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SAZETAK

Bolest plavog jezika (BPJ) je vektorima prenosiva zarazna bolest prezivaca ¢ija pojava uzrokuje
znaCajne ekonomske gubitke u sektoru poljoprivredne proizvodnje. Tijekom posljednjih
dvadesetak godina u Europi u nekoliko je navrata doslo je do znacajnog Sirenja bolesti, a unatoc
Cinjenici da su pogodene zemlje vecinom usvajale standardizirane politike kontrole,
primijenjeni pristup nije rezultirao zaustavljanjem cirkulacije virusa. U navedenom razdoblju
zabiljezeno je ponovno izbijanje BPJ na podru¢jima gdje se isto nije pojavio duze od 10 godina,
niska razina cirkulacije odredenih serotipova od kojih se nekima nije uspjelo utvrditi podrijetlo,
pojava novih serotipova, Sirenje bolesti na potpuno nova podru¢ja te manjkavost kontrole
cijepljenjem uz ponovno izbijanje bolesti. Slijedom navedenog, glavni cilj ovog istrazivanja
bio je razvoj novog pristupa provedbi mjera kontrole 1 prevencije BPJ koji ¢e biti utemeljen na
dokazima i definiranju klju¢nih ¢imbenika, uzimajuci u obzir sve osobitosti ove bolesti u RH.
U tu je svrhu provedena sveobuhvatna analiza koja je ukljucivala utvrdivanje mjera ucestalosti,
magnitude varijabilnosti seroprevalencije, analizu ¢imbenika rizika, prostorno-vremensko
mapiranje i analizu procijepljenosti. Utvrdeni su i razlozi neuspje$nog provodenja dosadasnjih
politika kontrole ove bolesti kao Sto su ogranicenja trenutnog nacina prikupljanja i pohrane
podataka, te neprilagodeno, nedostatno i nepotpuno provodenje mjera kontrole i prevencije.
Temeljem dobivenih rezultata definirani su klju¢ni ¢imbenici u osmisljavanju nove strategije
koji ukljucuju razvoj modela pracenja koji bi osigurali rano alarmiranje sustava i poduzimanje
potrebnih mjera i prije nego se bolest unese na podru¢je RH; kontinuiranu obnovu znanja i
podizanja razine svijesti veterinara i posjednika Zivotinja o ranom prepoznavanju bolesti,
prilagodeno usmjeravanje mjera na razinu najvece varijabilnosti — Zupaniju; planiranje
entomoloskih istraZivanja na nain da se omoguc¢i analiza utjecaja klimatoloskih i ekoloskih
¢imbenika na pojavnost i distribuciju razli€itih vrsta vektora, a isto usporedi sa pojavom

slu¢ajeva u prezivaca; istrazivanje moZebitne uloge divljih prezivaca u odrzavanju infekcije i



prezimljavanju virusa. Uz prospektivnho planiranje mora biti detaljno osmisSljen nacin
prikupljanja, procjene i integracije podataka te provjere postupaka tijekom samog provodenja
programa. Pristup primijenjen u ovom istrazivanju te dobiveni rezultati predstavljaju temelj za
izradu buduce strategije kontrole i prevencije BPJ u RH, no isto bi se moglo primijeniti, kao
znanstveni temelj, i za planiranje nacionalnih strategija kontrole ostalih vektorskih zaraznih

bolesti zivotinja

Kljuéne rijeci: bolest plavog jezika, epidemiologija, razvoj, strategija, kontrola



EXTENDED SUMMARY

Introduction

Bluetongue disease (BTD) is a vector-borne, viral disease of domestic and wild ruminants
associated with considerable impact on the animal health and consequently significant
economic losses in the agricultural production sector. Circulation of the BTD virus until 1998
had been localized within the tropical and sub-tropical climate zones while after this period the
virus spread to the north, and by 2006 had spread to western and central Europe encompassing
the belt of temperate and sub-polar climate zones. Over the past twenty years, BTD outbreaks
caused by a variety of serotypes have occurred and spread several times across different regions
of Europe. Although the affected countries have largely adopted standardized control measures,
the approaches used has not resulted in elimination of disease. The occurrence of BTD during
this period included unexpected epidemics in areas where the disease had never been confirmed
before, low level circulation of certain serotypes, some of which have an unclear origin,
incursions of new serotypes, vaccine incidents and disease reoccurrence. Implementation of
appropriate surveillance, control and preventive measures are further complicated by the
incomplete understanding of the ecology of the vectors, viral transmission dynamics and
maintenance in a given area.

In the Balkan Peninsula region, where BTD had not occurred for more than 10 years, an
unexpected epidemic of serotype 4 occurred in 2014. The first detection of this serotype in the
region was followed by rapid spread to 11 south-eastern European countries over a very short
time period. Although many studies have investigated BTD in Europe, no nationwide study on
the prevalence of BTD serotype 4, influence of climatological factors, vectors and
overwintering mechanism or efficiency of applied vaccination programs from Croatia have

been carried out.



In 2015, the Croatian Ministry of Agriculture implemented a comprehensive mass vaccination
campaign against BTD for all ruminants in Croatia. Vaccination campaign followed the
recommendations of the EFSA 2017 Scientific report on Bluetongue: control, surveillance and
safe movement of animals until the end of implementation in 2019. Despite implemented
measures, only 18 months upon last vaccination campaign BTD re-occurred in 2020 when
serotype 4 was re-confirmed in sentinel animals in Istarska, Dubrovacko-neretvanska and

Pozesko-slavonska counties.

Objectives

The recent BTD outbreaks in Croatia suggest that the implementation of measures cannot be
generalized. Planning must take into account the specific conditions of the area, such as
population density and demographics, climatic factors, vector ecology and availability of
administrative resources, to ensure that a strategy for BTD disease control and potential
eradication is based on a case-by-case approach.

In a view of the above, the main objective of this research was to develop a new approach to
the implementation of BTD control and prevention measures that is evidence-based and
includes forward strategy planning on the basis of relevant data, taking into account all the
characteristics of the disease epidemiology in Croatia. For that purpose, certain specific
objectives of the research included calculation of disease frequency measures, assessment of
the magnitude of seroprevalence variability, analysis of risk factors, spatial-temporal mapping

and evaluation of the impact of vaccination programs.

Material and methods
This research covered the areas of all Croatian counties where measures for the control and
monitoring of BTD where implemented in the period 2014 to 2019. In order to do a

comprehensive epidemiological analysis, data on laboratory testing, dynamics of ruminant



population, movement of live animals, clinical signs detected, vaccination of cattle, sheep and
goats, entomological studies of Culicoides species and climatic factors were collected. All data
were analysed after being separated into a clinical phase that lasted from 27 October 2014 till
01 July 2015 and a phase of active control from 15 August 2015 till 31 December 2019.

Descriptive statistics included frequency tables and epidemiological curves. Hierarchical
logistic regression with binary outcome of serological testing in sheep was used to establish
relative variability in serological positive response at the county, municipality and herd level,
where the latter administrative and organizational units were used as random effects in a
hierarchical logistic regression model. Risk factors for the number of BTD cases in the county
over time during the clinical phase were determined through negative binomial regression with
county as a random effect on intercept. Univariable analysis was followed by building the final
multivariable regression model. During the phase of active control, likelihood of detecting a
positive sentinel animal was determined by fitting the logistic regression model with county as
a random effect on the intercept. The main exposures of interest were the percentage of
vaccinated cattle, sheep, goats and ruminants in general. Regression models containing
individual exposures of interest, and adjusted for the fixed effect of year, as well as random

effect of county were used to inform development of the final multivariable models.

Results

Analysis of the ruminant population dynamics from 2014 to 2019 showed that mixed-type herds
with more than one ruminant species predominated in Croatia and that more than 83% of herds
kept less than 50 animals. Bovine population is continuously declining while sheep and goats
are slightly increasing. In the territory of Croatia, two serotypes of the BTD virus were
circulating; serotype 4 circulated throughout the area of the entire country whereas serotype 1

did not spread beyond the boundaries of the location of the island of Lastovo.



During the clinical phase of epidemic, the morbidity and mortality in affected herds were
19.33% and 3.31%, respectively. Severe clinical signs described in the literature were not be
observed and disease had a mild course. In the four southern counties where clinical disease
was observed during clinical phase, herd-level seroprevalence confirmed by ELISA in the study
population was 89.83% and animal-level seroprevalence was 29.38%. The overall herd-level
prevalence in the study population confirmed by RT-PCR was 68.08% with the animal-level
prevalence 23.66%. All animals laboratory tested due to clinical suspicion were positive by RT-
PCR. The highest number of seropositive herds was located near the first confirmed case in the
affected area. Results of the variance component analysis which included three hierarchical
levels county, municipality and herd revealed that the highest level of variability was detected
at county level, regardless of the type of model and the approach used. This suggested that
implementation of disease control and prevention measures at the county level would indeed
be the most effective way to implement disease control measures. Univariabile analysis of
climatological factors detected a statistically significant association with the number of new
cases in the county only for temperature. The increase in mean daily temperature to 18° C
increases the number of cases in the county by 4.18 times (95% CI 1,18 -14,73). For
precipitation, humidity and wind speed no statistically significant association was found with
the occurrence and spread of BTD.

Seropositive sentinel animals confirmed by ELISA were detected during the entire phase of
active control of epidemic, with the highest animal-level seroprevalence (23%) in 2015 and the
lowest (9%) in 2019. At the species level, the highest seroprevalence was found in cattle
(10.62%), followed by sheep (5.64%) and then goats (0.13%) which actually corresponded to
the number of sentinels used per ruminant species. Overall 5.06% sentinel samples tested by
RT-PCR were positive with the highest prevalence during October, a tendency to decrease in

November and December and no recorded BTD positive cases from February to August. The



highest overall prevalence (15.53%) was in 2016, and the lowest in 2017 (0.52%), while in
2018 and 2019 BTD was not confirmed by RT-PCR. Such findings are directly related to the
results of the vaccination. Cumulative herd vaccination coverage was 88.93% and 84.55% at
the animal level. Statistical analysis of the vaccination impact has shown that as the percentage
of vaccinated animals increase, the probability of detecting seropositive sentinel animals
decreases. This type of association was found to be statistically significant for all variables
(year, animals and herds of cattle and goats) except for the percentage of vaccinated sheep at
herd and animal level, which was an unexpected finding.

The dominant presence of palearctic Culicoides species from Obsoletus and Pulicaris
complexes was confirmed, as well as the complete absence of C. imicola. Circulation of vectors
in Croatia has two peaks, the first (larger) during May-June and the second (smaller) during
October. A smaller number of vectors was isolated during December and the period January-
March which could indicate that the specified period could be considered as a vector-free
period.

Discussion and Conclusions

The last introduction of BTD in Croatia is likely a consequence of passive transport of infected
vectors by wind. In the overall sample morbidity and mortality were low and the circulation of
serotypes detected was not evenly distributed throughout the country. The analysis of variance
at three hierarchical administrative levels (county, municipality, herd) in all models indicated
that the highest proportion of total variance resided at the county level. Using univariable and
multivariable regression models among all the analysed climatological factors that may affect
BTD incidence, statistically significant association was found only for temperature.
Precipitation, relative humidity, and wind speed could not be identified as statistically
significant factors. A comparison of the vaccination results and the overall prevalence

suggested that vaccination leaded to a decrease in prevalence and that the percentage of



seropositive herds declined, but without complete elimination of infection. Evidence of
seropositive sentinel animals during all five years of vaccination clearly indicated that
vaccination coverage less than 90% of total population did not ensure complete elimination of
the virus and it continued to circulate at low levels throughout the whole period. The reasons
for the lack in the implementation of the previous policies for the control of BTD, such as
limited data collection and storage as well as inadequate, insufficient and incomplete
implementation of control and prevention measures, were identified.

Based on the obtained results, key factors in design of a new strategy were defined and the most
significant includes: development of disease monitoring models that would ensure early
response of the system and implementation of necessary measures before the disease is
introduced into the territory of Croatia; continuous renewal of knowledge and raising the level
of awareness among veterinarians and animal owners about early detection of the disease;
adjusted targeting of measures to the level of the highest variability - county; planning of the
entomological research to enable the analysis of the influence of climatological and ecological
factors on the occurrence and distribution of different types of vectors and to compare the same
with the occurrence of cases in ruminants; research of possible role of wild ruminants in
maintaining infection and overwintering.

In addition to prospective planning, a detailed method for data collection, evaluation and
integration as well as verification of procedures during the implementation of the program must
be developed. The approach applied in this research and the obtained results represent the basis
for the development of future strategy for control and prevention of BTD in Croatia, and the
same could be applied, as a scientific base, for planning the national control strategies of other

vector borne animal diseases.

Key words: bluetongue, epidemiology, vectors, vaccination, strategy, key factors
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1. UVOD

Bolest plavog jezika (BPJ) je nekontagiozna, vektorska bolest domacih i divljih prezivaca ¢iji
su bioloski vektori razliCite vrste komar¢i¢a roda Culicoides. BPJ uzrokuje virus iz roda
Orbivirus, porodica Reoviridae. Virusna Gestica sastoji se od deset segmenata dvolan¢ane RNK
koji kodiraju sintezu sedam strukturnih (VP1-VP7) i Cetiri ne strukturna (N1-N4) proteina
(BELHOUCHET i sur., 2011.). Obavijena je dvoslojnom kapsidom, a strukturni protein VP2
glavna je komponenta vanjske kapside i dominantni antigen koji inducira tvorbu specifi¢nih
neutralizacijskih protutijela i determinira serotip (MERTENS i sur., 1987.). Danas, na temelju
antigenih obiljezja razlikujemo 28 serotipova virusa BPJ (BUMBAROV i sur., 2019.). Opisano
je 1 dodatnih osam potencijalnih serotipova kojima pripadaju atipicni sojevi koje se ne moze
serotipizirati konvencionalnim metodama. Virus se u slobodna podrucja unosi introdukcijom
zarazenih Zivotinja ili vektorima noSenim vjetrom. lako se prijenos virusa ubodom zarazenog
komarc¢i¢a smatra dominantnim na¢inom prijenosa, postoje dokazi da se neki serotipovi BPJ
mogu prenositi i horizontalno, transplacentarno i/ili kolostrumom (MENZIES i sur., 2008.;
MAYO i sur., 2010.; VAN DER SLUIJS i sur., 2011.). Znacaj ovih atipi¢nih nacina prijenosa
u ekologiji BPJ jos uvijek nije u potpunosti razjaSnjen. Dodatna istraZivanja potrebna su i kako
bi se utvrdili mehanizmi prezimljavanja virusa. Naime, ranije se zbog sezonalnih osobina
vektora smatralo da je prijenos BPJ mogu¢ samo za toplijeg doba godine, no izbijanja BPJ na
podrucju sjeverne Europe i Kanade upucuju na moguénost prezivljavanja virusa tijekom
zimskih mjeseci (MAYO i sur., 2014.). Produljene viremije u goveda ne traju dovoljno dugo, a
trenutno nije dokazan ni transovarijski prijenos virusa na sljede¢e generacije vektora (EFSA,
2017.). Rezultati dostupnih studija ukazuju da divlji prezivaci vrlo vjerojatno imaju odredenu

ulogu u cirkulaciji virusa i odrzavanju infekcije BPJ u odredenom podruéju, posebice ako je



gustoca kompetitivne vrste domacih prezivaca niska. Ipak, njihova uloga u prezimljavanju
virusa jo$ uvijek nije potvrdena (RUIZ-FONS i sur., 2014.; EFSA, 2017.). Epizootiologiju ove
bolesti pa time i odredivanje mjera nadzora, kontrole i prevencije dodatno otezava i nepotpuno
razumijevanje ekologije njenih vektora, dinamike kretanja i odrzavanja na odredenom
podrucju. Na podruc¢ju Europe je do 2014. godine potvrdena cirkulacija serotipova 1, 2, 4, 6, 8,
9, 11, 16 1 25 virusa BPJ (ANONYMOUS, 2020.). Izniman epizootioloski znacaj predstavlja
izbijanje BPJ serotipa 8 u zapadnoj i sjevernoj Europi tijekom 2006.-2008. godine kad zbog
neuobicajeno visoke virulencije soja koja je uzrokovala bolest u svih domacih prezivaca dolazi
do vrlo velikih ekonomskih gubitaka (SPEROLVA i ZENDULKOVA, 2011.). Ova epizootija
uvelike je utjecala na usmjeravanje mjera kontrole BPJ u EU poticanjem kampanja masovnog
cijepljenja (WILLSON i MELLOR, 2009.). U Republici Hrvatskoj BPJ prvi je put potvrdena
2001. kad je na podru¢ju Dubrovacko-neretvanske zupanije potvrdena cirkulacija serotipa 9.
Bolest je u RH unesena iz Crne Gore, a C. obsoletus i C. scoticus su detektirani kao glavni
vektori (LISTES i sur., 2011.). Ponovno izbijanje BPJ zabiljezeno je 2004. godine potvrdom
serotipa 16 koji je zarazenim vektorima vjetrom iz Italije unesen ponovno na podrucje
Dubrovadko-neretvanske zupanije (LISTES i sur., 2009.). Pravodobnim reakcijama RH
uspijeva suzbiti navedene epizootije. Na podru¢ju Balkanskog poluotoka na kojim se BPJ nije
pojavila viSe od 10 godina, 2014. godine dolazi do neocekivane epidemije serotipa 4 (EFSA,
2017.). Prisustvo serotipa 4 prvo prijavljuje Turska, nakon ¢ega u svega nekoliko mjeseci
slijede prijave iz Grcke, Bugarske, Albanije, BIH, Makedonije, Srbije, Crne Gore, Rumunjske,
Hrvatske 1 Madarske (ANONYMOUS, 2020.). Serotip 4 prvi put je potvrden u RH u listopadu
2014. godine u Dubrovacko-neretvanskoj Zupaniji, a do veljace 2015. godine cirkulacija ovog
serotipa dokazana je i u Splitsko-dalmatinskoj, Sibensko-kninskoj, Zadarskoj i Vukovarsko-
srijemskoj Zupaniji. Na otoku Lastovo dokazan je i izdvojen slucaj infekcije serotipom 1. Zbog

naglog Sirenja bolesti, epidemioloske situacije u susjednim zemljama te indirektnih Steta



nastalih ograni¢enjima u prometu Zivotinja donesena je odluka o obveznom cijepljenju svih
goveda, ovaca i koza koje se provodilo u kontinuitetu od 2015. do 2019. godine primjenom
istog cjepiva s inaktiviranim virusom BPJ serotip 4, u rokovima i razdoblju godine kojim se
osiguralo stjecanje imuniteta populacije prije ocekivane aktivnosti vektora. U kolovozu 2015.
godine zapocela je i provedba programa nadziranja BPJ s ciljem pracenja cirkulacije serotipa 4
u zemlji i otkrivanjem ranog unosa i/ili daljnjeg Sirenja bilo kojeg drugog serotipa BPJ, koji je
temeljen na nasumic¢no odabranim sentinel Zivotinjama. Unato¢ svim provedenim mjerama,
vrlo brzo nakon prestanka cijepljenja, ve¢ u listopadu 2020. godine BPJ serotip 4 ponovno je
potvrden u RH na podrudju Istarske Zupanije. Do kraja 2020. godine izbijanje BPJ potvrdeno
je u Istarskoj, Dubrovacko-neretvanskoj i Pozesko-slavonskoj zupaniji. Uvazavajuéi ¢cimbenike
koji mogu utjecati na Sirenje i vremensko trajanje bolesti Europska agencija za sigurnost hrane
(EFSA) je 2017. godine izdala znanstveno miSljenje o najnovijim saznanjima vezanim za
epidemioloske znacajke ove bolesti, posebice nacine prijenosa iste. Temeljem matematickog
modela, izradena je i procjena najprikladnijeg vremena trajanja kampanje cijepljenja sa svrhom
postizanja statusa zemlje ili regije slobodne od BPJ. Provedba kampanje masovnog cijepljenja
u trajanju od najmanje 5 uzastopnih godina s 95% razinom procijepljenosti populacije, pracena
programom nadziranja kojim se omogucava otkrivanje niske razine prevalencije virusa (manje
od 1%) i1zdvojena je kao jedina ucinkovita mjera koja dovodi do iskorjenjivanja BPJ.
Zakljuceno je ipak da pristup provedbi mjera ne moze biti generaliziran, ve¢ je u planiranju
neophodno uzeti u obzir i specifiéne uvjete (gustocu populacije, klimatske ¢imbenike) te
strategiju temeljiti na pristupu ,,0d slucaja do slucaja“.

Slijedom navedenog za glavni cilj ove disertacije postavljen je razvoj novog pristupa mjerama
kontrole i prevencije BPJ koji ¢e biti utemeljen na definiranju relevantnih podatka i

osobitostima ove bolesti u RH. U tu svrhu dodatno su disertacijom odredeni i Specifi¢ni ciljevi



istrazivanja kojima se utvrdilo te prostorno-vremenski mapiralo mjere ucestalosti, magnitude
varijabilnosti seroprevalencije, analiziralo ¢imbenike rizika i utjecaj cijepljenja.

Kroz isto su utvrdena ograni¢enja trenutnog nacina prikupljanja i pohrane podataka Sto
predstavlja osnovni korak za unaprjedenje epidemioloskih analiza i kasnije kreiranje mjera
kontrole bolesti. Stoga ¢e ocekivani znanstveni doprinos 0vV0g istrazivanja biti upravo u razvoju
novog pristupa provedbi mjera kontrole i prevencije BPJ koji ¢e biti utemeljen na rezultatima
epidemioloske analize, a uklju¢ivat ¢e prospektivno planiranje strategije temeljeno na
definiranju klju¢nih podataka, njihovom prikupljanju, procjeni i integriranju, provjeri postupka
kako bi se osiguralo uskladivanje s planom i vode¢im nacelima uzimajuci u obzir sve osobitosti
ove bolesti u RH. Osim toga ovako razvijen pristup na¢i ¢e primjenu, kao znanstveni temelj, i

za planiranje nacionalnih strategija kontrole ostalih vektorskih zaraznih bolesti zivotinja.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Povijest bolesti plavog jezika

Bolest plavog jezika (BPJ) prvi put opisana je 1880. godine. Iako je vjerojatno ve¢ tada bila
endemicna u divljih prezivaca i autohtonih africkih pasmina ovaca, prve znacajnije posljedice
zabiljezene su nakon uvoza visoko osjetljivih ovaca Merino pasmine krajem 18. stoljeca iz
Nizozemske u Cape Province u Juznoj Africi. U pocetku je bolest nosila naziv ,,malarijska
kataralna groznica“ zbog pogresnog povezivanja s uzroénikom malarije te uvjerenja da je
bolest uzrokovana intraeritrocitnim parazitom. Opisan je i vjerojatni prijenos bolesti kako tada
navode ,,nekom vrstom insekata koji grizu Zivotinje* (HUTCHEON, 1881., 1902.). Radi
karakteristi¢ne cijanoze jezika uoc¢ene u oboljelih ovaca kao specifi¢nog klinickog znaka bolesti
je 1905. i promijenjen naziv u bolest plavog jezika (SPREULL, 1905.). Tijekom tog prvog
zabiljezenog istrazivanja detaljno su opisani klini¢ki znakovi i patoanatomske promjene.
Dokazano da BPJ u autohtonih africkih pasmina ovaca izaziva blagu bolest s jedva zamjetnom
klinickom slikom, a u uvezenih ovaca Merino pasmine visok pobol s izrazenom klinickom
slikom. Takoder, eksperimentalno je utvrdeno da koze i goveda obolijevaju znatno blazim
oblikom bolesti. Theiler 1905. godine dokazuje propusnost uzro¢nika kroz filter §to ukazuje na
¢injenicu da je uzro¢nik bolesti virus (THEILER, 1906.). Prvo atenuirano cjepivo protiv BPJ
spravljeno od jednog virulentnog soja BPJ, danas poznatog kao serotip 4, oslabljenog serijskim
pasazama na ovcama, Theiler je razvio 1906. godine (THEILER, 1908.; COETZEE 1 sur.,
2012.), a isto je u Juznoj Africi primjenjivano gotovo 40 godina. Pretpostavku da bi pojedine
vrste komarcic¢a roda Culicoides mogle imati ulogu u prijenosu BPJ potvrduje eksperimentalna
studija 1944. godine (DU TOIT, 1944.) tijekom koje je dokazano da ovi komarci¢i hranjenjem
na zarazenim ovcama bolest mogu prenijeti na zdrave ovce nakon samo nekoliko dana

inkubacije virusa u insektima. C. imicola (raniji naziv C. pallidipennis) tad je prvi put



identificiran je kao moguci prijenosnik BPJ u ovaca (DU TOIT, 1944.). Neitz 1948. godine
provodi istrazivanja o razli¢itim serotipovima BPJ u prirodi i moguénostima krizne zastite od
infekcije u ovaca te potvrduje da su ovce zarazene odredenim sojem razvile dozivotni zastitni
imunitet protiv ponovne infekcije istim sojem, ali samo djelomican ili nikakav imunitet od
infekcije s drugim sojevima (NEITZ, 1948.). Rezultati ove studije potakli su daljnja istrazivanja
1 serotipizaciju terenskih izolata virusa BPJ $to je bio klju¢ni korak za razvoj buducih cjepiva.
Sezdesetih godina razvijen je neutralizacijski test kojim su 22 terenska izolata s podru¢ja Juzne
Afrike tipizirana u 12 razli¢itih serotipova BPJ (HOWELL, 1960.).

Izvan granica africkog kontinenta bolest je prvi put zabiljezena 1943. godine kada je BPJ
serotipa 3 potvrdena u ovaca na Cipru (GAMBLES, 1949.; SPEROLVA i ZENDULKOVA,
2011.) te u Izraelu (GAMBELES, 1949.; SHIMSHONY, 2004.). Klini¢ki znakovi BPJ u ovaca
na americkom kontinentu prvi puta su opisani 1948. godine u Texasu (HARDY i PRICE,
1952..), a 1977. godine BPJ je potvrdena u goveda u Australiji (ST GEORGE i sur., 1980.).
Sirenje BPJ te pojava novih serotipova slijede i na drugim kontinentima, no znakovito je da
izbijanja nisu prijavljivana izvan pojasa tropske i sub-tropske klimatske zone. Promjene u
pojavnosti bolesti te Sirenje van poznatog podrucja kretanja BPJ biljeze se intenzivnije u
posljednjih dvadesetak godina, $to se povezuje s slozenim mehanizama prijenosa bolesti i

prezivljavanja virusa u okoliSu.

2.2. Etiologija

Prema klasifikaciji Medunarodnog odbora za taksonomiju virusa (ICTV), virus bolesti plavog
jezika pripada porodici Reoviridae, rodu Orbivirus u koji je do danas svrstano ukupno 22
razli¢ite vrste (International Committee on Taxonomy of Viruses, 2021.).

Virus BPJ kuglastog je oblika bez ovojnice, promjera 80-90 nm. Kapsida ima oblik ikozaedra,
a gradena od tri sloja proteina (MERTENS i1 DIPROSE, 2004.). Genom virusa ¢ini dvolancana
RNK podijeljena na deset segmenata koji kodiraju sintezu 11 proteina; sedam strukturnih
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(VP1-VP7) i Cetiri nestrukturna (NS1-NS3, NS3A) proteina (BELHOUCHET i sur., 2011.).
Svaki segment RNK kodira za jedan protein virusa, osim gena S10 koji kodira sintezu dva
razlicita proteina; NS3 i NS3A (ROY, 1989.). Vanjski sloj kapside graden je od dva proteina
VP2 i VPS5, koji su odgovorni za prihvaéanje i prodiranje virusa U stanice sisavaca tijekom
pocetne faze infekcije (HASSAN i ROY, 1999.). Protein VP2 odgovoran je za prihvacanje za
receptore i hemaglutinaciju dok VP5 ima znacajnu ulogu u penetraciji virusnih Cestica iz
endosoma u citoplazmu. Oba proteina razgraduju se nakon ulaska u stanicu nakon ¢ega virus
postaje transkripcijski aktivan (HASSAN i sur., 2001.). Smatra se da je protein VP2 glavna
komponenta vanjske kapside i dominantni antigen koji inducira tvorbu specifi¢nih
neutralizacijskih protutijela i determinira serotip (MERTENS i sur., 1987.). Unutarnji sloj
kapside graden je od velikih proteina VP7 1 VP3 i manjih VP1, VP4 i VP6. Protein VP7 nalazi
se na povrsini unutarnjeg sloja kapside i odgovoran je za infekciju stanica insekata (TAN i sur.,
2001.). VP7 je i glavna odrednica specifi¢nosti seroloske skupine i mjesto epitopa u
kompetitivnom imunoenzimnom testu (engl. competitive enzyme-linked immunosorbent assay
-c-ELISA) za otkrivanje antitijela virusa BPJ (MERTENS i sur., 2005.; ANONYMOUS,
2021.). VP3 i VP7 imaju znacajnu ulogu u strukturnom integritetu jezgre virusa. Oni Cine
grupno specificne antigene determinante definiraju¢i nekoliko razli¢itih filogenetskih grupa.
Mali proteini VP1, VP4 i VP6 vjerojatno sudjeluju u transkripciji i replikaciji genoma virusa

(SCHWARTZ-CORNIL i sur., 2008.). (Slika 1.)
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Slika 1. Shema strukturnih proteina i RNA segmenata (Izvor: SCHWARTZ-CORNIL i sur.,
2008.)

Nestrukturni proteini utvrdeni su samo u stanicama inficiranim virusom BPJ (VAN DIJK i
HUISMANS, 1988.; SAMINATHAN i sur. 2020.) i smatra se da imaju ulogu u raznim fazama
replikacije virusa (FILLMORE i sur., 2002.) te sazrijevanju i oslobadanju novih virusnih ¢estica
iz inficirane stanice (SAMINATHAN i sur. 2020.). Proteini NS1 i NS2 najzastupljeniji su u
inficiranim stanicama domacina, dok se NS3 i NS3A u veé¢im koli¢inama sintetiziraju u
stanicama insekata $to upucuje na njihovu ulogu u replikaciji i diseminaciji unutar populacije

vektora (GUIRAKHOO i sur., 1995.; SCHWARTZ-CORNIL i sur., 2008.).

2.2.1. Serotipovi, topotipovi i nukleotipovi

Danas, na temelju antigenih obiljezja odredenih razlikama VP2 proteina razlikujemo 28
serotipova virusa BPJ (BUMBAROV i sur., 2020.). Opisano je i dodatnih osam potencijalnih
serotipova kojima pripadaju atipi¢ni sojevi, koje se ne moze serotipizirati konvencionalnim
metodama.

Dodatna genetska varijacija zamijeéena je i unutar serotipova. Filogenetske analize pokazale
su da varijacije genskih slijedova u razli¢itim segmentima serotipova virusa BPJ odrazavaju

zemljopisno podrijetlo svakog izolata (topotipovi) (MELLOR i sur., 2008.). Vecinu sojeva



virusa BPJ tako mozemo svrstati u skupinu isto¢nih ili zapadnih topotipova (MAAN i sur.,
2007., 2009., 2010.; MERTENS i sur., 2007.). Virusi koji pripadaju zapadnoj skupini
topotipova cirkuliraju na podru¢ju Afrike, Europe i Amerike, a iz isto¢ne skupine topotipova
na podrucju Azije, Indonezije i Australije, Srednjeg Istoka i dijelu Europe u podrucju
Mediterana. (MAAN i sur., 2009.; RAO i sur., 2017.).

Razlicite sojeve (ukljucujuéi razli¢ite serotipove i topotipe) unutar roda Orbivirus karakterizira
moguénost ponovnog preslagivanja, a broj mogucih preslagivanja virusa BPJ povecava se s
brojem cirkuliraju¢ih serotipova (SAEGERMAN i sur., 2008.). Prisutnost istih serotipova
unutar razli¢itih regija upucuje na njihovo zajedni¢ko podrijetlo. Unosom u nova podrudja,
uzastopnim replikacijama virusa u kraljeznjacima i beskraljeznjacima, postupno mutiraju te se
prilagodavaju lokalnim ekosustavima i populacijama vektora. Proces mutacije te preslagivanje
dijela genoma doprinijeli su divergenciji virusa BPJ u topotipe (NOMIKOU i sur., 2015b.;
RAOQO i sur., 2017.).

Obzirom da unutar skupine isto¢nih i zapadnih topotipova mozemo razlikovati vise skupina
pretpostavlja se da i drugi ¢imbenici osim zemljopisne odvojenosti 1 antigenog skretanja imaju
utjecaj na evoluciju razlic¢itih serotipova. Kako se uglavnom radi o razlikama u segmentima 7 i
10 (Seg-7; Seg-10) koji imaju znacajnu ulogu u infekciji i izlasku iz stanica insekata, moglo bi
se raditi o prilagodbi na razli¢ite vrste/populacije vektora (TAN i sur.,2001.; CELMA i ROY,
2009.). Pritom, uocena je i jasna povezanost izmedu unakrizne seroloske reaktivnosti koja se
javlja izmedu pojedinih serotipova i slicnosti u sekvencama nukleotida u segmentima 2 i 6. Za
takve skupine, srodnih serotipova kaZe se da pripadaju istom nukleotipu.

Serotipove karakterizira razlicit stupanj virulencije. Primjerice serotip 8 smatra se izuzetno
virulentnim zbog znac¢ajnih klinickih oboljenja uzrokovanih u populaciji ovaca i goveda u
sjevernoj Europi. Ipak, isti serotip u ltaliji nekoliko godina kasnije nije uzrokovao pojavu

klinickih znakova u prijemljivih zivotinja (CAPORALE i sur., 2014.).



2.2.2. Tenacitet

Virus BPJ stabilan je u prisutnosti proteina te u inficiranim tkivima ili krvi pohranjen na
temperaturi od +4° C ili zamrznut na temperaturi od -70° C mozZe prezivjeti vise godina
(PARSONSON i MCCOLL, 1995.; PUGGIONI i sur., 2006.).

Temperatura od 50° C inaktivira ga za 3 sata, a na 60° C inaktiviran je za 15 minuta. Relativno
je otporan na ultraljubiCasta 1 gama zracCenja. Stabilan je na pH vrijednosti od 6.5 do 8.0 1
relativno otporan na otapala za masti kao Sto su eter i kloroform. Inaktiviraju ga sredstva na

bazi B-propiolaktona, jodofora i fenolnih spojeva (ANONYMOUS, 2021.).

2.3. Globalna distribucija i dinamika Sirenja virusa BPJ

Do 1998. godine cirkulacija virusa BPJ kretala se u podruéju izmedu 35%juzne i 40° sjeverne
geografske Sirine, unutar pojasa tropske i sub-tropske klimatske zone. Nakon tog razdoblja
dolazi do jace ekspanzije BPJ prema sjeveru te se do 2006. godine bolest prosirila podru¢jem
zapadne i srednje Europe. Danas se BPJ javlja u podru¢jima izmedu 60° juzne i 55° sjeverne

geografske Sirine, obuhvacajuéi pojas i umjerene i sub-polarne klimatske zone (Slika 2).

80° N

< an 2
-4‘0"N i , N
. ~-
200 3 y % Australasia
0 A AL i |
t S !
Py \ C
i < £ . < "’q@‘ '
_— LY A

| ] Tropska
[ Subtropska
] Umjerena
== Pustinje
= Subpolarna i
polarna

2021

2006, e—

1998, —

Slika 2. Geografska distribucija BPJ u razdoblju 1998. — 2021. prema klimatskim zonama
pripremljenim uporabom FAO GeoNetwork (l1zvor: PAVULURI i sur., 2017.)
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Na podruéju Europe do 1998. godine zabiljeZzene samo dvije znacajnije epizootije BPJ ito 1956.
godine na Iberijskom poluotoku s visokim mortalitetom u ovaca (MANSO-RIBEIRO i sur.,
1957.) 1 ponovno tek 1979. godine na Egejskim otocima u Grckoj (VASALOS, 1980.).
Tijekom tog razdoblja unos novih serotipova virusa BPJ u Europu dogadao se vrlo rijetko i
uglavnom se bolest pojavljivala u dijelu zemalja sredozemnog bazena koji obuhvaca podrucje
Spanjolske, Portugala, Cipra i Gréke (MELLOR i WITTMANN, 2002.). Promjene u dinamici
i kretanju bolesti uocavaju se poslije 1998. godine, nakon potvrde BPJ uzrokovane serotipom
9 na nekoliko Grckih otoka, odakle se Sirenje BPJ nastavilo sve do podru¢ja Balkanskog
poluotoka (SPEROLVA i ZENDULKOVA, 2011., ANONYMOUS 2021.). U svega nekoliko
godina BPJ se prosirila sjevernije i zapadnije od uobicajenih granica pojavnosti te je izbijanja
bolesti redovito pratila i pojava novih serotipova (WILSON | MELLOR, 2009.). Genetska
analiza virusa BPJ izoliranih u Europi pokazala je da je u regiju uneseno deset novih serotipova
virusa (1,2,4,6,8,9, 11, 16,251 27) (ANONYMOUS, 2021.) te da su uvrijezena tri razlicita
puta unosa BPJ. S istoka preko Turske u Cipar, Gréku i Bugarsku, iz Sjeverne Afrike (Tunisa)
u Italiju, iz Maroka preko Gibraltara u juznu Spanjolsku i Portugal. Put unosa serotipa 8 u

sjevernu Europu do sada nije razjasnjen (WILSON 1 MELLOR, 2009.). (Slika 3.).
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Slika 3. Put unosa raznih serotipova virusa BPJ u Europu (Izvor: REOVIRIDAE.ORG, 2021.)

Danas je BPJ prosirena gotovo po svim kontinentima (MELLOR, 1990. ) te se smatra da je
jedino Antartika slobodna od infekcije ( MACLACHLAN i sur., 2009.). Stoga je i opravdano
karakterizirana kao emergentna prekogranic¢na (transkontinentalna) bolest (MACLACHLAN,

2011.; MACLACHLAN i sur., 2015.; ALKHAMIS i sur., 2020.).

2.4. Ekonomski znacaj

BPJ uzrokuje znacajne ekonomske gubitke u stocarskoj proizvodnji te gospodarstvu opéenito.
Izravni troskovi ukljucuju gubitke nastale smanjenim prirastom, padom mlije¢nosti i plodnosti,
loSom kvalitetom vune te uginu¢ima 1 lijeCenjima Zzivotinja. Neizravni troskovi vezni su uz
provedbu programa nadziranja, ograni¢enja u trgovini zivim zivotinjama te zametnim
proizvodima, kontrolu bolesti (cijepljenje, tretiranje insekticidima), pracenje vektora i
administrativne aktivnosti 1 znacajno su veci od izravnih posljedica bolesti. (RUSHTON 1

LYONS, 2015.).
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Ekonomski gubitci nakon izbijanja BPJ 1996. godine procijenjeni su na globalnom nivou na
viSe od 3 bilijuna americkih dolara. Izniman epizootioloski znacaj predstavlja izbijanje BPJ
serotipa 8 u zapadnoj i sjevernoj Europi tijekom 2006. - 2008. godine kad zbog neuobicajeno
visoke virulencije soja koja je uzrokovala bolest u svih domacih prezivaca dolazi do vrlo velikih
ekonomskih gubitaka (SPEROLVA i ZENDULKOVA, 2011.). Procijenjeno je da su troSkovi
izbijanja serotipa 8 u Francuskoj 2007. godine iznosili 1,4 milijarde dolara, a gubici su uvelike
bili posljedica ograni¢enjima u trgovini zivim zivotinjama na medunarodnom trziStu. U
Nizozemskoj su troskovi dosegnuli 85 milijuna dolara. Troskovi izbijanja BPJ u Njemackoj
tijekom razdoblja od 2006. do 2018. godine iznosili u prosjeku 180 milijuna eura, od ¢ega 73%
(132,1 milijuna Eura) otpada na neizravne troskove, a 27% (48,3 milijuna Eura) na izravne
troskove. Najveci trosak predstavljalo je cijepljenje za koje je utroseno 89 milijuna Eura (49,9%
ukupnih troSkova) (GETHMANN i sur., 2020.).

