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p15 - virusni matriksni protein

p26 - kapsidni protein virusa

RH - Republika Hrvatska

RNK - ribonukleinska kiselina

RT - reverzna transkriptaza

TGFp (eng. transforming growth factor beta) - transformirajué¢i ¢imbenik rasta beta

TNFa (eng. tumor necrosis factor alpha) - ¢imbenik tumorske nekroze alfa
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1. UVOD

Infekciozna anemija kopitara (IAK) je transmisivna septikemijska zarazna bolest za
koju su prijemljivi svi pripadnici porodice Equidae ukljucujuci konje, magarce, mazge i mule.
IAK je uzrokovana perzistentnom infekcijom virusom iz porodice Retroviridae rod Lentivirus
(ISSEL i sur., 1982; CHEEVERS i MCGUIRE, 1985; COOK i ISSEL, 2004.).

Sirenje zaraze je, u prirodnim uvjetima, najée$¢e hematofagnim insektima. U prvom
redu to su pripadnici porodice Tabanidae (obadi) te rjede vrsta Stomoxys calcitrans (Stalska
muha) (COOK i sur., 2013.). U Republici Hrvatskoj (RH) bolest je opisana prvi put 1934.
godine (BOSNIC, 1936). Danas je poznato da IAK u RH ima enzootski Kkarakter, ali
povremeno dolazi do epizootija, kao Sto je bila velika epizootija 2002. godine u kojoj je
unutar nekoliko tjedana desetine kopitara uginulo sa znacima perakutne bolesti
(STARESINA, 2004).

Bolest karakteriziraju rekurentne epizode akutne bolesti nakon kojih vecina konja
postaje inaparentnim nositeljima virusa (MEALEY, 2014.). Navedeni inaparentni nositelji su
rezistentni na sekundarnu infekciju razli¢itim sojevima virusa IAK §to ukazuje na prisutnost
jakog imunoloskog odgovora i predstavlja prirodan model imunoloske kontrole lentivirusne
infekcije i bolesti (MONTELARO i sur., 1993; CRAIGO i MONTELARO, 2011; CRAIGO i
MONTELARO, 2013.).

Kontrola bolesti se temelji na identifikaciji i prisilnom klanju ili usmréivanju
inficiranih zivotinja te karanteni novonabavljenih zivotinja (BRANGAN i sur., 2008.). lako je
prevalencija IAK niska u mnogim zemljama, perzistentno inficirani konji u endemskim
podrucjima predstavljaju izvore infekcije i bolest se nastavlja Siriti u nova podrucja. Zbog
navedenog, IAK je i dalje prijetnja zdravlju kopitara Sirom svijeta i utjee na njihov promet i
trgovinu (MEALEY, 2014.).

Bolest se od 1971. godine u RH redovito testira agar-gel imunodifuzijskim testom (AGID,
eng. agar gel immunodiffusion). Naredbom o mjerama zasStite zdravlja Zivotinja od zaraznih i
nametnic¢kih bolesti i njihovom financiranju koju propisuje Ministarstvo poljoprivrede, do
2019. godine je na godisnjoj razini pretrazivana cjelokupna populacija kopitara u Republici

Hrvatskoj.



Cilj ovog diplomskog rada je dati sazeti prikaz infekciozne anemije kopitara i procijeniti

ucinkovitost permanentnog nadzora nad IAK s ciljem smanjenja broja pozitivnih zivotinja u

RH.

2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. POVIJEST

Klini¢ki znakovi bolesti prvi su put opisani u konja u Francuskoj 1843. godine (LIGNEE,
1843.). Vallee i Carré¢ 1904. godine opisuju uzro¢nika bolesti §to ju svrstava medu prve
bolesti Zivotinja dokazane da su uzrokovane virusom (VALLEE i CARRE, 1904; CRAIGO i
MONTELARO, 2011.). Tada je takoder opisana perzistentnost infekcije i prijenos bolesti
putem krvi (COOK i sur., 2013.). Tek 1967. godine je dokazano da se terenski sojevi virusa
IAK mogu umnazati u kulturi leukocita kopitara, a zatim su se odredeni sojevi prilagodili
prikladnijoj stani¢noj kulturi fibroblasta. To je dovelo do =znaéajnih postignuéa u
razumijevanju virusa IAK i imunopatogeneze bolesti (KONO i sur., 1970; KONO i
YOSHINO, 1974; MEALEY, 2014.). Virus humane imunodeficijencije (HIV, eng. human
immunodeficincy virus), nakon §to je otkriven 1983. godine, klasificiran je u lentiviruse na
temelju sli¢nosti u morfologiji s virusom IAK i njihove seroloske unakrizne-reaktivnosti
(MONTAGNIER i sur., 1984.). U Hrvatskoj, prvi slucaj IAK je opisan 1934. godine
(BOSNIC, 1936.).

2.2. ZEMLJOPISNA PROSIRENOST

Infekciozna anemija kopitara je bolest rasirena diljem svijeta i dijagnosticirana je na svim
kontinentima izuzev Antarktike (CONSTABLE i sur.,, 2017.). Zbog najces¢eg nacina
prijenosa virusa putem insekata koji predstavljaju vektore, prevalencija bolesti je viSa u
podru¢jima s toplijom klimom (MEALEY, 2014.). U Europi se bolest Cesto pojavljuje i
endemski je prisutna u Italiji i Rumunjskoj (CONSTABLE i sur., 2017; OIE, 2019.).

Prema podacima Svjetske organizacije za zdravlje zivotinja (OIE, eng. World Organisation

for Animal Health) od 2010. do 2019. godine infekcija virusom IAK ili pojava bolesti je



najéeSc¢e zabiljezena U sljede¢im zemljama svijeta: Argentina, Bolivija, Bosna i Hercegovina,
Brazil, Dominikanska Republika, Ekvador, Francuska, Gvajana, Gvatemala, Haiti, Honduras,
Hrvatska (osim 2016. godine), Italija, Kanada, Kolumbija, Kostarika, Kuba, Madarska,
Meksiko, Nikaragva, Njemacka, Panama, Paragvaj, Rumunjska, Rusija, Salvador, Srbija,
Sjedinjene Americke Drzave i Venezuela (OIE, 2019.).
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Slika 1. Rasprostranjenost infekciozne anemije kopitara u svijetu od srpnja do prosinca 2019.
godine. (lzvor: OIE, 2020.)

2.3. ETIOLOGIJA

Uzro¢nik bolesti je virus IAK, RNK virus koji je klasificiran u rod Lentivirus, podporodicu
Orthoretrovirinae i porodicu Retroviridae. Virus dijeli antigensku i morfoloSku sli¢nost s
ostalim lentivirusima (LEROUX i sur., 2004; COOK i sur., 2013.). Virusne Cestice virusa
IAK su ovalne ili okrugle, promjera otprilike 115 nm i u njima je tipi¢na lentivirusna stozasta
jezgra okruzena proteinskim matriksom, a on je obavijen lipidnom membranom. Lipidna
ovojnica sadrzi projekcije glikoproteina veli¢ine 6-8 nm. Unutar jezgre se nalaze dvije kopije
jednolanéane RNK (MATHEKA i sur., 1976; WEILAND i sur., 1977; QUINLIVAN i
sur.,2013.). Navedene kopije RNK genoma su usko povezane u virusnoj Cestici S virusnim
enzimima i proteinima kao $to su virusna integraza, reverzna transkriptaza (RT, eng. reverse
transcriptase) i nukleokapsidni proteini (WEILAND i sur., 1977.). Virusna RNK sadrzava 8,2
kilobaznih parova (kbp). Genom virusa IAK se sastoji od tri glavna strukturna gena (gag, pol



i env) koji su omedeni na oba kraja virusnog genoma dugim terminalnim ponavljanjima
(LTR, eng. long terminal repeats). Gen gag kodira sljedeCe strukturne proteine: protein
kapside (p26), protein nukleokapside (p11) i matriksni protein (p15). Pol gen kodira proteazu,
RT i integrazu, dok env gen kodira povrsinske (gp90) i transmembranske (gp45) glikoproteine
ovojnice virusa (BOLDBAATAR i sur., 2013; COOK i sur., 2013; MEALEY, 2014.).
Proteinski produkti gag gena oblikuju jezgru virusne Cestice gdje pll ostaje povezan s
virusnim genomom, p26 oblikuje stozastu strukturu jezgre, a pl5 okruzuje jezgru i oblikuje
matriks (ISSEL i sur., 2014.). Osim navedenih strukturnih gena, virusni genom posjeduje i tri
dodatna otvorena c¢itajuéa okvira (ORF, eng. open reading frames) (Tat, Rev i S2) koji
kodiraju akcesorne proteine ukljuc¢ene u regulatorne funkcije i vazne za virusnu patogenezu
(COOK i sur., 2013.). Proteini Tat i Rev su zajedni¢ki svim lentivirusima, dok je S2
jedinstven za virus IAK (DONG i sur., 2013.).

