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1. UVOD

Istrazivanja proSirenosti infekcija virusom influence konja na podru¢ju RH provedena su
nekoliko puta na ograni¢enim podru¢jima, medutim vecina istrazivanja provedena je u
proslom stoljecu, a samo jedno vrlo ograniceno istrazivanje je provedeno u 21. stoljecu, prije
vise od 10 godina. S druge strane visekratno su biljezene epizootije diSnih oboljenja konja,
zakljucno s velikom epizootijom influence konja 2015. godine. Stoga je op¢i cilj istrazivanja
bio ustanoviti seroprevalenciju influence konja na podrucju cijele kontinentalne Hrvatske
kako bi po prvi put imali cjelovite podatke o proSirenosti i stvarnom znacaju ove bolesti konja

u trenutnim epizootioloSkim prilikama RH.

Specifi¢ni cilj rad bio je ustanoviti razlike u seroprevalenciji influence konja u razli¢itim
zupanijama kontinentalne Hrvatske. Nadalje, specifi¢ni cilj je bio i istraziti mogucnost i
opravdanost koriStenja imunoenzimnog dijagnostickog testa koji omogucuje razlikovanje
cijepljenih od inficiranih Zivotinja, odredivanjem njegove specifi¢nosti i osjetljivosti u odnosu
na referentnu dijagnosti¢ku metodu (IHA). Usporedbom rezultata navedenih metoda takoder

smo procjenjivali i cjepni obuhvat influence konja na podrucju kontinentalne Hrvatske.

Realizacijom navedenih ciljeva istrazivanja Zzeljeli smo znanstveno utemeljeno odrediti
opravdanosti 1 potrebu za uvodenjem sustava nadzora kao i1 odrediti smjernice za provodenje
programa nadzora EI uvazavajuéi trenutnu proSirenost i epizootioloske specifi¢nosti

konjogojstva u RH.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

Influenca konja (EI) je zarazna bolest kopitara uzrokovana virusom influence konja (EIV).
Ova bolest je najznacajnija akutna respiratorna bolesti konja zbog eksplozivnog Sirenja i
izrazite kontagioznosti §to rezultira oboljenjem velikog broja Zivotinja te posljedi¢no
znaajnim gospodarskim gubicima. Uzro¢nik bolesti pripada porodici Orthomyxoviridae,
rodu Influenzavirus A (WEBSTER i sur., 1992.; WILSON, 1993.; VAN MAANEN i
CULLINANE, 2002.). Bolest je prisutna sirom svijeta, a do danasnjeg dana nije dokazana
jedino na Islandu i Novom Zelandu (VAN MAANEN i CULLINANE, 2002; COWLED i
sur., 2009.). EIV pripada skupini RNK virusa, veli¢ine je 80-120 nm, kuglastog oblika te
iskazuje svojstva pleomorfizma. Sadrzava lipidnu ovojnicu u koju su ugradeni glikoproteini
hemaglutinin (HA) i neuraminidaza (NA), formiraju¢i 500 radijalno polozenih izdanaka, koji
su najznacéajniji virusni antigeni za imunoloski odgovor tijekom infekcije. Ulazak virusa u
stanicu domacina omogucava HA, vezanjem na receptore salicilne kiseline na stanicnoj
membrani te na taj nacin uzrokuje spajanje virusne ovojnice s membranom stanice domacina
(SKEHEL i WILEY, 2000.). Otpustanje virusnih Cestica iz inficiranih stanica omogucuje NA
cijepajuci vezu sa salicilnom kiselinom, a smatra se da ima i ulogu u ulasku virusa u stanicu
olaksavaju¢i mu prodiranje kroz sluznicu disnog sustava (SETO i ROTT, 1966.;
MATROSOVICH i sur., 2004.). Temeljem tipizacije navedenih glikoproteina ovojnice,
provodi se tipizacija virusa influence opcenito, a EIV se svrstava u dva podtipa H7N7
(Alequine/l) i H3N8 (A/equine/2). Hemaglutinin je izrazito sklon promjeni u antigenskoj
strukturi $to omogucava virusu antigensko skretanje te izbjegavanje imunoloskog odgovora

zbog ¢ega je provodenje imunoprofilakse znac¢ajno otezano (LAMB i KRUG, 2001.).

EIV u disni sustav ulazi sitnim Cesticama aerosola, umnaza se u epitelu sluznice i uzrokuje
patoloSke promjene po cijelom diSnom sustavu, a ponajviSe u donjim diSnim prohodima.
Umnazanje virusa dovodi do smrti stanica uslijed apoptoze, s posljediénom deskvamacijom
epitela, ¢ime sluznica diSnog sustava postaje predisponirana za razvoj sekundarnih
bakterijskih infekcija. S histoloSkog aspekta uocavamo vakuolizaciju i oteknuce trepetljikavih
stanica s gubitkom trepetljika (DONELAN i sur., 2003.; KRUG i sur., 2003.). Inkubacijsko
razdoblje moze biti krace od 24 sata, a u djelomi¢no imunih cijepljenih Zivotinja ono je
produljeno. Znac¢ajno je naglasiti da se tijekom infekcije pojavljuje i inkubacijsko klicono$tvo
koje je izrazit problem u nadzoru Sirenja bolesti. Klini¢ka slika pocinje naglim porastom
temperature, ponekad i iznad 41° C, seroznim iscjetkom iz nosa koji za 96 sati postaje

mukopurulentan te ucestalim i suhim kaSljem. Oboljele Zivotinje pokazuju simptome
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ubrzanog disanja i ubrzane frekvencije bila, nakon ¢ega slijedi letargija i anoreksija razli¢itog
stupnja. Uz navedenu tipi¢nu klini¢ku sliku influence konja, zabiljezeni su i drugi klinicki
znakovi, bronhopneumonija, miozitis, miokarditis, edem nogu te iznimno encefalitis.
Morbiditet je gotovo 100% u populacijama neimunih jedinki. Mortalitet je uobi¢ajeno nizak,

iako infekcija u prvim danima Zivota ¢esto ima smrtonosan ishod (COGGINS, 1979.).

Objektivna dijagnostika EIV moguca je izdvajanjem virusa, zatim molekularnim i seroloskim
metoda. Virus se izdvaja na embrioniranim koko$jim jajima ili stani¢nim kulturama. Kao
uzorak za izdvajanje virusa najbolje je uzeti obrisak ili ispirak nosa unutar 48 sati od prvih
zabiljezenih klinickih znakova. Embrionirano kokosje jaje u koje inokuliramo uzorak treba
biti staro od 10 do 12 dana od oplodnje. Nedostatak ove metoda je taj Sto zahtijeva minimalno
2 do 3 dana za provedbu te nije potpuno pouzdana kod blagih i supklini¢kih infekcija.
Alternativa je izdvajanje EIV na stani¢nim kulturama za §to se najcesce Koriste linijske
stani¢éne kulture MDCK (epitelne stanice bubrega), MvlLu (epitelne stanice pluca) i
fibroblasti pileceg embrija (ANONIMNO, 2015.a). Lancana reakcija polimerazom S
prethodnom reverznom transkripcijom (RT-PCR) je visoko specifi¢na i osjetljiva molekularna
metoda dijagnostike koja omogucuje umnazanje odredenih dijelova virusnog genoma pomocéu
specifi¢nih pocetnica djelovanjem enzima polimeraze. Uz izrazito brzo postizanje rezultata i
visoku osjetljivost, nedostaci RT-PCR metode su moguci lazno pozitivni rezultati koji se
mogu pojaviti uslijed kontaminacije prethodno pretrazivanim materijalom, te zahtjevnost i
relativno visoka cijena izvedbe (HERRMANN i sur., 2001.).