Uvazavajuci Sirenje i posljedice koje je izbijanje BPJ uzrokovalo, Svjetska organizacija za
zdravlje zivotinja (World Organisation for Animal Health (OIE)) je jos sredinom 1960. godine
klasificirala BPJ kao bolest ,,A liste* ¢ija brzina Sirenja i pojava uzrokuju zna¢ajne gospodarske

posljedice u sektoru stocarske proizvodnje te je u kategoriji obvezno prijavljivanih bolesti, koju

prate stroge mjere 1 ogranic¢enja premjeStanja zivotinja.

2.5. Epizootiologija

BPJ je nekontagiozna, vektorska bolest domacih 1 divljih prezivaca €iji su bioloski vektori
razliite vrste komarci¢a roda Culicoides. Unato¢ dokazima da se neki serotipovi BPJ mogu
prenositi horizontalno, transplacentarno i/ili kolostrumom, prijenos virusa ubodom zarazenog
vektora ipak se smatra dominantnim na¢inom prijenosa. lako se ova bolest intenzivno istrazuje
ve¢ desetlje¢ima o ¢emu ¢e svjedociti podatci navedeni u daljnjem tekstu, brojna su pitanja jos
uvijek neodgovorena. Odredivanje mjera nadzora, kontrole i prevencije tako znacajno otezava
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nepotpuno razumijevanje ekologije vektora, kao i dinamike kretanja i odrzavanja BPJ na

odredenom podrucju.
2.5.1. Nacin Sirenja

Cetiri su moguéa nadina unosa virusa na slobodna podrugja: 1) premjeitanjem zaraZenih
Zivotinja, 2) transportom zarazenog sjemena i embrija, 3) zarazenim vektorima pasivno (vektori
noseni vjetrom) ili aktivno (letenjem vektora) i 4) vektorima noSenim nezivim sredstvima.

Distribucija i gustoca prijemljivih domacina, trajanje viremije, postojanje i kapacitet lokalne
populacije vektora i temperatura okolisa utjeCu na daljnje Sirenje bolesti. U povoljnim uvjetima
virus BPJ ¢e se u odredenom podru¢ju odrzavati beskrajnim nizom naizmjeni¢nih ciklusa

replikacije u vektorima i razli¢itim vrstama prezivaca.

2.5.1.1. Sirenje vektorima
25.1.1.1. Biologija i ekologija komar¢ic¢a roda Culicoides

Komar¢iéi roda Culicoides (Latreille, 1809.) (Slika 4.) jedni su od najmanjih do sada opisanih
hematofagnih insekata, duljine tijela 1 do 3 mm (MELLOR i sur., 2000.). Pripadaju razredu
Insecta, redu Diptera, podredu Nematocera i porodici Ceratopogonidae. Unutar roda
razlikujemo 31 podrod i nesto manje od 1400 razli¢itih vrsta (BORKENT, 2014.a.; HARUP i

sur. 2015.).
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Slika 4. Komar¢i¢ roda Culicoides spp. (adult)
(Izvor: https://www.veterinaryparasitology.com/culicoides.html, 2021.)

Tradicionalno, razlikovanje pojedinih vrsta unutar roda Culicoides zasnivalo se uglavnom na

morfoloskim znacajkama krila (Slika 5.) (RAWLINGS, 1997.; BOORMAN i sur., 2007.).

- e

C. heteroclitus (2) C. imicola (2) C. indistinctus (2)

wEETEA,

C. kibunensis (2) C. kurensis (2)

=
N <
,-“yc €

C. newsteadi (?)

C. lupicaris ()

TER
T A

C. obsoletus (?)

o ™

500 pm
C. parroti (?) C. picturatus (2) C. poperinghensis (2)

Slika 5. Prikaz krila nekih vrsta komar¢i¢a roda Culicoides prisutnin u Europi (lzvor:
TALAVERA i sur., 2011.)
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Razvoj molekularne entomologije pruzio je dobru i brzu alternativu, pa je danas filogenetska
karakterizacija vrsta sve vise u upotrebi (TAUTZ i sur., 2003.; HARRUP i sur., 2015.).
Komarc¢ié¢i roda Culicoides pronadeni su na svim kontinentima izuzev Antartike (MELLOR i
sur., 2000.; SPEROLVA i ZENDULKOVA, 2011.). Ipak, njihova je brojnost najve¢a u toplom,
vlaznom i blatnom okruzenju koje je bogato organskom tvari. Obzirom da je njih ¢ak 96%
obveznih hematofaga (MEISWINKEL i sur., 1994.) vazno je i da se u blizini nalaze Zivotinje
odnosno domacini na kojima se mogu hraniti.

Trajanje razvojnog ciklusa komarc¢i¢a usko je vezano i Uz vanjsku temperaturu, a odvija se u
Cetiri faze; jaja, larva (4 razvojna stadija), kukuljica i adult. Tako primjerice, u pojasu tropske
klime razvojni ciklus moze trajati svega sedam dana, a u umjerenom klimatskom podrucju i do
sedam mjeseci (MELLOR i sur. 2000.; WITTMANN i BAYLIS, 2000.). Na temperaturama od
21-28°C od polaganja jajasca do presvlacenja kukuljice u adultnu jedinku prode u prosjeku dva
do Sest tjedana (VERONESI i sur., 2009.). Adultne jedinke Zive 10-20 dana, no u hladnijim
uvjetima mogu prezivjeti i do tri mjeseca (LYSYK i DANYK, 2007.; SPEROLVA i
ZENDULKOVA, 2011.). Muzjaci se hrane biljnim sokovima, a Zenke krvlju koja im je
potrebna kao izvor proteina za proizvodnju jaja (WILSON i MELLOR, 2008.). Tijekom svake
godine u umjerenom Klimatskom podrucju uobi¢ajeno se pojave dvije generacije komarcica,
ona brojnija u proljec¢e 1 neSto manja u ljeto, dok se u podru¢jima tropske klime izmjena
generacija komarci¢a odvija tokom cijele godine (RIEB, 1982.; SAEGERMAN i sur., 2008.).
Prezivljavanje, aktivnost i distribucija komarci¢a roda Culicoides takoder su pod izravnim
utjecajem meteoroloskih ¢imbenika (temperature, vlage i vjetra). Temperatura je nedvojbeno
glavni okolisni ¢imbenik koji determinira ponasanje i prezivljavanje vektora. Ovisno o vrsti,
komar¢iéi su najaktivniji pri temperaturi od 13°C do 35°C (BRAVERMAN i CHECHIK, 1996.).
Visoka razina vlage takoder je znacajan ¢imbenik (MURRAY, 1991.). Isusivanjem okoliSa u

kojem obitavaju brzo ugibaju te se za vrijeme suhog razdoblja sklanjaju u grmlje ili dijelove
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okolisa gdje su zasti¢eni, ¢ekajuéi povoljan trenutak za daljnji razvoj i aktivnost. Na aktivnost
nepovoljno utjece i kisa jer otezava letenje (SAEGERMAN i sur., 2008.). Sukladno tome
aktivnost odraslih komarcica najveca je u proljece i jesen (PURSE i sur., 2005.; SPEROLVA i
ZENDULKOVA, 2011.) i to u zoru, naj¢es¢e jedan sat prije izlaska sunca te u sumrak, do
jednog sata nakon zalaska sunca (MELLOR i sur., 2000.).

Komarc¢ic¢i roda Culicoides spadaju ve¢inom u skupinu egzofilnih i egzofagnih insekta $to znaci
da zive i hrane se na otvorenim prostorima. Postoje i izuzetci pa neke vrste, kao C. obsoletus i

C. dewulfi, pokazuju endofagno ponasanje hraneci se na zivotinjama unutar objekata.

25.1.1.2. Komar¢ic¢i roda Culicoides kao bioloski vektori BPJ

Komarcié¢i roda Culicoides bioloski su vektori najmanje 60 razli¢itih virusnih i parazitarnih
bolesti koje se javljaju u ljudi i zivotinja (FOXI i sur., 2020.). Prvi se put spominju 1927. godine
kao prijenosnici filarije Mansonella perstans u ljudi u zapadnoj Africi (MEISWINKEL i sur.,
1994.). Njihova uloga u sektoru stocarske proizvodnje pocinje se pratiti od 1944. godine kad je
dokazano da je komarci¢ C. imicola bioloski vektor BPJ i africke konjske kuge (DU TOIT,
1944.; COX, 1954.). Pojedine vrste ovog roda identificirane su i kao vektori virusa epizootijske
hemoragijske bolesti (EHDV) i Orthobunyavirusa — virusa bolesti Schmallenberga (ELBERS i
sur., 2013.).

UmnaZzanje virusa u komarc¢i¢ima pocinje nakon ingestije krvi viremi¢ne Zivotinje i unosa
virusa u njihov probavni trakt. U srednjem crijevu, nakon umnazanja u crijevnim stanicama,
virus prolazi kroz bazalnu membranu i ulazi u hemokelu kojom se S$iri u druge organe
ukljucujuéi i slinske zlijezde u kojima se odvija drugi ciklus replikacije. Nakon toga zaraZeni
komarc¢i¢ sposoban je za daljnje Sirenje bolesti. Jednom zarazeni vektor ostaje zarazen do kraja
svog zivotnog vijeka (MELLOR, 1990., 2004.; WITTMANN 1 sur., 2002.; WILSON 1 sur.,
2004.), a za prijenos virusa na domacina dovoljan je samo jedan ubod (MERTENS i MELLOR,

2003.).
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Vremensko razdoblje od ingestije inficirane krvi do faze u kojoj vektor moze prenijeti infekciju
na drugog domacina naziva se ekstrinzi¢ni inkubacijski period, a njegovo trajanje ovisi o
klimatskim &imbenicima, posebice temperaturi okolisa i vlazi. Na temperaturi od 15° C
ekstrinziéni inkubacijski period traje nekoliko tjedana, a na 30° C svega nekoliko dana
(WITTMANN i sur., 2002.). Na temperaturama ispod 12° C replikacija potpuno prestaje, no
virus perzistira u zarazenih komarcica i nastavlja se replicirati ¢im temperatura ponovno poraste
(WELLBY i sur., 1996.). Okolisna temperatura utjece i na vrijeme potrebno vektoru da probavi
krvni obrok, pa tako viSe temperature povecavaju ucestalost njegova hranjenja. Drugim
rijeima, neposredan ucinak porasta temperature o€ituje se u skrac¢ivanju vremena replikacije
virusa i povecanju mogucnosti njegova prijenosa (WILSON i MELLOR, 2009.). Vertikalni
prijenos virusa s odrasle Zenke na nezrele razvojne stadije te kasnije juvenilne komarcice kao i
transovarijalni prijenos s zenke na potomstvo do danas nisu dokazani (OSBORNE i sur., 2015.;
EFSA, 2017.). Iako se ove vrste komar¢i¢a mogu hraniti na razli¢itim vrstama Zzivotinja i
covjeku, primijeéeno je da se oni ipak naj¢esce hrane na govedima. Vjerojatno se upravo zbog
toga infekcija BPJ u sezoni u umjerenom klimatskom pojasu prvo javlja u goveda u kojima se
virus umnozi, a tek onda pri kraju ljeta i tijekom jeseni obolijevaju ovce.

Sredinom proslog stoljeca smatralo se da je C. imicola jedini kompetentni vektor BPJ.
Provedena entomoloska istrazivanja dokazala su da i komar¢i¢i iz C. obsoletus i C. pulicaris
kompleksa ubadaju Zivotinje i prisutni su na gospodarstvima u veéem broju (KETTLE i
LAWSON, 1952.; CAMPBELL i PELHAM-CLINTON, 1960.) s§to ih ¢ini potencijalnim
vektorima virusa BPJ. Ipak, kako je distribucija BPJ u Europi prije 1998. odgovarala poznatoj
rasprostranjenosti C. imicola, pretpostavljalo se da, unato¢ ranijim nalazima, ove vrste nisu
sposobne za prijenos virusa BPJ. Prvi dokazi da se virus BPJ njima ipak moze prenositi
dobiveni su tijekom epizootije na Cipru kad je virus BPJ serotipa 4 izdvojen iz zenki C.

obsoletus kompleksa (MELLOR i PITZOLIS, 1979.).
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Sirenje BPJ nakon 1998. godine na podru¢ja Europe na kojima nije dokazano prisustvo C.
imicola, te ¢injenica da su Obsoletus i Pulicaris kompleks ubikvitarne vrste komarcic¢a u cijeloj
palearktickoj zoni, pobijaju prethodne pretpostavke i, zajedno s opisanim istrazivanjima,
ukazuju da je najmanje jedna vrsta Obsoletus kompleksa i vjerojatno jedna ili viSe vrsta
Pulicaris kompleksa sposobna ucinkovito djelovati kao vektor virusa BPJ (WILSON i
MELLOR, 2009.). Evidentna potvrda navedenog je unos BPJ u podrucja sjeverne Europe gdje
je dokazano da je porast temperature utjecao na povecanje sposobnosti autohtonih vrsta
komarcica roda Culicoides za prijenos virusa BPJ (MEHLHORN i sur., 2007.; GALE i sur.,
2009.; MACLACHLAN, 2010.).

Danas se oko 50 od 1400 danas poznatih vrsta komarc¢i¢a roda Culicoides smatra kompetentnim
vektorima BPJ (WILSON i MELLOR, 2009.), a znamo i da klimatske promjene te globalno
zatopljenje znacajno utjecu na geografsku prosirenost vektora i na interakciju odnosa patogen
— vektor. Unato¢ ¢injenici da viSe razlicitih vrsta predstavlja kompetentne vektore BPJ, C.
imicola smatramo najvaznijom vektorskom vrstom za prijenos virusa u juznoj Europi, Africi i
na Bliskom istoku, C. sonorensis u Sjevernoj Americi te C. insignis u Srednjoj i Juznoj Americi.
Tijekom epizootije serotipa 8 u sredis$njoj i sjevernoj Europi i C. obsoletus izdvojen je kao
vektor virusa BPJ, a C. obsoletus i C. scoticus (oba iz Obsoletus kompleksa) te C. pulicaris i
C. punctatus (oba iz Pulicaris kompleksa) utvrdeni su kao najucestalije vrste komarcic¢a roda
Culicoides u tom podrucju (MEHLHORN i sur., 2007.; SPEROLVA i ZENDULKOVA,

2011.). (Slika 6.)
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Slika 6. Geografska distribucija komar¢i¢a roda Culicoides, karta preuzeta s FAO
https://data.apps.fao.org.

Komarc¢ic¢i roda Culicoides mogu letjeti do najvise 2 km dnevno, no zbog svoje veli¢ine lako
su noSeni vjetrom te dnevno pasivnim transportom mogu biti preneseni i do 700 km
(DUCHEYNE i sur., 2007.). Prijenos BPJ iz podrucja sjeverne Afrike u Italiju (CALISTRI i
sur., 2004.) te iz Italije u Hrvatsku (LISTES i sur., 2009.) potvrduju teoriju pasivnog transporta
vjetrom preko velikih vodenih povrSina kao $to su Sredozemno ili Jadransko more (BURGIN i
sur., 2013.; EFSA, 2017.). Tateorija je i dokazana razvojem modela atmosferske disperzije koji
je, temeljem parametara neophodnih za simulaciju leta komarc¢ica roda Culicoides i
entomoloskih podataka o aktivnosti vektora u Velikoj Britaniji, potvrdio Sirenje serotipa 8 iz

sredi$nje Europe u Veliku Britaniju (SZMARAGD i sur., 2010.).

2.5.1.2. Atipi¢ni nacini Sirenja BPJ

Iako se prijenos virusa ubodom zarazenog komarci¢a smatra dominantnim na¢inom prijenosa,
postoje dokazi da se neki serotipovi BPJ mogu prenositi i horizontalno, transplacentalno i/ili
kolostrumom (MENZIES, 2008.; MAYO, 2010.; VAN DER SLUNS 2011.). Takoder je
dokazan prijenos sjemenom bikova ukoliko je sjeme prikupljeno od Zivotinje koja je u viremiji
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(HOWARD i sur., 1985). Prijenos BPJ premjeStanjem zaraZenih zivotinja moze imati ulogu u
promjeni mjesta izbijanja bolesti, no isto je dugorocno znacajno samo ukoliko lokalno
dominantni vektor moze u¢inkovito prihvatiti i prenijeti uneseni virus. Primjer takvog Sirenja
bolesti je bio uvoz gravidnih junica u Irsku iz Nizozemske kada je unos serotipa 8 dokazan kao
posljedica transplacaentalnog prijenosa te prijenosa izravnim kontaktom oralnim putem nakon
ingestije sijena u kojem su se nalazile odbacene placente zarazenih krava (MENZIES i sur.,
2008.). Alimentarni nac¢in Sirenja BPJ dokazan je u teladi nakon hranjenja kolostrumom
zarazenih krava (MAYO i sur., 2010.), u pasa nakon hranidbe kontaminiranom hranom
podrijetlom od inficiranih Zivotinja (OURA i sur., 2011.), i u euroazijskih risova (Lynx lynx)
koji su hranjeni pobacenim fetusima podrijetlom sa zarazenog gospodarstva (JAUNIAUX i
sur., 2008.).

Serotipove 25, 26 1 27 koji su izdvojeni samo u malih prezivaca karakterizira prijenos neovisan
o vektorima jer isti ne mogu zaraziti niti jednu do sada poznatu vrstu komarc¢i¢a roda Culicoides.
Pretpostavka je da je primarni put njihova Sirenja direktnim kontaktom, vjerojatno aerosolom
(BATTEN 1 sur., 2014.; EFSA, 2017.). BPJ mozZe se prenijeti i kontaminiranim bioloskim
proizvodima. ZabiljeZeno je oboljenje gravidnih kuja nastalo kao posljedica primjene Zivih
cjepiva kontaminiranih virusom BPJ (WILBUR i sur., 1994.). Dokazan je i mehanicki prijenos
virusa BPJ jatrogeno putem opreme 1 igala kontaminiranih krvlju zaraZene Zzivotinje
(SPERLOVA i1 ZENDULKOVA, 2011.). Antropogeni utjecaj u Sirenju BPJ ima znacaj pri
ilegalnoj uporabi neodobrenih vrsta cjepiva, ali i globalnom kretanju ljudi i roba. Unatoc¢
brojnim istrazivanjima provedenim u podrucju atipi¢nih nacina prijenosa BPJ, njihov znacaj u

ekologiji BPJ ipak jos uvijek nije u potpunosti razjaSnjen.
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2.5.1.3. Sezonalnost i prezimljavanje virusa

U umjerenoj klimatskoj zoni bolest se javlja najce$¢e u ranu jesen ili pocetkom zime, a u
suptropskoj klimatskoj zoni u proljece ili rano ljeto. Ranije se, zbog izrazenih sezonalnih
osobina vektora, smatralo da je prijenos BPJ u umjerenom pojasu mogu¢ samo za toplijeg doba
godine. Obzirom na vremenski ograni¢enu viremiju u domacina i Cinjenice da transovarijski
prijenos u vektora nije dokazan pretpostavljalo se da ¢e u hladnom periodu godine, tijekom
kojeg ne postoji aktivnost vektora, bolest nestati. Nakon prve epizootije serotipa 8 u sjevernoj
1 srediSnjoj Europi 2006. godine te ponovnih izbijanja bolesti uzrokovanih istim serotipom
2007.12008. godine postavilo se pitanje prezivljavanja virusa tijekom zimskih mjeseci (MAYO
i sur., 2014.). Smatra se da vecina odraslih komaré¢ica roda Culicoides vjerojatno nema
mogucnost prezivljavanja hladnog zimskog razdoblja u sjevernoj Europi, a kako je veé
spomenuto, do danas nije dokazan ni transovarijski prijenos virusa na sljedece generacije
vektora (EFSA, 2017.).

Istrazivanja su provedena i na drugim mehanic¢kim vektorima, kao potencijalnim rezervoarima
virusa BPJ. Utvrdeno je da krpelji imaju vektorski potencijal za virus BPJ te da on u odredenim
vrstama krpelja moze preZivjeti i do 26 dana, ali nije razjaSnjen nacin prijenosa s krpelja na
domacina kao 1 sa sigurnoS¢u dokazana mogucénost prezimljavanja virusa u krpeljima
(BOUWKNEGT i sur., 2010.).

Rezultati dostupnih studija ukazuju da divlji prezivaci vrlo vjerojatno imaju odredenu ulogu u
cirkulaciji virusa i odrzavanju infekcije BPJ u odredenom podrucju, posebice ako je gustoca
kompetitivne vrste domacih prezivaca niska. Ipak, njihova uloga u prezimljavanju virusa jos

uvijek nije potvrdena (RUIZ-FONS i sur., 2014.; EFSA, 2017.).(Slika 7.)
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Slika 7. Prijenos virusa BPJ (Izvor: WILSON i sur., 2008.)

2.5.2. Vrste zivotinja prijemljive na BPJ

Svi domacdi i divlji prezivaci (ukljuc¢ujuéi kamelide i cervide) prijemljivi su na infekciju virusom
BPJ i smatraju se potencijalnim domac¢inima (COETZEE i sur., 2012.). Ipak postoje znacajne
razlike u dispoziciji prema infekciji, ali 1 u klinickom o¢itovanju ove bolesti. Klinicki manifesni
oblici bolesti najces¢i su u ovaca i bjelorepih jelena (Odocoileus virginianus) (PARSONSON,
1990.; JOHNSON i sur. 2006.). ZabiljeZzena je i pasminska dispozicija koja je vezana uz
znacajne varijacije u ucestalosti pojave i jacini klini¢kih znakova. Stare, autohtone pasmine iz
endemskih podru¢ja nakon infekcije s endemskim serotipovima (topotipovima) uglavnom
razviju subklini¢ku infekciju, dok u novouvedenih, visokoproduktivnih pasmina dolazi do
klinickog ocitovanja bolesti. Ipak, dokazano je da i te autohtone pasmine mogu ocitovati
klini¢ke znakove ukoliko se inficiraju drugacijim, novo unesenim serotipovima odnosno

egzoti¢nim topotipovima (PRASAD i sur., 2009.; RAO i sur., 2017.).
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Koze i goveda uglavnom karakterizira subklinicka infekcija (MACLACHLAN i sur., 2009.).
Klini¢ko ocitovanje bolesti u goveda i koza vrlo je rijetko, a akutni oblik bolesti zabiljeZen je u
slu¢ajevima Sirenja virusa u nova podrucja i imunoloski naivnu populaciju zivotinja. Takvu
iznimku predstavlja epizootija serotipa 8 u zapadnoj i srednjoj Europi tijekom koje je klinicka
bolest zabiljeZzena u veceg broja goveda i koza (DARPEL i sur., 2007.; ELBERS i sur., 2008.a).
Bez obzira na isto, u endemskim podrué¢jima goveda (ali i koze) se, zbog produljene viremije
koja se obic¢no javlja u odsutnosti klinickih znakova, smatraju nosiocima virusa BPJ te imaju
vaznu ulogu u odrzavanju BPJ na odredenom podru¢ju (TWEEDLE i MELLOR, 2002.;
COETZEE i sur., 2012., EFSA, 2017.).

Osim prezivaca virus BPJ moze inficirati i pojedine mesojede. Prijenos je tako dokazan u pasa
(EVERMANN, 2008.) i euroazijskih risova (Lynx lynx) drzanih u zooloskom vrtu (JAUNIAUX
i sur., 2008.). Prisustvo specificnih protutijela dokazano je i u serumu africkih karnivora
(lavova, hijena, divljih pasa, zapadnoafricke cibetke (lat. Genetta pardina), africkog ¢aglja),
floridskog crnog medvjeda i floridske pume (SPEROLVA i ZENDULKOVA, 2011.; EFSA,
2017.).

BPJ nema zoonotski karakter te prema klasifikaciji u odnosu na potencijalni rizik ne spada u

skupinu bolesti €iji uzro¢nik predstavlja agens s bioteroristickim potencijalom (VITANOVSKI

i SOVILJ, 2017.).

2.5.3. Pobol i pomor

Stopa pobola i pomora kod BPJ u prezivaca vrlo su promjenjive te niZze u goveda i koza nego u
ovaca. Pobol u visoko osjetljivih prezivaca, kao §to su ovce krec¢e se od 2 do 75%, a moze
dosegnuti i 100%. Pomor u prosjeku varira od 2% do 30% ovisno o serotipu i pasmini Zivotinje.
U podrucjima gdje je pojava bolesti sporadi¢na i gdje populacija Zivotinja nije cijepljena moze
dosegnuti i do 75% (CALISTRI i sur., 2003.). Epizootija serotipa 8 u goveda u Europi

uzrokovala je prosjecni pobol od 5% 1 pomor manji od 1% u zahvaéenim stadima (WILSON i
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MELLOR 2009). Tijekom 2006. i 2007. godine u Njemackoj je stopa pomora varirala od
37,5%, do 41,5% kod ovaca, od 6,4% do 13,1% kod goveda te do 26% u koza (CONRATHS i

sur., 2009.).

2.6. Patogeneza bolesti plavog jezika

Sva dosadasnja istrazivanja podupiru ¢injenicu da su patogenetski mehanizmi u svih prezivaca
isti, ali se funkcijski i1 strukturni poremecaji koji rezultiraju pojavom i intenzitetom klini¢kih
znakova izrazito razlikuju. Na njih utjecu brojni ¢imbenici kao $to su vrsta i pasmina domacina
te njihovo podrijetlo (autohtona ili imunoloski naivna vrsta na nekom podruéju), serotip i
topotip virusa, imuni status domacina i kombinacija oSte¢enja nastalih kao posljedica
imunoloskog odgovora domacina (RAO i sur., 2017.).

Nakon inokulacije ubodom inficiranog komar¢i¢a roda Culicoides, virus BPJ putem
dendriti¢nih stanica koZe putuje do podrucnih limfnih ¢vorova gdje zapoc€inje inicijalni ciklus
umnazanja (HEMATI i sur., 2009.; DARPEL i sur., 2012). Potom putem mononuklearnih
stanica periferne krvi biva prenesen u brojna tkiva, u kojima se replikacija odvija uglavnom
unutar mononuklearnih fagocita i endotelnih stanica, limfocita te u manjoj mjeri drugih vrsta
stanica (BARRATT-BOYES i MACLACHLAN, 1994.,1995.; MACLACHLAN isur., 2009.).
U ranoj fazi viremije virus BPJ povezan je sa svim krvnima stanicama, a titar virusa
proporcionalan je broju odredene vrste stanica u krvi. Sukladno tome, u inicijalnoj fazi najvise
virusa nalazimo u trombocitima i eritrocitima, no zbog kratkog zivotnog vijeka trombocita u
kasnijoj fazi viremije vezan je uglavnom za eritrocite (MACLACHLAN i sur., 2009.). Virus
je u plazmi prisutan samo kratkotrajno, u niskom titru. Obzirom da se u koStanoj srzi, takoder
u niskom titru, virus moze dokazati samo na kraju viremije, smatra se da ima afinitet iskljuc¢ivo
za zrele eritrocite (BARRATT-BOYES i MACLACHLAN, 1995.; MACLACHLAN, 1994,

MACLACHLAN i sur. 2009; SPERLOVA i ZENDULKOVA, 2011) .
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Vrhunac viremije podudara se s razdobljem poviSene temperature, a javlja se prije
serokonverzije i pojave neutralizacijskih protutijela (AFSHAR, 1994.; ROJAS i sur., 2019.).
Sekvestracija virusa u membranu eritrocita ima ulogu u produljenju viremije prezivaca te
omogucuje cirkulaciju virusa i u vrijeme kada su neutralizacijska protutijela prisutna u visokom
titru. Vezanjem na eritrocite virus se $iti od neutralizacijskih protutijela te se razdoblje viremije
produzuje, a isto izravno utjee na produljenu moguénost infekcije vektora (BREWER i
MACLACHLAN, 1992.).

Za serotipove virusa BPJ koji se dokazano prenose vektorima (serotipovi 1-24) razina viremije
1 njezino trajanje klju¢ni su ¢imbenici. Smatra se da viremija u zarazenih Zivotinja (posebice
goveda) ima produljen tijek, ali nije trajna (BARRATT-BOYES i MACLACHLAN, 1995,;
BONNEAU i sur., 2002.; MELVILLE i sur., 2004.) te ovisi o zivotnom vijeku eritrocita za koje
je virus vezan (MACLACHLAN i sur., 2009.). Za potrebe izrade znanstvenih studija o BPJ,
temeljem dosadasnjih znanstvenih spoznaja, Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA)
viremiju BPJ definira kao razdoblje u kojem se cirkulaciju i umnozavanje virusa u krvi moze
detektirati izdvajanjem virusa (EFSA, 2007.a, 2017.). Virusna RNK mozZe se utvrditi i RT-
PCR testom, no Katz 1 suradnici (1994.) utvrdili su je da je fizikalno stanje cirkulirajuce
nukleinske kiseline virusa BPJ nepoznato te nije u potpunosti razjasnjeno je li nukleinska
kiselina u degradiranom i inaktiviranom stanju ili inkapsulirana u strukturno netaknut i
potencijalno zarazni oblik. Konvencionalnom metodom izdvajanja virusa na embrioniranim
kokosjim jajima te ponovnom inokulacijom sentinel Zivotinja nisu uspjeli obnoviti infektivnost
virusa BPJ iz krvi ovaca i goveda, iako se virusna RNK mogla utvrditi u krvi. Ako je virusna
RNK inkapsulirana tada postoji i vjerojatnost da pretpostavljeno netaknute Cestice virusa BPJ
mogu ostati neotkrivene primjenom konvencionalnih metoda izdvajanja virusa na
embrioniranim kokosjim jajima te ponovnom inokulacijom na sentinel Zzivotinjama

(BARRATT-BOYES i MACLACHLAN, 1995.; MACLACHLAN i sur., 2009.).
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EFSA u posljednjem znanstvenom misljenju iz 2017. godine navodi da se virus u krvi RT-PCR
testom u goveda moze dokazati tijekom 156 dana (BARROS i sur., 2009.), a kod ovaca 140
dana od pocetka viremije (BONNEAU i sur., 2002.). Ukoliko se pak odreduje izdvajanjem
virusa, viremija u ovaca traje 14 do 54 dana, u koza 19 do 54 dana (KOUMBATI i sur.1999.;
SAVINIisur., 2001.),au goveda do 60 i vise dana (¢ak do 100) (SELLERS I TAYLOR, 1980.;
SINGER i sur., 2001.). Uzimajuéi u obzir znanstvenu literaturu te temeljem analize podataka
koja je ukazala da je vjerojatnost da ¢e viremija BPJ trajati manje od devet tjedana kod odraslih
goveda veca od 99%, Svjetska organizacija za zdravlje zivotinja (OIE) sluzbeno smatra da za
prezivace viremija traje najvise 60 dana (ANONYMOUS, 2021.).

Patogenezu BPJ karakteriziraju oSte¢enja malih krvnih Zzila ciljnih tkiva Sto se odcituje
vaskularnom okluzijom i infarktom. Vazoaktivni medijatori koje proizvode trombociti,
dendriticke stanice, makrofagi i endotelne stanice inficirane virusom BPJ povecavaju oStecenje
endotela, ometaju njegovu funkciju Sto pak dovodi do povecanja vaskularne propusnosti i
posljedi¢nog razvoja edema, vaskularne tromboze, krvarenja i infarkta (MACLACHLAN 1
sur., 2009.; DARPEL i sur., 2012.; RAO i sur., 2017.).

Na stani¢noj razini dolazi do nekroze 1 apoptoze inficiranih stanica, Sto pak potpomognuto
odredenim enzimima dovodi do pojave vaskularne propusnosti. Pokretanjem odredenih
biokemijskih procesa nastaje opsezan upalni odgovor na posljedi¢no oStecenje stanica i tkiva
zarazene zivotinje (BARRATT-BOYES i sur., 1992.; DEMAULA i sur., 2001,
MACLACHLAN i ZIENTARA, 2008.). Do danas nije potpuno razjasnjeno zasto odredeni
serotipovi virusa BPJ uzrokuju bolest u ovaca, a ne i u goveda kad je patogenetski mehanizmi
u obje vrste prezivaca isti (MACLACHLAN i sur., 2009.). U ovaca i bjelorepih jelena nastaju
znacajna osStecenja endotela, dok isto nije uoceno kod goveda. Uzrok tome je vjerojatno niza

osjetljivost endotelnih stanica goveda na infekciju virusom BPJ koja rezultira njihovom
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aktivacijom odnosno proizvodnjom vazoaktivnih i upalnih medijatora, dok ¢ée infekcija
endotelnih stanica u ovaca rezultirati brzom citolizom uz minimalnu aktivaciju. Omjer
tromboksana i prostaciklina koji je indikativan za poremecaje koagulacije visi je u inficiranih
ovaca nego u goveda (DEMAULA i sur., 2001., 2002.).

Mehanizam transplacentalnog prolaska virusa BPJ jo$S nije do kraja razjasnjen
(MACLACHLAN 1 sur., 2009.). Prolaz virusa kroz placentu u prvoj polovici gravidnosti moze
uzrokovati malformacije mozga, kao hidrocefalus i mozdanu hipoplaziju (OSBURN, 1994.).
Tijekom epizootije serotipom 8 u Nizozemskoj 2007. godine prvi je put primijeéena pojava
hidrocefalusa u pobacenih fetusa i novorodene teladi. Vertikalni prijenos BPJ i teratogeni
potencijal prethodno su opisani samo kod uporabe modificiranih zivih cjepiva protiv BPJ i nisu
bili povezani uz infekciju terenskim sojevima virusa. Stoga se otvara pitanje je li virus BPJ

serotipa 8 eventualno ranije bio prilagoden u laboratorijskim uvjetima (WOUDA i sur., 2009.).

2.7. Klini¢ka slika

BPJ se najcesce javlja u obliku inaparentne infekcije, bez vidljivih klini¢kih znakova bolesti, a
znacajne razlike uo€ene su u pobolu i pomoru ovisno o serotipu i virulenciji virusa, pasmini,
dobi Zivotinja, stresorima i hranidbi (MACLACHLAN, 1994.). Na bolest je osjetljivija
imunolos§ki naivna populacija Zivotinja, posebice pri unosu novih pasmina u enzootska podrucja
BPJ (WARD, 1994.). Klini¢ki oblik BPJ uglavnom se javlja u ovaca i manjeg broja divljih
prezivaca, dok je u goveda, koza 1 veline vrsta divljih prezivaca bolest uglavnom
asimptomatska. Ipak, pojedini sojevi, kao npr. soj serotipa 8, mogu izazvati teski klini¢ki oblik
bolesti i u goveda i kamelida (BACKX i sur., 2007.; DARPEL i sur., 2007.; MACLACHLAN
i sur., 2009. ). Zivotinje koje prebole BPJ karakterizira produzeni period oporavka tijekom
kojeg se biljeze gubitci u proizvodnji mlijeka, prirastu, kvaliteti vune 1 smanjenoj plodnosti
(COETZEE i sur., 2012.).
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2.7.1. Bolest plavog jezika u ovaca

Infekcija BPJ javlja se su svih ovaca, ali razvoj klinickih znakova ovisi 0o pasminskim
svojstvima. Utvrdene su varijacije u prijemljivosti te klinickom ocitovanju bolesti u ovaca iz
razli¢itih geografskih podruéja. Tako autohtone, nize-produktivne tropske ili suptropske
pasmine ovaca obolijevaju asimptomaski nakon infekcije endemskim sojevima virusa, dok
visokoproduktivne, naivne pasmine obole tezim oblikom bolesti (PRASAD 1 sur. 2009.;
VERONESI 1 sur., 2010; RAO 1 sur., 2017.). Znanstveni ¢lanci koji opisuju izbijanja BPJ u
Europi potvrduju i izrazitu varijabilnost klinickog tijeka unutar jedinki iste pasmine, pa ¢ak i
unutar istog stada (EFSA, 2017.).

Inkubacija BPJ u ovaca traje prosje¢no oko sedam dana, no pokusnim infekcijama dokazano je
da moze iznositi od dva do 15 dana. Bolest se javlja u akutnom, subakutnom i kroni¢nom
obliku. Akutni oblik BPJ zapocinje povisenom tjelesnom temperaturom (41 do 42°C) koja u
prosjeku traje sedam dana (2-11 dana) (ERASMUS, 1975.). Hiperemija sluznice usne Supljine
1 nosa pracena obilnim slinjenjem, seroznim iscjetkom iz ociju 1 nosa koji postaje
mukopurulentan (Slika 8.) 1 sadrzi primjese krvi mogu se uociti dva do tri dana nakon povisenja
tjelesne temperature (PARSONSON i sur., 1994.; MACLACHLAN i sur., 2009.). Iscjedak se
suSenjem pretvara u kraste (Slika 9.). Razvijaju se edem usana, jezika i meduvilicnog prostora,
a na sluznici usta javljaju se petehijalna krvarenja. Rijetko, u iznimno teskim sluc¢ajevima, jezik
je toliko otecen i edematozan da viri van usne Supljine. U takvim se slucajevima javlja cijanoza
a jezik poprima plavu boju (Slika 10.). Sa strane jezika vidljive su Zute ili jantaraste lezije, dok
prednji dio moZe biti gotovo potpuno liSen epitela (Slika 11.). Nakon pet do osam dana od
pojave bolesti uz pad tjelesne temperature javljaju se nekroticne promjene na sluznici usta i
posljedi¢no smrdljivi zadah. Zbog boli uzrokovane otokom, erozijama i ulcerima zivotinje su
anoreksi¢ne i potiStene. SasuSene kraste u nosu otezavaju disanje. Pri kraju bolesti razvija se

upala papaka s vidljivim crvenilom krunskog ruba (Slika 12.) Papci su bolni i topli. Ovce sa
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ovakvim promjenama Sepaju, ne Zele se kretati i stoje pogrbljeno (Slika 13.), leze ili pokusavaju

hodati na oslanjaju¢i se na karpalne i/ili tarzalne zglobove (ERASMUS, 1975.).

Slika 8. Mukozni iscjedak iz nosa (Ljubazno$c¢u dr.sc. Listesa)

Slika 9. Sasuseni sekret i kraste na usnama i nosu (Ljubazno$¢u dr.sc. Listesa)
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Slika 10. Edem usana i glave, cijanoza jezika (Izvor: WILSON i sur., 2008.)

Slika 11. Krvarenja, erozije i ulceri na sluznici usne Supljine (Ljubazno$¢u dr.sc. ListeSa)
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Slika 12. Crvenilo i otecenje krunskog ruba (Izvor: SAMINATHAN i sur. 2020.)

Slika 13. Pogrbljen stav uzrokovan bolnos$¢u papaka (Izvor: https://www.veeproholland.com,
2021.)

Pojava krvavog proljeva ili povracanje nastalog zbog edema jednjaka, a koje za posljedicu moze

imati aspiracijsku upalu pluc¢a, losi su prognosti¢ki znakovi i1 takvi slucajevi uglavnom

32


https://www.veeproholland.com/

zavrsavaju letalno. Uginuca se kod akutnog oblika u prosjeku javljaju jedan do osam dana
nakon pojave klini¢kih znakova (ERASMUS, 1975.).

Subakutni oblik BPJ u ovaca javlja se uglavnhom u pasmina koje su otporne na bolest
(ERASMUS, 1975.), a Cesto se ocituje samo umjereno povisenom tjelesnom temperaturom.
Rijetko se uoce mrsavost i slabost.

Kroni¢ni oblik bolesti pak karakterizira izrazita slabost i tortikolis. Kvaliteta vune je narusena.
Vuna se lomi te otpada u pramenovima. Javlja se sekundarna bakterijska pneumonija,
uglavnom uzrokovana bakterijama roda Pasteurella (ERASMUS 1990.; PARSONSON 1990.;
DARPEL i sur. 2007.; SAMINATHAN i sur. 2020.).

Infekcija tijekom ranog graviditeta (5. ili 6. tjedan gestacije) moze rezultirati pobacajima,
mumificiranim plodovima i radanjem avitalne mladuncadi s kongenitalnim poremecajima
(hidrocefalus, cerebralne ciste, retinalna displazija) ili tjelesnim deformacijama

(MACLACHLAN i sur., 2009.; DREW i sur., 2009.; RAO i sur., 2017.).

