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YBoa: Kpnesbcku eHeQauTuc je TMPHPOJHOKAPHUIIIHA BEKTOpPCKa OOJEeCT
BHpYCHE €THOJIOTHje, KOja ce jaBJba CHIEMCKH Ha IIHPOKOM Hopydjy EBpore
n Aswmje. [mobamno, xpmesscku eHHedamuruc Tmocraje cBe Behu
JjaBHO3/IpaBCTBEHU IpobiieM, jep ce mocrojeha eHmeMcKa XapHuinTa MImpe, a
¢dopmupajy HOBa, INTO 3a MOCIEOUIly HWMa MOCTENEH WM CTajaH IOpacT
yUYECTaJIOCTH OBE OOJIECTH Yy XyMaHO] IOIyJallUju M I0jaBy ayTOXTOHHX
cilyyajeBa y Jp)KaBama y KOjuMa JI0 cajia HUCY peructpoBanu. Y PemyOmuiu
CpOuju, enuIeMHOJIONIKM HaaA30p HaJ KpIeJbCKUM eHuedanutucoM je
racuBaH M MHCY(HIHMjeHTaH, a J1abopaTopujcka AWjarHOCTHKA je JOCTyIHA y
MaJIOOPOjJHUM yCTaHOBaMa.

[lnbeBH  HMCTpaskMBama cy OWiIM Jla ce JIOKaXe IIPHCYCTBO BHpyca
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KpIIEJbCKOT eHIe(aluTiCa M OJpPEAN IHErOB MOATHUII M NpeBalicHLMja Yy
NONyJalMju Kprejba Ha Tteputopuju Ppymke rope, Te Aa ce YTBpIE
cepolpeBaJIeHNIMja CIEeUUPUYHNX aHTUTENa IPOTHB BHpYCa KPIEJHCKOT
eHnedanuTrca cTaHOBHHKA (PYIIKOTOPCKE perdje W CTaHOBHHKa BojBoanHe
BaH Tepuropuje Ppymke rope, Ka0 M CTONA HHOWUACHIHjE KPIEJHCKOT
ennedanuruca y Bojoanau.

Matepujan u MeTode: YTBphUBame TIIPUCYCTBA BHUpPYCa KPIEIJHCKOT
eHnedamuTiuca M onpehuBame HEroBe MPEBaJCHIN]E y TOMyJIalujd KpIesba
ca teputoprje PDpymke rope CHpoBENEHO je MpOCTHeKTHBHO. Kpmemu cy
NPUKYIJbeHU Yy mepuony ox jyHa 2019. rogune no oktobpa 2019. ronune,
TokoM Maja 2020. romuHe u y mepuoay Mapt-jyH 2022. rogune Ha 109
nokanutera y 49 naceseHux Mecra Dpymke rope flag-yac METOHOM.
JlerepMuHaIMja KpIiesba U3BPIICHA jé HA OCHOBY HajBRKHH]UX MOPQOIIOIIKIX
KapakTepuCTHKa, ITpeMa TAKCOHOMCKUM KibyueBUMa. Kpriesbu cy tectupaHu
Ha mpucyctBo BupycHe RNK mnpumenom PCR wmerome. YrtBphuBame
MIPUCYCTBA, YIECTAJIOCTH U PACIPOCTPAEmEHOCTH KPIIEJCKOT eHIedanTica y
TIOMYJIaLHjH Jby M y BojBOIMHM CIIpOBECHO je MPOCHEKTHBHO Ox 1. aBrycra
2021. mo 31. oxrobpa 2022. romune. VcnuraHuKe Cy UWHIUTH
XOCIHUTAIM30BaHU TAlHjEeHTH, KOJ KOjHX je Ha OCHOBY Ie(hHUHHIMjEe CIIydaja
EBpornckor LleHTpa 3a KOHTpOJIy U NMPEBEHIHjy OOJIECTH ITOCTaB/bEHA CyMIba
Ha OBy OosiecT. KpBHU cepyMu /WM JMKBOP OBHX IMalldjeHAaTa MCIUTAHU CY
ELISA TecToM Ha MPUCYCTBO CHEHMU(PHYHUX aHTUTENA Ha BUPYC KPIEJHCKOT
eHuedanutuca. CBU CEpONO3UTUBHU U MPAaHUYHU Y30PLH, 1ajbe Cy UCITUTAHH
HEYTPaJIH3alHOHUM TECTOM. Cepoenu1eMHOIOIIKO HCTpaKUBAHE
CIPOBEACHO j€ MPOCIEeKTHBHO. Ha OCHOBY KpuTepHjymMa 3a YKIbYy4YHBaIbC
UCNUTAHUKA Y MCTPAKUBAKE, OJHOCHO HC/bYUMBaKEe W3 HCTAXKUBAMKDA,
npukymseHo je 1000 yzopaxa pe3umyaiHOr KPBHOT cepyMa CTaHOBHUKa 49
HaceJba (pymkoropcke peruje. CBakoM HCIHTAHUKY OBE IPyle HO MOy H
y3pacTy OATOBapao je Mo jelaH W3 rpyle HCIUTaHWKa, Kojy je umHmio 1000
KpPBHHX CepyMa CTaHOBHHMKa BojBoaune BaH Tepuropuje @Dpymnike rope.
JlabopaTopujcKo HCIMTHBAkE y30paKka KpBHHX cepyma crposezneHo je ELISA
TECTOM Ha NpHcycTBO crennpuyHux IgG aHTHTENna M CBHM TNO3UTHBHU M
TPaHWYHU Y30pLH Cy JAajbe HCIUTAaHHM Ha IPUCYCTBO HeyTpamuuryhnx
aHTHTeNa. M3pauyHaTta je cepompeBalieHIHja CHENH(UYHUX aHTHTENa Ha
BHpPYC KpIeJbCKOT eHIedanutnuca y obe Tpyre UCIUTaHWKA, T€ je M3BPIICHO
nopeheme u3mely \BHX, a aHAIM3UpaHe Cy W CEPOIPEBAJICHIIN]E ¥ OJHOCY Ha
I0JI, Y3pacT, MECTO CTAHOBaWma HCIHTAaHWKA, 3aHUMAmkE U NPETXOIHH yOox
KpIiesba.

