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Na globalnom i lokalnom nivou, komarci se svrstavaju u grupu najznacajnijih
molestanata i vektora patogena ¢oveka i zivotinja, prouzrokovaca oboljenja sa Cestim
smrtnim ishodom, kao $to su malarija, Zuta groznica, groznica zapadnog Nila, denga i
¢ikungunja. Hematofagni rezim ishrane zenki komaraca na ljudima i Zivotinjama je deo
ponaSanja koje ih €ini toliko vaznim sa aspekta javnog zdravlja, jer ve¢ tokom uzimanja
prvog obroka krvi one mogu usvojiti i patogene iz zarazenog domacina. Cirkulacija virusa
zapadnog Nila u ljudima, pticama, konjima i komarcima je nedavno potvrdena na prostoru
Srbije tokom nekoliko uzastopnih godina. Vrsta koju karakteriSu osobine visoko
kompetentnog vektora je kuc¢ni komarac, odnosno domaca vrsta Culex pipiens complex.
Vrsta je prisutna u svim delovima Srbije 1 veoma rasprostranjena u Sirokom spektru
akvati¢nih razvojnih stani$ta. Druga veoma znac¢ajna je invazivna vrsta Aedes albopictus.
Ova invazivna vrsta uspeSno prenosi patogene prouzrokovace gore pomenutih oboljenja u
Evropi.

U programima suzbijanja komaraca neophodno je dopuniti strategiju prilagodenu
suzbijanju komaraca molestanata strategijom suzbijanja vektora, koja podrazumeva
prilagodavanje 1 podizanje efikasnosti metoda koje ¢e se koristiti u cilju bolje 1 brze
kontrole. Za razliku od veéine zemalja Evrope gde se zadovoljavajuca efikasnost u
suzbijanju komaraca ostvaruje samo larvicidnim tretmanima u Srbiji se to jo§ ne postiZe,
¢ak i pored prekomerne i rastuce aplikacije adulticida.

Planiranje 1 sprovodenje akcija suzbijanja komaraca treba da bude prilagodeno
novonastalim potrebama suzbijanja vektora. Prilikom opredeljivanja i izrade planova i
programa suzbijanja komaraca u Srbiji bilo bi potrebno da se uspostavi suzbijanje
komaraca koje ¢e biti precizno prilagodeno lokalnim uslovima, ekonomicno, efikasno 1
koje ¢e minimalno uticati na naruSavanje prirodne ravnoteze u ruralnim i urbanim
staniStima.

Cilj ovog istrazivanja je evaluacija bioloske efikasnosti i procena perzistentnosti
delovanja formulacija ciromazina, diflubenzurona, piriproksifena i polidimetilsiloksana u
funkciji supresije dve veoma vazne molestantske i vektorske vrste komaraca, Cx. pipiens
complex i Ae. albopictus.

Opredeljena su tri razliCita tipa regulatora rasta i razvoja insekata (IGR)- ciromazin,
piriproksifen i diflubenzuron kao standard/komparativna aktivna materija (hemijski metod),
a potom i polidimetilsiloksana (fizi¢ki metod).




Mehanizam delovanja IGR agenasa zasnovan je na ometanju hormonskog balansa u
telu insekta ili prekidu normalnih funkcija vezanih za proces presvlac¢enja koji se dalje
reperkutuju na ometanje i prekid normalnih tokova fizioloskih funkcija, rezultirajuéi
smrtnim ishodom tretiranog insekta.

Selektovane su formulacije granula na ekoloski prihvatljivim, biodegradabilnim
nosacima (zeolit, kukuruzna kocanka i Biodac, komercijalni nosa¢ na bazi reciklirane
hartije). Bioloska efikasnost formulacija ciromazina, piriproksifena i diflubenzurona
ocenjivana je na larvama vrste Cx. pipiens complex u laboratorijskim uslovima, nakon ¢ega
je ciromazin ocenjivan u poluprirodnim uslovima (u plastiénim buradima). Potom su
granule ciromazina i diflubenzurona opredeljene za nastavak evaluacije u poljskim
eksperimentima (u drenaznim kanalima semiruralne sredine).

Agquatain AMF je preparat novijeg datuma na bazi silikona (polidimetilsiloksan), koji
na povrsini vode stvara monomolekularni film, a od nedavno EU komisija ga uvrStava u
grupu biocida za suzbijanje komaraca. Ovaj monomolekularni film ometa i prekida
normalan razvoj juvenilnih stadijuma komaraca redukujuéi povrsinski napon vode. Na ovaj
nacin onemogucena je respiracija akvati¢nih formi komaraca. Smatra se da ovaj agens
uzrokuje ,,multistage” efekat, uticu¢i na sve stadijume razviéa tretirane populacije
komaraca.

Sve testirane granule regulatora rasta su pokazale visoku efikasnost u suzbijanju vrste
Cx. pipiens complex. Granule ciromazina su ukazale direktnu vezu primenjene doze i
efikasnosti. ZabeleZzena je visoka i perzistentna efikasnost granula sa sadrzajem aktivne
materije ciromazina od 2 % u odnosu na granule sa nizim sadrzajem ciromazina (0.5%).
Granule sa 2% ciromazina su zadrzale visoku efikasnost tokom dva meseca u
laboratorijskim uslovima. Primenjene granule diflubenzurona (1% a.m) i piriproksifena
(0.5% a.m) su takode postigle supresiju celokupne eksponirane populacije (mortalitet
100%), ali su ovi IGR zahtevali duzi period za postizanje maksimalnog efakta.
Zadovoljavajucu efikasnost (LTgy) najbrze su postigle granule ciromazina 2, potom
diflubenzuron, dok je najsporije delovanje zabeleZeno primenom piriproksifena.

Testirane granule nisu flotirale, te je sve do optimizacije ove formulacije potrebno
ograniciti njihovu primenu na razvojna stanista komaraca sa ¢vrstom strukturom dna (npr.
vestacki recipijenti vode svih zapremina), gde ne postoji mogucnost gubljenja apliciranih
granula usled zamuljivanja.

Aquatain AMF je pokazao visoku efikasnost u suzbijanju larvi i lutki obe ciljne vrste
Cx. pipiens complex i Ae. albopictus u laboratorijskim uslovima. Medutim, kuéni komarac
je pokazao veci stepen osetljivosti na prisustvo Aquatain AMF sloja u odnosu na tretiranu
invazivnu vrstu. Najveca senzitivnost obe vrste na monomolekularni sloj zabelezena je u
poslednjem larvenom stupnju i stadijumu lutke. Senzitivnost testiranih vrsta u stadijumu
lutke se nije medusobno razlikovala.

Primenjen u vestackim recipijentima vode, ovaj preparat obezbeduje Visok Stepen
supresije (100%) tretirane populacije obe vrste. Aplikacijom u kanalima redukuje
populaciju ku¢nog komarca u trajanju od 21 dan (u kanalu gusto obraslim vegetacijom) pa
sve do 56 post tretman dana (u kanalu na ¢ijoj vodenoj povrsini niSta ne remeti celovitost
apliciranog sloja), u zavisnosti od abiotickih i bioti¢kih faktora koji ometaju postojanost
monomolekularnog sloja. U preporuenoj i duploj dozi od 1, odnosno 2 mL/m?, preparat ne




prevenira ovipoziciju dugorocno (maksimalno do nedelju dana), ali onemogucéava razvoj
larvi iz jaja polozenih na film. Kada je testirana 10 puta veca doza, utvrdeno je da Aquatain
AMF onemogucéava polaganje jaja u trajanju od 19 dana.

Uvodenje evaluiranih, novih supstanci u programe suzbijanja juvenilnih stadijuma
razvoja komaraca, pre nego Sto dode do pojave odraslih formi, svakako predstavlja
opravdanu moguénost za proSirenje izbora supstanci koje postoje na trziStu u Srbiji.

Urbane zone se smatraju Kkriticnim tackama za suzbijanje komaraca obe navedene
vrste jer usled mnogobrojnih izvorista i povoljnih uslova razvoja (temperatura vode),
blizine velikog broja potencijalnih domacina, dolazi do kontinuiranog polaganja jaja,
odnosno formiranja viSe generacija tokom sezone, koje se medusobno preklapaju.
Adekvatna primena ocenjivanih biocidnih agenasa prilagodena tipu razvojnog stanista dve
najznacajnije urbane vrste komaraca omogucila bi smanjenje broja tretmana u poredenju sa
primenom kako konvencionalnih tako i bioloskih larvicida
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Abstract:

AB

Mosquitoes are globally and locally most significant molestants and vectors,
transmitting pathogens which may cause humans’ and animals’ severe diseases like West
Nile Fever, yellow fever, malaria, dengue and chikungunya frequently with fatal outcome.
Mosquito females regular behaviour pattern which includes haematophagous feeding
regime on humans and animals gave them highly significant role in public health.
Females may intake pathogens at first blood meal on infected host. West Nile Virus
circulation in humans, birds, horses and mosquitoes on the Serbian territory has been
recently confirmed in several consecutive years. The major highly competent vector is
house mosquito, Culex pipiens complex. The species is widely distributed in all parts of
Serbia, inhabiting diverse aquatic breeding sites. Invasive, widespread Aedes albopictus is
one of the most important vector species of severe human and animal diseases in Europe.

Within mosquito control programs it is essential to modify the strategy of molestant
control by vector control, which implies adaptations and optimisations of available
methods’ efficacy aiming to the enhanced and faster mosquito suppression/control.
Opposite to the most European countries which succeed satisfying mosquito suppression
level only by larvicide treatments, Serbia has not reached that level yet, regardless
excessive and increasing adulticides treatments in our country.

Mosquito control methods should be planed and implemented according to the most
recent surveillance of mosquito vector species.

Mosquito control plans and programs in Serbia should be precisely based on local
conditions and enable economically, ecologically, highly effective meassures which will
minimize the negative impact to the equilibrium of the non-target aquatic biota and other
organisms that could be endangered by eco-toxicological aspects of applied products into
waters of rural and urban areas.

The main objectives of this study aimed to evaluate available larvicide efficacy
(cyromazine, diflunbenzuron, pyriproxyfen and polydimethylsiloxane) and to determine
susceptibility of the juvenile forms of Cx. pipiens and Ae. albopictus populations to the
applied compounds, but also to determine product persistence/longevity in mosquito
population reduction treatments.

As a part of chemical control three different Insect Growth Regulators (IGR) types
were selected- cyromazine, pyriproxyfen and diflubenzuron as standard/comparative
active ingradient. Additionally, silicone (polydimethylsiloxane) based product Aquatain




AMF, aimed for physical control, was evaluated.

Mode of IGRs action consists of hormonal disbalance or regular molting process
disturbance that reflects to disorder or break of normal physiological functions, resulting
by insect death. Aquatain AMF is a silicone-based monomolecular film
(polydimethylsiloxane), novel tool, and recently-approved product in the EU for mosquito
control affecting mosquitoes’ aquatic developmental stages. AMF spreads spontaneously
and rapidly over a water surface. The physical mode of action based on lowering water
surface tension prevents mosquito larvae/pupae respiration. Subsequently, AMF disables
gravid females to land on the water surface and obstructs the natural oviposition process.
According to the multiple effects on all immature mosquito stages, AMF can reduce
mosquito density.

All selected IGR formulation were granules consisted of ecologically suitable,
biodegradable carriers (zeolite, corn cob and Biodac, commercial carrier made of recycled
paper). Biological efficacy of all tested IGRs was evaluated in laboratory conditions and
subsequently cyromazine was tested in semi-field experiments (in plastic barrels).
Following findings obtained cyromazine and diflubenzuron granules were evaluated
under field conditions (ditches/channels semirural location).

Tested IGR granules showed high efficacy in Cx. pipiens complex control.
Cyromazine granules applied doses were directly equivalent to its efficacy. Granules with
2% cyromazine demonstrated higher, faster and more persistent efficacy comparing to the
granules with lower cyromazine content (0.5 %).

Cyromazine 2 granules were two months highly effective against Cx. pipiens
juveniles in laboratory conditions. Applied diflubenzuron (1% a.i.) and pyriproxyfen
(0.5% a.i.) granules caused complete population reduction (mortality 100%). However,
diflubenzuron and pyriproxyfen required longer period to cause same rate of
effectiveness. Satisfying efficacy level (LTgp) cyromazine achieved more rapidly than
other evaluated IGRs. Slowest activity of tested products was recorded in pyriproxyfen
treatment.

Bias of all tested IGR formulations were their inability to float. Therefore, until
optimised, application of IGR granular formulation should be limited to aquatatic
breeding sites with solid base structure (e.g. artificial water recipient, regardless of
volume), in which granules would not be lost in mud after they sink from water surface.

Agquatain AMF achieved high mortality rates of juvenile stages of both Ae.
albopictus and Cx. pipiens under laboratory conditions. However, Cx. pipiens larvae
showed higher susceptibility to AMF compared to Ae. albopictus. The impact on pupae
was not different between species. Pupae of both species were highly susceptible. Applied
in artificial water recipients, Aquatain AMF inhibits completely (100%) population
eclosion to the adult stage of Ae. albopictus. In field conditions Aquatain AMF longevity
to suppress Cx. pipiens complex population was estimated in range from 21 to 56 post
treatment days, depending on abiotic and biotic factors disturbing applied monomolecular
layer. Recommended dose of this product will not prevent females’ oviposition in a long-
term (maximum seven days), but will unable juvenile development hatched from eggs
after oviposited on monomolecular layer. Increased dose (10 fold) provides long-term
oviposition prevention. Females would be 19 days unable to lay eggs on 10 mL/m? thick




layer.

Implementation of tested novel mosquito control agents which prevent juvenile
stages development to adult stage justify possibility of increasing available products of
biocides for a sound vector control.

Urban breeding sites are critical and complex to control mosquitoes because of
continuous seasonal availability of water bodies and suitable temperatures (frequently
higher than in rural areas). Additionally, vicinity of densely populated hosts (humans),
generates enormous populations with overlapping generations and presence of all
developmental stages from April to October.

Adequate selection and application of evaluated biocide agents, adapted to the Cx.
pipiens and Ae. albopictus breeding site types would decrease required number of
treatments comparing to conventional and biological biocides, especially treatments in
urban areas.
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1. UVOD

Komarci su krilati insekti koji pripadaju redu Diptera (dvokrilci), familiji Culicidae.
Becker (2011) navodi pokus$aje ljudi da se zaStite od komaraca koji datiraju jo§ iz antickog
perioda, $to zakljuCuje po re¢ima Herodota koji kaze da je svaki Egipéanin morao posedovati
mrezu kojom danju lovi ribu, a no¢u je prebacuje preko kreveta da bi se zastitio od uboda
komaraca.

Komareci su insekti Siroke rasprostranjenosti, koji su prisutni su u svim biogeografskim
oblastima. Razvijaju se u razli¢itim tipovima akvati¢nih staniSta a njihova distribucija je
zabeleZena Sirom planete, od tropskih krajeva, preko umerenog klimata do Arktika, od 1250
m ispod nivoa mora do 3500 m nadmorske visine. Obzirom na specijalne mehanizme koji
komarcima omoguéavaju adaptaciju na veoma razlicite uslove sredine, tesko je naci bilo koju
vodenu povrSinu na svetu gde njihov razvoj ne bi bio mogué¢. Veoma su rasprostranjeni na
svim kontinentima, ali je brojnost i raznovrsnost veca u tropskim predelima nego na polovima
(Clements, 2012). Ne ukljucujuci male ostrvske zemlje, drZzave sa najve¢im ukupnim brojem
vrsta komaraca i najve¢im brojem endemskih vrsta su Panama, Francuska Gvajana, Malezija i
Kostarika (Foley et al., 2007).

Nastanjuju sirok spektar vodenih sredina, od veoma cistih do vodenih sredina
opterecenih organskom materijom u raspadanju. Veli¢ina vodene sredine nije ogranicavajuéi
faktor za razvoj komaraca. Mogu se razvijati u veoma velikim akvati¢nim stanistima kao S$to
su bare, jezera, mocvare i sl. NiSta manje znacajni za njihov razvoj nisu ni veoma mali
prirodni i vestacki recipijenti vode kao $to su: vaze za cvece, stare gume, kante za zalivanje,
zapuSeni oluci 1 druga mesta u neposrednoj ¢ovekovoj okolini, pukotine, Supljine ili otvori u
stenama i drvetu gde se akumuliSe voda, zatim otisci stopala ljudi i zivotinja, otisci guma
vozila na zemlji koji omogucavaju zadrzavanje vode 1 dr. Mogu poloziti jaja ¢ak 1 u Skoljke
mekusSaca.

Na plavljenim povrSinama duz reka ili oko jezera sa kolebaju¢im nivoom vode
razvijaju se komarci plavnih zona. Najznacajnije dve vrste iz ove grupe na prostoru Vojvodine
su Aedes vexans Meigen 1830 i Aedes sticticus (Meigen 1838) (Petri¢, 1989). Svake godine
tokom sezone plavljenja reka navedene dve vrste dostizu visoku brojnost. U ovakvim
okolnostima, te usled postojanja znacajnog kapaciteta leta adulta, , koji iznosivise kilometara,
ove vrste predstavljaju znacajne molestante ¢ak i u naseljima veoma udaljenim od razvojnih
staniSta komaraca (Schafer et al., 1997). Pojedinim vrstama komaraca (Aedes cantans
(Meigen, 1818), Aedes communis (De Geer, 1776), Aedes. punctor (Kirby in Richardson,
1837) idealni uslovi za polaganje jaja i dalji razvoj nastupaju nakon topljenja snega ili posle
obilnih kisa. Komarci mogu da budu i halofilne vrste, odnosno da preferiraju slane vode
(Aedes caspius (Pallas, 1771) ili da nastanjuju vodene povrsine sa ili bez vegetacije (Becker et
al., 2010).

Komarci imaju veliku sposobnost adaptacije na promenjene uslove sredine u kojoj se
nadu. Ekoloska fleksibilnost ovih insekata je veoma izrazena ¢ime je podrZana i njihova
rasprostranjenost, a osvajanje novih prostora pospeSuju i1 antropogeni faktori, narocito
medunarodna trgovina i saobracaj razli¢itim prevoznim sredstvima, (automobilima, avionima
ili prekookeanskim brodovima) (Madon et al., 2002).


http://www.nhm.ac.uk/research-curation/scientific-resources/biodiversity/uk-biodiversity/uk-species/species/aedes_punctor.html
http://www.nhm.ac.uk/research-curation/scientific-resources/biodiversity/uk-biodiversity/uk-species/species/aedes_punctor.html
http://www.nhm.ac.uk/research-curation/scientific-resources/biodiversity/uk-biodiversity/uk-species/species/aedes_punctor.html

Komarci se smatraju najvaznijom grupom hematofagnih zglavkara koji se hrane na
coveku, sisarima i pticama (Harwood and James, 1979). Komarci se smatraju veoma upornim
molestantima koji redukuju kvalitet Zivota 1 ugrozavaju zdravlje ¢oveka, domacih i divljih
Zivotinja. Zenke komaraca imaju hematofagni rezim ishrane, a uzimanje krvnog obroka kod
vecine vrsta predstavlja preduslov za uspesnu maturaciju jaja, odnosno produkciju potomstva.
Ove insekte karakteriSe znaCajna vektorska uloga u prenosSenju patogena, prouzrokovaca
oboljenja sa Cestim smrtnim ishodom kao $to su malarija, groznica zapadnog Nila, denga,
Zuta groznica, ¢ikungunja i dr.

Ne samo da su izuzetno vazni vektori patogena prouzrokovaca ozbiljnih oboljenja (od
kojih su neka smrtonosna), ve¢ ovi insekti mogu uzrokovati ekonomski znacajne gubitke i
uticati na migracije ljudi i zivotinja. Ovo je narocito izrazeno u uslovima severnog umerenog
klimata gde se komarci c¢esto javljaju u ogromnom broju (Service, 1980). Gubici usled
smanjenja produktivnosti u industrijskim granama vezanim za aktivnosti na otvorenom
prostoru cesto dostizu velike razmere kada je brojnost komaraca visoka (Harwood and James,
1979). Cak i ako se u obzir ne uzme veliki broj smrtnih slu¢ajeva i patogeni organizmi koje
ovi insekti mogu da prenesu, njihova uloga kao molestanata opravdava finansijska ulaganja u
efikasne mere suzbijanja. Ukoliko se jave u velikom broju, ovi insekti mogu u znac¢ajnoj meri
negativno uticati na kvalitet zivota ljudi, $to se narocito odnosi na boravak ljudi na
otvorenom. Neke rekreacione povrsine i turisticki regioni mogu postati neupotrebljivi usled
netolerantno visoke brojnosti. U Vojvodini su zabelezeni takvi slucajevi, kada u odredeno
doba godine dolazi do prenamnozavanja komaraca, cemu treba dodati i njihovu agresivnost,
na pojedinim lokalitetima. Ovakve pojave uzrokuju promene/poremecaje ritma normalnog
Zivota, a narocito radova u poljoprivredi. U takvim slu¢ajevima ljudi maksimalno redukuju
boravak van stambenih prostora maksimalno redukuju (Petri¢ et al., 1986).

Komarci mogu ugroziti kako domace tako i divlje Zivotinje, bilo da je re¢ o njihovoj
molestantskoj ili vektorskoj ulozi. U stocarstvu komarci kao molestanti mogu uzrokovati
znaCajne gubitke kada je re¢ o prirastu domacih Zivotinja i produkciji mleka kod krava.
Godine 1965. zabelezeni su gubici od 25 miliona dolara u SAD-u, a od toga su 10 miliona
dolara iznosile Stete usled smanjene proizvodnje mleka (Steelman, 1976). U Kvinslendu,
Australija, zabelezen je gubitak krvi od 166 mL po grlu stoke u toku jedne no¢i (Standfast and
Dyce, 1968).

Posledice uznemiravanja ubodom komaraca kod nekih ki¢menjaka su rezultirale
formiranjem novih oblika ponasanja, a naroCito je znacajan Citav repertoar defanzivnih
manifestacija koji su razvile neke ptice (Harwood and James, 1979). Vrste iz roda Aedes
mogu da ugroze normalno funkcionisanje Zivotinja ukoliko se jave u prevelikom broju.
Primer za to je uticaj vrsta koje pripadaju ovom rodu na ptice sa ostrva Galapagos. Kada se
prenamnoze ometaju uspe$no razmnozavanje ptica (Harwood and James, 1979). Arkticki
komarci i1 drugi predstavnici iz reda Diptera mogu da uti¢u na migratorne aktivnosti irvasa
(Terent’ev, 1972).

U urbanim sredinama poseban problem predstavljaju vrste iz roda Culex, koje se
razvijaju u neposrednom covekovom okruzenju. Za Srbiju su najznacajnije vrste koje
pripadaju kompleksu Culex pipiens Linnaeus 1758, poznate pod narodnim nazivom kuéni
komarac. Rodu Culex pripada i vrsta Culex modestus Ficalbi, 1890 koja je takode
rasprostranjena u Srbiji. Za naSu zemlju navedene vrste imaju poseban znacaj, jer su tokom
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nekoliko poslednjih godina odgovorne za pojavu i Sirenje virusnog oboljenja ¢iji je
prouzrokova¢ virus Zapadnog Nila (WNV). USrbiji se tokom poslednje decenije belezi
cirkulacija virusa zapadnog Nila (WNV) koji svake godine odnosi ljudske Zivote. Vektorska
vrsta zaduZena za transmisiju ovog virusa je CX. pipiens, ku¢ni komarac. Vrsta je prisutna u
svim delovima Srbije i veoma abundantna tokom citave letnje sezone, ¢ime je omogucena
kontinuirana transmisija virusa zapadnog Nila.

Druga znacajna vrsta za Srbiju, ali i za ostatak Evrope je Aedes albopictus Skuse 1894
(sin. Stegomyia albopicta), azijski tigrasti komarac. Rec¢ je invazivnoj vrsti koja je do sada
registrovana samo u pograni¢nim delovima nase zemlje (na granicama sa Hrvatskom i Crnom
Gorom), u kojima je prisutna ve¢ nekoliko uzastopnih godina . Medutim visoka adaptibilnost i
reprodukcioni potencijal, zabelezeni u ostalim Evropskim zemljama koje je ova vrsta
nastanila, nagovestava njeno Sirenje na prostoru Srbije. Ae. albopictus je kompetentan vektor
za transmisiju mnogih opasnih patogena, naroCito arbovirusa. Stoga je ovoj invazivnoj vrsti
neophodno posvetiti posebnu paznju. . Vrsta Ae. albopictus je svrstana u grupu komaraca
malih vodenih recipijenata i razvija se kako u prirodnim tako i u veStackim recipijentima
vode. Navedena vrsta je potvrdeni vektor patogena, prouzrokovaca oboljenja denga,
¢ikungunja, koje se Cesto zavrSavaju smrtnim ishodom.

U umerenom klimatu, juvenilni stadijumi vrsta Cx. pipiens complex i Ae. albopictus
Cesto dele razvojno staniSte, odnosno koegzistiraju u istom biotopu. Ovaj podatak nam
ukazuje na moguénost suzbijanja/redukovanja populacije obe vrste ukoliko se fokusiramo na
suzbijanje komaraca u toku njihove akvati¢ne faze razvoja.

Komarce KkarakteriSe izraZzen reprodukcioni potencijal, te velika adaptibilnost i
skromnost u izboru razvojnog staniSta. Ove osobine znacajno oteZzavaju mere borbe i
umanjuju efikasnost mera koje se sprovode u cilju njihovog suzbijanja.Programi suzbijanja
komaraca u Srbiji se ve¢im delom oslanjaju na adulticidne tretmane. Sa aspekta raspolozivih
sredstava za suzbijanja komaraca u Srbiji i njihove primene, akcentuje se potreba za
uvodenjem novih preparata koji bi redukovali populacije navedenih vrsta. Ucestalom
primenom biocida sa istim mehanizmom delovanja, komarcima je omoguceno razvijanje
rezistentnosti na veliki broj insekticidnih aktivnih materija, naroCito kada je re¢ o
konvencionalnim biocidima iz grupa hlorovanih ugljovodonika i organofosfata. Prema
izveStaju WHO (1992) registrovano je 56 vrsta komaraca iz roda Anopheles rezistentnih na
hlorovane ugljovodonike i organofosfate, zatim 19 vrsta iz roda Aedes i 20 iz roda Culex
rezistentnih na ove grupe biocida.

Medutim, u zemljama endemicnim za odredenu bolest, kao $to je to slucaj sa Srbijom i
virusom zapadnog Nila, sa aspekta vektorske uloge komaraca, preveniranje eklozije adulta je
od krucijalnog znacaja. Sprecavanjem eklozije adulta prekida se lanac transmisije patogena.

Specificnost same biologije komaraca, kao 1 njihova koegzistencija u akvati¢nim
staniStima sa drugim Zivim organizmima zahteva posebnu paznju i oprez pri odabiru sredstava
kojima ¢e vrsiti supresija njihove populacije.

Stoga je cilj ove disertacije da evaluira ekoloski i ekonomski prihvatljive metode
suzbijanja komaraca, koje ¢e biti primenjive u budu¢im programima suzbijanja komaraca u
Srbiji 1 zemljama okruzenja. Predmet evaluacije predstavljaju biocidni preparati iz grupe
regulatora rasta i razvica insekata u formulaciji granula na biodegradabilnim, ekoloski



prihvatljivim nosacima, kao i preparat Aquatain AMF koji obezbeduje fizicku meru supresije
juvenilnih stadijuma komaraca.

2. BIOLOSKE KARAKTERISTIKE I ZNACAJ KOMARACA S

POSEBNIM OSVRTOM NA VRSTE RODA CULEX | VRSTU AEDES
ALBOPICTUS

Prve vrste iz reda Diptera pojavile su se jos§ u periodu Trias, pre oko 200 miliona godina
1 najverovatnije je da su koristile krv amfibija 1 reptila kao izvor proteina. Medutim, najstariji
pronaden fosil komarca (Burmaculex antiquus) potice iz perioda Kreda, starosti izmedu 90 do
100 miliona godina, a pronaden je u obliku inkluzije u ¢ilibaru na prostoru Mianmara
(Borkent and Grimaldi, 2004).

Familija Culicidae je podeljena u dve podfamilije: Anophelinae, Culicinae.
Taksonomska pripadnost, podela familije na nize taksonomske kategorije sa listom
najznacajnijih rodova i podrodova prikazana je u slici 1. Do danas je opisano oko 3 559 vrsta
komaraca koji su svrstani u 113 rodova. Od ukupnog broja vrsta oko 1 000 vrsta ¢ine znacajni
vektori prouzrokovaca oboljenja ¢oveka i zivotinja (Becker, 2011).

e

» Anopheles |

Subfamily
) Anophelinae e *Anopheles ‘, Callia

)} Aedes

) ) Aedimorphus
\) Fredwardsius

) Stegomyia

I:' hylum: Arthropoda

) Family
Culicidae

Flass Insecta "—‘

Finlaya

Subclassis: ) Ochlerotatus

rygota

) Rusticoidus §

) Barraudius
w i

Culicinae

uborder:
ematocera

—_—

nfraorder:
;ulicomorpha

superfamil = 7
E:L|n,;-o|rje:~'.3Y Eoquillettidia ) Coquillettidia §

»Orthopodomyia §

:Uranotaenia Pssudoficalbia

Slika 1. Taksonomska pripadnost familije Culicidae i podela na nize taksonomske
kategorije sa listom najznacajnijih rodova komaraca prisutnih u Evropi
(Izvor: Becker et al. 2010, sema: Kavran M 2018)
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Kao i sve insekte iz reda Diptera i komarce odlikuje potpuna metamorfoza (Slika 3).
Svim vrstama komaraca je za uspesan razvoj neophodna voda.

Vrste iz roda Culex polazu jaja na povrsinu vode bilo da se radi o prirodnim staniS$tima
ili pak o vestackim malim antropogenim vodenim recipientima u neposrednoj ¢ovekovoj
okolini, u kojima se takode razvija i vrsta Ae. albopictus (Slika 2). Nakon piljenja larve
prolaze kroz cetiri larvena stupnja i zatim prelaze u stadijum lutke. Kada se stadijum lutke
zavrsi insekt se transformise u adulta. Nakon dostizanja polne zrelosti muzjaka i zenke
nastupa parenje.

Zenke komaraca veéine vrsta karakterise neophodnost uzimanja krvnog obroka za
uspesan zavrSetak vitelogeneze i sazrevanje jaja (anautogenost). Medutim, autogene zenke
(npr. Cx. pipiens biotip molestus) uspesno obezbeduju svoje potomstvo i u uslovima bez
krvnog obroka.
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Slika 2: Mesta u neposrednoj ¢ovekovoj Slika 3: Zivotni ciklus roda Culex
blizini, potencijalna razvojna stanista (Izvor: https://www.smcmvcd.org;
komaraca (lzvor: http://www.adaweb.net) modifikovala Kavran M 2018)

2.1.1 OVIPOZICIJA I STADIJUM JAJETA

Zenka komarca polozi izmedu 50 i 500 jaja nakon uzimanja krvnog obroka (anautogene
zenke) ili direktno nakon parenja kod zenki autogenih populacija. Zenke iz roda Culex polazu
jaja u grupama koje ¢ini i po nekoliko stotina jaja. Jaja su zbijena jedno uz drugo i postavljena
vertikalno u odnosu na povrsinu vode. Formirana struktura jajnog legla izgledom podseca na
splav ili camac, a u domacoj literaturi se naziva ¢uni¢ (,,eqgqg raft” ili ,,boat- shaped egg mass”)
(Slika 4).



Slika 4. Jajna legla komaraca iz roda Culex na povrsini vode: a- sveze polozeno (blede
boje), b- sa poodmaklom embriogenezom (tamnije), c- pred i u toku piljenja (mrko crne boje)
(Izvor: http://i103.photobucket.com; http://cdn2.arkive.org/media; http://www.wumcd.org)

Zenka u toku ovipozicije stoji na povrsini vode pri ¢emu su joj zadnje noge u poloZaju
koji podseca na slovo V (Slika 5a). Jaja ispusta kroz genitalni otvor i odlaze na povrsinu vode,
gde su jaja svojim vrsnim delom (prednjim polom) u kontaktu sa vodom, spojena jedno za
drugo horionskim ispup¢enjem. Donja strana svakog jajeta ima krunicu ili korolu koja naleze
na povrsinu vode. Unutrasnja strana je hidrofilna, a spoljasnja hidrofobna. Rezultat u kontaktu
sa vodenom povrSinom je stvaranje povrSinskog napona koji omogucava odrzavanje
polozenih jaja na povrsini vode, odnosno plutanje. Neposredno nakon zavrSetka ovipozicije
jaja su bele boje i mekana su, ali ve¢ nakon 1-2 h dobijaju tamnu boju i postaju sklerifikovana
(Slika 5b).

Slika 5. Zenka u toku ovipozicije (a) i jajna legla nakon sklerifikacije (b)
(Izvor: http://legacy.jyi.org; Kavran M 2016)

Stadijum jajeta vrsta iz roda Culex ne karakteriSe period dijapauze ili dormantnosti, te
se po zavrSetku embriogeneze larve odmabh ispile. Vrste koje polazu ovakva nedormantna jaja
produkuju veliki broj generacija svake godine. Broj generacija zavisi od duzine trajanja
sezone, zatim od bioti¢kih i abiotickih faktora, od kojih najveci uticaj na njihov razvoj ima
temperatura.

Nauka jo$ uvek nije u potpunosti objasnila fenonomen sposobnosti komaraca da izaberu
optimalno mesto za polaganje jaja. Izbor mesta za polaganje jaja i parametri koji ga
determiniSu ostaju nepoznati. Znacajan uticaj imaju kvalitet vode, osvetljenost, prisustvo
drugih jaja na datoj povrsini, prisustvo juvenilnih stadijuma iste vrste u vodi, dostupnost
hrane i lokalna vegetacija (Becker et al., 2010). Kod vrste Cx. pipiens complex prilikom
izbora mesta za polaganje jaja vaznu ulogu ima i sadrzaj organske materije. Takode, gasovite
supstance koje se oslobadaju prilikom dekompozicije organske materije (metan, amonijak i
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ugljen-dioksid) mogu biti presudne kod izbora mesta za polaganje jaja. Ovi gasovi privlace
gravidne Zenke vrste Culex pipiens complex (Becker, 1989) i signaliziraju im da se tu nalazi
adekvatna hrana i odgovaraju¢i uslovi za razvoj potomstva. Neki autori navode da zenkama u
izboru optimalnog mesta za ovipoziciju pomazu juvenilni stadijumi komaraca u vodi, koji
ispustaju materije na bazi diglicerida ili masnih kiselina koje, u kombinaciji sa prisustvom
jajnih legala poloZenih od strane drugih Zenki i visokim sadrzajem bakterija u vodi imaju
atraktantsko delovanje na ovipoziraju¢e zenke (Ikeshoji, 1975; Starratt and Osgood, 1972).
Ikeshoji (1975) smatra da su fenolna jedinjenja iz biljaka takode atraktanti za ovipoziciju.
Komarci koji polazu jaja na povrsinu vode, za ovipoziciju biraju stajacu vodu. Uglavnom se
opredeljuju za marginalne delove vodenih povrsina (bare, kanali, jezera). Ukoliko se izuzmu
hemijske karakteristike vode, preferendum za ovipoziciju predstavlja vodena povrSina na
kojoj ¢e jaja biti zasticena od uticaja talasa i vetra (Harwood and James, 1979).

2.1.2 EMBRIONALNI RAZVOJ

Embriogeneza kod komaraca uglavnom pocinje odmah nakon polaganja jaja. U
zavisnosti od temperature, potrebno je od 24 ¢asa do nedelju dana da se embrion potpuno
razvije. Tok embrionalnog razvoja zavisi i od specificne adaptacije na razli¢ite abioticke
faktore.

Temperatura je faktor koji najvise uslovljava duzinu embrionalnog razvoja i vreme
piljenja larvi. Na primer, kod vrsta Cx. pipiens complex pri temperaturi vode od 30°C
potreban je period od svega jedan dan od polaganja jaja do piljenja larvi. Ukoliko su jaja
polozena na 20°C potrebno je 3 dana do piljenja, dok je se na 10°C larve pile nakon 10 dana.
Ispod 5°C nastaje inhibicija piljenja. Becker et al. (2010) smatraju da na 4°C embrionalni
razvoj ove vrste ne moze biti zavrsen.

2.1.3 STADIJUM LARVE

Preduslov za nesmetani razvoj larvi je podudarnost vremena piljenja sa odgovaraju¢im
uslovima sredine u kojima se razvijaju. Temperatura vode ima najznacajniju ulogu u procesu
piljenja. Ukoliko dode do piljenja tokom hladnog perioda razvoj larve ¢e biti znacajno
usporen ili ¢ak prekinut, jer je sam proces razvi¢a temperaturno zavisan.

Piljenje pocinje pucanjem horiona jajeta, $to je inicirano vrSenjem pritiska izrastajem na
glavi larvekoji se naziva se ruptor-ovi i koji je smesten je dorzalno na glavenoj ¢auri larve.
Horion se razdvaja po posebnoj liniji na prednjem kraju jajeta, odvaja se operkulum ili kapica
I larva izlazi iz jajeta gutajuci vodu, sto je potiskuje napolje izvan jajeta (Clements, 1992).
Piljenje traje svega nekoliko minuta.

Larve komaraca se razlikuju od drugih larvi Dipera po slede¢im karakteristikama:
prisustvo labralnih lateralnih ¢etkica koje sluze za ishranu putem filtriranja vode (izuzetak su
larve Toxorhynchites spp. koje imaju predatorski rezim ishrane), prosireni toraks i prisustvo
tubularne ili cilindri¢ne respiratorne cevcica, koja se naziva sifon (slike 6a i 6b). Na telu larve
se nalaze 222 para seta (Forattini, 1996), ¢ija struktura i raspored predstavljaju vazne
taksonomske karakteristike.



Larve svih vrsta komaraca zahtevaju vodu za svoj razvoj i ne podnose isuSivanje.
Apodne su i eucefalne. Telo im je podeljeno na tri regiona:
e Glava sa o¢ima, usnim aparatom, organima vida i antenama,
e Toraks koji je Siri od glavenog regiona,
e Abdomen, sastavljen od deset segmenata, od kojih su sedam skoro identi¢nog izgleda,
dok su tri poslednja (terminalna) segmenta su zna¢ajno izmenjenog izgleda.

Glava larve je dobro razvijena i sklerifikovana. Ve¢ na prvi pogled mogu se razlikovati
glava Culicinae (8irina veca od duzine glave) i glava Anophelinae komaraca (duzina vec¢a od
Sirine glave, $to se smatra uobi¢ajnim za larve) (Slika 6c¢).

Na glavi se nalazi usni aparat: labrum, dva para sklerita, mandibule, maksile, i labium.
Maksilarni palpi vise razvijeni kod predstavnika Anophelinae nego Culicinae. Imaju dva para
o¢iju, Slozene (facetovane) oc€i, vece, u obliku polumeseca koje se vide kroz kozu larve i
proste o¢i, manje (Stemate).
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Slika 6. Grada tela larve Cx. pipiens (a,b) i razlike u morfologiji larvi rodova Anopheles (c
levo) i Culex (c desno) (Izvor: http://www.tuscolacounty.org; http://influentialpoints.com)

Cetkice su sastavni delovi usnog aparata za filtriranje vode, prisutne su kod veéine
vrsta i sluze za usmeravanje vode sa hranljivim ¢esticama u smeru preoralne duplje. Prilikom
ishrane larve zauzimaju polozaj tela tako §to su glavom okrenute ka dole pod odredenim
uglom u odnosu na povrSinu vode. Pomeranjem cetkica stvaraju vodenu struju kojom
potiskuju vodu sa hranjivim materijama prema preoralnoj duplji (Dahl et al., 1988). Kada je u
pitanju vrsta hrane, larve komaraca nisu izbirljive. Hrane se mikroorganizmima, algama,
protozoama, beski¢menjacima i organskom materijom u fazi raspadanja. Veli¢ina Cestica koje
koriste za ishranu uglavnom je manja od 50 um. Larve se tokom ishrane filtriranjem sporo
kre¢u kroz vodu.

Toraks larvi je okruglast, membranozan, sa razli¢itim oblicima seta, tj. dlacica (42 para).
Vr$ni segmenti abdomena nose cetiri analne papile koje sluze za regulaciju nivoa elektrolita u
hemolimfi (osmoregulacija). Na osmom abdominalnom segmentu se nalazi sifon (respiratorna
cevcdica), na ¢ijem terminalnom kraju se nalazi par respiratornih otvora (stigme), koje sluze za
usvajanje atmosferskog kiseonika. Dakle, larve imaju otvoren sistem za respiraciju. Usled
ovakvog polozaja stigmi , prilikom usvajanja kiseonika larve roda Culex (i ostalih rodova
izuzev roda Anopheles) u vodi zauzimaju polozaj pod odredenim uglom u odnosu na povrsinu
vode, pri ¢emu je glava okrenuta prema dole, a sifon u kontaktu sa povr§inom vode, te Se
stice utisak da su sifonom zakacene za povrsinu vode.



Kada se povrsina vode uzburka, larve se na kratko povlace u dublje slojeve vodenog
profila. Plivaju na dole tako $to savijaju abdomen, a potom ga vracaju u prvobitni polozaj. Pri
povratku do vodene povrsine larve aktivno plivaju dok respiratorni aparat ponovo ne ostvari
kontakt sa vazdu$nom sredinom. Kada se larva udaljava od povrsine vode, stigme se
zatvaraju. Hidrofobne supstance sprecavaju ulazak vode u respiratorni sistem, odnosno
traheje.

Larve tokom razvi¢a prolaze kroz cetiri larvena stupnja. Tokom razvoja desavaju se
morfoloske promene larve, raste veli¢ina glavene kapsule, broj pektenskih zuba na sifonu se
povecava, a kod nekih dolazi i do grananja seta. Stoga se smatra da je morfoloska
determinacija u stadijumu larve najpouzdanija ukoliko se radi u poslednjem, L, stupnju, kod
koga su ovi karakteri konacno definisani. Veli¢ina glavene kapsule predstavlja precizan
parametar za utvrdivanje larvenog stupnja. Svako presvlacenje inicirano je odredenom
koncentracijom i interakcijom dva hormona: juvenilnog hormona i egdizona.

Optimalna temperatura za razvoj larve je razli¢ita u odnosu na vrstu. Larve Cx. pipiens
complex mogu uspesno da zavrSe SvOj razvoj u Sirim temperaturnim granicama (10-30°C)
(Becker et al., 2010). Olejnicek i Gelbic (2000) navode da se razvoj larve Cx. pipiens complex
zavrsi za 10 dana na 30°C. Kada je larva morfoloski i fizioloski spremna za prelazak u naredni
stadijum razvica (u lutku) neposredno pred sam proces presvlacenja ona prestaje da se hrani.

2.1.4 STADIJUM LUTKE

Lutke komaraca predstavljaju akvati¢ni stadijum razvi¢a koji u optimalnim uslovima
traje dva dana. lzgledom podsecaju na zapetu/zarez (Slika 7). U toku stadijuma lutke u telu se
odvijaju sloZeni fizioloski procesi. Neki organi larve se histolizuju, dok se telo odraslog
komarca formira kroz razvoj inicijalnih ¢elija histoblasta koje su mirovale u telu larve i koje
¢e dati buduce organe imaga.

Glava i toraks lutke su fuzionisani u cefalotoraks, koji na dorzalnoj strani nosi par
respiratornih cevéica. Lutke kao i larve za respiraciju koriste atmosferski kiseonik. Abdomen
se sastoji od devet segmenata, od kojih je poslednji najmanji 1 nosi par izraStaja u obliku vesla
(slika 7). Segmenti su sklerifikovani i medusobno spojeni intersegmentalnim membranama.
Abdomen je slobodan i pokretan. Istezanjem i savijanjem abdomena u smeru gore-dole, larva
vr$i pokrete plivanja. U zavr$noj fazi razvoja lutke neki od organa formiranog adulta (faratna
forma) se mogu videti kroz providni integument cefalotoraksa, a najuocljiviji je par slozenih
o¢iju, zatim savijena krila, noge i proboscis (slika 7).
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Slika 7. Lutka vrste Cx. pipiens (lzvor: http://nwmadil.com; http://influentialpoints.com)

U stanju mirovanja lutka lagano pluta ispod povrsine vode, a respiratorne cevdéice i sete
prvog abdominalnog segmenta su u kontaktu sa povrsinom vode. Kada uzimaju vazduh, iznad
povrsine vode se nazire obod hidrofobnih respiratornih cevc¢ica. Vazdu$ni mehuri¢ koji se
stvara na cefalotoraksu u kontaktu sa povrSinskim slojem omogucéava plutanje . Lutke
supokretljive i veoma brzo reaguju kada se uznemire, spustaju¢i se prema dnu. Rastezu
abdomen i Sire¢i adominalne terminalne izrastaje brzo ga savijaju. Pri povlac¢enju u dublje
slojeve, respiratorne cevéice se aktivno$éu miSi¢a povlace unazad (Houlihan, 1971). Za
razliku od larve, koja aktivno pliva da bi se vratila do same povrsine vode, kod lutke je
povratak pasivan.

Relativno su tolerantne na nedostatak vode (kratkotrajno isuSivanje). Lutka moze da
prede u stadijum adulta i ako je nasukana na suvo ili ako je sredina u kojoj se razvija
delimi¢no osusena. Lutke komaraca se ne hrane.

2.1.5 ADULTNI STADIJUM

2.1.5.1 EKLOZIJAADULTA

Preobrazaj lutke u adultnog, odraslog insekta (imago) se deSava na povrSini vode. Pre
pocetka eklozije, vazduh koji se nalazi izmedu lutkine kutikule i faratne forme adulta biva
potisnut u utrobu insekta. Adult gutanjem vazduha povecava Svoju zapreminu, rasteze
abdomen u horizontalni polozaj i tako povecava unutrasnji pritisak. Pritisak dovodi do
pucanja cefalotorakalnog dela stare kutikule i do razdvajanja po linijama slabosti (egdizijalne
linije). Odrasli insekt se postepeno izvlaci iz lutkine kutikule (slika 8). Adulti izlaze veoma
pazljivo da bi izbegli pad na vodenu povrsinu dok su im neki delovi tela jo§ uvek unutar
na primer pauci ili amfibijske stenice iz roda Gerris.

Prvo se oslobada toraks, a zatim glava, noge i na kraju krila. Nakon napustanja egzuvije,
pritisak hemolimfe omogucava ispravljanje nogu i krila. Adult po pojavi odmah izbacuje
kapljice tecnosti iz digestivnog trakta (meconium). Nakon nekoliko minuta mekana kutikula

10



se konac¢no sklerotizuje i adulti mogu da odlete. Muzjacima i zenkama je potrebno 1-1.5 dan
da potpuno prilagode svoj metabolizam (Gillett, 1983).

Slika 8. Eklozija adulta
(Izvor: http://farm7.staticflickr.com; http://medent.usyd.edu.au)

Vreme potrebno za polno sazrevanje muzjaka i zenke se medusobno razlikuje. Muzjaci
nisu zreli odmah po ekloziji. Pre parenja, neophodno je da rotiraju svoj genitalni aparat
(hipopigium) za 180°. Kompletan proces rotacije traje oko 24h. Eklozija muzjaka se desaval-
2 dana pre zenki da bi dostigli polnu zrelost i spremnost za parenje u isto vreme kada i Zenke.
Navedeno implicira da muzjaci imaju neki od stadijuma razvi¢a krac¢i u odnosu na zenke.
Obzirom na to da stadijum lutke traje isto kod oba pola, razlika u duZzini razvoja desava se u
stadijumu larve, odnosno larve muzjaka se brze razvijaju. Ovom pojavom moze Se objasniti
zasto su lutke i adulti muzjaka komaraca najcesce sitniji u odnosu na Zenke.

Nakon eklozije adulta i dostizanja polne zrelosti komarci zapoc¢inju svoju aktivnost koja
obuhvata: parenje, ishranu i ovipoziciju.

2.1.5.2 PARENJE

Parenje vecine vrsta komaraca u palearktic¢koj regiji nastupa onda kada Zenka ude u roj
muzjaka. Takvi rojevi mogu brojati od nekoliko jedinki do nekoliko hiljada muzjaka. Muzjaci
se roje iznad markera, obi¢no kada je svetlost slabog intenziteta, najcesce uvece ili rano
ujutro. Markeri su objekti koji se isticu, odnosno koji su kontrastni svom okruzenju, kao $to
su grmlje, nisko drvecée na obodima polja, stene i sli¢no.

Vizuelni i zvuéni efekti su zaduzeni za privlaenje muzjaka (Harwood and James,
1979). Kada se roje, muzjaci su okrenuti uz vetar i kre¢u se napred-nazad gore-dole iznad
markera. Takav let koji podsec¢a na njihanje nazvan je ,,dancing flight. Zvuk koji proizvode
pokreti krila muzjaka ima frekvenciju oko 600 Hz, dok je kod Zenki frekvencija niza i iznosi
500-550 Hz, a ponekad i nize od toga (npr. nakon ishrane). Antene, koje su perastog tipa
dobro registruju zvuke proizvedene pokretima krila Zenki. Flagelumi antena pocinju da
vibriraju i1 stimulisu Dzonstonov organ, Koji je smesten u drugom segmentu (pedicelusu)
antene (Clements, 1963).

Hormoni reguliu ponasanje komaraca u procesu parenja. Zenke su spremne za parenje
1-2 dana nakon eklozije, sa produkcijom juvenilnog hormona i stimulacijom poslednjeg
abdominalnog gangliona u centralnom nervnom sistemu (Gwadz, 1972).

Odmah nakon ulaska u roj, muzjak istupa prema zenki. Kopulacija se obi¢no deSava
licem u lice, dok par leti izvan roja (slika 9).
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Kopulacija podrazumeva kompleksno spajanje reproduktivnih struktura muzjaka i
zenke, Koje obi¢no traje manje od pola minuta (¢esto samo nekoliko sekundi), koliko je
potrebno da muzjak deponuje spermatozoide u deo Zenkinog genitalnog aparata (bursa
copulatrix) (Clements, 1963), odakle se spermatozoidi prebacuju u spermateku.

Zenke komaraca uglavnom mogu da se pare samo jednom tokom Zivota. To je posledica
uticaja polipeptida matrona (matronae) koji nakon kopulacije muZzjak introdukuje u
reproduktivni aparat zenke, ¢ime ona postaje nereceptivna, nestimulisana za ponovno parenje.
Matroni nastaju kao produkt akcesornih zlezda muzjaka (Harwood and James, 1979).

Zenka u svojoj spermateci deponuje dovoljno spermatozoida, kojima ¢e moéi da oplodi
sva jaja formirana tokom svog zivotnog veka bez ponovne kopulacije. Masno tkivo u telu
komarca, deponovano tokom stadijuma larve, u telu zenke se transformise i sluzi za
vitelogenezu jaja kod autogenih vrsta ili sluzi kao rezerva za prezivljavanje u periodu
hibernacije.

Muzjaci se pare viSe puta u toku zivota. Vreme i mesto rojenja je kod muzjaka vrlo
specifi¢no. Rojenje (eurigamija) nije obavezno za sve vrste komaraca, neke vrste mogu da se
pare i bez rojenja (stenogamija) u veoma malom prostoru. Stenogamna vrsta je Cx. pipiens
biotip molestus.

Slika 9. Cin kopulacije komaraca (Izvor: http://www.pri.org;
C. Walcott: http://blogs.cornell.edu; http://www.correiobraziliense.com.br)

Nakon oplodnje nastupa potraga zenke za krvnim obrokom. Becker (2011) navodi da je
kroz evoluciju postalo evidentno da ve¢i fekunditet i brzi razvoj imaju insekti sa
hematofagnim rezimom ishrane u odnosu na one koji se ne hrane krvlju. Kod nekih vrsta,
zenke imaju sposobnost da prvo jajno leglo (od nekoliko legala koja poloze u toku zivota)
poloze bez uzimanja krvnog obroka (autogene vrste). Zenke anautogenih vrsta moraju uzimati
krvni obrok pre svakog ciklusa polaganja jaja (gonotroficki ciklus), i u svakom ciklusu mogu
da poloze 100-300 jaja. Digestija (varenje) krvi traje nekoliko dana, sto u velikoj meri zavisi
od temperature.

2.1.5.3 DISPERZIJA | POTRAGA ZENKE ZA KRVNIM OBROKOM

Kod vecine vrsta komaraca sazrevanje jaja ne moze biti zavrseno ukoliko Zenka ne
uzme Kkrvni obrok. Anautogenost se kod zenki komaraca smatra normalnom pojavom, mada je
registrovano i vise od 70 autogenih vrsta iz 13 rodova (Rioux et al., 1975). Potraga zenke za
domacinom Koji ¢e joj obezbediti krvni obrok podrazumeva kompleksno ponasanje. Lociranje
domacina se bazira na olfaktornim, vizuelnim i toplotnim stimulusima. U maksilarnim
palpima zenka ima mnogobrojne receptore, odgovorne za prepoznavanje mirisa domacina.
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Najjaci olfaktorni stimulansi su ugljendioksid, mlecna kiselina, oktanol, aceton, butanon i
fenolna jedinjenja. Ponasanje zenki U trazenju domacina moze da se razlikuje cak i izmedu
jedinki iste vrste, u zavisnosti od sezone i dostupnosti odredenog domacina.

Na let komaraca utic¢u temperatura, vlaznost vazduha, intenzitet svetlosti, brzina vetra i
fizioloska faza Zenke.

Provost (1953) je vrste koje prelaze velika rastojanja klasifikovao u dve grupe. Prva
grupa su vrste koje lete noSene vetrom (pasivna migracija), a druge karakteriSe aktivna
migracija (apetitivni let).

Tokom pasivne migracije komarci u rojevima prelaze velike udaljenosti noseni vetrom,
pa se tako desava da se veliki broj komaraca nade na mestu veoma udaljenom od razvojnog
stanista juvenilnih formi. Prelazak velikih rastojanja u ovom sluc¢aju zavisi od brzine i pravca
vetra, ali i od vodeceg orjentira. Pasivha migracija se desava samo kratko vreme nakon
izletanja adulta (Bidlingmayer, 1985).

Kod apetitivnog leta zenka obi¢no aktivno leti najmanje 24 sata nakon eklozije. Lete uz
vetar kada je brzina vetra manja od brzine njihovog leta (1 m/s) (Bidlingmayer and Evans,
1987). Let uz vetar povecava verovatnocu da ¢e zenka do¢i u kontakt sa stimulansima
poreklom od domacina. Medutim, jak vetar sprecava aktivan let.

Oblici ovakvog ponasanja su specifi¢ni i zavise od terena i meteoroloskih faktora.
Mikroklima, uslovljena tipom vegetacije, prouzrokuje povecanje vlaznosti i Smanjenje
strujanja vazduha, te zna¢ajno uti¢e na njihovu disperziju. Zenke obi¢no lete nisko pri zemlji
ili neposredno iznad vrha vegetacije.

Razlicite vrste imaju specifi¢ne zahteve prema mikroklimatskim faktorima. Vrste koje
lete na otvorenom podruéju su dobri letac¢i, dok su one koje preferiraju Sumovite krajeve
uglavnom umereni leta¢i. Tre¢u grupu cine komarci koji lete na ivicama Suma ili polja.
Veoma slabim leta¢ima smatraju se urbane domace vrste iz roda Culex (Bidlingmayer, 1975).

Vrste iz roda Culex razvijaju se i lete u ljudskim naseljima ili u njihovoj blizini kao i u
stanistima u kojima borave potencijalni domacini. U potrazi za krvnim obrokom ne prelaze
velike distance.

Disperzijom se ostvaruje kontakt zenke komarca sa odredenim stimulansom koji ¢e
komarca dovesti do domacina. Vrste koje imaju mali broj domacina na raspolaganju u blizini
svog akvati¢nog razvojnog staniSta, razvijaju snazniju tendenciju za migracijom u poredenju
sa vrstama koje se razvijaju u neposrednoj blizini domacina. Na primer, Cx. pipiens complex
se razvija u naseljima, te prelazi distance manje od 500 m. Zenke iz ove grupe komaraca
najCeScée prelaze par stotina metara (Becker et al., 2010).

Kako horizontalna, tako i vertikalna disperzija komaraca pomaze u potrazi za
domaéinom. Zenke iz rodova Aedes i Aedes najéesée lete na visini do 4 m iznad zemlje, dok
je na visini od 10 m najzastupljenija vrsta Cx. pipiens biotip pipiens sa 99.2% (Becker et al.,
2010), sto se objasnjava interakcijom izmedu zastupljenih domacina i raspodele komaraca.
Ornitofilne vrste komaraca (Cx. p. biotip pipiens, Cs morsitans) odlaze u potragu za pticama u
kro$njama drveca, dok nasuprot tome vrste Aedes spp. i Aedes spp. najcesce biraju sisare, sto
objasnjava dominantnost ovih vrsta pri tlu (Becker et al., 2010).

Kada Zenka oseti stimulanse koji poticu od domacina, ona menja nacin leta iz
neorjentisanog u orjentisano lociranje domacina. Pre svega, zenka reaguje na miris domacina
kada je udaljen i vise od 20 m. Reakciju kod komaraca uzrokuje ugljendioksid (CO,) koji
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domacin oslobada disanjem menjajuci tako koncentraciju CO, u vazduhu u kombinaciji sa
drugim atraktantima. Komarci su osetljivi na sasvim male promene koncentracije CO..
Receptori na palpima su toliko osetljivi da registruju promenu od svega 0.01% CO, (Kellogg,
1970). U vazduhu koji domacin oslobada disanjem, postoje i druge hemijske komponente
koje u kombinaciji sa CO, stimuliSu receptore u antenama zenki. Mle¢na Kiselina takode
privla¢i komarce, ali samo ako je prisutna u kombinaciji sa CO, (Price et al., 1979). Reakcija
komaraca na mirise koje oslobada domacin je kompleksan proces koji se razvijao i
specijalizovao tokom evolucije. Komponente mirisa domacina ¢e privuci Zenku samo ukoliko
se radi o karakteristi¢noj razmeri komponenti mirisa u smesi tipi¢noj za ciljanog domacina.
Zenke lete cik-cak uz vetar prema izvoru mirisa i na taj nadin pronalaze domacina.

Poslednja faza potrage za domacinom, posebno onih koji bodu danju ili u sumrak
odnosi se na vizuelne efekte koje koriste da bi locirale domacina. Slozene o¢i komarca mogu
da naprave razliku izmedu oblika, pokreta, intenziteta svetlosti, raznih kontrasta i boja.
Komarce najvise privlaci plava, crvena i crna boja, a najmanje bela i zuta (Lehane, 1991).
Sposobnost raspoznavanja boja je razvijena i kod vrsta sa nokturnalnom aktivnoScu.
Medutim, njihova vizuelna percepcija se zasniva na kontrastima izmedu pozadine i ciljnog
objekta (Becker et al., 2010).

Kada se zenka nalazi u neposrednoj blizini domacina, ona pravi razliku izmedu
trodimenzionalnih objekata. Infracrveno zrafenje takode moze biti uklju¢eno u lociranje
domacina (Becker et al., 2010). U neposrednoj blizini domacina vazna je i telesna toplota i
vlaga. Komarci imaju sposobnost da razlikuju promene temperature tela od svega 0.2°C
(Lehane, 1991).

2.1.5.4 ISHRANAADULTA

Teéna hrana bogata biljnim secerima (cvetni nektar, oste¢eni plodovi voca i slatki biljni
eksudat) su glavni izvor energije tokom zivota odraslog komarca (Briegel and Kaiser, 1973),
koja im je neophodna za obavljanje fizioloskih funkcija i za letenje. Uzimanje nektara
karakteristi¢no je za oba pola, a jedino se zenke hrane krvlju ki¢menjaka (Slika 10).

Slika 10. Vrsta Ae.aegypti ¢ uzima krvni obrok (levo), ¢ se hrani nektarom (sredina) i & se
hrani nektarom (desno) (lzvor: http://www.gfmosquito.com; http://bugeric.blogspot.rs;
http://e360.yale.edu)

Prema preferendumu u izboru domacina od koga ¢e uzeti krvni obrok, Zenke se
klasifikuju u nekoliko kategorija: ornitofilne (vrste koje se hrane na pticama), zoofilne (hrane
se na zivotinjama) i antropofilne (hrane se krvlju ¢oveka). Prema izboru mesta gde ¢e uzeti
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krvni obrok svrstane su u endofagne (bodu u zatvorenom prostoru) i egzofagne (bodu na
otvorenom).

Zenke komaraca imaju dobro razvijen usni aparat za bodenje i sisanje, koji je kod
muzjaka nefunkcionalan za ovakav nacin ishrane. Usni aparat zenki prilagoden je za
probijanje koze i sisanje krvi domacina (Clements, 1992). Delovi usnog aparata zenke Su
izduZeni u proboscis koji se sastoji od 6 stileta. Stileti su modifikcija slede¢ih delova usnog
aparata: dve mandibule, dve maksile, labroepifarinks i hipofarinks (Slika 11). Stileti su
smesteni U izduzenom labiumu i na taj nacin zasti¢eni. Kada se komarci ne hrane, stileti su
¢vrsto priljubljeni jedan uz drugi unutar labiuma, dok u toku uzimanja hrane labium se savija,
pri cemu vrsni deo labijuma (labella) ostaje u kontaktu sa povrSinom koze domacina, dok
stileti prodiru u tkivo do krvnog suda (Slika 12).

Mosquito

[] 1abrum

[l mandibles

M ctypous

[ raciniae

B tabium
hypopharynx
[l maxiliary palps

A, mouthparts of Culex (female). B, transverse section

of same. C, apices of maxilla and mandible respectively.

a, anicnna; 6 clypeus; & hypopharynx; L labrum; fa, labellum;
B, labium; o, mandible; moe, maxilla; mx’, maxillary palp.

Slika 11. Usni aparat Zenke komarca
(Izvor: http://bioteaching.files.wordpress.com; http://www.micrographia.com)
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Slika 12. Polozaj labiuma i stileta Zenke komarca tokom uzimanja krvnog obroka

(Izvor: http://www.bugs.org)

Mandibularni stileti su na vrhu zaostreni i sluze za probijanje koze domacina, tj. da
naprave otvor na kozi kroz koji ¢e ostali stileti penetrirati do krvnog suda. Maksilarni stileti
imaju zaSiljeni vrh i povijene zupce na svom distalnom kraju, koji. sluze za uévrsc¢ivanje
stileta u tkivu. Labroepifarinks zatvara uzduzni kanal za uzimanje te¢ne hrane (krv ili nektar),
dok u hipofarinksu nalazi kanal za lu¢enje pljuvacke. Ova dva stileta prodiru zajedno u tkivo.

Kada Zenka sleti na domacina prvo proverava kozu, dodirujué¢i labelom povrsinu na
koju je sletela. Labela se nalazi na distalnom kraju labiuma. Na taj nadin Zenka trazi
odgovarajuci kapilar iz kog ¢e uzeti krvni obrok. Debljina 1 temperatura koze domacina su
vazni parametri u odabiru mesta na kom ¢e zenka penetrirati u krvni sud. Temperatura tela je
direktno proporcionalna broju krvnih sudova koji se nalaze ispod koze (Davis and Sokolove,
1975). Senzile koje se nalaze na ventralnoj strani labela sadrze receptore koji im omogucéavaju
procenu optimalnog mesta za uzimanje krvnog obroka.

Kada je zenka pronasla krvni sud, perforirala kozu i uvukla stilete poc¢inje sa ishranom.
Usisavanje hrane podrzavaju cibarialna i faringialna pumpa. Zenka moze da uzima samo
hranu u te¢nom stanju, te je vazno da tokom ishrane ne dolazi do koagulacije krvi. Stoga
zenke u ranu domacina ispustaju pljuvacku sa antikoagulantima, koji su po sastavu sli¢ni
hirudinu kod pijavica. Pljuvacka izaziva reakcije imunog sistema domacina, $to rezultira
upalnim reakcijama koze na mestu uboda komarca, iritacijom koze i nagonom za ¢eSanjem
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¢ime se otvara put sekundarnim infekcijama. Dolazi do iritacije koze i ¢eSanja ¢ime se otvara
put sekundarnim infekcijama.

Kada su stileti introdukovani u krvni sud, jedinjenja u krvi tipa adenozindifosfat (ADP)
i adenozintrifosfat (ATP) funkcioni$u kao fagostimulansi i zenka pocinje da uzima krv kroz
kanal za hranu.

Zenka mozZe usisati tri puta vise krvi nego $to iznosi njena telesna tezina (Nayar and
Sauerman, 1975). Krv i njeni proteini su od esencijalnog znacaja za produkciju jaja kod Zenki
anautogenih vrsta.

Nakon krvnog obroka abdomen zenke je prosiren i svetlo crvene boje, ali nekoliko sati
kasnije postaje tamniji. Uporedo sa digestijom (varenjem) krvi, tokom koje zenke miruju,
razvijaju se i jaja koja polako ispunjavaju prostor, te abdomen dobija beli¢astu boju u zadnjem
delu, a tamno crvenu u prednjem. U ovoj fazi zenka se smatra polugravidnom. Kada potpuno
razvijena jaja ispune abdomen koji usled toga ceo postaje beli¢aste boje, zenka je gravidna i
kreée U potragu optimalnim mestom na kome ¢e pristupiti procesu ovipozicije. Zenke koje
miruju (tokom digestije) na otvorenom nazivaju se egzofilne, a one koje preferiraju zatvoren
prostor endofilne.

Proces uzimanja krvnog obroka i sazrevanja jaja, nakon ¢ega sledi ovipozicija, ponavlja
se nekoliko puta tokom Zivota zenke i ovaj ciklus nazvan je gonotroficki ciklus.

Sa aspekta vektorske uloge komaraca, veoma je vazno poznavati gonotroficki ciklus
zenke odredene vrste. Prema istrazivanjima Faraj et al. (2006), prosecno trajanje
gonotrofi¢kog ciklusa vrste Cx. pipiens u eksperimentalnim uslovima iznosilo je 5.54+1.73
dana, pri ¢emu je zabelezeno da seovipozicija desavala u periodu od 3 do 14 dana nakon
uzimanja krvnog obroka, i to kod 94% zenki za manje od 10 dana, a kod svega 6% Zenki
nakon 12, 13 ili 14 dana od uzimanja krvnog obroka.

2.1.5.5 ZIVOTNI VEK ADULTA KOMARACA

Muzjaci komaraca u prirodnim uslovima obi¢no zive oko nedelju dana, dok u
laboratorijskim uslovima uz adekvatnu temperaturu, izvor hrane i visoku vlaznost mogu da
prezive nesto kra¢e od mesec dana.

Oplodene nahranjene zenke vrsta koje prezimljavaju u adultnom stadijumu, kao $to su
vrste roda Culex, tokom hibernacije mogu preziveti 4 do 5 meseci u uslovima. Tokom sezone,
u periodu najvece aktivnosti, kada su letnje temperature visoke, zenka zivi oko dve nedelje.

Poznavanje zivotnog veka komarca je veoma vazan parametar za ocenu njihovog
vektorskog kapaciteta (Harwood and James, 1979), ali i za opredeljenje metoda suzbijanja.

2.1.5.6 PREZIVLJAVANJE KOMARACA TOKOM SUSNIH SEZONA | HIBERNACIJA

U predelima sa umerenom klimom komarci su razvili mehanizam prezimljavanja u
stadijumu jajeta, larve ili adulta. Najznacajniji faktori koji uti¢u na trajanje mirovanja su
temperatura i hidroloski uslovi. Trajanje hibernacije se moze razlikovati izmedu predstavnika
iste vrste ako se razvijaju na razli¢itim geografskim Sirinama.
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Mirovanje u stadijumu jajeta se uglavnom odnosi na rod Aedes u predelima umerenog
klimata. Kod nekih vrsta iz roda Aedes piljenje je vezano za topljenje snega, dok se kod
drugih, npr. Ae. vexans piljenje se desava nakon plavljenja reka u kasno prolece ili tokom leta.

Vrste koje prezimljavaju u stadijumu larve karakteriSe tolerantnost na niske
temperature. Larve mogu da prezive ¢ak i u privremeno zaledenoj vodenoj sredini. Tokom
perioda niskih temperatura metabolizam larvi je usporen, a dalji razvoj odlozen. Larve vrste
Ae. rusticus i Cs morsitans koje su se ispilile tokom jeseni, miruju u drugom i tre¢em
larvenom stupnju.

Vrste Cx. pipiens complex karakteriSe veoma specificna hibernacija. Anautogene
ornitofilne eurigamne jedinke vrste Culex pipiens biotip pipiens prezimljavaju kao oplodene
zenke u sklonistima. Autogene jedinke Cx. pipiens biotip molestus se i tokom zime mogu
kontinuirano razvijati i razmnozavati, te se tokom ¢itave godine svi stadijumi razviéa mogu
naci u tipiénim razvojnim staniStima (kanalizacijama, septickim jamama i sliénim zatvorenim
sistemima).

Vrste koje prezime u stadijumu adulta, napustaju svoja skloniSta u prolece kada
spoljasnje temperature vazduha po¢nu da rastu. Prezimljavajuce Zenke koriste preostale zalihe
masnog tkiva koje su formirale u stadijumu larve ili se obilno hrane biljnim sokovima tokom
jeseni da bi sintetisale rezervne materije koje ¢e Koristiti tokom dijapauze. Zenke vrste
Anopheles maculipennis mogu uzeti krvni obrok i tokom zime, dok kod Culex Zenki to
uglavnom nije slucaj (Becker et al., 2010; Clements, 1992).

2.2 EKOLOGIJA 1T PONASANJE NAJZNACAJNIJIH VEKTORSKIH
VRSTA KOMARACA

2.2.1 CULEX PIPIENS COMPLEX

U Evropi Culex pipiens complex (Cx. pipiens s.1.) ¢ini nekoliko vrsta, podvrsta, formi i
biotipova koji ukljucuju Cx. pipiens pipiens Linnaeus, Cx. pipiens molestus Forskal, Cx.
pipiens quinquefasciatus Say i Cx. torrentium Martini (Becker et al., 2010). Weitzel et al.
(2009) navode da se Cx. quinquefasciatus, Cx. torrentium i Cx. pipiens opravdano smatraju
vrstama, a da se vrsta Cx. pipiens razdvaja na Cx. pipiens biotip pipiens i Cx. pipiens biotip
molestus.

Slika 13. Culex pipiens Zenka (levo) i muzjak (desno)
Izvor: Culex pipiens female © 2013 IdentifyUS, LLC)
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Culex pipiens complex se smatra jednom od najrasprostranjenijih holarkti¢kih vrsta
komaraca, cija distribucija pokriva sve oblasti umerenog klimata. U Palearktickoj zoni
prisutna su dva biotipa:

¢ Anautogeni, ornitofilni, Cx. pipiens pipiens biotip pipiens,

¢ Autogeni, antropofilni, Cx. pipiens pipiens biotip molestus.

Prema morfoloskim karakteristikama, navedena dva biotipa je jo§ uvek nije moguce
pouzdano razlikovati. Biotip pipiens karakterise postanje dijapauze/hibernacije, zatim rojenje
u cilju parenja (eurigamnost) i obligatno uzimanje krvnog obroka da bi produkovali jajna
legla (anautogenost). lako je ornitofilnog preferenduma u ishrani, biotip pipiens se ponekad
hrani i na ljudima i sisarima ukoliko je abundantnost velika (Gingrich and Casillas, 2004;
Petri¢ et al., 1999). StaniSta koja ovaj biotip bira za razvoj , odnosno mesta u kojima polaze
jaja, su bilo kakvi prirodni ili vestacki recipijenti vode, bilo da je re¢ o semipermanentnoj ili
staja¢oj vodi, u urbanoj ili ruralnoj sredini, barama, kanalima i sl.

Hibernacija zavisi od duzine dana i inicirana je deficijencijom juvenilnog hormona.
ZavrSetak hibernacije je indukovan poveéanjem duzine dana, a takode i porastom
temperature. Sklonista za hibernaciju u prirodi mogu biti pecine, skloniSta za zivotinje, zatim
antropogeno kreirana mesta kao sto su rudnici, kanalizacioni sistemi, podrumi i sl. (Eldridge,
1987).

Za razliku od prethodnog, biotip molestus karakteriSe autogenost, zatim antropofilni
preferendum u ishrani i stenogamnost. Culex pipiens biotip molestus je strogo antropofilan.

Zenkama nije neophodno da se hrane krvlju da bi inicirale prvi ciklus ovipozicije,
medutim preferiraju uzimanje krvnog obroka kada im je domacin dostupan (Olejnicek, 1995).
Ovaj biotip se uglavnom rasprostire u urbanim sredinama, gde se najce$ée razvija u
zatvorenim, podzemnim sredinama sa vodom optereCenom Visokim sadrzajem organske
materije, po ¢emu se mnogo razlikuje od biotipa pipiens ¢iji se akvati¢ni stadijumi razvica
uglavnom vezuju za vodene sredine pri i/ili iznad nivoa zemljine povrsine, bilo da je re¢ o
prirodnim ili vestackim recipijentima vode. U umerenom klimatu podzemne vodene sredine u
kojima se juvenilni stadijumi biotipa molestus predominantno razvijaju su plavljeni podrumi,
kanalizacioni sistemi i septi¢ke jame (Prilog 2). Ovaj biotip ne ulazi u stanje hibernacije. U
suptropskim regijama larve biotipa molestus se razvijaju i u vodi iznad povrSine zemlje
(Harbach et al., 1984). Njihova stenogamnost je u vezi sa ogranienim | zatvorenim
prostorom u kom se biotip razvija. Takav prostor ne dozvoljava muzjacima formiranje rojeva
(Clements, 1992; Harbach et al., 1984; O’Meara et al., 1989).

Zenke se mogu razmnozavati tokom &itave zime u uslovima gde na raspolaganju imaju
podzemnu eutrofi¢nu vodu, kao $to je slucaj u septickim jamama koje karakteriSu relativno
konstantne visoke temperature koje su posledica mikrobioloske aktivnosti i podzemne
izolacije. Ovaj biotip je savrSeno adaptirao svoju biologiju i ponasanje upravo takvim
uslovima razvi¢a gde se kicmenjaci, od kojih bi zenke uzele krvni obrok, pojavljuju vrlo retko
ili se uopste ne pojavljuju. Tokom celokupnog razvoja, larve na raspolaganju imaju velike
koli¢ine nutritijenata. U visoko eutrofi¢cnim vodenim sredinama larve imaju sposobnost da
razviju prominentne koli¢ine masnih rezervi koje ¢e zenkama omoguciti da poloze prvo jajno
leglo bez uzimanja krvnog obroka (Becker et al., 2012).

Becker et al. (2012) su ispitivali distribuciju i zastupljenost oba biotipa u veoma
razli¢itim razvojnim stani$§tima Nemacke. U svim ispitvanim septickim jamama autogene
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individue su dominirale. Kada su transportovane u laboratoriju, 93-98% Zenki je produkovalo
zrelo jajno leglo bez uzimanja krvnog obroka. Samo 20% od ukupno ispitivanih koris¢enih
automobilskih guma bilo je naseljeno autogenim individuama. Zanimljivo je da su sva ta
mesta bila u neposrednoj blizini septickih jama naseljenih biotipom molestus. Uzorkovanjem
u blizini reke Rajne potvrdeno je da su prisutne samo anautogene individue (Becker et al.,
2012).

