprevalencije s kretanjem seroprevalencije na podru¢ju RH. Analizom rezultata
dokazano je da se seroprevalencija i u ovom dijelu RH kroz razdoblje istrazivanja
znacajno smanjila te je u posljednjoj godini istrazivanja zabiljezena najniza vrijednost

(Tablica 4.) ¢ime se potvrduje uspjeSnost mjera i na regionalnoj razini.

Rezultati odredivanja omjera vjerojatnosti za seropozitivnost kroz godine u regijama
pokazali su u Isto¢noj Hrvatskoj trend smanjenja kroz istrazivano razdoblje. Iznimka je
znacajno povecanje 2013. godine $to je moguca posljedica obuhvacéanja pretrazivanjem
druge skupine Zivotinja, ali 1 neprijavljene epizootije na tom podrucju (Tablica 4.). Sli¢no
odstupanje od opceg trenda smanjenja seroprevalencije zabiljeZzeno je i u Sredi$njoj
Hrvatskoj 2014. godine kada je vjerojatnost za seropozitivnost konja takoder znacajno
porasla (Tablica 4.). Ovakva odstupanja od generalnog trenda smanjenja seroprevalencije
najvjerojatnije su rezultat nepotpunog i nekonzistentnog provodenja mjera nadzora
spomenutog ranije. U takvim uvjetima, kada se ne izlu€uju iz uzgoja pastusi kliconose,
moze do¢i do povremenog horizontalnog sirenja $to su opisivali i drugi autori (GUTHRIE

isur., 2003.) te posljedicnog nastanka ogranicenih epizootija.

U istrazivanju je analiziran 1 utjecaj dobi na seropozitivnost. Naime, U istraZivanjima
drugih autora dokazano je da su infekcije znacajno ¢eSce u starijih Zivotinja u skupini

rasplodnih konja, dok isto nije dokazano za sportske konja (CRUZ-LOPEZ i sur., 2017.).
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Ovo naglasava da je dob znacajan ¢imbenik rizika zbog same dulje izloZenosti, ali i da je
koristenje u rasplodivanju izrazito znacajno u epizootiologiji VAK. U ovom istrazivanju
dokazano je da je infekcija najucestalija u Zivotinja u dobi iznad deset godina na podrucju
cijele RH kao i na regionalnoj razini s izuzetkom Primorske Hrvatske gdje je izostanak
znacajnosti vjerojatno posljedica malog uzorka (Tablica 6.). Navedeni trend je potvrden
za cijelo istrazivano razdoblje, kao 1 svaku pojedina¢nu godinu obuhvaéenu
istrazivanjem. Uzrok ovakvog rezultata je najvjerojatnije dulja izloZenost Zivotinja
moguc¢im infekcijama kao 1 viSekratno koriStenje u rasplodu §to je poznati ¢imbenik rizika
za infekciju EAV zbog samih epizootioloskih znacajki bolesti. Visa seroprevalencija u
starijih zivotinja dokazana je i u istrazivanjima drugih autora (ROLA i sur., 2011.)
ukljucujuci i susjednu Republiku Srbiju s kojom Isto¢na Hrvatska dobrim dijelom dijeli

zajedni¢ke epizootioloske zna¢ajke (LAZIC i sur., 2017.).

Analiziraju¢i vjerojatnost za seropozitivan nalaz u razliCitim regijama u odnosu na
prosjecnu seroprevalenciju iste dobne skupine na razini RH interesantno je zapaZanje da
je u Isto¢noj Hrvatskoj, regiji s najveCom seroprevalencijom u RH, statisti¢ki znacajno
visa seroprevalencija bila u dobnoj skupini od pet do deset godina od 2011. do 2013.
godine, a 2014. 1 2015. godine znacajno veca vjerojatnost seropozitiviteta zabiljeZena je
u skupini zivotinja starijih od deset godina (Tablica 7.). Navedeno bi moglo biti rezultat
uspjeSnog provodenja mjera kontrole u ovom dijelu RH 1 dugog poluzivota
neutraliziraju¢ih protutijela. U tom slu¢aju bi seropozitivne zivotinje iz skupine od pet do
deset godina u Isto¢noj Hrvatskoj protekom vremena presle u skupinu konja iznad deset
godina, a zbog ucinkovitosti mjera smanjila bi se ucestalost infekcija te posljedi¢no
seroprevalencija u mladih Zzivotinja. Ovu tvrdnju, na Zalost ne mozemo usporediti s

istrazivanjima drugih autora s obzirom da je, prema nasem saznanju, ovo istrazivanje prvo
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u kojem se kretanja seroprevalencije EAV istrazuje kroz dulje razdoblje na jednom

geografskom podrucju.

