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1. UVOD

Influenca je kod kopitara zabelezena u literaturi verovatno jo§ u Antickoj Grckoj.
Pouzdani zapisi poticu iz 1874. godine (Thiemann i Bell, 2001.). To je ozbiljno, akutno,
visoko kontagiozno, respiratorno oboljenje kopitara sa karakteristicnom klinickom slikom
(Bountouri i sar., 2011.). Ovo oboljenje izazivaju dva suptipa influenza A virusa (EIV —
ekvini influenca virus) — H7N7 (ranije poznat kao tip 1) i H3N8 (ranije poznat kao tip 2) iz
familije Orthomyxoviridae, sa naznakom da H7N7 virus nije izolovan kod kopitara ve¢ duze
vreme (Ataseven i Daly, 2007.).

Ime influenca potice od stare latinske reci, koja oznacava bolesti koje se pojavljuju
iznenada kod ljudi a koje su se interpretirale kao rezultat astroloskih uticaja zvezda i
misti¢nih sila sudbine.

Klini¢ki znaci bolesti su sli¢ni kako kod magaraca tako 1 kod konja a to su: pireksija,
dispnoa, kasalj, iscedak iz nosa, anoreksija, depresija 1 inapetenca.

Influenca A virus je visoko infektivni respiratorni patogen za kopitare (Hannant i
Mumford 1996., Palese i Shaw 2007.) i1 najceSe se brzo Siri u zapatima imuno
nekompetentnih kopitara. Ekvini influenca A virus se smatra najvaznijim izazivatem
respiratornih oboljenja kod konja, magaraca i mula (Laabassi i sar., 2014.). Morbiditet iznosi
10-100% a mortalitet 0,5- 10% (Trailovi¢, 2000.). Medutim, u velikom broju
eksperimentalnih ispitivanja kao i u prirodnim epidemijama (Abdalla i sar., 1993.; Chenchev
1 sar., 1992.; Holland 1 sar., 1999.; Rose 1 sar., 1970.) pokazalo se da je smrtnost vea a
klinicki znaci izraZeniji kod magarca u odnosu na konje. Utvrdeno je takode, da zarazeni
magarci imaju veée sklonosti ka razvijanju sekundarnih bakterijskih bronhopneumonija.
Stoga je neophodna upotreba antibiotske i antiinflamantorne terapije kod magaraca
(Thiemann i sar., 2012.). Drugi autori pak navode postojanje udruzene infekcije sa pluénim
vlascima (Rose i sar., 1970.). Zbog veéeg morbiditeta i mortaliteta uputno je primenjivati
efikasnu vakcinaciju protiv influence, a prilikom lecenja koristi i tretman protiv pluénih
vlaSaka uz terapiju antibioticima u cilju suzbijanja sekundarne bakterijske

bronchopneumonije (Caerdwell i sar., 2000.). Ovo oboljenje je veoma kontagiozno i prenosi
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se najcesce u direktnom kontaktu. Kod konja obi¢no prolazi bez znacajnih posledica ali moze
dovesti do gubitka radne sposobnosti pa ¢ak i do uginuca.

Izbijanje influence kopitara zabelezeno je u celom svetu osim na malom broju ostrva i
na Novom Zelandu i Islandu (Culliname i Newton, 2013). Istrazivanje u susednoj Bugarskoj
obuhvatilo je ispitivanje antitela u serumima primenom inhibicije hemaglutinacije gde je od
ukupno 192 uzorka pozitivnih bilo 126 (65.6%) (Chenchev i sar., 2011). U naSoj zemlji
zabelezeno je 2004-te godine oboljevanje velikog broja konja (380) sa skoro 100%
seroprevalencom (Sekler i sar., 2009.), Od influence su dva uginula konja a veliki broj konja
je povuéen iz treninga (Cilerdzié i sar., 2005). Jedno od zadnjih istraZivanja na magarcima
otkrilo je prisustvo specificnih antitela kod 26.5% Zivotinja i to protiv suptipova H5NI i
H7N2 (Vaskovi¢ i sar., 2011.).

Treba ista¢i da su obimna istrazivanja vrSena u svetu na seroprevalenci ekvine influence
kod kopitara. Poslednjih godina druge vrste kopitara, kao §to su magarci mule i poni konji, su
ispitivani. Tako je zabeleZeno da je prevalenca influence kod kopitara u Pakitanu oko 12%
(Sadij i sar., 2012.), dok je u Turskoj oko 9.4% (Ataseven i Daly, 2007.).

U rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici najces¢e se koristi seroloski test inhibicije
hemaglutinacije. Sada postoje komercijalni brzi testovi, kao Sto je Directigen FLU-A test,
koji se, iako je osmiSljen za dijagnostiku humane influence, moze koristiti za detekciju
influence kopitara (Chambers i sar., 1994.). Uzorak se uzima brisom iz nosa ili dubljih partija
respiratornog trakta i zahteva samo 15 minuta za dobijanje rezultata. Detekcija virusa se
moze sprovesti izolacijom virusa iz nazo-labijanog brisa preko kokosijih jaja ili kulture Celija,
odnosno seroloski preko testa inhibicije hemaglutinacije i to u parnim serumima (OIE,
Terrestial Manual, 2015.). U poslednje vreme se preporu¢uje PCR metoda kao brza i1
specificnija metoda u odnosu na virusnu izolaciju (Quinlivan 1 sar., 2004.; Savi¢ 1 sar.,

2015.).
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Etiologija

Virus influence tipa A, za razliku od tipa B i C, je uzro¢nik influence kod velikog
broja razli¢itih domacina kako sisara tako i ptica - ljudi, zivine, svinja, konja, pasa, macaka,
tigrova ali 1 drugih sisara kao Sto su kune, foka 1 kitovi (Swayne 1 King 2003.; Starick 1 sar.,
2008.; OIE, 2011.; Siengsanan-Lamont i sar., 2011.; Mancini i sar., 2012.; Moriguchi i sar.,
2013.).

Virus influence pripada familiji Ortomyxoviridae. Ortomiksovirusi predstavljaju
sferi¢na telaSca, pre¢nika 80 do 120 nm, u ¢ijem centru se nalazi jezgro sa jednolancanom
RNK i segmentiranim genomom. On se sastoji od 8 gena (PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, MA i
NS) i svi su sposobni za replikaciju, a pored toga kontroliSu stvaranje dva nestrukturna
proteina (NS1 1 NS2). Ovih 8 gena Sifruje 10 virusnih proteina. Tri proteina su najvaznija a to
su hemaglutinin (HA), neuraminidaza (NA) i1 matriks 2 protein (M) jer ¢ine sastavni deo
virusnog omotaca i imaju veoma vaznu ulogu u stimulisanju imunog odgovora domacina.

Sematski prikaz virusa iz familije Ortomyxoviridae je prikazan na slici 1.
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Slika 1. Sematski prikaz izgleda virusa iz familije Ortomyxoviridae, (Palic i
Resanovié, 2005.).

Unutrasnji proteini (matriks, ribonukleoproteinski kompleks i polimeraze) su nosioci
specificnosti vrste virusa, tj. daju odgovor na pitanje da li se radi o tipu A, B ili C virusa
influence. Influenca A virus izaziva oboljenje ljudi, ptica, svinja, morskih sisara, kuna i
drugih Zivotinja. Influenca B virus izaziva isklju¢ivo oboljenje ljudi, dok influenca tipa C
izaziva oboljenje ljudi i svinja, ali u vrlo benignom obliku. Ovi unutrasnji antigeni su stalni i
stabilni.

Influenca A virus se sastoji od dva glavna glikoproteina a to su Hemaglutinin (HA) i
Neuraminidaza (NA) (Ito i sar., 2001.). Influenca A virus je podeljen na vise suptipova na
bazi hemaglutininskih antigena i na bazi antigena neuraminidaze. Do sada je otkriveno 18
razli¢itih HA suptipova (H1 do H18) i 11 razli¢ith NA suptipova (N1 do N11) (Tong i sar.,
2013.).

Serolosko odredivanje suptipa hemaglutinina se vrSi pomocu testa inhibicije
hemaglutinacije (HI), a za odredivanje suptipa neuraminidaze koristi se test inhibicije
neuraminidaze (NI) i AGP test. Od 1980, procesi determinacije tipova i suptipova su
standardizovani za sve tipove i suptipove virusa influence ptica, svinja, konja i ljudi, kao i
njihove nomenklature. Ova ekstremna antigenska varijabilnost uslovljava pojavu 256
razli¢itih podtipova virusa koji se teoretski mogu pojaviti i izazvati influencu. Svi poznati
suptipovi (H1 do H18 i N1 do N11) su izolovani kod vodenih ptica, osim H17N10 i HI8N11

koji su izolovani kod slepih miSeva (Tong 1 sar., 2012; 2013.). Vodene ptice, galebovi 1 ptice
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koje zive na obalama se smatraju prirodnim domacinima i rezervoarima za viruse influence A

(Kawaoka i sar., 1988.; Slemons i sar., 1974.).

NA

HA

Mi

Lipid
envelope
NP

RNA

P proteins
M2

Slika 2. Sematski prikaz influenza A viriona — prikaz tri razlicita tipa usidrenih
transmembranskih proteina: hemaglutinin (HA) i neuraminidaza (NA) koji formiraju
karakteristicne peplomere i M2 proteina, koji je kratak i ne vidi se pod elektronskim
mikroskopom. Unutar viriona postoji sloj M1 proteina koji okruzuje osam
ribonukleoproteina (RNP) struktura, svaki od njih se sastoji od jednog RNK segmenta
pokrivenog nukleoproteinom (NP) koji je povezan sa tri polimeraza (P) proteina. RNK
segment postoji u circularoj konformaciji stabilizovanoj baznim parova izmedu njihovih 3'

i 5" krajeva. (Palese i Garcia-Sastre, 1998.).

Spoljni glikoproteini (HA i NA) odreduju suptip virusa. Visoka varijabilnost virusa
influence A poti¢e od Cestih promena spoljasnjih glikoproteina. Hemaglutinin (HA), kao
najve¢i spoljasnji glikoprotein (molekulske mase 80000 daltona) igra vaznu ulogu u
nastajanju infekcije. Cepanjem na HALl (molekulske mase 50 000 daltona) i HA2
(molekulske mase 30 000 daltona) uz pomo¢ enzima ¢elije domacdina, aktivira se infektivni i

patogeni karakter virusa. Hemaglutinin u nastajanju infekcije ima dve klju¢ne uloge: da
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pripoji virus za receptore Celije domacina i da izvrsi fuziju lipidnog virusnog omotaca sa

¢elijskom membranom, te na taj nacin uvodi celokupni genom virusa u intracelularni prostor.

Slika 3. Simplifikovani model molekula hemaglutinina i neuraminidaze, (Palié i
Resanovié, 2005.)

Neuraminidaza (NA) je glikoproteinski enzim koji uéestvuje u prodiranju virusa u
¢elije domacina 1 pomaze pri izlazenju replikovanih ¢elija virusa, spreava njihovu agregaciju

1 potpomaze Sirenje virusa po organizmu domacina.
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Slika 4. Familija Orthomyxoviridae, rod Influenzavirus A, influenca virus A/Hong
Kong/1/68 (H3N2). Virioni pokazuju izraZene peplomere, koje su u stvari sastoje od dve
vrste: hemaglutinina i neuraminidaza. Elektronska mikroscopija, uvelicanje 70.000x.

(Murphy i sar., 1999.)

Virus influence je prvi put izolovan kod konja u Cehoslovackoj 1956 (Sovinova i sar.,
1958.). To je bio suptip H7N7. To je bio soj koji je oznaCen kao virus influence
Aleq/Prague/56 (Daly i Mumford, 2001.). Virus H7N7 je potom otkriven u nekoliko
evropskih zemalja i u Severnoj Americi. H7N7 suptip je jo§ uvek zastupljen u vakcinama
koje se koriste u ve€ini zemalja, iako istraZivanja ukazuju da je taj suptip zadrZzan samo na
veoma niskom nivou u nekim delovima sveta, a postoji mogucnost i da je potpuno nestao
(Madi¢ i sar.,, 1996.). Medutim, H7N7 je seroloski dokazan i kod wvakcinisanih i
nevakcinisanih konja u Turskoj (Ataseven i Daly, 2007.), Izraelu (Aharonson-Raz i sar.,
2014.), Brazilu (Heinemann i sar., 2009.; Mancini i sar., 2014.) i Nigeriji (Olusa i sar.,
2010.).
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Infuenca A virusi suptip H3 a narocito H3NS8 virusi su visoko adaptivni jer su nadeni
kod velikog broja vrsta ptica i sisara (Solorzano i sar., 2015.). Seroloski je dokazano
prisustvo virusa i kod ljudi koji su u bliskom kontaktu sa konjima (Larson i sar., 2015.). U
skorije vreme zabeleZeno je prenoSenje influenca A virusa suptip H3N8 sa konja na pse
(Feng i sar., 2015.) kao i eksperimentalna infekcija svinja (Solorzano i sar., 2015.).

Antigene varijacije mogu dovesti do velikih epidemija influence, kao $to se dogodilo
u periodu od 1979. do 1981. u Evropi i Severnoj Americi.

Nedavni epidemija u Dubaiju, Filipinima i Portoriku izazvane su uvozom zarazenih
konja iz Amerike, §to dodatno naglasava lakocu sa kojom se konjska influenca moze uvesti u
osetljive populacije kao rezultat medunarodnog kretanja konja. Takode po prvi put je 2007.
godine zabelezena epidemija influence kod konja u Australiji kao posledice neuspelog
karantiranja jednog ili viSe zarazenog grla (Webster, 2011.).

Zbog toga medunarodna organizacija za zastitu zdravlja zivotinja (OIE) preporucuje
da zemlje uvoznice, koje su prethodno bile bez influence treba da zahtevaju da svi kopitari
koji putuju iz enzootske oblasti budu vakcinisani i da su dobili svoju poslednju buster dozu u

periodu od 2 do 8 nedelja pre putovanja.

2.1.1. Mogucnosti interspecijes transmisije influenca A virusa

KoriS¢enjem savremenih metoda dijagnostike potvrdene su infekcije virusom
influence kod pripadnika dve ili vise vrsta a koje su obi¢no bile u bliskom kontaktu. Tako se
smatra da je virus koji je izazvao infekciju kod konja u Kini (A/eg/Jilin/89) potekao od
vodenih ptica (Guo i sar, 1992.). Takode je dokazana infekcija pasa sa konjskim virusom
H3N8 tokom epidemije u Australiji 2007. godine ali bez daljeg prenosa medu psima
(Kirkland 1 sar., 2010.). U skorije vreme takode je zabeleZeno prenoSenje influenca A virusa
suptip H3N8 sa konja na pse (Feng i sar., 2015.). Zatim kod velikog broja prirodno
inficiranih ljudi (1400) gde su 648 slu¢ajeva povezano sa pticama (H5N1), 396 sa svinjama a
375 sa drugim suptipovima (Freidl 1 sar., 2014.). Postoje i drugi slucajevi gde su infekcije
ljudi povezane sa konjima (Minuse i sar., 1965.; Alford i sar., 1967.; Larson i sar., 2015.).
Ovi podaci govore o zoonotskom i interspecijes potencijalu virusa influence. Neke od

mogucih interspecijes transmisija su prikazane na slici 5.
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Dogs, cats, Tiger, . HoN1 Chicken
Leopard; bird . H4;5;6,;7; 9;
‘Bridge species’ Quail 10
. - Hone N1; 2; 4; 7
Migratory Birds 1‘
Anseriforms H5N1;
Charadriiformes &0 H7N7;
H13, H16 Shore birds & Wild & | H7NS
S water fowl, Ducks
H1-H16 ,
@ T
H1N1; H3N2;
. H1IN2
Seal & Whale
H7ZN7; HANS; H4N6; NS
H3N2; H3N3; H13NS H7N7 - A I
H13N2
~ Equi Swine
B ey uine HIN1; H3N2;
SRe H3N8 = H3N8: H5N1 HINZ: H3N1

Slika 5. Moguénosti interspecies transmisije influenca A virusa (Kapoor i Dharma,
2014.).

2.1.2. Otpornost virusa influence na faktore spoljasnje sredine

Influenca A virus je razli¢ito osetljiv na uslove spoljasnje sredine. Rezistenicija zavisi
od supstrata u kome se nalazi kao 1 od nekih drugih faktora spoljasnje sredine. Prezivljavaje
virusa influence u kapljicama, koji se izbacuju Kijanjem, zavisi od relativne vlaznosti i
direktne sunceve svetlosti (Kapoor i Dhama, 2014.). Stoga, niska vlaznost i slaba sunceva
svetlost pomazu u prezivljavanju virusa u iskijanim kapljicama 1 na taj na¢in pomazu u
transmisiji (Weber i Stilianakis, 2008.).

Virus influence mozZe da prezivi od nekoliko nedelja do 105 dana na temperaturi od 4°
C. Na temperaturi od 25° C moze da prezivi vise od 10 dana. U nehlorisanoj vodi na

temperaturi od 0° C prezivi i do 30 dana, a na temperaturi od 22° C prezivi 4 dana. U veoma
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suvom fecesu prezivi svega dva dana. U zamrznutom materijalu moze da ostane infektivan
neodredeno dug period.

Temperatura od 56° C uni$tava virus za 3 ¢asa, a temperature vise od 60° C za manje
od 30 minuta.

Virusi influence su osetljivi na ve¢i broj deterdzenata i dezinfekcionih sredstava.
Razliciti deterdZenti se koriste za uniStavanje virusa influence, kao $to su: anjonski, katjonski,
neutralni 1 sredstva koja rastvaraju masti razaraju virusni omotac i znatno umanjuju njegovu
infektivnost. Fizicka sredstava kao $to su UV i gama zraci inaktiviSu virus, ali struktura
antigena ostaje ista.

U cilju dezinfekcije objekata i opreme koriste se slede¢i rastvori: 2% natrijum
hipohlorit, 4% kvaternerne amonijumove soli, 3% kalcijum hidroksid, 2% kreozoli¢na
kiselina i 2% sintetski fenol (za podove) i formalin za zavr$nu dezinfekciju (fumigaciju)

celog objekta.

2.1.3. Evolucija virusa influence kod kopitara

Animal Health Trust (AHT) je referentna laboratorija za influencu kopitara i pripada
Medunarodnoj organizaciji za zaStitu zdravlja Zivotinja (OIE) 1 poseduje obimnu arhivu
sojeva koji se dostavljaju iz celog sveta. Koriste¢i ove podatke, antigenska mapa je
napravljena koris¢enjem tehnike koja je nazvana ’’antigenska kartografija’’ (slika 6). Ova
tehnika omogucava slikovno predstavljanje HI podaka iz testova koji se rutinski generiSu kao

deo procene "tipiziranja” svake nove influence kod konja.

10
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Slika 6. Filogenetsko stablo kreirano od nukleotida sekvenci HA1 dela molekula

hemaglutinina od 40 slucéajeva influence kopitara tipa A H3N8 sojeva izolovanih u 21.

veku i prototipova sojeva razli¢itih linija i grana. Pra grane divergencije su prikazane u

crnoj boji, evropske linije u zelenoj, SAD (Kentucky) linije u crvenom, varijante SAD

(Florida) linije u plavoj boju (grana 1) i purpurnoj (grana 2). Stablo je izgradeno u okviru

opsteg vremenskog reverzibilnog modela koriséenjem PAUP 4.0b10 (Swofford, 1999.).

Zemlja porekla svakog soja se oznacava sa ISO dva slova u zagradi iza imena.

Modifikovano po Daly i sar., 2011.

Ona pokazuje nacin na koji je influenca kopitara evoluirala 1 ova karta pokazuje

trenutnu globalnu situaciju u vezi sa cirkuliSu¢im sojevima koji su dostavljeni AHT. Ona

takode omogucava da se razlike izmedu sojeva procene kvantitativno i sa finijim detaljima

nego kada se koriste samo HI podaci. Ova tehnika se rutinski koristi kao deo dvogodiSnje

selekcije vakcinalnih sojeva koje SZO primenjuje za humane H3 influence (Newton, 2008.).

11
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Filogenetska analiza HA sekvenci pokazala je da konjski H3N8 virus, koji se razvijao
kao jedna loza tokom najmanje dve decenije (Kawaoka i sar., 1989.), divergirao u dve
razli¢ite linije tokom sredine 1980-ih (Daly i sar., 1996.). Virusi iz jedne linije su uglavnom
izolovani kod konja na kontinentalnom delu Amerike, dok su virusi iz druge linije bili gotovo
iskljucivo izolovani kod konja u Evropi i Aziji. Najnovije filogenetsko stablo konjskih H3N8
sojeva je sloZenije (slika 6).

Evroazijske linije sojeva (prikazano u zelenoj boji na slici 6), koje predstavlja
Newmarket/2/93, nastavljaju da formiraju jedinstvenu granu, ali su retko izolovani u
poslednjih nekoliko godina (Bryant i sar., 2009.). Americke linije sojeva trenutno dominiraju,
ali su se razvile u tri razli¢ita grane. Originalne americke linije sojeva, predstavljene sa
Newmarket/1/93 i Kentucky/1994 (crveno na slici 6), nisu u potpunosti zamenjene sa
izolatima sojeva ove grane u Velikoj Britaniji (Bryant i sar., 2009.) i Cileu (Muller i sar.,
2009.) tokom 2006. godine.

U okviru ameri¢ke linije postoji i pod-linija poznata kao Florida linija (plavo i
ljubicasto na slici 6). Sojevi koji su izazvali Sirenje oboljenja u Njumarketu 2003. godine i
koji su se prosirili Sirom Evrope ubrzo nakon toga, pripadali su ovoj Florida pod-liniji, kao i
vecina sojeva izolovanih u Evropi od 2003. godine (Damiani i sar., 2008.; Bryant i sar.,
2009.; Rozek et al, 2009.). Medutim, sada se mogu razlikovati dve grane u ovoj pod-liniji;
Florida grana 1 virusi - izolovani u Severnoj Americi od 2003. godine (npr. Ohio/2003) i
razlikuju se od Floride grana 2 sojeva koji su prosirili na Evropu (npr. Newmarket/5/03)
(Daly i sar., 2011.). Florida grana 1 virusi su prouzrokovali epidemiju u Juznoj Africi krajem
2003. godine, a kasnije i u Japanu i Australiji 2007. godine (Bryant i sar., 2009.).

Florida grana 2 virusi su bili odgovorni za velike epidemije u Kini, Mongoliji i Indiji
od 2007. do 2009. godine (Qi i sar., 2010; Virmani i sar., 2010.). U filogenetske analize
ukazuju na sporadi¢ni upade virusa iz Severne Amerike u Evropu i druge regione, kao Sto se
to dogodilo oko 1993. i1 2003. godine, Sto je praceno periodom vise lokalizovane divergentne
evolucije (Daly i sar., 2011.).