2.7.2. Bolest plavog jezika u goveda i koza

U goveda infekcija uglavnom prolazi klinicki inaparentna ili je pak subakutnog tijeka. 1znimku
predstavlja infekcija uzrokovana serotipom 8 koja moze rezultirati oCitovanjem klinicki
manifestinih oblika u brojnih vrsta zivotinja, ukljucuju¢i i goveda (DARPEL 1 sur., 2007.;
ELBERS 1 sur., 2008.b). Tijekom epizootije serotipom 8 bolest se u goveda ocitovala
povisenom tjelesnom temperaturom, apatijom i depresijom, erozijama i nekrozom sluznice
nosa i usta, iscjetkom iz nosa, poja¢anim slinjenjem, konjunktivitisom, laminitisom,
koronitisom te povremeno krvavim proljevom 1 edemom. Zabiljezen je znaCajan pad
mlije¢nosti, a nakon preboljenja dolazi do oporavka zivotinje. (THIRY 1 sur., 2006.; ELBERS
i sur., 2008.a).

Infekcija krava u ranoj fazi gestacije moZe rezultirati ranom embrionalnom smrtnoscu,

pobacajima, malformacijama ploda te rodenjem avitalne teladi MACLACHLAN i sur., 2000.;
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DESMECHT i sur., 2008.). Fetusi inficirani izmedu 70 do 130 dana gestacije mogu razviti
znacajne malformacije mozga, a ako infekcija nastane prije 70 dana gestacije najcesce se razvije
blagi encefalitis (MACLACHLAN i sur., 2000.; SPEROLVA i ZENDULKOVA, 2011.).

Mali broj istrazivanja proveden je vezano za BPJ u koza te se opcéenito smatra da infekcija
uglavnom prolazi subklini¢ki. Primjerice, tijekom epizootije na Cipru 1944. godine koze nisu
razvijale klinicke oblike bolesti, iako su bile drzane zajedno s ovcama (GAMBLES,1949.).
Iznimno, tijekom odredenih epizootija opisuju se i klinicka oboljenja koza, npr. epizootija u
Indiji koja je trajala od 1961. do 1963. godine (SAPRE, 1964.) ili u Izraelu kad je zabiljeZena
sporadi¢na pojava blagih klini¢kih znakova te pobacaja i rane neonatalne smrtnosti
(BUMBAROV i sur., 2012.). Tijekom epizootije BPJ serotipa 8 u Europi takoder su zabiljezeni
klinicki znakovi bolesti u koza i to povisena tjelesna temperatura, iscjedak iz nosa, edem usta i

glave, potkozna krvarenja, pad mlijeCnosti i prirasta (DERCKSEN i sur., 2007.).

2.7.3. Bolest plavog jezika u drugih vrsta Zivotinja

U divljih prezivaca na vecem podrucju Afrike, Europe, Sjeverne Amerike i Indije BPJ je
endemi¢na (SAMINATHAN i sur., 2020.). Klini¢ki oblik BPJ utvrden je i u bjelorepih jelena
u kojih se razviju hemoragicna dijateza 1 diseminirana intravaskularna koagulacija pa se bolest
ocituje hemoragijama po cijelom tijelu, otokom glave i1 vrata, pojaCanim slinjenjem, nosnim
iscjetkom 1 krvavim proljevom. Bolest je utvrdena i u muflona, bizona, moSusnog goveda i
jakova, ljama i alpaka dok se u divljih prezivaca africkog kontinenta uglavnom ne ispolje
klini¢ki znakovi (MACLACHLAN i sur., 2009.; RAO i sur., 2020.; MEYER i sur., 2009.;
HENRICH 1 sur. 2007.). ZabiljeZeni su pobacaji 1 uginuca pasa (LEVINGS 1 sur., 1996.) te

letargija 1 uginuca euroazijskih risova drzanih u zooloskom vrtu (JAUNIAUX 1 sur., 2008.).
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2.8. PatoloSke promjene

Na vrstu 1 jacinu patoloskih promjena koje mozemo naci tijekom razudbe utjece niz ¢imbenika
kao Sto su tezina klinicke slike, stadij bolesti u kojem je zivotinja uginula, serotip virusa,
individualna i pasminska prijemljivost te prisutnost, vrsta i intenzitet sekundarnih infekcija
(ERASMUS, 1975.).

Na sluznici gornjeg dijela gastrointestinalnog trakta (usne Supljine, jednjaka i predzeludca) te
gornjih diSnih putova u ovaca vidljivi su edem, krvarenje, erozije 1 ulceracije (DARPEL i sur.,
2007.; MACLACHLAN i sur., 2009.). Podru¢je oko nosa prekriveno je ulceracijama i ¢esto
zacepljeno sivo-smedim sasuSenim krastama sastavljenim od oljuStenog epitela, eksudata i
seruma, a na njusci su prisutne ekskorijacije (ERASMUS, 1990.). KoZa oboljele zivotinje je
hiperemicna, $to je osobito vidljivo na podru¢jima koja nisu obrasla vunom (uska, njuska,
krunski rub papka), a u potkozju se mogu na¢i petehijalna krvarenja (MACLACHLAN, 2004.).
Limfni ¢vorovi, osobito retrofaringealni, submandibularni i preskapularni, su izrazito povecani,
edematozni i s krvarenjima. Slezena je povecana, povremeno uz nalaz subkapsularnih
petehijalnih krvarenja. U uginulih Zivotinja uocava se jaka degeneracija i nekroza tjelesne
muskulature. Misi¢i gube pigmentaciju, a medumiSi¢ne fascije su infiltrirane bistrom
teku¢inom zbog Cega potkozno tkivo poprima Zelatinozni izgled. Nekroza sr€anog miSica
(osobito papilarnih misica lijeve klijetke), petehijalna do ekhimoti¢na krvarenja na bazi tunike
medije pulmonalne arterije i krvarenje u dnu aorte smatraju se patognomoni¢nim lezijama
(DARPEL i sur., 2007.; MACLACHLAN i sur., 2009.; MANI, 2020.). Plu¢a su hemoragicna,
edematozna, povecana i teSka. Prisutan je enteritis. Bubrezi su punokrvni, a petehijalna
krvarenja nalaze se u Zu¢nom mjehuru, sluznici mokra¢nog mjehura, uretri, vulvi i ovojnici

penisa (ERASMUS, 1990.). (Slika 14.)

35



Slika 14. Krvarenja uo¢ena u razli¢itim organima (A) sluznica usta, (B) jezik, (C) preskapularni
limfni ¢vor i (D) pluéna arterija (Izvor: VERONESI i sur., 2020.)

Ovisno o stupnju gravidnosti u manjeg broja ovaca infekcija moze izazvati smrt ploda i
mumifikaciju. U pobacenih plodova tad moZemo na¢i kongenitalne anomalije vezane uz
deformacije skeletnog sustava i encefalopatije (ERASMUS, 1975.; PARSONSON i sur.,

1994.).

2.9. Dijagnostika

Sumnja na BPJ postavlja se na temelju epizootioloskog, klinickog ili patoloskog nalaza, dok se
objektivna dijagnoza moze postaviti uporabom razlicitih seroloskih, molekularnih ili viroloskih

metoda. One su usmjerene na dokaz uzroc¢nika (virusa) ili prisustva specificnih protutijela, a

njihov odabir ovisi o cilju kojeg Zelimo posti¢i (ANDERSON i sur. 1989.; AFSHAR, 1994.;

36


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01652176.2020.1831708
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01652176.2020.1831708

ROJAS i sur. 2019.; SAMINATHAN i sur. 2020.; ANONYMOUS, 2021.). (Tablica 1.).

Tablica 1. Metode laboratorijske dijagnostike BPJ  (lzvor:  ANONYMOUS,2021.
https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.03_BLUETONGUE.pdf )
Namjena

Stjecanje Individualna
Dijagnostic¢ka Potvrda
metoda statusa Zivotinja Cijepljenje —

Iskorjenjivanje klinickog Nadziranje-
populacije slobodna od imuni status
bolesti slu¢aja prevalencija
slobodne od infekcije prije Zivotinje
bolesti

bolesti premjestanja
Dokaz uzroé¢nika?
RT-PCR u
stvarnom - +++ - +++ ++ -
vremenu
Klasi¢éni RT- - +++ - +++ ++ -
PCR
Izdvajanje
virusa - +++ - +++ - -
Dokaz specifi¢nih protutijela
c-ELISA
(specificna za +++ +++ ++ - +++ ++
serogrupu)
VN test
(specificna za + + ++ + ++ ++
serotip)
AGID + + + - + +
Legenda:

+++ = preporuceno
++ = preporuceno, ali ima ograni¢enja
+ = prikladno u vrlo ograni¢enim okolnostima
- = neprikladno
RT-PCR = lan¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu

C-ELISA = kompetitivni imunoenzimni test;

VN = neutralizacija virusa,;
AGID = agar gel imunodifuzija
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2.9.1. Dokaz uzro¢nika BPJ

Klini¢ki uzorci u kojim dokazujemo prisustvo virusa ukljuc¢uju punu krv ili krvni ugrusak
suspektno viremi¢nih zivotinja, te uzorke slezene i limfnih ¢vorova uginulih zivotinja. Virus

mozemo dokazati i u prikupljenim inficiranim komarci¢ima.

2.9.1.1. Izdvajanje virusa

Do danas, klasi¢ne metode izdvajanja virusa jedine su metode kojima se moze sa sigurnoséu
dokazati prisustvo infektivnog virusa u zivotinji. Zbog povezanosti virusa BPJ sa eritrocitima,
najbolji i naj¢eséi uzorak je puna krv viremicne zivotinje. Kao antikoagulans mozemo koristiti
heparin, etilendiamintetraoctenu kiselinu (EDTA) ili natrijev citrat (AFSHAR, 1994.; ROJAS
I sur., 2019.).

U slucajevima kada se uzorci uzimaju nakon smrti zivotinje najbolje je uzorkovati slezenu i
limfne ¢vorove, no virus se moze dokazati i u brojnim drugim tkivima primjerice plu¢ima, jetri
i kostanoj srzi uginulih Zivotinja ili pobacenih plodova, sjemenu ili iz lezija sa sluznica
probavnog, disnog i krvozilnog sustava (AFSHAR, 1994.; KIRKLAND i sur., 2004.; ROJAS i
sur., 2019.).

Za izdvajanje virusa i njegovu replikaciju koristimo embrionirana kokos$ja jaja (ECE) ili
stani¢ne kulture kao §to je Culicoides stani¢na linija - KC (stani¢na linija izvedena iz C.
sonorensis). Dokazano je da je stani¢na linija KC vrlo osjetljiva i s aspekta dobrobiti Zivotinja
prihvatljiva jer smanjuje upotrebu embrioniranih jaja. Osim toga upotrebi su i stani¢ne kulture
sisavaca BHK-21 (eng. Baby hamster kidney), Vero (eng. African green monkey kidney) i

stani¢na C6/36 izdvojena iz insekta Aedes albopictus (ANONYMOUS, 2021.).
2.9.1.2. Identifikacija virusa

Nakon izdvajanja, virus je potrebno identificirati 1 serotipizirati, $to se uglavnom provodi

uporabom molekularnih i/ili seroloSkih metoda (AFSHAR, 1994.). Od seroloskih metoda
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najeSCe se rabe imunoenzimni test za dokaz antigen, direktna imunofluorescenca i
imunoperoksidazni test. Virus BPJ karakterizira interakcija s drugim antigeno sli¢énim virusima,
posebice virusom konjske kuge i epizootske hemoragijske groznice. Kako bi se izbjegla
mogucéa unakrizna reakcija koriste se monoklonska protutijela. Antigenska odrednica za
diferencijaciju vrsta virusa tj. seroloskih skupina medu Orbivirusima je protein VP7, dok je

VP2 specifian za serotip.

2.9.1.2.1. Odredivanje seroloske skupine

Izolati Orbivirusa seroloski su grupirani na temelju njihove aktivnosti sa specifiénim
standardnim antiserumom za protein VP7. Za tipizaciju do razine seroloske skupine najéesce

se koriste imunoenzimni test, imunofluorescencija odnosno imunoperoksidazni test.

2.9.1.2.2. Odredivanje serotipa

Virus neutralizacijski test zlatni je standard odnosno referentna metoda kojom odredujemo
serotip virusa BPJ. Izvodi se na stani¢nim kulturama u mikrotitracijskim pliticama. Postupak
se temelji na sprjeCavanju umnoZavanja virusa specificnim protutijelima. Potpuna
neutralizacija virusa ocituje se izostankom umnaZzanja virusa te posljedi¢no izostankom
citopatogenog ucinka (CPU) ili inhibicije plaka. Inhibicija virusa i izostanak CPU indikativni
su za specifi¢ni serotip virusa BPJ (AFSHAR, 1994.; ROJAS 1 sur. 2019.; ANANIMOUS,
2021.). Najveca prednost testa je njegova sposobnost da ne izaziva krizne reakcije s drugim
seroloskim skupinama Orbivirusa. Zbog svoje visoke osjetljivosti rabi se i za kontrolu imunog
statusa Zivotinja nakon cijepljenja. Nedostatak testa je vezan uz zahtjevnost izvodenja metode

te potrebno posjedovanje referentnih seruma za sve poznate serotipove virusa BPJ.
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29.1.3. Molekularne metode

2.9.1.3.1. Dokaz nukleinske kiseline

Lanc¢ana reakcija polimerazom uz prethodnu reverznu transkripciju (RT-PCR) primjenjuje se
od 1989. godine (GOULD i sur., 1989.) i smatra se visoko osjetljivom i specificnom metodom
dijagnostike. Ovom metodom dokazujemo prisustvo specifi¢nog odsjecka virusnog genoma u
uzorcima krvi, sperme i tkiva zarazenih domacih i divljih zivotinja te u uzorcima komarcica
roda Culicoides (SAMINATHAN i sur., 2018., 2020.). Metoda se izvodi u znatno kra¢em
vremenu nego $to je potrebno za izdvajanje virusa. Ipak kod interpretacije rezultata treba biti
oprezan obzirom da ovom metodom mozemo dokazati vrlo male koli¢ine virusne RNK
odnosno virusa koji nije vijabilan i ne moze viSe uzrokovati infekciju niti u prezivaca niti u
komarc¢ica. Ovom metodom moguce je dokazati i cjepni soj iz atenuiranih cjepiva.

Postoji mnogo razli¢itih molekularnih testova primjerice ugnijezdeni konvencionalni RT-PCR
ili pak RT-PCR u stvarnom vremenu koje koriste razli¢ite metode ekstrakcije, transkripcije,
ampifikacijske enzime, pocetnice i uvjete. Ugnijezdeni konvencionalni RT-PCR koji rabi
pocetnice za umnazanje NS1 segmenta (KATZ i sur., 1993.) u uporabi je ve¢ 20-ak godina,
moze se rabiti za dokaz serotipova 1-24 i 26. Ovaj je protokol iznimno koristan ukoliko
laboratoriji nemaju kapaciteta za izvodenje RT-PCR u stvarnom vremenu koji ipak ima
nekoliko dodatnih prednosti. RT-PCR u stvarnom vremenu moze otkriti sve poznate serotipove
virusa BPJ, osjetljivost mu je jednaka ili ¢ak bolja, moze kvantificirati koli¢inu virusa u uzorku
bez rizika od kontaminacije koja je opisana u ugnijezdenih RT-PCR metoda. Jedan od
poznatijih i naj¢es$ce koristenih RT-PCR protokola u stvarnom vremenu razvili su Hofmann i
sur. (2008.). Ovaj protokol se temelji se na primjeni Tag man proba i PCR protokola sa ciljnim
odsjeckom genoma u nukleotidnom slijedu koji kodira za glikoprotein NS3.

Razvoj molekularnih testova, novih tehnologija sekvenciranja, genotipizacije i softvera za
fenotipizaciju omogucio je identifikaciju sve veceg broja novih serotipova kao i razlikovanje
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virusa ovisno o geografskom podrucju. Isto je znacajno utjecalo na razvoj epidemioloskih

studija u odnosu na geografsku prosirenost i podrijetlo izolata virusa.

2.9.1.3.2. Sekvencioniranje nukleinskih kiselina

Molekularna identifikacija serotipa i genotipa virusa BPJ moze se odrediti razli¢itim PCR
metodama, no za kona¢nu nedvosmislenu identifikaciju potrebno je provesti sekvencioniranje
genoma. Najcesce se radi o umnazanju pojedinih segmenata, njihovom sekvencioniranju i
filogenijskoj analizi, no u zadnje vrijeme sve se vise koriste i sekvencioniranja ¢itavog genoma.
Ipak, jos uvijek relativno visoki troskovi povezani sa sekvencioniranjem ograni¢avaju njenu

primjenu u rutinskoj dijagnostici (ANONYMOUS, 2021.).

2.9.2. Dokaz specifi¢nih protutijela

Seroloskim pretragama dokazujemo prisustvo specificnih protutijela za virus BPJ, koja
nalazimo u Zivotinja koje su bile izlozene virusu, cijepljenih zivotinja i u mladuncadi koja jos
uvijek posjeduju majéinska protutijela. Seroloski odgovor javlja se 7-14 dana nakon infekcije,
a Cetverostruki porast titra u parnim serumima dokaz je akutne infekcije (AFSHAR, 1994.).
Inficirane Zivotinje stvaraju neutralizacijska, ali 1 druga specifi¢na protutijela koja mozemo
dokazati brojnim seroloskim metodama koje se razlikuju u svojoj osjetljivosti i specificnosti.
U Zivotinja koje prethodno nisu bile izloZene virusu BPJ, neutraliziraju¢a protutijela specifi¢na
su za serotip virusa koji je izazvao infekciju. ViSestruke infekcije s razli¢itim BTV serotipovima
dovesti se ¢e do proizvodnje protutijela sposobnih neutralizirati i serotipove kojima zivotinja
nije bila izlozena (HASSAN i ROY, 1999.; ROY, 1992.; MACLACHLAN, 2004.,
SCHWARTZ-CORNIL i sur., 2008.).

Seroloske metode za otkrivanje virusa BPJ mogu se podijeliti u dvije glavne kategorije ovisno
0 tome da li su usmjerene na serolosku skupinu (glavna odrednica specifi¢nosti seroloske

skupine su razlike na proteinu VVP7) ili na serotip (determiniran proteinom VP2). Gel difuzijski
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precipitacijski test (GDP test) i imunoenzimni test (ELISA) najcesce su koriStene metode za
odredivanje seroloske skupine, dok se serum neutralizacijski test najces¢e koristi za
identifikaciju serotipa.

2.9.2.1. Kompetitivni imunoenzimni test (CELISA)

Kompetitivni imunoenzimni test (c-ELISA) najéesce se koristi za detekciju i kvantifikaciju
protutijela u serumu prezivaca (AFSHAR 1 sur., 1992.; AFSHAR, 1994.; ROJAS i sur., 2019.;
SAMINATHAN i sur., 2020.; ANONIMOUS, 2021.). Prednosti ove metode su $to ne dolazi
do unakriznih reakcija s drugim skupinama unutar roda Orbivirus te §to se moze se primijeniti
za dokaz protutijela u serumu svih zivotinjskih vrsta (AFSHAR 1 sur., 1989.). Visoka
specifi¢nost posljedica je uporabe monoklonskih protutijela specifi¢nih za serolosku skupinu.
Iako posjeduju razli¢ita svojstva ili specifi¢nosti epitopa, ¢ini se da Se sva ova monoklonska
protutijela vezu na amino-terminalnu regiju proteina VP7. Metoda je osjetljiva, specificna,
pouzdana, brza i jeftina. Od strane OIE-a propisana je kao referentna metoda seroloske
dijagnostike BPJ koja je primjenjiva u programima nadzora BPJ ili kontrole cjepnog statusa
populacije. Glavni nedostaci metode su laZzno negativni rezultati i unakriZna reaktivnost izmedu
serotipova (HAMBLIN, 2004.; SAMINATHAN i sur., 2020.).

2.9.2.2. Virus neutralizacijski test

Virus neutralizacijski test kao seroloSka metoda upotrebljava se za identifikaciju i
kvantifikaciju specifi¢nih neutralizacijskih protutijela. Poseban znacaj ima kao dodatni test u
endemskim podrucjima na kojima je prisutno vise od jednog serotipa jer upravo sposobnost
identifikacije serotipa ima vaznu ulogu u odredivanju mjera kontrole bolesti, posebice
cijepljenja. Glavna prednost metode je visoka specificnost i osjetljivost, moguénost odredivanja
serotipa odgovornog za infekciju te izostanak kriznih reakcija s drugim seroloSkim skupinama

roda Orbivirus. Rabi se u svrhu procjene imunog statusa individualne zivotinje ili populacije
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nakon cijepljenja. Nedostaci metode vezani uz duze vrijeme izvodenja kao i €injenicu da za
njegovo provodenje laboratorij mora posjedovati referentne sojeve virusa za svaki serotip.
Neutraliziraju¢i titar protutijela odreduje se kao reciproc¢na vrijednost serumskih razrjedenja
koja sprecavaju pojavu citopatogenog ucinka. Smatra se da je ispitivani virus seroloski
identi¢an standardnom BPJ serotipu ukoliko su u testu oba neutralizirana u sli¢noj mjeri.
2.9.2.3. Gel difuzijska precipitacija (GDP)

Najznacajnija primjena gel-difuzijske precipitacije u proslosti bila je vezana za pretrazivanje
zivotinja radi prometa. lako jednostavan za izvodenje, zbog manjka specifi¢nosti pri
razlikovanju protutijela za virus BPJ u odnosu na druge orbiviruse danas vise nije u rutinskoj

primjeni.

2.10. Diferencijalna dijagnostika

Ovisno o klinickoj slici, vrsti Zivotinje 1 epizootioloskim podatcima, diferencijalno
dijagnosticki potrebno je iskljuciti i druge zarazne bolesti kao $to su slinavka i Sap, kuga malih
prezivaca, ovcje 1 kozje boginje, vezikularni stomatitis, zarazni ektim ovaca, groznicu Riftske
doline, nairobijsku bolet ovaca, bolest vodenog srca, zaraznu Sepavost janjadi, zaraznu koricu
goveda i govedu kugu. Od nezaraznih uzroka u obzir dolazi fotosenzibilizacija uzrokovana

trovanjem odredenim biljkama (JUKIC, 2003.; ANONYMOUS, 2021.).

2.11. Lijecenje, kontrola i preventivne mjere

2.11.1. LijecCenje Zivotinja oboljelih od bolesti plavog jezika

Ne postoji specificna antivirusna terapija za zivotinje oboljele od BPJ. Potporna terapija

ukljucuje zbrinjavanje oboljelih Zivotinja (prilagodba naina drZanja i hranidbe), terapiju
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sekundarnih infekcija te, ako je opravdano, primjenu nesteroidnih protuupalnih lijekova
(MELLOR, 2002.; SPERLOVA i ZENDULKOVA, 2011.).

Potrebno je poduzeti mjere kojima ¢e se smanjiti pobol i pomor medu osjetljivim vrstama
prezivaca kako bi ekonomske posljedice proizvodacima i gospodarstvu bile Sto manje (EFSA,

2017.).

2.11.2. Preventivne mjere na gospodarstvima

Kako je BPJ nekontagiozna bolest te se ne $iri direktnim kontaktom, mjera izdvajanja oboljelih
od zdravih zivotinja na razini stada nije u¢inkovita ve¢ bi opée mjere trebale biti usmjerene na
sprjeavanje kontakta izmedu domacina i vektora.

Novom Uredbom (EU) 2016/429 Europskog parlamenta i vijeCa od 9. ozujka 2016. o
prenosivim bolestima zivotinja te o izmjeni i stavljanju izvan snage odredenih akata u podrucju
zdravlja Zivotinja (,,Zakon o zdravlju zivotinja”) BPJ (serotipovi 1-24) je kategorizirana kao
bolest kategorije C (ANONYMOUS, 2021.) Takva kategorizacija oznacava bolest koja je
relevantna za neke drzave €lanice EU 1 za koju je, u svrhu sprjecavanja Sirenja u podrucja
Europske Unije sluzbeno slobodna od bolesti ili u kojima se provode programi iskorjenjivanja,
potrebno provoditi odredene mjere. Navedena kategorizacija BPJ podrazumijeva i promjenu
strategije kontrole te bolesti jer je do travnja 2021. godine bilo propisano njezino hitno
iskorjenjivanje (ANONYMOUS, 2021.). Nova politika kontrole BPJ u Europskoj uniji temelji
prvenstveno na cijepljenju ciljne populacije zivotinja te aktivnostima kao $to su nadziranje,
provedba mjera kontrole bolesti, nadziranje premjestanja zivotinja i zametnih proizvoda,
smanjivanje izlozenosti vektorima te transparentnoj razmjeni epizootioloSkih podataka.
Uredba (EU) 2016/429 (,,Zakon o zdravlju zivotinja”) definira podruc¢ja na kojima se

primjenjuju odredene mjere kontrole kao:
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a) ,,zonu ograni¢enja” u kojoj se primjenjuju ograni¢enja premjesStanja odredenih Zivotinja
ili proizvoda te druge mjere za suzbijanje bolesti u cilju sprecavanja Sirenja na podrucja
gdje se ograni¢enja ne primjenjuju; zona ograni¢enja moze, prema potrebi, obuhvacati

zone zaStite 1 nadzora;

b) ,,zonu zastite” kao zonu oko podruc¢ja izbijanja bolesti, koja ukljucuje 1 podrucje
izbijanja bolesti te u kojoj se primjenjuju mjere za suzbijanje bolesti kako bi se sprijecilo

Sirenje bolesti iz te zone;

€) ,,zonunadzora” kao zonu koja je uspostavljena oko zone zastite te u kojoj se primjenjuju

mjere za suzbijanje bolesti kako bi se sprijecilo Sirenje bolesti iz zone zastite.

Zabrana premjeStanja prezivaca kao i prometa zametnih proizvoda (sjemena, jajnih stanica i
zametaka) iz zone ograniCenja, zone zastite i po potrebi zone nadzora moze ograniciti Sirenje
BPJ izmedu drzava ili podrucja unutar zemlje posebice kad je isto kombinirano s cijepljenjem
prijemljivih preZivaca kao i1 odgovaraju¢im programom nadzora cirkulacije virusa BPJ.
Strategija kojom se djelovalo na smanjenje cirkulacije virusa i vektora u okoliSu uz masovno
cijepljenje prijemljive populacije prezivaca pokazao se uc¢inkovitim u zemljama juZne Europe.
Primijenjene mjere znacCajno su smanjile Sirenje bolesti prema sjeveru. Tu tezu u svojem
misljenju o kontroli, nadziranju 1 premjeStanju Zivotinja u slucaju infekcije virusom BPJ iz
2017. godine EFSA navodi kao kljuénu za uspjeh iskorjenjivanja BPJ (CAPORALE 1
GIOVANNINI, 2010.; EFSA, 2017.).

Kod bolesti prenosivih vektorima usmrcivanje zivotinja metodom ,.Stamping-out je
nesvrsishodno (virus je prisutan u populaciji vektora, te uklanjanje zarazenih Zivotinja nema
ucinka). Iznimno, ako zivotinje zbog izrazenih klini¢kih znakova pate te im je naruSena
dobrobit, usmréivanje se kao mjera odreduje u skladu sa propisima iz podrucja zastite Zivotinja.

Zbrinjavanje leSina zaraZenih Zivotinja te ostalih nusproizvoda mora biti provedeno na
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odgovarajuc¢i nacin kako bi se sprijecilo moguce Sirenje alimentarnim putem, a koje dokazano
samo u nekih vrsta mesojeda (EVERMANN, 2008.; JAUNIAUX i sur., 2008.).

Vektore BPJ u prirodi nije moguce u potpunosti suzbiti pa se mjerama koje se primjenjuju
nastoji smanyjiti njihov broj (MERTENS i MELLOR, 2003.). Postoji vise postupaka suzbijanja
komarcica, a najbolji ucinak imaju ukoliko su primijenjeni u kombinaciji (MELLOR i
WITTMANN, 2002.). Individualna primjena insekticida ili repelenata ne smanjuje prijenos
virusa zato S§to se u terenskim uvjetima teSko postize njihova potrebna koncentracija, ¢ak i u
onim sluc¢ajevima kad je ova mjera provediva. Obzirom na dnevnu aktivnost vektora,
zadrzavanje zivotinja u stajama u vrijeme njihove najvece aktivnosti (sumraka i zore) kao i
koriStenje zastitnih mreza na prozorima i vratima koje ne propustaju komarcice ili su ¢ak
impregnirane insekticidom pokazalo se ucinkovitijom preventivnom mjerom (MELLOR i
WITTMANN, 2002.; EFSA 2017.a). No, u praksi se kontrola komar¢i¢a roda Culicoides na
razini gospodarstva neadekvatno primjenjuje 1 ve¢inom je zbog tehnickih razloga 1 okolisnih
uvjeta neprakticna. U obzir dolazi primjena mehanickih, kemijskih, bioloSkih, genetickih i
biotehnoloSkih mjera. U znanstvenom izvjeS¢u od 2017. godine EFSA je zakljucila da nema
dokaza o izravnoj ucinkovitosti tretiranja okoliSa insekticidima te da je isto vjerojatno
neucinkovito zbog ubikvitarnih karakteristika komarci¢a roda Culicoides. Insekticide bi trebalo
simultano primijeniti na Zivotinju 1 okoli§ kako bi njihova djelotvornost bila Sto ucinkovitija
(SCHMAHL i sur., 2009.a, 2009.b.; SPERLOVA i ZENDULKOVA, 2011.). U svrhu
suzbijanja komarcica rabe se sredstva niske toksi¢nosti za sisavce kao §to su sintetski piretroidi
(SPERLOVA i ZENDULKOVA, 2011.), ivermektin apliciran intradermalno ili subkutano te
repelenti za izravnu zaStitu Zivotinja kao $to je di-etil toluamid (DEET) koji uspjes$no odbija
komarciée 4 sata od primjene (TWEEDLE 1 MELLOR, 2002.). Zadiranje u stanista vektora te
uniStavanje mjesta njihovog razmnozavanja predstavlja jednu od osnovnih biosigurnosnih

mjera. Kako se ve¢ina komarci¢a razmnozava u izmetinama i u vlaznom tlu, pravilnim
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odrzavanjem staja, okoliSa gospodarstva i pasnjaka smanjuje se broj mjesta za njihovo

razmnozavanje (MERTENS i MELLOR, 2003.).

2.11.3.  Cijepljenje protiv bolesti plavog jezika

Cijepljenje se smatra pozeljnom i uc¢inkovitom mjerom kontrole BPJ ¢iji se pozitivan ucinak
ocituje U Smanjenim izravnim 1 neizravnim gubitcima, smanjenju cirkulacije virusa,
iskorjenjivanju BPJ iz odredenih podrucja te omoguéavanju nesmetanog premjestanja zivotinja.
Zbog seroloske heterogenosti virusa te izostanka unakrizne imunosti izmedu razli¢itih
serotipova, pri odabiru odgovarajuceg cjepiva neophodno je poznavati epizootiolosku situaciju
na odredenom geografskom prostoru. Trenutno su na trziStu dostupna atenuirna i inaktivirana
cjepiva.

2.11.3.1. Ziva oslabljena (atenuirana) cjepiva

Atenuirana cjepiva izazivaju dobar imunitet nakon samo jedne aplikacije i njihova proizvodnja
nije skupa. Zabrinutost vezana uz primjenu ovih cjepiva vezana je uz ¢injenicu da njihova
primjena moze rezultirati pojavom klinickih znakova bolesti, poba¢ajima, padom mlije¢nosti,
losom kvalitetom sjemena i malformacijama ploda (VERONESI i sur., 2005
BHANUPRAKASH i sur., 2009.). Poseban problem predstavlja rizik od moguce rekombinacije
cjepnog soja virusa s divljim sojem i moZebitni nastanak novog soja visoke virulencije
(MELLOR i WITTMANN, 2002.; SAVINI i sur., 2008.; NOMIKOU i sur., 2015.). Atenuirana
cjepiva svoju primjenu uglavnom nalaze na podruc¢ju Afrike, te su tijekom vise od 50 godina
polivalentna atenuirana cjepiva bila jedina komercijalno dostupna cjepiva u endemskim
podru¢jima Afrike u kojima je istovremeno cirkuliralo vise razliitih serotipova virusa BPJ.
Atenuirana cjepiva u ograni¢enom opsegu bila su u uporabi i u nekoliko drugih zemalja,
ukljuc¢ujuéu Sjedinjene Americke Drzave, Italiju, Bugarsku, Izrael, Francusku na podrucju

Korzike i Spanjolsku (ALPAR i sur., 2009.).
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2.11.3.2. Inaktivirana cjepiva

Inaktivirana cjepiva sadrze umrtvljeni virus te je njihova primjena u potpunosti sigurna. Ako
su pravilno proizvedena, stvaraju dobar i dugotrajan imunitet. lako im je proizvodnja skupa,
zbog sigurnosnih razloga na podrucju Europske Unije predstavljaju cjepiva primarnog izbora.
U pocetku su se proizvodila samo monovalentna inaktivirana cjepiva, no danas se ista proizvode
u polivalentnom obliku te se kombinacije serotipova u cjepivu mogu prilagodavati sukladno
epizootioloskoj situaciji i potrebama na terenu. Nedostatak njihove primjene vezan je uz skupu
proizvodnju te viSekratnu aplikaciju potrebnu za stvaranje odgovarajuéeg imuniteta

(SAMINATHAN i sur. 2020.; ANONYMUS, 2021.).

2.11.3.3. Nove generacije cjepiva

Razvoj novih vrsta cjepiva, kao S$to su rekombinantna vektorska ili podjedini¢na cjepiva,
zasniva se na poboljSanju uc¢inkovitosti cjepiva u vidu sprjeavanja infekcije te brzeg stjecanja
imuniteta. No zbog znacajno skuplje proizvodnje u odnosu na postojece vrste cjepiva ista nisu

u komercijalnoj primjeni (SPERLOVA i ZENDULKOVA, 2011.; VAN RN, 2019.).

2.12. Bolest plavog jezika u Republici Hrvatskoj

U Hrvatskoj je BPJ prvi put zabiljeZena u studenom 2001. godine, kada je laboratorijskim
pretragama dokazana cirkulacija virusa BPJ serotipa 9 na podru¢ju Dubrovacko-neretvanske
Zupanije. Sumnja je postavljena na temelju klinickih znakova BPJ koji su uoceni u ovaca sa
podruc¢ja Konavala. Klini¢ki znakovi ukljucivali su pojacano slinjenje, edem meduvili¢nog
podrucja, jezika i obraza, erozije sluznice usta, poviSenu tjelesnu temperaturu, zacrvenjeli
krunski rub papka i Sepanje te sporadicne pobacaje u ovaca u kasnoj fazi gestacije. Osim na
podru¢ju Konavala, BPJ je tijekom te epizootije zabiljeZena i na podruc¢ju Dubrovnika te

Dubrovackog primorja. Ukupni pobol je u ovaca iznosio 5,2 %, a pomor 2,29 %. Tri slucaja
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BPJ s klinickim znakovima slicnim u ovaca, no blazeg tijeka, zabiljezeni su u koza, dok u
goveda nisu primijeceni znakovi BPJ. Istovremeno je najviSa seroprevalencija utvrdena u
goveda (49,86%), dok je u koza (15,95%) i ovaca (13,72%) ona bila znacajno niza. U isto
vrijeme cirkulacija serotipa 9 prijavljena je u slu¢ajevima BPJ potvrdenim na podrucju Turske,
Grcke, Bugarske, Makedonije, Srbije te Crne Gore. 1z navedenog proizlazi da je unos serotipa
9 u Hrvatsku slijedio isto¢ni krak Sirenja BPJ po zemljama u mediteranskom bazenu te je unesen
zarazenim vektorima ili zaraZenim Zivotinjama vrlo vjerojatno iz Crne Gore (LISTES i sur.,
2011.). Na temelju zarazenog i ugrozenog podrucja koje je 2001. godine obuhvatilo
Dubrovacko-neretvansku i ve¢i dio Splitsko dalmatinske zupanije izraden je program praéenja
BPJ u 2002. godini. Program se provodio u razdoblju 15. rujna do 15. prosinca 2002. godine, a
zasnovan je na nasumicno odabranim lokacijama i sentinel zivotinjama (govedima). Tijekom
2002. godine nije zabiljezeno klinicko izbijanje BPJ u niti jedne vrste prezivaca, Serokonverzija
na sentinel Zivotinjama dokazana je na podrucju naselja unutar zarazenog podrucja, dok na
ugrozenom podrucju tijekom provedbe programa ona nije utvrdena (Slika 15., Slika 16.). U
odnosu na rezultate pretraZivanja iz 2001. godine vidljiv je trend Sirenja virusa BPJ sjeverno,

na podrucja u kojima ranijim pretrazivanjima nije bilo dokaza cirkulacije virusa.
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Slika 15. Prostorna distribucija stada s utvrdenim klinickim znakovima BPJ u 2001. godini
(Izvor: LABROVIC i sur., 2004.)
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® Pozitivna goveda

@ Sentinel goveda, zarazeno podrudje

#® Sentinel goveda, ugrozeno podrucje

Slika 16. Prostorna distribucija sentinel goveda u kojih je utvrdena serokonverzija na serotip 9
u razdoblju 14. listopad — 16. studeni 2002. (Izvor: LABROVIC i sur., 2004.)

Unato¢ vrlo niskoj gusto¢i populacije goveda u Zupanijama zahvacenim BPJ, te iako nisu
radena daljnja istraZivanja, temeljem dostupnih znanstvenih spoznaja pretpostavljeno je da je
virus prezimio u vektorima i/ili govedima (LABROVIC i sur., 2004.). Usporedno s programom
nadziranja sentinel lokacija na podrucju Dubrovacko-neretvanske i Splitsko-dalmatinske
Zupanije provodio se 1 program entomoloskog nadziranja. Provedenim entomoloskim
istrazivanjima dokazano je da je od ukupnog broja identificiranih vrsta komarcica roda
Culicoides vecina pripadala Obsoletus kompleksu (92%), te da su C. obsoletus i C. scoticus
najzastupljenije vrste. S obzirom na to da nije dokazano prisustvo C. imicola, smatra se da su

glavnu ulogu u prijenosu virusa imali C. obsoletus i C. scoticus (LISTES i sur., 2011.).
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Program nadziranja BPJ od 2002. do 2004. godine bio je koncipiran kroz pasivno i aktivno
nadziranje. Pasivno nadziranje je ukljudivalo obveznu prijavu sumnje na BPJ temeljem
klinickih znakova bolesti i/ili nalaza epidemioloskog istrazivanja. Aktivno nadziranje je
ukljucivalo pretrazivanje nasumicno odabranih sentinel goveda na podrucju visokorizi¢nih
(Splitsko-dalmatinska i Dubrovacko-neretvanska) Zzupanija na nacin da osigura otkrivanje
infekcije uz prevalenciju od najmanje 2% na razini Zupanije i 95 %-tnu pouzdanost. U slucaju
da su utvrdeni klinicki znakovi BPJ i/ili epidemioloSka poveznica, provodilo bi se uzorkovanje
prijemljivih vrsta prezivaca za molekularno pretrazivanje. Ako bi se sumnja na BPJ postavila
temeljem dokazane serokonverzije, provodio bi se klinicki pregled i epidemiolosko istrazivanje
gospodarstva. Seropozitivne zivotinje ponovno bi bile laboratorijski pretrazene i to seroloski i
molekularno. Klinic¢ki pregled zivotinja u sumnjivom stadu i epidemiolosko istrazivanje u
stadima goveda, ovaca i koza, koja su se nalazila u krugu od 20 km od gospodarstva na kojem
je prijavljena sumnja na BPJ te dodatne mjere koje su bile vezane uz ograni¢enja u premjestanju
Zivotinja, zatvaranje zivotinja za vrijeme aktivnosti vektora ili dezinsekcije gospodarstava,
provodila su se sukladno vaze¢em propisu o mjerama za kontrolu i iskorjenjivanje BPJ.