U dijagnostici influence konja ipak se najviSe koriste seroloske metode dijagnostike. Opisano
je koristenje razli¢itih metoda seroloske dijagnostike, ali referentne metode su inhibicija
hemaglutinacije (IHA) i jednosmjerna radijalna hemoliza (SRH), dok se u novije vrijeme sve
vise koriste razli¢ite inacice imunoenzimnog testa (ELISA) (KIRKLAND i DELBRIDGE,
2011.; ANONIMNO, 2015.a). Za odredivanje seroprevalencije Cesto se Koristi upravo
ELISA-a metoda iz razloga $to je izvodenje testa brzo, jednostavno i djelom automatizirano,
te se moze pretraziti znaCajno veci broj uzoraka u odnosu na metodu IHA i SRH
(KITTELBERGER i sur., 2011.; READ i sur., 2012.). Uz navedeno, u novije vrijeme
razvijena je ELISA metoda u kojoj se kao antigen koristi nukleoprotein (NP) virusa influence
koji nastaje tijekom infekcije. Ova metoda je znafajna jer ne detektira protutijela nastala
cijepljenjem sve proSirenijim vektorskim rekombinantnim cjepivom te u populacijama u
kojima se primjenjuje omogucuje razlikovanje inficiranih od cijepljenih Zivotinja (GALVIN i

sur., 2013.). Na ovaj na¢in moguce je, uz istovremeno pretrazivanje IHA, odrediti 1 cjepni
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obuhvat u populaciji jer pretrazivanjem Zzivotinja cijepljenih vektorskim rekombinantnim
cjepivom nalazimo pozitivan nalaz IHA, s obzirom da cjepivo poti¢e tvorbu specifi¢nih

protutijela na HA, uz istovremeno negativan nalaz ELISA-om koja otkriva protutijela za NP.

Influenca konja je zbog visokih izravnih i neizravnih gospodarskih Steta najznacajnija zarazna
bolest diSnog sustava kopitara. Stoga je njen sustavan nadzor i sprije€avanje Sirenja, primarno
provodenjem imunoprofilakse, osnovna djelatnost veterinarske struke u drzavama s

razvijenim konjogojstvom.

Prvi seroloski dokaz infekcija virusom influence konja na podruc¢ju Republike Hrvatske (RH)
datira iz 1967. godine (CVETNIC i sur., 1967.), a samo godinu kasnije po prvi puta je i
izdvojen virus influence konja podtip H3N8 (CVETNIC i sur., 1970.). Seroprevalencija je
odredivana 1971. i 1972. godine i iznosila je 9,13% za podtip H3N8, odnosno 8,69% za
podtip H7N7 (JUKIC, 1972.). Podtip H7N7 izdvojen je prvi put na podruéju RH 1974. godine
(CVETNIC i MAYER, 1974.). Sljedeéi opis istrazivanja seroprevalencije El na podruéju RH
datira iz 1976. godine kada je ustanovljena seroprevalencija od 24,5% za podtip H3N8 i 7,2%
za podtip H7N7 (CAC i CVETNIC, 1976.). Nakon ovog razdoblja intenzivnih istraZivanja
slijedi dulje razdoblje bez podataka o prosirenosti influence konja, sve do 1984. godine kada
je seroprevalencija za podtip H3N8 iznosila 15,39%, a HIN7 6,80% (MADIC, 1984.). Na
zalost, nadzor influence konja se u predstoje¢im godinama na podru¢ju RH gotovo i ne
provodi tako da je u sljede¢ih 30-ak godina jedino opisano istrazivanja na ograni¢enom
prostoru 1996. godine (MADIC i sur., 1996.) te jedna epizootija bolesti 2004. godine
(BARBIC i sur., 2009.). Sukladno navedenome, iako je u RH uoéljiv znagajan porast broja
konja i razvoj konjogojstva u posljednjih 20-ak godina, dulje od desetljeca ne postoje nikakvi
znanstveni podaci o prosirenosti influence konja, a sustavan nadzor ove najznacajnije zarazne

bolesti disnih prohoda kopitara nikada nije niti uveden.

Imunoprofilaksa EI na podru¢ju RH provodi se samo na zahtjev vlasnika, bez zakonske
obveze, tako da je cjepni obuhvat posve nepoznat. Potpuni izostanak sustavnog nadzora
bolesti 1 potpuno nepoznati epizootioloski podaci, kao i1 nepostojanje sustavnog provodenja
imunoprofilakse, omogucuju nesmetano Sirenje ove izrazito kontagiozne i znacajne bolesti na
podrucju RH. Ovo se na zalost i potvrdilo izbijanjem velike epizootije bolesti 2015. godine na
podru¢ju kontinentalne Hrvatske potvrdene od strane Ministarstva poljoprivrede RH
(ANONIMNO, 2015.b).



3. MATERIJAL | METODE

U istrazivanju je pretrazeno ukupno 1180 seruma konja podrijetlom od Zivotinja koje borave
na podrucju 14 zupanija kontinentalne Hrvatske. Zbog poteskoc¢a u razgrani¢avanju zivotinja
koje borave na podrucju Grada Zagreba i ZagrebaCke zupanije ove dvije Zupanije su

pretrazivane kao jedinstveno podrucje te su na taj nacin i analizirani podaci.

Pretrazivani uzorci odabrani SU metodom nasumi¢nog odabira izmedu seruma dostavljenih u
okviru provedbe programa nadzora Bolesti Zapadnog Nila u Laboratoriji za virusni arteritis
konja - ARTER.lab, Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom, Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Odabir seruma za istrazivanje nacinjen je izmedu
dostavljenih uzoraka uvazavajuéi kriterij da su dostavljeni nakon 15. srpnja 2015. godine.
Ovaj nacin odabira odreden je kako bi rezultati predstavljali epizootiolosku situaciju nakon
epizootije influence konja koja je zabiljezena krajem ozujka i po¢etkom travnja 2015. godine.
Svi serumi kori$teni u istrazivanju dobiveni su odvajanjem seruma iz pune Krvi postupkom
centrifugiranja pri 4000 okretaja tijekom 10 minuta nakon ¢ega su otoceni u eppendorf

epruvete te pohranjeni pri -20° C do izvodenja pretraga.

Svih 1180 nasumi¢no odabranih seruma pretrazeni su u svrhu odredivanja seroprevalencije
influence konja u kontinentalnoj Hrvatskoj komercijalnim imunoenzimnim (ELISA)
kompletom ID Screen® Influenza A Antibody Competition Multi-species (ID.vet, Grables,
Francuska) sukladno uputi proizvodaca. Odabir navedenog dijagnostickog kompleta za
provodenje istrazivanja nacinjen je zbog toga $to Se U njegovoj proizvodnji kao antigen na
mikrotitracijske plitice veze nukleoprotein (NP) virusa influence te rezultati omoguéavaju
razlikovanje protutijela nastalih nakon infekcije od onih nastalih kao posljedica cijepljenja
vektorskim rekombinantnim cjepivima ProtegFlu ili ProteqFlu TE (Merial, Lyon, Francuska),

koja se koriste na podru¢ju RH. Koristeni test je izraden na principu kompetitivne ELISA-e.