Mogucénost da se napravi razlika izmedu dve grupe proizilazi iz podataka dobijenih iz
genetskih sekvenciranja i antigenskih HI testova koji se rade protiv serije od 34 antiseruma
dobijenih od razli¢itih H3NS sojeva influence kopitara. Ova analiza pomaZze u otkrivanju gde
je konkretni soj nastao 1 moze se koristi za direktno poredenje razlicitih izolata sa onima koji
su ve¢ sadrzani u bazi podataka sojeva virusa influence kopitara koji su prikupljeni od prve

pojave H3N8 kod konja 1963 godine (Newton, 2008).

12
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2.2. Istorijat

Pretnja animalne influence nije nova (Morens i Taubenberger, 2010), postoje hiljade
mogucih epidemija tokom vekova, pa ¢ak i milenijuma koje su prijavljene, ali nikad nisu
sistematski ispitane. Pouzdani organizovani istorijski podaci prakticno ne postoje jer pre
"mikrobioloske ere " pogled na ovakvo i slicna obolenja je bio dosta ne-nau¢ni.

Glavni problem sa pregledom istorijske literature u potrazi za dokazima influence kod
zivotinja je to da Sto se ide dalje nazad u proslost, postaje sve teze da se identifikuje
influenca. Pre 16. veka, epidemije svih vrsta su evidentirali obi¢no pravnici bez lekarskog
Znanja, a samim tim i bez procene etiologije, patogeneze, karakteristicnih/patognomoni¢nih
znaka, ili bilo kog savremenog metoda na osnovu kojeg se danas postavlja dijagnoza,
identifikaciju i klasifikuju specificnih bolesti.

Humana influenca se ipak moze povremeno prepoznati istorijski, kada postoje dokazi,
kao Sto su nepogreSive klinicke i1 epidemioloSke karakteristike obolenja, kao S§to je
eksplozivni epidemijskih febrilni kaSalj koji ubija imunokompromitovane. Potraga za
istorijskim dokazima animalne influence dosta je komplikovanija.

Klasi¢ne knjiZzevnosti Grcke, Rima, 1 drugih antickih civilizacija, kao 1 navodi iz
Srednjeg veka, prepuni su izveStaja o epidemijama bolesti Zivotinja. U vecini slucajeva,
bolest koja je u pitanju je toliko nejasno opisana da je identifikacija moderne bolesti teska ili
nemoguca.

Do kraja 18. veka prakticno nije bilo veterinara ili veterinarske Skole. Izvestaji o
bolestima kod Zivotinja uglavnom se javljaju kao anegdote i1 dolaze od lekara,
poljoprivrednika, ili zainteresovanih gradana. Bolesti za koje sada znamo da imaju razlicitu
etiologiju Cesto su bile pomesane. Do pocetka 20. veka mnoge bolesti su podvodene pod isto
ime, a danas su poznate kao razliCite i to obi¢no na osnovu njihove razlicite etiologije,. Tako
se deSavalo da umesto pojedinacnih bolesti Cije se manifestacije razlikuju pod uticajem
razli¢itih loSe definisanih uslova zivotne sredine, ili zemljisno / atmosfersko / klimatskih
uticaja imamo samo jedan vrlo opsti naziv grupe slicnih oboljenja. Kvalitet ovakvih zapisa o
bolestima zivotinja ostaje oskudan sve do kraja 19. veka. Referentni radovi na temu istorijske
pojave humane i animalne influence regularno se pojavljuju jos od 1532. godine ali oni Cesto
zavise od primarnog izvora informacija, obi¢no su subjektivne i ne-nau¢ne prirode a

uglavnom poticu od spekulacija, rasprava, izjava svedoka, dnevnika i sujeverja.

13
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Pojava epidemija je Cesto bila vezana za ratove i1 velike migracije stanovnista, §to je i
logi¢no kako sa epidemioloskog stanoviSta tako i sa stanovista da se u takvim situacijama
viSe toga i belezilo u raznim hronikama. Uporedivanjem ovakvih materijala moze se sastaviti
jedan histogram najvaznijih pojava pandemija influence od pocetka 16. veka pa na ovamo,

kakav je prikazan na slici 7.
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Slika 7. Pandemije influence od 1510. godine (Morens i sar. 2009.)

Da Ii je veliki broj izveStaja o bolestima slicnim influenci kod konja, koji su se
pojavljivali tokom vekova, zaista influenca? Ono $to se moze uzeti kao stvarno jasan dokaz
influence kopitara predstavlja prisustvo klinickih znakova, vremensko-geografska povezanost
sa humanom influencom, visoka ekplozivnost i brz prenos sa konja na konja u pretrpanim
Stalama - 1 period inkubacije kako za konjske tako i za humane slucajeve. Tek na prelazu
izmedu osamnaestog i devetnaestog veka pocelo se verovati da su te dve bolesti (kod konja 1
ljudi) ustvari jedna koja se prenosi u oba smera. Takode treba uzeti u obzir i loSu
diferencijalnu dijagnostiku drugih klini¢ki konzistentnih respiratornih oboljenja visoke

kontagioznosti.
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U vreme kada su konji bili sve prisutni u prakticno svim ruralnim i urbanim
deSavanjama, sasvim je jasno da su imali veliku ulogu u odrzavanju cirkulacije virusa

influence i u njegovoj evoluciji analogno onoj ulozi koje svinja imaju u modernom dobu.

Virus H3NS8 otkriven je kod konja pocetkom Sezdesetih godina dvadesetog veka
(Waddell i sar., 1963.). Virus koji je izolovan u Majamiju 1963. godine sada nosi oznaku
Aleg/Miami/63. Ovo je aktuelni suptip koji je nastavio da izaziva oboljenje kod Zivotinja u
Evropi 1 Severnoj Americi prakticno do danas i kao 1 dalje cirkuliSu¢i virus koji enzotski

prouzrokuje bolesti predstavlja znacajan ekonomski problem (Paillot i 2006.).

Sa H3N8 virusom mogu se inficirati ljudi eksperimentalno (Alford i sar., 1967.), a
primeceno je da je nekoliko grupa ljudi koji su rodeni krajem 19. veka, narocito oni rodeni

oko 1893. godine, pokazavalo serolosku reaktivnost na H3N8 virus i mnogo decenija kasnije

(Minuse i sar., 1965.).

Reprezentativni sojeva iz ovih epidemija su kasnije inkorporirani u vakcine i godi$nja
vakcinacija trkackih i takmicarskih konja postala je obavezna u nekoliko evropskih zemalja.
Sprovodenjem obavezne vakcinacije od 1981., influenca nije dijagnostikovana kod konja u
Irskoj i Velikoj Britaniji skoro celu deceniju. Godine 1989., velika epidemija influence izbila
je u Evropi. Antigenska 1 geneticka analiza virusa izolovanog u Velikoj Britaniji
(A/eqg/Suffolk/89) pokazala je da se znatno razlikovao od soja (A/eg/Fontainebleau/79) iz

prethodne evropske epidemije (Binns i sar., 1993.)

Novi soj virusa influence izazvao je epidemiju u severo-isto¢noj Kini 1989., sa
ukupnom stopom morbiditeta od 80% i mortaliteta od 20%. Soj virusa iz ove epidemije
savremenim konjskim virusom influence, $to pokazuje da je epidemija bila rezultat pojave
virusa pti¢ijeg gripa iz rezervoara (Guo i sar, 1992.). Seroloska ispitivanja su dokazala da je
ovaj virus nastavio da cirkulise medu konjima tokom 5 narednih godina (Guo i sar, 1995.), ali
nije bilo izveStaja o smrtnim slucajevima usled infekcije ovim virusom od inicijalnog

izbijanja 1989.

Neki od najrazornijih epidemija influence kopitara desile su se kada je virus uveden u
oblasti prethodno bez bolesti. U Juznoj Africi 1986. godine, trke su otkazane tokom vise od 2
meseca, zbog epidemije influence. Godinu dana kasnije u toku epidemije influence u Indiji,

bilo je inficirano preko 27.000 kopitara a nekoliko stotina Zivotinja je uginulo. Godine 1992.,
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epidemija influence kopitara zahvatila je ve¢inu konja u Hong Kongu, uprkos vakcinaciji, 1
na taj nacin teSko poremetila trkacki sport sa velikim materijalnim gubicima (Powell, 1995.).
Postoje dokazi koji ukazuju da su ove epidemije rezultat uvoza zarazenih konja iz Evrope
(Kawaoka i Webster, 1989.; Gupta i sar., 1993.; Lai 1994.).

2.3. Patogeneza

Infekcija influence se uglavnom Siri respiratorno, odnosno inhalacijom virusnih
partikula. Nacini transmisije virusa influence ukljuc¢uju direktni kontakt izmedu zarazene i
osetljive jedinke, zatim aerogeno preko aerosola proizvedenog od strane zarazene jedinke ili
indirektno preko kontaminiranih povrSina (Hall, 2007.; Weber i Stilianakis, 2008.). Jasna
demarkacija izmedu razli¢itth puteva transmisije Cesto nije izvodljiva, a sva tri nacina
transmisije mogu rezultirati Sirenjem virusa (Tellier, 2006.). Samo jedno kijanje rezultira
izbacivanjem oko 40,000 kapljica (Cole 1 Cook, 1998.) a inhalacija samo jedne kapljice moze
da izazova bolest (Weber i Stilianakis, 2008.).

Posle ekspozicije virusu, dolazi do slepljivanja virusa sa epitelijalnom povrSinom a
zatim 1 do replikacije u ¢elijama. Virioni se oslobadaju 1 putem ove metode replikacije virusu
je potrebno da se rasiri kroz respiratorni trakt 1 do 3 dana (Kobluk i sar., 1995). Mada drugi
autori navode da virus inficira epitelne ¢elije prekrivene cilijama u gornjim i donjim disajnim
putevima i moze izazvati decilijaciju velikih podrucja respiratornog trakta u roku od 4 do 6
dana (Daly i Mumford, 2001) Sto se moze videti na slikama 8, 9 i 10. Regeneracija
respiratornog epitela traje barem 3 nedelje (van Maanen i Cullinane, 2002.).
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Slika 8. Efekti infekcije konjskim virusom influence na cilijalni respiratorni epitel

zdrav epitel prekriven cilijama (Daly i Mumford 2001.).

Slika 9. Efekti infekcije konjskim virusom influence na cilijalni respiratorni epitel

3 dana posle infekcije, cilije pocinju na odumiru (Daly i Mumford 2001.).
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Slika 10. Efekti infekcije konjskim virusom influence na cilijalni respiratorni epitel
— 6 dana posle infekcije, pocinju da se pojavljuju velike povrsine decilijalizovanog epitela

(Daly i Mumford 2001.).

Viralna replikacija rezultira oSteCenjem cilija, hiperemijom, edemom, nekrozom i
deskvamacijom i erozijom epitelnih celija (Coggin, 1979.). Kao rezultat toga, mehanizam
mukocilijarnog ¢iS¢enja je ugrozen a trahealno ¢iS¢enje moze biti smanjeno 1 do 32 dana
nakon infekcije (Willoughby i sar., 1992.). Pored toga smanjena je i funkcija alveolarnih
makrofaga (Kobluk i sar., 1995). Bronhitis i bronhiolitis, koji se tako razvijaju, sledi
intersticijalna pneumonija koja je pra¢ena kongestijom, edemom i neutrofilnom infiltracijom
(Daly i Mumford 2001.). Kao mogu¢ put razvoja oboljenja pominje se sekundarna bakterijska
bronhopneumonija ili hiperreaktivni respiratorni sindrom kao rezultat oSte¢enja mehanizma
¢iS¢enja respiratornog trakta sa povecanom penetracijom bakterija ili alergena iz okoline
(Beech 1 sar., 1991.). Virusi H3NS izazivaju tezu klinicku sliku od H7N7 virusa. Virusi
suptipa H3N8 su viSe pneumotropni (Beneridge i sar., 1965.; Gerber, 1966.), a takode su
povezani sa izazivanjem miokarditisa (Gerber, 1970.).

Replikacija virusa influence je prikazana na slici 11 a odvija se u nekoliko koraka (1)
Adsorption - adsorpcija: virus dolazi u interakciju sa celijskim receptorima koji sadrze
siali¢nu kiselinu i preko hemaglutinina ulazi u ¢eliju. (2) Fusion and uncoating — fuzija i
ogoljavanje: hemaglutinin podleze konformacijskoj promeni koja je posredovana kiselom

sredinom u endozomu, S§to dovodi do fuzije viralne 1 cCelijske membrane.
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Ribonukleoproteinski kompleks se transportuje u nukleus. (3) Transcription and replication —
transkripcija i replikacija: viralni RNK se transkribuje i replicira u nukleusu pomocu viralne
RNK polimeraze. Dve razli¢ite vrste RNK se sintetiSu iz viralnog RNK $ablona: (a) pune
duzine, pozitivna - replikativna intermediativna RNK, koja koristi polimeraze kod produkcije
virionske RNK i (b) mRNK. (4) Translation - translacija: mRNK se transliraju u citoplazmi
radi formiranja viralnih proteina. Membranski proteini (hemaglutinini, neuraminidaze i M2)
se transportuju do plazma membrane. Viralni proteini poseduju nuklearne signale (PB1, PB2,
PA, NP, M1, NS1 i NS2) i oni bivaju transportovani u nukleus. (5) Packaging and budding —
pakovanje i pupljenje: novo sintetisani membranski proteini olakSavaju transport
nukleokapsida iz nukleusa u citoplazmu, gde interaguju sa proteinima viralne membrane koji

su ve¢ ubaceni u zakrpu u plazma membrani. Virioni pupe sa ¢elijske membrane domacina.

-~

membrane protein

—

TRANSLATION

/m mRANA

insertion of envelope proteins into
plasma membra

\compleﬁon of glycosylation
of envelope proteins

endoplasmic reticulum —

trnthuls and %cowlalmn
envelope

Slika 11: Replikacija virusa influence (Lamb i sar., 1996.).
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2.4. Klinicka slika i patomorfoloski nalaz

2.4.1. Klinic¢ka slika

Klinic¢ki znaci infekcije sa virusom influence su obimno opisani posle prvog otkri¢a
ovog virusa (Gerber, 1970.), i isti klinicki nalaz se moze naci i sada — 40-tak godina kasnije.
Kao rezultat viralnog oSte¢enja mukoze konji iskazuju klinicke znake tipi¢nog virusnog
respiratornog oboljenja (Kobluk i sar., 1995.). Klinicki znaci kod Zzivotinja koje su imuno
nekompetentne u pogledu influence su lako prepoznatljivi. Znaci bolesti se tipi¢no uocavaju
48 sati a ponekad i samo 24 sata posle izlaganja virusu bilo da se radi o prirodno ili
eksperimentalno izazvanoj infekciji (Landolt i sar., 2014.). Drugi autori navode da se
influenca odlikuje iznenadnim pocetkom, sa inkubacionim periodom od jednog do 3 dana
(Daly i Mumford 2001.). Prvi znak je poviSena telesna temperatura (do 41 °C), koja je obicno
dvofazna, odnosno sa dva poviSenja 1 to 48h i1 96h posle infekcije ali ono moze nastati 1 7
dana posle infekcije (Sellon 1 Long, 2014.). Iscedak iz nosa je u pocetku serozan a pocinje da
bude tipi¢no mukopurulentan 72h do 96h posle infekcije (Landolt i sar., 2014.). Zatim sledi
duboki suvi kasalj, putem kojeg se izbacuju velike koli¢ine virusa u atmosferu, a koji je ¢esto
praden seroznim iscetkom iz nosa, koji moze postati mukopurulentan zbog sekundarne
bakterijske infekcije. Najucestaliji navedeni klinicki znaci, kod drugih autora, su visoka
temperatura, mukopurulentan nosni iscedak i spontani kasalj (Legrand i sar., 2013.). Efekti
infekcije sa virusom influence kod magaraca i mula su tipicno mnogo ozbiljniji nego kod
konja i mogu dovesti do uginuc¢a (Newton i Mumford, 2005.). Na slici 12 je prikazan konj sa

seroznim nazalnim iscedkom.

20



Mihajlo Erdeljan Doktorska disertacija Pregled literature

Slika 12. Serozni nazali iscedak tipi¢an za konje sa akutnom infekcijom sa influenza

virusom (Sellon i Long, 2014.).

Drugi najces¢i klinicki znaci koji se wuoCavaju su: mijalgija, uvecanje
submandibularnih limfnih ¢vorova i inapetanca. Retrofaringealna limfadenopatija udruzena
sa tahipneom je varijabilni ali ne i ¢est nalaz (Landolt i sar., 2014.). Neki autori navode i
kombinaciju slede¢ih klini¢kih simptoma — visoka rektalna temperatura, inapetenca,
konjuktivitis, crvenilo nazalne mukoze, serozni do mukopurulentni nazalni sekret i tezak suv
kasalj (El-Rahim i Hussein, 2004.) Ponekad se javlju edemi na nogama i skrotumu kao i
spasti¢ne kolike. Zabelezeno je i gubitak telesne mase (Sellon i Long, 2014.).

Ozbiljnost bolesti zavisi od doze, soja virusa, virulencije i drugih faktora kao i od
imunoloskog statusa konja (Mumford i sar., 1988.; Mumford i sar., 1990.). Tako je
zabelezeno da je kod vecine nevakcinisanih konja telesna temperatura poviSena na vise od
39.5°C dok je kod vecine vakcinisanih konja telesna temperatura niza 39.5°C prilikom
infekcije sa istim virusom (Legrand i sar., 2013.). Medutim neka istrazivanja su pokaza da
nema razlike u klinickoj slici koja je nastala tokom infekcije virusima koji pripadaju kladi 1
odnosno kladi 2 (Gildea i sar., 2011.).

Klini¢ki znaci kod Zivotinja koje su stekle delimican imunitet na virus influence, bilo

da su prethodno vakcinisane ili su bile ranije u kontaktu sa virusom, obi¢no se teze

21



Mihajlo Erdeljan Doktorska disertacija Pregled literature

prepoznaju a to su pre svega slab kasalj i/ili pireksija (Jaeschke i Lange, 1993.; Newton i
Mumford, 1995.). Prepoznavanje subklinicke forme oboljenja sa Sirenjem virusa je uoceno
kod prethodno vakcinisanih konja koji na taj nacin predstavljaju izvor kontaminacija
(Newton i Mumford, 2005.). Dok je Sirenje infekcije kroz grupu imuno nekompetentnih
zivotinja uvek brzo, klini¢ki znaci infekcije kod vakcinisanih konja se obi¢no pojavljuju tek
za 18 dana po infekciji (Powell i sar., 1995.). Drugi autori navode da prosecan inkubacioni
period kod nevakcinisanih konja iznosi 2.5+0.50 dana, zatim kod neredovno vakcinisanih
3.0+£0.41 dana a kod redovno vakcinisanih 5 dana (Gildea i sar., 2011.).

Takode poznati su slucajevi pozitivne dijagnoze (izolacijom, seroloski) influence bez
klinicke slike 1 bez Sirenja na druge Zivotinje u Stalama punokrvnih trkackih konja (Daly i
Mumford 2001.). Klinic¢ka slika zavisi od starosti, tokom prirodne infekcije u Alziru kod 325
konja stopa morbiditeta od 14,9% je zabeleZena kod konja do 15 meseci starosti, 4,95% kod
konja preko 8 godina ali je bio 100% kod konji starosti izmedu 18 meseci 1 7 godina
(Laabassi, 2015.).

Konji se obi¢no oporave od nekomplikovane influence u roku od 10 dana, jedini
simptom koji moze trajati duze je kasalj. Tako pojedini autori navode da je prosecno trajanje
klinickih znakova od 7 do 14 dana kod ne komplikovanih slucajeva a da se kasalj moze
javljati jo§ do 21. dana (Landolt i sar., 2014.). Drugi autori navode da je prosecno trajanje
klinickih znakova kod vakcinisanih konja je 7.7+0.67 dana, §to je znacajno manje od
14.44£0.40 dana kod nevakcinisanih konja (Gildea i sar., 2011.). Ako se javi sekundarna
bakterijska infekcija moze se produziti period oporavka i posle 14. dana jer se tada radi o
perzistentnom respiratornom oboljenju (Landolt i sar., 2014.). Kod ozbiljnih infekcija,
auskultacijom plu¢a mogu se dijagnostifikovati izduZzene amplitude, ponekad sa dodatnim
Sumovima koji se mogu cuti (Sellon 1 Long, 2014.). Klinicka slika bolesti moze se drasti¢no
pogorsati ukoliko se obolela Zivotinja podvrgne makar i lakom treningu ili radu §to obicno
dovodi do povecanog gubitka telesne mase 1 pojacanja drugih simptoma (Gross 1 sar., 1998.).
Zbog toga viSe autora navodi da treba odmah po pojavi klini¢kih simptoma uvesti mirovanje
zivotinja kako bi se smanjila ozbiljnost klinickih simptoma i trajanje bolesti kao 1 pojava
mogucih komplikacija kao §to su pneumonija i faringitis (Knowles i King, 1963.; Miller,
1965.; McQueen i sar., 1968.; Gerber, 1970.; Liu, 1983.; Powell, 1987., 1991.; Beech, 1991.;
Coggins, 1991.; Mumford, 1992.). U tabeli 1 u prikazani rezultati ogleda sa konjima u

treningu i bez njega a koji su inficirani sa virusom influence.
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Tabela 1. Prikaz duZine trajanja klini¢kih simptoma u danima posle infekcije kod

konja su bili u treningu i bez njega. Broj Zivotinja u grupi je 4 (Gross i sar., 1998.).

B * we to . . R . -=
roj zivotinja u grupi sa BI’OJ dana pOSIG |nfekC|Je

Klini¢ki znak klini¢kim znakom
. >a ) Bez vezbanja  Sa vezbanjem  Bez vezbanja

vezbanjem
Anoreksija 4 3 2-9 3-8
Depresija 3 1 4-9 2
Mukopurulentni 4 4 1-17 2-16
nosni iscedak
Kasalj 4 4 1-13 1-12
Pireksija (>38.5°C) 4 4 1-11 1-11
Tahikardija 4 4 1-17 2-17
(>50/min)
Tahipnea 4 4 1-14 1-14
(>30/min)
Patoloski Sumovi na 4 4 1-18 2-15
plu¢ima
Gubitak telesne mase 4 4 4-28 4-17

Sekvele koje se javljaju kod influence kopitara obi¢no se mogu podvesti pod
hroni¢nim faringitisom, hroni¢énim bronhiolitisom 1/ili alveolarnim emfizemom, koji dalje
mogu doprineti razvoju hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (COPD) odnosno inflamatorne
bolesti vazdusnih puteva (IAD), sinuzitisa 1 infekcija vazdusnih kesa. U dijagnostici ovakvih
slucajeva moze se koristiti ultrazvu¢na dijagnostika toraksa da bi se demostrirala plu¢na
konsolidacija; kako pneumonija obi¢no nastaje izmedu 7 1 14 dana posle infekcije upotreba
ultrazvuka je preporucljiva kod dugotrajnih slu¢ajeva i upornih infekcija (Gross i sar., 1998.).