Posto se Cx. pipiens complex moze razvijati u prakti¢no svakom rezervoaru u kome se
voda zadrzi duze od nedelju dana, njihova brojnost i dinamika pojave zenki nisu povezane sa
nivoom i plavljenjem reka. Petri¢ (1989) je u svom istrazivanju naveo da su komarci ove
grupe u Vojvodini prisutni u CO, klopkama tokom skoro cele godine. U aprilu su u klopkama
bile prisutne prezimele zenke. Brojnost prezimelih zenki je relativno mala, jer je mortalitet
prezimljuju¢ih individua veoma visok (u proseku preko 81%), te ova vrsta dostize
maksimalnu brojnost kasnije u toku sezone (Petri¢ et al., 1986). Na dva lokaliteta u Vojvodini
(Nestin i Brankovac) Petri¢ (1989) je utvrdio da ova vrsta dostize maksimalnu brojnost u julu
i avgustu, mada je i na drugim lokalitetima u Vojvodini brojnost ove vrste najveca tokom
navedenih letnjih meseci.U nekim delovima Vojvodine (Coka) ne postoji pik aktivnosti. Ova
vrsta je visoko brojna tokom celog letnjeg perioda (od juna do septembra). Mitchell i Rockett
(1979) navode da je brojnost vrsta iz roda Culex najvec¢a u avgustu, sto je Petri¢ (1989)
potvrdio na prostoru Vojvodine. Isti autor je okarakterisao aktivnost vrste Cx. pipiens kao
nokturnalne, mada su prilikom registrovanja sletanja zenki na coveka, zenke pokazale
tendenciju krepuskularne aktivnosti. Petri¢ (1989) je utvrdio da su Zenke najvise tragale za
hranom u toku no¢i i da je aktivnost mnogo manja u periodima zalaska i izlaska Sunca, a
najveci broj zenki u klopkama registrovan je u prvom delu no¢i izmedu 20 i 24h. U toku dana
nije uhvacena ni jedna individua u istom tipu klopki (Petri¢, 1989). Muzjaci ove vrste su
takode najaktivniji tokom no¢i, a zatim u periodima smrkavanja i svitanja. Isto istrazivanje
pokazalo je da svetlost CDC klopke deluje kao atraktant za muzjake vrste Cx. pipiens
complex, dok je na zenke delovala repulzivno (Petri¢, 1989).

Wood et al.(1979) navodi da zenke Cx. pipiens krecu u potragu za krvnim obrokom
uglavnom posto padne no¢ i ukoliko je populacija ove vrste velika, a pritom nemaju na
raspolaganju druge domacine koje preferiraju u ishrani, oni ¢e ulaziti u kuée i hraniti se na
coveku.

Petri¢ (1989) je zabelezio visok stepen zoofilnosti u ishrani vrste Cx. pipiens complex.
Osim toga vrste koje pripadaju ovom kompleksu imaju endofagni rezim ishrane. Isti autor je
uoCio da su Zenke tokom rojenja muzjaka veoma agresivne i na otvorenom prostoru.
Formiranje roja je karakteristika anautogenih ornitofilnih vrsta ovog kompleksa (Spielman,
1971) ¢ije se zenke prvenstveno hrane krvlju ptica (Jaenson and Niklasson, 1986). Medutim,
ukoliko se prenamnoze, mogu se hraniti i na ¢oveku (Mattingly et al., 1951).

Parenjem biotipova pipiens i molestus nastaju hibridi. Gomes et al. (2009) su opisali
fenomen hibridizacije ovih formi u Portugalu, pri ¢emu nivo hibridizacije 0d7.6 do10.3%.
Isti autori smatraju da su ovi hibridi nastali spajanjem molestus muzjaka i pipiens Zenki
(Gomes et al., 2009). Postojanje hibrida smatra se veoma znacajnim sa medicinskog aspekta.
Vektorska kompetencija molestus populacije za WNV u Holandiji iznosila je 6-10%, zatim
pipiens populacije 0-32%, dok je kod hibrida 0-14% (Mogels et al., 2016). U tom kontekstu
protok gena sa pipiens na molestus populaciju rezultirao bi povecanjem vektorske
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kompetencije novonastalih jedinki, Sto bi signifikantno uticalo na dinamiku transmisije
lokalnog patogena (Brugman et al., 2018). Dodatno, hibridi imaju ulogu premoséavanja
transmisije WNV virusa, odnosno imaju ulogui tzv. ,bridge” vektora koje karakterise
oportunisti¢ki rezim ishrane, te ubrzavaju WNV epidemiju (Fonseca et al., 2004). Prisustvo
hibrida u divljoj populaciji zabelezeno je u slede¢im evropskim zemljama: Austrija, Belgija,
Nemacka, Gréka, Italija, Portugalija, Holandija, Svedska, Velika Britanija i Spanija (Brugman
etal., 2018).

2.2.2 AEDESALBOPICTUS

Aedes albopictus (Skuse 1894) (sin. Stegomyia albopicta)- azijski tigrasti komarac
(Slika 14) je invazivna vrsta, poreklom iz jugoistoéne Azije, ukljucujué¢i Banglades,
Kambodzu, Indiju, Indoneziju, Laos, Maleziju, Nepal, Pakistan, Filipine, Singapur, Sri Lanku,
Tajvan, Tajland, Vijetnam, Kinu, Juznu Koreju i Japan (Novak, 1992). Danas je
rasprostranjena Sirom sveta i prisutna je u skoro svim evropskim zemljama (ECDC, 2018) i
predvida se njeno dalje intenzivno Sirenje (Slike 15 i 16).

fs
Slika 14. Zenka (a) i muzjak (b) vrste Ae. albopictus
(Izvor: http://www.pestcontroltoronto.com; http://ecdc.europa.eu)

U Evropi je prvi put registrovana u Albaniji 1979. godine (Adhami and Murati, 1987;
Adhami and Reiter, 1998). Slede¢i nalaz zabeleZzen je u Italiji 1999. godine, kada je
introdukovana u Penovu putem uvezenih polovnih automobilskih guma iz SAD-a (Dalla
Pozza and Majori, 1992; Romi, 1995; Sabatini et al., 1990). Nakon toga vrsta se rapidno Sirila
na evropskom kontinentu.Prvo je nastanila severnu Francusku (Normandija) 1999. godine,
takode putem uvoza polovnih guma iz SAD-a (Schaffner and Karsh, 1999).
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%ﬂs E'_gf_sam, Aedes albopictus - current known distribution: January 2018

Legend

B Established
[ Introduced
B Absent

B Nodata
=1 Unknown

Countries/Regions
not viewable in the
main map extent*

E Malta

- San Marino g
[1 Liechtenstein
-

Canar(yEISs)Iands
Madeira (PT)
Jan Mayen (NO)

ECDC and EFSA. Map produced on 1 Feb 2018. Data presented in this map is collected through the VectorNet project. The maps are validated by designated external experts prior to publication. Please note that the data
do not represent the official view or position of the countries. * Countries/Regions are displayed at different scales to facilitate their visuali ini ics; ©@UN-FAQ; ©Turkstat.

Slika 15. Distribucija Ae. albopictus u Evropi do 2018. godine
(Izvor: http://ecdc.europa.eu)
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Slika 16. Predvidena distribucija Ae. albopictus u 2030. godini, MCDA model 1,3
variable (Izvor: Saenz et al. 2006; Schaffner et al. 2009)

Danas je u Francuskoj siroko rasprostranjena u mediteranskoj oblasti, uz italijansku
granicu. Sirenje vrste je dalje obuhvatilo Belgiju u 2000. godini (Schaffner et al., 2004), zatim
Crnu Goru u 2001. godini (Petri¢ et al., 2001), Sloveniju u 2002. godini (Nova Gorica, Turel
2002); 2003godine Svajcarsku (Flacio et al., 2004; Scholte and Schaffner, 2007; Wymann et
al., 2008), Hrvatsku i (Klobudar et al. 2006) Spaniju 2004. godine (Aranda et al. 2006;
Kampen and Schaffner 2008). U Hrvatskoj je prva jedinka pronadena u Zagrebu (oktobar,
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2004), a ve¢ u 2005. utvrdene su brojne populacije u Istri, Zadru, Splitu i Dubrovniku. Brzo
se $irila, rezultirajuci kolonizacijom ostrva Cres, LoS$inj, Hvar i Vis. U 2005. godini pronadena
je u Banja Luci, Bosna i Hercegovina, a iste godine potvrdena je i u Grckoj, Holandiji i
Sloveniji (Portoroz, oko 90 km od prvog mesta nalaza) (Samanidou-Voyadjoglou et al. 2005;
Scholte et al. 2007a, b; Petri¢ et al. 2006). U 2007. godini identifikovana je na prostoru
Nemacke (Pluskota et al., 2008), 2009. na Malti (Buhagiar, 2009), potom u Austriji 2011.
godine, a zatim i u Ceskoj (Sebesta et al., 2012) i Slovackoj (Bockova et al., 2013).
Populacije ove invazivne vrste nalaze se u Sloveniji od 2007. (Kalan et al. 2011, 2014; Seidel
et al. 2012), od 2011. u Bugarskoj (Mikov O, Nikolov G, Schaffner F, 2013), Rusiji
(Ganushkina et al., 2013, 2012) i Turskoj (Oter et al., 2013), a od 2012. godine i u Rumuniji
(Prioteasa et al., 2015). Ova invazivna vrsta je veoma rasprostranjena u i Nemackoj (Becker
etal., 2017; Walther et al., 2017).

Uvrstena je na svetsku listu 100 najopasnijih invazivnih vrsta (www.issg.org, 2009).
Globalna distribucija je pospeSena sposobno$¢u prezimljavanja u stadijumu jajeta i na taj
nacin postizanja permanentne kolonizacije zemalja umerenog klimata. Januarska izoterma od
-3°C i julska od 20°C, godisnje padavine od 500 mm, tokom vise od 60 kisnih dana oslikavaju
rizicno podruc¢je, koje se smatra odgovarajuéim za zasnhivanje stabilnih populacija Ae.
albopictus (Pajovi¢ et al., 2013). Diseminacija ove vrste se vrsila zahvaljujué¢i covekovim
aktivnostima, pre svega medunarodnim i prekookeanskim transportom i trgovinom polovnim
gumama, kao i transportom adultnih stadijuma u vozilima na kra¢im i srednje dugim
distancama. U novom okruzenju vrsta zaposeda vestacke recipijente vode (vaze, posude,
kante, saksije, podloske saksija, flase, drenazne sisteme u urbanim sredinama, a narocito
polovne gume), koristeci ih za ovipoziciju (Pajovi¢ et al., 2013). U zemljama porekla, ova
vrsta se razvija u malim prirodnim recipijentima vode, kao $to su Supljine u drveéu, prostor
izmedu listova i stabla zeljastih biljaka (rukavci listova), ljuska kokosa i drugim prirodnim, ali
I vestackim recipijentima vode. U umerenom klimatu za ovipoziciju i razvoj larvi pretezno
bira vestacke recipijente vode, pa je stoga i klasifikovana u kontejnerske vrste (container-
breeding species). Polovne gume se uglavnom deponuju na otvorenom, pa nakon svake kise
dolazi do akumulacije vode u gumama, koja je dovoljna za uspeSan zavrSetak Zivotnog
ciklusa (Lyon and Berry, 1991; Reiter, 1998; Reiter and Sprenger, 1987). Jaja ove vrste su
veoma rezistentna na desikaciju. Polazu jaja neposredno iznad linije vodene povrsine (Slika
17).

lako je ne karakteriSe striktan preferendum u ishrani i smatra se vrstom sa
oportunisti¢kim rezimom ishrane, Ae. albopictus ¢e ukoliko je moguée birati za domacina
sisare i coveka. Laboratorijska ispitivanja krvnog obroka vrste Ae. albopictus su pokazala da
vrsta preferira Covekovu krv (Paupy et al., 2009). Medutim, hrani se i na domaé¢im i divljim
zivotinjama, gmizavcima, pticama i vodozemcima (Eritja et al., 2005). Zenke su veoma
agresivne, bodu na otvorenom (napolju), u toku dnevnog osvetljenja. Medutim, utvrdeno je da
ova vrsta postaje i delimi¢no endofilna (Drago, 2003; Genchi et al., 2009). Istrazivanje u
Rimu je pokazalo da su zenke nahranjene krvlju uglavnom pronalazene u zatvorenom, sto
ukazuje na to da zenke lokalne populacije nakon uzimanja krvnog obroka provode vreme
odmarajuéi u zatvorenom prostoru (Valerio et al., 2010). Na ostrvu Penang u Maleziji, zenke
ove vrste su uglavhom pronalazene U zatvorenom prostoru, unutar recipijenata
vode/kontejnera, kao $to su vaze za cvece, prazne kante, ispod podova ili sudopere/lavaboa,
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zajedno sa larvama, te autori smatraju da se vrsta aklimatizovala na uslove zatvorenog
prostora (Dieng et al., 2010). Laboratorijska istrazivanja su pokazala da ova vrsta moze u
zatvorenom da prezivi dovoljno dugo, dobijajuci Secer iz bambusa (lucky bamboo) ili neke
druge dekorativne biljke. Duzina tog perioda je dovoljna da zenka kompletira svoj
gonotroficki ciklus i da se omoguci razvoj transmisivnih arbovirusa u telu ovog vektora
(Qualls et al., 2013).
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Slika 15. Zivotni ciklus vrste Ae. albopictus (Izvor: Biogents 2017)

Aktivnost ove vrste pri dnevnom osvetljenju je veoma neobi¢na pojava u poredenju sa
nativnim evropskim vrstama komaraca, ¢ija je najveca aktivnost uglavnom u sumrak i svitanje
tokom letnjih meseci. S obzirom na visoku antropofilnost i sposobnost da razvija velike
populacije u urbanim i suburbanim sredinama, Ae. albopictus znacajno ugrozava kvalitet
zivota milionima ljudi u Evropi i Sirom sveta. U Italiji je utvrdeno da ova vrsta preferira sisare
u odnosu na ptice, a krvni obrok koji potice od ¢oveka bio je mnogo ucestaliji u urbanim nego
u ruralnim sredinama, Sto ukazuje na to da dostupnost domacina i abundantnost direktno uticu
na preferendum u ishrani vrste Ae. albopictus (Valerio et al., 2010). Danas je ova vrsta
znacajan molestant u Italiji (Genchi et al., 2009; E. J. Scholte et al., 2007), juznoj Francuskoj
(Vazeille et al., 2008) i Spaniji, gde redukuje kvalitet Zivota u infestiranim podrugjima
(Aranda et al., 2006).

lako je re¢ o vrsti toplijih klimatskih regija, veoma se dobro adaptirala na uslove
umerenog klimata. Karakterise je zimska dijapauza. Prezimljavaju jaja u vodenim
recipijentima u kojima ¢e se kasnije razvijati larve. Petri¢ et al. (2012) navode nekoliko rizika
koje sa sobom nosi Sirenje ove invazivne vrste:

¢ Pretnja biodiverzitetu,
e Homogenizacija zivog sveta kosmopolitskim vrstama,
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e Kada su izgubljena stanista, odredene vrste postaju ugrozene i preti im istrebljenje,

e Restauracija nativnog biodiverziteta postaje nemoguca,

e Raste pretnja javnom zdravlju ljudi i Zzivotinja, jer je ova vrsta znacajan, agresivan
molestant i efikasan vektor patogena, prouzrokovaca opasnih oboljenja (Cikungunja,
denga i dr).

Vrsta je prvi put na prostoru bivse Srbije i Crne Gore zabeleZzena u Podgorici
(21.08.2001.) kada je izvrsena inspekcija preko 30 000 polovnih guma (Petri¢ et al., 2012). U
svega jednoj gumi je pronadeno nekoliko Cx. pipiens larvi i jedna Ae. albopictus larva
(muzjak). Infestirana guma je proizvedena u Francuskoj, a uvezena iz Nemacke. Tokom
narednih 10 godina ova vrsta se naselila u svim opstinama Crne Gore koje imaju izlaz na
obalu, a takode i obale Skadarskog jezera.

Pretpostavlja se da u Srbiji ova vrsta jo$ nije nastanjena, ali je registrovana na grani¢nim
prelazima Batrovci (granica sa Hrvatskom) i Gostun (granica sa Crnom Gorom). Prvi put je
pronadena u Batrovcima 2009. godine (Petri¢c 2009), te se od tada do danas svake godine
registruje na navedenom grani¢nom prelazu (Petri¢, neobjavljeni podaci). Jo§ uvek nije
potvrdeno da li se ova vrsta naselila ili je u pitanju introdukovanje putnicima u tranzitu. Petri¢
smatra da je od 2017. godine ova vrsta nastanjena jer je zabeleZena veoma rano u toku sezone
(Petri¢, neobjavljeni podaci).

U tropskim i suptropskim krajevima populacija ove vrste je aktivna tokom citave
godine, bez perioda prezimljavanja (Knudsen et al., 1996). Suprotno tome, u umerenom
klimatu, na populaciju uticu sezonske temperature i promene fotoperioda, a kao odgovor na
ovakve uslove Ae. albopictus formira zimska jaja koja ¢e uéi u hibernaciju (Hawley, 1988).
Klimatskim pragom se smatra srednja zimska temperatura iznad 0°C koja dozvoljava jajima
da prezime. Adulti za prezivljavanje i aktivnost zahtevaju srednju godi$nju temperaturu iznad
11°C i godi$nju sumu ki$nih padavina od 500 mm. Ovo su preduslovi za uspesno odrzavanje
akvati¢nih stadijuma razvi¢a (Kobayashi et al., 2002; Medlock et al., 2006; Carl J. Mitchell,
1995; Roiz et al., 2011). Neophodna je i dovoljna koli¢ina i ucestalost padavina tokom letnjih
meseci da bi se mesta na kojima se razvijaju aktivirala. Suprotno tome, periodi obilnih
padavina mogu kratkoro¢no redukovati populaciju Zenki koje su u potrazi za domacinom
(Roiz et al., 2010). Akumulirana voda moze biti optimalno mesto za razvoj Ae. albopictus,
¢ak i kada padavine potpuno izostanu. Duzina reproduktivne sezone im je regulisana
povecanjem temperatura u prolece i opadanjem temperatura u jesen koje su okidac¢ za pocetak
dijapauze jaja. Za optimalnu brzinu razvoja potrebne su visoke temperature 25-30°C
(Straetemans, 2008).

Delatte et al. (2009) navode da razvoj larve vrste Ae. albopictus prestaje na
temperaturama ispod 10°C i iznad 40°C. Na temperaturama od 25 do 30°C larve zavrse svoj
razvoj za sedam do osam dana

Medutim, populacija moze biti zasnovana i na nizim srednjim temperaturama (5-
28.5°C) i pri manjim koli¢inama padavina (290 mm godisnje) (Benedict et al., 2007; Severini
et al., 2008).

Kritican fotoperiod kao prag za pocetak dijapauze varira u zavisnosti od geografskih
lokaliteta. Uopsteno, produkcija dijapauzirajucih jaja se odvija kada je dnevno osvetljenje u
trajanju od 13-14 sati. Medutim, u nekim oblastima prag je na 11-12 sati (Kobayashi et al.,
2002; Luciano et al., 2003; Mori et al., 1981; Pumpuni et al., 1992; Wang, 1966). Jaja koja su
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poloZzena u kasno leto ili ranu jesen ulaze u fakultativnu dijapauzu i dolazi do supresije
piljenja koje obicno traje sve dok ne nastupe povoljni vremenski uslovi (Estrada-Franco and
Craig, 1995). Sposobnost komaraca da indukuju dijapauzu jaja kao odgovor na uslove
fotoperioda omogucava im da prezimljavaju u umerenom klimatu, $to je u saglasnosti sa
njihovom naseljeno$¢u na severnijim geografskim sirinama Azije, Severne Amerike i Evrope.
Dijapauzirajuca jaja ove vrste u Evropi mogu da prezive hladno¢u od -10°C, dok jaja tropskih
jedinki ove vrste mogu da prezive do -2°C (Thomas et al., 2012). Dodatno, uspesnost piljenja
I tolerancija na hladnocu evropskih populacija Ae. albopictus se poveéava kod
dijapauzirajucih jaja u poredenju sa nedijapauzirajuc¢im (Thomas et al., 2012). Adulti su slabo
aktivni na temperaturi ispod 9°C, mada su uvek u potrazi za toplijim mikroklimatskim
(zatvorenim) prostorima (Roiz et al., 2010). U Italiji postoje naznake da se ova vrsta
aklimatizovala na hladnocu i ostaje aktivna tokom ¢itave zime (Romi et al., 2006). Piljenje
dijapauzirajucih jaja u prolece je povezano sa promenama fotoperioda, dostupnosc¢u hrane,
temperaturom i raspolozivom vodom za razvoj larvi. Medlock et al. (2006) smatraju da
jedinke ove vrste ne¢e moci da prezive zimu ukoliko se temperatura i vlaznost spoljasnje
sredine ne odrzavaju iznad utvrdenih pragova, ili ukoliko period dijapauze traje duze od 6
meseci. U umerenom klimatu, zenke polazu pojedinacna jaja koja su rezistentna na susenje, a
mesto ovipozicije je iznad linije vode (iznad same povrsine). Razvoj larve traje od 3-8
nedelja, a adulti mogu da prezive duze od 3 nedelje (Gatt et al., 2009). Generalno, adulti u
umerenom klimatu ne prezimljavaju, mada su u Rimu zabelezene zenke koje su bile aktivne
tokom svih zimskih meseci (Romi et al., 2006). Ae. albopictus je multivoltna vrsta sa 5-17
generacija godisnje (Gatt et al., 2009). Studije u severnoj Italiji su pokazale povecanu
abundantnost zenki u stadijumu adulta tokom perioda od maja do septembra, a maksimalnu
abundantnost dostizu u julu (Roiz et al., 2010).

U Grckoj je ova vrsta aktivna tokom 8 meseci godisnje, dok ovipozicija traje od sredine
aprila do decembra, a broj polozenih jaja je najveci od sredine jula do kraja jesenjeg perioda
(znacajno povecanje zabelezeno je kada su nastupile blage vremenske prilike uz kisovite
periode). Najvec¢a abundantnost adulta belezi se u oktobru (Giatropoulos et al., 2012).

Nije poznato da li se razvijaju u slanim vodama (Buhagiar 2009). Preferira urbane i
suburbane sredine (Juliano and Lounibos, 2005), a tamo gde se javlja simpatri¢no sa Ae.
triseriatus i Ae. japonicus, superiorniji je u kompeticiji za izvore hrane (Leisnham and
Juliano, 2012). Adulti ne prelaze velike udaljenosti, let je ograni¢en na proctor radijusa od oko
200 m (Turell et al., 2005).

2.3 PRESVLACENJE I ENDOKRINI SISTEM KOMARACA

U cilju boljeg razumevanja efekata i efikasnosti biocida koji se primenjuju u suzbijanju
komaraca, neophodno je poznavati fizioloSke procese komarca na koje ove sinteticke/prirodne
materije deluju. Od esencijalnog znacaja je poznavanje samog procesa presvlacenja komaraca
I funkcionisanja sistema endokrinih zlezda koje uc¢estvuju u ovom procesu.

Telo komaraca je kao i kod ostalih insekata, prekriveno integumentom ili egzoskeletom.
Egzoskelet ima nekoliko vaznih funkcija:

* Pruza mehanicku zastitu,
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» Sprecava isuSivanje (nekontrolisani gubitak vode),

« Stiti telo insekta od uticaja razli¢itih spoljasnjih faktora (npr. hemijskih),
* Predstavlja mesto za pri¢vrs¢ivanje organa,

* Omogucava akumulaciju energije,

» U njemu se nalaze brojni receptori i veliki broj egzokrinih zlezda.

Integument se sastoji iz kutikule (necelijski, nezivi sloj) i ¢elija epidermisa (éelijski, zivi
sloj). Kutikulu ¢ine dve osnovne komponente, a to su hitin i proteini. Hitin je azotni
polisaharid koji se sastoji od N-acetil-D-glukozaminskih jedinica i on popunjava prostore
izmedu belanéevinastih lanaca u kutikuli. U koncentrovanim neorganskim Kkiselinama se
razlaze na monomere: glukozamin i1 N-acetilglukozamin. Enzim hitinaza je zaduzen za
razlaganje hitina u procesu presvlacenja. Kutikula je proizvod aktivnosti ¢elija epidermisa.
Cine je dva sloja: epikutikula i prokutikula. Epikutikula je izgradena iz cementnog sloja,
vostanog sloja, spoljaSnjeg i unutrasnjeg sloja. Vostani sloj je odgovoran za sprecavanje
desikacije. SpoljaSnji 1 unutra$nji sloj ¢ine kutikulin.

Ispod epikutikule nalazi se prokutikula koju ¢ine egzokutikula i endokutikula.
Egzokutikula je ocvrsli deo, dok je endokutikula elasti¢an sloj. Ispod endokutikule se nalaze
¢elije epidermisa. Izmedu endokutikule i ¢éelija epidermisa se u toku presvlacenja formira
prostor nazvan egzuvijalna membrana (egzuvijalni prostor).

Epidermis je izgraden od jednog sloja celija koje luce novu kutikulu i apsorbuju
metaboliticke produkte razlaganja stare kutikule prilikom presvlacenja, pa se stoga uloga
epidermisa mozZe definisati kao razlaganje i resorbovanje stare kutikule i lucenje nove
kutikule. Ispod epidermisa nalazi se bazalna membrana, koja je acelijske strukture,
mukopolisaharidnog sastava,koja propusta materije iz hemolimfe i epidermisa obavljajuci
ulogu filtera.

Kod komaraca hitin se nalazi na nekoliko mesta u telu: u kutikuli integumenta i
peritrofi¢énoj membrani larvi i adulta, te i u seroznoj kutikuli jaja (Rezende et al., 2008).

Kada telo larve preraste zapreminu organi¢enu starom kutikulom dolazi do
presvalacenja. Presvlacenje insekata je veoma kompleksan i hormonski kontrolisan proces.
Proces presvlacenja se odvija kroz nekoliko faza:

e Sazrevanje kutikule,

e Apoliza, odvajanje kutikule od epidermisa,

¢ Produkcija nove epikutikule (kutikulina) i prokutikule,

e Digestija stare endokutikule aktivacijom tecnosti presvlaenja 1 resorpcija razlozenih
materija (do 90% stare kutikule je resorbovano)

e Egdizija (pucanje) stare egzokutikule duz egdizijalnih linija, koje je potpomognuto
miSi¢nim pokretima 1 gutanjem vazduha ili vode

o Sklerifikovanje i tamnjenje nove kutikule (ENVL/BIOL, 2014).

Neposredno pred presvlacenje komarci prestaju da se hrane i mogu proéi kroz kraé¢u
fazu mirovanja. U meduvremenu, ¢elije epidermisa se uvecavaju i uzduzno dele (mitozom).
Celije su rasporedene u jednom sloju, ali se njihov broj povecao, te pokrivaju povrsinu tela
sada veceg insekta. Usled ove pojave stvara se pritisak na kutikulu i na nivou egzuvijalne
membrane dolazi do procesa odvajanja endokutikule od celija epidermisa. Ovaj proces
odvajanja stare kutikule naziva se apoliza. Nakon apolize pocinje sinteza nove kutikule.
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Prostor izmedu epidermisa i stare kutikule se ispunjava te¢nos¢u presvlacenja. Te¢nost
presvlacenja luci epidermis i U njoj se nalaza dva enzima: hitinaza i proteaza.

Za vreme formiranja nove kutikule enzimi zapocinju proces rastvaranja stare kutikule.
Epidermis resorbuje produkte razlaganja, a staru egzokutikulu i epikutikulu insekt odbacuje
kao egzuviju (kosuljicu).

Kontrakcijom abdominalnih miSi¢a povecava se pritisak u glavenom i grudnom regionu
tela. Larve komaraca pre piljenja iz jaja gutaju vodu te tako povecavaju zapreminu tela, a
faratne forme adulta gutaju vazduh. Pritisak dovodi do pucanja stare kutikule po egdizijalnim
linijama koje se nalaze na glavi (epikranijalni $av) i na sredini dorzalne strane toraksa i odrasli
komarac postepeno napusta staru kutikulu. Izletanje odraslog komarca iz egzuvije predstavlja
predatore i sl.), jer se ne sme dogoditi da padne u vodu prilikom izlaska, dok su mu neki
delovi jo$ uvek unutar egzuvije. MiSi¢i komaraca su kontrakovani, pa hemolimfa pod
pritiskom ispravlja krila i ekstremitete do poprimanja kona¢ne forme. Adult po napustanju
egzuvije izvesno vreme miruje na povrsini vode. Tek presvuceni insekt se naziva teneralna
forma. Novoformirana prokutikula je neposredno posle lucenja elasticna. Nakon kraceg
vremenskog perioda pocinje proces sklerifikacije (povezivanje dugih proteinskih lanaca),
odnosno o¢vrsc¢ivanje njenog gornjeg sloja, ezgokutikule.

Da bi se mogao razumeti mehanizam delovanja inhibitora sinteze hitina, cesto
primenjivanih larvicida, neophodno je dobro poznavati strukturu i funkciju hitina, zatim
proces sinteze hitina, kao i sam proces presvlacenja.

Hitin je prisutan u telu insekata, ali takode i u nekim drugim organizmima (ljuskarima,
protozoama, gljivama, algama i nematodama). Njegovo potpuno odsustvo u ki¢menjacima i
vi$im biljkama je osnova selektivnog delovanja insekticida iz grupe regulatora rasta i razvica
insekata (IGR), koji remete proces presvlacenja kod insekata 1 potpuno su bezbedni za ostale
organizme. Insekti imaju 3 tipa hitina: a-, B- 1 y-hitin. Tipi¢ni a-hitin je najzastupljeniji u
kutikuli insekta, B- hitin se nalazi u crevima insekata, a y- hitin postoji primarno u kokonima
lutki nekih insekata. Biosinteza hitina poc¢inje od disaharida trehaloze koja je najzastupljeniji
Secer u telu insekata.

Brojni fizioloski procesi u telu komaraca, pa i samo njihovo ponasanje strogo je
kontrolisano hormonima koje lué¢e endokrine zlezde. Zaduzene su za produkciju hormona Kkoji
kontrolisu mnoge fizioloske funkcije u telu insekta (Slika 18). Neke od funkcija su:

¢ Regulisanje presvlaéenja,

e (QOdredivanje smera metamorfoze,

¢ Uloga u reprodukciji,

¢ Kontrolisanje metaboliticke aktivnosti,
¢ Kontrolisanje opsteg ponasanja.
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Slika 18. Najznacajnije fizioloske funkcije kontrolisane hormonima
(Izvor:.www.faculty.ucr.edu)

Endokrini sistem komaraca koji je odgovoran za presvlacenje insekata ¢ine:

Neurosekretorne ¢elije mozga. To je grupa modifikovanih nervnih ¢elija, smesStenih u
dorzalnom delu protocerebruma koje luce protorakotropi¢ni hormon (PTTH), koji se otpusta u
hemolimfu i koji je zaduzen za aktivaciju protorakalne zlezde. PTTH stimuliSe protorakalnu
Zlezdu da proizvodi egdisteroidne prekursore, hidroksiegdizon (20E). U prisustvu juvenilnog
hormona (JH), 20E je okida¢ za pocetak presvlacenja larvi iz jednog stupnja u drugi. U
odsustvu JH, povecanje koncentracije egdizona odgovorno je za prelazak iz stadijuma larve u
stadijum lutke. Povecanje nivoa 20E podsti¢e apolizu pra¢enu formiranjem nove lutkine
kutikule. Poslednji, veliki porast se desava pri kraju stadijuma lutke koji podsti¢e apolizu i
inicira formiranje adulta (Fraenkel and Hsiao, 1965).

Corpora allata. Ova endokrina zlezda je smeStena je lateralno iza mozga, u blizini
druge endokrine Zlezde, corpora cardiaca, koja je povezana sa stomatogastri¢nim nervnim
sistemom. Hormoni koje lu¢i ova zlezda se nazivaju juvenilni hormoni, ili hormoni mladosti i
lu¢e se u stadijumu larve i adulta. U stadijumu larve, tokom postembrionalnog razvica,
najvaznija funkcija juvenilnih hormona je inhibicija pojave karakteristika odraslih insekata.
Oni sprecavaju metamorfozu sve dok razvoj larve nije kompletno zavrsen. Identifikovana je
struktura tri juvenilna hormona: JH 1, JH 2 i JH 3. Oni se aktivno lu¢e u stadijumu larve, gde
u zajednici sa egdizonom, koji indukuje presvlacenje, obezbeduju ravnomerno razvice i
normalnu smenu larvenih stupnjeva. Pri zavrSetku stadijuma larve corpora allata smanjuje
aktivnost u produkciji JH, Sto izaziva drasticne promene i razvoj karakteristika lutke.
Metamorfoza je narocito izrazena kod holometabola, gde spadaju i komarci.

Kod odraslih insekata JH kontrolise sazrevanje jajnika zenke i dodatnih Zlezda kao i
ponasanje muzjaka prilikom parenja. Aktiviranjem JH prekida se reproduktivna dijapauza.

Razvoj oocita je takode pod hormonalnom kontrolom corpora allata i neurosekretornih
¢elija mozga.

Pored toga sto dozvoljava pojavu adultne forme insekta, niska koncentracija ili odsustvo
JH, uslovljava degeneraciju protorakalne zlezde koja nestaje nekoliko dana nakon eklozije
odraslog insekta.
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Juvenilni hormon uti¢e na razvoj i metamorfozu jedino u prisustvu egdizona, odnosno u
vreme kada je iniciranje presvla¢enja ve¢ otpocelo. Varijacije u relativnoj koncentraciji
juvenilnog i egdizon hormona u hemolimfi odreduju prirodu i stepen diferencijacije (koji ¢e
se stadijum razvica ispoljiti) nakon narednog presvlac¢enja. Hormonalni balans opredeljuje da
li ¢e sledece presvlacenje biti prelazak iz:

* Larve nizeg U larvu viSeg stupnja -visoka koncentracija JH,

« Larve u lutku- intermedijarna koncentracija JH,

« Lutke u adulta- koncentracija JH niska (Slika 19 desno).
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Slika 19. Mozak vrste Aedes aegypti (levo) i uticaj hormona endokrinog sistema na rast i
razvoj insekata (br= brain; cc= corpora cardiaca; ca= corpora allata; ptg= protorakalna
zlezda; pvo= perivisceralni organ; PTTH= protorakotropi¢ni hormon; JH= juvenilni (hormon)
(desno) (Izvor: www.faculty.ucr.edu; http://www.fao.org)

Williams (1976) je uo¢io da hormoni mozga alatotropin i alatohibin takode mogu
kontrolisati aktivnosti juvenilnog hormona. Evidentno je da remecenje titra juvenilnog
hormona u odredenom periodu Zivota komarca Stetno uti¢e na metamorfozu. Indukovano
ometanje titra ima domino efekat i ometa druge hormonalne funkcije. Brojne studije su
pokazale da JH utice na ekspresiju gena (Dubrovsky et al., 2000; Zhou and Riddiford, 2002).

Protorakalna Zlezda. SmeStena je u protoraksu. Luc¢i hormon egdizon i njegove
derivate. Egdizon je hormon presvlacenja, tj. inicira presvlacenje i sintezu nove kutikule.
Osim toga stimuliSe rast imaginalnih diskova. Uti¢e na zavrSavanje postembrionalne
dijapauze. U telu odraslog insekta ova zZlezda se degenerise, pa kod odraslih insekata nema
produkcije egdizona. Aktivacija protorakalne zlezde, odnosno lucenje egdizona je
kontrolisano protorakotropi¢nim hormonom (Gilbert et al., 1981).

Egdisteroid je prisutan u jajima, larvama, lutkama i adultima komaraca (Lan and Grier,
2004). Veliki broj autora je proucavao fluktuacije egdisteroida, medutim dobijeni su
kontradiktorni rezultati. Pretpostavlja se da su neki od razloga za to razlicite temperature pri
gajenju komaraca, razlike unutar populacija, procenat muzjaka i zenki u uzorku itd.

Lancane reakcije koje kulminiraju u toku presvlacenja predstavljene su nizom promena
u telu komarca. Kada larva dostigne odreden stepen razvi¢a, ukazuju¢i na razvojnu
kompetentnost, signali iz neidentifikovanih proprioreceptora se prenose do mozga Sto je
okida¢ za produkciju protorakotropi¢nog hormona (Nijhout, 1981). Neurosekretorne celije
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produkuju protorakotropi¢ni hormon koji se transportuje do zlezde corpora cardiaca iz koje
se otpusta u hemolimfu. Ovaj peptidni neurohormon deluje na protorakalnu zlezdu uzrokujuéi
produkciju 1 otpustanje 20-hidroksiegdizona (hormona presvlacenja) u hemolimfu.
Zabelezena su dva pika sekrecije protorakotropi¢nog hormona tokom svakog larvenog
stupnja, te s toga i dva pika u produkciji egdizon hormona. Nije precizno objasnjeno Koji
faktori kontrolisu navedeni porast (Retnakaran et al., 1985).

Steroidni hormon egdizon aktivira specificne gene, a time i funkcije na genetskom
nivou. Maksimalni nivoi ovog hormona imaju dve razlic¢ite funkcije. Prvi je manji skok i
odgovoran je za formiranje karakteristika larve, lutke ili adulta (¢elijsko programiranje,), a
drugi je veci i zaduzen je za iniciranje procesa presvlacenja. Proces formiranja karakteristika
ili Celijsko programiranje zavisi od titra juvenilnog hormona. Ukoliko je titar visok je
presvlacenje je usmereno na prelazak iz jednog u drugi larveni stupanj. Ako je titar nizak, sto
je slucaj na kraju poslednjeg larvenog stupnja, ¢elije iniciraju presvlacenje iz larve u lutku.
Kada je juvenilni hormon odsutan, insekt se presvlaci u adulta. Drugi maksimum egdizona
inicira endokutikularnu digestiju i resorpciju te¢nosti presvlacenja da bi sve bilo spremno za
ekloziju (Richards, 1981).

Sekrecija seskviterpenoida juvenilnog hormona koji lu¢i corpora allata, je pod
kontrolom mozga. U stadijumu adulta JH ima nekoliko funkcija vezanih za reprodukciju:
razvoj ovariuma, sinteza vitelogenina, produkcija feromona i razvoj dodatnih zlezda (De Kort
and Granger, 1981).

Nakon opadanja drugog maksimuma egdizona, mozak proizvodi hormone eklozije Sto
rezultira presvla¢enjem u odraslog insekta (Truman, 1981).

2.4 MEDICINSKI I VETERINARSKI ZNACAJ KOMARACA

Komarci predstavljaju znacajne molestante coveka i Zivotinja, a medu njima mnogo
znacajniju ulogu imaju vrste koje su vektori razli¢itih patogena, prouzrokovaca oboljenja.
Transmisija patogena moze biti mehanicka i bioloska. Najznacajniji patogeni prouzrokovaci
oboljenja, koje komarci prenose na ljude i zivotinje su virusi, protozoe i nematode.

Prema Hubaleku (2008) komarci koji prenose viruse u Evropi, mogu se klasifikovati u
tri kategorije:

e Autohtone vrste koje prenose patogene na ¢oveka,

e \/rste koje prenose patogene organizme na ¢oveka, ali su unesene iz drugih zemalja ili
sa drugih kontinenata (anautohtone vrste),

e \/rste koje prenose patogene organizme na ostale ki¢menjake.

Jedna od najznacajnih vektorskih grupa vrsta je Cx. pipiens complex, koji prenosi
razlicite arboviruse, kao sto su Virus Zapadnog Nila (WNV), Virus Rift Valley groznice
(RWFV), nematode Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877) koja izaziva limfati¢nu filarijazu
(Balenghien et al., 2008; Jinfu, 1999; Paul et al., 2005) i dr. Cx. pipiens complex je
najznacajniji vektor arbovirusa iz serogrupe Japanskog encefalitisa (JE), kako za transmisiju
na njihove prirodne domacine, ptice (Medlock et al., 2005), tako i na krajnje/slucajne
domacine ,,bridge™ transmisijom sa ptica na ¢oveka, na domace i divlje zivotinje iz klase
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sisara (Fonseca et al., 2004; Hamer et al., 2008). Ova serogrupa ukljucuje WNV i Usutu
virus, odgovorne za humane slucajeve obolevanja na evropskom kontinentu (Calzolari et al.,
2010b; Zeller and Schuffenecker, 2004). Prisustvo zenki nahranjenih krvlju divljih vrsta ptica
iz reda Passeriformes, a sakupljenih u unutrasnjosti skloniSta domacih Zivotinja, jasno
ukazuje na blizinu i povezanost prirodnog WNV ciklusa i ljudske populacije u regiji
Komporta, Portugalija (Gomes et al., 2013). Ptice kao $to su vrapci ili kosovi, veoma su
tolerantni na prisustvo ¢oveka, te Zenka komarca moze da uzme krvni obrok, kako sa ptica
koje se nalaze u neposrednoj blizini ¢ovekovog domacinstva traze¢i hranu ili skloniste, tako i
sa coveka U zatvorenom prostoru. . Kombinacija genetske strukture i analize krvnih obroka su
pokazale da neke individue biotipa pipiens bodu napolju u Sumskom okruzenju, a potom
odlaze u potragu za antropogenim sklonistima gde se odmaraju, vrse digestiju i kompletiraju
gonotroficki ciklus (Gomes et al., 2013). U tom slu¢aju domace zivotinje i Covek
predstavljaju dostupne domacine za sve naredne krvne obroke, §to dovodi do slucajne
transmisije arbovirusa, kao npr. WNV.

Transmisija arbovirusa u kojima su komarci vektori najces¢e se odigrava bioloSkom
horizontalnom transmisijom, gde komarac vektor uzimanjem krvnog obroka sa inficiranog
viremi¢nog domacdina (rezervoara infekcije) postaje i sam inficiran, te u njegovom telu
(pljuvacnim zlezdama) dolazi do umnozavanja (replikacije) virusa, da bi prilikom narednog
uzimanja krvnog obroka omogucila nova infekcija krajnjeg domacina, ¢ime se ciklus
transmisije moze nastaviti (Slika20). Dakle da bi transmisija bila omoguéena, neophodno je
da komarac bar dva puta uzme krvni obrok: prvi da bi usvojio patogena i postao inficiran, a
drugi da bi preneo virus na novog, neinficiranog domacina.

Vektorska uloga Cx. pipiens biotip pipiens je u Srbiji naroCito znacajna zbog
visegodisnjeg aktivnog prenosenja WNV (Petri¢ et al., 2017). Ovu vrstu karakteriSe izrazen
ornitofilni preferendum u ishrani (Gingrich and Williams, 2005). Ornitofilne vrste komaraca
se mogu ponaSati kao vektori unutar jedne populacije ptica, ali i izmedu razli¢itih vrsta.
Odatle, potencijal arbovirusne transmisije zavisi direktno od abundantnosti enzoonotskih
vektora. Dohm et al. (2002) su pokazali da pri temperaturi od 30°C, Zenke komaraca koje su
inficirane WNV na viremi¢nim pticama, postaju infektivne ve¢ Cetvrtog dana nakon krvnog
obroka $to omogucava brzo $irenje virusa.

Arbovirusi se mogu prenositi iz drzave u drzavu posredstvom putnika, migratornih ptica
ili vektora (Qgumama, reznicama i drugom robom koja se skladisti na otvorenom). Nadzor
arbovirusa u komarcima koji se sakupljaju u prirodi, smatra se veoma vaznim sredstvom za
detekciju prodora virusa u Evropu. Virusi, ¢iji su vektori komarci u literaturi se nazivaju
mosquito-borne viruses, MBV.
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Slika 20. Osnovni putevi arboviralne infekcije komarca vektora: (1) komarac postaje inficiran
kada uzme krv viremi¢nog domacina (2) infekcija epitelijalnih ¢elija srednjeg creva nakon
ingestije virusnih Cestica 1 potom replikacija i Sirenje unutar epitela srednjeg creva (3)
diseminacija virusa iz srednjeg creva u sekundarna tkiva (4) infekcija pljuvacnih Zlezda i
replikacija virusa (5) otpustanje virusa iz pljuva¢nih Zlezda prilikom narednog uboda
domacina u cilju horizontalne transmisije, $to dalje moze voditi inokulaciji neinficiranog
domacina usled uboda inficiranog komarca (Chouin-Carneiro and dos Santos, 2017).

Hubélek (2008) navodi da je danas u Evropi broj virusa koje prenose komarci dostigao
deset vrsta klasifikovanih u tri familije: Togaviridae (Sindbis, Chikungunya), Flaviviridae
(West Nile, Usutu, Dengue) i Bunyaviridae (Batai, Tahyna, Snowshoe hare, Inkoo, Lednice).

Krajem XX veka u nekim delovima Evrope i u Severnoj Americi pojavio se Virus
Groznice Zapadnog Nila i Usutu virus (USUV) koji takode predstavlja potencijalnu opasnost
za ¢oveka. Registrovan je u Italiji kod pacijenata sa loSim imunim sistemom (Cerutti et al.,
2012).

Virus Zapadnog Nila najvise ugrozava ptice, mnogo ¢eS¢e nego ljude. Najcesée ga
prenosi zenka komarca iz roda Culex. U Evropi je ovaj virus izolovan iz komaraca, divljih
glodara, migratornih ptica, krpelja, konja i ljudi (Semenza and Menne, 2009). Oboljenje se
moze manifestovati na razli¢ite nacdine, od asimptomatske pojave, preko oblika sa
simptomima sli¢cnim  gripu (visoka tempereratura, glavobolja, ukocenost Vvrata,
dezorjentisanost, tremoralni pokreti, konvulzije, slabost u misi¢ima, poremecaj vida, koma)
do najriziénijih neuroinvazivnih oblika bolesti (meningitis, encefalitis 1 akutna flakcidna
paraliza) sa mogucim fatalnim ishodom. Simptomi obi¢no traju nekoliko nedelja, a neuroloski
poremecaji mogu biti trajni. Ipak, ovaj oblik oboljenja se retko manifestuje.

Virus zute groznice (YFV) je slican japanskom encefalitisu. Javlja se najcesce u Africi i
Juznoj Americi. Dijapazon simptoma ovog oboljenja varira od povisene temperature do
ozbiljnog oboljenja jetre pracenog unutrasnjim Krvarenjem. Veéina inficiranih pacijenata
nema simptome ili se javljaju blagi simptomi. Inkubacioni period traje 3 do 6 dana. Za
preveniranje ovog oboljenja u upotrebi je vakcina i preporucuje Se osobama koje putuju u
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zemlje sa visokim rizikom od infekcije. U slucaju vakcinacije mogu se javiti nezeljeni efekti,
te se vakcina preporucuje samo ukoliko postoji stvarni rizik od infekcije (OIE, 2013).
Najznacajnija nematoda koju komarci prenose u Evropi je Dirofilaria spp. Ova
nematoda ugrozava mnoge vrste sisara. Vrste koje ugrozavaju ljude su Dirofilaria immitis i
Dirofilaria repens. Medutim, prirodni domacini ovih vrsta su psi i njihovi divlji srodnici
(lisice, vukovi), a takode i rakuni. Parazit nazvan sréani crv pasa najée$ce je vrsta D. immitis.
Odrasle jedinke ovog parazita (Slika 21) dovode do zacepljenja pluéne arterije pasa, $to se
manifestuje kasljem, iscrpljenos¢u pri naporu, nesvesticom, iskasljavanjem krvi i gubitkom
telesne mase. Oboljenje kod pasa najéesée ima fatalan ishod.
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Slika 21. Srce psa ispunjeno adultima D. immitis (lzvor: http://sciencepole.com/dirofilaria-
immitis/; https://instruction.cvhs.okstate.edu)

Kod ljudi se najc¢escée ne ispoljavaju simptomi, medutim ukoliko se ipak ispolje javlja se
kasalj (sa iskasljavanjem krvi), bol u grudima, groznica i plu¢na efuzija (slobodna tec¢nost
izmedu pluénog tkiva i grudne Supljine). Uginule nematode vrste D. immitis u plu¢nim
arterijama stvaraju granulome/¢vorice kao reakciju na zapaljenje (plu¢na dirofilarijaza). Osim
u plu¢ima, ovaj parazit se moze naci u oku, mozgu i testisu coveka.

D. repens je vodeci prouzrokovaé dirofilarijaze kod c¢oveka u Evropi. Kada je ¢ovek
inficiran formiraju se ¢vorici najéesce locirani ispod koze i ispod konjuktive oka (Slika 22).
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Slika 22. Infekc_ija coveka vrstama Dirofilaria repens i Dirofilaria immitis
(Izvor: http://www.advite.com; http://www.stanford.edu; https://i.ytimg.com)

Jedina mogucnost reSavanja ovog parazita podrazumeva hirusko uklanjanje plu¢nih
granuloma i potkoznih ¢vori¢a. U primarnim domacinima (npr. psima) polno zrele zenke
nematoda produkuju embrione (mikrofilarije) koje cirkuliSsu krvotokom Zivotinje. Da bi
zavrsile razvoj neophodno je da inficiraju komarca, koji predstavlja prelaznog domacina
(Slika 23). Komarac usvaja mikrofilarije uzimanjem krvnog obroka sa inficiranog domacina.
Mikrofilarije iz srednjeg creva i Malpigijevih sudova migriraju u hemocel gde se razvijaju u
larve i migriraju do pljuvacnih Zlezda. Prilikom narednog uzimanja krvnog obroka infektivna
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larva (stupnja Ls) se spusta u proboscis i vrsi infekciju novog, kona¢nog domacina. Dakle,
uzimanjem krvnog obroka komarac prenosi infektivnu larvu treéeg stupnja U novog
domacina. Ukoliko se radi o neadekvatnom domacinu infektivne larve uginjavaju, a ako je
domacin odgovaraju¢i nematoda zavrSava Svoj razvoj do adultne forme, razmnozava se i
produkuje nove mikrofilarije.

Dirofilaria immitis
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Slika 23. Zivotni ciklus parazita D. immitis
(Izvor: http://sciencepole.com/dirofilaria-immitis)

Komarci koji mogu da prenesu ovog parazita pripadaju rodovima: Aedes, Culex,
Anopheles i Mansonia (OIE, 2013). Vrste Cx. pipiens i Ae. albopictus su najcesc¢i vektori
ovog parazita u Evropi. Uspesnost transmisije i Sirenja dirofilarijaze zavisi od prisustva
inficiranih pasa, prisustva odgovarajucih vektora, a takode i klimatskih uslova.

Aedes albopictus ima status veoma znacajne, opasne vektorske vrste u skoro svim
zemljama gde je njeno prisutvo registrovano, jer poseduje vektorsku kompetentnost za veliki
broj arbovirusa, od kojih su najznacajniji ¢ikungunja (CHIK), denga (DEN), st. Louis
encefalitis (SLE), Eastern equine encefalitis (EEEV), la Crosse encefalitis (LACV) potosi
virus (POT) i brojni drugi virusi. U laboratorijskim uslovima Ae. albopictus je pokazao
vektorsku kompetentnost za 24 arbovirusa, a takode i za neke vrste mikrofilarija (Benedict et
al., 2007; Debboun et al., 2005; Gerhardt et al., 2001; Grard et al., 2014; Gratz, 2004; Gubler,
1998; Honorio et al., 2003; Mitchell et al., 1996, 1992; Novak, 1995; Savage et al., 1994;
Shroyer, 1986; Swanson et al., 2000; Tiawsirisup et al., 2008). U Mediteranskom basenu i
ostalom delu Evrope gde je prisustvo ove vrste potvrdeno, vrsta Ae. albopictus ima visoki
potencijal ukljucivanja u ciklus transmisije sledec¢ih virusa: Sindbis (SIN), zapadnog Nila
(WNV), Tahyna (TAH), denga (DEN), zute groznice (YF), izazivaca bolesti africkih konja
(AHS), Rift Valley groznice (RVF), Batai (BAT) i japanskog encefalitisa (JE) (Rebora et al.
1993; Mitchell 1995a, b; Cancrini et al. 2003a, 2003b; Vazeille-Falcoz et al. 1999; Hribar et
al. 2003; Romi et al. 2004). Vektorski kapacitet vrste Ae. albopictus ukljucuje i filariozne
vrste D. immitis (Novak, 1995; Rodhain, 1995) i D. repens, koje Cesto parazitiraju u psima i
drugim karnivornim zivotinjama, ali i u coveku, koje imaju sve vecu tendenciju Sirenja kako u
endemskim tako i u neendemskim regijama Evrope (Otranto et al., 2013). Tokom leta 2007.
godine vrsta Ae. albopictus bila je odgovorna za epidemiju ¢ikungunje u ltaliji, kada je
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registrovano je 250 humanih obolelih sluc¢ajeva u oblasti Emilija-Romanja, i Ravena
(Angelini et al., 2007; Bonilauri et al., 2008). Ova vrsta komarca je bila ukljucena u
transmisiju virusa ¢ikungunje (Gould et al., 2010) i denge u Francuskoj u 2010., 2013. i 2014.
godini (Cotteaux-Lautard et al., 2013; La Ruche et al., 2010; Leisnham and Juliano, 2012;
Marchand et al., 2013). Nedavni slucajevi oboljevanja od denge, ¢iji simptomi (Slika 24)
ukljucuju visoku telesnu temperaturu, glavobolju, povracanje, bol u misi¢ima, osip i
hemoragi¢nu groznicu sa unutra$njim krvarenjem, i mogu biti fatalni, zabelezeni su u
Hrvatskoj (Gjenero-Margan et al. 2011) su takode vezani za vektorsku ulogu.

1] .
v $ “
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Slika 24. Simptomi denge i denga hemoragi¢ne groznice (lIzvor: http://www.easia2u.com)

Imajuéi u vidu vektorsku kompetenciju pojedinih vrsta komaraca koje su prisutne u
Srbiji 1/ili u drZzavama i1 neposrednom okruzenju, Srbiji preti opasnost od pojave i Sirenja
vektorski prenosivih bolesti uzrokovanih ve¢im brojem arbovirusa u ¢ijem ciklusu transmisije
ucestvuju komarci, kao i od ponovne pojave malarije koja je u posleratnim godinama bila
eradikovana (Tabela 1).

Tabela 1. Vazni patogeni ¢oveka koji prete Srbiji

Cikungunja febrilna/teska  vrlo niska  Italija 2007; Francuska 2010 Ae. albopictus

virus
Virus denge febrilna Do pocetka XX veka; Hrvatska .
1-4 hemoragi¢na e i Francuska 2010 1, Bl SgpIEins
Rift Valley virus febrilna 0 Jos§ nije registrovan Aedes spp., Culex spp.
Sindbis virus febrilna 0 Endemican u Severnoj Evropi Agdes cinereus,
X. p. pipiens
Virus Japqqskog encefalitis 30-40 Italija, 2012 Culex spp.
encefalitisa
Virus Zapadnog febrilna ) .y . . Cx. p. pipiens,
Nila encefalitis Ee L BT Ll Cx. modestus
. malarija, febrilna ~ 1-7 Endemicna do polovine XX
Plasmodium otkazivanje  (mladiod 5 veka; kasnije sporadi¢ni Anooheles s
protozoa . slucajevi; epidemija u Grekoj P Pp-

funkcije bubrega  godina) 2011
(Izvor: ECDC 2012)
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Medu vektorski prenosivim patogenima, u Srbiji je svakako najznacajniji virus
Zapadnog Nila (WNV), ¢ija se cirkulacija u komarcima, pticama, konjima i humanoj

populaciji beleZi kontinuirano u toku poslednje decenije (Petri¢ et al., 2017).

2.4.1 VIRUS ZAPADNOG NILA, EKOLOGIJA | MEDICINSKI ZNACAJ

Virus Zapadnog Nila spada u grupu arbovirusa (engl. West Nile Virus), iz familije
Flaviviridae, rod Flavivirus. Smatra se neuropatogenom ¢oveka, konja i ptica. Kod ¢oveka
moze izazvati obolenje koje se naziva groznicom Zapadnog Nila, ¢ija je najteza
neuroinvazivna manifestacija (lat. Encephalitis Nili occidentalis), koja moze dovesti do
smrtnog ishoda. Sirenje virusa se odnosi na ciklus koji se desava izmedu ptice i komarca.
Ptice su glavni rezervoari virusa, a komarci su vektori (Slika25). Veoma je Cesta pojava da
ovaj virus inficira ¢oveka ili neku domacu ili divlju Zivotinju. U tom slucaju ne dolazi do dalje
transmisije virusa, nego se prenoSenje virusa tu zavrSava, jer je re¢ 0 slu¢ajnom domacinu
(krajnjem, eng. dead-end-host) u kom se virus ne replikuje dovoljno da bi se mogao dalje
prenositi. U poredenju sa ostalim MBV, WNV ima veoma $irok spektar vektora i domacina.

Mosquito life cycle West Nile virus transmission cycle
(Culex spp.)
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Slika 25. Ciklus transmisije WNV (lzvor: http://www.alison-burke.com)

Virus Zapadnog Nila je prvi put identifikovan 1937. godine, u severozapadnom delu
africke drzave Ugande, u dolini zapadnog Nila (Smithburn et al., 1940). Izolovan je iz krvi
febrilne Zene. Naredni izolati su dobijeni iz krvi naizgled zdrave dece u Egiptu (Melnick et
al., 1951). Medutim, virus nije smatran potencijalnom pretnjom javnom zdravlju sve do 1950-
ih kada je registrovana groznica zapadnog Nila i encefalitis na ljudima u oblasti Bliskog
istoka (Paz, 2006; Taylor et al., 1956). Narednih godina zabeleZeni Su sporadi¢ni slucajevi
obolevanja u Africi, Bliskom istoku, Indiji, Evropi i Aziji (Hubalek and Halouzka, 1999).

Danas je ovaj virus rasprostranjen na prostorima Afrike, Azije, Evrope, Sjedinjenjih
drzava i Australije. Tokom ovog veka uzrokovao je epidemije velikih razmera u Rumuniji,
Rusiji i Izraelu (Edward B Hayes et al., 2005; Edward B. Hayes et al., 2005). Kramer et al.
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(2008) smatraju da je WNV najrasprostranjeniji arbovirus na svetu. Transmisija WNV je
registrovana u Evropi, Bliskom istoku, Africi, Indiji, delovima Azije, Australiji (Kunjin virus,
WNV podtip), Severnoj Americi, delovima Centralne Amerike i Kariba (Dauphin et al., 2004;
Zeller and Schuffenecker, 2004). Najveci broj obolelih ljudi na isto¢noj hemisferi zabelezen je
na prostorima Mediteranskog basena u Alziru 1994., Maroku 1996., Tunisu 1997. i 2003.,
Izraelu 1999. i 2000., zatium u Rumuniji 1996. i 2000., Ceskoj 1997., Rusiji 1999. i 2001. i
Francuskoj 2000., 2003. i 2004. (Dauphin et al., 2004; Schuffenecker et al., 2005; Zeller and
Schuffenecker, 2004). Enzoonotske pojave na konjima registrovane su takode u oblasti
Mediteranskog basena. (Schuffenecker et al., 2005; Zeller et al.,, 2004; Zeller and
Schuffenecker, 2004). Tokom poslednjih nekoliko godina, pojedine evropske drzave, a
naroCito jugoistocna Evropa i Srbija, suoCene su sa perzistentnom pojavom obolevanja
humane populacije (Slike 26 i 27).

Prema izvestaju Evropskog centra za kontrolu bolesti za 2016. godinu, u zemljama
Evropske Unije zabelezeno je 206 slucajeva, a u susednim zemljama 263 sluc¢aja (ECDC,
2016a), dok je u 2017. godini zabeleZzeno 222 humana slu¢aja u zemljama EU i susednim
zemljama, a od toga ¢ak 116 potvrdenih slucajeva sa neuroinvazivnim oblikom oboljenja.
Prema podacima ECDC (2017), u Srbiji je u toku 2017. godine zabeleZzeno 45 humanih
sluc¢ajeva obolevanja od groznice Zapadnog Nila.

Pojava WNV je sezonska na prostorima sa umerenom klimom (Severna Amerika,
Evropa i Mediteranski basen). Maksimalnu aktivnost dostize u periodu od jula do oktobra
(O’Leary et al., 2004; Zeller and Schuffenecker, 2004).

Prema filogenetskim analizama, WNV se klasifikuje na sojeve, linije i klade. Gray i
Webb (2014) navode 7 linija ovog virusa, ali samo prve dve smatraju patogenim za ¢oveka.
Sojevi virusa svrstani u linije 1 i 2 uzrokuju oboljenje ljudi i konja.

Pojedini ranije poznati sojevi WNV nakon pojave epidemije vise nisu bili detektovani,
Sto implicira da su isti zamenjeni novim sojevima. Ovo moze biti posledica pozitivne
selekcije novih sojeva WN virusa sa poboljsanom vitalnos¢u i poboljS$anom sposobnoséu
transmisije, ali takode i posledica odgovaraju¢ih ekoloskih uslova koji pogoduju datom soju
virusa u odredenom arealu rasprostranjenja.
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Slika 26. Distribucija humanih slu¢ajeva WNV groznice u zemljama Evropske regije i
Mediteranskog Basena u toku 2017. godine i tokom prethodnih godina

(Izvor: http://ecdc.europa.eu)

Slika 27. Distribucija hhumanih slu¢ajeva WNV groznice tokom 2017. godine u Srbiji i
susednim drzavama (crvena polja predstavljaju okruge u kojima su zabelezeni potvrdeni
slucajevi obolevanja od WNV groznice (Izvor: https://atlas.ecdc.europa.eu)

Ovaj virus se odrzava kroz transmisioni ciklus komarac-ptica-komarac gde je ptica

ciljni domacin, sposoban da amplifikuje virus (engl. amplifier host), a ¢ovek i konj se
smatraju slucajnim (Slika 28).
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Slika 28. Ciklus transmisije WNV (lzvor: http://www.cdc.gov)
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Slika 29. Struktura i genom WNV (lzvor:http://education.expasy.org; http://biogquest.org)

Flavivirusi imaju sferi¢nu strukturu i pre¢nika su oko 50 nm (Slika 29). WNV se sastoji
od jednolan¢anog pozitivnog RNA genoma kog cini priblizno 11 000 nukleotida (Hayes,
1989).

Virus u ¢eliju prodire endocitozom. Kada se nade unutar lizozoma, virus dobija signal
da se nalazi u unutrasnjosti ¢elije. Na slici 30. dat je Sematski prikaz organizacije genoma
WNV i kodiranje proteina; te prikaz infekcije ¢elije. Prodor viriona (virion-zrela virusna
vancelijska Cestica sposobna da inficira celiju domacina) pocinje nakon vezivanja
membranskog proteina virusa za nepoznat ¢elijski receptor ili vise receptora (korak 1). Potom
dolazi do receptorom posredovane, endocitoze virusa (korak 2).

Nizak pH u okruZenju unutar endozomalne vezikule je okida¢ za viralnu fuziju sa
endozomalnom membranom (korak 3). To dovodi do oslobadanja viriona od omotaca i
otpustanja jednolanc¢anog pozitivnog RNA ((+) ssSRNA) genoma u citoplazmu (korak 4).
Zatim dolazi do translacije viralnog (+) ssRNA u poliprotein na endoplazmaticnom
retikulumu i razdvajanja na zrele proteine virusnom serin proteazom nestrukturnog proteina
2B-3B (NS2B-NS3) i ¢elijskim proteazama (korak 5). NS proteini, ukljuc¢ujuci viralnu RNA-
zavisnu polimerazu NS5, formiraju replikacioni kompleks za sintezu celokupne duZine
negativnog (-) ssRNA lanca intermedijara (korak 6). Oni sluze kao matrice za sintezu lanca
(+) ssRNAs (korak 7). Virusni kapsidni protein C, odgovoran za kapsulaciju virusnog RNA
genoma, sakuplja se na membrani endoplazmati¢nog retikuluma (korak 8).
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Slika 30. Zivotni ciklus WNV u ¢eliji domaéina (Izvor: Suthar et al., 2013)

Nezrele virusne Cestice se transportuju kroz domacinove puteve sekrecije, rezultirajuci
glikozilacijom virusnog E proteina i furin-posredovanim razdvajanjem proteina prM do zrelih
membranskih M proteina (korak 9). Zreli virioni se transportuju kroz plazmu membrane i
otpustaju egzocitozom (korak 10) (Suthar et al., 2013). Flavivirusi indukuju dramati¢ne
promene u morfologiji intracelularnih membrana, $to je uobicajan fenomen usled delovanja
virusa sa pozitivnim rRNA lancem.

Sematski prikaz patogeneze WN virusa u telu doveka je kreiran na modelu misa (Slika
31, levo). Nakon subkutanog uboda inficiranog komarca, smatra se da dolazi do replikacije
virusa u keratinocitima, koje se nalaze u kozi (dermalnim dendritskim celijama) (DCs) i
Langerhansovim ¢elijama. Inficirane dendritske ¢elije migriraju do limfnih ¢vorova i
naseljavaju unutrasnjost ¢vorova. Replikacija unutar ¢vorova vodi viremiji i potom infekciji
perifernih organa, ukljucuju¢i normalno propustljiva tkiva (slezina) i nepropustljiva tkiva
(jetra i bubrezi). Cetvrti dan virusna replikacija dostize vrhunac u slezini i serumu. Izmedu
Sestog i 0smog dana nakon infekcije, WNV nestaje iz perifernih organa i infekcija se detektuje
u mozgu i kiémenoj mozdini, u delovima prodora virusa kroz BBB (blood-brain-barrier). Ovo
se postize povecanjem propustljivosti ¢elija endotela (preko sekrecije TNF (tumor necrosis
factor), prekidanjem endotelnih intercelularnihn  mostova (preko aktivnosti matrice
metaloproteinaza) ili preko mehanizma ,, Trojanskog konja” gde se virus transportuje do CNS-
a inficiranjem ¢elija imunog sistema. U CNS-u WNYV inficira i oSteCuje neurone mozga
(mozdano stablo, hipokampus, koru velikog mozga, mali mozak, kicmenu mozdinu).
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Slika 31. Patogeneza WNV u telu ¢oveka (Izvor: Sayeed, 2015; Suthar et al., 2013)

Sli¢no kao i kod drugih virusa sa jednostranim RNA lancem, genom WN virusa takode
brzo evoluira. Mutacije se deSavaju primarno kao greska koju je na¢inila RNA zavisna RNA-
polimeraza. Kao posledica toga, pojavljuje se i Siri nova varijanta virusa sa veéim
epidemijskim potencijalom, izrazavajuci efikasniju replikaciju u pticama ili bolju transmisiju
preko insekata vektora (Brault et al., 2007). Ve¢ina WNV sojeva iz linije 1 uzrokuje epidemije
sa fatalnim ishodom za ljude i konje, dok su sojevi linije 2 smatrani manje patogenim i slabije
virulentnim. Medutim, taj podatak se drasti¢no promenio. Od nedavno se u Juznoj Africi linija
2 povezuje sa pojavom neuroloskih oboljenja (Botha et al., 2008). Takode, WNV sojevi, koji
su 2010. godine uzrokovali epidemije u Grekoj i Rusiji pripadaju liniji 2 (Papa et al., 2011).

Nekoliko mutacija u WNV genomu se moze povezati sa fenomenom virulentnosti
sojeva WN virusa iz obe linije. Nakon prvih nekoliko godina epidemija u Severnoj Americi,
dominantni soj (NY1999) je zamenjen novom varijantom (WNO02), koja je okarakterisana
mutacijom u E proteinu, V159A. U poredenju sa NY1999, ovaj soj se u komarcu vektoru
replikuje mnogo efikasnije na visim temperaturama (Kilpatrick et al.,, 2008). Druge
aminokiselinske supstitucije, koje uzrokuju promene slabo patogenih WNV sojeva u vise
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virulentne, povecavaju sposobnost virusa da izbegne odgovor imunog sistema ki¢menjaka.
Evidentno je, iz epidemioloskih podataka dobijenih u poslednjoj deceniji, da se pojavljuju
WNV sojevi sa poveéanom virulentnos¢u za ptice 1 sisare. Preko sveprisutnih komaraca
vektora i inficiranjem migratornih ptica, ove nove varijante/sojevi virusa mogu brzo da se Sire
na nove lokacije. Povecanje virulentnosti sojeva predstavlja izazov za razvoj novih
dijagnostickih metoda i mera preventivne borbe, kao $to su vakcine.

2.4.1.1 VEKTORI VIRUSA ZAPADNOG NILA
dovde

Najznacajniji vektori WN virusa su komarci. lako je u Severnoj Americi WNV izolovan
iz 60 vrsta komaraca, samo su rodovi Culex i Aedes/Aedes povezani sa uspe$nim zavrsetkom
prirodnog zivotnog ciklusa virusa (Kulasekera et al., 2001).

U zavisnosti od geografskog regiona, razlic¢ite vrste iz roda Culex su odgovorne za
transmisiju ovog virusa, npr. Cx. pipiens, Cx. perexiguus Theobald, 1903 i Cx. modestus u
Evropi, Cx. univittatus Theobald, 1901 u Africi, ili Cx. tarsalis Coquillett, 1896 i Cx.
quinquefasciatus Say, 1823 u Americi (Gubler, et al., 2007). U Indiji je glavni vektor Cx.
vishnui complex (Hayes, 1989; Zeller and Schuffenecker, 2004). Narocito u regionima sa
umerenom klimom, vertikalna transmisija i sposobnost prezimljavanja hibernirajucih Zzenki je
od velikog znacaja za pojavu epidemija u narednom letnjem periodu (Miller et al., 2000).
Siroka rasprostranjenost vrsta iz roda Culex, u kombinaciji sa transmisijom preko migratornih
ptica, omoguc¢ava WN virusu da ugrozi gotovo sve umerene i tropske regije sveta (Ulbert,
2011).

Intenzitet transmisije WNV moze se odrediti najpre evaluacijom abundantnosti i
rasprostranjenosti infekcije u komarcima. Utvrdena rasprostranjenost infekcije meri se
minimalnom stopom infekcije (MIR= minimum infection rate) koja je potrebna da izazove
epidemiju.

Studije su potvrdile da je sezonska ponovna pojava WN virusa u Evropi i SAD-u vezana
kako za migraciju ptica, tako i za prezivljavanje virusa u telu prezimljujuc¢ih komaraca (Nasci
et al., 2001). Moze se prenositi sa inficirane zenke na mali procenat njenih jaja (Davis et al.,
2003). Vertikalna transmisija WNV je eksperimentalno demonstrirana na vrstama Cx. pipiens,
Cx. quinquefasciatus i Cx. tarsalis. Virus je izolovan iz hibernirajuc¢ih zenki komaraca koje
omogucavaju perzistiranje virusa tokom zime u hladnijim regionima. Zenke se ponovo
javljaju i nastavljaju transmisiju u prolec¢e (Goddard et al., 2003; Nasci et al., 2001).

Ispitivanje vektorskog potencijala u Italiji je pocelo 1999. pa do 2002. godine.
Sakupljani su komarci na podruc¢ju Toskane, gde je sakupljeno 11 vrsta. Rod Culex spp bio je
najbrojniji, ukljucujuéi dve vrste: Culex impudicus i Cx. pipiens koje su kompetentne za
transmisiju WNV (Romi et al., 2004). Komarci koje su autori sakupili 2008-2009. godine na
severoistoku Italije su u 1-10% slucajeva od ukupno testirane populacije bili pozitivni na
prisustvo WNV, u najvec¢em broju zenke Cx. pipiens (Calzolari et al., 2010a), a rede vrsta Ae.
caspius. Po prvi put su iz jedinki vrste Cx. pipiens izolovane obe linije virusa (linije 1 i 2)
(Savini et al., 2012).
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Da bi komarac bio kompetentan vektor za WNV, mora posedovati odgovarajuce
receptore na endotelnim celijama koje oblazu srednje crevo komarca, koji ¢e omoguciti
prodor WN virusa i replikaciju u celijama (Slika 23). Virus mora biti sposoban da napusti
srednje crevo, da penetrira u pljuvaéne zlezde i da se tu replikuje. Najkompetentnijim se
smatraju neke ornitofilne vrste iz roda Culex, npr. Cx. pipiens, Cx. nigripalpus Culex
nigripalpus Theobald, 1901, Cx. quinquefasciatus i Cx. restuans Theobald, 1901 (Nasci et al.,
2001; Rutledge et al., 2003; Turell et al., 2001).
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Slika 32. Transport WNV u telu komarca (lzvor: http://www.alison-burke.com)

Primarni ciklus ukljucuje Sirenje virusa preko ptica domacina i komaraca vektora,
prvenstveno Culex vrsta (Slika 33). Ljudi i drugi slu¢ajni domacini postaju inficirani ubodom
vektora koji §iri virus (amplifinig vector) ili drugih vektora komaraca sa epidemioloskim
potencijalom (bridge vector).

Enzootic/epizootic --------- +Incidental hosts
(amplifying) vectors Humans
Culex pipiens Horses

C restuans Other mammals
C guinguefasciatus

Other mosquito vectors
Culex salinarius

C nigripalpus
Ochlerotatus sollicitans
Amplifying hosts 0 taeniorhynchus
Birds Aedes vexans

N

Slika 33. Grupe vektora i domacina i njihova uloga u ciklusu transmisije WNV
(Izvor: Campbell et al. 2002a)

Vektorska kompetencija se moze definisati kao sposobnost artropoda da introdukuju
patogena u svoj organizam, da ga odrze i prenesu mikrobioloske agense na druge organizme
(Goddard, 2000). Odatle se moze zakljuciti da nisu sve artropode koje se hrane krvlju vektori
oboljenja. Kriterijumi koje artropoda mora ispuniti da bi bila vektor WN virusa su:
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e \ektor i patogen moraju biti kompatibilni,

e Geografska distribucija vektora i patogena mora da bude podudarna sa obrascima
transmisije,

e Abundantnost vektora mora biti visoka,

e Zivotni vek vektora mora biti dovoljno dug.

Veoma je vazno utvrditi vektorski kapacitet za sve vektore WN virusa. Pod vektorskim
kapacitetom podrazumevaju se brojni parametri: zivotni vek komarca, nac¢in ishrane, brojnost
I dr. Pojednostavljeno, vektorski kapacitet predstavlja kombinaciju vektorske kompetentnosti i
uslova spoljasnje sredine u kojoj se vektor razvija. SavrSen vektor obezbeduje optimalne
unutra$nje uslove za razvoj patogena, ima dug zivotni vek, obrazac ishrane mu se poklapa sa
opstankom patogena u domacinu, hrani se ¢esto i dugo, uzima velike koli¢ine Krvi u svim
zivotnim fazama i brzo se Siri. Na sre¢u, ni jedna artropoda ne ispunjava u potpunosti sve
navedene uslove.

lako je WNYV detektovan u telu priblizno 60 vrsta komaraca u SAD-u, nisu sve od njih
kompetentni vektori. Prvo se komarci podvrgavaju laboratorijskim ispitivanjima radi
utvrdivanja njihove mogucnosti da usvoje virus , a kasnije radi utvrdivanja moguénosti da ga
prenesu sa jednog domacina na drugog. Nekoliko vrsta iz rodova Culex, Aedes i Aedes
ispunjava navedeni uslov. Posto WNV predstalja virus ptica, preferendum u ishrani komarca
vektora bi trebao biti ornitofilni, ali ne striktno i isklju¢ivo. S obzirom na to da ptice noc¢u
borave u gnezdima, odnosno miruju, lako su dostupne za ishranu komarcima u to vreme. To
zna¢i da su nokturnalne vrste komaraca (Cx. pipiens, Cx quinquefasciatus i Culex restuans)
osnovni i najznacajniji vektori. WHO (2014) navodi da u Evropi najvecu pretnju predstavlja
vrsta Cx. pipiens, koja je na evropskom kontinentu Siroko rasprostranjena, a takode i Cx.
modestus koja je vise ograni¢ena na mo¢varne povrsine i na ribnjake obrasle trskom u juznoj i
centralnoj Evropi.