Prilikom nailaska na stanicu domacina, povrsinski glikoprotein gp90 (koji se projektira s
povrsine ovojnice virusa IAK) vezZe se za ekvini lentivirusni receptor-1 na stanici domacina.
Navedeni receptor je srodan receptorskim proteinima podrijetlom od ¢imbenika tumorske
nekroze (TNF, eng. tumor necrosis factor) (ZHANG i sur., 2005.). Nakon vezanja, virus
moze biti internaliziran endocitozom (JIN i sur., 2005; BRINDLEY i MAURY, 2008.).
Medutim, odredeni sojevi virusa ulaze u stanicu domacina stapanjem virusne ovojnice Sa
stanicnom membranom domacina (BRINDLEY i MAURY, 2008.). Jednom kada se virusna
Cestica nade unutar stanice, virusna RNK se oslobada i otpusta u citoplazmu stanice
domacina. Replikacija virusnog genoma poc€inje prevodenjem virusne RNK u jednolan¢anu
komplementarnu DNK §to je katalizirano RT-om. Stvaranje drugog lanca DNK Kkoji je
komplementaran prvom, posredovano je DNK-ovisnom DNK polimeraznom aktivno§¢u RT
Sto rezultira stvaranjem linearne dvolancane virusne DNK (RUBINEK i sur., 1994.). Virusna
DNK se zatim transportira u jezgru stanice domacina i uz pomo¢ virusne integraze ugraduje u
genom domacina gdje ostaje u obliku provirusa (MEALEY, 2014.). Ugradnjom u genom
domacina, provirus postaje sastavan dio kromosoma domacina i to mu pomaze u izbjegavanju
stanicnog imunoloSkog nadzora te rezultira dozivotnom perzistentnom infekcijom (ISSEL 1
sur., 2014; LIU i sur., 2015.). Integriran provirus koristi stani¢cne mehanizme domacina za
DNK replikaciju i transkripciju do glasnicke RNK (mMRNA, eng. messenger RNA). Zatim
slijedi evakuacija virusne mRNA u citoplazmu, sinteza razlicitih virusnih proteina i sklapanje
virusne cestice (CRAIGO i MONTELARO, 2010.). Novo se sastavljene virusne cCestice

ispup€uju iz stanice domacina i zadrzavaju dio stani¢ne membrane u obliku ovojnice. Ciklus



replikacije se nastavlja kako nove virusne d&estice inficiraju nove stanice domacina

(MEALEY, 2014.).

Reverzna transkriptaza je sklona pogreskama i predvida se da kao posljedica visokih stopa
pogresaka, svaki krug reverzne transkripcije rezultira barem jednom mutacijom virusnog
genoma $to dovodi do znacajnog povecanja genetske raznolikosti (COOK 1 sur., 2013.).
Znatan antigenski drift postoji u povrSinskim glikoproteinima (gp 45 i gp90) i pojava novih
antigenih varijanti je povezana s ponavljaju¢im febrilnim epizodama karakteristi¢cnim za
bolest (CONSTABLE i sur., 2017.). Postojanje virusnih kvazi-vrsta (eng. quasispecies)
ukazuje na genetski razli¢ite virusne subpopulacije razli¢itog fenotipa koje postoje unutar

kroni¢no inficirane, ¢esto asimptomatske zivotinje (SPONSELLER i sur., 2007.).

gpS0 (SU)
gp45 (TM) membrane
nucleocapsid matrix
viral RNA

integrase |
reverse transcriptase

Slika 2. Model virusne Cestice virusa IAK.
(Izvor: COOK i sur., 2013.)

2.4. EPIZOOTIOLOGIJA

Infekciozna anemija kopitara je bolest rasprostranjena Sirom Svijeta od koje obolijevaju
kopitari, ukljucuju¢i konje, ponije, magarce, mule i zebre (MEALEY, 2014.). Klinicki
simptomi bolesti ovise o brojnim ¢imbenicima kao $to su virusni soj, titar virusa u krvi, vrsta
zivotinje i individualna genetika domacina (COOK i sur., 2001.). Konji i poniji
karakteristi¢no razvijaju znakove bolesti unutar nekoliko dana do nekoliko tjedana nakon
infekcije. Mule takoder nakon infekcije razvijaju klini¢ke znakove slicne onima u konja i

ponija ako su inficirane sojevima patogenima za konje. Suprotno tome, magarci ne razvijaju



oc¢ite znakove bolesti unato¢ perzistentnoj infekciji virusom koji potjee od konja

(CONSTABLE i sur., 2017.).

Izvori infekcije virusom IAK su zarazene zivotinje u svim stadijima bolesti (CONSTABLE i
sur., 2017.). Prijenos krvi inficiranih Zivotinja putem hematofagnih insekata je najces$¢i nacin
prirodnog prijenosa virusa. Insekti predstavljaju samo mehanicke vektore zbog toga S§to se
virus ne umnaza unutar njihovih stanica, a krv prenose na usnom aparatu. Navedeni
hematofagni insekti odgovorni za prijenos virusa IAK izmedu konja uklju¢uju Chrysops spp.
(jelensku muhu) i Tabanus spp. (konjski obad) koji pripadaju porodici Tabanidae, i Stomoxys
calcitrans (stajsku muhu) (HAWKINS i sur., 1976; ISSEL i FOIL, 1984.). Konjski obad je od
navedenih vektora najucinkovitiji u prenoSenju virusa zbog velikog usnog aparata kojim moze
prenijeti ve¢u koli¢inu krvi (ISSEL i FOIL, 1984.). Prijenos se javlja isklju¢ivo ako je
hranjenje insekata ometano, kao na primjer pokretima konja, kada obi¢no pokusaju dovrsiti
svoj obrok na pocetnom domacinu ili obliznjoj zivotinji. Ako je pocetan domacin zarazen,
insekt moze prenijeti krv te zivotinje sekundarnom domacinu i $iriti infekciju (HAWKINS i
sur., 1973; ISSEL i FOIL 1984; ISSEL i sur., 1988.). Obadi mogu prijeé¢i put dulji od 6 km,
no kada im je hranjenje ometano rijetko lete dalje od 200 m kako bi dovrsili obrok. Zbog
najmanje 200 m od ostalih primljivih Zivotinja (CONSTABLE i sur., 2017.). Prijenos je
vjerojatniji kada su vektori prisutni u veéem broju §to objasnjava vecu pojavnost bolesti u
podru¢jima s toplijom klimom i tijekom ljetnih mjeseci (ISSEL i FOIL, 1984.). Takoder,
vjerojatniji je prijenos virusa od konja s visokim titrom viremije i klini¢kim oblikom bolesti
nego od inaparentnih nositelja s niskom razinom virusa u krvi (MEALEY, 2014.). Uz
hematofagne insekte, jatrogeno Sirenje infekcije takoder ima veliku ulogu u prenoSenju
bolesti. Virus IAK je naden u sekretima i ekskretima inficiranih Zivotinja te je jatrogeni
prijenos putem upotrebe kontaminiranih igala, brizgalica, kirurSkih instrumenata i ostale
veterinarske opreme, vrlo znacajan (CHEEVERS i MCGUIRE 1985; ISSEL i sur., 1988;
SELLON i sur., 1994.). Dokazano je da virus moZze na iglama prezivjeti do 4 dana pri sobnoj
temperaturi (WILLIAMS 1 sur., 1981.). U enzootskim podrucjima, izbijanja bolesti su takoder
bila uzrokovana transfuzijom kontaminiranih krvnih pripravaka podrijetlom od konja (MORE
I sur.,, 2008.). Transplacentarni prijenos se rijetko javlja i moze rezultirati pobacajem ili
zdrijebljenjem inficiranog zdrebeta koji Cesto ugiba unutar 2 mjeseca (KUHAR i sur., 2014,
CONSTABLE i sur., 2017.). Medutim, pozitivne kobile s visokim virusnim titrom, no bez
klinickim znakova bolesti, mogu ozdrijebiti zdravu zdrebad (ISSEL 1 sur., 1985; COOK i



ISSEL, 2004.). Vertikalan prijenos se moze pojaviti i tijekom porodaja ili ingestijom
kontaminiranog kolostruma ili mlijeka (KEMEN i COGGINS, 1972; TASHJIAN, 1984.).
Virusno specificna kolostralna protutijela su detektirana u serumu zdravih Zzdrebadi
ozdrijebljenih od inficiranih kobila do 336 dana nakon Zdrijebljenja (MCCONNICO i sur.,
2000.). Postoji mogucnost i virusne infekcije putem intaktne oralne i nazalne sluznice, rana ili
¢ak neostecene koze no ta su ulazna vrata od minimalnog znacaja u terenskim uvjetima
(CONSTABLE i sur., 2017.). Izbijanje IAK u Irskoj 2006. godine upucivalo je na vjerojatnost
prijenosa virusa putem aerosola (MORE i sur., 2008; BOLFA i sur., 2013.).