Analiziraju¢i seroprevalenciju ovisno o spolu pretrazenih zivotinja na podrucju RH u
obuhvacéenom razdoblju vjerojatnost za seroloski pozitivan nalaz je bila 4,66 puta ve¢a u
zenskih u odnosu na muske Zivotinje (Tablica 9.). Ovakav rezultat je u suprotnosti sa
sli¢nim istrazivanjem u Jordanu u kojem nije dokazana statisticki znacajna razlika
seroprevalencije po spolu (TALAFHA i sur., 2016.). Navedeno istrazivanje je nac¢injeno
na znacajno manjem uzorku koriStenjem samo ELISA metode, a i epizootioloske
znaCajke bolesti Su vjerojatno razliCite. Rezultat naseg istraZivanja je suprotan i od
rezultata istrazivanja u Poljskoj (SOCHA 1 sur., 2020.). Tada je seroprevalencija bila
znacajno viSa u pastuha u odnosu na kobile, medutim i ovdje se radi o relativno malom
uzorku, i vjerojatno razliCitim epizootioloskim znalajkama. Razlog za visu
seroprevalenciju u zenskih zivotinja u nasem istrazivanju mogao bi biti odvojeno drzanje
pastuha te zajedniC¢ko drZanje kobila Sto je uobiCajeno u uzgojima konja lipicanske
pasmine u RH, pasmine za koju je u ovom istrazivanju i dokazana najviSa
seroprevalencija kao i znacaj logistickom regresijom (Tablica 15., Tablica 16.). Stoga u
sluaju parenja kobila s pastuhom izlu¢ivacem posljedi¢no vjerojatno dolazi do
horizontalnog Sirenja uzro¢nika na druge kobile s kojima boravi inficirana kobila, a

odvojeno drzani pastusi ostaju neinficirani.

Analiziraju¢i utjecaj kategorije na seroprevalenciju Zivotinje su podijeljene u pastuhe,
kobile te zajedni¢ku skupinu omadi i Zdrebadi. Ponovo je potvrdeno da su kobile skupina
s najve¢im izgledom za seropozitivnost kako na regionalnoj tako i na razini cijele RH
(Tablica 11.). Iz analize na regionalnoj razini isklju¢ena je Primorska Hrvatska zbog

malog broja uzoraka u pojedinoj skupini, (samo dvije zivotinje u skupini omadi i zdrebadi
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su pretrazene u istrazivanom razdoblju) (Tablica 10.). Seroprevalencija u cijelokupnom
istrazivanom razdoblju, u Isto¢noj Hrvatskoj je znacajno visa u kobila, a znacajno niza u
pastuha i zdrebadi i omadi. Na godisnjoj razini statisti¢ki je znacajno visa svake godine
za kobile, a znacajno niza u tri godine za pastuhe, odnosno jednu za omad i zdrebad

(Tablica 11.).

Za razliku od navedenoga u cjelokupnom razdoblju u Sredi$njoj Hrvatskoj je dokazana
samo znaCajno visa seroprevalencija u kobila. Analiziraju¢i podatke za SrediSnju
Hrvatsku na godisnjoj razini nema statisticki znac¢ajnog odstupanja u pojedinoj kategoriji
u odnosu na sveukupnu seroprevalenciju (Tablica 11.). Ovakve uo¢ene razlike u Isto¢noj
i Sredisnjoj Hrvatskoj mogu se dovesti u vezu s razlic¢itom strukturom populacije konja u
ovim dijelovima RH kao i razlika u na¢inu drzanja. Tijekom istrazivanog razdoblja, u
Isto¢noj Hrvatskoj dominantna pasmina su konji lipicanske pasmine, a u Sredi$njoj
Hrvatskoj dominiraju konji pasmina hrvatski posavac i hrvatski hladnokrvnjak (POLJAK
isur., 2016.). Navedeno podrazumijeva i razli¢it nacin drzanja tako da se konji navedenih
pasmina u Sredi$njoj Hrvatskoj drze ekstenzivno i poluekstenzivno (BARAC i sur.,
2019.). Ekstenzivno drzanje olakSava horizontalno Sirenje EAV na sve kategorije konja
kroz stalni bliski kontakt. Za razliku od toga, u Isto¢noj Hrvatskoj, uzgoj i rasplodivanje
konja lipicanske pasmine provodi se planski. Kategorije konja se najcesc¢e drze odvojeno
Sto smanjuje moguénost prijenosa medu kategorijama. Analizirajuéi razlike u
epizootioloskim znac¢ajkama uzgoja konja lipicanske pasmine te autohtonih hladnokrvnih
pasmina mozZemo 1 istaknuti da se lipicanci drZze u manjim skupinama. Prema sluzbenim
podacima za RH (BARAC i sur., 2019.) vlasnici lipicanaca u prosjeku imaju 2,9 Zivotinja
dok pojedinac¢ni vlasnici hladnokrvnjaka drze u prosjeku vise od dvostruko veceg broj

zivotinja (6,4 konja po vlasniku). Ove rezultate ne mozemo usporediti sa slicnim iz drugih
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istrazivanja jer, prema nasim saznanjima, ovakva istrazivanja u RH ili drugim drzavama

do sada nisu provodena.