Orshan et al. (2008) navode da su u Evropi primarni vektori WN virusa sledece vrste:
Mansonia uniformis u Bugarskoj, Ae. cinereus, Ae. vexans i Cx. pipiens u Ceskoj, Cx.
modestus i Cx. pipiens u Francuskoj, An. maculipennis u Portugaliji, Ae. cantans u Slovackoj,
Cx. pipiens u Rumuniji, Ae. vexans, Cx. modestus i Cx. univittatus u Rusiji, An. maculipennis
u Ukrajini i Cx. perexiguus u lzraelu.

Slika 34. Cx. pipiens (a) i Cx. tarsalis (b)
(Izvor: https://identify.us.com; http://medent.usyd.edu.au)

Culex modestus je u laboratorijskim uslovima pokazao kompetentnost za transmisiju
WN virusa (Balenghien et al., 2006). U kontinentalnim delovima Evrope ova vrsta se hrani na
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pticama, konjima i ljudima (Balenghien et al., 2008). U nacelu ova vrsta je “bridge” vektor
WN virusa izmedu ptica i ljudi u oblasti mo¢vare Kamarga na jugu Francuske. Takode se
smatra znacajnom vrstom za transmisiju WNV oko delte Dunava, delte Kaspijskog i
Azovskog mora i regiona uz Volgu u Rusiji (Pongon et al., 2007). Cx. modestus je Siroko
rasprostranjen u palearktickoj zoni, a njihove larve nastanjuju slatkovodna i blago slana
vodena stanista, zatim irigacione kanale, mocvare i polja pirin¢a (Becker et al., 2010). Cx.
modestus je detektovan u Kentu, u Engleskoj. Ranija istrazivanja su pokazala da je nivo rizika
od WN virusa za Veliku Britaniju nizak (Medlock et al., 2005), jer je izlozenost ljudi
potencijalnom vektoru slaba. Medutim, u oblasti Kent, rizik od transmisije WN virusa je
znacajno veci, jer je dokazano da se populacije vrste Cx. modestus nalaze zajedno sa
vektorom Cx. pipiens na mestima gde zive ptice selice i stanarice. Zbog malog broja ljudi koji
naseljava ovu oblast, jos nije odredena disperzija i preferendum u ishrani u Velikoj Britaniji,
pa je stoga teSko kvantifikovati znacaj svake promene rizika za ljude. Smatra se da ¢e za
konje u ovoj oblasti, koji su inace ¢esto na ispasi, rizik porasti.

Mufioz et al. (2012) su u Spaniji ispitivani faktore koji utitu na obrazac ishrane
komaraca vektora i utvrdili da je od 221 819 uzorkovanih jedinki, samo je 911 jedinki iz pet
vrsta (Cx. modestus, Cx. perexiguus, Cx. pipiens, Cx. theileri i Oc. Caspius) koje su
potencijalni vektori WN virusa, uzelo koli¢inu krvi dovoljnu da zadovolji kriterijume za
analizu i utvrdivanje porekla krvnog obroka/domacina (Tabela 2).

Tabela 2. Poreklo krvnih obroka potencijalnih vektora WNV u Spaniji (2007-2009)

Ukupno po vrsti

Vrste komaraca Ptice Sisari Gmizavci Konji Covek . L
(sakupljeno jedinki)

Cx. modestus 41 5 2 0 0 48 (16 175)
Cx. perexiguus 49 14 0 3 0 63 (28 226)
Cx. pipiens 69 11 1 0 4 81 (12 846)
Cx. theileri 61 407 0 49 7 468 (99 191)
Ae. caspius 47 204 0 22 3 251 (56 659)

Broj krvnih obroka na konjima i ¢oveku razdvojen od krvnih obroka na ostalim sisarima
(Izvor: Mufioz et al. 2012)

Isti autori su utvrdili das u vrsta komarca i lokalitet znacajno povezani sa poreklom krvi
(od ptica i sisara) u krvnom obroku komarca. Kod krvi poreklom od ¢oveka najznacajnija je
sezona, dok vrsta komarca i lokalitet nisu imali znagajan uticaj. Sto se preferenduma u ishrani
tice, autori su utvrdili da se Cx. modestus, Cx. perexiguus i Cx. pipiens hrane pretezno na
pticama (78-85% krvnih obroka), dok se Cx. theileri i Oc. caspius dominantno hrane na
drugim sisarima (81-87% krvnih obroka).
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Slika 35. WNV transmisioni rizik za 5 ispitivanih vrsta komaraca
(Izvor: Mufoz et al. 2012)

Rezultati istrazivanja Mufioz et al. (2012) su pokazali da Cx. perexiguus ima najveci
vektorski potencijal za enzoonotsku transmisiju (sa ptice na pticu), a potom sledi Cx.
modestus i Cx. pipiens; Culex perexiguus ima najveci transmisioni kapacitet za transmisiju sa
ptica na konje, a potom sledi Cx. theileri. Prema navedenim autorima potencijalni rizik za
transmisiju na ljude je najmanji kod Cx. pipiens, Cx. theileri i Oc. caspius. Najveci
potencijalni transmisioni rizik prenosa sa ptice na pticu je 50 puta ve¢i od transmisije na
relaciji ptica-konj i 200 puta ve¢i u odnosu na relaciju ptica-covek. Autori smatraju da je vrsta
Cx. perexiguus ujedno i enzoonotski (ptica-ptica) i epizoonotski vektor (ptica-konj) (Mufioz et
al., 2012).

2.4.1.2 VIRUS ZAPADNOG NILA UPTICAMA | DRUGIM ZIVOTINJAMA

Rezervoari WNV su ptice. Nakon sto je inficirana, ptica ostaje viremi¢na od 2 do 7
dana. Stepen viremije zavisi od vrste koja je inficirana.

Vrane i svrake (fam. Corvidae), zatim vrabac (Passer domesticus), kuéna zeba
(Carpodacus mexicanus) i druge vrste iz fam. Passeridae razvijaju visoke koncentracije virusa
u krvi i karakterise ih najduze trajanje viremije. WNV moze da perzistira u kozi nakon
prestanka viremije, omogucavajuci infekciju komaraca odredeni vremenski period ¢ija duzina
jos$ nije precizno determinisana (Komar et al., 2003).

Vise od 300 vrsta ptica je osetljivo na ovaj virus i mnoge od njih razvijaju visok viralni
serumski titar tokom akutne faze infekcije, a ova pojava je najizrazenija kod ptica iz reda
Passeriformes kao sto su vrapci i vrane (Komar et al., 2003). Tokom 3-7 dana nakon infekcije
ptice, titar ovog virusa je dovoljno visok za transmisiju u telo komarca koji se hrani krvlju,
nakon ¢ega komarac postaje inficiran. Smatra se da vecina ptica moze biti inficirana ovim
virusom, medutim klini¢ka slika zavisi od vrste ptice. Neke ptice su veoma otporne na uticaj

WNYV, dok se kod drugih razvija tesko neurolosko oboljenje koje moze biti fatalno po pticu
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domacina. Neurolosko obolevanje i smrt su dokumentovani u Izraelu i Kanadi na domaé¢im
guskama, a takode i na mnogim drugim nativnim i egzoti¢nim vrstama u SAD-u tokom
pojave WNV (Austin et al., 2004).

U Evropi je usled pojave neuroloSskog oboljenja zabeleZzen fatalni ishod na divljim
pticama (Zeller and Schuffenecker, 2004). Uginuce ptica se u Evropi retko povezuje sa WNV
infekcijom, za razliku od Severne Amerike. Evropske ptice obi¢no ne pokazuju nikakve
simptome bolesti kada su inficirane, $to ukazuje na to da virus ve¢ godinama cirkulise medu
pticama, kako selicama tako i stanaricama, produkujuéi imunitet u jatima, odnosno praveci
selekciju rezistentnijih jedinki (ECDC, 2014). Simptomi inficiranih ptica su potvrdeni u
Madarskoj na domac¢im guskama kod kojih se javila ataksija i drugi neuroloski simptomi, te
na obi¢nom kobcu (Accipiter nisus) i jastrebu kokosaru (Accipiter gentilis) (Mannelli et al.,
2012). ECDC navodi u svom izvestaju da su ispitivanja u Belgiji 2012. godine pokazala
negativne nalaze WN virusa na domacoj zivini i divljim pticama (ECDC, 2014). U ltaliji su
bili pozitivni petlovi (Gallus gallus) i ostala Zivina, osim patki. U Spaniji su bile pozitivne
divlje ptice u oblasti Katalonije. U Italiji je u periodu od 2008-2010 godine u dolini reke Po
utvrdena infekcija WNV na nekoliko vrsta ptica: Pica pica, Corvus corone cornix, Columba
livia i Garrulus landarius. U Sardiniji su najvise bile ugrozene vrste Pica pica, Corvus corone
cornix i Garrulus landarius (Lelli et al., 2012).

Dugotrajna viremija (1-2 nedelje) i visok titar virusa ¢ine divlje ptice znacajnim
rezervoarom infekcije sa kojeg se virus lako prenosi na komaraca vektora. Neocekivani
mortalitet velikog broja divljih ptica najéesc¢e prethodi epidemiji na ljudima. Pernata Zivina
(kokoske, ¢urke) takode moze da bude inficirana i da razvije visok titar antitela (Taylor et al.,
1956), te su iz tog razloga seroloska ispitivanja domace Zivine znacajan pokazatelj aktivnosti
virusa na jednoj teritoriji. Virus se razmnozava U pili¢ima i dostiZe titar znacajan za infekciju
komaraca. Zbog niskog titra virusa i kratkotrajne viremije, odrasla zivina ne predstavlja
znacajan rezervoar za infekciju komaraca (Savage et al., 1999).

Pod odgovaraju¢im ekoloskim uslovima, broj inficiranih ptica dostize nivo usled kog je
omogucéena transmisija virusa na c¢oveka i druge kicmenjake. Transmisija se odvija preko
vektora npr. Ae vexans i Aedes sp. koji se hrane i na pticama i na sisarima.

Mogué¢a je i transmisija medu pticama nezavisno od komaraca u ulozi vektora.
Ingestijom inficiranih komaraca ili inficiranih miseva moguca je infekcija zdrave ptice. Stoga,
vrane i druge ptice koje se hrane pticama i sisarima uginulim nakon infekcije WN virusom,
mogu i same postati inficirane (Komar et al., 2003).

U telu ptica ciklus infekcije moze da perzistira tokom cele godine u tropskim krajevima
I nedavno inficirana ptica koja se seli na sever moze takode da reintrodukuje virus sledeceg
proleca (Davis et al., 2003).

U enzoonotskim oblastima Evrope i Severne Amerike, infekcija divljih ptica pocinje u
prolece ili rano leto. Maksimalan mortalitet kod ptica se ocekuje od sredine leta do rane
jeseni. Maksimalan broj slucajeva kod ljudi i konja se oc¢ekuje od jedne do nekoliko nedelja
nakon pocetka uginjavanja ptica (Phalen and Dahlhausen, 2004).

Tokom pocetaka pojave WNV u SAD-u, neuroloski predominantni simptomi
obolevanja ptica ukljucivali su tremor, ataksiju, neprirodan polozaj glave (Slika 36), kruzenje
glavom i konvulzije. Potvrdena je i moguca pojava o¢nih oboljenja kao $to su anizokoria i
zamucenje vida (Malkinson and Banet, 2002). Kod grabljivica sa WNV oboljenjem u SAD-u,
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2002. godine uocen je smanjen apetit, gubitak tezine, Smanjena mentalna aktivnost.
Neoglasavanje se smatra regularnom pojavom kod obolelih ptica. Kada se jave progresivni
klini¢ki simptomi WNV oboljenja, smrt nastupa od 72 do 120h nakon inicijalne pojave
klini¢kih simptoma. Dolazi do povracanja pojedene hrane, §to je praceno potpunom
anoreksijom.

L Q\*\t\:-, :;. 8 ' . ) E r!/ : LR w.,’(:aa";:.-
Slika 36. Simptomi WNV oboljenja kod velike rogate sove (a: simptom tiltovanje glavom);
katatoni¢no stanje beloglavog orla (b) i uginulog gavrana (c)

(Izvor: http://digitalcommons.unl.edu; http://www.montereycountymosquito.com)

Kada je re¢ o tretmanu ptica koje su obolele od groznice Zapadnog Nila, one su se
pokazale neuspesnim jer studije leCenja ptica nisu sprovedene u vecini slucajeva, ptica ugine
brzo, pre nego Sto je moguce intervenisati. Brojni pokus$aji tretiranja ptica su se pokazali
bezuspesnim (Phalen and Dahlhausen, 2004). Prisustvo i cirkulacija WN virusa u divljim
rezidentima i migratornim pticama u Srbiji su seroloski potvrdeni 2012. godine (Petrovic¢ et
al., 2013). Uzorci su sakupljani od zime do kasnog leta (januar-septembar), 2012. godine, na
prostoru Vojvodine. Od ukupno 92 uzorka seruma, 7 uzoraka (8%) je bilo 1gG ELISA
pozitivno na WNV. Ispitivane ptice ukljucuju 30 vrsta u okviru 21 familije i 11 razli¢itih
redova. Pozitivni na WNV bili su cCetiri labuda (engl. mute swans), dva belorepa orla i jedan
fazan. Antitela WN virusa se obi¢no ¢es¢e nalaze u migratornim pticama nego u stanaricama.
Migratorne ptice se ponasaju kao rezervoari i prenose virus na velike udaljenosti, dok ptice
stanarice mogu da ucestvuju samo u amplifikovanju lokalnih sojeva virusa. Tri seropozitivne
ptice su bile stanarice (dva orla i fazan), dok se labudovi (Cetiri seropozitivna) u Srbiji
smatraju i stanaricama i migratornom vrstom. Dodatno, Petrovic¢ et al. (2013) su analizirali 81
uzorak tkiva uginulih ptica (mozak, jetra, pluca, slezina i bubrezi) kod 35 razlicitih vrsta ptica
i utvrdili su 10% pozitivnih uzoraka, i to kod tri jastreba kokosara, jedne brkate senice, jednog
fazana, jednog zutonogog galeba, jedne sive vrane i jednog belorepog orla.

Filogenetskom analizom kompletne genomske sekvence virusa, dobijene iz jastreba
kokosara (SRB-Novi Sad/12), uoceno je da se radi o soju linije 2 koji je grupisan je sa
virusima odgovornim za epidemije u susednim zemljama. Medutim, izolat SRB-Novi Sad/12
je jedinstven kada se uporedi sa cirkulisu¢im virusom u Evropi, jer se sastoji od 29 potpuno
razli¢itih nukleotida, iako je re¢ 0 samo jednoj aminokiselinskoj promeni (H244Q) u regionu
nestrukturnog proteina 3 (NS3) (Petrovic et al., 2013).

Od 1998. godine beleze se poceci Sirenja WNV u konjima u Argentini, Kanadi,
Francuskoj, Izraelu, Italiji, Maroku, Spaniji i SAD-u. U 2011. godini na prostoru Australije u
konjima je registrovano prisustvo Kunjin virusa (Frost et al., 2012). Virus zapadnog Nila
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najvise ugrozava domace kopitare i ptice, a u malom broju slucajeva infekcija je zabelezena i
u drugim zivotinjama. U Evropi se klini¢ki znaci nakon infekcije WN virusom najvise
ispoljavaju na konjima. Oko 10% inficiranih konja razvija neuroloske oblike oboljenja
(ECDC, 2014).

Virus zapadnog Nila se smatra visoko infektivnim oboljenjem za konje, ali se
karakteriSe slabom virulentno$¢u. Samo mali procenat inficiranih konja razvija klinicke
znake. Konji svih uzrasta i rasa se smatraju jednako osetljivim na WNV. Klini¢ki znaci se
o¢ekuju u slucaju mieloencefalitisa. Simptomi su: ataksija, slabost, fascikulacija misica,
groznica, hiperestezija (pojacana osjetljivost na dodir), depresija i padanje na leda (Slika 37).

Inkubacioni period WN encefalitisa konja traje od 3-15 dana. Prolazna viremija sa
niskim titrom virusa prethodi ispoljavanju simptoma (Bunning et al., 2002). Klini¢ki znaci
mogu pro¢i ili napredovati do potpune iscrpljenosti Zzivotinje. Stopa mortaliteta kod
nevakcinisanih konja sa klini¢ckim znacima iznosi oko 1:3.

T
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Slika 37. Konj sa simptomima WNV groznic (Izvor: http://www.ahsequilink.co.za)
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Lupulovi¢ et al. (2011) su u periodu 2009-2010 godine po prvi put na prostoru Srbije
utvrdili infekciju u obliku zoonoze kod konja. Autori su seroloskim analizama pomoc¢u ELISA
testa utvrdili prisustvo WNV-specifi¢nih antitela, kod 42 od ukupno 349 analizirana konja
(12%).

2.4.1.3 VIRUS ZAPADNOG NILA U VOJVODINI

Najve¢a WNV epidemija u Evropi zabelezena je u Rumuniji 1996. godine, kada je
potvrdeno vise od 390 humanih slu¢ajeva (Tsai et al., 1998). Druga najveca epidemija desila
se u Srbiji u 2013. godini kada je potvrdeno 200 humanih sluc¢ajeva (ECDC, 2013). Najveci
broj smrtnih sluéajeva zajedno sa epidemijama u razli¢itim magnitudama zabelezen je i na
prostoru Vojvodine, pocevsi od 2012. godine (9 u 2012.; 85 u 2013.; 27 u 2014.; 10 smrtnih
sluéajeva u 2015.) (ECDC, 2016b).

Ranije je malo bilo poznato o cirkulaciji ovog virusa u Srbiji. Prvi seroloski testovi
uradeni su 1972. godine, a WNV antitela detektovana u 2.6- 4.7% humanih uzoraka seruma
(Bordjoski et al. 1972). Nakon toga do prvog sledecéeg istrazivanja prisustva WNV u humanoj
populaciji na prostoru Srbije proslo je vise od 30 godina. Prema rezultatima istrazivanja
autora Petric et al., 2012) pomoc¢u ELISA 1gG testa utvrdena je seroprevalenca WNV virusa
od c¢ak 6.67% u humanim serumima uzetim od 45 pacijenata koji su hospitalizovani zbog
encefalitisa ili meningoencefalitisa u periodu od 2001 do2005. godine, dok je seroprevalenca
kod zdravih osoba, bez simptoma je iznosila 3.69% . Prosecna seroprevalenca WNV u
uzorcima 2001-2009. godine iznosila je 3.99% (18 od 451). U 2009. godini testirano je 337
individua koje su, prema izjavi bar jednom bile izloZene faktoru rizika od uboda komaraca, a
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medu njima 5.04% individua je bilo pozitivho na (Petric et al., 2012). Vecina osoba sa sa
pozitivnim IgG u krvnom serumu nije bila zaSticena mrezama na prozorima i vratima
(komarnicima), dok je samo 0.88% bilo zasticeno na ovaj nacin od uboda i ipak bilo
seropozitivno (Petri¢ et al. 2012). U istom periodu autori su sakupili 56 757 jedinki komaraca,
testirano je, 841 uzorak i molekularnom metodom detekcije RNA virusa nijedan od
analiziranih uzoraka nije bio pozitivan. Tokom 2010-2011 godine ukljucen je nadzor WNV
uzorkovanjem komaraca. Uzorkovanje je radeno na/u blizini mesta gde su zabelezeni
sluc¢ajevi ljudi i konja 1gG pozitivnih ili inficiranih virusom tokom prethodne sezone.
Implementirani plan dao je inicijalne rezultate u 2010. godini kada je RNA WN virus linije 2
potvrden u tri Cx. pipiens pula (Petri¢ et al. 2012). Epidemija humanih klinickih slu¢ajeva u
Srbiji zabelezena je po prvi put u avgustu 2012. godine (ECDC, 2012; EpiSouthNetwork,
n.d.). Tokom iste godine, po prvi put virus je detektovan i u pticama, u 9 pozitivnih divljih
ptica, a svi izolati virusa su filogenetskim analizama klasifikovani u liniju 2, i smatraju se
srodnim sojevima koji su bili odgovorni za epidemije u Gr¢koj, Italiji i Madarskoj (Petrovic et
al., 2013). Nadzor u okviru zivotne sredine, baziran na sakupljanju komaraca i/ili ptica, nakon
Cega sledi detekcija patogena u sakupljenom materijalu, pokazao se dobar u utvrdivanju
cirkulacije virusa pre nego sto dode do manifestovanja oboljenja u humanim slu¢ajevima.
Takode, nadzor omogucava i odredivanje magnitude epidemije u ljudima, sa moguc¢noscu
identifikacije virusom pogodene oblasti (CDC 2003; Bellini et al. 2014). Na pocetku ovog
istrazivanja (2005-2013) nadzor WNV u Vojvodini je sprovoden kao deo projekta (Petri¢ et
al., 2017). U 2014. godini uveden je posebni, integralni sistem nadzora koji se bazirao na
uzorkovanju komaraca, divljih i sentinel ptica i konja na prostoru Vojvodine. Cilj ovih
istrazivanja je bio nadzor virusa na nacionalnom nivou, koji bi obezbedio aktuelne
informacije pojavi i cirkulaciji WNV u odredenoj oblasti, neophodnih za rano upozoravanje o
riziku od obolevanja i preduzimanje preventivnih mera protivWNYV infekcije.

Cirkulacija WNV u Vojvodini je utvrdena: 2009. godine u konjima, 2010. i 2011. u
komarcima, 2012. godine u konjima, komarcima, divljim pticama i ljudima), zatim u 2013.
godini u komarcima, konjima i ljudima, u 2014. i 2015. godini ponovo u konjima, komarcima,
divljim pticama i ljudima, a pored toga u 2014. godini jos i na sentinel pili¢cima (Petri¢ et al.,
2017). Od 2010. godine i godinama koje su sledile, samo je linija 2 virusa utvrdena na
prostoru Vojvodine (Petri¢ et al., 2017). Kada je u pitanju rana detekcija virusa na teritoriji
\ojvodine u 2012. godini Petri¢ et al. (2017) su utvrdili da su divlje ptice su prve signalizirale
pocetak epidemije kod ljudi, jer su pozitivni slucajevi detekcije virusa kod divljih ptica
utvrdeni jedan mesec pre nego $to se virus pojavio u humanoj populaciji. U 2013. godini prvi
humani slu¢ajevi su zabeleZeni pet dana pre utvrdivanja prvih pozitivnih pulova komaraca,
medutim u 2014. godini sentinel pili¢i su prvi ukazali na cirkulaciju virusa i to Cetiri nedelje
pre prvih humanih slu¢ajeva. Prvi pozitivni uzorci u 2015. bili su komarci, koji su na
cirkulaciju virusa ukazali ¢ak dva meseca pre pojave prvih humanih slu¢ajeva. Od 2010. virus
je detektovan u komarcima uzorkovanim na 43 lokaliteta Sirom Vojvodine, a od toga na 14
lokaliteta (32.56%), virus je registrovan u dve uzastopne godine, na dva tokom tri uzastopne
godine, a na jednom cak tokom pet uzastopnih godina. Ovaj podatak potvrduje da je
Vojvodina endemi¢no podruéje za WNV. U 2010. i 2011. godini humani slucajevi nisu
zabeleZeni, jer je nadzor bio nestandardizovan usled nedostatka finansijskih sredstava, te
eventualni slu¢ajevi nisu mogli biti potvrdeni. Od 2013. do 2015. godine komarci pozitivni na
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WNV su bili indikator za cirkulaciju virusa, §to je ukazalo na vaznost pracenja inficiranosti
komaraca za ranu detekciju virusa.

Nadzor WNV u Vojvodini je u razvoju od 2009. godine. U poslednje tri godine (2014-
2017) razvijeni sistem nadzora dao je ohrabruju¢e rezultate u pogledu senzitivnosti
(kapaciteta za detekciju cirkulacije WNV na enzoonotskom nivou) i detekcije podruéja
(kapacitet predvidanja prostorne distribucije oblasti pod rizikom od neuroinvazivnog oblika
WNV oboljenja u humanoj populaciji (Petri¢ et al., 2017).

Tokom sezone 2014. godine aktivnost virusa bila je na niskom nivou i nije potvrden ni
jedan humani sluc¢aj u 4 od 7 oblasti pod nadzorom (centralni Banat, severna Backa, severni
Banat i zapadna Backa). Na preostale tri oblasti komarci su bili pozitivni, §to se poklopilo sa
humanim slucajevima. Sli¢na situacija zabelezena je 1 tokom sezone 2015. godine u
centralnom Banatu, severnoj i zapadnoj Backoj (Petri¢ et al., 2017).

Prostorne analize omoguéile su potvrdu o grupisanju komaraca, ptica, konja i humanih
slucajeva u specifiéne zone Vojvodine i nepogodnosti drugih regija za cirkulaciju virusa.
Nadzor komaraca je potrebno sprovoditi kao visegodis$nju praksu i tek tada se moze smatrati
validnim orudem za organizovanje mera zastite i suzbijanja vektora na mestima pod visokim
rizikom (Bellini et al., 2014a, 2014b).

3. PREGLED LITERATURE

Do danas je razvijeno mnogo metoda kontrole i suzbijanja populacija komaraca. U
suzbijanju komaraca najprihvatljivije mere su sve koje podrazumevaju suzbijanje juvenilnih
stadijuma razvi¢a. Uzimajuc¢i u obzir izuzetan medicinski 1 veterinarski znacaj komaraca sa
aspekta njihove vektorske uloge, ali takode i kao molestanata, od krucijalnog je znacaja
suzbijanje juvenilnih stadijuma, pre svega larvi, odnosno ne dozvoliti da dode do uspesne
eklozije odraslih formi komaraca sposobnih da vrse transmisiju patogena. Programi suzbijanja
larvi obuhvataju nekoliko kategorija: hemijske, fizicke, bioloske i mehani¢ke metode.

Mehanicke mere se najceSc¢e odnose na veStacke vodene recipijente manjih zapremina
koji se isuSuju u cilju onemogucavanja daljeg razvoja juvenilnih stadijuma razvica, ali i
sprecavanja daljeg polaganja jaja. Ova mera je narocito vazan ¢inilac u programima efikasnog
suzbijanja vrsta Cx. pipiens complex i Ae. albopictus.

Bioloske mere podrazumevaju primenu preparata na bazi endotoksina bakterija Bacillus
thuringiensis var. israelensis i Bacillus sphericus (Becker et al., 2010). Neki biljni ekstrakti sa
larvicidnim svojstvima se takode smatraju dobrim potencijalom za suzbijanje komaraca (Nath
et al. 2006; Shaalan et al. 2005; Ghosh et al. 2012; Oz et al. 2013; Tennyson et al. 2015).
Medutim, jo$ uvek nisu nasli prakti¢nu primenu.

Primena fizickih mera u cilju suzbijanja juvenilnih stadijuma razvica komaraca
ukljucuje agense koji se apliciraju na vodenu povrSinu redukuju¢i povrSinski napon ¢ime
onemogucavaju respiraciju larvi i lutki komaraca. Jedan od agenasa koji deluje na ovaj nacin,
a ujedno je i predmet evaluacije ove disertacije, je monomolekularni film komercijalnog
naziva Aquatain AMF.
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Medutim, kako na globalnom tako i na lokalnom nivou (na prostoru Srbije) primena
hemijskih agenasa (biocida) predstavlja najzastupljeniju meru suzbijanja larvi komaraca.
Neadekvatna i ucestala primena hemijskih jedinjenja sa istim mehanizmom delovanja dovela
je do razvoja rezistentnosti komaraca na biocide (Grigoraki et al. 2017; Bellinato et al. 2016).
Pored nekih konvencionalnih biocida ¢ija je primena odobrena u akvati¢nim sredinama, u
funkciji larvicida primenjuju se i regulatori rasta i razvoja insekata (Insect Growth Regulators,
IGR). Poslednje cetiri decenije zabeleZen je zna¢ajan progres u razvoju sinteti¢kih supstanci
koje ometaju rast, razvoj i metamorfozu komaraca. Stoga se na aktuelnoj listi biocidnih
materija za suzbijanje larvi komaraca koje preporuceje Svetska zdravstvena organizacija
(WHOPES, 2017), pored bioloskih biocida i konvencionalnih hemijskih aktivnih materija
nalaze i jedinjenja iz grupe IGR (Tabela 3). Kada je re¢ o primeni IGR u prirodnim
akvati¢nim staniStima, nastanjenim populacijama komaraca, veoma je znacajan adekvatan
odabir formulacije. Bez obzira §to je re¢ o selektivnim jedinjenjima, aplikacija IGR stvara
pritisak na akvati¢nu sredinu ukoliko se primenjuje na neodgovaraju¢im, nerastvorljivim
nosacima ili toksi¢nim rastvara¢ima/nosac¢ima. Takve materije su ekoloski neprihvatljive, jer
se deponuju u prirodnim vodenim biotopima, te na taj nacin indirektno ugrozavaju floru i
faunu tretirane akvati¢ne sredine.

Stoga je upotreba adekvatnih supstanci i formulacija od krucijalnog znacaja za razvoj
novih, racionalnijih strategija suzbijanja komaraca.
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Tabela 3. Biocidi za suzbijanje larvi komaraca

T Doza (aktivha materija)° Status WHO
Biocidno jedinjenje i Klasa ” —— ifikacii
formulacij al grup a2 Opste _V_e_stac_kl specifikacije za

(otvorene vodene povrsine) recipijenti vode kontrolu kvaliteta
Bacillus thuringiensis
israelensis, soj AM65- 2
52 (3000 ITU/M), BL 125-750 g/ha 12.5-75 mg/m 1-5 mg/L Dostupno
WG
Bacillus thuringiensis
israelensis, soj AM65- BL 5,000-20,000 g/ha  500-2000 mg/m? - Dostupno
52 (200 ITU/mg), GR
Bacillus thuringiensis
israelensis (soj AM65-
52 + B. sphaericus soj BL 5,000-20,000 g/ha 500-2000 mg/m? 60-80 mg/L Dostupno
ABTS-1743; 50 Bsph
ITU/mg), GR
Bacillus thuringiensis Niie
israelensis, soj 266/2  BL 30-50 L/ha 3-5mL/m2 0.01-0.04 mL/L dostuj no
(> 1200 ITU/mg), SC P
Hlorpirifos EC OP 11-25g/ha 1.1-2.5 mg/m? - Dostupno
Diflubenzuron BT, gy 95 100 g/ha 2.5-10 mg/m? 0.02-0.25 mg/L Dostupno
GR, WP
Novaluron EC BU 10-100 g/ha 1-10 mg/m? 0.01-0.05 mg/L Dostupno
Piriproksifen GR JH 10-50 g/ha 1-5 mg/m? 0.01 mg/L Dostupno
Piriproksifen 2 MR JH - - 1 disk (40 mg a.m.)/40L Dostupno
Fenthion EC OP 22-112 g/ha 2.2-11.2 mg/m? - Dostupno
Pirimifos-metil EC OP 50-500 g/ha 5-50 mg/m? 1 mg/L Dostupno
Temefos EC, GR OP 56-112 g/ha 5.6-11.2 mg/m? 1 mg/L Dostupno
gpcmosad DT, EC, GR, SP  20-500 g/ha 2-50 mg/m? 0.1-0.5 mg/L Dostupno
Spinosad 83.3 2
monolayer DT SP  250-500 g/ha 25-50 mg/m - Dostupno
Spinosad 25 XR GR
(na otvorenim SP SP 250-400 g/ha  25-40 mg/m? - Dostupno
vodenim povrSinama)
Spinosad 25 XR GR
(na otvorenim
vodenim povr§inama ~ SP  1000-1500 g/ha 100-150 mg/m? - Dostupno

bogatim organskom
materijom)

IDT = tablete za direktnu primenu; EC= koncentrovana emulzija; GR= granule; MR= matriks otpustanje; SC=
koncentrovana suspenzija, WG= vododisperzibilne granule; WP=kvasljivi prasak;
?BL= bakterijski larvicid; BU=benzoilurea; JH= analog juvenilnog hormona; OP= organofosfat; SP= spinozin.
3Za BL grupu doze se odnose na formulisani preparat, a ne na aktivnu materiju
*Dokumentacija proizvodaca je u procesu evaluacije.

Izvor: (WHOPES, 2017)
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3.1 Suzbijanje komaraca regulatorima rasta i razvoja

Danas su jedinjenja IGR u Sirokoj upotrebi kao deo programa suzbijanja juvenilnih
stadijuma komaraca. Regulatori rasta | razvoja insekata pripadaju tre¢oj generaciji
insekticida/biocida. Efekti primene IGR se zna¢ajno razlikuju od onih postignutih primenom
konvencionalnih insekticida/biocida. Njihovim poredenjem sa konvencionalnim biocidima
utvrdeno je da su IGR bezbedniji za primenu kako za ¢oveka tako i za neciljane organizme, a
karakterise ih i selektivno delovanje na korisne organizme (Mian and Mulla, 1982; Mulla et
al., 1986).

Najbolji efekat se uocava kada se ova jedinjenja upotrebe u precizno odredenoj fazi
razvoja komaraca. Da bi se postigla pravilna primena IGR i znacajan stepen redukcije
populacije komaraca neophodno je dobro poznavanje fiziologije komaraca, zatim mehanizam
delovanja IGR i njihov uticaj na hormone koji kontrolisu razvoj komaraca. Metamorfoza
komaraca je pod kontrolom hormona. Mozak svojim neurosekrecijama organizuje ¢itavu
seriju fizioloskih i morfoloskih promena (Richards, 1981).

Prema primarnom mestu delovanja IGR su podeljeni u tri najvaznije grupe:

¢ Inhibitori sinteze hitina (benzoilfenil uree i buprofezin),
¢ Analozi juvenilnog hormona (metopren, hidropren, piriproksifen),
e Agonisti egdizon hormona (halofenozid, metoksifenozid, tebufenozid).

Neka IGR jedinjenja uzrokuju visok mortalitet u stadijumu larve, ne dozvoljavajuci
IGR. U drugom slucaju efekat moze biti odlozen, te jedinka ugine u stadijumu lutke ili adulta.
Mulla (1991) navodi da juvenoidi uglavnom indukuju mortalitet u stadijumu lutke ili adulta,
dok je uticaj inhibitora sinteze hitina najizrazeniji u toku presvlacenja i metamorfoze.

Pripadnici iste grupe IGR ispoljavaju razlicitu biolosku efikasnost kada se primenjuju
na razli¢itim rodovima/vrstama komaraca. Na primer, fenoksikarb i metopren, nemaju istu
efikasnost kada deluju na neke komarce plavnih povrsina (rod Aedes) i na ku¢ne komarce (rod
Culex). Piriproksifen medutim, jednako efikasno deluje na Culex i Aedes rodove.

Data je klasifikacija za ocenu stepena aberacija uginulih komaraca kao posledice
delovanja IGR. Prema stepenu deformiteta i vremenu nastupanja smrti efekti su klasifikovani
u osam grupa (Arias and Mulla, 1975a; Yodbutra et al., 1985):

1. Uginula larva (sa podgrupama L;-Ly),
2. Kasni cetvrti larveni stupanj pre samog ulutkavanja,
3. Pola larva-pola lutka, lutka koja se samo delimi¢no oslobodila larvene egzuvije,
4. Bela lutka, lutka koja je uginula pre nego sto je uspela da se melanizuje, nazvana jos i
albino lutka, teneralna forma,
Melanizovana lutka (deformisana ili ne), adult jos uvek nije vidljiv ispod kutikule,
. Elefantoidna lutka sa vidljivim adultom unutra, deformisani izgled lutke podsec¢a na
slona,
7. Pola lutka-pola adult, adult nije uspeo da se u potpunosti oslobodi lutkine egzuvije,
8. Uginuli adult.

o o
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Prve ocene delovanja IGR na komarce zabeleZene su ranih 1970-tih godina (Van Daalen
et al., 1972). Evaluacija efikasnosti IGR u suzbijanju komaraca uglavnom zahteva duzi
vremenski period u odnosu na ispitivanje efekata konvencionalnih i bioloskih biocida. Za
evaluaciju IGR potrebno je pra¢enje od najmanje 4 do 10 dana (od larve do eklozije adulta),
dok se kod konvencionalnih i bioloskih biocida maksimalan procenat mortaliteta registruje
ve¢ nakon 24-48h (Mulla, 1991). Protokol za ocenjivanje IGR moze da zavisi od nekoliko
faktora, a pre svega od vrste komaraca i uslova okruZzenja/zZivotne sredine u kojoj se vrsta
razvija. Bez obzira na staniste, kod svih vrsta komaraca ocena se vrsi na osnovu procenta
mortaliteta larvi i lutki i procenta formiranja/eklozije adulta.

3.1.1 ANALOZI JUVENILNOG HORMONA (JH)

Juvenilni hormon je esencijalni seskviterpen koji regulise razvoj i reprodukciju insekata.
Regulise transkripciju gena tokom predadultnog i adultnog razvoja insekta (Jones, 1995).
Analozi JH koji se nazivaju juvenoidi, u upotrebi za suzbijanje komaraca su: metopren,
hidropren, piriproksifen i fenoksikarb. Prvi analog JH je sintetizovan 1969. godine (Bowers,
1969).

Williams je 1967. godine predlozio upotrebu analoga JH smatraju¢i ih vrsno
specifi¢nim jedinjenjima na koja insekti ne mogu razviti rezistentnost. Ovakav stav potice od
pretpostavke da insekti ne mogu razviti rezistentnost na hormon koji njihovo telo proizvodi.
Medutim, ova pretpostavka se pokazala netacnom.

Analozi JH ispoljavaju ovicidno i larvicidno delovanje (Masner et al., 1987). Juvenilni
hormon pre svega reguliSe presvlacenje komaraca. Kada je nivo JH u hemolimfi larve na
niskom nanomolarnom nivou odrzava se status quo i dolazi do larva-larva presvlacenja.
Medutim, kada nivo JH opadne sa niskog nanomolarnog na niski pikomolarni nivo, a pri tome
se poveca nivo egdizon hormona dolazi do presvlacenja larve u lutku ili lutke u odraslog
(Kamita et al., 2011).

Biohemijski efekti analoga JH su veoma kompleksni i medusobno veoma razliciti.
Funkcije JH su svrstane u dve razvojne faze insekta: prva je tokom stadijuma larve, a druga u
stadijumu adulta. Juvenilni hormon sprecava metamorfozne promene tokom presvlacenja u
stadijumu larve, dok kod adulta indukuje sintezu vitelogenina tokom razvoja ovarijuma. Obe
funkcije su povezane sa transkripcijom mRNA (Coudron et al., 1981).

Smatra se da neuropeptidi iz neurosekretornih ¢elija mozga vrse regulaciju sekrecije
juvenilnog hormona. Juvenilni hormon transportuje proteinski nosa¢ do epidermalnog i
masnog tkiva. Za degradaciju je zaduzena specifi¢cna JH-esteraza, koja se produkuje tokom
poslednjeg larvenog stupnja. Esteraza uti¢e na pad titra JH ¢ime se omogucava pocetak
metamorfoze (De Kort and Granger, 1981).

Pretpostavlja se da je produkcija ove esteraze kontrolisana sekrecijom neurosekretornih
¢elija (Retnakaran and Joly, 1976). Regulisanje sekrecije, transport od mesta sekrecije do
ciljnog mesta delovanja, degradacija, ekskrecija i kontrolna funkcija su biohemijski procesi
koje analog moze da ometa.

Efekti analoga JH se razli¢ito manifestuju u razli¢itim stadijumima razvica:
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1. Efekti na jaja komaraca. Njihovom aplikacijom na insekte u stadijumu jajeta prekida
se embriogeneza. Istrazivanjima na vrsti Pyrrhocoris apterus (Riddiford, 1971)
utvrdeno je da su jaja insekata najosetljivija na delovanje IGR kada su mlada. Embrion
pocinje da se razvija, ali se razvoj zaustavlja u fazi blastokineze (Matolin, 1970). Ako se
jaja tretiraju nakon faze blastokineze, ovicidno delovanje se nece ispoljiti, ali ¢e se
efekti IGR ispoljiti tokom metamorfoze.

Dijapauzirajuca jaja vrste Ae. albopictus nakon tretiranja piriproksifenom zavrSavaju

svoju dijapauzu, odnosno prekida se embrionalna dijapauza (Suman et al., 2015).

Najveéi procenat uspesnog prekida dijapauze desava se kod tek polozenih jaja (78.9%)

ili jaja u kojima je embrionalni razvoj zavrSen (74.7%) kada su tretirani sa 0.1-1 ppm

piriproksifena. Do piljenja dolazi ranije ako su tretirana tek polozena jaja (25-30 dana) u

odnosu na jaja tretirana kada im je zavrSen embrionalni razvoj (71-80 dana). Mortalitet

tretiranih tek poloZenih jaja ove vrste iznosi 98.2%, a kada su piriproksifenom tretirana
jaja u kojim je zavrSena embriogeneza, U koncentraciji 1 ppm, mortalitet je iznosio
>08.9%. Bez obzira da li su larve, lutke ili adulti izlozeni, piriproksifen ne uti¢e na

moguénost Zenki da poloze jaja (Suman et al., 2015).

2. Efekti na larve komaraca. Kada se poslednji larveni stupanj tretira analogom, pojava
koja sledi je abnormalno ulutkavanje. Novak (1966) navodi da efekti analoga cGesto
predstavljaju morfogenetske aberacije.Ukoliko se tretira kasno, uoci¢e se fenomen
mozaika larva-lutka, Sto je ¢esta pojava kod komaraca. Ako se analog aplicira na samom
kraju poslednjeg larvenog stupnja uticaj na ulutkavanje bi¢e veoma slab. Uticaj
tretmana moze se registrovati prema larvalnim tuberkulama na abdomenu lutke
(Retnakaran et al., 1985).

3. Efekti na lutke komaraca. Kod komaraca se lutke ne hrane, te je tako i samo uzimanje
analoga JH onemogué¢eno. Metopren moze delovati na larve preko kutikule ili preko
prirodnih otvora, medutim kod lutki takav fenomen nije zabelezen (Anonymous, 2009).

4. Efekti na adulte komaraca. Titar JH u stadijumu adulta raste i indukuje sazrevanje
reproduktivnog sistema, Sto je narocito izrazeno kod zenki. Chen i Wyatt (1981) su
proucavali mehanizam uticaja hormona na gene vitelogenina i vitelusa, te na aktiviranje
mRNA za produkciju vitelusa. Dodavanje hormona na ve¢ visok titar prirodnog JH
uzrokovace hormonski disbalans u manjem ili ve¢em stepenu.

Odsustvo JH je karakteristicno tokom dijapauze odraslih. Ponovna sekrecija JH inicira
zavrSetak dijapauze (Chippendale, 1982). Prirodni JH moze biti supstituisan analogom da bi
inicirao zavrsetak dijapauze.

Promene kod insekata koje prouzrokuju ova IGR jedinjenja se ne razlikuju znacajno u
odnosu na promene izazvane uticajem prirodnog juvenilnog hormona. Upotreba prirodnog
juvenilnog hormona kao selektivnog insekticida nije izvodljiva, zbog nestabilnosti u prirodi i
poteskoca vezanih za njegovo dobijanje.

Pored primarnog mehanizma delovanja gde analozi JH deluju vezujuci se za endogene
receptore prirodnog JH, Kamita et al. (2011) su pretpostavili da analozi deluju i inhibirajuci
specificnu esterazu (JHE) i epoksid hidrolazu juvenilnog hormona (JHEH). Rezultati njihovog
istrazivanja su pokazali da analozi ne inhibiraju JHE i JHEH, ali su uocene znacajne
morfoloske 1 fizioloSke promene u razvoju Cx. quinquefasciatus nakon tretmana cetvrtog
larvenog stupnja metoprenom (Slika 38).
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Slika 38. Uticaj metoprena na razvoj vrste Cx. quinquefasciatus
(Izvor: Kamita et al., 2011)

Fenoksikarb i piriproksifen nisu strukturno sli¢ni prirodnom JH, ali se bioloska
aktivnost u potpunosti podudara (Schaefer et al., 1988). Piriproksifen dovodi do hormonalnog
disbalansa i time uzrokuje inhibiciju embriogeneze, metamorfoze i ekloziju odraslih
komaraca. Utvrdeno je da piriproksifen (0.1%) u formulaciji sporootpustaju¢ih granula moze
biti efikasan u suzbijanju vrste Ae. aegypti kada se primenjuje na mestima ovipozicije ove
vrste (Seccacini et al., 2008).

Proucavanjem delovanja piriproksifena na insekte uocen je uticaj na morfogenezu,
embriogenezu i reprodukciju. U niskim dozama primene pokazuje visoku efikasnost za larve
komaraca, inhibirajuéi pri tome pojavu adultnih formi. Morfogenetski efekti piriproksifena se
najvise ogledaju tokom presvlacenja larve u lutku, a komarac najées$ce ugine u stadijumu
lutke (Invest and Lucas, 2008).

3.1.2 ENZIMSKI INHIBITORI (INHIBITORI SINTEZE HITINA)

Inhibiciju sinteze hitina ispoljavaju dve razli¢ite strukture jedinjenja, a to su derivati
benzoilfenil urea i buprofezin (Janji¢, 2009).

Efekti koje uzrokuju benzoilfenil uree se mogu svrstati u tri kategorije:

e Ometanje presvlacenja,
e Onemogucavanje ishrane,
e Odlaganje mortaliteta uzrokovano razli¢itim faktorima (Retnakaran et al., 1985).

Strukturu benzoilfenil urea ¢ine dva prstena povezana ureatskim mostom. Supstitucija
se uglavnom odnosi na halogene elemente (hlor i fluor), mada insekticidne efekte ispoljavaju i
metil, metoksi, trifluormetoksi i pentafluormetoksi grupe. Insekticidnu aktivnost benzoilfenil
urea je otkrila kompanija Philips-Duphar u Holandiji 1970. godine (Becker et al., 2010).

Iz ove grupe IGR, prvi se komercijalno pojavio diflubenzuron (Retnakaran and Wright,
1987), a zatim hlorfluazuron (Haga et al., 1982), potom teflubenzuron (Becher et al., 1983) i
heksaflumuron (Sbragia et al., 1983).

Prvo sintetizovano jedinjenje iz ove grupe pod nazivom DU-19111, bilo je visoko
efikasno u suzbijanju vrste Ae. aegypti. U koncentraciji od 0.01 pg/mL ostvaren je mortalitet
od 90 do 100% (Van Daalen et al., 1972). Nesto kasnije sintetisana su jo$ dva inhibitora
sinteze hitina, diflubenzuron i PH-6038 koji su pokazali ¢ak i bolji efekat u suzbijanju
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komaraca (Jakob, 1973). Delovanje ove grupe IGR odvija se kroz biohemijske reakcije.
Smanjenje sadrzaja kutina u kutikuli insekata nastaje kao posledica inhibicije biohemijskih
procesa neophodnih za formiranje hitina. Biohemijski uticaj ovih jedinjenja na hitin sintetazu
direktno se ispoljava na fiziologiju presvlacenja insekata.

Post et al. (1974) smatraju da benzoilfenil uree inhibiraju poslednji korak u sintezi
hitina, a to je polimerizacija N-acetilglukozaminskih jedinica, $to se ujedno smatra primarnim
mestom delovanja.

Hitin sintetaza spada u grupu glikoziltransferaza koje katalizuju transfer jedinjenja
Secera od aktivnih donora do specifi¢nih akceptora Secera, formiraju¢i nove glikozidne veze.
Ovaj enzim je od krucijalne vaznosti U procesima biosinteze hitina. Inhibitori sinteze hitina
sprec¢avaju formiranje hitina prouzrokujuci abnormalnu endokutikularnu depoziciju i odsustvo
kutikule (Mulder and Gijswijt, 1973).

lako inhibiraju hitin sintetazu (Van Eck, 1979), njihov uticaj na insekte se ispoljava i
kroz povecenje enzima hitinaze (Ishaaya and Casida, 1974). Uticaj ovih IGR na insekte se
smatra kompleksnim procesom, jer deluje na nekoliko razli€itih fizioloSkih sistema, a takode i
na nekoliko razli€itih jedinjenja.

Inhibitori sinteze hitina ispoljavaju digestivno i kontaktno delovanje. Kod komaraca je
ispitivano samo digestivno delovanje.

Tabela 4. Hemijska struktura jedinjenja iz grupe inhibitora sinteze hitina

bistrifluron hexaflumuron
F CF F -
g 9 ’ .8
C—liﬂ‘—C_N (I-a) C—!‘IJ—L—C;I OCF,CHF,
) H H
H H
F o  CF F c
-3 (I-g)
buprofezin lufenuron
F cl
/S § 9
O—N Y=NC(CHy);  (Ib) C—N—C—y OCF,CHFCF;
>_N | | :
A\ H H
O  CH(CHy), F ) cl
(I-i)
chlorfluazuron novaluron
F c o cl F cl
P % = 9
CN—C W =G OCE,CHFOCF,
H H H H
F ci F .
(Ic) (1))
diflubenzuron teflubenzuron
F F E ¢l
0o 0 o o
il il ! "
TR cl Cy—C F
. H H H H
3 F c
(I-d) (I-k)
flucycloxuron triflumuron
F
o o0 p o 0
i i i
C~N—C—N: CH,0—N= Ci—C—i OCF,
bk HoH
F Cl
I-e In
(I-¢) -
flufenoxuron
F E cl
Cyremsem{ oo
F a-n

(Izvor: http://patentimages.storage.googleapis.com)
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Slika 39. Moguce morfoloske deformacije na telu larvi komaraca nakon delovanja benzoilfenil
urea: A. Normalna larva, B. Pigmentisana larva, C-F. Larva sa deformisanom kutikulom, G.
Potamnela larva sa izbo¢inom na toraksu i crnom koloracijom na posteriornom kraju, H.
Faratna forma lutke (prepupa ili prelutka), I, J. Larva sa simptomima sli¢cnim mikozama (Izvor:
Khater 2012)
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Slika 40. Moguce morfoloske deformacije na telu lutki komaraca nakon delovanja
benzoilfenil urea: A. Normalna lutka; B. Albino lutka; C. Elefantoidna lutka, sa uve¢anim
glavenim regionom i izduzenim abdomenom; D. Potamneli cefalotoraks (niZe strelice) 1
izduzeni providni pesteriorni kraj, bez prisustva analnih papila (gornja strelica desno); E.
Lutka sa simptomima koji podsecaju na mikozu (lzvor: Khater 2012).

Delovanje na jaja. Ovicidni efekat se manifestuje ispoljavanjem razli¢itih anomalija na
embrionima i larvama i to na sledeéi nacin:
e Embrion se potpuno razvije, ali ugine neposredno pred piljenje jer nije u stanju da se
oslobodi jajne opne (horiona) i uginjava unutar nje.
¢ Nepravilno piljenje- larva izlazi sa lateralne umesto sa vrsne strane jajeta.
e Larva je uginula tokom piljenja, pri ¢emu je samo delimi¢no oslobodena delova jajeta.

Proucavano je delovanje benzoilfenil urea na plodnost i njihov ovicidni efekat na
razli¢itim vrstama insekata (Horowitz et al., 1992). Ovicidni efekat diflubenzurona je pra¢en
nakon kontaktne i digestivne ekspozicije imaga muva. Insekti su uginjavali unutar jajne opne
ili kao neonatne jedinke. Primeceno je i da do ovicidnog efekta dolazi tretiranjem samo
muskih ili samo zenskih jedinki, jer se preparat moze preneti mehanickim putem, usled
kontakta medu polovima (Pickens and DeMilo, 1977; Wright and Spates, 1976). Aplikacija
diflubenzurona na muve pokazala je da se primenom visokih koncentracija ispoljava trajan
ovicidni efekat, medutim, kada su primenjene niske koncentracije, muve su polagale
normalna jaja (Rupes et al., 1977).

Komarci su takode osetljivi na delovanje benzoilfenil urea u stadijumu jajeta
(Retnakaran et al., 1985). Arias i Mulla (1975c) smatraju da kod komaraca nema ovicidnog
delovanja kada se tretiraju larve, medutim aplikacija ovih jedinjenja na adulte i jaja je
pokazala ovicidni efekat. Miura et al. (1976) su utvrdili da su mlada jaja komaraca osetljivija
na tretman ovim jedinjenjima. Larve su uginjavale na nekoliko nacina: kao embrioni, zatim
kao delimi¢no ispiljene larve ili su uginjavale odmah po piljenju, jer su usled delovanja ovog
IGR larve nepravilno napustale jaja. Miura i Takahashi (1976) navode da je diflubenzuron
pokazao ovicidno delovanje na jaja vrsta Ae. taeniorhynchus, Cx. pipiens quinquefasciatus,
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Cx. tarsalis. Jaja ovih vrsta su pokazala vecu osetljivost u ranijim fazama (mlada jaja u fazi
preblastule) nego kada su eksponirana starija (7-23h starosti).

Suman et al. (2013) su proucavali ovicidne efekte IGR na jaja vrsta Ae. albopictus, Ae.
aegypti, Ae. atropalpus i Cx. pipiens. lIzabrali su iz svake grupe IGR po jednog predstavnika:
diflubenzuron (inhibitor sinteze hitina), azadiraktin (agonist egdizon hormona, ekstrakt biljke
Azadirachta indica) i piriproksifen (analog juvenilnog hormona). Rezultati su potvrdili da sva
tri IGR uzrokuju abnormalnosti u toku embrionalnog razvoja kod testiranih vrsta komaraca.
Pri ve¢im koncentracijama inhibitori sinteze hitina dovode do piljenja sa bo¢ne strane jajeta
komarca. Primenili su sledece koncentracije 0.001; 0.01; 0.1 i 1.0 ppm. Jaja u jajnom leglu
vrste Cx. pipiens su se defragmentisala na pojedinacna jaja. Ukoliko je doslo do piljenja, larve
su nepravilno napustile horion a ubrzo potom uginule.

Slika 41. Efekti diflubenzurona na proces piljenja vrsta Cx. pipiens (A) i Ae. albopictus (B).
Netretirana jaja (levo) iz kojih su larve normalno napustile jaja kroz kapicu i tretirana jaja
(desno) sa nepravilno ispiljenim larvama, piljenje na lateralnim stranama jajeta (Izvor: Suman
etal. 2013)

Posmatrana su jaja tretirana diflubenzuronom, azadiraktinom i piriproksifenom.
Embrioni su uginuli (nije doslo do piljenja), a na telu embriona zabelezene su sledece
morfoloske aberacije: izmenjena organizacija tela, dezorjentisanost cervikalnog i
abdominalnog regiona i hitinizacija tokom embrionalnog razvica.

Slika 42. Deformiteti Ae. albopictus u toku embrionalnog razvi¢a: u kontroli (A), nakon
tretmana piriproksifenom (B), azadiraktinom (C) i diflubenzuronom (D) (lzvor: Suman et al.
2013)
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Jaja su bila najosetljivija na diflubenzuron odmah nakon ovipozicije. Za razliku od
diflubenzurona koji utice na proces piljenja, piriproksifen i azadiraktin uzrokuju disbalans
je bio Ae. albopictus, zatim Ae. aegypti, Cx. pipiens i najmanje osetljiv Ae. atropalpus.
Piriproksifen je pokazao bolji efekat na vrstama Ae. albopictus i Ae. aegypti, dok je
diflubenzuron bolje delovao na Cx. pipiens. Medutim, ni jedan IGR nije pokazao uticaj na
vitalnost jaja i proces piljenja vrste Ae. atropalpus. Ovo se objasnjava pretpostavkom da
mesto na koje zenke komaraca polazu jaja moze uticati na strukturu jaja, morfologiju i
fiziolosku adaptaciju, tj. da promene u sredini u kojoj polazu jaja menjaju i strukturu jajeta,
Sto moze uzrokovati smanjen stepen ovicidnog delovanja IGR (Devi S. Suman et al., 2013).
Autori preporucuju da se preparati na bazi IGR primenjuju u ve¢im koncentracijama, te da je
bolje birati kratke periode ekspozicije delovanju preparata nego dugotrajne, jer ukoliko su jaja
dugo izloZena niskim koncentracijama postoji moguénost razvoja rezistentnosti na preparat.

Delovanje na larve. Ukoliko su benzoilfenil ureama tretirane larve komaraca, simptomi
se ne uocavaju sve do presvlacenja. Apoliza se kompletno zavrsava bez ikakvih promena
nakon tretmana, ali je proces egdizije ometen. Stepen ometanja egdizije zavisi od primenjene
doze, karakteristi¢ne za svaki IGR. Pri razli¢itim koncentracijama ova jedinjenja rezultiraju
¢itavim nizom simptoma. Pri visokim koncentracijama odvajanje egzuvije ni ne pocinje, nego
insekt ugine u fazi pred presvlacenje.

Takode larve postaju nepokretne i kompletan proces presvlacenja je onemogucen, jer ne
mogu da formiraju kutikulu, dok larve tretirane nizim koncentracijama mogu da predu u
stadijum lutke, ali se tu zavrsava njihov razvoj. U retkim sluc¢ajevima se deSava da takva lutka
(sa malformacijama) prede u normalan adultni oblik (Retnakaran et al., 1985).

Poremecaji tokom ovog procesa mogu se odvijati na razli¢itim nivoima:

e Presvlacenje moze biti potpuno spreceno, pa insekt ugine u svojoj staroj kutikuli.

e Presvlacenje moze poceti, ali biva prekinuto. U nekim slucajevima egzuvija se
normalno razdvaja, ali se proces egdizije nakon odredenog vremena zaustavlja. U
drugim slucajevima presvlacenje traje sve dok stara kutikula ne ostane spojena sa
nekolicinom poslednjih abdominalnih segmenata. U takvim sluc¢ajevima nova kutikula
je cesto previse slaba i polako puca, sto rezultuje desikacijom/dehidratacijom insekta.

e Stara kutikula moze biti potpuno odbacena sa tela insekta, izuzev stare glavene caure
koja ostaje vezana mandibularnim regionom za novu glavenu ¢auru, te insekt ugine
usled nemoguc¢nosti da se hrani i razvija.

e Ometanje presvlacenja moze da se deSava i prilikom prelaska larve u lutku. Moze
nastati lutka sa glavenom caurom poslednjeg larvenog stupnja.

Eksponiranost inhibitorima sinteze hitina (ISH), osim delovanja na larvinu kutikulu
uzrokujuci deformitete, oStecuje niz struktura u njihovom telu, jer je hitin sastavni deo svih
razvojnih stadijuma (Fontoura et al., 2012).

Malformacije lutki po pravilu brzo uginu ili je delovanje sporije koje u kona¢nom daje
odlozeni mortalitet (Jakob, 1973).

Belinato et al. (2009) navode da izlozenost larvi visokoj dozi ISH ugrozava vitalnost i
reproduktivne sposobnosti odraslih komaraca.
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Delovanje na adulte. ukoliko je tretman supstancama ISH izveden tokom poslednjeg
larvenog stupnja moze doé¢i do usporenog ispoljavanja simptoma, odnosno simptomi se jave
tek posle pojave adulta. U tom slu¢aju moguce su dve pojave:

e QOdrasli nisu u stanju da se oslobode lutkine egzuvije,
e Preobrazaj u adulta je potpun, ali insekt nakon preobrazaja ugine.

Nakon tretiranja odraslih diflubenzuronom zapazeni su slabiji efekti, pre svega zato sto
se u ovom stadijumu razvica komarci ne presvlate. Medutim, kod nekih adulta uocen je
kratkotrajan hemosterilisuc¢i efekat. Ove cinjenice namecu potrebu striktnog preciziranja
nac¢ina i momenta aplikacije, po ¢emu se IGR razlikuju od konvencionalnih neurotoksikanata i
inhibitora metabolizma insekata, koji su jednako toksi¢ni za sve razvojne stadijume (sa
eventualnim izuzetkom stadijuma jajeta).

Ciromazin je jo$ jedan IGR ¢iji se potencijal u suzbijanju komaraca istakao u nekoliko
naucnih radova (Assar et al., 2012; Cohen, 1986; Saleh and Wright, 1990). Poznato je da
ciromazin uti¢e na presvlacenje komaraca i drugih Diptera uzrokujué¢i deformitete kutikule
larvi i lutki. Smatra se da ciromazin ometa proces sklerifikacije kutikule (Bel et al., 2000).
Molekuli ciromazina ometaju integrisanje citozina i adenozina u ¢elije, interferirajuci u sintezi
DNA (Binnington and Retnakara, 1991). Ova aktivna materija nasla je najSiru primenu u
suzbijanju S$tetnih organizama u biljnoj proizvodnji (suzbijanje lisnih minera i mediternske
voéne muve) 1 u javnom zdravlju za suzbijanje insekata od medicinskog i veterinarskog
znacaja (buve, muve) (Friedel, 1986; Tomlin, 2000). Medutim, dalja istraZivanja su pokazala i
veliki potencijal ove aktivne materije u suzbijanju komaraca. Jo$ 1986. godine Cohen (1986)
je dosao do saznanja da ciromazin veoma uspes$no inhibira razvoj komaraca u kanalima sa
otpadnom vodom.

Assar et al. (2012) su ispitivali biohemijske efekte ciromazina na vrsti Cx. pipiens.
Dosli su do zaklju¢ka da ovaj IGR redukuje aminokiseline, glukozu, alkalne fosfataze i
fenoloksidaze, a povecava acidnu fosfatazu i sadrzaj proteina.

Delovanje ciromazina na larve Cx. quinquefasciatus uzrokovalo je brojne malformacije
na telu larve. Najuocljiviji deformitet je formiranje transparentne anterodorzalne torakalne
loptaste projekcije pracene razdvajanjem dorzalne torakalne kutikule u fazi razvica pred
ulutkavanje. Takode su se formirale i albino lutke. Zabelezena je i pojava lutki sa izduzenim
opruzenim telom (Awad and Mulla, 1984).

Saleh 1 Wright (1990) su ocenjivali bioloski uticaj ciromazina na reproduktivni
potencijal vrsta Cx. pipiens i Ae. epacticus nakon ishrane adulta sec¢ernim rastvorom u koji je
introdukovan ciromazin. Rezultati su pokazali da je redukovan kapacitet polaganja jaja, ali
nije uocen uticaj na piljenje ili na ponasanje vezano za ishranu na domacinu. Medutim,
prolongirano je vreme potrebno za digestiju krvnog obroka. Autori smatraju da je ishrana
odraslih komaraca ciromazinom dovoljna da inhibira razvoj larve ispiljene iz njihovih jaja.
Ciromazin ne uti¢e na odnos izmedu polova niti na duzinu Zivotnog veka komarca.

3.1.3 REGULATORI RASTA BILJNOG POREKLA

Nova hemijska sredstva koja ¢e obezbediti efikasnu redukciju populacije komaraca su
neophodna za odrzivost i napredak programa njihove kontrole. Poznato je da specifi¢ni delovi
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ekstrakata razli¢itih biljnih vrsta pokazuju biocidne efekte na komarcima (Govindarajan et al.,
2011; Pohlit et al., 2011; Shaalan et al., 2005). Kreiranje novih biocida na biljnoj bazi ima za
cilj prosirenje spektra mera za suzbijanje komaraca.

Su i Mulla (1998a, b) su pokazali slede¢u bioaktivnost botanickih proizvoda na
komarcima: ometaju razvoj (uloga IGR), umanjuju fekunditet, pojava sterilnosti muzjaka,
gubitak sposobnosti letenja, imunodepresija i inhibicija pojedinih enzima.

Tokom proteklih 30 godina studije su pokazale da visoko purifikovana fitohemijska
sredstva, kao Sto su azadiraktin ili ekstrakt biljaka Melia toosendan, M. azedarach i
Azadirachta indica pokazuju razlicite biocidne efekte na larve i adulte rodova Aedes,
Anopheles i Culex (Mulla and Su 1999; Wandscheer et al. 2004; Coria et al. 2008;
Shanmugasundaram et al. 2008; Trudel and Bomblies 2011) Tosendanin (TSN) je biljni
triterpenoid c¢ija su insekticidna svojstva poznata jer ovaj agens uspes$no Suzbija stetne vrste iz
reda Lepidoptera. Izolovan je iz drveta M. toosendan. Ekstrakt ovog drveta se u Kini Koristi
vise od 2000 godina kao insekticid i sredstvo za suzbijanje parazita (Shi and Li, 2007). Ma et
al. (2013) su ispitivali uticaj ovog ekstrakta na razvoj i reprodukciju vrste Ae. aegypti. Prvo je
ispitivan uticaj TSN-a na L, da bi se utvrdila efikasnost u suzbijanju larvi nakon jednog post
tretman dana. Kod autogenih zenki biocidno delovanje je uo¢eno nakon 4 post tretman dana.
Kada Zenka pojede TSN 1h posle krvnog obroka ili 24h pre, dolazi do inhibicije klju¢nih
procesa u masnim ¢elijama, crevu i ovarijumima

Malpigijevi
sudovi

Ingluvius Prednjideo Zadnjideo
srednjeg creva  srednjegcreva

Ovariumi  Poslednji segment
abdomena

i

KONTROLA

Slika 43. Digestivni trakt i udruzena tkiva 24 h nakon krvnog obroka zenke koja je uzela
visoku dozu TSN-a 24h pre krvnog obroka (gore 0.063 ug TSN /ul SeCernog rastvora) ili
samog Sec¢ernog rastvora (dole, kontrola). Na slici gore jasno se uocava svetlo crvena
nesvarena krv u ingluviusu zenki koje su se prethodno hranile TSN-om (Ma et al. 2013)

Jos§ 1959. godine su uocena insekticidna svojstva biljke Nim Melia indica. Schmutterer
(1980) navodi da ekstrakt lista i semena ove biljke pokazuje jake ,,antifeedant efekte i
ispoljavaju repulzivna svojstva za veliki broj insekata.

Novije studije su pokazale da ovaj prirodni biocid u komarcima ugrozava proces
vitelogeneze i ostecuje folikularne ¢elije tokom oogeneze (Lucantoni et al., 2006). Ulje biljke
Nim pokazalo je dobra larvicidna svojsta u suzbijanju vrste Anopheles gambiae. Za larve je
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visoko toksican, a na razvoj lutki deluje inhibitorno. Smatra se veoma potentnim regulatorom
rasta (Okumu et al., 2007).

Procenat mortaliteta L; stupnja roda Culex koji je tretiran uljem Nima (30 mg/l) nakon
15 dana u vodenom bazenu iznosio je 100% (Scott and Kaushik, 1998).

Pelitorin, ekstrakt biljke Asarum heterotropoides pokazao je biocidne efekte na larvama

komaraca vrste Ae. aegypti.
—A  Control — B Treatment

Slika 44. Histoloski prikaz oste¢enja analnih papila vrste Ae. aegypti
(Izvor: Perumalsamy et al. 2013)

Ekstrakt ove biljke pokazao je visoku efikasnost i na vrsti Cx. pipiens pallens
(Perumalsamy et al., 2010).

Marraya paniculata je jo$ jedna biljna vrsta koja je pokazala biocidna svojstva na
komarcima (Kjanijou et al., 2012).

Osim navedenih, evaluacija efikasnosti ekstrakata biljaka Sida acuta, Cymbopogon
citratus, Cinnamomum zeylanicum, Rosmarinus officinalis i Zingiber officinale u suzbijanju
vrsta Ae. aegypti, Anopheles stephensi i Cx. quinquefasciatus dala je obecavajuée rezultate
(Govindarajan, 2010; Govindarajan et al., 2011).

Pavela (2008) navodi veliki broj biljnih vrsta potencijalno primenjivih u funkciji
sredstava za suzbijanje komaraca

3.1.4 NEDOSTACI PRIMENE IGR

Vreme aplikacije. Rezultati dosadasnjih istrazivanja na temu efikasnosti IGR potvrduju
da sve IGR moraju biti dostupne insektima u ranim larvenim stupnjevima (Brieger 1973;
Martins and Silva 2004). Larve holometabolnih insekata, kao $to su neki iz redova
Lepidoptera ili Coleoptera, osetljivi su samo do kraja poslednjeg larvenog stupnja, dok su
lutke osetljive u periodu od nekoliko sati do par dana od momenta presvlacenja.
Schneiderman (1971) navodi da ukoliko se Zeli posti¢i optimalan efekat u poljskim uslovima,
analozi JH moraju biti aplicirani u preciznom optimalnom periodu razvoja insekta (Suman et
al. 2013) i perzistirati dovoljno dugo da delovanje obuhvati sve jedinke u ciljanoj populaciji
tokom perioda njihove senzitivnosti na IGR. Kod komaraca svi stadijumi razvi¢a osim lutke
mogu biti osetljivi na delovanje IGR. U zavisnosti od formulacije, veoma je vazno precizno
prilagodavanje vremena aplikacije i trajanja odgovarajuceg stadijuma razvica.

Ukrstena rezistentnost. Utvrdeno je da neki insekti koji su razvili rezistentnost na
insekticide mogu da razviju odredeni nivo ukrstene rezistentnosti na IGR. Kod insekata od
medicinskog znacaja, naroc¢ito kod komaraca je ova pojava potvrdena. U poslednjim
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stadijumima razvica insekti deaktiviraju ili sekretornim putem izbacuju JH, a takode i njegove
analoge. Neki insekti imaju izgraden mehanizam otpora prema vestackom/egzogenom JH u
odredenim fazama. Postojanje ovakvih mehanizama garantuje produkciju populacije insekata
rezistentnih na egzogene JH, usled prirodne selekcije (Schneiderman 1971; Brown and Brown
1974; Marcombe et al. 2011; Grigoraki et al. 2017)

3.2 Suzbijanje komaraca monomolekularnim filmom

Monomolekularni film (MMF) za suzbijanje komaraca razvijen je tokom 1980-tih
godina (Nayar and Ali, 2003). Medutim, do danas potencijal ove mere suzbijanja larvi nije u
potpunosti iskoriscen.

Istorijski gledano, menadzment kontrole larvi komarca dao je znacajan doprinos u
okviru mnogih anti-malarijskih programa (Keiser et al., 2005; Killeen et al., 2002; Kitron and
Spielman, 1989; Soper, 1966; Walker and Lynch, 2007).

Prvi znacajni poceci aplikacije ulja u cilju suzbijanja larvi komaraca vezani su za
izgradnju Panamskog kanala, kada je aplicirano ulje u cilju sprecavanja pojave odraslih formi,
odnosno Sirenja malarije i zastite 50 000 radnika. Kontrola malarije bila je od vitalnog znacaja
za izgradnju Panamskog kanala. Tretman je bio baziran na aplikaciji recikliranih ulja (,,crude
oils*) (Le Prince, 1915) u kombinaciji sa larvicidom (mesavina karbolne kiseline, smole i
kausti¢ne sode).

kanala (lzvor: http://www.neh.gov; http://www.newsusauk.com)

Medu najstarijim merama kontrole larvi koje su imale za cilj da sprece ekloziju imaga,
ubraja se aplikacija ulja na bazi petroleja (Hagstrum and Mulla, 1968; Micks et al., 1967;
Micks and Chambers, 1974). Ulja na bazi petroleja su suzbijala akvati¢ne stadijume komaraca
ukljucujuéi dva mehanizma: specifi¢na toksic¢nost i sufokacija (gusenje) (Freeborn and Atsatt,
1918; Richards, 1941). Njihova efikasnost je trajala oko dve nedelje ili duze (Darwazeh et al.,
1972; Mulla and Darwazeh, 1981). Ove supstance za kontrolu akvati¢nih stadijuma komaraca
karaterisalo je nekoliko ogranicenja. Pre svega formiranje debelog sloja, zatim neuniformna
rasporedenost koja zahteva upotrebu povrsinski aktivnih materija rastvorljivih u ulju koje bi
obezbedile uniformno rasporedivanje filma na vodenoj povrsini (Murray, 1939; Toms, 1950).
Ovakav film je pokazao negativne efekte na zivotnu sredinu, pre svega na neciljane akvati¢ne
organizme, narocito pri aplikaciji visokih doza (Lopes et al., 2009; Mozley and Butlerz,
1978). Navedeni razlozi su podstakli razvoj monomolekularnog filma (MMF), sacinjenog od
nejonskih surfaktanata u cilju pronalazenja alternativa za ulja na bazi petroleja koja su se
primenjivala za suzbijanje komaraca (Garrett and White, 1977; Nayar and Ali, 2003). Osobine
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koje karakterisu MMF su pre svega spontano i rapidno Sirenje po povrs$ini vode, te formiranje
uniformnog, ultratankog sloja, debljine jednog molekula (monomolekularni sloj) (Garrett and
White, 1977; Nayar and Ali, 2003). Kada su ulja na bazi petroleja zamenjena MMF-om
efektivna doza primene je smanjena za 70 puta, Sto je pored ekoloSkog, bilo i sa ekonomskog
aspekta prihvatljivije, jer su tako smanjeni troskovi transporta, zatim troskovi skladiStenja i
troskovi aplikacije preparata (Garrett and White, 1977). Za razliku od ranije kori$¢enog
petroleja, dana$nji MMF nije toksi¢an za akvati¢ne stadijume komaraca (Reiter, 1978a,
1978b; Reiter and McMullen, 1978). Autori koji su proucavali uticaj MMF-a na akvati¢ne
stadijume razvic¢a kod komaraca smatraju da se prema mehanizmu delovanja, MMF ubraja u
fizicke, a ne u hemijske mere suzbijanja. Princip delovanja MMF-a zasniva se na smanjenju
povrsinskog napona vode, koji utice na sve stadijume razvi¢a komaraca, jer sprecava disanje
ispod povrsine vode. Ispoljava ovicidne, larvicidne, pupicidne i adulticidne efekte (Garrett
and White, 1977; Reiter, 1978a). Snizen povrSinski napon vode dovodi do neZeljenog
kvasenja jaja, dovodi do gusenja larvi i lutki i uzrokuje uginuée adulta u ekloziji, sprecavajuci
adulte da zavrse proces napustanja lutkine egzuvije, ali uzrokuju i uginuée zenki spremnih za
ovipoziciju (Levy et al., 1982a; Reiter and McMullen, 1978). Ovo se smatra znacajnom
prednosc¢u u odnosu na konvencionalne biocide ¢iji se efekti odnose samo na suzbijanje larvi
(Poopathi and Abidha, 2010) i lutki (Mian and Mulla, 1982).

Primenom fizickih mera u kontroli komaraca, eliminis$e Se mogucnost razvoja
rezistentnosti komaraca (Ultimate Agri-Products, 2008).

Prvi MMF preparati za kontrolu komaraca proizvedeni su na bazi lecitina Nedostatak
ovakvih monomolekularnih slojeva je bio kratkotrajno delovanje. Efikasnost je trajala svega
dva dana. Nakon toga su sledila dva proizvoda na bazi etoksilovanih izosteril alkohola,
Arosurf MSF (ISA-20E ili 66- E2) i Agnique MMF (Nayar and Ali, 2003).