Tijekom izvedbe metode, za ispiranje mikrotitracijskih plitica koriSten je uredaj za
automatsko ispiranje mikrotitracijskih plitica HydroFlex microplate washer (Tecan,
Minnedorf, Svicarska). Rezultati su oitavani temeljem odredivanja opticke gustoce u svakoj
jazici mikrotitracijske plitice s dodanim pretrazivanim serumom, pri valnoj duljini od 450 nm,
pomoc¢u automatskog &itada Sunrise™ (Tecan, Méannedorf, Svicarska). Rezultati pretrazivanja
su interpretirani sukladno uputi proizvodaca, kao omjer opticke gustoce pretrazivanog seruma
I negativnog kontrolnog seruma koji je sastavni dio dijagnostickog kompleta. Kako se rezultat

izrazava u postotku, dobiveni omjer je pomnozen sa 100. Pretrazivani serumi za koje je na



navedeni nacin izraCunati rezultat bio veéi ili jednak 50% smatrani su negativnim. Serumi za
koje je izraCunata vrijednost bila manja ili jednaka 45% interpretirani su kao pozitivni, a
serumi s omjerom opticke gustoce u odnosu na negativni kontrolni serum izmedu 45% i 50%

smatrani su sumnjivim (Slika 1.).
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Slika 1. Izvodenje ELISA seroloske metode za dijagnostiku influence konja

U svrhu odredivanja specifi¢nosti i osjetljivosti koristenog ELISA kompleta, nasumi¢nim
odabirom odabrano je 196 seruma prethodno pretrazenih ELISA metodom od kojih je 127
bilo pozitivnih, 11 sumnjivih i 58 negativnih. Odabrani serumi su pretrazeni metodom
inhibicije hemaglutinacije (IHA), referentnom metodom za serolosku dijagnostiku influence
konja. Izvedba metode THA je nacinjena sukladno opisu postupka od strane Svjetske
organizacije za zdravlje zivotinja — OIE (ANONIMNO, 2015.a).

Ukratko, u serumima pretrazivanim IHA su prije pretrazivanja uklonjeni nespecifi¢ni
inhibitori hemaglutinacije obradom seruma kalijevim periodatom (KI1O,) i zagrijavanjem u

vodenoj kupelji pri 56° C tijekom 30 minuta, sukladno preporuci navedenoj od strane OIE-a.



Kao antigen koriSten je virus influence konja Al/equi/Croatia/2015, izdvojen tijekom
epizootije bolesti 2015. godine na podru¢ju RH radi homolognosti s o¢ekivanim protutijelima
u pretrazivanim serumima. KoriSteni virus je izdvojen na embrioniranim kokosjim jajima te
pomocu antiseruma i molekularno tipiziran kao H3N8. Za izvedbu pretrage, sukladno
standardnom postupku izvodenja IHA, virus je prije izvodenja pretrage titriran te koriSten u
titru od 4 hemaglutinacijske jedinice. Uz, na navedeni nac¢in prethodno pripremljene serume i
titrirani antigen, u izvedbi pretrage koriSteni su i kokosji eritrociti u obliku 1% suspenzije u
fosfatnom puferu (PBS). Kako je pocetno razrjedenje u izvedbi IHA bilo 1:8, svi pretrazivani
serumi za koje u razrjedenjima vecim ili jednakim 1:8 nije doslo do aglutinacije eritrocita
Smatrani su pozitivnim, a serumi za koje je aglutinacija eritrocita bila uocljiva ve¢ U po¢etnom
razrjedenju pretrazivanog seruma 1:8 negativni. Titar protutijela pozitivnih seruma odreden
je kao najvece razrjedenje seruma u kojima jo§ uvijek izostaje hemaglutinacija kokosjih

eritrocita (Slika 2.).

AR
%&"niﬁiwk é)

; 1 P, VIﬂEﬁA, 4
I E ORIV
, \ﬁﬁﬁ‘iﬁffjﬁ' )

=l

Slika 2. Izvodenje seroloske metode IHA za dijagnostiku influence konja



Postignuti rezultati seroloskog pretrazivanja 1080 uzoraka seruma kopitara s podrucja
kontinentalne Hrvatske ELISA metodom obradeni su standardnim statistickim metodama u
svrhu odredivanja seroprevalencije na podruc¢ju cjelovite kontinentalne Hrvatske kao i po
pojedinim Zupanijama. U svrhu odredivanja znacajnosti razlika u rezultatima seroprevalencije
za pojedinu Zupaniju u odnosu na seroprevalenciju kontinentalne Hrvatske koriSten je hi
kvadrat test ili Fisherov egzaktni test (FISHER, 1922.) zbog malog broja pozitivnih uzoraka u
pojedinim zupanijama. Statisticki zna¢ajnim smatrala se razlika pri kojoj je vrijednost p bila

<0,05.

Odredivanje specificnosti i osjetljivosti koriStenog dijagnostickog ELISA kompleta u odnosu
na referentnu metodu THA nacinjeno je uporabom statistickog ra¢unalnog programskog
paketa za validaciju dijagnostickih testova MedCalc za Windows, verzija 16.2.1 (MedCalc
Software, Ostend, Belgija) slobodno  dostupnog  na  mreznoj stranici
https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php. Kako u validaciji dijagnostickih testova ne
mozemo Kkoristiti rezultate interpretirane kao sumnjive nego moraju biti ili pozitivni ili
negativni, specifiénost i osjetljivost ELISA testa je izraCunavana uz definiranje grani¢ne
vrijednosti za interpretaciju pozitivnih rezultata na < 45% i <50% ¢ime smo odredivali i
utjecaj razli¢itih grani¢nih vrijednosti na osjetljivost i specificnost koristenog dijagnostickog
kompleta. Podudarnost izmedu rezultata serolosSkog pretrazivanja istih seruma ELISA
metodom i IHA odredena je izraCunavanjem Kappa vrijednosti ra¢unalnim programom
GraphPad Prism version 5.00 za Windows, (GraphPad Software, San Diego, Kalifornija,
Sjedinjene  Americke  Drzave) slobodno  dostupnim na  mreZznoj  stranici

http://graphpad.com/quickcalcs/kappal.cfm.


https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
http://graphpad.com/quickcalcs/kappa1.cfm

4. REZULTATI

U provedenom istrazivanju, pretraZzivanjem nasumic¢no odabranih uzoraka seruma konja s
podrucja kontinentalne Hrvatske, od ukupno pretrazenih 1180 seruma ELISA metodom je
bilo 145 pozitivnih te 1023 negativnih seruma, a pretrazivanjem 12 uzoraka seruma postignut
je sumnjiv rezultat. 1z navedenoga proizlazi da je sveukupna seroprevalencija influence konja
u kontinentalnoj Hrvatskoj odredena ELISA metodom bila 12,3% (Tablica 1.).

Seroloski pozitivne Zzivotinje potvrdene SU u svim zupanijama kontinentalne Hrvatske s
izuzetkom Brodsko-posavske Zupanije. U 13 Zupanija s ustanovljenim seroloski pozitivnim
zivotinjama seroprevalencija je varirala od 1,1% u Pozesko-slavonskoj i Sisacko-moslavackoj

Zupaniji do najvise od 32,6% u Viroviti¢ko-podravskoj Zupaniji (Tablica 1., Slika 3.).