Pesyaratm: ToxoM mepuona HCTpaXuBama, NPUKYIUbEHA je |
JIeTepMHUHUCaHa yKymHO 1931 jemuHka kpresiba, oa kojux je 1882
nadopatopujcku ucnuraHo PCR wmeromom. Hu y jemHom y30pky HHje
nerekroBana PHK Bupyca kpmesbckor eninedamutuca. Y mnepuoay ox 1.
asrycra 2021. no 31. okrobpa 2022. roguHe, Ha TepuTopuju BojBoauHe HuUCY
pPEeTHCTPOBaHM  TOTBPHEHM  CIy4ajeBH  KPHEJbCKOT  eHnedaluTuca.
PernctpoBana cepomnpeBalieHIIMja aHTWUTENa HAa  BHPYC  KPIEJHCKOT
eHnedanuTuca y rpynu cTaHOBHHMKA BojBoamne BaH ®dpymke rope n3HOCH
0,20% (95% CI: 0,02 - 0,72), a y rpynu CTaHOBHHKa (PYIIKOTOPCKE peruje
0,40% (95% CI: 0,01- 1,02). CepompeBanennuja Mel)y CTaHOBHHIITBOM
@pymke rope ABOCTPYKO j€ BHIIA OX BPETHOCTH CEPOIPEBAJICHIH]C
perucTpoBaHe y TpynH CTaHOBHHMKa BojBOJMHE BaH OBe peruje, ajiu Huje
yTBpljeHa CTAaTUCTHYKHU 3HAYajHA pa3sidKa y ceporpeBaicHirjama usmel)y ose
nse rpyne. Hajpuma ceponpeBaneHnuja nmpema yspacty ox 2,94% (CI: 95%
0,07-16,39) Genexu ce y y3pacHoj rpynu 80 u BuIle ToAuHa y 00a y30pka
HCTHWTaHUKa. Y Tpynu HCIOUTaHWKa Bojsoanne BaH @pymke rope,
cepornpeBalicHIje mpemMa noiy ¢y y omsocy 1:1 (0,20% : 0,20% (95% CI:
0,01-1,11)), mOK Cy CBU CEpONO3UTHBHU UCHHUTAHHUIIM HA BUPYC KPIEJHCKOT




eHuedanuTuca y Tpynu craHoBHMKa @pyiike rope MyIIKOr [ojia, a
peructpoBaHa cepomnpeBaieHija wuzHocu 0,80% (95% CIL: 0,20-2,05).
Cepono3UTHBHY HCHHUTAaHWIM PETUCTPOBAaHU Cy Y HAacebeHUM MeCcTHMa:
beounn (1,08%; 95% CI: 0,02-5,99), bemka (1,45%; 95% CI: 0,03-8,07),
Yopranosuu (3,57%; 95% CI: 0,09-19,90), Upur (1,92%; 95% CI: 0,04
10,71) u y nmemy JyxHOOaukor okpyra BaH ¢pymkoropcke peruje (0,65%;
95% CI: 0,07 2,33).