Relativno visoke stope smrtnosti zabeleZzene su kod zdrebadi, zivotinja u loSoj
kondiciji i kod magaraca (Daly i Mumford 2001.). Nedostatak maj¢inih antitela, iz bilo kog
razloga, u vreme izlozenosti virusom, kod mlade zdrebadi moze pogodovati razvoju virusna
pneumonije koja ¢esto vrlo brzo dovodi do smrti (Miller, 1965.). Kod neonatalnih infekcija
dolazi do razvijanja ozbiljnih bronhijalnih i intersticijalnin pneumonija koje dovode do
uginu¢a zdrebadi (Peek 1 sar., 2004.). Uginu¢a medu odraslim zivotinjama su obi¢no
posledica sekundarne bakterijske infekcije koja dovodi do pneumonije, pleuritisa ili purpure

hemoragike.
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2.4.2. PatomorfoloSki i patofizioloski nalaz

Relativno nizak mortalitet koje vezan za infekciju konja sa virusom influence
odgovoran je za mali broj izvestaja koji govore o velikim patoloskim nalazima i oni su
uglavnom vezani za rane izvestaje o infekcijama konja sa virusom influence (Gerber, 1970.).
Tako su dijagnostikovane subakutne inflamatorne bolesti nazalne mukoze, farinksa, larinksa i
traheje (Landolt i sar., 2014.). Promena na plu¢ima obi¢no obuhvataju bronhitis, peribtonhitis
I perivaskulitis sa subakutnom intersticijalnom pneumonijom, edemom i fokalnom
bronhopneumonijom. Po nekada se moze naci i miokarditis. Neonatalna infekcija sa virusom
influence moze rezultirati sa fatalnim bronhointersticijalnim pneumonijama propra¢enim sa
pulmonarnom kongestijom, traheitisom, bronhiolarnom i alveolarnom nekrozom i
skvamoznim metaplazijama iako su ovakvi slucajevi retki (Begg i sar., 2011., Britton i
Robinson, 2002., Patterson — Kane i sar., 2008.). Neki od mogucih patohistoloskih nalaza koji
se mogu post mortem naci kod konja kod kojih je dijagnostifikovana infekcija sa virusom

infleunce su prikazani na slikama 13,14 i 15.
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Slika 13. Isecak pluca desetodnevnog Zdrebeta sa znacima akutne

bronhointersticijalne pneumonije sa alveolarnom nekrozom, hijalinim membranama,

meSanom infiltaracijom neutrofila i makrofaga koja je rezultirala plu¢nom konsolidacijom

(200X; H&E) (Begg i sar., 2011.).
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Slika 14. Isecak pluca desetodnevnog Zdrebeta sa znacima subakutnog
bronhointersticijalnom pneumonijom sa tip 2 pneumocitnom proliferacijom, makrofagnom

aktivacijom i organizacijom hijaline membrane (400X; H&E) (Begg i sar., 2011.).
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Slika 15. Isec¢ak bronchusa devetodnevnog sa znacima subacutnog bronhitisa sa

luminalnom nekroti¢nom slojem Celija, hiperplazijom epitela i retkim povrSinskim

limfocitima i neutrofilima (400X; H&E) (Begg i sar., 2011.).

Biopsija nosnog i bronhijalnog dela respiratornog trakta otkrivaju degeneraciju i
dekvamaciju epitelnih ¢elija i inicajalno infilltraciju neutrofila u disajnim putevima. Ovi
neutrofili igraju vaznu ulogu u patofiziologiji influence zato Sto izazivaju suzavanje
terminalnih bronha i bronhiola (Reeth, 2000.).

Smatra se da tako zvani rani citokini prouzrokuju mnoge klini¢ke znake, jer su oni
odgovorni za lokalnu inflamatornu reakciju kao i za neke sistemske efekte. Za najvaznije se
smatraju interferon — a (IFN- a), tumor nekrozis faktor - o (TNF- o) i interleukin-1 (IL-1), za
njima slede IL-6 i brojni hemotraktni citokini, kao §to su neutrofilprivlacuci interleukin-8
(IL-8), makrofagni inflamatorni proteini (MIPs), i monocit hemoprivla¢ni proteini (MCPs)
(Bielefeldt-Ohmann, 1995).

Virusne infekcije se naj¢esc¢e manifestuju promenama broju ¢elija bele krvne loze i to
vidu limfopenije i neutropenije i ponekad limfocitoze (Townsend i sar, 1997.). Hematoloski
nalaz kod infekcije sa ekvinim virusom influence obuhvata umerenu normocitnu,

normohromnu anemiju (Gerber, 1970.). U prirodnim i eksperimentalnim infekcijama
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dokazano je smanje broja leukocita tokom celog perioda bolesti dok je broj eritrocita smanjen
samo na pocetku bolesti (Krumrych i sar., 1999.). Leukogram tipicno pokazuje leukopeniju
koja obi¢no nastaje kao posledica neutropenije i limfopenije sa trajanjem od 3 do 5 dana
(Nelson, 1995.). Neutropenija nije uobicajeni nalaz a odnos neutrofili/limfociti je obi¢no
povec¢an tokom ovog perioda (Matroshovich i1 sar., 2004.). Monocitoza tokom rane

kovalescencije je varijabilni nalaz (Martin i sar., 1959.).

2.4.3. Hronicne bolesti koje mogu nastati kao posledica influence

Infekcije i1 zapaljenja donjeg dela respiratornog trakta su ceste kod konja. Iako se
etioloski mogu razlikovati, klinicka slika im je ¢esto zajedni¢ka. Ona moze biti ograni¢ena na
netolerantnost na trening, loSe performanse, ili oboleli konji mogu kasljati ili imati bilateralni
nosni iscedak za vreme ili odmah posle vezbanja. Kako bolest napreduje klini¢ki znaci mogu
napredovati u razlicim pravcima tako da mozZe nastati kombinacija nekoliko klini¢kih
znakova koji mogu obuhvatati groznicu, anoreksiju, depresiju, bilateralni nosni iscedak,
kasSalj, gubitak teZine, tahipneju, i respiratorni distres (Giguére, 2010.). Inflamacija niskog
stepena malih disajnih puteva je prepoznata kao Cest uzrok loSeg rada kod mladih i srednje
starih sportskih konja. Tek od nedavno je uspostavljena razlika izmedu rekurentne opstrukcije
disajnih puteva (eng. RAO) i inflamatornog oboljenja disajnih puteva (eng. IAD) (Mazan,
2010.). Rekurentna opstrukcija disajnih puteva je jedna od najstarijih poznatih bolesti konja
ali njena patogeneza i etiologija jo§ uvek nisu razjasnjene (Wysocka i Klucinski, 2014.),
bolest se ¢esto definiSe 1 kao hroni¢ni alergijski bronhitis. Bolest je dijagnostikovana kod
zivotinja starijih od 6 godina i smatra se da ima naslednu osnovu (Gerber i sar., 2009.). Prema
koncenzusu iz 2007. (Couetil i sar., 2007.) inflamatorno oboljenje disajnih puteva je
neinfektivno, hroni¢no oboljenje donjih partija disajnih puteva koje se karakteriSe loSim
sportskim rezultatima i kasljem bez dispeneje. Etiologija je za sada nepoznata, ali infektivni
agensi 1 alergeni nisu iskljuceni (Laus 1 sar., 2009.).

Neki autori sugeriSu da su hroni¢na opstruktivna bolest pluéa (eng. COPD),
rekurentna opstrukcija disajnih puteva (RAO), alergijska bolest disajnih puteva, inflamatorno
oboljenje disajnih puteva (IAD), bolest malih disajnih puteva, reaktivna bolest disajnih

puteva, bronhitis i bronhiolitis deo istog entiteta i ovi termini mogu biti tretirani kao manje ili
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viSe adekvatani za opisivanje ove upale (Robinson, 2008.). Patogeneza inflamatornog
oboljenja disajnih puteva je slabo definisana. Mnostvo etioloskih faktora moze biti ukljuc¢eno
i njihov relativni doprinos razvoju bolesti varira izmedu razli¢itih populacija konja a na
osnovu ishrane, smestaja i preventivne medicine prakse kao razlicite distribucije infektivnih
agenasa i genetskih uticaja (Laurent i sar., 2007.).

Neki autori istiu da su za nastanak hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (COPD)
najvaznije virusne i bakterijske infekcije, $to je kod ljudi i potvrdeno (Trailovi¢ i sar., 2011.).
Naime, poznato je da virusne i bakterijske infekcije dovode do ostecenja disajnog epitela, a
time 1 do povecane reaktivnosti bronhija, prodiranja alergena i iritanata. Preosetljivost na
alergene, dakle, moze nastati kao posledica prethodnih nelecenih ili nedovoljno izlecenih
bakterijskih i virusnih infekcija.

Inflamatorni odgovor je pra¢en povecanjem nivoa histamina u bronhoalveolarnoj
teCnosti, poveéanjem nivoa inflamatornih medijatora u plazmi - tromboksana i 15-
hidroksieikosatetraenoicidne kiseline (15-HETE) i smanjenje u proizvodnji prostaglandina
(PG) E2 od strane respiratorne mukoze (Robinson, 2008.; Robinson i sar., 1996.).

Neinfektivni agensi imaju verovatno centralnu ulogu u razvoju hroni¢nih oboljenja
plu¢a. Konji smeSteni u S$talama su potencijalno izlozeni visokim koncentracijama
erosolizovanih Cestica 1 gasova i to kumulativno. Nekoliko studija je identifikovalo uvodenje
konja u Stalu kao faktor rizika za pojavu inflamatornih oboljenja disajnih puteva (Clarke,
1987.) zajedno sa visokim koncentracijama praSine koja je ¢esta u okruZenju konvencionalnih
Stala (Laurent 1 sar., 2007.; McGorum i sar., 1998.).

Histoloski nalazi u konja sa bronhopneumonijom ukljuuju kontaminirana pluca sa
brojnim intra alveolarnim 1 nesto manje brojnim intrabronhiolarnim neutrofilima pomesSanih
sa makrofazima, fibrinom, i akutnim hemoragijama (DebRoy i sar., 2008.). Studije
sprovedene na klanicima su pokazale da postoji 1 do 37% konja sa histopatoloskim dokazima
upale disajnih puteva (Derksen i sar., 1989.; Winder i sar., 1991.). Takode, prisustvo mukusa
je dijagnostikovano u visokom nivou, skoro kod svih konja (94,12%) sa hroni¢nom

opstruktivnom boles¢u pluc¢a (Marinkovi¢ i sar., 2007.).
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2.4.4. Patogenost virusa influence kod kopitara

Epidemija iz 2003. godine dovela je do ponovnog ispitivanja potencijalnog uticaja
ograni¢enog antigenskog drifta na efikasnost vakcine i otvorio mnoga pitanja o drugim
faktorima, kao Sto je patogenost, koja moze definisati epidemijski potencijal jednog soja
virusa influence. Tokom epidemije, bilo je izveStaja o neuobifajeno teskoj klinickoj slici,
posebno se radilo o kasalju kod nevakcinisanih zivotinja pa ¢ak i medu vakcinisanim
zivotinjama (Newton i sar., 2006.).

Klinicka slika kod nevakcinisanih kontrolnih Zivotinja tokom eksperimentalne
vakcinacije moze da varira u zavisnosti od soja koriS¢enog u eksperimentalnoj infekciji (Daly
i sar., 2011.).

U svakoj od ovih studija, infekcija je izazvana preko aerosola, koris¢enjem DeVilbis-
ovog nebulajzera. Nazofaringealni brisevi su koris¢eni za detekciju izlu¢ivanja virusa
(deternimacija pomocu izolacije virusa je radena na embrioniranim kokoSijim jajima)
svakodnevno su uzimani uzorci tokom 10 dana a klinicki znaci, ukljucujuéi i kasalj i1 rektalnu
temperaturu, svakodnevno su praceni tokom 14 dana nakon infekcije.

Ovo zapazanje su podrzali prikupljenji podaci iz 14 studija koje ukljucuju cetiri

razliita prototipa sojeva virusa influence kopitara (tabela 2).
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Tabela 2. DuZina trajanja izlucivanja virusa i klinickih znakova posle
eksperimentalne infekcije ponija sa razli¢itim konjski H3N8 sojevima virusa influence

(Daly i sar., 2010.).

) . Srednje trajanje u danima (95% intervali
Osnovne informacije

poverenja)®
o , Broj Izlucivanje ) y
Soj virusa Doze N ] Pireksija Kasalj
Ponija virusa
Sussek/1989 8,6 31 5,1(4.86-5.34) 4,9 (4.03-5.77) 4,9 (3.82-5.98)

Newmarket/1/93 | 8.9/9.0 21 | 53(4.86-5.74) 2,1(1.22-2.98) 2,6 (1.38-3.82)
Newmarket/2/93 | 10,5 22 | 4,8(4.03-557) 19(1.01-2.79) 2,9 (1.36-4.44)
Newmarket/5/03 | 8,9 17 | 52(4.61-5.79) 3,6 (2.05-5.15) 10,4 (9.22-11.58)

non-preklapaju 95% intervali poverenja ukazuju statisticki znacajnu razliku u parametru izmedu
sojeva

% Log 10 50% jajnih infektivne doze u aerosolu inokuluma.

Iako postoje ograni¢enja kod uporedivanja podataka iz razli¢itih studija koje su
sprovedene u razli¢itim vremenima uz kori$éenje razli¢itih doza virusa, nije bilo znacajne
razlike u duZzini trajanja izluc¢ivanja virusa izmedu sojeva. Nasuprot tome, period pireksije
izazvan sa dva izolata iz 1993.godine je bio kra¢i nego kod sojeva iz 1989. i 2003. godine.
Osim toga, izvesStaji sa terena tokom epidemije iz 2003. godine govore da je kaSalj bio
najznacajniji simptom infekcije (Newton 1 sar., 2006.), S§to je potvrdeno znaajno duZim
trajanjem kaslja posle eksperimentalne infekcije sa sojem Newmarket/5/03 u poredenju sa tri
starija izolata (Tabela 2).

Wattrang i sar. (2003) ispitivali su produkciju citokina povezanih sa pro-inflamatornih
imunskim odgovorom kod dve grupe od po 10 ponija inficiranih sa sojevima Sussex/1989 ili
Newmarket/2/93. Kao §to se ocekivalo, na osnovu ranijih zapazanja, poniji zaraZeni sa sojem
Sussex/1989 ispoljavali su najizraZenije klinicke znake (Wattrang i sar., 2003.). Aktivnost
interferona tipa | je detektovana u nosnog sekretu svih ponija inficiranih sa Sussex/1989, ali
samo kod dva ponija zarazenih sa Newmarket/2/93. Aktivnost IL-6 je detektovan u nosnom
sekretu kod svih ponija pocevsi od drugog dana pa nadalje, ali je ta aktivnost IL-6 bila
znacajno viSa kod posmatranih ponija zarazenih sa sojem Sussex/1989 (Wattrang i sar.,

2003.). Ovo podrzava tvrdnju da su, kao Sto je slucaj sa virusom influence kod drugih vrsta
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(van Reeth, 2000.), klinicki znaci infekcije povezani sa trajanjem i1 nivoom citokina, vise
nego sa nivoom virusne replikacije.

Oba soja izolovana u Njumarketu 1993. godine, uprkos tome $to su iz razli¢itih linija
prema filogenetskoj analizi HA gena, bila su iz manjih epidemija kada su oboleli samo konji
u jednoj ili dve Stale. Nasuprot tome, dva soja koji su prouzrokovala tezu klinicku bolest
(Sussex/1989 i Newmarket/5/03) bili su reprezentativni sojevi koji su izazvali Siroko
rasprostranjene epidemije Sirom Evrope, ali su takode pripadali razli¢itim linijama HA. Ovo
sugeriSe da iako karakterizacija HA virusa moze da ukaze da li moze do¢i do proboja
vakcinalne zaStite, to nije nuzni pokazatelj patogenosti virusa i/ili njegove sposobnosti za
Sirenje. Patogenost virusa je multigenetska osobina (Wright 1 sar., 2007.), tako da se
sekvenciranje drugih gena, pored kodiranja HA, sve viSe primenjuje u nadzoru humane i

influence kopitara.

2.5. Postupak uzorkovanja krvi i nazalnih briseva

Uzorke treba uzeti ubrzo posle pojave klinickih znakova a najkasnije 6 dana od
njihove pojave jer posle toga nastaje potpuna decilizacija gornjih partija respiratornog trakta
pa je tesko pronaci virus u tom periodu. Pod uzorcima se misli na uzorke nazofaringealnog
brisa i uzorke krvi. Kod izbora grla za uzorkovanje treba birati konje sa najakutnijim i
najtezim znacima bolesti, a to su obi¢no mladi nevakcinisani konji. Takode treba obratiti
paznju na sumnjive subklini¢ki inficirane virusonos$e, npr. novi konj u §tali, konji vraceni sa
trka, izloZbi i sl. Sto se ti¢e broja uzoraka, treba znati da je pozitivana dijagnoza postavljena
kod jednog obolelog konja dovoljna da se po¢ne primenjivati strategija za spreCavanje zaraze.

Nazofaringealni bris treba uzeti sa bilo kojeg konja koji pokazuje klinicke znake
bolesti. Nevakcinisani konji, odnosno konji bez zastitnih antitela, ¢e produkovati velike
koliCine virusa u respiratornim sekretima tokom 4 do 10 dana, dok ¢e konji koji su prethodno
bili izloZeni virusnim antigenima, bilo vakcinalnim ili nakon prirodne infekcije sa divljim
sojevima virusa influence, produkovati manje koli¢ine virusa i to tokom kra¢eg vremena
(Van Maanen i Cullinane, 2002.). Najbolje je bris uzeti u roku od 24 sata nakon pojave
groznice 1 to zajedno sa ¢elijama mukoze, jer se visoke koncentracije virusa nalaze unutar

¢elija sluzokoze. Nazofaringealni bris se stavlja direktno u transportni medijim za viruse, koji
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sadrzi tele¢i serum i antimikrobna sredstava. Ako se bris nemoze testirati odmah, uzorak
treba ohladiti na temperaturu frizidera i testirati u roku od 24 sata, ili zamrznuti ako ¢e
procedura trajati duze od 24 sata.

U uzorcima koji su dobijeni bronhoalveolarnom lavazom 1 transtrahealnom
aspiracijom mogu se dokazati virusi izolacijom ili detekcijom virusnih antigena, medutim
ovi testovi se ne koriste u rutinskoj dijagnostici influence kopitara. Postoje jeftinije i manje
invazivne procedure za dijagnostiku infekcije virusom influence. Citologija i bakterijske
kulture mogu biti znacajne ako se razvije sekundarna bakterijska infekcija ili postoji sumnja

na postojanje inflamatornog procesa.

2.6. Dijagnostika

Influenca ima karakteristiku da se §iri brzo, dakle, veterinari moraju delovati brzo ¢im
se postavi sumnja na infekciju, kako bi se sprecila moguénost Sirenja bolesti (Myers i Wilson,
2006). Brza i pouzdana dijagnostika odnosno izolacija sumnjivih jedinki predstavljaju prvu
liniju odbrane protiv epidemija influence kopitara. Prepoznavanje klini¢kih znakova
(groznica, depresija, oStar kaSalj 1 sekret iz nosa) uz poznavanje epizotioloSkih podataka daje
osnov za rano otkrivanje infekcije. U nekim slucajevima kasalj 1 brzo Sirenje simptoma kaslja
u grupi konja koji su ili nevakcinisani protiv virusa influence ili nisu bili u kontaktu sa
virusom influence mogu jasno ukazati na influencu (Kobluk i sar., 1995). Cinjenice na koje
treba obratiti paznju tokom epizotioloske ankete obuhvataju vakcinalni status, starost konja,
zoohigijenske uslove, 1 moguc¢nost nedavnog izlaganja virusu - putovanja, izlozbe, trke, novi
konj u Stali 1 sl. Konacna dijagnoza se moZe postaviti kroz razli¢ite korake, koji obuhvataju
klini¢ki pregled, brzi terenski test, hematoloSki nalaz i nekoliko razli¢itih seroloSkih i
izolacionih testova.

Nekoliko dijagnostickih testova je dostupno za identifikaciju virusnog antigena. Brzi
testovi poput Directigen™ Flu A ELISA (Becton Dickinson, Kanada) testa detektuju
prisustvo nukleoproteinskog antigena, a rezultati se dobijaju u roku od 15 minuta. PCR
(Polimeraze Chain Reaction) tehnike omoguc¢avaju identifikaciju virusa u roku od 24 do 48
sati, dok je za izolaciju virusa potrebno nekoliko dana do nedelja. Studije pokazuju da je od

svih testova PCR najsenzitivniji (Quinlivan i sar., 2004.). Neki autori (Chambers i sar., 1994.)
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tvrde da je izolacija virusa osetljivija od ELISA testa, dok su drugi autori (Morley i sar.,
1995.) imali poteSkoce u izolaciji virusa u epidemiji, ali su ELISA testom dokazali prisustvo
virusnog antigena. Smrzavanjem uzoraka smanjuje se i osetljivost izolacije virusa, medutim,
na PCR i ELISA test smrzavanje ¢e minimalno uticati jer oni mogu da detektuju i ne viabilni

virus, odnosno virusne antigene.

2.6.1. Hematologija

Kompletna krvna slika moZe pomo¢i u dijagnostici pokazivanjem jasnog trenda u
odredenim klju¢nim trenutcima toka oboljenja, ali ima najvecu vrednost u determinisanju
prisustva sekundarnih bakterijskih respiratornih patogena (Kobluk i sar., 1995). Hematoloski
nalaz u ranim fazama oboljenja moze otkriti blagu do umerenu normocitnu, normohromnu
anemiju i1 leukopeniju sa umerenom do izrazenom limfopenijom koja se odrzava tokom 1 do
5 dana (Myers i Wilson, 2006.). Monocitoza se moze javiti u ranim fazama oboljenja.
Ukoliko se javi sekundarna bakterijska infekcija dolazi do promenljive leukocitoze sa
umerenom neutrofilijom 1 to obi¢no izmedu 3 1 7 dana, sa skretanjem u levo.