Usporeduju¢i podatke o kretanju seroprevalencije u istrazivanom razdoblju po
kategorijama u Istocnoj i SrediSnjoj Hrvatskoj (Tablica 12.), interesantno je da je u
kategoriji pastuha 1 kobila seroprevalencija u Isto¢noj Hrvatskoj u cjelokupnom
obuhvac¢enom razdoblju znac¢ajno visa $to nije sluc¢aj u zdrebadi i omadi. Ovakav rezultat
sugerira ucestalije zarazavanje Zivotinja u Isto¢noj Hrvatskoj nakon spolne zrelosti,
najvjerojatnije tijekom rasplodivanja. Poznavajuc¢i epizootioloske prilike konjogojstva
RH, ovaj rezultat donekle je u suprotnosti s ekstenzivnim rasplodivanjem iuzgojem konja
u SrediSnjoj Hrvatskoj, koji bi trebao olaksati prijenos uzro¢nika, te planskim i
kontroliranim uzgojem u konja dominantno lipicanske pasmine u Isto¢noj Hrvatskoj.
Navedeno sugerira ucestalo koriStenje u rasplodivanju lipicanaca pojedinih pastuha
kliconosa, a §to je moguce s obzirom na nepotpuno provodenje mjera nadzora i suzbijanja

VAK.

Na godiSnjoj razini statisticki je znaCajno visa seroprevalencija u pastuha i kobila u
Isto¢noj Hrvatskoj u odnosu na SrediSnju Hrvatsku za sve godine osim tijekom 2014.
godine (Tablica 12.). Ovo dodatno potvrduje pretpostavku o pojavi epizootije VAK u
Sredi$njoj Hrvatskoj tijekom te ili prethodne godine §to je uoceno i u razmatranju

seropozitivnosti kroz godine na regionalnoj razini (Tablica 4.).

Kretanje seroprevalencije u pojedinim kategorijama (Tablica 13.) u Isto¢noj Hrvatskoj
pokazuju znacajno smanjenje seroprevalencije u pastuha tijekom 2015. godine. Ovo je
indirektna potvrda ucinkovitosti provedenih mjera cak i provodenih u ogranicenom

opsegu. U kobila je znacajni porast seroprevalencije uoc¢en jedino 2013. godine, koja bi

157



mogla biti posljedica horizontalnog Sirenja 2012. ili 2013. godine povezanog s
koristenjem pastuha kliconose. U Sredisnjoj Hrvatskoj nakon trenda opadanja, 2014.
godine uocen je znacajan porast seroprevalencije u pastuha. Kako smo ovu godinu
istaknuli ranije kao godinu u kojoj se vjerojatno dogodila epizootija VAK u ovom dijelu
RH, porast seroprevalencije u pastuha s izostankom u kobila sugerira moguce
horizontalno Sirenje u nekom uzgoju s ve¢im brojem pastuha o ¢emu nemamo potrebne
podatke za daljnju analizu i potvrdu ovakve tvrdnje. Ovakva moguénost je opisana kod
uvodenja novog pastuha u skupinu (OTZDORFF i sur., 2021.) §to je moZzda i ovdje bio

slucaj.

Pasminske razlike u seroprevalenciji VAK, uvjetovane razli¢itim nacinima uzgoja i
koristenja zivotinja, kao i razlike prema geografskom podrijetlu Zivotinja, opisivane su i
u drugim istrazivanjima (HULLINGER i sur., 2001). Na podruc¢ju RH dokazano je da su
konji lipicanske pasmine znaéajno ¢esce inficirani EAV u odnosu na konje toplokrvnih i
hladnokrvnih pasmina. Toplokrvni konji (bez lipicanaca) su 2,28 puta ¢esce bili pozitivni
u odnosu na konje hladnokrvnih pasmina (Tablica 15.). Kako se parenje po pravilu radi
unutar iste pasmine, ovakve razlike nisu neocekivane s obzirom da su u sredistu
epizootiologije bolesti pastusi klicono$e. Sli¢ni rezultati sa znacajnim razlikama
seroprevalencije ovisno o pasminama opisivani su i u drugim istrazivanjima (TIMONEY

I McCOLLUM, 1993.; NEWTON i sur., 1999.; BALASURIYA isur., 2016.a).

Sveukupno, mogli bi zakljuc¢iti da je seroprevalencija od uvodenja mjera nadzora i
suzbijanja VAK na podruc¢ju RH padala bez obzira na ograni¢eni opseg provodenja
naredenih mjera. Najugrozenija regija u RH je Isto¢na Hrvatska, a s viSom dobi i
koriStenjem u rasplodu su Zivotinje izloZenije infekcijama. Kobile su znacajno Cesée

inficirane od pastuha ili zdrebadi i omadi. Odstupanja od generalnog kretanja
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seroprevalencije zabiljeZena su u po jednoj godini u kobila u Isto¢noj Hrvatskoj te pastuha
u Sredisnjoj Hrvatskoj. Ova odstupanja u kretanju seroprevalencije sugeriraju da usprkos
mjerama kontrole povremeno dolazi do ograni¢enih epizootija. Seroprevalencija je
znacajno razli¢ita ovisno o pasminama konja. NajugroZeniji su konji lipicanske pasmine
iza Cega slijede konji toplokrvnih pasmina, a najpovoljnija je epizootioloSka situacija u
konja hladnokrvnih pasmina. Postoji korelacija seroprevalencije na razini RH sa
seroprevalencijom u Isto¢noj Hrvatskoj, kao i seroprevalencijom u pastuha u ovoj regiji.
Navedeno podcrtava upravo ove zivotinje kao ciljnu skupinu za intenzivniju provedbu

mjera nadzora i suzbijanja VAK.