Odreduju¢i znaCaj razlika u seroprevalenciji po pojedinim Zzupanijama u odnosu na
cjelokupnu kontinentalnu Hrvatsku, ustanovljeno je da je seroprevalencija znacajno niza u
Brodsko-posavskoj (p = 0,0001), Sisa¢ko-moslavackoj (p = 0,0001) i Pozesko-slavonskoj
(p = 0,0089) Zupaniji. S druge strane, izrazito visa seroprevalencija u odnosu na cjelokupnu
kontinentalnu Hrvatsku ustanovljena je na podru¢ju Viroviticko-podravske zupanije

(p = 0,0001) te podrucju Zagrebacke zupanije i Grada Zagreba (p = 0,0045).

Bl >20% [] 5-10%
B 15-20% [] <5%
- 10-15% |:| Negativno

Slika 3. Seroprevalencija influence konja u kontinentalnoj Hrvatskoj



Tablica 1. Seroprevalencija influence konja u kontinentalnoj Hrvatskoj odredena ELISA

metodom
ELISA
Broj ..
" o o o Seroprevalencija
Zupanija pretraZenih | £ = S
z |T | g (%)
uzoraka N S o>
o > D
o %) Z
Bjelovarsko-bilogorska 92 16 2 74 17,4
Brodsko-posavska 76 0 0 76 0,0
Karlovacka 93 11 1 81 11,8
Koprivni¢ko-kriZevacka 92 7 1 84 7,6
Krapinsko-zagorska 92 14 3 75 15,2
Medimurska 92 6 0 86 6,5
Osjecko-baranjska 92 8 0 84 8,7
Pozesko-slavonska 92 1 3 88 11
Sisacko-moslavacka 91 1 0 90 1,1
Viroviti¢ke-podravska 92 30 1 61 32,6
Vukovarsko-srijemska 92 16 0 76 17,4
Varazdinska 92 13 0 79 14,1
Zagrebacka i Grad Zagreb 92 22 1 69 23,9
UKUPNO 1180 145 | 12 1023 12,3

Pretrazivanje metodom IHA 196 nasumi¢no odabranih uzoraka seruma, ranije pretrazenih
ELISA metodom, nacinjeno je u svrhu validacije koristenog dijagnostickog ELISA kompleta.
Od 127 uzoraka seruma pozitivnih pretrazivanjem ELISA metodom, pozitivan nalaz metodom
IHA potvrden je za 77 seruma (60,6%), dok je negativno bilo 50 seruma (39,4%). Od 11
uzoraka seruma sa sumnjivim rezultatom pretrazivanja ELISA metodom, IHA pozitivno je
bilo pet seruma (45,5%), a negativno njih Sest (54,5%). Pretrazivanjem 58 uzoraka seruma
koji su bili negativni prethodnim pretrazivanjem ELISA metodom, 53 uzorka (91,4%) su
potvrdena kao negativna dok je preostalih pet uzoraka (8,6%) bilo pozitivno pretrazivanjem
IHA (Tablica 2.).
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Tablica 2. Usporedni rezultati pretrazivanja seruma konja s ELISA testom i IHA

IHA
ELISA
Pozitivni Negativni
Pozitivho 127 77 50
sumnjivo 11 5 6
Negativno 58 5 53
UKUPNO 196 87 109

Temeljem navedenih rezultata nalinjena je validacija koriStenog ELISA kompleta
usporedbom rezultata postignutihn ELISA metodom s rezultatima postignutim referentnom
metodom za dijagnostiku influence konja, IHA.

Osjetljivost koristene ELISA metode, uz grani¢nu vrijednost interpretacije pozitivnih rezultata
<50%, iznosila je 94,25% s rasponom od 87,10% do 98,11% uz stupanj pouzdanosti od 95%.
Specifi¢nost, uz istu grani¢nu vrijednost interpretacije ELISA rezultata, iznosila je 48,62% s
rasponom od 38,94% do 58,39% uz isti stupanj pouzdanosti od 95% (Tablica 3.). Pozitivna
prediktivna vrijednost za postavljenu grani¢nu vrijednost <50% bila je 59,42% (50,74% -
67,69% uz granicu pouzdanosti od 95%), a negativna prediktivna vrijednost 91,38% (81,02%
- 97,14 uz granicu pouzdanosti od 95%) (Tablica 3.). Kappa vrijednost izmedu rezultata IHA i
ELISA-e za grani¢nu vrijednost ELISA-e <50% je iznosila 0.405 uz raspon od 0.297 do

0.513 sa intervalom pouzdanosti od 95% §to govori 0 umjerenoj podudarnost rezultata.

Uz grani¢nu vrijednost interpretacije pozitivnih rezultata <45%, osjetljivost ELISA testa bila
je niza i iznosila 88,51% s rasponom od 79,88% do 94,35% uz stupanj pouzdanosti od 95%.
Specifi¢nost je nesto povecana na 54,13% uz raspon od 44,32% do 63,71% uz isti stupanj
pouzdanosti od 95%. Pozitivna prediktivna vrijednost je takoder povecana i iznosila je
60,63% (51,57% - 69,18% uz granicu pouzdanosti od 95%), a negativna prediktivna
vrijednost smanjena je na 85,51% (74,96% - 92,83% uz granicu pouzdanosti od 95%)
(Tablica 3.). Kappa vrijednost izmedu rezultata THA i ELISA-e za grani¢nu vrijednost
ELISA-e <45% je bila nesto visa te iznosila 0.407 uz raspon od 0.292 do 0.523 sa intervalom

pouzdanosti od 95% S$to takoder predstavlja umjerenu podudarnost rezultata.
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Tablica 3. Odredivanje specifi¢nosti i osjetljivosti, prediktivnih vrijednosti i podudarnosti

rezultata ELISA testa u odnosu na rezultate IHA ovisno o promjeni grani¢ne

vrijednosti interpretacije pozitivnih rezultata

Granic¢na - | Grani¢na - )
- Raspon vrijednosti . Raspon vrijednosti
vrijednost ) vrijednost )
uz indeks uz indeks
ELISA ) ELISA )
pozdanosti 95% pozdanosti 95%
testa <50% testa <45%
Osjetljivost 94,25% 87,10% - 98,11% 88,51% 79,88% - 94,35%
Specifi¢nost 48,62% 38,94% - 58,39% 54,13% 44,32% - 63,71%
Pozitivna prediktivna
N 59,42% 50,74% - 67,69% 60,63% 51,57% - 69,18%
vrijednost
Negativna prediktivna
N 91,38% 81,02% - 97,14 85,51% 74,96% - 92,83%
vrijednost
Kappa vrijednost 0,405 0,297 -0,513 0,407 0,292 - 0,523

Usporedujuc¢i rezultate pretrazivanja istih seruma ELISA metodom i1 metodom IHA
ustanovljeno je da je pet ELISA negativnih seruma bilo IHA pozitivno. U tri takva seruma
ustanovljen je titar 1:8 te u po jednom titar 1:16 odnosno 1:32. Od 11 pretrazivanih ELISA
sumnjivih seruma pet je bilo pozitivnih IHA s titrovima u po dva seruma od 1:8 i 1:16 te
titrom 1:32 u jednom pretrazenom serumu. Od 127 ELISA pozitivnih seruma metodom IHA
potvrdeno je kao pozitivno njih 77 s ustanovljenim titrovima u rasponu od 1:8 do 1:512
(Tablica 4.).