Ako se radi ispitivanje enzima koji se mogu nac¢i u krvi, moze se detektovati
povisSenje misiénih enzima kao §to su kreatin fosfokinaza ili aspartat transferaza ako se kod
konja javlja bolnost u miSi¢ima (Kobluk 1 sar., 1995). Fibrinogen je uglavnom u okviru
fizioloskih granica, osim u teskim slucajevima sa sekundarnom bakterijskom infekcijom.
Amiloid kao protein u serumu je osetljiv inflamatorni marker koji se povecava tokom prvih
48 sati od infekcije a vraca se na bazalni nivo tokom perioda od 11 do 22 dana. Nivo proteina
u serumu amiloida priblizno odgovara tezini infekcije (Hulten i sar. 1999.). Biohemijski
parametri krvi bi trebalo da budu u okviru fizioloSkih granica osim ako zivotinja nije
pretrpela komplikacije kao $to su dehidracija i1 inapetanca koja rezultira poremecajem
metabolizma elektrolita i povecanju indirektne koncentracija bilirubina. Povecanje
koncentracije miSiénih enzima kao Sto su kreatin kinaza, aspartat aminotransferaza i laktat
dehidrogenaza javlja se kod onih konja koji razviju miozitis (Myers i Wilson, 2006.). Oboleli
konji ¢esto pokazuju znake ukocenosti misic¢a ili upale misica, a postoji 1 rizik od razvijanja
teSke rabdomiolize, mioglobinurije, i miokarditisa ako se konji koriste za obavljanje teSkih

radova.
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2.6.2. Seroloski testovi

Infekcija sa virusom influence moze se otkriti seroloSkim testovima na uparenim
serumima i pradenjem porasta titra specificnih antitela. Neki smatraju da analiza parnih
seruma ima samo istorijski znacaj, posebno kada postoje PCR, ELISA i izolacija virusa, ali je
to i sada bio - dijagnosti¢ka tehnika izbora i rutinski se koristi u dijagnostici influence. Prvi
od dva uparena uzorka seruma uzima se ve¢ u toku bolesti (akutne faza) 1 to Sto ranije
moguce, a drugi uzorak seruma se uzima nakon 2 nedelje (rekovalescentna faza). Serum uzet
tokom akutne faze treba zamrznuti i ispitivati zajedno sa drugim uzorkom, kako bi se smanjio
uticaj varijabilnosti izmedu testova. Nedavno vakcinisani konji mogu imati antitela koja ne
preveniraju infekciju ili dalje prenoSenje virusa, ali mogu da kompromituju seroloSku
dijagnostiku (Kobluk i sar., 1995). Mladi konji koji su manje imunoloski sposobni mogu biti
korisniji za serolosko uzorkovanje ako su u kontaktu sa konjima koji su izloZeni epizotiji jer
je kod njih verovatnije da ¢e do¢i do Cetvorostrukog ili veceg povecanja titra antitela.

Titar antitela moze se meriti koriS¢enjem nekoliko testova i to testom inhibicije
hemaglutinacije (HI) odnosno reakcija inhibicije hemaglutinacije (RIHA), virus
neutralizuju¢éim testom (VN), ili radijalnom hemolizom (SRH). Prema uputstvima
Medunarodne organizacije za zaStitu zdravlja Zzivotinja (OIE) postoje dve jednostavne
metode, a to su test inhibicije hemaglutinacije (HI) i singl radijalna hemoliza (SRH), svaki
jednako efikasan i u Sirokoj upotrebi, ali se moze koristiti 1 test fiksacije komplementa (CF)
koji nije u opstoj upotrebi (OIE, 2015.).

Ako je moguce, izolati od nedavnih slucajeva treba da bude uklju€eni. Zamrznuti post
infektivni konjski antiserumi protiv A/eg/Newmarket/77 (H7N7), Aleg/Newmarket/1/93
(Americka linija H3N8), A/eq/Newmarket/2/93 (Evropska linija H3N8), A/eq/South
Africa/4/03 (Florida grana 1, podlinija americke linije) 1 influenca negativan konjski serum,
su dostupni kod Evropske direkcije za kvalitet medikamenata (EDQM). Ovim serumima su
dodeljene SRH vrednosti preko internacionalne studije saradnje i mogu se koristiti kao
primarna serumska referenca za testove (Daly i sar., 2007, Mamford, 2000.).

Potvrda influence se dobija kada je titar u drugom uzorku cetiri ili viSe puta vec¢i od
akutnog titra (HI i VN testovi) ili ako je povecan za 50% ili 25 mm? za SRH test (Wood i
sar., 1994.). Ukoliko se radi jednostuko testiranje testom inhibicije hemaglutinacije

pozitivnim se smatraju rezultati > 10 (Boliar i sar., 2006.). Tumacenje rezultata moze biti
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komplikovano kod konja koji ve¢ imaju visok vakcinalni titar ili su prethodno bili u kontaktu
sa virusu, ili ako se kasni sa uzimanjem uzorka u akutnoj fazi. SRH test je reproducibilniji i
komplikovaniji za rutinsku dijagnostiku i to zbog svakodnevne standardizacije i
standardizacije potrebnih reagenasa, 1 manje se koristi u rutinskoj seroloskoj dijagnostici
influence kopitara od HI testa. Razvijen je i standardizovan ELISA test za detekciju antitela
protiv hemaglutinina virusa influence; $to ¢e zajedno sa HI testom povecati osetljivost i
specificnost seroloskih testova u potvrdnoj klini¢koj dijagnozi influence kopitara. (Sugiura i
sar., 2001.). Razvijeni su i standardizovani testovi za dokaz antitela prema nestrukturnim
proteinskim antigenima virusa influence kao Sto je NS1 (Ozaki i sar. 2001.). Antitela na NS1
anitgen se ne proizvode nakon vakcinacije; tako da se ovaj test moze koristiti za razlikovanje

vakcinisanih od nevakcinisanih konja.

2.6.3. Brzi test — Direktigen Flu A test

Enzim-linked immunosorbent Assay (ELISA) - test za dijagnostiku virusa influence je
prvobitno razvijen za ispitivanje epidemija gripa kod ljudi, a primenjuje sa uspehom za
dijagnozu influence kod kopitara. Direktigen Flu A ELISA detektuje virusni nukleoprotein iz
uzoraka nazofaringealnog brisa pomocu enzim-konjugovanih monoklonskih antitela.
Direktigen test je manje osetljiv na niske titre virusa, npr. kod delimi¢no imunih konja, kod
onih sa blagom klini€¢kom slikom 1 kod onih koji izlucuju nizak nivo virusa. Tako pojedini
autori (Chamber, 1994.) navode; da se ovim testom moze otkriti 90% inficiranih grla kada se
uzorkovanje obavlja u ranoj fazi bolesti. Drugi autori (Quinlivan i sar., 2004.) su
identifikovali virus u 100% slucajeva kod inficiranih Zdrebadi sa Evropskom sojem virusa
H3NS8, i pri tom nisu utvrdili visoku korelaciju izmedu koli¢ine virusa u brisevima i
sposobnosti Direktigen test za otkrivanje virusa. Studije kod ljudi su utvrdile da je
dijagnosticka osetljivost testa poboljSana kada se u uzorku nalaze i zarazene cCelije sluzokoze
(Myers i Wilson, 2006.). Posebna prednost ovakvog testa je $to se rezultati dobijaju u roku od
15 minuta od postavljanja testa. Medutim, negativan rezultat definitivno ne iskljucuje

prisustvo virusa influence.
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Uprkos ovim nedostacima, u situaciji u kojoj je potrebno analizirati vise uzoraka,
antigen-capture ELISA je metod izbora za brzu detekciju virusa jer se osetljivost ove metode

povecava sa ve¢im brojem analiziranih uzoraka.

2.6.4. Lancana reakcija polimeraze - PCR (Polymerase chain reaction)

Lancana reakcija polimeraze (PCR) - otkriva segmente od virusne RNK iz
nazofaringealnog brisa. Pritome je veoma osetljiv test koji se sve vise koristi u praksi. Jedna
od prepreka za Sire koriS¢enje PCR-a moZe biti njegova cena. NajceSc¢e koriSteni materijal za
analizu predstavlja nosni sekret.

Real-time Light Cycler RT-PCR kori$¢enjem prajmera M52C (5'-CTT-CTA-ACC-
GAG-GTC-GAA-ACG-3 ") i M253R (5-AGG-OKU-TTT-TGG-ACA-AAG-CGT-CTA-3 ")
dizajniran je tako da amplificira 244 bazna para nukleotida od 32 do 276 para u matriks
detekciju pozitivnih uzoraka iz virusne kulture u jajima ili otkrivanje nukleoproteina
koriS¢enjem kompleta za detekciju humane influence (Tu 1 sar., 2009). Kombinacijom RT-
PCR testa, baziranog na matriks genu a koji je razvijen za detekciju Sirokog spektra sojeva
stvoren je visoko propusni test koji se koristio u masovnom skrining programu kod konja
tokom programa iskorenjavanja influence u Australiji tokom 2007. godine (Foord i sar.,
2009.). Ova vrsta tehnologije se stalno razvija.

TagMan ® real-time RT-PCR testovi specificni za H3N8 i H7N7 suptipove influenca
A virusa koji se pojavljuju kod konja su komercijalizovani RT-PCR kit-ovi za detekciju
influence konja (Lu i dr., 2009). Ovi RT-PCR testovi jo§ nisu potvrdeni u skladu sa
validacijom testova usvojenom od stane Medunarodne organizacije za zaStitu zdravlja
zivotinja (OIE) (OIE, 2012). Iako se genetska sekvenca izolata moze izvesti iz PCR testova
veoma je bitno da se izolat infektivnog virusa dalje testira da bi se ispitala svojstva novih
antigenskih izolata 1 izvrSila evaluacija antigenskog drifta na terenu.

Reverzna transkriptaza - PCR (RT-PCR) tehnika obuhvata kori$¢enje PCR sa jednim
setom prajmera iz nukleoproteina gena i jednim setom prajmera sa matricom gena. Ove

tehnike su uporedivali Quinlivan i saradnici (2004.), koji su utvrdili da je osetljivija metoda
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kada se koristi jedan set prajmera. Ovaj metod je takode manje podlozan kontaminaciji. Za
PCR je utvrdeno da ima ekvivalentnu ili vecu osetljivost od virusne izolacije. RT-PCR se
koristi za sekvenciranje celog virusa, omogucavajuci na taj nacin da se utvrdi suptip i soj.
Ova tehnologija se moze uspeSno koristiti u programima nadzora pogotovu kada postoje
teSkoce sa izolacijom virusa.

Analizom pojedinih metoda dijagnostike drugi autori dobili su razlicite rezultate kada
se uporede razli¢ite metode, tako su Pasick i saradnici (2007.) dobili pozitivan nalaz antitela
na NP influenca A virusa kod gusaka i to kod 10 od 12 jedinki a kod jedne vrlo visoke titrove
sa HI testom ali su svi brisevi obradeni sa RT-PCR bili negativni sa zakljuckom da se u
trenutku uzimanja uzoraka nije radilo o aktivnoj infekciji. Takode drugi autori su ima sli¢ne
PCR negativne pacijente kod kojih je dokazan HI testom znacajan porast titra antitela na
influence tipa A ali je PCR bio negativan (Wallace i sar., 2004.).

Imuno-PCR tehnika kombinuje ELISA test sa PCR u cilju detekcije nestrukturalnog
NS1 protein i hemaglutinina virusa influence (Ozaki i sar. 2001.). Ustanovljeno je da imuno-
PCR ima vecu osetljivost nego RT-PCR. Ovaj test ipak nije u potpunosti razvijen i verovatno

predstavlja buduénost ove dijagnostike.

2.6.5. lzolacija virusa

Izolacija virusa predstavlja dokazivanje virusa iz nazofaringealnog brisa, koji je
transportovan u virusnom transportnom medijumu, i to inokulacijom i inkubacijom na
embrioniranim kokosijim jajima ili pasazom preko kulture ¢elija bubrega psa Madin-Darby
Canine Kindey Cells (MDCKC). Sekret iz respiratornog trakta se moze dobiti uz pomoé
nazalnog brisa, traheobrahijalnog aspirata ili faringealnog brisa. Sirenje virusa koincidira sa
inicijalnom pojavom febre 1 moZe stati sa pojavom karakteristi¢nih klinickih znakova (Beech,
1991.). Uspesnost izolacije moze se poboljsati uzorkovanjem od mladih konja kao i od konja
za koje se sumnja da su bili u dodiru sa virusom ali jo§ nisu ispoljili karakteristi¢nu klini¢ku
sliku.

Izolacija virusa influence kopitara se najuspesnije vrsi na 10-11 dana starim pile¢im
embrionima. Jaja se inokuliSu sa 100 ul uzorka virusa u razli¢itim razredenjima direktno u

alantoisnu Supljinu a otvor se zacepljuje voskom. Jaja se zatim inkubiraju 2 dana, a potom se
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prebacuju na 4 °C tokom 4 sata pre nego Sto se moze prikupiti virusna suspenzija (Newton
2008.).

Kada se radi sa embrioniranim jajima virus se otkriva pomocu metoda
hemaglutinacije u okviru amniona ili alantoisa inficiranih jaja. ldentitet virusa se zatim
potvrduje testom inhibicije hemaglutinacije koriste¢enjem specificnog antiseruma za H3N8 i
H7N7 virus. Izolacija virusa moze biti korisna kada su drugi postupci kao §to su ELISA ili
PCR nedostupni, medutim, na rezultate se obi¢no ¢eka nekoliko dana pa cak i nedelja.
Izolacija virusa je jedina dijagnosticka procedura kojom se virus moze okarakterisati
antigenski 1 genetski. Ovo je od vitalnog znacaja za nadzor antigenskog drifta i Sifta i moze
dati veoma vazne podatke neophodne za izradu i azuriranje vakcina. Ovde ipak treba biti

oprezan jer se mutacija moze desiti i tokom procesa izolacije virusa.

2.7. Vakcinacija

Rutinska vakcinacija je primarni metod preventive influence kako u individualnom
drzanju tako i u velikim populacijama kopitara. Potrebno je da oko 70% kopitara u datoj
populaciji bude potpuno imunizovano da bi se preveniralo izbijanje epizotije influence
(Baker JD, 1986.). Smatra se da uspeh vakcinacije zavisi i od dobi zdrebadi prilikom prve
imunizacije kako bi se uspostavio adekvatan nivo antitela (Fougerolle i sar., 2015.).

Vakcina koja se koristi u borbi protiv virusa influence predstavlja inaktivisanu
vakcinu sa dva soja koja moze biti kombinovana sa vakcinom protiv drugih virusa znacajnih
za kopitare. Vakcinacija je preporuceni metod borbe protiv infekcija a zastita se obezbeduje
preko neutraliSu¢ih antitela (Masi¢ i sar., 2014.). Vakcinacija je klju¢ za kontrolu virusa
influence A i mnoge zemlje sprovode obavezne programe vakcinacije za sportske konje
(Perglione, 2015.). Vecina velikih organizacija u svetu a koje se bave trkama punokrvnjaka
imaju obavezne politike vakcinacije kako bi se smanjio ekonomski uticaj epidemija virusa
ekvine influence.

Uprkos opseznoj upotrebi vakcina, izbijanje bolesti se belezi 1 dalje (Bountouri i sar.,
2011.). Usled antigenskog drifta izmedu vakcinalnog i cikluSu¢eg soja moguca je pojava
klini¢kih znakova oboljenja i kod vakcinisanih i kod nevakcinisanih Zivotinja (Barbi¢ i sar.,

2009). Antigenski drift kompromituje efikasnost vakcina kao sposobnost vakcinalnih antitela
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da prepoznaju terenski virus a samim time da Stite zivotinju od klinickih bolesti i da smanjuju
Sirenje virusa (Gildea i sar., 2013.).

Drugi autori navode epizotiju iz 2003. godine u Velikoj Britaniji, kada je utvrdeno da
je uzrok Klinickih respiratornih oboljenja medu vakcinisanim i nevakcinisanim konjima
razli¢itih rasa i tipova na najmanje 12 lokacija u 21 Stali sa oko 1300 trka¢nih konja bio
ekvini influence virusa (Newton i sar, 2006.). Isti autori navode da je tom prilikom bilo i
konja koji su vakcinisani tokom trethodna tri meseca sa vakcinom koja je sadrzala
reprezentativne evropske (A/eq/Newmarket/2/93) i americke (A/eq/Newmarket/1/93) linije
H3N8 suptipa influenza A virusa ali je cirkuliSuci virus bio mnogo blizi Americkoj subliniji
Kentucky/5/02, samim tim doslo je i oboljevanja velikog broja konja. U drugima sluc¢ajevima
unosa novog virusa iz Florida sublinije, koji se pojavio u Japanu 2007. godine i koji je
izazvao morbiditet od 12,8% a epizotija je trajala 2 nedelje, vakcina je delimi¢mo zbog
krosreaktivnosti zastitila konja i smanjila morbiditet (Yamanaka, 2008.). Kod konja u
Svedskoj 2011. godine, indetifikovani su virusi iz klada 1 i klada 2 Florida sublinije, koji su
uneseni transportom konja, a koji su se Sirili kroz nevakcinisane mlade konje ali su i kod
vakcinisanih konja izazivali klini¢ke znake respiratornog oboljenja (Back i sar., 2016.).

Vakcina se smatra generalno sigurnom ali konje ne treba vakcinisati najmanje 14 dana
pre vaznih takmicenja kako bi se izbegle post vakcinalne reakcije koje mogu uticati na

takmicarske performanse (Kobluk i sar., 1995.).

2.7.1. Uticaj antigenskog drifta na efikasnost vakcinacije

Antigenski drift predstavlja promenu amino kiselina u povrsinskim glukoproteina.
Suptilno nasumi¢no pojavljivanje mutacije menja strukturu proteina, tako da, tokom
vremena, ona postaje sve neprepoznatljivija za antitela domacina razvijena protiv ranijeg
soja. Testovi koji se rutinski koriste za merenje nivoa antitela oslanjaju se na vezivanje
antitela za antigen. Neka antitela razvijena protiv jednog virusa mogu se vezati za drugi virus
na odredenim lokacijama udaljenim od mesta za vezivanje receptora, ali ova kros-reaktivna
antitela su mnogo manje efikasna u neutralizaciji virusa nego soj specifi¢na antitela (Haaheim
i Schild, 1980.). Ukoliko je zivotinja inficirana sa dva ili vi$e virusa moze do¢i do produkcije

znacajno genetski drugacijih novih virusa (slika 16), u ovom dogadaju ¢elije su inficirane sa
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dva ili viSe razliita virusa, a razmena RNK segmenata izmedu virusa dozvoljava da
generacija progenih virusa sadrzi novu kombinaciju gena, tako u teoriji nasumicna
inkorporacija RNK segmenata moze dovesti do kreacije 254 nove genetske kombinacije od
dva roditeljska virusa (Sellon i Long, 2013.). Ako se dovoljno promena desi na antigenskim
mestima (koja se nalaze oko mesta za vezivanje receptora), virus moze izbe¢i neutralizaciju
(Daly i sar., 2011.) Promene aminokiselinskog sastava na antigenskim mestima na molekulu
hemaglutinina (HA) znace da antitela koja su nastala u prethodnim infekcijama ili posle
vakcinacije viSe nisu u stanju da neutraliSu virus blokiranjem receptora (slika 17), HA
struktura ljudskog virusa gripa H3N2 je vizuezalizovana koriste¢i RasMol gde tri HA
monomera kombinuju se tako da formiraju Spicast (tzv. spajk) glukoprotein koji se projektuje
na povrsini virusa a amino kiseline na antigenskim mestima su oznacene kao bojeni molekuli
(lokacija A = pink, B = zelena, C = narandzasta, D = ljubicasta, E = crna). (Wilson i sar.,
1981.). Generalno govoreéi svinjama se pripisuje jedinstvena uloga kao vrsti kod koje dolazi

do genetickog preraspodele izmedu razlicitih virusa influence (Kapoor i Dhama, 2014.).

Selion and Long: Equine Infecious Diseases, 2 edition.
Copyright © 2014 by Saunders, Inc., an affiiate of Elsevier Inc.

Slika 16. Sematski dijagram ilustruje geneti¢ko reasortiranje (Sellon i Long, 2013.).
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Slika 17. Trodimenzionalni prikaz influenca A virusa (Wilson i sar., 1981.).

Vakcine protiv influence ljudi se preformulisu ¢esto (najcesce jednom godisnje), kako
bi se osiguralo da su u njoj predstavljeni cirkuliSuci sojevi, a sa ciljem da se izbege neuspeh
vakcine zbog antigenskog drifta. ZnaCaj antigenskog drifta za efikasnost vakcine kod
influence kopitara je takode dokazana (Newton i sar., 1999., 2000.; Daly i sar., 2003., 2004.).
Podaci iz oba polja posmatranja i studije odziva na vakcinaciju, posebno onih Kkoji
kvantitativno opisuju granicne vrednosti nivoa antitela, koriS¢eni su za podeSavanje
parametre za matematicke modele (Glass i sar., 2002.; Park i sar., 2004.; Baguelin 1 sar.,
2010.). Ovi modeli su pokazali kako male promene u sposobnost jedne vakcine da §titi protiv
infekcije sa varijantnim sojem, posmatrano na individualnog nivoa u eksperimentima, mogu
da imaju velike posledice na prenoSenje influence kopitara kada se prenesu na populacioni
nivo (Park i sar., 2004.).

Pocevsi od 1993. godine, primenjuje se globalni pristup nadzoru influence kopitara, a
usvojen je i sistem izbora vakcinalnih sojeva. Stopa antigenskog drifta za virus influence
kopitara odnosno sojeve H3N8 (Daly 1 sar., 1996.) je mnogo manja nego Sto je kod humanog
virusa influence A (Fitch i sar., 1997.), s toga vakcinalni soj nije potrebno menjati tako cesto.

Medunarodna organizacija za zaStitu zdravlja zivotinja (OIE) i Svetska zdravstvena
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organizacija (WHO), odnosno njihovi paneli eksperata su 1995. godine preporucili da sojeve
H3NS8 vakcine treba dopuniti tako da ukljucuju i sojeve Suffolk/1989 ili Newmarket/2/93 koji
predstavljaju Evroazijsku liniji i Newmarket/1/93 ili Kentucky/1994 za americku liniju (OIE,
1996.). Poslednje objavljenje promene ovih preporuka su napravljene 2004. godine, kada je
preporuceno da se americka linija sojeva dopuni sa sojevima South Africa/4/03 ili Ohio/03
(OIE 2006).

Program nadzora sojeva virusa influence kopitara je modeliran na osnovu programa
za humanu influencu, oslonac za ovaj program je analiza antigenskim razlika izmedu sojeva
inhibicije hemaglutinacije (HI). Ovaj test se zasniva na sposobnosti virusa influence da
aglutinira eritrocite i sposobnosti antiseruma zivotinja razvijenog protiv istog ili srodnih
sojeva da blokira ovu aglutinaciju (Hirst, 1942). Test HI je obezbedio neophodne podatke za
selekciju humanih sojeva virusa tokom preko 60 godina, ali kompleksne tabele podataka je
tesko protumaciti (Daly 1 sar., 2011.). Nedavno, (Smith i sar. 2004.) uspostavljen je metod
opisan kao ’’antigenska kartografija’’. Antigenske mape stvorene od podataka dobijenih od
testova HI pruzaju jednostavnu vizuelnu interpretaciju podataka i povecavaju rezoluciju
kojom virusi mogu da se razlikuju, jer se oni ne oslanjaju samo na parnu komparaciju.
Antigenska kartografija je primenjena da bi se obezbedila detaljna retrospektivna analiza
evolucije virusa humane influence H3N2 (slika 18), a sada se primenjuje i za analizu

evolucije virusa influence kopitara.
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Slika 18. Antigenska mapa virusa humane influence A (H3N2) sojeva od 1968. do 2003.
(Smith i sar., 2004).