Logistickom regresijom potvrden0 je smanjenje seroprevalencije u svakoj sljedecoj
godini, povecani rizik od infekcija u Zenskih Zivotinja, konja lipicanske pasmine kao i
znacaj porasta dobi pretrazivanih Zivotinja na seroprevalenciju. Rezultatima je potvrdeno
da medu navedenim, U povecanju rizika za infekciju, najveci utjecaj ima povecanje dobi
Zivotinje nakon toga pasmina, u manjoj mjeri spol, a najmanje godina provodenja
istrazivanja. Ovakav rezultat indirektno potvrduje da epizootioloSku situaciju VAK u RH
obiljezava stalna tiha cirkulaciju EAV u populaciji konja zbog cega je povecanje dobi
najznacajniji ¢imbenik rizika za infekciju, a ova cirkulacija je ocito naglaSenija u konja
lipicanske pasmine. U prilog ovakvoj cirkulaciji ide i zna¢aj spola jer veca vjerojatnost
infekcija u kobila moze se dovesti u vezu s lateralnim Sirenjem u uzgojima nakon
rasplodivanja s pastusima kliconoSama. Utjecaj godine istrazivanja u smislu smanjenja
izgleda za seropozitivan nalaz ipak ohrabruje jer se i djelomi¢nim provodenjem mjera
o¢ito postizu rezultati U nadzoru i suzbijanju ovog uzro¢nika u RH. Iz svega prikazanoga
te u cilju sprjeCavanja pojave VAK u uzgojima u RH, odnosno iskorjenjivanja EAV na

podruc¢ju RH, potrebno je znacajno opseznije nadziranje s primarnim fokusom na
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pronalazenje i izlu¢ivanje iz rasplodivanja pastuha kliconosa lipicasnke pasmine, ali i
pojacani nadzor u preostaloj populaciji konja s obzirom na dokazanu cirkulaciju i
vjerojatne povremene epizootije bolesti u primjerice hladnokrvnih pasmina.
Neprovodenje kontrole moze uzrokovati nekontrolirano Sirenje u pojedinim uzgojima kao
Sto je to opisivano u, primjerice, susjednoj Sloveniji (HOSTNIK i sur., 2011.) nakon ¢ega

nadzor i suzbijanje postaje gotovo nemoguce.

U dijagnostici VAK metoda izbora za serolosko pretrazivanje u svrhu potvrde statusa
pojedine zivotinje je VN-test (OIE, 2018.). Osim nje, za potrebe odredivanja
seroprevalencije u nadzoru infekcija preporu¢enom se smatra i ELISA (OIE, 2018.).
Stovise, zbog ograni¢enja u dijagnostici VAK VN-testom koji su posljedica
citotoksi¢nosti seruma zivotinja imuniziranih pojedinim cjepivima za rinopneumonitis
konja (GERAGHTY i sur., 2003.; CULLINANE, 2004.; NEWTON i sur., 2004.) neki
autori predlazu Sire koriStenje ELISA testova (LEGRAND i sur., 2009.). lako su u
pojedinim istrazivanjima dokazane izrazito visoke specificnosti 1 osjetljivosti
komercijalnin ELISA testova (PFAHL i sur., 2016.), odnosno visoke osjetljivosti i
varijabilne specifi¢nosti (BANNALI 1 sur., 2018.), potrebno je svaki test provjeriti u

vlastitom laboratoriju (DUTHIE i sur., 2008.) i specifi¢nim epizootioloskim prilikama.

U ovom istrazivanju nacinili smo usporedbu rezultata pretrazivanja komercijalno
dostupnim ELISA testovima s rezultatima pretrazivanja VN-testom kako bi objektivno
ustanovili moguénost koriStenja ovih metoda u epizootioloskim prilikama RH. Rezultati
su potvrdili jaku podudarnost izmedu rezultata postignutih koristenjem VN-testa i
komercijalnog ELISA testa ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect te umjerenu
podudarnost izmedu rezultata pretrazivanja VN-testom i komercijalnim ELISA testom

Ingezim Arteritis 2.0 (Tablica 22.). Pouzdanost testa ID Screen® Equine Viral Arteritis
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Indirect je takoder bila visa. Zanimljivo je da je isti test imao 100% specifi¢nost 1 86%
osjetljivost dok je test ELISA testom Ingezim Avrteritis 2.0 imao 75% specifi¢nost i 100%

osjetljivost (Tablica 23.).