MMF se razlikuje od svih ranije primenjivanih mera kontrole komaraca, pre svega zbog
mogucnosti da uti¢e na sve stadijume njihovog razvica (Nayar and Ali, 2003). Delovanje
MMF-a se zasniva na snizavanju povrsinskog napona vode koji u normalnim uslovima larve i
lutke koriste da bi zauzele poziciju ispod povrSine vode za disanje, ishranu kod larvi i
mirovanje, a prisustvo MMF-a inhibira njihovu sposobnost orjentacije i procene gde se nalazi
povrSina vode. Osim toga kvaSenjem ili potapanjem njihovih trahealnih struktura uzrokuju
anoksiju. Kvasenje unutrasnjih hidrofobnih struktura larvinih i lutkinih traheja vodi do
njihovog blokiranja te¢nos¢u i interferiranja sa disanjem. To se deSava ukoliko je povrSinski
napon tecnosti jednak ili nizi od kritiénog povrsinskog napona ¢vrstog tela/povrsine, a u ovom
slu¢aju zidova traheja (Garrett and White, 1977).

U zavisnosti od vrste komarca, Garrett i White (1977) navode kriticne vrednosti
povrsinskog napona za larve 27-36 dynes/cm? i lutke 36-41 dynes/cm? (dyn, greki SHvopug -
dynamis, oznaCava snagu, jedinica za snagu izrazena u cm/g/sekundi u sistemu jedinica,
CGS).

Aquatain snizava povrSinski napon na 21.2 dynes/cm? na temperaturi 25°C. U
normalnim uslovima, pri ovoj temperaturi, povrSinski napon iznosi 71 dynes/cm?. Redukovan
povrsinski napon na 27-36 dynes/cm? sprecava normalno disanje larvi, dok su lutke ozbiljno
ugrozene ve¢ na 41 dynes/cm? (Garrett and White, 1977). U sludaju adulta, eklozija se
prevenira pri naponu nizem od 38 dynes/cm? (Reiter and McMullen, 1978).
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Monomolekularni filmovi se smatraju biodegradabilnim i nemaju stetne efekte na sisare
(Levy et al., 1980) i na nekoliko vrsta akvati¢nih kicmenjaka i beski¢menjaka (White and
Garrett, 1977). Ne ugrozavaju zivotnu sredinu i nisu Stetni za zdravlje ljudi.

Ovi agensi su etoksilovani izosteril alkoholi biljnog porekla, dobijeni od obnovljivih
biljnih ulja. Komercijalno su poznatiji kao Arosurf® MSF (monomolecular surface film) i
Agnique ® MMF. Ranije studije su pokazale da su ovi MMF agensi pogodni za razlicita
staniSta i recipijente vode, kao §to su mocvare, rezervoari sa vodom, kanalizacije, otvori u
drve¢u (Batra et al., 2006; Karanja et al., 1994; Nayar and Ali, 2003). Medutim, ovaj
proizvod karakteriu izvesni nedostaci, a to su nestabilnost na vetru i tendencija da se
akumulisu oko vegetacije, otpadaka u vodi ili drugih objekata. Upravo iz tog razloga ne
pruzaju adekvatnu meru suzbijanja larvi komaraca u velikim i vegetacijom obraslim vodenim
sistemima.

Prema veéem broju autora Arosurf® MSF i Agnique® MMF su efikasna sredstva za
suzbijanje komaraca u trajanju od 5 nedelja, primenjeni u razli¢itim tipovima njihovih
vodenih stanista (Batra et al., 2006; Karanja et al., 1994; Mulla et al., 1983; Nayar and Ali,
2003). Preparat novijeg datuma Aquatain™ (Aquatain® Mosquito Formulation-AMF),
formira film sa jedinstvenom samoSire¢om sposobnos¢éu. Prvenstveno je kreiran kao
antievaporaciona tec¢nost za preveniranje gubitka velikih koli¢ina vode iz rezervoara u
oblastima sa vrelom klimom. Aquatain je tec¢nost na bazi polidimetilsiloksana (PDMS, 80%).
Za razliku od preparata Arosurf® MSF i Agnique ® MMF, Aquatain™ Karakterise sposobnost
uniformnog prekrivanja velike, vegetacijom obrasle vodene povrsine, a potom i otpor Kkoji
pruza vetru i padavinama. Potvrdeno je da nema Stetne efekte na kvalitet vode. Povrh toga,
ovaj preparat je sertifikovan (certificate# 4Q360-01; NSF International, Ann Arbor, MI) za
upotrebu u pijacoj vodi (International NSF, 2008; Ultimate Agri-Products, 2008).

Prednost AMF filma je elasti¢nost/otpornost na uticaj vetra ili padavina, ali takode i
sposobnost da penetrira kroz gustu vegetaciju i izmedu organskog i neorganskog otpada koji
pluta na povrsini vode. Sve navedene prednosti u kombinaciji sa bezbednosé¢u ljudi ¢ine ga
preparatom koji obecava kada je o kontroli komaraca re¢, a narocito u velikim i gusto
obraslim prirodnim vodenim stanistima kod kojih tretman konvencionalnim insekticidima nije
dozvoljen (Bukhari et al., 2011).

Agquatain® je pokazao visoku efekasnost u suzbijanju larvi i lutki vrsta An. gambiae,
An. stephensi, Ae. aegypti i Cx. quinquefasciatus u laboratorijskim uslovima (Bukhari and
Knols, 2009; Webb and Russell, 2009). U preporucenoj dozi proizvodaca (1 mL/m?) postigao
je vise od 90% mortaliteta larvi vrsta An. gambiae, An. stephensi i Cx. quinquefasciatus, a
vise od 55% larvi Ae. aegypti. Lutke svih ispitivanih vrsta su pokazale visoku osetljivost
(mortalitet 100%, 3h posle tretmana). Ovaj proizvod ne samo da redukuje broj polozenih jaja,
nego i dovodi do padanja Zenki na vodenu povrSinu tokom ovipozicije usled redukovanog
povrsinskog napona.

Vrste iz podfamilije Culicinae pokazale su veéu otpornost na MMF u odnosu na
Anophelinae jedinke. U poljskim eksperimentima utvrdeno je da nakon nekoliko neuspelih
pokusaja, Culicinae larve mogu penetrirati kroz lecitin njihovim respiratorni cev¢icama
(sifonima), za razliku od Anophelinae larvi koje imaju samo respiratorne otvore (Clements,
1992; Reiter and McMullen, 1978). Pored toga, Culicinae mogu da prezive u uslovima sa
veoma niskim nivoom rastvorenog Kiseonika, $to se dokazuje njihovim prisustvom u veoma
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zagadenim vodama (Levy et al., 1982b). Culicine larve su pokazale manju osetljivost i na
Arosurf MSF i na Agniqgue MMF (Bashir et al., 2008; Levy et al., 1982a, 1982b, 1980).
Medutim, Bukhari et al. (2011) su postigli visok nivo supresije Culicinae larvi i znacajno
redukovali brojnost, apliciraju¢i Aquatain AMF u pirin¢anim poljima.

Evaluacija navedenih efekata AMF preparata takode je predmet istraZzivanja ove
disertacije

3.2.1 EFIKASNOST MONOMOLEKULARNIH FILMOVA U LABORATORIJSKIM USLOVIMA

Bukhari i Knols (2009) su ispitivali efikasnost preparata Aquatain™ u suzbijanju
vektora malarije An. stephensi i An. gambiae s.s. u laboratorijskim uslovima. Pokazao je
visoku efikasnost u suzbijanju obe wvrste. Larve u Ls-L4 stupnjevima bile su znacajno
osetljivije na uticaj ovog MMF-a u odnosu na L;-L,. Razli¢ita osetljivost larvenih stupnjeva
uocena je I tokom evaluacije Arosurf®MSF-a na vrsti An. stephensi u dozama 0.11-0.56
mL/m?. Preparat je pokazao najbolju efikasnost za L larve i lutke (Das et al., 1986). Smatra
se da je uzrok visokog mortaliteta redukovana sposobnost starijih larvi da uzimaju rastvoreni
kiseonik (Clements, 1992; Corbet et al., 2000; Das et al., 1986). U stadijumu lutke efekti
kiseonika. Arosurf® MSF takode znacajnije ugrozava lutke nego larve (Das et al., 1986).
Arosurf MSF koji je primenjen u razli¢itim koncentracijama na sva Cetiri larvena stupnja, kod
vecine eksponiranih Culicine (Aedes i Culex) i nekih Anopheline (Anopheles) vrsta, imao je
slabiju efikasnost u suzbijanju L;-L3 larvenih stupnjeva u odnosu na L, stupanj. Ovaj fenomen
objasnjen je upravo time $to mlade larve lakSe podnose submerziju, koriste¢i dodatno i
rastvoren kiseonik iz vode, usvajaju¢i ga preko kutikule (Clements, 1992). Veé¢ina Culicine
larvi u L4 stupnju ugine u periodu od 48-96h, dok neke Anopheline larve uginu ve¢ za 24-48h.
Medutim, i Culicine i Anopheline lutke obi¢no uginu 24h nakon aplikacije.

Bukhari i Knols (2009) su u laboratorijskim testovima pokazali da efekti Aquatain™ i
AMF™ (Aquatain sa dodatkom eukaliptusovog ulja) nisu znacajno razli¢iti kako u suzbijanju
larvi, tako i u suzbijanju lutki. Zabelezeno je repulzivno delovanje AMF™-a u izboru mesta
za polaganje jaja za odrasle zenke, $to je uzrokovano eukaliptusovim uljem. Gravidne Zenke
su bile odbijene vodenom povrSinom tretiranom AMF™-om S§to nije bio slucaj nakon
tretmana Aquatain™-om.

Ukoliko su zenke odbijene repulzivnim svojstvom preparata, verovatno je da nece
pokusSavati da poloZe jaja nego ¢e dalje traziti optimalnu vodenu povrSinu za ovipoziciju.

Gravidnim zenkama u laboratorijskim uslovima, data je prilika da se opredele da li ¢e
poloziti jaja na povrsinu vode tretiranu Aquatain™ slojem ili ¢e pre odabrati za ovipoziciju
Casicu Ssa netretiranom povrsinom vode. Eksperiment je pokazao da su zenke uginjavale na
tretiranoj povrsini bez obzira sto su imale na raspolaganju netretiranu vodu, pa se iz toga
moze zakljuciti da Aquatain™ nema repulzivno delovanje (Bukhari and Knols, 2009).

Bukhari i Knols (2009) smatraju da jednom tretirana povrsina vode Koristeci
Aquatain™ ostaje efektivno zasticena 10 dana, sto je u skladu sa specifikacijom ovog
preparata Ukoliko deseti dan Zenka uspesno polozi jaja, larve koje se ispile ¢e zahtevati
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najmanje sedam dana za prelazak u lutku. Na taj nacin ostavlja se vremenski prostor od

dodatnih sedam dana za ponavljanje tretmana.

Tabela 5. Efikasnost preparata Arosurf®@ MSF u suzbijanju svih stadijuma razvi¢a kod

razli¢itih vrsta komaraca, u laboratorijskim uslovima

Vrsta Doza Testirani stadijum razviéa™® Reference

Aedes aegypti 0.25-0.5 mL/m? Lq-La 2 i lutke® Levy et al. (1982c)

Ae. aegypti 0.11-0.56 mL/m? Ly-Ly i lutke® Das et al. (1986)

Ae. taeniorhynchus  0.04 mL/m? L2 White and Garrett (1977)
Ae. taeniorhynchus ~ 0.25 mL/m? Ly-Ly 2 i lutke® Levy et al. (1981a)

Ae. taeniorhynchus ~ 0.25 mL/m? Li-Ly b.c Levy et al. (1986a)

Ae. taeniorhynchus ~ 0.25 mL/m? L,° Levy and Miller (1987)
Cx. quinquefasciatus 0.25 mL/m? Ly-L, % i lutke, PJ% adulti® Levy et al. (1982a)

Cx. quinquefasciatus  0.0008 pL/cm? lutke® Mulla et al. (1983)

Cx. quinquefasciatus  0.05 pl/cm? L,° Mulla et al. (1983)

Cx. quinquefasciatus 011 - 0.56 mL/m? L, i lutke® Das et al. (1986)
Anopheles albimanus 0.25 mL/m? Ly-L i lutke®, PJ° Perich et al. (1987)

An. quadrimaculatus  0.04 mL/m? LS White and Garrett (1977)
An. quadrimaculatus  0.25 mL/m? L-LsS Levy et al. (1982b)

An. stephensi 0.11 - 0.56 mL/m? L. i lutke® Das et al. (1986)

Ae. aegypti 0.35-0.40 g/ matriksu ~ |,-L,° Levy et al. (1985)

Cx. quinquefasciatus 0.35 - 0.40 g/ matriksu | ;- ;° Levy et al. (1985)

Ae. taeniorhynchus  0.35 - 0.40 g/matriksu Ly-L,S Levy et al. (1985)

Mortalitet: a= nula; b=manje od 100% za 72-96 post tretman ¢asova; c=100% za 24-48 post tretman asova; *PJL-piljenje
jaja

(Izvor: Nayar and Ali 2003)

Levy et al. (1982a) su ispitivali efekte izostearil alkohola sa dve oksietilen grupe (ISA-
20E) u laboratorijskim uslovima u suzbijanju vrste Cx. quingquefasciatus. Prvo su ispitivali
uticaj ISA-20E na larve i lutke, potom su ocenjivali sposobnost piljenja larvi nakon tretiranja
jajnih legala, a tre¢i deo njihovog istrazivanja se odnosio na evaluaciju ovipozicije, odnosno
sposobnost zenki da ne potonu prilikom polaganja jaja na tretiranu povrsinu. Efikasnost u
suzbijanju larvi (Li-L4) nije bila na zadovoljavajuéem nivou uzrokujuc¢i mortalitet od svega
13-80%, 96h nakon tretmana, dok su lutke pokazale mnogo vecu osetljivost sa 97-100%
mortaliteta 48h nakon tretmana. Slaba efikasnost preparata se pripisuje visem nivou
rastvorenog kiseonika u vodi (3.8-4.8 ppm) u odnosu na prethodne studije u kojima je
izmereno 0.1-0.3 ppm rastvorenog kiseonika (Levy et al., 1981a). Voda koja je bogatija
rastvorenim kiseonikom umanjuje efekat MMF-a, jer larve u manjoj meri mogu da apsorbuju
kiseonik koji je rastvoren u vodi, preko svoje kutikule, $to im umanjuje potrebu za
atmosferskim kiseonikom i kontaktom sa povrsinom vode.

Kada su ispitivali uticaj ISA-20E na ovipoziciju, u jednom kavezu zenkama Su
omogucili posudu za ovipoziciju u kojoj je povrSina vode bila tretirana, a u drugom kavezu
posuda za ovipoziciju napunjena je ¢istom vodom. Utvrdeno je da je broj adulta koji je
potonuo/uginuo na povrsini vode signifikantno veci u tretiranim ovipozicionim posudama
(Levy et al., 1982a).

Levy et al. (1984a) su uporedivali efikasnost Arosurf-a (2.43 I/ha) i tri komercijalna Bii
proizvoda (1.17 1/ha) u suzbijanju larvi i lutki vrste Cx. quinquefasciatus. Kombinacija ovih
proizvoda je postigla bolje rezultate u suzbijanju larvi nego njihova pojedina¢na primena.
Arosurf je rezultirao mortalitetom 67-83%, dok je Bti postigao 37-50% mortaliteta, 48h nakon
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tretmana. Kombinacija navedenih proizvoda obezbedila je 100% mortalitet larvi i lutki 48h
nakon tretmana.

Konjugacijom Arosurf MSF-a i tri komercijalna Bti preparata tretirane su mesane
populacije razli¢itih larvenih stupnjeva i lutki Cx. quinquefasciatus, gde su primenjeni vodeni
rastvori Arosurf MSF + Teknar® (Bti), Arosurf MSF+ VectoBac® (Bti) i Arosurf +
Bactimos® (Bti). Levy et al. (1984a) su zakljucili da je %, a takode i Y4, pa Cak i %
preporuc¢ene doze proizvodaca navedenih preparata postizu signifikantno bolji rezultat nego
pojedinacno aplicirani preparati.

U laboratorijskim uslovima, radena je ocena efikasnosti Arosurf MSF-a u dozi 2.43 I/ha
ili 0.25 mL/m?) i Bacillus sphaericus (Bs) (BSP- 1, s0j 2362 u razli&itim koncentracijama) u
suzbijanju larvi i lutki vrste Cx. quinquefasciatus (Levy et al., 1986b). Dobijeni rezultati su
48h nakon tretmana pokazali da je opredeljena doza Arosurf-a uzrokovala 83.3% mortaliteta
L, stupnja i 73.3% L4 stupnja. Aplikacijom Bs larvicida od 2.43 I/ha postignut je mortalitet od
100% (L) i 33.3% (L4). Aplikacijom njihove kombinacije mortalitet oba stupnja je bio 100%,
a do eklozije nije doslo, tj. sve lutke su uginule pre eklozije. Zakljucili su da komercijalni B.
sphaericus preparat, primenjen u izuzetno malim dozama (0.036-0.304 I/ha), kombinovan sa
preparatom Arosurf MSF (2.43 1/ha) mozZe da obezbedi 100% supresiju larvi, lutki i adulta u
ekloziji vrste Cx. quinquefasciatus za samo 24 do 48h posle aplikacije preparata. Vece doze
od navedenih nemaju smisla, jer nisu obezbedile nista bolji efekat.

Perich et al. (1987) su u laboratorijskim uslovima ocenjivali efikasnost tri preparata Bi
(Teknar, Bactimos i Bti formulacija ABG-6193 u tri razli¢ite koncentracije) i Arosurf MSF-a
(doza 0.25 mL/m?) za suzbijanje jaja, larvi i lutki vrste An. albimanus. Arosurf je pokazao
najslabiju efikasnost u suzbijanju Li-L3 stupnjeva. Najbolji efekat na larvama zabeleZen je
kada je preparat apliciran na L, larveni stupanj (mortalitet 83.3%), zatim na lutkama
(mortalitet 100%) 72h nakon tretmana. Kada je Arosurf apliciran u kombinaciji sa Bii
formulacijama, visoka efikasnost je rezultirala 100% mortalitetom 72h nakon tretmana.
Uocena je redukcija piljenja L larvi iz jaja za 25% kada su jaja smeStena u tretiran biker.
Redukcija piljenja larvi iz jaja je bila jednaka (25%) u slucaju svih formulacija koje su
sadrzale Arosurf MSF, dok je Bti postigao redukciju od svega 5-8%.

Kasnije, Perich et al. (1988) su ispitivali efikasnost preparata Duplex (metopren + Bti),
zatim Teknar (Bti) pojedincano i Teknar u kombinaciji sa Arosurf MSF-om u suzbijanju vrsta
An. albimanus i An. stephensi. Aplicirani pojedina¢ni preparati i u kombinaciji, rezultirali su
visokom stopom mortaliteta (100%) kod svih larvenih stupnjeva izuzev kod kasnog L,
stupnja, kod kojih se mortalitet kretao od 40-100%. Lutke su bile najosetljivije na
kombinaciju Arosurf+Teknar.

Levy et al. (1982c) su ocenjivali efekte Arosurf MSF-a na larve (Li-Ly) i lutke vrste Ae.
aegypti. Primenjene doze iznosile su 0.25 i 0.50 mL/m?. Razvoj larvi je bio usporen, te je za
L; i L, stupnjeve bilo potrebno 8-35 dana eksponiranja da bi se postigao mortalitet od 100%,
dok je kod L3 i L4 stupnjeva zabelezena veca osetljivost kada je 100% mortalitet postignut za
2-14 dana. Lutke su ipak bile najosetljivije. Mortalitet svih eksponiranih individua je
zabeleZen vec 24h nakon tretmana.

Das et al. (1986) su dobili sli¢ne rezultate pri aplikaciji Arosurf-a na vodenu povrsinu u
malim posudama u dozi od 0.11 do 0.56 mL/m?, pri emu su bili izloZeni svi larveni stupnjevi
i stadijum lutke vrste Ae. aegypti (Das et al., 1986).

72



Cetvrti larveni stupanj vrste An. quadrimaculatus takode je pokazao visoku osetljivost
na Arosurf MSF, kada je preparat primenjen u dozi od 0.04 mL/m? ZabeleZeni mortalitet
iznosio je 99.3% do 100% u periodu od 24-72 post tretman casa (White and Garrett, 1977).

3.2.2 EFIKASNOST MONOMOLEKULARNIH FILMOVA U POLUPRIRODNIM (SIMULIRANIM) |
POLJSKIM USLOVIMA

Evaluacijom preparata Aquatain® Mosquito Formulation (AMF) bavili su se autori
Mbare et al. (2014). Proucavane su efektivne doze, perzistentnost i subletalne doze
apliciranog AMF-a na larve vrsta An. gambiae s.s. i An. arabiensis u poluprirodnim uslovima.
Preparat je delovao jednako efikasno na obe vrste, odnosno obe vrste su bile jednako
osetljive. Doza od 1 mL/m? obezbedila je potpuni mortalitet (100%) larvi u trajanju od 2
nedelje. Prvi izleteli adulti zabelezeni su tek u trecoj nedelji. Medutim, procenat eklozije
tokom Sest nedelja nije prelazio 10% ukupno. U proseku 84.7% (75.7-93.3%) larvi
introdukovanih u kontrolu je kompletiralo svoj razvoj koji se zavrSio uspe$snom eklozijom
adulta. Verovatnoca uspe$ne eklozije adulta u tretiranoj vodi se povecavala proporcionalno sa
staroS¢u apliciranog sloja. Izracunato je da je 1.4-2.6 puta povecana verovatnoca uspesne
eklozije kod sloja apliciranog 3-6 nedelja ranije u odnosu na sveze tretiranu vodenu povrsinu
(Mbare et al., 2014).

Duzina trajanja stadijuma lutke se znacajno razlikovala u sluc¢aju kada su kao larve bile
izlozene tretmanu subletalnim dozama (u proseku 4.9 dana) u odnosu na lutke formirane od
kontrolnih/netretiranih larvi (3.4 dana). Larve izlozene subletalnim dozama pokazale su znake
slabosti u odnosu na larve u netretiranoj vodi. Sporije su reagovale na uznemiravanje.
Eklozija adulta bila je uspesna u proseku kod 92.9 % slucajeva u kontroli i 55.8% u tretmanu.
Verovatno¢a da ¢e Zenke tretirane subletalnim dozama u juvenilnom stadijumu, nakon
uspesne eklozije, poloziti jaja, bila je 2.2 puta manja u odnosu na Zenke u kontroli. Ukoliko su
zenke ipak polozile jaja, proseéan broj polozenih jaja po jednoj zenki se nije znacajno
razlikovao izmedu eksperimentalnih grupa (49.3 jaja kod netretiranih, a 45.4 jaja kod Zenki
izletelih iz vode tretirane subletalnim dozama). Znacajna razlika nije registrovana ni u broju
ispiljenih larvi, gde su Mbare et al. (2014) utvrdili da je 41 ispiljena larva u kontroli, a 36.8 u
tretmanu.

Preporuc¢ena doza proizvodaca (1 mL/m?) je pokazala dobru efikasnost u suzbijanju
vrsta An. gambiae s.s. i An. arabiensis. Medutim, Mbare et al. (2014) su pokazali da je ¢ak i
polovina preporucene doze (0.5 mL/m?) uzrokovala 90% mortaliteta izlozenih larvi, a
Cetvrtina preporucene doze je uzrokovala mortalitet nesto ve¢i od 50%. Mbare et al. (2014)
smatraju da AMF moze da obezbedi inhibiciju eklozije adulta (>80%) u trajanju od 6 nedelja.

Arosurf® MSF i Agnique® MMF su pokazali dobre efekte u suzbijanju razli¢itih
rodova komaraca u trajanju od 7-21 dan (Mulla et al., 1983; Nayar and Ali, 2003). Efikasnost
AMF sloja je trajala 4-6 nedelja u kontroli Culex i Aedes larvi tokom ogleda u poljskim
uslovima u Australiji (Webb and Russell, 2012).

Zamucenost vode i padavine umanjuju efekat AMF-a kada se primenjuje u vestackim
recipijentima. Zamucenost moze poticati od algi, bakterija i drugih suspendovanih cestica u
vodi (Cuker, 1987). Pretpostavka je da zamuéenost povecava stepen degradacije AMF sloja,
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te tako redukuje efikasnost filma usled efekata povecavanja temperature vode (Gouagna et al.,
2012; Levy et al., 1981b; Mereta et al., 2013; Paaijmans et al., 2008). Druga pretpostavka je
da redukciju efikasnosti AMF sloja usled zamucenosti vode uzrokuje prirodno formiran sloj
od suspendovanih ¢estica koji limitira adekvatno sirenje AMF-a po povrsini vode (Garrett and
White, 1977). Smatra se da padavine generalno uzrokuju povecanje mortaliteta larvi
(Paaijmans et al., 2007), medutim larve u tretiranoj eksperimentalnoj posudi koje su bile
izlozene padavinama (Mbare et al., 2014) imale su vece Sanse za prezivljavanje U odnosu na
one koje nisu bile izlozene padavinama, jer je kisa uzrokovala promene AMF sloja stvarajuéi
»prozore* na filmu koji su omoguéavali larvama da diSu i nesmetano se razvijaju (Levy et al.,
1981a, 1981b). Neki autori smatraju da je kiSa najznacajniji faktor koji limitira efikasnost
ovih monomolekularnih filmova (Levy et al., 1982a, 1981a), mada su Mbare et al. (2014)
pokazali da kisa uzrokuje samo blagu redukciju u efikasnosti AMF sloja.

Naucnici smatraju da produzeno trajanje stadijuma larvi ¢esto moze biti uzrokovano
nedostatkom hrane za larve ili gladovanjem (Lehmann et al., 2006; Oliver and Brooke, 2013;
Takken et al., 2013; Telang et al., 2007; Yoshioka et al., 2012). Mbare et al. (2014) smatraju
da je uzrok prolongiranog razvoja larvi u njihovom eksperimentu upravo gladovanje larvi, sto
potvrduju i ranija istrazivanja (Corbet et al., 2000; Reiter and McMullen, 1978). Larve koje su
izlozene MMF sloju troSe jako mnogo vremena pokuSavajuéi da uklone sloj koji
onemogucava njihovim respiratornim cevéicama/sifonima da usvoje atmosferski kiseonik, te
im tako preostaje malo vremena za ishranu. Adulti koji se razviju iz takvih neuhranjenih larvi
su ¢esto sitni, sa malo rezervnih materija (Koenraadt et al., 2010; Oliver and Brooke, 2013;
Takken et al., 2013) i sa efektom redukovanog kapaciteta za polaganje jaja (Briegel, 1990;
Steinwascher, 1982).

Efekat redukovanog prezivljavanja i inseminacije Zenki je proucavan na adultima
kojima je uskracena hrana tokom larvenog stadijuma razvica (Ameneshewa and Service,
1996; Oliver and Brooke, 2013) i uoceno je da neuhranjenost moze redukovati vektorski
kapacitet.

Levy et al. (1980) su isptivali efekte dva MMF preparata (SMO 75/2EB i ISA-20E) u
kanalizacionim sistemima za pre¢iS¢avanje otpadnih voda (sewage polishing and setling
ponds), na vrstama Culex nigripalpus i Cx. quinquefasciatus. Preparati su aplicirani
prskalicom na vodenu povrsinu u dozama 0.55-0.71 mL/m? (SMO 75/2EB), pri Gemu je
zabelezeni mortalitet larvi i lutki 24h posle tretmana iznosio 84.8-96.9%. Kada je primenjen
ISA-20E u dozi 0.44 mL/m?, mortalitet larvi i lutki je iznosio 90.1-94.4% 24h posle tretmana,
a 97.1-99.0% samo 48h posle tretmana. Primenjen i u niZoj dozi 0.33 mL/m? postignut je
mortalitet od 89.6-98.2% 24h posle tretmana i 96.5-99.6% 48h posle tretmana. Medutim, kada
je preparat ISA-20E primenjen u drugom kolektoru sa vodom, pri povec¢anoj dozi od 0.56
ml/m?, mortalitet je iznosio 68.3 nakon 24h i 75.3% nakon 48h. Redukcija populacije je bila
smanjena za 25%. Uzrok tome su bile velike koli¢ine plutajuceg otpada, skrama, pena i gusta
vegetacija kojom je obrastao kolektor. 1z toga se vidi da MMF nije uspeo da penetrira do svih
delova vodene povrsine, te su ostali netretirani ,,prozori®.

Doze MMF-a koje se danas preporucuju i primenjuju su znacajno nize U odnosu na
ranije primenjivane doze petroleja od 45 mL/m? Nakon optimizacije primene petroleja kao
larvicida, preporugene doze su sniZene na 4.5-18 mL/m? (World Health Organization, 1973).
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Efikasnost Arosurf 66-E2 ispitivali su Mulla et al. (1983) na vrstama Cx. tarsalis i Cx.
peus u poljskim uslovima, u jezercima i lagunama sa osokom i stajskim dubrivom na
farmama. Doze 4.67-7.01 I/ha obezbedile su 80-99% mortaliteta ovih vrsta dva za sedam dana
nakon tretmana, a neSto nizi mortalitet (61-93%) 14 dana posle tretmana. Ispitivali su
efikasnost istog preparata u dozi 0.93 mL/m?, apliciranom na vodenu povr§inu u lagunama
otpadnih voda mlekare, te dosli do zakljucka da Arosurf 66-E2 obezbeduje kontrolu vrste Cx.
peus (mortalitet 100 %) u trajanju od 21 dan nakon tretmana.

Evaluacija Arosurf-a u poljskim uslovima radena je u Indiji, na vrstama Cx.
quinquefasciatus, An. stephensi i Ae. aegypti. Aplicirana doza 11.2 I/ha obezbedila je
zadovoljavajuc¢i nivo supresije komaraca u trajanju od 2-11 nedelja nakon tretmana, u
razli¢itim tipovima stanista (Das et al., 1986).

Utvrdena je perzistentna efikasnost preparata Aquatain u dozi 1 mL/m? u poljskim
uslovima u Sidneju na vrstama Ae. notoscriptus i Cx. quinquefasciatus. Larve su bile tretirane
u kantama (0.30 m precnika) sa biljkama 1 bez biljaka, a duzina trajanja efekata je iznosila 1
do 6 nedelja (Webb and Russell, 2010).

Tabela 6. Efikasnost preparata Arosurf® MSF u suzbijanju larvi i lutki razlicitih vrsta

komaraca, u poljskim uslovima

Vrsta

Doza

Testirani stadijum razvica™® Reference

Aedes aegypti

Ae. infirmatus

Ae. melanimon

Ae. nigromaculatus
Ae. taeniorhynchus
Culex erraticus

Cx. nigripalpus

Cx. nigripalpus

Cx. nigripalpus

Cx. quinquefasciatus
Cx. quinquefasciatus
Cx. quinquefasciatus
Cx. quinquefasciatus
Cx. quinquefasciatus
Cx. tarsalis

Cx. tarsalis

CX. peus
Psorophora columbiae
Ps. ciliata
Coquillettidia
Anopheles albimanus
An. arabiensis

An. crucians

An. crucians

An. quadrimaculatus
An. quadrimaculatus
An quadrimaculatus
An. stephensi

Ae. taeniorhynchus
Cx. quinquefasciatus
Ps. columbiae

Ps. ciliate

1.2 1/ha

0.3-0.45 mL/m?
0.25-1.0 mL/m?
0.25-1.0 mL/m2
0.37-0.45 mL/m?
0.3-0.4 mL/m?
0.33-0.56 mL/m?
0.20-0.45 mL/m?
0.47-1.87 L/ha
0.33-0.56 mL/m?
0.20-0.45 mL/m?
0.47-1.87 L/ha
11.2 I/ha
0.25-1.0 mL/m?
0.25-1.0 mL/m?
0.46-0.93 mL/m?
0.93 mL/m?
0.20-0.45 mL/m?
0.20-0.45 mL/m?
4.67 L/ha

4.67 L/ha

4.0 L/ha/14 days
0.3-0.4 mL/m?
0.47-1.87 L/ha
0.04 mL/m?
0.3-0.4 mL/m?
0.47-1.87 I/ha
11.2 I/ha
5.6-11.2
5.6-11.2
5.6-11.2
5.6-11.2

v C
pomesane larve

v C. C
pomesane larve” i lutke

v C . C
pomesane larve i lutke

. c. c
pomesane larve i lutke

" c. c
pomesane larve |Iutkeb
pomesane larve® i lutke

v C . C
pomesane larve i lutke

" c. c
pomesane larve " i lutke
pomesane larve

v C . C
pomesane larve i lutke

" c. c
pomesane larve i lutke
pomeSane
pomesane larve
pomesane larve
pomesane larve
pomesane larve

0o T T T o

pomesane larve
pomesane larve® i lutke®
pomeSane larve® i lutke®
pomeSane larve®
pomeSane larve®

Ly i lutke®

pomegane larve® i lutke
pomesane larve®

LS

pomeSane larve® i lutke®
pomesane larve®
pomesane larve
pomesane larve
pomesane larve
pomesane larve

C
b
b
b
pomesane larve”

Das et al. (1986)

Levy et al. (1981a)
Takahashi et al. (1984)
Takahashi et al. (1984)
Levy et al. (1981a)
Levy et al. (1982b)
Levy et al. (1980)
Levy et al. (1982a)
Levy et al. (1985)
Levy et al. (1980)
Levy et al. (1982a)
Levy et al. (1985)

Das et al. (1986)
Takahashi et al. (1984)
Takahashi et al. (1984)
Mulla et al. (1983)
Mulla et al. (1983)
Levy et al. (1982a)
Levy et al. (1982a)
Kenny and Ruber (1992)
Perich et al. (1990)
Karanja et al. (1994)
Levy et al. (1982a)
Levy et al. (1985)
White and Garrett (1977)
Levy et al. (1982b)
Levy et al. (1985)

Das et al. (1986)

Levy et al. (1985)
Levy et al. (1985)
Levy et al. (1985)
Levy et al. (1985)

Mortalitet: a= nula; b=manje od 100% za 72-96 post tretman Casova; ¢=100% za 24-48 post tretman Casova; *PJL-piljenje

jaja (Izvor: Nayar and Ali 2003)
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Na osnovu istrazivanja u laboratorijskim i poljskim uslovima uoceno je da su Arosurf
MSF i/ili Agnique MMF pokazali dobru efikasnost u kontroli larvi i lutki rodova Aedes,
Culex, Psorophora i Anopheles i supresiji eklozije adultnih formi vrsta iz roda Chironomidae
(Ali, 2000). Medutim, u slucaju larvi komaraca kojima nije potreban stalni kontakt sa
vodenom povrSinom radi uzimanja kiseonika (Mansonia spp., Coquillettidia spp., Cx. pilosis i
Cx. erraticus), suzbijanje je otezano. Potrebno je odrediti veoma precizno vreme za izvodenje
tretmana. Optimalna kontrola ovih vrsta se postize tretmanom u periodu izmedu lutke i
eklozije adulta.

Bukhari et al. (2011) su ispitivali efikasnost Aqutain-a u pirin¢anim poljima u Keniji.
Utvrdili su da je ovaj preparat redukovao gustinu populacije Culicinae i Anophelinae larvi,
bez efekata na neciljane organizme. Takode, ovaj preparat nije ispoljio negativne efekte na
usev pirin¢a i pokazao dobar potencijal ¢uvanja vode, tj. redukovao je gubitak vode
evaporacijom sto je veoma znacajno za klimatske uslove kakvi karakterisu Keniju. Isti autori
su uodili da je tretiranoj posudi (R= 0.2 m) tokom perioda od 6 dana sacuvano oko 1.7 litara
vode viSe u odnosu na netretiranu. To znaci da pri sli¢nim uslovima 34 400 | vode mogu biti
sacuvani tokom 6 dana/aru pod usevom pirin¢a u ranim fazama razvoja (Klinkenberg et al.,
2003). Tokom ovog eksperimenta ocenjivana su dva tretmana. Niska doza (1 mL/m?) gotovo
uopste nije imala efekat na gustinu populacije larvi. Autori pretpostavljaju da je efikasnost
prvog tretmana znac¢ajno smanjena prisustvom radnika koji su mehanicki uklanjali korov iz
useva pirin¢a (tokom ogleda). Pretpostavka je da su radnici kretanjem kroz pirin¢ana polja
prekidali sloj MMF-a i na svojoj odeci odneli deo apliciranog filma. Medutim, ¢ak je i pored
toga eklozija Anopheline adulta bila redukovana za 93%. Nakon druge aplikacije vecom
dozom (2 mL/m?) utvrdena je efikasnost Aqutain-a u suzbijanju larvi u trajanju od 10 post
tretman dana (Bukhari et al., 2011).

Bukhari et al. (2011) smatraju da ukoliko se Aqutain primeni u uslovima manje bujne
vegetacije, doza primene moze biti niza, a intervali izmedu dve aplikacije duzi.

3.2.3 EFEKAT MMF PREPARATA NA NECILJANE ORGANIZME

lako su misljenja podeljena kada je re¢ 0 nezeljenim efektima MMF preparata na
neciljane organizme, vecina studija pokazuje da su negativni efekti zanemarljivi.

Vrste koje mogu biti ugrozene MMF slojem su samo one koje ostvaruju kontakt iz vode
sa atmosferskim kiseonikom (voda-vazduh interfejs) da bi disale, zatim organizmi koji zive ili
se krecu po povrsini vode.

Medutim, do danas se moze zakljuciti da je ovo zanemarena tema i da na mnoga pitanja
jo$ uvek ne postoji odgovor, kao sto je na primer dugorocni uticaj MMF-a na neciljane
organizme usled ponovljenih aplikacija u mo¢varnim vodenim sredinama.

Narocito je vazno i pitanje monitoringa biomase artropoda, kao i ptica i riba tokom
nekoliko godina. Stark (2005) navodi da bi kod ptica direktan kontakt sa MMF-om mogao
stvoriti poteskoce U obavljanju zivotnih aktivnosti. Ovo je slucaj kada ptice svojim perjem
ostvare kontakt sa MMF-om, sto redukuje sposobnost njihovog plovljenja na vodenoj
povrsini, takode i letenja, a potencijalno negativno utice i na termoregulaciju.
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Ispitivani su efekti preparata Agnique na vrste iz familije Chironomidae u vestacki
kreiranim jezercima na Floridi (Ali, 2000). Eklozija adulta nije signifikantno redukovana kada
je preparat apliciran u dozi 0.23 mL/m? medutim primenom doza 0.47-0.94 mL/m?
zabelezena redukcija eklozije iznosila je 73-93% jednu do dve nedelje nakon tretmana. S
obzirom na dobijene rezultate, autor je zaklju¢io da Agniqgue MMF moze biti koris¢en za
suzbijanje Chironomidae vrsta u njihovim razvojnim stanistima gde film moze da se odrzi na
vodenoj povrsini bez ometanja tokom odredenog vremenskog perioda.

U poluprirodnim uslovima White i Garrett (1977) su, ocenjujuci efikasnost dietilen
glikol monolaurata, sorbitan monooleata (75% + 25% 2-etil butan), sorbitan monooleata
(37.5% + 50% lauril eter i 12.5% etil butanol) i izosteril alkohola koji sadrzi dve oksietilen
grupe (ISA-20E) u suzbijanju An. quadrimaculatus u vestackom bazenu Sumovite sredine,
pratili i efekte preparata na dve familije insekata, Gerridae i Dytiscidae. Nisu uocili negativne
efekte na vrstama iz fam. Dytiscidae, medutim kod vrsta iz fam. Gerridae pojedine individue
su tonule ispod povrsine vode nakon kontakta sa MMF-om.

Slika 46. Dytiscidae adulti (a) i Dytiscidae larve (b), D. dorotocephala (¢) i R. culicivorax
(d,e) (Izvor: http://www.arkive.org; http://picssr.com; http://www.harpercollege.edu;
http://i.somethingawful.com; http://entnemdept.ifas.ufl.edu)

Levy et al. (1981a) su tokom evaluacije MMF-a na vrstu Ae. taeniorhynchus u slanim
mocvarama jugozapadnog dela Floride opservirali i efekte MMF-a na nekoliko neciljanih
organizama. Posmatrana je ovipozicija Zenki vilinih konjica (Odonata, Anisoptera) koje su
polagale jaja u vodu tretiranu ISA-20E, a negativni efekti nisu zabeleZeni.

Takode, negativni efekti nisu uoceni ni na ribicama vrste Gambusia sp. Vrsta Dugesia
dorotocephala (pljosnati crvi, planarije) i nematode koje napadaju komarce Romanomermis
culicivorax nisu bile ugrozene efektima jedinjenja ISA-20E, apliciranim u dozi 0.4-0.5
mL/m?.

Efekte preparata Arosurf 66-E2 apliciranog u dozi 0.5 i 1 mL/m? na povrsinu vode u
betonskim tankovima u poljskim uslovima, na vrstu ribe G. affinis i vodenog puza Gyraulus
sp. proucavali su Levy et al. (1982c). Interval ponavljanja aplikacije bio je 7-10 dana (ukupno
15 aplikacija da se osigura permanentna pokrivenost vodene povrsine). Nakon 105 dana,
registrovana je njihova populacija i nije bilo znacajne razlike kako u broju prisutnih riba, tako
I kvalitativnim osobinama ispitivanih organizmima. Nije uocena ni razlika u tezini riba u
tretiranom i kontrolnom tanku. Medutim, zanimljivo je istaci da je zabelezen signifikantno
veci broj vodenih puzeva u tretiranom nego u kontrolnom tanku.

Mulla et al. (1983) su proucavali efekte preparata Arosurf na nekoliko neciljanih
organizama: Ephemeroptera (Callibaetis pacificus), Dytiscidae (Berosus metalliceps), zatim
na ostrakodama (Ostracoda) i kopepodama (Copepoda). Primenjene doze 4.67-9.35 I/ha nisu
uzrokovale negativne posledice na ispitivanim organizmima.
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Suprotno navedenim studijama, Takahashi et al. (1984) su dosli do zakljucka da u
poljskim uslovima efekti Arosurf-a u dozama 0.25, 0.5 i 1 mL/m? uzrokuju akutne letalne
efekte na akvaticnim vrstama iz reda Hemiptera i to fam. Corixidae (Corisella spp.) i
Notonectidae (Notonecta unifasciata), zatim na raci¢cima (Eulimnadia sp.) i adultima
tvrdokrilcima (Tropisternus lateralis). Sve ove vrste, osim raci¢a, imaju ventralni plastron za
respiraciju ili moraju ostvariti kontakt voda-vazduh interfejs, da bi disali. Isti autori smatraju
da disanje moze biti prekinuto usled kontakta sa MMF-om. Oni tvrde da MMF nema
negativne efekte na vrstu Callibaetis spp., zatim na larve iz fam. Chironomidae i na
kopepode.

\Veoma znacajno istrazivanje sproveli su Webber i Cochran (1984). Ispitivali su efekte
preparata Arosurf 66-E2 (ISA-20E) na nekoliko vrsta neciljanih organizama: slatkovodne
vrste zaba Hyla cinerea, dve slatkovodne vrste riba Hypostomus plecostomus (Loricariidae) i
G. affinis (Poeciliidae) i pet braki¢nih vrsta riba Fundulus confluentus (Cyprinodontidae),
Fundulus grandis (Cyprinodontidae), Cyprinodon variegates (Cyprinodontidae), Poecilia
latipinna (Poeciliidae) i Dormitator maculatus (Eleotridae). Svaka vrsta je u kontinuitetu bila
izlozena dozi 0.68 mL/m? u trajanju od 6 meseci. Primenjeni preparat nije ostavio negativne
posledice na eksponirane Zivotinje. Mortalitet nije registrovan ni u jednom slu¢aju

Karanja et al. (1994) su ispitivali efekte Arosurf MSF-a na 15 akvati¢nih vrsta
beski¢menjaka, u poljskim uslovima u Keniji. Cilj aplikacije bio je suzbijanje An. arabiensis
u pirincanim poljima sa irigacionim sistemima. Primenjena je doza 4 I/ha, a tretman ponovljen
svakih 14 dana u trajanju od 2 meseca. Nije doslo do redukcije populacije niti su uoceni
negativni efekti na ispitivanim vrstama. Ukljucene su bile vrste slede¢ih familija Dytiscidae,
Hydrophilidae, Planorbidae, Ampullaridae, Corixidae (Micronecta spp.), Notonectidae
(Anisops spp.), Nepidae, Belostomatidae, Glossiphonnidae i Ranidae (Hyperoliidae).

'a : b |

Srli>ka 47. Corixidae (@), Gerridae (b), Notonectidae (c) i larva Ephemeroptera (d) (lzvor:
https://www.inaturalist.org; https://www.wikiwand.com; https://assets.atlasobscura.com;
http://lifeinfreshwater.net)

Sva prethodno navedena istrazivanja su pokazala da ribe, beski¢menjaci i akvati¢ne
biljke nisu bile ugrozene kada su izlozene razli¢itim koncentracijama monomolekularnog
filma.

Neki od korisnih organizama registrovani u istim akvati¢énim staniStima sa komarcima
sa vrstom Cx. pipiens complex predstavljeni su u prilogu 3.

3.2.4 PERZISTENTNOST | AKTIVNOST RAZLICITIH FORMULACIJA MMF-A U ZIVOTNOJ
SREDINI
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Perzistentnost MMF-a moze varirati u poljskim uslovima. Stark (2005) navodi da se
veéina ovih proizvoda ne moze vizuelno detektovati 48h nakon tretmana. Utvrdeno je da
razli¢it stepen perzistentnosti poti¢e od doza primene i temperatura kojima je preparat izlozen.
Stark (2005) smatra da efikasnost MMF-a traje oko 10 dana pri odgovaraju¢im uslovima
zivotne sredine (klimatskim i dr.). Perzistentnost MMF-a takode varira u zavisnosti od
mikrobioloSke koncentracije u vodi, brzine i pravca vetra, nivoa i fluktuacije vode, zatim
prisustva i zastupljenosti otpada i vegetacije koja pluta po povrsini vode (zastupljenosti
socivice, rogoza i drugih emerznih i flotiraju¢ih biljaka) (Hertlein et al., 1985; Levy et al.,
1985).

Levy et al. (1985) navode da Arosurf perzistira od 2-10 dana. Perzistentnost MMF-a se
moze poboljsati upotrebom ,,drip-dispensing* uredaja ili tzv. ,,commercial oiler”. Ovi uredaji
su kalibrisani da u kontinuitetu u obliku kapi apliciraju male koli¢ine MMF-a (drip-dispense)
gde se precizno odreden broj kapi aplicira na datu povrSinu u toku jednog dana. Levy et al.
(1985) su koristili drip-dispenser da bi aplicirali Arosurf u dozi 0.19-0.76 I/kanalizacionom
bazenu/danu. ZabeleZeni procenat mortaliteta L;-L4 stupnjeva vrsta iz roda Culex iznosio je
30-100%.

Das et al. (1986) su utvrdili da je Arosurf efikasan u stagniraju¢im vodama, ali da je
efikasnost znacajno redukovana u sistemima sa teku¢om vodom.

MMF se najéesce aplicira konvencionalnim metodama i to lednom prskalicom ili iz
vozila sa zemlje ili aviotretmanom. Medutim, i druge formulacije i metode aplikacije su
ocenjivane, kao npr. metod kontinuranog kapanja, sporootpusStaju¢e matrice ili sistem
injektiranja.

Sporootpustaju¢e matrice (Sherex 0.5 g multiporozna biodegradabilna matrica; 0.35-
0.40 g Arosurf/matrix) se sastoje od flotirajuc¢ih, multiporoznih biodegradabilnih peleta koje
znacajno prolongiraju perzistentnost MMF-a (Levy et al., 1985). Ovakve matrice
impregnirane su MMF-om. Levy et al. (1985) su zakljucili da ovako formulisan MMF moze
da obezbedi visoku efikasnost u suzbijanju larvi i lutki i preveniranju eklozije adulta Ae.
aegypti, Cx. quinquefasciatus i Ae. taeniorhynchus u laboratorijskim uslovima. Samo jednom
aplikacijom obezbeden je 100% mortalitet u trajanju od 4-5 meseci.

3.2.5 REZISTENTNOST

MMF preparati funkcioniSu po principu fizickog metoda suzbijanja, pa vlada opsti stav
da komarci nemaju moguénost razvoja rezistentnosti na MMF. Medutim, Stark (2005) smatra
da postoji moguénost pojave rezistentnosti vezane za promenu obrasca ponaSanja komaraca
(bihejvioralna rezistentnost) koja se zasniva na principu razvijanja sposobnosti za izbegavanje
MMF-a (resistance = avoidance).

3.2.6 UTICAJI FAKTORA ZIVOTNE SREDINE NA MMF

Ranije je istaknuto da temperature mogu imati razli€it uticaj na efikasnost i Sirenje
MMF-a po povrsini vode. MMF funkcioniSe na niskim temperaturama, ali su efekti odlozeni
u poredenju sa aplikacijom na visokim temperaturama. Levy et al. (1981a) su pokazali da je

79



efikasnost MMF-a veca na visim temperaturama. Monomolekularni film ¢e biti efikasan i na
nizim temperaturama, ali u takvim uslovima zahteva duzi vremenski period da deluje. Levy et
al. (1984d) su takode ocenjivali uticaj temperature na brzinu Sirenja Arosurf-a na povrsini
vode. Ocena je radena na 2, 4, 5, 10 i 32°C. Brzina sirenja MMF-a bila je obrnuto
proporcionalna porastu temperature.

Vegetacioni pokriva¢ kao Sto su emerzne i flotantne akvati¢ne biljke, alge i otpad
znacajno redukuju efikasnost MMF-a. Kada se formiraju nepokriveni ,,prozori®, juvenilni
stadijumi komaraca se smestaju ispod njih da bi izbegli kontakt sa MMF-om.

U pirinénim poljima na kojima je ispitivana efikasnost Aquatain filma, Bukhari et al.
(2011) su utvrdili da je u proseku potrebno 26+2 minuta da se ova supstanca rasiri po Citavom
pirin¢anom polju povrSine 0.20 ha. Autori smatraju da Aquatain ostaje vidljiv na povrSini
vode 10 dana.

Brzina vetra koja dislocira Arosurf MSF u pravcu vetra je 12.9 km/h (Levy et al.,
1981a). Medutim, kada se formulise sa 2-etil butanolom ili 2-propanolom Arosurf MSF
zadrzava efikasnost i pri brzini vetra 48.3 km/h. Neki autori smatraju da Aquatain zadrzava
elasti¢nost i pri brzini vetra od 41 km/h (Karch et al., 1991).

3.3 Efekti razli¢itih larvicida na ovipoziciju

U kontroli komaraca, kroz manipulaciju ovipozicije, mnoga hemijska jedinjenja su nasla
primenu, bilo da je re¢ o atraktantima ili repelentima/repulzivima. Gravidne Zenke komaraca
koriste kombinacije fizickih (boja, temperatura, tip vegetacije) i hemijskih stimulansa
(acetilovani monohidroksi ili dihidroksi masne kiseline, 1.3 digliceridi) da lociraju i utvrde
optimalno mesto za ovipoziciju (Bentley and Day, 1989). Stoga poznavanje preferenduma
Zenki u izboru mesta za ovipoziciju moze znaajno olaksSati i optimizovati sam program
suzbijanje date vrste. Danas je u primeni veliki broj larvicida, medutim nedovoljno se zna o
njihovom uticaju na ponasanje zenki vezano za ovipoziciju.

Kada se visoka koncentracija hlorpirifosa (Dursban EC) primeni u ovipozicionim
klopkama, uoceno je repulzivno delovanje ove formulacije hlorpirifosa na vrstu Ae. triseriatus
(Mather and DeFoliart, 1983). Mather i DeFoliart (1983) navode da granulirani hlorpirifos i
temefos ne ispoljavaju repulzivni efekat. Moore (1977) je pokazao da temefos primenjen u
visokim koncentracijama ispoljava repulzivne efekte na Zenke vrste Ae. aegypti. Cipermetrin,
fenvalarat, dekametrin i permetrin su ispoljili repulzivno delovanje na Zenke vrsta An.
stephensi, Ae. aegypti i Cx. quinquefasciatus (Verma, 1986).

Akiner 1 Eksi (2015) su ocenjivali uticaj pet razli¢itih larvicidnih jedinjenja na
ovipoziciju zenki Cx. pipiens. Ispitivani larvicidi su bili: VectoBac® 12 AS (Bti); VectoLex®
WDG (Bs); Abate® 500 EC (temefos); Agnigue MMF® (MMF) i Dudim® (diflubenzuron).
Rezultat ovih istrazivanja pokazao je manji broj jajnih legala na povrsinu vode koja je
tretirana MMF-om i temefosom u odnosu na povrSine tretirane ostalim biocidima, a voda
tretirana MMF-om imala je najmanji broj jajnih legala tokom tri nedelje, koliko je i trajalo
ovo istrazivanje. Gravidne Zzenke Cx. pipiens pipiens su tokom tri nedelje polozile
signifikantno veé¢i broj jajnih legala na destilovanu vodu (kontrola), u poredenju sa svim

tretiranim vodenim povrsinama. U prvoj nedelji su zenke polozile vise jajnih legala u Bti
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tretman nego u ostale tretirane posude. PovrSine tretirane MMF-om i temefosom su bile
najmanje atraktivne za ovipoziciju. Isto je zabelezeno i u drugoj nedelji. Svi tretmani su bili
signifikantno slabije atraktivni za ovipozicju u odnosu na kontrolu (destilovanu vodu). Tokom
tre¢e nedelje ocene, voda tretirana MMF-om i temefosom je imala veci broj poloZenih jajnih
legala nego $to je bio sluéaj u prvoj i drugoj nedelji, dok je u svim ostalim tretmanima i
kontroli zabelezen manji broj jajnih legala u tre¢oj nego u prvoj i drugoj nedelji. Svi aplicirani
larvicidi ispoljili su repulzivno delovanje na ovipoziciju zenki Cx. pipiens pipiens. Repulzivno
delovanje je i u laboratorijskim i poljskim uslovima bilo obrnuto proporcionalno protoku
vremena od aplikacije (smanjivalo se postepeno tokom tri nedelje ocene). Sledec¢e veoma
znacajno zapazanje ovih autora odnosilo se na stetan uticaj tretmana na jajna legla. Generalno,
jaja tretirana preparatima na bazi Bti i Bs su bila neuobicajenog oblika i sitnija nego jaja
polozena u ostale tretirane posude. Prema izracunatom ovipozicionom indeksu (Oviposition
activity index, OAI) rezultati potvrduju repulzivno delovanje MMF-a, §to je u saglasnosti sa
ranijim istrazivanjima. Zenke su mnogo &es¢e birale Bti i Bs tretmane za ovipoziciju, u
odnosu na vodene povrsine tretirane ostalim preparatima. Ovipozicioni indeks aktivnosti u
vodi tretiranoj Bti agensima varirao je od -0.18 do -0.63, sto ukazuje na slabije repulzivno
delovanje na zenke vrste Cx. pipiens u poredenju sa ostalim tretmanima. Bs efekti su varirali
od -0.11 do -0.67, po ¢emu se nalazi na drugom mestu iza Bti, kao najslabiji repulziv (Nayar
and Ali, 2003; Stark, 2005). Suprotno tome, neke vrste iz roda Aedes preferiraju ovipoziciju
uz vodenu povrsinu tretiranu Bti preparatima u odnosu na kontrolnu/netretiranu povrSinu
(Santos et al., 2003; Stoops, 2005). Barbosa et al. (2010) su demonstrirali slicnu situaciju
povecavanja ovipozicione aktivnosti zenki kada na raspolaganju imaju Bti tretiranu vodu.

Ovipozicioni indeks aktivnosti za temefos varirao je od -0.37 do -0.77 §to potvrduje
znacajan repulzivni efekat ovog larvicida. Visok repulzivni efekat je zabelezen u prvoj, a nizi
efekat u trecoj nedelji u istrazivanju autora Akiner i Eksi (2015).

Akiner i Eksi (2015) su zakljucili da MMF, diflubenzuron, Bti, Bs i temefos ispoljavaju
repulzivna svojstva na ovipoziciju Zenki vrste Cx. pipiens.

Ovipozicija zenki vrste Ae. albopictus na vodi tretiranoj temefosom je redukovana u
odnosu na Bti tretiranu povrSinu i u odnosu na kontrolu, a dobijeni OAI za temefos je bio
negativan ¢ak 6 nedelja nakon aplikacije (Nazni et al., 2009). Mather i DeFoliart (1983)
navode da temefos (Abate®) moze da uzrokuje 80% redukciju ovipozicije u otvorima drveca
u cilju suzbijanja vrste Ae. triseriatus. Suprotno rezultatima do kojih su dosli Akiner i Eksi
(2015), Ling et al. (2013) smatraju da aplicirani temefos predstavlja atraktant za vrstu Ae.
aegypti u Maleziji.

4. CILJEVIIZADACI ISTRAZIVANJA

Nove Evropske regulative zahtevaju vece bezbednosne standarde, pa je trziSte
insekticidnim proizvodima koji su dostupni u Evropi znacajno redukovano tokom
poslednjih nekoliko godina. Stoga se namece potreba za maksimalnom eksploatacijom
dostupnih proizvoda u formulacijama koji treba da obezbede visoku efikasnost suzbijanja
komaraca i dugotrajnu aktivnost.
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Uvodenje kombinacije razli¢itih metoda (hemijskih, bioloskih i fizickih) koje bi
delovale komplementarno i obezbedile delovanje u okviru razli¢itih fizioloskih procesa
juvenilnih razvojnih stadijuma, treba da otvore moguénosti kontrole i suzbijanja populacije
komaraca u urbanim zonama, sa naglaskom na potencijalna mala izvorista u kojima tokom
sezone zenke permanentno polazu jaja.

PredloZeno istraZivanje se naroCito fokusira na optimizaciju primene razlicitih
formulacija IGR supstanci i MMF za suzbijanje juvenilnih stadijuma razvoja komaraca u
cilju dobijanja efekata primene ispitivanih supstanci u akvati¢noj sredini. S obzirom na to
da je veoma tesko predvideti dugorocne posledice izloZenosti Coveka razli¢itim
konvencionalnim insekticidnim jedinjenjima, pre svega iz grupe adulticida, koji su jo$
uvek dominantni u opredeljenju izbora metoda koje se koriste u programima kontrole i
suzbijanja komaraca, neophodno je kreirati strategije koje ¢e u znacajnoj meri smanjiti
nepotrebne aplikacije i negativne ekotoksikoloske efekte.

Cilj ovog istrazivanja je poboljSanje strategije suzbijanja komaraca optimizacijom
metoda suzbijanja larvi i uvodenje komplementarnih mera koje mogu da utiCu na
smanjenje gustine populacija juvenilnih stadijuma razvié¢a. Istrazivanje ima za Ccilj
obezbedjivanje ekoloski prihvatljivih i ekonomski opravdanih larvicidnih tretmana
populacije komaraca.

Zadaci ovog istrazivanja bili su:

e Uspostavljanje stabilne kolonije vrste Cx. pipiens biotip molestus u Laboratoriji za
medicinsku i veterinarsku entomologiju Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, pre
svega u funkciji obezbedenja dovoljnog broja test insekata.

e Optimizovanje fertiliteta zenki kako bi se dobila stabilna kolonija koja je sluzila za
dobijanje bioloskog materijala neophodnog za sprovodenje eksperimenta.

o Eksponiranje larvi razli¢itim koncentracijama larvicida radi utvrdivanja letalne doze
ciromazina u formulaciji granula razli¢itih osobina kako po specifi¢noj masi/flotantnosti
tako po veli€ini 1 sorptivnim osobinama.

e Utvrdivanje efektivne doze preparata i frekvencije ponavljanja aplikacija.

o Evaluacija efikasnosti larvicida na bazi ciromazina u formulaciji ekoloski prihvatljivih
biodegradabilnih granula na Biodac nosacu sa 0.5 i 2 % sadrzaja aktivne materije, na
razliCite larvene stupnjeve (L, i L3) vrste Cx. pipiens biotip molestus.

e Pracenje duzine delovanja granula ciromazina i izbor najefikasnijeg IGR za dalju
primenu u poluprirodnim uslovima.

e Evaluacija bioloske efikasnosti granula piriproksifena na dva razlicita biodegradabilna
nosaca (koc¢anka i zeolit) u dve razli¢ite doze (preporucena i dupla) u laboratorijskim
uslovima.

e Evaluacija bioloske efikasnosti granula diflubenzurona na biodegradabilnom nosacu od
zeolita.

e Ocena bioloske efikasnosti granula ciromazina u poluprirodnim uslovima (buradima) u
suzbijanju juvenilnih stadijuma vrste Cx. pipiens biotip molestus.

e Aplikacija granula opredeljenog IGR u prirodnim izvoristima vrste Cx. pipiens
complex, a na osnovu rezultata procena mogucnosti primene testiranih granula u
takvom tipu vodenih stanista.
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e Utvrdivanje perzistentnosti delovanja IGR u selektovanim izvoristima komaraca.

® (dredivanje operativne doze primene u poljskim uslovima i procena frekvencije
ponavljanja aplikacije IGR granula.

e Evaluacija efikasnosti Aquatain AMF-a na juvenilne razvojne stadijume u
laboratorijskim uslovima na vrsti Cx. pipiens biotip molestus.

e Evaluacija bioloske efikasnosti Aquatain AMF-a na juvenilne razvojne stadijume u
laboratorijskim uslovima na invazivnoj vrsti Ae. albopictus.

e Utvrdivanje “multi-stage” efekta Aquatain AMF-a na sve stadijume razvi¢a komaraca.

e Utvrdivanje efekata Aquatain AMF-a na razli¢ite stadijume razvi¢a vrsta CX. pipiens
complex i invazivne vrste Ae. albopictus.

e Utvrdivanje i uporedivanje senzitivnosti nativne vrste CX. pipiens biotip molestus i
invazivne vrste Ae. albopictus, eksponiranih u Li-L;, i L3-L4 larvenim stupnjevima i u
stadijumu lutke.

e Odredivanje duzine delovanja Aquatain AMF-a i utvrdivanje operativne doze primene u
izvoriStima komaraca.

e Procena brzine biodegradacije Aquatain AMF-a, te na osnovu utvrdenih podataka
odredivanje frekvencije ponavljanja aplikacije.

e Procena uticaja apliciranog sloja Aquatain AMF-a na mogucnost uspesne ovipozicije
zenki vrste CX. pipiens biotip molestus.

e Evaluacija uticaja razli¢itih doza Aquatain AMF-a na ovipoziciju.

e QOdredivanje preferenduma mesta za ovipoziciju kada Zenke na raspolaganju imaju
vodenu povrS$inu tretiranu Aquatain AMF-om 1 netretiranu/Cistu vodu.

e Utvrdivanje procenta ispiljenih larvi, formiranih lutki i procenta uspes$no eklodiranih
adulta koji su od samog polaganja jaja izlozeni delovanju Aquatain AMF preparata.

e Procena opravdanosti uvodenja Aquatain AMF-a pojedina¢no ili kao komplementarne
mere uz primenu odgovarajuceg IGR.

5. RADNE HIPOTEZE

Za suzbijanje komaraca na prostoru Srbije najceS¢e se primenjuju bioloski i hemijski
tretmani. Bioloski agensi (Bti) namenjeni su larvicidnim tretmanima. Medutim, ukoliko
larvicidni tretmani ne daju zadovoljavajuci stepen supresije populacije komaraca (bilo da je
uzrok kasnjenje sa larvicidnim tretmanima ili neadekvatna primena larvicida) neophodno je
pristupiti hemijskom tretmanu, odnosno tretirati komarce adulticidima. Na trzistu u Srbiji
ogranicen je izbor raspolozivih sredstava sa suzbijanje komaraca. ProSirenje izbora larvicida
uvodenjem novih supstanci u programe suzbijanja juvenilnih stadijuma komaraca, pre nego
Sto dode do pojave odraslih formi, svakako predstavlja opravdanu meru sa ekonomskog,
ekoloskog i medicinskog aspekta.

Pretpostavlja se da ¢e u laboratorijskim uslovima odabrane larvicidne granule na bazi
regulatora rasta i razvoja insekata ispoljiti efikasnost u suzbijanju juvenilnih stadijuma razica.
Ocekivano je da ¢e povecanje doze primenjenih IGR preparata (dupla preporucena) biti
direktno proporcionalno efikasnosti IGR u suzbijanju juvenilnih stadijuma razvi¢a komaraca.
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Ocekivana je dobra flotantnost granula koja se smatra krucijalnom osobinom larvicida za
suzbijanje komaraca. Ukoliko granule ne budu flotirale, u kombinaciji sa muljevitom
podlogom koja je Cesta u izvoriStima komaraca, moguce je vezivanje preparata za podlogu
(dno) staniSta i redukcija efikasnosti preparata u odnosu na ostvarenu u laboratorijskim
uslovima. Pretpostavlja se takode da ¢e Aquatain AMF u laboratorijskim uslovima pokazati
visoku efikasnost u suzbijanju svih stadijuma razvi¢a komaraca i biti jednako efikasan u
suzbijanju domace vrste Cx. pipiens biotip molestus i invazivne vrste Ae. albopictus. Hipoteza
je takode da je vecéa osetljivost obe vrste u L4 stupnju i stadijumu lutke u odnosu na mlade
stupnjeve (L;-L3). Smatra se da ¢e selektovani regulatori rasta obezbediti visok nivo supresije
divlje populacije komaraca, a pre svega vrste Cx. pipiens complex. Takode se ocekuje da ¢e
primena Aquatain AMF-a uspesno suzbiti sve eksponirane individue vrste Ae. albopictus.

Pretpostavlja se da c¢e primena testiranih IGR i Aquatain AMF obezbediti
zadovoljavaju¢i nivo supresije divlje populacije komaraca i zadovoljiti kriterijume za
ukljucivanje u programe suzbijanja invazivne vrste Ae. albopictus. Oc¢ekuje se da kombinacija
ovih supstanci obezbedi ekoloski prihvatljiv, visoko efikasan i ekonomski isplativ nivo
supresije komaraca. Oc¢ekivano je da ¢e simplifikovana i bezbedna primena svih testiranih
preparata omoguditi njihovu siroku primenu.

6. MATERIJAL | METOD

6.1 MESTO IZVODENJA EKSPERIMENATA

Srazmerno medicinskom i veterinarskom znacaju vrsta komaraca na prostoru Srbije i
susednih zemalja, opredeljene su dve vrste Cx. pipiens complex i Ae. albopictus koje su
predmet ispitivanja bioloske efikasnosti biocida u razli¢itim formulacijama.

Osetljivost juvenilnih stadijuma Cx. pipiens complex na biocide, ukljucujuéi i
ispitivanje stepena efikasnosti MMF-a, radena je u Srbiji. Laboratorijski eksperimenti radeni
su u Laboratoriji za medicinsku i veterinarsku entomologiju, na Departmanu za Fitomedicinu
I zaStitu zivotne sredine Poljoprivednog fakulteta u Novom Sadu.

Kontrolisani, poluprirodni uslovi bili su obezbedeni u botanickoj basti otvorenog tipa na
Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu.

Svi ogledi u poljskim uslovima ¢ija je ciljna vrsta komaraca bila Cx. pipiens complex
izvedeni su u drenaznim kanalima semiurbanog karaktera u Novom Beceju (45°36'3.96"N 20°
8'29.54"E), u Srbiji. Opredeljeni kanali redovno su naseljeni veoma brojnom populacijom Cx.
pipiens complex juvenilnih stadijuma. Pored Cx. pipiens complex jedinki, registrovan je i
veliki broj juvenilnih individua koje pripadaju kompleksu Anopheles maculipennis s.I.

Eksperimenti koji su podrazumevali evaluaciju delovanja fizickog agensa u spre¢avanju
razvoja juvenilnih stadijuma populacije Ae. albopictus radeni su u Crnoj Gori.

Deo ocene laboratorijskih ispitivanja na vrsti Ae. albopictus raden je na Biotehnickom
fakultetu u Podgorici, dok je drugi deo podrazumevao evaluaciju u simuliranim poljskim
(poluprirodnim) uslovima. Opredeljeni lokaliteti pripadaju opstini Podgorica: Mataguzi
(ruralna sredina, 42°19'22.2"N 19°16'25.7"E), Zlatica (semiurbana sredina, 42°282.5"N
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19°17'25.0"E), Tolosi (semiurbana sredina, 42°27'1.9"N 19°13'33.1"E) i Tresnjica (ruralna
sredina, 42°19'48.4"N 19°14'30.8"E).

6.2 POPULACIJA KOMARACA EKSPONIRANIH TOKOM OGLEDA

6.2.1 POPULACIJA KOMARACA KORISCENA U LABORATORIJSKOM DELU ISTRAZIVANJA

U laboratorijskom delu istrazivanja koris¢ene su jedinke iz kolonije komaraca Culex
pipiens biotip molestus. Kolonija je uspostavljena i kontinuirano se odrzava Sest godina u
Laboratoriji za medicinsku i veterinarsku entomologiju Poljoprivrednog fakulteta u Novom
Sadu. Koris¢eni komarci su deo stabline kolonije, izolovane od potencijanog kontakta sa
bioloskim ili hemijskim agensima koji bi mogli interferirati u procesu dobijanja realnih
rezultata. Prve larve Cx. pipiens biotip molestus (populacija autogenih komaraca cije zenke
imaju sposobnost da poloze prvo jajno leglo bez uzimanja krvnog obroka) na kojima je
zasnovana kolonija 2010. godine, sakupljene su u kanalima urbane sredine, na teritoriji grada
Novog Sada, te se smatra da kolonija vodi poreklo sa navedene teritorije.

Kolonija se odrzava u kavezu specijalno prilagodenom za uzgoj komaraca u kojoj se
nalazi plasticna posuda do polovine napunjena vodom (2 L demineralizovane vode). Posuda
je predvidena za ovipoziciju i neprekidno je na raspolaganju zenkama. Na dnevnom nivou
jajna legla se registruju i odvajaju iz kaveza u ¢aSice za uzgoj.

U prostoriji u kojoj su smesteni kavezi, temperatura vazduha iznosi u proseku 25+2°C,
relativna vlaznost je 80+2% i fotoperiod od 14:10 (svetlo:tama).

Temperatura vode je 23+2°C. Jednom na dan larvama se introdukuje hrane za ribice
Tetramin. Koli¢ina je opredeljena skladno broju ispiljenih larvi. Dodavanje hrane prestaje
nakon ulutkavanja. Po ulutkavanju, lutke se premestaju u nove plasti¢ne ¢asice sa Cistom
vodom), a potom smestaju u kavez gde eklodiraju adulti. Ukoliko dode do zamuéenja vode u
¢asicama za uzgoj (posledica nagomilavanja hrane za larve), radi se transfer larvi u cistu
vodu. Ova gajena kolonija je veoma osetljiva na zamucéenu vodu, a takode i na najmanju
pojavu filma na vodenoj povrsini poreklom od masne hrane za ribice. Ispiljene larve/lutke
odgajane su u prostoriji pod istim uslovima (temperatura vazduha 25+£2°C, relativna vlaznost
80+2%) kao i odrasli komarci. Nakon kopulacije, zenke polazu jaja u jajnim leglima.

U kavezu je smestena i hranilica koja adultnim formama oba pola sluzi za ishranu
Seéernim rastvorom. Seéerni rastvor se priprema u 10% koncentraciji. Hranilice su izlozene
neprekidno te je adultima omoguéen ad libitum pristup hrani. Zenkama ove kolonije se nikada
ne obezbeduje krvni obrok (Slika 48).
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Slika 48. Uzgoj kolonije komaraca Culex pipiens biotip molestus u Laboratoriji za
medicinsku i veterinarsku entomologiju Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu (lzvor:
Kavran M., 2016)

Jedinke Ae. albopictus su sakupljene tokom letnje sezone na teritoriji opstine Podgorica.
Zenke divlje populacije su polagale jaja na tapice u ovipozicione klopke. Sakupljeni $tapiéi
su potom transportovani u laboratoriju Biotehni¢kog fakulteta u Podgorici gde je pod
stereomikroskopom registrovan broj polozenih jaja. Svi Stapi¢i na kojima je utvrdeno
prisustvo jaja Ae. albopictus stavljeni su na piljenje. Ispiljene larve su gajene do
odgovarajuceg stadijuma razvica (larve ili lutke), a potom introdukovane u eksperiment.

6.2.2 POPULACIJA KOMARACA KORISCENA U POLUPRIRODNIM | PRIRODNIM (POLJSKIM)
USLOVIMA ISTRAZIVANJA

Za ocenu efikasnosti ciromazina u formulaciji granula u poluprirodnim uslovima
koris¢ena je laboratorijski gajena populacija Culex pipiens biotip molestus.

Tokom ogleda u Novom Beceju evaluacija opredeljenih preparata je radena na divljoj
populaciji domacéih vrsta komaraca. Nakon uzorkovanja u pretretman periodu utvrdeno je da
su u uzorcima vecinsku populaciju €inile larve i lutke vrste Cx. pipiens complex. Sporadi¢no
je u uzorcima registrovana i vrsta An. maculipennis s.1.

Populacija Ae. albopictus za ocenu efikasnosti Aquatain AMF tretmana, sakupljena je
na Cetiri lokaliteta (Mataguzi, Zlatica, Tolosi i Tre$njica). Na svakom lokalitetu pozicionirano
je po 10 ovipozicionih klopki u radijusu od 20 m. Ovipozicione klopke su tokom narednih 15
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dana bile izlozene divljoj populaciji zenki koje su mogle neometano da polazu jaja. Nakon 15
dana sve klopke su sakupljene i registrovan je broj juvenilnih individua Ae. albopictus. Po
registrovanju brojnosti, larve i lutke su introdukovane u plasti¢ne posude u kojima ¢e zatim
biti tretirane. Populacija sakupljena na odredenom lokalitetu korespondirala je tretmanu na
istom mestu (Mataguzi populacija je koris¢ena isklju¢ivo za evaluaciju na tom lokalitetu,
jedinke juvenilnih stadijuma sa lokaliteta Zlatica tretirane su na istom lokalitetu itd).

6.3 APLICIRANI AGENSI ZA SUZBIJANJE KOMARACAU
JUVENILNIM STADIJUMIMA RAZVOJA | PRIMENJENE DOZE

6.3.1 CIROMAZIN

Opsti podaci:

¢ Naziv preparata: Ciromazin na Biodac granulama

e Naziv aktivne materije: ciromazin

e Naziv prema IUPAC: 2-N-ciklopropil-1,3,5-triazin-2,4,6-triamin

e CAS broj: 66215-27-8

e EEC broj: 266-257-8

e Hemijska grupa: Regulatori rasta i razvoja insekata. Precizan mehanizam delovanja jo$
nije potvrden. Smatra se da interferira sa sistemom hormona kod insekata, Sto za
posledicu ima uticaj na sklerifikaciju kutikule i metabolizam nukleinskih kiselina
(NCBI 2018).

e Molekulska formula: CeH1oNg

e Molekulska masa: 166.188 g/mol

e Strukturna formula:

e Poslovno ime i adresa proizvodaca preparata: DUOCHEM d.o0.0., Industrijska zona,
Blok 25, 22330 Nova Pazova,Srbija

e Sadrzaj aktivne materije u preparatu: 0.5% na Biodac nosacu, 0.5% na Biodac nosacu
oblozene stearatom (Coated) granule, 2% na Biodac nosacu, 2% na Biodac nosacu
stearatom oblozene granule (Coated).

e Nosac: Biodac. Granulirani Biodac nosa¢ dobijen je od reciklirane biodegradabilne
celuloze.

e Sadrzaj aktivne materije u tehnickom proizvodu: 97%
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Fizicke osobine preparata
e lzgled preparata: granule sivo-plave boje

Slika 49. Granule ciromazina na Biodac nosacu (Izvor: Kavran i Pudar, 2013)

Primena u laboratorijskim uslovima

Preporucena doza primene iznosi 10 kg/ha, odnosno 1 g/m® Aplicirano je 0.045 g
preparata po eksperimentalnoj posudi. Aplicirane su dve formulacije Biodac nosaca sa
razli¢itim sadrzajem ciromazina:

e 0.5% ciromazin na Biodac nosacu,
e 0.5% ciromazin na Biodac nosacu oblozen stearatom,
e 2% ciromazin na Biodac nosacu.