U slucaju potvrde BPJ, zarazenim podru¢jem definiralo bi se podrucje u krugu polumjera od
najmanje 100 km od gospodarstva na kojemu je utvrdena bolest plavoga jezika, a ugroZeno
podru¢je u krugu polumjera najmanje 50 km od granice zaraZzenog podrucja.

lako nije bilo novih izbijanja BPJ u Hrvatskoj, novi program nadziranja BPJ uspostavljen od
2004. godine je uz Splitsko-dalmatinsku i Dubrovacko-neretvansku Zupaniju zbog iznimno
velike gustoée populacije ovaca proSiren i na Zadarsku te Sibensko-kninsku Zupaniju.
Nasumi¢no su odabrane sentinel lokacije i sentinel Zivotinje, a program je zasnovan na
seroloskom 1 viroloSkom pretrazivanju uzoraka krvi sentinel Zivotinja.

Pocetkom studenog 2004. utvrdena je serokonverzija u stadu na podru¢ju Metkovica, a potom

I U drugim stadima na podrucju Dubrovacko-neretvanske zZupanije. Serotipizacijom je dokazan
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virus BPJ serotip 16, §to je ujedno bila i prva potvrda ovog serotipa u Hrvatskoj. Osim u sentinel
goveda, serotip 16 utvrden je i u ovaca i koza, a u nekim stadima utvrdene su mijesane infekcije
sa serotipom 9 i serotipom 16. Seroprevalencija na razini stada varirala je od 6 do 36%, odnosno
15 do 50% u stadima ovaca i 11 do 42% u stadima koza i mijeSanim stadima. Pobol je iznosio
34% na razini stada, a u zivotinja su utvrdeni blagi klinicki znakovi BPJ kao $to su hiperemija
1 edem sluznice usta, dispneja, koronitis te iscjedak iz nosa kao najucestaliji znak bolesti. [ako
je BPJ serotip 16 utvrden u istoj Zupaniji kao i 2001. godine BPJ serotip 9, nisu ih karakterizirali
isti putevi unosa i Sirenja. Serotip 16 prijavljen je u Grékoj 2000. godine bez dokaza o daljnjem
Sirenju van granica zemlje, te nije nikada prijavljen na podruc¢ju zemalja Balkanskog poluotoka.
No 2004. godine cirkulacija terenskog i cjepnog soja serotipa 16 zabiljezena je u Italiji.
Usporedba serotipa 16 izdvojenog u Hrvatskoj s oba serotipa koja su tada cirkulirala u Italiji
potvrdila je 100% podudarnost sa cjepnim sojem iz Italije. S obzirom na to da nije bilo prometa
Zivim Zivotinjama izmedu Italije i Hrvatske, a prema podatcima o kretanju vjetrova dokazano
je kretanje vjetra u smjeru zapad — istok, zaklju¢eno je da je unos ovog serotipa posljedica
Sirenja zarazenih vektora iz smjera Italije vjetrom (Slika 17.). Izrazito blaga klinicka slika
upucivala je na nisku patogenost serotipa 16 koji je cirkulirao u Hrvatskoj. Zbog klinicke pojave
bolesti u zivotinja uzrokovane cjepnim sojem nadlezno tijelo Italije u sijecnju 2005. godine

obustavilo je primjenu spornog cjepiva (LISTES i sur., 2009.).
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Slika 17. Sentinel stada u kojih je dokazana infekcija serotipom 16 na podru¢ju Hrvatske i
Italije u vremenu od lipnja do rujna 2004. Prikaz i poloZaj meteoroloskih postaja s kojih su
prikupljeni podatci o vjetru (Izvor: LISTES i sur., 2009.).

Sve do 2008. godine aktivnim nadziranjem pretrazivanje je obuhvacalo nasumi¢no odabrana
sentinel goveda samo na podruc¢ju Zupanija u kojima je u prethodnom razdoblju bio potvrden
BPJ, dok se od 2009. godine program nadziranja $iri na sentinel zivotinje distribuirane na
podrucju svih Zupanija.

Osim dva izdvojena slucaja, u razdoblju od 2005. do 2013. u Hrvatskoj nije utvrdena cirkulacija
virusa BPJ. Prvi slucaj iz ozujka 2010. vezan je uz deset Oriks antilopa (lat. Oryx leucoryx)
koje su uvezene iz Omana i smjestene na podrucje otoka Veliki Brijun u Nacionalnom parku
Brijuni. Na Brijunu su trebale provesti Sest mjeseci karantene, a zatim biti premjeStene na
krajnje odrediSte u Velikoj Britaniji. U tom razdoblju nije postojala zakonska zabrana uvoza
divljih preZiva¢a iz Omana u Hrvatsku, ali je isto bilo zabranjeno u Europskoj Uniji. Zivotinje

su smjesStene u objekte te podvrgnute pretrazivanju na BPJ. Seroloskim pretrazivanjem utvrdena
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su protutijela za serotip 1 te serotip 16 virusa BPJ, a isto je potvrdeno i RT-PCR- om. Zivotinje
su pocetkom travnja vra¢ene u Oman, a sva daljnja testiranja goveda i ovaca s Brijuna zavrSena
s negativnim rezultatima (BOSNIC i sur., 2015.). Nakon toga Hrvatska je zabranila uvoz divljih
zivotinja s podrucja zemalja u kojima su prijavljena izbijanja BPJ. Drugi slucaj s kraja 2010.
godine vezan je uz utvrden seroloski pozitivan odgovor na BPJ serotip 8 u manjeg broja sentinel
goveda u Medimurskoj Zupaniji. Naknadnim pretrazivanjima goveda koja su drzana na
gospodarstvima u krugu od 20 kilometara, nije utvrden izravni dokaz cirkulacije virusa.
Pregledom dokumentacije o podrijetlu i premjestanjima goveda dokazano je da se radilo o
Zivotinjama uvezenim iz Ceske, cijepljenim protiv BPJ cjepivom koje sadrzi serotip 8.
Rezultati visSegodi$njeg entomoloskog nadziranja provedenog do 2011. godine ukazali su da na
podru¢ju Hrvatske obitavaju vektori BPJ i to komaréi¢i Culicoides obsoletus kompleksa i
Culicoides pulicaris kompleksa. Niti u jednom pretrazenom uzorku do tada nije utvrden vektor
C. imicola. Takoder utvrdeno je da su adultni oblici vektora prisutni u svim Zupanijama, tijekom
cijele godine, no smanjene aktivnosti tijekom zime. Najveca aktivnost vektora biljezi se od
lipnja do rujna. S obzirom na cjelogodiSnju aktivnost vektora nisu postojali odgovarajuci uvjeti
za proglaSenje razdoblja godine slobodnog od vektora. Entomolosko istraZivanje od 2011. do
2014. godine nije bilo sastavni dio programa nadziranja BPJ i nije se provodilo.

Na podrucju Balkanskog poluotoka, na kojim se BPJ nije pojavila viSe od 10 godina, 2014.
godine dolazi do neocekivane epizootije serotipa 4 (EFSA, 2017.). Prisustvo serotipa 4 prvo
prijavljuje Turska, nakon ¢ega u svega nekoliko mjeseci slijede prijave iz Grcke, Bugarske,
Albanije, BIH, Makedonije, Srbije, Crne Gore, Rumunjske, Hrvatske i Madarske

(ANONYMOUS, 2020.). (Slika 18.).
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Slika 18. Kretanje BPJ serotipa 4 tijekom 2014. — 2015. godine (Izvor: ANONYMOUS, 2015.)

U Hrvatskoj se u listopadu 2014. godine ponovno postavlja prva klinicka sumnja na BPJ u stadu
ovaca na podruc¢ju Dubrovacko-neretvanske zupanije, nakon ¢ega 27. listopada 2014. godine
slijedi i prva laboratorijska potvrda serotipa 4. Do ozujka 2015. godine cirkulacija ovog serotipa
dokazana je i u Splitsko-dalmatinskoj, Sibensko-kninskoj, Zadarskoj i Vukovarsko-srijemskoj

zupaniji. Na otoku Lastovo dokazan je i izdvojen slu¢aj infekcije serotipom 1. (Slika 19.).
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Slika 19. Prikaz potvrdenih sluc¢ajeva BPJ u Hrvatskoj sa zonama ograni¢enja u vremenskom
razdoblju od listopada 2014. do lipnja 2015. (Izvor: Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane
Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske, 2015.)
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Blagi klini¢ki znakovi BPJ uoceni su primarno u ovaca, rjede u koza, dok u goveda nije bilo
klinickih slucajeva BPJ. Najucestaliji znak bolesti u ovaca bio je nosni iscjedak, popraéen
povisenom temperaturom, op¢om slabos¢u zivotinja, oteCenim sluznicama usta, edemom glave
i meduvilicnog prostora te Sepanjem. Cijanoza jezika, koronitis i pobacaj rijetko su zabiljezeni.
Najucestaliji znakovi bolesti u koza bili su pobacaj, nosni iscjedak i opca slabost.

Zbog naglog Sirenja bolesti, nepovoljne epizootioloske situacije u susjednim zemljama te
indirektnih Steta nastalih ograni¢enjima u prometu Zivotinja, krajem 2014. godine donesene su
odluke o proglasavanju cjelokupnog teritorija Hrvatske jednom epizootioloSkom zonom -
zarazenim podru¢jem kao i obveznom cijepljenju protiv BPJ svih goveda, ovaca i koza u
Hrvatskoj. Mjera cijepljenja provodila se u kontinuitetu od 2015. do 2019. godine primjenom
istog cjepiva s inaktiviranim virusom BPJ serotip 4, u rokovima i razdoblju godine kojim se
osiguralo stjecanje imuniteta populacije prije ocekivane povecane aktivnosti vektora, a koje je
pokrivalo razdoblje od sije¢nja do travnja. Iako je potvrden slu¢aj BPJ serotipa 1 na otoku
Lastovu, s obzirom na to da nje bilo dokaza o njegovu daljnjem Sirenju van podrucja otoka,
detekcija ovog serotipa smatrala se izdvojenim slucajem, pa se cijepljenje odgovaraju¢im
cjepivima (cjepiva s serotipom 1) nije provodilo. Troskovi cijepljenja posjednicima su u
cijelosti podmireni iz Drzavnog proracuna, a nabavka cjepiva dodatno je sufinancirana od
strane Europske komisije. U odnosu na premjeStanja Zivotinja proglaSavanje cijelog podrucja
zemlje jednom zonom omogucilo je nesmetani promet zivim zivotinjama unutar zemlje, a
uvodenje cijepljenja omogucilo nesmetanu trgovinu s drugim drzavama c¢lanicama i tre¢im
zemljama.

U kolovozu 2015. godine zapocela je i provedba programa nadziranja BPJ s ciljem pracenja
cirkulacije serotipa 4 u zemlji 1 otkrivanja ranog unosa i/ili daljnjeg Sirenja bilo kojeg drugog
serotipa BPJ. S obzirom na zadane ciljeve te epizootioloske podatke o kretanju BPJ u Hrvatskoj

i susjednim zemljama, podrucje zemlje podijeljeno je radi potreba dinamike uzorkovanja na
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kontinentalni i obalni dio. Kontinentalni dio ukljucivao je svih 21 zupaniju, dok su u obalni dio
svrstane samo one zupanije kojima se dio povrSine nalazi uz Jadransko more (Istarska,
Primorsko-goranska, Li¢ko-senjska, Zadarska, Sibensko-kninska, Splitsko-dalmatinska i
Dubrovacko-neretvanska zupanija). S obzirom na cirkulaciju razlic¢itih serotipova BPJ u Italiji,
podrugja tih Zupanija smatrana su visokorizi¢nim za mogucénost unosa drugih serotipova BPJ,
osim serotipa 4.

Program se provodio od 1. kolovoza do 30. prosinca 2015. godine, na nacin propisan Uredbom
1266/2007, tada vazeéim zakonodavstvom EU. Uzorkovanje se provodilo na nasumi¢no
odabranim sentinel Zivotinjama govedima, koja su na dan 15. travnja 2015. godine bila stara tri
mjeseca 1 viSe te nisu bila cijepljenja protiv BPJ. Veli¢ina uzorka izracunata je uzimajuci u
obzir referentnu geografsku jedinicu od 45 km x 45 km te geografski polozaj 1 izgled zemlje, a
u pretrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 2000 Zivotinja. Broj uzoraka omogucio je otkrivanje
5%-tne prevalencije, s pouzdano$¢u od 95% u prijemljivih vrsta na epizootioloSki znacajnom
podrucju. Sentinel Zivotinje odabrane su iz Jedinstvenog registra domacih Zivotinja nasumicno,
a cjepni status provjeravao se u bazi o cijepljenjima. Uzorkovanje se cijelo vrijeme provedbe
programa moralo provoditi na istim Zivotinjama, ako su bile dostupne na gospodarstvu.

Za potrebe pracenja cirkulacije virusa BPJ — serotipa 4 u kontinentalnom dijelu zemlje
uzorkovanje se provodilo dva puta u zadanim vremenskim razdobljima, i to prvi puta najkasnije
do 15. rujna 2015., a drugi puta najranije od 15. studenoga 2015. godine. Ucestalija dinamika
uzorkovanja odredena je radi otkrivanja ranog unosa i/ili daljnjeg Sirenja bilo kojeg drugog
serotipa virusa BPJ, osim serotipa 4, na obalnom dijelu zemlje. Uzorkovanje se provodilo jedan
puta mjesecno u razdoblju 01. kolovoza — 30. prosinca 2015. godine na 800 sentinel Zivotinja.
U svrhu kontrole razine procijepljenosti populacije tijekom srpnja i kolovoza 2015. godine
provodila se 1 kontrola imuniteta. Stada porijeklom s podrucja cijele Hrvatske odabrana su

nasumicno iz registra cijepljenih Zivotinja. Od 2015. godine ponovo se uvodi i program
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entomoloskog istrazivanja populacije komar¢i¢a roda Culicoides. Utvrduju se prisutnost i
dinamika pojavljivanja komarci¢a roda Culicoides, njihova zemljopisna rasprostranjenost i
razdoblja godine od najveéeg rizika za pojavu i Sirenje virusa BPJ te odreduju razdoblja godine
tijekom kojih adulti vektora nisu aktivni. Analizom uzoraka utvrduje se ukupan broj prisutnih
odraslih insekata roda Culicoides, identificiraju vrste vektora, a molekularnim pretrazivanjem
vektora moguca cirkulacija virusa. Uzorci insekata sakupljani su uglavnom u razdoblju od
veljace do prosinca, na nasumi¢no odabranim gospodarstvima s govedima, ovcama ili kozama.
Jednom odabrano gospodarstvo uzorkovano je tijekom cijelog perioda trajanja programa. Do
2018. godine dinamika uzorkovanja zasnivala se na jednom uzorkovanju mjese¢no, a u 2019.
uzorci su se prikupljali dva puta mjesecno. Insekti su sakupljani pomoc¢u lampi hvataljki
postavljenih u stajama u kojima prezivaci (ovce, koze, goveda) borave tijekom noci. Iz
sakupljenih uzoraka izdvajani su komar¢i¢i roda Culicoides. Morfoloskom analizom
prikupljenih adulta vektora identificirana je vrsta, vektori BPJ i odreden je njihov spol. Vrste
Culicoides koji nisu vektori BPJ prikazani su kao Culicoides spp., a one koje nisu identificirane
na osnovu morfoloskih karakteristika, identificirane su molekularnim metodama (viSestrukom
lan¢anom reakcijom polimerazom). Takve analize omogucile su identifikaciju dominante vrste
Culicoides u Hrvatskoj kao i prikupljanje dokaza o obitavanju C. imicola ili moguée novim
vrstama vektora BPJ. Utvrdeni vektori BPJ molekularno su pretrazeni radi utvrdivanja
cirkulacije virusa bolesti plavog jezika.

Program nadziranja BPJ provodi se u kontinuitetu do danas. Izbijanja BPJ serotipa 4 biljezena
su intenzivno na cijelom podrucju zemlje tijekom 2016. godine (Slika 20.), a u sije¢nju 2017.

godine, nakon dvije masovne kampanje cijepljenja, potvrden je samo jedan (posljednji) slucaj
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bolesti.

Slika 20. Prikaz potvrdenih sluc¢ajeva BPJ u RH tijekom 2016. godine (Izvor: Uprava za
veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske, 2016.)

Visoka procijepljenost te niska gustoca populacije goveda na odredenim podruc¢jima utjecala je
nakon 2017. godine i na pronalaZzenje odgovarajucih sentinela te su u zamjenu za goveda
koriStene koze 1 ovce.

Temeljem provedenih mjera kontrole i rezultata nadzora u razdoblju 2014. — 2019. godine
Svjetska organizacija za zdravlje Zivotinja (OIE) usvojila je 29. svibnja 2020. godine
samodeklaraciju kojom se Republika Hrvatska proglasava slobodnom od bolesti plavog jezika
od 1. sijecnja 2020. godine. Samodeklaracija je izradena u skladu s poglavljem 1.6. i clankom
8.3.3. OIE Priru¢nika za zdravlje kopnenih Zivotinja.

Unato€ svim provedenim mjerama, vrlo brzo nakon prestanka cijepljenja, ve¢ u listopadu 2020.

godine BPJ serotip 4 ponovno je potvrden u RH na podrucju Istarske zupanije. OIE je temeljem
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prijave novih slucajeva oznacio samodeklaraciju neaktivnom od 15. listopada 2020. godine.

(Slika 21.).

@ Continuing idomestic)

No information

2021.)

Nakon prve potvrde BPJ u Istarskoj zupaniji do kraja 2020. godine uslijedile su jos i prijave iz

Dubrovacko-neretvanske i Pozesko-slavonske Zupanije.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Zahvaljujuéi razvoju dijagnostickih postupaka te istrazivanjima u podru¢ju molekularne
epidemiologije danas je poznato da se pojava BPJ te promijene u epizootiologiji bolesti
podudaraju s klimatskim promjenama koje imaju izravan utjecaj na distribuciju i biologiju
vektora te odrzavanje virusa u ekosustavima. lako se prijenos virusa ubodom zarazenog
komarci¢a smatra dominantnim nac¢inom prijenosa, postoje dokazi da se neki serotipovi BPJ
mogu prenositi i horizontalno, transplacentarno i/ili kolostrumom, no znacaj atipi¢nih nacina
prijenosa u ekologiji BPJ jos$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Dodatna istrazivanja potrebna
su i kako bi se utvrdili mehanizmi prezimljavanja virusa. Naime, ranije se zbog sezonalnog
karaktera vektora smatralo da je prijenos BPJ mogu¢ samo za toplijeg doba godine, no izbijanja
BPJ na podrucju sjeverne Europe i Kanade upuéuju na mogucnost prezivljavanja virusa tijekom
zimskih mjeseci. Rezultati dostupnih studija ukazuju da divlji prezivaci vrlo vjerojatno imaju
odredenu ulogu u cirkulaciji virusa 1 odrzavanju infekcije BPJ u nekom podrucju, posebice ako
je gustoca kompetitivne vrste domacih preZivaca niska, no njihova uloga u prezimljavanju
virusa jo$ uvijek nije potvrdena.

Uvazavajuci ¢imbenike koji mogu utjecati na Sirenje i vremensko trajanje bolesti EFSA je 2017.
godine izdala revidirano znanstveno miSljenje o najnovijim saznanjima vezanim za
epizootioloske znacajke BPJ, posebice nacine prijenosa iste. Takoder, temeljem matematickog
modela, izradena je i procjena najprikladnijeg vremena trajanja kampanje cijepljenja sa svrhom
postizanja statusa zemlje ili regije slobodne od BPJ. Provedba kampanje masovnog cijepljenja
u trajanju od najmanje 5 uzastopnih godina s 95% razinom procijepljenosti populacije, pra¢ena
programom nadziranja kojim se omogucava otkrivanje niske razine prevalencije virusa (manje
od 1%) izdvojena je kao jedina u¢inkovita mjera koja dovodi do iskorjenjivanja BPJ.

Unato¢ svim provedenim mjerama zasnovanim na znanstvenim preporukama EFSA-e te

obvezama odredenim europskim zakonodavstvom, vrlo brzo nakon prestanka cijepljenja u
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travnju 2019. godine, ve¢ u listopadu 2020. godine virus BPJ ponovno je potvrden na podrucju
nekoliko zupanija U RH u sentinel zivotinja, bez prethodne klinicke manifestacije bolesti.
Upravo to novo izbijanje BPJ svega 18 mjeseci od prestanka cijepljenja daje naznake da
provedba mjera ne moze biti generalizirana, ve¢ je u planiranju neophodno uzeti u obzir i
specifi¢ne uvjete podrucja kao $to su gustoca populacije, dinamika kretanja zivotinja, klimatski
¢imbenici, ekologija vektora i dostupnost administrativnih resursa te strategiju kontrole i
iskorjenjivanja bolesti temeljiti na pristupu ,,od slu¢aja do slucaja“.

Uvazavaju¢i navedeno glavni cilj ovog istrazivanja usmjeren je na razvoj novog pristupa
mjerama kontrole i prevencije BPJ utemeljenog na rezultatima provedene epidemioloske
analize. Isto ukljucuje prospektivno planiranje strategije temeljeno na definiranju klju¢nih
podataka, njihovom prikupljanju, procjeni i integriranju, kao i provjeri postupka kako bi se
osiguralo uskladivanje s planom i vode¢im nacelima, uzimajuéi u obzir pri tome sve osobitosti
ove bolesti u RH.

U svrhu istog odredeni specifi¢ni ciljevi istrazivanja ukljucili su:

1. utvrdivanje mjera ucestalosti

2. utvrdivanje magnitude varijabilnosti seroprevalencije

3. analizu ¢imbenika rizika

4. prostorno-vremensko mapiranje i analizu procijepljenosti.

Osnovna pretpostavka istrazivanja zasnovana je na Cinjenici da bi pristup provedbi mjera
kontrole i prevencije BPJ bio najucinkovitiji kad bi se mjere usmjerile prema hijerarhijskoj
razini najvece varijabilnosti. Ocekivanja su bila usmjerena na znacajnu varijabilnost u
cirkulaciji virusa BPJ na razini Zupanija i naselja tijekom razlicitih faza epizootije koja se mogu
povezati s varijabilnosti u prisutnosti vektora, odnosno klimatskim znacajkama, gustocom
populacije prezivaca, te procijepljenosti prijemljive populacije. Takoder, ocekivalo se i da ¢e

stopa incidencije biti povezana sa specificnim Klimatskim obiljezjima, te da ¢e vjerojatnost
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biti u negativnoj asocijaciji s razinom procijepljenosti populacije prezivaca u zupaniji.

Nadalje, utvrdila su se ogranic¢enja trenutnog nacina prikupljanja i pohrane podataka, te su date
preporuke za unaprjedenje sustava u svrhu provedbe uc¢inkovite epidemioloske analize. Ovako
razvijen pristup mogao bi se primijeniti, kao znanstveni temelj, i za planiranje nacionalnih

strategija kontrole ostalih vektorskih zaraznih bolesti Zivotinja.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Geografsko podrucje obuhvaéeno istrazivanjem

Ovim istrazivanjem obuhvacena su podrucja svih zupanija Hrvatske na kojima su tijekom
razdoblja od 2014. do 2019. godine provodene mjere kontrole i pracenja kretanja BPJ.
Klinicka faza epizootije od 27. listopada 2014. do 01. srpnja 2015. godine obuhvaéa provedbu
mjera na podrucju juznog hrvatskog primorja odnosno podrucju Dubrovacko-neretvanske,
Splitsko-dalmatinske, Sibensko-kninske i Zadarske Zupanije, a faza aktivne kontrole infekcije
od 01. kolovoza 2015. do 31. prosinca 2019. obuhvaca provedbu mjera na podrucju svih (21)

hrvatskih zupanija.

Suvremena regionalna podjela Republike Hrvatske prikazana je na Slici 22. Republika
Hrvatska je zemljopisno smjestena u juznom dijelu Srednje Europe te u sjevernom dijelu
Sredozemlja. Na sjeveru granici sa Slovenijom i Madarskom, na istoku sa Srbijom i Bosnom
i Hercegovinom, na jugu s Crnom Gorom, a na zapadu s Italijom ima morsku granicu.
Kopnena povrSina iznosi 56.542 km?, a povrSina obalnog mora 31.067 km2. Klima u
unutraSnjosti Hrvatske je umjereno kontinentalna, u gorskoj Hrvatskoj pretplaninska i
planinska, u primorskom dijelu mediteranska (sa suhim 1 toplim ljetima te vlaznim i blagim
zimama), a u zaledu submediteranska (s nesto hladnijim zimama i toplijim ljetima). Najvazniji
modifikatori klime na podruc¢ju Hrvatske jesu Jadransko i Sire Sredozemno more, orografija
Dinarida sa svojim oblikom, nadmorskom visinom i poloZajem prema prevladavaju¢em
strujanju, otvorenost sjeveroisto¢nih krajeva prema Panonskoj ravnici, te raznolikost biljnog
pokrova. Zbog takvog polozaja klimatske su prilike povoljne i umjerene bez vecih
temperaturnih ekstrema. Prema Kdppenovoj klasifikaciji gotovo cijelu Hrvatsku karakterizira
umjereno topla kiSna klima, dok samo najvisi planinski krajevi imaju snjezno-Sumsku klimu, a

dalmatinsko priobalje i otoci sredozemnu klimu. Sredozemnu klimu sa suhim i vru¢im ljetom
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karakterizira kasno jesenski maksimum padalina, dok su ljeta vrlo suha. Prosje¢na temperatura
zraka najtoplijeg mjeseca visa je od 22°C, a najhladnijeg visa od 4°C. U Hrvatskoj se javljaju

razli¢iti vietrovi od kojih su, posebice na Jadranu, najvazniji bura i jugo (ZANINOVIC i sur.,

2008.).
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Slika 22. Suvremena regionalna podjela Republike Hrvatske (IZVOR: Leksikografski zavod
Miroslav Krleza, 2021.)

4.2. Vremensko razdoblje obuhvaéeno istraZivanjem
Istrazivanjem su obuhvaceni podatci o provedbi mjera kontrole i nadziranja BPJ u razdoblju od
2014. do 2019. godine, a koji su radi analize razdvojeni na:
- Klini¢ku fazu epizootije koja je trajala od 27. listopada 2014. do 01. srpnja 2015. godine,
[
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- Fazu aktivne kontrole epizootije koja je trajala od 01. kolovoza 2015. do 31. prosinca
2019. godine.
Put unosa, dinamika kretanja i povezani rizi¢ni ¢imbenici istraZeni su tijekom obje navedene

faze.

4.3. lIzvori podataka koriStenih u istraZivanju

4.3.1. Podatci o brojnom stanju Zivotinja

Podatci o brojnom stanju goveda, ovaca i koza u RH na razini naselja u razdoblju 01. sije¢nja
2014. do 31. prosinca 2019. godine, za svaku godinu zasebno, dobiveni su iz Jedinstvenog
registra domacéih Zivotinja (JRDZ). Varijable daju informaciju o geografskom podrugju
(zupanija) i lokaciji podrijetla Zivotinje (naselje i gospodarstvo) te ukupnom broju zivotinja po

vrsti zabiljezenu na dan 31. prosinca referentne godine.
4.3.2. Podatci o laboratorijskim pretraZivanjima

Obradeni 1 analizirani podaci o laboratorijskim pretrazivanjima ukljucuju sva pretraZivanja
povedena tijekom razdoblja od 27. listopada 2014. do 31. prosinca 2019. godine. Podatci o
pretraZzenim Zivotinjama temeljeni su na individualnoj oznaci zivotinje pri ¢emu jedan uzorak
predstavlja jednu zivotinju. Podatci kao Sto su dob, spol, ili proizvodna namjena Zivotinje nisu

uzimani u obzir kao Kriteriji od interesa prilikom obrade podataka.

Izvorni podatci ukljucuju ukupno 21495 opservacija i deset varijabli. Opservacije se odnose na
broj individualnih laboratorijskih pretraga nacinjenih razli¢itim dijagnostickim metodama.
Varijable daju informaciju o geografskom podrucju (Zupanija) i lokaciji podrijetla uzorka
(naselje 1 gospodarstvo), vrstama pretrazenih zivotinja (govedo, ovca, koza), vremenskom

okviru provedenih uzorkovanja kao Sto su datum postavljanja sumnje na bolest, pocetak 1i
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zavrsetak laboratorijske pretrage, koristenoj metodi dijagnostike i rezultatima provedenih

pretraga (Tablica 2.)

Tablica 2. Varijable vezane uz podatke o laboratorijskim pretragama

Varijabla Znacenje
JIBG Jedinstveni identifikacijski broj gospodarstva
Zupanija Geografsko podrucje
Naselje Lokacija podrijetla uzorka
Vrsta Vrsta zivotinje
Dat sumnje Datum prijavljene klinicke sumnje na bolest
Zapoceto Datum pocetka laboratorijske pretrage
Zavrseno Datum zavrSetka laboratorijske pretrage
Metoda Vrsta laboratorijske pretrage
Uzorak Vrsta uzorka
Rezultat Rezultat laboratorijske pretrage izrazen kao

pozitivno ili negativno

Jedinstveni identifikacijski broj gospodarstva (JIBG) jedinstvena je i neponovljiva oznaka

gospodarstva sastavljena od najvise 12 znamenki koju za svaku farmu upisanu u Registar farmi

JRDZ-a dodjeljuje ovlastena pravna osoba. Ista u sebi sadrzi podatke o lokaciji (Zupanija,

naselje, adresa), posjedniku, proizvodnji te je jedinstvena s obzirom na zemljopisne koordinate

lokacije gospodarstva.

Podatci o lokaciji ukljuc¢uju razinu zupanije kao osnovnu geografsku jedinicu u Republici

Hrvatskoj te naselja unutar Zupanija.
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Podatci o laboratorijskim pretrazivanjima uzoraka krvi goveda, ovaca i koza na BPJ ukljucuju

rezultate svih laboratorijskih pretraga, a obuhvacaju:

- rezultate dobivene pretrazivanjem 18 930 uzoraka krvi pretrazenih imunoenzimnim
testom INGENASA BTV COMPAC 2.0 12 BTV.K3 za otkrivanje protutijela
specifi¢nih za virus BPJ osjetljivosti 99,4 % 1 specifi¢nost 100%.

- rezultate virus neutralizacijskog testa provedenog na 381 uzorku krvi

- rezultati lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu RT-PCR (HOFMANN i
sur., 2008.) dobivene pretrazivanjem 2 401 uzorka krvi

Varijable daju informaciju o datumu zaprimanja uzorka u laboratorij te pocetku i zavrSetku

laboratorijske pretrage za svaki individualni uzorak. Rezultat imunoenzimnog testa i RT-

PCR testa je izrazen kao negativno ili pozitivno, a virus neutralizacijskog testa kao

negativno ili pozitivno s navedenim utvrdenim serotipom.

4.3.3. Podatci o klini¢kim znakovima bolesti

Podatci o utvrdenim klinickim znakovima bolesti, grupirani prema vrsti Zivotinje, prikupljeni
su iz epidemioloSkih upitnika provedenih na gospodarstvima u zarazenom 1 ugroZenom
podrucju tijekom trajanja klini¢ke faze epizootije 2014. - 2015. godine te obrazaca prijave

sumnji.

Izvorni podatci ukljucuju ukupno 733 opservacije i 10 osnovnih varijabli. Opservacije se
odnose na broj gospodarstava u zarazenom i ugrozenom podrucju na kojima su popunjeni
epidemioloski upitnici te potvrdena BPJ. Varijable daju informaciju o geografskom podrucju
(zupanija) i lokaciji podrijetla uzorka (naselje i gospodarstvo), brojnom stanju Zivotinja po vrsti,
provedbi dezinsekcije, utvrdenim kontaktima, vremenu provedbe epidemioloskog upitnika i
utvrdenim klinickim znakovima bolesti. Podatci o potvrdenim slucajevima BPJ prijavljenim

OIE-u i Europskoj Komisiji putem sustava prijave bolesti ADNS prikupljeni su iz arhive
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podataka Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede RH. Varijable
koje sadrze podatke o lokaciji izbijanja bolesti (zupanija, naselje, gospodarstvo), te broju

sumnjivih, oboljelih i uginulih Zivotinja koristene su u analizi pojave klinickih znakova bolesti.
4.3.4. Podatci o premjeStanju zivih Zivotinja

Podatci o premjestanju zivih Zivotinja unutar RH na i iz podru¢ja Dubrovacko-neretvanske
7upanije te iz drugih drzava tijekom 2014. godine dobiveni su iz JRDZ ekstrakcijom iz
Jedinstvenog registra goveda. Varijable daju informaciju o Zupaniji odredista (polazna i dolazna
lokacija), tipu migracije (klanje, daljnji uzgoj), broju migracija i ukupnom broju premjestenih

Zivotinja.
4.3.5. Podatci o entomoloskom istrazivanju

Podatci o provedenim entomoloSkim istrazivanjima komarci¢a roda Culicoides koristeni u
analizi prikupljeni su u razdoblju od 2015. do 2019. godine te ukljucuju pet osnovnih varijabli
koje sadrze podatke o geografskoj lokaciji (Zupaniji), naselju (lokacija prikupljanja uzorka),
datumu uzorkovanja, vrstama vektora, spolu i brojnosti vektora. Podatci su prikupljani s
podru¢ja 21 Zupanije, a u analizu je uklju¢eno ukupno 482 317 komarc¢ic¢a roda Culicoides

izdvojenih iz lampi hvataljki.

Laboratorijska pretrazivanja vektora provedena lan¢anom reakcijom polimeraze s reverznom
transkripcijom u stvarnom vremenu provedena su kako bi se utvrdilo prisustvo virusa BPJ u
populaciji vektora. Podatci o rezultatima sadrze Cetiri varijable s informacijama o geografskoj
lokaciji (zupanija) i naselju, ukupnom broju pretrazenih uzoraka te rezultatu pretrage izraZzenom

kao pozitivno i negativno.
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4.3.6. Podatci o klimatskim elementima

U obzir su uzeti povijesni podatci Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda RH te Visual Crossing
pruzatelja wusluge vremenskih podataka (“Powered by Visual Crossing Weather”
https://www.visualcrossing.com) o klimatskim elementima znac¢ajnim za epizootiologiju BPJ
kao Sto su temperatura, vlaga, brzina vjetra i oborine. Analizirani su podatci dnevnih mjerenja
od 01. lipnja 2014. do 30. lipnja 2015. godine za svaki klimatski Cimbenik. Isti podatci koriSteni
su u svrhu utvrdivanja ¢imbenika pogodnih za prezivljavanje i prezimljavanje vektora u

okolisu.
4.3.7. Podatci o cijepljenim Zivotinjama

Podatci o cijepljenju goveda, ovaca i koza u razdoblju 2015. do 2019. godine dobiveni su iz
JRDZ-a, baze VETIs (podatci o cijepljenjima — bolest plavog jezika) Ministarstva
poljoprivrede. Varijable daju informaciju o geografskom podrucju (zZupanija) 1 lokaciji
podrijetla Zivotinje (naselje 1 gospodarstvo), ukupnom broju zivotinja po vrsti u naselju,
ukupnom broju cijepljenih Zivotinja po vrsti na gospodarstvu, vremenskom okviru i broju
provedenih cijepljenja (aplikacija prve i druge doze), koordinati gospodarstva i vrsti
primijenjenog cjepiva. Tijekom navedenog razdoblja za cijepljenje svih goveda, ovaca i koza
koristeno je cjepivo BLUEVAC-4, proizvodata CZ Veterinaria, S.A. (Spanjolska) koje je
sadrzavalo inaktivirani virus bolesti plavog jezika, serotip 4, soj BTV-4/SPA-1/2004. Goveda
i ovce cijepljene su tijekom svih pet godina, a koze od 2015. do 2018. godine. Podatci o kontroli
cjepnog imuniteta provedenog 2015. godine sadrze varijable koje daju informaciju o Zupaniji,
broju stada, broju uzorkovanih prezivaca, datumu cijepljenja i uzorkovanja te rezultatima

pretrazivanja izrazenima kao ukupno pozitivno i ukupno negativno.
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4.4. Definicija slu¢aja BPJ, stada i kriteriji za ukljucivanje i iskljucivanje
podataka

Uzimajuci u obzir osobitosti klinicke faze epizootije te faze aktivne kontrole epizootije za
potrebe ovog istrazivanja prvo je trebalo jasno definirati pojmove i grupirati podatke te postaviti
Kriterije za ukljucivanje i isklju¢ivanje podataka iz analize.
4.4.1. Klinicka faza epizootije (od 27. listopada 2014. do 1. srpnja 2015. godine)
Klini¢ka faza epizootije obuhvatila je analizu podataka o mjerama provedenim radi prijava
sumnje na BPJ i potvrdenih slucajeva bolesti te ¢imbenika koji su utjecali na izbijanje bolesti i
tijek epizootije.
Za potrebe istrazivanja klinicke faze epizootije sumnja na BPJ definirana je u dvije razine kao:
a) klinicka sumnja $to je ukljucivalo pojavu bilo kojeg klinickog znaka koji ukazuje na
BPJ u prijemljive vrste zivotinja, ili
b) sumnja iz drugih razloga sto je ukljuéivalo postojanje epizootioloskih podataka
temeljem kojih se moZe postaviti sumnja na bolest (npr. kontaktna gospodarstva,
premjeStanja Zivotinja, koriStenje zajedni¢kih pasnjaka), ili pozitivan rezultat
seroloSkog pretrazivanja uzorka krvi imunoenzimnim testom ELISA bez prethodno
utvrdenih klinickih znakova bolesti.
Potvrdeni sluc¢aj BPJ definiran je kao pozitivan rezultat molekularnog pretrazivanja uzorka krvi
lan¢anom reakcijom polimeraze uz prethodnu reverznu transkripciju, bez obzira na pojavu
klinickih znakova bolesti u stadu. Varijabla koja oznafava pozitivno stado nacinjena je
kombinacijom vrste Zivotinje i testa, a rezultat potvrdenog slucaja BPJ u individualne Zivotinje
predstavlja potvrdeni slucaj bolesti na razini stada.
Podatci su grupirani i obradeni tako da su stada pretrazena iz razloga klinicke sumnje BPJ

obradena zasebno od stada pretrazenih iz drugih razloga.
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Stado prezivaca je definirano kao skupina zivotinja prijemljivih vrsta smjestenih na istom
gospodarstvu uzorkovanih unutar 30 dana. Takva definicija proizasla je iz ¢injenice da je u
odredenom broju slucajeva u istom stadu i na istom gospodarstvu klinicka sumnja prijavljivana
viSe puta u razli¢itim vremenskim razmacima, a samo u manjem broju takvih prijava sumnje je
razmak izmedu datuma prijave bio ve¢i od 30 dana.

Stado individualne vrste prezivaca predstavlja skupinu zivotinja iste vrste, smjestenih na istom
gospodarstvu te uzorkovanih unutar 30 dana. Navedeno omoguéava odredivanje vrste
domacina BPJ u Hrvatskoj, kao i odredivanje seroprevalencije i stvarne prevalencije unutar
vrste.

Grupiranje podataka, definiranje kriterija za ukljucivanje i iskljucivanje podataka iz analize
Iz podataka JRDZ-a o brojnom stanju goveda, ovaca i koza u razdoblju 01. sijeénja 2014. - 31.
prosinca 2014. godine koriStene su varijable potrebne za analizu gusto¢e populacije prezivaca,
broja stada i Zivotinja po vrsti na razini Zupanije, naselja i gospodarstva. Zivotinje i stada
ukljucena u analizu nalazila su se na podru¢ju Dubrovacko-neretvanske, Splitsko-dalmatinske,
Sibensko-kninske i Zadarske Zupanije koje obuhvacaju geografsko podrugje juznog hrvatskog
primorja (regija Dalmacija). 1z analize podataka, ukoliko nije navedeno drugacije za posebne
slucajeve analiza, iskljuCena je Vukovarsko-srijemska zupanija smjestena u geografskoj regiji
Istocna Hrvatska (regija Slavonija) u kojoj je u studenom 2014. godine potvrden jedan slucaj
BPJ, u jednom stadu i na jednoj Zivotinji jer isto nije znacajno za analizu pocetka klinicke faze
epizootije.

Tijekom klinicke faze epizootije model uzorkovanja ¢inila su sva goveda, ovce i1 koze s
klinickim znakovima bolesti na gospodarstvu na podru¢ju Republike Hrvatske, bez obzira na
druge parametre kao $to su primjerice tip proizvodnje, spol, dob ili pasmina.