3akspyyak: CraHoBHHIITBO peruje Ppymke rope u nenoBa JyKHOOAUKOT
OKpyTa je TPOKYXXEHHje€ BHPYCOM KPIIEJHCKOT EHIe(aTuTHCa, HETO OCTaIo
cTaHOBHMIITBO  BojBosnHe BaH oBuUX moapyyja. HeomxomHa  je
HMITJIEMEHTalMja CBEOOYXBaTHOT HaA30pa HaJ| eHledaauTicuMa HHPEKTHBHE
€THOJIOTH]je, HA OCHOBY CTaHJapAu30BaHe NeduHHLHUje clydaja, MOCceOHO y
ce30HM HajBehe akTMBHOCTH KpIIleJba, Y3 jauarme JJabopaTopHjCKUX KananuTera
u yBoheme HOBHX METOZa J1a00paTOPHjCKOT HCIIUTUBAKA Y PYTHHCKY MPaKcCy.
Takohe je HeonxomaH CKpUHUHT JoMahux W JMBJBUX JKHBOTHHA U
MOHHTOPHHT KpIieJba, Y3 HCIHTHBAE IPEBAJICHIIM]jE BUPYCa y HbHUMa.
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Introduction: Tick-borne encephalitis is a viral vector-borne disease with
focal distribution, which occurs endemically in a wide area of Europe and
Asia. Globally, tick-borne encephalitis is becoming an increasing public
health problem, because existing endemic foci are spreading and new ones are
emerging, which results in a gradual and constant increase in the incidence of
this disease in human population and the appearance of autochthonous cases
in countries where they have not been registered so far. In the Republic of
Serbia, epidemiological surveillance of tick-borne encephalitis is passive and
insufficient, and laboratory diagnostics are available in a small number of
institutions.

The aim of the research was to detect the presence of the tick-borne
encephalitis virus and determine its subtype and prevalence in the tick
population in the territory of Fruska Gora, and to determine the
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56 — Statement on the authority,
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St — Statement on copyright licenses.
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seroprevalence of specific antibodies against the tick-borne encephalitis virus
among the population of the Fruska Gora region and population of Vojvodina
outside the territory of Fruska Gora, as well as the incidence rate of tick-borne
encephalitis in Vojvodina.

Material and methods: Detecting the presence of the tick-borne encephalitis
virus and determining its prevalence in ticks from the territory of Fruska Gora
was conducted prospectively. Ticks were collected in the period from June
2019 to October 2019, during May 2020 and in the period March-June 2022 at
109 locations in 49 places of Fruska Gora using the flag-hour method. The
determination of ticks was carried out according to the most important
morphological characteristics, according to taxonomic keys. Ticks were tested
for the presence of viral RNA using the PCR method. Determining the
presence, frequency and prevalence of tick-borne encephalitis in the human
population in Vojvodina was conducted prospectively from August 1, 2021 to
October 31, 2022. The subjects were hospitalized patients, who were
suspected for tick-borne encephalitis, based on the case definition of the
European Center for Disease Control and Prevention. The blood sera and/or
cerebrospinal fluid of these patients were examined by ELISA test for the
presence of specific antibodies to the tick-borne encephalitis virus. All
seropositive and borderline samples were further tested with a neutralization
test. Seroepidemiological study was conducted prospectively. Based on the
criteria for the inclusion of subjects in the research, that is, exclusion from the
research, 1000 samples of residual blood serum of residents of 49 places in the
Fruska Gora region were collected. Each subject of this group by gender and
age was matched by one from the group of subjects, which consisted of 1000
blood sera of residents of Vojvodina outside the territory of Fruska Gora.
Laboratory testing of blood serum samples was performed using an ELISA
test for the presence of specific IgG antibodies, and all positive and borderline
samples were further tested for the presence of neutralizing antibodies. The
seroprevalence of specific antibodies against the tick-borne encephalitis virus
was calculated in both groups of subjects, and they compared. Also, the
seroprevalence was analyzed in relation to sex, age, place of residence of the
subjects, occupation and previous tick bite.