Primena u poluprirodnim uslovima

Aplicirana doza dobijena je u odnosu na povrsinu vodenog ogledala, odnosno povrsinu
vode u buretu koja je priblizno jednaka povrsini vode u plasticnim posudama koris¢enim u
laboratorijskim uslovima, te je primenjena ista doza od 0.045 g/buretu. S obzirom na to da
koncentracija ciromazina u zapremini vode od 30 litara nije obezbedila zadovoljavajuce
efekte na juvenilne razvojne stadijume Cx.pipiens biotip molestus, opredeljena je doza 0.68
g/buretu, sto predstavlja koncentraciju 0.023 g/l sto priblizno korespondira koncentraciji
ciromazina apliciranoj u laboratorijskim ogledima (0.045 g/1.7 | odnosno 0.026 g/I)

Nakon ogleda u laboratorijskim uslovima, ocenjeno je da su vrednosti za LDgy granula
na bazi ciromazina sa svega 0.5% ciromazina nedovoljne te je u dalja istraZivanja ukljucen
ciromazin sa 2% sadrzajem aktivne materije. Ocenjivano je delovanje granula na Biodac
nosaCu sa i bez stearata (obloZene i neoblozene granule). Aplikacija granula na vodenu
povrsinu radena je ru¢no.

Primena u poljskim uslovima

Opredeljena je doza 15 kg preparata/ha Sto odgovara 300 g aktivne materije/ha, odnosno
22.5 g preparata/15 m? kolika je bila povrsina svakog ponavljanja u opredeljenom kanalu (10
x 1.5 m). Ova doza aktivne materije opredeljena je u skladu sa preporukama Svetske
zdravstvene organizacije (WHO) koja je dala preporu¢enu dozu za aktivne materije
(diflubenzuron i novaluron) sa slicnim mehanizmom delovanja koji karakterise ciromazin.
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Preporucena doza za navedene aktivne materije iznosi 25-100 g aktivne materije/ha za
diflubenzuron i 10-100 g aktivne materije/ha za novaluron.

U poljskim uslovima evaluacija stepena bioloske efikasnosti uradena je sa oblozenim
biodegradabilnim granulama sa 2% sadrzajem ciromazina. Granule su aplicirane ru¢no na
vodenu povrSinu, podjednako rasporedujuc¢i odmerenu koli¢inu po povrSini vode datog
razvojnog stanista komaraca. Isto vazi i za ostale primenjene aktivne materije.

6.3.2 DIFLUBENZURON

Opsti podaci:
e Naziv preparata: LARVASTOP ZG
e Naziv aktivne materije: diflubenzuron
e Naziv prema IUPAC: N-[(4-hlorfenil)karbamoil]-2,6-difluorobenzamid
¢ Hemijska grupa: Regulatori rasta i razvoja insekata. Inhibitor sinteze hitina.
e Molekulska masa: 310.685 g/mol
e Molekulska formula: C14HyCIF;N,0,
e CAS: 35367-38-5
e Strukturna formula:

e Poslovno ime i adresa proizvodac¢a preparata: EKO-DEZ d.o.0. Beograd, Vukasoviéeva
55

e Sadrzaj aktivne materije u preparatu: 1%

e Nosac: Zeolit

Fizicke osobine preparata:

e lzgled preparata: granule sivo-plave boje

e Izgled, agregatno stanje, boja i miris tehnickog proizvoda: bezbojni do zuti kristali.

e Tacka topljenja: 230-232°C . Rastvorljivost u vodi: 0.10 mg/l na pH 4, 0.32 mg/L na pH
10, u heksanu: 0.063, u metanolu: 1.1, u toluenu: 0.29, u dihlorometanu: 1.8, u acetonu:
6.98, u etil acetatu 4.26 (sve izrazeno u g/l na 20°C). Gustina: 1.57 na 20°C. pH
vrednost nedostupna.

o Nema eksplozivna svojstva

Primena u laboratorijskim uslovima

Diflubenzuron je apliciran u funkciji standardnog (komparativnog) preparata.
Preporucena je primena u dozi od 3-6 kg/ha. Ispitivan je stepen efikasnosti granula apliciranih
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u kolicini 21.6 mg po eksperimentalnoj posudi §to odgovara primeni diflubenzurona u koli¢ini
od 6 kg preparata po hektaru.

Primena u poljskim uslovima

Opredeljena je doza 15 kg preparata/ha Sto odgovara 150 g aktivne materije/ha, odnosno
22.5 g preparata na 15 m? kolika je bila povrsina svakog ponavljanja u opredeljenom kanalu
(10 x 1.5 m).

6.3.3 PIRIPROKSIFEN

U eksperimente utvrdivanja bioloske efikasnosti piriproksifena bile su ukljucene 2
formulacije:

a) Piriproksifen na nosacu od ko¢anki kukuruza (Larvastop piriprox G 05)

b) Piriproksifen na nosac¢u od zeolita (Larvastop piriprox ZG 05)

Opsti podaci:
e Naziv preparata: Larvastop piriprox G 05 i Larvastop piriprox ZG 05
o Naziv aktivne materije: piriproksifen
e Naziv prema IUPAC: 2-[1-(4-fenoksifenoksi)propan-2-iloksi]piridin
e Hemijska grupa: Regulator rasta i razvoja insekata. Analog juvenilnog hormona.
e CAS broj: 95737-68-1
e CIPAC broj: 715
e Molekulska masa: 321.376 g/mol
e Molekulska formula: CyoH1gNO3
e Strukturna formula:

@O@—OCHchOQ ")._ 4B
| N g
CH3 '

e Drugi naziv: ISO pyriproxyfen (BSI, draft E-1SO), sinonim Pyriproxyfen, Sumilarv,

e Poslovno ime i adresa proizvodaca tehnickog proizvoda: Sumitomo Chemical Co.
Ltd.27-1 Shinkawa 2-chome,Chuo-Ku, Toky0104-8260, Japan

e Poslovno ime i adresa proizvodaca preparata: EKO-DEZ d.0.0.Beograd, Vukasoviéeva
55

e Sadrzaj aktivne materije u preparatima: 0.5%
Nosac: kocanka kukuruza (Larvastop piriprox G 05) i zeolit (Larvastop piriprox ZG 05)

e Sadrzaj aktivne materije u tehni¢kom proizvodu: 96.5% piriproksifena

Fizicke osobine preparata
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e lzgled preparata: granule slama Zute boje

e lzgled, agregatno stanje, boja i miris tehnickog proizvoda: piriproksifen je u ¢vrstom
agregatnom stanju, bezbojni kristali.

e Tacka topljenja: 45-49°C. Rastvorljivost u vodi: 0.681 mg/L na 25°C; u heksanu: 400, u
metanolu: 200, u ksilenu: 500 (sve u g/kg na 20-25°C), gustina: 1.24 na 25°C. pH
vrednost nedostupna. Viskozitet na 20°C: 0.0003 Pa.

e Nema eksplozivna svojstva.

Primena u laboratorijskim uslovima

Predvidena je primena oba preparata u koli¢ni 3-6 kg/ha. Ispitivan je stepen efikasnosti
granula apliciranih u minimalnoj preporuc¢enoj dozi 10.08 mg/posudi $to odgovara primeni
piriproksifena u koli¢ini od 3 kg/ha i u maksimalnoj dozi 21.6 mg/posudi, $to je ekvivalent
dozi od 6 kg/ha.

PIRIPROKSIFEN  PIRIPROKS\FEN
NOSA%, - wotankA  NOSAR -zeoLT

Slika 50. Piriproksifen na nosacu od koc¢anke kukuruza (levo) i zeolita (desno)
(Izvor: Kavran M. 2016)

6.3.4 AQUATAIN AMF

Aquatain® Mosquito Formulation AMF sadrzi 87.5% aktivne materije polidimetil
siloksan (PDMS, silikon) i 12.5% inertnih materija. Proizvoda¢ Aquatain AMF preparata je
Luxembourg Industries LTD., lzrael. Proizvod za evaluaciju je obezbedila kompanija
Luxembourg D.O.O., Srhija. Opredeljena je doza AMF-a od 1 mL/m® prema preporuci
proizvodaca za upotrebu u prirodnim stanistima juvenilnih stadijuma komaraca. EU Biocide
Directive (EU 2015/655 od 23. april 2015.) je dokument kojim se ovaj proizvod ne svrstava u
biocide, ve¢ u sredstva opste upotrebe, te je primena formulacije ovog jedinjenja
(polidimetilsiloksan) odobrena u Evropi za suzbijanje komaraca (EU 2015).

e Naziv (ISO):PDMS
e Hemijski naziv: Polidimetilsiloksan
e Naziv proizvoda: Aquatain AMF
e CAS broj: 63148-62-9
e Molekulska formula: (CH3)3SiO[SiO(CHj3)2]nSi(CHz3)3
¢ Molekulska masa: 6000 g/mol
91



Fizic¢ke osobine preparata:
e Boja, agregatno stanje, miris: providna te¢nost bez mirisa
e Tacka mrznjenja -50 do -35°C
e Tacka kljucanja: >65°C
¢ Viskozitet: 10 do >100 000 cSt mN/m
¢ Rastvorljivost u vodi na 23°C: <1 ng/L
e Strukturna formula:

CH- A CHs
HyC CH, ‘
HsC——Si _ \5 / Si CH;
H.C

=N

Preliminarno su za laboratorijski deo istraZivanja bile opredeljene tri doze : 0.5 mL/m?,
1 mL/m? i 2 mL/m? Medutim, testiranjem stepena disperzije primenjenih doza Aquatain
AMF-a po vodenoj povrsini, utvrdeno je da se aplikacijom u dozi 0.5 mL/m? ne postiZe
potpuna prekrivenost vodenog ogledala, te je doza 0.5 mL/m? eliminisana. U laboratorijskim
eksperimentima preparat je apliciran automatskim mikropipetorom, dok je primena preparata
u poluprirodnim i poljskim uslovima radena direktno iz bocice prilagodene aplikaciji kap po
kap (Slika 51). Sem utvrdivanja stepena spre¢avanja uzimanja kiseonika larvi i lutki §to se
reperkutuje letalnim ishodom usled delovanja Aquatain AMF-a, uradena je i procena
delovanja ovog jedinjenja na spre¢avanje/ometanje ovipozicije u potencijalnim izvoristima
larvi i lutki koje su tretirane Agatain AMF-om. U laboratorijskim istrazivanjima procena
mogucnosti ovipozicije zenki CXx. pipiens biotip molestus na vodenu povrSinu tretiranu
Aquatain AMF-om i evaluacija preferenduma u izboru mesta za ovipoziciju iste vrste
komaraca ispitivana je u tri doze: u preporugenoj 1 mL/m?, zatim duploj (2 mL/m?) i deset
puta vecoj dozi od preporucene (10 mL/m?).

Slika 51. Bocica Aquatain AMF preparata u pakovanju prilagodenom za kap-po-kap primenu
u poljskim uslovima. Dodatna oprema nije potrebna, aplikacija se vrsi direktno iz boCice
(Izvor: Kavran M, 2018)
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6.4 DIZAJN EKSPERIMENTA EVALUACIJE IGR

6.4.1 LABORATORIJSKA ISTRAZIVANJA

6.4.1.1 EVALUACIJABIOLOSKE EFIKASNOSTI GRANULA CIROMAZINA U SUZBIJANJU VRSTE
CX. PIPIENS BIOTIP MOLESTUS

Ocena bioloske efikasnosti ciromazina na Biodac nosacu radena je tokom trogodisnjeg
istrazivanja. Prvi deo ispitivanja raden je u laboratorijskim uslovima. Tokom prve godine
istrazivanja, laboratorijski testovi su bili fokusirani na utvrdivanje minimalne efektivne doze
kojom bi bila postignuta visoka efikasnost preparata u suzbijanju larvi komaraca.

Plasti¢cne posude dimenzija 21.1 x 21.1 cm, zapremine 2 L, dopunjene su sa 1.7 L vode
iz vodovoda uz 24h kondicioniranja. Povrsina vodenog ogledala iznosila je 445.21 cm?.
Potom je u svaku eksperimentalnu posudu introdukovano po 25 larvi, L i L3 larvenog stupnja.
Aplicirani su preparati na bazi 0.5% ciromazina na Biodac nosacu, 0.5% ciromazina na
Biodac nosacu obloZene stearatom i 2% ciromazina na Biodac nosa¢u. Granule su aplicirane
po povrsini posuda predvidenih za tretman, dok je u kontrolnim posudama tretman larvicidom
izostao, te su larve mogle nesmetano da se razvijaju. Svaki tretman i kontrola radeni su u
cetiri ponavljanja. Tokom trajanja ekspermenta larve su na dnevnoj bazi dobijale hranu za
ribice. Ovaj rezim ishrane kori§¢en je i tokom uzgoja kolonije. Sa dodavanjem hrane je
prekinuto kada u posudi vise nije bilo zivih larvi, odnosno kada su sve jedinke presle u lutku
ili uginule. Mortalitet larvi/lutki i broj eklodiranih adulta dnevno je registrovan. Temperatura
vode u eksperimentalnim posudama iznosila je 23+£3°C s§to se moze smatrati optimalnim
uslovima za razvoj komaraca.

Testovima evaluacije primarno je ocenjena doza efikasna za kontrolu larvi komaraca, ali
I perzistentnost/duzina delovanja apliciranih granula. Duzina delovanja ocenjena je
reintrodukovanjem novih larvi u ve¢ tretiranu vodu nakon sto je prethodno introdukovana
grupa larvi (25 larvi/posudi) zavrsila razvoj ili uginula. Nakon uginjavanja svih larvi/lutki ili
uspesnog zavrsetka razvica koje rezultira pravilnim izletanjem adulta, u istu (koris¢enu) vodu
introdukovane su nove larve. Ista procedura reintrodukovanja larvi ponovljena je nekoliko
puta. Evaluacija je vrsena u trajanju od 54 dana, tokom kojih su larve reintrodukovane 27-og
post tretman dana, a drugi put reintrodukovane su 40-og post tretman dana. Kada je voda
postala potpuno zamucena eksperiment je prekinut, jer je zamucéenost vode kod nekih vrsta
komaraca direktno proporcionalna mortalitetu.

Radi utvrdivanja inicijalne efikasnosti ciromazina, na dnevnom nivou je evidentiran
broj uginulih larvi. Za sagledavanje ukupnog delovanja regulatora rasta neophodno je takode
pratiti 1 registrovati delovanje na uspesnost metamorfoze i transformaciju u lutku, zatim
stepen funkcionalnosti i mortalitet lutki. U toku ukupne verifikacije efekata primenjenog
biocida, registrovan je broj eklodiranih odraslih insekata. Pazljivim pra¢enjem svih razvojnih
stadijuma i pregledom individua pod binokularom registrovane su sve promene koje dalje
uticu na disfunkcionalnost narednog stupnja razvi¢a u stadijumu larve, ili malformacije u
stadijumu lutke koje nece dati naredni stadijum - odraslu jedinku ili ¢e dovesti do letalnog
ishoda na nivou lutke. Konacna verifikacija dejstva - bioloske efikasnosti, zasnovana je na

93



utvrdivanju formiranja odraslih formi komaraca. Svi postupci ocene razvic¢a larvi, lutki i
odraslih jedinki praceni su i u kontrolnom - netretiranom delu eksperimenta.

Po zavrsetku ogleda nakon 54 dana koliko su granule provele u eksperimentalnim
posudama (u vodi) uradena je analiza vode. Ciromazin je odredivan reverznofaznom
visokoperformantnom te¢cnom hromatografijom koris¢enjem UV nacina detekcije na 230 nm i
eksternom standardizacijom (Dobrat and Martijn, 2009). Formiran je kompozitni uzorak za
svaki od primenjenih preparata uzimanjem iz svakog ponavljanja po 250 mL vode (ukupno za
analizu 1 L/preparatu).

Tokom 2013. godine zavrsena je evaluacija tri navedene formulacije ciromazina: 0.5%
ciromazin na Biodac nosacu, 0.5 ciromazin Biodac oblozen i 2% ciromazin na Biodac nosacu
u laboratojskim uslovima, nakon cega je na osnovu rezultata opredeljena fomulacija 2%
ciromazina na Biodac nosacu koja je dalje testirana u 2014. godini. Ponovljena je ista
procedura evaluacije smrtnosti larvi, ali ovaj put samo na jednoj, opredeljenoj formulaciji.
Ekspozicija larvi je trajala 35 dana. Reintrodukcija je radena 18-0g post tretman dana. Potom
je tretman ponovljen i drugi put. Duzina ponovljenog eksperimenta je bila 61 dan. Larve su
reintrodukovane 17, 39 i 45 dana nakon tretmana.

Slika 52. Eksperimentalne posude u kojima su larve eksponirane delovanju ciromazina (Izvor:
Kavran i Pudar, 2013)

U cilju ispitivanja flotantnosti granula ciromazina, granule ciromazina 2 aplicirane su na
vodenu povrsinu.

Preliminarno je odmereno je 61.77 g granula, a masa potrebnih granula koje ¢e prekriti
povrSinu posude je izraunata prema povrSini posude. U posudi u koju je nasuto 2 | vode
granule su ravnomerno rasute po povrsini i ostavljene da stoje narednih 19 dana. Granule su
bile ¢vrsto zbijene jedna uz drugu i pomeranjem kadice nisu padale na dno. Ukupno 400 mL
vode iz ¢aSe sipano je po granulama u kadici. Medutim, kada je voda sipana po povrsini
granula, one su tonule u grupama. Oko 30% granula ostalo je da flotira.

Standardne staklene laboratorijske ¢ase zapremine 350 mL, pre¢nika 8 cm, povrsine
vodenog ogledala 50.3 cm? napunjene su sa 300 mL demineralizovane vode, a potom je u
svaku c¢asu introdukovano po 10 L4 larvi i 10 lutki. Oba stadijuma razvica su bila eksponirana
u pet ponavljanja. U kontroli nisu aplicirane granule ciromazina. Zajedno sa larvama
introdukovana je i hrana za ribice.

Prethodnim testiranjem utvrdeno je da je za prekrivanje povrsine od 50.3 cm? potrebno
6 g granula/casi. Potom je na svaku od ¢asa stavljen improvizovani poklopac (Slika 54). Bilo
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je neophodno pokriti ¢ase da bi bilo precizno odredeno da li je eklozija uspesno zavrSena i/ili
u kakvom su stanju izleteli adulti.

Temperatura vazduha je tokom trajanja ogleda u proseku iznosila 23.91+1.80°C. Ogled
je trajao od 03. juna do 07. jula 2014. godine. Kada su sve larve i lutke uginule ili izleteli
odrasli, uradena je reintrodukcija novih larvi i lutki. Casa je nagnuta na jednu stranu tako da
se zajedno sa vodom pomerao i sloj granula i oslobadao prostor kroz koji su introdukovane
nove larve/lutke. Introdukovanje larvi i lutki je ponovljeno Cetiri puta.

7
!

P

Slika 54. Larve i lutke ispod sloja granula ciromazina (Izvor: Kavran M., 2014)

6.4.1.2 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI GRANULA PIRIPROKSIFENA U SUZBIJANJU
VRSTE CX. PIPIENS BIOTIP MOLESTUS

Uradena je evaluacija granula piriproksifena na dva tipa nosaca: kukuruzna kocanka i
zeolit. Ogledi su izvodeni simultano. Eksperiment za svaki preparat i svaku dozu je raden u 4
ponavljanja.Tretman je vrSen sa po dve ispitivane doze (preporu¢enom i duplom dozom)
odnosno dozama koje odgovaraju primenjenim koli¢inama od 3 i 6 kg/ha. Kontrola je takode
radena u Cetiri ponavljanja u kojima larve nisu bile tretirane. U svakoj varijanti eksperimenta
bilo je eksponirano po 25 larvi drugog razvojnog stupnja. Ukupan broj eksponiranih larvi po
svakoj varijanti je bio 100.

Koris¢ene su plasticne eksperimentalne posude zapremine 2 | i povrSine vodenog
ogledala 360 cm?. Prose¢na temperatura vode tokom trajanja ogleda iznosila je 23.24+1.64°C,
prose¢na temperatura vazduha 25.48+1.90°C, dok je relativna vlaznost vazduha u laboratoriji
iznosila 27.68+2.03 %.
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Slika 55. Eksperimentalne posude u kojima su larve eksponirane delovanju granula
piriproksifena (lIzvor: Kavran M. 2016)

6.4.1.3 EVALUACIJABIOLOSKE EFIKASNOSTI GRANULA DIFLUBENZURONA U SUZBIJANJU
VRSTE CULEX PIPIENS BIOTIP MOLESTUS

Dizajn ovog eksperimenta, kao i uslovi pod kojim je eksperiment raden bili su identi¢ni
kao u prethodno opisanim procedurama evaluacije preparata.

6.4.2 ISTRAZIVANJA U POLUPRIRODNIM (SIMULIRANIM) USLOVIMA

6.4.2.1 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI GRANULA CIROMAZINA U SUZBIJANJU VRSTE
CULEX PIPIENS BIOTIP MOLESTUS

U botanicku bastu Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu postavljena su burad
zapremine 30 L ¢iji je obim 82 ¢cm na dnu, 94 cm na sredini i 57 cm na vrhu, dok je pre¢nik
otvora 16.5 cm. Voda je nasuta do vrha i ostavljena 24h da se kondicionira. Naredni dan
introdukovane su larve (50 larvi/buretu) L, i L3 stupnja, a potom nahranjene, nakon cega je
usledila aplikacija preparata na bazi ciromazina. Otvor buradi je bio pokriven
improvizovanim poklopcem (Slika 57), napravljenim od plasti¢nih balona za vodu zapremine
5 L, kojima je odstranjeno dno da bi mogli naleé¢i na otvor bureta. Na otvor balona postavljeni
su standardni WHO kavezi u koje su adulti uletali nakon eklozije. Veliki prostor izmedu
balona i povrSine vode u buretu omogucio je adultima nesmetanu ekloziju, dok je providna
plastika obezbedila brzo i lako registrovanje broja izletelih adulta. Pored brojanja adulta,
registrovan je i broj egzuvija lutki da bi sa preciznoscu bio utvrden broj uspesno eklodiranih
adulta. U intervalima od 24h vrseno je ocitavanje pojave lutki i eklozije adulta, na osnovu
Cega je vrSena procena mortaliteta individua u juvenilnim stadijumima. Nakon s$to je
konstatovano da u buradima nije preostala ni jedna individua, introdukovane su nove larve
(50 larvi/buretu). Tretmani i kontrola radeni su u tri ponavljanja. Larvama je svakodnevno
introdukovana hrana za ribice. Ogled je trajao 17 dana, od 23. avgusta do 9. septembra 2013.
godine. Prose¢na temperatura vode u buradima iznosila je 18.81+1.69°C. Ogled je prekinut

zbog losih vremenskih uslova (niskih temperatura i ucestalih padavina).
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U 2014. godini ponovljen je eksperiment u buradima koji je trajao od 11. juna do 25.
jula, ukupno 44 dana. Prva introdukovana populacija larvi zavrsila je razvoj nakon 20 dana od
introdukovanja u burad, a reintrodukcija larvi izvrsena 24-0og post tretman dana. Prosecna
temperatura vode u buradima iznosila je 23.63+£3.04°C.

Eksperiment je ponovljen i treci put iste godine i trajao je od 29. jula do 13. avgusta,
ukupno 15 dana. Tokom izvodenja ovog tre¢eg dela eksperimenta temperatura vode iznosila
je 24.12+1.78°C.

Tokom trajanja eksperimenta obezbedeno je 1800 larvi L,-Lsz stupnja iz kolonije
Laboratorije za medicinsku i veterinarsku entomologiju (prethodno opisana).

- . "
Slika 56. Burad pre introdukovanja larvi (bez poklopca) u kojima su larve eksponirane
delovanju ciromazina u poluprirodnim (simuliranim) uslovima
(Izvor: Kavran i Pudar, 2013)

Slika 57. Burad u kojima su larve eksponirane delovanju ciromazina u poluprirodnim
(simuliranim) uslovima sa improvizovanim poklopcima (Izvor: Kavran i Pudar, 2013)

6.4.3 ISTRAZIVANJA U POLJSKIM USLOVIMA

6.4.3.1 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI GRANULA CIROMAZINA U SUZBIJANJU
JUVENILNIH STADIJUMA DOMACIH VRSTA KOMARACA

Nakon svih ispitivanih formulacija u laboratorijskim testovima i ocene u poluprirodnim
uslovima, opredeljena je formulacija 2% ciromazina na Biodac nosacu cija ¢e se dalja
evaluacija stepena efikasnosti nastaviti u poljskim uslovima. lzabrani su drenazni kanali
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semiurbanog karaktera u Novom Beceju (45°36'3.96"N 20° 8'29.54"E), 2014. godine. Kanal
namenjen aplikaciji granula bio je duzine 40 m, a Sirine 1.5 m. Kanal opredeljen za tretman
granulama ciromazina je podeljen na cetiri dela koji su observirani zasebno, odnosno 3 x 10
m duzine kanala (3 x 15 m?).

Tretman je izvrSen na povrsSini od 10 m duzine i 1.5 m Sirine kanala na jednakim
duzinskim intervalima. Uzorkovanje je radeno na svakom duzinskom metru kanala S$to je
predstavljalo 10 ponavljanja (jedan uzorak/m?). Ista procedura je ponovljena u svim kanalima.
Juvenilni stadijumi su uzorkovani standardnim WHO diperom (zapremine 350 mL). Svaki
dnevni monitoring proces bi pocinjao uzorkovanjem u kontrolnom kanalu, a potom u
tretiranim da bi se izbegla kontaminacija kontrolnog netretiranog kanala. U svakom uzorku
registrovan je broj jajnih legala, ukupan broj larvi (klasifikovane u dve kategorije, L;-Lo, 1 Ls-
L4) i lutki, a takode i uginule jedinke ukoliko ih ima u uzorku i broj uginulih adulta na
vodenoj povrsini. Svaki uzorak je nakon registrovanja broja individua u diperu vra¢en u
kanal. U kontroli nisu aplicirani larvicidi, nego je pracena prirodna dinamika populacije
juvenilnih stadijuma komaraca. Kanal opredeljen za kontrolu bio je duzine 20 m, a Sirine 1.5
m. Ovaj kanal podeljen je na dva dela, a uzorkovanje vrSeno po istom principu kao u
tretiranom kanalu. Tretirani kanal je lociran u ulici Narodnog Fronta, a kontrolni kanal u ulici
Tapai Sandora, ¢ime je obezbedena adekvatna udaljenost tretmana i kontrole (Slika 58). Za
kontrolu i tretman opredeljeni su kanali istog tipa i karakteristika, ali razli¢ite duzine.
Populacija juvenilnih stadijuma je prvi put registrovana pre tretmana, a potom je isti dan kanal
tretiran ciromazinom. Pracenje brojnosti usledilo je 4, zatim 7 i 21 dan nakon tretmana.

Eksperiment je trajao tokom avgusta meseca. Temperature vode merene su na dane
ocitavanja brojnosti i uvek u periodu od podneva do 14h. Izmerene temperature vode iznosile
su 27.3°C (pre tretmana), 28.0 °C (4 post tretman dana), 29.5 °C (7 post tretman dana) i 24.0
°C (21 post tretman dana) u proseku 27. 2+2 32 °C.

Slika 58. Mapa Iokacua opredeljenlh kanaia (Izvdr GoogIeEarth 2017)
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Slika 59. Tretirani (levo) i kontrolni (desno) drenazni kanali (Izvor: Kavran M., 2014)

Floristi¢ki sastav kanala u Novom Beceju ¢inile su sledece biljne vrste:
e Setaria viridis
¢ Plantago lanceolata
e Carex hirta
e Sonchus oleraceus
e Cynodon dactylon
e Poa annua
e Agropyron repens
e Cichorium intybus
e Lemna minor
e Rumex cryspus
e Potentila repens
e Polygonum aviculare
e Trifolium repens
e Setaria glauca.

Tokom 2015 godine ponovljen je eksperiment evaluacije ciromazina. Za tretman i
kontrolu opredeljeni su isti kanali kao prethodne godine, uz ukljuc¢enje diflubenzurona kao
standardnog preparata za IGR biocide, za sta je opredeljen novi kanal dimenzija 10 x 15 m.
Registrovana je pretretman populacija, a zatim brojnost registrovana 3, 7, 14, 21, 24 i 27 dana
nakon tretmana. Usled visokih temperatura i nedovoljnog ispustanja vode u kanale, kanal
tretiran diflubenzuronom je posle izvesnog vremena presusio, te je poslednje ocitavanje
populacije komaraca u ovom kanalu zabelezeno 7 dana nakon tretmana. Ocitavanje u kanalu
tretiranom ciromazinom i kontrolnom kanalu vrseno je i 38 dana posle tretmana, ali podaci
zabelezeni posle 27-0g post tretman dana nisu smatrani validnim. Razlog za prekidanje
eksperimenta je iznenadni, neplanirani tretman eksperimentalnog kanala tabletama na bazi Bti
od strane angazovane DDD sluzbe par dana nakon 27-0g post tretman dana. Stoga se
poslednjim danom ocitavanja smatra 27. post-tretman dan. Ogled je trajao od 02. do 29. juna.
Prose¢na temperatura vode u kanalu tretiranom ciromazinom tokom trajanja ogleda iznosila je
26.43+4.80°C. U kanalu tretiranom diflubenzuronom iznosila je 27.97+4.51°C, dok je u
kontrolom kanalu prose¢na temperatura vode bila 26.50+4.38°C. Ocitavanje je vrSeno u
periodu od 10-11h casova.
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Procedura monitoringa dinamike populacije juvenilnih stadijuma komaraca je detaljno
objasnjena u prethodno opisanom eksperimentu u poljskim uslovima (evaluacija efikasnosti
ciromazina). Tokom izvodenja ovog dela eksperimenta ponovljena je identi¢na procedura
monitoringa.

6.5 DIZAJN EKSPERIMENTA EVALUACIJE AQUATAIN AMF
MONOMOLEKULARNOG FILMA

6.5.1 LABORATORIJSKA ISTRAZIVANJA

6.5.1.1 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI AQUATAIN AMF-A NA POPULACIJI VRSTE CX.
PIPIENS BIOTIP MOLESTUS

U plasticnim posudama 16 x 23 cm, zapremine 3 L, napunjenim sa 2 L destilovane
vode, sa povriinom vodenog ogledala od 368 cm? eksponirane su larve Cx. pipiens biotip
molestus (25 larvi, lutki/posudi). Eksponirane individue su analizirane kao tri odvojene klase:

1) larve L;i Ly,

2) larve L3i Ly,

3) lutke.

Evaluacija je radena u cetiri ponavljanja. Larve su svakodnevno dobijale hranu za
ribice, u koli¢ini oko 1 g/dan sve do presvlacenja u lutku. Hrana je introdukovana vrhom
pipete direktno u vodu da se ne bi MMF sloj ostetio.

Evaluacija preparata radena je prema uputstvima Svetske Zdravstvene Organizacije
(WHO/CDS/WHOPES/GCDPP, 2005).
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Slika 60. Eksperimentalne posude u kojima su juvenilni stadijumi vrste Cx. pipiens biotip
molestus eksponirani delovanju Aquatain AMF-a u laboratorijskim uslovima. Na slikama gore
u sredini i dole levo sloj Aquatain AMF-a je vidljiv na povrSini vode

6.5.1.2 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI AQUATAIN AMF-A NA POPULACIJI VRSTE AE.
ALBOPICTUS

Plasti¢ne posude 15 x 15 cm, ¢ija je zapremina 1.5 L, napunjene su kondicioniranom
vodom (1 L vode). Povriina vodenog ogledala iznosila je 225 cm? U svaku posudu
introdukovano je po 25 larvi ili lutki vrste Ae. albopictus. Larve i lutke su grupisane kao u
prethodnom slucaju. Ocena je uradena u tri ponavljanja. Larve su dobijale hranu sve do
prelaska u stadijum lutke.

Svi postupci ocene razvica larvi, lutki i odraslih jedinki praceni su i u kontrolnom
netretiranom delu eksperimenta. Broj ponavljanja u kontroli bio je ekvivalentan broju
ponavljanja u tretmanu. Eksperiment je zavrSen kada su sve individue juvenilnog stadijuma
uginule ili nakon eklozije poslednjeg adulta. Mortalitet larvi/lutki i eklozija adulta su
registrovani na dnevnoj bazi.
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Slika 61. Larve L;-L; stupnja vrste Ae. albopictus nakon tretmana Aquatain AMF-om
(Izvor: Pajovi¢ i Zgomba, 2014)

Slika 62. Larve Ls-L4 stupnja vrste Ae. albopictus nakon tretmana Aquatain AMF-om
(Izvor: Pajovi¢ i Zgomba, 2014)

Slika 63. Lutke vrste Ae. albopictus nakon tretmana Aquatain AMF-om
(Izvor: Pajovi¢ i Zgomba, 2014)

6.5.1.3 EVALUACIJAPREFERENDUMA U IZBORU MESTA ZA OVIPOZICIJU ZENKI VRSTE CX.
PIPIENS BIOTIP MOLESTUS | DELOVANJA NA JUVENILNE STADIJUME RAZVICA

Prema informacijama proizvodaca Zenke komaraca ne mogu poloziti jaja na povrSinu
vode koja je tretirana Aquatain AMF-om. Stoga je postavljen preliminarni ogled koji bi dao
bolji uvid u ta¢nost navedene tvrdnje 1 usmerio nase naredno istrazivanje koje se odnosi na
odgovor zenki tokom perioda ovipozicije na povr§inu vode tretiranu Aquatain AMF-om. Za
evaluaciju Aquatain AMF-a kori$¢eni su kavezi veli¢ine 35 x 35 x 35 cm. Kavezi su sacinjeni
od drvene konstrukcije u kombinaciji sa mrezom za komarce i pleksiglasom.

Prednja i zadnja strana i dno kaveza su izgradeni od tanke $perploce, dok su sa gornje
strane oblozeni mrezom za komarce odgovarajuc¢e gustine. Na sredini povrSine frontalne
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strane kaveza (napravljene od cvrstog neprovidnog materijala) postavljen je “rukav” koji
omoguc¢uje manipulaciju materijalom unutar kaveza. Bocne strane kaveza su izradene od
providnog materijala (pleksiglasa) kako bi se omogucila vizuelna percepcija radi pracenja
efekata Agatain AMF-a na adulte i ovipoziciju (Slika 64).

Slika 64. Kavezi u kojima je radena evaluacija Aquatain AMF-a i procena moguénosti
ovipozicije zenki Cx. pipiens biotip molestus (lzvor: Kavran, 2016)

Tokom trajanja ogleda adultima je bila obezbedena hrana u obliku 10% Secernog
rastvora u specijalno prilagodenim hranilicama (Slika 65), a pristup hrani omogucen ad
libitum. Seéerni rastvor je adultima bio obezbeden odmah po ekloziji.

.‘Cv . = -
Slika 65. Hranilica sa $Se¢ernim rastvorom za ishranu adulta komaraca
(Izvor: Kavran, 2016)

Eksperiment koji se odnosi na ocenu uticaja Aquatain AMF-a na moguc¢nost polaganja
jaja navedene vrste bio je sainjen iz Cetiri dela.

1. Postavljeno je 12 kaveza, koji su sluzili za dve doze preparata i kontrolu. Sve je
radeno u Cetiri ponavljanja. U svakom od kaveza obezbedena je plasti¢na posuda sa vodom
zapremine 2 L u kojoj se nalazi 1.7 L destilovane vode, sa povrsinom vodenog ogledala
306.25 cm®. U kavez su introdukovane lutke (10 Zenki i 5 muZjaka) u Gasici sa destilovanom
vodom. Otvor ¢aSice je permanentno pokriven, a otvara se jednom dnevno u cilju ispustanja
eklodiranih adulta u kavez. Nakon 24h oko 90% adulta je izletelo, te su oslobodeni u kavez.
Po ekloziji svih adulta caSica je uklonjena iz kaveza. Tretirana je vodena povrSina u
eksperimentalnim posudama. Aplicirano je 30.6 pL/posudi (1 mL/m?), a zatim 61.2 pL/posudi
(2 mL/mZ) preparata. U kontrolnim kavezima voda nije tretirana te je Zenkama obezbeden
stalni pristup vodenoj povrSini za nesmetanu ovipoziciju. Sedam dana posle tretmana
reintrodukovana je nova populacija lutki (10 zenki i 5 muzjaka). Adultima je tokom trajanja
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ogleda obezbeden ad libitum pristup hrani. Na dnevnoj bazi u svim kavezima registrovani su
slede¢i parametri:
e Broj polozenih jajnih legala,
e Kompaktnost jajnih legala (da li su rasuta u obliku pojedina¢nih jaja ili su polozena
jaja u obliku ¢uni¢a, normalna jajna legla roda Culex),
e Ukupan broj jaja u jajnom leglu ili broj rasutih jaja po vodenoj povrSini i dnu
eksperimentalne posude,
e Broj uginulih adulta (precizan broj Zenki i muzjaka),
e Mesto na kome su adulti uginuli (na vodi ili izvan eksperimentalne posude).

Registrovanje navedenih parametara je trajalo 20 dana. Tokom trajanja ogleda prosek
temperatura vazduha iznosio je 23.7+1.4°C, prosek temperatura vode u eksperimentalnim
posudama iznosio je 22.9+1.3°C, a proseCna relativna vlaznost 34.9+2.9%. Kada je
eksperiment prekinut registrovani su svi preziveli adulti.

Prilikom evidentiranja jajnih legala i registrovanja adulta uginulih na vodi i jedni i drugi
su pincetom (adulti) ili pipetom (jajna legla) uklonjeni sa vodene povrsine. Ovakva aktivnost
je povremeno, delimi¢no ostecivala tanki Aquatain AMF sloj stvarajuéi ,,prozore* usled kojih
¢e se moguénost polaganja jaja na vodenu povrsinu znacajno povecati. Stoga je vazno ispitati
efekte ovog filma na juvenilne stadijume ukoliko se ovaj sloj ne oSteCuje pincetom ili
pipetom.

2. Pripremljena su Cetiri ranije opisana kaveza. Svaki kavez je predstavljao jedno
ponavljanje. U svaki od kaveza introdukovane su tri ¢asice sa dejonizovanom vodom. Svaka
CaSica je bila zapremine 100 mL, pre¢nika 5.8 cm. PovrSina vodenog ogledala iznosila je
26.42 cm?. Voda u &asici broj 1 tretirana je preporuéenom dozom (1 mL/m?), u &asici broj 2
duplom dozom (2 mL/m?), a u tre¢oj &asici vodena povr§ina nije bila tretirana, odnosno
sluzila je kao kontrolna CaSica. PreraCunata doza na datu povrsinu iznosila je 2.65 pL/Casici u
CaSicama pod brojem 1, zatim 5.3 plL/CaSici u c¢aSicama pod brojem 2. U svakom
kavezu/ponavljanju raspored caSica je bio razliCiti da bi se eliminisali uticaji faktora
mikrolokacije eksperimentalne ¢asice u kavezu. Raspored Casica je bio sledeci:

e Kavez 1: ¢aSica 1, ¢aSica 2, ¢aSica K,
e Kavez 2: ¢aSica K, ¢aSica 1, ¢aSica 2,
e Kavez 3: CaSica 2, ¢aSica K, CaSica 1,
e Kavez 4: ¢aSica 1, ¢aSica 2, ¢aSica K.

/:': :
Slika 66. Casice sa vodom tretiranom Aquatain AMF-om (levo i sredina) i kontrolna ¢asica
(desno) (lzvor: Kavran, 2017)
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Introdukovan je isti broj lutki (10 Zenki i 5 muzjaka) i na isti na€in su bile tretirane kao
u prvom delu eksperimenta. Adultima je tokom trajanja ogleda obezbeden ad libitum pristup
hrani. Zenke su na ovaj nadin imale moguénost da poloZe jaja odmah, ali takode i moguénost
izbora najatraktivnije vodene povrSine. Svakoga dana tokom trajanja eksperimenta
registrovani su isti parametri kao i u prvom delu eksperimenta.

Prose¢na temperatura vazduha iznosila je 23.7+1.4°C, prose¢na temperatura vode u
CaSicama iznosila je u proseku 22.9+1.3°C, a prosecna RH 34.9£2.9%. Eksperiment je trajao
ukupno 20 dana.

3. Aquatain AMF je ponovo testiran u preporucenoj i duploj dozi. Primenjene su sledece
doze: 1 mL/m? (30.6 plL/kadici) i 2 mL/m? (61.2 pL/kadici). Medutim, u ovom delu
eksperimenta uginuli adulti i jajna legla nisu vadeni iz eksperimentalnih posuda. U 12 kaveza
pozicionirane su eksperimentalne posude (jedna posuda/kavezu) zapremine 2 L koje su
napunjene sa 1.7 L destilovane vode. Povrina vodenog ogledala iznosila je 306.25 cm?.

Odmah nakon sipanja vode u eksperimentalne posude introdukovana je hrana za ribice
koja ¢e sluziti kao hrana novoispiljenim larvama. Koris¢ena je hrana za ribice koja je deo
regularne ishrane larvi eksperimentalne kolonije Cx. pipiens biotip molestus. Nakon toga
hrana vise nece biti introdukovana za ishranu larvi da se ne bi ometao sloj Aquatain AMF-a.

Sve eksperimentalne posude namenjene tretmanu Aquatain AMF-om pokrivene su
odgovaraju¢im poklopcima koji bi sprecili sletanje Zenki na povrSinu vode 1 ovipoziciju.
Kontrolne posude nisu bile pokrivene. Prva polozena jaja u kontrolnim posudama
predstavljala su indikator spremnosti Zenki za ovipoziciju, odnosno pretpostavku da je
ovogeneza kod svih Zenki zavrSena. Kada je registrovano prvo jajno leglo u kontrolnim
kadicama, skinuti su svi poklopci sa posuda namenjenih tretmanu i vodena povrsina je
tretirana Aquatain AMF-om (osim u kontrolnim kavezima) u dozi 1 i 2 mL/m?. Potom je
svakoga dana registrovan broj polozenih jaja na svim vodenim povrSinama. Introdukovane su
lutke Zenki na isti nacin kao i u prethodna dva dela eksperimenta (10 lutki/kavezu). Kada prve
zenke izlete, CaSica sa lutkama se pokriva drugom vecom ¢aSom da bi se sprecilo polaganje
jaja u CaSicu sa lutkama. Po ekloziji svih adulta Casica se uklanja iz kaveza. Muzjaci u
stadijumu adulta su aspirirani usnim aspiratorom i introdukovani odmah po ekloziji zenki.
Ovog puta opredeljeni su ve¢ formirani muzjaci (Starosti tri do pet dana) da bi bio skracen
period pripreme za parenje (24h neophodnih muzjacima za rotiranje polnog aparata).
Obezbedene su hranilice Sa Se¢ernim rastvorom (10%) kojima je pristup omogucéen za oba
pola odmah nakon eklozije. Pristup hrani je omogucen ad libitum.

Netretirane eksperimentalne posude predstavljale su kontrolu. Obe doze i kontrola
radeni su u cetiri ponavljanja. Svakodnevno je registrovan broj polozenih jajnih legala. U
trodnevnim intervalima prac¢en je razvoj individua u svim eksperimentalnim posudama.
Registrovan je broj individua koje su uspeSno preSle u stadijum lutke i broj uspesno
eklodiranih adulta. Takode je svakodnevno registrovana temperatura vode, temperatura
vazduha 1 relativna vlaznost vazduha. Dnevno je radena provera broja muZzjaka (adulta) u
kavezima. Nakon sto bi u tretiranom kavezu bio utvrden mortalitet svih muzjaka nova tri
muzjaka su bila aspirirana u kavez da bi se omogucila oplodnja tokom trajanja ogleda. Nakon
15 dana eksponiranja tretirane povrSine Zenkama za ovipoziciju, svi zivi adulti su aspirirani, a
potom registrovan precizan broj adulta u kavezima. Eksperimentalne posude su izvadene iz
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kaveza i ostavljene da se juvenilni stadijumi dalje razvijaju ili da uginu ispod Aquatain AMF
sloja. U intervalima od tri dana registrovana je brojnost svih zivih u eksperimentalnim
posudama. Nakon vadenja eksperimentalnih posuda iz kaveza u intervalu od dva dana sve
larve su dobijale hranu. Eksperiment je zavrSen po uginjavanju ili uspe$noj ekloziji svih
individua, nakon Cega je registrovan broj poloZenih jaja u svakoj posudi i broj uginulih larvi i
lutki, kao i broj uspesno eklodiranih adulta. U intervalima od sedam dana svaka posuda je
dopunjavana sa 350 mL kondicionirane vode da bi se nadoknadio gubitak vode usled
evaporacije. Na ovaj nacin su ujedno simulirani spoljasnji uslovi kada padavine prekinu
monomolekularni sloj. Pra¢eno je dalje ponaSanje apliciranog agensa nakon $to ga mlaz vode
prekine.

Ovaj ogled je trajao ukupno 74 dana. Prosecna temperatura vazduha iznosila je
24.0£1.4°C, zatim temperatura vode u eksperimentalnim posudama iznosila je u proseku 23.0
+0.9°C, a prosecna relativna vlaznost 32.7+£1.6%.

4. Ovaj deo istrazivanja raden je u nekoliko etapa. Prvo je postavljen preliminarni
eksperiment za koji su koriS¢ena tri kaveza. U svakom od kaveza obezbedena je plasticna
posuda sa vodom zapremine 4 L u kojoj se nalazi 2 L destilovane vode, sa povr§inom
vodenog ogledala 529 cm?.

U kavezima je bilo predvideno sledece:

e Tretman 1: Na vodenu povrSinu eksperimentalne posude apliciran je Aquatain AMF.
Pored tretirane posude, Zenkama je obezbedena plasti¢na Casa sa Cistom vodom sa
ciljem da se Zenkama obezbedi moguénost izbora mesta za ovipoziciju, povrsine 23.76
cm?, zapremine 100 mL.

e Tretman 2: Eksperimentalna posuda je tretirana kao i u prethodnom slucaju, ali Zenke u
ovom kavezu nisu imale moguénost izbora. Mesto predvideno za ovipoziciju u ovom
slu¢aju predstavljala je tretirana posuda.

e Kontrola: PovrSina vode u posudi nije tretirana, te je Zenkama omoguceno nesmetano
polaganje jaja na vodenu povrsinu u eksperimentalnoj posudi.

Introdukovano je 50 lutki/kavezu, a nakon nedelju dana reintrodukovano novih 50 lutki
(ukupno 300 lutki). Odnos polova je iznosio priblizno 50:50. Kada je svih 300 adulta uginulo
ogled je zavrSen. Tokom ovog dela eksperimenta koji je podrazumevao aplikaciju deset puta
vec¢e doze od preporugene (10 mL/m?) introdukovan je mnogo veéi broj komaraca u odnosu
na prethodno testirane doze da bi Sanse da bar jedna Zenka polozi jaja na vodenu povrSinu
tretiranu tako visokom dozom Aquatain AMF-a, bile $to vece.

Prose¢na temperatura vode za vreme trajanja preliminarnog dela ogleda iznosila je
26.18+1.42°C, prosecna temperatura vazduha 28.33+£1.85°C, a prose¢na relativna vlaznost
vazduha 28.84+4.15%. Preliminarni deo eksperimenta raden je od 4. do 19. jula 2015.

Nakon dobijenih rezultata postavljen je ogled istog rasporeda (tretman 1, tretman 2 i
kontrola), ali u Cetiri ponavljanja. Lutke su introdukovane u kaveze u malim €aSicama sa
¢istom destilovanom vodom (100 mL zapremine) u nedeljnim intervalima (25 lutki/kavezu), u
trajanju od Cetiri nedelje (ukupno 1 200 lutki). Odnos polova je iznosio priblizno 50:50. U
narednih 48h od momenta introdukovanja lutki u kaveze, eklozija je bila potpuno zavrSena,
odnosno formirani su svi adulti.
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Prosecna temperatura vode za vreme trajanja drugog dela ogleda iznosila je
23.20+1.04°C, temperatura vazduha 26.25+0.73°C, a relativna vlaznost vazduha 28.3+5.15%.
Eksperiment je izveden pod prirodnim osvetljenjem u periodu od 15. januara do 25. februara
2016. godine.

U kavezima sa tretiranom vodenom povrSinom i u kontrolnom kavezu na dnevnoj bazi
vr$en je pregled svih vodenih povrSina u cilju utvrdivanja prisustva i brojnosti jajnih legala.
Registrovan je mortalitet adulta, uz posebno evidentiranje adulta uginulih na tretiranoj i
netretiranoj vodenoj povrSini. Nakon izdvajanja uginulih adulta iz kaveza, pod
stereomikroskopom su pregledani i registrovani muzjaci i zenke. Kada je svih 1200 adulta
uginulo ogled je zavrSen.

Slika 67. Kavez za ocenu ovipozicije zenki Culex pipiens biotip molestus na Aquatain AMF u
dozi 10 puta vecoj od preporucene (Izvor: Kavran M., 2016)

6.5.2 ISTRAZIVANJA U POLUPRIRODNIM USLOVIMA

6.5.2.1 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI AQUATAIN AMF-A U SUZBIJANJU VRSTE AE.
ALBOPICTUS

Opredeljena su Cetiri lokaliteta (Mataguzi, Zlatica, ToloSi 1 TreSnjica) za evaluaciju
Aquatain AMF-a. Svi opredeljeni punktovi imaju sli¢ne karakteristike i u potpunosti su
komparabilni. Postavljene su ovipozicione klopke u cilju sakupljanja divlje populacije Ae.
albopictus. Na svakom lokalitetu postavljeno je po 10 ovipozicionih klopki (posude sa
ovipozicionim Stapi¢ima od masonita) u radijusu od 20 m. Nakon 15 dana klopke su
sakupljene. Voda iz ovipozicionih Kklopki zajedno sa juvenilnim stadijumima vrste Ae.
albopictus je premestena u staklene posude i transportovana u laboratoriju Biotehnickog
fakulteta u Podgorici gde je registrovana populacija larvi/lutki u svakoj klopci, a na
ovipozicionim $tapi¢ima registrovan je broj polozenih jaja. Nakon ovog postupka, na svaki
lokalitet postavljena je plasti¢na posuda dimenzija 40 x 53 cm, a sve larve i lutke sakupljene
na datom lokalitetu introdukovane su u pozicioniranu posudu. Potom je u posudu nasuto 5 L
vode iz vodovoda koja je ostavljena da se kondicionira 24h pre introdukovanja juvenilnih
stadijuma ove invazivne vrste. Vodena povrsina tretirana je Aquatain AMF-om (1 mL/m?).

Lokalitet TreSnjica je sluzio kao kontrolni punkt, te populacija sakupljena na Tresnjici
nije bila izlozena delovanju Aquatain AMF-a. Zive larve (Li-L i L3-Lg) i lutke registrovane
su Cetiri puta (dva, pet, osam i 11 dana posle tretmana) u periodu od 27. juna do 7. jula.
Prosecna dnevna temperatura vazduha tokom trajanja ogleda iznosila je 24.5+2.4°C, sa
dnevnim maksimumom 31.63+2.77°C, a minimumom od 22.75+1.67°C.

107



U ovom periodu zabeleZen je samo jedan dan sa padavinama. Ukupna koli¢ina padavina
u datom periodu bila je veoma mala, ukupno 0.2 mm, u proseku 0.025 mm/dan.

ovipozicionih klopki zajedno sa stapi¢ima za ovipoziciju do laboratorije i nazad na
opredeljeni lokalitet (Izvor: Pajovi¢ i Zgomba, 2015)

| Slika 69. Plasti¢ne posude u kojima su larve i lutke vrste Ae. albopictus eksponirane
delovanju Aquatain AMF-a (lzvor: Pajovi¢ i Zgomba, 2015)

Tokom 2016. godine ponovljen je eksperiment evaluacije Aquatain AMF na vrsti Ae.
albopictus. Ogled je postavljen na istim lokalitetima kao prethodne godine. Plasti¢ne posude
(40 x 53 cm) dopunjene su sa 5 L vode iz vodovoda i ostavljene 24h da se voda kondicionira.
Larve i lutke koje su prethodno sakupljene ovipozicionim klopkama, introdukovane su u
svaku posudu. Svaka posuda sadrzala je po 100 larvi (50 Lj-L, i 50 Ls-Ly4) i 10 lutki. Vodena
povriina je potom tretirana Aquatain AMF-om u preporudenoj dozi proizvodaga (1 mL/m?).
Tresnjica je predstavljala kontrolni punkt, te posuda na Tres$njici nije tretirana. Eksperiment je
trajao od 07. jula do 01. avgusta. Tokom trajanja eksperimenta zabeleZene temperature
vazduha kretale su se od 27°C do 33°C, u proseku 29.3+1.6°C. Dnevne maksimalne
temperature iznosile se 33.88+2.42°C, dok su minimalne u proseku iznosile 25.65°C+3.08°C

Tokom 26 dana trajanja ogleda u odnosu na prethodnu godinu, zabeleZen je neznatno
veci broj dana sa padavinama, ukupno cetiri dana, ali je ukupna koli¢ina padavina bila
znacajno veca (38.3 mm kiSe, u proseku 1.47 mm/dan). Tokom jednog dana (15. juli) palo je
33.5 mm kiSe, a preostala koli¢ina padavina je bila ravnomerno rasporedena tokom preostala
tri kiSovita dana.
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Monitoring vrste Ae. albopictus nastavljen je ovipozicionim klopkama tokom trajanja
ogleda. Broj polozenih jaja sluzio je kao parametar za pracenje gustine populacije navedene
vrste.

6.5.3 ISTRAZIVANJA U POLJSKIM USLOVIMA

6.5.3.1 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI AQUATAIN AMF-A, CIROMAZINA |
DIFLUBENZURONA U SUZBIJANJU JUVENILNIH STADIJUMA PRIRODNE POPULACIJE
VRSTE CX. PIPENS COMPLEX

Za evaluaciju navedenih agenasa opredeljen je lokalitet u Novom Beceju. Radena je
evaluacija preparata na bazi ciromazina 2 na Biodac nosac¢u. Kao standard u ovom delu
ispitivanja kori$éen je diflubenzuron, preparat LARVASTOP ZG. Aquatain AMF je apliciran
na istom lokalitetu u posebnom delu kanala koji je bio opredeljen za ovaj deo eksperimenta.
Opredeljeno je Sest drenaznih kanala iste konstrukcije, ali razli¢itih duzina. Kanali su
pozicionirani ispred kuca sa obe strane ulice, a sluze za sakupljanje kisnice, a takode i otpadne
vode iz domacinstava (voda iz kuhinjske sudopere i umivaonika u toaletu). Svi kanali bili su
fizicki odvojeni.

Floristicki sastav oboda kanala ¢inile su pretezno sledece biljne vrste: Setaria viridis,
Plantago lanceolata, Carex hirta, Sonchus oleraceus, Cynodon dactylon, Poa annua,
Agropyron repens, Cichorium intybus, Lemna minor, Rumex crispus, Potentila repens,
Polygonum aviculare, Trifolium repens, Setaria glauca.

Tokom celokupne letnje sezone svake godine ovi kanali obiluju u populacijama Cx.
pipiens complex vrste. Populacija komaraca u kanalu koji je tretiran Aquatain AMF-om (kanal
1 Aquatain AMF) bila je najbrojnija u odnosu na ostale kanale. Pored Cx. pipiens complex,
registrovan je i veliki broj larvi An. maculipennis complex. Odnos ovih vrsta u kanalu broj
jedan iznosio je = 97% Cx. pipiens complex: 3% An. maculipennis complex. U ostalim
kanalima vrsta An. maculipennis complex javljala se samo sporadi¢no tokom uzorkovanja.

Dva kanala bila su namenjena za aplikaciju Aquatain AMF-a, dva za aplikaciju 2%
ciromazina, jedan za diflubenzuron i jedan kanal je sluZio kao kontrolni punkt.

Kanali su bili sledec¢ih duzina:

e Kanal 1: tretiran Aquatain AMF-om 10 m,
o Kanal 2: tretiran Aquatain AMF-om 5 m,
e Kanal 3: tretiran ciromazinom 10 m,

e Kanal 4: tretiran ciromazinom 5 m,

e Kanal 5: tretiran diflubenzuronom 10 m,
¢ Kanal 6: kontrola 10 m.

Preparati su aplicirani u preporuc¢enim dozama proizvodac¢a. U periodu od 13. jula do
11. oktobra populacije komaraca u kanalima registrovane su Sesnaest puta. Populacije su
registrovane dva puta pre, a potom 14 puta nakon tretmana.

Aplikacija ispitivanih supstanci je izvrSena na povrsini od 10 m duzine i 1.5 m Sirine
kanala na jednakim duzinskim intervalima. Uzorkovanje je vrSeno na svakom duzinskom
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metru kanala 3to je predstavljalo 10 ponavljanja (jedan uzorak/m?). Procedura monitoringa je
detaljno objasnjena u prethodno opisanom eksperimentu u poljskim uslovima (evaluacija
efikasnosti ciromazina). Tokom izvodenja ovog dela eksperimenta ponovljena je identi¢na
procedura monitoringa.

Monitoring populacije komaraca u svakom kanalu raden je jednako u sledec¢im
vremenskim intervalima: pre tretmana dva puta, zatim 2, 4, 7, 14 dana nakon tretmana, a
potom u intervalima od sedam dana sve do 91-og post tretman dana. Prose¢ne temperature
vode tokom prvih mesec dana monitoringa (kada se ocekuje najveca efikasnost apliciranih
preparata) iznosile su:

e Kanal 1: tretiran Aquatain AMF-om 28.25 +2.81°C
o Kanal 2: tretiran Aquatain AMF-om 27.67 = 2.30°C
e Kanal 3: tretiran ciromazinom 28.83 + 2.09°C

o Kanal 4: tretiran ciromazinom 27.83 + 1.37°C

e Kanal 5: tretiran diflubenzuronom 25.20 + 1.89°C
e Kanal 6: kontrola 27.33 £2.19°C.

Prosecne temperature vode u kanalima tokom celokupnog trajanja ogleda (ukupno 91
dan) iznosile su: u prvom kanalu 29.01 +3.23°C; u drugom kanalu 27.27 £ 3.46°C; u tre¢em
kanalu 28.50 + 3.69°C; u ¢etvrtom kanalu 27.96 + 2.82°C; u petom kanalu 25.20 + 1.89°C i u
Sestom, kontrolnom kanalu 28.24 £3.20°C. Pojedina¢ne temperature vode u kanalima po
danima date su u Prilogu 1.

Ukupna koli¢ina padavina tokom 91 dan monitoringa iznosila je 188.7 mm kise,
odnosno 2.07 mm/dan. Padavine su registrovane 46 dana od ukupno 91. Maksimalne prose¢ne
temperature vazduha tokom ovog perioda iznosile su 30.81+ 7.19°C, a minimalne
22.75+5.87°C.

U skladu sa dobijenim rezultatima ranijih istrazivanja pretpostavljeno je da ¢e Aquatain
AMF biti najefikasniji tokom prvih mesec dana evaluacije pa su za ovaj period monitoring
posebno izdvojeni vremenski uslovi. Ukupna koli¢ina padavina iznosila je 39 mm, u proseku
1.23 mm/dan. Od ukupno 31 posmatrani dan, broj dana sa padavinama iznosio je 16.
Temperatura vazduha je tokom ovog perioda iznosila 30.5+2.1°C sa maksimalnom prose¢nom
dnevnom temperaturom 36.53+£3.07 °C i minimalnom prose¢nom dnevnom temperaturom
27.75+2.09 °C.
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Slika 70. Opredeljeni kanali u Novom Beceju (Izvor: Kavran, 2015)

6.6 STATISTICKA OBRADA PODATAKA
Sve statisticke anlize radene u Statistica 13.2 (Dell Inc., 2016) i SPSS (IBM, 2014)
softverskim paketima.

6.6.1 EKSPERIMENTI U LABORATORIJSKIM USLOVIMA

Evaluacija efikasnosti primenjenih regulatora rasta i Aquatain AMF-a predstavljena je
% kumulativnih mortaliteta eksponirane populacije za svaki post tretman dan u odnosu na
pretretman populaciju. Kada je mortalitet kontrolne populacije iznosio <5%, efikasnost
primenjenih preparata predstavljena je % mortaliteta:
broj uginulih

Mortalitet % = ( - — ) * 100
ukupan broj eksponiranih

Ista formula koriS¢ena je za raCunanje mortaliteta kontrolne populacije. Medutim,
ukoliko se mortalitet kontrolne populacije kretao izmedu 5 1 20% primenjena je Abotova
formula za korekciju na prirodni mortalitet (Abbott, 1925).

% mortaliteta u tretmanu — % mortaliteta u kontroli

Korigovan mortalitet (%) = ( - -
100 - % mortaliteta u kontroli
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Dobijeni mortaliteti su transformisani u arcsinVmortalitet. Transformisani mortaliteti
tretirane populacije komaraca poredeni su sa mortalitetima kontrolne populacije analizom
varijanse (ANOVA) i Dankanovim testom u intervalu poverenja 95% (p<0.05). Srednje
letalno vreme (median lethal time LTsg, LTy I LTgg) izracunato je za sve primenjene preparate
u laboratorijskim uslovima (ciromazin, diflubenzuron, piriproksifen i Aquatain AMF)
primenom probit regresione analize (Finney, 1971).

Ovipozicija na Aquatain AMF film. U statisti¢koj obradi najpre su primenjeni postupci
deskriptivne statistike gde su izracunati broj slucajeva, prosecan broj polozenih jajnih legala i
broj jaja u eksperimentalnoj posudi, standardna devijacija (SD), standardna greska (SE) i
intervali poverenja od 95%, odnosno njihova donja i gornja granica. Za testiranje statisticke
znacajnosti primenjena je jednofaktorijalna analiza varijanse (One-Way ANOVA). Broj
poloZenih jajnih legala i ukupan broj polozenih jaja u tretiranim i netretiranim
eksperimentalnim posudama poredeni su analizom varijanse (ANOVA) i Dankanovim post
hoc testom u intervalu poverenja 95%. Stope piljenja tretiranih i netretiranih poloZenih jaja
transformisane su arcsinVstopa piljenja, a potom poredene analizom varijanse (ANOVA) i
Dankanovim post hoc testom u intervalu poverenja 95%.

Ovipozicioni indeksi aktivnosti (Oviposition activity index) izracunati su za sve
tretirane eksperimentalne posude primenom formule:

n u tretmanu - n u kontroli
OAl (%) =

n u tretmanu + n u kontroli

n = broj jajnih legala

Ovipozicioni indeks aktivnosti se krece od -1 do 1. Vrednost 0 ukazuje na to da
eksponirana populacija nije reagovala na dati tretman (nema ni atraktivno ni repulzivno
delovanje), dok vrednost -1 ukazuje na postojanje visoko repulzivnih efekata preparata na
ovipoziciju (Kramer and Mulla, 1979). Pozitivne vrednosti OAIl ukazuju na atraktivnost
tretmana, sa najve¢om vrednosc¢u 1.

Stepen prezivljavanja adulta (survival) u tretiranim i kontrolnim kavezima utvrden je
Kaplan-Maerovim testom, a signifikantnost razlika utvrdenog stepena prezivljavanja svake
observirane grupe adulta analizirana je Log Rank testom (p value adjustment metod:
Bonferroni) (Kaplan and Meier, 1958).

6.6.2 U POLUPRIRODNIM USLOVIMA

Evaluacija efikasnosti ciromazina u buradima predstavljena je ukupnim i prosecnim
procentom inhibicije eklozije adulta (emergence inhibition IE):

*

IE (%) = 100~( TO)

T = procenat uspesno eklodiranih adulta iz tretiranog bureta
K= procenat uspesno eklodiranih adulta iz kontrolnog bureta.
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Efikasnost Aquatain AMF-a u eksperimentalnim posudama postavljenim na otvorenom
predstavljena je mortalitetima po danu. Mortaliteti su korigovani po Aboutu na prirodan
mortalitet (Abbott, 1925).

Korigovani mortaliteti su koriS¢eni za izraCunavanje procenta inhibicije eklozije adulta
(IE %).

6.6.3 U POLJISKIM USLOVIMA

Evaluacija efikasnosti primenjenih regulatora rasta i Aquatain AMF-a predstavljena je
% redukcije eksponirane populacije za svaki post-tretman dan u odnosu na pretretman
populaciju. Procenti redukcije populacije utvrdeni su Mulinom formulom (Mulla et al., 1971):

.. K1 T
Redukcija (%) =100 - (—* ——) *100
Ty Kz
K, = pretreatman kontrolna populacija (netretirane individue)
K, = post-tretman kontrolna populacija (netretirane individue)
T, = pretreatman tretirana populacija
T, = post-treatman tretirana populacija

Potom je uradena transformacija arcsinVredukcija. Signifikantnost mortaliteta dobijenog
aplikacijom IGR i/ili Aquatain AMF-a uporedena je sa mortalitetom u kontrolnim kanalima
primenom General Linear Model (GLM), metodom ponovljenih merenja (Repeated
measurements ANOVA), a signifikantne razlike mortaliteta po danima utvrdene Dankanovim
post hoc testom u intervalu poverenja 95%. Dinamika populacije takode analizirana
primenom GLM, metodom ponovljenih merenja, Dankanovim post hoc testom (p<0.05).

7. REZULTATI

7.1 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI IGR U
LABORATORIJSKIM ISTRAZIVANJIMA U SUZBIJANJU VRSTE
CX. PIPIENS BIOTIP MOLESTUS

7.1.1 CIROMAZIN

Tretirana populacija vrste Cx. pipiens biotip molestus pokazala je visoku osetljivost na
ciromazin kada su larve eksponirane delovanju tri razli¢ite formulacije granula (ciromazin 0.5
na Biodac nosacu, oblozene granule ciromazina 0.5 na Biodac nosacu i ciromazin 2 na Biodac
nosacu) u laboratorijskim uslovima (Grafik la-1d, Tabele 7a-7d). Rezultati ponovljenog
ogleda evaluacije granula ciromazina 2 u narednoj godini, predstavljeni su u tabelama 8a i 8b
(prvi eksperiment 2014a) i 9a-9d (drugi eksperiment 2014b). Tokom trajanja ogleda na
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registrovanim uginulim larvama i lutkama zabeleZene su pojave karakteristi¢ne za delovanje
IGR na komarce (Slike 71-76).

Granule ciromazina pokazale su visoku efikasnost uzrokujuéi visok % mortaliteta
eksponirane populacije u trajanju od 53 dana. Pored inicijalne populacije koja je
introdukovana na dan tretmana, tokom 53 post tretman dana introdukovane su nove larve jos$
tri puta po zavrSetku razvoja/uginucu prethodno introdukovane populacije. Maksimalan %
mortaliteta je u proseku ova Cetiri perioda iznosio 95.74% kada su aplicirane neoblozene
granule ciromazina 0.5, zatim 92.14% usled delovanja oblozenih granula ciromazina 0.5, dok
je 100% mortalitet uzrokovan delovanjem granula ciromazina 2. Oba tipa granula sa nizim
sadrzajem ciromazina pokazala su visoku efikasnost ve¢ na prvoj introdukovanoj populaciji
larvi (10 post tretman dana), izazivajuci stepen mortaliteta od 97.75% (neobloZene granule) i
99.55% (oblozene granule). Opadanje efikasnosti granula ciromazina 0.5 registruje se u
drugoj introdukovanoj populaciji larvi (period 12-20 post tretman dana). Nakon 10 dana
efikasnost granula ciromazina 0.5 signifikantno opada sa 97.75 na 85.82% (p=0.002) kod
neoblozenih granula, zatim sa 99.55 na 91.30% (p=0.002). Medutim, visoka efikasnost je
zabelezena cak 1 nakon 41 post tretman dan, kada je formulacija neoblozenih granula
ciromazina iznosila 95.74%, dok su obloZene granule uzrokovale stopu mortaliteta od
92.14%. Granule ciromazina 2 su zadrzale visoku efikasnost (mortalitet juvenilne populacije
100%) tokom svih 53 post tretman dana.

Maksimalan % mortaliteta eksponiranih populacija komaraca postignut je u proseku za
10 dana kod primene neoblozenih granula ciromazina 0.5, zatim 11 dana kod primene
obloZenog ciromazina 0.5, a najbrze su delovale granule sa najve¢im sadrZzajem ciromazina
(2%), kod kojih je % mortaliteta kompletne eksponirane populacije (100%) postignut u
proseku za devet dana.

Iako je postignuta visoka stopa mortaliteta, period ekspozicije Cetvrte introdukovane
populacije trajao je najduze u odnosu na prethodne tri introdukovane popuacije. Dok je
maksimalan mortalitet postignut za 8-10 dana u prva tri perioda eksponiranja larvi, u
poslednjem delu eksperimenta (Cetvrtom introdukovanju larvi, nakon 41 post tretman dan)
period od introdukovanja larvi u eksperimentalne posude do postizanja maksimalne stope
mortaliteta trajao je ukupno 13 dana kod svih primenjenih formulacija granula.

Kod primene ciromazina 0.5 (oblozenih i neoblozenih granula) deo eksponirane
populacije larvi je uspevao da prede u naredni stupanj/stadijum razvoja, odnosno da se
presvuce u lutku i nakon toga ugine, dok u slu¢aju primene ciromazina 2 ni jedna larva nije
uspela da se ulutka tokom 53 dana trajanja ogleda.

Tokom prvog eksponiranja larvi (jedan do 10 post tretman dana) efikasnost obloZenih i
neoblozenih granula nije se znacajno razlikovala (p= 0.501). Medutim, % mortaliteta
uzrokovan delovanjem granula na bazi ciromazina 2 signifikantno se razlikovao od %
mortaliteta obezbedenog primenom granula ciromazina 0.5 (poredenje sa neoblozenim
p=0.023 1 obloZzenim granulama p=0.008). Mortaliteti u svim tretiranim eksperimentalnim
posudama signifikantno su se razlikovali od mortaliteta u kontrolnim posudama (p=0.008).

U drugom delu eksperimenta (12-20 post tretman dana, druga introdukovana populacija
larvi) efikasnosti oblozenih 1 neobloZenih granula ciromazina 0.5 se medusobno nisu znacajno
razlikovale (p=0.051), ali jesu u odnosu granule ciromazina 2 (p<0.001) i na kontrolnu
populaciju (p<0.001).
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U trecoj introdukovanoj populaciji larvi (27-36 post tretman dana) procenti mortaliteta
se nisu znac¢ajno razlikovali, §to ukazuje na to da se efikasnost sve tri primenjene formulacije
priblizno ujednacila. Situacija se promenila u poslednjem delu eksperimenta (41-53 post
tretman dana, Cetvrta introdukcija larvi). Efikasnost ciromazina 0.5 u obe formulacije nije se
signifikantno razlikovala (p=0.296), ali se ni efikasnost granula ciromazina 2 nije znacajno
razlikovala od neobloZenih granula ciromazina 0.5 (p=0.090). Medutim, efikasnost
ciromazina 2 i dalje se znacajno razlikovala od efikasnosti oblozenih granula ciromazina 0.5
(p=0.015). Mortalitet celokupne kontrolne populacije se visoko signifikantno razlikovao od
mortaliteta tretiranih jedinki (p<0.001).

Uporedivanjem mortaliteta uzrokovanih kod cetiri razlil¢ite populacije komaraca
uporedena je efikasnost granula tokom 53 dana, odnosno da li se efikasnost preparata menjala
u funkciji vremena. Efikasnost neobloZenih granula ciromazina 0.5 znacajno je Smanjena
(p=0.002) u drugom introdukovanju larvi u poredenju sa prvim, a efikasnost je takode bila
znacajno redukovana u poslednjem introdukovanju larvi (41-53 post tretman dana) odnosu na
mortalitet inicijalne eksponirane populacije (1-10 post tretman dana) (p=0.026). Ista situacija
zebelezena je 1 analizom efikasnosti delovanja obloZenih granula ciromazina 0.5. Efikasnost
je znacajno redukovana u drugom introdukovanju larvi (p=0.012), a inicijalno delovanje
preparata se znacajno razlikovalo od delovanja u poslednjem periodu eksponiranja larvi
(p=0.010). Formulacija ciromazina 2 pokazala je vecu efikasnost u odnosu na prethodna dva
evaluirana preparata. Visoka efikasnost preparata (100 % mortalitet eksponiranih larvi) trajala
je tokom tri introdukovanja larvi (1-36 post tretman dana). Bez obzira $to je i tokom Cetvrtog
introdukovanja larvi postignut mortalitet celokupne eksponirane populacije (100%) efikasnost
se signifikantno razlikovala (p=0.002 u odnosu na efikasnost u prvom i drugom
introdukovanju larvi i p=0.008 u odnosu na efikasnost u tre¢em introdukovanju larvi), jer je u
poslednjem delu eksperimenta preparat zahtevao mnogo viSe vremena za postizanje
mortaliteta celokupne eksponirane populacije larvi, $to ukazuje na verovatnu redukciju
efikasnosti preparata.