2.5. PATOGENEZA

Nakon infekcije, virus IAK se umnaza u tkivima bogatim makrofagima, a slezena je glavno
mjesto virusne infekcije i njegovog umnazanja te sadrzava preko 90% celularnog virusnog
titra (CONSTABLE i sur., 2017.). Ostala mjesta odvijanja aktivne infekcije ukljucuju jetra,
limfne ¢vorove, kostanu srz, mononuklearne stanice periferne krvi, pluca, nadbubrezne
Zlijezde, bubrege i mozak (HARROLD i sur., 2000.). lako je virusno umnazanje ograni¢eno
tijekom razdoblja stisavanja klini¢ki vidljive bolesti, virus se nastavlja umnazati (OAKS i
sur., 1998). Virus je detektabilan u malim koncentracijama u vecini tkiva asimptomatskih
konja inficiranih virusom IAK. Tijekom razdoblja relapsa klinicki vidljive bolesti stupanj
viremije raste, a tada virus izoliran iz krvi ima antigenske karakteristike razli¢ite od virusa
koji je prvotno inficirao Zivotinju. Antigenski drift gp45 1 gp90 antigena, koji se stalno zbiva
¢ak i u asimptomatskih konja s niskom razinom viremije, omoguéuje mutacije virusa Koji
zatim izbjegava imunoloSki odgovor, umnaza se 1 uzrokuje klini¢ki vidljivu bolest
(CONSTABLE i sur., 2017.). Klinicki su znakovi bolesti posredovani proupalnim citokinima
kao Sto su Cimbenik tumorske nekroze alfa (TNFa, eng. tumor necrosis factor alpha),
interleukin-lalfa (IL-1a), interleukin-1beta (IL-1p), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-
10) i transformirajuci ¢imbenik rasta beta (TGFp, eng. transforming growth factor beta) (LIM
I sur., 2005.). Jednom otpusteni od stanica domacina, proupalni citokini poput TNFo mogu
pokrenuti aktivaciju puta arahidonske kiseline §to rezultira produkcijom prostaglandina E2
(PGEZ2) i vodi do febrilnih epizoda bolesti (TORNQUIST i CRAWFORD, 1997; LIM i sur.,
2005.). Pokazalo se i da infekcija virusom IAK moze izazvati oksidacijski stres putem

promjena razina glutation peroksidaze i mokracne kiseline (BOLFA i sur., 2012.).

Imunoloski odgovor na infekciju virusom IAK odgovoran je za kontrolu umnazanja virusa i

ima vaznu ulogu u patogenezi bolesti (SPONSELLER i sur., 2007.). Glavni klinicki znakovi i
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lezije IAK se mogu pripisati odgovoru domacina na virus, a ne izravnhom oStec¢enju tkiva
(CONSTABLE i sur., 2017.). S obzirom da se citotoksi¢ni T-limfociti mogu detektirati kod
eksperimentalnih infekcija 14-og dana nakon infekcije, smatra se da je stani¢no-posredovana
imunost odgovorna za inicijalnu kontrolu infekcije (MEALEY i sur., 2005; COOK i sur.,
2013.). Takoder, uoceno je da pocetna viremija kod akutne infekcije prestaje prije pojave
neutraliziraju¢ih protutijela, no zavrSava istovremeno s pojavom citotoksi¢nih T-limfocita
(HAMMOND i sur., 1997; MCGUIRE i sur., 2002.). Epitopi citotoksi¢nih T-limfocita su
identificirani u nekoliko virusnih proteina, ukljucujuci gag, pol, env i Rev (MCGUIRE i sur.,
2000; MEALEY i sur., 2003; CHUNG i sur., 2005; MEALEY i sur., 2006.). Rana istrazivanja
pokazuju da se u razdoblju izmedu viremi¢nih epizoda razvijaju serumska protutijela koja
neutraliziraju virus u plazmi (koji potjece od prijasnjih epizoda viremije i klinicke bolesti) ali
nisu sposobna neutralizirati virusne antigene varijante koje se javljaju tijekom sljede¢ih
viremi¢nih epizoda (KONO, 1988.). Jednom kada je umnaZanje kontrolirano, zivotinja nece
imati ocite klinicke znakove bolesti sve do pojave virusne varijante koja moze izbjeci
imunoloski nadzor (COOK 1 sur., 2013.). Aminokiselinske promjene se primarno javljaju
unutar hipervarijabilnin V3-V7 regija povrsinskog glikoproteina ovojnice virusa (gp90)
(MEALEY i sur., 2004.). Navedena otpornost na neutralizaciju se moze postepeno povecavati
tijekom infekcije virusom IAK (HOWE i sur., 2002.). Nadalje, vecina virusa u viremi¢nih
konja se sastoje od antigen-protutijelo kompleksa. Antigen-protutijelo kompleksi su
fagocitirani od strane stanica retikuloendotelnog sustava, ukljucuju¢i tkivne makrofage, i
ukljuceni u razvoj groznice, depresije, trombocitopenije, anemije i glomerulonefritisa
(CONSTABLE i sur., 2017.). Bez obzira na sve navedeno, umnazanje virusa je naposljetku
kontrolirano u inaparentnih nositelja i ta je kontrola vjerojatno rezultat Sirokih odgovora
citotoksi¢nih T-limfocita i neutralizirajuc¢ih protutijela (MEALEY, 2014.). Medutim, klinicki
znakovi bolesti se cesto ponovno javljaju u inaparentnih nositelja nakon imunosupresije
izazvane upotrebom kortikosteroida (TUMAS i sur., 1994; CRAIGO i sur., 2002.).

Anemija je stalna klinicka abnormalnost povezana s infekcijom virusom IAK i njena je
ozbiljnost u korelaciji s ucestalos¢u i trajanjem febrilnih epizoda (MCGUIRE i sur., 1990.).
Ona se pripisuje kracéem zivotnom Vijeku eritrocita i njihovom smanjenom produkcijom.
Infekcija virusom IAK skracuje zivotni vijek cirkulirajucih eritrocita na otprilike 38 dana u
odnosu na normalan vijek od 130 dana. Skraceni Zivotni vijek eritrocita je vjerojatno rezultat
prisutnosti kompleksa antigen-protutijelo na povrsini eritrocita koji se zatim uklanjaju putem

retikuloendotelnog sustava na s$to ukazuje prisutnost sideroleukocita u perifernoj Krvi



inficiranih konja (CONSTABLE i sur., 2017.). Imuno-posredovana destrukcija je vjerojatno
pokrenuta vezanjem virusnih hemaglutininskih podjedinica za eritrocite koje zatim oblazu
protutijela i vezu C3 komponentu komplementa (SENTSUI i KONO, 1981; CHEEVERS i
MCGUIRE, 1985; SENTSUI i KONO, 1987; MCGUIRE i sur, 1990.). Virus takoder ima
supresivan ucinak na stanice eritroidne loze u kostanoj srzi (CONSTABLE i sur., 2017.). lako
je to¢an mehanizam supresije eritropoeze nepoznat, anemija je djelomicno rezultat
disregulacije eritropoeze koju uzrokuje TNFa (MOLDAWER i sur., 1989; ZAMAI i sur.,
2000; DUFOUR i sur., 2003; FELLI i sur., 2005.).

Trombocitopenija je jedna od najranijih i najkonzistentnijih abnormalnosti u konja inficiranih
virusom IAK i u uskoj je korelaciji s groznicom i viremijom (SELLON i sur., 1994.). Ona se
pripisuje talozenju virus-protutijelo kompleksa na trombocite koji se naknadno uklanjaju
tkivnim makrofagima (CONSTABLE i sur., 2017.). Imuno-posredovana destrukcija
trombocita se javlja nakon vezanja imunoglobulina G (IgG) ili imunoglobulina M (IgM) §to
vodi trombocitopeniji, splenomegaliji i hepatomegaliji (BANKS i HENSON, 1972;
CLABOUGH i sur., 1991.). Medutim, identificiran je i primaran produkcijski deficit.
Trombocitopenija moze biti potaknuta putem TNFo/TGFB posredovane supresije rasta
ekvinih megakariocita (TORNQUIST i CRAWFORD, 1997.). Takoder, jedno od objasnjenja
pojave trombocitopenije je povec¢ano uklanjanje trombocita zbog povecane in vivo aktivacije i
formiranja agregata trombocita $to je oblik neimuno-posredovane destrukcije trombocita
(CONSTABLE i sur., 2017.). Takoder, infekcija endotelnih stanica moze potaknuti prianjanje
trombocita i njihovu agregaciju (OAKS i sur., 1999.). Medutim, supresija trombopoeze je
vjerojatno predominantan mehanizam virusom inducirane trombocitopenije (MEALEY,
2014.).