Results: During the research period, a total of 1931 ticks were collected and
determined, of which 1882 were laboratory tested using the PCR method. No
tick-borne encephalitis virus RNA was detected in any sample. In the period
from August 1, 2021 to October 31, 2022, no confirmed cases of tick-borne
encephalitis were registered on the territory of Vojvodina. The registered
seroprevalence of specific antibodies to the tick-borne encephalitis virus in the
group of residents of Vojvodina outside Fruska Gora is 0.20% (95% CI: 0.02 -
0.72), and in the group of residents of the Fruska Gora region it is 0.40%
(95% CI: 0.01-1.02). Seroprevalence among the population of FruSka Gora is
twice as high as the value of seroprevalence registered in the group of
inhabitants of Vojvodina outside this region, but no statistically significant
difference in seroprevalence between these two groups was determined. The
highest seroprevalence of 2.94% (CI: 95% 0.07-16.39) was recorded in the
age group of 80 years and older in both samples of respondants. In the group
of respondents from Vojvodina outside Fruska Gora, the male/female
seroprevalence ratio is 1:1 (0.20% : 0.20% (95% CI: 0.01— 1.11)), while in the
population of Fruska Gora, all seropositive respondents were males, and the
registered seroprevalence is 0.80% (95% CI: 0.20-2.05). Seropositive
respondents were registered in places: Beocin (1.08%; 95% CI: 0.02-5.99),
Beska (1.45%; 95% CI: 0.03-8.07), Cortanovci (3.57%; 95% CI: 0.09-19.90),
Irig (1.92%; 95% CI: 0.04-10.71) and in the part of South Backa District
outside the Fruska Gora region (0.65%; 95% CI: 0.07-2.33).

Conclusion: The population of the region of Fruska Gora and parts of the




South Backa district were more infected with the tick-borne encephalitis virus
than the rest of the population of Vojvodina outside these areas. It is necessary
to implement a comprehensive surveillance of viral encephalitis, based on a
standardized case definition, especially in the season of the highest tick
activity, with the strengthening of laboratory capacities and the introduction of
new methods of laboratory testing into routine practice. It is also necessary to
carry out screening of domestic and wild animals and monitoring of ticks with
an examination of the prevalence of the tick-borne encephalitis virus in them.
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1. UVOD

Krpeljski encefalitis (KE) je prirodnozariSna vektorska bolest virusne etiologije, koja se
javlja endemski na Sirokom podrucju Evrope i Azije (1). Na osnovu toka bolesti i njenih
klinickih manifestacija ili na osnovu naziva endemskih podru¢ja ili nau¢nika koji su doprineli
znanju o ovoj bolesti, KE se naziva joS 1 centralnoevropski encefalitis, krpeljski
meningoencefalitis, ruski prole¢no-letnji encefalitis, meningoencefalitis ranog leta, bifazni
meningoencefalitis, biundulantni meningoencefalitis, tajga encefalitis, bifazna mle¢na groznica

ili Snajderova bolest (1,2).

1.1. Istorijat krpeljskog encefalitisa

Prvi zapisi o KE datiraju jos iz 18. veka, a nalaze se u crkvenim knjigama u Finskoj (3).
Prvu epidemiju KE opisao je Snajder 1931. godine, a oboljenje je nazvao ,,akutni epidemijski
serozni meningitis* (tzv. Snajderova bolest). U ovoj, prvoopisanoj, epidemiji obolele su tri
porodice i njithovo pomoéno osoblje (ukupno 24 slucaja) u jugoistonoj Austriji, a
pretpostavljeni put Sirenja je bio alimentarni preko kontaminiranog mleka (4). Virus krpeljskog
encefalitisa je prvi put izolovan 1937. godine u bivsem Sovjetskom Savezu. Naime, tridesetih
godina proslog veka u tajgama Dalekog Istoka registrovano je obolevanje velikog broja vojnika,
Sumskih i pruznih radnika od nepoznate neuroloSke bolesti, koju je pratila visoka smrtnost.
Istrazivacki tim, na celu sa profesorom Zilberom, je nakon boravka u zarazenom podrucju
izolovao virus iz mozdanog tkiva pacijenta, koji je preminuo od akutnog encefalitisa. Virus je
takode izolovan iz miSeva 1 iz krpelja, koji su se na njima hranili, te je napokon bila utvrdena
etiologija ovog oboljenja. Krpelj, vrste Ixodes persulcatus je oznafen kao glavni vektor (3,5).
Ve¢ sledece godine bila je poznata i eko-epidemiologija virusa KE (6). Odmah po otkrivanju
etioloSkog agensa KE, 1937. godine, u bivSem Sovjetskom Savezu proizvedena je prva vakcina
protiv ove bolesti. Dobijena je obradom virusa izolovanog iz mozga miseva, koji su prethodno
bili intracerebralno inficirani dalekoisto¢nim podtipom virusa KE. Bila je efikasna, ali je
izazivala ucestale alergijske nezeljene reakcije (7,8). U Evropi virus KE prvi put je izolovan