Siroko rasprostranjena epidemija influence kopitara koja se dogodila tokom 2003.
godine osporila je predasnje koncepcije o obimu antigenskog drifta koji je potreban da bi
izazvao manju zastitu od infekcije. Tokom epidemije u Njumarketu, konji su bili inficirani
uprkos nedavnoj vakcinaciji i visokom nivou serumskih antitela (Barquero i sar., 2007.), sto
bi znacilo da je u pitanju veliki nesklad izmedu vakcinalnog i epidemijskog soja. Medutim, ta
tvrdnja se nije mogla u potpunosti potvrditi primenom aktuelnih antigenskih kriterijuma u
pogledu toga Sta predstavlja znac¢ajnu neuskladenost antigena (Newton i sar., 2006.). Dodatne
antigenske analize su bile usmerene na HA1 gen virusa iz izolata koji je rutinski sekvenciran
radi procene stepena geneticke varijabilnosti na osnovu fenotipske razlike izmedu sojeva.
Kada se uporede HAL sekvenca iz izolata iz epidemije 2003. godine sa vakcinalnim sojem

Newmarket/1/93, dolazi se do podatka da je postojalo samo pet promena koje su se mogle
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uociti, a samo dve od njih su bili na antigenskom mestu, obe na mestu B, regionu varijabilnih
aminokiselina blizu mesta za vezivanje receptora (Newton i sar., 2006.).

Nacelo koje vazi za humane sojeve glasi da je potrebeno minimum 4 - 5 promena na
najmanje dve antigenske lokacije kako bi moglo re¢i da se radi o znacajnoj razlici (Wilson i
Cox, 1990.). Medutim, nedavno je postalo jasno da je potrebno da se samo jedna ili dve
aminokiseline zamene u molekulu HA humane influence, $Sto moze imati znacajan uticaj na
antigenost soja, u zavisnosti od toga gde se oni nalaze (Jin i sar., 2005.). Dalje matemati¢ko
modeliranje podataka iz vakcinacije i razli¢itih studija o influenci kod konja dovelo je do
efektivnog reproduktivnog broja, koji predstavlja broj novih slucajeva koje zarazeno grlo
dalje inficira, u proseku, u populaciji sa meSovitom osetljivoscu, kao $to je populacija u kojoj
nisu sva grla vakcinisana. Izbijanje zaraze ¢e se potencijalno nastati ako efektivni
reproduktivni broj pocinje da prelazi 1.0, a matematicki model predvida da se ovo moze
desiti kada antigenski drift dovede do promene najmanje dve amino kiseline na antigenskim
mestima (Park i sar., 2009.).

Relativno nova laboratorijska tehnika se sve viSe koristi za istrazivanje humanih
virusa influence, a nazvana je plazmid zasnovana reverzna genetika (Neumann i sar., 1999.).
Sistem obrnute genetika za virus influence kopitara je takode razvijen (Quinlivan i sar.,
2005.). U sistemu standardne obrnute genetike, svaki od osam segmenata gena virusa
influence se klonira u plazmide pod kontrolom promotera, koji, kada se plazmid transferiSe u
odgovarajucu ¢eliju, usmerava njihovu sintezu u RNK segmentima. Transferom svih osam
plazmida u jednu celiju zajedno sa Cetiri plazmida moZe se izazvati ekspresija svakog od
virusnih proteina potrebnih da se preuzme sistem za sintezu proteina Celije i tako pokrene
direktna sinteza virusnih proteina iz RNK segmenata, ¢elija se na taj na¢in moze pretvoriti u
fabriku za sintezu virusa (slika 19). Kako se svaki virusni segment prenosi preko posebnog
plazmida, tako je relativno jednostavno da se zamene segmenti iz razli¢itih virusnih sojeva ili
da se koristite molekularne tehnike da bi se usmerenom mutagenezom uvele mutacije u
zeljeni gen. Ova tehnika se moZe koristiti za bolje razumevanje mutacija koje verovatno
imaju znacajan uticaj na epidemioloski potencijal soja virusa u nastajanju, koji moze pomo¢i

u donosenju buducih odluke o promenama antigenskog sastava vakcina.
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Slika 19. Dijagram plazmid zasnovane reverzne geneticke tehnike, koja se moZe koristiti za

sintezu viruse sa odredenim mutacijama zasticenog porekla (Daly i sar., 2011.).
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3. CILJEVI | ZADACI RADA

Na osnovu pregleda literature, postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

1. Utvrditi moguénosti koriS¢enja HI testa, Directigen testa i RT-PCR testa radi
otkrivanja inficiranih Zivotinja virusom influence

2. Utvrdi da li takve zivotinje ispoljavaju neke od klini¢kih znakova, i da se na osnovu
vakcinalnog statusa i klini¢kih znakova uporede razlike izmedu grupa Zivotinja kao i
razlike izmedu testova za dijagnostiku influence kopitara

3. Utvrditi prisustvo virusa influence kao i antitela protiv virusa influence kod

kopitara u odnosu na razli¢ite epizootioloske i klinicke manifestacije.

Na osnovu navedenih ciljeva postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Sprovesti epizootiolosku anketu 1 klini¢ki pregled konja 1 magaraca

2. lzvrsiti seroloska ispitivanja krvnih seruma konja i magaraca na prisustvo
specifi¢nih antitela prema antigenima virusa influence

3. Utvrditi prisustvo virusa influence u uzorcima briseva konja i magaraca

4. Utvrditi prevalenciju influence kod konja i magaraca

Postavljena je radna hipoteza da se ocekuje da ¢e biti otkrivene seroloski pozitivne
jedinke na influencu sa 1/ili bez karakteristi¢ne klinicke slike, kao 1 biti dokazati prisustvo

virusa kod vise obolelih konja.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Materijal

4.1.1. Osnovni podaci o geografskoj distribuciji i grupama kopitara

ukljucenih u istraZivanje

Istrazivanje je vrSeno na teritoriji AP Vojvodine, Republika Srbija. Geografska

distribucija kopitara koji su ukljuceni u istrazivanje je prikazana na karti 1.
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Karta 1.: Geografska distribucija Zivotinja koje su ukljucene u istraZivanje.
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Uzorkovanje bioloskih materijala poreklom od kopitara je obavljeno u individualnim
gazdinstvima, konjickim klubovima, kao i u velikom zapatu magaraca (Specijalnom
rezervatu prirode Zasavica). Istovremeno sa uzimanjem bioloskih uzoraka, prikupljeni su
osnovni epizootioloski podaci i bio je izvrSen klinicki pregled Zivotinja.

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 61 grlo (51 konj 1 10 magaraca). Sva grla su
bila podeljena u dve grupe na osnovu vakcinalnog statusa.

Prvu grupu su ¢inili redovno vakcinisani konji koji su prevashodno koris¢eni u
sportske svrhe. U ovoj grupi se nalazilo 10 konja. Konji iz ove grupe su dalje, posle klinickog
pregleda, podeljeni na dve podgrupe na one koje imaju neki od klini¢kog simptoma koji su
vezani za influencu 1 na one koje nemaju ove klinicke simptome. U podgrupi sa klini¢kim
simptomima je bilo 2 grla a u podgrupi bez klinickih simptoma 8 grla.

Drugu grupu su ¢inila grla koja nisu vakcinisana. U ovoj grupi se nalazio 41 konj i 10
magaraca. Grla su prethodno kori§¢ena za razli¢itu namenu (radne Zivotinje, starija grla koja
ne uestvuju u trkama i jedinke koje se koriste u rekreativne svrhe) razliCite starosti, rase,
pola. Grla iz ove grupe su dalje, posle klinickog pregleda, podeljeni na dve podgrupe na one
koje imaju neki od klinickog simptoma koji su vezani za influencu i na one koje nemaju ove
klinicke simptome. U podgrupi sa klini¢kim simptomima je bilo 11 grla a u podgrupi bez
klini¢kih simptoma 40 grla.

Kako su na osnovu klini¢kih simptoma Zivotinje dalje podeljene na podgrupe tako su
dobijene cetiri grupe: vakcinisane Zivotinje sa klinickim simptomima, vakcinisane Zivotinje
bez klinickih simptoma, nevakcinisane Zivotinje sa klinickim simptomima i nevakcinisane

zivotinje bez klini¢kih simptoma. Raspored grupa je prikazan u tabeli 3.

Tabela 3. Podela grla koja su ucestvovala u istraZivanju na grupe na osnovu vakcinalnog

statusa i klini¢kih simptoma koji se mogu povezati sa influencom.

Podela grla po vakcinalnom statusu Prema klinickom nalazu

Vakcinisana grla Sa klini¢kim simptomima

Bez klini¢kih simptoma

Nevakcinisana grla Sa klini¢kim simptomima

Bez klini¢kih simptoma
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4.1.2. Uzorkovanje biololoskih materijala poreklom od Kkopitara

ukljucenih u istraZivanje

4.1.2.1.Puna venska krv

Uzimanje uzorka pune venske krvi za analizu kompletne krvne slike izvrSeno je
punkcijom v. jugularis u epruvete od 1,3 ml sa dodatim antikoagulansom etilen diamin tetra
sir¢etna kiselina (EDTA), uz primenu principa asepse i antisepse. Odmah po uzorkovanju,
epruvete su blago promuckane 6 puta zbog dejstva antikoagulansa. Uzorci su transportovani

u laboratoriju u roku manjem od Cetiri sata.

4.1.2.2. Krvni serumi

Istovremeno sa uzimanjem uzroraka pune venske krvi sa EDTA, uzeti su i uzorci
pune venske krvi sa aktivatorom koagulacije radi izdvajanja krvnog seruma. Venepunkcija je
izvrSena na V. jugularis, uz primenu principa asepse i antisepse, a krv je uzeta u vakutajnere
od 10 ml u kojima je krv ostavljena da spontano koaguliSe. Potom su uzorci krvi
centrifugovani, na 3000 obrtaja tokom 10 minuta, radi izdvajanja krvnih seruma. Oni su
potom odliveni u eppendorf epruvete od 1,5 ml, obeleZeni i zamrznuti na -20° C za izvodenje

seroloskih pretraga.

4.1.2.3. Brisevi za RT-PCR i Direktigen test

Brisevi iz nosa uzimani su uz pomo¢ plasticnog Stapi¢a sa pamu¢nom vatom iz
kompleta za transport virusa, hlamidija, mikoplazmi i ureoplazmi proizvoda¢a Copan. Od
svake zivotinje ukljucene u istrazivanje, uzeta su dva nazalna brisa iz obe nozdrve. Prvi

nazalni bris sa transportnim medijumom je zamrznut radi izvodenja RT-PCR metode, a drugi
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nazalni bris je koriS¢en za izvodenje brzog imunohromatografskog testa u cilju dokazivanja

antigena virusa infuence kopitara.

4.1.2.4. Uzorci za patomorfoloska, patohistoloSka i citololoSka

ispitivanja

Od 61 kopitara koji su bili ukljueni u istrazivanje, uzorci za citoloska i
patohistoloSka i patomorfoloSka ispitivanja su uzeta samo od tri jedinke koje su bile iz
razli€itih etioloSkih razloga upucene na klanje.

Za citolosku analizu uziman je bris iz traheje, pre mortem, duboko intra nazalno
sterilnim plasti¢nim Stapi¢em sa vatom na kraju.

Uzorci za patohistoloska ispitivanja prikupljeni su post mortem i obuhvatili su deo
traheje, kako iz kranijalnog dela tako i od bifurkacije, deo pluca — kranijalni i kaudalni rubovi

levog 1 desnog plu¢nog krila.

4.2. Metode

4.2.1. EpizootioloSka anketa

Pre klinickog pregleda kopitara ukljuenih u istraZivanje 1 uzimanja bioloSkih
materijala poreklom od istih, prikupljeni su osnovni epizootioloski podaci i upisani u
epizootiolosku upitnik. Primer epizootioloSkog upitnika koji se koristio u istraZivanju je

prikazan na slici 20.
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Anamneza - Influenca kopitara

Materijal i metode

1. Redni broj: Vlasnik Mesto Datum
2. Vrsta Rasa [me Pol: M Z Starost
3. Poreklo: Domace Lvoz — kada odakle
4. Namena: Trkacka IzloZbena Radna Bez posebne namene Ostalo
Trke — koliko
5. Vakcinacija: Da Ne
Sema vakcinacije:
Kada je bila poslednja
6. Telesna kondicija: Mriava Normalna Ugogjena
T: Hidratacija Normalna Dehidratacija
T*° ekstremiteta: Normalna Hiadna Topla Puls: Normalan Poviien Smanjen
Sluznice: Normalne Kongestija Cijanoza Iscedak. Drugo

7. Respiratorni sistem: Broj resp.: Tip disanja: Nermalno Dyspnea

8. Kardiovaskularni: Broj otkucaja Nalaz: Normalan Drugo:
Ritam- Regularan Iregularan

9. Pregled oka: Normalan nalaz Mioza Midrijaza Konfuktivitis - Jedno Oba

10.Klini¢ka slika u ranijem periodu:

PoviSena temperatura Da Ne
Kagalj Da Ne
Otezano disanje Da Ne
Konjunktivitis Da Ne
Drugi simptomi

11 Podaci o kretanju u skorije vreme:

Trke zloZbe Sajmovi

Gde, koje i kada:

Broj gria u staji

Grla se drze: Zajedno Odvajeno Slobodno u ispustu

Kontakt sa pticama Da Ne

Slika 20. EpizootioloSka anketa

4.2.2. Klinicki pregled

Posle popunjavanja epizoozioloskog upitnika, sva grla su bila klinicki pregledana.

Klini¢ki pregled je podrazumevao opsti i specijalni klnicki pregled. KoriS¢ene su metode
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adspekcije, palpacije, perkusije i auskultacije. Prilikom pregleda je svim grlima rektalno

merena telesna temperatura.

4.2.3. Analiza kompletne krvne slike

Radi odredivanja kompletne krvne slike, koriS¢ena je metoda fotometrije
(hematoloski analajzer Idexx model VetAutoread). Za sve uzorke pune venske krvi sa EDTA
kopitara ukljuenih u ovo istrazivanje utvrdeni su slede¢i parametri kompletne krvne slike:
hematokrit, hematoglobin, srednja koncentracija hemoglobina u eritrocitu, broj leukocita,
broj granulocita, procenat granulocita, broj limfocita/monocita, procenat limfocita/monocita i

broj trombocita.

4.2.4. Test inhibicije hemaglutinacije

Kao referentni virus za HI odnosno RIHA test za suptip H7N7 koriséen je virus
influence A/Eqine/1/Prague/56 a za suptip H3N8 virus influence A/Equine/Miami/1/63. Test
je uraden na mikrotitar plocama sa U izgledom bazencica. Ispitivani krvni serumi su prosli
predtretman radi uklanjanja nespecificnih hemaglutinina, a zatim su inaktivisani na
temperaturi od 56° C tokom 30 minuta. Predtretman je obuhvatao upotrebu kaolina i
eritrocita za apsorpciju. Tretirani krvni serumi su razblazeni u PBS-u, i dodata je standardna
doza antigena (HA titar od 1/4 po bunaru za mikrotitraciju testa). Potom je izvrSeno
inkubisanje na sobnoj temperaturi (23° C + 2° C) tokom 30 minuta. Nakon neznog mesanja,
dodati su eritrociti. Rezultati testa su ocitani nakon 30 minuta. Titar HI je ocitan kao najvise
razredenje krvnog seruma koje daje potpunu inhibiciju aglutinacije. U ovom testu su
koriS¢eni eritrociti zamorca. Neaglutinirani eritrociti zamorca se pojavljuju kao "dugme™ na
dnu bunara §to moze da potraje duze vreme. Titar HI je reciprocna vrednost najveceg
razredenja koje pokazuje potpunu inhibiciju aglutinacije. Cetvorostruko ili veée povecanje

titra izmedu uparenih serumu ukazuje na nedavnu infekciju. S druge strane kao grani¢na
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vrednost pozitivnog HI testa moze se uzeti vrednost titra >10, odnosno za takve zivotinje se

smatra da su bile u dodiru sa virusom u ranijem periodu (Meijer i sar., 2006.).
Titracija hemaglutinacije

e Dodato je 25 pl PBS u sve bunare u redu mikrotitar ploce.

e Dodato je 25 pl virusa u prvi bunar zatim je generisana serija dvostrukih
razredenja preko ploce i ostavljen poslednji bunar kao negativna kontrola.

e Dodato je zatim dodatnih 25 pl PBS svim bunarima.

e Dodato je 50 ul RBC svim bunarima. Ostavljeno je na sobnoj temperaturi.

Titar je uzet kao poslednje razredenje virusa koje daje delimi¢nu HA.

Postupak ispitivanja

e Sipano je 25 pl PBS-a u sve bunare mikrotitar ploce.

e Dodato je 25 pl seruma u prvi bunar u redu od 12, a zatim generisana
dvostruka serijska razredenja, a poslednja je ostavljena kao kontrolu.

e Antigen je razreden da se dobije doza od 4 HA jedinice (4 x minimalna
aglutiniraju¢a doza, odnosno titar/4).

e Dodato je 25 ul svakom bunaru, 1 inkubirano na sobnoj temperaturi (23° C +
2° C) tokom 30 minuta.

e Dodato je 50 ul RBC svakom bunaru. Ostavljeno je na sobnoj temperaturi
tokom 30 minuta.

e Ploce su procitane naginjanjem do 70 stepeni, tako da ne-aglutinirane celije

odu na dno bunara. Izostanak aglutinacije je belezen kao pozitivan rezultat.
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4.2.5. BD Directigen EZ Flu A+B, brzi test za direktnu detekciju i

diferencijaciju A i B viralnih antigena influence

Svi nazalni brisevi kopitara uklju€enih u ovo istrazivanje su bili pregledani primenom
navedenog imunohromatografskog (ELISA) testa. Uzorci nazalnih briseva kopitara su bili

dobro izmeSani pre obrade, bez centrifugiranja.

Izvodenje BD Directigen EZ Flu A+B testa je izvrSeno u nekoliko koraka:

1. Directigen EZ Flu A+B test ploCice su izvadenje iz svoje folije neposredno pre
testiranja i tom prilikom su oznacene test plo€ice i epruvete.

2. Posle laganog meSanja 4 kapi Reagensa E ukapavana su u DispensTube epruvetu.

3. Potom je u DispensTube epruvetu sa reagensom E dodato 300 pL uzorka nazalnog
brisa kopitara.

4. Posle toga DispensTube epruveta se zatvara sa odgovaraju¢im DispensTube vrhom.

5. Tako pripremljen uzorak je zatim dobro izmeSan.

6. Potom se DispensTube epruveta okrene naopako i drzi se za kraj koji je dalji od vrha
uz lagani pritisak iscede tri (3) kapi obradenog uzorka u odgovarajucu test plocicu
odnosno po tri (3) kapi u svaki bunarcica za influencu A i B.

7. Takve test ploCice su ostavljane na sobnoj temperaturi a rezultati su ¢itani nakon 15

minuta.

Tumacenje rezultata

Intenzitet kontrolne linije moze da varira izmedu prozora za Citanje influence A i B.
Variranje u intenzitetu kontrolne linije je takode prihvatljivo. Pozadina bi trebalo da bude

bela do svetlo roze 1 moZe da varira u intenzitetu izmedu prozora za ¢itanje influence A 1 B.

Pozitivan test za influencu tip A (influenca A antigen prisutan) - crvenkasto
purpurna linija se pojavljuje na polozaju test "T" 1 kontrolnom "C" poloZaju u Directigen EZ
influenca prozoru za Citanje. Ovaj rezultat ne identifikuje ni jedan poseban podtip virusa
influence. Crvenkasto purpurna linija takode treba da se pojavi na "C" kontrolnom poloZaju u
Directigen EZ influenca prozoru za ¢itanje. To ukazuje da je antigen influence detektovan u

uzorku. Pozadina bi trebalo da bude bela do svetlo roze.
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Pozitivan test za influencu tip B (influenca B antigen prisutan) - crvenkasto
purpurna linija se pojavljuje na testu u "T" polozaju i1 kontroli na "C" polozaju u Directigen
EZ influenca prozora za Citanje. Crvenkasto purpurna linija takode treba da se pojavi na "C"
prozoru za kontrolu. To ukazuje da influenca tip B antigen je detektovan u uzorku. Pozadina

bi trebalo da bude bela do svetlo roze.

Negativan test na influencu tipa A ili B (nije otkriven antigen) - Nema crvenkasto
purpurne linije vidljive na testu u "T" poloZaju bilo za influencu A ili B u prozoru za Citanje
Sto znaci da influenca A antigen ili/i B antigen, nisu otkriveni u uzorku. Crvenkasto purpurna
linija na kontrolnom "C" polozaju u prozoru za citanje ukazuje na pravilno izvodenje

postupka ispitivanja i ispravnost reagenasa. Pozadina bi trebalo da bude bela do svetlo roze.

Nevazeci test - Test je nevazeci ili za influencu tipa A, ili za influencu tipa B, ili za
oba tipa, ako ne postoji crvenkasto ljubicasta linija vidljiva pored kontrolnog "C" polozaja u
odgovaraju¢em prozoru za Citanje. Test je takode nevaze¢i ukoliko se pojavljuje crvenkasto
purpurna linija na testu u "T" polozaju kod oba prozora za Citanje prozora za isti uzorak. Ako

je neispravan, test mora biti ponovljen.

4.2.6. Ekstrakcija RNK iz nazalnih briseva i dokazivanje genoma virusa

influence primenom RT-PCR testa

Ekstrakcija RNA (postupak sa Isolate RNA kit —BIOLINE) iz nazalnih briseva kopitara

je uradena po sledec¢em protokolu:

1. Za svaki uzorak spremljena je PCR C¢ista eppendorf epruveta (1,5ml) obeleZzena brojem
uzorka. Pri svakom postavljanju postavljana je bar jedna negativna kontrola (ultra Cista
voda) i jedna pozitivna kontrola (suspenziju virusa koji se utvrduje RT-PCR-om);

2. U svaku eppendorficu dodato je 600ul Lysis Buffer R koriste¢enjem jednog nastavka sa

filterom;
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10.

11.

12.

13.

14.