Navedeni rezultati jasno ukazuju na razliit pristup proizvodaca koji su odredivanjem
grani¢ne vrijednosti s jedne strane Zeljeli podi¢i specificnost, odnosno drugi proizvodac
osjetljivost svoga testa. Temeljem provedenog istrazivanja koriStenjem komercijalnog
testa ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect svi VN-test negativni rezultati potvrdeni
su kao negativni. Po drugoj strani, ¢ak sedam VN-test pozitivnih seruma je bilo negativno,
a dva grani¢na (Tablica 20., Tablica 21.). Pretrazivanjem komercijalnim ELISA testom
Ingezim Arteritis 2.0 svih 50 pozitivnih seruma je bilo pozitivno, ali su Cetiri negativna
seruma bila lazno pozitivna te ih je Sest dodatnih bilo sumnjivo (Tablica 20., Tablica 21.).
Razmatraju¢i dokazanu podudarnost rezultata 1 pouzdanost testa nedvojbeno su bolji
rezultati postignuti koristenjem komercijalnog testa ID Screen® Equine Viral Arteritis
Indirect te bi on bio bolji odabir u seroloskoj dijagnostici VAK u RH. Medutim,
analiziraju¢i znacaj lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata preporuka o koriStenju
bi bila upravo suprotna. Naime koristenjem komercijalnog testa ID Screen® Equine Viral
Arteritis Indirect postoji mogucénost previda pozitivne Zivotinje. Iako je u istrazivanju u
kojem je seroloski viSekratno pretraZivan pastuh kliconoSa kroz razdoblje od sedam
godina dokazano da mu titar neutraliziraju¢ih protutijela nikada nije bio nizi od 1:64
(ROLA i sur., 2013.), a laZzno negativni serumi u ovom istrazivanju su imali relativno
nizak titar neutraliziraju¢ih protutijela (< 16), rizik previda pozitivnog pastuha kliconose
koriStenjem ovog testa ipak se ne moze iskljuciti. Nadalje, s obzirom na rezultate,
koristenjem ID Screen® Equine Viral Arteritis Indirect testa ne smanjujemo zahtjeve za

pretraZzivanjem svih uzoraka VN-testom ukoliko Zelimo imati pouzdane rezultate za
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provedbu nadzora i suzbijanja bolesti jer ne mozemo biti sigurni u negativne rezultate. S
druge strane primjenom komercijalnog ELISA testa Ingezim Arteritis 2.0, prema
rezultatima ovog istrazivanja, mogli bismo biti sigurni da nema lazno negativnih rezultata
pretraga te bi negativne serume mogli izostaviti iz pretrazivanja VN-testom. Dodatnim
pretrazivanjem samo pozitivnih i sumnjivih seruma, dobili bi jednako pouzdan rezultat
kao i1 da sve serume pretrazivamo VN-testom, a ubrzali bi vrijeme pretrazivanja te

smanjili opterecenje laboratorija u izvedbi zahtjevne metode VN-testa.

Sve ove tvrdnje potrebno je dodatno istraziti jer nije moguce u potpunosti iskljuciti i
mogucénost da su uzorci negativni VN-testom, a pozitivni ELISA-om doista pozitivni, ali
7zbog nize osjetljivosti VN-testa u odnosu na ELISA-u imamo ovakve razlike u
rezultatima. Medutim, kako se VN-testom i dalje smatra zlatnim standardom za
dijagnostiku VAK (OIE, 2018.), rezultati naseg istrazivanja potvrdili su da se odredeni
komercijalno dostupni ELISA test moze koristiti u dijagnostici VAK na podru¢ju RH ali

da svakako uzorci pozitivni ELISA testom moraju biti dodatno pretrazeni i VN-testom.

U svrhu odredivanja molekularne epizootiologije VAK na podru¢ju RH u ovom
istrazivanju naéinjena je molekularna tipizacija i filogenetska analiza 16 EAV dokazanih
na podru¢ju Istocne Hrvatske u razdoblju obuhvacenom istraZivanjem. Rezultati su
potvrdili visoku srodnost 14 EAV dokazanih na podru¢ju Osjecko-baranjske Zupanije u
razdoblju od 2010. do 2013. godine. S obzirom da se radi o zivotinjama iz istog uzgoja
njihove medusobne razlike ne predstavljaju dokaz visekratnog unosenja nego su u skladu
s dokazanim mutacijama EAV koje se dogadaju tijekom vremena u pastuha kliconosa
(ROLA i sur., 2013.; NAM i sur., 2019.). Usporedujuci ove izolate s izolatima iz drugih
drzava, dokazano je da su najsrodniji s EAV izdvojenima u Nizozemskoj tijekom 2008.

godine koji su predstavnici EU-1 skupine (STEINBACH i sur., 2015.) te moZemo
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zakljuciti da i1 ovih nasih 14 izolata pripada istoj skupini. Interesantna je podudarnost da
je u Osjecko-Baranjskoj zupaniji prisustvo VAK prvi put dokazano upravo 2008. godine,
iste godine kada su izdvojeni i ovi EAV sojevi u Nizozemskoj. Navedeno otvara pitanje
je li mozda upravo te godine Ovaj SOj virusa unesen na podruéje Osjecko-baranjske

zupanije medunarodnim prometom za potvrdu ¢ega na Zalost nemamo dostupne podatke.