Kako bi se odredio broj gospodarstava i stada prezivaca uzorkovanih radi sumnje, podatci o

svim uzorkovanim Zivotinjama bez obzira na vrstu podrijetlom s istog gospodarstva agregirani

73



su na jedan zajednicki JIBG. Izvrsena je provjera administrativnih podataka za svaki uzorak te
su iz analize iskljuceni oni za koje se nije moglo dokazati podrijetlo (gospodarstva bez JIBG-a
ili podataka o vlasniku), uzorci od Zivotinja koje su vise puta pretraZzene unutar razdoblja 30
dana na istom gospodarstvu bez jasnih kriterija, kao i dio duplih podataka nastalih greSkom pri
unosu u inicijalni set podataka u Excel tablicu. Podatci za obje godine grupirani su na istovjetan
nacin te je na temelju datuma zaprimanja uzorka u laboratorij kreirana varijabla koja oznacava
datum klini¢ke sumnje te datume pocetka i zavrSetka klini¢ke faze epizootije. Kod odredenog
broja pretrazivanja uo¢eno je da je vremensko razdoblje proteklo od datuma prijema uzorka u
laboratorij do zavrsetka pretrage iznimno dugo, ¢ak i do 62 dana. Nadalje, uoceno je i da su,
vjerojatno radi pojave klinickih znakova u druge vrste preZivaca, razlicite vrste Zivotinja iz istog
gospodarstva uzorkovane u razli¢ite dane. Kako bi se podatci mogli obraditi ujednaceno te
svrstati unutar odredenih vremenskih intervala potrebnih za odredivanje mjera ucestalosti, prvi
datum uzorkovanja unutar 30 dana odreden je kao pocetak epizootije na gospodarstvu, a prvi
datum testiranja individualne zivotinje predstavlja ujedno i datum testiranja stada. Klinicka
sumnja individualne Zivotinje predstavlja klinicku sumnju stada te stoga datum prijavljene
sumnje BPJ u individualne Zivotinje predstavlja datum prijavljene sumnje BPJ u stadu.
Protokol testiranja ukljucivao je pretrazivanje Zivotinja sumnjivih na BPJ prvo imunoenzimnim
testom, a sve seroloski pozitivne Zivotinje 1 molekularno metodom RT-PCR. Radi utvrdivanja
serotipa virusa u tom vremenu dodatno se virus neutralizacijskim testom odredivao serotip
virusa u serumima seroloski pozitivnih zivotinja. Uoceno je da se navedeni protokol testiranja
nije uvijek postivao Sto je bilo posljedica prekapacitiranosti laboratorija tijekom epizootije,
stoga je odredeni broj zivotinja podrijetlom iz naselja u kojima je BPJ ve¢ bila ranije potvrdena
pretrazivan samo metodom RT-PCR.

Od ukupno 2 512 uzoraka krvi pretrazenih metodom ELISA iz analize su iskljuena 592

uzoraka podrijetlom s podrucja Zupanija koje nisu interes istrazivanja ove faze epizootije, te za
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daljnju obradu izdvojeni podatci za 1 828 uzoraka s podru¢ja Dubrovacko-neretvanske,
Splitsko-dalmatinske, Sibensko-kninske i Zadarske Zupanije.

Od ukupno 546 uzoraka krvi pretrazenih metodom RT-PCR iz analize je isklju¢en jedan uzorak
podrijetlom s podrucja koje nije interes istrazivanja ove faze epizootije, dok je 545 uzoraka krvi
uvrSteno u daljnju analizu. Analiza je provedena na svih 381 uzoraka pretrazenih virus
neutralizacijskim testom.

Uzorci odabrani za analizu varijance potjecu od zivotinja u kojih je prijavljena klinicka sumnja
na BPJ te se odnose se na rezultate laboratorijskog pretrazivanja imunoenzimnim testom. Za
analizu varijance te odredivanje hijerarhijski najvise razine isklju¢ena su stada s pretrazenom
samo jednom zivotinjom po gospodarstvu te naselja u kojima su pretrazene manje od tri
zivotinje. Radi ustanovljavanja relativne proporcije varijance na dvije hijerarhijske razine
obradeni su podatci laboratorijskog pretrazivanja uzoraka od 1 133 ovce iz 82 stada te s
podrucja 46 naselja.

Podatci o klini€¢kim znakovima bolesti dobiveni su analizom podataka iz epidemioloSkih
upitnika i1 obrazaca prijave sumnji. Od ukupno 733 epidemioloskih upitnika za analizu je
prihvac¢eno 645 upitnika prikupljenih s podruéja od interesa istrazivanja. 1z te skupine potom
je izdvojeno 44 epidemioloskih upitnika u kojima su zabiljeZeni podatci o klinickoj pojavi
bolesti zivotinja. Dodatnom provjerom podataka iskljueni su nevaze¢i upitnici (koji nisu
sadrzavali podatke o klini¢kim znakovima bolesti i gospodarstvu).

Numeric¢ke vrijednosti iz tablica kontingencije vjetra za glavne mjerne postaje Lastovo i
Dubrovnik DHMZ-a za razdoblje 2009. do 2014. godine obradene su na nacin da su relativne
Cestine 1 srednja brzina za pojedini smjer vjetra prikazane ruzom vjetrova. Za glavne mjerne
postaje Dubrovnik, Split, Sibenik i Zadar obradene su numeri¢ke vrijednosti temperature, vlage,

brzine vjetra i oborina u razdoblju 01. lipanj 2014. do 01. srpanj 2015. godine.
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Originalne dnevne vrijednosti za prosje¢nu, minimalnu i maksimalnu dnevnu temperaturu,
prosjecnu vlagu i brzinu vjetra te ukupnu koli¢inu oborina na razini svake od Cetiriju Zupanija
juznog hrvatskog primorja dalje su obradene kako bi se dobile vrijednosti na tjednoj razini za
svaku Zupaniju zasebno. Nadalje, stupanj-dan je bio izracunat po formuli koja je bila dostupna
u Damos i sur. (2012.) kao nacin da se u izra¢un uklju¢e maksimalne i minimalne dnevne
temperature. Sve navedene dnevne vrijednosti bile su dalje obradene na nacin da se izra¢unao
tjedni prosjek dnevnih vrijednosti, gdje je pocetak i kraj tjedna bio proglaSen na isti nacin kao
i kod prac¢enja tjednih vrijednosti broja slucajeva. Dodatno, pored prosjecnih vrijednosti,
izraCunat je ukupni zbroj kumulativnih koli¢ina oborina te ukupni tjedni zbroj stupanj-dana u
svakom tjednu. Za svaku zupaniju izracunat je kumulativni broj novih slu¢ajeva tijekom cetiri
tjedna prije tjedna od interesa. Prethodni izra¢un kumulativnog broja slucajeva u zupaniji
zasnovan je na pretpostavci da ¢e stada pozitivna na BPJ biti infektivna jos$ Cetiri tjedna nakon
prve potvrde virusa.

Nakon $to su dobivene tjedne vrijednosti (prosjeci ili sume), kvantitativne varijable su opisane
metodama deskriptivne statistike, $to ukljucuje aritmeticki prosjek i standardnu devijaciju,
minimum i maksimum, 25% i 75% percentil te 50% percentil (medijan). Na bazi vrijednosti
percentila, svaka od kvantitativnih varijabli je podijeljena u Cetiri kategorije (bazi¢na vrijednost
ili prvi kvantil 0-25% percentil), drugi kvantil (25-50% percentil), tre¢i kvantil (50-75%) te
cetvrti kvantil (75-100% vrijednosti svake variabile). Tako izracunate vrijednosti su potom

koriStene u regresijskoj analizi u svrhu utvrdivanja ¢imbenika rizika za nove slu¢ajeve BPJ u

4.4.2. Faza aktivne kontrole epizootije (od 15. srpnja 2015. do 31. prosinca 2019. godine)
Faza aktivne kontrole epizootije obuhvatila je analizu podataka o0 mjerama provedenim u okviru

programa nadziranja BPJ tijekom razdoblja od 15. srpnja 2015. do 31. prosinca 2019. godine.
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Za potrebe istrazivanja ove faze sumnja BPJ definirana je kao pojava bilo kojeg klini¢kog znaka
koji ukazuje na BPJ u prijemljive vrste zivotinja ili pozitivan rezultat seroloskog pretrazivanja
uzorka krvi imunoenzimnim testom ELISA bez prethodno utvrdenih klini¢kih znakova bolesti
ili postojanje epizootioloskih podataka temeljem kojih se moze postaviti sumnja na bolest (npr.
kontaktna gospodarstva, premjestanja zivotinja, koristenje zajednickih pasnjaka).

Potvrdeni sluc¢aj BPJ definiran je kao pozitivan rezultat molekularnog pretrazivanja uzorka krvi
lan¢anom reakcijom polimeraze uz prethodnu reverznu transkripciju.

Stado prezZivaca je skupina zivotinja prijemljivih vrsta prezivada smjeStenih na istom
gospodarstvu uzorkovana tijekom propisanog razdoblja provedbe programa nadziranja.

Stado individualne vrste prezivaca predstavlja skupinu zZivotinja iste vrste, smjestenih na istom
gospodarstvu te uzorkovanih u okviru programa nadziranja.

Grupiranje podataka, definiranje kriterija za ukljucivanje i iskljudivanje podataka iz analize
Iz podataka JRDZ-a o brojnom stanju preZiva¢a koristene su varijable potrebne za analizu
gustoce populacije prezivaa, broja stada 1 zivotinja po vrsti na razini Zupanije, naselja i
gospodarstva za svaku godinu zasebno. Podatci koristeni za analizu ukljucili su populaciju
prezivaca s podrucja cijele RH.

Aktivno nadziranje BPJ temeljeno na laboratorijskom pretrazivanju provodilo se u okvirima
godiSnjeg programa kojim je bilo obuhvaceno serolosko 1 molekularno pra¢enje unaprijed
odredenih sentinel Zivotinja. Program se provodio u zadanim vremenskim razmacima tijekom
godine, za koja se smatralo da postoji najveca vjerojatnost otkrivanja infekcije ili
serokonverzije. Sentinel Zivotinje u kontinentalnom podrucju pretraZivane su dva puta tijekom
provedbe programa, a u obalnom podru¢ju jednom mjesecno tako da razmak izmedu dva

uzorkovanja nije smio biti manji od 25 1 ve¢i od 30 dana (Tablica 3.).
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Tablica 3. Vremensko razdoblje provedbe aktivnog nadziranja od 2015. do 2019. godine

Podru¢je RH Kontinentalni dio zemlje Obalno podrucje
Godina  Razdoblje provedbe Prvo Drugo Mjesecno

aktivnog nadziranja uzorkovanje uzorkovanje uzorkovanje
2015. 01.08. - 30. 12. 01.08.-15.09. 15.11.-31.12. 01.08.-30. 12.
2016. 21.09. - 30. 12. 21.09.-15.10. 15.11.-31.12. 21.09.-30.12.
2017. 07.09. - 31.12. 07.09.-15.10. 15.11.-31.12. 07.09.-31.12.
2018. 23.10. - 31.12. 23.10.-03.11. 01.12.-31.12. 23.10.-31l.12.
2019. 01.08. - 31.12. 01.08.-30.09. 01.11.-13.12. 01.08.-31.12.

Sentinel Zivotinje morale su odgovarati sljede¢im kriterijima:

- 2015. godine - goveda rodena u RH koja su na dan 15. travnja 2015. godine bila stara
tri mjeseca 1 viSe te nisu bila cijepljenja protiv BPJ

- 2016. godine — goveda rodena u RH koja su na dan 15. travnja 2015. godine bila stara
tri mjeseca 1 viSe te nisu bila cijepljenja protiv BPJ tijekom 2015. /ili 2016. godine.

- 2017. - 2019. godine - goveda rodena u RH starosti najmanje 8 mjeseci, koja nisu
cijepljena protiv BPJ, te za koje se pouzdano znalo da tijekom prethodne godine
provodenja programa nadziranja nisu su bila seroloski pretrazena na BPJ s pozitivnim
rezultatom. Ako za uzorkovanje nisu bila dostupna goveda navedene kategorije, kao
zamjenske zivotinje uzrokovati su se mogle i ovce te koze rodene u RH, starosti
najmanje 9 mjeseci te necijepljene protiv BPJ.

Kako bi se podatci mogli obraditi ujednaceno te svrstati unutar odredenih vremenskih intervala
potrebnih za odredivanje mjera ucestalosti, odredeno je da datum testiranja individualne
Zivotinje predstavlja datum testiranja stada. Sumnja individualne Zivotinje predstavlja sumnju

stada te stoga datum prijavljene sumnje BPJ u individualne zivotinje predstavlja datum
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prijavljene sumnje BPJ u stadu. Varijabla koja oznacava pozitivno stado nacinjena je
kombinacijom vrste zivotinje i testa, a rezultat barem jednog potvrdenog slucaja BPJ u
individualne zZivotinje predstavlja potvrdeni slucaj bolesti na razini stada.

Kako bi se odredio broj gospodarstava i stada prezivaca uzorkovanih u svrhu provedbe
programa, podatci o svim uzorkovanim zivotinjama bez obzira na vrstu podrijetlom s istog
gospodarstva agregirani su na jedan zajednicki JIBIG. Provjerom administrativnih podataka
nisu utvrdeni nedostatci zbog kojih bi se uzorci morali iskljuciti iz daljnjih analiza te je svih 16
452 uzoraka pretrazenih imunoenzimnim testom uvrSteno u obradu podataka. Podatci za svaku
godinu pretrazivanja grupirani su na istovjetan nacin te je na temelju datuma zaprimanja uzorka
u laboratorij kreirana varijabla koja oznacava datum sumnje/potvrdenog slucaja te datumi
pocetka i zavrsetka faze aktivne kontrole epizootije.

Protokol testiranja ukljucivao je prvo serolosko pretrazivanje uzoraka imunoenzimnim testom.
Svaki seroloski pozitivan uzorak (njih ukupno 5869) pretrazeno je potom metodom RT-PCR
za otkrivanje serotipova 1-27. Jednom seroloski pozitivna sentinel zivotinja bez obzira na ishod
molekularnog pretrazivanja iskljucena je iz daljnjeg pretrazivanja.

Deskriptivna statistika nacinjena je na rezultatima laboratorijskih pretrazivanja sentinel
zivotinja. Ukljuceni su svi rezultati pretrazivanja imunoenzimnim testom i metodom RT-PCR
dostupni za razdoblje aktivne faze epizootije. Za odredivanje mjera ucestalosti obradeni su
podatci laboratorijskog pretrazivanja uzoraka od 16 452 zivotinja iz 792 stada, s podrucja 84
naseljai21 zupanije. Podatci provedenih entomoloskih istrazivanja komarcica roda Culicoides
u razdoblju od 2015. do 2019. godine analizirani su kako bi se utvrdila prisutnosti i dinamika
pojavljivanja komarci¢a roda Culicoides te njihove zemljopisne rasprostranjenosti, utvrdila
podrucja i razdoblja godine od najvecéeg rizika za pojavu i Sirenje virusa te odredilo razdoblja

sezonski slobodnog od vektora virusa BPJ, odnosno razdoblja kada nisu aktivni adulti roda
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Culicoides. Obradeni podatci prikupljani su s unaprijed odredenih lokacija koje su ukljucivale
po jedno naselje iz svake Zupanije te je izvrSena analiza na 427 353 izdvojenih komarcica.

Analiza mjere preventivnog cijepljenja goveda, ovaca i koza provedena je na razini godine,
Zupanije, naselja, stada i vrste zivotinje te su istom obuhvacena 4 946 342 preventivnih
cijepljenja provedenih tijekom pet godina na podrucju cijele RH i rezultati kontrole imuniteta

provedene na 53 stada.

4.5. Obrada podataka

Podatci 0 laboratorijskim pretrazivanjima, klimatskim ¢imbenicima i cijepljenju Zivotinja
ekstrahirani su u Microsoft Excel tablicu te konvertirani u csv. datoteku i obradeni koriStenjem
programa R verzija 4.1.0 te Stata SE 15,1 softvera.

Podatci o brojnom stanju zivotinja, klinickim znakovima i1 entomoloskom nadziranju
ekstrahirani su u MS Excel tablicu te obradeni pomo¢u alata navedenog programa.

Za izradu kartografskih prikaza koriSten je software ArcGIS Pro 2.9. proizveden od strane
tvrtke ESRI, a koriSteni su prostorni podaci iz srediSnjeg registra prostornih jedinica koji su
povezani sa podatcima o brojnom stanju zivotinja te rezultatima seroprevalencije i prevalencije

pripremljenim u programskom paketu MS Excel.

4.5.1. Razdoblje klini¢ke faze epizootije

Razdoblje klinicke faze epizootije i rana faza unosa BPJ analizirani su putem ustanovljavanja
mjera ucestalosti bolesti ukljucujuc¢i incidenciju 1 prevalenciju na razini stada i na razini
individualne zivotinje. Podatci su bili analizirani na razini gospodarstva koje je drzalo bilo koju
vrstu prezivaca, te se dodatna analiza provodila i za stada individualnih vrsta prezivaca. Radi
prikaza tjedne incidencije na istovjetan nacin, sva izbijanja BPJ na razini jednog tjedna
sumirana su na prvi datum u tjednu.

Deskriptivna statistika je ukljuc¢ivala tablice frekvencija te epidemioloske krivulje.
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Hijerarhijska logisticka regresija s binarnim ishodom (pozitivho/negativno) seroloskog
testiranja imunoenzimnim testom kod ovaca koriStena je kako bi se ustanovila relativna
varijabilnost u seroloskoj pozitivnosti na razini Zupanije, naselja i stada; gdje su se potonje
administrativne jedinice koristile kao stohasticki efekti u hijerarhijskoj logistickoj regresiji
(DOHOO 1 sur., 2001., 2010.). Razli¢ite kombinacije tri proucavane administrativne cjeline
(stado, naselje i Zupanija) koriStene su kako bi se ustanovila robusnost rezultata. Samo stada
koja su imala barem dva seroloska testa (najmanje dvije zivotinje) su uklju¢ena u potonju
analizu. Analiza je provedena u Stata SE softvera koriste¢i zadane parametre.

putem negativne binomijalne regresije sa stohastickim efektom zupanije na interceptu. Ishod je
bio definiran kao broj stada prezivaca koji su utvrdeni kao novi slu¢ajevi BPJ po prvi puta u
specificnom tjednu u svakoj od Cetiri zupanije. Faktori rizika su predstavljani kao razlicite
klimatske 1 druge varijable na razini Zupanije i specificnog tjedna. Statisticka analiza je
ukljucivala evaluaciju korelacije izmedu kvantitativnih varijabli, te evaluaciju linearnog odnosa
izmedu broja slucajeva i svake kvantitativne varijable putem LOESS neparametrijske regresije
koja kombinira jednostavnost i pragmati¢nost linearne regresije s fleksibilnos¢u nelinearne
regresije. Uoceno je da neke od varijabli imaju nelinearni odnos s ishodom analize, te je
odlu¢eno da se svaka Kkvantitativna varijabla statisticki vrednuje i kao linearni efekt
kvantitativne varijable i kao kategorijska varijabla s Cetiri razine, bazirana na kvantilima u kojoj
prvi kvantil sluzi kao polazna razina s kojom su se sve druge razine usporedivale. Nakon toga,
asocijacija izmedu svake varijable i broja slucajeva ustanovljena je primjenom univarijabilnog
regresijskog modela s uklju¢enom samo jednom varijablom. Multivarijabilni regresijski modeli
bili su konstruirani od varijabli koje su bile statisticki znacajne tek nakon §to su zajednicki bile

uklju¢ene u modele. U slucaju da je viSe razli¢itih multivarijabilnih modela sadrzavalo
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statisticki znacajne varijable, kona¢ni model bio je odreden kao multivarijabilni model s

najnizom vrijednosti Akaikeovog informacijskog kriterija (AlIC).

4.5.2. Razdoblje faze aktivne kontrole epizootije

Faktori rizika za otkrivanje pozitivne sentinel Zivotinje tijekom faze aktivne kontrole epizootije
su bili ustanovljeni putem logisti¢ke regresije sa stohastickim efektom zupanije na interceptu,
te fiksnog efekta godine. Ishodi analize su bili pozitivni i negativni rezultati imunoenzimnog
testa na razini individualne zivotinje. Dodatne varijable koje su bile uklju¢ene u analizu kao
varijable od primarnog interesa su bile postotak cijepljenih goveda, ovaca, koza te ukupno
prezivaca u svakoj godini i na razini svake zupanije. Postoci cijepljenja su bili izra¢unati kao
postotak cijepljenih zivotinja, i kao postotak cijepljenih stada u svakoj zupaniji za svaku godinu.
Pored toga, broj stada individualne vrste prezivaca te broj zivotinja individualne vrste prezivaca
su bili koristeni kao varijable od dodatnog interesa. Svaka od tih dodatnih varijabli je bila
pojedinac¢no vrednovana za statisticku znacajnost u logistickom modelu koji je ukljuc¢ivao
godinu kao fiksni efekt i zupaniju kao stohasticki efekt. Univarijabilna analiza je provedena na
nacin da su sve varijable bile vrednovane kao kvantitativne varijable putem kojih se procijenila
linearna asocijacija te kao kategorijske varijable putem ukljucivanja Cetiri kategorije kvantila.
Liberalna p-vrijednost od 0,20 se koristila kao vrijednost uklju¢ivanja u multivarijabilni model.
Multivarijabilni logisticki regresijski modeli su bili konstruirani od varijabli koje su bile
statisticki znacajne tek nakon Sto su zajedniCki bile uklju¢ene u modele. Stoga je
multivarijabilni model asocijacije izmedu broja novih slucajeva i faktora rizika izraden
gradnjom modela u kojem su se varijable ugradivale u model postupno i manualno. U slucaju
visoke korelacije, ukljucena je bila samo varijabla koja je imala najveéi bioloski smisao,
odnosno u slucaju da je vise razli¢itih multivarijabilnih modela sadrzavalo statisticki znacajne
varijable, kona¢ni model bio odreden kao multivarijabilni model s najnizom vrijednosti

Akaikeovog informacijskog kriterija (AIC). Koeficijenti logisticke regresije izraZeni su na
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originalnoj logit skali, te dodatno kao omjer izgleda. Sama regresijska analiza je bila provedena

na temelju preporuka iz Dohoo i sur. (2010.). Entomoloski podatci analizirani su deskriptivno.
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5. REZULTATI

5.1. Brojno stanje Zivotinja, analiza distribucije stada i Zivotinja

5.1.1. Analiza brojnog stanja i distribucije stada i Zivotinja tijekom Klini¢ke faze
epizootije (2014. godina)

Podatci o ukupnom broju stada i prezivaca prema vrsti Zivotinje razdijeljeni na regiju Dalmacija

te ostatak RH koji obuhvaca preostalih 17 Zupanija smjestenih u regiji sjevernog hrvatskog

primorja te srediSnje, isto¢ne i gorske Hrvatske navedeni su u Tablici 4.

Tablica 4. Podatci o brojnom stanju preziva¢a u RH u 2014. godini

Zupanija Ukupno  Ukupan broj Ukupan Ukupan broj Ukupan

stada preZivaca broj goveda ovaca broj koza
Dalmacija 8627 253 761 17 644 202 322 33785
ostatak RH 46 913 854 594 439 330 383119 32 145
RH ukupno

55 540 1108 355 456 974 585 441 65 930

Uoceno je da populacija prezivaca nije bila jednoliko distribuirana u svima naseljima unutar
jedne zupanije (Tablica 5.).

Tablica 5. Broj stada i Zivotinja na razini Zupanije i naselja u regiji Dalmacija 2014. godine

Zupanija Ukupno  Ukupno GOVEDA OVCE KOZE
naselja stada i _ _ i i _
prezivata  Broj Broj Broj Broj Broj Broj

stada  zivotinja  Stada Zivotinja stada  Zzivotinja

Dubrovacko- 137 489 231 1.775 134 4.284 124 1.330
neretvanska

Splitsko- 293 3094 1.509 6.779 942 43.835 643 12.166
dalmatinska

Sibensko- 178 2380 771 4.267 1.159 58.119 450 7.048
kninska

Zadarska 199 2664 431 4.823 1.842 96.094 391 13.241

Prosjecna veliCina stada prezivaca na podru¢ju regije Dalmacije iznosila je 29,4 Zivotinje.
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Najmanje stado prezivaca u svim promatranim zupanijama brojilo je 1 zivotinju, dok je najvece
stado na podruc¢ju Dubrovacko-neretvanske Zupanije brojilo 588 Zivotinja, Splitsko-
dalmatinske Zupanije 913 Zivotinja, Sibensko-kninske Zupanije 619 Zivotinja i Zadarske
Zupanije 2688 zivotinja. U svim zupanijama dominirala su gospodarstva mjesovitog tipa stada,
s viSe od jedne vrste prezivaca. Vise od 83% svih gospodarstava prezivaca drzalo je manje od
50 zivotinja (83, 69%), od 51-100 zivotinja drzalo je 10, 58% gospodarstava, od 101-500
zivotinja 5,55% gospodarstava, od 501-1000 zivotinja 0,14% gospodarstava i vise od 1000
zivotinja drzalo je 0,05% gospodarstava. Ukupan broj stada prezivac¢a u odnosu na veli¢inu te
prosjecan broj prezivaca po stadu, na razini zupanije prikazan je u Tablici 6.

Tablica 6. Stada prezivaca prema veli¢ini i prosje¢nom broju zivotinja na razini Zupanije

Veli¢ina stada Zadarska Sibensko- Splitsko- Dubrovacko-
preZivaca kninska dalmatinska neretvanska
manje od 50 1989 1966 2804 458
51-100 451 283 162 16
101-500 217 129 120 13
501-1000 7 2 3 0
1000 i vise 3 0 1 0
prosjecan broj 42,85 29,17 20,29 15,11

prezivaca po stadu

5.1.2. Analiza brojnog stanja Zivotinja te distribucije stada i Zivotinja tijekom faze
aktivne kontrole epizootije (2015. - 2019. godine)
Ukupan broj gospodarstava preziva¢a u RH te ukupan broj Zivotinja drzanih na tim

gospodarstvima za razdoblje 2015. do 2019. godine prikazan je u Tablici 7.
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Tablica 7. Ukupan broj gospodarstava prezivaca i broja zivotinja u RH tijekom razdoblja 2015.
- 2019. godine

UKUPNO PREZIVACI RH
Godina Broj gospodarstava Broj Zivotinja
2015. 56 922 1159 561
2016. 55918 1169 891
2017. 54 459 1195430
2018. 47 508 1156 797
2019. 44918 1197 237

Tijekom razdoblja 2015. - 2019. godine u prosjeku je 52,73% gospodarstava drzalo goveda,
37,04% ovce, a 10,24% koze. Od ukupnog broja prezivaca 55,41% su bile ovce, 37,97% goveda
i 6,63% koze. Podatci o ukupnom broju gospodarstava i Zivotinja individualne vrste prezivaca
(govedo, ovca, koza) u RH za razdoblje 2015. do 2019. godine navedeni su u Tablici 8.

Tablica 8. Ukupan broj gospodarstava i zivotinja individualne vrste preziva¢a u RH za 2015. -
2019. godinu

GOVEDA OVCE KOZE
Godina Broj Broj Broj Broj Broj Broj
gospodarstava  zivotinja  gospodarstava  zivotinja  gospodarstava Zivotinja
2015. 32753 470 009 18921 615 717 5248 73835
2016. 31244 462 277 19 249 632 087 5425 75 527
2017. 295 16 467 853 19 500 648 818 5443 78 759
2018. 23 220 412 876 19 067 664 037 5221 79 884
2019. 21174 418 471 18 680 697 216 5064 81 550

Tijekom promatranog petogodisSnjeg razdoblja najveéi broj goveda drzan je na podrucju
Osjecko-baranjske Zupanije (srednja vrijednost 83 542 zivotinja), a najmanji u Dubrovacko —
neretvanskoj (srednja vrijednost 1713,2 zivotinja). Najvise ovaca drzano je na podrucju

Zadarske zupanije (srednja vrijednost 107 909,8 Zivotinja), a najmanje u Medimurskoj Zupaniji

86



(srednja vrijednost 815,6 zivotinja). Broj drzanih koza najveéi je bio u Splitsko-dalmatinskoj
Zupaniji (srednja vrijednost 14 394,8 Zivotinja), a najmanji u Gradu Zagrebu (srednja vrijednost
504 zivotinja). Gusto¢a naseljenosti zivotinja na razini vrste, naselja i godine u RH tijekom

razdoblja 2015. do 2019. godine prikazana je na Slikama 23. do 25.

87



2015. 2016.
] b}
2017 2018.
1 oy
2019.
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Bez goveda
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od 501 do 1000
[ od 1001 do 2500
I od 2501 do 5000
I vise od 5000

Slika 23. Prikaz gustoce naseljenosti goveda na razini naselja i godine u RH tijekom razdoblja
2015. do 2019. godine
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2017.
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2016,

2018.

Bez ovaca

od 1 do 1000

od 1001 do 2500
77 od 2501 do 5000
I od 5001 do 10000
B vise od 10000

Slika 24. Prikaz gustoée naseljenosti ovaca na razini naselja i godine u RH tijekom razdoblja

2015. do 2019. godine
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Bez koza

od 1 do 100
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I od 1001 do 2500
I vise od 2500

Slika 25. Prikaz gustoce naseljenosti koza na razini naselja i godine u RH tijekom razdoblja

2015. do 2019. godine
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Kroz petogodisnje razdoblje prosjecna veli¢ina gospodarstva goveda brojila je 16,18 Zivotinja,

ovaca 34,14 zivotinja te koza 14,76 zivotinja. Dinamika kretanja broja gospodarstva prezivaca

i broja zivotinja od 2015. do 2019. godine za svaku vrstu prezivaca zasebno prikazana je na

Slikama 26. do 28., a gustoca gospodarstava na razini naselja na Slikama 29. do 31.
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Slika 26. Graficki prikaz dinamike kretanja broja gospodarstva goveda i broja goveda
2015.-2019.
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Slika 27. Grafi¢ki prikaz dinamike kretanja broja gospodarstva ovaca i broja ovaca u RH 2015.-

2019. godine
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Slika 28. Graficki prikaz dinamike kretanja broja gospodarstva koza i broja koza u RH 2015.-

2019. godine
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2018.

Bez gospodarstava
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" od 51 do 100
I od 101 do 250
I vige od 250

Slika 29. Prikaz gustoc¢e gospodarstava na kojima se drze goveda u RH tijekom razdoblja 2015.

do 2019. godine
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Bl vige od 250

Slika 30. Prikaz gusto¢e gospodarstava na kojima se drze ovce u RH tijekom razdoblja 2015.

do 2019. godine
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Slika 31. Prikaz gustoce gospodarstava na kojima se drze koze u RH tijekom razdoblja 2015.

do 2019. godine
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5.2. Analiza prijavljenih klini¢kih znakova BPJ

Prva sumnja BPJ prijavljena je 26. listopada 2014. na gospodarstvu s viSe vrsta prezivaca u

naselju Grude u Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji. Na gospodarstvu se nalazilo 20 goveda i

29 ovaca, a klini¢ki znakovi BPJ (povisena tjelesna temperatura, opca slabost, iscjedak iz nosa,

otok sluznice usta) utvrdeni su u Cetiri ovce (4/49). Nakon toga uslijedile su daljnje prijave

sumnji na podruéju Dubrovacko-neretvanske, te potom Sibensko-kninske, Zadarske i Splitsko-

dalmatinske zupanije. Prikaz ukupnog broja zZivotinja s utvrdenim klinickim znakovima BPJ i

broja uginulih zivotinja, u odnosu na ukupan broj sumnjivih Zivotinja po vrsti tijekom 2014. i

2015. godine prikazan je na Slici 32. Svi podatci o klini¢kim znakovima i uginué¢ima zivotinja

izdvojeni su iz epidemioloskih upitnika. Uginu¢a uzrokovana BPJ nisu dokazana i objektivno

odgovarajuc¢im dijagnosti¢kim postupcima, ve¢ su temeljem potvrde cirkulacije virusa BPJ na

gospodarstvu ista biljezena kao posljedica BPJ.

2500
® ukupno sumnjivo mklinicki znakovi muginuéa

2000

1500

1000

500 |
ovca govedo koza ovca govedo koza

2014. 2015.

Slika 32. Broj zivotinja s utvrdenim klinickim znakovima BPJ i broj uginulih u odnosu na

ukupan broj sumnjivih Zivotinja po vrsti tijekom 2014. 1 2015. godine
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Ukupan pobol prezivaca tijekom 2014. godine iznosio je 6,43%, a pomor 1,85%, dok je u 2015.

godini utvrden pobol od 12,9% te pomor od 1,46% (Slika 33.).

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
oo = = HEm B
' ovca govedo koza ovca govedo
2014. 2015.
H pobol % 4,98 0,78 0,67 6,88 1,62
mpomor % 1,64 0 0,22 1,16 0,15
mpobol % ®pomor %

koza

4,40
0,15

Slika 33. Grafic¢ki prikaz pobola i pomora izrazen u postotku po vrsti prezivaéa i godini

Prema podatcima prikupljenim iz epidemioloskih upitnika i obrazaca prijava sumnji ukupno su

klini¢ki znakovi BPJ zabiljezeni kod 251 prezivaca. Klini¢ki znakovi bolesti najucestalije su

prijavljivani u ovaca (66,93%), zatim koza (18,73%) te potom goveda (14,34%). Najve¢i broj

klini¢kih znakova (61,9%) prijavljen je na podru¢ju Dubrovacko-neretvanske Zupanije i to u

ovaca. Najucestaliji klini¢ki znak u svih vrsta Zivotinja (a kod goveda i jedini) bio je iscjedak

iz nosa, dok su edem i cijanoza jezika kao karakteristi¢ni znakovi BPJ prijavljeni u svega Sest

Zivotinja (Tablica 9.).
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Tablica 9. Klinicki znakovi u odnosu na ucestalost pojave po vrsti zivotinje zabiljezeni 2014.
godine

Klini¢ki znak Ovca Koza Govedo

iscjedak iz nosa 99 47 36

opca slabost 91 1 0

otok sluznice usta 73 0 0

poviSena temperatura 72 0 0

edem glave i meduvili¢nog 49 2 0
podrucja

Sepanje 48 0 0

edem i cijanoza jezika 6 0 0

pobacaj 6 6 0

otok i crvenilo medupapéanog 3 0 0
prostora

drugo 0 0 0

5.3. Deskriptivna statistika za razdoblje klini¢ke faze epizootije

5.3.1. Vremenska i prostorna distribucija mjera wucestalosti (seroprevalencije,

incidencije, kumulativne incidencije te stvarne prevalencije)

Tijekom klini¢ke faze epizootije uzorkovanja su provedena u 46 razli€itih naselja i to 35 naselja
u Dubrovacko-neretvanskoj, 7 u Splitsko-dalmatinskoj, 3 u Zadarskoj i 1 naselju u Sibensko-
kninskoj Zupaniji.

Zbog postavljanja klinicke sumnje na BPJ tijekom 2014. i 2015. godine ukupno su pretrazena
92 gospodarstva s 94 stada prezivaca, 0dnosno ukupno 99 stada individualne vrste prezivaca.
Od toga su 63 gospodarstva (68,47%) pretrazena samo jednom, a 29 gospodarstava (31,52%)
dva ili viSe puta. Broj stada individualne vrste prezivaca po vrsti Zivotinje pretrazenih zbog

klinicke sumnje prikazan je na Slici 34.
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Slika 34. Graficki prikaz broja pretrazenih stada individualne vrste prezivaca (po vrsti
zivotinje) u odnosu na ukupan broj stada prezivaca pretrazenih radi klinicke sumnje na BPJ

Zbog sumnje iz drugih razloga na BPJ ukupno je pretrazeno 585 gospodarstava s 585 stada

prezivaca te ukupno 600 stada individualne vrste prezivaca (Slika 35.).
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= Jkupan broj stada prezivaca

Slika 35. Graficki prikaz broja stada individualne vrste prezivaca pretrazenih radi sumnje iz

drugih razloga u odnosu na ukupan broj pretrazenih stada preZivaca

Najveé¢i ukupan broj sumnji na BPJ (62,92%) prijavljen je u Dubrovacko — neretvanskoj

Zupaniji. Od toga se 83,92% odnosi se na klini¢ku sumnju, a 16,07% na sumnje prijavljene iz
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drugih razloga.

Za datum pocetka klinicke faze epizootije odreden je 27. listopad 2014. godine (datum
zaprimanja prvih uzoraka klinicke sumnje BPJ u laboratorij), a kao zavrsetak 01. srpanj 2015.
godine. U navedenom razdoblju imunoenzimnim testom pretrazena su ukupno 1 832 prezivaca

od ¢ega 708 radi klinicke sumnje, a 1 124 radi sumnje iz drugih razloga (Slika 36. i 37.).

600
5751
550 -
525
500

& 4751

o 450 1

£ 350
8 325+

£ 250 1
§ 225
§ 2001
® 1751
.;:150-
125
© 100
75 A
50 A
25 1
o 4

IO A I S A I I T I S S S S ) J P P C I PSRN SN2

a4 N NV S
(TR SR M - D - R T T~ T~ ORI TR R T 3
F @ @ W BTSSP

Datum

Vrsta . Ovce . Koze . Goveda

Slika 36. Graficki prikaz broja pretrazenih uzoraka imunoenzimnim testom 2014. godine po
vrsti uzorkovane zivotinje
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Slika 37. Graficki prikaz broja pretrazenih uzoraka imunoenzimnim testom 2015. godine po
vrsti uzorkovane Zivotinje

Radi klini¢ke sumnje imunoenzimnim testom pretrazeno je ukupno 59 stada te 708 prezivaca.