2.6. KLINICKA SLIKA

Klini¢ki tijek IAK ovisi 0 dozi i virulenciji virusa te osjetljivosti domacina (KEMENY i sur.,
1971.). Laksi klini¢ki oblik se moze javiti u magaraca i mula (COOK i sur., 2001.). U
prirodnim uvjetima inkubacijski period IAK obi€no iznosi od 2 do 4 tjedna (CONSTABLE 1
sur., 2017.). Opisana su 3 karakteristi¢na klinicka stadija IAK: akutan, kronican i inaparentan
stadij bolesti, medutim razlike medu njima nisu potpune (SELLON i sur., 1994.). Akutni

stadij bolesti prati inicijalnu infekciju s virulentnim sojem virusa. IzraZzena viremija se moze



razviti 5 do 30 dana nakon izlaganja virusu i rezultirati groznicom, trombocitopenijom,
letargijom i inapetencijom (MEALEY, 2014.). Obi¢no se na pocetku javljaju anoreksija,
depresija, slabost i gubitak kondicije. Intermitentna groznica moze iznositi i do 41°C i njene
vrijednost mogu brzo rasti i padati. Takoder, mogu se opaziti edemi ventralnog dijela
abdomena, prepucija i ekstremiteta, zutica i petehijalna krvarenja sluznica. U navedenom
ranom stadiju bolesti sluznice su obi¢no kongestirane i edematozne te se moze pojaviti rijedak
serosangvinozni nosni iscjedak. Karakteristi¢no je povecanje frekvencije i intenziteta sr¢anih
tonova. Javlja se i znaCajno uveéanje slezene §to se moze otkriti rektalnim pregledom, a
gravidne kobile mogu pobaciti. Veéina zivotinja se oporavlja od navedenog akutnog stadija
bolesti nakon 3 dana do 3 tjedna. Ostale Zivotinje postaju s vremenom sve slabije 1 ugibaju
nakon 10 do 14 dana bolesti (CONSTABLE i sur., 2017.). Povremeno, pocetak infekcije
moze biti blag do inaparentan i pra¢en brzim klini¢kim oporavkom, no vecina inficiranih
konja prozivljava rekurentne epizode akutne bolesti (MEALEY, 2014; CONSTABLE i sur.,
2017.). Ako se zivotinje oporave od akutne infekcije, bolest postaje kroni¢na i zivotinje mogu
biti afebrilne odredeno vrijeme (nekoliko dana do nekoliko mjeseci). Nakon toga slijede
rekurentne epizode bolesti karakterizirane viremijom, groznicom, letargijom, anoreksijom,
trombocitopenijom, anemijom, edemima i povremeno neuroloskim znakovima (MCCLURE i
sur., 1982; SELLON i sur., 1994; ISSEL i sur., 2014; MELAEY, 2014.). Neuroloski znakovi
koji se povremeno razvijaju mogu ukljucivati ataksiju i encefalitis (MCCLURE i sur., 1982;
OAKS i sur., 2004.). Tijekom navedenih epizoda bolesti moze do¢i i do uginuéa Zivotinje
(CONSTABLE i sur., 2017.). Klinic¢ke epizode obi¢no traju 3 do 5 dana, a interval izmedu
epizoda je varijabilan i iznosi od nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci (MEALEY, 2014.).
Svaka epizoda je povezana s antigeno posebnom virusnom varijantom (MONTELARO i sur.,
1984; RWAMBO i sur., 1990.).

Trombocitopenija se pojavljuje tijekom inicijalne epizode bolesti i moze prethoditi pojavi
serokonverzije konja (MORE i sur., 2008.). Ona je najozbiljnija tijekom febrilnih epizoda i
moze biti toliko izraZzena da omogucéi razvoj petehijalnih krvarenja. Anemija je normocitna i
normokromna i moze postati teza s pojavom rekurentnih epizoda. Prisutnost sideroleukocita
(leukocita koji sadrze hemosiderin) smatra se jednim od pokazatelja bolesti. Takoder,
hipergamaglobulinemija moze biti prisutna (CONSTABLE i sur., 2017.). Biokemijska
pretraga seruma moze otkriti porast koncentracije bilirubina, povecanje aktivnosti glutamat

hidrogenaze i smanjenje koncentracije zeljeza (MORE i sur., 2008.).
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Kod vecine inficiranih konja klinicke epizode bolesti se stiSavaju unutar godine dana nakon
pocetka infekcije 1 ti konji postaju inaparentni nositelji virusa (COOK i ISSEL, 2004;
MEALEY, 2014). Inaparentni nositelji su klinicki asimptomatski i imaju vrlo nizak virusni
titar u plazmi (MEALEY, 2014.). lako je rizik prijenosa virusa mali, oni predstavljaju
rezervoare bolesti (ISSEL i COGGINS, 1979; ISSEL i ADAMS, 1979.). Infekcija je
dozivotna, a terapija imunosupresivnim lijekovima moze ponovno izazvati viremiju i klinicki
oblik bolesti sto ukazuje na moguénost pobudivanja klinicke epizode bolesti putem stresa
(KONO i sur., 1976; TUMAS i sur., 1994; MEALEY, 2014.).

0% 42+ Acute Chronic Asymptomatic 250
3
4]
o * * 200 ©
E 105 2 41+ @
B =4 e
2 = [T PITE N =
o © e, ot =
o 1054 = 40+ ==
o 2 -150 3
= |5 : :
c 104 = 304 Ch | I | g
— © : - B [=]
= B H 100 2
> - B ><
104 = 3g 2 / ¥ -
L) [=]
=

/1 A 2 50
10% 377 T T T T T T T 1/
0 30 60 90 120 150 180 210 12-14
Days months & on Suppression

Time Post-Infection

Slika 3. Karakteristican profil bolesti povezan s infekcijom virusom IAK s prikazom razli¢itih
stadija bolesti. (Izvor: CRAIGO i MONTELARO, 2013.)

2.7. PATOLOSKE PROMJENE

Patoloske promjene nadene u zivotinja inficiranih virusom IAK ukljucuju potkozne edeme,
zuticu, petehijalna ili ekhimoti¢na subserozna krvarenja, hepatomegaliju, splenomegaliju i
generaliziranu limfadenopatiju (KONNO i YAMAMOTO, 1970; KEMEN i COGGINS,
1972; SELLON i sur.,, 1994.). Kostana srz je crvenkaste boje kao rezultat povecanja
hematopoetskog tkiva i moze sadrzavati fokalne infarkte (CONSTABLE i sur., 2017.). U
akutnoj fazi bolesti moze se uoditi i tromboza krvnih zila (SELLON i sur., 1994.). Tijekom
kroni¢nog stadija, iznurenost i bljedilo tkiva su ¢esto jedini veliki pokazatelji. Karakteristi¢ne
histoloske lezije uklju¢uju hemosiderozu, perivaskularne infiltrate okruglih stanica u mnogim

organima i opseznu proliferaciju mononuklearnih fagocitnih stanica (CONSTABLE i sur.,
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2017.). Infiltracije limfocita i makrofaga su prisutne u razli¢itim organima ukljucujuéi jetra,
slezenu, ko$tanu srz, nadbubrezne Zlijezde, srce, bubrege i mozdane ovojnice. Lezije u jetri
ukljuc¢uju negnojni hepatitis s infiltratima makrofaga i limfocita, primarno u periportalnim
podrucjima. Navedeni stani¢ni infiltrati su rezultat specificnog imunoloskog odgovora na
virusne antigene (MCGUIRE i sur.,1990.). Uociti se moze i glomerulonefritis, vjerojatno
uzrokovan talozenjem antigen-protutijelo kompleksa na glomerularnom epitelu
(CONSTABLE i sur., 2017.). Glomerulonefritis je karakteriziran zadebljanjem bazalnih
membrana i infiltratima upalnih stanica (BANKS i sur., 1972.). U konja je takoder Cest nalaz
intersticijske pneumonije (BOLFA i sur., 2013.). Lezije u konja s neuroloskim oblikom
bolesti ukljucuju limfohistiocitni periventrikularni leukoencefalitis, negnojni granulomatozni
ependimitis, meningitis, encefalitis i plazmocitno-limfocitnu infiltraciju mozga i1 ledne
mozdine (MCCLURE i sur., 1982; OAKS i sur., 2004.). U inaparentnih nositelja, tkivne lezije
su obi¢no blage ili odsutne (MONTELARO i sur., 1993; SELLON i sur., 1994.).
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Slika 4. Periportalna akumulacija limfocita i makrofaga u konja inficiranog virusom 1AK
(Hematoksilin-eozin bojenje).
(Izvor: MEALEY, 2014.)