Zatim, dodato je po 150ul svakog uzorka po unapred odredenom redosledu + negativna
kontrola 1 pozitivna kontrola (tacka 1), koriS¢eni su zasebni nastavci sa filterom i pazljivo
promesani pipetiranjem,;

Inkubacija je bila na sobnoj temperaturi 10 minuta;

Prebacena je mesavina (750ul) u Spin kolone R1 predhodno postavljene u kolekting tube
koriSéenjem zasebnih nastavaka sa filterom;

Centrifugirano je na 10.000 x g 2 minuta. Odbacena je spin kolona a sacuvan filtrat u
kolekting tubi;

Na filtrat je dodat u srazmeri 1:1 (u istoj koli¢ini 750ul) 70% etanola i promeSano kratko;
Prebaceno 750ul rastvora u Spin kolone R2 koje su predhodno stavljene u kolekting tube
1 centrifugirane na 10.000 x g 2 minuta. Odbacene su zatim kolekting tube sa sadrzajem,
a spin kolone prebacene u nove kolekting tube;

Prebaceno je zatim preostalih 750ul rastvora u Spin kolone R2 iz tacke 8 i centrifugirane
na 10.000 x g 2 minuta. Odbace su zatim kolekting tube sa sadrzajem, a spin kolone
prebacene u nove kolekting tube;

Dodato je zatim 500ul Wash Buffer AR i centrifugirano na 10.000 x g 1 minut.
Odbacene su zatim kolekting tube sa sadrzajem, a spin kolone prebaene u nove
kolekting tube;

Zatim je dodato 700ul Wash Buffer BR i centrifugirano na 10.000 x g 1 minut. Izbac¢en
je sadrzaj iz kolekting tuba, a spin kolone vracene u iste kolekting tube;

Centrifugirano je zatim na 10.000 x g 2 minuta. Odbacene kolekting tube sa sadrzajem, a
spin kolone prebacene u predhodno obelezene eppendorfice od 1,5 ml;

Dodato je 50ul RNaze Ciste vode i inkubirano oko 1 minut, a zatim centrifugirano 6000 X
g 1 minut.

Odbacene su spin kolone, a resuspendovani RNA uzorci su koris¢eni odmah u RT-PCR.

Za detekciju RNK genoma virusa influence u uzorcima nazalnih briseva konja

koris¢en je in house metod baziran na metodologiji TagMan jednostepene reakcije reverzne

transkripcije — lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (TagMan one step reverse

transcription real-time PCR (RT-qPCR) kojom je umnozavan deo gena koji kodira sintezu

matriks proteina svih influenca A virusa, ¢ime je omogucéena detekcija svih influenca A

virusa bez obzira na vrstu domacina (influenca A virusi ptica, konja, svinja, ljudi). Virusna

RNK je izolovana (estrahovana) upotrebom komercijalnog kita ISOLATE Il RNA Mini Kit
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(“Bioline”, Holandija) po uputstvu proizvodaca. Reakcija one-step RT-gPCR je izvedena
koris¢enjem komercijalnog kita RNA UltraSense™ One-Step gRT-PCR System (Life
Technologies Corporation) sa oligonukleotidnim prajmerima (forward prajmerom za M gen:
SpaMgen F: 5’-AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG -3’ i reverznim prajmerom za
M gen: SpaMgen R: 5°-TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG-3’) 1 oligonukleotidnom
probom (proba za M gen: SpaMgen P: 5’-6- FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-
TAMRA -3') koji umnozavaju i detektuju deo gena matriks proteina svih influenca A virusa,
opisanih od strane Spackman i sar. (2002.). Svaka reakcija se sastojala od 15 pl reakcionog
miksa koji je sadrzavao 1 x RNA UltraSense reakcionog miksa, 20 pM oba prajmera, 10 uM
oligonukleotidne probe, 1 x ROX referentne boje i 1 ul of RNA UltraSense enzimskog miksa.
Na ovu mesavinu je dodavana estrahovana RNK ispitujuceg ili kontrolnog uzorka u koli¢ini
od 5 ul, $to je ¢inilo kona¢nu zapreminu reakcijske meSavine od 20 pl. Temperaturni ciklus
reakcije je bio sledeci: reverzna transkripcija 15 min na 50° C, zatim 2 min na 95° C za DNK
denaturaciju 1 inaktivaciju enzima reverzne transkriptaze, koja je pracena sa 50 uzastopnih
ciklusa denaturacije od 15 s na 95° C i vezivanja prajmera i proba sa izduzivanjem nastalih
lanaca DNK od 50 s na 60° C. Reakcije TagMan RT-gPCR su izvedene upotrebom 7500
Real Time RT-PCR System instrumenta (Applied Biotechnology). Kontrola kvaliteta je
pratila svaku reakciju. Kao pozitivne kontrole su u svakoj reakciji koris¢eni RNA virusa
influence  H3N8 soja Miami (A/equine/Miami/1/1963(H3N8) i H7N7 soja Prag
(A/Equine/Prague/1/1956 H7N7) (NVSL, USA), a kao negativna kontrole je sluzila
RNK/DNK C¢ista voda.

Tabela 4. Protokol Real-time RT-PCR (Spackman i sar., 2002.).

TagMan® Influenca A, M gen

Eksperiment Stock H20 Final volume Molarity
volume

Primer forvard: SpaMgen F 20 ul 80 ul 100 pl 20 uM

Primer reverse: SpaMgen R 20 ul 80 ul 100 pl 20 uM

Proba: SpaMgen P 10 pl 90 ul 100 pl 10 uM

58



Mihajlo Erdeljan Doktorska disertacija Materijal i metode

Tabela 5. Program TagMan® Influenca A, M gen

Etape 1 2 3 4

Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Vreme 15:00 2:00 0:15 0:50
Broj ciklusa 1 1 50 x 50 x

4.2.7. PatomorfolosSka, patohistoloska i citololoska ispitivanja

Patomorfoloska metoda. Na liniji klanja nakon evisceracije organa uzorkovani
organi su pregledani primenom adspekcije, palpacije a zatim su zaseCeni uzdu$nim rezom

radi utvrdivanja izgleda na poprec¢nom preseku organa.

PatohistoloSka medota. Uzorci tkiva su fiksirani u 10% neutralnom formalinu i
obradeni rutinski, ukalupljeni u parafin, iseeni na 5 um, i obojeni hematoksilin-eozinom.
Bojenje hematoksilinom-eozinom je zapoceto rastvaranjem parafina u dva kupatila ksilola po
15 min. Zatim je ksilol rastvaran u kupatilu 100% alkohola 5 min a onda i u 96% alkoholu 5
min. Preparati su zatim dobro isprani destilovanom vodom. Potom je preparat potapan u
hematoksilin 5 min i odmah zatim ispran teku¢om vodovodnom vodom 20 min. Zatim je
preparat bojen eozinom. Bojenje je izvrSeno potapanjem preparata u eozin 1 min i ispiranjem
u 100% alkoholu.

Svi citoloski i patohistoloski preparati analizirani pod svetlosnim mikroskopom na

malom, srednjem i velikom uveli¢anju (10X, 40X i 100X).

Citoloska metoda. Napravljen je otisak na mikroskopsko staklo koji je zatim bojen
po Gimzi. Bojenje po Gimzi izvedeno je fiksacijom pomocu 100% metil alkohola,
uranjanjem preparata u trajanju od 30 sekundi. Razmaz je postavljen na stalak za bojenje u
vodoravni polozaj i preliven rastvorom boje, koje je napravljen neposredno pre upotrebe, 1

kap Gimza boje na 1 ml fosfatnog pufera. Za jedan razmaz koris¢eno je 3 ml rastvora boje.
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Bojenje je trajalo 30 min a zatim je preparat ispran kratko destilovanom vodom i ostavljen da

se osusl.

4.2.8 Statisticka obrada podataka

Rezultati su bili obradeni primenom epidemioloskog kalkulatora ”Open epi” uz

pomo¢ koga je izracunat odds ratio.
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5. REZULTATI

5.1. Epizootioloski podaci

5.1.1. Epizootioloski podaci vezani za vakcinisana grla bez klinickih

simptoma

U ovog grupi nalazilo se 8 sportskih grla koja su vakcinisana protiv influence
primenom vakcine Equilis Resequin (Intervet). Sva grla su zadnji put bila vakcinisana godinu
dana pre istraZivanja, odnosno pre prethodne sportske sezone. Podaci o rasama 1 starosti su
prikazani na grafiku 1 i u tabeli 6. Ovu grupu su cinile Zivotinje starosti od 7 do 22 godine,

rasa americki kasac, engleski punokrvnjak, madarski toplokrvni 1 lipicaner.

Grafik 1. Odnos broja konja i rasa za vakcinisana grla
bez klinickih simptoma
35
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Grafik 1. Odnos broja konja i rasa vakcinisanih grla bez klinic¢kih simptoma.
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Tabela 6. Podaci od starosti vakcinisanih grla bez klini¢kih simptoma.

Godine starosti Broj jedinki
7 1
8
10
12
15
17
22

e = S

5.1.2. EpizootioloSki podaci vezani za vakcinisana grla sa klinickim

simptomima

U ovog grupi nalazilo se 2 grla koja su redovno vakcinisana protiv influence jer se
radilo o sportskim konjima. Oba grla su zadnji put bila vakcinisana godinu dana pre
istrazivanja, odnosno pre prethodne sportske sezone. Posle klini¢kog pregleda ustanovljeno je
da grla iz ove grupe imaju neki od klini¢kih simptoma koji se mogu povezati sa influencom i

to pre svega serozni iscedak iz nosa. Podaci o rasama i starosti su prikazani u tabeli 7.

Tabela 7. Podaci od starosti vakcinisanih grla sa klini¢kim simptomima.

Rasa Godine starosti
Americki kasa¢ 20
Americki kasa¢ 26
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5.1.3. Epizootioloski podaci vezani za nevakcinisana grla bez klinic¢kim

simptoma

U ovog grupi nalazilo se 40 grla. Sva grla iz ove grupu su bila nevakcinisana. Kako se
nije radilo o grlima koja su ucestvovala u sporskim takmicenjima po vaze¢im nacionalnim
propisima nisu ni bila u obavezi da budu vakcinisana. Od ukupnog broja konja devet grla je
redovno tokom perioda vegetacije drzano na ispasi gde su bila u kontaktu sa velikim brojem
drugih Zivotinja, kako kopitara tako i ptica, svinja i goveda. U ovo grupu je uvrsteno i 7
magarca koji su drZani u razli¢itim uslovima tj. u individualnom drZanju od 1-2 Zivotinje (3
grla) i u grupnom drzanju od 120 zivotinja (4 grla). Posle klinickog pregleda ustanovljeno je
da grla iz ove grupe nemaju klinickih simptoma koji se mogu povezati sa influencom. Sve
zivotinje su u bile kontaktu sa pticama jer se drze u otvorenim ili poluotvorenim objektima.

Podaci o rasama i starosti su prikazani na grafiku 2 i u tabeli 8.

Grafik 2. Odnos broja grlai rasa
(vrsta) za nevakcinisana grla bez
klinickih simptoma
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Grafik 2. Odnos broja grla i rasa nevakcinisanih grla bez klini¢kih simptoma
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Tabela 8. Podaci od starosti nevakcinisanih grla bez klini¢kih simptoma.

Godine starosti Broj Zivotinja

5 meseci 1
8 meseci
1
15
2,5

© o0 o 01 &~ W

10

15
17
19
22

R R R, N WA NP DN ODREDNDPRE RPN RPN

5.1.4. Epizootioloski podaci vezani za nevakcinisana grla sa klinickim

simptoma

U ovog grupi nalazilo se 11 grla. Sva grla iz ove grupu su bila nevakcinisana. Kako se
nije radilo o grlima koja su ucestvovala u sporskim takmicenjima po vaze¢im nacionalnim
propisima nisu ni bila u obavezi da budu vakcinisana. Od ukupnog broja konja devet grla je
redovno tokom perioda vegetacije drzano na ispasi gde su bila u kontaktu sa velikim brojem
drugih Zivotinja, kako kopitara tako i ptica, svinja i goveda. U ovo grupu je uvrSeteno i 3

magarca koji su drzani u razli¢itim uslovima tj. u individualnom drzanju od 1-2 Zivotinje (1
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grlo) 1 u grupnom drzanju od 120 Zivotinja (2 grla). Posle klinickog pregleda ustanovljeno je
da grla iz ove grupe imaju neki od klinickih simptoma koji se mogu povezati sa influencom.
Sve zivotinje su u bile kontaktu sa pticama jer se drZze u otvorenim ili poluotvorenim

objektima. Podaci o rasama i starosti su prikazani na grafiku 3 i u tabeli 9.

Grafik 3. Odnos broja grla i rasa (vrsta) za
nevakcinisana grla sa klinickim simptomima
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Grafik 3. Odnos broja grla i rasa nevakcinisanih grla sa klinickim simptomima

Tabela 9. Epizootioloski podaci od starosti nevakcinisanih grla sa klini¢kim simptoma.

Godine starosti Broj Zivotinja
10 meseci 2
11 meseci 1
4 3
5 2
6 1
7 1
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5.2. Rezultati klinickog pregleda

5.2.1. Klinic¢ki pregled vakcinisanih grla

Klinicke simptome u grupi vakcinisanih zivotinja, koju je ¢inilo 10 grla, prilikom
prvog pregleda, a koji su ukazivali na influencu pokazalo je 2 grla (20%) i to blagi serozan
iscedak. Prilikom drugog pregleda ovi simptomi su ili nestali ili su bili manje izrazeni.
Rezultati su prikazani u tabeli 9. i odose se samo Zivotinje koje su ispoljile neki od klinickih

simptoma koji su navedeni u tabeli.

Tabela 9. Rezultati klini¢kog pregleda vakcinisanih grla.

Grlo Klini¢ki simptom
Konj 14 Serozni iscedak
Konj 15 Serozni iscedak
Ukupno 2

% 20

5.2.2. Klinic¢ki pregled nevakcinisanih grla

Klinicke simptome u grupi nevakcinisanih grla, prilikom prvog pregleda, koji su
ukazivali na influencu pokazalo je 11 grla (21,57%) i to blagi serozan iscedak iz nosa
odnosno mukopurulentan iscedak, krepitacije, kaSalj, konjuktivitis 1 uvecanje
submandibularnih limfnih ¢vorova. Prilikom drugog pregleda ovi simptomi su ili nestali ili su
bili manje izraZzeni. Klini¢ki simptomi su uoceni kod tri magarca i osam konja. Rezultati su
prikazani u tabeli 10. i odnose se samo Zivotinje koje su ispoljile neki od klinickih simptoma

koji su navedeni u tabeli.
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Tabela 10. Rezultati klini¢kog pregleda nevakcinisanih grla.

) ] Uvecanje
Grlo/Klini¢ki ~ Serozni  Mukopuruletni o _ o ) )
Krepitacije Kasalj  Konjuktivitis submandibularnih

simptom iscedak iscedak
limfnih ¢vorova

Konj 1 + - - + - -
Magarac 5 + - + - - -
Konj 9 + - - - - -
Konj 19 - - - + - -
Konj 20 - - - + - -
Konj 32 - - - + - -
Konj 35 + - - - - -
Konj 40 - + + + - +
Magarac 51 - - - - + -
Magarac 53 - - - - + -
Konj 59 + - - - - -
Ukupno 5 1 2 5 2 1
% 9,8 1,96 3,92 9,8 3,92 1,96

5.3. Rezultati kompletne krvne slike

5.3.1. Rezultati kompletne krvne slike kod vakcinisanih grla bez

klinic¢kih simptoma

Od ukupnog broja konja iz grupe vakcinisanih zivotinja bez klinicke slike, kod 4 grla
(50%), zabeleZeni su parametari kompletna krvne slike koji su van referentnih vrednosti. Kod
ovih Zivotinja registrovana je anemija, leukopenija i limfopenija. Kod svih grla dokazano je
odstupanje vise od jednog hematoloSkog parametra.

Rezultati pregleda kompletne krvne slike, za Zivotinje kod kojih su registrovana

odstupanja, su prikazani u tabeli 11.
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Tabela 11. Rezultati kompletne krvne slike kod vakcinisanih grla bez klinic¢kih simptoma. Strelica na dole (|) posle izmerene vrednosti
oznacava da je izmereni parametar bio niZi od fizioloSke vrednosti za dati parametar. Strelica na gore (1) posle izmerene vrednosti oznacava
da je izmereni parametar bi visi od fizioloSke vrednosti za dati parametar. Prikazani su rezultati samo za ona grla iz ove grupe koja su imala

barem jedan parametar kompletne krvne slike van fizioloSkih parametara.

Srednja Broi Broi Procenat Broj Procenat Broi
Grlo/ Hematokrit Hemoglobin koncentracija ) . ) . . limfocita/  limfocita/ . .
. leukocita granulocit granulocita . . trombocita
Parametar (%) (g/dL) hemoglobina (x10°/L) a(x10L) (%) monocita  monocita (x10%/L)
(g/dL) ? x109L) (%)
Konj 11 42,2 15,5 36,7 59 3,9 66 2,0 34 188
Konj 54 33,0 12,1 36,7 44 | 3,0 68 1,4 32 146
Konj 55 33,9 12,4 36,6 551 3,5 62 2,0 38 156
Konj 58 30,1 | 11,0 36,5 6,6 4,6 70 2,0 30 164
Ukupnogrla 1 - - 3 - - 4 - -
% 12,5 - - 37,5 - - 50 - -
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5.3.2. Rezultati kompletne krvne slike kod vakcinisanih grla sa

klini¢kim simptomima

U ovoj grupi sve zivotinje su imale fizioloski nalaz kompletne krvne slike.

5.3.3. Rezultati kompletne krvne slike kod nevakcinisanih grla bez

klinic¢kih simptoma

Od ukupnog broja konja, magaraca i ponija iz ove grupe 16 grla (40%) je na nalaz
kompletne krvne slike pokazalo neke od parametara koji su van referentnih vrednosti,
odnosno nalaz kompletne krvne klike je pokazao postojanje anemije, leukopenije,
leukocitoze, granulocitoze, limfopenije, limfocitoze i trombocitoze. Ukupno 11 grla je
pokazalo odstupanje vise od jedne reference.

Rezultati pregleda kompletne krvne slike, za Zivotinje kod kojih su registrovana

odstupanja, su prikazani u tabeli 12.
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Tabela 12. Rezultati kompletne krvne slike kod nevakcinisanih grla bez klini¢kih simptoma. Strelica na dole (|) posle izmerene vrednosti
oznacava da je izmereni parametar nizi od fizioloSke vrednosti za dati parametar. Strelica na gore (1) posle izmerene vrednosti oznacava da
je izmereni parametar bi visi od fizioloSke vrednosti za dati parametar. Prikazani su rezultati samo za ona grla iz ove grupe koja su imala

barem jedan parametar kompletne krvne slike van fizioloSkih parametara.

Srednja ) ) Broj Procenat )
) ) 3 Broj Broj Procenat ) ) ) ) Broj
Grlo/ Hematokrit Hemoglobin koncentracija ) ) ) limfocita/  limfocita/ )
_ leukocita granulocita granulocita ) _ trombocita
Parametar (%o) (o/dL) hemoglobina o o monocita  monocita 9
(x10°/L)  (x10°/L) (%) o (x10°/L)
(g/dL) (x107/L) (%)
Konj 8 35,5 13,0 36,6 541 3,5 65 1,9 ] 35 206
Konj 17 29,1 | 9,9 | 34,0 76 5,6 74 2,0 ] 26 246
Konj 23 41,8 15,3 36,6 13,0 1 7,0 54 6,0 46 280
Konj 24 36,4 12,7 34,9 12,7 1 12,0 1 94 0,7 ] 6 299
Konj 25 43,0 15,4 35,8 11,4 10,7 1 94 0,7 ] 6 268
Konj 33 36,8 13,3 36,1 551 3,6 65 1,9 | 35 177
Konj 37 36,2 13,2 36,5 7,9 5,9 75 2,0 25 242
Konj 41 37,6 13,8 36,7 7,0 53 76 1,7 ] 24 195
Konj 42 37,4 13,9 36,2 15,7 1 8,21 52 7,71 48 315
Konj 43 42,0 15,2 36,2 13,01 53 41 7,71 59 312
Konj 46 33,6 12,0 35,7 591 4,2 71 2,0 29 231
Mag. 48 33,1 12,1 36,6 13,31 8,41 63 4,9 37 295

70



Mihajlo Erdeljan

Mag. 49
Mag. 50
Mag. 52
Konj 61
Ukupno
%

38,1
32,4
32,5
37,6
1
2,5

14,0
11,9
11,9
13,8

2,5

36,7
36,7
36,6
36,7

17,31
18,3 1
13,3 1
11,7
10
25

Doktorska disertacija

8,11
9,11
6,6
9,11
6
15

47
50
50
78

9,2 1
9,2 1
6,7
2,6
11
27,5

53
50
50
22

Rezultati

398 1
398 1
338
206
2

5
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5.3.4. Rezultati kompletne krvne slike kod nevakcinisanih grla sa

klini¢kim simptomima

Od ukupnog broja konja, magaraca i ponija iz druge grupe 6 grla (54,55%) je na
nalazu kompletne krvne slike pokazalo neke od parametara koji su van referentnih vrednosti,
odnosno nalaz kompletne krvne slike je pokazao postojanje anemije, limfopenije,
leukopenije, leukocitoze, limfopenije, limfocitoze 1 trombocitoze. Sva grla su pokazala
odstupanje vise od jedne reference.

Rezultati pregleda kompletne krvne slike, za Zivotinje kod kojih su registrovana

odstupanja, su prikazani u tabeli 13.
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Tabela 13. Rezultati kompletne krvne slike kod nevakcinisanih grla sa klini¢kim simptomima. Strelica na dole (|) posle izmerene vrednosti

oznacava da je izmereni parametar nizi od fizioloSke vrednosti za dati parametar. Strelica na gore (1) posle izmerene vrednosti oznacava da

je izmereni parametar bi visi od fizioloSke vrednosti za dati parametar. Prikazani su rezultati samo za ona grla iz ove grupe koja su imala

barem jedan parametar kompletne krvne slike van fizioloSkih parametara.

Srednja ) ) Broj Procenat )
) ) 3 Broj Broj Procenat ) ) ) ) Broj
Grlo/ Hematokrit Hemoglobin koncentracija ) ) ) limfocita/  limfocita/ )
_ leukocita granulocita granulocita ) _ trombocita
Parametar (%) (g/dL) hemoglobina o o monocita  monocita 9
(x10°/L)  (x10°/L) (%) o (x10°/L)

(g/dL) (x10°/L) (%)
Konj 1 39,5 14,5 36,7 59] 6,2 4,7 151 24 149
Konj 19 47,7 16,5 34,6 14,4 1 6,3 44 811 56 3851
Konj 20 41,8 14,1 33,7 12,3 11,6 1 94 0,7 | 6 415 1
Konj 40 38,4 13,9 36,2 15,8 1 821 52 761 48 325
Mag. 51 27,3 | 10,0 | 36,6 9,9 5,0 51 49 49 305
Konj 59 30,7 | 11,3 36,8 10,9 811 74 2,8 26 133
Ukupno 2 1 - 3 3 - 4 - 2
% 18,18 9,09 - 27,27 27,27 - 36,36 - 18,18
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5.4. Test inhibicije hemaglutinacije

5.4.1. Rezultati HI testa kod vakcinisanih grla bez klinickih simptoma

Testom inhibicije hemaglutinacije je kod 2 konja iz ove grupe (25%), utvrdeno
postojanje Cetvorostrukog ili vefeg porasta titra specifi¢nih antitela protiv antigena virusa
suptipa H7N7. Sve Zivotinje su bile negativne na povecanje titra spefici¢nih antitela protiv
antigena virusa suptipa H3NS8. Ako se kao granicni titar za kontakt sa virusom uzme titar veéi
ili jednak sa 10, rezultati ukazuju da su sve zivotinje bile u kontaktu sa virusom, odnosno da
su kod oba uzorkovanja titrovi antitela bili ve¢i ili jednako od 16 i za specifi¢na antitela
protiv oba suptipa virusa. Najve¢i titar protiv antigena virusa suptipa H3N8 je bio 128, a

protiv antigena virusa suptipa H7N7 64.