Od toga su 53 stada i 208 prezivaca pretrazeni s pozitivnim rezultatom (Slika 38.).
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Slika 38. Grafi¢ki prikaz broja seroloski pozitivnih gospodarstava/stada po vrsti prezivaca
tijekom 2014. i 2015. godine uzorkovanih zbog postavljene klini¢ke sumnje
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Seroprevalencija stada pretraZzenih zbog postavljanja klinicke sumnje na BPJ iznosi 89,83%

(53/59), dok je prosjecna seroprevalencija zivotinja u stadu bila 29,38% (208/708). Pregled po

Zupanijama prikazan je u Tablici 10., a distribucija seropozitivnih preziva¢a na razini naselja

na Slici 39.
Tablica 10. Seropozitivna stada i zivotinje unutar pretrazivanih Zupanija tijekom klini¢ke faze
epizootije
Zupanija Broj Broj Seropozitivnho Broj Broj Seropozitivn
pretrazenih pozitivnih (%) pretraZenih pozitivnih 0 (%)
stada stada preZivaca preZivaca
Dubrovacko 51 48 94,12 438 155 35,39
-neretvanska
Sibensko- 1 1 100,00 192 38 19,79
kninska
Splitsko- 4 3 75,00 50 14 28,00
dalmatinska
Zadarska 3 1 33,33 28 1 3,57
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Slika 39. Prikaz distribucije seroloski pozitivnih preziva¢a u odnosu na ukupnu
seroprevalenciju na razini naselja tijekom klinicke faze epizootije

Zbog sumnje iz drugih razloga imunoenzimnim testom pretrazeno je ukupno 585 stada te 1 124
Zivotinje, od Cega 177 zivotinja (110 ovaca, 55 koza i 12 goveda) iz 34 stada s pozitivnim

rezultatom (Slika 40.).
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Broj pozitivnih stada pretrazen iz drugih razloga sumnje
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Slika 40. Graficki prikaz seroloski pozitivnih stada pretrazenih imunoenzimnim testom zbog
sumnje iz drugih razloga tijekom 2014. i 2015. godine

Seroloski pozitivne zivotinje ponovno su uzorkovane radi daljnjeg molekularnog pretrazivanja
odnosno dokazivanja virusa BPJ u krvi. Zbog postavljene klinicke sumnje metodom RT-PCR
pretrazeno je 545 Zivotinja iz 65 stada. Od toga je virus BPJ potvrden u 64 stada te 196 Zivotinja.
Zbog sumnje iz drugih razloga metodom RT-PCR pretrazene su ukupno 284 zivotinje iz 29
razli¢itih stada, svi s negativnim rezultatom. Broj pretrazenih i pozitivnih stada i Zivotinja
prema razlogu pretrazivanja na razini godine i mjeseca prikazan je u Tablici 11., a na razini
zupanije u Tablici 12. Distribucija potvrdenih slucajeva BPJ u prezivaca na razini naselja

prikazana je na Slici 41.
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Tablica 11. Rezultati pretrazivanja stada i zivotinja metodom RT-PCR tijekom klinicke faze

epizootije prema razlogu pretrazivanja

Godina Mjesec Ukupno Ukupno Ukupno Ukupno Razlog
pretrazeno pozitivno pretrazeno pozitivno pretraZivanja
stada stada Zivotinja Zivotinja

listopad 4 4 20 19 klinicka sumnja
2014. studeni 30 30 201 109 klinicka sumnja

7 0 75 0 drugi razlozi
prosinac 13 13 114 25 klinicka sumnja

6 0 45 0 drugi razlozi
sijeCanj 5 4 13 10 klinicka sumnja

2015, 2 0 116 0 drugi razlozi
veljaca 6 6 131 13 klinicka sumnja

10 0 36 0 drugi razlozi
ozujak 7 7 66 20 klinicka sumnja

4 0 12 0 drugi razlozi

Tablica 12. Rezultati pretrazivanja stada metodom RT-PCR na razini Zupanije tijekom klinicke

faze epizootije

Zupanija Ukupno Ukupno Ukupno Ukupno Ukupno Ukupno
pretraZeno pozitivno  pretraZzeno pozitivnho pretrazeno pozitivno
stada stada stada stada stada drugi stada
Kklini¢ka Kklini¢ka razlozi drugi
sumnja sumnja razlozi
Dubrovacko - 48 47 48 47 10 0
neretvanska
Splitsko- 11 11 11 11 14 0
dalmatinska
Zadarska 4 4 4 4 2 0
Sibensko- 2 2 2 2 3 0
kninska
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Slika 41. Prikaz distribucije potvrdenih slu¢ajeva BPJ metodom RT-PCR u prezivac¢a u odnosu
na ukupnu utvrdenu prevalenciju na razini naselja tijekom klinicke faze epizootije

Kako su svi uzorci prikupljeni radi sumnje iz drugih razloga metodom RT-PCR pretraZeni s
negativnim rezultatom, daljnja analiza podataka potrebna za odredivanje mjera ucestalosti
provedena je samo na Zivotinjama 1 stadima uzorkovanim radi klini¢ke sumnje.

Prva potvrda BPJ 2014. godine zabiljeZena je u 43. tjednu (27. listopada) na temelju klinicke
sumnje prijavljene u Cetiri stada. Prijave klinicke sumnje slijedile su u studenom, tijekom kojeg
je ukupno pretrazeno 36 stada te prosincu kada je ukupno pretrazeno 18 stada. Vrhunac
epizootije u 2014. godini zabiljezen je u 47. tjednu kada je BPJ potvrdena u 13 stada. Pad broja
potvrdenih slucajeva te usporavanje epizootije uocava se od 49. do 52. tjedna, kada se 1 biljezi
posljednji slucaj BPJ u 2014. godini. BPJ ponovno se dijagnosticira u 2. tjednu 2015. godine.
Pretrazivanja uz otkrivanje novih pozitivnih slu¢ajeva nastavljaju se tijekom veljace i ozujka,

sa vrhuncem epizootije u 10. tjednu kada je BPJ potvrdena u 7 stada. Nakon toga slijedi pad
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prijava sumnji i usporavanje epizootije s posljednjim potvrdenim slu¢ajem BPJ od 10. ozujka
2015. godine. Posljednje pretrazivanje provedeno je u 14. tjednu (18. travnja 2015.). Nakon
toga tijekom razdoblja travanj - lipanj nije bilo prijava sumnji niti su zabiljeZeni novi slu¢ajevi
BPJ. Tjedna stopa incidencije izracunata je za svaku individualnu vrstu prezivaca te za stada
prezivaca koja su bila pozitivna metodom RT-PCR na temelju datuma zaprimanja uzorka u
laboratorij. Krivulja epizootije te tjedne stope incidencije pozitivnih stada individualne vrste

prezivaca prikazana je na Slici 42.
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Slika 42. Tjedna incidencija izrazena kao broj BPJ pozitivnih stada za svaku pojedinu vrstu
prezivaca tijekom klinicke faze epizootije

Tijekom prvih mjeseci epizootije BPJ u 2014. godini najve¢i broj pozitivnih Zivotinja ¢inile su
ovce, dok je broj pozitivnih goveda i koza dominirao epizootijom u 2015. godini. lzuzevsi
listopad kada je BPJ prvi puta potvrdena, najviSa mjese¢na kumulativna incidencija zabiljezena

je tijekom mjeseca studenog 2014. godine (Tablica 13.).
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Tablica 13. Podatci o kumulativnoj incidenciji (KI) na razini pretrazenih stada i zivotinja po
godini i mjesecima

Ukupno Ukupno Kl Ukupno Ukupno Kl

Godina Mijesec pretrazeno pozitivna stado pretrazeno pozitivho Zivotinja
stada stada (%) Zivotinja  Zivotinja (%)

listopad 4 4 100 20 19 95

2014. studeni 36 30 83,33 253 109 43,08
prosinac 18 13 72,22 182 25 13,74
sijeCanj 7 4 57,14 32 10 31,25

2015. veljaca 16 6 37,50 252 13 5,16
ozujak 11 7 63,64 90 20 22,22

Udio zaraZenih stada preZivaca i Zivotinja na podru¢ju Zupanije kao administrativne jedinice
nije bio znac¢ajnije povezan s gustocom gospodarstava i prezivaca (Tablica 14.).

Tablica 14. Usporedba zarazenih stada prezivaca i zivotinja sa gustoCom gospodarstava i
ukupnom populacijom prezivaca na razini Zupanije

Zupanija Ukupno  Ukupno Broj Ukupno Broj
naselja stada pozitivnih  prezivaéa  pozitivnih
preZivaca stada preZivaca
Dubrovacko-neretvanska 137 489 48 7389 155
Sibensko-kninska 178 2380 1 69 434 38
Splitsko-dalmatinska 293 3094 3 62 780 14
Zadarska 199 2664 1 114 158 1

Tijekom klini¢ke faze epizootije od svih vrsta prezivaca pretrazenih radi klinicke sumnje na
BPJ pozitivan rezultat pretrazivanja imunoenzimnim testom bio je utvrden samo u ovaca.
Uzimajuci u obzir mali broj provedenih pretrazivanja metodom RT-PCR, ¢injenicu da je u tom
razdoblju u svih vrsta prezivaca i objektivno dokazan virus BPJ te visoku osjetljivost i
specificnost koriStenog imunoenzimnog testa, za ustanovljenje relativne proporcije varijance
na tri hijerarhijske razine koriSteni su podatci koji uklju¢uju rezultate laboratorijskog

pretrazivanja imunoenzimnim testom na ukupno 666 uzoraka krvi ovaca. Obradeni podatci
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ukljucuju uzorke s podrucja regije Dalmacija, a podatci o broju Zupanija, naselja i stada te broju
ovaca po hijerarhijskim razinama ukljucenim u pretrazivanje navedeni su u Tablici 15.

Tablica 15. Broj Zupanija, naselja, stada i ovaca ukljucenih u pretrazivanje radi klini¢ke sumnje
po hijerarhijskim razinama

Broj ovaca / hijerarhijskoj razini

Hijerarhijska Ukupno : -~ T T
razina pretraZeno Najmanji Srednja vrijednost Najvedéi
Zupanija 4 15 166,5 413
Naselje 25 3 26,6 192
Stado 51 2 13,1 192

Hijerarhijska logisticka regresija s binarnim ishodom seroloskog testiranja imunoenzimnim
testom koristena je kako bi se ustanovila relativna proporcija varijance na tri hijerarhijske
razine, na razini zupanije, naselja, i stada. Bez obzira na primijenjeni model i kombinaciju
hijerarhijskih razina uklju¢enih u pojedini model, rezultati analize varijance ukazuju kako je

razina varijabilnosti najveca na razini Zupanije (Tablica 16.).
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Tablica 16. Rezultati analize varijance za Cetiri razli¢ita modela provedene na rezultatima
imunoenzimnog testa ovaca pretrazenih radi klinicke sumnje tijekom faze aktivne kontrole
epizootije

Model 1 Model 2 Model 3 Model 4

Razina  Varijanca SP! Varijanca SP! Varijanca SP!  Varijanca  SP!
Zupanija 0,139 0,192 0,156 0,192 0,139 0,192 - -

Naselje 0,072 0,088 - - 0,072 0,088 0,162 0,102

Stado <0,001 <0,001 0,038 0,067 - - <0,001 <0,001

Intercept  -1,018 0,297 -1,041 0,284 -1,018 0,297 -0,719 0,130

! Standardna pogreska

Uzorci pozitivni seroloskim pretrazivanjem imunoenzimnim testom dalje su serotipizirani
virus neutralizacijskim testom. Serotipizacija je u pocetku radena na svakom seroloski
pozitivnom uzorku, no na vrhuncu epizootije protokol vise nije bio postivan u naseljima u
kojima je prethodno BPJ bila potvrdena te utvrden serotip. Virus neutralizacijskim testom
pretrazen je i serotipiziran ukupno 381 uzorak. Podatci o izdvojenom serotipu virusa BPJ za
2014. i 2015. na razini zupanije prikazani su u Tablici 17.

Tablica 17. Rezultati provedbe virus neutralizacijskog testa 2014. i 2015. godine

Godina Zupanija Serotip

Dubrovacko-neretvanska 4
2014, Sibensko-kninska 4
Splitsko-dalmatinska 4
Zadarska 4

Dubrovacko-neretvanska 1* 4
2015. Si_bensko-kmn_ska 4
Splitsko-dalmatinska 4

*Samo na otoku Lastovo
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Na svim pretrazenim gospodarstvima (57/57) te u svih vrsta prezivaca s podruc¢ja Dubrovacko-
neretvanske, Splitsko-dalmatinske, Sibensko-kninske i Zadarske Zupanije u 2014. godini
potvrdena je cirkulacija virusa BPJ serotipa 4. Tijekom klini¢ke faze epizootije 2015. godine
na svim pretrazenim gospodarstvima (15/15) s podru¢ja Dubrovacko-neretvanske, Splitsko-
dalmatinske i Sibensko-kninske Zupanije serotipizacijom je ponovno potvrdena cirkulacija BPJ
serotipa 4. Dodatno, na 8 (8/15) gospodarstava u Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji na otoku
Lastovo, u naseljima Lastovo (4/8) i Uble (4/8) serotipizacijom je u ozujku 2015. godine
dokazana i cirkulacija BPJ serotipa 1. Istovremena cirkulacija BPJ serotipa 4 i serotipa 1
dokazana je na 5 (5/8) gospodarstava. Na tim gospodarstvima najveci broj serotipiziranih i
pozitivnih uzoraka potjecao je od koza (30/39), zatim goveda (6/39) te potom ovaca (3/39).

Daljnjim pretrazivanjima Sirenje BPJ serotipa 1 nije utvrdeno izvan granica otoka Lastova.

5.3.2. Klimatoloski ¢imbenici

Cijela povrSina Hrvatske (100% povrSine) 2014. godine klimatoloski je okarakterizirana kao
ekstremno topla godina, a oborinske prilike na dijelu juznog Jadrana bile su u kategoriji kisSno
1 vrlo kiSno. Razdoblje zime 2014./2015. godine koje obuhvaca mjesece prosinac 2014., te
sijeanj 1 veljatu 2015. godine klimatoloSki je odstupalo od mjernog prosjeka te je
okarakterizirano kao toplo/vrlo toplo te kiSno razdoblje.

Godisnje razdiobe brzine vjetra u ovisnosti o relevantnom smjeru vjetra za razdoblje od 2009.-
2013. i za 2014. godinu prikazane su graficki na ruzama vjetrova za mjernu postaju Dubrovnik

(Slika 43.) te mjernu postaju Lastovo (Slika 44).
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godine

Slika 44. Ruza vjetrova za mjernu postaju Lastovo tijekom razdoblja od 2009.-2013.i 2014.
godine

Na podrucju obje mjerne postaje vjetrovi koji su puhali pripadaju glavnom juznom kvadrantu.
Na mjernoj postaji Dubrovnik uocava se znacajan porast relativne ¢estine i srednje brzine za
vjetrove koji su puhali iz jugo istoénog medusmjera (smjer istok- sjevero istok, jugo istok), a
na podru¢ju mjerne postaje Lastovo za vjetrove koji su puhali iz smjera jugo zapadnog
medusmjera (smjer jug — jugo zapad). Takoder, tijekom prolje¢a 2014. godine prema podatcima
DHMZ-a o pracenju i ocjeni klime u 2014. godini razmjerno je velik broj dana bio obiljeZen
jakim vjetrovima tj. tipovima vremena koji pripadaju u tzv. vjetrovni rezim. Statisticka analiza

utjecaja klimatoloskih elemenata na pojavu i Sirenje BPJ od O1. lipnja 2014. do 01. srpnja 2015.
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temeljena je na negativnoj binomijalnoj regresiji sa stohastickim efektom Zzupanije. lzbor
negativne binomijalne regresije temeljio se na vizualnoj inspekciji distribucije gdje je prosjek
bio 0,276, a varijanca 1,32. Kako je pretpostavka osnovne Poisson distribucije da je prosjek
jednak varijanci, to ovdje nije bio slucaj te je negativna binomijalna regresija koristena kao
alternativa koja ¢e omoguciti prilagodbu za prekomjernu disperziju. Deskriptivna statistika
varijabli koje su koriStene u analizi prikazana je u Tablici 18.

Tablica 18. Deskriptivna statistika klimatoloskih i drugih c¢imbenika koriStenih u
epidemioloskoj analizi njihove povezanosti s brojem slu¢ajeva BPJ na razini Zupanije

Cimbenik Prosjek  Standardno Min. 25% Medijan 75% Max.
odstupanje percentil percentil
(SD)

temp.prosjek” (°C) 16,73 6,14 5,3 10,78 18 22,23 26,31
tempmin.prosjek” (°C) 12,29 5,87 0,35 6,72 13,33 17,44 22,86
tempmax.prosjek” (°C) 20,76 6,4 7,71 14,51 21,22 26,92 30,71
vlaga.prosjek” (%) 64,95 10,89 37,26 55,79 64,71 72,61 88,73
brzina vjetra.prosjek” (km/h) 26,65 7,83 13,82 20,92 25,21 30,25 52,95
oborine.prosjek”™ (mm/m?) 6,19 7,54 0 0,78 3,46 8,55 34,84
oborine.sum’ (mm/m?) 46,06 52,84 0 5,51 24,24 58,22 243,9
stupanj dan.prosjek” 4,23 1,05 1,65 3,5 4,15 4,9 7,21
stupanj dan.sum® 29,05 7,52 9,35 24,1 28,6 34,05 50,25
Setverotjedni.kumulativ* (N) 1,16 3,36 0 0 0 0 25

pozitivna stada.sum™ (N) 0,27 1,18 0 0 0 0 11

*Prosjek je izracunat kao tjedni aritmeticki prosjek dnevnih vrijednosti u Zupaniji

(npr. prosjecne, ili maksimalne dnevne temperature)
fSuma je izracunata kao tjedna suma dnevnih vrijednosti u relevantnom tjednu u Zupaniji
Tzradunato kao suma broja pozitivnih stada u Zupaniji u protekla &etiri tjedna
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Tijekom univarijabilne analize, potvrdena je statisticki znac¢ajna povezanost prosjecne tjedne
temperature s brojem novih slu¢ajeva u Zupaniji, kada je prosjecna tjedna temperatura izraZzena
kao kategorijska varijabla (Tablica 19.). Kada su specifi¢ni percentili usporedeni S osnovnom
razinom (tj. prvim kvantilom i vrijednostima u 0-25% svih vrijednosti prosje¢nih temperatura),
utvrdeno je da su vrijednosti prosje¢ne tjedne temperature u drugom kvantilu povezane sa
statisti¢ki znacajnim povecanim rizikom i brojem novih slu¢ajeva u zupaniji (Tablica 19). Broj
slu¢ajeva je 4,18 puta veéi kada srednja dnevna temperatura poraste na 18° C (Tablica 19.).
Statisticki znacajna povezanost nije utvrdena za vrijednosti prosjeéne tjedne temperature iz
treceg 1 Cetvrtog kvantila. Takva povezanost i nelinearni odnos se takoder moze uociti i na
grafikonu koji pokazuje rezultat Loess neparametrijskog izgladivanja usporedujuci broj
slucajeva BPJ sa srednjom tjednom temperaturom (Slika 44.).

Tablica 19. Povezanost slucajeva BPJ sa vrijednostima srednje dnevne temperature U
univarijabilnoj analizi.

Pozitivno stada. sum Relativni rizik p 95% Interval
(0-25 percentil) (RR) pouzdanosti
(C1)
Temp.prosjek (0-25 Osnovna razina - -
percentil)
temp.prosjek 4,18 0,026 1,18 14,73

(25-50 percentil)

temp. prosjek 0,10 0,058 0,01 1,07
(50-75 percentil)

temp. prosjek < 0,001 0,999 0 n/p
(75-100 percentil)

Ukupna p-vrijednost 0.0038
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Slika 44. Graficki prikaz povezanosti slucajeva BPJ sa vrijednostima prosjecne tjedne
temperature metodom LOESS neparametrijske regresije

lako je vizualizacija prosje¢ne minimalne tjedne temperature ukazivala na slicnu prirodu
povezanosti (Slika 45.), univarijabilna analiza koja je koristila kategorijske varijable temeljene
na kvantilima prosje¢ne minimalne tjedne temperature nije utvrdila statisticku znacajnost (p =
0,413). Medutim, uklju¢ivanje prosje¢ne minimalne tjedne temperature kao linearne varijable
u model rezultiralo je statisticki zna¢ajnom povezanosti. Potonjim modelom utvrdeno je da
kako raste prosjecni tjedni temperaturni minimum ocekivani broj slu¢ajeva u Zupaniji pada za
faktor 0,84, odnosno smanjuje se za 84% od bazne vrijednosti (Tablica 20.)

Tablica 20. Povezanost sluc¢ajeva BPJ sa vrijednostima prosje¢nog tjednog temperaturnog
minimuma u univarijabilnoj analizi

Pozitivna stada.sum Relativni rizik 95% Interval pouzdanosti
' (RR) P )
tempmin.prosjek 0,84 0,005 0,74 0,94
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Slika 45. Graficki prikaz povezanosti slucajeva BPJ sa vrijednostima prosjeéne minimalne
tjedne temperature metodom LOESS neparametrijske regresije

Sli¢no tome, iako je vizualizacija maksimalne prosjecne tjedne temperature ukazivala na slicnu
prirodu povezanosti (Slika 46.), univarijabilna analiza koja je koristila kategorijske varijable
temeljene na kvantilima maksimalne temperature nije utvrdila statisti¢ku znacajnost (p>0.05).
Medutim, ukljuéivanje prosje¢ne maksimalne tjedne temperature kao linearne varijable u model
rezultiralo je statisticki znacajnom povezanosti . Potonjim modelom utvrdeno je da kako raste
prosjecni tjedni temperaturni maksimum ocekivani broj slucajeva u Zupaniji pada za faktor
0,80, odnosno smanjuje se za 80% od osnovne vrijednosti (Tablica 21.)

Tablica 21. Povezanost slu¢ajeva BPJ sa vrijednostima maksimalne dnevne temperature u
univarijabilnoj analizi

Pozitivna stada.sum Relativni p 95% Interval pouzdanosti (CI)
rizik
(RR)
tempmax. prosjek 0,8 0,002 0,69 0,92
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Slika 46. Graficki prikaz povezanosti slucajeva BPJ sa vrijednostima prosje¢ne maksimalne
tjedne temperature metodom LOESS neparametrijske regresije

Usporedba kategorijskih i linearno kvantitativnih varijabli za srednju vrijednost vlage (Slika

47.), oborine (Slika 48.) i brzinu vjetra (Slika 49.) nije pokazala statisti¢ki znacajnu povezanost

s slu¢ajevima BPJ. Sli¢no tome, statisticka povezanost se nije mogla utvrditi univarijabilnim

modelom, niti kao kategorijska niti linearna varijabla.
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Slika 47. Graficki prikaz povezanosti slu¢ajeva BPJ sa vrijednostima vlage metodom LOESS
neparametrijske regresije

117



10

herd positive.sum

Lowess smoother

* .
* *
.
* *
. * *r e e+ @
T — S O W W SRS W — S ¥

10 20 30
brzina.mean
bandwidth = .8

Slika 48. Graficki prikaz povezanosti slucajeva BPJ sa brzinom vjetra metodom LOESS
neparametrijske regresije
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Slika 49. Graficki prikaz povezanosti slucajeva BPJ sa oborinama metodom LOESS
neparametrijske regresije
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Usporedba linearno kvantitativnih varijabli za cetverotjedni kumulativ slu¢ajeva BPJ u zupaniji
koji je prethodio tjednu od interesa pokazala je statisticki znac¢ajnu povezanost s slu¢ajevima
BPJ. Analiza pokazuje da kako u prethodna cetiri tjedna raste broj slucajeva u Zupaniji, tako se
oc¢ekivani broj slu¢ajeva u narednom razdoblju povecava za 1,69 puta (Tablica 22.).

Tablica 22. Povezanost sluc¢ajeva BPJ sa vrijednostima cCetverotjednog kumulativa u
univarijabilnoj analizi

Relativni rizik 95% Interval
Pozitivna stada.sum (RR) p pouzdanosti
(C1)
Cetverotjedni kumulativ 1,69 <0,001 1,39 2,17

Varijable koje su bile ukljucene u zavr$ni multivarijabilni regresijski model ukljucivale su
Cetverotjedni kumulativ, te kategorijski efekt prosjecne tjedne temperature. lako je magnituda
relativnog rizika bila smanjena u odnosu na univarijabilnu analizu, kvalitativni zakljucci su bili
identi¢ni rezultatima univarijabilne analize za ove dvije varijable. Npr., kako se u zupaniji
povecava temperatura u drugom kvantilu, tako se broj oc¢ekivanih slu¢ajeva povecava za 2,44
puta (Tablica 23.).

Tablica 23. Povezanost slu¢ajeva BPJ sa vrijednostima cetverotjednog kumulativa i
temperaturnim prosjekom u multivarijabilnoj analizi

Relativni rizik 95% Interval
Pozitivna stada.sum (RR) p p* pouzdanosti
(ChH

Cetverotjedni kumulativ 1,32 0,003 - 1,09 1,59
prosjek temperature 0.013

temp.prosjek_0 - - - - -

temp.prosjek_1 2,44 0,107 - 0,82 7,25

temp.prosjek_2 0,25 0,233 - 0,02 2,39

temp.prosjek_3 7.18e-09 0,998 - 0 -

AIC=173.6, broj opservacija=213, p-vrijednost modela = 0.002

*test omjera vjerojatnosti za ukupnu p-vrijednost kategorijske varijable testirane kao grupa
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5.3.3. Podatci o premjestanjima Zivotinja

Analizom podataka prijavljenih premjestanja u JRDZ - bazi Jedinstvenog registra goveda na
podrucje Dubrovacko-neretvanske Zupanije tijekom 2014. godine nisu zabiljeZzeni dolasci
zivotinja iz drugih drzava niti su Zivotinje bile premjeStane iz te Zupanije izvan granica
Republike Hrvatske. Kod premjeStanja na podrucje Dubrovacko-neretvanske zupanije
zabiljezen je samo jedan tip migracije oznacen kao ,,Dolazak s drugog gospodarstva®. Taj tip
migracije odnosi se na dopremu Zivotinja radi daljnjeg uzgoja. Ukupno je zabiljeZeno
premjesStanje 896 Zivotinja tijekom 96 dolaznih migracija. Od toga 91,74% Zivotinja
premjestano je unutar Zupanije, a 8,26% Zivotinja dopremljeno je s podruc¢ja drugih Zupanija
(Tablica 24).

Tablica 24. Broj goveda prema Zupaniji dopreme na podru¢je Dubrovacko-neretvanske
zupanije 2014. godine

Zupanija dopreme Ukupno goveda
Dubrovacko-neretvanska 822
Splitsko-dalmatinska 61
Istarska 8
Osjecko-baranjska 3
Bjelovarsko-bilogorska 2

Iz Dubrovacko-neretvanske zupanije na podrucje iste ili drugih Zupanija premjesteno je ukupno
606 goveda tijekom 283 migracije. Od toga 76,07% Zivotinja premjesStano je unutar zupanije, a
23,92% otpremano je na podrucja drugih zupanija. U svrhu klanja u druge zupanije je

otpremljeno 41,34% Zzivotinja, a radi daljnjeg uzgoja 58,66% zivotinja (Tablica 25).
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Tablica 25. Broj goveda prema Zzupaniji otpreme s podrucja Dubrovacko-neretvanske zupanije
2014. godine

Zupanija otpreme Ukupan broj goveda
Dubrovacko-neretvanska 461
Li¢ko-senjska 73
Splitsko-dalmatinska 54
Grad Zagreb 17
Karlovacka 1

5.3.4. Entomolosko istraZivanje

Tijekom razdoblja klinicke faze epizootije nije provodeno entomolosko istrazivanje vektora
BPJ te ne postoje podatci kojima se pratilo kretanje vrsta komarci¢a Culicoides spp. na podrucju

Hrvatske kao i utvrdivanje prisustva virusa BPJ u vektorima.

5.4. Deskriptivna statistika za razdoblje faze aktivne kontrole epizootije

5.4.1. Vremenska i prostorna distribucija mjera ucestalosti (seroprevalencije,

incidencije, kumulativne incidencije te stvarne prevalencije)

Analiza podataka faze aktivne kontrole epizootije provedena je na 16 452 uzorka seruma
sentinel Zivotinja pretrazenih imunoenzimnim testom, prikupljenih s podrucja 21 Zupanije,
1862 naselja i 3425 gospodarstva. Najveci broj uzoraka (30,26%) prikupljen je i laboratorijski
pretrazen 2015. godine, a najmanji 2019. godine (15,18%). Broj prikupljenih uzoraka po godini

i zupaniji prikazuje se na Slikama 50. i 51.
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Slika 50. Grafi¢ki prikaz dinamike uzorkovanja radi pretrazivanja imunoenzimnim testom
ELISA tijekom faze aktivne kontrole epizootije
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Uzorkovanja su bila najintenzivnija tijekom listopada i prosinca, a najnizeg intenziteta tijekom

srpnja i kolovoza (Slika 52.).
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Slika 52. Graficki prikaz kumulativne mjesec¢ne dinamike uzorkovanja i laboratorijskog
pretraZivanja uzoraka od 2015. do 2019. godine

U prosjeku je za potrebe provedbe programa nadziranja BPJ tijekom faze aktivne kontrole
epizootije uzorkovano 4,8 sentinel zivotinja po gospodarstvu.

Najveci udio pozitivnih uzoraka u odnosu na ukupan broj utvrden je 2015. godine, nakon ¢ega
se biljezi kontinuirani pad i broja pretrazenih i broja pozitivnih uzoraka. Mjese¢ni i godisnji
omjer negativnih i seropozitivnih uzoraka prikazuje se na Slikama 53. i 54., a seroprevalencija

na razini zupanije i godine na Slici 55.
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Slika 53. Graficki prikaz broja pozitivnih i negativnih uzoraka pretrazenih imunoenzimnim testom mjese¢no tijekom faze aktivne kontrole
epizootije
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Slika 54. Grafi¢ki prikaz omjera negativnih i seropozitivnih uzoraka od 2015. do 2019. godine
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Slika 55. Prikaz utvrdene seroprevalencije na razini Zupanije i godine za razdoblje od 2015.

do 2019. godine
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Gledano prema mjese¢noj distribuciji, tijekom faze aktivne kontrole epizootije najvisa

kumulativna seroprevalencija utvrdena je tijekom mjeseca listopada, a najniza tijekom mjeseca

kolovoza (Slika 56.).
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Slika 56. Trend kretanja kumulativne seroprevalencije prikazane na mjese¢noj razini tijekom
razdoblja faze aktivne kontrole epizootije

Najvecéi postotak sentinel Zivotinja ¢inila su goveda 69,17% (11 380/16 452), potom ovce
29,17% (4816/16 452) i najmanji koze 1,56% (256/16 452). Omjer broja pretrazenih i
seropozitivnih uzoraka prema vrsti sentinel zivotinje tijekom faze aktivne kontrole epizootije

prikazan je na Slici 57. i 58.
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Slika 57. Graficki prikaz broja pretrazenih uzoraka prema vrsti sentinel zivotinje tijekom faze
aktivne kontrole epizootije
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Slika 58. Graficki prikaz kumulativne seroprevalencije po vrsti zivotinje tijekom faze aktivne
kontrole epizootije
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Daljnja analiza podataka faze aktivne kontrole epizootije provedena je metodom RT-PCR na

1561 uzorku prikupljenom s podruéja 21 zupanije tijekom razoblja 2015. do 2019. godine

(Slika 59.).
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Slika 59. Graficki prikaz dinamike uzorkovanja i ukupnog broja uzoraka pretrazenih metodom
RT-PCR od 2015. do 2019. godine

Tijekom svih pet godina provedbe programa nadziranja najvise uzoraka 9,74% radi pretrage
metodom RT-PCR dostavljeno je iz Sisacko - moslavacke Zupanije (152/1561), a najmanje

0,77% iz Primorsko — goranske zupanije (12/156) (Slika 60.).
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Slika 60. Ukupan broj uzoraka dostavljenih na laboratorijsko pretrazivanje metodom RT-PCR

po Zupaniji tijekom razdoblja faze aktivne kontrole epizootije
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Uzorkovanja i pretrazivanja bila su najintenzivnija tijekom zadnjeg, IV kvartala godine
(listopad, studeni i prosinac), a najnizeg intenziteta tijekom Il kvartala godine (svibanj —

kolovoz) (Slika 61.).
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Slika 61. Graficki prikaz kumulativne mjesecne dinamike uzorkovanja i laboratorijskog
pretrazivanja metodom RT-PCR za razdoblje 2015. — 2019. godine

Od ukupnog broja uzoraka pretrazenih metodom RT-PCR 5,06% (79/1561) bilo je pozitivno.
Tijekom cjelokupnog razdoblja faze aktivne kontrole epizootije najveci broj pozitivnih uzoraka
utvrden je tijekom listopada, s tendencijom pada u studenom i prosincu., dok od 01. veljace do

31. kolovoza nije zabiljezen niti jedan pozitivan slu¢aj BPJ (Slika 62.).
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Slika 62. Graficki prikaz pozitivnih uzoraka metodom RT-PCR mjese¢no za razdoblje 2015. —
2019. godine

Udio pozitivnih uzoraka, ukupna godi$nja prevalencija i prevalencija na razini Zupanije po

godini pretrazivanja prikazani su na Slikama 63., 64., i 65.
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Slika 63. Graficki prikaz ukupnog broja pretrazenih i pozitivnih uzoraka metodom RT-PCR
mjese¢no od 2015. — 2019. godine
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Slika 64. Graficki prikaz godisnje prevalencije BPJ na razini stada u razdoblju 2015. — 2019.
godine
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Slika 65. Graficki prikaz prevalencije po zupanijama i godini pretrazivanja za razdoblje faze aktivne kontrole epizootije

135



5.4.2. Cijepljenje

Tijekom svih pet godina provedbe mijere, cijepljenje Zivotinja bilo je organizirano kroz
masovne kampanje koje su provodene tijekom razdoblja sijeCanj — travanj ¢ime se osigurao
odgovaraju¢i imunitet Zivotinja prije sezone aktivnosti vektora. Cijepljenjem su bila
obuhvacena sva goveda, ovce i koze u zemlji, i to goveda i ovce uzastopno svake godine od
2015. do 2019., dok su koze cijepljenje od 2015. do 2018. godine. Od ukupno 4 969 557
cijepljenih Zivotinja, analiza je obuhvatila 4 936 153 cijepljenih Zivotinja dok su 33 404
Zivotinje isklju¢ene jer nisu odgovarale postavljenoj definiciji.

Prosje¢na kumulativna procijepljenost stada za razdoblje 2015. do 2019. iznosila je 88,93%
(225 987/ 254 117), a prezivaca 84,55% (4 936 153/5 837 806), odnosno 96,73% u goveda
(2038 665/2 237 081), 77,40% ovaca (2 669 892/3 291 054) i 70,93% koza ( 227 596/309 671).
Podatci o godis$njoj procijepljenosti stada i zivotinja prikazani su u Tablici 26. te na Slikama

66. do 68.

Tablica 26. Rezultati cijepljenja prezivaca od 2015. do 2019. godine

Y stada X cijepljena % X Broj X cijepljenih %

preZivaca stada cijepljenih preZivaca preZivaca cijepljenih

stada preZivaca
2015. 56922 49495 86,95 1159561 967265 83,42
2016. 55918 48891 87,43 1169891 996821 85,21
2017. 54459 47164 86,60 1195430 1017556 85,12
2018. 55375 43879 79,24 1207864 1010088 83,63
20109. 48196 36558 75,85 1165069 944423 81,06
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Slika 66. Graficki prikaz broja cijepljenih stada preZivaca u odnosu na ukupan broj stada
prezivaca
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Slika 67. Graficki prikaz broja cijepljenih prezivaca u odnosu na ukupan broj prezivaca
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Slika 68. Graficki prikaz postotka cijepljenih prezivac¢a u odnosu na postotak cijepljenih stada

Ukupni rezultati cijepljenja za svaku godinu provedbe mjere i vrstu cijepljenih Zivotinja

navedeni su za goveda u Tablici 27., ovce u Tablici 28. te koze u Tablici 29.

Tablica 27. Rezultati cijepljenja goveda od 2015. do 2019. godine

X stada Broj % cijepljenih X Broj Broj %
goveda cijepljenih stada goveda cijepljenih cijepljenih
stada goveda goveda
2015. 32753 29852 91,14 470009 401201 85,36
2016. 31244 28068 89,83 462277 416310 90,06
2017. 29516 25687 87,03 467853 405068 86,58
2018. 31244 23112 73,97 462277 411291 88,97
2019. 29516 20393 69,09 467853 404795 86,52
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Tablica 28. Rezultati cijepljenja ovaca od 2015. do 2019. godine

Y stada Broj cijepljenih % Y Broj Broj cijepljenih % cijepljenih
ovaca stada cijepljenih ovaca ovaca ovaca
stada
2015. 18921 15915 84,29 615717 511288 83,98
2016. 19249 16833 87,45 632087 525385 83,12
2017. 19500 17324 88,84 648818 552639 85,18
2018. 19067 16871 88,48 664037 540952 81,46
2019. 18680 16165 86,54 697216 539628 77,40

Tablica 29. Rezultati cijepljenja koza od 2015. do 2018. godine

X stada Broj % X Broj Broj cijepljenih % cijepljenih
koza cijepljenih cijepljenih koza koza koza
stada stada
2015. 5248 3728 71,04 73835 54776 74,19
2016. 5425 3990 73,55 75527 55126 72,99
2017. 5443 4153 76,30 78759 59849 75,99
2018. 5064 3896 76,94 81550 57845 70,93

Postotak cijepljenih Zivotinja ukupno i na razini vrste nije znacajnije varirao izmedu zZupanija

na podrucju regija sjevernog hrvatskog primorja, srediSnje i istocne Hrvatske, dok su znac¢ajne

razlike uocene u odnosu na zupanije na podruc¢ju gorske Hrvatske i juznog hrvatskog primorja.

Rezultati cijepljenja po godini i vrsti zivotinje, na razini Zupanije prikazani su za goveda u

Tablici 30., ovce u Tablici 31. i koze u Tablici 32.

139



Tablica 30. Rezultati cijepljenja goveda od 2015. do 2019. godine izrazeni u % cijepljenih gospodarstava (gosp.) i % cijepljenih Zivotinja (ziv.)

GOVEDA

5 2015. 2016. 2017. 2018. 2019.

Zupanija gosp. Ziv. gosp. Ziv. gosp. Ziv. gosp. Ziv. gosp. Ziv.
Bjelovarsko-bilogorska 90,92 88,80 89,38 90,08 84,97 84,00 73,63 84,94 68,56 80,72
Brodsko-posavska 94,91 86,37 92,93 92,18 90,18 86,13 76,09 90,70 74,50 93,24
Dubrovacko-neretvanska 56,44 47,07 40,67 49,11 66,50 56,35 50,72 56,44 35,53 49,17
Grad Zagreb 90,42 81,18 87,47 105,51 84,60 78,70 66,39 79,54 57,14 73,77
Istarska 94,41 90,83 94,07 88,50 91,84 90,00 85,18 86,21 86,41 83,54
Karlovacka 92,31 83,11 91,02 82,74 89,15 84,93 77,27 76,21 72,30 76,32
Koprivni¢ko-krizevacka 92,29 84,78 90,23 96,39 86,55 86,70 75,39 86,43 71,31 83,49
Krapinsko-zagorska 105,01 92,94 106,83 100,60 105,77 100,92 79,20 87,22 75,39 81,95
Li¢ko-senjska 81,91 73,20 84,99 72,42 79,12 73,70 73,52 82,65 67,88 82,06
Medimurska 98,09 96,33 98,30 108,87 96,82 90,64 79,12 89,35 72,28 89,96
Osjecko-baranjska 83,90 85,21 82,60 98,03 77,00 92,47 70,71 96,68 66,44 93,73
Pozesko-slavonska 90,48 89,64 90,74 99,93 87,52 89,81 71,47 92,36 66,29 74,09
Primorsko-goranska 88,00 78,62 92,73 81,29 85,71 82,39 80,28 89,25 76,79 82,57
Sisa¢ko-moslavacka 91,85 86,22 89,18 84,31 88,62 85,55 74,44 93,70 72,49 92,38
Splitsko-dalmatinska 82,74 57,67 78,44 59,19 83,18 54,64 67,24 61,27 57,67 46,85
Sibensko-kninska 76,53 66,53 81,21 75,14 82,48 71,74 73,87 86,42 64,96 83,04
Varazdinska 96,85 88,38 91,11 90,45 90,41 88,99 66,49 83,36 59,44 82,39
Viroviti¢ko-podravska 80,82 76,13 78,34 79,49 68,21 88,33 57,35 82,02 51,10 95,53
Vukovarsko-srijemska 84,65 87,50 86,24 89,51 79,09 88,77 70,98 95,71 63,59 87,15
Zadarska 75,81 73,51 73,53 68,72 80,18 72,60 76,47 82,31 77,51 82,48
Zagrebacka 97,46 90,34 95,69 84,14 93,21 89,79 77,00 95,78 72,05 98,45
Ukupno RH 91,14 85,36 89,83 90,06 87,03 86,58 73,97 88,97 69,09 86,52
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Tablica 31. Rezultati cijepljenja ovaca od 2015. do 2019. godine izrazeni u % cijepljenih gospodarstava (gosp.) i % cijepljenih Zivotinja (ziv.)

OVCE

5 2015. 2016. 2017. 2018. 2019.