Analizom navedenih rezultata uoceno je da je titar specifi¢nih protutijela u ELISA negativnim
ili sumnjivim, a IHA pozitivnim serumima bio < 1:32 s najve¢im brojem seruma s titrom 1:8
(50%), dok su rezultati pretrazivanja s obje metode seruma s ocitanim titrovima visim od 1:32

bili potpuno podudarni (Tablica 4.).
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Tablica 4. Rezultati odredivanja titra specificnih protutijela metodom IHA i rezultata ELISA

metodom
Rezultat pretraZivanja ELISA metodom
Titar protutijela o N )
Pozitivno Sumnjivo Negativno
(IHA)

<8 50 6 53

8 19 2 3

16 19 2 1

32 19 1 1

64 9 0 0
128 9 0 0

256 1 0 0

512 1 0 0
UKUPNO 127 11 58

Od ukupno 196 seruma pretrazenih metodom IHA pozitivnih je ukupno bilo 87. Visina titra u
pozitivnim serumima varirala je od 1:8 do 1:512. U najve¢em broju pretrazivanih seruma
pozitivnin metodom IHA ustanovljen je titar specifi¢nih protutijela od 1:8 (27,6%), zatim
1:16 (25,3%) te 1:32 (24,1%). U znafajno manjem broju seruma ustanovljen je titar 1:64
(10,3%) i 1:128 (10,3%), dok je u samo po jednom serumu titar specifiénih proutijela bio
1:256 (1,1%), odnosno 1:512 (1,1%) (Tablica 4., Slika 4.).
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5. RASPRAVA

Istrazivanjem seroprevalencije influence konja na podru¢ju kontinentalne Hrvatske ELISA
metodom je ustanovljena ukupna seroprevalencija od 12,3%. UzevSi u obzir svojstva
koriStene metode, da dokazuje specifi¢na protutijela koja nastaju kao posljedica infekcije, a ne
cijepljenja vektorskim rekombinantnim cjepivima dostupnim na podrucju RH, ovo je izrazito
visoka seroprevalencija. Ovako veliki broj inficiranih Zivotinja indirektno potvrduje da je
veliki broj prijavljenih epizootija respiratornih simptoma u konja krajem ozujka i poc¢etkom
travnja 2015. godine doista bio uzrokovan virusom influence. U prilog opseznoj epizootiji na
podrucju cijele kontinentalne Hrvatske ide 1 Cinjenica da su pozitivne Zivotinje potvrdene u
svim zupanijama S izuzetkom Brodsko-posavske Zupanije. Tezu o velikoj epizootiji na
cijelom istrazivanom podru¢ju tijekom 2015. godine dodatno potvrduju metodom IHA
ustanovljene vrijednosti titrova u pozitivnih zivotinja s najvecom ucestalos¢u od 1:8 do 1:32
(77,0% pozitivnih pretrazenih seruma). Navedeno ukazuje na zarazavanje u vrlo kratkom roku
velikog broja zivotinja u razli¢itim zupanijama. Uz potvrdu opsezne epizootije 2015., kroz
dokaz ujednacenosti titrova protutijela odredenih pretrazivanjem IHA od 1:8 do 1:32 u
velikog broja Zivotinja, znacajno je istaknuti da su zabiljeZeni i pojedinacni titrovi od 1:256 i
1:512. Navedeni titrovi su prema ranijim istraZivanjima ustanovljeni tijekom akutne infekcije
virusom influence, dva tjedna nakon zarazavanja (BARBIC i sur., 2009). Ovakve razlike
nedvojbeno potvrduju razliCito vrijeme zarazavanja OVih zivotinja u odnosu na ranije
navedene. 1z toga proizlazi da se influenca konja na podrucju kontinentalne Hrvatske tijekom
2015. godine pojavila kao jedna velika epizootija te nekoliko epizootija razli¢itog opsega
ukljuéujudi i akutne infekcije Zivotinja u trenutku uzorkovanja. U prilog stanju u populaciji
koje pogoduje eksplozivnom Sirenju bolesti na velikom prostoru, ali i lakom unoSenju
uzrocnika, ide 1 ustanovljeni nizak cjepni obuhvat. Naime, kako koriStena ELISA metoda
dokazuje specifi¢na protutijela za NP virusa influence, koja se stvaraju tijekom infekcije, a ne
kao posljedica cijepljenja cjepivima dostupnim na trzistu RH, dokaz cijepljenja i izostanka
infekcije je nalaz pozitivnih seruma IHA istovremeno negativnih ELISA metodom
(PERKINS i sur., 2011.; GALVIN i sur., 2013.). U nasem istrazivanju od 58 ELISA
negativnih uzoraka samo pet (8,6%) ih je bilo IHA pozitivno §to je indirektni dokaz
cijepljenja. Ovo dodatno potvrduju i anmnesticki podaci o pasminama ovih konja kojima je
ustanovljeno da su Cetiri od pet Zivotinja toplokrvne pasmine, a upravo u ovoj populaciji se na
podru¢ju RH i provodi cijepljenje, iako na Zalost u zanemarivom opsegu. Cjepni obuhvat od

8,6% zasigurno nije dovoljan za sprje¢avanje nastanka i Sirenja epizootija ovako kontagiozne
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zarazne bolesti Cega su izravne posljedice i veliki broj inficiranih Zivotinja tijekom 2015.
godine. Usporedujuci seroprevalenciju ustanovljenu U prikazanom istrazivanju s recentnim
rezultatima istrazivanja drugih autora provedenim u drzavama sa slabijim stupnjem
provodenja imunoprofilakse, mozemo re¢i da je ustanovljena seroprevalencija od 12,3%
znacajno visa od ustanovljene u primjerice Iranu, odredene koristenjem iste metode, koja je
iznosila od 2,5% do 7,5% (BADIEI i sur., 2013.). S druge strane u nekim istraZivanjima
opisana je i znacajno viSa seroprevalencija odredena istom metodom koja je primjerice U
Izraelu iznosila 26,4% (AHARONSON-RAZ i sur., 2014.), odnosno u Kostarici ¢ak 41,8%
(JIMENEZ i sur., 2014.).

Sveukupno gledajuci, s obzirom da se konjogojstvo i konjicki sport u Hrvatskoj razvija
intenzivno posljednjih godina, neophodno je da se i svijest vlasnika i struke o znacaju zastite
konja od zaraznih bolesti podigne na znatno visu razinu kako ne bi ponovno svjedocili ovako

opseznim epizootijama sa znac¢ajnim gospodarskim gubicima.

Analiziraju¢i podatke 0 seroprevalenciji po Zupanijama, istrazivanje je potvrdilo znacajnu
razliku u seroprevalenciji u pojedinim djelovima kontinentalne Hrvatske. Znacajno visa
seroprevalencija zabiljezena je na podru¢ju VirovitiCko-podravske (32,6%) zupanije te na
podru¢ju Grada Zagreba i Zagrebacke zupanije (23,9%). Ovaj rezultat moze se objasniti
pasminskom strukturom i namjenom konja s navedenih podrucja. Naime, upravo na ovim
podru¢jima su zastupljenije zivotinje toplokrvnih pasmina koje se koriste za sport i koje su
tijekom boravka na natjecanjima izloZenije infekciji koju povratkom u mati¢ne uzgoje lako
Sire na druge Zivotinje. U prilog navedenom ide i znacajno manja seroprevalencija na
podrucju Sisacko-moslavacke zupanije (1,1%) gdje iako je podrucje s najve¢im brojem konja
u RH, dominiraju hladnokrvne pasmine koje se koriste za meso ili kao radne Zivotinje te
borave u relativno zatvorenim uzgojima uz minimalni kontakt s ostalim konjima. U skladu s
navedenim je i niska prevalencija u Pozesko-slavonskoj zupaniji (1,1%) gdje je mala
populacija konja koja takoder Zivi u relativno zatvorenim uzgojima. lzostanak pozitivnih
zivotinja u Brodsko-posavskoj zupaniji donekle se moze objasniti prethodno navedenim
razlozima uz naglasak da je to podrucje s ve¢om zastupljenosc¢u konja lipicanske pasmine koji
sudjeluju na razli¢itim manifestacijama, ali primarno lokalnim, tako da je smanjena

mogucnost unosenja infekcije iz inozemstva.