1939. godine i to iz krpelja vrste Ixodes ricinus u Belorusiji, a zatim 1948. godine u tadasnjoj
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Cehoslovackoj (3,9). Usledila su brojna laboratorijska istrazivanja, koja su 1976. godine dovela

do razvoja prve ,,evropske* vakcine protiv ove bolesti (10).

1.2. Virus krpeljskog encefalitisa

Uzrocnik krpeljskog encefalitisa je virus krpeljskog encefalitisa (engl. Tick-Borne
Encephalitis Virus, TBEV), koji pripada rodu Flavivirus, porodici Flaviviridae. Ovaj rod ¢ini
vise od 70 vrsta virusa, koji se od ostalih ¢lanova porodice Flaviviridae razlikuju po svojim
antigenskim 1 epidemioloskom karakteristikama (11,12). Rod Flavivirus se deli u tri velike
skupine: flavivirusi koje prenose komarci (mosquito-borne flaviviruses (MBFV)), flavivirusi
koje prenose krpelji (tick-borne flaviviruses (TBFV)) 1 flavivirusi €iji je vektor jos uvek
nepoznat (no known vector flaviviruses (NKV)). Prvoj skupini (MBFV) pripadaju virus
Zapadnog Nila (WNV), denge (DENV), Japanskog encefalitisa (JEV), zute groznice (YFV),
Zika virus (ZKV) i mnogi drugi. Skupina flavivirusa, koje prenose krpelji (TBFV) dalje se deli
na dve grupe: grupa povezana sa sisarima (mammalian tick-borne virus group (M-TBFV)) i
grupa povezana sa morskim pticama (seabird tick-borne virus group (S-TBFV)). Virus KE,
zajedno sa virusom Omske hemoragijske groznice (OHFV), bolesti Sume Kjasanur (KFDV),
Lupingove bolesti (LIV) i Powassan virusom (POWYV) €ini prvu grupu (13,14). Za viruse druge
grupe jos nije dokazano da su patogeni za ljude (15).

Virus KE spada u male viruse sa lipidnim omotac¢em. Sferi¢nog je oblika 1 pre¢nika oko
50 nanometara (Slika 1) (14,16). U nukleokapsidu virusa nalazi se genom, koji ¢ini jednoclana,
pozitivno orijentisana ribonukleinska kiselina (RNK), duzine 11 kilobaza, koja kodira tri
strukturna proteina — kapsidni protein (C), membranski protein (M — nastao od prekursora prM)
1 glikoprotein omotaca (E), kao i sedam nestrukturnih proteina — NS1 (glikoprotein), NS2A,
NS2B (komponenta proteaze), NS3 (aktivnost proteaze, helikaze 1 nukleotid-trifosfataze),
NS4A, NS4B i NS5 (RNK polimeraza) (14,16). Glikoprotein E je odgovoran za vezivanje virusa
za Celijske receptore, kao i za fuziju virusa sa ¢elijskom membranom, a takode je i najvazniji

antigen, na koji se stvaraju specificna neutraliSuca antitela (17,18).
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Slika 1. Struktura virusa krpeljskog encefalitisa (ljubaznoséu Pulkkinen i saradnika (16),

adaptirano i reprodukovano pod medunarodnom licencom Creative Commons Attribution (CC

BY 4.0))

Virus KE je osetljiv na faktore spoljasnje sredine. Temperatura, preko 60° C i
ultravioletni zraci inaktiviSu ga za dva minuta, ali u mleku i siru odrzava vijabilnost oko dve
nedelje na 4° C. Za epidemiologiju KE vaZna je acidorezistencija uzro¢nika, odnosno njegova
otpornost u uslovima niskih vrednosti pH, koja mu omogucava prenosenje alimentarnim putem.
Epidemioloski znaCajna osobina ovog virusa je i1 termolabilnost, te se efikasno moZze unistiti
pasterizacijom (1,19,20).