Zupanija gosp. 7iv. gosp. Ziv. gosp. 7iv. gosp. Ziv. gosp. Ziv.
Bjelovarsko-bilogorska 88,26 91,22 92,02 93,01 93,08 92,91 92,62 93,81 92,16 89,03
Brodsko-posavska 89,08 96,37 95,45 94,23 94,62 84,21 96,67 57,41 93,60 32,02
Dubrovaéko-neretvanska 58,18 56,77 57,23 57,45 68,24 73,06 54,97 48,37 40,74 27,69
Grad Zagreb 72,73 115,88 70,59 67,17 64,86 70,92 64,56 52,19 34,18 64,24
Istarska 83,85 81,33 88,26 82,31 91,27 92,38 91,58 93,35 90,28 88,93
Karlovacka 85,53 90,14 86,48 80,96 91,18 91,65 92,35 89,22 90,44 89,41
Koprivni¢ko-krizevacka 84,99 85,89 86,75 93,49 85,70 89,33 87,04 84,87 85,52 77,56
Krapinsko-zagorska 76,42 77,07 85,68 92,44 89,54 94,41 94,33 94,85 96,82 97,45
Licko-senjska 79,56 73,76 82,80 79,19 81,62 80,60 84,44 83,51 79,51 81,31
Medimurska 58,70 84,43 66,13 64,75 80,33 94,00 88,14 89,45 83,87 85,53
Osjecko-baranjska 91,84 94,49 95,50 91,65 96,20 95,12 94,97 94,94 94,25 91,19
Pozesko-slavonska 87,08 92,13 90,63 95,24 94,98 94,87 95,12 93,73 96,39 90,55
Primorsko-goranska 87,79 82,34 83,68 79,44 82,95 78,27 74,88 73,24 64,94 77,31
Sisa¢ko-moslavacka 88,77 93,10 92,44 91,45 95,49 95,07 96,93 97,97 97,41 93,97
Splitsko-dalmatinska 79,26 72,56 79,01 72,04 77,78 74,52 60,27 55,24 57,49 54,15
Sibensko-kninska 78,84 82,91 84,49 83,33 85,60 87,24 85,69 82,83 83,48 82,13
VaraZdinska 81,22 87,25 81,64 85,51 86,78 82,41 87,98 91,51 83,08 90,38
Viroviti¢ko-podravska 90,45 86,89 95,41 92,89 97,34 89,86 96,61 91,55 95,14 90,49
Vukovarsko-srijemska 81,77 88,48 92,19 91,38 91,13 95,60 94,03 95,50 93,73 92,26
Zadarska 76,97 76,68 81,86 77,22 83,24 78,84 82,94 76,64 84,26 75,38
Zagrebacka 84,29 83,98 86,09 70,34 88,15 69,17 91,72 57,89 83,47 53,02
UKUPNO RH 84,29 83,98 87,45 83,12 88,84 85,18 88,48 81,46 86,54 77,40
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Tablica 32. Rezultati cijepljenja koza od 2015. do 2018. godine izrazeni u % cijepljenih gospodarstava (gosp.) i % cijepljenih Zivotinja (ziv.)

KOZE
Zupanija 2015. 2016. 2017. 2018.
gosp. Ziv. gosp. Ziv. gosp. Ziv. gosp. Ziv.
Bjelovarsko-bilogorska 74,55 82,57 84,67 91,09 80,08 86,17 78,31 79,43
Brodsko-posavska 87,50 101,37 92,03 95,32 89,66 97,48 93,23 101,46
Dubrovadko-neretvanska 38,38 52,35 39,20 48,19 44,12 63,72 42,46 43,35
Grad Zagreb 82,69 77,52 79,03 71,88 71,01 77,87 64,29 48,11
Istarska 76,92 83,67 82,17 79,48 84,08 93,37 80,42 84,66
Karlovacka 73,02 83,66 76,73 74,15 79,82 77,52 82,94 78,45
Koprivni¢ko-kriZzevatka 85,31 84,17 78,62 87,71 77,30 88,84 84,62 86,34
Krapinsko-zagorska 80,88 85,17 77,03 92,75 76,05 74,17 85,53 92,51
Li¢ko-senjska 44,30 63,68 53,29 58,77 60,00 74,07 55,61 79,99
Medimurska 79,71 85,46 82,67 93,29 88,89 109,13 91,30 96,18
Osjefko-baranjska 79,94 92,04 90,67 103,18 88,20 87,20 97,03 86,37
Pozesko-slavonska 67,52 63,83 79,52 77,48 89,70 81,38 96,34 103,28
Primorsko-goranska 69,76 78,85 71,12 76,31 72,92 84,07 67,53 66,15
Sisa¢ko-moslavacka 69,48 74,46 82,70 73,23 86,73 80,43 89,51 94,62
Splitsko-dalmatinska 64,92 66,44 56,10 57,75 62,36 59,58 53,28 49,33
Sibensko-kninska 69,44 68,21 77,84 73,60 76,84 73,75 78,09 73,26
VaraZdinska 82,71 89,91 79,02 91,77 81,63 85,54 86,23 77,74
Viroviti¢ko-podravska 82,05 77,66 82,84 78,17 84,77 78,10 97,59 83,61
Vukovarsko-srijemska 85,34 86,79 89,02 95,70 87,80 92,86 104,29 90,71
Zadarska 59,71 67,96 57,56 64,86 69,01 69,15 68,62 64,02
Zagrebalka 74,48 86,13 76,77 80,74 83,28 85,09 83,39 88,01
UKUPNO RH 71,04 74,19 73,55 72,99 76,30 75,99 76,94 70,93
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Obzirom da koze nisu cijepljenje svih pet godina za redom kao goveda i ovce, radi
ustanovljavanja da li cijepljenje utjeCe na pad broja seropozitivnih Zzivotinja podatci o
cijepljenjima su grupirani u dvije osnovne skupine. Prvu skupinu podataka c¢inili su podatci o
svim govedima, ovcama i kozama pretrazenim imunoenzimnim testom te svim cijepljenim
zivotinjama od 2015. do 2019. godine. Analizom su obuhvadeni rezultati pretrazivanja 16 452
Zivotinje (sve pozitivne i sve negativno pretrazene zivotinje), te podatci o cijepljenju ukupno
225 987 stada prezivaca i 4 936 153 zivotinja. U drugoj skupini podataka iskljuceni su podatci
o broju pretrazenih zivotinja te cijepljenih Zivotinja i stada tijekom 2019. godine za sve vrste
prezivaca. Analizom su obuhvaceni podatci za razdoblje od 2015. do 2018. godine koji
ukljucuju rezultate pretrazivanja 13 921 Zivotinja (sve pozitivne i sve negativno pretrazene
zivotinje), te podatke o cijepljenju ukupno 189 429 stada prezivaca i 3 991 730 Zivotinja.

U svim analizama 2015. godina smatra se polaznom godinom obzirom da je to prva godina
cijepljenja protiv BPJ. Analize su provedene tako da su podatci prvo obradeni bez ukljuc¢enog
efekta godine te potom i na razini godine.

Logisticka regresija s Zupanijom kao stohastickim efektom koristena je u analizi obje skupine
podataka. Kako bi se utvrdilo da li postoji statisti¢ki znacajna povezanost izmedu postotka
cijepljenih Zivotinja 1 stada sa seropozitivnim Zivotinjama analizirani su podatci o broju
cijepljenih Zivotinja na razini individualne vrste prezivaca, broju cijepljenih stada individualne
vrste prezivaca, broju prezivaca ukupno te broju stada prezivaca u odnosu na ukupan broj
Zivotinja pretraZzenih imunoenzimnim testom putem univarijabilne analize. O¢ekivani rezultat
analize bio je da s porastom postotka cijepljenih Zivotinja i stada vjerojatnost za otkrivanje
seropozitivne sentinel Zivotinje eksponencijalno opada. Obzirom da koze nisu bile cijepljene u
2019. godini, kako bi se utvrdio utjecaj godine na rezultate, nacinjena je dodatna analiza
podataka za razdoblje 2015. do 2018. godine, te analiza podataka za razdoblje 2015. do 2019.

godine gdje je broj cijepljenih koza unesen kao O za svaku Zzupaniju, §to je rezultiralo
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posljedicama i na broj i postotak cijepljenih Zivotinja i stada prezivaca u toj godini. Modeli se
referiraju kao univarijabilna logisticka regresija, iako je sam model ukljuéivao varijablu od
primarnog interesa, zajedno s godinom, te sam po sebi predstavlja multivarijabilni model.
Medutim, smatrano je kako je efekt cijepljenja relevantno uzeti u razmatranje nakon sto se uzme
u obzir duljina trajanja programa, sto je u¢injeno na nacin da se godina ukljuci u analizu kao
kategorijski fiksni efekt.

Rezultati univarijabilne analize dostupni su za godinu programa (Tablica 33.), te za ostale
varijable s uklju¢enom godinom kao fiksnim efektom (Tablica 34.). Opcenito, kako je postotak
cijepljenja u zupaniji rastao, tako se su izgledi za otkrivanje seropozitivnih sentinel zivotinja
smanjivali. Takva vrsta povezanosti je utvrdena kao statisticki znacajna za sve varijable, osim
za postotak cijepljenih ovaca i postotak cijepljenih stada ovaca, §to je bio neocekivani nalaz
(Tablica 34.).

Tablica 33. Univarijabilna analiza ucinka cijepljenja na razini godine za razdoblje 2015. do
2019. u odnosu na ishod seropozitivnosti s uklju¢enom zupanijom kao stohasti¢kim elementom

95% Interval Omjer izgleda
Godina  Koeficijent ~ Omjer p pouzdanosti (CI) (OR)
iz(%'eR(;a nizi visi nizi visi

2015. bazna godina - = = = = =
2016. -0,465 0,628  <0,001 -0,579 -0,352 0,560 1,751
2017. -0,45 0,637  <0,001 -0,583 -0,317 0,558 1,748
2018. -0,877 0,416  <0,001 -1,021 -0,733 0,360 1,434
20109. -1,014 0,362  <0,001 -1,17 -0,857 0,310 1,364
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Tablica 34. Rezultati analize postotka cijepljenih zivotinja i stada u odnosu na ishod
seropozitivnosti s uklju¢enom Zzupanijom i godinom

Varijabla Koeficijent Omijer p 95% Interval 95% nterval
izgleda pouzdanosti pouzdanosti na Omjer
(OR) (Cn izgleda
(OR)
nizi visi nizi visi

govedo -0,017 0,983 < 0,001 -0,025 -0,008 0,975 2,652
koza -0,019 0,981 < 0,001 -0,026 -0,012 0,974 2,649
ovca -0,001 0,999 0,639 -0,007 0,004 0,993 2,699
stada goveda -0,027 0,973 < 0,001 -0,038 -0,017 0,963 2,619
stada ovaca -0,0006 0,999 0,891 -0,01 0,009 0,990 2,691
stada koza -0,0014 0,999 < 0,001 -0,022 -0,006 0,978 2,660
stada -0,021 0,979 < 0,001 -0,032 -0,009 0,969 2,634
preZivaca

preZivadi -0,009 0,991 0,042 -0,018 -0,0003 0,982 2,670

Svi dobiveni podatci potom su grupirani u Cetiri osnovna modela koji su ukljucili stohasticki

efekt zupanije te godinu i kombinirali analize sa svim vrstama Zivotinja i stada. Analize su

napravljene zasebno za razdoblje 2015. do 2019. godine te 2015. do 2018. godine.
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U oba analizirana razdoblja u modelu u kojem su uklju¢ene ovce, koze i goveda, ovce niti na
razini cijepljenih zivotinja, ni na razini cijepljenih stada nisu bile statisticki znacajne.

Procjena koliko dobro model odgovara podatcima koje treba opisati te u konacnici i odabir
najboljeg modela odreden je primjenom Akaikeovog i Bayesovog informacijskog kriterija. U
oba analizirana razdoblja kao najbolji model pokazao se onaj koji ukljucuje goveda i koze
(Tablica 35.134.).

Tablica 35. Rezultati analize postotka cijepljenih Zivotinja u odnosu na seropozitivnost tijekom

razdoblja 2015.-2019. godine za goveda i koze nacinjeni multivarijabilnom logistickom
regresijom

95% Interval

pouzdanosti Omijer izgleda

ELISA . Omjer ) (OR)
ozitivno Koeficijent izgleda p
g (OR)
nizi visi nizi visi
2015. polazna godina - - - - - -
2016. -0,426 0,653 <0,001 -0,544 -0,307 0,580 0,736
2017. -0,405 0,667 <0,001 -0,539 -0,271 0,583 0,763
2018. 0,811 2,250 < 0,001 -0,962 -0,66 0,382 0,517
2019.* -2,388 0,092 <0,001 -2,956 -1,821 0,052 0,162
govedo -0,012 0,988 0,005 -0,021 -0,003 0,979 0,997
koza -0,017 0,983 <0,001 -0,024 -0,01 0,976 0,990

* U 2019. godini, postotak cijepljenih koza je naveden kao 0 za svaku Zupaniju.
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Tablica 36. Rezultati analize postotka cijepljenih Zivotinja u odnosu na seropozitivnost tijekom
razdoblja 2015.-2018. godine za goveda i koze nacinjeni multivarijabilnom logistickom

regresijom
. 95% Interval Omjer izgleda
ELISA Omjer .
pozitivno  Koeficijent  izgleda p pouzdanosti (C1) (OR)
(OR) nizi visi nid visi
2015. polazna godina
2016. -0,366 0,694 < 0,001 -0,488 -0,245 0,614 0,783
2017. -0,368 0,692 < 0,001 -0,502 -0,233 0,605 0,792
2018. -0,73 0,482 < 0,001 -0,883 -0,576 0,414 0,562
20109. 0 0 0 -0 0 0 0
govedo -0,024 0,976 <0,001 -0,034 -0,014 0,967 0,986
koza -0,011 0,989 0,004 -0,019 -0,003 0,981 0,997

Rezultati provedenih analiza potvrdili su da postoji statisti¢ki znaCajna povezanost izmedu

postotka cijepljenih zivotinja i stada sa seropozitivnim zivotinjama u goveda (Slika 69.) i koza

(Slika 70.), odnosno da s porastom postotka cijepljenih zivotinja i stada vjerojatnost za

otkrivanje seropozitivne sentinel Zivotinje eksponencijalno opada.
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Slika 69. Graficki prikaz uéinka cijepljenja goveda u odnosu na seropozitivnost u razdoblju
2015. — 2019. (LOESS neparametrijska regresija)
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Slika 70. Graficki prikaz u¢inka cijepljenja koza u odnosu na seropozitivnost u razdoblju 2015.
—2019. (LOESS neparametrijska regresija)
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Isto medutim nije utvrdeno za ovce (Slika 71.), a kao moguéi razlozi namecu su greske u
tehnickim podatcima (greska u denominatoru koji se odnosi na brojno stanje zivotinja u nekim
Zupanijama utjecala je na nerazmjer u rezultatima cijepljenja), nacin drzanja goveda i ovaca na
podruc¢ju Zupanija smjeStenih u sjevernom i juznom dijelu zemlje, neadekvatno azuriranje
podataka o brojnom stanju Zivotinja u JRDZ, mogu¢i utjecaj maternalnih protutijela na rezultat
serolo§kog pretrazivanja te unos neto¢nih podataka o stvarno cijepljenim Zzivotinjama kao
slucajna ili namjerna ljudska pogreska.
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Slika 71. Graficki prikaz ucinka cijepljenja ovaca u odnosu na seropozitivnost u razdoblju
2015. — 2019. (LOESS neparametrijska regresija)

Usporedbom rezultata cijepljenja te stvarne prevalencije zarazenih stada prezivaca uoceno je
da cijepljenje dovodi do smanjenja prevalencije (s 15,53% u 2016. godini na 0,52% u 2017.
godini te niti jedan potvrdeni slu¢aj BPJ u 2018. i 2019. godini) kao i da opada postotak
seropozitivnih stada, ali bez potpune eliminacije infekcije Sto potvrduje dokazana
seroprevalencija u sentinel Zivotinja tijekom svih pet godina provedbe cijepljenja na podrucju

cijele zemlje.
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Kontrola cjepnog imuniteta populacije prezivaca provedena je samo u polaznoj 2015. godini
cijepljenja te su stoga dobiveni rezultati ocjenjeni kao nedostatni za daljnje analize ucinka
cijepljenja i prikazani su samo deskriptivno.

U kontrolu imuniteta ukljuena su bila ukupno 53 stada prezivaca te 707 zivotinja iz 21
Zupanije, a uzorkovanje je provedeno Cetiri mjeseca nakon cijepljenja zivotinja drugom dozom
cjepiva, odnosno nakon razdoblja stjecanja imuniteta sukladno uputi proizvodaca cjepiva..
Pretrazena su ukupno 632 uzorka, a protutijela kao posljedica cijepljenja utvrdena su u 95,88
% pretrazenih uzoraka (606/632), dok je 4,11% (26/632) uzorka pretrazeno s negativnim

rezultatom (Slika 72.).
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Slika 72. Prikaz postotka pozitivno pretrazenih uzoraka kontrole cjepnog imuniteta na razini
Zupanije tijekom 2015. godine.

5.4.3. Entomolosko istraZivanje

Uzorci komarci¢a prikupljani su lampama hvataljkama koje su bile smjestene na podrucju svih
21 Zupanije. Lokacije lampi mijenjale su se tijekom godina unutar jedne Zupanije na nacin da
su postavljane u druga naselja i na druga gospodarstva, a uvijek su bile smjeStene na

gospodarstvima na kojima su se obavezno nalazila goveda. Lokacije lampi hvataljki nisu
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odredivane prema lokacijama gospodarstava s sentinel zivotinjama te ne postoji njihova izravna
povezanost. Iz prikupljenih uzoraka utvrdeno je razdoblje prikupljanja komarc¢i¢a, odreden je
ukupan broj prisutnih odraslih komarc¢ica roda Culicoides, utvrdena mjesecna dinamika
pojavljivanja, identificirane su vrste vektora BPJ, odreden njihov spol i puliranjem skupnih
uzoraka vektora molekularnim pretrazivanjem utvrdena cirkulacija virusa (Tablica 37.).

Tablica 37. Rezultati provedbe programa entomoloskog nadziranja u razdoblju od 2015. do
2019. godine

Varijabla 2015. 2016. 2017. 2018. 2019.
razdoblje provedbe travanj - svibanj - ozujak - veljaca- veljaca-
prosinac prosinac prosinac prosinac prosinac

ukupan broj
dostavljenih uzoraka 127 159 200 203 379

ukupan broj
prikupljenih 49 310 49 386 47 579 165 123 115 955
Culicoides spp

najveci broj svibanj lipanj svibanj lipanj lipanj
Culicoides spp

(mjesec)

najmanji broj prosinac prosinac studeni veljaca veljaca
Culicoides spp

(mjesec)

dominantna C. obsoletus C.obsoletus C.obsoletus C.obsoletus C. obsoletus
vrsta (%) (43,08) (66,08) (77,62) (51,51) (49,39)
Zenke (%) 97,26 72,19 77,25 99,69 99,67
muzjaci (%) 2,74 27,81 22,75 0,31 0,33

C .imicola Nije utvrden u RH

RT- PCR negativan pozitivan negativan negativan negativan

Dominantna vrsta na podru¢ju cijele Hrvatske je C. obsoletus (30,25%), potom slijedi C.
punctatus (14,61%) i C. newsteadi (10%), dok za 5,36% svih izdvojenih komarc¢i¢a nije bilo
moguce prema morfoloskim karakteristikama niti molekularnim tehnikama odrediti vrstu te su
svrstani u skupinu Culicoides spp.. Ostale identificirane vrste C. lupicaris, Nubeculosus

complex, C. scoticus i C. riethi izdvojene su u manje od 1% uzoraka (Slika 73.). Do sada u
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prikupljenim i obradenim uzorcima komarci¢a Culicoides spp. nije utvrdeno prisustvo C.

imicola. U svim prikupljenim uzorcima tijekom svih godina u znacajnom postotku dominiraju

zenke naspram muzjaka.
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Slika 73. Vrste komarcic¢a roda Culicoides utvrdene u Hrvatskoj od 2015. do 2019. godine

Najveci broj uzoraka prikupljenih iz lampi hvataljki dostavljen je 2019. godine (36% ukupnog

broja uzoraka), a najmanji 2015. godine (12% ukupnog broja uzoraka). Dinamika dostave

uzoraka po Zupanijama na razini godine prikazana je u Tablici 38.
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Tablica 38. Broj dostavljenih uzoraka prikupljenih iz lampi hvataljki od 2015. do 2019. godine

na razini zupanije

Zupanija 2015. 2016. 2017. 2018. 2019.
Bjelovarsko-bilogorska 10 6 10 9 18
Brodsko-posavska 3 8 10 11 20
Dubrovacko-neretvanska 7 8 10 11 4
Istarska 7 8 10 10 19
Karlovacka 5 8 10 11 21
Koprivnicko-krizevacka 6 8 10 11 21
Krapinsko-zagorska 8 8 10 10 20
Licko-senjska 4 8 10 11 21
Medimurska 7 8 10 11 20
Osjecko- baranjska 7 8 10 1 20
Pozesko-slavonska 4 8 10 11 23
Primorsko-goranska 9 8 10 10 20
Sisacko-moslavacka 6 8 10 11 14
Sibensko-kninska 6 7 10 16 19
Varazdinska 8 8 10 11 20
Viroviti¢ko-podravska 3 8 10 11 20
Vukovarsko-srijemska 7 8 10 9 20
Zadarska 8 10 8 19
Zagrebacka 6 9 10 10 20

Ukupno 119 150 190 193 359

Ukupno je od 2015. do 2019. godine prikupljeno 427 353 komarcica roda Culicoides. Broj

prikupljenih komarc¢i¢a po Zupaniji i godini prikazan je u Tablici 39., a kumulativni omjer po

zupaniji na Slici 74. Takoder, uoceno je znacajno povecanje prosjecnog broja izdvojenih

komarcic¢a u 2018. i 2019. godini (srednja vrijednost 7026,69/zupaniji) u odnosu na razdoblje

2015. do 2018. godine (srednja vrijednost 2437,91/ Zupaniji).
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Tablica 39. Broj komar¢ica Culicoides prikupljenih po Zupaniji od 2015. do 2019. godine

Zupanija 2015. 2016. 2017. 2018. 2019.
Bjelovarsko-bilogorska 6292 4303 4417 8296 7986
Brodsko-posavska 494 1152 894 2345 3167
Dubrovadko-neretvanska 3916 3541 3345 9491 232
Istarska 2980 1431 516 9868 2491
Karlovacka 165 1147 5307 3587 15426
Koprivni¢ko-kriZzevatka 3147 7799 5871 9145 2243
Krapinsko-zagorska 8882 20526 11212 17381 22341
Li¢ko-senjska 36 423 198 638 433
Medimurska 96 130 420 22766 4284
Osjecko-baranjska 2250 2329 727 539 2474
Pozesko-slavonska 1290 4042 7862 14293 28988
Primorsko-goranska 41 1640 206 1593 58
Sisacko-moslavacka 12956 1679 1676 1516 1863
Splitsko-dalmatinska 317 44 138 0 14
Sibensko-kninska 87 394 2068 6884 869
VaraZdinska 2364 12460 3807 15006 3615
Viroviticke-podravska 3 10122 176 9520 10941
Vukovarsko-srijemska 713 1646 230 22090 1849
Zadarska 437 154 32 70 227
Zagrebacka 2844 2015 263 10095 6454
UKUPNO 49 310 49 386 47 579 165 123 115 955
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Slika 74. Grafi¢ki prikaz omjera ukupnog broja dostavljenih komarcic¢a (%) po Zupaniji od
2015. do 2019. godine

Entomolosko nadziranje niti jedne godine nije obuhvatilo razdoblje svih dvanaest mjeseci, a
kalendarski pocetak provedbe odnosno mjesec kada zapocinje uzorkovanje varira tijekom
godina. Uoceno je i da propisana mjese¢na dinamika uzorkovanja nije slijedila programom
definirane kriterije, te je iz pojedinih Zzupanija dostavljen manji broj uzoraka od zadanog zbog
¢ega podatci o mjesecnoj distribuciji 1 aktivnosti komarcica roda Culicoides nisu potpuni te ne
daju cjelovitu informaciju o dinamici aktivnosti vektora niti na razini mjeseca niti na razini
Zupanije.

Ukupno promatrano tijekom pet godina provedbe entomoloskog nadziranja najveéi broj
komarc¢ica izdvojen je tijekom mjeseca lipnja, a najmanji u razdoblju veljace, ozujka, studenog

I prosinaca. Niti jedan uzorak nije dostavljen tijekom mjeseca sijecnja. (Slika 75.).
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Slika 75. Graficki prikaz prosjeéne mjesecne vrijednosti broja komarcica Culicoides spp
prikupljenih tijekom razdoblja od 2015. do 2019. godine

Bez obzira na dostavljeni broj uzoraka, isti rezultati dobiveni su analizom podataka na razini

svake godine zasebno (Slika 76.).
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Slika 76. Mjese¢na dinamika aktivnosti Culicoides spp. od 2015. do 2019. godine
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Takav nalaz upucuje da bi razdoblje od studenog do prosinca te sijecnja do ozujka vjerojatno
odgovaralo razdoblju u kojem je aktivnost adulta izrazito smanjena ili je nema te bi se isto
moglo smatrati razdobljem slobodnim od vektora.

Molekularno pretrazivanje metodom RT-PCR provodilo se na skupnim uzorcima komarciéa pri
¢emu su u uzorku bile ukljucene Zenke i muzjaci adulta. Od 2015. do 2019. godine pretrazeno
je ukupno 593 skupnih uzorka komarci¢a (Tablica 40.). Prikupljeni i pretrazeni uzorci potjecali
su iz razdoblja lipanj - prosinac, dok niti jedan pretraZeni uzorak nije niti prikupljen u razdoblju
sije¢anj —travanj. Uzorci iz 2018, godine izuzeti su iz prikaza mjese¢ne dinamike pretrazivanja
skupnih uzoraka komarc¢ic¢a Culicoides (Slika 77.) jer za isto nisu dostupni podatci.

Tablica 40. Ukupan broj skupnih uzoraka komaréica roda Culicoides spp .pretrazenih u
razdoblju 2015. do 2019. godine

Godina Ukupan broj skupnih uzoraka
2015. 135
2016. 145
2017. 112
2018. 99
2019. 102
180
160
£ 140
S
5 120
§ 100
'%oi 80
E 60
= 40
20 —
lipanj srpanj kolovoz rujan listopad studeni prosinac
— 26 32 37 35 66 154 144
Mijesec

Slika 77. Graficki prikaz mjeseCne dinamike pretrazivanja skupnih uzoraka komar¢ica
Culicoides prikupljenih u relevantnom razdoblju od 2015. do 2019. godine
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Virus BPJ metodom RT-PCR dokazan je u skupnim uzorcima komarc¢i¢a samo jedan puta i to
2016. godine. Uzorci su potjecali s podru¢ja Dubrovacko-neretvanske zupanije te bili
prikupljeni u prosincu na gospodarstvu na kojem je prethodno potvrdena BPJ. U cetiri od
ukupno 29 skupnih uzoraka dokazan je virus BPJ serotip 4, a vrste komarc¢ic¢a u kojih je virus

dokazana pripadale su C. obsoletus complexu te vrsti C. newsteadi.
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6. RASPRAVA

Slijedom izbijanja BPJ 2014. godine na podruc¢ju juznog hrvatskog primorja, 2015. godine
uveden je niz mjera kojima se nastojalo sprijeciti daljnje Sirenje BPJ po teritoriju RH te
omoguciti nesmetani promet zZivotinjama i njihovim proizvodima kao 1 pratiti cirkulaciju virusa
BPJ na podru¢ju RH, s posebnim osvrtom na moguée unosenje novih serotipova u rizicna
podrucja. Uz program nadziranja koji se provodio u doba godine kada se ocekivala najveca
vjerojatnost otkrivanja infekcije ili protutijela kao dokaza virusne aktivnosti te entomolosko
nadziranje na podru¢ju svih Zupanija, provodilo se 1 cijepljenje svih prezivaca protiv BPJ
serotipa 4. Prve dvije godine strategija cijepljenja temeljena je na do tada uvrjezenim
postavkama da ¢e myjera cijepljenja biti u€inkovita ukoliko se provede na 80% prijemljive
populacije. EFSA 2017. godine izraduje procjenu utjecaja cijepljenja te trajanja kampanje
cijepljenja na dinamiku BPJ, uvazavajuéi postotak procijepljenosti populacije te vremensko
razdoblje cijepljenja (od jedne do pet godina). Primijenjeni matematicki model simulirao je
utjecaj cijepljena na cirkulaciju virusa BPJ u Cetiri Europske zemlje smjeStene u podrucju juZne,
zapadne 1 srediSnje Europe uzimajuéi u obzir ¢imbenike gustoe i strukture populacije
prezivaca, temperature i osnovne vektorske vrste za svaku zemlju. EFSA u svojim zaklju¢cima
navodi da je jedina u¢inkovita mjera koja dovodi do iskorjenjivanja BPJ provedba kampanje
masovnog cijepljenja u trajanju od najmanje 5 uzastopnih godina s 95% razinom
procijepljenosti populacije, pracena programom nadziranja kojim se omogucéava otkrivanje
niske razine prevalencije virusa (manje od 1%). Uvazavajuéi preporuke EFSA, u RH je
provedena masovna kampanja cijepljenja ukupne populacije prezivaca u trajanju od 5 godina
(2015. - 2019.) kao i program nadziranja temeljen na odredbama vazec¢eg zakonodavstva. Ipak,
ve¢ u listopadu 2020. godine BPJ serotip 4 ponovno je potvrden u RH na podrucju Istarske
Zupanije, a do kraja 2020. godine izbijanje BPJ potvrdeno je u Istarskoj, Dubrovacko-

neretvanskoj i Pozesko-slavonskoj Zupaniji. Vrlo sli¢na situacija dobivena je tijekom simulacija
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povedenih od EFSA-e i za druge europske drzave. Tako u drzavama sredisnje i zapadne Europe
(Velika Britanija i Francuska) ponovna pojava BPJ javlja se u drugoj godini nakon prestanka
cijepljenja, a u juznoj Europi (Italija i Spanjolska) iako je prevalencija nakon cijepljenja
smanjena, BPJ nije eliminirana niti nakon pet godina cijepljenja, te prestankom iste ubrzo dolazi
do ponovne pojave bolesti (EFSA, 2017.). Temeljem navedenog EFSA zakljucuje da pristup
provedbi mjera ne moze biti generaliziran, ve¢ je u planiranju neophodno uzeti u obzir i
specifi¢ne uvjete (gusto¢u populacije, klimatske ¢imbenike) te strategiju temeljiti na pristupu
,0d slucaja do slucaja®.

Unato¢ dugogodisnjoj provedbi programa nadziranja BPJ u RH koji traje od 2002. godine,
objavljen je vrlo mali broj radova s podatcima o seroprevalenciji i incidenciji BPJ u Hrvatskoj
(LABROVIC i sur., 2002.; LISTES i sur., 2004.; LISTES i sur., 2011.; BOSNIC i sur., 2015.)
te niti jedan vezan uz distribuciju i ekologiju vektora, klimatoloske ¢imbenike povezane s ovom
boles¢u 1 ucinak cijepljenja. Kako bi se bolje razumjela ograni¢enja u dosadasnjoj provedi mjera
nadziranja, kontrole i prevencije BPJ bilo je neophodno razjasniti nacin unosa serotipa 4 u RH,
utvrditi mjere ucestalosti, utvrditi magnitude varijabilnosti seroprevalencije, analizirati
¢imbenike rizika znacajne za ovu bolest te analizirati procijepljenost populacije.

Prvi potvrdeni slu¢aj BPJ prijavljen je 27. listopada 2014. godine u Dubrovacko-neretvanskoj
zupaniji. Nakon toga nastavlja se Sirenje bolesti te do kraja prosinca 2014. godine BPJ zahvaca
podrugja prvo Sibensko-kninske, potom Splitsko-dalmatinske i Zadarske Zupanije. Do ozujka
2015. godine BPJ potvrdena je u ukupno 64 stada na podruc¢ju svih zZupanija regije juznog
hrvatskog primorja. Kretanje bolesti tijekom klinicke faze epizootije odvijalo se u smjeru
sjever- sjevero zapad, bez daljnje tendencije Sirenja van granica Zadarske Zupanije. Uoceno je
i da se BPJ od prvog prijavljenog slucaja 27. listopada do 10. studenoga prosirila na udaljenost
od oko 176 km zrac¢ne linije u smjeru sjevera, te je u istim granicama ostala sve do kraja klinicke

faze epizootije. Usporedo s epizootijom u Hrvatskoj, BPJ serotip 4 je pocetkom listopada
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prijavljena na podruc¢ju Crne Gore, na lokaciji udaljenoj svega 35 km zracne linije od mjesta
prvog prijavljenog slu¢aja u Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji. Trend Sirenja BPJ u to vrijeme
slijedio je smjer kretanja od Turske, preko Grcke, Bugarske, Makedonije, Srbije i Crne Gore
do Hrvatske (ANONYMOUS, 2021.). Sukladno navedenom, ali i ¢injenici utvrdenoj tijekom
ovog istrazivanja koja ukazuje da je promet zivotinja iz i u Dubrovacko-neretvansku Zupaniju
bio zanemariv, mozemo pretpostaviti da unos i Sirenje BPJ u RH nisu rezultat uvoza i
premjestanja zarazenih zivotinja ve¢ je isto vjerojatno vezano uz unos zarazenih vektora.

Ruze vjetrova kojima su prikazane relativne Cestine i srednja brzina za pojedini smjer vjetra
izradene su za mjerne postaje Lastovo i Dubrovnik te su usporedivani rezultati iz razdoblja
2009.-2013. godine u odnosu na 2014. godinu. Tijekom 2014. godine na mjernoj postaji
Dubrovnik uocen je znacajan porast relativne Cestine i srednje brzine za vjetrove koji su puhali
iz jugo isto¢nog medusmjera (smjer istok- sjevero istok, jugo istok), a na podru¢ju mjerne
postaje Lastovo za vjetrove koji su puhali iz smjera jugo zapadnog medusmjera (smjer jug —
jugo zapad). Usporedujuéi isto s podatcima o izbijanju BPJ, uoceno je preklapanje pojave
bolesti s ruzom vjetrova u 2014. godini te izbijanjima BPJ serotipa 4 na podruc¢ju Dubrovacko-
neretvanske zupanije, odnosno serotipa 1 na Lastovu. S obzirom na ranije dokazanu cirkulaciju
serotipa 4 na podrucju Makedonije, Srbije, Albanije i Crne Gore te serotipa 1 na obalnom
podrucju Italije (obala Jadranskog mora), te zanemariv broj premjesStanja Zivotinja iz 1 na
podruc¢je Dubrovacko-neretvanske zupanije, takav nalaz upucuje na €injenicu da se primarni
unos virusa BPJ u RH odvijao pasivnim transportom zaraZenih komarcic¢a vjetrom. Isti
primaran put unosa BPJ u nova podru¢ja i ranije je utvrden u brojnim znanstvenim studijama
(CALISTRI i sur., 2004.; DUCHEYNE i sur., 2007.; LISTES i sur., 2009.; SZMARAGD i sur.,
2010.; BURGIN i sur., 2013.; EFSA, 2017.). Genotipizacija virusa BPJ izdvojenih tijekom
klinic¢ke i aktivne faze kontrole epizootije BPJ omogucila bi potvrdivanje njihovog podrijetla

no ista nije provedena.
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Daljnje Sirenje bolesti bilo je u svezi s izrazito povoljnim klimatskim ¢imbenicima (kao Sto su
smjer kretanja vjetra i temperatura). Sli¢na dinamika Sirenja BPJ utvrdena je i epidemioloskom
analizom epizootije BPJ serotipa 8 tijekom 2006. godine na podrucju sjevero-zapadne Europe
(EFSA, 2007.) te 2014. godine u Grckoj tijekom epizootije serotipa 4 (MALESIOS 1 sur.,
2020.).

Prva prijava sumnje na BPJ u RH rezultat je prijave oboljenja zivotinja od strane posjednika
veterinaru. Obzirom da na podru¢ju Dubrovacko-neretvanske Zupanije postoji prethodna
povijest klinicke pojave BPJ, svijest veterinara da na temelju blage klinicke slike postavi
sumnju na ovu bolest bila je od kljuénog znacaja za rano poduzimanje daljnjih mjera kontrole
BPJ. Epizootije u podrucju sjeverne i srediSnje Europe ukazale su na smanjenu svijest
posjednika 1 veterinara o BPJ uzrokovanu c¢injenicom da je bolest dominantno vezana uz
klimatologki toplija (juzna) podru¢ja Europe (ELBERS i sur., 2008.; MEROC i sur., 2008.;
NUSINOVICI i sur., 2014.). Uzimajuci u obzir sve dosadasnje spoznaje o BPJ i ¢imbenicima
koji utjeCu na njezino Sirenje u podru¢ja u kojima se ista ranije nije javljala, a u svrhu
pravovremenog poduzimanja mjera sprje¢avanja Sirenja bolesti, te smanjenja ekonomskih
posljedica na sektor poljoprivrede, neophodno je kontinuirano obnavljati znanja i podizati
svijest kako veterinara tako i posjednika ne samo o BPJ nego i drugim vektorskim bolestima i
njihovu ranu prepoznavanju (KROSCHEWSKI i sur., 2006.; JEBARA i sur., 2012.). U tu svrhu
najbolje ¢e posluziti nasa analiza klinickih znakova zabiljeZenih tijekom 2014. 1 2015. godine.
Karakteristi¢ne klinicke znakove BPJ u RH ispoljavale su samo ovce, dok su u goveda i koza
uglavnom prijavljeni nespecificni znakovi bolesti. Takav se nalaz podudara sa do sada
utvrdenim spoznajama o klinickoj slici BPJ koja se naj¢eS¢e ocituje u ovaca, dok je infekcija
goveda i koza uglavnom asimptomatska (ERASMUS, 1975.; MACLACHLAN, 1994;
COETZEE i sur., 2012.; ROJAS i sur., 2019.). Najces¢e utvrden klinicki znak u svih vrsta

Zivotinja bio je iscjedak iz nosa, a u goveda i jedini. Patognomoni¢ni znakovi poput edema i
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cijanoze jezika prijavljeni su u svega Sest zivotinja. Ukupan zabiljezeni pobol svih vrsta
prezivaca u RH iznosio 19,33%, a pomor 3,31% za cijelo razdoblje klinicke faze epizootije.
Pomor u goveda i koza bio je znacajno nizi od onog u ovaca i iznosio je 0,52% pri ¢emu za niti
jedno uginuée nije objektivnim dijagnostickim postupcima dokazano da je nastalo kao
posljedica oboljenja zivotinje od BPJ. Uginuéa Zivotinja pripisivana su BPJ temeljem prijave
veterinara kada je na gospodarstvu ista bila ranije potvrdena. Istovjetan blagi, nespecifi¢an
klinicki oblik bolesti prac¢en niskim pobolom i pomorom zabiljezen je i tijekom epizootije BPJ
serotipa 4 na podru¢ju Spanjolske 2012. godine (DIEGO i sur., 2014.) i Gréke 2014. godine
(KATSOULOS i sur., 2016.; VASILEIOU i sur., 2016.). Istovremeno, u Albaniji se kao
posljedica cirkulacije BPJ serotipa 4 uz oboljenje ovaca biljeze i znacajnija oboljenja goveda,
posebice mlijecnih pasmina, uz pomor od 7,14%. lako je takav pomor u goveda izrazito visok,
autori navode da rezultati ne odstupaju od do sada utvrdenih spoznaja o ovoj bolesti (KOLECI
i sur., 2017.). Srbija takoder biljeZi izrazito visok pomor koji je u goveda, ovaca i koza iznosio
18,45%, 48,10% odnosno 54,17% (BURIC isur., 2016.). Tako visoka smrtnost u goveda i koza
nije u korelaciji sa uvrijeZenim spoznajama o klini¢kom tijeku BPJ u tih vrsta Zivotinja
(BARRATT-BOYES i sur., 1995., DIEGO i sur. 2014).