Usporedbom s istrazivanjima provedenim u slicnim epizootioloskim prilikama niske razine
Svijesti o znaCaju nadzora zaraznih bolesti konja i niskog cjepnog obuhvata, takoder su
opisivane razlike seroprevalencije u razliCitim dijelovima iste drzave poput primjerice
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Meksika gdje je 2010. godine ustanovljena seroprevalencija u saveznoj drzavi Guerreru od
22%, dok je u Nuevo Leonu bila ¢ak 58% (BLITVICH i sur., 2010.).

Temelj svakog sustava nadzora zaraznih bolesti je pravilan odabir dijagnostickih metoda
vodedi pri tom racuna da se lako izvode, relativno su jeftine i omogucavaju pretrazivanje
velikog broja uzoraka u §to kraCem vremenskom razdoblju. Ovaj posljednji uvjet je dodatno
naglaSen za izrazito kontagiozne bolesti poput influence konja. Stoga se u dijagnostici
uCestalo primjenjuju brzi testovi za dokaz antigena ili imunoenzimni testovi za dokaz
protutijela. Validacijom 22 trziSno dostupna razli¢ita brza testa za dokaz antigena
ustanovljeno je da samo 3 svojim dijagnostickim svojstvima opravdavaju koriStenje u
dijagnostici influence konja (YAMANAKA i sur., 2016.). Stoga se vecina dijagnostike i dalje

temelji na serologiji.

Na trzistu postoje razli¢ite komercijalne ELISA metode koje su u posljednje vrijeme najéesce
izradene na principu blokirajuce ili kompetitivne ELISA-e. Takoder sve su ¢es¢e one kojima
se dokazuju specificna protutijela za NP virusa influence zbog mogucnosti razlikovanja
infektivnih i cjepnih protutijela ako se u imunoprofilaksi koriste sve zastupljenija vektorska

rekombinantna cjepiva.

Iako proizvodaci navode izrazito visoke vrijednosti osjetljivosti i specifi¢nosti komercijalnih
ELISA testova, u neovisnim istrazivanjima ustanovljeni su razli¢iti, ¢esto kontradiktorni

podaci koji su posljedica specifi¢nih epizootioloskih prilika na odredenom podrucju.

U nasem istrazivanju usporedbom s rezultatima referentne metode IHA, osjetljivost koriStene
ELISA metode varira od 88,51% do 94,25% ovisno o grani¢noj vrijednosti za interpretaciju
pozitivnih rezultata. Ovaj rezultat je relativno zadovoljavaju¢i za rutinsku primjenu. U
usporedbi s rezultatima drugih autora on je manji u odnosu na ustanovljenu osjetljivost od
99,2% u istrazivanju provedenom u Australiji (SERGEANT i sur, 2009.) ili 99,0%
ustanovljenoj istrazivanjem 2010. godine (KITTELBERGER i sur., 2011.). Medutim,
osjetljivost odredena naSim istrazivanjem istovremeno je znacajno viSa od osjetljivosti
ustanovljene istrazivanjem provedenim u Irskoj kada je osjetljivost iste metode iznosila samo
69,0% (GALVIN 1 sur., 2013.). Navedeni kontradiktorni podaci naglasavaju potrebu
validacije ELISA metode u epizootioloskim prilikama pojedine drzave za donoSenje odluke o

opravdanosti njenog koristenja u rutinskoj dijagnostici.

Nasuprot relativno zadovoljavajucoj osjetljivosti, specificnost je iznosila samo 48,62% do

54,13%, ovisno o grani¢noj vrijednosti interpretacije pozitivnih rezultata. Ovakva specifi¢nost
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je znacajno niza u odnosu na specificnost odredenu od strane drugih autora koja je varirala od
95,0% do 97,2% (SERGEANT i sur., 2009.; KITTELBERGER i sur., 2011.; SERGEANT i
sur., 2011.; GALVIN i sur., 2013.). Iznenadujuce niza specificnost u odnosu na istrazivanja
drugih autora moze biti posljedica velikog broja Zivotinja sa izrazito niskim titrom
protutijela, manjim od 1:8 odredenim IHA, koji je jos uvijek detektibilan ELISA metodom.
Medutim, ova izrazito niska specifi¢nost ustanovljena naSim istrazivanjem moze biti i
posljedica kriznih reakcija koje su posljedica infekcija konja na podru¢ju kontinentalne
Hrvatske nekim drugim uzro¢nikom koji nije prisutan na podru¢jima provodenja sli¢nih

istrazivanja Sto mora biti dodatno istrazeno.

Sveukupno gledano, uz zadovoljavajuéu osjetljivost, nedostatna specificnost koristene ELISA
metode ne opravdava njeno koriStenje u seroloskoj dijagnostici influence konja na podruéju
kontinentalne Hrvatske te ne moze biti zamjena za referentnu metodu IHA. Podudarnost
rezultata koriStenih metoda rezultira Kappa vrijednoséu od 0,405 do 0,407 Sto je izrazito
manje od primjerice 0,736 ustanovljene validacijom iste ELISA metode u lzraelu
(AHARONSON-RAZ i sur., 2014.) te ne opravdava koriStenje testa u rutinskoj dijagnostici u

epizootioloskim prilikama kontinentalne Hrvatske.

Zaklju¢no, influenca konja je Siroko proSirena bolest na podrucju kontinentalne Hrvatske gdje
se pojavljuje u obliku visekratnih epizootija razli¢itog opsega. Najprosirenije infekcije su u
podrucjima s ve¢om zastupljenoscu toplokrvnih konja koji se koriste za sport, a neSto manji je
rizik u podru¢jima s dominantnim hladnokrvnim pasminama ili Zivotinjama koje sudjeluju na
priredbama lokalnog znacaja. Izrazito nizak obuhvat cijepljenja uz intenziviranje konjickog
sporta predstavlja veliki rizik za pojavljivanje epizootija bolesti u budu¢nosti pa je neophodno
trenutno uvodenje sustava nadzora i sprjecavanja Sirenja ove gospodarski izrazito znacajne
bolesti konja. U uspostavljanju sustavu nadzora u epizootioloskim prilikama kontinentalne
Hrvatske nije primjereno koriStenje validirane ELISA metode nego je serolosku dijagnostiku
potrebno provoditi referentnom metodom IHA. Potrebno je i djelovanje u svrhu podizanja
svijesti o prisutnosti i znacaju ove bolesti kako medu vlasnicima tako i1 u stru¢noj javnosti,
kako bi se povecao obuhvat cijepljenja i kontrole te sprijecilo nesmetano Sirenje bolesti u
predstojecem razdoblju. Sve navedeno potrebno je radi osiguravanja uvjeta za nastavak
razvoja konjogojstva u RH, ali dijelom i iz javnozdravstvenih razloga s obzirom na u ovom

trenutku mali, ali ipak postoje¢i zoonotski potencijal bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

1. Influenca konja je Siroko proSirena bolest u Kkontinentalnoj Hrvatskoj sa

seroprevalencijom, odredenom ELISA testom, od 12,3%.