Filogenetskom analizom do sada je otkriveno sedam genetski i antigenski povezanih
podtipova TBEV: evropski (TBEV-Eu), sibirski (TBEV-Sib), dalekoisto¢ni (TBEV-Fe) i
kasnije otkriveni himalajski (TBEV-Him), bajkalski 112 (TBEV-BkI-1 i TBEV-BkI-2) i obski
(TBEV-Ob) podtipovi (21).
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1.3. Patogeneza krpeljskog encefalitisa

Tokom uboda zarazenog krpelja, iz njegove pljuvacke, virus dospeva u potkozno tkivo
domacina. Odmah nakon inokulacije umnoZzava se prvo u keratinocitima, a zatim u neutrofilima,
makrofazima i Langerhansovim ¢elijama koze, koje ga putem drenaznih limfnih sudova prenose
do regionalnih limfnih ¢vorova. (22-24). Dalja replikacija virusa u limfnim ¢vorovima pra¢ena
je Sirenjem virusa eferentnim limfnim sudovima i torakalnim kanalom, dovode¢i dalje do
viremije 1 diseminacije virusnih partikula ka organima mononuklearnog fagocitnog sistema
(jetra, slezina, kosna srz). U ovim organima se takode deSava replikacija sa posledi¢nom
sekundarnom viremijom, tokom koje virus dospeva do centralnog nervnog sistema (CNS).
Umnozavanje virusa KE u CNS-u izaziva zapaljenje, razgradnju mozdanih c¢elija i oSte¢enje
njihove funkcije (25-27). Uprkos brojnim istrazivanjima, tacan mehanizam prodora virusa KE
kroz krvno-mozdanu barijeru jo§ uvek nije razjaSnjen. U literaturi se navodi nekoliko
pretpostavljenih puteva: preko perifernih nerava ili putem olfaktornih neurona, zatim ulaskom
virusa u endotelne Celije kapilara mozga 1 transcitozom u mozdano tkivo 1, na kraju, difuzijom
virusa izmedu celija kapilarnog endotela. Preduslov za prodor virusa kroz krvno-mozdanu
barijeru je masivna replikacija virusa u organima hematopoeznog aparata i sledstvena
hiperprodukcija virusa (23,28.29).

Patoloske promene u CNS-u nisu specificne, a najizrazenije su u mozdanim ovojnicama
1 u sivoj masi mozdanih struktura. U mozdanim ovojnicama, posebno cerebelarnim, deSava se
difuzna limfocitna infiltracija, koja se klini¢ki ispoljava meningitisom. U ¢elijama sive mase
pored infiltracije limfocitima, dolazi i do nagomilavanja ¢elija glije, nekroze nervnih ¢elija i
neurofagije. Kako virus KE pokazuje izrazit tropizam za velike neurone sive mase, a narocito
Purkinjeove celije u kori malog mozga, ove promene su najizrazenije u ki¢cmenoj mozdini,
mozdanom stablu i malom mozgu, daju¢i klini¢ku sliku poliencefalomijelitisa. Nije poznato da
li u osnovi patogenetskog mehanizma stoji direktan citoliti¢ki efekat virusa ili je pak oSte¢enje
tkiva posredovano imunskim odgovorom domacina (30,31).

Ukoliko je ulazno mesto infekcije virusa KE digestivni trakt, primarna replikacija se
odvija u epitelnim 1 Langerhansovim c¢elijama creva, odakle virus dospeva do regionalnih
limfnih ¢vorova. Dalji patogenetski mehanizam je identi¢an kao kod infekcije nastale ubodom

inficiranog krpelja (32).
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1.4. Imunski odgovor domacina na infekciju virusom krpeljskog encefalitisa

Tokom uzimanja krvnog obroka zarazeni krpelj na mestu uboda, putem pljuvacke, pored
virusa, ispusta i inhibitore bradikinina i serotonina (na taj nacin inhibise pojavu bola i svraba na
mestu uboda), antihemostatske i imunomodulatorne molekule, ¢ime stimuliSe niz imunoloskih
reakcija u organizmu domacina (24,33). Odmah nakon prvog kontakta sa bioaktivnim
molekulima 1 virusom KE, aktiviraju se Langerhansove ¢elije, endotelne ¢elije, makrofazi i
fibroblasti, koji su normalno prisutni u kozi domacina. Ovim se pokrece slozen sistem
produkcije brojnih medijatora zapaljenja — hemokina 1 citokina, medu kojima je u ovoj fazi
najznacajniji interferon tipa I (34,35). On dalje aktivira makrofage i ¢elije prirodne ubice (NK
¢elije) 1 podstice T limfocite na diferencijaciju, a B limfocite na produkciju specifi¢nih antitela
(36).