Kako se prezivaci na podruc¢ju zahvacenih Zupanija RH u najvecem postotku drze ekstenzivno
te u slucaju ovaca pripadaju ve¢inom autohtonoj pasmini ovaca (dalmatinska pramenka),
nametnulo se pitanje da li je na blagi tijek bolesti utjecaj imala Cinjenica da su mozda
ekstenzivne pasmine ovaca u odredenoj mjeri otpornije na infekciju te obolijevaju blagim
klini¢kim oblikom bolesti. Takva otpornost autohtonih pasmina ovaca na infekciju BPJ
zabiljezena je i ranije na africkom kontinentu te u istrazivanjima BPJ s podrucja Grcke i Indije
(THEILER, 1906.; PRASAD i sur., 2009.; KATSOULOS i sur., 2016.; RAQO i sur., 2017.). Uz
to postoji 1 vjerojatnost da je virus mozda izgubio na infektivnosti visestrukom replikacijom

kroz Zivotinje tijekom epizootije u susjednim zemljama u kojima se nedvojbeno BPJ pojavila
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neposredno prije nego u RH. Sli¢no ponasanje virusa BPJ utvrdeno je u epidemiji serotipa 8 u
Francuskoj kada su tijekom prve epizootije 2006. godine zabiljezena znacajna klinicka
oboljenja goveda (DARPEL i sur., 2007; MACLACHLAN i sur., 2009.), dok je za ponovnog
izbijanja BPJ istog serotipa 2015. godine zabiljeZen znacajno manji broj klini¢ki oboljelih
prezivata (COURTEJOIE i sur., 2017). Smanjena virulentnost sojeva BPJ i ranije je opisana i
objasnjena mogucom prilagodbom na vektore i lokalne domacine te replikacijom virusa u
razli¢itim domaéinima (CAPORALE i sur., 2014.; SCHULZ i sur.,2017.).

Za razumijevanje dinamike kretanja te gustoce i distribucije populacije goveda, ovaca i koza u
RH kao i povezanosti navedenih parametara s distribucijom seropozitivnih Zivotinja te
potvrdenim slucajevima BPJ bilo je potrebno prikupiti podatke o brojnom stanju Zivotinja.
Potrebni podatci na razini godine ukljucivali su varijablu zupanije, naselja, gospodarstva i broja
individualnih Zivotinja. Ovi podatci su u RH pohranjeni u bazi JRDZ Ministarstva
poljoprivrede. Prilikom selektiranja trazenih podataka uoceni su odredeni nedostatci koji se ne
bi smjeli pojavljivati u sustavu. Podatci o ukupnom broju zivotinja na razini naselja tijekom iste
godine nisu bili ujednaceni te je uoceno pojavljivanje vise razli¢itih podataka za varijablu za
koju se ocekivala ista vrijednost. Takoder, podatak ukupnog broja zivotinja u naselju nije
odgovarao ukupnom zbroju individualnih Zivotinja u istom naselju te je bilo potrebno provesti
dodatne provjere 1 uskladivanje podataka. Isto je ukazalo na greSke u sustavu koje je neophodno
redovito pratiti i korigirati jer podatci o brojnom stanju zivotinja i gusto¢i populacije imaju
izravan ucinak na planiranje te odabir odgovaraju¢ih mjera nadziranja, kontrole i prevencije
bolesti kao i planiranje financijskih troskova potrebnih za implementaciju navedenih aktivnosti.
VaZnost podataka o brojnom stanju zivotinja i gusto¢i populacije istaknuli su Hartemink 1 sur.
(2009.) prilikom razvoja modela za kartografsko mapiranje vrijednosti reprodukcijskog boja
(Ro) vektorskih bolesti na primjeru BPJ. Nakon unosa bolesti u neko podrucje pomoc¢u Ro mogu

se lako odrediti podru¢ja viSeg rizika za daljnje Sirenje bolesti, no preduvjet za isto je
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poznavanje relevantnih ¢imbenika koji izravno utje¢u na rizik izbijanja bolesti, a ukljucuju
podatke o brojnom stanju zivotinja, klimatoloSke i entomoloske Cimbenike te geografske
karakteristike podrucja (npr. znacajke krajolika te nacin koriStenja zemljiSta). Takoder, vaznost
podataka o gusto¢i, odnosno brojnom stanju populacije kao neophodne varijable u modelima
analize rizika koji se koriste kao alat za pripremu odgovarajucih strategija zdravlja zivotinja
istaknuli su i Giovannini i sur. (2004.) preispituju¢i korake neophodne za izradu strategije
kontrole bolesti plavog jezika u populacijama prezivaca na podrucju Italije.

Kako bi se razjasnila povezanost izmedu izlozenosti riziku pojave BPJ te posljedica koje isto
nosi, razdoblje klini¢ke faze epizootije i rana faza unosa BPJ analizirani su putem
ustanovljavanja razlicitih mjera ucestalosti ukljucujuéi ra¢unanje incidencije i prevalencije na
razini stada i na razini individualne Zivotinje. Tako je tjedna stopa incidencije za klinicku fazu
epizootije izracunata za svaku individualnu vrstu prezivaca te za stada prezivaca koja su bila
pozitivha metodom RT-PCR. Kumulativna incidencija (K1) stada iznosila je 68,97%, dok je na
razini individualnih Zivotinja ona iznosila 23,64%. NajviSa incidencija BPJ na razini
individualne vrste prezivaca utvrdena je u ovaca (16,04%), potom u koza (3,98%) 1 najniza u
goveda (3,61%), a Sto odgovara nalazu i u drugim, geografski bliskim zemljama, Bugarskoyj,
Makedoniji 1 Grckoj (ROBERTS 1 sur., 2014.).

Klini¢ku fazu obiljezila su dva vrhunca epizootije, u 2014. godini tijekom 47. tjedna (17. — 23.
studenog) i u 2015. godini tijekom 10. tjedna (02.- 08. ozujak). Izuzevsi listopad 2014. kada je
BPJ prvi puta potvrdena, najvisa mjeseCna kumulativna incidencija zabiljezena je tijekom
mjeseca studenog 2014. godine (KI stada = 83,33%, KI prezivaca = 43,08%), a tijekom 2015.
godine u sijecnju (KI stada = 57,14%, KI prezivaca = 31,25%). Tijekom prvih mjeseci
epizootije u 2014. godini najveci broj pozitivnih zivotinja Cinile su ovce, dok je broj pozitivnih

goveda i koza dominirao epizootijom u 2015. godini.
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Ukupna prevalencija stada tijekom klinicke faze epizootije iznosila je 68,08%, a na razini
zivotinje 23,66% Sto se podudara sa rezultatima iz drugih istrazivanja, poglavito Italije tijekom
izbijanja BPJ 2013.-2014. godine uzrokovane serotipom 1 (CARVELLI i sur., 2019.).
Istovremeno, seroprevalencija stada pretrazenih radi klinicke sumnje bila je 89,83%, a
seroprevalencija unutar stada prezivaca 29,38%. Sve zivotinje pretrazene radi klinicke sumnje
bile su pozitivne metodom RT-PCR, dok u niti jedne zivotinje pretrazene iz drugih razloga
sumnje (bez klinickih znakova) nije dokazano prisustvo virusa BPJ u krvi. Takvi ishodi

laboratorijskog pretrazivanja uoceni su i u Belgiji, Njemackoj, Nizozemskoj i Francuskoj

1 u razdoblju 2013. — 2014. godine (CARVELLI i sur., 2019.).

U svrhu utvrdivanja relativne varijabilnosti te odredivanja statisticki znac¢ajne administrativne
razine najpogodnije za usmjeravanje mjera, analizom varijance na tri hijerarhijske razine
nacinjena su cCetiri razli¢ita modela u kojima su bile ukljucene razlicite kombinacije triju
administrativnih razina Zupanije, naselja 1 stada te rezultat imunoenzimnog testa ovaca
pretrazenih radi klinicke sumnje. Pri tome je hijerarhijska logisti¢ka regresija s binarnim
ishodom rezultata pretraZivanja imunoenzimnim testom ovaca koriStena kako bi se ustanovila
relativna varijabilnost pozitivnog seroloskog odgovora na razini Zupanije, naselja i stada.
Potonje administrativne jedinice koristile su se kao stohasticki efekti u hijerarhijskoj logistickoj
regresiji (DOHOO i sur., 2001., 2010.). Analiza varijance na tri hijerarhijske razine u svim
modelima i kombinacijama dokazala je da je razina varijabilnosti najveca na razini Zupanije te
je usmjeravanje mjera kontrole i prevencije bolesti prema najvecoj hijerarhijskoj razini,
odnosno Zupaniji, i najucinkovitije. Uoceno je i da seropozitivnost stada nije jednoliko
distribuirana po zahva¢enim Zupanijama vec je najveci broj seropozitivnih stada bio smjesten
u blizini prvog potvrdenog slucaja u nekom podrucju te da se seroprevalencija stada smanjivala

kako se bolest Sirila iz smjera Dubrovacko-neretvanske Zupanije sjevernije na podrucja drugih
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Zupanija. Sli¢no su utvrdili Méroc i sur. (2009.) za Sirenje BPJ serotipa 8 u Belgiji 2006. godine,
zatim Hendrickx i sur. (2008.) kada su primijenjenim modelom dokazali da se 50% slucajeva
BPJ dogada unutar 5 km, a 95% slucajeva unutar 31 km od mjesta prethodnog izbijanja bolesti,
te takoder Malesios i sur. (2020.) u prostornoj analizi Sirenja BPJ serotipa 4 u Gr¢ckoj kojom je
utvrdeno uglavnom lokalizirano Sirenje bolesti na udaljenosti ne ve¢oj od 12 km izmedu dva
zariSta (HENDRICKX i sur. 2008.; MEROC i sur., 2009; MALESIOS i sur., 2020.).

Prema utvrdenom serotipu izdvojena su dva klastera epizootije koja se medusobno nisu spojila,
prvi (veci) uzorkovan virusom BPJ serotipa 4 karakteriziran distribucijom po cjelokupnom
podru¢ju Dubrovacko-neretvanske, Splitsko-dalmatinske, Sibensko-kninske i Zadarske
Zupanije i drugi (manji) uzrokovan virusom BPJ serotipa 1, distribucijski ograni¢en samo na
otok Lastovo. Neka od moguéih obrazlozenja za takvu bimodalnu distribuciju serotipa
povezana su sa meteoroloskim prilikama, kao Sto je smjer kretanja vjetra zabiljeZen iz pravca
Italije prema Lastovu, a koji je vjerojatno pogodovao Sirenju vektora vjetrom iz podrucja Italije
u kojima je zabiljezena cirkulacija BPJ serotipa 1. Druga vjerojatnost vezana je za moguce
razdoblje unosa vektora tijekom klimatoloski hladnijeg razdoblja godine te posljedi¢no manjoj
gustoéi i nizoj aktivnosti njihove populacije tijekom zimskog razdoblja. Teoriju pasivnog
transporta vektora vjetrom preko velikih vodenih povrSina kao $to su Sredozemno ili Jadransko
more potvrduju i raniji prijenosi BPJ iz podrucja sjeverne Afrike u Italiju te iz Italije u Hrvatsku
(CALISTRI i sur., 2004.; LISTES i sur., 2009.; BURGIN i sur., 2013.; EFSA, 2017.), aisto je
dokazano razvojem modela atmosferske disperzije koji je, temeljem parametara neophodnih za
simulaciju leta komarci¢a roda Culicoides i entomoloskih podataka o aktivnosti vektora u
Velikoj Britaniji, potvrdio Sirenje serotipa 8 iz srediSnje Europe u Veliku Britaniju
(SZMARAGD i sur., 2010.).

Ranije je dokazano da su ekologija i dinamika vektora izravno vezane uz razlicite abioticke 1

bioti¢ke ¢imbenike, posebice temperaturu (COOK i sur., 1992.; ROGERS i sur., 2003.). Prema
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klimatoloskoj analizi DHMZ 2014. godine cijela povrSina Hrvatske okarakterizirana je kao
ekstremno topla godina, te se smatra najtoplijom godinom od pocetka mjerenja. Uz to 70%
povrsine Hrvatske klimatoloski je okarakterizirano kao ekstremno kisno, 25% povrsine vrlo
kisno 1 5% povrsine kao kisno, pri ¢emu su ekstremno kiSna razdoblja zabiljezena tijekom
veljaCe, travnja, svibnja, lipnja, srpnja, rujna i prosinca 2014. godine. Kako bi se utvrdio utjecaj
abiotickih faktora na unos i Sirenje BPJ u RH za glavne mjerne postaje Dubrovnik, Split,
Sibenik i Zadar obradene su numeri¢ke vrijednosti temperature, vlage, brzine i smjera vjetra te
oborina u razdoblju 01. lipanj 2014. do 01. srpanj 2015. godine. Na temelju izracuna
kvantitativnih varijabli tjednih vrijednosti (prosjeka ili suma) temperature, vlage, oborina i
brzine vjetra opisanih metodama deskriptivne statistike na bazi vrijednosti percentila
klinicke faze epizootije. Svaka varijabla obradena je zasebno univarijabilnom analizom,
usporedbom kategorijskih 1 linearno kvantitativnih varijabli, te je utvrdivan statisticki znacaj
istih u odnosu na rizik od pojave novih slu¢ajeva BPJ u RH. Univarijabilnim analizama
klimatoloSkih varijabli statisti¢ki znacajna povezanost s brojem novih slucajeva u zupaniji
utvrdena je samo za temperaturu, pa tako porast srednje dnevne temperature na 18° C povecava
broj slucajeva u zupaniji za 4,18 puta, dok se sa nizim prosje¢nim tjednim temperaturnim
minimumom ocekivani broj slu¢ajeva u Zupaniji smanjuje se za 84% od bazne vrijednosti.
Usporedba varijabli za srednju vrijednost vlage, oborine i brzinu vjetra nije pokazala statisticki
znacajnu povezanost sa slucajevima BPJ. Obrada podataka za smjer kretanja vjetra prikazana
je ruzom vjetrova. Nadalje, varijabla za Cetverotjedni kumulativ slu¢ajeva BPJ u Zupaniji
pokazala je statisticki znacajnu povezanost s slucajevima BPJ. Analiza pokazuje da kako u
prethodna cetiri tjedna (od tjedna interesa) raste broj slucajeva u Zupaniji, tako se oc¢ekivani
broj slu¢ajeva u narednom razdoblju povecava za 1,69 puta. Statisticki znacajne varijable potom

su uklju¢ene u zavr$ni multivarijabilni regresijski model te su zakljucci bili identi¢ni
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rezultatima univarijabilne analize, odnosno kako se u Zupaniji povecava temperatura tako se
broj ocekivanih slucajeva povecava za 2,44 puta. Sli¢na statisticki znacajna povezanost
klimatoloskih varijabli utvrdena je i u ranije provedenim znanstvenim analizama; tijekom
epizootije serotipa 8 u sredisnjoj i zapadnoj Europi 2006. godine povezanost Sirenja BPJ uocena
je za vrijednosti temperature (pad temperature usporava Sirenje, dok porast temperature
pogoduje porastu broja slucajeva), vlaga i oborine nisu imale utjecaja na Sirenje BPJ. Takoder,
ucestalija izbijanja BPJ uocena su u podruc¢jima temperaturno toplijim od uobi¢ajenog prosjeka
(EFSA, 2007.; BOENDER i sur., 2014.). Virus BPJ ne moze samostalno opstati u okolisu te
prijenos istog ukljucuje interakcije izmedu domacina, virusa, vektora i okoliSa, a nakon
prijenosa prezivljavanje virusa najviSe ovisi o temperaturi (DE LIBERATO i sur., 2010.).
Takoder uz abioticke dokazan je utjecaj i biotickih ¢imbenika, primarno onih vezanih uz okoli$
(npr. vegetacije, geografske karakteristike podrucja, primjena agrotehnickih mjera obrade tla i
drugo) (COOK 1 sur., 1992; DE LIBERATO i sur., 2010.), no isti nisu obradeni tijekom ovog
istrazivanja.

Aktivnu fazu kontrole epizootije obiljezila je provedba programa nadziranja dizajniranog na
nac¢in da je na podru¢ju geografske jedinice veliine 45 x 45km (podru¢je Zupanije) za
uzorkovanje odreden odgovaraju¢i broj nasumicno odabranih sentinel Zivotinja, poStujuci
zakonski propisane postavke za odredivanje veliine uzorka. Sentinel Zivotinje primarno su bila
goveda, a u slucaju da ih nije bilo kao zamjenski sentineli odabirane su primarno ovce te u
manjoj mjeri koze. Sentineli su uzorkovani u propisanim intervalima s varijabilnom
frekvencijom ovisno o ciljevima programa. Seroprevalencija BPJ u sentinel Zivotinja pruzila je
znacajne informacije o stupnju cirkulacije virusa u stadima prezivaca te razini zastite od novih
infekcija. Mjere ucestalosti izracunate su na nekoliko razina. Na razini vrste, najviSa ukupna
seroprevalencija utvrdena je u goveda (10,62%), potom ovaca (5,64%) i1 zatim koza (0,13%)

Sto je zapravo odgovaralo broju koriStenih sentinela prema vrsti preziva¢a. Kad promatramo
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ukupnu prevalenciju na razini stada, najvisa (15,53%) je utvrdena 2016. godine, a najniza 2017.
godine (0,52%). S druge strane, najveéi udio pozitivnih uzoraka u odnosu na ukupan broj
utvrden je 2015. godine (23% pozitivnih), nakon c¢ega se biljezi kontinuirani pad i broja
pretrazenih i broja pozitivnih uzoraka. Tijekom cjelokupnog razdoblja faze aktivne kontrole
epizootije najveci broj pozitivnih uzoraka utvrden je tijekom listopada, s tendencijom pada u
studenom 1 prosincu, dok od veljace do rujna nije zabiljezen niti jedan pozitivan sluc¢aj BPJ.
Istu mjese¢nu distribuciju karakterizira izbijanje BPJ u Italiji 2001. godine (GIOVANNINI i
sur., 2004.). Unato¢ Cinjenici da su seropozitivni sentineli otkrivani tijekom cijelog razdoblja,
od 2018. godine nije bilo slu¢ajeva BPJ potvrdenih molekularnim metodama. Uzimajuéi u obzir
¢injenicu da je 2015. godine zapocelo cijepljenje svih prezivaca protiv BPJ takav nalaz je
oc¢ekivan jer korespondira s provedbom mjere.

Sirenje BPJ primarno je vezano uz komaréiée roda Culicoides koji se smatraju jedinim
bioloskim vektorima BPJ (MEISWINKEL i sur., 2004.; SAVINI i sur., 2005.). Od svih
klimatskih ¢imbenika temperatura najviSe utjeCe na razvojni ciklus ovih vektora (MELOR 1
sur., 2000.; WITTMANN 1 BAYLIS, 2000.). U umjerenim klimatskim podrucjima, hladna
zima ili izrazito vruce ljeto znacajno utjeCu na smanjenje njihove populacije (PURSE 1 sur.,
2005.). Program entomoloSkog nadziranja provoden je na podrucju svih zZupanija na nacin da
su se uzorci prikupljali s jedne lokacije po Zupaniji, no bez ujednacene mjesecne distribucije
koja bi pokrila cjelogodisnji ciklus prac¢enja populacije vektora. Tijekom provedbe programa
propisana dinamika dostave uzoraka nije poStivana pa su stoga i rezultati provedbe programa
ograniceni u odnosu na moguénosti tumacenja mjesecne distribucije vrsta vektora kao i
geografsku prosirenost te gusto¢u. Ono Sto se moze zakljuciti je da cirkulacija vektora u RH
ima dva vrhunca, prvi (veci) tijekom svibnja-lipnja te drugi (manji) tijekom listopada. Manji
broj vektora izdvojen je iz lampi hvataljki tijekom prosinca i razdoblja sijecanj — ozujak. Takva

mjeseéna distribucija vektora podudara se s nalazima iz drugih zemalja primjerice Spanjolske
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I Italije (AGUILAR-VEGA i sur., 2020.). Kako nedostaju podatci o prisutnosti i brojnosti
vektora za zimsko razdoblje, nije moguce raspravljati o odredivanju razdoblja slobodnog od
vektora ve¢ se samo pretpostavlja da bi se razdoblje od prosinca do ozujka moglo, zbog
znacajno smanjenje aktivnosti vektora, smatrati razdobljem slobodnim od vektora.

Do nedavno se C. imicola smatrao najznacajnijim vektorom BPJ, no Sirenja BPJ van uvrijezenih
klimatoloskih granica na podrucja sjeverne Europe ukazala su na sve ve¢i znacaj drugih vrsta
vektora posebice C. obsoletus i C . pulicaris kompleksa (BRUGGER i sur., 2013.; SAVINI i
sur., 2014.). U RH nedvojbeno je utvrdeno dominantno prisustvo palearktickih vrsta Obsoletus
I Pulicaris kompleksa, posebice C. obsoletus (30,25%), C. pulicaris (16,61%) i C. newsteadi
(10%) dok vrsta C. imicola nije utvrdena u niti jednom uzorku. Rezultati petogodisnje provedbe
programa tako su ponovno potvrdili ranije nalaze entomoloskih istrazivanja u Hrvatskoj o
odsutnosti C. imicola te izrazitoj dominaciji komarci¢a Obsoletus i Pulicaris kompleksa
(LISTES i sur., 2004.). Iako je virus BPJ, i ranije, na drugim podruéjima istog klimatskog pojasa
(Cipar, Italija) izdvojen iz C. obsoletus (MELLOR i PITZOLIS, 1979.; DE LIBERATO i sur.,
2005.; SAVINI i sur., 2005. ) i C. pulicaris (CARACAPPA i sur., 2003.), postavlja se pitanje
potpunog izostanka C. imicola na podrucju juznog hrvatskog primorja, obzirom to geografsko
podrucje karakteriziraju sli¢ni 1li isti klimatoloski uvjeti nekih drugih Europskih zemalja (npr.
Italija, Gr¢ka) u kojima je C. imicola dominantna vrsta. Utvrdeno je da je razina afiniteta prema
hranjenju komarcica Obsoletus kompleksa manja nego u C. imicola, kao i da globalno
zatopljenje posljedi¢no utjece na povecanje brojnosti njihove populacije, a upravo povecana
brojnost kompenzira nizu razinu afiniteta prema hranjenju (PURSE i sur., 2005.). Stoga njihova
Siroka rasprostranjenost po sredi$njoj i sjevernoj Europi izazva dodatnu zabrinutost u odnosu
na pomicanje granica pojavnosti BPJ 1 drugih vektorskih bolesti u buduénosti. Istrazivanja C.
imicola i Obsoletus kompleksa s podrucja Italije dala su dijametralno suprotne informacije u

odnosu na utjecaj abiotickih i biotickih ¢imbenika na gusto¢u njihove populacije. Dok je C.
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imicola uglavnom vezan uz podruéja u kojima postoje optimalni bioticki i abioticki uvjeti za
njegov razvoj, uoceno je da komarci¢i Obsoletus kompleksa imaju Siru rasprostranjenost zbog
veceg raspona tolerancije na temperaturu, nadmorsku visinu 1 opée geografske karakteristike
podrucja u kojem obitavaju, odnosno ove dvije vrste komarc¢i¢a ne dijele zajednicka stanista
(PERRIN i sur., 2006.). C. imicola je heliofil te obitava u muljevitim i sus$im podruc¢jima bez
pretjerane vegetacije (MEISWINKEL i sur., 2004.b), dok se stanista Obsoletus kompleksa
nalaze u sjenovitim podrucjima bez izravnog dotoka sunéeve svjetlosti, kao $to su moc¢varna
podrudja, zaostale nakupine vode u trulom drvecu, nagomilano staro liS¢e, nakupine starog
stajskog gnoja, slama kontaminirana fekalijama i gljivicama koje propadaju te gdje
prevladavaju uvijeti truljenja (CONTE i sur., 2007.; BLANDA i sur., 2018.). Uz ranije istaknuti
abioticki ¢cimbenik temperature, postojanje odgovarajuéeg stanista za razmnozavanje te razvoj
licinke od klju¢nog je znacaja za prevalenciju odraslih vektora (CONTE i sur., 2007.).
Distribucija komarci¢a prema vrsti ujednacena je na podrucju cijele RH, odnosno komarcici
Obsoletus kompleksa dominiraju na cijelom podrucju zemlje, a unutar Pulicaris kompleksa
uocena je i visoka gusto¢a C. newsteadi. Prema dosadasnjim spoznajama upravo potonja vrsta
predstavlja svojevrsnu poveznicu u prijenosu virusa izmedu domacih i divljih prezivaca
(TALAVERA isur., 2015.). Kako do sada nije radena analiza utjecaja klimatoloskih i ekoloskih
¢imbenika na pojavnost 1 distribuciju razli€itih vrsta vektora niti je radeno istrazivanje pojave
BPJ u divljih prezivaca, ostaju neodgovorena brojna pitanja vezana uz  primjerice
razumijevanje staniSta vektora, dominantno prisustvo palearktickih vrsta vektora u
mediteranskoj biogeografskoj regiji RH, interakciju odredenih vrsta vektora s domacinima i
njihovu povezanost s divljim prezivacima, sezonalnu aktivnost te mehanizme prezimljavanja.
Obzirom na ranije dokazanu vektorsku ulogu palearktickih vrsta komarci¢a te trenutne
klimatske promijene i mogucnost Sirenja drugih vektorskih zaraznih bolesti potrebno je

temeljitije analizirati edafske, klimatoloske i orgorafske ¢imbenike koji izravno ili neizravno
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utjecu na ekologiju vektora posebice njihovu sezonalnost, distribuciju i interakciju s
domacinima na podru¢ju RH. Takva geo-statisticka analiza prostorne distribucije komarci¢a
roda Culicoides alat je kojim bi se ucinkovitije analizirao rizik od pojave vektorskih zaraznih
bolesti, omogucilo bi se ciljano usmjeravanje pravovremenih mjera kontrole u rizi¢na podrucja
kao i u¢inkovitije planiranje strategija kontrole ne samo BPJ nego i vektorskih zaraznih bolesti
u RH op¢enito. lako rezultati dostupnih studija ukazuju da divlji prezivaci (poglavito jelen
obic¢ni) vrlo vjerojatno imaju odredenu ulogu u cirkulaciji virusa i odrzavanju infekcije BPJ u
odredenom podrudju, i to posebice ako je gusto¢a kompetitivne vrste domacih prezivaca niska,
njihova uloga u prezimljavanju virusa jo$ uvijek nije potvrdena (RUIZ-FONS i sur., 2014.;
EFSA, 2017.). Do sada u RH nije radeno niti jedno istrazivanje BPJ na divljim prezivacima
kako bi se utvrdila interakcija s utvrdenim vrstama komarci¢a roda Culicoides kao i njihova
mozebitna uloga u odrzavanju infekcije te prezimljavanju.

Uvazavajuci epizootioloSku situaciju u 2014. godini te naglo Sirenje BPJ ne samo na podrucju
RH nego i svih susjednih zemalja, pocetkom 2015. godine donesena je odluka o provedbi
cijepljenja cjelokupne populacije domacih prezivaca u RH. Strategija cijepljenja temeljena je
na pretpostavci da ¢e odgovarajuca procijepljenost populacije prezivaca smanjiti cirkulaciju
virusa 1 njegovo Sirenje na druga podrucja te posljedicno utjecati i na smanjenje ekonomskih
gubitaka proizaslih iz restrikcija u premjesStanju zivotinja. Za razdoblje 2015. — 2019. godine
prosjec¢na kumulativna procijepljenost stada iznosila je 88,93%, a prezivaca 84,55% . Na razini
individualne vrste prezivaca 96,73% goveda, 77,40% ovaca i 70,93% koza bilo je cijepljeno
protiv BPJ na odgovarajuc¢i nacin. Osim razliCite razine procijepljenosti individualne vrste
prezivaca, utvrdena je i razli¢ita razina pokrivenosti cijepljenjem na podrucju regija Hrvatske
pa su tako Zupanije na podrucju gorske Hrvatske i juznog hrvatskog primorja znacajno
odstupale od prosjeka procijepljenosti u ostatku zemlje u negativnom kontekstu. U 2016. godini

nakon druge provedene kampanje cijepljenja, utvrdeno je da je u 11 od 21 Zupanije postotak
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procijepljenih goveda bio nizi od 90%. Seroloski pozitivne sentinel Zivotinje pronadene su na
podrucju tih 11 zupanija, a virus dokazan na podru¢ju 10 zupanija. Upravo su i Zupanije s
dokazanom cirkulacijom virusa u sentinel zivotinja bile one s nizom razinom procijepljenosti.
Razlicita razina procijepljenosti prezivaca po regijama uocena je svojedobno i u Italiji, §to je
imalo jasne posljedice na cirkulaciju virusa jer se cijepljenjem nije uspjelo znacajnije smanjiti
sirenje BPJ (PATTA i sur., 2004.). Tijekom cijelog vremena trajanja kampanje cijepljenja u
niti jednoj zupaniji nisu zabiljezeni klini¢ki znakovi bolesti. U naSem istrazivanju procjena
ucinka cijepljenja ustanovljena je primjenom odgovaraju¢ih modela kojima je ispitivana
vjerojatnost otkrivanja seropozitivnih Zzivotinja uzimaju¢i u obzir Zupaniju kao najvisu
hijerarhijsku razinu na koju se trebaju usmjeriti mjere te utjecaj godine obzirom na ¢injenicu da
koze nisu bile cijepljenje u zadnjoj godini kampanje. Univarijabilna analiza prvo je u¢injena za
godinu provedbe cijepljenja, a potom i za sve druge varijable (cijepljenje zivotinje te cijepljena
stada za svaku individualnu vrstu prezivaca te za prezivace ukupno). Dobiveni rezultati potom
su grupirani u cetiri modela te je u konacnici primjenom Akaikeovovg 1 Bayesovog
informacijskog kriterija izvrSen odabir najboljeg modela u odnosu na dobivene podatke.
Rezultati univarijabilne 1 multivarijabilne logisticke regresije svih provedenih analiza ukazali
su da s porastom postotka cijepljenih zivotinja i stada vjerojatnost da se otkriju seropozitivne
zivotinje eksponencijalno opada za goveda i1 koze. Isto medutim nije utvrdeno i za ovce za koje
je analiza utvrdila da s porastom postotka cijepljenih Zivotinja i stada raste i vjerojatnost da se
otkriju seropozitivne zivotinje, a §to svakako nije bio ocekivani nalaz. Nekoliko mogucih
razloga za takav nalaz nametnulo se tijekom razmatranja svih dostupnih podataka. Primjerice,
nacin drzanja goveda i ovaca na podrucju Zupanija smjestenih u sjevernom i juznom dijelu
zemlje nije istovjetan. Zupanije juznog hrvatskog primorja karakterizira uglavnom ekstenzivna
proizvodnja na gospodarstvima s implementiranom niskom razinom biosigurnosnih mjera te je

ucestalije pasno drzanje, pri ¢emu Zzivotinje veci dio godine borave na otvorenom ili u
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poluotvorenim objektima. Takav nacin drzanja omogucava jednostavniju interakciju izmedu
domacina i vektora pa je time i vjerojatnost od izbijanja bolesti ili odrzavanja cirkulacije virusa
na odredenoj razini visa. Uocene su i odredene nelogi¢nosti u tehnickim podatcima vezane uz
denominator brojnog stanja zivotinja u odredenim Zupanijama. Tako je na podru¢ju Brodsko-
posavske zupanije ukupan broj ovaca u 2019. godini porastao za vise od 50% u odnosu na
prethodna razdoblja, dok je broj gospodarstava ovaca ostao nepromijenjen. Takoder postoji
znacajan nesrazmjer u broju gospodarstava te provedbi mjere cijepljenja ovaca 2018. i 2019.
godine kada je cijepljeno 57,41%, odnosno 32,02% ovaca na 96,67% odnosno 93,60%
gospodarstava. Dodatnim analizama baze JRDZ u odnosu na navedeno uodena je greska u
sustavu uzrokovana nepravilnostima u azuriranju brojnog stanja zivotinja $to daje zakljuciti da
postojeci faktori korekcije u bazi koji bi upuéivali na nelogi¢nosti nastale unosom podataka
nisu dostatni. Razmatrana je i moguca interferencija maternalnih protutijela ili prirodno
steCenog imuniteta na rezultat cijepljenja. Prijasnja istrazivanja navode da maternalna
protutijela interferiraju s imunim odgovorom na cijepljenje najmanje tri mjeseca, dok je za
potpuni gubitak maternalnih protutijela potrebno od pet do devet (u prosjeku sedam) mjeseci
(LEEMANS 1 sur., 2013.; EFSA, 2017.). Druga pak istrazivanja ukazuju da se specificna
protutijela u krvi mogu naci i do 33 mjeseca nakon prirodne infekcije (WARD i sur., 1997.).
Kriterij odabira sentinel Zivotinje u RH ukljucivao je kategoriju starosti Zivotinje, njezin cjepni
status te status seroloskog pretraZivanja ukoliko je isti bio poznat za prethodne godine. Ipak,
nije moguce u potpunosti iskljuciti utjecaj maternalnih protutijela ili prirodno stecenog
imuniteta na dobivene rezultate u ovaca. Kako su goveda bila dominantni sentineli te je u
goveda 1 koza utvrdena statistiCki znacajna povezanost izmedu postotka procijepljenosti i
seropozitivnosti, za pretpostaviti je da navedeno nema znacajniji utjecaj na rezultat.

Usporeduju¢i visegodiSnju dinamiku i opseg provedbe programa nadziranja nekih drugih

bolesti ovaca kao $to je nadziranje bruceloze, uoceno je da na podrucju zupanija gorske
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Hrvatske 1 juznog hrvatskog primorja opseg provedbe mjera u prosjeku iznosi svega 65,12%
(30,3 —85,3%). Kako su se mjere cijepljenja BPJ i uzorkovanja radi bruceloze trebale provoditi
istovremeno, postavlja se pitanje kako je u istom stadu, u isto vrijeme jedan program proveden
na najvise 65% zivotinja, a drugi i na preko 80% zivotinja kao $to je bilo slucaj za BPJ. Obje
mjere bila su besplatne za posjednike, a troskovi rada veterinara i cjepiva u potpunosti
financirani iz sredstava drzavnog prorac¢una. Kako je broj cijepljenih Zivotinja izravno povezan
sa placanjem usluge, postoji visoka vjerojatnost da su u bazu podataka o cijepljenim
zivotinjama uneseni podatci i za zivotinje koje stvarno nikada nisu bile cijepljene. Kontrola
cjepnog imuniteta prezivaca provedena je samo jednom na ograni¢enom broju zivotinja, odmah
nakon prve kampanje cijepljena, tijekom koje je utvrden odgovarajuci seroloski odgovor u
95,88% zivotinja. Nadalje, u prve tri godine provedbe cijepljenja postotak cijepljenih prezivaca
bio je u stalnom, ali blagom porastu, dok nakon toga isti opada. Pad postotka cijepljenih
zivotinja moze biti posljedica smanjenja percepcije veterinara i posjednika o znacaju i
posljedicama zbog izostanka klinickih znakova bolesti ili potvrdenih slucajeva u sentinel
Zivotinja.

Zakljucno, temeljem provedene sveobuhvatne analize utvrdeni su klju¢ni ¢imbenici koje treba
uzeti u obzir prilikom kreiranja budu¢ih mjera kontrole 1 prevencije BPJ. Nasi rezultati
potvrduju kako bi prac¢enje pojedinih klimatskih ¢imbenika uz prac¢enje pojave i kretanja BPJ u
zemljama u okruZenju moglo posluZiti za rano alarmiranje sustava te poduzimanje potrebnih
mjera i prije nego se bolest unese na podru¢je RH. Sustav ranog prepoznavanja bolesti kao 1
ograniceno Sirenje bolesti utvrdeno u ovom istrazivanju upucuju na ¢injenicu da je kontinuirano
obnavljanje znanja i podizanje svijesti veterinara i posjednika Zivotinja o ranom prepoznavanju
bolesti. klju¢no za poduzimanje pravovremenih mjera i aktivnosti. Nadalje, istraZivanjem je
dokazano da je statisti¢ki najznacajnija varijabilnost utvrdena na razini Zupanije §to znaci da je

ta administrativna jedinica i najpogodnija za usmjeravanje svih mjera.
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Prospektivno planiranje strategije zasnovane na navedenim kljuénim ¢imbenicima u izravnoj
je vezi s moguénoséu prikupljanja podataka, provjere postupka te procjeni i njihovu
integriranju. Tijekom izrade ove disertacije analizirani su svi dostupni podatci vezani uz
petogodis$nje razdoblje provedbe mjera nadziranja i prevencije BPJ u RH te su u konacnici
utvrdeni postojeci nedostatci sustava koji imaju izravan utjecaj na krajnju u¢inkovitost i zeljene
ciljeve. Vodenje baza podataka o brojnom stanju populacije osnovni je korak u planiranju mjera
te osiguranju potrebnih financijskih sredstava, stoga isto mora biti redovito aZurirano s
minimalnom moguénos$¢u uplitanja ljudskog faktora u negativnom smislu. Takoder, klju¢no je
1 krajnje neophodno omoguciti svakodnevnu kontrolu provedbe mjera kroz kvalitetno ustrojene
epidemioloske baze podataka. Takvim bazama lako bi se pratio tijek svih postupaka te provjere
odredenih aktivnosti poduzetih od veterinara na terenu do zaklju¢no laboratorijske dijagnostike,
odredivanja mjera ili troSenja financijskih sredstava. Podatci se moraju moci prikupljati,
analizirati i provjeravati i tijekom provede programa jer se time omogucavaju korekcije i
najbolja moguca prilagodba odredenih mjera situaciji na terenu.

U kona¢nici ovako razvijen pristup nije primjenjiv samo na kontrolu i prevenciju BPJ ve¢ bi se
kao znanstveni temelj mogao primijeniti i za planiranje nacionalnih strategija kontrole ostalih

vektorskih zaraznih bolesti zivotinja.
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. ZAKLJUCCI

Zadnji unos bolesti plavog jezika u Republiku Hrvatsku posljedica je pasivnog transporta
zarazenih komarcic¢a vjetrom, a cirkulaciju serotipova karakterizirala je neujednacena
distribucija.

U ukupnom uzorku pobol i pomor bio je nizak, a analizom varijance na tri hijerarhijske
administrativne razine, u svim modelima i kombinacijama, najveca razina varijabilnosti
utvrdena je na razini Zupanije.

Od svih analiziranih klimatoloskih ¢imbenika koji mogu utjecati na pojavnost BPJ,
uporabom univarijabilnih 1 multivarijabilnih regresijskih modela, statisticki znacajna
povezanost utvrdena je samo za temperaturu.

Usporedba rezultata cijepljenja i ukupne prevalencije upuéuje da je cijepljenje dovelo do
smanjenja prevalencije i da je postotak seropozitivnih stada smanjen, ali bez potpune
eliminacije infekcije.

Uzimajuéi u obzir sve utvrdene osobitosti BPJ u RH definirani su klju¢ni ¢imbenici koje
bi trebalo uzeti u obzir u razvoju novog pristupa mjerama kontrole i prevencije BPJ, od
kojih su najvazniji: razvoj modela pracenja bolesti koji bi osigurali rano alarmiranje
sustava i poduzimanje potrebnih mjera i prije nego se bolest unese na podrucje RH;
prilagodeno usmjeravanje mjera na razinu najvece varijabilnosti — Zupaniju; ustrojavanje
epidemioloskih baza podataka kako bi se podatci mogli prikupljati, analizirati 1
provjeravati tijekom provedbe programa omogucavajuéi time korekcije i prilagodbu

propisanih mjera trenutnoj situaciji.
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8.3. Popis kratica

AGID Agar gel imunodifuzija

AIC Akaikeov informacijski kriterij

BPJ Bolest plavog jezika

c-ELISA Kompetitivni imunoenzimni test

Cl Interval pouzdanosti

CPU Citopatogeni u¢inak

DEET di-etil toulamid

DHMZ Drzavni hidrometeoroloski zavod
EDTA Etilendiamintetraoctena kiselina
EFSA Europska agencija za sigurnost hrane
EHDV Epizootijska hemoragijska bolest
ELISA Imunoenzimni test

EU Europska unija

FAO Organizacija za hranu i poljoprivredu (eng. Food and Agriculture Organization

of the United Nations)

GDP Gel difuzijska precipitacija

ICTV Medunarodni odbor za taksonomiju virusa
JIBG Jedinstveni identifikacijski broj gospodarstva
JRDZ Jedinstveni registar domacih zivotinja

Kl Kumulativna incidencija

Max. Maksimum

Min. Minimum
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OIE

OR

prc

RH

RNK

RR

RT-PCR

SD

SP

VN

Svjetska organizacija za zdravlje zivotinja (eng. World organisation for animal

health)

Omijer izgleda

Postotak

Republika Hrvatska

Ribonukleinska kiselina

Relativni rizik

Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu
Standardna devijacija

Standardna pogreska

Neutralizacija virusa
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