Nakon dobijenih rezultata koji ukazuju na postignutu efikasnost dve formulacije sa
razli¢itim sadrZajem aktivne materije, opredeljena je formulacija granula na bazi ciromazina 2
¢ija je analiza ponovljena u narednoj godini. Medutim, iako je preparat pokazao visoku
efikasnost u suzbijanju tretiranih larvi (100%), period potreban za postizanje maksimalnog %
mortaliteta eksponirane populacije se produzio sa 9 na 13 dana. Mortalitet je i dalje bio
signifikantno vec¢i u tretiranim nego u kontrolnim posudama (p<0.001 u prvom
introdukovanju larvi do 17 post tretman dana i p= 0.005 u drugom introdukovanju larvi do 35
post tretman dana).
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Grafik la. Prosek kumulativnih % mortaliteta juvenilnih stadijuma razvica vrste Cx. pipiens
biotip molestus nakon tretmana granulama ciromazina 0.5, obloZenim granulama ciromazina

0.5 i granulama ciromazina 2 u laboratorijskim uslovima tokom 2013. godine (1-10 post
tretman dan, prva introdukovana populacija)
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Grafik 1b. Prosek kumulativnih % mortaliteta juvenilnih stadijuma razviéa vrste CX. pipiens
biotip molestus nakon tretmana granulama ciromazina 0.5, obloZenim granulama ciromazina

0.5 i granulama ciromazina 2 u laboratorijskim uslovima tokom 2013. godine (12-20 post
tretman dan, druga introdukovana populacija)
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Grafik 1c. Prosek kumulativnih % mortaliteta juvenilnih stadijuma razvica vrste Cx. pipiens
biotip molestus nakon tretmana granulama ciromazina 0.5, oblozenim granulama ciromazina

0.5 i granulama ciromazina 2 u laboratorijskim uslovima tokom 2013. godine (27-36 post
tretman dan, trec¢a introdukovana populacija).
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Grafik 1d. Prosek kumulativnih % mortaliteta juvenilnih stadijuma razvi¢a vrste CX. pipiens
biotip molestus nakon tretmana granulama ciromazina 0.5, obloZenim granulama ciromazina

0.5 i granulama ciromazina 2 u laboratorijskim uslovima tokom 2013. godine (41-53 post
tretman dan, ¢etvrta introdukovana populacija)
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Tabela 7a. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 1-10 dana nakon aplikacije
ciromazina (2013)

Post tretman dani

Primenjene 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
formulacije - - - — -
ciromazina Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ciromazin 0.5 10.31 26.80 50.00 77.17 9457 97.80 97.80 97.80 98.89 100
Ciromazin 0.5 obloZen 515 2371 4896 7283 91.30 99.15 96.70 99.66 97.78 97.75
Ciromazin 2 3.09 6495 9479 96.74 97.83 99.93 9890 100 - -
Kontrola 3.00 3.00 4.00 8.00 8.00 9.00 9.00 9.00 10.00 11.00

Tabela 7b. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 12-20 dana nakon
aplikacije ciromazina (2013)

Post tretman dani

Primenjene 12 13 14 15 16 17 18 19 20
formulacije - - : A -
ciromazina Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ciromazin 0.5 0.00 6.00 1146 3158 72.04 8352 8462 8571 -
Ciromazin 0.5 oblozen 0.00 3.00 6.25 40.00 6559 8352 89.01 91.21 -
Ciromazin 2 7.00 70.00 86.46 94.74 9570 98.90 100 - -
Kontrola 0 0.00 6.00 5.00 7.00 9.00 9.00 9.00 9.00
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Tabela 7c. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 27-36 dana nakon
aplikacije ciromazina (2013)

Post tretman dani

Primenjene 271 28 20 30 31 32 33 3 3 36
formulacije - - - — -
ciromazina Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ciromazin 0.5 28.00 4796 57.14 6429 8454 9485 9485 95.88 96.94 96.94
Ciromazin 0.5 oblozen 4400 56.12 7041 80.61 86.60 93.81 94.85 9691 96.94 97.96
Ciromazin 2 18.00 63.27 81.63 86.73 89.69 91.75 96.91 100.00 - -
Kontrola 0 2.00 2.00 2.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00

Tabela 7d. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 41-53 dana nakon
aplikacije ciromazina (2013)

Post tretman dani

Primenjene 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53
formulacije - Kolik I K - | — -
ciromazina Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Ciromazin 0.5 7.00 1327 27.08 5464 67.74 86.96 88.04 9022 9022 92.39 9231 9239 9565
Ciromazin 0.5 oblozen 400 816 1667 4124 5376 8043 8478 89.13 90.22 9022 90.11 90.22 92.39
Ciromazin 2 400 2755 51.04 70.10 7527 84.78 96.74 97.83 97.83 9891 9890 98.91 100
Kontrola 0 200 200 200 300 300 300 300 300 300 300 300 300
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Slika 71. Uginula lutka koja usled delovanja ciromazina nije uspela da se presvuce. Uoc¢ava se
cefalotoraks lutke normalnog izgleda, dok je na kraju abdomena zakacena ostala egzuvija
poslednjeg larvenog stupnja (Izvor: Kavran i Pudar, 2013)

Slika 72. Uginule larve (levo) i lutka (desno) koje usled delovanja ciromazina nisu uspele da
se presvuku (lzvor: Kavran i Pudar, 2013)

Slika 73. Uginule lutke koje usled delovanja ciromazina nisu uspele da predu u formu adulta
(Izvor: Kavran i Pudar, 2013)
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Slika 74. Uginule larve i lutke kod kojih je, usled delovanja ciromazina, zaustavljen proces
metamorfoze. Na slici gore desno uocava se faratna forma adulta u lutkinoj egzuviji
(Izvor: Kavran i Pudar, 2013)

Slika 75. Uginule lutke koje usled delovanja ciromazina nisu uspele da predu u formu adulta i

jedan adult koji se delimi¢no (glavu i toraks) oslobodio lutkine egzuvije, a potom uginuo
(Izvor: Kavran i Pudar, 2013)
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Slika 76. Adult koji je gotovo sve delove tela oslobodio lutkine egzuvije, a samo tarsusima
ostao zaglavljen u egzuviji, te je tako i uginuo (lIzvor: Kavran i Pudar, 2013)
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Tabela 8a. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 1-18 dana nakon aplikacije granula
ciromazina 2 (2014a)

Post tretman dani

Primenjene 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
formulacije : X - A -
ciromazina Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Ciromazin 2 9.00 13.13 1158 1596 27.66 38.04 59.77 7250 8193 8571 90.36 91.67 95.18 96.39 96.39 96.39 96.39 96.39
Kontrola 0 100 500 6.00 6.00 8.00 1.00 17.00 17.00 17.00 1700 17.00 17.00 17.00 17.00 17.00 17.00 17.00

Tabela 8b. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 19-35 dana nakon aplikacije
granula ciromazina 2 (2014a)

Post tretman dani

Primenjene 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
formulacije - - - — -
. . Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina
ciromazina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Ciromazin 2 8.00 2778 38.20 36.36 5341 59.77 70.11 7241 7701 79.31 84.88 9186 94.19 9412 98.82 98.82 100
Kontrola 0 10.00 11.00 11.00 11.00 13.00 13.00 13.00 13.00 13.00 14.00 14.00 14.00 15.00 15.00 15.00 15.00
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Tabela 9a. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima prvog do 13. dana nakon aplikacije granula
ciromazina 2 (2014b)

_ ) Post tretman dani
Primenjene = 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13
formulacije - Kolik I K - I — -
ciromazina Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Ciromazin 2 5.05 9.18 41.84 6044 7473 88.17 91.01 87.30 94.19 9412 97.65 98.82 100
Kontrola 1.00 2.00 2.00 9.00

10.00 10.00 11.00 14.00 14.00

15.00 15.00 15.00 15.00

Tabela 9b. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 18-34. dana nakon aplikacije granula
ciromazina 2 (2014b)

Primenje_r?e Post tretman dani
fqrmulac_:l je 18 19 20 21 22 23 24
ciromazina

25 26 27 28 29 30 31

32 33 34
Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Ciromazin2 1.00 500 16.67 39.36 49.46 66.32 70.00 7111 7471 7931 79.07 8256 90.70 9412 96.47 98.82 100
Kontrola 0 0 400 6.00 7.00 10.00 10.00 10.00 13.00 13.00 14.00 14.00 14.00 15.00 1500 15.00 15.00
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Tabela 9c. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 35-45 dana nakon aplikacije
granula ciromazina 2 (2014b)

Primenjeﬂe Post tretman dani
formulacije 3535 37 33 39 40 41 42 43 44 45

ciromazina ) ] - A )
Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Ciromazin2 13.40 23.60 69.66 69.66 69.66 69.66 80.65 80.65 80.65 100
Kontrola 0 3.00 1100 11.00 11.00 1100 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00

Tabela 9d. Prosek kumulativnih mortaliteta larvi Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima 46-60 dana nakon aplikacije
granula ciromazina 2 (2014b)

Post tretman dani

Primenjene 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
formulacije - - - — :
ciromazina Broj dana koliko su larve eksponirane delovanju ciromazina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Ciromazin 2 0 27.00 27.00 67.02 78.72 8511 8936 93.62 96.81 97.83 98.91 100 100 100 100
Kontrola 0 0 0 6.00 6.00 600 6.00 600 600 6.00 600 600 6.00 6.00 6.00
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Analiza vode metodom hromatografije, u kojoj su granule ciromazina delovale 53 dana
predstavljena je u tabeli 10. Dobijeni sadrzaj ciromazina u vodi ukazuje da se tokom 53 dana
najvise ciromazina zadrzalo u posudama sa vodom tretiranim granulama ciromazina 2, potom
nesto manje u posudama gde je aplicirana formulacija granula ciromazin 0.5, a najmanji
sadrzaj ciromazina (gotovo dva puta manji sadrzaj u odnosu na posude sa ciromazin 0.5
granulama) detektovan je u posudama gde su aplicirane obloZene granule ciromazina 0.5.

Tabela 10. Ostaci ciromazina u vodi nakon 53 post tretman dana

Mereno Nadjeno pg/L
Preparat Doza g/posudi Dozag/L  Sadrzaj a.m. mg/L (mg/L)
Ciromazin 0.5 0.045 0.026 0.13 mg/L 18.18 (0.018)
Ciromazin 0.5 obloZen 0.045 0.026 0.13 mg/L 10.32 (0.010)
Ciromazin 2 0.045 0.026 0.52 mg/L 22.34 (0.022)

Srednje LTso, LTgg I LTgg vVrednosti za ocenjivane tri formulacije (2013) predstavljene su
u tabelama 1la-11d. Iz predstavljenih vrednosti se vidi da je ciromazin 2 formulacija
dvostruko brze delovala u odnosu na ciromazin 0.5 ocenjivane formulacije.

Tabela 1la Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih
ciromazinom 0.5, zatim ciromazinom 0.5 oblozenim i ciromazinom 2 granulama u dozi 0.045
g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 1-10 post tretman dana (prva introdukovana

populacija)
Srednje letalno vreme 1-10 post tretman dana
LTso LTgo LToo
Ciromazin 0.5 2.94 (2.09-1.3.63)  5.22 (4.43-6.69) -
Ciromazin 0.5 obloZzen 3.17 (1.94-4.11) 5.52 (4.51-7.81) 7.44 (5.95-11.49)
Ciromazin 2 1.81(1.33-2.23) 3.03 (2.45-4.38) 4.63 (3.47-8.81)

Tabela 11b Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih
ciromazinom 0.5, zatim ciromazinom 0.5 obloZenim i ciromazinom 2 formulacijama granula
u dozi 0.045 ¢g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 12-20 post tretman dana (druga

introdukovana populacija)
Srednje letalno vreme 12-20 post tretman dana

LTso LToo LToo
Ciromazin 0.5 4.81 (3.92-4.98) - -
Ciromazin 0.5 obloZzen  4.47 (4.14-4.80) 7.12 (6.48-8.09) -
Ciromazin 2 1.77 (1.47-2.05) 3.32 (2.85-4.08) 5.54 (4.43-7.90)

Tabela 11c Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih
ciromazinom 0.5, zatim ciromazinom 0.5 obloZenim i ciromazinom 2 formulacijama granula
u dozi 0.045 g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 27-36 post tretman dana (treca
introdukovana populacija)

Srednje letalno vreme 27-36 post tretman dana
LTso LTgo LT
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Ciromazin 0.5 2.07 (1.58-2.51) 6.30 (5.17-8.30) -
Ciromazin 0.5 obloZzen  1.45 (1.21-1.68) 5.44 (4.84-6.26) -
Ciromazin 2 1.85 (0.26-2.70) 4.84 (3.94-6.63)  7.27 (5.81-10.98)

Tabela 11d Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih
ciromazinom 0.5, zatim ciromazinom 0.5 obloZenim i ciromazinom 2 formulacijama granula
u dozi 0.045 ¢g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 41-53 post tretman dana (Cetvrta
introdukovana populacija)

Srednje letalno vreme 41-53 post tretman dana

Ciromazin 0.5 3.67 (3.21-4.11)  8.88(7.83-10.38) -
Ciromazin 0.5 oblozen  4.38 (3.81-4.92)  9.89 (8.61-11.86) -
Ciromazin 2 2.94 (2.73-3.14) 6.19 (5.78-6.68) 11.36 (10.20-12.92)

Srednje LTsg, LTgg i LTgg Vrednosti za ciromazin 2 (2014a) predstavljene su u tabelama
12ai 12b. U predstavljenim rezultatima uoceno je da se efikasnost ciromazina 2 povecavala u
funkciji vremena, odnosno u periodu 19-35 post tretman dana 50% eksponirane populacije
uginulo je za samo 4.53 dana, dok je polovina prve introdukovane populacije uginula za 6.73
dana. Prva introdukovana populacija (1-18 post tretman dana) redukovana je za 96.36%, dok
je preostalih 3.64% eksponirane populacije uspesno dostiglo razvojni stadijum adulta. U
drugoj introdukovanoj populaciji postignut je mortalitet celokupne eksponirane populacije
(100%).

Medutim, neophodno vreme za postizanje 100% mortaliteta bilo je mnogo duze u
odnosu na prethodnu godinu.

Tabela 12a Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih ciromazin 2
granulama u dozi 0.045 g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 1-18 post tretman dana
(prva introdukovana populacija) (2014a)
Srednje letalno vreme od 1-18 post tretman dana

LTs LTeo LTos
Ciromazin 2 6.73 (5.83-7.56) 12.15 (11.07-13.63) -

Tabela 12b Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih ciromazin 2
granulama u dozi 0.045 g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 19-35 post tretman dana
(druga introdukovana populacija) (2014a)

Srednje letalno vreme od 19-35 post tretman dana

LTs LTeo LTeo
Ciromazin2  4.53(4.09-4.94) 11.37 (10.86-11.96)  16.45 (15.57-17.49)

Srednje LTsp, LT i LTgg vVrednosti za ciromazin 2 (2014b) predstavljene su u tabelama
13a-13d. Kada je eksperiment evaluacije ciromazin 2 granula ponovljen uocena je razlicita
efikasnost na Cetiri eksponirane populacije larvi. Tokom 60 dana eksponiranja larvi delovanju
granula ciromazina 2, introdukovane su ¢etiri populacije larvi. Postignuta je potpuna supresija
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svih Cetiri introdukovane populacije (mortalitet 100%). Vreme potrebno za postizanje 100%
mortaliteta je bilo duze u odnosu na vreme potrebno za isti efekat u 2013. godini. Tek je
Cetvrta introdukovana populacija (46-60 post tretman dana) uginula nesto brze u odnosu na
prethodne introdukovane populacije, a priblizno jednako kao populacije eksponirane tokom
prethodne godine.

Tabela 13a Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih ciromazin 2
granulama u dozi 0.045 g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 1-13 post tretman dana
(prva introdukovana populacija) (2014b)

Srednje letalno vreme od 1-13 post tretman dana

LTso LT LTgg
Ciromazin 2 3.44 (3.09-3.78) 7.36 (6.67-8.28)  13.69 (11.70-16.78)

Tabela 13b Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih ciromazin 2
granulama u dozi 0.045 g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 19-35 post tretman dana
(druga introdukovana populacija) (2014b)
Srednje letalno vreme od 19-35 post tretman dana
LTs LT LT
Ciromazin 2 6.23 (5.36-7.04)  11.94 (10.90-13.35) 16.58 (14.91-19.03)

Tabela 13c Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih ciromazin 2
granulama u dozi 0.045 g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 35-45 post tretman dana
(treca introdukovana populacija) (2014b)

Srednje letalno vreme od 35-45 post tretman dana

LTs LToo LToo
Ciromazin 2 4.83(3.29-6.04)  9.41(7.87-12.71) 13.15 (10.66-19.09)

Tabela 13d Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih ciromazin 2
granulama u dozi 0.045 g/1.7 L vode (po eksperimentalnoj posudi) 46-60 post tretman dana
(Cetvrta introdukovana populacija) (2014b)

Srednje letalno vreme od 46-60 post tretman dana

LTs LToo LToo
Ciromazin 2 3.86 (3.17-4.45)  6.94(6.20-8.03)  9.45 (8.30-11.31)

Uoceno je da se aplikacijom granula ciromazina na povrsinu vode u laboratorijskoj ¢asi,
granule medusobno povezuju potpuno pokrivaju¢i vodeno ogledalo i tako ostaju da flotiraju.
Medutim, nakon nekoliko dana izmedu zidova laboratorijske ¢aSe 1 granula otvaraju se
,»prozori“ te je omogucena eklozija adulta. Ova pojava je narocito bila izrazena u slu€aju pri
pomeranju ¢ase, ¢ime je simuliran vetar ili neke druge promene na vodenoj povrsini Koje
mogu da oStete sloj formiran na povrSini vode, a takode i usled imitiranja kiSe aplikacijom
vode preko sloja, sloj granula je bio znacajno ostecen (Tabela 14).
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Tabela 14. Mortalitet juvenilnih stadijuma i inhibicija eklozije adulta vrste Cx. pipiens biotip
molestus kao posledica delovanja granula ciromazina 2

Proseci od introdukovanih larvi Proseci od introdukovanih lutki

BR PTD Tretman Kontrola Tretman Kontrola

EA Mortalitet IE EA Mortalitet EA Mortalitet IE EA Mortalitet

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 1 0 100 100 100 0 52.00 48.00 48.00 100 0
2 7 2.00 98.00 97.96 100 0 2.00 98.00 98.00 100 0
3 18 0 100 100 98.00 2.00 16.00 84.00 84.00 100 0
4 25 0 100 100 100 0 12.00 88.00 88.00 100 0

BR- Broj introdukovane populacije
PTD — post tretman dani

EA- eklodirani adulti

IE- inhibicija eklozije

U trecoj i Cetvrtoj introdukciji mortalitet larvi je bio 100% odmah prvog dana nakon
introdukovanja larvi u c¢aSu tretiranu ciromazinom, S§to se moze objasniti
kontrolisanim/postepenim otpustanjem aktivne materije ovih granula. Pretpostavka je da je
tokom trec¢e introdukcije larvi (18 dana nakon tretmana) koncentracija ovih granula u vodi
bila veoma visoka.

7.1.2 DIFLUBENZURON

Granule diflubenzurona nisu flotirale na povrSini tretirane eksperimentalne posude.
Mortalitet juvenilnih stadijuma razviéa uzrokovan primenom diflubenzurona znacajno se
razlikovao od mortaliteta kontrolne populacije (p=0.024). Statisticki znacajna razlika je
zabeleZena 1 kada su mortaliteti tretirane 1 kontrolne populacije uporedeni po danima
(p<0.001). Granule diflubenzurona su u proseku dostigle maksimalnu efikasnost nakon 12
post tretman dana, uzrokujuc¢i 100% mortalitet eksponirane populacije larvi. Ni jedna larva u
tretiranim posudama nije uspesno presla u stadijum lutke.
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Grafik 2. Kumulativni mortalitet (%) juvenilnih stadijuma vrste Cx. pipiens biotip molestus
nakon delovanja difubenzuron granula u laboratorijskim uslovima

Srednje letalno vreme u kome diflubenzuron obezbeduje 50, 90 i 99% mortaliteta
tretirane populacije prikazano je u tabeli 15. Diflubenzuron je redukovao 90% populacije za
9.86 dana, dok je 99%mortaliteta tretirane populacije prema probit analizi postignuto za 12.50
dana.

Tabela 15. Srednje letalno vreme larvi vrste Cx. pipiens biotip molestus tretiranih
diflubenzuronom

LTs LToo LTo
Diflubenzuron  6.62 (6.38-6.84)  9.86 (9.50-10.27) 12.50 (11.96-13.14)

7.1.3 PIRIPROKSIFEN

a) Piriproksifen na nosacu od ko¢anke

Odmah po aplikacije sve granule piriproksifena na nosacu od kocanke su potonule na
dno posude. Dve razli¢ite formulacije granula piriproksifena ocenjivane su u dve doze
primene (minimalnoj 1 maksimalnoj preporuc¢enoj dozi). Utvrdena je visoka efikasnost obe
primenjene doze, uzrokuju¢i 100% mortalitet eksponirane populacije. Mortalitet u posudama
tretiranim sa obe doze statisticki je znacajan u odnosu na mortalitet u kontrolnim posudama
(p<0.001). lako je ovaj preparat pokazao visoku efikasnost u suzbijanju larvi komaraca, za
postizanje maksimalne efikasnosti bilo je potrebno 19 dana, §to predstavlja mnogo duzi period
u odnosu na isti efekat diflubenzurona i nesto slabiji efekat ciromazin 0.5 oblozenih i
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neoblozenih granula. U poredenju sa granulama ciromazina 2, piriproksifen je zahtevao
dvostruko veéi broj dana za postizanje iste efikasnosti.

Dve opredeljene doze nisu imale znacajno razliCitu efikasnost (p=0.624). Dupliranje
doze nije dalo bolji efekat, Sto ukazuje na opravdanost primene minimalne preporucene doze
3 ka/ha.

Rezultati evaluacije bioloske efikasnosti piriproksifena na nosacu od kocanke, u
suzbijanju larvi komaraca, dati su za nizu ispitivanu dozu od 3 kg/ha, $to je ekvivalentno
primenjenoj dozi od 10.8 mg/posudi &ija je vodena povrsina 360 cm? i zapremine 2 L (Tabela
16a-16c¢).

Analiza hronoloski dobijenih rezultata ukazuje da je znacajniji mortalitet larvi u
temperaturnim uslovima vode (od prvog do sedmog dana od postavljanja ogleda 19.5°C do
22.4°C) u kom je apliciran Larvastop Piriprox G 05 u nizoj dozi (3 kg/ha) registrovan sedmog
dana posle aplikacije larvicida. Ukupan mortalitet u Cetiri ponavljanja iznosio je 20%.
Ukoliko bi se svaka varijanta posmatrala pojedinacno, uocava se da je delovanje
piriproksifena vezano za period posle petog dana od tretmana. Desetog dana ukupan
mortalitet larvi je bio 29%. Od ovog perioda evaluacije registruju se znacajne promene
razvoja juvenilnih stadijuma koje su uslovile deformaciju i mortalitet lutki. Trinaestog post
tretman dana registrovan je mortalitet larvi na nivou 30% i lutki 29%, §to u zbiru iznosi 59%
mortaliteta inicijalno tretirane populacije larvi. U ukupnom trajanju ogleda, svakodnevno su
beleZzene promene koje se deSavaju kao posledica primenjenog regulatora razvoja juvenilnih
stadijuma. Cesta je pojava da u toku trajanja od 3 nedelje eksperimenta, razli¢iti larveni
stupnjevi, kao i stadijum lutke bivaju morfoloski deformisani, $to dalje, kao Sto ime ovih
supstanci i ukazuje biva inhibiran razvoj narednog stadijuma razvi¢a. Registrovane su
razli¢ite deformacije Sto u konacnom dovodi do disfunkcionalnosti, odnosno nemoguc¢nosti
formiranja odraslih formi komaraca, protiv Cije pojave je 1 usmereno suzbijanje akvati¢nih
stadijuma razvi¢a komaraca supstancama kao $to je piriproksifen (Slike 77-79).

Znacajno je naglasiti da u ovom periodu (13-0g post tretman dana) dolazi do potpunog
razvoja od nivoa drugog larvenog stupnja do eklozije odraslih formi, u delu ogleda koji je
sluzio kao kontrola. Prilikom ove evaluacije konstatovano je da je u svim netretiranim
varijantama u razli¢itom stepenu doslo do izletanja odraslih (10, 3, 5, 6), u zbiru 24 jedinke od
ukupno 100 introdukovanih. U oceni bioloskog delovanja Sesnaestog dana posle aplikacije
larvicida ukupni mortalitet je bio 88% uz istovremenu ekloziju odraslin u kontrolnim
varijjantama na nivou 83 jedinke. U konacnoj oceni bioloSke efikasnosti koja je radena
devetnaestog dana posle tretmana, u tretiranim varijantama obezbeden je mortalitet od 100%,
a u kontrolnim varijantama 95% jedinki je uspesno zavrsilo razvoj do odrasle forme.

Ukoliko se u stepen bioloske efikasnosti insekticida ukljuce i promene koje nastaju u
kontrolnim varijantama, gde je moguce ocekivati da zbog uslova sredine takode dode do
mortaliteta insekata, prema Mulinoj formuli datoj u metodologiji (Mulla et al., 1971),
uocavaju se neznatna odstupanja u odnosu na registrovan pojedinac¢ni/ukupni mortalitet. U
oceni 7 dana posle aplikacije larvicida Piriproksifen GO05, mortalitet je iznosio 20.0%, a
stepen redukcije 18.70%. Registrovan mortalitet desetog dana od eksponiranja larvi istom
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preparatu iznosio je 29.00%, a redukcije 27.50%. Postupak evaluacije bioloske efikasnosti
uraden 13. dana dao je 59.00% mortaliteta, odnosno % redukcije od 57.53. Sesnaestog dana
utvrdivanja delovanja piriproksifena u nizoj dozi primene, postignuti mortalitet je iznosio
88.0%, a % redukcije 87.5%. U konacnoj oceni 19. dana, obe vrednosti su iznosile 100%
(Tabele 16a-16c).

Rezultati za visu primenjenu dozu piriproksifena (6 kg/ha) Sto odgovara aplikaciji u
eksperimentu od 21,6 mg/eksperimentalnoj posudi prikazani su u tabelama 17a-17c. Postupak
evaluacije bioloSke efikasnosti bio je u istim vremenskim intervalima kao i za nizu
primenjenu dozu. Ono $to je uocljivo je da nema znacajnijih odstupanja u postignutom nivou
mortaliteta i % redukcije kod obe primenjene doze, Sto dalje ukazuje da u uslovima ciste
vode, kao $to je koris¢ena u eksperimentu, ova doza zadovoljava u nivou postignute bioloske
efikasnosti. U uslovima prisustva vece koli¢ine organske materije, doza moze biti korigovana
na visu koli¢inu do 6 kg/ha. Takode je uocljivo da visa primenjena doza daje nesto visi stepen
mortaliteta u prvim ocenama evaluacije, prvih 7 dana. U kona¢noj oceni, nema signifikatne
razlike izmedu obe primenjene doze.

Slika 77. Formirani adulti u lutkinoj egzuviji koji nisu uspeli da eklodiraju
(Izvor: Kavran M., 2017)

Slika 78. Razvijeni adulti u lutkinoj egzuviji koji nisu uspéli da eklodiraju
(Izvor: Kavran M., 2017)
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Slika 79. Larve uginule usled nemoguc¢nosti normalnog presvlacenja i prelaska u naredni
larveni stupanj (Izvor: Kavran M., 2017)
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Grafik 3. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosa¢u od kocanke primenjena u preporuéenoj (3 kg/ha) i duploj dozi (6 kg/ha)
predstavljena kumulativnim prosekom mortaliteta tretiranih individua i kontrolne populacije u laboratorijskim uslovima
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Tabela 16a. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od koc¢anke u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP
PIRIPROX G 05 u dozi 3 kg/ha (10.8 mg po varijanti) (1-11 post tretman dan)

Tretman Danl Dan2 Dan3 Dan4 Dan5 Dan6 Dan7 Dan8 Dan9 Dan 10 Dan 11
Doza Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule I1zleteli >
10.8 mg larve  larve  larve  larve  larve larve larve larve larve larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet
PK 1 0 0 0 1 2 3 4 4 4 5 0 0 5 5 5 0 10
PK 2 0 0 0 0 0 1 3 3 3 4 0 0 4 5 3 0 8
PK 3 0 0 0 0 0 4 6 9 9 9 0 0 9 9 3 0 12
PK 4 0 0 0 0 0 6 7 8 8 11 0 0 11 11 4 0 15
> Mortalitet (%) 0 0 0 1 2 14 20 24 24 29 0 - 29 30 15 - 45
% redukcije 0 0 0 0 1.01 12.24 1837 2245 22.45 - - - 27.55 - - - 43.30
Danl Dan2 Dan3 Dan4 Dan5 Dan6 Dan7 Dan8 Dan9 Dan 10 Dan 11
Kontrola Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve  larve larve  larve larve larve  larve larve larve larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet
Kontrola 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 3 0
Kontrola 2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1
Kontrola 3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 2 1
Kontrola 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 2 1
> Mortalitet (%) 0 0 0 1 1 2 2 2 2 2 0 - 2 3 0 3
Eklozija adulta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - - 1 - - - 8 -
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Tabela 16b. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosa¢u od kocanke u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP
PIRIPROX G 05 u dozi 3 kg/ha (10.8 mg po varijanti) (12-15 post tretman dan)

Tretman Dan 12 Dan 13 Dan 14 Dan 15
Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
10.8 mg larve lutke adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet
PK1 5 7 0 12 5 9 0 14 5 13 0 18 5 16 0 21
PK 2 5 4 0 9 5 6 0 11 6 10 0 16 7 12 0 19
PK3 9 4 0 13 9 6 0 15 9 7 0 16 9 9 0 18
PK 4 11 7 0 18 11 8 0 19 11 9 0 20 12 13 0 25
> Mortalitet (%) 30 22 - 52 30 29 - 59 31 39 - 70 33 50 - 83
% redukcije - - - 50.52 - 57.73 - 68.75 - - - 82.29
Dan 12 Dan 13 Dan 14 Dan 15
Kontrola Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve lutke adulti  mortalitet  larve lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet
Kontrola 1 0 0 7 0 0 0 10 0 0 0 15 0 0 0 18 0
Kontrola 2 1 0 2 1 1 0 3 1 1 0 15 1 1 0 16 1
Kontrola 3 1 0 2 1 1 0 5 1 1 0 11 1 1 0 19 1
Kontrola 4 1 0 4 1 1 0 6 1 2 0 8 2 2 0 12 2
> Mortalitet (%) 3 0 - 3 3 0 - 3 4 0 - 4 4 0 - 4
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Tabela 16c¢. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od kocanke u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP
PIRIPROX G 05 u dozi 3 kg/ha (10.8 mg po varijanti) (16-19 post tretman dan)

Tretman Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19

Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

10.8 mg larve lutke adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

PK1 5 18 0 23 5 19 0 24 5 20 0 25 5 20 0 25

PK 2 7 12 0 19 8 14 0 22 8 16 0 24 8 17 0 25

PK 3 9 12 0 21 10 13 0 23 10 14 0 24 11 14 0 25

PK 4 12 13 0 25 12 13 0 25 12 13 0 25 12 13 0 25

> Mortalitet (%) 33 55 - 88 35 59 - 94 35 63 - 98 36 64 - 100

% redukcije - 87.50 - - - 93.68 - - - 97.89 - - - 100

Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19

Kontrola Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve lutke adulti  mortalitet  larve lutke  adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 0 0 21 0 0 0 22 0 0 0 25 0 0 0 25 0

Kontrola 2 1 0 22 1 1 0 22 1 1 0 23 1 1 0 24 1

Kontrola 3 1 0 24 1 1 0 24 1 1 0 24 1 1 0 24 1

Kontrola 4 2 0 16 2 2 1 18 3 2 1 22 3 2 1 22 3

Y Mortalitet (%) 4 0 - 4 4 1 - 5 4 1 - 5 4 1 - 5

Eklozija adulta - - 83 - - - 86 - - - 94 - - - 95 -
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Tabela 17a. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od kocanke u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP
PIRIPROX G 05 u dozi 6 kg/ha (21.6 mg po varijanti) (1-11 post tretman dan)

Tretman Danl Dan2 Dan3 Dan4 Danb Dan6 Dan7 Dan8 Dan9 Dan 10 Dan 11

Doza Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

21.6 mg larve  larve  larve  larve  larve larve  larve larve larve larve lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

PK1 0 0 1 2 5 8 12 14 15 18 0 0 18 18 1 0 19

PK 2 0 0 1 2 2 3 3 3 3 3 0 0 3 3 5 0 8

PK3 1 1 1 1 2 4 4 5 5 5 0 0 5 5 1 0 6

PK 4 0 1 1 1 1 2 3 4 4 4 0 0 4 4 6 0 10

> Mortalitet (%) 1 2 4 6 10 17 22 26 27 30 0 0 30 30 13 - 43

% redukcije 1.00 200 400 5.05 9.09 1531 2041 2449 2551 - - - 27.84 - - - 41.24
Danl Dan2 Dan3 Dan4 Dan5 Dan6 Dan7 Dan8 Dan?9 Dan 10 Dan 11

Kontrola Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve larve larve larve  larve larve  larve larve larve larve lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 3 1

Kontrola 2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 2 1

Kontrola 3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 2 0

Kontrola 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1

> Mortalitet (%) 0 0 0 1 1 2 2 2 2 3 0 - 3 3 0 3
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Tabela 17b. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosac¢u od kocanke u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP
PIRIPROX G 05 u dozi 6 kg/ha (21.6 mg po varijanti) (12-15 post tretman dan)

Tretman Dan 12 Dan 13 Dan 14 Dan 15

Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

21.6 mg larve lutke  adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

PK1 18 1 0 19 18 1 0 19 18 2 0 20 18 2 0 20

PK 2 3 9 0 12 4 13 0 17 4 16 0 20 4 19 0 23

PK 3 5 2 0 7 5 4 0 9 5 10 0 15 5 12 0 17

PK 4 4 8 0 12 5 11 0 16 5 12 0 17 5 13 0 18

> Mortalitet (%) 30 20 0 50 32 29 0 61 32 40 0 72 32 46 - 78

% redukcije - - - 48.45 59.79 - - - 70.83 - - - 77.08

Dan 12 Dan 13 Dan 14 Dan 15

Kontrola Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve lutke adulti  mortalitet  larve lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 1 0 5 1 1 0 10 1 1 1 14 2 1 1 17 2

Kontrola 2 1 0 3 1 1 0 6 1 1 0 13 1 1 0 19 1

Kontrola 3 0 0 1 0 0 0 5 0 0 0 15 0 0 0 21 0

Kontrola 4 1 0 4 1 1 0 6 1 1 0 8 1 1 0 15 1

> Mortalitet (%) 3 0 - 3 3 0 - 3 3 1 - 4 3 1 - 4

Eklozija adulta - - 13 - 27 - - - - - 72 -
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Tabela 17c. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosac¢u od ko¢anke u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije Larvastop Piriprox G 05
u dozi 6 kg/ha (21.6 mg po varijanti) (16-19 post tretman dan)

Tretman Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19

Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

21.6 mg larve lutke  adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

PK1 18 2 0 20 18 3 0 21 18 4 0 22 18 7 0 25

PK 2 4 20 0 24 4 21 0 25 4 21 0 25 4 21 0 25

PK 3 5 15 0 20 5 17 0 22 5 17 0 22 5 20 0 25

PK 4 5 18 0 23 6 19 0 25 6 19 0 25 6 19 0 25

> Mortalitet (%) 32 55 0 87 33 60 - 93 33 61 - 94 33 67 0 100

% redukcije - - - 86.46 - - - 92.71 - - - 93.75 - - - 100

Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19

Kontrola Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve lutke adulti  mortalitet  larve lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 1 1 21 2 1 1 21 3 1 1 23 3 1 1 23 3

Kontrola 2 1 0 22 1 1 0 24 1 1 0 24 1 1 0 24 1

Kontrola 3 0 0 24 0 0 0 25 1 0 0 25 1 0 0 25 1

Kontrola 4 1 0 18 1 1 0 21 3 1 0 24 3 1 0 24 3

Y Mortalitet (%) 3 1 - 4 3 1 - 4 3 1 - 4 3 1 - 4

Eklozija adulta - - 85 - - - 91 - - - 96 - - - 96 -
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b) Piriproksifen na nosacu od zeolita

Odmah po aplikaciji sve granule su potonule na dno $to u prakti¢nim uslovima primene
moze da ima reperkusije na ishod delovanja zbog nacina kretanja razli¢itih vrsta larvi po
vodenom profile.

Statisticki znacajna razlika u efikasnosti dve primenjene doze piriproksifena na zeolitu
nije zabeleZzena (p=0.461). Procenat mortaliteta u tretiranim posudama se znacajno razlikovao
od mortaliteta u kontrolnim posudama (p<0.001). Potpuni efekat postignut je takode nakon 19
dana, kao i u sluc¢aju primenjene formulacije piriproksifena na kocanki.

Kada su uporedeni mortaliteti, uzrokovani delovanjem piriproksifena na nosacu od
kocanke i na nosacu od zeolita, utvrdeno je da se granule piriproksifena na razliitim
nosac¢ima nisu znacajno razlikovale, a takode ni razli¢ite doze nisu se medusobno znacajno
razlikovale (Tabela 18).

Tabela 18. Poredenje svih formulacija piriproksifena i razli¢itih doza primenom Post Hoc
Dankanovog testa. Priblizne verovatnoce za Post Hoc Tests Error: izmedu MSE = 515.17, df
=12.000

Formulacija granula PK 10.8* PK 21.6* PZ 10.8* PZ 21.6*

PK 10.8* - 0.619 0.259 0.104
PK 21.6* 0.619 - 0.477 0.212
PZ10.8* 0.259 0.477 - 0.528
PZ 21.6* 0.104 0.212 0.528 -

PK- piriproksifen na nosacu od ko¢anke
PZ- piriproksifen na nosacu od zeolita
* Broj oznacava primenjene doze 10.8 1 21.6 mg/eksperimentalnoj posudi

Rezultati nasih istrazivanja bioloske efikasnosti piriproksifena na nosacu od zeolita, u
suzbijanju larvi komaraca, dati su za nizu ispitivanu dozu od 3 kg/ha, §to je ekvivalentno
primenjenoj koli¢ini od 10.8 mg/sudu &ija je vodena povriina 360cm? i zapremine 2 L (Tabela
19a-19c).

Registrovan ukupni mortalitet je za Cetiri ponavljanja iznosio 17%. Ukoliko bi se svaka
varijanta posmatrala pojedinacno, uocava se da je delovanje piriproksifena vezano za period
posle petog dana nakon tretmana. Dalja evaluacija bioloSke efikasnosti, koja je u tabelama
19a-19c. prikazana za svaki dan, potvrduje nacin delovanja ovog IGR. Desetog dana ukupan
mortalitet larvi je bio 28%. Od ovog perioda evaluacije registruju se znacajne promene
razvoja juvenilnih stadijuma koje su uslovile deformaciju i mortalitet lutki (Slika 80).
Trinaestog post tretman dana registrovan je mortalitet larvi od 29%, a na nivou lutki 45%, §to
u zbiru iznosi 74% mortaliteta inicijalno tretirane populacije larvi. U ukupnom trajanju
ogleda, svakodnevno su belezene promene koje se deSavaju kao posledica primenjenog
regulatora razvoja juvenilnih stadijuma. Cesta je pojava da u toku trajanja od 3 nedelje
eksperimenta, razli¢iti larveni stupnjevi, kao 1 stadijum lutke bivaju morfoloski deformisani.
Registrovane su razli¢ite deformacije §to u konaénom dovodi do disfunkcionalnosti, odnosno
nemogucnosti formiranja odraslih formi komaraca, protiv ¢ije pojave je i usmereno suzbijanje
akvati¢nih stadijuma razvica komaraca supstancama kao $to je piriproksifen (slike 80-83).
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Na slici 80 levo predstavljena je larva koja nije uspela da se presvuce iz jednog u drugi
larveni stupanj, $to potvrduje egzuvija prethodnog larvenog stupnja na kraju abdomena.
Sli¢an deformitet prikazan je i na slici 80 desno, gde se komarac razvio sve do stadijuma
lutke, ali se lutka nije uspesno oslobodila egzuvije poslednjeg larvenog stupnja, te je u toj fazi
uginula.

Slika 80. Uginula larva u L3 stupnju sa zaka¢enom egzuvijom L, stupnja (levo) i uginula lutka
sa zakacenom egzuvijom L4 stupnja (desno) (Izvor: Kavran M., 2017)

Na slici 81 prikazan je mortalitet u stadijumu lutke. Predstavljene jedinke na slikama
81A 1 81B su lutke koje su se samo delimi¢no presvukle, tj. samo do polovine tela uspele da
odbace egzuviju poslednjeg larvenog stupnja, ali usled nemogucnosti potpunog odbacivanja
egzuvije ova jedinka je uginula. Pored toga, ispod egzuvije lutke se mogu uociti odredeni
delovi adultne forme komarca, npr. krila. Na slici 81C predstavljena je naizgled normalna
lutka, medutim ove jedinke nisu uspele da formiraju sve delove tela ili su im neki delovi usled
uticaja regulatora razvoja dislocirani.

Svi prikazani deformiteti u juvenilnim stadijumima razvica predstavljaju tipicne
posledice uticaja IGR na komarce.
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Slika 81. Uginule lutke koje nisu uspele odbace egzuviju larve poslednjeg larvenog stupnja ili
je doslo do nepotpunog/nepravilnog odbacivanja egzuvije nakon ¢ega je lutka uginula
(Izvor: Kavran M., 2017)

Slika 82. Uginule lutke koje nisu uspele odbace egzuviju poslednjeg larvenog stupnja ili je

doslo do nepotpunog/nepravilnog odbacivanja egzuvije nakon ¢ega je lutka uginula
(Izvor: Kavran M., 2017)

Slika 83. Lutke koje su se nepravilno presvukle iz stadijuma larve i uginule odmah prelasku u
lutku (nesklerifikovane lutke) ili nakon izvesnog perioda pa ¢ak i nakon formiranja adulta u
lutkinoj egzuviji (lutke sa sklerifikovanom kutikulom) (Izvor: Kavran M., 2017)
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Grafik 4. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosa¢u od zeolita primenjena u preporucenoj (3 kg/ha) i duploj dozi (6 kg/ha)
predstavljena prosekom kumulativnih mortaliteta tretiranih individua i kontrolne populacije u laboratorijskim uslovima
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Tabela 19a. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od zeolita u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP
PIRIPROX ZG 05 u dozi 3 kg/ha (10.8 mg po varijanti) (1-11 post tretman dan)

Tretman Danl Dan2 Dan3 Dan4 Danb5 Dan6 Dan7 Dan8 Dan9 Dan 10 Dan 11

Doza Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

10.8 mg larve  larve larve larve  larve larve  larve larve larve larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

Pz 1 0 0 0 1 2 4 5 5 6 6 0 0 6 7 1 0 8

Pz 2 1 1 1 1 1 2 3 3 4 4 0 0 4 5 5 0 10

PZ3 1 1 1 1 3 5 5 5 5 5 1 0 6 5 6 0 11

PZ 4 3 3 3 3 3 3 4 6 8 9 3 0 12 10 6 0 16

> Mortalitet (%) 5 5 5 6 9 14 17 19 23 24 4 - 28 27 18 - 45

% redukcije 5 5 404 505 8.08 1313 1531 1735 2143 - - - 25.77 - - - 43.30
Danl Dan2 Dan3 Dan4 Dan5 Dan6é Dan7 Dan8 Dan9 Dan 10 Dan 11

Kontrola Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

larve larve larve larve  larve larve larve larve larve larve lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0

Kontrola 2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1

Kontrola 3 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 2 1

Kontrola 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1

> Mortalitet (%) O 0 1 1 1 1 2 2 2 3 0 - 3 3 0 3

Eklozija adulta
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Tabela 19b. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od zeolita u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP PIRIPROX
ZG 05 u dozi 3 kg/ha (10.8 mg po varijanti) (12-15 post tretman dan)

Tretman Dan 12 Dan 13 Dan 14 Dan 15

Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

10.8 mg larve lutke  adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

Pz 1 7 3 0 10 7 6 0 13 7 10 0 17 7 11 0 18

Pz 2 5 8 0 13 5 12 0 17 6 16 0 22 6 17 0 23

PZ3 5 8 0 13 5 14 0 19 5 14 0 19 5 14 0 19

PZ 4 10 10 0 20 12 13 0 25 12 12 0 24 12 13 0 25

> Mortalitet (%) 27 29 - 56 29 45 0 74 30 52 0 82 30 55 0 85

% redukcije - - - 54.64 - - - 72.92 - - - 81.05 - - - 84.21

Dan 10 Dan 13 Dan 14 Dan 15

Kontrola Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve lutke adulti mortalitet  larve lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 0 0 4 0 1 0 10 1 1 1 15 2 1 1 18 2

Kontrola 2 1 0 2 1 1 0 3 1 1 0 9 1 1 0 14 1

Kontrola 3 1 0 2 1 1 0 5 1 1 0 11 1 1 0 16 1

Kontrola 4 1 0 3 1 1 0 6 1 1 0 10 1 1 0 11 1

Y Mortalitet (%) 3 0 - 3 4 0 - 4 4 1 - 5 4 1 - 5

Eklozija adulta - - 11 - - - 24 - - - 45 - - - 59 -
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Tabela 19c. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od zeolita u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP PIRIPROX
ZG 05 u dozi 3 kg/ha (10.8 mg po varijanti) (16-19 post tretman dan)

Tretman Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19

Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

10.8 mg larve  lutke adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet

Pz 1 7 14 0 21 7 15 0 22 8 16 0 24 8 17 0 25

Pz 2 6 19 0 25 6 19 0 25 6 19 0 25 6 19 0 25

PZ3 5 18 0 23 6 18 0 24 6 19 0 25 6 19 0 25

PZ 4 12 13 0 25 12 13 0 25 12 13 0 25 12 13 0 25

> Mortalitet (%) 30 64 - 94 31 65 - 96 32 67 - 99 32 68 0 100

% redukcije - - - 93.68 - - - 95.79 - - - 98.95 - - - 100

Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19

Kontrola Jginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve lutke adulti mortalitet  larve lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 1 1 21 2 1 1 22 2 1 1 22 2 1 1 22 2

Kontrola 2 1 0 22 1 1 0 22 1 1 0 24 1 1 0 24 1

Kontrola 3 1 0 24 1 1 0 24 1 1 0 24 1 1 0 24 1

Kontrola 4 1 0 14 1 1 0 18 1 1 0 19 1 1 0 22 1

Y Mortalitet (%) 4 1 - 5 4 1 - 5 4 1 - 5 4 1 - 5

Eklozija adulta - - 81 - - - 86 - - - 89 - - - 92 -
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Tabela 20a. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od zeolita u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP PIRIPROX
ZG 05 u dozi 6 kg/ha (21.6 mg po varijanti) (1-11 post tretman dan)

Tretman Danl Dan2 Dan3 Dan4 Danb Dan6 Dan7 Dan8 Dan9 Dan 10 Dan 11

Doza Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

21.6 mg larve  larve larve larve  larve  larve larve larve larve larve  lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet

Pz1 1 2 3 3 3 5 7 7 8 8 0 0 8 8 3 0 11

Pz 2 2 2 2 4 5 6 6 6 6 6 0 0 6 6 4 0 10

PZ3 0 2 2 2 5 6 6 7 7 8 0 0 8 8 2 0 10

PZ 4 0 2 2 2 2 4 4 4 6 6 0 0 6 7 1 0 8

> Mortalitet (%) 3 8 9 11 15 21 23 24 27 28 - 0 28 29 10 - 39

% redukcije 3.00 800 9.00 11.00 15.00 20.20 2143 2245 2474 - - - 25.77 - - - 36.46

Eklozija adulta - - - - - - - - - - - 0 - - - 0 -
Danl Dan2 Dan3 Dan4 Danb5 Dan6 Dan7 Dan8 Dan9 Dan 10 Dan 11

Kontrola Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
larve larve larve larve larve larve  larve larve larve larve  lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet

Kontrola 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0

Kontrola 2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 2 1

Kontrola 3 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1

Kontrola 4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 2

> Mortalitet (%) 0 0 0 0 0 1 2 2 3 3 0 - 3 3 1 - 4

Eklozija adulta - - - - -
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Tabela 20b. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od zeolita u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP PIRIPROX
ZG 05 u dozi 6 kg/ha (21.6 mg po varijanti) (12-15 post tretman dan)

Tretman Dan 12 Dan 13 Dan 14 Dan 15
Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
21.6 mg larve lutke adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet
Pz1 8 5 0 13 8 9 0 17 8 12 0 20 8 14 0 22
Pz 2 6 6 0 12 6 8 0 14 6 15 0 21 6 16 0 22
PZ3 8 8 0 16 8 9 0 17 9 10 0 19 9 10 0 19
PZ 4 7 3 0 10 9 6 0 15 9 10 0 19 9 10 0 19
> Mortalitet (%) 29 22 0 51 31 32 - 63 32 47 - 79 32 50 - 82
Y%redukcije - - - 48.96 - - - 61.46 - - - 78.12 - - - 81.25
Eklozija adulta - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 -
Dan 12 Dan 13 Dan 14 Dan 15

Kontrola Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

larve lutke adulti mortalitet  larve lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet
Kontrola 1 0 0 5 0 0 0 10 0 0 0 12 0 0 0 18 0
Kontrola 2 1 0 2 1 1 0 3 1 1 0 8 1 1 0 14 1
Kontrola 3 1 0 2 1 1 0 5 1 1 0 10 1 1 0 16 1
Kontrola 4 1 1 3 2 1 1 6 2 1 1 10 2 1 1 14 2
Y Mortalitet (%) 3 1 - 4 3 1 - 4 3 1 - 4 3 1 - 4
Eklozija adulta - - 12 - - - 24 - - - 40 - - - 72 -
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Tabela 20c. Bioloska efikasnost piriproksifena na nosacu od zeolita u suzbijanju larvi komaraca, aplikacija formulacije LARVASTOP PIRIPROX
ZG 05 u dozi 6 kg/ha (21.6 mg po varijanti) (16-19 post tretman dan)

Tretman Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19
Doza Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >
21.6 mg larve lutke adulti mortalitet larve lutke  adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet
Pz1 9 16 0 25 9 16 0 25 9 16 0 25 9 16 0 25
Pz 2 6 19 0 25 6 19 0 25 6 19 0 25 6 19 0 25
PZ3 9 13 0 22 10 13 0 23 10 13 2 23 10 13 2 23
PZ 4 9 16 0 25 9 16 0 25 9 16 0 25 9 16 0 25
> Mortalitet (%) 33 64 0 97 34 64 - 98 34 64 - 98 34 64 - 98
Y%redukcije - - - 96.88 - - - 97.89 - - - 97.89 - - - 97.87
Eklozija adulta - - 0 - - - 0 - - - 2 - - - 2 -
Dan 16 Dan 17 Dan 18 Dan 19

Kontrola Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli > Uginule Uginule Izleteli >

larve lutke adulti mortalitet  larve lutke  adulti mortalitet larve lutke adulti mortalitet larve  lutke adulti mortalitet
Kontrola 1 0 0 21 0 0 1 21 1 1 1 22 2 1 1 22 2
Kontrola 2 1 0 22 1 1 0 22 1 1 24 1 1 24 1
Kontrola 3 1 0 24 1 1 0 24 1 1 0 24 1 1 0 24 1
Kontrola 4 1 1 14 2 1 1 19 2 1 1 20 2 1 1 22 2
> Mortalitet (%) 3 1 - 4 3 1 - 5 4 2 - 6 4 2 - 6
Eklozija adulta - - 81 - - - 86 - - - 90 - - - 92 -
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Srednje letalno vreme za koje ugine 50, 90 i 99% populacije vrste Cx. pipiens biotip
molestus tretirane piriproksifenom na dva razli¢ita nosaca od kukuruzne kocanke i zeolita,
primenjeni u dve doze, predstavljeno je u Tabeli 21. lako se srednja letalna vremena razlikuju
pri aplikaciji piriproksifena na razli¢itim nosac¢ima, statisticki znacajna razlika u efikasnosti
(postignuti mortaliteti) primenjenih formulacija i doza nije utvrdena. Zanimljivo je da je
piriproksifen u visoj dozi zahtevao 1-2 dana viSe u odnosu na piriproksifen primenjen u nizoj
dozi za postizanje istog efekta.

Tabela 21. Srednje letalno vreme (LTso, LTgo i LTgg) populacije Cx. pipiens biotip molestus
nakon tretmana piriproksifenom na nosa¢u od kukuruzne kocanke (PK) i zeolita (PZ),
primenjenog u dve doze (3 kg/ha odnosno 10.08 mg/eksperimentalnoj posudi i 6 kg/ha
odnosno 21.6 mg/eksperimentalnoj posudi), izrazeno u danima

LTso LTo LTog
PK 10.8 11.61 (11.24-12.62) 16.40 (15.81-17.10) 20.30 (19.40-21.38)
PK 21.6 11.44 (11.12-11.76) 17.12 (16.60-17.72) 21.76 20.95-22.69)
PZ 108 10.97 (10.33-11.63) 16.16 (15.20-17.39) 20.39 (18-94-22.31)
PZ216 10.50 (9.83-11.18) 16.59 (15.54-17.93) -

7.1.4 POREDENJE SVIH EVALUIRANIH IGR

Poredenjem proseka % mortaliteta uzrokovanih tokom 19 post tretman dana analizirane
su efikasnosti primenjenih IGR. Testom homogenosti grupa utvrdeno je da se preparati na
bazi ciromazina statisti¢ki znacajno razlikuju od diflubenzurona i piriproksifena, ali se takode
znacano razlikuje i piriproksifen od diflubenzurona. Preparati ciromazina se medusobno nisu
razlikovali, a isti slu¢aj je zabelezen i kod granula piriproksifena (Tabela 22).

Tabela 22. Poredenje efikasnosti primenjenih IGR (ciromazin, piriproksifen i diflubenzuron),

izrazeno preko postignutog mortaliteta u periodu od prvog do 19-o0g post tretman dana
Dankanov test; Priblizna verovatnoca za Post Hoc Tests Error: izmedu
MSE = 373.60, df = 24.000
IGR  Cir05 Cir050bl Cir2 PK10.8 PK21.6 PZ10.8 PZ216 D

Cir 0.5 - 0.508 0.169 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Cir0.50b 0.508 - 0.058 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Cir2 0.169 0.058 - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
PK10.8 <0.001 <0.001 <0.001 - 0.554 0.179 0.051 <0.001
PK21.6 <0.001 <0.001 <0.001 0.554 - 0.397  0.137 <0.001
PZ10.8 <0.001 <0.001 <0.001 0.179 0.397 - 0.452  <0.001
PZ21.6 <0.001 <0.001 <0.001 0.051 0.137 0.453 - <0.001
D <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 -

Cir 0.5 - ciromazin 0.5; Cir 0.5 ob - ciromazin 0.5 obloZen; Cir 2 - ciromazin 2; PK 10.8- piriproksifen na
kodanki u dozi 10.8 mg/posudi; PK 21.6 — piriproksifen na kodanki u dozi 21.6 mg/posudi; PZ 10.8 —
piriproksifen na zeolitu u dozi 10.8 mg/posudi; PZ 21.6 — piriproksifen na zeolitu u dozi 21.6 mg/posudi; D —
diflubenzuron.
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7.2 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI CIROMAZINA U
SUZBIJANJU VRSTE CX. PIPIENS BIOTIP MOLESTUS U
POLUPRIRODNIM (SIMULIRANIM) USLOVIMA (BURADIMA)

U poluprirodnim uslovima (u buradima) ispitivane su dve formulacije granula
ciromazina 2 na Biodac nosacu, obloZene i neobloZene. Burad zapremine 30 1, opredeljena za
aplikaciju i evaluaciju ciromazina, simulirala su vestacke recipijente vode koje veoma Cesto
naseljavaju populacije vrsta Cx. pipiens complex i Ae. albopictus u ¢ovekovom neposrednom
okruzenju. Efekti neobloZenih granula ciromazina 2 na Biodac nosacu i Stearatom obloZenih
granula ciromazina 2 na Biodac nosacu na razvoj larvi/lutki registrovani su svakodnevno.
Rezultati su prikazani u tabelama 23a i 23b. Do petog post tretman dana nije zabeleZena
promena na eksponiranoj populaciji, te je u tabelama 23a i 24a predstavljena populacija od
petog do 14. post tretman dana. Odmah po aplikaciji granula zabelezena je negativna
karakteristika formulacije. Granule su se u kontaktu sa vodom odmah grupisale u centralnom
delu otvora bureta (Slika 84). Ova pojava se smatra nepozeljnom, jer onemogucava
ravnomernu aplikaciju po ciljanoj vodenoj povrSini. Jedanaestog post tretman dana sve
granule ciromazina 2 su i dalje plutale na povrsini vode ne razdvajajuéi se (grupisane), dok su
sve oblozene granule uglavnom bile rasporedene po ukupnoj zapremini vode.

U buradima tretiranim neoblozenim granulama ciromazina 2 zabelezen je visok %
inhibicije eklozije adulta, 82.98%, dok je tretman obloZzenim granulama rezultirao nizim %
inhibicije eklozije, u proseku 68.09%. Neoblozene granule ciromazina 2 pokazale su vecu
efikasnost u poredenju sa obloZenim granulama.

Kada je eksperiment ponovljen postignuta je veca efikasnost obe formulacije granula,
gde ni jedna jedinka u tretiranim buradima nije uspesno presla u stadijum adulta (Tabele 25a i
25b, zatim 26a i 26b).

U kontrolnim buradima IE je iznosio u proseku 20.00% dok je u svim tretiranim
buradima postignut potpuni efekat (mortalitet 100%) (tabele 23-26a i 23-26b). Uspesna
eklozija adulta u kontrolnim buradima prikazana je na slikama 85 i 86.
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Slika 84. Granule ciromazina 2 odmah po aplikaciji (gore levo i desno) i mesec dana nakon
tretmana (dole levo i desno) (lzvor: Kavran, 2014)

Slika 85. Uspesna eklozija adulta u kontrolnim buradima (Izvor: Kavran, 2014)

153



Slika 86 Uspesno eklodirani muzjak (levo) i zenka (desno) u kontrolnim buradima
(Izvor: Kavran, 2014)
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Tabela 23a. Efikasnost ciromazin 2 granula na Biodac nosac¢u u polu-prirodnim uslovima (buradima) izrazena prose¢nim vrednostima

Doza ] 5 post tretman dana ] 7 post tretman dana ] 8 post tretman dana _ 9 post tretman dan ] 10 post tretman dana
0.68 g Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani >
lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta
Ciromazin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola 0 1 0 10 1 1 9 6 7 6 12 19 5 11 30

Tabela 23b. Efikasnost ciromazin 2 granula na Biodac nosacu u polu-prirodnim uslovima (buradima) izrazena prosecnim vrednostima

Doza V 11 post tretman dana _ 12 post tretman dana V 13 post tretman dana V 14 post tretman dana
0.68 ¢ Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani >
' lutke adulti Adulta lutke adulti Adulta lutke adulti Adulta lutke adulti Adulta_|E (%)
Ciromazin 1 0 0 3 0 0 8 8 8 0 0 8 82.98
Kontrola 4 10 40 2 5 45 1 1 46 0 1 47 6.00

IE= Inhibicija eklozije adulta

Tabela 24a. Efikasnost ciromazin 2 oblozenih granula na Biodac nosa¢u u polu-prirodnim uslovima (buradima) izraZzena proseénim vrednostima

Doza _ 5 post tretman dana _ 7 post tretman dana _ 8 post tretman dana _ 9 post tretman dan _ 10 post tretman dana
0.68 ¢ Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  EKlodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani >
lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta
Ciromazin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola 0 1 0 10 1 1 9 6 7 6 12 19 5 11 30

Tabela 24b. Efikasnost ciromazin 2 oblozenih granula na Biodac nosacu u polu-prirodnim uslovima (buradima) izrazena prose¢nim vrednostima

Doza V 11 post tretman dana V 12 post tretman dana _ 13 post tretman dana _ 14 post tretman dana
0.68 g Zive Eklodirani > Zive Eklodirani > Zive Eklodirani > Zive Eklodirani >
lutke  adulti  Adulta lutke  adulti  Adulta lutke  adulti  Adulta lutke  adulti  Adulta 'E (%)
Ciromazin 0 0 0 15 0 0 0 15 15 0 15 15 68.09
Kontrola 4 10 40 2 5 45 1 1 46 0 1 47 6.00

IE= Inhibicija eklozije adulta
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Tabela 25a. Efikasnost ciromazin 2 granula na Biodac nosac¢u u polu-prirodnim uslovima (buradima) izrazena prose¢nim vrednostima

Doza 5 post tretman dana 7 post tretman dana 8 post tretman dana 9 post tretman dan 10 post tretman dana
0.68¢ Zive Eklodirani Y Zive Eklodirani Y Zive Eklodirani Y Zive Eklodirani Y Zive Eklodirani Y
lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta
Ciromazin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola 0 0 0 0 0 0 5 0 7 18 0 0 0 0 0

Tab 25b. Efikasnost ciromazin 2 granula na Biodac nosacu u polu-prirodnim uslovima (buradima) izraZena prose¢nim vrednostima

Doza V 11 post tretman dana _ 12 post tretman dana v 13 post tretman dana v 14 post tretman dana
0.68 g Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani >
lutke adulti  Adulta lutke adulti  Adulta lutke adulti  Adulta lutke adulti Adulta 'E (%)
Ciromazin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Kontrola 14 18 18 15 10 32 8 0 32 0 8 40 20.00

IE= Inhibicija eklozije adulta

Tab 26a. Efikasnost ciromazin 2 oblozenih granula na Biodac nosacu u polu-prirodnim uslovima (buradima) izrazena prose¢nim vrednostima

Doza _ 5 post tretman dana _ 7 post tretman dana _ 8 post tretman dana _ 9 post tretman dan _ 10 post tretman dana
0.68 g Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  EKlodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani >
lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta  lutke adulti Adulta
Ciromazin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrola 0 0 0 0 0 0 5 0 7 18 0 0 0 0 0

Tab 26b. Efikasnost ciromazin 2 oblozenih granula na Biodac nosa¢u u polu-prirodnim uslovima (buradima) izrazena prose¢nim vrednostima

Doza _ 11 post tretman dana _ 12 post tretman dana V 13 post tretman dana V 14 post tretman dana
0.68 g Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani > Zive  Eklodirani >
lutke adulti__ Adulta lutke adulti Adulta lutke adulti_ Adulta lutke adulti_ Adulta E (%)
Ciromazin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Kontrola 14 18 18 15 10 32 8 0 32 0 8 40 20.00

IE= Inhibicija eklozije adulta
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7.3 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI IGR U POLJSKIM
USLOVIMA

7.3.1 CIROMAZIN

Sve granule su odmah po aplikaciji potonule na dno kanala (u blato), Sto implicira da su
granule nakon odredenog vremenskog perioda bile zamuljene (Slika 87) rezultirajuéi
redukovanjem efikasnosti ciromazina na prisutnu juvenilnu populaciju komaraca. Populacija
juvenilnih stadijuma razvi¢a je registrovana pre tretmana, zatim cetiri, sedam i dvadeset jedan
dan nakon tretmana.

U kanalu je dominantna vrsta bila Cx. pipiens complex, a sporadi¢no su se javljale i
larve An. maculipennis complex.

Slika 87 Potonule granule odmah po aplikaciji (levo) i 14 dana nakon tretmana (desno)
(Izvor: Kavran M., 2014)

Slika 88. Neuspesna eklozija adulta iz lutkine egzuvije 14 dana nakon tretmana u kanalu u
Novom Beceju (Izvor: Kavran M., 2014)

U tabeli 27 predstavljena je redukcija populacija registrovanih u kanalima pre tretmana,
zatim Cetiri, sedam 1 21 dan nakon tretmana. Bioloska efikasnost apliciranog ciromazina 2
verifikovana je stepenom supresije prirodne juvenilne populacije tokom navedenih post
tretman dana u odnosu na pretretman populaciju i mortalitet u kontrolnom kanalu. U proces
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evaluacije efikasnosti ciromazina 2 na Biodac nosa¢u ukljuc¢ene su bile samo starije larve (L3 i
L) u post tretman periodu, jer na rane stupnjeve (L;-L,) preparat jo$ nije stigao da deluje.
Ovakvim sistemom evaluacije eliminisane su bile sve mlade larve koje se svakodnevno pile
usled permanentno dostupne vodene povrsine divljoj populaciji zenki Cx. pipiens complex za
ovipoziciju, koje tokom letnje sezone kontinuirano, svakodnevno, polazu jaja u raspolozive
vodene sredine/recipijente.

Stopa redukcije populacije je 21 dan nakon tretmana iznosila od 79.39% do 98.84% u tri
tretirana dela kanala. Prose¢an mortalitet iznosio je 87.09%. Brojnost populacije u tretiranim i
kontrolnim kanalima predstavljena je na graficima 5-8. lako je populacija u kanalu
opredeljenom za tretman ciromazinom 2 bila veéa u pre tretmanu u odnosu na populaciju u
kontroli, signifikantna razlika nije utvrdena (p=0.763). Dodatno, tretirani kanal je bio duzi u
odnosu na kontrolni te je i raspoloziva povrsina vode bila veca u odnosu na kontrolni kanal.
Statistickom analizom utvrdena je visoka signifikantna razlika izmedu tretirane i kontrolne
populacije 21-og post tretman dana (p<0.001). Efikasnost ciromazina redukovala je
populaciju tek 21 dan nakon tretmana, dok u periodima cetiri i sedam post tretman dana
signifikantna razlika izmedu kontrole i tretmana nije zabeleZena (p=0.597 i1 p=0.117). U
kontrolnom kanalu populacija je blago smanjena 4 dana posle tretmana. Mortalitet je iznosio
10.16%. Ova redukcija nije bila statisticki znac¢ajna u odnosu na pre tretman populaciju
(p=0.443). Medutim, sedam dana nakon tretmana kontrolna populacija je znacajno porasla
(p<0.001) u odnosu na pre tretman populaciju, dok je u tretiranom kanalu populacija
signifikantno redukovana u odnosu na pre tretman tretiranu populaciju 21 dan nakon tretmana
(p<0.001).
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Grafik 5. Dinamika populacija Ls-L4 larvenih stupnjeva domacih vrsta komaraca u tri dela
kanala, tretirana ciromazin 2 granulama na Biodac nosacu i u kontrolnom kanalu u pretretman
periodu zatim 4, 7 i 21 post tretman dan, u Novom Beceju, 2014.

158



Prosecan broj larvi

/\

>

[ SN—

Tretman

/4

Kontrola

/ AN

N

Pre tretmana 4 7
Post tretman dani

21

Grafik 6. Dinamika populacija Ls-L4 larvenih stupnjeva domacih vrsta komaraca u tri dela
kanala, tretirana ciromazin 2 granulama na Biodac nosacu (prosek 3 tretirana dela) i u
kontrolnom kanalu, pre tretmana, zatim 4, 7 i 21 post tretman dan, u Novom Beceju, 2014.
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Grafik 7. Regresija dinamike populacije Ls-L4 larvenih stupnjeva domacih vrsta komaraca u 3
dela kanala tretirana ciromazin 2 granulama na Biodac nosacu i u kontrolnom kanalu, pre
tretmana, zatim 4, 7 i 21 post tretman dan, u Novom Beceju, 2014.
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Grafik 8. Regresija dinamike populacije Ls-L,4 larvenih stupnjeva domacih vrsta komaraca u
kanalu tretiranom granulama ciromazina 2 na Biodac nosac¢u (prosek 3 tretirana dela kanala) i
u kontrolnom kanalu, pre tretmana, zatim 4, 7 i 21 post tretman dan, u Novom Beceju, 2014

Tabela 27. Bioloska efikasnost apliciranih granula ciromazina 2 na Biodac nosacu u poljskim
uslovima, Novi Becej, 2014., izraZzen prosekom kumulativnog mortaliteta (%) u post tretman
danima

Mortalitet (%) u post tretman danima

Ciromazin

4 7 21
Ponavljanje 1 + 5.77 98.84
Ponavljanje 2 + + 79.39
Ponavljanje 3 74.90 + 83.05
Prosek 19.67 13.61 87.09
Kontrola 10.16 + +

+ Populacija nije redukovana, nego je povecana u odnosu na pretretman populaciju

Eksperiment evaluacije ciromazina ponovljen 2015. godine ostvario je sledece rezultate.
Efikasnost apliciranog larvicida u formulaciji granula ciromazina 2, predstavljena je
prosecnim procentima mortaliteta (Grafik 9). Monitoring tretirane i kontrolne populacije
trajao je 45 dana. Medutim, poslednji dan evaluacije bio je 38. dan zbog dodatnog, nezeljenog
tretmana kanala Bti tabletama, izvrSenog od strane DDD sluzbe i lokalnog stanovniStva
Novog Beceja 43. post tretman dan.

Granule ciromazina 2 pokazale su visoku efikasnost ve¢ od tre¢eg post tretman dana
(mortalitet 71.30%) kada je zabelezen signifikantno veéi mortalitet u odnosu na kontrolu
(p=0.029, 21.03% mortalitet) i na mortalitet uzrokovan delovanjem diflubenzurona (p<0.001,
mortalitet 10.40%), potom sedam dana nakon tretmana, kada je zabeleZeni mortalitet izn0Sio
87.71%. Granule ciromazina 2 obezbedile su maksimalnu efikasnost nakon sedam dana,
ostvarujuci prosek mortaliteta 87.71%, a mortalitet u pojedinim ponavljanjima iznosio je i do
99.56%. Nakon 27 post tretman dana efikasnost ove formulacije ciromazina bila je
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redukovana na 57.91%, a nedelju dana kasnije na prose¢nih 48.16% (38 dana nakon
tretmana). Delovanje ciromazina nije bilo statisticki znacajno u odnosu na netretiranu
populaciju (p=0.098) 27 dana nakon tretmana.

M Diflubenzuron M Ciromazin ki Kontrola

100 a

Ho

Mortalitet (%)

Post tretman dani
Grafik 9. Bioloska efikasnost granula ciromazina i duflubenzurona u odnosu na kontrolnu

populaciju pre tretmana i u post tretman danima, izraZzena procentom kumulativne redukcije
populacije u odnosu na pretretman populaciju

Tabela 28. Kumulativna redukcija populacije u post tretman periodu u odnosu na pretretman
populaciju u kanalima tretiranim ciromazin 2 granulama, diflubenzuronom i u kontrolnom
kanalu, Novi Becej (2015a)

Prosek kumulativnog mortaliteta (%) u post tretman danima

Primenjeni IGR

7 14 21 24 27 38
Diflubenzuron* 10.40 60.00 72.08 81.59 - - -
Ciromazin 7130 87.71 48.05 7187 7896 57091 48.16
Kontrola 21.03 141 4250 2144 40.23 37.96 39.68

*Kanal u koji je apliciran diflubenzuron presusio je 24 dana nakon tretmana

U drugom ponovljenom eksperimentu evaluacije ciromazina tokom 2015. godine
utvrdeno je sledece. BioloSka efikasnost ciromazina u tretiranim kanalima, izrazena kroz
redukciju populacije, gde je prosek brojnosti populacije u post tretman danima uporedivan sa
prosekom populacije pre tretmana, predstavljena je u Tabeli 29. Pre tretmana, populacije u
kanalima opredeljenim za tretman bile su statisticki znac¢ajno vece u odnosu na kontrolnu
populaciju (p<0.01 u kanalu 1 i p=0.006 u kanalu 2). Ciromazin je u kanalu 1 znacajno
redukovao populaciju tokom sva tri meseca monitoringa, a maksimalna efikasnost zabelezena
je 35 dana nakon tretmana (redukcija 98.35%). Nakon 63 post tretman dana redukcija
populacije je snizena ispod 50%. Dalja opservacija se ne uzima u obzir jer je populacija u
kontrolnom kanalu bila signifikantno smanjena (63.77%). Nakon delovanja ciromazina, nije
zabeleZena znacajna razlika izmedu populacije u kanalu 1 i u kontrolnom kanalu (p=0.352),
Sto ukazuje na signifikantnu redukciju tretirane populacije u odnosu na populaciju pre
tretmana. Efikasnost ciromazina 2 predstavljena je u Tabeli 29.
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U kanalu 2 zabeleZena je niza redukcija populacije u odnosu na redukciju postignutu u
kanalu 1. Cetvrtog post tretman dana redukcija je iznosila 60.41%. Ciromazin je signifikantno
delovao na populaciju. Populacija nije o¢itana 21-0g dana nakon tretmana, jer je u kanalu
ostao samo mulj sa nedovoljnom koli¢inom vode za uzorkovanje, a ubrzo potom kanal je

presusio. Razlika izmedu populacija u kanalu 2 i u kontroli bila je visoko signifikantna
(p<0.001).

Tabela 29. Mortaliteti u kanalima tretiranim ciromazinom 2 i u kontrolnom kanalu
Mortalitet (%) u post tretman danima
2 4 7 14 21 35 42 49 5 63 70 77 84 91
Tretman 1* 89.23 54.94 95.93 92.58 74.98 98.85 87.64 96.98 90.88 46.09 74.14 92.97 64.87 -
Tretman 2** 27.00 60.41 10.75 557 - - - - - - - -
Kontrola + + + + + + 1594 0 17.39 7.25 63.77 42.03 97.1 89.86

*U kanalu 1 nakon 63 post tretman dana mortalitet se dalje ne uzima u obzir zbog veoma visokog mortaliteta u
kontroli

**Kanal 2 je presusio nakon 21 post tretman dan
+ Porast populacije u kanalu u odnosu na pretretman

M Ciromazin (kanal 1) k4 Kontrola

100.00

T -
80.00
60.00
40.00
20.00 - =
0.00 - : : : : : : -
2 4 7 14 21 35 42 49 56 63

Post tretman dani

Mortalitet (%)

Grafik 10. Proseci kumulativnog procenta redukcije populacija u kanalu broj 1 tretiranom
ciromazinom 2 oblozenim granulama i u kontrolnom kanalu

Na grafiku 11 predstavljena je dinamika populacija u kanalu tretiranom granulama

ciromazina 2 i u kontrolnom kanalu tokom celokupnog perioda trajanja ogleda, 91 post
tretman dan.
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Grafik 11. Dinamika populacije larvi L3-L4 stupnja, izrazena prosekom uzorkovanja u kanalu
1 tretiranom ciromazin 2 oblozenim granulama i u kontrolnom kanalu
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Grafik 12. Dinamika populacije u kanalu tretiranom ciromazinom 2 obloZenim granulama i u
kontrolnom kanalu izraZzen preko prosecnog broja uzorkovanih (L3-Lg4) larvi, tokom 91 post
tretman dana, predstavljena regresionom pravom

7.3.2 DIFLUBENZURON

Tokom prvog eksperimenta 2015. godine zabelezeno je sporije delovanjem
diflubenzurona u odnosu na ciromazin, te je treceg post tretman dana registrovan
signifikantno nizi mortalitet uzrokovan ovim IGR u odnosu na ciromazin 2 formulaciju
(p<0.001, 10.40% mortalitet). Sedmog post tretman dana, efikasnost ciromazina i
diflubenzurona nije se znacajno razlikovala (p=0.099).
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Kada je eksperiment ponovljen tokom iste godine utvrdena efikasnost diflubenzurona
bila je niza u odnosu na efikasnost ciromazina u kanalima. Maksimalan % redukcije,
postignut aplikacijom diflubenzurona, zabelezen je 14-0g post tretman dana, i iznosio
68.56%. Nakon 35 dana % redukcije populacije u tretiranom kanalu je konstantno opadao, a
nakon 63 post tretman dana zabelezen je rast populacije. U svakom od narednih ocitavanja
redukcija tretirane populacije nije zabeleZzena. Redukcije popualcije u kanalu tretiranom
diflubenzuronom predstavljene su u Tabeli 30.

Proseci pretretman populacija u kontrolnom kanalu i kanalu tretiranom
diflubenzuronom nisu se signifikantno razlikovali (p=0.728). Kontrolna i tretirana populacija
su se u post tretman periodu signifikantno razlikovale (p=0.001).

Tabela 30. Prose¢ne kumulativne vrednosti % reedukcije Ls-L4 larvenih stupnjeva u kanalu

tretiranom diflubenzuronom i u kontrolnom kanalu
Redukcija populacije (%) u post tretman danima
2 4 7 14 21 35 42 49 56 63 70 77 84 91
Diflubenzuon 66.03 62.03 + 68.56 18.61 56.65 14.16 49.14 4484 + + + + +
Kontrola + + + + + + 1594 + 1739 7.25 63.77 42.03 97.1 B9.86
+ Porast populacije u kanalu u odnosu na pretretman populaciju
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Grafik 13. Dinamika populacije u kanalu tretiranom diflubenzuronom i u kontrolnom kanalu,
izrazena preko proseénog broja uzorkovanih (Ls-L4) larvi, tokom 91 post tretman dana

7.4 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI AQUATAIN AMF-A U
LABORATORIJSKIM USLOVIMA
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7.4.1 SUZBIJANJE JUVENILNE POPULACIJE VRSTA CX. PIPIENS BIOTIP MOLESTUS | AE.
ALBOPICTUS

Larvicidni efekti. Larve obe tretirane vrste Cx. pipiens biotip molestus i Ae. albopictus
visoko su osetljive na tretman Aquatain AMF-om (Tabela 31). Signifikantan uticaj na
stadijum larve zabeleZen je tokom eksperimenta.