2. Izmedu Zupanija postoji znacajna razlika u proSirenosti tako da su podrucja s visokom
prosirenos¢u Grad Zagreb 1 Zagrebacka Zupanija te Viroviticko-podravska Zupanija, a
Zupanije sa znaCajno nizom seroprevalencijom Sisacko-moslavacka, Pozesko-

slavonska te Brodsko-posavska Zupanija.

3. Prema visini titrova, influenca konja se u kontinentalnoj Hrvatskoj pojavljuje
epizootijski, te je tijekom 2015. godine bile jedna opsezna, ali i vise manjih epizootija

bolesti u razli¢itom vremenskom razdoblju.

4. Koristeni dijagnosti¢ki ELISA test, usporedbom postignutih rezultata s referentnom
metodom IHA, pokazao je zadovoljavajuc¢u osjetljivost (88,51% - 94,25%), ali
nedostatnu specificnost (48,62% - 54,13%) te nije pogodan za rutinsku primjenu u

dijagnostici influence konja u epizootioloskim prilikama RH.

5. Rezultati istrazivanja, analizirajuéi svojstva koristenog ELISA testa i vrstu dostupnog
cjepiva, ukazuju da je obuhvat cijepljenja konja protiv influence na podru¢ju RH

manji od 9%.

6. Visoka seroprevalencija, epizootijsko pojavljivanje bolesti i nizak obuhvat cijepljenja
dokazuju izostanak nadzora influence konja te potrebu za njegovim hitnim uvodenjem
u svrhu unaprjedenja konjogojstva pri ¢emu se IHA namece kao metoda izbora

sukladno epizootioloSkim prilikama na podruc¢ju RH.

19



7. LITERATURA

AHARONSON-RAZ, K., I. DAVIDSON, Y. PORAT, A. ALTORY, E. KLEMENT, A.
STEINMAN (2014): Seroprevalence and Rate of Infection of Equine Influenza Virus (H3N8
and H7N7) and Equine Herpesvirus (1 and 4) in the Horse Population in Israel. J. Equine Vet.
Sci. 34, 828-832.

ANONIMNO (2015a): Equine influenza. Chapter 2.5.7. U: OIE Terrestrial Manual 2015, 1-
15. http://lwww.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.07_EQ_INF.pdf,

pristup mreznoj stranici 15. ozujka 2015.

ANONIMNO (2015b): Potvrdena pojava Influence konja na Sirem podrucju zemlje.
http://www.mps.hr/default.aspx?id=15290, pristup mreznoj stranici 15. ozujka 2016.

BADIEI, K., M. POURJAFAR, A. S. SAMIMI, M. ANSARI-LARI, A. MOHAMMADI, M.
GHANE (2013): Study on risk factors and serologic prevalence of antibodies against equine

influenza virus in the south of Iran. Comp. Clin. Pathol. 23, 929-932.

BARBIC, LJ., J. MADIC, N. TURK, J. DALY (2009): Vaccine failure caused an outbreak of
equine influenza in Croatia. Vet. Microbiol. 133, 164-171.

BLITVICH, B. J., L. A. IBARRA-JUAREZ, A. J. CORTES-GUZMAN, J. J. ROOT, A. B.
FRANKLIN, H. J. SULLIVAN, I. FERNANDEZ-SALAS (2010): Seroprevalence of equine
influenza virus in north-east and southern Mexico. Vet. Rec. 166, 565-566.

COGGINS L. (1979): Viral respiratory disease. Vet. Clin. North. Am. Large Anim. Pract. 1,
59-72.

COWLED, B., M.P. WARD, S. HAMILTON, G. GARNER (2009): The equine influenza
epidemic in Australia: spatial and temporal descriptive analyses of a large propagating
epidemic. Prev. Vet. Med. 92, 60-70.

CVETNIC, S., M. KRALJ (1970): The First Isolation of Myxovirus Influenzae A2-equi in
Yugoslavia. Zbl. Vet. Med. B 17, 256-261.

CVETNIC, S., M. KRALJ, Z. ZUPANCIC (1967): Epizootiological Aspects of the Presence
of Haeminhibiting (HI) Antibodies against Viruses Influenza Al-equine (Prague) 56 and
Parainfluenza 3 (PI 3) in Horse Sera in Croatia. Zbl. Vet. Med. B 14, 714-722.

20


http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.07_EQ_INF.pdf
http://www.mps.hr/default.aspx?id=15290

CVETNIC, S., V. MAYER (1974): Virus influenzaec Aj-equi; njegova izolacija i neke
osobitosti epizootije influence konja 1973. god. Vet. arhiv 44, 85-90.

CAC, Z., S. CVETNIC (1976): Influenca konja: Rasprostranjenost heminhibirajuéih antitijela
u konjskim serumima 1974. i 1975. godine. Vet. arhiv 46, 59-64.

DONELAN, N.R., C.F. BASLER, A. GARCIA-SASTRE (2003): A recombinant influenza A
virus expressing an RNA-binding-defective NS1 protein induces high levels of beta interferon
and is attenuated in mice. J. Virol. 77, 13257—-13266.

FISHER, R. A. (1922). On the interpretation of y2 from contingency tables, and the
calculation of P. J. R. Stat. Soc. 85, 87-94.

GALVIN, P, S. GILDEA, S. ARKINS, C. WALSH, A. CULLINANE (2013): The evaluation
of a nucleoprotein ELISA for the detection of equine influenza antibodies and the
differentiation of infected from vaccinated horses (DIVA). Influenza Other Respir. Viruses 7,
73-80.

HERRMANN, B., C. LARSSON, B.W. ZWEYGBERG (2001): Simultaneous detection and
typing of influenza viruses A and B by a nested reverse transcription—PCR: comparison to
virus isolation and antigen detection by immunofluorescence and optical immunoassay (FLU
OIA). J. Clin. Microbiol. 39, 134-138.

JIMENEZ, D., J.J. ROMERO-ZUNIGA, G. DOLZ (2014): Serosurveillance of infectious
agents in equines of the Central Valley of Costa Rica. Open Vet. J. 4, 107-112.

JUKIC, B. (1972): Influenca konja: seroloski nalaz u postepizootskom razdoblju. Magistarski

rad, Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu.

KIRKLAND P.D., G. DELBRIDGE (2011): Use of a blocking ELISA for antibodies to
equine influenza virus as a test to distinguish between naturally infected and vaccinated

horses: proof of concept studies. Aust. Vet. J. 89, 45-46.

KITTELBERGER, R., AM. MCFADDEN, M.J. HANNAH, J. JENNER, R. BUENO, J.
WAIT, P.D. KIRKLAND, G. DELBRIDGE, H.G. HEINE, P.W. SELLECK, T.W. PEARCE,
C.J. PIGOTT, J.S. OKEEFE (2011): Comparative evaluation of four competitive/blocking
ELISAs for the detection of influenza A antibodies in horses. Vet. Microbiol. 148, 377-83.

21



KRUG, R.M., W. YUAN, D.L. NOAH, A.G. LATHAM (2003): Intracellular warfare
between human influenza viruses and human cells: the roles of the viral NS1 protein.
Virology 309, 181-189.