54.2. Rezultati HI testa kod vakcinisanih grla sa klinickom

simptomima

Testom inhibicije hemaglutinacije nije otkriveno postojanje Cetvorostrukog ili veceg
porasta titra specifi¢nih antitela protiv antigena virusa kako suptipa H7N7 tako i suptipa
H3N8. Ako se kao granicni titar za kontakt sa virusom uzme titar veci ili jednak sa 10,
rezultati ukazuju da su sve zivotinje bile u kontaktu sa virusom, odnosno da su kod oba
uzorkovanja titrovi antitela bili ve¢i ili jednako od 16 i1 za specificna antitela protiv oba
suptipa virusa. Najve¢i titar antitela protiv antigena virusa suptipa H3N8 je bio 32 a protiv

antigena virusa suptipa H7N7 64.
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5.4.3. Rezultati HI testa kod nevakcinisanih grla bez klinickih

simptoma

Testom inhibicije hemaglutinacije je kod 16 grla iz ove grupe (40%), utvrdeno
postojanje Cetvorostrukog ili veceg porasta titra specificnih antitela protiv antigena virusa
suptipa H3NS8. Kod 7 grla iz ove grupe (17,5%) postoji Cetvorostruki ili veci porast titra
specificnih antitela protiv antigena virusa suptipa H7N7. Takode 7 grla iz ove grupe je imalo
pozitivan test inhibicije hemaglutinacije na oba suptipa. Ako se kao grani¢ni titar za kontakt
sa virusom uzme titar veéi ili jednak sa 10 rezultati ukazuju da je 38 grla iz ove grupe (95%)
bilo u kontaktu virusom influence suptip H7N7, a da je 29 grla iz ove grupe (72,5%) bilo u
kontaktu virusom influence suptip H3N8. Najveci titar antitela protiv antigena virusa suptipa

H3NS8 je bio 64 kao i protiv antigena virusa suptipa H7N7.

5.4.4. Rezultati HI testa kod nevakcinisanih grla sa klinickim

simptomima

Testom inhibicije hemaglutinacije je kod 2 grla iz ove grupe (40%), utvrdeno
postojanje Cetvorostrukog ili veceg porasta titra specificnih antitela protiv antigena virusa
suptipa H3NS8. Kod 7 grla iz ove grupe (17,5%) postoji ¢etvorostruki ili veci porast titra
specifi¢nih antitela protiv antigena virusa suptipa H7N7. Takode 7 grla iz ove grupe je imalo
pozitivan test inhibicije hemaglutinacije na oba suptipa. Ako se kao grani¢ni titar za kontakt
sa virusom uzme titar veci ili jednak sa 10 rezultati ukazuju da je 10 grla iz ove grupe
(90,9%) bilo u kontaktu virusom influence suptip H7N7, a da je 9 grla iz ove grupe (81,81%)
bilo u kontaktu virusom influence suptip H3N8. Najvedi titar antitela protiv antigena virusa

suptipa H3N8 je bio 64 kao i protiv antigena virusa suptipa H7N7.
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Slika 20. Test ploc¢a za HI test. Oznaka S+ predstavlja pozitivan serum, S- negativan serum,

KE kontrola eritroita a KV kontrola virusa.

5.5. Rezultati brzog testa - BD Directigen EZ Flu A+B

Brzi test za dijagnostiku antigena virusa influence bio je pozitivan kod dva konja iz
grupe nevakcinisanih grla bez klini¢kih simptoma a negativan kod svih magaraca. Rezultati

su prikazani u tabeli 14 a pozitivna test plocica na slici 20.
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Pozitivan test

Slika 20. Pozitivan test za influencu tip A (influenca A antigen prisutan)

Tabela 14. Prikaz grla kod kojih je brzim testom - BD Directigen EZ Flu A+B dokazano

prisustvo antigena

Grlo Direktigen test
Konj 33 +
Konj 39 +

5.6. Rezultati dokazivanja prisustva genoma influenca virusa

primenom metode RT-PCR

U svim pregledanim uzorcima nazalnih briseva kopitara ukljucenih u ovo istrazivanje,

primenom metode RT-PCR nije dokazano prisustvo genoma influenca virusa.
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5.7. Zbirni rezultati

Zbirni rezultati za epizootioloske podatke, klinicki nalaz, patomorfoloski i
patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI testa, Direktigen testa i RT-PCR-a su
prikazani u tabeli 12, 13, 14 i 15. U tabelama su prikazani podaci samo za parametre koji su

odstupali od referentnih vrednosti.

5.7.1. Zbirni rezultati vakcinisana grla bez klini¢kih simptoma

Zbirni rezultati za vakcinisana grla bez klinickih simptoma i to za epizootioloSke
podatke, klinicki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI

testa, Direktigen testa i RT-PCR-a su prikazani u tabeli 15.
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Tabela 15. Rezultati za epizootioloske podatke, klini¢ki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI testa,

Direktigen testa i RT-PCR-a za vakcinisana grla bez klini¢kih simptoma

Pat foloski . . Ti Ti
Epizootioloski Klinicki 2 Om?r 0 Of l Kompletna Parni  Parni 'tar 'tar . . RT-
odaci nalaz I patohistoloski krvnaslika H7N7 H3N8 216 =16 Direktigen PCR
P nalaz H7N7  H3N8
Konj 11 Americki kasa¢, ) ITeukoperllja ] ] N N ] ]
109 limfopenija
Konj 12 Americki kasac, i i i i ) N N ) )
g
Konj 13 Americki kasac, i i i i ] N N ) ]
89
. Engleski Leukopenija
- - + - + + - -
Konj 54 punokrvnjak,17¢g limfopenija
. Madarski Leukopenija
- - + - + + - -
Kony 55 toplokrvni, 12g limfopenija
Engleski
Konj 56  punokrvnjak, - - - - - + + - -
159
. Madarski
- - - - - + + - -
Kony 57 toplokrvni, 10g
Konj 58  Lipicaner, 22¢g - - A_\nemlja" - - + + - -
limfopenija
Ukupno - - - 4 2 - 10 10 - -
% - - - 40 20 - 100 100 - -
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5.7.2. Zbirni rezultati vakcinisana grla sa klinickim simptomima

Zbirni rezultati za vakcinisana grla sa klinickim simptomima i to za epizootioloske
podatke, klinicki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI

testa, Direktigen testa i RT-PCR-a su prikazani u tabeli 16.
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Tabela 16. Rezultati za epizootioloske podatke, klini¢ki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI testa,

Direktigen testa i RT-PCR-a za vakcinisana grla sa klini¢kim simptomima

Pat foloSki . . Titar Titar
Epizootiolosk Klini¢ki | 2 om(Tr 0 of l Kompletna  Parni  Parni a 'ta . . RT-
I podaci nalaz ! patohistoloski krvnaslika H7N7 H3N8 216 216 Direktigen PCR
i nalaz H7N7 H3N8
. Americki Serozni
Konj 14 ) - - - - + + . ;
J kasac, 10g iscedak
: Americki Serozni
Konj 1 ) - - ) ) + + ) ]
onj 15 kasac, 20g iscedak
Ukupno - 2 - - - - 2 2 - -
% - 2 - - - - 100 100 - -
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5.7.3. Zbirni rezultati nevakcinisana grla bez klinickih simptoma

Zbirni rezultati za nevakcinisana grla bez klinickih simptoma i to za epizootioloSke
podatke, klinicki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI
testa, Direktigen testa i RT-PCR-a su prikazani u tabeli 17.
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Tabela 17. Rezultati za epizootioloske podatke, klini¢ki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI testa,

Direktigen testa i RT-PCR-a za nevakcinisana grla bez klini¢kih simptoma

Epizootioloski  Klinicki Patomorfoloski i Kompletna Parni  Parni Titar Titar . . RT-
odaci nalaz tohistoloski nal krvna slika H7N7 H3N8 =16 =16 Direktigen PCT
P patonistoloskil nalaz H7N7 H3N8
Mag. 2 Domaci, 5g - - - - - + - -
Mag. 3 Domac¢i, 9g - - - - + + - -
Mag. 4 Domac¢i, 5g - - - - + + + - -
Konj 6 Lipicaner, 3g - - - - - + + - -
Konj 7 Nonius, 229 - - - - - + + - -
Konj 8 Nonius, 199 - - ITeukoperlua - - + + - -
limfopenija
Konj 10 Lipicaner, 159 - - - - + + + - -
. Engleski
- - - - - + - - -
Konj 16 polukrvnjak,8m
Konj 17 Lipicaner, 18m - - A_\nemua" - - + + - -
limfopenija
. Engleski
Konj 1 . - - - - - - - - -
onj 18 polukrvnjak,10g
Engleski
Konj 21 polukrvnjak, - - - - - + + - -
2,50
Konj 22 Engleski ] ] ] ] ] . . ] ]

polukrvnjak,5m
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Konj 23

Konj 24

Konj 25
Konj 26
Konj 27

Konj 28
Konj 29
Konj 30
Konj 31
Konj 33
Konj 34
Konj 36

Konj 37
Konj 38
Konj 39

Engleski
polukrvnjak, 4g

Lipicaner, 3g

Lipicaner, 18m

Lipicaner, 10g
Engleski
polukrvnjak, 59
Engleski
polukrvnjak,10g
Lipicaner, 25m
Engleski
polukrvnjak,10g
Poni, 49
Engleski
polukrvnjak, 8g
Lipicaner, 11g
Engleski
polukrvnjak, 59
Engleski
polukrvnjak,11g
Araber, 159
Engleski
polukrvnjak,11g

Doktorska disertacija

Leukocitoza

Leukocitoza
granulocitoza
limfopenija
Granulocitoza
limfopenija

Leukopenija
limfopenija

Limfopenija

Rezultati
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Konj 41

Konj 42

Konj 43

Konj 44
Konj 45

Konj 46
Konj 47
Mag. 48

Mag. 49

Mag. 50

Mag. 52
Konj 60

Konj 61
Ukupno
%

Engleski
polukrvnjak, 69

Nonius, 229

Lipicaner, 8m

Haflinger, 59
Haflinger, 49

Haflinger, 1g
Haflinger, 49
Banatski, 9g

Banatski, 6g

Banatski, 5¢g

Banatski, 69
Engleski
polukrvnjak, 69
Lipicaner, 179

Doktorska disertacija

Infiltracija bronhiola

makrofazi u
nazalnom brisu
Opstrukcija

bronhija, makrofazi

u nazalnom brisu

Limfopenija

Leukocitoza
granulocitoza
limfocitoza
Leukocitoza
limfocitoza

Leukopenija
limfopenija
Leukocitoza,
granulocitoza
Leukocitoza
granulocitoza
limfocitoza
Leukocitoza
granulocitoza
limfocitoza
Leukocitoza

Granulocitoza
24
39,34

16
26,23
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5.7.4. Zbirni rezultati nevakcinisana grla sa klinickim simptomima

Zbirni rezultati za nevakinisana grla sa klinickim simptomima 1 to za epizootioloske
podatke, klinicki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI

testa, Direktigen testa i RT-PCR-a su prikazani u tabeli 18.
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Rezultati

Tabela 18. Rezultati za epizootioloske podatke, klini¢ki nalaz, patomorfoloski i patohistoloski nalaz, kompletnu krvnu sliku, HI testa,

Direktigen testa i RT-PCR-a za nevakcinisana grla sa klini¢kim simptomima

Pat foloski . . Titar  Titar
Epizootiolosk Coeen . ,aom?roovs l Kompletna Parni  Parni Ita 'ta . . RT-
i bodaci Klinicki nalaz i patohistoloski krvna slika H7N7 H3NS >16 >16 Direktigen PCR
P nalaz H7N7  H3N8
Konj 1 Lipicaner, 5 Sefo;nl iscedak, ] L.eukoper.l.lja ) ] N ] ] )
kasalj limfopenija
,. Serozni iscedak,
Mag.5  Domaci, 24¢g - - - - - + - -
krepitacije
Konj 9 Lipicaner, 4g  Serozni iscedak - - - - + + - -
: Lipicaner, s Leukocitoza
- - - + + - -
Konj 19 10m Kaalj limfocitoza
. Lipicaner, . Granulocitoza
Konj20 P Kasalj - . 1oz i ¥ + i i
10m limfopenija
Konj 32 Lipicaner, 7g  Kasalj - - - - + + - -
Konj 35 Lipicaner,5g  Serozni iscedak - - - - + + - -
Mukopurulentni
. P Apsces u
Iscedak, lu¢ima, suzenje
. krepitacije, P ’ 1€ Leukocitoza
: Engleski . lumena .
Konj 40 . kasalj, . granulocitoza, - + + + - -
polukrvnjak o bronhiola, : .
uvecanje . limfocitoza
. . makrofazi u
submandibularnih .
) o nazalnom brisu
limfnih ¢vorova
Mag. 51 Banatski, 49 Konjuktivitis - Anemija - + + + - -
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Mag. 53 Domaci, 4g Konjuktivitis - - + - + + - -

Konj 59 Amevr icki Serozni iscedak - Anemua,. - - + + - -
kasac, 6g granulocitza

Ukupno - 11 - 24 11 16 58 48 2 -

% - 18,03 - 39,34 18,03 26,23 95,08 78,69 3,28 -
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5.8. Rezultati patomorfoloskih, patohistoloskih i citololoskih

ispitivanja

Pregledom patohistoloskih preparata plu¢a nadene su promene karakteristiCne za
hroni¢na oboljenja plu¢a. Deo promena se uoc¢avao i makroskopski, u vidu apscesa, ostale
promene su uoc¢ene mikroskopski.

Na makroskopskom pregledu pluéa mogli su se uociti solitarni pluéni granulomi
(slika 21), zatim mukopurulent sadrza u traheji i plu¢ima. Uocavala se diskoloracija i
prominirajuci solitarni pluéni granulomi tvrde konzinstencije koji su bili jasno ograni¢en od
okolnog plué¢nog tkiva. Na poprecnom preseku granuloma uocavala se beli¢asto-sivkasta
masa konzinstencije mladog sira.

Na mikroskopskom pregledu, na malom uvelicanju (10X) bila je uocena ograni¢ena
Supljina sa gnojnom nekrozom i likvefakcijom (slika 22). Zid apscesa je bio formiran od
granulacionog tkiva.

Na velikom uvelicanju (100X) mogla se uociti piogena membrana formirana od
granulacionog tkiva (slika 23), takode su se mogli uocati i neutrofilni granulociti. Gledano od
pilogene membrane ka centru apscesa uz sam rug membrane mogli su se uocati neutrofilni
granulociti.

Osim pojave apscesa, koji se mogao uociti i mikroskopski i makroskopski, na
patohistoloSkom pregledu, na srednjem uveli¢anju (40X), moglo se uociti suZenje lumena
bronhija i peribronhialna proliferacija vezivnog tkiva i infiltraciji limfocita (slika 24). Tako je
lumen bronhija bio skoro potpuno ispunjen sadrzajem koji dovodi do opstruktivnih smetnji.
Takode, uofeno je postojanje peribronhialne proliferacije vezivnog tkiva 1 infiltracija
limfocita. Dalje, na srednjem uveli¢anju (40X) moglo se uociti zadebljanje epitela sa
sadrzajem u bronhijalnom lumenu i infiltracijom limfocita (slika 25), gde je hiperplazija
epitela bronhiola sa prominiranjem u lumen samih bronhija i nakupina seroznog sadrzaja u
lumenu dovela do opstrukcije disajnih puteva.

Na velikom uvelicanju (100X) mogao se detektovati i sadrzaj opstruktivnog
materijala — detritus celije, limfociti, neutrofilne celije i retki alveolarni makrofagi,

zadebljanje epitela i peribronhialna infiltracija (slika 26).

89



Mihajlo Erdeljan Doktorska disertacija Rezultati

U pojedinim delovima pluéa mogla se dijagnostikovati fibroza peribronhialnog
prostora i intersticijum infiltriran sa eritrocitima i limfocitima srednje gustine. Proliferacija
vezivnog tkiva u peribronhijalnom prostoru koje je vrsilo pritisak na bronhiole i menjalo
veli¢inu 1 izgled lumena bronhija uz stvaranje lokalne hiperremije moglo se uociti na

srednjem uvelic¢anju (40X) (slika 27).

Slika 21. Makroskopski snimak apscesa u pluénom parenhimu.
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Slika 22. Pluéni paremhim sa granulomom u Cijem je centru gnoj, oivicen granulacionim

tkivom (apsces), H&E, 10X.

Slika 23. Uzorak parenhima pluca, strelica ukazuju na piogenu membranu u pluénom

parenhimu, H&E, 100X.
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Slika 24. Uzorak parenhima pluéa, strelice ukazuju na tri bronhiole sa oko 90% suZavanja,

H&E, 40X.

Slika 25. Uzorak tkiva pluca, strelica ukazuje na zadebljanja epitela sa sadriajem u

bronhijalnom lumenu i infiltraciju limfocita, H&E, 40X.
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LN

Slika 27. Uzorak pluénog tkiva, uzet od 5 godina stare kobile, H&E, 40X.

Rezultati

93



Mihajlo Erdeljan Doktorska disertacija Rezultati

Citoloska ispitivanja trahealnog brisa pokazala su prisustvo makrofaga (slika 28). U
makrofazima se uoCava okruglasto jedro. Periferno se uocavalo postavljeno jedro sa

citoplazmom i aktivnim vakuolama u toku fagocitoce.

Slika 28. Prikaz makrofaga u trahealnom sekretu, Giemsa, 100X.

5.9. Rezultati statisticke analize

Unakrsni odnos izmedu nalaza klinickog pregleda i broja vakcinisanih Zivotinja.
Izra¢unat unakrsni odnos (OR) iznosi 0,90 i ukazuje da ne postoji zna¢ana povezenost
izmedu ispoljenje klinicke slike kod pregledanih kopitara i njihovog vakcinalnog statusa.

Rezultati su prikazani u tabelama 19 i 20.
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Tabela 19. Open epi 2x2 tabela za unakrsni odnos vakcinacije i klini¢kog nalaza

2 x 2 Table Statistics

Single Table Analysis
Klinicks
)
() 2 810
Vakcinacya(-) 11 4051
13 4861

Tabela 20. Rezultati unakrsnog odnosa vakcinacije i klini¢kog nalaza

Odds-Based Estimates and Confidence Limits

Confidence Limits

Point Estimates
Type Value Lower, Upper
CMLE Odds Ratio* 0.9105 0.1174, 4.665*
0.08277. 5.581*
Odds Ratio 0.9091 0.1683,4.912¢
Prevented fraction in pop(PFpOR) 1515% -33.82,22.09
9.091% -391.2,83.17

Prevented fraction in exposed(PFeOR)

*Conditional maximum likelihood estimate of Odds Ratio
(Phndicates a one-tail P-value for Protective or negative association; otherwise one-tailed exact P-values are for a positive association.
Martin I; Austin H (1991) An efficient program for computing conditional maximum likelihood estimates and exact confidence limits for a common odds ratio. Epidemiology 2,

359-362.

¢ 1 95% confidence limits testing exclusion of 0 or 1, as indicated

P-values < 0.05 and confidence limits excluding null values (0,1, or [n]) are highlighted.
LookFirst items: Editor's choice of items to examine first.

Results from OpenEpi. Version 3. open source calculator--TwobyTwo

Unakrsni odnos izmedu nalaza klinickog pregleda i seroloskog nalaza (HI test) H7N7.
IzraCunat unakrsni odnos (OR) iznosi 5,05 i ukazuje da postoji znaana povezenost izmedu
ispoljenje klinicke slike kod pregledanih kopitara i utvrdenog seropozitivnhog nalaza

primenom HI testa. Rezultati su prikazani u tabelama 21 i 22.
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Tabela 21. Open epi 2x2 tabela za unakrsni odnost klinickog nalaza i HI testa za suptip

H7N7

2 x 2 Table Statistics

Single Table Analysis
HI test
) 0O
(+) 7 613
Klinicki(-) 9 3948
16 4561

Tabela 22. Rezultati unakrsnog odnosa klinickog nalaza i HI testa za suptip H7N7

Odds-Based Estimates and Confidence Limits

Point Estimates Confidence Limits

Type Value Lower, Upper

CMLE Odds Ratio* 4.80 1.292,19.32*
1.113,22.78

Odds Ratio 5.056 1.365. 18.72
Etiologic fraction in pop.(EFp/OR) 35.1% 6.081.64.11
80.22% 26.75. 94.66

Etiologic fraction in exposed(EFe/OR)

*Conditional maximum likelihood estimate of Odds Ratio
(P)indicates a one-tail P-value for Protective or negative association: otherwise one-tailed exact P-values are for a positive association.
Martin.D; AustinH (1991) An efficient program for computing conditional maximum likelihood estimates and exact confidence limits for a common odds ratio. Epidemiology 2.

362.
°105% confidence limits testing exclusion of 0 or 1. as indicated
P-values < 0.05 and confidence limits excluding null values (0,1, or [n]) are highlighted.

LookFirst items: Editor's choice of items to examine first.

Results from OpenEpt. Version 3. open source caleulator--TwobyTwo

Unakrsni odnos izmedu nalaza klinickog pregleda i seroloskog nalaza (HI test) H3NS.
IzraCunat unakrsni odnos (OR) iznosi 0,36 i ukazuje da ne postoji znaCana povezenost
izmedu ispoljenje klinicke slike kod pregledanih kopitara i utvrdenog seropozitivnog nalaza

primenom HI testa. Rezultati su prikazani u tabelama 23 i 24.
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Tabela 23. Open epi 2x2 tabela za unakrsni odnost klinickog nalaza i HI testa za suptip

H3N8

2 x 2 Table Statistics

Single Table Analysis
HI test
G
(+) 2 1113
Klini¢ki(-) 16 3248
18 4361

Tabela 24. Rezultati unakrsnog odnosa klini¢kog nalaza i HI testa za suptip H3N8

0Odds-Based Estimates and Confidence Limits

Confidence Limits

Point Estimates
Type Value Lower, Upper
CMLE Odds Ratio* 0.3689 0.05027. 1.716*
0.03562.2.01*
Odds Ratio 0.3636 0.07184, 1.841*
Prevented fraction in pop(PFpOR) 16.28% -10.09, 32.46
63.64% -84.05.92.82

Prevented fraction m exposed(PFeOR)

*Conditional maximum likelihood estimate of Odds Ratio

(P)indicates a one-tail P-value for Protective or negative association; otherwise one-tailed exact P-values are for a positive association.