Medutim, larve prvog i drugog stupnja bile su manje senzitivne u poredenju sa starijim
larvenim stupnjevima (L3 i Ls). Inicijalni mortalitet (prvog post tretman dana) L;-L, stupnjeva
vrste Ae. albopictus iznosio je 72%, dok je inicijalni mortalitet vrste Cx. pipiens biotip
molestus (p<0.001) bio signifikantno nizi, samo 17%. Osetljivost vrste CX. pipiens biotip
molestus bila je zna¢ajno manja u odnosu na vrstu Ae. albopictus.

Drugog post tretman dana, procenat mortaliteta Cx. pipiens biotip molestus znacajno je
poveéan u odnosu na prethodni dan (p<0.001). Senzitivnost larvi Cx. pipiens biotip molestus
bila je i dalje signifikantno niza u odnosu na senzitivnost eksponirane populacije Ae.
albopictus (p=0.025).

Nakon devet post tretman dana, sve tretirane larve Cx. pipiens biotip molestus su
uginule (mortalitet 100%). U poredenju sa tretiranom populacijom L;-L, larvi Cx. pipens
biotip molestus, larve istog stupnja vrste Ae. albopictus su prezivele duze ispod sloja Aquatain
AMF-a. Cak i nakon 17 post tretman dana, jedna od 75 eksponiranih larvi ove invazivne vrste
bila je Ziva ispod sloja Aquatain AMF-a (mortalitet 98.61%). Ni jedna larva, tretirana u L;-L;
stupnju nije se ulutkala. Poslednjeg dana evaluacije (17. post tretman dana), procenat
mortaliteta dve vrste nije se znacajno razlikovao (p=0.532).

Osetljivosti larvi vrsta Cx. pipiens biotip molestus i Ae. albopictus na delovanje
Aguatain AMF-a signifikantno su se razlikovale u L;-L, stupnjevima (p=0.027). Veliki uticaj
na stopu mortaliteta tokom eksponiranja ranih larvenih stupnjeva imala je duZina ekspozicije
monomolekularnom sloju. Mortaliteti dve vrste takode su se razlikovali po danima (p<0.001).
IzraCunati LTsp za vrstu Cx. pipiens biotip molestus iznosio je 2.48 (min 2.13 - max 2.79),
zatim LTgg 5.92 (min 5.56- max 6.35) i LTgg 8.72 (min 8.10- max 9.50) dana. Mortalitet larvi
Ae. albopictus bio je vec¢i od 50% za manje od 24h (jedan post tretman dan). Probit analiza je
pokazala da je srednje letalno vreme za 90% eksponirane populacije ove vrste iznosilo 8.48
(min 6.92- max 11.12), a za mortalitet 99% populacije bilo je potrebno 20.31 (min 16.08- max
28.85) dana.

Stariji larveni stupnjevi (Ls-L4) su pokazali mnogo veéu senzitivnost na delovanje
Aquatain AMF-a u poredenju sa ranim larvenim stupnjevima (Li-Lj). Sve tretirane Cx.
pipiens biotip molestus larve Lz-L,4 stupnja uginule su za 72h, odnosno do trec¢eg post tretman
dana (100%). Medutim, larve Ae. albopictus istih stupnjeva (Ls-L4) nisu bile u istoj meri
osetljive kao larve Cx. pipiens biotip molestus. Iako je zabeleZena visoka inicijalna efikasnost
Agquatain AMF-a (prvi post tretman dan, 86.67%), mortalitet celokupne eksponirane
populacije (100%) registrovan je tek 17-og post tretman dana. ZabeleZeno srednje letalno
vreme za 90% populacije (LTgo) iznosilo je 5.24 dana. Postignuti mortalitet dve eksponirane
vrste znacajno se razlikovao (p<0.001), a statisticki znacajna razlika zabelezena je 1 u
pojedinacnim danima eksponiranja Aquatain AMF sloju. Duzina eksponiranja predstavljala je
signifikantan faktor u postizanju mortaliteta obe vrste (p=0.002).
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Slika 89. Uginule larve (A,B) i lutke (C) ispod vodene povrsine tretirane Aquatain AMF-om u
dozi 1 mL/m? (gore levo i sredina); lutka (D) i eklodirani adult (D) u kontrolnoj/netretiranoj
posudi (gore, desno) i insekti koji su sleteli na vodenu povrsinu i nisu uspeli da se odvoje od
vodene povrsine, odnosno da odlete (E-H) (Izvor: Kavran, M. 2016)

Efekti na lutke. Lutke, za razliku od larvi Ae. albopictus, pokazale su visoku osetljivost
na Aquatain AMF (Tabela 31). Nakon 24h eksponiranja Aquatain AMF-u, sve eksponirane
lutke su uginule. Lutke Cx. pipiens biotip molestus uginule su drugog post tretman dana
(100%). Osetljivost dve vrste u stadijumu lutke vrste nije se signifikantno razlikovala
(p=0.054). Lutke obe vrste su bile visoko osetljive na prisustvo Aquatain AMF filma. DuZina
ekspozicije ove supstance nije imala znacajan uticaj na efiksnost delovanja preparata, jer je
inicijalna efikasnost bila veoma visoka. Nakon dva post tretman dana sve eksponirane lutke
obe vrste su uginule (mortalitet 100%).
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Tabela 31. Kumulativni mortalitet vrsta Cx. pipiens biotip molestus i Ae. albopictus juvenilnih

stadijuma razvi¢a nakon tretmana Aquatain AMF-om u dozi 1 mL/m? u laboratorijskim
uslovima

Tretirani Kumulativni mortalitet (%) u post tretman danima
Vrsta stadul{ml./ 9 3 4 8 9 17
stupnjevi
Culex T K T K T K T K T K T K T K
pipiens L;-L, 17.00 0 56.25 0 59.24 4.00 73.28 7.00 96.83 7.00 100 7.00 100 8.00
biotype Ls-L, 9800 O 9900 0 100 O - 0 - 0 - 300 - -

molestus Pupae 96.92 1.00 100 2.00 - - - - - - - - - -

L;-L, 7200 0 7733 0 80.89 2.67 80.89 2.67 87.83 2.67 89.75 2.67 98.61 2.67

Ls-L, 8667 0 9200 0 9200 0 9200 0 9200 0 9867 1.33 100 1.33
Pupae 100 0 - 0 - - - - - oo

T — tretman; K- kontrola

Aedes
albopictus

L4 Culex pipiens biotip molestus M Aedes albopictus
a a a a
- . T
100 l a :[ v I
b b a
80 b T
3 : L
% 60 2 T
= 1
= I
c
> 40
a
20 z
0 -
1 2 3 4 8 9 17
Post tretman dani

Grafik 14. Mortalitet vrsta Cx. pipiens complex i Ae. albopictus tretiranih Aquatain AMF-om
u ranim larvenim stupnjevima (L;-L,), doza primene 1 mL/m?

7.4.2 EVALUACIJAPREFERENDUMA U IZBORU MESTA ZA OVIPOZICIJU ZENKI VRSTE CX.
PIPIENS BIOTIP MOLESTUS | DELOVANJA NA JUVENILNE STADIJUME RAZVICA

U delu eksperimenta gde je vodena povrSina tretirana Aquatain AMF-om u dozama 1 i 2
mL/m? zabeleZeni su slede¢i rezultati. Prvo polozena jaja na sloj Aquatain AMF-a
registrovana su veé¢ nakon 6 post tretman dana i to u tretmanu Aquatain AMF2 mL/m? (T,
kavezi). Jaja su polozile dve zenke. PoloZzena jaja nisu bila u kompaktnom jajnom leglu,
karakteristicnom za ovu vrstu, nego rasuta po vodenoj povrsini (ukupno 24 jajeta, Slika 90
levo). Medutim, ve¢ sedmog post tretman dana zenke su polozile jaja u gotovo svim
tretiranim posudama, osim u jednom kavezu gde je vodena povrsina tretirana Aquatain AMF-
om u preporucenoj dozi (T kavez). U datom kavezu ovipozicija nije zabeleZena sve do 13-09
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post tretman dana. Sedmog post tretman dana sva poloZena jaja u Ty kavezima bila su obliku
kompaktnog jajnog legla, a u T, kavezima polovina poloZenih jaja je bila u kompaktnom
jajnom leglu, a druga polovina rasuta po vodenoj povrSini. Tokom kompletnog perioda
opserviranja veéina zenki je uspela da polozi kompaktna jajna legla, a samo nekolicina je
polozila jaja u rasutom stanju. Ukupan broj poloZenih jajnih legala u T, kavezima iznosio je
38 (1134 jajeta), u proseku 9.5 jajnih legala/kavezu (283.5 jajeta/kavezu).

Zenke u T, kavezima polozile su ukupno 35 jajnih legala (706 jaja), u proseku 8.75
jajnih legala’kavezu (176.5 jaja/kavezu). Najveci broj jajnih legala poloZen je u kontrolnim
kavezima, ukupno 45 (1760 jaja), u proseku 11.25 jajnih legala/kavezu (440 jaja/kavezu).

U proseku je po kavezu bilo introdukovano 14.25+3.58 zenki. U kontrolnim kavezima u
76.27% zenki uspesno je zavrsilo ovipoziciju, dok je na vodenu povrSinu tretiranu Aquatain
AMF-om u dozi 1 mL/m? 66.67% Zenki poloZilo jaja. Kao §to je i bilo o¢ekivano, najmanji %
uspesnosti zenke su imale u kavezima gde je za ovipoziciju obezbedena posuda tretirana
Aquatain AMF-om u duploj dozi, 2 mL/m?. Ukupno 63.64% Zenki je uspesno polozilo jaja na
Aquatain AMF.

ZabeleZeno je da su Zenke u kavezima sa tretiranom vodom u nekoliko slucajeva
polagale jaja uz samu ivicu eksperimentalne posude, gotovo na suvo. Pretpostavlja se da su na
taj nacin izbegavale direktan kontakt sa Aquatain AMF slojem.

Slika 90. Rasuta jaja poloZena na vodenu povrsinu tretiranu Aquatain AMF-om u dozi 2
mL/m? (levo) i nahranjena Zzenka u fazi formiranja jaja (desno)
(Izvor: Kavran, M. 2017)

Nije zabelezena statisticki znacajna razlika u broju polozenih jajnih legala na tretiranu i
netretiranu vodenu povrSinu (Tabele 32 i 33).
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Tabela 32. Poredenje broja polozenih jajnih legala i predstavljene p vrednosti za sve
kombinacije (priblizna verovatno¢a za Post Hoc Tests Error: Izmedu MSE = 155.59, df =

12.000).

Tretmani T, T, Kontrola
T, - 0.746 0.455

T, 0.746 - 0.314

Kontrola 0.455 0.314 -
T, - Aquatain AMF u dozi 1 mL/m?
T, - Aquatain AMF u dozi 2 mL/m?

Tabela 33. Srednje vrednosti poloZenih jajnih legala u kavezima Ty (1 mL/m?), T, (2 mL/m?) i
kontrolnim kavezima

Preparati X Std.Err. -95.00%  +95.00% N
T, 9.50 1.59 7.91 11.09 4
T, 8.75 1.59 7.16 10.34 4
Kontrola 11.25 1.59 9.66 12.84 4

T4 - Aquatain AMF u dozi 1 mL/m?
T, - Aquatain AMF u dozi 2 mL/m?

Nakon poredenja ukupnog broja poloZenih jaja u kontrolnim/netretiranim i tretiranim
posudama utvrdena je sli¢na situacija (Tabele 34 i 35). Ukupan broj polozenih jaja u
posudama tretiranim Aquatain AMF-om u dve razli¢ite doze 1 i 2 mL/m? nije se znacajno
razlikovao. Takode, broj polozenih jaja u posudama tretiranim preporu¢enom dozom (1
mL/m?) nije se statisticki znagajno razlikovao od ukupnog broja poloZenih jaja u kontrolnim
posudama. Medutim, broj poloZenih jaja se znacajno razlikovao u kontrolnim posudama i
posudama u kojima je aplicirana dupla doza Aquatain AMF-a (2 mL/m?). Prose¢an broj jaja
po poloZenom jajnom leglu u kontrolnim posudama iznosio je 39.43, u posudama tretiranim
preporu¢enom dozom Aquatain AMF-a 28.14 jaja/jajnom leglu i najmanji broj jaja po jajnom
leglu 20.55, zabeleZen je u posudama tretiranim duplom dozom.

Izracunati OAI u kavezima u kojima je vodena povrSina tretirana Aquatain AMF-om u
dozi 1 mL/m? iznosio je -0.017. Negativna vrednost ukazuje na repulzivno svojstvo
primenjene doze Aquatain AMF-a. Obzirom da je vrednost OAI veoma niska, smatra se da
tretman preporu¢enom dozom proizvodaca ukazuje na zanemarljivo slabo repulzivno
delovanje. Dvostruko vece repulzivno svojstvo izrazeno vredno$éu OAIl utvrdeno je
evaluacijom Aquatain AMF tretmana u duploj dozi 2 mL/m?, iznose¢i -0.035.

Tabela 34. Poredenje broja polozenih jaja i p vrednosti za sve kombinacije (Priblizna
verovatnoca za Post Hoc Tests Error: Izmedu MSE = 155.59, df = 12.000).

Tretmani T, T, Kontrola
T, - 0.160 0.052
T, 0.160 - 0.006
Kontrola 0.052 0.006 -

T, - Aquatain AMF u dozi 1 mL/m?
T, - Aquatain AMF u dozi 2 mL/m?
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Tabela 35. Srednje vrednosti polozenih jaja u kavezima T; (1 mL/m?), T, (2 mL/m? i
kontrolnim kavezima

Preparati X Std.Err.  -95.00% +95.00% N
T, 283.50 49.37 17180 39519 4
T, 176.50 49.37 64.81 288.19 4
Kontrola ~ 440.00 49.37 32831 55169 4

T, - Aquatain AMF u dozi 1 mL/m?
T, - Aquatain AMF u dozi 2 mL/m?

Slika 91. Muzjaci i Zenke vrste Cx. pipiens biotip molestus uginuli nakon sletanja na vodenu
povriinu tretiranu Aquatain AMF-om u dozi 2 mL/m? (Izvor: Kavran, M. 2017)
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Grafik 15. Verovatnoca prezivljavanja adulta u kavezima u kojima su zenke na raspolaganju
za ovipoziciju imale samo posudu sa vodom tretiranom Aquaitan AMF-om u dozi 1 mL/m?
(T kavezi) ili 2 mL/m? (T kavezi) i u kontrolnim kavezima u trajanju od sedam post tretman
dana po Kaplan Maeru
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Tabela 36. Verovatnoca prezivljavanja adulta u kavezima u kojima su Zenke na raspolaganju
imale eksperimentalnu posudu sa vodenom povrsinom tretiranom Aquatain AMF-om u dozi 1
mL/m?, po Kaplan Maeru

Post Broj Iskljuceni iz Broj Adulti Verovatnoéa Interval poverenja 0.95
tretman eksponiranih  evaluacije  uginulih  preziveli e . . Donja Gornja

dani adulta (censored) adulta  tretman P rezivljavanja granica granica

1 15 0 0.25 14.75 0.98 0.72 0.999

2 14.75 0 0.50 14.25 0.95 0.68 0.999

3 14.25 0 0.75 13.5 0.90 0.62 0.99

4 13.5 0 0.25 13.25 0.88 0.60 0.98

5 13.25 0 0.25 13 0.87 0.58 0.98

6 13 0 0 13 0.87 0.58 0.98

7 13 0 0.50 12.5 0.83 0.55 0.96

Tabela 37. Verovatnoca prezivljavanja adulta u kavezima u kojima su Zenke na raspolaganju
imale eksperimentalnu posudu sa vodenom povrSinom tretiranom Aquatain AMF-om u dozi 2
mL/m?, po Kaplan Maeru

Post Broj Iskljuéeni iz~ Broj Adulti Verovatnoéa Interval poverenja 0.95
tretman eksponiranih  evaluacije uginulih  preziveli sivliavania Donja Gornja

dani adulta (censored) adulta  tretman prezivijavahy granica granica

1 15 0 1.00 14 0.93 0.66 0.997

2 14 0 1.75 12.25 0.82 0.53 0.95

3 12.25 0 0.75 115 0.77 0.48 0.93

4 11.5 0 1.00 10.5 0.70 0.47 0.89

5 10.5 0 1.75 8.75 0.58 0.31 0.81

6 8.75 0 1.25 7.5 0.50 0.25 0.75

7 7.5 0 1.75 5.75 0.38 0.16 0.66

Tabela 38. Verovatnoc¢a prezivljavanja adulta u kontrolnim kavezima u kojima su Zenke na
raspolaganju imale netretiranu vodenu povrsinu, po Kaplan Maeru

Post Broj Iskljuéeni iz  Broj Adulti . Interval poverenja 0.95
tretman eksponiranih evaluacije uginulih preziveli Vevr,ovfrltnoc‘? : -
dani adulta (censored) adulta tretman prezivjavanja Don_Ja Gorr_ua
granica granica
1 15 0 0.25 14.75 0.98 0.72 0.999
2 14.75 0 0 14.75 0.98 0.72 0.999
3 14.75 0 0 14.75 0.98 0.72 0.999
4 14.75 0 0 14.75 0.98 0.72 0.999
5 14.75 0 0 14.75 0.98 0.72 0.999
6 14.75 0 0 14.75 0.98 0.72 0.999
7 14.75 0 0.25 14.5 0.97 0.70 0.998

Log Rank testom utvrdena je znacajna razlika u stepenu preZivljavanja adulta u
kontrolnim kavezima u odnosu adulte koji su u kavezu imali posudu tretiranu Aquatain AMF-
om u preporutenoj dozi 1 mL/m? (p=0.015) ili dupliranoj dozi (p<0.001). Stepen
prezivljavanja se takode visoko znacajno razlikovao izmedu T i T, kaveza (p<0.001).
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Slika 92. Neispiljena jaja u eksperimentalnim posudama tretiranim Aquatain AMF-om u dozi
1 mL/m? (Izvor: Kavran, 2017)

Eksperiment u kom je apliciran sloj Aquatain AMF-a u dozi 10 mL/m? utvrdeno je
sledece. Nakon 47 post tretman dana svi introdukovani adulti u tretiranim kavezima su
uginuli. U kontrolnim kavezima adulti su jo$ uvek bili Zivi nakon 47-0g post tretman dana. Od
ukupno 100 eksponiranih adulta rasporedenih u cetiri ponavljanja, u proseku 49.83+5.76 su
predstavljale Zenke.

U kavezima T; (gde su zenke imale mogucénost izbora za ovipoziciju: tretirana posuda +
¢aSica sa Cistom vodom) Zenke su uvek birale ¢aSicu sa ¢istom vodom za ovipoziciju, dok na
tretiranu povrSinu do kraja ogleda ni jedna Zenka nije polozila jaja. U ¢asicama sa Cistom
vodom u Cetiri kaveza zabelezeno je ukupno 53 polozena jajna legla, u proseku 13.25 jajnih
legala’kavezu. Ovipozicioni indeks aktivnosti u ovim kavezima u proseku je iznosio -0.35 sto
ukazuje na to da je aplicirana doza od 10 mL/m? Aquatain AMF ispoljila delimi¢no
repulzivno delovanje na ovipoziciju zenki Cx. pipiens biotip molestus.

U kavezima T, (gde je zenkama za ovipoziciju bila dostupna samo tretirana posuda) ni
jedna Zenka nije uspela da poloZi jaja 19 dana. Devetnaestog post tretman dana dve Zenke su
poloZile jaja na tretiranu povrSinu.

U oba slucaja jaja nisu bila polozena kao kompaktno jajno leglo, karakteristi¢no za vrste
iz roda Culex, nego su pojedinac¢na jaja bila rasuta na dnu eksperimentalne posude (Slika 93).
Do kraja ogleda ukupno 5 gomilica jaja je poloZeno u tretiranu posudu, ali ni jedna Zenka nije
uspela da polozi kompaktno jajno leglo. Ukupan broj jaja u tretiranoj posudi iznosio je 90. 1z
poloZenih jaja ispiljene su larve, medutim, ni jedna larva nije uspela da prede u stadijum
lutke. U ovom slucaju zabelezen je relativno visok repulzivni efekat Aquatain AMF-a na
ovipoziciju Zenki Cx. pipiens biotip molestus, pri ¢emu je OAI iznosio -0.69.
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Slika 93. Pojedinaéna jaja poloZzena u posudu tretiranu Aquatain AMF-om. Zenke nisu
polozile kompaktna jajna legla te su jaja odmah po piljenju potonula umesto da flotiraju na
vodenoj povrsini kao $to biologija ove vrste predvida (lzvor: Kavran M, 2016)

Prva jajna legla u kontrolnim kavezima zabelezena su 8 dana nakon eklozije, a do kraja
ogleda zenke su ukupno polozile 109 jajnih legala, u proseku 27.25 jajnih legala/kavezu.

Kada su polozena jajna legala u svim kavezima medusobno uporedena, utvrdeno je da
se broj polozenih jaja na tretiranu povrSinu nije signifikantno razlikovao u kavezima gde su
zenke imale moguénost izbora i kada su kao jedinu moguénost imale tretiranu vodenu
povrsinu, p=0.645 (Tabele 39 i 40). Medutim, zanimljiv je podatak da su Zenke u kavezima sa
mogucénoscu izbora signifikantno manje jajnih legala polozile u ¢aSicu nego §to je poloZeno u
kontroli (p<0.01), bez obzira na to $to je u oba slucaja zenkama bila dostupna Cista
(netretirana voda) voda.

Slika 94. PoloZena normalna jajna legla u kontrolnim posudama
(Izvor: Kavran M., 2016)

173



Tabela 39. Poredenje ukupnog broja polozenih jajnih legala na tretiranu i
netretiranu/kontrolnu vodenu povrSinu (Dankanov test,priblizna verovatnoca za Post Hoc
Testove, Error: Izmedu MSE = 155.59, df = 12.000

p vrednosti za svaku varijantu

Mesta ovipozicije ~ T1 Cagica T2 Kontrola
T (opciono) - 0.001 0.645 <0.001
Casica 0.001 - 0.001 <0.001
T, (bez izbora) 0.645 0.001 - <0.001
Kontrola <0.001 <0.001 <0.001 -

T;- Zenke su imale izbor: tretirana posuda + ¢aSica sa ¢istom vodom
T,- zenke nisu imale izbor, na raspolaganju su imale samo tretiranu posudu

Tabela 40. Srednje vrednosti polozenih jajnih legala u kavezima Ti (opciono), Casicama
(opciono), u kavezima T, i kontrolnim kavezima

Mesta ovipozicije  Prosek  Std.Err. -95.00% +95.00% N
T, (opciono) 0 1.99 -4.34 4.34 4
Casica (opciono) ~ 13.25 1.99 8.91 17.59 4
T, (bez izbora) 1.25 1.99 -3.09 5.59 4
Kontrola 27.25 1.99 2291 31.59 4

T;- Zenke su imale izbor: tretirana posuda + ¢aSica sa ¢istom vodom
T,- zenke nisu imale izbor, na raspolaganju su imale samo tretiranu posudu

U kontrolnim kavezima u proseku je 54.50% zenki polozilo jaja. U T; kavezima u
kojima su zenke imale mogucnost izbora mesta za ovipoziciju, u proseku je 30.29% zenki
polozilo jaja u caSicu sa €istom vodom, a ni jedna zenka nije birala tretiranu povrSinu za
ovipoziciju. U T, kavezima, ovipoziciju je uspesno zavr$ilo samo 2.86% zenki. Ostale zenke
nisu uspele da poloZe jaja na tretiranu vodenu povrSinu iako je u abdomenu pojedinih Zenki
koje su uginule na vodenoj povrsini (Slike 96 i 97), zabelezeno prisustvo potpuno razvijenih
jaja spremnih za ovipoziciju (Slika 95).

Slika 95. Abdomen Zenke ispunjen jajima, koja je uginula na vodenoj povrsini tretiranoj
Aquatain AMF-om (lzvor: Kavran M, 2016)
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Slika 96. Adulti uginuli na vodenoj povrsini tretiranoj Aquatain AMF-om
(Izvor: Kavran M, 2016)

1

Slika 97. Zenka (levo) i muzjak (desno) uginuli na vodenoj povrsini tretiranoj Aquatain AMF-
om (lzvor: Kavran M, 2016)

Analiza mortaliteta i stope prezivljavanja adulta (survival) predstavljeni su u tabelama
41-43. U ocenu je ukljucen mortalitet adulta tokom prvih 7 post tretman dana, odnosno sve do
momenta druge introdukcije adulta u kaveze. Stope prezivljavanja adulta u kavezima T, gde
su Zenke imale moguénost izbora za ovipoziciju (tretirana ili netretirana vodena povrsina),
zatim u kavezima T, u kojim je Zenkama na raspolaganju bila samo tretirana povrSina i u
kontrolnim kavezima, predstavljene su Graficima 17 i 18.

U kavezima T, adulti su uginjavali brze nego u Ty i u kontrolnim kavezima, kako u
pocetnom periodu opserviranja, tako i sedmog post tretman dana. Nakon nedelju dana posle
tretmana, dvostruko veéi broj adulta je preziveo u kavezima gde su Zenke imale moguénost
izbora (T1) u odnosu na adulte Cije Zenke nisu imale tu moguénost. Medutim, mortalitet u
svim kavezima sa posudama tretiranim Aquatain AMF-om bio je veéi u odnosu na mortalitet
kontrolne grupe ¢iji adulti nisu bili u kontaktu sa Aquatain AMF-om.
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Tabela 41. Verovatnoca prezivljavanja adulta u kavezima sa eksperimentalnom posudom za
ovipoziciju, gde je na vodenu povrsinu apliciran Aquatain AMF u dozi 10 mL/m?, prvog do
sedmog dana nakon introdukovanja adulta u kavez. Zenke su u ovom kavezu imale
mogucnost izbora mesta za ovipoziciju (posudu tretiranu Aquatain AMF-om i netretiranu
posudu). U kalkulaciju su ukljuene prosecne vrednosti broja introdukovanih u Cetiri
ponavljanja, broja uginulih i broj prezivelih (Kavezi T;), po Kaplan Maeru

Post Broj  Iskljuceniiz Broj  Adulti Interval poverenja 0.95
tretman eksponiranih  evaluacije uginulih preziveli sivliavania DONia Gornja
dani adulta (censored)  adulta tretman prezivy ! granica granica

1 25.00 0 2.25 22.75 0.91 0.71 0.98

2 22.75 0 3.75 19.00 0.76 0.54 0.90

3 19.00 0 1.00 18.00 0.72 0.50 0.87

4 18.00 0 2.75 15.25 0.61 0.40 0.79

5 15.25 0 5.50 9.75 0.39 0.21 0.60

6 9.75 0 2.50 7.25 0.29 0.14 0.51

7 7.25 0 1.50 5.75 0.23 0.10 0.44

Tabela 42. Kaplan-Maerova verovatno¢a prezivljavanja adulta u kavezima sa
eksperimentalnom posudom za ovipoziciju, gde je na vodenu povrSinu apliciran Aquatain
AMF u dozi 10 puta vecoj (10 mL/mz) od preporucene doze proizvodaca, prvog do sedmog
dana nakon introdukovanja adulta u kavez. Zenke u ovom kavezu nisu imale moguénost
izbora mesta za ovipoziciju. U kalkulaciju uklju€ene prosecne vrednosti broja introdukovanih
u Cetiri ponavljanja, broja uginulih i broj prezivelih (Kavezi T5)

Post Br(_)j _ Iskljuéen_i_ iz 3roj_ Adglti. Verovatnoda Interv_al poverenja _0.95
tretman eksponiranih evaluacije uginulih preziveli o . Donja Gornja
dani adulta (censored)  adulta tretman prezivljavanja granica granica

1 25.00 0 3.25 21.75 0.87 0.66 0.96

2 21.75 0 2.50 19.25 0.77 0.56 0.90

3 19.25 0 3.75 15.50 0.62 0.41 0.80

4 15.50 0 5.50 10.00 0.40 0.22 0.61

5 10.00 0 4.50 5.50 0.22 0.89 0.43

6 5.50 0 2.25 3.25 0.13 0.04 0.34

7 3.25 0 0.50 2.75 0.11 0.03 0.31
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Tabela 43. Kaplan-Maerova verovatnoca prezivljavanja adulta u kontrolnom kavezu u kom su
zenke nesmetano polagale jaja na netretiranu vodenu povrSinu. U kalkulaciju ukljucene
prosecne vrednosti broja introdukovanih u Cetiri ponavljanja, broja uginulih i broj prezivelih
adulta.

Post Brgj - Iskljuéen-i. iz I_3roj_ Adglti  Verovatnoéa Interval poverenja 0.95
tretmgn eksponiranih  evaluacije uginulih preziveli sivli . Donja Gornja
dani adulta (censored) adulta tretman prezivijavana granica granica
1 25 0 0 25 1 0.83 1
2 25 0 0 25 1 0.83 1
3 25 0 0 25 1 0.83 1
4 25 0 0 25 1 0.83 1
5 25 0 0 25 1 0.83 1
6 25 0 0 25 1 0.83 1
7 25 0 025 2475 0.99 0.78 0.998

Tabela 44. Kaplan-Maerova verovatno¢a prezivljavanja adulta u tretiranim i kontrolnim
kavezima

Post tretman dani T1 T2 Kontrola
1 0.91 0.87 1
2 0.76 0.77 1
3 0.72 0.62 1
4 0.61 0.40 1
5 0.39 0.22 1
6 0.29 0.13 1
7 0.23 0.11 0.99
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Grafik 16. Verovatnoca verovatnoca prezivljavanja adulta u tri varijante: u kavezima u kojima
su zenke imale mogucnost izbora mesta za ovipoziciju (na tretiranu i netretiranu vodenu
povrsinu) Ty, zatim kavezi gde zenke nisu imale moguénost izbora (dostupna samo tretirana
posuda) T, i u kontrolnim kavezima u trajanju od sedmog post tretman dana, po Kaplan
Maeru
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o o
Slika 98. Muzjaci i zenke vrste Culex pipiens biotip molestus uginuli na vodenoj povrsini
tretiranoj Aquatain AMF-om u dozi 10 mL/m?

Medusobnim poredenjem stope prezivljavanja populacija u Ty, T, i u kontrolnim
kavezima utvrdeno je da se verovatnoca prezivljavanja adulta u kavezima sa posudama
tretiranim Aquatain AMF-om signifikantno razlikuje u odnosu na kontrolnu populaciju koja
nije bila u kontaktu sa datim preparatom (p<0.001). Populacija koja je bila u konaktu sa
Aquatain AMF-om zivela je signifikantno krace u odnosu na kontrolnu populaciju.

Uporedivanjem stope prezivljavanja populacija u Ty i T, kavezima, takode je zabelezena
signifikantna razlika (p=0.005). Adulti su signifikantno brze uginjavali kada im je na
raspolaganju bila samo tretirana vodena povrsina. U kavezima su oba pola uginjavala na
tretiranoj vodenoj povrsini.

Log Rank testom utvrdeno je da postoji visoka statisti¢ki znacajna razlika u stepenu
prezivljavanja adulta kada na raspolaganju imaju dva mesta za ovipoziciju (tretiranu i
netretiranu vodenu povrSinu) u odnosu na adulte koji na raspolaganju imaju samo tretiranu
vodenu povrsinu (p =0.005). Adulti su znacajno sporije uginjavali ukoliko su u kavezu imali
mogucnost izbora, odnosno ukoliko zenke nisu bile prinudene da polozZe jaja samo na vodu
tretiranu Aquatain AMF-om. Medutim, stepen prezivljavanja adulta u kontrolnim kavezima se
visoko znacajno razlikovao u odnosu na adulte u Ty i T, kavezima (p<0.001).

U delu ogleda koji je raden u cilju evaluacije preferenduma mesta za ovipoziciju, u
kavezu sa adultima obezbedene su bile tri eksperimentalne ¢aSice: jedna tretirana Aquatain
AMF-om u dozi 1 mL/m?, zatim druga tretirana Aquatain AMF-om u dozi 2 mL/m?, a treca je
bila netretirana i sluzila kao kontrola. Evaluacija preferenduma prema mestu za ovipoziciju
predstavljena je prose¢nim brojem poloZenih jajnih legala (Tabela 45). U tri od cetiri kaveza
7enke su pokazale preferendum prema &asici tretiranoj Aquatain AMF-om u dozi 2 mL/m?, a
samo u jednom kavezu atraktivnija je bila netretirana, kontrolna ¢aSica. ZabeleZeni broj jajnih
legala u caSicama iznosio je 2 jajna legla u casici tretiranoj Aquatain AMF-om u dozi 1
mL/m?, 15 jajnih legala polozile su Zenke u Gasice treirane Aquatain AMF-om u dozi 2
mL/m?, dok je u kontrolnim ¢agicama ukupan broj jajnih legala bio 9. Tako su Zenke u odnosu
na kontrolne casice i casice tretirane preporu¢enom dozom Aquatain AMF-a, CeS¢e birale
CaSicu tretiranu duplom dozom Aquatain AMF-a, ne postoji statisticki znacajna razlika u broju
poloZenih jaja u CaSicama (p=0.342). Ovipozicioni indeks aktivnosti u ¢aSicama tretiranim
Aquatain AMF-om u dozi 1 mL/m? iznosio je -0.636, dok je u GaSicama tretiranim Aguatain
AMF-om u dozi od 2 mL/m? iznosio 0.250. Prema dobijenim OAI vrednostima GaSica u
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preporuc¢enoj dozi je bila repulzivna za polaganje jaja, dok je ¢aSica tretirana duplom dozom
ispoljila atraktantno delovanje na zenke Cx. pipiens biotip molestus.

Slika 99. Zenke na zidu kontrolne posude (desno) i uginuo muzjak na povrsini vode tretiranoj
Agquatain AMF-om (levo) (lzvor: Kavran, 2017)

Tabela 45. Poredenje broja polozenih jajnih legala na povrsini vode tretiranoj Aquatain AMF-
om - 1 mL/m?, 2 mL/m? i u kontrolnoj/netretiranoj vodi (LS Means, Current effect: F(2,
9)=1.213, p=0.3415)

Tretman X  Std.Err. -95.00% +95.00% N
T, 050 1.48 -2.84 3.84 4
T, 3.75 148 0.41 7.09 4
Kontrola 2.25 1.48 -1.09 5.59 4

T, - Aquatain AMF u dozi 1 mL/m?
T, - Aquatain AMF u dozi 2 mL/m?

Slika 100. Pojedinacna jaja poloZena na Aquatain AMF- 2 mL/m? (Izvor: Kavran, 2017)

U narednom delu eksperimenta koji se odnosi na ocenu moguénosti polaganja jaja na
Agquatain AMF film vodena povrsina nije bila ni na kakav na¢in uznemiravana (jajna legla ni
uginuli adulti nisu uklanjani) da bi se sacuvao aplicirani sloj preparata i preciznije utvrdili
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dalji efekti Aquatain AMF-a na ispiljene larve u slucajevima kada Zenka uspe$no polozi jaja
na Aquatain AMF film. Utvrdeno je da je tokom prvih 15 dana najveéi broj jaja polozen na
vodenu povrdinu tretiranu sa 1 mL/m® Ukupan broj poloZenih jaja na povriinu tretiranu
Aquatain AMF-om u dozi 1 mL/m? iznosio je 770, dok je na netretiranu vodenu povrsinu
polozeno 665 jaja, medutim ova razlika u broju polozenih jaja nije bila signifikantna
(p=0.614).

Na povriinu vode tretiranu Aquatain AMF-om u dozi 2 mL/m? prva jaja su poloZena
Cetvrti post tretman dan. Duplirana preporucena doza rezultirala je signifikantno manjim
brojem poloZenih jaja u odnosu na kontrolu (p=0.040) sa ukupno 184 polozenih jaja. Broj
polozenih jaja se takode signifikantno razlikovao od broja poloZenih jaja u posudama
tretiranim u preporucenoj dozi (p=0.021).

Tabela 46. Broj jaja poloZenih na vodenu povrSinu tretiranu Aquatain AMF-om u dozi 1
mL/m?, 2 mL/m? i na netretiranoj (kontrolnoj) vodenoj povrsini, (F (2, 9)=4.848, p=0.037)

Tretmani X Std.Err. -95.00%  +95.00% N
T, 19250 35.48 112.25 272.75 4
T, 46.00 35.48 -34.25 126.25 4
Kontrola 166.25 35.48 86.00 246.50 4

T, - Aquatain AMF u dozi 1 mL/m?
T, - Aquatain AMF u dozi 2 mL/m?

Aplicirani Aquatain AMF sloj nije sprecio piljenje larvi bez obzira na primenjenu dozu.
|z jaja na Aquatain AMF sloju u dozi 1 mL/m? ispiljene su larve iz 52.21% poloZenih jaja, dok
je u posudama tretiranim duplom dozom procenat piljenja bio ¢ak 76.63%. Neispiljena jaja u
posudi tretiranoj preporu¢enom dozom prikazana su na slici 101. Jaja nisu bila ispiljena ¢ak ni
nakon 74 post tretman dana. Aquatain AMF je znacajno onemogucio piljenje larvi u
posudama tretiranim preporuc¢enom dozom, dok se stopa piljenja jaja polozenih na duploj dozi
Aquatian AMF-a (2 mL/m?) nije znagajno razlikovala od kontrolne grupe.

Medutim, kao Sto je utvrdeno testovima bioloske efikasnosti Aquatain AMF-a u
laboratorijskim uslovima na vrsti Cx. pipiens biotip molestus, preporu¢ena doza veoma sporo
deluje na mlade larvene stupnjeve (Li-L»). Isto je potvrdeno i ovim eksperimentom. Larve u
posudama tretiranim u preporucenoj dozi zivele su i do 74 dana (u proseku 58+12.54 dana). U
posudama gde je primenjena dupla doza larve su uginule za 63 dana (u proseku 43.67+16.74
dana). U kontrolnim posudama sve jedinke su zavrsile svoj razvoj za prosecnih 31+2.16 dan.

Tokom ukupnog perioda trajanja eksperimenta ni jedna larva nije uspeSno presla u
stadijum lutke. Odnosno, larve su Zivele najkasnije do L4 stupnja nakon Cega su uginjavale.
Iako su zenke uspele da poloZe jaja na tretiranu vodenu povrSinu, prisustvo Aquatain AMF-a
je u potpunosti redukovalo populaciju potencijalnih juvenilnih stadijuma razvica.
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Slika 101. Tek polozena kompaktna jajna legla u kontrolnoj (netretiranoj) posudi (levo) i
normalno jajno leglo u kontrolnoj posudi sa jednim jajetom koje nije uspesno sklerifikovano
(desno) (lzvor: Kavran M., 2017)

Slika 102. Jajno leglo u posudi tretiranoj Aquatain AMF-om gde je Zenka u cilju izbegavanja

kontakta sa preparatom polozila jajno leglo na prelazu vodene povrsine i zida posude (levo);

izgled neispiljenih jaja 74-og post tretman dana koja su polozena na Aquatain AMF (desno)
(Izvor: Kavran M., 2017)
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Slika 103. Adulti uginuli na vodenoj povrSini tretiranoj Aquatain AMF-om
(Izvor: Kavran, 2017)
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Slika 104. Zenke koje su uspele da slete i da se odrZe na povrsini vode, ali nisu uspele da
poloze kompaktno jajno leglo. Jaja su pojedinacna, rasuta po povrsini vode
(Izvor: Kavran M., 2017)

Slika 105. Mnogobrojne zive larve (>100) u posudama tretiranim Aquatain AMF-om u dozi 1
mL/m? 22-og post tretman dana. Sve larve su u L, i Lz stupnjevima (Izvor: Kavran, M. 2017)
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Slika 106. Larve u kontrolnim posudama 22-og post tretman dana.
Sve jedinke su dostigle L4 stupanj, stadijum lutke ili su ve¢ u stadijumu adulta
(Izvor: Kavran M., 2017)

Slika 107. Larve u posudama tretiranim Aquatain AMF-om u dozi 1 mL/m? 27-0g post
tretman dana. Sve jedinke su u L,- L, stupnjevima, a nijedna larva se nije dostigla stadijum
lutke (lzvor: Kavran, M. 2017)

Slika 108. Larve u posudama tretiranim Aquatain AMF-om u dozi 2 mL/m? 27-0g post
tretman dana. Sve jedinke su u L3 i L4 stupnjevima (lzvor: Kavran, M. 2017)
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Slika 109. Larve u posudama tretiranim Aquatain AMF-om u dozi 2 mL/m? 27-0g post
tretman dana i jasno vidljiv sloj Aquatain AMF-a na povrsini vode (Izvor: Kavran, M. 2017)

Slika 110. Larve L, stupnja, lutke i egzuvije eklodiranih adulta u kontrolnim posudama 27-og
post tretman dana (Izvor: Kavran, M. 2017)
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Slika 111. Eliminisani muzjak i Zenka iz kontrolnog kaveza, jer je doslo do slepljivanja
njihovih reproduktivnih organa i do uginjavanja muzjaka §to je onemogucilo zenku da polozi
jaja (Izvor: Kavran M., 2017)
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Tabela 47. Ukupan broj poloZenih jaja, % ispiljenih larvi i % uspe$no izletelih adulta iz vode tretirane Aquatain AMF-om
preporucenoj (1 mL/m?) i duploj dozi (2 mL/m?) i netretirane vode (kontrole)

. 3 3 Y . Stopa > > Eklodirani
A%&tgm Ponavljanja Uikljﬁgo rLrJlk;prl](O polozenih  uginulih  ispiljenih Mo(rg/a;ltet piljenja  uginulih eklodiranih  adulti IE
¢ tzjaka jaja larvi larvi 0 (%) lutki adulta (%) (%)
1 10 6 226 113 113 100 50.00 0 0 0 100
2 10 3 138 94 94 100 68.12 0 0 0 100
3 11 4 303 113 113 100 37.29 0 0 0 100
4 5 8 103 82 82 100 79.61 0 0 0 100
> 36 21 770 289 289 - - 0 0 - -
T, Prosek 9.00 5.25 192.50 100.50 100.50 100 52.21 a* 0 0 0 100
1 4 8 20 15 15 100 75.00 0 0 0 100
2 10 5 16 12 12 100 75.00 0 0 0 100
3 11 2 95 74 74 100 77.89 0 0 0 100
4 9 4 53 40 40 100 75.47 0 0 0 100
3 34 19 184 141 141 - - 0 0 - -
T, Prosek 8.50 4,75 46.00 35.25 35.25 100 76.63 ab* 0 0 0 100
> > > Stopa > > Eklodirani
Ukupno Ukupno  polozenih  uginulih  ispiljenin  Mortalitet  piljenja uginulih  eklodiranih  adulti IE
Kontrola Ponavljanja zenki muzjaka jaja larvi larvi (%) (%) lutki adulta (%) (%)
1 4 7 103 3 87 3.45 84.47 5 79 90.80 -
2 7 6 166 15 149 10.07 89.76 10 139 93.29 -
3 10 2 124 5 105 4,76 84.68 5 100 95.24 -
4 12 6 272 22 250 8.80 91.91 20 230 92.00 -
> 33 21 665 45 591 - - 40 548 - -
Prosek 8.25 5.25 166.25 11.25 147.75 6.77 88.87 b* 10.00 137.00 92.83 -

T,- Aquatain AMF 1 mL/m?
T,- Aquatain AMF 2 mL/m?
* Vrednosti oznacene istim slovima nisu se statisticki znacajno razlikovale
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7.5 EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI AQUATAIN AMF-A U
SUZBIJANJU AE. ALBOPICTUS U POLUPRIRODNIM
(SIMULIRANIM) USLOVIMA

Mortaliteti vrste Ae. albopictus na Cetiri opredeljena lokaliteta (tri tretirana i jednom
kontrolnom) tokom dve uzastopne godine (2015. i 2016.) predstavljeni su u Tabelama 48 i 49.

Zabelezeni mortalitet je na lokalitetu Mataguzi drugog post tretman dana iznosio
62.10%. Sli¢nu efikasnost Aquatain AMF je ispoljio 1 na lokalitetu Zlatica, 65.96%, a niza
redukcija tretirane populacije zabeleZena je na lokalitetu Tolo$i, 42.81%. Dva dana nakon
tretmana prosecan mortalitet svih eksponiranih larvi i lutki na tri tretirana lokaliteta iznosio je
56.96%. Na kontrolnom lokalitetu TreSnjica sve eksponirane jedinke su bile Zive. Petog post
tretman dana Aquatain AMF je uzrokovao 93.30% mortaliteta vrste Ae. albopictus na punktu
Mataguzi, 86.51% na Zlatici i 80.03% na punktu Tolosi, u proseku 83.61%. U kontrolnim
posudama zabelezen je veoma nizak procenat mortaliteta od 1.4%.

Redukcija tretirane populacije je osmog post tretman dana iznosila: 94.90% na punktu
Mataguzi, 99.42% na Zlatici i 91.45% na lokalitetu Tolosi. Kontrolna populacija je smanjena
za svega 8.58%.

Nakon 11 post tretman dana mortalitet tretiranih populacija na sva tri punkta iznosio je
100%, dok je na kontrolnom punktu populacija zavrSila razvoj. Inhibicija eklozije u
kontrolnoj posudi iznosila je 8.58%.

Tokom 2016. godine, eksponirane jedinke su mnogo brze uginule u odnosu na
prethodnu godinu. Samo dva dana nakon tretmana zabelezen je mortalitet celokupne
eksponirane populacije (100%) na punktu Mataguzi, zatim nesto niZi procenat mortaliteta na
punktovima Zlatica (98.18%) i Tolo$i (97.27%). Prose¢an mortalitet na svim opredeljenim
lokalitetima iznosio je 98.48%. Nakon pet post tretman dana ni jedna tretirana jedinka nije
bila ziva (mortalitet 100%). U kontrolnoj posudi sve individue su uspe$no zavrsile razvoj.
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Tabela 48. Kumulativni mortalitet juvenilnih stadijuma razvi¢a vrste Ae. albopictus nakon
tretmana preparatom Aquatain AMF u dozi 1 mL/m?, u poluprirodnim uslovima tokom 2015.

godine
Populacija u post tretman danima
Lokaliteti JS/A PTP - - > - 8 11
Ziva Mortalitet Ziva Mortalitet Ziva Mortalitet IE
populacija (%) populacija (%) populacija (%) (%)
Tretirani
L;-L, 395 197 - 0 - 0 - -
Ls-L, 634 193 - 68 - 48 - -
Mataguzi Lutke 0 0 - 0 - 0 - -
Adulti 0 0 - 0 - 0 - 100
> 1029 390 62.10 68 93.30 48 94.90 -
Li-L, 25 3 - 0 - 0 - -
Ls-L, 163 61 - 25 - 1 - -
Zlatica Lutke 5 0 - 0 - 0 - -
Adulti 0 0 - 0 - 0 - 100
> 188 64 65.96 25 86.51 1 99.42 -
L;-L, 311 76 - 0 - 0 - -
Ls-L, 329 290 - 126 - 50 - -
Tolosi Lutke 2 0 - 0 - 0 - -
Adulti 0 0 - 0 - 0 - 100
> 640 366 42.81 126 80.03 50 91.45 -
Kontrolni
Li-L, 245 245 - 15 - 33 - -
Ls-L, 388 320 - 184 - 77 - -
TreSnjica Lutke 8 68 - 318 - 55 - -
Adulti 0 8 - 115 - 421 - 8.58
> 641 641 0 632 1.40 586 8.58 -

PTP- pre-tretman populacija
JS/A- juvenilni stadijumi/adulti
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Tabela 49 Kumulativni mortalitet juvenilnih stadijuma razvi¢a vrste Ae. albopictus nakon
tretmana Aquatain AMF-om u dozi 1 mL/m?, u poluprirodnim uslovima tokom 2016. godine

Populacija u post tretman danima

Lokaliteti > 5
ISIA-PTP Ziva Mortalitet Ziva Mortalitet IE
populacija (%) populacija (%) (%)
Tretirani
L,-L, 50 0 0
Ls-L, 50 0 0
Mataguzi Lutke 10 0 0 -
Adulti 0 0 - 0 - 100
> 110 0 100 0 100 -
L;-L, 50 1 - 0 -
Ls-L, 50 1 0
Zlatica Lutke 10 0 0 -
Adulti 0 0 - 0 - 100
3 110 2 98.18 0 100 -
L;-L, 50 2 - 0 -
Ls-L, 50 1 0
Tolosi Lutke 10 0 0 -
Adulti 0 0 - 0 - 100
> 110 0 97.27 0 100 -
Kontrolni
L.-L, 50 50 0 42 0
Ls-L, 50 49 0 40 0
Tre$njica Lutke 10 10 0 7 0
Adulti 0 1 0 21 0
y 110 110 0 110 0

PTP- pre-tretman populacija

JS/A- juvenilni stadijumi/adulti

Slika 112. Plasti¢ne posude u kojima su eksponirane larve i lutke Ae. albopictus delovanju
sloja Aquatain AMF-a i mortalitet dva dana nakon tretmana
(Izvor: Pajovi¢ i Zgomba, 2016)

7.6  EVALUACIJA BIOLOSKE EFIKASNOSTI AQUATAIN AMF-A U
SUZBIJANJU CX. PIPENS COMPLEX U POLJSKIM USLOVIMA

Redukcija tretiranih i kontrolnih populacija domacih vrsta, u kanalu 1, kanalu 2 i
kontrolnom kanalu (kanalu 3) predstavljena je u Tabeli 50. U kanalu 1 zabeleZen je veliki broj
juvenilnih individua koje pripadaju kompleksu An. maculipennis s.l. Odnos broja Cx. pipiens
complex i An. maculipennis s.I. larvi u uzorcima iznosio je u proseku 97% : 3%. Larve An.
maculipennis s.1. javljale su se samo sporadi¢no u kanalima 2 i 3.
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Duzina delovanja Aquatain AMF-a na populaciju juvenilnih stadijuma nije bila jednaka
u dva tretirana kanala. Veoma visok mortalitet Aquatain AMF je uzrokovao u trajanju od
sedam dana. U poredenju sa pre-tretman monitoringom, populacije su bile signifikantno
redukovane sedam post tretman dana u kanalu 1 (p=0.005 do p=0.040) i u kanalu 2 (p<0.001
do 0.004). U kanalu 1 Aquatain AMF je ispoljio visoku efikasnost u trajanju od 21 dan, a
efekti delovanja preparata trajali su sve do 28-0g post tretman dana. Populacija u kanalu 2 bila
je redukovana u trajanju od 56 post tretman dana nakon Cega je je zabeleZen porast
populacije. U kanalu 2 Aquatain AMF odrzava visok stepen redukcije (oko 80%) sve do 56-09
post tretman dana.

Veoma visoka inicijalna efikasnost zabelezena je ve¢ nakon 2 post tretman dana, ¢ak
99.55% u kanalu 1 1 88.76% u kanalu 2. Bioloska efikasnost Aquatain AMF-a trajala je duze u
kanalu 2. Medutim, Aquatain AMF je za period kra¢i od jednog dana postigao redukciju
populacije za 99% (LTg=13.90 h, sa minimumom 0.01 do maksimalnih 7.70 dana) u kanalu
1, u odnosu na pre tretman populaciju. Visoka inicijalna efikasnost Aquatain AMF ispoljena je
u kanalu 2 ve¢ dva dana nakon tretmana, a maksimum efiksnosti zabelezen je drugog post
tretman dana. Utvrdena LTgs vrednost iznosila je 1.73 dana.

S obzirom na uzrokovanu redukciju, smatra se da Aquatain AMF obezbeduje
zadovoljavajuci stepen kontrole/suzbijanja komaraca u trajanju od nedelju dana u razvojnim
stani§tima optereCenim organskom materijom, flotiraju¢im objektima ili obraslim
vegetacijom, $to je bio slucaj u kanalu 1 (Tabela 50). U razvojnim stanistima u kojima sloj
nije ometan na navedene nacine, visoka efikasnost traje i do 8 nedelja, odnosno dva meseca.

Tabela 50. Redukcija populacije (%) Cx. pipiens complex u kontrolnom kanalu i kanalima
tretiranim Aquatain AMF-om u dozi 1 mL/m? u Novom Beg&eju (2015)

Redukcija populacije (%) u post tretman danima

2 4 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91

AMF1 9955 86.84 74.27 6255 76.46 50.79 + + + + + + + + +
AMF2 88.76 82.00 56.00 96.07 74.91 59.98 80.69 76.21 80.20 84.40 + 6565 + + +

Kontrola + + + + + + + 1594 + 1739 7.25 63.77 42.03 97.1 89.86

+ Porast populacije u kanalu u odnosu na pretretman
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Grafik 17. Redukcija populacije (%) Cx. pipiens complex u dva kanala tretirana Aquatain
AMF- om i u kontrolnom kanalu, tokom 56 post tretman dana
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Abundantnost juvenilnih individua komaraca u dva tretirana kanala, pre tretmana je
iznosila 2468 juvenilnih individua (230 Lj, 1673 Ly, 170 L3, 1 L4 i 394 lutke) u kanalu 1 i
ukupno 280 juvenilnih individua (0 L;, 21 L, 49 Ls, 176 L4 i 34 lutke) u kanalu 2. U
netretiranom kanalu 3, opredeljenom za kontrolu, zabeleZen je sli¢an broj juvenilnih individua
pre tretmana kao u kanalu 2, ukupno 244 juvenilne individue (55 L, 43 Ly, 53 L3, 16 Ly i 74
lutke). lako su se sume svih individua u kanalima razlikovale, broj jedinki Ls-L,4 stupnja nije
se signifikantno razlikovao u kanalima 1 i 2 opredeljenim za aplikaciju Aquatain AMF-a
(p=0.352). U poredenju sa kontrolnim kanalom pre-tretman populacija nije bila signifikantno
veéa u kanalu 2 (p=0.110), dok je brojnost u kanalu 1 bila signifikantno veca od kontrolne
(p=0.012).

Na graficima 20-22 predstavljene su log vrednosti ukupnog broja juvenilnih jedinki
vrste Cx. pipiens complex u kanalima tretiranim Aquatain AMF-om i u kontrolnom kanalu.
Broj jajnih legala u kanalima preracunat je na ukupan broj jedinki koje bi mogle da se ispile iz
svakog poloZenog jajeta. Za svako jajno leglo odreden je broj od 150 jaja.

U dva opredeljena kanala situacija je bila razli¢ita. Zenke su u kanalu 1 poloZile jaja tek
nakon nedelju dana, dok je kanalu 2 polaganje jaja zabelezeno ve¢ nakon 4 dana.
Predstavljena populacija na graficima ukazuje na najvecéu atraktivnost kanala broj 1 zenkama
za ovipoziciju, jer je upravo u ovaj kanal poloZeno najviSe jajnih legala, a jajna legla
registrovana sve do 77-og post tretman dana. Vazno je takode ista¢i slabiju atraktivnost
kontrolnog kanala u koji su zenke polagale jaja sve do 21-og post tretman dana, a zaklju¢no sa
tim oCitavanjem do kraja ogleda zenke vise nisu birale ovaj kanal za ovipoziciju. Stoga se u
daljoj oceni ovaj pad brojnosti belezi kao redukcija populacije, iako nije registrovan mortalitet
u kontrolnom kanalu.
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Grafik 28. Dinamika populacije juvenilnih stadijuma vrste Cx. pipiens complex u kanalu 1 tretiranom Aquatain AMF-om
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Grafik 19. Dinamika populacije juvenilnih stadijuma vrste Cx. pipiens complex u kanalu 2 tretiranom Aquatain AMF-om
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Grafik 20. Dinamika populacije juvenilnih stadijuma vrste Cx. pipiens complex u kanalu 3, netretiranom/kontrolnom kanalu
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8. DISKUSIJA

Najzahtevnijim rodom komaraca sa aspekta suzbijanja smatra se Culex (Invest and
Lucas, 2008) upravo zbog vodenih sredina koje bira za razvoj potomstva, ukljuc¢ujuc¢i veoma
Sirok spektar od sredina optere¢enih organskom materijom kao Sto su septicke jame do
sredina sa prisutnim velikim brojem akvati¢nih organizama.

Progresivna redukcija raspolozivih biocidnih jedinjenja za suzbijanje insekata od
medicinskog i1 veterinarskog znacaja, kao i njihova intenzivna primena rezultiraju brzom
selekcijom koja vodi razvoju rezistentnosti. Razvoj rezistentnosti vrste Cx. pipiens complex
smatra se neSto sporijim procesom u odnosu na rezistentnost vrsta iz rodova Aedes i
Anopheles (Ranson and Lissenden, 2016; Vontas et al., 2012). Vrsta Cx. pipiens complex, ¢ija
veoma znacajna vektorska uloga u Srbiji (WNV) namece potrebu za kontinuiranom primenom
efikasnih mera koje bi minimizovale njihovu populaciju, u nekim zemljama je takode razvila
rezistentnost na biocide. ZabeleZena je umerena rezistentnost na adulticide iz grupe piretroida
(Scott et al., 2015), zatim na larvicide iz grupe organofosfornih jedinjenja: temefos (Ben
Cheikh and Pasteur, 1993) i ¢ak na bioloske agense, toksine koje produkuje bakterija Bacillus
(Darboux et al., 2007; Nielsen-Leroux et al., 1997; Paul et al., 2005). Stoga su u ovom
istrazivanju opredeljena jedinjenja iz drugih hemijskih grupa: tri regulatora rasta i razvoja
insekata (ciromazin, diflubenzuron i piriproksifen) i supstanca polidimetil siloksan u
formulaciji Aquatain AMF, ¢iji je mahanizam delovanja vezan za fizicki metod sprecavanja
moguénosti respiracije juvenilnih stadijuma komaraca. lzvrSena je procena efikasnosti i
celishodnosti primene ovih agenasa za suzbijanje vrste Cx. pipiens complex i Ae. albopictus.

Granule ciromazina na Biodac nosacu pokazale su visoku efikasnost u suzbijanju larvi
komaraca vrste Cx. pipiens biotip molestus u laboratorijskim uslovima u trajanju od 53 dana.
Sadrzaj aktivne materije bio je direktno proporcionalan efikasnosti suzbijanja larvi navedene
vrste, pri cemu je proseCan mortalitet tokom 53 dana iznosio 95.74% uzrokovan delovanjem
neobloZenih granula ciromazina 0.5, zatim 92.14% mortaliteta su uzrokovale obloZene
granule ciromazina 0.5, dok su granule ciromazina 2 obezbedile maksimalan mortalitet
celokupne eksponirane populacije (100%).

Efikasnost granula ciromazina svih ocenjivanih formulacija opadala je u funkciji
vremena. Inicijalna efikasnost ciromazina se signifikantno razlikovala u odnosu na efikasnost
nakon 40 post tretman dana. Formulacija ciromazina 2 pokazala je vecu efikasnost u odnosu
na prethodna dva evaluirana preparata. Analizom ostataka ciromazina u vodi utvrdeno je da je
sadrzaj ciromazina tokom 53 dana najvise redukovan u posudama u kojima je primenjena
dvoprocentna formulacija ciromazin granula (sadrzaj u vodi smanjen je za priblizno 23 puta),
dok je sadrzaj ciromazin 0.5 granula nakon 53 dana redukovan u vodi za sedam puta kada su
primenjene neobloZene granule, a 13 puta u slucaju oblozenih granula.

Prema utvrdenim srednjim LT vrednostima, sve testirane formulacije ciromazina su
delovale najbrze u prvih 10 post tretman dana, kada je ciromazin 0.5 postigao mortalitet 90%
populacije za samo 5.10 dana, a maksimalan procenat mortaliteta za 8.97 dana. ObloZeni
ciromazin 0.5 je za 5.34 dana redukovao 90% tretirane populacije, a nakon 9.13 dana 99%
tretirane populacije je uginulo. Ciromazin 2 je veoma brzo delovao, ostvarujuéi supresiju 90%
populacije za svega 3.03 dana, a za 4.63 dana ¢ak 99% populacije je uginulo.
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Ciromazin 0.5, formulisan kao neobloZene granule, postigao je maksimalan mortalitet
eksponirane populacije u proseku za 10 dana, dok su obloZzene granule istog sadrzaja
ciromazina zahtevale 11 dana za postizanje maksimalnog procenta mortaliteta. Granule
ciromazina 2 su najbrze delovale uzrokujuc¢i maksimalan mortalitet za 9 dana.

Tokom trajanja ogleda zabeleZeni su karakteristi¢ni deformiteti na telu komaraca koji su
posledica delovanja ciromazina. Druga istrazivanja ukazala su na sli¢ne simptome. Awad i
Mulla (1984) su uocili brojne malformacije na telu larvi vrste Cx. quinquefasciatus. Neki od
deformiteta su formiranje transparentne anterodorzalne torakalne loptaste projekcije pracene
razdvajanjem dorzalne torakalne kutikule jedinke pred ulutkavanje, zatim kasnije formiranje
,»albino® lutki, a kod nekih lutki telo bi se potpuno izduzilo i opruzilo. IstraZzivanje novijeg
datuma pokazalo je da delovanje ciromazina znacajno uti¢e na biohemijske procese u telu
vrste Cx. pipiens (Assar et al., 2012).

Profil mortaliteta u istrazivanju Darriet et al. (2008) pokazao je da ciromazin najéesce
uzrokuje mortalitet larvi, a da u stadijumu lutke ugine svega 10-20%. Skladno tome, autori su
zakljucili da je ciromazin po mehanizmu delovanja bliZi inhibitorima sinteze hitina (kao S$to je
diflubenzuron) nego analozima juvenilnog hormona (npr. piriproksifen). Rezultati ove
disertacije delimi¢no korespondiraju prethodno navedenom istrazivanju. U ovom istrazivanju
utvrdeno je da profil mortaliteta zavisi od sadrzaja ciromazina u dobijenoj formulaciji. Kada
su primenjene 0.5% granule ciromazina, pojedine larve su uspele da se razviju i predu u lutku
nakon ¢ega bi najcesce uginule, dok je ciromazin 2 u potpunosti sprecio presvlacenje u
stadijum lutke. Dobijeni rezultati ovog istrazivanja su u skladu sa navodima autora Nelson et
al. (1986) za vrste Ae. aegypti i Cx. quinquefasciatus tretirane ciromazinom u koncentraciji 1-
1.5 ppm. Registrovana inhibicija eklozije je iznosila 99-100%. Isti autori su takode su
zakljucili da ciromazin uzrokuje veci procenat mortaliteta kada su ove vrste u stadijumu lutke
nego u bilo kom larvenom stupnju.

Rezultate ove doktorske teze potkrepljuju podaci dobijeni u ranijim studijama, a Kkoji
govore u prilog ciromazinu kao agensu za suzbijanje juvenilnih stadijuma komaraca. Cohen
(1986) je veoma uspesno redukovao populaciju komaraca u kanalima sa otpadnom vodom.
Autor je doSao do zakljucka da granule ciromazin 2 aplicirane u dozi 0.5 mg/l u poljskim
uslovima, obezbeduju potpunu inhibiciju eklozije adulta vrste Cx. pipiens u trajanju od 40
dana.

Rad na ovoj disetaciji u poluprirodnim uslovima (u buradima) ukazuje na visoku
efikasnost granula ciromazina 2 u trajanju od 44 dana. Kavran et al. (2015) i Donahue et al.
(2017) utvrdili su slicnu efikasnost ciromazina suzbijaju¢i muve u stajskom dubrivu na
farmama. Zabelezena efikasnost je trajala i do Cetiri nedelje. Populacija komaraca vrste Cx.
pipiens biotip molestus se ¢esto razvija u septi¢kim jamama i odlagaliStima dubriva i osoke,
koje obiluju organskom materijom.

U ovom delu istrazivanja, kada je populacija vrste Cx. pipiens complex tretirana
neoblozenim granulama ciromazina 2, zabelezen je visok % inhibicije eklozije adulta,
82.98%, dok je tretman oblozenim granulama rezultirao nizim % inhibicije eklozije, u
proseku 68.09%. NeobloZene granule ciromazina 2 pokazale su vecu efikasnost u poredenju
sa oblozenim granulama. Prema kriterijumima WHO/ CDS/ WHOPES /GCDPP (2005)
zadovoljavaju¢im nivoom efikasnosti larvicida smatra inhibicija eklozije adulta minimalno
80% tretirane populacije. Skladno kriterijumima, primenom neobloZenih ciromazin 2 granula
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ostvaren je zadovoljavaju¢i stepen supresije larvi komaraca, dok oblozene granule ne
zadovoljavaju kriterijume obezbedenog stepena mortaliteta.

U ponovljenom eksperimentu zabelezena je veca efikasnost obe formulacije granula,
gde ni jedna jedinka u tretiranim buradima nije uspes$no presla u stadijum adulta. U svim
tretiranim buradima postignuta je potpuna supresija eksponirane populacije larvi (mortalitet
100%), dok je u kontrolnim buradima od 50 introdukovanih lutki po buretu uspesno zavrsilo
razvi¢e do odrasle forme u proseku 45.5 adulta. Razli¢ita efikasnost primenjenih ciromazin 2
granula tokom dva perioda evaluacije mogu se objasniti pozitivnom korelacijom izmedu
senzitivnosti Cx. pipiens juvenilnih individua i temperatura (EI-Shazly and Refaie, 2002). Sa
porastom temperature (navedene u materijalu i metodu), povecana je 1 senzitivnost
eksponiranih larvi.

Granule su u poluprirodnim uslovima flotirale 10 dana, a jedanaestog post tretman dana
veéina granula je potonula. Negativna osobina ove formulacije je tendencija granula da se
grupisu. Takvo svojstvo onemogucava ravnomeran raspored granula po vodenoj povrsini.

Kada su granule ciromazina 2 aplicirane u kanalima, prirodnim razvojnim staniStima
komaraca, sve su potonule na dno. Ova osobina je veoma nepozeljna jer u takvim staniStima
podlogu najéescée predstavljaju blato i mulj. Zamuljavanje granula smanjuje stepen otpustanja
aktivne materije i redukuje njihovu efikasnost. Bioloska efikasnost apliciranog ciromazina u
proseku je iznosila 87.09% nakon 21 post tretman dan, $to se prema
WHO/CDS/WHOPES/GCDPP (2005) smatra zadovoljavaju¢om efikasnos¢u larvicida.

Naredne godine granule ciromazina 2 uzrokovale su visoku redukciju populacije ve¢ od
treCeg post tretman dana (71.30%) potom sedam dana nakon tretmana, kada je zabeleZena
redukcija iznosila 87.71% S$to je ujedno bila i najveéa zabelezena redukcija tretirane
populacije usled delovanja ciromazina. Visok stepen redukcije je registrovan sve do 24-og
post tretman dana.

U ponovljenom eksperimentu iste godine, bioloska efikasnost ciromazina u tretiranim
kanalima bila je veoma visoka sve do 56-0g post tretman dana kada je redukcija populacije
iznosila ¢ak 90.88% u odnosu na pretretman populaciju. Maksimalna efikasnost primenjene
formulacije ciromazina postignuta je 35-og dana nakon tretmana kada je populacija
redukovana za ¢ak 98.35%. Visoka efikasnost ciromazina zabelezena je sve do 77-0g post
tretman dana, medutim visoka redukcija kontrolne populacije 70-og post tretman dana
(63.77%) ukazuje na prirodno smanjenje populacije u kanalima uzrokovanim nastupanjem
hladnijeg perioda (70-0g post tretman dana je 21. septembar).

Granule u kanalu 2 nisu pokazale zadovoljavajucu efikasnost, jer je nivo vode u kanalu
ubrzo po tretmanu jako snizen te su granule bile zamuljene. Maksimalna redukcija u ovom
kanalu zabelezena je Cetiri dana nakon tretmana iznose¢i 60.41%, §to se ne mozZe nazvati
zadovoljavaju¢im nivoom supresije juvenilne populacije komaraca.

Bezbednost primene ciromazina u suzbijanju insekata od medicinskog i veterinarskog
znacaja diskutovana je u negativnom i pozitivnom svetlu (Pener and Dhadialla 2012; Wei et
al. 2009). Negativni toksikoloski aspekti primene ciromazina ukazuju na blagu toksi¢nost za
pacove nakon ingestije (Armenta et al., 2004). Neki autori smatraju melamin (metabolit
ciromazina) veoma Stetnim jedinjenjem (Wei et al., 2009), podrazumevajuci ga potencijalnim
kancerogenom i uzro¢nikom tumora mokra¢ne besike kod miseva (Melnick et al., 1984; Ning,
2001). Medutim, ovakvi efekti se uglavnom odnose na aplikaciju ciromazina putem ingestije
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(Alam et al., 2001). Na ovaj nacin ciromazin se primenjuje U Veterini za suzbijanje buva i u
stoCarskoj proizvodnji za suzbijanje muva. Pener i Dhadialla (2012) smatraju da ciromazin
nije toksican za sisare i ptice, dok melamin smatraju slabo toksi¢nim ili potpuno netoksi¢nim,
Sto je u saglasnosti sa ranijim istrazivanjima (Nelson et al. 1986; Tomlin 2000) gde se jos
dodaje 1 niska toksi¢nost za ljude, zajedno sa niskim rizikom aplikacije ciromazina po Zivotnu
sredinu.

Prilikom izbora efikasnog agensa za suzbijanje juvenilnih stadijuma komaraca, veoma
je vazno obratiti paznju na potencijalne negativne efekte koje primenjeni larvicid moze
ispoljiti na akvati¢nu floru i faunu prirodnog izvorista komaraca. Ferndndez-Alba et al. (2001,
2002) navode da je ciromazin netoksican do slabo toksi¢an za vrstu Daphnia magna. Nelson
et al. (1986) su zabelezili da ciromazin nije ispoljio nikakve negativne efekte na Cetiri
potpuno razlicita predatora komaraca, planariju Dugesia dorotocepha, larve vilinih konjica
Macromia magnifica i Argia funipennis i ribicu Gambusia affinis. Medutim, u izvestaju EU
novijeg datuma (EU, 2016) navodi se akutna toksi¢nost ciromazina za neciljane akvati¢ne
organizme (prema osetljivosti: alge < ribe <akvati¢ni Crustaceae jedinke< akvati¢ni insekti).
Ciromazin ima toksi¢no delovanje na zglavkare (Crustaceae npr. Daphnia magna), a za ribe,
alge i1 akvati¢ne insekte (npr. Chironomus riparius) smatra se netoksicnom supstancom.
Takode se navodi da vrsta Ch. riparius dugoro¢no izlozena delovanju ciromazina, postaje
visoko senzitivna na ovu aktivnu materiju. Ciromazin nema inhibitorno delovanje na aerobne
mikroorganizme. Melamin je okarakterisan kao toksi¢an za beski¢menjake (npr. Daphnia
magna), a netoksican za alge (npr. Selenastrum capricornutum) i ribe (Oncorhynchus mykiss)
(EU, 2016). Ciromazin je ispoljio zanemarljivu akutnu toksi¢nost i prema vrstama
Chironomus zealandicus (Diptera: Chironomidae) i Deleatidium sp. (Ephemeroptera:
Leptophlebiidae).

Iako su naucnici bili skepti¢ni u pogledu moguénosti razvoja rezistentnosti kod insekata
na IGR supstance, insekti su uspeli da savladaju uticaj ovih jedinjenja na njihovu fiziologiju.
Rezistentnost komaraca na ciromazin do danas jo$ nije zabeleZena, iako je rezistentnost
zabelezena kod kuénih muva (Musca domestica) tretiranih ciromazinom (Acevedo et al.,
2009; Bell et al., 2010; Kristensen and Jespersen, 2003; Pinto and Prado, 2001; Tang et al.,
2002), zatim kod muve zunzare vrste Lucilia cuprina (Levot, 2012).

Darriet et al. (2008) smatraju da je ciromazin neznatno slabije efikasan u suzbijanju
komaraca u odnosu na druge IGR, ali se neSto slabija efikasnost kompenzuje niskom
toksi¢nos$cu za sisare i1 visokom efikasnos$¢u u suzbijanju komaraca rezistentnih na piretroide 1
karbamate.

U cilju obezbedivanja Sto vece perzistentnosti primenjenog ciromazina razvijaju se nove
formulacije, kao npr. matriks formulacije na bazi ciromazin-lignina oblozena etilcelulozom sa
kontrolisanim otpustanjem (Fernandez-Pérez et al., 2007), zatim polietilen male gustine kao
matriks uz poliuretan za oblaganje formulacije na bazi ciromazina (Schwartz et al., 2001).
Formulacija granula 2% ciromazina na Biodac nosacu, obloZene stearatom u cilju postizanja
kontrolisanog otpustanja aktivne materije u ovom istraZivanju nije postigla bolje rezultate u
odnosu na neobloZene granule ciromazina. Nije utvrdena signifikantna razlika u efikasnosti
obloZenih 1 neobloZenih granula ciromazina 0.5. Medutim, 53 dana nakon tretmana, u vodi je
utvrden gotovo dvostruko manji sadrzaj obloZenog ciromazina (10.32 pg/L) u odnosu na
neoblozeni (18.18 ug/L).
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Neki autori dodatno predlaZzu upotrebu ciromazina koji ¢e delovati na adultne forme
komaraca. Ocenjivani su efekti primene ciromazina u adultnom stadijumu vrsta Cx. pipiens i
Ae. epacticus kada su adultima obezbedene hranilice u kojima se nalaze homogenizovani
ciromazin i Secerni rastvor. Utvrdeno je da je ova aktivna materija redukovala kapacitet
polaganja jaja, ali nije uocen uticaj na piljenje ili na ponasanje vezano za ishranu/potragu za
krvnim obrokom. Prolongirano je i vreme potrebno za digestiju krvnog obroka. Ishrana
odraslih komaraca ciromazinom je po misljenju autora bila dovoljna da inhibira razvoj larvi
koje su ispiljene iz njihovih jaja. Ciromazin u navedenom istrazivanju nije uticao na odnos
izmedu polova niti na duzinu Zivotnog veka komarca (Saleh i Wright 1990).

Eksponirana populacija vrste Cx. pipiens biotip molestus bila je takode veoma
senzitivna na delovanje diflubenzurona u laboratorijskim uslovima. Granule diflubenzurona
postigle su potpunu supresiju eksponirane populacije komaraca uzrokujué¢i 100% mortalitet.
Srednje LT vrednosti pokazale su da je diflubenzuron redukovao 90% eksponirane populacije
za 10.66 dana, a potpuna supresija eksponirane populacije (mortalitet 100%) postignuta je za
svega 12 dana.

U laboratorijskim uslovima zabelezena je visoka efikasnost diflubenzurona (preparat
Dimilin® GR-2% primenjen u 10.0% koncentraciji). Inhibicija eklozije adulta je za samo 96h
eksponiranja larvi Lz stupnja vrste An. gambiae s.l. iznosila 90-100% (Chanda et al., 2013).
Navod ne korespondira rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju gde je mortalitet 50%
populacije zabelezen tek 6.62 dana, a 90% nakon 9.86 post tretman dana, $to predstavlja
signifikantno duzi vremenski period za postizanje istog efekta kakav su zabelezili Chanda et
al. (2013)

Granule 1 % diflubenzurona na dva tipa nosaca, od zeolita i kocanke, primenjene u dozi
1 g/m? ocenjivane su u hidromeliorativnim kanalima u okolini Beograda (sa veoma sli¢nim
klimatskim uslovima kao u Novom Beceju) (Djordjevi¢ et al., 2015). Zabelezena je dobra
efikasnost diflubenzurona u suzbijanju vrste Cx. pipiens u trajanju od sedam nedelja. Isti
autori navode da je diflubenzuron pokazao slabu inicijalnu efikasnost, ali se efikasnost
povecavala u funkciji vremena.