Preostala dva izolata koja su dokazana u lipicanskih pastuha na podru¢ju Brodsko-
posavske zupanije su medusobno vrlo srodni, medutim potpuno filogenetski odvojeni od
navedenih izolata s podrucja Osjecko-baranjske Zzupanije. Ova dva virusa su filogenetski
srodni EAV izdvojenom u Republici Srbiji tijekom istrazivanja provedenog 2013. 1 2014.
godine (LAZIC i sur., 2017.), a najsrodniji su s EAV izdvojenim u SAD-u 1963. te svi
zajedno tvore potpuno odvojen ogranak na filogenetskom stablu (Slika 21.). Koliko god
bio iznenadujuci ovakav rezultat on je u skladu s istrazivanjem objavljenim 2003. godine
kada GUTHRIE i sur. (2003.) iznose rezultate filogenetske analize EAV izdvojenih iz
perzsitentno inficiranih pastuha u Juzno Africkoj Republici (JAR). Autori opisuju dokaz
EAV u sjemenu perzistentno inficiranih pastuha koji je filogenetski najsrodniji sa
spomenutim virusom izdvojenim 1963. godine u SAD-u, a za kojeg smatraju da je unesen
u JAR uvozom pastuha kliconose iz tadaSnje Jugoslavije s ergele Pakovo 1981. godine.
Ovom pastuhu je tek 1988. godine dokazano kliconostvo, a niti nakon toga nije izlucen
nego je zivio do 1993. godine u karanteni. Autori smatraju da je tijekom svog Zivota
upravo ovaj pastuh odgovoran za Sirenje EAV u lipicanaca u JAR. Opisujuci izolat EAV
iz Republike Srbije dokazan 2014. godine LAZIC i sur. (2017.) navode da je virus
najsrodniji s izolatima iz Madarske koji nisu uzeti u filogenetsku analizu za ovo
istrazivanje jer nisu zadovoljavali kriterije odabira navedene u poglavlju Materijal 1

metode. Cinjenice iz navedenih istraZivanja i rezultati ovog istraZivanja jasno ukazuju da
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na prostoru RH i drzava u okruzju cirkulira virus arteritisa konja koji ne prati globalna
kretanja i Sirenje nego je ocito prisutan na ovom prostoru preko 40 godina i predstavlja

odvojeni ogranak evolucije Sto zahtjeva daljnja istrazivanja.

Sveukupno dokaz s jedne strane prisustva EAV koji prate recentne epizootioloske
trendove pojave ovog uzroCnika u Europi te istovremeno na istom podru¢ju neovisne
cirkulacije soja EAV prisutnog desetljeCima naglasava znacaj provodenja daljnjih
istrazivanja, ali 1 najizravnije dokazuje kontinuitet prisustva kroni¢no inficiranih
kliconoSa na nasem prostoru. Ovakva stalna tiha cirkulacija razli¢itih sojeva virusa
obvezuje na daljnje intenzivno provodenje mjera koje je temeljem rezultata ovog
istrazivanja potrebno usmjeriti prije svega na konje lipicanske pasmine u Istocnoj
Hrvatskoj. Samo potpunim provodenjem mjera, koje su se dokazale ucinkovitim,
moZemo nastaviti nadzirati i suzbijati EAV kako ne bi ugrozili konjogojstvo RH, a prije

svega nacionalnu bastinu uzgoja lipicanaca.
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7. ZAKLJUCCI

1. Virusni arteritis konja je bio prosiren u cijeloj Republici Hrvatskoj tijekom cijelog

istrazivanog razdoblja s najve¢om ucestalo$¢u u Isto¢noj Hrvatskoj.

2. Uvodenjem mjera nadzora i suzbijanja VAK seroprevalencija se znacajno smanjila §to

potvrduje uéinkovitost i dobru usmjerenost propisanih mjera.

3. Propisane mjere se nisu provodile u zadovoljavajuéem opsegu, a u samoj provedbi je

bilo nedostataka $to je umanjilo moguci veci pozitivan ucinak.

4. Rizi¢ni ¢imbenici infekcije EAV su visa Zivotna dob, a infekcije su ces¢e u kobila i

generalno konja lipicanske pasmine.

5. Epizootije bolesti se povremeno pojavljuju u Istocnoj i Sredisnjoj Hrvatskoj s razli¢itim
epizootioloskim znacajkama uvjetovano pasminskom strukturom te nac¢inom drzanja 1

koristenja konja.

6. Serolosku dijagnostiku na podru¢ju RH u svrhu nadzora infekcije u populaciji moguce

je provoditi ELISA testovima nakon validacije u lokalnim epizootioloskim prilikama.

7. Molekularnom tipizacijom i filogenetskom analizom dokazano je prisustvo najmanje

dva soja virusa od kojih jedan prati globalne trendove, a drugi ima neovisnu evoluciju.