2.8. DIJAGNOSTIKA

Vecéina slucajeva infekcije virusom IAK je otkrivena na osnovu pozitivnog rezultata na jedan
ili viSe seroloskih testova u kopitara bez ocitih klini¢kih znakova bolesti (COOK i sur.,
2013.). U opcoj upotrebi su dva testa: Agar-gel imunodifuzijski test (AGID ili Cogginsov test)
I niz imunoenzimnih testova (ELISA, eng. enzyme linked immunosorbent assay), ukljucujuci i
kompetitivni imunoenzimni test (ALVAREZ i sur., 2007; PIZA i sur., 2007; REIS i sur.,
2012; CRAIGO i sur., 2012; HU i sur.,, 2014; ALVAREZ i sur.,, 2015.). Agar-gel
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imunodifuzijski test je najSire prihvacen dijagnosticki postupak za potvrdu IAK,
standardiziran je upotrebom rekombinantnih reagensa i visoko je specifican (MEALEY,
2014.). Vecina komercijalno dostupnih AGID test kitova koristi rekombinantan virusni
protein (p26) kao antigen za upotrebu u testu (COOK i sur., 2013.). lako je najsire prihvacen
dijagnosticki test, U terenskim uvjetima zabiljeZeno je razdoblje od ¢ak 157 dana od infekcije
do prvog pozitivnog rezultata (CULLINANE i sur., 2007.). Medutim, protutijela protiv p26
proteina su detektabilna AGID testom u vecine konja 45 dana nakon infekcije (CONSTABLE
i sur., 2017.). Komercijalno dostupne ELISA-e detektiraju protutijela protiv p26 proteina,
gp45 proteina ili oba proteina (ISSEL i sur., 2013.). S obzirom da je ELISA osjetljivija od
AGID testa ali manje specificna, pozitivan se rezultat mora potvrditi AGID testom
(MEALEY, 2014.). Takoder, Western blot metoda se moze koristiti za detektiranje protutijela
protiv p26 proteina i proteina ovojnice virusa (gp45 i gp90). Strategija tri razine je strategija
koja koristi kombinaciju testova, a bazirana je na njihovim prednostima: ELISA se koristi
prva, zatim slijedi potvrda AGID testom, a Western blot se koristi ako su rezultati ELISA-e i
AGID testa neskladni. Nedavno inficirani kopitari mogu predstavljati znacajan rizik prijenosa
virusa puno prije nego postanu seropozitivni. Zbog navedenog, veliki nedostatak indirektnih
seroloskih tehnika je razlika u vremenu izmedu izlaganja patogenu i razvoja detektabilnih
humoralnih odgovora (COOK i sur., 2013.). Lazno negativni rezultati AGID ili ELISA testa
se pojavljuju zbog niske razine protutijela protiv p26 antigena. Lazno pozitivni rezultati se
mogu pojaviti u zdrebadi inficiranih kobila. Kolostralni prijenos protutijela protiv p26
antigena moze biti detektabilan do 6 mjeseci nakon Zzdrijebljenja (CONSTABLE i sur.,
2017.).

Razvijeni su i testovi za detekciju provirusne DNK ili virusne RNK u krvi i tkivima i korisni
su u detektiranju prisutnosti virusa kada su njegove koncentracije u krvi i /ili tkivu niske
(CONSTABLE i sur., 2017.). Postupci otkrivanja nukleinskih kiselina se uglavnom svode na
koriStenje lanCane reakcije polimerazom (PCR, eng. polymerase chain reaction), a veéina
objavljenin PCR protokola cilja virusni gag gen (COOK i sur., 2002; NAGARAJAN i
SIMARD, 2007; QUINLIVAN i sur., 2007; CAPPELLI i sur., 2011; DONG i sur., 2012.).
Medutim, tehnike dijagnostike IAK temeljene na PCR-u suocavaju se s dvije velike prepreke.
Prva je prepreka sto PCR moze gubiti osjetljivost ili cak moze doc¢i do prestanka amplifikacije
ako postoji varijacija u sekvencama koje vezu pocetnice (eng.primers) i/ili varijacija u
sekvencama koje vezu probe u slu¢aju odredenih Real-time PCR tehnika. Sekvence virusa

IAK su vrlo varijabilne medu geografski razli¢itim izolatima i u individualno inficiranih
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zivotinja odredene regije virusnog genoma mogu tijekom vremena podlije¢i znacajnim
mutacijskim promjenama (COOK i sur., 2013.). Zbog navedenog, posebni geografski izolati
virusa IAK postoje u obliku slozenih populacija srodnih virusnih genotipova ili kvazi-vrsta
koje nisu identi¢ne (LEROUX i sur., 2004.). Istrazivanja su pokazala da bi uz env gen
znacajne varijacije medu izolatima mogle postojati u ostalim virusnim genima kao §to je gag
gen (QUINLIVAN i sur., 2007.). Drugi potencijalan problem kod razvoja direktnih
molekularnih dijagnostickih testova za virus IAK je taj sto moraju posjedovati adekvatnu
osjetljivost zbog toga Sto je nakon pocetnog izlaganja virusu i nakon prestanka klini¢kih
znakova bolesti virusni titar u krvi i tkivu ¢esto vrlo nizak (HARROLD i sur., 2000; COOK i
sur., 2003.). S obzirom na sve navedeno, molekularna dijagnostika nudi prednost u otkrivanju
viremije, ali trenutno je ogranicena jer dostupne pocetnice za PCR ne detektiraju pouzdano
sve sojeve virusa (BOLDBAATAR i sur., 2013; COOK i sur., 2013.).

Virus se moze izolirati inokulacijom krvi sumnjive Zivotinje na kulturu leukocita koja potjece
od neinficiranih Zivotinja (OIE, 2019.). Medutim, izolacija virusa se ne preporucuje kao
dijagnosticka metoda IAK jer joj nedostaje osjetljivost, a i pripremanje kulture leukocita je
samo po sebi zahtjevno (OIE, 2019; ISSEL i sur., 2014.).

Bioloski pokus ukljuéuje intravenski prijenos 250 mL pune krvi sumnjivog konja primljivom
zdrebetu i pracenje serokonverzije zdrebeta i razvoja klini¢kih znakova IAK (COGGINS i
sur., 1972.).

2.8.1. DIFERENCIJALNA DIJAGNOSTIKA

Kod akutnog oblika bolesti diferencijalno dijagnosticki je potrebno iskljuciti purpuru
hemorrhagicu, piroplazmozu, granulocitnu erlihiozu kopitara, arteritis konja, autoimunu
hemoliticku anemiju, leptospirozu, parazitarne invazije i idiopatsku trombocitopeniju.
Kroni¢an oblik bolesti treba razlikovati od unutarnjeg apscediranja (Streptococcus equi),
kroni¢ne upalne bolesti, novotvorina i kroni¢nog hepatitisa (CONSTABLE i sur., 2017.).
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2.9. PROFILAKSA

Ne postoji specificna terapija za lijeCenje IAK. Potporna terapija koja bi ukljucivala
transfuziju krvi, nesteroidne protuupalne lijekove i obloge, moze olaksati klinicki oporavak,
ali vazno je zapamtiti da oporavljene zivotinje ostaju dozivotno inficirane (ISSEL i sur., 2014
MEALEY, 2014; CONSTABLE i sur., 2017.).

Kontrola 1AK se temelji na identifikaciji i prisilnom klanju ili usmréivanju inficiranih
Zivotinja, karanteni i obveznom testiranju uvezenih konja. Takoder, ovdje se ubrajaju druge
radnje s ciljem prevencije Sirenja virusa koje ukljucuju kontrolu insekata i strogu higijenu
prilikom vakcinacije ili uzimanja uzoraka krvi konja (BRANGAN i sur., 2008.). lako se
zahtjevi medu drzavama razlikuju, u mnogim se sljedeée kategorije konja moraju testirati na
IAK: konji koji su uvezeni iz drugih drzava, konji koji sudjeluju na izlozbama ili natjecanjima
te prilikom njihove prodaje ili promjene vlasnika. Zbog pracenja bolesti pozeljno je konje
jednom godiSnje testirati,a pogotovo u podrucjima s visokom prevalencijom (MEALEY,
2014.). Medunarodna regulatorna tijela ukljucujuci OIE, takoder preporucuju seroloski nadzor
primljive populacije kopitara u medunarodnom prometu i nametanje restrikcija u trgovini i
prometu za seroloski pozitivne kopitare (COOK i ISSEL, 2004; OIE, 2013; ISSEL i sur.,
2014.). Identifikacija inficiranih, klinicki asimptomatskih Zzivotinja se uglavnom provodi
putem seroloskih testova. Konji bi trebali biti testirani prije uvodenja u krdo i ukoliko je
moguce ponovno za 1 do 2 mjeseca. Ako se uvode sumnjivi konji, trebalo bi ih drzati pod
strogim nadzorom barem 6 mjeseci prije nego §to se uvedu medu ostale zivotinje. Inficirane i
sumnjive konje treba izdvojiti od ostalih zdravih konja, magaraca i mula na udaljenosti od
barem 200 metara (CONSTABLE i sur., 2017.). Ukoliko se zivotinja testira na IAK i rezultat
je pozitivan, ona se smjesta u karantenu te radi potvrde ponovno testira. Konji kojima je
potvrdena IAK nazivaju se reaktorima. Svi konji koji su bili na udaljenosti do 200 metara od
reaktora smatraju se sumnjivima i moraju se drzati u karanteni. Takvi konji se testiraju u
intervalima od 30 do 60 dana i svaki dodatan reaktor se uklanja. Karantena se ukida kada su
svi konji koji su bili izlozeni infekciji negativni barem 60 dana nakon neskodljivog uklanjanja
posljednjeg reaktora. Konji koji nisu odmah usmrceni ili direktno otpremljeni u odobrenu
klaonicu, moraju biti trajno oznaceni zigom ili usnom tetovazom (MEALEY, 2014). U
zemljama s Cestom pojavom bolesti uobicajena je kontrola prometa konja putem sustava

dozvola i certifikata kao potvrda da su slobodni od bolesti i inzistiranje na zigosanju ili
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tetoviranju svih konja. Konji s pozitivnim AGID ili ELISA testom smiju se premjestati samo
pod posebnim uvjetima (CONSTABLE i sur., 2017.).