LAMB, R.A., R.M. KRUG (2001): Orthomyxoviruses: the viruses and their replication, U:
Fields Virology. (Knipe D.M., Howley P.M., ured.), Lippincott-Raven, Philadelphia, 1487-
1532.

MADIC, J. (1984): Influenca konja: Istrazivanje protutijela metodom inhibicije
hemaglutinacije i metodom jednosmjerne radijalne hemolize. Magistarski rad, Veterinarski

fakultet Sveucilista u Zagrebu.

MADIC, J., S. MARTINOVIC, T. NAGLIC, D. HAJSIG, S. CVETNIC (1996): Serological
evidence for the presence of A/equine-1 influenza virus in unvaccinated horses in Croatia.
Vet. Rec. 138, 68.

MATROSOVICH, M.N., T.Y. MATROSOVICH, T. GRAY, N.A. ROBERTS, H.D. KLENK
(2004): Neuraminidase is important for the initiation of influenza virus infection in human
airway epithelium. J. Virol. 78, 12665-12667.

PERKINS, N.R., W.R. WEBSTER, T. WRIGHT, I. DENNEY, I. LINKS (2011): Vaccination
program in the response to the 2007 equine influenza outbreak in Australia. Aust. Vet. J. 89,
126-134.

READ, AJ., K.E. ARZEY, D.S. FINLAISON, X. GU, R.J. DAVIS, L. RITCHIE, P.D.
KIRKLAND (2012): A prospective longitudinal study of naturally infected horses to evaluate
the performance characteristics of rapid diagnostic tests for equine influenza virus. Vet.
Microbiol. 156, 246-255.

SERGEANT, E.S.G, P.D. KIRKLAND, B.D. COWLED (2009): Field evaluation of an
equine influenza ELISA used in New South Wales during the 2007 Australian outbreak
response. Prev. Vet. Med. 92, 382—-385.

SERGEANT, E.S.G., B.D. COWLED, P. BINGHAM (2011): Diagnostic specificity of an
equine influenza blocking ELISA estimated from New South Wales field data from the
Australian epidemic in 2007. Aust. Vet. J. 89, 43-45.

SETO, J.T., R. ROTT (1966): Functional significance of sialidase during influenza virus
multiplication. Virology 30, 731-737.

22



SKEHEL, J.J., D.C. WILEY (2000): Receptor binding and membrane fusion in virus entry:
the influenza hemagglutinin. Annu. Rev. Biochem. 69, 531-569.

VAN MAANEN, C., A. CULLINANE (2002): Equine influenza virus infections: an update.
Vet. Q. 24, 79-94.

WEBSTER, R.G., W.J. BEAN, O.T. GORMAN, T.M. CHAMBERS, Y. KAWAOKA
(1992): Evolution and ecology of influenza A viruses. Microbiol. Rev. 56, 152-179.

WILSON, W.D. (1993): Equine influenza. Vet. Clin. North Am. Equine Pract. 9, 257-282.

YAMANAKA, T., M. NEMOTO, H. BANNAI, K.TSUJIMURA, T. KONDO, T.
MATSUMURA, S.GILDEA, A.CULLINANE (2016.): Evaluation of twenty-two rapid
antigen detection tests inthe diagnosis of Equine Influenza caused by viruses of H3NS8
subtype. Influenza Other Respir. Viruses 10, 127-133.

23



8. SAZETAK

Keti Kovadevié

Odredivanje seroprevalencije i validacija seroloSkih metoda dijagnostike influence

konja u kontinentalnoj Hrvatskoj

Provedenim istrazivanjem dokazana je visoka seroprevalencija influence konja na
podru¢ju kontinentalne Hrvatske od 12,3%. Seroprevalencija je znacajno varirala po
Zupanijama kontinentalne Hrvatske s najviSim vrijednostima na podru¢jima s vecom
zastupljenoscu toplokrvnih zivotinja koje se koriste u sportske svrhe. Najniza seroprevalencija
zabiljezena je u Zupanijama s dominantnim uzgojem hladnokrvnih pasmina u ekstenzivnim
uvjetima i1 Zupanijama s ograni¢enim kretanjem Zzivotinja unutar manjih epizootioloSkih
jedinica. Kroz odredivanje vrijednosti titrova specifi¢nih protutijela metodom inhibicije
hemaglutinacije  ustanovljeno je razliCito vrijeme zaraZavanja pojedinih zivotinja te
indirektno dokazano da se influenca konja tijekom 2015. godine na podrucju kontinentalne
Hrvatske pojavljivala kao jedna veca epizootija te viSe epizootija manjeg opsega.
Ustanovljeni zanemariv cjepni obuhvat, manji od 9%, uz rastu¢u populaciju konja i sve veéi
broj sportskih Zzivotinja naglasava moguénost Sirenja bolesti 1 uzrokovanje znacajnih
gospodarskih Steta u buducnosti. Sukladno navedenim rezultatima, neophodno je hitno uvesti
zakonski propisan sustav nadzora i suzbijanja influence konja u Republici Hrvatskoj na
drZzavnoj razini. Validacijom u svijetu ucestalo koriStenog ELISA testa ustanovljeno je da u
epizootioloSskim prilikama konjogojstva RH on ne zadovoljava dijagnosticke potrebe zbog
izrazito niske specifi¢nosti (48,62% - 54,13%). Stoga bi uvodenje programa trebalo provesti
kroz nadzor seroloSkim pretraZivanjem Zivotinja metodom inhibicije hemaglutinacije. Uz
uspostavu nadzora, neophodno je intenzivirati cijepljenje konja te raditi na edukaciji vlasnika,
ali i struke, radi podizanja svijesti o visokom riziku od ove znacajne bolesti konja na podrucju
RH. Provodenjem navedenoga izbjegle bi se epizootije bolesti u buducnosti, umanjile

gospodarske Stete te sveukupno unaprijedilo daljnji razvoja konjogojstva na podrucju RH.

Kljuéne rijeci: influenca Kkonja, seroprevalencija, imunoenzimni test, inhibicija

hemaglutinacije
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9. SUMMARY

Keti Kovadevié

Equine influenza seroprevalence and validation of serological diagnostic methods in

continental part of Croatia

This study has shown equine influenza seroprevalence of 12,3% in continental part of
Croatia. There was considerable variation of seroprevalence on county level. The highest
recorded values were in the counties with a higher number of hot-blooded sport animals. On
the other hand the lowest seroprevalences were in the counties with a free ranged cold-
blooded horse population predominantly kept for meat production and rarely transported.
Haemagglutination inhibition titre values confirmed different time of an infection. Clearly,
there was one major outbreak in the continental part of Croatia in 2015, but also numerous
smaller ones. The portion of vaccinated animals was less than 9%. Taking in consideration the
low percentage of vaccinated horses along with increasing number of sport horses and horses
in total indicate the high possibility of future outbreaks and considerable losses. In conclusion
this study has shown urge of influenza surveillance and control system introduction at the
state level in Croatia. Validation of one of the commonly used commercial ELISA kits has
demonstrated that it is not the most suitable diagnostic method for screening in specific
epizootiological conditions in Croatia due to low specificity (48,62% - 54,13%). Based on
these results IHA testing is more suitable. The introduction of surveillance and intensification
of vaccination should be done along with raising awareness about this important horse disease
in Croatia. Altogether is the only possible way to prevent future outbreaks and high losses

which could guarantee development of horse industry in Croatia.

Key words: equine influenza, seroprevalence, enzyme-linked immunosorbent assay,

hemagglutination inhibition assay
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