Supstancije iz pljuvacke krpelja mogu modulirati ovaj imunski odgovor domacina,
dovode¢i do imunosupresije inhibicijom odgovora antitela domacina, aktivacije komplementa,
proliferacije T-Celija 1 produkcije citokina. To im omogucava nesmetano hranjenje krvlju
domacina, a 1 olakSava prelaz virusa iz pljuvacke u ¢elije koze domacina 1 njegovu replikaciju
(37, 38). I pored brojnih proba u uslovima in vitro 1 ispitivanja na eksperimentalnim zivotinjama
(miSevima) ovaj sloZeni imunski odgovor nije u potpunosti rasvetljen kod ljudi, narocito zbog
nemogucnosti ispitivanja pacijenata obolelih od KE na pocetku infekcije, kada imaju
nespecificne simptome bolesti i ne traze medicinsku pomo¢. Rezultati dobijeni iz eksperimenata
na zivotinjama moraju se tumaciti sa rezervom kada su ljudi u pitanju, zbog izvesnih razlika u
imunskom odgovoru na viruse (34,35). Optimalan ¢elijski imunitet, posredovan T limfocitima,
kao 1 kod drugih virusnih infekcija, ima presudnu ulogu u borbi organizma sa virusom KE. U
odgovoru na prisutne antigene virusa, T Celije se diferenciraju u regulatorne (CD4+) 1 efektorne
(CD8+) T limfocite. Regulatorni limfociti nastaju u odgovoru na strukturne proteine (protein E
1 C) 1 pruzaju pomo¢ pri stvaranju i odrzavanju humoralnog imunskog odgovora (39). Efektorni
T limfociti nastaju u odgovoru na nestrukturne proteine virusa KE (NS), deluju direktno
citotoksi¢no, $to je njihova klju¢na uloga za uklanjanje virusa iz organizma, narocito iz CNS-a.
Jedan mali deo ovih ¢elija ostaje u organizmu i posle eliminacije antigena u vidu memorijskih
¢elija, koje se aktiviraju odmah nakon ponovnog izlaganja istom infektivnom agensu i

obezbeduju dugoro¢ni zastitni imunitet (32,39). Sa druge strane, preterana aktivacija celijskog
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imunskog odgovora, a posebno CD8+ limfocita u CNS-u, vodi ka intenzivhom zapaljenskom
procesu u neuronima, koji za posledicu ima razvoj teskih oblika ove bolesti (32,40). Dakle,
¢elijski imunoloski odgovor ¢oveka na virus KE je veoma snazan 1 kompleksan 1 moze imati
dvostruku funkciju, zastitnu i Stetnu, te na taj nacin uveliko odreduje klinicku formu bolesti (23).

Klini¢ki oblik bolesti takode zavisi i od humoralnog imuniteta, posredovanog B
limfocitima. Nedavne studije su dokazale da je koncentracija specifi¢nih antitela u serumu
obrnuto srazmerna tezini klinicke slike KE. Naime, uloga humoralnog imunskog odgovora u
ranoj fazi infekcije virusom KE jeste zaStita od visoke koncentracije slobodnih virusa u krvi,
koja je, kao Sto je ranije napomenuto, preduslov za prolazak virusa kroz krvno-mozdanu
barijeru. Ukoliko je nivo specifi¢nih antitela nizak, dolazi do visoke viremije, koja ¢e omoguciti
ulazak virusa u CNS 1 posledi¢ni razvoj teze klinicke slike bolesti (32,41).