Isusivanje moc¢varnih podrucja i kontrola hematofagnih insekata mogu pomoc¢i u smanjivanju
Sirenja bolesti. Zastita se djelomice moze posti¢i uporabom repelenata i smjestajem zivotinja
u zatvorene prostore (CONSTABLE i sur., 2017.). Donori krvi i plazme bi trebali biti testirani
zbog rizika prijenosa bolesti (MEALEY, 2014.). Vazno je izbjegavati i moguénost prijenosa
virusa putem kirurskih instrumenata koji mogu biti sterilizirani prokuhavanjem u vremenu od
15 minuta ili autoklaviranjem. Sva oprema treba biti oc¢i§¢ena od organske tvari prije
provodenja dezinfekcije (CONSTABLE i sur., 2017.).

Postoje znacajni problemi vezani uz razvoj cjepiva protiv IAK. Neutralizirajuca protutijela su
specifi¢na za odgovarajuci virus, ali velika varijacija u fenotipovima divljeg virusa predstavlja
problem u poticanju neutraliziraju¢ih protutijela koja bi S$titila  protiv svih mogucih
infektivnih fenotipova (CRAIGO i sur., 2015.). Cjepiva su dostupna u odredenim dijelovima
svijeta ali nisu u opéoj upotrebi (TAGMYER i sur., 2008.). Inaktivirana, cijelo-virusna
cjepiva su sigurna, ali podjedini¢na cjepiva mogu zapravo povecati pojavnost bolesti. Jedno
eksperimentalno atenuirano DNK provirusno cjepivo je pruzalo kompletnu zastitu u
eksperimentalno inficiranih konja i bilo je u $iroj upotrebi u Kini. Cini se da su atenuirana
cjepiva najvise efikasna vjerojatno zbog toga $to je kontinuirano umnazanje potrebno za
poticanje razvoja imunog odgovora. Medutim, istrazivanja provedena na modificiranom
zivom cjepivu koje se upotrebljavalo u Kini pokazala su da cjepivo nije sposobno potaknuti
sterilan imunitet protiv raznolikih moguéih heterolognih virusa. Takoder, koriStenje
atenuiranih cjepiva je povezano s rizikom povratka virulencije virusa. U konacnici, zbog
¢injenice da navedena atenuirana cjepiva poticu humoralne odgovore koji se ne razlikuju od
onih izazvanih prirodnim infekcijama, njihova upotreba nije u skladu s trenutnom kontrolom

IAK temeljenom na seroloskim testiranjima (COOK i sur., 2013.).
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3. MATERIJALI | METODE

Podaci koriSteni u ovom radu dobiveni su iz Laboratorija za infekcioznu anemiju kopitara
Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta u Zagrebu.
Ovaj laboratorij, akreditiranom prema normi HRN EN ISO 17025, referentni je laboratorij za
dijagnostiku IAK u Republici Hrvatskoj, a pretraga dostavljenih uzoraka seruma kopitara

izvodi se gel-difuzijskim precipitinskim testom.

Uzorkovanje krvi, odnosno seruma kopitara u svakom epizootioloSkom podrucju obavljali su
ovlasteni veterinari. Nakon uzimanja krvi kopitara, krv je pohranjena u sterilne epruvete bez
antikoagulansa uz postivanje nacela asepse. Uzorci su u laboratorij dostavljani poStom ili
putem kurira s popratnim dopisom, koji sadrzi detaljne podatke o Zivotinji i vlasniku

Zivotinje.

Gel-difuzijski precipitinski test (Cogginsov test) temelji se na imunodifuziji kojom se
detektira nazo¢nost precipitirajucih protutijela na virusni strukturni protein p26 (COGGINS i
sur., 1972.). Sam test se izvodi na podlozi od agaroznog gela na kojoj se izbuse jazice. JazZice
su rasporedene simetricno, njih Sest, tako da Cine krug, dok se sedma nalazi u sredini. Pri
samom izvodenju testa u srediSnju jazicu se ukapava specifi¢ni antigen, koji sadrzi strukturni
protein virusa IAK p26. U dvije nasuprotne okolne jazice ukapavaju se poznati, sigurno
pozitivni serumi, dok se u preostale Cetiri jazice ukapavaju pretrazivani serumi. Nakon
inkubacije od 48 sati pri sobnoj temperaturi, pozitivna reakcija pretraZzivanih seruma ocituje se
stvaranjem precipitacijske linije izmedu jazice u kojoj se nalazio odgovarajuc¢i pretraZivani
serum 1 srediSnje jazice u kojoj se nalazio antigen. Kod slabo pozitivnih seruma dokaz
prisutnosti specifi¢nih protutijela na virus IAK ocituje se kao savijanje jednog kraja linije
precipitacije, i to izmedu jazica u kojima su ukapani poznati pozitivni serum i antigen na

strani jazice gdje se nalazio slabo pozitivni serum.
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4 REZULTATI

U sklopu provedbe mjera propisanih Naredbom, u razdoblju od pocetka 2010. do kraja 2018.
godine na IAK je ukupno pretrazeno 157.407 krvnih seruma kopitara podrijetiom iz 21
zupanije u Republici Hrvatskoj. U navedenom razdoblju Zzupanije s najve¢im brojem
pretrazenih uzoraka bile su: Sisacko-moslavacka 38.413 (24,4%), Zagrebacka 18.310 (11,6%)
i Osjecko-baranjska zupanija 11.107 (7,1%). Tijekom 2010. godine seroloski je pretrazeno
17.096 uzoraka, a pozitivne reakcije utvrdene su u 22 uzorka (0,13%). Najvisa prevalencija
zabiljezena je u Licko-senjskoj (1,02%) i Primorsko-goranskoj Zupaniji (0,64%). U 2011.
godini pretrazeno je 16.738 krvnih seruma od kojih je pozitivnih bilo 8 (0,05%). Najvise
pozitivnih uzoraka utvrdeno je u Licko-senjskoj Zupaniji 4 (0,81%). Tijekom 2012. godine
pretrazeno je 17.595 uzoraka od kojih je pozitivnih bilo 5 (0,03%). U Licko-senjskoj zupaniji
utvrdena su 3 (0,61%), a u Primorsko-goranskoj 2 pozitivna uzorka (0,25%). Tijekom 2013.
godine pretrazeno je 19.655 uzoraka, a pozitivne reakcije utvrdene su u 4 uzorka (0,02%). U
Karlovackoj zupaniji ustanovljena su 2 pozitivna uzorka (0,4%), 1 je ustanovljen u Sisacko-
moslavackoj (0,02%) i 1 u Zagrebackoj zupaniji (0,04%). U 2014. godini pretrazena Su
16.409 seruma, a seroloski pozitivnih je bilo 9 (0,05%). Najvisa prevalencija zabiljeZena je u
Pozesko-slavonskoj Zupaniji gdje je ustanovljeno 8 pozitivnih uzoraka (2,33%), a 1 pozitivan
uzorak ustanovljen je u Sisacko-moslavackoj Zupaniji (0,02%). Tijekom 2015. godine
pretrazena su 15.949 seruma, a pozitivan je bio samo 1 uzorak (0,01%). Navedeni pozitivan
serum bio je podrijetlom iz Vukovarsko-srijemske Zupanije (0,16%). U 2016. godini od
19.681 ukupno pretrazenih uzoraka niti jedan nije pokazao pozitivnu reakciju. Tijekom 2017.
godine pretrazeno je 16.921 uzoraka, a pozitivne reakcije utvrdene su u 2 uzorka (0,01%).
Navedeni uzorci bili su podrijetlom iz Primorsko-goranske Zupanije gdje je prevalencija
iznosila 0,28%. Tijekom 2018. godine pretrazena su 17.363 seruma od kojih su 3 bila
pozitivna (0,02%). U Licko-senjskoj Zupaniji su ustanovljene 2 pozitivne reakcije (0,21%), a
u Primorsko-goranskoj zupaniji 1 (0,14%).

Iz navedenog proizlazi da je seroprevalencija IAK u razdoblju od 2010. do 2018. godine u RH
bila u rasponu od 0 do 0,13%. U tom periodu sveukupno su ustanovljena 54 pozitivna seruma
(Tablica 4.).

S obzirom na godinu pretrazivanja, seroprevalencija je bila najvisa 2010. godine (0,13%), dok
2016. godine niti jedan uzorak seruma nije bio pozitivan (Grafikon 1.).

Usporeduju¢i 10 Zupanija s ustanovljenim seroloSki pozitivnim zivotinjama, najveci broj
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ustanovljen je u Licko-senjskoj (14), Primorsko-goranskoj (13) i Pozesko-slavonskoj Zupaniji
(10).