Kamal i Khater (2010) su zabelezili da diflubenzuron (0.002-0.02 ppm) nece znacajno
prevenirati presvlacenje larvi u lutku vrste Ae aegypti, ako se aplicira u L4 stupnju
(presvucenih 76-97%), dok su samo dve najvece primenjene doze (0.001-0.003 ppm) postigle
zadovoljavajuéi nivo supresije (84.7 1 96.7 %) sprecavajuci te iste lutke da se presvuku u
adulte. Isti autori su zabelezili da se delovanje diflubenzurona na larvene stupnjeve
reperkutuje na ukupan broj polozenih jaja koje ¢e izletele zenke poloziti (redukcija 25.5%).
Suprotno tome zabelezeno je da ova aktivna materija ne uti¢e na reprodukcioni potencijal
vrste Ae. aegypti (Fournet et al., 1993). Kontradiktorni rezultati zabelezeni su i kada je re¢ o
optimalnom vremenu aplikacije diflubenzurona. Martins i Silva (2004) smatraju da je Ls
stupanj najrezistentniji na inhibiraju¢e efekte diflubenzurona, dok su autori Thavara et al.
(2007) zabelezili visoku larvicidnu efikasnost diflubenzurona, apliciranog u istom larvenom
stupnju. Silva i Mendes (2007) smatraju da diflubenzuron uzrokuje visok mortalitet larvi
apliciran u bilo kom larvenom stupnju. Suprotno rezultatima autora Martins i Silva (2004),
visoka efikasnost granula diflubenzurona zabeleZena je u ovom istrazivanju kada su delovanju
ovog IGR bili izloZeni L, i Lg larveni stupnjevi u laboratorijskim testovima.
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Thavara et al. (2007) su ocenjivali efikasnost dve formulacije diflubenzurona (tablete i
granule) na vrsti Ae. aegypti u buradima za skladistenje vode (200 1 zapremine) u poljskim
uslovima. U ovakvim recipijentima vode veoma visoka efikasnost diflubenzurona apliciranog
u dozama (0.5-1 mg/l a.m.) trajala je 23-24 nedelje u kontinuitetu. U buradima gde se tretirana
voda prosipala i sipala nova na nedeljnoj bazi, zabeleZena je visoka efikasnost obe
formulacije koje se odrzala 20-21 post tretman nedelju (tablete) i 22-24 post tretman nedelje
(granule). Navedeni autori smatraju da bi diflubenzuron primenjen u dozama 0.05 do 0.1 mg/I
a.m. mogao obezbediti visok nivo redukcije populacije u trajanju od 3-4 meseca.

Diflubezuron nije pokazao tako visoku efikasnost i perzistentnost u eksperimentima
ovog istrazivanja. Registrovana efikasnost diflubenzurona u ovom istrazivanju bila je niza u
odnosu na efiksnost ciromazina u kanalima (Novi Becej, 2015). Tokom 2014. godine
redukcija juvenilne populacije vrste Cx. pipiens complex, tretirane diflubenzuronom u
prirodnim razvojnim staniStima (u kanalima), zabelezena je tek 21 dan nakon tretmana,
(81.59%). U narednoj godini efikasnost diflubenzurona bila je niza u odnosu na efikasnost
ciromazina u kanalima. Maksimalna redukcija postignuta aplikacijom diflubenzurona
zabelezena je 14-og post tretman dana, 68.56% $to se ne podrazumeva zadovoljavajuc¢im
nivoom supresije komaraca. Posle 35-0g post tretman dana, redukcija je konstantno opadala, a
nakon 63 post tretman dana registrovan je porast populacije u odnosu na brojnost pre
tretmana. Procenjena je efikasnost granula sa 2% diflubenzurona u suzbijanju komaraca u
recipijentima vode malih zapremina (npr. Ae. aegypti), apliciranih u dozi 0.02- 0.25 mg a.m. /I
u trajanju od 2 do 4 meseca (WHO, 2006). Cx. pipiens biotip pipiens ¢esto polaze jaja u
ovakve recipijente vode. WHO (2006) preporucuje povecanje doze ukoliko su takvi
recipijenti vode direktno izlozeni suncevoj svetlosti ili kada potencijalno staniste komaraca
obiluje organskom materijom.

Kada su larve vrste Cx. quinquefasciatus tretirane diflubenzuronom, registrovana je
LCgo za 0.0022 do 0.0033 mg/l (Mulla, 1995; Suman et al., 2010). Autori Suman et al. (2010)
tretirali su juvenilne stadijume rezistentne na organofosforna jedinjenja. Ovaj IGR pokazao je
znaajan uticaj na populaciju vrste Cx. quinquefasciatus kada su larve Lz 1 L4 tretirane
subletalnom dozom (koncentracija 0.0002 mg/l). Tretman je inhibirao samo 25% tretirane
populacije, ali je efekat na potomstvo ukazivao na redukciju populacije dugoro¢no gledano
(zivotni vek oba pola redukovan je u odnosu na kontrolu, redukovan je broj Zenki koje su
uzele krvni obrok, a samim tim i broj polozenih jajnih legala i jaja/jajnom leglu) (Suman et
al., 2014).

Cetin et al. (2006) su ocenili da koncentracija diflubenzuron granula 0.1-0.03 mg/l u
septi¢kim jama potpuno redukuje populaciju vrste Cx. pipiens (mortalitet 100%) na prostoru
Antalije, u trajanju od 28 post tretman dana. Utvrdili su da koncentracija diflubenzuron 0.01
mg a.m./L u WP formulaciji potpuno redukuje populaciju ove vrste (100%) u trajanju od 14
dana, dok formulacija granula postize isti efekat u trajanju od 21 post tretman dan. lako
rezultati ovog istraZivanja pokazuju loSiju efikasnost diflubenzurona u poljskim uslovima
(nizi % redukcije populacije) u odnosu na nalaze autora Cetin et al. (2006), perzistentnost
ovog IGR bila je priblizno jednaka kao u prethodnom istrazivanju (Cetin et al. 2006).
Diflubenzuron, primenjen u kanalima, nije obezbedio dugotrajnu supresiju juvenilnih
stadijuma vrste Cx. pipiens complex.
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Bellini et al. (2009) su diflubenzuronu dali mnogo bolje ocene u odnosu na rezultate
ovog istrazivanja. Ocenjivali su delovanje nekoliko komercijalnih preparata u razli¢itim
formulacijama na bazi 2% diflubenzurona (DEVICE® GR-2, DEVICE®, TB-2 i DEVICE®
SC-15) 1 0.5% piriproksifena (SUMILARV® 0.5G) u poljskim uslovima. Tretman je vrSen u
Sahtovima (napunjenim sa oko 40 | vode) gde je registrovano prisustvo dve vrste komaraca
Cx. pipiens complex i Ae. albopictus (u razmeri priblizno 80:20). Diflubenzuron tablete (1
tb/Sahtu) ostvarile su potpunu redukciju tretirane populacije (mortalitet 100%) u trajanju od
Sest nedelja na prvom lokalitetu, dok je na drugom lokalitetu potpuna redukcija zabelezena tri
post tretman nedelje, a nakon toga opala na 86% u cetvrtoj i ispod zadovoljavajuéeg nivoa
redukcije (65%) nakon pet post tretman nedelja. Naredne godine 100% efikasnost iste
formulacije trajala je tri nedelje, a jo$ tri nedelje diflubenzuron tablete su ispoljile visoku
efikasnost (Bellini et al., 2009). Granule su primenjene u dozi 2 g/Sahtu. U prvoj godini
evaluacije diflubenzuron granula zabelezili su 100% redukciju populacije u trajanju od 5
nedelja na jednom lokalitetu, a na drugom nesto krace, u trajanju od 4 nedelje, nakon Cega je
efikasnost preparata znacajno opala na oba tretirana lokaliteta. U drugoj godini evaluacije
zabeleZzena je znafajno manja perzistentnost ovog preparata, samo dve nedelje nakon
tretmana, nakon Cega je efikasnost opadala. U drugom delu ogleda iste godine efikasnost ove
formulacije diflubenzurona trajala je Sest nedelja (Bellini et al., 2009). Autori ove razlike u
efikasnosti iste formulacije objasnjavaju jakom olujom koja je verovatno uticala na
redistribuciju aktivne materija u datoj vodenoj sredini. DEVICE® SC-15 u prvoj godini nije
apliciran, ali je u drugoj efikasnost trajala tri nedelje (mortalitet 100%), a Sest post tretman
nedelja redukcija populacije je iznosila 99%. U drugom delu eksperimenta DEVICE® SC-15
je zadrzao tri nedelje potpunu redukciju, a Sest nedelja efikasnost je i dalje bila na visoko
zadovoljavaju¢em nivou. Ovaj preparat je bio primenjen u obliku rastvora, a potom apliciran
iz prskalice kojim se postize volumen od 25 mL/mlazu u trajanju od tri sekunde (preporucena
doza proizvodaca) (Bellini et al., 2009).

Efikasnost diflubenzurona je iznosila >97% inhibicije eklozije adulta u Sahtovima
gradske sredine u Svajcarskoj u trajanju od &etiri nedelje (Guidi et al., 2013)

Chanda et al. (2013) su u simuliranim poljskim uslovima aplicirali preparat Dimilin®
GR-2% u 10.0% koncentraciji u plasti¢cnu burad 60 x 15 cm, ispunjen sa 10 L vode.
ZabeleZena je potpuna inhibicija eksponirane populacije za sedam dana. Maksimalna
efikasnost u buradima zabelezena je primenom iste koncentracije (10.0%) sedmog post
tretman dana, perzistirajuc¢i do 21-0g post tretman dana (Chanda et al., 2013).

Sadanandane et al. (2012) isticu da bi primena granula diflubenzurona (preparat
Dimilin, u dozama 25, 50, 75 i 100 g a.m./ha) obezbedila redukciju populacije vrste Cx.
quinquefasciatus vecu od 80% ako bi se aplikacije ponavljale u intervalu od sedam dana u
septiCkim jamama 1 Sahtovima, a u napusStenim bunarima u intervalima od tri nedelje.

Evaluacija efikasnosti diflubenzurona u Grckoj pokazala je veoma visoku efikasnost u
suzbijanju vrste Cx. pipiens c¢ija je rezistentnost na temefos prethodno utvrdena (Kioulos et al.,
2014).

Ukoliko diflubenzuron predstavlja deo programa suzbijanja komaraca veoma je vazno
povesti raCuna sa ¢im kombinovati ovaj IGR. Utvrdeno je antagonisticko delovanje
diflubenzurona kada se primenjuje u kombinaciji sa azadiraktinom i gljivom Beauveria
bassiana (Zahran et al., 2013).
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Sa upotrebom diflubenzurona treba biti veoma pazljiv. Rezistentnost vrste CX. pipiens
utvrdena na laboratorijskim osetljivim sojevima (7-puta ili 7-fold rezistentnost) u petoj
eksponiranoj generaciji (Brown et al., 1978). Divlja populacija vrste Cx. quinquefasciatus u
Tanzaniji razvila je 2.4-6.6 puta rezistentnost nakon 10 generacija (Amin and White, 1984).
Razistentnost nakon 10 generacija registrovana je i na vrsti Ae. aegypti, razvijaju¢i samo 3.3
puta rezistentnost, ali kada je ista ta populacija hibridizovana meSovitom populacijom sa
razli¢itih 35 lokaliteta, a potom izvrSen selekcioni pritisak na 5 generacija, razvijena
rezistentnost je porasla na ¢ak 8-20 puta (Walker and Wood, 1986). Bez obzira na dobijene
rezlutate Su (2016) smatra da je rizik od razvoja rezistentnosti na diflubenzuron relativno
nizak.

Istrazivanje Grigoraki et al. (2017) pokazalo je da je vrsta Cx. pipiens razvila veoma
visok nivo rezistentnosti na diflubenzuron nakon desetogodiSnjeg izlaganja ovom IGR.
ZabeleZena rezistentnost iznosila je i do 128 puta

Eisler (1992) belezi da se diflubenzuron u koncentraciji 28-56 g/ha ili 2.5-16 ug/L
smatra Vvisoko efikasnim u suzbijanju akvatiénih molestanata iz familija Chaoboridae,
Chironomide i Culicidae. Iste doze uzrokuju privremenu supresiju populacije neciljanih
organizama Cladocere, Copepode, zatim larvi iz familija Ephemeropterae, Corixidae i
Collembola, koje se oporavljaju u roku od 80 dana.
organizmi. Stetni efekat diflubenzurona na Crustacea predstavnike reperkutuje se na njihov
stepen prezivljavanja, reprodukciju i ponaSanje pri aplikaciji u dozi 0.062 i 2 pg/L. Prema
utvrdenoj osetljivosti, nakon predstavnika Crustacea slede familije Ephemeropterae,
Chironomidae, Trichoptera, a zatim predstavnici iz podreda Nematocera (koncentracija 0.1-
1.9 pg/L). Umerena rezistentnost zabeleZena je kod larvi Dytiscidae, zatim kod adulta 1 larvi
podreda Anisoptera, potom kod paukova, Ostracoda, predstavnika familija Notonectidae i
Corixidae. Alge, puzevi, ribe i vodozemci se smatraju relativno tolerantnim na diflubenzuron
(u dozi 45 pg/l). Visoka akumulacija ovog jedinjenja zabeleZena je u akvati¢nim biljkama 1
ribama kada su izloZene koncentraciji 1 to 13 ug/L, ali negativne posledice, usled uticaja
diflubenzurona na ove organizme, nisu zabelezene (Eisler, 1992). ZabeleZena je progresivna
inkorporacija diflubenzurona u telo ribe Gambusia affinis, a degradacija ovog IGR pocinje
nakon 14-og post tretman dana, dok se za 28 post tretman dana redukuje samo 40%
diflubenzurona u vodi (Zaidi et al., 2013). Bezbedan je za ptice, goveda, pse, pacove i zeceve.
Nema teratogena, kancerogena i mutagena svojstva (Eisler, 1992).

Diflubenzuron se smatra ekoloski prihvatljivim jedinjenjem koje karakteriSe niska
toksicnost za ptice, ribe 1 akvati¢nu floru. lako u akvatiénim sredinama diflubenzuron ujedno
ispoljava visoko toksi¢no delovanje na neke neciljane organizme kao npr. Crustaceae i
makroinvertebrate, ovi organizmi se brzo oporavljaju nakon delovanja diflubenzurona (WHO,
2006).

Piriproksifen granule na oba nosaca, u obe primenjene doze (3 i 6 kg/ha), pokazale su
visoku efikasnost u suzbijanju juvenilnih formi vrste Cx. pipiens biotip molestus.

Piriproksifen je svakodnevno uzrokovao promene na telu larvi i lutki, a takode i adulta u
procesu eklozije koje su karakteristicne za primenjeni IGR. Zabelezeno je nepravilno
presvlacenje usled Cega su larve uginjavale sa zakatenom egzuvijom prethodnog larvenog
stupnja ili lutke sa egzuvijom poslednjeg larvenog stupnja. Uocene su i morfoloske
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deformacije na adultima koji nisu bili u stanju da uspe$no napuste lutkinu egzuviju.
Efikasnost piriproksifena zahtevala je duzi period u odnosu na ciromazin i diflubenzuron za
redukciju celokupne eksponirane populacije.

Piriproksifen je na nosacu od kocanke postigao potpunu supresiju eksponirane
popualcije (mortalitet 100%), dok je na nosacu od zeolita manja doza ostvarila bolju supresiju
(mortalitet 100%), a veca doza ukupno 97.87% redukcije eksponirane populacije.

Nayar et al. (2002) su ocenjivali efikasnost piriproksifena u laboratorijskim
istrazivanjima. Utvrdili su da je ovaj IGR u koncentraciji 0.02 i 0.05 ppm obezbedio potpunu
inhibiciju eklozije adulta vrste Ae. aegypti (100%) u trajanju od Sest nedelja. U koncentraciji
0.05 ppm piriproksifen je inhibirao ekloziju 93-100% adulta vrste Ae. albopictus, a inhibicija
celokupne populacije (100%) je trajala Sest nedelja. Preporuka istih autora je da se
piriproksifen (0.5% granule) primenjuje za suzbijanje vrsta iz rodova Aedes, Anopheles i
Culex u koncentracijama 0.01 do 1 ppm (Nayar et al., 2002). Itoh (1994) je ocenjivao
efikasnost formulacije piriproksifena sa kontrolisanim otpustanjem (0.05% a.m) u suzbijanju
vrste Aedes aegypti i takode zabelezio prolongiranu aktivnost ovog IGR.

WHO (2017) navodi da preparat SumiLarv®2MR zadrzava svoju efikasnost ¢ak i do 36
nedelja nakon tretmana. Novija istrazivanja su pokazala visoku efikasnost i perzistentnost
piriproksifena (SumiLarv®2MR, formulacija matriksa/diska sa kontrolisanim otpustanjem, u
dozi 1 disk/40 | vode ) u suzbijanju Aedes larvi u vodenim recipijentima malih zapremina u
trajanju od Sest meseci, nakon kojih je inhibicija eklozije adulta blago redukovana, ali je i
dalje bila na prihvatljivom nivou (Oo et al., 2018). I druga istrazivanja su pokazala visoku
efikasnost piriproksifena u suzbijanju larvi komaraca (Ocampo et al., 2014; Sihuincha et al.,
2005; Wai et al., 2012). Prema vecem broju autora piriproksifen nema signifikantnu inicijalnu
efikasnost u suzbijanju tretirane populacije larvi komaraca (Invest and Lucas, 2008; Ohashi,
2017; WHO, 2000). Neki nau¢nici tvrde da se realna efikasnost ovog IGR uocava tek mesec
dana nakon tretmana (Ocampo et al., 2014; Oo et al., 2018).

Sporije delovanje piriproksifena uoceno je u laboratorijskim testovima ovog
istrazivanja, gde je potpuna efikasnost (mortalitet %) piriproksifena zabeleZena tek 19 dana
nakon tretmana. Sporiji efekat piriproksifena je zabeleZzen bez obzira na nosac i primenjenu
dozu.

Suzbijanjem vrste Cx. pipiens u laboratorijskim uslovima utvrdena LCsy vrednost
piriproksifena (preparat Sumilarv® 0.5%) iznosila je 0.000079 mg/L. Kada je u istom
istrazivanju navedeni preparat primenjen u dozi 6.0 g/m* u poljskim uslovima utvrdeno je da
interval izmedu dva tretmana iznosi do tri nedelje (Al-Sarar et al., 2011), a Jambulingam et al.
(2008) su ovaj interval procenili na Cetiri nedelje.

U simuliranim poljskim uslovima eklozija 100% adulta vrste Ae. aegypti, inhibirana je
aplikacijom formulacija piriproksifena (0.1% a.m.) i diflubenzurona (0.1 i 0.2% a.m.), sa
kontrolisanim otpustanjem (na nosacu od peska) u trajanju od cCetiri meseca (Seccacini et al.,
2008).

SUMILARV® 0.5G (piriproksifen) je pokazao nizu efikasnost u odnosu na
diflubenzuron formulacije. Ostvarena je redukcija od 80-100% tokom prve tri nedelje, a
potom je efikasnost redukovana. U narednoj godini potpuni mortalitet zabeleZen je samo
jednu post tretman nedelju, dok je u drugom delu ogleda efikasnost trajala 3-4 nedelje.
Piriproksifen je apliciran u dozi 2 g/Sahtu i 4 g/Sahtu (Bellini et al., 2009).
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Piriproksifen 0.5 granule u koncentraciji 0.1 ppm obezbedile su supresiju populacije Cx.
quinquefasciatus u trajanju od 4-5 nedelja tokom kisnih sezona, a ¢ak 11 nedelja tokom
susnih sezona. Kisne sezone imaju negativan uticaj na efikasnost ovog IGR, jer padavine
uzrokuju smanjenje koncentracije primenjenog preparata (Chavasse et al., 1995).

Piriproksifenu se pored larvicidnog delovanja pripisuje i autodiseminacija (moguénost
Sirenja preparata na zenkinim delovima tela do razvojnog staniSta akvati¢nih stadijuma
odabranih za ovipoziciju). Efekti autodiseminacije ocenjivani su na vrstama Anopheles
arabiensis (Lwetoijera et al. 2014), zatim Ae. aegypti (Snetselaar et al. 2014), Ae. albopictus
(Chandel et al., 2016; Ohba et al., 2013) i Aedes triseriatus (Dell Chism and Apperson, 2003).
Utvrdeno je da nahranjene zenke Ae. aegypti izloZzene rezidualnom delovanju piriproksifena u
dozi 3 mg/m? sa sobom prenesu koli¢inu piriproksifena dovoljnu da spre¢i ekloziju 80%
potencijalnih adulta. Autori navode da bez obzira §to ovaj IGR nema uticaj na fekunditet,
signifikantno inhibira ekloziju adulta (70-90%) (Sihuincha et al., 2005). Abad-Franch et al.
(2015) smatraju da ova tehnika ima smisla samo za recipijente vode malih zapremina
(razvojna staniSta vrsta Ae. aegypti i Ae. albopictus), medutim u slucaju razvojnih staniSta
komaraca vecih zapremina, ovakva primena piriproksifena ostaje i dalje nedovoljno
objasnjena.

Kombinacija dva razli¢ita IGR pokazala je vecu efikasnost nego pojedinacno aplicirani
IGR. Sinergizam je registrovan kod primene piriproksifena i spinosada (Darriet and Corbel,
2006). Darriet et al. (2010) su kombinovali piriproksifen (Sumilarv®, granule 0.5%, 0.02
mg/l) i spinosad granule 0.5% (0.1 mg/l) u buradima i utvrdili su da su aktivne materije
primenjene pojedinac¢no zadrzale visoku efikasnost mnogo krace (tri meseca spinosad, a pet
piriproksifen) u odnosu na rezultat postignut njihovom kombinacijom (osam meseci).

Naucnici su zabelezili da postoji pozitivna korelacija u osetljivosti larvi Cx. pipiens i
temperatura npr. LCsp je iznosio je 0.00013 ppm na 32°C, a LCsy vrednost za 0.00111 ppm
zabelezena je kada je temperatura opala na 20°C (El-Shazly and Refaie, 2002). Ovaj podatak
ukazuje na mogucnost primene piriproksifena u Sirokom rasponu temperatura za suzbijanju
najznacajnije vektorske vrste u Srbiji. Kawada (1993) navodi da se inhibicija 50% populacije
vrste Ae. albopictus postize aplikacijom 0.024 ppb piriproksifena, a Ali et al. (1995) ocenjuju
da je za isti efekat potrebno 0.11 ppb.

Uporedujuci efikasnosti piriproksifena i diflubenzurona Ali et al. (1999) su dosli do
zakljucka da je piriproksifen pokazao signifikantno vecu efikasnost (LCgp = 0.0011 ppm) u
odnosu na diflubenzuron (LCgyy = 0.0034 ppm) u suzbijanju vrste Cx. quinquefasciatus.

U istrazivanju ove disertacije piriproksifen je postigao istu efikasnost kao
diflubenzuron, ali je =zahtevao mnogo viSe vremena za ispoljavanje delovanja od
diflubenzurona. Za postizanje istog efekta piriproksifen je zahtevao sedam dana duzu
ekspoziciju tretirane populacije.

Piriproksifen inhibira ekloziju Ae. aegypti u veoma niskim koncentracijama. Zabelezena
LCso za ovu vrstu iznosi 0.012 ppb (Sihuincha et al., 2005). U cilju postizanja maksimalne
efikasnosti piriproksifena u programima kontrole komaraca c¢esto Se primenjuju vece
koncentracije od preporucenih (0.01-0.05 ppm a.m. ili 10-50 ppb).

Pri malim dozama i koncentracijama piriproksifen ima visoku efikasnost u kontroli larvi
komaraca (Yapabandara et al., 2001; Yapabandara and Curtis, 2002), a njegova perzistentnost
u velikom broju razli¢itih tipova vodenih staniSta (Vythilingam et al., 2005) predstavlja
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znaCajnu karakteristiku ovog regulatora razvoja insekata, koja dalje pruza moguénost
smanjenja broja tretmana.

Efikasnost primene piriproksifena u cilju suzbijanja komaraca u vodenim recipijentima
manjih zapremina znacajno zavisi i od materijala od koga je recipijent napravljen. Novije
istrazivanje pokazalo je da je bioloSka efikasnost ovog IGR u suzbijanju vrste Ae. albopictus
znacajno varirala u zavisnosti od materijala recipijenta vode (plastika, drvo, guma, glinene,
betonske i staklene posude). LCs u staklenoj posudi iznosila je 0.029 mg/L. Vrednost je 150.1
puta povecana u gumama (4.354 pg/liter), a 8-10 puta u drvenim i polietilenskim plasti¢énim
posudama velike gustine. Blago povecéanje zabelezeno je i u glinenim, polistirenskim i
polipropilenskim posudama (1.9-2.7 puta). Medutim, u betonskim recipijentima efikasnost je
bila ve¢a nego u staklenim. Uzrok razlika LCsy vrednosti potice od apsorpcionih sposobnosti
testiranih materijala da usvoje aplicirani piriproksifen. Vecu efikasnost piriproksifena u
betonskim recipijentima autori obja$njavaju visokom pH vrednos$¢u betona (9.8), dok se kod
drugih testiranih materijala pH kre¢e u rasponu od 5.6 do 7.1 (Devi Shankar Suman et al.,
2013). Sve navedeno je potrebno uzeti u obzir pri donosenju odluke o izboru formulacije i
koncentracije/doze koja ¢e biti opredeljena za suzbijanje larvi komaraca.

Toksikoloskim testovima utvrdeno je da piriproksifen ¢ijem su delovanju eksponirane
ribice Danio rerio u nizim koncentracijama 0.16 i 0.33 pg/mL nije ispoljio negavne posledice,
dok je u visim koncentracijama 1.66 ug/mL ova aktivnha materija uzrokovala ozbiljne
malformacije u telu ribica (Maharajan et al., 2018). Laboratorijska istrazivanja i ogledi u
poljskim uslovima pokazali su da piriproksifen nema Stetne efekte na vecinu neciljanih
akvati¢nih beski¢menjaka i riba kada se u akvaticnoj sredini nade koncentracija <50 ppb.
Primena ovog IGR odobrena je ¢ak i u pijacoj vodi, §to je naroCito znacajno za zemlje
endemi¢ne za dengu. Maksimalna dozvoljena primena iznosi 50 ppb, a maksimalna
dozvoljena koncentracija ove aktivne materije u pijac¢oj vodi iznosi 300 ppb (Invest and
Lucas, 2008; World Health Organization, 2003).

Efekte piriproksifena na kopepode Mesocyclops pehpeiensis i Megacyclops viridis
ocenjivali su Wang et al. (2005). Piriproksifen nije ispoljio negativne efetke na razvoj i
reprodukciju vrste M. pehpeiensis u koncentraciji 0.1 ppm, $to je 10 puta viSe u odnosu na
efektivnu preporucenu koncentraciju ovog IGR za suzbijanje komaraca (0.01 ppm). Medutim,
ovo jedinjenje ostavlja negativne posledice na razvoj vrste M. viridis pri koncentraciji 0.1
ppm, dovode¢i u pitanje prezivljavanje cak 80% jedinki u prvom larvenom stupnju.
Zanimljivo je to da je bez obzira na tako visok mortalitet prvog larvenog stupnja,
piriproksifen ubrzao razvoj tretirane grupe. Takode je viSe jaja poloZzeno i produzen Zivotni
vek u odnosu na kontrolnu grupu. Navedeno ukazuje da bez obzira $to piriproksifen uzrokuje
mortalitet u ranim fazama razvoja ovih organizama, jedinkama koje prezive ubzava se razvoj,
poboljsavaju predatorske sposobnosti i povecCava zivotni vek tokom reproduktivne faze
razvoja. Na osnovu dobijenih rezultata autori predlazu primenu kopepoda u kombinaciji sa
piriproksifenom (Wang et al., 2005).

Uporedivanjem mortaliteta postignutih delovanjem svih granula IGR (ciromazin 0.5,
obloZzeni ciromazin 0.5, ciromazin 2, diflubenzuron, piriproksifen na koc¢anki i piriproksifen
na zeolitu primenjen u dve doze) utvrdeno je da su razlic¢ito delovanje a.m. na larve komaraca.
Nacin delovanja ciromazina (uzrokovanja mortaliteta) nije se razlikovao medu formulacijama
ovog IGR, ali se razlikovao od piriproksifena i diflubenzurona. Takode, efikasnosti granula
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piriproksifena na dva nosaca, primenjen u dve doze, se nisu medusobno razlikovale.
Piriproksifen se statisticki znacajno razlikovao od delovanja diflubenzurona.

Efikasnost razli¢itth IGR (piriproksifena, diflubenzurona, ciromazina, metoprena i
novalurona) u suzbijanju vrsta Ae. aegypti i Ae. albopictus ocenjivali su Lau et al. (2015).
Zabelezili su rezistentnost vrste Ae. aegypti na metopren (12.7 puta) i na piriproksifen (1.4
puta), ali i osetljivost na ostale IGR. Ae. albopictus je, medutim razvio rezistentnost na
diflubenzuron (2.1 puta) i novaluron (1.0 puta), dok je ova vrsta pokazala osetljivost na sve
ostale IGR. Lau et al. (2015) smatraju da ciromazinu treba dati prednost u odnosu na preostala
Cetiri testirana IGR.

Ispituju¢i ovicidne efekte regulatora rasta, Suman et al. (2013) su uocili da je
piriproksifen mnogo efikasniji kada su tretirane Ae. albopictus i Ae. aegypti, dok je
diflubenzuron najefikasniji bio na vrsti Cx. pipiens.

Bioloska efikasnost Aquatain AMF-a demonstrirana je visokim stepenom mortaliteta
juvenilnih stadijuma razvi¢a obe testirane vrste komaraca, Cx. pipiens biotip molestus i Ae.
albopictus u laboratorijskim uslovima. Mladi larveni stupnjevi (L;-L;) pokazali su slabiju
osetljivost na prisustvo navedene supstance u odnosu na starije stupnjeve (Ls-Ls).

Bukhari i Knols (2009) su pokazali visoku efikasnost Aquatain™-a i , multistage*
efekat na celokupan Zzivotni ciklus vrsta An. stephensi i An. gambiae. Navedeni autori su
potvrdili da su kasniji larveni stupnjevi ispoljavali vecu osetljivost prema apliciranom
monomolekularnom filmu u odnosu na rane larvene stupnjeve, Sto je u saglasnosti sa
rezultatima ove disertacije. Ova pojava nastaje kao posledica moguénosti mladih larvenih
stupnjeva da koriste kiseonik rastvoren u vodi. Starije larvene stupnjeve (Ls-L4) karakterise
redukovana sposobnost upotrebe rastvorenog kiseonika i obligatho su zavisni od
atmosferskog kiseonika, $to se reperkutuje na brze i jace delovanje monomolekularnog filma
na ove larvene stupnjeve. Iste efekte demonstrirali su Das et al. (1986), Corbet et al. (2000) i
Clements (1992) tretirajuéi vrstu An. stephensi preparatom Arosurf ® MSF. U novijoj studiji
potvrdeni su isti efekti na vrstama Ae. aegypti i Anopheles minimus (Sukkanon et al., 2016).

U ovom istraZivanju ni jedna larva eksponirana delovanju Aquatian AMF-a nije uspeSno
presla u stadijum lutke. Kao §to je predstavljeno u rezultatima, lutke su pokazale mnogo vecu
osetljivost na prisustvo Aquatain AMF-a u odnosu na sve larvene stupnjeve Sto je u
saglasnosti sa navodima autora Das et al. (1986). Das et al. (1986) su iste efekte utvrdili na
vrstama Cx. quinquefasciatus, An. stephensi i Ae. aegypti nakon tretmana monomolekularnim
filmom Arosurf ® MSF. Bukhari i Knols (2009) su potvrdili ove navode aplicirajuci
Aquatain™ na vrste An. stephensi i An. gambiae s.s. Potpuno onemogucavanje prelaska larvi
u lutke potvrdili su isti autori, Sto potkrepljuje rezultate dobijene tokom predstavljenog
istrazivanja ove disertacije.

Evidentno akumulisanje hrane za larve u eksperimentalnim posudama u koje je
apliciran Aquatain™ navelo je autore Bukhari i Knols (2009) na pretpostavku da primenjeni
monomolekularni film indirektno uzrokuje redukovanje vitalnih funkcija larvi usled gubitka
apetita, a samim tim i zaostatka u razvoju.

Corbet et al. (2000) su tretirali larve polidimetilsiloksanom i utvrdili da je ova supstanca
negativno uticala na njihovu ishranu, menjajuc¢i normalne/prirodne obrasce ponasanja larvi
komaraca.
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U ovom istrazivanju ni jedan slu¢aj metamorfoze tretiranih lutki u adulte nije zabelezen.
Dobijeni rezultat je u skladu sa rezultatima Bukhari i Knols (2009) za vrste An. stephensi i An.
gambiae.

Iako je Aquatain AMF pokazao visoku biolosku efikasnost u suzbijanju juvenilnih
stadijuma vrsta Ae. albopictus i Cx. pipiens biotip molestus, nivo osetljivosti vrsta na
prisustvo ove supstance se signifikantno razlikovao. Kada su tretirani mladi larveni stupnjevi
vrste Ae. albopictus Aquatain AMF-om, zabeleZena je mnogo veca inicijalna efikasnost u
odnosu na mlade Cx. pipiens larvene stupnjeve. Medutim, vreme potrebno za postizanje
mortaliteta celokupne eksponirane populacije (mortalitet 100%) bilo je mnogo duze
tretiranjem vrste Ae. albopictus u poredenju sa vrstom Cx. pipiens biotip molestus. Srednje
LTgo vrednosti dve vrste tretirane u L;-L, larvenim stupnjevima signafikantno su se
razlikovale, pri ¢emu je Ae. albopictus (LTgo =8.48) pokazao manju osetljivost u odnosu na
Cx. pipiens (LTgo =5.92). Signifikantna razlika izmedu vrsta zabeleZena je i kada su starije
larve (L3-L4) eksponirane ovom preparatu. Potpuna redukcija populacije vrste Cx. pipiens
registrovana je treCeg post tretman dana, dok su sve larve Ae. albopictus istih stupnjeva
uginule tek nakon 17 dana. Suprotno od prethodno navedenih rezultata, nakon tretiranja L3-L4
stupnjeva, Aquatain AMF je ispoljio vecéu inicijalnu efikasnost na vrsti Cx. pipiens u odnosu
na larve Ae. albopictus.

Prema autorima Webb i Russell (2009) stopa mortaliteta vrsta Ae. aegypti i Cx.
quinquefasciatus tretiranih preparatom Aquatain® znacajno se razlikovala, $to ukazuje na
njihovu razlicitu osetljivost na prisustvo ove supstance na vodenoj povrsini. Rezultati ovog
istrazivanja su u saglasnosti sa dobijenim rezultatima autora Webb i Russell (2009). Prose¢na
stopa mortaliteta vrste Cx. quinquefasciatus ve¢ nakon 90 minuta prelazi 70%, a nakon samo
48h zabelezen je mortalitet od 94.6%. Populacija vrste Ae. aegypti redukovana je ispod 5% za
90 minuta, a mortalitet je nakon 48h iznosio samo 34%. Ovo istrazivanje potvrduje vecu
osetljivost vrsta iz roda Culex u odnosu na predstavnike roda Aedes na prisustvo Aquatain
AMF-a. Bez obzira na evidentnu razliku u osetljivosti ovih rodova na tretman Aquatain AMF-
om, kumulativni mortaliteti oba eksponirana roda, tretirani u stadijumima larve i lutke, su bili
dovoljno visoki da bi se ovaj preparat smatrao adekvatnim i prihvatljivim sredstvom za
suzbijanje obe vrste komaraca, $to je u sagalasnosti sa rezultatima ranijih istrazivanja (Webb
and Russell 2009). Medutim, isti autori naglaSavaju vaznost slabije osetljivosti Aedes vrsta
koja se mora uzeti u obzir pri proceni vremena aplikacije. Nakon drugog post tretman dana
neke Aedes jedinke ¢e i dalje biti zive. Rezultati ovog istrazivanja su potvrdili zakljucke
autora Webb i Russell (2009).

Utvrdeno je da obe vrste dostizanjem stadijuma lutke postaju visoko osetljive na
delovanje Aquatain AMF-a, §to ovom preparatu daje znacajnu prednost u odnosu na
konvencionalne larvicide, regulatore rasta i razvoja, ali i bioloske preparate kao $to su Bti i
Bs, jer ni jedno od navedenih larvicidnih sredstava ne deluje na stadijum lutke komaraca.
Drugog dana nakon tretmana uoceno je da su sve tretirane lutke obe vrste uginule (mortalitet
100%). Dodatno, osetljivost dve vrste, Ae. albopictus i Cx. pipiens tretirane u stadijumu lutke
nije se signifikantno razlikovala.

Ae. albopictus je u poluprirodnim uslovima ispoljio razliitu osetljivost na Aquatain
AMF u dve uzastopne godine. Pretpostavka je da ovakva pojava potic¢e od uticaja razlicitih
temperatura u 2015. i 2016. godini. Srednja dnevna temperatura vazduha je u 2015. godini
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iznosila 24.5+2.4°C, dok je u narednoj 2016. godini srednja dnevna temperatura tokom
trajanja ogleda iznosila ¢ak 29.3+1.6°C. Razlika od gotovo pet stepeni uzrokovala je ubrzano
razvi¢e juvenilnih stadijuma, a samim tim i brze nastupanje larvenih stupnjeva/stadijuma
razvica (Ls-L4 i lutke) koji su visoko osetljivi na delovanje apliciranog Aquatain AMF-a.
Temperatura se smatra veoma uticajnim faktorom na razvie i abundantnost vrste Ae.
albopictus, uticajnijim ¢ak i od padavina (Alto and Juliano, 2001). Tran et al. (2013) smatraju
da su mortalitet i metamorfoza vrste Ae. albopictus temperaturno zavisne funkcije. Brzina
metamorfoze ove invazivne vrste direktno je proporcionalna temperaturama kojima su
juvenilni stadijumi izloZeni. Vrsti Ae. albopictus pogoduju visoke temperature, te je
abundantnost ove vrste najveca pri najvis§im letnjim temperaturama. Bez obzira Sto su se
zabelezeni mortaliteti juvenilnih stadijuma razvi¢a vrste Ae. albopictus razlikovali u dve
uzastopne godine, ni jedna eksponirana individua nije uspesno presla u adultnu formu. Nize
temperature usporavaju razvice ove vrste, te nNa taj na¢in odlaZu i potpun efekat apliciranog
Agquatain AMF-a. Uprkos sporijoj efikasnosti tokom prve godine istrazivanja u poluprirodnim
uslovima, Aquatain AMF je pre svega pokazao visoku biolosku efikasnost u suzbijanju
juvenilnih stadijuma vrste Ae. albopictus.

Standardizovanim testovima evaluacije efikasnosti Aquatain AMF-a u suzbijanju
Cx.pipiens complex juvenilnih stadijuma demonstrirana je visoka efikasnost ovog agensa.
Duzina trajanja efekasnosti Aquatain AMF-a se razlikovala u dva kanala. Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali signifikantnu redukciju populacije tretiranih kanala do sedmog post
tretman dana.

Aguatain AMF je ispoljio visoku inicijalnu efikasnost na oglednim punktovima, a
procenat redukcije populacije je iznosio je od 88.76% do 99.55% samo dva dana nakon
tretmana.

Obzirom na ostvareni stepen redukcije tretirane populacije, smatra se da Aquatain AMF
obezbeduje zadovoljavajuéi stepen kontrole/suzbijanja komaraca u trajanju od 7 dana u
prirodnim razvojnim stanistima obraslim vegetacijom, a ¢ak i do 56 dana ukoliko flotirajuéi
objekti ili vegetacija ne prekidaju aplicirani film.

Prema registrovanom broju jajnih legala u kanalima utvrdeno je razli¢ito vreme
ovipozicije na aplicirani film. Zenke plazu jaja u periodu od 4 do 7 dana nakon aplikacije
Aquatain AMF-a.

Dobijeni rezultati ovog istrazivanja ilustrovali su visoku redukciju tretirane populacije u
trajanju od nedelju dana, a u zavisnosti od tipa razvojnog stanista u koji se Aquatain AMF
aplicira delovanje primenjenog agensa moze da traje ¢ak i do 56 dana, $to je potvrdeno i u
laboratorijskom delu ocene moguénosti ovipozicije na sloj Aquatain AMF-a.

Obzirom da je re€ o supstanci koja se sama Siri/razliva po vodenoj povrsini bez obzira iz
koje taCke se preparat aplicira, Aquatain AMF je pogodan za nepristupa¢na razvojna stanista
komaraca (Fillinger et al., 2008).

Prema studiji autora Bukhari i Knols (2009) Aquatain AMF zadrzava visoku efikasnost
u trajanju od 10 dana. Pod pretpostavkom da zenke uspesno zavrse ovipoziciju, larve se ispile
iz polozenih jaja i dostignu stadijum lutke za nedelju dana, tretman treba ponoviti za 17 dana.

Medutim, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na mnogo duzu efikasnost Aquatain AMF-
a kada je re¢ o razvojnim staniStima koja nisu obrasla vegetacijom ili optere¢ena organskom
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materijom. U takvim razvojnim staniStima zenka ¢e poloziti jaja, ali ispiljene larve se nece
razviti dalje od L, stupnja. Primenjeni agens zadrzava svoju aktivnost ¢ak i do dva meseca.

U kanalima gusto obraslim vegetacijom, Aquatain AMF ostaje visoko efikasan sedam
dana, ali se aktivnost filma zadrzava sve do 21-0g post tretman dana. U tom slucaju smatra se
da tretman treba ponoviti nakon 28 dana. Kada je povrSina vode bez flotiraju¢ih objekata i
vegetacije, ovaj preparat zadrzava visoku efikasnost i do 56 dana. U takvim vodenim
sredinama ponavljanje tretmana bilo bi dovoljno na svakih 60 dana.

Bukhari et al. (2011) su ocenjivali efikasnost Aquatain AMF-a u pirinéanim poljima u
Keniji, u dozi 1 mL/m% Aplikacija Aquatain AMF-a je ponovljena kada se Aquatain AMF
viSe ni mogao vizuelno registrovati na povrsini vode i kada je uzorkovanje pokazalo slicnu
brojnost popualcije u tretiranom i kontrolnom punktu. U njihovom eksperimentu, ova
supstanca ostajala je vidljiva 10 post tretman dana. Stoga su autori povecali dozu na 2 mL/m?.
Utvrdili su da je Aquatain AMF signifikantno redukovao gustinu juvenilne populacije i
ekloziju adulta Anophelinae i Culicinae.

Mbare et al. (2014) su utvrdili letalnu dozu koja je uzrokovala 100% mortalitet
eksponirane populacije vrsta An. gambiae s.s., @ ona iznosi 1.23 mL/m? i An. arabiensis 1.35
mL/m?. Preporuéena doza proizvodaca je u njihovom istraZivanju postigla inhibiciju eklozije
85% populacije u trajanju od Sest nedelja. Mbare et al. (2014) i Bukhari et al. (2011) smatraju
opravdanim da se preporucena doza duplira ukoliko su uslovi za preparat veoma nepovoljni.

Formulacija Aquatain AMF-a u ambalazi/boci za kapanje ,ready to use“ koja je
koriS¢ena tokom ovog istrazivanja, pokazala se jednostavhom i1 veoma preciznom za
aplikaciju.

Kada je Arosurf MSF apliciran helikopterom u dozi od 4.67 1/ha u moc¢vari obrasloj
rogozom (Masacusets, SAD), u cilju suzbijanja vrste Coquillettidia perturbans, obezbeden je
visok nivo supresije komaraca u trajanju od jedne nedelje ili neznatno duze, Sto se odrazava
kroz redukciju eklozije adulta (Kenny and Ruber 1992). Aplikacija je inicijalno vrSena
helikopterom, a potom jo$, tokom sezone tri puta ponovljena avionom (fixed-wing aircraft).
Tretman avionom nije obezbedio optimalnu pokrivenost vodene povrsine.

Evaluacija Agauatain AMF-a u poljskim uslovima radena je u pirinanim poljima Grcke
(Kioulos and Koliopoulos, 2015). Rezultati su pokazali da je Aquatain AMF apliciran na 1.2
ha povrSine zadrzao visoku efikasnost u trajanju od 6 dana. Redukcija populacije je i dalje
registrovana u narednih tri nedelje, ali je efikasnost u tom period bila na nedovoljno visokom
nivou.

Rezultati ovog istrazivanja dobijeni u delu eksperimenta ozna¢enom kao kanal 1 su u
saglasnosti sa prethodno navedenim istraZzivanjem u pirin¢anim poljima.

Aquatain AMF omogucava visok nivo supresije dve veoma vazne vrste komaraca Ae.
albopictus i Cx. pipiens complex ispoljavajuc¢i svoju efikasnost kroz delovanje na sve
razvojne stadijume komaraca Sto potvrduju i drugi autori (Bukhari and Knols, 2009;
Sukkanon et al., 2016; Wang et al., 2013).

Webb i Russell (2012) su takode postigli znac¢ajnu redukciju juvenilnih stadijuma dve
vrste komaraca, Cx. quinquefasciatus i Aedes notoscriptus za samo 48h nakon tretmana
aplikacijom Aquatain AMF-a. Isti autori su zabelezili znacajno nizu abundantnost larvi obe
vrste u tretiranim u odnosu na kontrolnu populaciju ¢ak Sest nedelja nakon tretmana. Autori
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isticu veliki potencijal Aquatain AMF-a za suzbijanje komaraca u vodenim recipijentima u
domacinstvima/bastama.

Maksimalna bioloska efikasnost Aquatain AMF-a u suzbijanju vrsta Ae. albopictus i Cx.
quinquefasciatus registrovana je za samo 12h nakon tretmana filma u dozi 0.14 mL/m?
(Ahmed et al., 2017). Visoku efikasnost monomolekularnog filma Agnique® MMF (u dozi
0.47 mL/m?) zabelezili su autori Turki i Soltani (2017), ocenjujuéi da je za samo 72h
zabeleZen mortalitet tretirane populacije iznosio 91.80%. Potpuna inhibicija eklozije adulta
(100%) trajala je tri nedelje. Drago et al. (2017) su zakljucili da Aquatain® signifikantno
redukuje populaciju Cx. pipiens i Ae. albopictus u trajanju od tri nedelje.

Iako tvrdnje proizvodaca ukazuju na nemogucnost ovipozicije na sloj Aquatain AMF-a,
dobijeni rezultati ovog istrazivanja su samo delimicno u saglasnosti sa navodima proizvodaca.
Zenke su uspele da savladaju nizak povrsinski napon i poloZe jaja na vodenu povrsinu i kada
je aplicirana preporu¢ena i dupla doza Aquatain AMF-a. Sest dana nakon aplikacije Aquatain
AMF-a u dozi 2 mL/m? dve Zenke su polozile jaja. PoloZena jaja nisu bila u kompaktnom
jajnom leglu nego pojedinacna, rasuta po vodenoj povrsini. Na vodenoj povrSini tretiranoj
Aquatain AMF-om u dozi 1 mL/m? sedmog post tretman dana, poloZena su prva jajna legla i
sva polozena jajna legla su bila u obliku kompaktnog jajnog legla. Uporedivanje broja jajnih
legala (racunaju¢i grupicu jaja kao jajno leglo) polozenih na tretirane i kontrolne vodene
povrsine utvrdeno je da tretman Aquatain AMF-om nije sprecio/onemogucio Zenke da poloze
jaja.

Pored toga Sto se broj polozenih jajnih legala nije znacajno razlikovao u tretiranim i
netretiranim posudama, ukupan broj jaja u posudama tretiranim Aquatain AMF-om u duploj
dozi (2 mL/m?), znagajno se razlikovao od ukupnog broja jaja u kontrolnim posudama. Zenke
su mnogo veci broj jaja polozile u kontrolne posude nego u posude tretirane duplom dozom
Aquatain AMF-a. Broj jaja polozenih u kontrolne posude i posude tretirane preporu¢enom
dozom (1 mL/m?) nije se znacajno razlikovao. Utvrdeni OAI pokazali su negativne vrednosti
za obe primenjene doze, a dupla doza je pokazala dvostruko veéu OAI vrednost. Obe
vrednosti OAI su bile zanemarljivo male (-0.017 i -0.035) sto implicira da se radi 0 veoma
slabom repulzivnom uticaju na Zenke, odnosno primenjeni Aquatain AMF nije pokazao ni
repulzivna ni atraktantna svojstva. Dobijeni podatak govori o veoma pozitivnoj osobini
primenjenog agensa. Zenka neée biti odbijena apliciranim agensom i poloZiée jaja na tretiranu
povrSinu. Adulti koji su na raspolaganju imali tretiranu vodenu povrSinu su zna¢ajno krace
ziveli u odnosu na kontrolnu grupu adulta. Stepen prezivljavanja se takode znacajno
razlikovao u zavisnosti od primenjene doze kojom je tretirana voda. BrZe uginjavanje adulta
zabelezeno je u kavezima u kojima je aplicirana veca doza Aquatain AMF-a. Pove¢ana doza
je uslovila redukciju stepena prezivljavanja adulta.

Mogu¢énost ovipozicije na vodenu povrSinu u velikoj meri zavisi od primenjene doze
Agquatain AMF-a. Drasti¢no povecanje doze (10 puta veca doza od preporucene) ima smisla
samo u razvojnim stani$tima u kojima obiluje organska materija (septicke jame i sl), ali u
kojima se korisni organizmi ne razvijaju.

Indeks ovipozicione aktivnosti je pokazao da je doza 10 puta veca od preporucene
ispoljila repulzivno delovanje na zenke vrste Cx. pipiens biotip molestus. Medutim, ¢injenica
da su Zenke koje nisu imale mogucénost izbora mesta za ovipoziciju ipak polozile pojedinacna
jaja na tretiranu vodenu povrSinu govori u prilog ovoj visokoj dozi. Ukoliko u prirodnim
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uslovima zenka CX. pipiens nema na raspolaganju drugu vodenu povrSinu osim tretirane,
polozi¢e jaja na nju ali tek 19 dana nakon tretmana. Primenjena doza garantuje redukciju
populacije komaraca u trajanju od najmanje 47 dana koliko je trajao ogled tokom kojih se ni
jedna larva nije uspesno presvukla u lutku. Pored toga, ¢ak 19 dana nakon tretmana Zenke
nec¢e moci da poloze jaja na tretiranu vodenu povrSinu. Od ukupnog broja introdukovanih
zenki do kraja ogleda ni jedna Zzenka nije polozila kompaktno jajno leglo na tretiranu vodenu
povrsinu, a pojedinacna jaja je polozilo samo 2.86% Zenki. Ostalih 97.14% Zenki nisu uspele
da poloze jaja na tretiranu vodenu povrsinu iako je u abdomenu pojedinih uginulih utvrdeno
prisustvo potpuno razvijenih jaja spremnih za ovipoziciju.

Stepen prezivljavanja adulta u kavezima sa vodom tretiranom Aquatain AMF-om u dozi
10 mL/m* signifikantno je bio nizi u odnosu na adulte koji nisu bili u kontaktu sa
monomolekularnim filmom. Kada zenke nisu imale drugu moguénost za ovipoziciju osim
tretirane vodene povrSine uginjavali su mnogo brze u odnosu na one koji su imali moguénost
izbora (tretirana ili netretirana vodena povrsina). Utvrdena je znacajna razlika u vremenu i
stepenu prezivljavanja adulta u kavezima gde su Zenke imale moguénost izbora i gde nisu.
Ovaj podatak ukazuje na moguénost da su pojedine zenke odmah prepoznale razliku u
tretiranoj 1 netretiranoj vodenoj povrsini, te nisu dosle u kontakt sa Aquatain AMF-om, a
samim tim nisu bile ugrozene. Druga mogucénost je da su nakon sletanja neke Zenke ipak
uspele da napuste tretiranu povrSinu, opredeljujuci se nakon toga za Cistu vodu. Medutim,
zenke koje pak nisu prepoznale razliku, uporno pokusavajuéi da poloze jaja na tretiranu
povrsinu Su tu uginule.

MuZjaci su takode uginjavali na tretiranoj vodenoj povr$ini. lako muZjaci ne Koriste
vodenu povrsinu za ovipoziciju, pretpostavka je da u kontakt sa Aquatain AMF slojem dolaze
tokom svoje portage za Zenkama u cilju parenja. Tokom ovog ogleda muZjaci su uginjavali na
tretiranoj povrs$ini jednako brzo kao 1 zenke.

Agquatain AMF primenjen u vesStackim recipijentima u 10 puta vecoj dozi uzrokovao bi
supresiju svih adulta sletelih na tretiranu povr$inu, a razvoj juvenilnih stadijuma bio bi sprecen
>47 dana. Dobijeni rezultat mogao bi naci prakti¢nu primenu u suSnim periodima kada zenke
nemaju mnogo izbora za ovipoziciju.

Potvrdeno je da Aquatain AMF apliciran u preporucenoj dozi nece sprec€iti zZenke da
poloZe jaja. Na povrsinu tretiranu u preporucenoj dozi veé trei post tretman dan je poloZeno
prvo jajno leglo. Neobi¢no je da se stopa piljenja larvi signifikantno razlikovala kada su jaja
polozena na sloj Aquatain AMF-a u dozi 1 mL/m? dok se u posudama tretiranim duplom
dozom stopa piljenja nije razlikovala od stope piljenja jaja polozenih na netretiranu vodenu
povrsinu. Bez obzira na stopu piljenja, rezultati dobijeni ovim eksperimentom pokazali su
veoma visoku efikasnost primenjenog preparata. Od ukupno 770 jaja polozenih u posude
tretirane preporucenom dozom ispiljeno je 289 larvi. Aquatain AMF nije na zadovoljavaju¢em
nivou sprecio piljenje larvi, ali je medutim visoko efikasno delovao na larve ne dozvoljavajuéi
ni jednoj da prede u stadijum lutke. Isto je zabelezeno i u posudama tretiranim duplom dozom
(2 mL/m?) gde je od 184 polozenih jaja ¢ak 141 ispiljeno, ali ni jedna larva nije uspela da se
presvuce u lutku. Ogled je trajao 74 dana koliko su pojedine larve u posudama tretiranim
preporucenom dozom uspele da prezive. Populacija u posudama tretiranim dozom 2 mL/m?
prezivela je do 63 dana. Dobijeni rezultati ukazuju da je Aquatain AMF pokazao visoku
efikasnost u trajanju od 74 dana.
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Mather i DeFoliart (1983) su zapazili da ovipozicione klopke koje sadrze visoku
koncentraciju EC formulacija hlorpirifosa deluju repulzivno na gravidne Zenke vrste Ae.
triseriatus, ali da formulacije granula hlorpirifosa i temefosa ne ispoljavaju repulzivno
delovanje na zZenke ove vrste. Ovipozicione klopke koje su sadrzale pelete metoprena bile su
zenkama vrste Ae. aegypti atraktivnije u odnosu na klopke napunjene samo ¢istom vodom iz
vodovoda (Carroll, 1979).

Akiner i Eksi (2015) su ocenjivali preferendum u mestu za ovipoziciju na vodenu
povrSinu tretiranu naj¢e$¢e primenjivanim agensima za suzbijanje vrste CX. pipiens: Bti
(VectoBac® 12 AS); Bs (VectoLex® WDG); temefos (Abate® 500 EC); Agnique MMF® i
diflubenzuron (Dudim®). Zenke su pokazale preferendum prema netretiranoj vodenoj povrsini,
a najmanji broj jaja poloZen je na povrsinu tretiranu monomolekularnim filmom. Kontrolna
vrsta Cx. quinquefasciatus takode je preferirala netretiranu vodenu povrSinu. Svi testirani
agensi ispoljili su repulzivno delovanje kako u laboratorijskim, tako i u poljskim uslovima.
Repulzivni efekti postupno su se smanjivali od prve do treée nedelje evaluacije. Cuniéi/jajna
legla na vodenoj povrsini tretiranoj Bti i BS preparatima bili su bezobli¢ni i manji u odnosu na
¢unice poloZene na vodu tretiranu drugim agensom i na kontrolu. Repulzivna aktivnost MMF-a
zabeleZzena je u laboratorijskim i poljskim uslovima (Akiner and Eksi 2015), ali i u
istrazivanjima drugih autora (Nayar and Ali, 2003; Stark, 2005). Iako su zenke rede polagale
jaja na vodenu povrsinu tretiranu navedenim agensima u odnosu na netretiranu povrsinu, broj
polozenih jaja na povrSinama tretiranim Bti i BS preparatima bio je ve¢i u odnosu na povrsine
tretirane drugim larvicidima. Prema dobijenim ovipozicionim indeksima aktivnosti najvece
repulzivno delovanje ispoljio je MMF, a potom temefos, Bs, Bti i kao najslabiji repulziv
pokazao se diflubenzuron (Akiner and Eksi 2015).

Rezultati istrazivanja ove disertacije takode ukazuju na repulzivno delovanje Aquatain
AMPF-a na zenke vrste Cx. pipiens biotip molestus.

Repulzivno svojstvo Agnique MMF® bilo je redukovano u funkciji vremena od -0.95 do
-0.62 kod Zenki Cx. pipiens u laboratorijskim uslovima i sa -0.85 na -0.45 u poljskim uslovima
(Akiner and Eksi 2015). lako autori ne navode precizan broj polozenih jaja ni vreme polaganja
prvog jajnog legla, istiu da su prva jajna legla polozena tokom prve nedelje post tretman
perioda, $to je u saglasnosti sa rezultatima ove disertacije. 1z rezultata istih autora uocava se
takode da je efikasnost MMF-a u poljskim uslovima slabila u funkciji vremena, Sto koincidira
sa dobijenim rezultatima ovog istraZivanja.

Gravidne zenke vrsta Ae. aegypti i An. minimus su preferirale netretiranu vodenu
povrSinu 1 kada su imale 1 kada nisu imale moguénost izbora. Negativni OAI ukazuju na
repulzivno delovanje Aquatain® MMF-om na navedene vrste. Kada Zenke nisu imale
moguénost izbora, 45.83% zenki vrste An. minimus i 20.83% Ae. aegypti je tokom
celokupnog perioda eksponiranja (96 h) potonulo na tretiranim povrSinama. Vrednost OAI
vrste Ae. aegypti kada zenke nisu imale izbor iznosila je -0.22, a za vrstu An. minimus -0.56.
Kada su imale izbor, OAI je kod vrste Ae. aegypti iznosio -0.38, dok je kod vrste An. minimus
iznosio -0.94 (Sukkanon et al., 2016).

U eksperimentu u kom su Zenke vrsta An. gambiae i An. stephensi imale moguénost
izbora mesta za ovipoziciju: vodenu povrinu tretiranu Aquatain AMF™-om u dozi 2 uL/m? i
kontrolnu/netretiranu povrSinu, ni jedna Zenka nije polozila jaja na tretiranu povrSinu od
priblizno 600 polozenih jaja (Bukhari and Knols, 2009). Tretirana vodena povrSina bila je na
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raspolaganju Zenkama svega 48h. U drugom delu ovog eksperimenta gravidne Zenke nisu
imale izbor, a u svakom kavezu bile su posude tretirane Aquatain AMF™ -om u dozama 0.5
ul, 1.0 pL, ili 2.0 uL/m% Zenkama su za ovipoziciju bile na raspolaganju tretirane vodene
povrsine U trajanju od samo 24h. Ni jedna zenka nije uspela da polozi jaja tokom dana
eksponiranja. Autori su zakljucili da je primenjeni monomolekularni film ispoljio repulzivno
delovanje na obe vrste tokom trajanja ekspozicije tretiranoj vodenoj povr$ini. Medutim, na
osnovu duzine ekspozicije Zenki tretiranoj povrSini u navedenom eksperimentu tesko je
zakljuciti koliko dugo je AMF™ sprecio zenke da poloze jaja (Bukhari and Knols, 2009).

Rezultati ove disertacije pokazali su da Aquatain AMF apliciran u preporuc¢enoj i duploj
dozi, onemogucava polaganje jaja izmedu tri i sedam dana, nakon cega zenke polazu
normalna jaja u Cuni¢ima/jajnim leglima. DuzZina trajanja perioda tokom kog su Zenke
sprecene da poloze jaja na Aquatain AMF, direktno je proporcionalna primenjenoj dozi. Na
nizim dozama (preporucenoj i duploj) Zenke su poloZile jaja u prvoj post tretman nedelji, dok
je primenom 10 puta vece doze ovipozicija sprecena u trajanju od 19 dana.

Uzimajuéi u obzir fizi¢ko, a ne hemijsko delovanje Aquatain AMF-a nije verovatno da
¢e juvenilni stadijumi uspeti da razviju rezistentnost na prisustvo ovog agensa. Stevens (1999)
smatra da velika molekulska masa monomolekularnih filmova ne moze da prode bioloske
membrane i da se akumuliSe u zivim organizmima. Takvo saznanje daje veliku prednost
Aguatain AMF-u u odnosu na hemijske agense za suzbijanje komaraca. Pored svoje visoke
efikasnosti Aquatain AMF se smatra ekoloski prihvatljivim sredstvom za suzbijanje komaraca
(Bukhari et al., 2011), narocito kao deo strategije integralnog suzbijanja komaraca.

Dobijeni rezultati ovog istrazivanja ukazuju na vecée intervale izmedu aplikacija kojim
bi se redukovao obim posla i ulaganje sredstava u poredenju sa bioloskim preparatima na bazi
Bs i Bti, $to primeni Aquatain AMF-a daje epitete odrzivog i ekonomski isplativog sredstva za
suzbijanje komaraca.

Procena negativnih efekata Aquatain AMF-a radena je na ribama, zatim akvati¢nim
puzevima i vrsti D. magna. Ovaj agens nije uzrokovao deformitete, nije redukovao stepen
preZivljavanja 1 reprodukcioni potencijal. Blagu toksicnost PDMS je ispoljio prema vrstama
Chironomous tentans, Hyallela azteca, Ampelisca abdita, Nereis diversicolor. Na
fitoplanktone, bakterije i gljive delovanje PDMS-a nije ostavilo negativne posledice (APVMA
2010).

Fillinger i Lindsay (2006) su izracunali cenu koStanja primene Aquatain™ preparata.
Ukoliko se aplicira u dozi od 0.5 mL/m? svakih 17 dana, na godisnjem nivou za jedan ha
tretman iznosi 1,890$ (18$/1), Sto je komparabilno sa formulacijama vododisperzibilnih
granula (1,300-1,825%) i komercijalnih kukuruznih granula (1,466-1,955%) ¢ija je aktivna
materija Bs ukoliko se aplicira svakih 14 dana u toku jedne godine po jednom ha. Cena
kostanja sli¢nih Bti formulacija iznosila je 208-313%$ za vododisperzibilne granule i 563-782%
za komercijalne kukuruzne granule. U cene koStanja nije ukljucena cena ljudskog rada i rada
uredaja tokom aplikacije preparata. Za razliku od ovih bioloskih preparata, Aquatain™ nema
ograni¢enja u pogledu temperature tokom cuvanja i transporta do mesta aplikacije (Powell
and Jutsum, 1993). Dobijenim rezultatim ovog dela istrazivanja utvrdena je visoka efikasnost
Aquatain AMF-a u suzbijanju vrsta Cx. pipiens complex i Ae. albopictus. Smatra se da
preparat u razli¢itom stepenu deluje na sve juvenilne stadijume razvica ali se njegov potpuni
efekat uocava kada deluje na larve i lutke komaraca.
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9. ZAKLJUCCI

Dugotrajna upotreba konvencionalnih hemijskih jedinjenja, namece potrebu za
efektima, kako bi se potencijalnim ukljuc¢ivanjem u buducée programe uvele odrzive strategije
suzbijanja komaraca na ovim prostorima. Na osnovu sprovednih istrazivanja mogu se doneti
slede¢i zakljucci:

e Ispitivane formulacije granula regulatora rasta i razvoja insekata na bazi ciromazina 2
na Biodac nosacu, na bazi piriproksifena na nosa¢ima od kukuruzne kocanke 1 zeolita i
granula diflubenzurona na zeolitu, pokazale su visoku efikasnost u suzbijanju vrste Cx.
pipiens complex u laboratorijskim uslovima.

e Sadrzaj/koli¢ina aktivne materije ciromazina direktno je proporcionalna efikasnosti
ispitivanih granula. Granule sa 2 % ciromazina obezbedile su vecu efikasnost u
suzbijanju larvi komaraca u odnosu na granule sa 0.5% sadrzaja ovog IGR.

e Formulacija granula ciromazina 2 primenjena u dozi 15 kg/ha obezbeduje visok nivo
supresije larvenih stupnjeva u vestackim recipijentima vode, ali je primena ovog IGR
ograni¢enih moguénosti u prirodnim razvojnim staniStima komaraca, usled loSe
flotantnosti formulacije.

e lako je formulacija granula ciromazina 2 obezbedila supresiju tretirane popualcije u
kanalima, upotreba ovih granula se ne preporucuje u takvim razvojnim stanistima, niti u
biotopima ¢ija je podloga zemlja. Razlog ovakvog zakljucka je zamuljivanje granula
usled nemogucnosti flotiranja, §to se dalje reperkutuje na redukovanu efikasnost
primenjenog preparata. Granule diflubenzurona u preporucenoj dozi (6 kg/ha)
obezbeduju supresiju tretirane populacije komaraca u laboratorijskim uslovima,
medutim u poljskim uslovima doza od 15 kg/ha nije pokazala zadovoljavajuce efekte,
jer granule nisu flotirale. Usled zamuljavanja granule ne ispoljavaju potpun efekat

® Piriproksifen na nosaima od zeolita i kukuruzne kocanke, u uslovima ciste vode
akvati¢nih biotopa u dozi od 3 kg/ha obezbeduje visoku efikasnost.

e Primena ciromazin 2 granula, zatim piriproksifena na nosac¢ima od kocanke ili zeolita i
diflubenzurona na nosacu od zeolita preporucuje se u vestackim recipijentima vode.

e Utvrden je visok potencijal Aquatain AMF-a u suzbijanju juvenilnih stadijuma razvi¢a
komaraca vrsta Cx. pipiens complex i Ae. albopictus.

e Potvrdena je veca efikasnost Aquatain AMF-a kada su tretirani Ls-L4 stupnjevi i lutke u
odnosu na mlade larvene stupnjeve (Li-L,) obe tretirane vrste, Sto ukazuje na vecu
sezitivnost kasnijih stupnjeva i lutki na prisustvo Aquatain AMF filma.

e Preporudena doza od 1 mL/m? obezbedila je signifikantno visoku redukciju populacije
Cx. pipiens complex u trajanju od nedelju dana u kanalu gusto obraslom vegetacijom i
kad je abundantnost tretirane populacije bila veoma visoka. Primenjen u preporucenoj
dozi 1 mL/m?, u uslovima u kojima nita ne ometa formirani sloj (vestacki recipijenti
vode ili prirodni recipijenti sa ¢istom vodenom povrSinom), efikasnost ovog preparata
traje i do 56 dana.
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Ispitivani monomolekularni film primenjen u preporudenoj i duploj dozi (1 ili 2 mL/m?)
nije dugorocno spreCio zenke da poloze jaja (najviSe do sedam dana), ali je pokazao
visoku efikasnost u suzbijanju juvenilnih stadijuma razvic¢a nastalih iz jaja poloZenih na
aplicirani sloj.

Utvrden je signifikantan uticaj apliciranog sloja Aquatain AMF-a na stepen
prezivljavanja adulta oba pola vrste Cx. pipiens complex.

Znacajnim povecanjem doze (10 mL/mz) sprecava se ovipozicija na vodenu povrsinu u
trajanju od 19 dana.

Kada je aplicirana doza deset puta veéa od preporucene zenke su izbegavale kontakt sa
tretiranom povrsinom ukoliko su imale izbor, §to oslikava ponaSanje divlje populacije
vrste Cx. pipiens complex, te se na osnovu dobijenih rezultata zakljucuje da zenke nece
izabrati povrSinu tretiranu 10 puta veCom dozom, nego ¢e nastaviti potragu za
optimalnim/mogué¢im mestom na koje bi polozile jaja. Medutim, u prirodi je malo
verovatno da zenke nece imati alternativne moguénosti izbora mesta za ovipoziciju.
Deset puta veca doza redukovala je stepen prezivljavanja Zenki koje su bile u kontaktu
sa tretiranom vodom.

Delovanjem ovako visokom dozom ostvaren je ,,multistage efekat na vrstu Cx. pipiens
complex.

Doza deset puta veca od preporuc¢ene moze biti preporucena u slucaju epidemije gde je
neophodno brzo i dugotrajno delovanje preparata na sve razvojne stadijume, ali sa
isklju¢ivim ograni¢enjem na vodene sredine signifikantno optereéene organskim
otpadom, a u kojima nisu nastanjeni korisni organizmi, kao $to su npr. septicke jame 1
sli¢ni zatvoreni sistemi.

Uvodenje novih supstanci u programe suzbijanja juvenilnih stadijuma razvoja
komaraca, pre nego Sto dode do pojave odraslih formi, svakako predstavlja opravdanu
mogucnost za proSirenje izbora larvicida koji postoje na trziStu u Srbiji.

Primena IGR i Aquatain AMF-a u programima kontrole brojnosti komaraca uticala bi u
znatnoj meri i na ukupnu cenu tretmana koji se sprovode u toku jedne sezone u okviru
programa suzbijanja komaraca.

Ocenjeni agensi zbog duZine delovanja ispoljavaju visoku efikasnost u trajanju i do dva
meseca. Ovo bi omogucilo smanjenje broja tretmana u poredenju sa primenom kako
konvencionalnih tako i bioloSkih larvicida, pogotovo na mestima razvoja urbanih
komaraca gde ¢esto usled trajnih izvorista i povoljnih uslova razvoja (temperatura vode)
dolazi do kontinuiranog polaganja jaja, preklapanja 1 formiranja viSe generacija tokom
Sezone.
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PRILOZI

Prilog 1. Temperature vode u kanalima

Post tretman dani

Aplicirani Pre

preparati tretmana 2 4 7 21 28 3% 42 49 56 63 70 77 84 91
Aquatain 1 24 26.5 295 31 265 32 29 31 315 32 312 313 302 284 21
Aquatain 2 24 26.5 315 27 28 29 23 23 31 31 301 296 293 26 201
Diflubenzuron 26.5 30 30 26 285 32 31 30 32 31 31 30 285 21 20
Ciromazin 1 26.5 30 275 29 28 26 * 295 31 30 30 29.7 289 251 202
Ciromazin 2 26.5 26.5 26 22 25 * % * * * * * * * *
Kontrola 24 26.5 285 28 26 31 295 31 31 317 30.6 29.7 30 259 202

* Nije registrovana brojnost niti merena temperatura vode, jer se kanal delimi¢no (ostao samo mulj) osusio (kanal ciromazin
1) ili potpuno osusio (kanal ciromazin 2)



TABLO 1.

Prilog 2. Razvojna stani$ta vrsta Cx. pipiens i Ae. albopictus

Saht (levo), odlagaliste osoke (sredina) i vestacki recipijent vode (desno) (Izvor: Kavran M.,
2016, Nemacka)

Vestacki recipijenti vode (levo i sredina) i podzemno odlagaliste fekalnog/stajskog dubriva (lzvor:
Kavran M., 2016, Nemacka)



TABLO 2.

Odlagaliste fekalnog otpada (levo) i vestacki recipijenti vode (sredina i desno) (lzvor: Kavran M.,
2016, Nemadka)

Odlagaliste fekalnog otpada (levo i sredina) i Saht u semiurbanoj sredini (desno) (Izvor: Kavran M.,
2016, Nemacka)

Sahtovi (Izvor: Kavran M., 2016, Nemacka; 2017, Novi Sad)



TABLO 3.

Odlagaliste osoke (levo i sredina) i recipijent otpadne vode u seoskom domacinstvu (lzvor: Kavran
M., 2016, Nemacka)

Razli¢iti vestacki recipijenti vode
(Izvor: Kavran M., 2016, Stara Planina, Srbija)

Razli¢iti vestacki recipijenti vode (Izvor: Kavran M., 2016, Stara Planina, Srbija)



TABLO 4.

Vestacki recipijent vode sa svim juvenilnim razvojnim stadijumima (lzvor: Kavran M., 2016,
Stara Planina)

Vestacki recipijent vode u funkciji sakupljanja kisnice (levo) i osteéene stepenice u kojima se
sakuplja voda u centru grada (lzvor: Kavran M., 2016 Petrovaradin; 2017 Novi Sad)



TABLO 5.

Rokov potok- kanalisani deo toka (levo) i Saht u urbanoj sredini (sredina i desno) (Izvor: Kavran
M., 2016 Petrovaradin; 2017 Novi Sad)

Vestacki recipijenti vode u kojima je registrovano prisustvo Ae. albopictus i Cx. pipiens
complex populacija (Izvor: Kavran M., 2017, Albanija, Tirana)

VI



TABLO 6.

=

| e

Podrumi stambenih zgrada

e — | . 1435

u urbanoj sredini (Izvor: Kavran M., 2017 Novi Sad)

ik

Traktorske gume u ruralnoj sredini (Izvor: Kavran M., 2016, Bosnha i Hercegovina)

Vil



TABLO 7.

Razli¢iti tipovi kanala u ruralnim i semiurbanim sredinama, u naseljenim mestima i okolini
(Izvor: Kavran M., 2015 Novi Becej; 2015 Kovilj; 2016, Nemacka)

= o -t
Razliciti tipovi kanala u ruralnim i semiurbanim sredinama, u naseljenim mestima i okolini. U
kanalu desno zabelezen >10 Ephemeroptera (Izvor: Kavran M., 2015 Nemacka, 2017 Novi Sad)

Akumulacija vode u biljnim delovima
(Izvor: Kavran M., 2016 Iasi, Rumunija; 2018, Novi Sad; 2016; Nemacka)

Vil



TABLO 8.

Kanal u koji se izliva otpadna voda. Obiluje populacijom vrste Cx. pipiens complex tokom
Citave letnje sezone (lzvor: Kavran M., 2016 Novi Sad)




TABLO 9.

Kanali u naseljenoj urbanoj sredini. Pored Cx. pipiens complex uzorkovan veliki broj larvi vrste
Culiseta annulata (lzvor: Kavran M., 2017, Novi Sad)

Bara Gujdovke. Registrovano prisustvo velikog broja Zygoptera i Ephemeroptera (Izvor: Kavran
M., 2017, Kisac)



TABLO 10.

i Y

Izliv kanalizacije (Izvor: Kavan M., 2017, Sremska Kéménica)

o
ERAY 75 A

Prilog 3. Korisni organizmi prisutni u akvati¢nim sredinama zajedno sa komarcima

Ephemeroptera (A, B), Copepodae (C) i Daphnia sp. (D) (Izvor: Kavran M., 2017, Novi Sad)
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