8. Dokazana cirkulacija razli¢itih sojeva EAV uz istovremeno nepotpunu provedbu mjera
nadziranja i suzbijanja VAK moze predstavljati opasnost za konjogojstvo Republike
Hrvatske zbog ¢ega je nuzno intenzivirati provedbu mjera uz dodatnu edukaciju vlasnika

i veterinara o rizicima od ove bolesti.
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9.3. Popis kratica

Cl = interval povjerenja

cPs = centipaskalsekundi - jedinica dinamicke viskoznosti

CPU = citopatogeni u¢inak

CTL = citotoksi¢ni T- limfociti

DIVA = program razlikovanja zarazenih od cijepljenih Zivotinja (engl. Differentiating
Infected from Vaccinated Animals)

EDTA = etilendiamintetraoctena kiselina

EHV = konjski alfaherpesvirus

ELISA = imunoenzimni test (eng. Enzyme Linked Immunoassay)
EU = Europska unija

FTS = fetalni tele¢i serum

Gn-RH = gonadotropin oslobadaju¢i hormon (eng. Gonadotropin-releasing hormone)
H = hladnokrvne pasmine

HVI =Hrvatski veterinarski institut

ICTV = Medunarodni odbor za taksonomiju virusa

IL = interleukin

IV = metoda izdvajanja virusa

K = kobile

Kat = kategorija

L = lipicanska pasmina

MEM = minimalni esencijalni medij

MIA = imunokemijski test s mikroc¢esticama
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OIE = Svjetska organizacija za zdravlje zivotinja (fr. Office International des Epizooties)
OIE-WAHIS = Jedinstvena sveobuhvatna baza podataka putem koje se informacije o
zdravstvenoj situaciji Zivotinja izvjeStavaju i1 Sire diljem svijeta. (OIE World Animal
Health Information System)

OMV = oslabljeni, mmodificirani, Zivi virus

OR = omijer vjerojatnosti

ORF = otvoreni okvir ¢itanja (eng. Open Reading Frame)

P = pastusi

p = vjerojatnost

Pas = pasmina

PFU = broj jedinica koje stvaraju plak/ broj zaraznih Cestica u uzorku

PMO = fosforodiamidatni morfolino oligomeri (engl. phosporodiamidate morpholino
oligomers)

PPMO = peptidno-konjugirani PMO (engl. peptide-conjugated PMOSs)

RH = Republika Hrvatska

RK-13 = Stani¢na kultura RK-13 je linijska stani¢na kultura na kojoj virus arteritisa konja
svojim umnazanjem izaziva citopatogeni u¢inak

RNK = ribonukleinska Kkiselina

RT-gPCR = kvantitativna reverzna transkripcija s lan¢anom reakcijom polimeraze u
stvarnom vremenu (engl. Reverse Transcription Quantitative Real-Time PCR)

RT-PCR = lan¢ana reakcija polimerazom s reverznom transkripcijom (engl. Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction)

SAD = Sjedinjene Americke Drzave

SE % = seroprevalencija u postocima
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SPS sporazum = Sporazum o primjeni sanitarnih i fitosanitarnih mjera

T = toplokrvne pasmine

TCIDso = virusna doza koja uzrokuje infekciju 50% inficiranih stani¢nih kultura
TNF-a = faktor tumorske nekroze alfa

USDA-APHIS = SluZba za inspekciju zdravlja Zivotinja 1 bilja Ministarstva
poljoprivrede SAD-a (eng. Animal and Plant Health Inspection Service United States

Department of Agriculture)

VAK = virusni arteritis konja

VN-test = virus neutralizacijski test

EAV = virus virusnog arteritisa konja

WTO = Svjetska trgovinska organizacija (eng. World Trade Organization)

7/0 = zdrijebad i omad
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10. Zivotopis autora i popis objavljenih znanstvenih radova

10.1. Zivotopis

Ljupka Maltar, dr. med. vet., rodena je 8. svibnja 1972. godine u Puli. Nakon srednje
Skole COUO ,,Branko Semeli¢* (danaSnja gimnazija) u Puli, upisuje studij veterinarske
medicine na Veterinarskom fakultetu, SveuciliSta u Zagrebu 1991. godine, kojega
zavrsava 1999. godine. Zaposljava se u veterinarskoj organizaciji u Puli gdje stjeCe
iskustvo s velikom ali ponajvise malom praksom. Nakon toga odlazi u Zagreb i radi na
viS§e mjesta, veéinom u veterinarskim veledrogerijama. U sije¢nju 2006. godine
zaposljava se u Ministarstvu poljoprivrede, Upravi za veterinarstvo i1 sigurnost hrane gdje
ostaje do danasnjeg dana s time da je kratko vrijeme radila u podrucju kvalitete hrane.
Podrucje njenog stru¢nog i znanstvenog interesa je zdravlje Zivotinja, s naglaskom na
virusne zarazne bolesti, menadzment i krizno planiranje u podrucju zdravlja zivotinja.
Aktivno je sudjelovala na brojnim domac¢im i medunarodnim radionicama i treninzima.
Tijekom svog stru¢nog i znanstvenog rada sudjelovala je u objavi viSe znanstvenih i
struénih radova.

Udana je i majka dvoje djece.
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10.2. Popis radova

Znanstveni i pregledni radovi

Orai¢, Drazen; Beck, Relja; Pavlinec, Zeljko; Zupici¢, Ivana Giovanna; Maltar, Ljupka;
Miski¢, Tihana; Acinger Rogic, Zaklin; Zrné&ié, Snjezana Bonamia exitiosa in European
Flat Oyster (Ostrea edulis) on the Croatian Adriatic Coast from 2016 to 2020. // Journal

of marine science and engineering, 9 (2021), 9; 929, 11 doi:10.3390/jmse9090929.