Martin D, AustinH (1991) An efficient program for computing conditional maximum likelihood estimates and exact confidence limits for a common odds ratio. Epidemiology
359-362.

©105% confidence limits testing exclusion of 0 or 1, as indicated

P-values < 0.05 and confidence limits excluding null values (0.1, or [n]) are highlighted.

LookFirst items: Editor's choice of items to examine first.

Results from OpenEpi. Version 3, open source calculator--TwobyTwo
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6. DISKUSIJA

Influenca je kod kopitara zabelezena u literaturi verovatno jo§ u Antickoj Grckoj.
Pouzdani istorijski zapisi poticu iz 1874. godine (Thiemann i Bell, 2001.). Influenca kopitara
je akutno respiratorno oboljenje sa klinickom slikom u tipu respiratornog sindroma.

Ovo oboljenje izazivaju dva suptipa influenza A virusa (EIV — ekvini influenca virus)
— H7N7 (ranije poznat kao tip 1) i H3N8 (ranije poznat kao tip 2) iz familije
Orthomyxoviridae, sa naznakom da H7N7 virus nije izolovan kod kopitara ve¢ duze vreme
(Ataseven i Daly, 2007.). H7N7 suptip je prvi put izolovan kod konja u Cehoslovackoj 1956
(Prague/56), a H3N8 subtip je prvi put izolovan kod konja u Majamiju 1963. Izbijanje
influence kopitara zabelezeno je u celom svetu osim na malom broju ostrva i na Novom
Zelandu i Islandu (Culliname i Newton, 2013).

Poslednja potvrdena epidemija suptipa H7N7 je bila 1979, i ovaj suptip se sada smatra
ili iskorenjenim ili slabo aktivnim i to u malom broju ograni¢enih geografskih oblasti (van
Maanen 1 Cullinane 2002). Medutim, H7N7 je seroloSki dokazan i1 kod vakcinisanih 1
nevakcinisanih konja u Turskoj (Ataseven i Daly, 2007.), lzraelu (Aharonson-Raz i sar.,
2014.), Brazilu (Heinemann i sar., 2009.; Mancini i sar., 2014.) i Nigeriji (Olusa i sar.,
2010.).

Virus H3N8 subtip je uobicajeni uzro¢nik infekcije influencom kod kopitara Sirom
sveta, posebno u oblastima gde se vakcinacija rutinski ne sprovodi (Paillot i sar., 2006).

Influenca A virus je visoko kontagiozni uzro¢nik za kopitare (Hannant i Mumford
1996., Palese i Shaw 2007.) i najceSce se brzo S§iri u zapatima imunoloSki nekompetentnih
kopitara. Morbiditet iznosi 10-100%, dok mortalitet 0,5-10% (Trailovi¢, 2000.).

Klinic¢ki znaci su sli¢ni kod magaraca i kod konja a to su: pireksija, dispnoa, kasalj,
iscedak iz nosa, anoreksija, depresija i inapetenca. Tokom infekcije sa virusom influence
moze do¢i do komplikacija usled sekundarne bakterijske infekcije §to mozZe otezati dalji tok
bolesti 1 dovesti do pneumonije 1 smrti. Medutim, u velikom broju eksperimentalnih
ispitivanja kao i u prirodnim epidemijama (Abdalla i sar., 1993.; Chenchev i sar., 1992.;
Holland i sar., 1999.) pokazalo se da je smrtnost veca a klinicki znaci izrazeniji kod magarca
u odnosu na konje. Utvrdeno je takode, da zaraZzeni magarci imaju vecu predispoziciju ka

razvijanju sekundarnih bakterijskih bronhopneumonija. Drugi autori pak navode postojanje
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udruzene infekcije sa pluénim vlaScima (Rose i sar., 1970.). Zbog veceg morbiditeta i
mortaliteta potrebno je primenjivati efikasnu vakcinaciju protiv influence, a prilikom lecenja
koristi i tretman protiv pluénih vlasaka uz terapiju antibioticima u cilju suzbijanja sekundarne
bakterijske bronchopneumonije (Caerdwell i sar., 2000.). Ovo oboljenje je veoma
kontagiozno i prenosi se najces¢e u direktnom kontaktu. Kod konja obi¢no prolazi bez
znazajnih posledica, ali moze dovesti do gubitka radne sposobnosti pa ¢ak i do uginuca.

Brza i pouzdana dijagnostika odnosno izolacija sumnjivih jedinki predstavljaju prvu
liniju odbrane protiv epidemija influence kopitara. Prepoznavanje klinickih znakova
(groznica, depresija, oStar kasalj i sekret iz nosa) uz poznavanje epizotioloskih podataka daje
osnov za rano otkrivanje infekcije. U nekim slucajevima kasalj 1 brzo Sirenje simptoma kaslja
u grupi konja koji su ili nevakcinisani protiv virusa influence ili nisu bili u kontaktu sa
virusom influence mogu jasno ukazati na influencu (Kobluk i sar., 1995).

Konaé¢na dijagnoza se moze postaviti kroz razliCite dijagnosticke postupke, koji
obuhvataju klinicki pregled, brzi terenski test, hematoloski nalaz 1 upotrebom
standardizovanih seroloskih testova i izolacijom virusa influence.

Epizootioloski podaci prikupljeni tokom ovog istrazivanja pokazali su da je u datoj
populaciji od 61 grla samo 10 grla, odnosno 16,39%, bilo redovno vakcinisano protiv virusa
influence. Literaturni podaci govore da je potrebno da oko 70% kopitara u datoj populaciji
bude potpuno imunizovano da bi se preveniralo izbijanje epizotije influence (Baker JD,
1986.), Sto je veoma vazno jer se smatra da je vakcinacija je klju¢ za kontrolu virusa
influence A (Perglione, 2015.). Treba napomenuti da su sva sportska grla koja su ucestvovala
u ovom istraZivanju bila redovno vakcinisana.

Klinickim pregledom je ustanovljeno kod 2 od 10 vakcinisanih grla ispoljavanje
nekog od klinickih simptoma koje se mogu povezati sa influencom, dok je kod 11 od 51
nevakcinisanog grla dijagnostikovan neki od ovih simptoma. Najizrazeniji simptomi su bili
serozan ili mukopurulentan iscedak iz nosa, krepitacije, kasalj, konjuktivitis 1 uvecanje
submandibularnih limfnih ¢vorova. Ovi klini€ki simptomi su u skladu sa navodima drugih
autora, osim izostanka povisene telesne temperature. Oni navode da je prvi znak poviSena
telesna temperatura (do 41° C) (Sellon i Long, 2014.), zatim sledi iscedak iz nosa koji je u
pocetku serozan a kasnije pocinje da bude tipicno mukopurulentan (Landolt i sar., 2014.),
kojeg prati duboki suvi spontani kasalj (Legrand i sar., 2013.). Svi ovi klini¢ki simptomi su
prilikom drugog pregleda ili nestali ili bili manje izrazeni.

Analizom kompletne krvne slike utvrdeno je kod 4 grla (50%) iz grupe vakcinisanih
grla bez klinicke slike postojanje anemije, limfopenije i leukopenije, kod grupe vakcinisanih
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grla sa klinickim simptomima bio je fizioloSki nalaz kompletne krvne slike, kod grupe
nevakcinisanih grla bez klini¢kih simptoma 15 grla (37,5%) je imalo neki od parametara koji
je bio van referentnih vrednosti i to u vidu postojanja anemije, limfopenije, leukopenije,
leukocitoze, monocitoze ili leukocitoze sa neutrofilijom, kod grupe nevakcinisanih grla sa
klinickim simptomima 6 grla (54,55%) je na hematoloskom nalazu pokazalo neke od
parametara koji su van referentnih vrednosti, odnosno postojanje anemije, limfopenije,
leukopenije, leukocitoze, monocitoze ili leukocitoze sa neutrofilijom. Ovi nalazi su u skladu
sa drugim autorima koji navode da se virusne infekcije naj¢eS¢e manifestuju promenama
broju ¢elija bele krvne loze 1 to vidu limfopenije i neutropenije i ponekad limfocitoze
(Townsend 1 sar, 1997.). Hematoloski nalaz kod infekcije sa ekvinim virusom influence
obuhvata umerenu normocitnu, normohromnu anemiju (Gerber, 1970.). Periodi¢na
replikacija virusa infektivne anemije kopitara u makrofagima dovodi do imunoloski
posredovane akutne bolesti koju karakteriSu prvenstveno teske anemije (Cheevers i McGuire,
1985.; Trailovi¢, 2011.). U prirodnim i eksperimentalnim infekcijama dokazano je smanje
broja leukocita tokom celog perioda bolesti dok je broj eritrocita smanjen samo na pocetku
bolesti (Krumrych i sar., 1999.). Leukogram tipi¢no pokazuje leukopeniju koja obi¢no nastaje
kao posledica neutropenije i limfopenije sa trajanjem od 3 do 5 dana (Nelson, 1995.).
Neutropenija nije uobicajeni nalaz a odnos neutrofili/limfociti je obi¢no povecan tokom ovog
perioda (Matroshovich i sar., 2004.). Monocitoza tokom rane kovalescencije je varijabilni
nalaz (Martin i sar., 1959.).

Testom inhibicije hemaglutinacije (RIHA) je kod 2 konja iz grupe vakcinisanih grla
bez klinickih simptoma (25%), utvrdeno postojanje Cetvorostrukog ili veceg porasta titra
specificnih antitela protiv antigena virusa suptipa H7N7. Sve Zivotinje su bile negativne na
povecanje titra spefici¢nih antitela protiv antigena virusa suptipa H3NS8. Ako se kao grani¢ni
titar za kontakt sa virusom uzme titar ve¢i ili jednak sa 10, rezultati ukazuju da su sve
zivotinje bile u kontaktu sa virusom, odnosno da su kod oba uzorkovanja titrovi antitela bili
veéi ili jednako od 16 i za specifina antitela protiv oba suptipa virusa. Kod grupe
vakcinisanih grla sa klinickom simptomima testom inhibicije hemaglutinacije nije otkriveno
postojanje Cetvorostrukog ili veCeg porasta titra specificnih antitela protiv antigena virusa
kako suptipa H7N7 tako i suptipa H3N8. Ako se kao grani¢ni titar za kontakt sa virusom
uzme titar veci ili jednak sa 10, rezultati ukazuju da su sve zivotinje bile u kontaktu sa
virusom, odnosno da su kod oba uzorkovanja titrovi antitela bili veéi ili jednako od 16 i za
specificna antitela protiv oba suptipa virusa. Kod grupe nevakcinisanih grla bez klinickih

simptoma testom inhibicije hemaglutinacije je kod 16 grla (40%), utvrdeno postojanje
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Cetvorostrukog ili veceg porasta titra specificnih antitela protiv antigena virusa suptipa H3NS8.
Kod 7 grla iz ove grupe (17,5%) postoji ¢etvorostruki ili veéi porast titra specifi¢nih antitela
protiv antigena virusa suptipa H7N7. Takode 7 grla iz ove grupe je imalo pozitivan test
inhibicije hemaglutinacije na oba suptipa. Ako se kao grani¢ni titar za kontakt sa virusom
uzme titar vedi ili jednak sa 10 rezultati ukazuju da je 38 grla iz ove grupe (95%) bilo u
kontaktu virusom influence suptip H7N7, a da je 29 grla iz ove grupe (72,5%) bilo u kontaktu
virusom influence suptip H3N8. Kod grupe nevakcinisanih grla sa klinickim simptomima
testom inhibicije hemaglutinacije je kod 2 grla (40%), utvrdeno postojanje cetvorostrukog ili
veceg porasta titra specifi¢nih antitela protiv antigena virusa suptipa H3N8. Kod 7 grla iz ove
grupe (17,5%) postoji Cetvorostruki ili veéi porast titra specifi¢nih antitela protiv antigena
virusa suptipa H7N7. Takode, 7 grla iz ove grupe je imalo pozitivan test inhibicije
hemaglutinacije na oba suptipa. Ako se kao grani¢ni titar za kontakt sa virusom uzme titar
veci ili jednak sa 10 rezultati ukazuju da je 10 grla iz ove grupe (90,9%) bilo u kontaktu
virusom influence suptip H7N7, a da je 9 grla iz ove grupe (81,81%) bilo u kontaktu virusom
influence suptip H3N8. Tako se dolazi do podatka da 20% vakcinisanih grla je seroloski
pozitivno na virus influence kopitara istovremeno sa 45,09% nevakcinisanih grla. Ukupno
gledano seroprevalenca iznosi 40,09%. Ovakvi nalazi nesto ve¢i nego oni koji navode drugi
autori tako seroprevalenca kod magarca u Pakistanu iznosi 12% (Sijad i sar., 2012.), odnosno
9,4% u Turskoj (Ataseven i Daly, 2008.). Od istrazivanja u naSoj zemlji na kopitarima
dokazano je prisustvo specificnih antitela u 17 od 64 uzorka (26,5%) ispitivanih krvnih
seruma magaraca sa lokaliteta Zasavica, i to na serotipove H5N1 i H7N2 virusa avijarne
influence (Puri€i€ i sar., 2010.). Seroloski na nalaz suptipa H7N7 potrvrduje nalaze drugih
autora koji su seroloski dokazali prisustvo H7N7 suptipa 1 kod vakcinisanih 1 nevakcinisanih
konja u Turskoj (Ataseven i Daly, 2007.), lzraelu (Aharonson-Raz i sar., 2014.), Brazilu
(Heinemann i sar., 2009.; Mancini i sar., 2014.) i Nigeriji (Olusa i sar., 2010.), iako pojedini
autori navode da je taj suptip zadrzan samo na veoma niskom nivou u nekim delovima sveta,
i da postoji mogucnost i da je potpuno nestao (Madi¢ i sar., 1996.). Drugi autori, takode,
navode da su poznati slucajevi pozitivne dijagnoze (izolacijom, seroloski) influence bez
klini¢ke slike i1 bez Sirenja na druge Zivotinje u Stalama punokrvnih trkackih konja (Daly 1
Mumford 2001.).

Brzi test za dijagnostiku antigena virusa influence bio je pozitivan kod dva konja iz
grupe nevakcinisanih grla bez klinickih simptoma. Ovaj rezultat se moze uporediti sa
nalazima autora (Morley 1 sar., 1995.) koji su imali poteskoce u izolaciji virusa u epidemiji,

ali su ELISA testom dokazali prisustvo virusnog antigena. Dok su pojedini autori navode
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(Chamber, 1994.) da se ovim testom moze otkriti 90% inficiranih grla kada se uzorkovanje
obavlja u ranoj fazi bolesti, drugi autori (Quinlivan i sar., 2004.) su identifikovali virus u
100% slucajeva kod inficiranih zdrebadi sa Evropskom sojem virusa H3HS8, i pri tom nisu
utvrdili visoku korelaciju izmedu koli¢ine virusa u brisevima i sposobnosti Direktigen test za
otkrivanje virusa. Medutim, negativan Direktigen test ne iskljucuje prisustvo virusa.

U svim pregledanim uzorcima nazalnih briseva kopitara ukljucenih u ovo istrazivanje,
primenom metode RT-PCR nije dokazano prisustvo genoma influenca virusa. Sto nije u
skladu sa navodima autora ¢ije studije pokazuju da je od svih testova PCR najsenzitivniji
(Quinlivan i sar., 2004.). Medutim analizom pojedinih metoda dijagnostike drugi autori dobili
su razlicite rezultate kada se uporede razliite metode, tako su Pasick i saradnici (2007.)
dobili pozitivan nalaz antitela na NP influenca A virusa kod gusaka i to kod 10 od 12 jedinki
a kod jedne vrlo visoke titrove sa HI testom ali su svi brisevi obradeni sa RT-PCR bili
negativni sa zakljuckom da se u trenutku uzimanja uzoraka nije radilo o aktivnoj infekciji.
Takode drugi autori su ima sliéne PCR negativne pacijente kod kojih je dokazan HI testom
znacajan porast titra antitela na influence tipa A ali je PCR bio negativan (Wallace i sar.,
2004.).

Pregledom patohistoloSkih preparata plua nadene su promene karakteristicne za
hroni¢na oboljenja plu¢a. Deo promena se uoc¢avao i makroskopski, u vidu apscesa, ostale
promene su uocene mikroskopski. Na makroskopskom pregledu plu¢a mogli su se uociti
solitarni pluéni granulomi, zatim mukopurulent sadrza u traheji i plu¢ima. Uocavala se
diskoloracija i prominirajuéi solitarni plu¢ni granulomi tvrde konzinstencije koji su bili jasno
ogranicen od okolnog pluénog tkiva. Na popre€nom preseku granuloma uocavala se
belicasto-sivkasta masa konzinstencije mladog sira. Na mikroskopskom pregledu, na malom
uveli¢anju (10X) bila je uoCena ogranic¢ena Supljina sa gnojnom nekrozom 1 likvefakcijom.
Zid apscesa je bio formiran od granulacionog tkiva. Na velikom uveli¢anju (100X) mogla se
uociti piogena membrana formirana od granulacionog tkiva, takode su se mogli uocati i
neutrofilni granulociti. Gledano od piogene membrane ka centru apscesa uz sam rug
membrane mogli su se uocati neutrofilni granulociti. Osim pojave apscesa, koji se mogao
uociti 1 mikroskopski i makroskopski, na patohistoloskom pregledu, na srednjem uveli¢anju
(40X), moglo se uociti suZzenje lumen bronhija i peribronhialna proliferacija vezivnog tkiva i
infiltraciji limfocita. Tako je lumen bronhija bio skoro potpuno ispunjen sadrzajem koji
dovodi do opstruktivnih smetnji. Takode, uoceno je postojanje peribronhialne proliferacije
vezivnog tkiva i infiltracija limfocita. Dalje, na srednjem uveli¢anju (40X) mogao se uociti

zadebljanje epitela sa sadrzajem u bronhijalnom lumenu i infiltracijom limfocita, gde je
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hiperplazija epitela bronhiola sa prominiranjem u lumen samih bronhija i nakupina seroznog
sadrzaja u lumenu dovela do opstrukcije disajnih puteva. Na velikom uvelicanju (100X)
mogao se detektovati i sadrzaj opstruktivnog materijala — detritus ¢elije, limfociti, neutrofilne
¢elije 1 retke alveolarni makrofagi, zadebljanje epitela i peribronhialna infiltracija. U
pojedinim delovima plu¢a mogla se dijagnostikovati fibroza peribronhialnog prostora i
intersticijum infiltriran sa eritrocitima i limfocitima srednje gustine. Proliferacija vezivnog
tkiva u peribronhijalnom prostoru koje je vrsilo pritisak na bronhiole i menja veli¢inu i izgled
lumena bronhija uz srvaranje lokalne hiperremije moglo se uociti na srednjem uvelicanju
(40X). Ovi navodi korenspondiraju sa navodima drugih autora koji su dijagnostikovali
prisustvo mukusa u visokom nivou, skoro kod svih konja (94,12%) sa hroni¢nom
opstruktivnom boles¢u pluéa (Marinkovi¢ i sar., 2007.), odnosno kod konja sa
bronhopneumonijom kontaminirana pluca sa brojnim intra alveolarnim i ne$to manje brojnim
intrabronhiolarnim neutrofilima pomeSanih sa makrofazima, fibrinom, 1 akutnim
hemoragijama (DebRoy i sar., 2008.). Nalazi se takode slazu sa navodima drugih autora Kkoji
navode da u sluc¢ajevima hroni¢nih bolesti plu¢a kod konja postoji peribronhialna i
peribronhiolarna infiltratracija limphocitima, makrofazima, eozinofilnim granulocitima i
plazma ¢elijama (Robinson, 2001.)

Izracunat unakrsni odnos (OR) izmedu nalaza klinickog pregleda i broja vakcinisanih
zivotinja iznosi 0,90 1 ukazuje da ne postoji znacana povezenost izmedu ispoljenje klinicke
slike kod pregledanih kopitara i njihovog vakcinalnog statusa. Izracunat unakrsni odnos (OR)
izmedu nalaza klinickog pregleda i seroloskog nalaza (HI test) H7N7iznosi 5,05 i ukazuje da
postoji znaCana povezenost izmedu ispoljenje klinicke slike kod pregledanih kopitara 1
utvrdenog seropozitivnog nalaza primenom HI testa. Izracunat unakrsni odnos (OR) nalaza
klinickog pregleda i seroloskog nalaza (HI test) H3NS8 iznosi 0,36 i ukazuje da ne postoji
znafana povezenost izmedu ispoljenje klinicke slike kod pregledanih kopitara i utvrdenog
seropozitivnog nalaza primenom HI testa. Unakrsni odnos (odds ratio) su koristili i drugi
autori (Larson i sar., 2015.) uz dobijene sli¢ne rezultate. Nepostojanje znacajne povezanosti
izmedu klinicke slike i vakcinacije moze se povezati sa havodima autora koji navode da usled
antigenskog drifta izmedu vakcinalnog i ciklusuceg soja moguca je pojava klinickih znakova
oboljenja i kod vakcinisanih i kod nevakcinisanih Zivotinja (Barbi¢ i sar., 2009), jer
antigenski drift kompromituje efikasnost vakcina kao sposobnost vakcinalnih antitela da
prepoznaju terenski virus a samim time da Stite zivotinju od klinic¢kih bolesti 1 da smanjuju
Sirenje virusa (Gildea i sar., 2013.).Uprkos opseznoj upotrebi vakcina, izbijanje bolesti se

belezi i dalje (Bountouri i sar., 2011.). Takode patogenost virusa je multigenetska osobina
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(Wright i sar., 2007.), tako da ne samo suptip odreduje patogenost odnosno ispoljenost
klinicke slike.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata istrazivanja izdedeni su sledeci

zakljucci:

1. Rezultati sprovedene epizootioloSke ankete ukazuju da postoji veliki broj konja i
magaraca u slobodnoj populaciji koji se ne vakciniSu protiv virusa influence ili se to
radi ne redovno.

2. Klini¢kim pregledom kopitara uklju¢enih u ovo istrazivanje, otkriveno je da postoji
20% zivotinja sa ispoljenom klinickom slikom u tipu respiratornog sindroma.

3. Seroloskim ispitivanjma je dokazano postojanje akutnog toka influence kopitara
izazvane suptipom virusa H3N8 kod 26% jedinki, kao i izazvane suptipom H7N7 kod
18% jedinki. Nadalje, rezultati seroloSkih ispitivanja su ukazali da je preko 90%
jedinki bilo tokom Zivota u kontaktu sa virusom influence.

4. Primenom real-time PCR metode nije dokazan genom virusa influence kopitara u
pregledanim uzorcima.

5. Sprovedenim istrazivanjima registrovane su seropozitivne jedinke kod kojih je
dokazano prisustvo antigena virusa influence, ali bez dokazanog prisustva genoma

virusa influence.
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