Seroloski pozitivne zivotinje nisu ustanovljene u Brodsko-posavskoj, Dubrovacko-
neretvanskoj, Istarskoj, Koprivni¢ko-krizevackoj, Krapinsko-zagorskoj, Medimurskoj,
Osjecko-baranjskoj, Varazdinskoj, Viroviticko-podravskoj i Zadarskoj zupaniji te Gradu
Zagrebu.

Slika 5. Distribucija seroloski pozitivnih kopitara na IAK u RH u razdoblju od 2010. do 2018.

godine.
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Tablica 1. Prikaz broja pretrazenih, broja pozitivnih i postotka pozitivnih kopitara na IAK u

pojedinim Zzupanijama prema godini pretrazivanja (2010., 2011., 2012.).

Zupanija 2010. 2011. 2012.
ukupno poz % ukupno poz % ukupno poz
Bjelovarsko-bilogorska @ 993 1 0,1 981 0 0 997 0
Brodsko-posavska 873 0 0 1.008 0 0 1.028 0
Dubrovacko- 52 0 0 1 0 0 88 0
neretvanska
Grad Zagreb 590 0 0 472 0 0 573 0
Istarska 907 0 0 1.045 0 0 988 0
Karlovacka 567 1 0,18 372 1 0,26 495 0
Koprivni¢ko- 562 0 0 603 0 0 597 0
krizevacka
Krapinsko-zagorska 534 0 0 637 0 0 876 0
Licko-senjska 470 5 1,02 491 4 0,81 491 3
Medimurska 272 0 0 265 0 0 254 0
Osjecko-baranjska 1.131 0 0 1.182 0 0 1.164 0
Pozesko-slavonska 376 1 0,26 432 1 0,23 419 0
Primorsko-goranska 1.093 7 0,64 920 1 0,11 786 2
Sisa¢ko-moslavacka 4.210 6 0,14 4.151 0 0 4.441 0
Splitsko-dalmatinska 462 0 0 317 1 0,31 393 0
Sibensko-kninska 273 1 0,36 241 0 0 301 0
Varazdinska 381 0 0 334 0 0 321 0
Viroviticko-podravska 471 0 0 442 0 0 446 0
Vukovarsko-srijemska | 697 0 0 725 0 0 672 0
Zadarska 183 0 0 64 0 0 210 0
Zagrebacka 1.999 0 0 2.055 0 0 2.055 0
Ukupno 17.096 22 0,13 16.738 8 0,05 17595 5
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Tablica 2. Prikaz broja pretrazenih, broja pozitivnih i postotka pozitivnih kopitara na IAK u

pojedinim Zupanijama prema godini pretrazivanja (2013., 2014., 2015.).

Zupanija 2013. 2014. 2015.
ukupno poz % ukupno poz % ukupno  poz
Bjelovarsko-bilogorska = 1.160 0 0 861 0 0 907 0
Brodsko-posavska 1.204 0 0 1.050 0 0 1.128 0
Dubrovacko- 50 0 0 42 0 0 62 0
neretvanska
Grad Zagreb 677 0 0 484 0 0 505 0
Istarska 1.144 0 0 1.112 0 0 1.098 0
Karlovacka 558 2 04 398 0 0 430 0
Koprivni¢ko- 754 0 0 685 0 0 664 0
krizevacka
Krapinsko-zagorska 728 0 0 601 0 0 511 0
Li¢ko-senjska 494 0 0 335 0 0 347 0
Medimurska 342 0 0 313 0 0 322 0
Osjecko-baranjska 1.441 0 0 1.194 0 0 1.258 0
PozZesko-slavonska 450 0 0 343 8 2,33 401 0
Primorsko-goranska 1.082 0 0 898 0 0 751 0
Sisa¢ko-moslavacka 4.816 1 0,02 3.979 1 0,02 3.659 0
Splitsko-dalmatinska 327 0 0 213 0 0 271 0
Sibensko-kninska 310 0 0 186 0 0 187 0
Varazdinska 362 0 0 468 0 0 451 0
Viroviticko-podravska 558 0 0 471 0 0 402 0
Vukovarsko-srijemska = 651 0 0 721 0 0 618 1
Zadarska 146 0 0 143 0 0 131 0
Zagrebacka 2.401 1 0,04 1.918 0 0 1.846 0
Ukupno 19.655 4 0,02 16.409 9 0,06 15949 1
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Tablica 3. Prikaz broja pretrazenih, broja pozitivnih i postotka pozitivnih kopitara na IAK u

pojedinim Zupanijama prema godini pretrazivanja (2016., 2017., 2018.).

Zupanija 2016. 2017. 2018.
ukupno poz % ukupno poz % ukupno  poz
Bjelovarsko-bilogorska @ 1.002 0 0 999 0 0 1.009 0
Brodsko-posavska 1.369 0 0 1.025 0 0 1.148 0
Dubrovacko- 66 0 0 85 0 0 78 0
neretvanska
Grad Zagreb 602 0 0 458 0 0 492 0
Istarska 1.203 0 0 1.318 0 0 1.333 0
Karlovacka 498 0 0 532 0 0 530 0
Koprivni¢ko- 774 0 0 642 0 0 653 0
krizevacka
Krapinsko-zagorska 698 0 0 734 0 0 557 0
Li¢ko-senjska 287 0 0 342 0 0 934 2
Medimurska 316 0 0 232 0 0 280 0
Osjecko-baranjska 1.628 0 0 996 0 0 1.113 0
Pozesko-slavonska 468 0 0 460 0 0 409 0
Primorsko-goranska 1.064 0 0 699 2 0,28 701 1
Sisa¢ko-moslavacka 4.838 0 0 4.140 0 0 4.185 0
Splitsko-dalmatinska 444 0 0 489 0 0 340 0
Sibensko-kninska 286 0 0 333 0 0 389 0
Varazdinska 339 0 0 432 0 0 365 0
Viroviticko-podravska 508 0 0 279 0 0 283 0
Vukovarsko-srijemska = 768 0 0 691 0 0 660 0
Zadarska 95 0 0 183 0 0 148 0
Zagrebacka 2.428 0 0 1.852 0 0 1.756 0
Ukupno 19681 0 0 16.921 2 0,01 17363 3
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Grafikon 1. Seroprevalencija infekcije virusom IAK prema godini pretrazivanja.
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Tablica 4. Prikaz broja seroloski pretrazenih kopitara na IAK po Zzupanijama prema Naredbi

od 2010. do 2018. godine i broja seroloski pozitivnih kopitara.

Zupanija Broj seroloski Broj seroloski % pozitivnih
pretrazenih pozitivnih kopitara
kopitara

Bjelovarsko-bilogorska 8.909 1 0,01
Brodsko-posavska 9.833 0 0
Dubrovacko-neretvanska 524 0 0
Grad Zagreb 4.853 0 0
Istarska 10.148 0 0
Karlovacka 4.380 4 0,09
Koprivnicko-krizevacka 5.934 0 0
Krapinsko-zagorska 5.876 0 0
Licko-senjska 4.191 14 0,33
Medimurska 2.596 0 0
Osjecko-baranjska 11.107 0 0
Pozesko-slavonska 3.758 10 0,27
Primorsko-goranska 7.994 13 0,16
Sisacko-moslavacka 38.413 8 0,02
Splitsko-dalmatinska 3.256 1 0,03
Sibensko-kninska 2.506 1 0,04
Varazdinska 3.453 0 0
Viroviticko-podravska 3.860 0 0
Vukovarsko-srijemska 6.203 1 0,02
Zadarska 1.303 0 0
Zagrebacka 18.310 1 0,01
Ukupno 157.407 54 0,03
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5.RASPRAVA

Procjenjuje se da je infekciozna anemija kopitara enzootski prisutna u vise od 23% zemalja
Sirom svijeta (BICOUT 1 sur., 2006.). U posljednjih nekoliko desetljeca bolest se smatrala
enzootski prisutnom u Republici Hrvatskoj s povremenim izbijanjima (PETROVIC i sur.,
1975., ZUPANCIC i JUKIC, 1981., STARESINA, 2004.). Jedno od najve¢ih izbijanja bolesti
je zabiljezeno 2002. godine kada je veliki broj oboljelih konja uginuo (STARESINA, 2004.).