Jemersi¢, Lorena; Keros, Tomislav, Maltar, Ljupka; Barbi¢, Ljubo; Vilibi¢ Cavlek,
Tajana; Jeli¢i¢, Pavle; Pakovi¢ Rode, Oktavija; Prpi¢, Jelena Differences in hepatitis E
virus (HEV) presence in naturally infected seropositive domestic pigs and wild boars - an
indication of wild boars having an important role in HEV epidemiology. // Veterinarski

arhiv, 87 (2017), 6; 651-663 doi: 10.24099/vet.arhiv.170208.

Jemersi¢, Lorena; Brni¢, Dragan; Prpi¢, Jelena; Keros, Tomislav; Maltar, Ljupka; Kis,
Tomislav Africka svinjska kuga — nova prijetnja europskom svinjogojstvu. //

Veterinarska stanica : znanstveno-struéni veterinarski ¢asopis, 45 (2014), 4; 257-267.

Barbi¢, Ljubo; Stevanovi¢, Vladimir; Kova¢, Snjezana; Maltar, Ljupka; Lohman
Jankovi¢, Ivana; Vilibi¢-Cavlek, Tatjana; Madi¢, Josip; West Nile virus serosurveillance
in horses in Croatia during the 2012 transmission season. // Rad Hrvatske akademije

znanosti i umjetnosti. Medicinske znanosti, 39 (2013), 95-104.
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Struc¢ni radovi

Jemersi¢, Lorena; Cvetnic, Zeljko; Maltar, Ljupka; Ki§, , Tomislav; Lohman Jankovi¢,
Ivana Bolest kvrgave koze - egzoti¢na zaraza goveda koja kuca i na nasa vrata. //

Mljekarski list, 53 (2016), 07; 53-55.

Drugi radovi u ¢asopisima

Pavlak, Marina; Maltar, Ljupka; Ki$, Tomislav; Lohman, Ivana Some Experiences of
Risk Assessment, Surveillance System and Data Collection in the Republic of Croatia —
Classical Swine Fever. // Veterinarska stanica: znanstveno-stru¢ni veterinarski ¢asopis,

47 (2016), 6; 493-503,

Barbi¢, Ljubo; Stevanovi¢, Vladimir; Milas, Zoran; StareSina, Vilim; Turk, Nenad; Stritof
Majeti¢, Zrinka; Habus, Josipa; Perhari¢, Matko; Kovac, Snjezana; Martinkovic,
Kresimir et al. Virus Zapadnog Nila u Hrvatskoj - znacaj i rezultati veterinarske kontrole
u javnom zdravstvu. // Hrvatski veterinarski vjesnik - Hrvatska veterinarska komora, 22

(2014), 1-2; 24-31.

Znanstveni radovi u zbornicima skupova

Jemersi¢, Lorena; Maltar, Ljupka; Prpi¢, Jelena; Keros, Tomislav; Jankovi¢-Lohman,
Ivana; Ki$, Tomislav Program nadzora hepatitisa E u domacih i divljih svinja - zasto ga
provodimo?. // 6.Hrvatski Veterinarski Kongres s medunarodnim sudjelovanjem /

Harapin, Ivica (ur.). Zagreb: Hrvatska veterinarska komora, 2016. str. 249-256.
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Pavlak, Marina; Tadi¢, Marinela; Stevanovi¢, Vlado; Lohman Jankovi¢, Ivana; Maltar,
Ljupka; Kis, Tomislav; Sucec, Ivica; Barbi¢, Ljubo Assessing the validity of an ELISA
test for the serological diagnosis of equine viral arteritis. // Proceedings 14th International
Symposium on Veterinary Epidemiology and Economics / ISVEE Commitee (ur.).

Merida, 2015. str. 230-230.

SaZeci u zbornicima i ¢asopisima

Hadina, Suzana; Stevanovi¢, Vladimir; Kova¢, Snjezana; Vilibi¢ Cavlek, Tatjana;
Perhari¢, Matko; StareSina, Vilim; Maltar, Ljupka; Ki§, Tomislav; Madi¢, Josip; Barbic,
Ljubo Serological evidence of tick borne encephalitis virus infections in dogs in Croatia
— importance for the veterinary meicine and public health. // 7th International Congress

., Veterinary Science and Profession® Zagreb, 2017. str. 59-59.

Barbi¢, Ljubo; Stevanovi¢, Vladimir; Vilibié Cavlek Tatjana; Kovaé, Snjezana; Pem
Novosel, Iva; Kai¢, Bernard; Listes, Eddy; Maltar, Ljupka; Lohman Jankovi¢, Ivana;
Staresina, Vilim Serosurveillance of WNV in horses — useful tool for public health. //
Final Programme European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases -

24th ECCMID / ESCMID (ur.). Barcelona: ECCMID, 2014. str. 153-153.

Barbi¢, Ljubo; Stevanovi¢, Vladimir; Kovaé, Snjezana; Listes, Eddy; Maltar, Ljupka;
Lohman Jankovi¢, Ivana: West Nile Virus Serosurveillance in Horses - a Early Warning
Model for Human Clinical Cases. // 31st World Veterinary Congress, Proceedings &
Abstracts / World Veterinary Association (ur.). Prag, Ceska: World Veterinary

Association, 2013.
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