Odredivanjem seroprevalencije IAK na podru¢ju RH u razdoblju od 2010. do 2018. godine
ustanovljena je seroprevalencija u rasponu od 0 do 0,13%. S obzirom na godinu pretrazivanja,
najvisa seroprevalencija ustanovljena je 2010. godine (0,13%) dok je u narednim godinama
bila znacajno niza (0 do 0,05%). Usporedivsi je s podacima do 2010. godine, seroprevalencija
se znacajno Snizila, relativno je konstantna i ima trend pada. Tijekom 2016. godine od 19.681
ukupno pretrazenih uzoraka niti jedan nije bio seroloski pozitivan. Broj seroloski pretrazenih
kopitara na godi$njoj razini kretao se od 15.949 do 19.681 sto je u usporedbi s podacima do
2010. godine porast u broju pretrazenih zivotinja. Broj seroloski pozitivnih kopitara izuzev
2010. godine kada je iznosio 22, kretao se od 0 do 9. Usporedivsi navedeno s podacima od
2005. do 2009. godine kada je na godiSnjoj razini ustanovljeno od 26 do 89 seroloski
pozitivnih kopitara, rezultati upucuju na izrazito smanjenje broja pozitivnih ZzZivotinja.
Tijekom devetogodisnjeg perioda najveci broj seroloski pozitivnih uzoraka ustanovljen je u
Li¢ko-senjskoj (14), Primorsko-goranskoj (13) i Pozesko-slavonskoj zupaniji (10). Podaci po
Zupanijama od prethodnih godina pokazuju da je tijekom 2007. godine najveci broj pozitivnih
zivotinja ustanovljen u Bjelovarsko-bilogorskoj (12) i Li¢ko-senjskoj Zupaniji (13), a tijekom
2008. i 2009. godine u Karlovackoj zupaniji (2008. godine 10 pozitivnih, a 2009. godine 8
pozitivnih uzoraka) (arhivski podaci laboratorija za I1AK). Sredisnja Hrvatska je zapravo
podrucje gdje je do danas najvise izbijanja bolesti zabiljezeno. Povoljni uvjeti za Sirenje
bolesti postoje u poplavnim podrucjima rijeke Save kao 1 u moc¢varnim podru¢jima srediSnje
Hrvatske gdje obitava dio populacije konja (PETROVIC i sur., 1975., ZUPANCIC i JUKIC,
1981., STARESINA, 2004.). Seroloski pozitivne Zivotinje u razdoblju od 2010. do 2018.
godine nisu ustanovljene u Brodsko-posavskoj, Dubrovacko-neretvanskoj, Istarskoj,
Koprivni¢ko-krizevackoj, =~ Krapinsko-zagorskoj, = Medimurskoj,  Osjecko-baranjskoj,

Varazdinskoj, Viroviticko-podravskoj i Zadarskoj zupaniji te Gradu Zagrebu.
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Usporedujuci seroprevalenciju u nasoj zemlji s onom u susjednim zemljama, ondje je ona visa
u odnosu na naSe podrucje. Tako je 2010. godine u Bosni i Hercegovini od 438 pretraZzenih

uzoraka krvnih seruma konja ustanovljeno 54 pozitivnih (12,33%) (VELIC i sur., 2011.).

Od 1972. godine, od kada se bolest redovito testira AGID testom u Hrvatskoj, prevalencija
bolesti se znacajno snizila (STEVANOVIC, 2015.). Prosje¢na seroprevalencija za razdoblje
od 2010. do 2018. godine iznosila je 0,03% Sto su do danas najbolje postignuti rezultati
kontrole bolesti. Provodenje mjera je rezultiralo kontinuiranim smanjivanjem seroprevalencije
na podruc¢ju RH. Navedeni rezultati kontrole IAK primjer su doprinosa kontrole zaraznih
bolesti razvoju i o¢uvanju konjogojstva. S obzirom da je IAK jedna od najznacajnih zaraznih
bolesti kopitara, te bolest koja moze dovesti do iznimnih uzgojnih i gospodarskih gubitaka,
neophodan je nastavak provodenja mjera kontrole bolesti kako bi se zadrzala povoljna

epizootioloska situacija na podru¢ju RH.
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6.ZAKLJUCCI

1. Infekciozna anemija kopitara je bolest s niskom seroprevalencijom na podru¢ju
Republike Hrvatske ¢ije su godiSnje vrijednosti seroprevalencije u razdoblju od 2010.
do 2018. godine bile u rasponu od 0 do 0,13%.

2. Izmedu Zupanija je postojala znaCajna razlika u proSirenosti tako da su podrudja s
ve¢om prosirenoS¢u bila Licko-senjska, Pozesko-slavonska i Primorsko-goranska
zupanija, dok seroloski pozitivne zivotinje u razdoblju od 2010. do 2018. godine nisu
ustanovljene u Brodsko-posavskoj, Dubrovacko-neretvanskoj, Istarskoj, Koprivnicko-
krizevackoj, Krapinsko-zagorskoj, Medimurskoj, Osjecko-baranjskoj, Varazdinskoj,

Viroviticko-podravskoj i Zadarskoj zupaniji te Gradu Zagrebu.

3. Uzimajuci u obzir devetogodisnji period vidljivo je da seroprevalencija ima trend pada

i da je relativno konstantna.

4. U usporedbi s pojavnoscu bolesti na podru¢ju RH do 2010. godine, rezultati ukazuju

na izrazito smanjenje broja seroloski pozitivnih zivotinja.
5. Niska seroprevalencija i kontinuirano smanjenje broja pozitivnih kopitara u RH dokaz

su ucinkovitosti permanentnog nadzora nad IAK s ciljem smanjenja pojavnosti ove

bolesti te je daljnje provodenje kontrole nuzno za odrzavanje dobrih rezultata.
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8.SAZETAK

Seroprevalencija infekciozne anemije kopitara u Republici Hrvatskoj

Infekciozna anemija kopitara (IAK) je zarazna bolest kopitara uzrokovana lentivirusom.
Poput ostalih retrovirusa, virus IAK uzrokuje perzistentnu dozivotnu infekciju u inficiranih
zivotinja. Zbog navedenog kao i zbog ¢injenice da se kontrola bolesti uglavnom svodi na
identifikaciju i prisilno klanje ili usmréivanje inficiranih kopitara, bolest je vrlo znacajna.
Nadzor se uglavhom temelji na dokazu protutijela seroloSkim metodama iako se sve ¢eSce
koriste i metode dijagnostike temeljene na lanc¢anoj reakciji polimerazom (PCR). Bolest se od
1971. godine u Republici Hrvatskoj redovito testira agar-gel imunodifuzijskim testom
(AGID). Sukladno Naredbi o mjerama zastite zdravlja zivotinja od zaraznih i nametnic¢kih
bolesti i njihovom financiranju koju propisuje Ministarstvo poljoprivrede, od 2010. do kraja
2018. godine je na godiS$njoj razini pretrazivana cjelokupna populacija kopitara u RH. U
navedenom razdoblju ukupno je pretrazeno 157407 uzoraka krvnih seruma kopitara
podrijetlom iz 21 zupanije u RH. Godisnje vrijednosti seroprevalencije u razdoblju od 2010.
do 2018. godine bile su u rasponu od 0 do 0,13%. U usporedbi s dosadasnjim podacima,
rezultati ukazuju na kontinuirano smanjenje broja seroloski pozitivnih kopitara uz povremena
odstupanja koja nisu znacajna. Seroprevalencija je zna€ajno varirala po Zupanijama, a najvisa
je zabiljezena u Licko-senjskoj, Pozesko-slavonskoj i Primorsko-goranskoj Zzupaniji.
Provedenim pretraZivanjem dokazana je niska seroprevalencija IAK na podru¢ju RH i

ucinkovitost permanentnog nadzora s ciljem smanjenja broja pozitivnih Zivotinja.

Kljucéne rije¢i: infekciozna anemija kopitara, seroprevalencija, Republika Hrvatska
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9.SUMMARY

Seroprevalence of equine infectious anaemia in Croatia

Equine infectious anaemia (EIA) is an infectious disease of equids which is caused by
lentivirus. Like other retroviruses, equine infectious anaemia virus (EIAV) causes persistent
lifelong infection in infected animals. Due to that and due to the fact that control of the
disease is still universally based on identifying and then euthanasia or slaughter of infected
equids, this disease is very significant. Control od EIA is mostly based on antibody detection
by serologic methods, although PCR based methods are more and more often used in
diagnostics. In Croatia this disease is regularly tested from 1971. by agar gel immunodiffusion
(AGID). According to annual orders issued by the Ministry of Agriculture, from 2010. to the
end of 2018. the entire population of equids in Croatia was annualy searched for EIA. In the
specified period, 157407 blood samples of equids were tested originating from 21 counties.
Annual seroprevalence values in the period from 2010. to 2018. ranged from 0 to 0,13%.
Compared to previous data, the results indicate a continuous decrease in the number of
serologically positive equids with occasional deviations that are not significant. There was
considerable variation of seroprevalence on county level and most cases were found in Lika-
Senj, PozZega-Slavonia and Primorje-Gorski Kotar. This study has shown a low
seroprevalence of EIA in Croatia and effectiveness of permanent control with the aim of

reducing the number of positive animals.

Key words: equine infectious anaemia, seroprevalence, Croatia

37



10.ZIVOTOPIS

Rodena sam 13. 05. 1995. godine u Heilbronnu, Njemacka. Osnovnu i srednju Skolu sam
pohadala u Malom Losinju gdje sam zavrsila Opéu gimnaziju u Srednjoj Skoli Ambroza
Haraci¢a. Godine 2010. upisala sam Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu kojeg sam
uspjesno zavrSila kao redoviti student s prosjekom ocjena polozenih ispita 4.44. Tijekom
studija sudjelovala sam na raznim medunarodnim kongresima i seminarima. Stru¢nu praksu
sam odradila u Veterinarskoj stanici Grada Zagreba. Osim njemackog jezika koji mi je

materinji, aktivno se sluzim i engleskim jezikom.

38