Humoralni imunski odgovor se pokrece nakon antigene stimulacije B limfocita, koje se
diferenciraju u plazma celije, a one luce imunoglobuline M (IgM) i G klase (IgG). Glavni
induktor stvaranja specifi¢nih antitela je protein E omotaca virusa KE (39,41). Specifi¢na
antitela se mogu detektovati u krvnom serumu i cerebrospinalnoj tecnosti (likvoru) tek na
pocetku druge, odnosno neuroloske faze bolesti (39,42). Nivo serumskih IgM pocinje da raste
izmedu nultog i Sestog dana od pojave neuroloskih simptoma bolesti i na visokim vrednostima
se odrzava u periodu do Sest nedelja od pocetka bolesti, kada pocinje da pada, pa se dalje odrzava
na niskim vrednostima nekoliko meseci, retko do godinu dana (43). U likvoru specifi¢na IgM
dostizu najvisi nivo od devetog dana do Seste nedelje od pocetka neuroloskih simptoma bolesti
(43,44). Nasuprot tome, nivo IgG antitela i u serumu i u likvoru dostize svoj maksimum oko
Sest nedelja nakon pocetka druge faze bolesti (45). Ova klasa antitela ostaje detektabilna

dozivotno 1 obezbeduje imunitet, koji spreCava ponovnu infekciju virusom KE (14).

1.5. Klini¢ke karakteristike krpeljskog encefalitisa

Prosecan inkubacioni period krpeljskog encefalitisa traje od sedam do deset dana
(minimalno dva, maksimalno 28). Duzina inkubacionog perioda je znatno kraca kod
alimentarnog puta prenoSenja i u proseku iznosi tri do Cetiri dana (27).

Jedna tre¢ina infekcija virusom KE se klinicki ispolji (46). Rizik od klinicki manifestne

bolesti povecava se sa starosc¢u i prisustvom pridruzenih bolesti (47). Naime, stariji od 50 godina
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znatno ¢esce ispoljavaju simptome i znake ove bolesti, a takode su i u ve¢em riziku od razvoja
teskih klinickih oblika KE. U ovoj grupi pacijenata su i trudnice i osobe oslabljenog imuniteta,
medu kojima su posebno u riziku oboleli od dijabetesa, onkoloski pacijenti, osobe sa
transplantiranim organima, zatim oboleli od autoimunih bolesti, kao $to su reumatoidni artritis,
vaskulitis, psorijaza 1 druge, koje zahtevaju dugotrajno leCenje kortikosteroidima i
imunomodulatorima, kao i sva druga stanja koja dovode do imunosupresije (8,47). Postoje
indicije da i1 genetska predispozicija ima vaznu ulogu u nastanku teskih klinickih formi KE, pa
se na ovom polju, poslednjih godina, intenzivno sprovode ispitivanja (8).

Nacin ispoljavanja bolesti i tezina klinicke slike uveliko zavise i od virusoloskih faktora,
kao §to su podtip virusa i infektivna doza. Infekcije izazvane evropskim podtipom imaju kod
oko 75% pacijenata bifazan tok (48). Prva (viremijska) faza bolesti traje od jedan do osam dana
(najces¢e dva do Ccetiri) sa simptomima slicnim gripu (poviSena telesna temperatura,
malaksalost, bolovi u misi¢ima, glavobolja i mu¢nina), nakon cega sledi asimptomatski period,
koji moze trajati od jedan do 21 dan (48,49). Klinicki oblik bolesti koji se manifestuje samo
ovom prvom fazom naziva se febrilni ili abortivni oblik 1 zavrSava se potpunim ozdravljenjem.
Ipak, kod 20-30% pacijenata razvija se druga, odnosno neuroloska faza bolesti, koja pocinje
naglo poviSenom telesnom temperaturom (>39° C) i pracena je pojavom neuroloskih simptoma
(18,50).

U zavisnosti koja je mozdana struktura zahvacena infekcijom, manifestuje se kliniCkom
slikom meningitisa, encefalitisa, mijelitisa, radikulitisa ili njihovih kombinacija (26,48).
Meningitis je pracen jakom glavoboljom, ukocenosc¢u vrata i drugim meningealnim znacima,
mucninom, povrac¢anjem i vrtoglavicom. Najces¢i je klinicki oblik u mladem uzrastu i ima dobru
prognozu (51). Kod odraslih, naj¢es¢i klinicki oblik je meningoencefalitis sa ucestalos¢u od oko
50% (52).

Encefalitisom je najceS¢e zahvacen mali mozak, te simptomi posledicno ukljucuju
ataksiju, ali se mogu javiti i poremecaji svesti do kome, konvulzije, nemir, hiperkinezija
(najcesce udova i misica lica), poremecaji govora, hemipareze ili hemiplegije, urinarna i fekalna
inkontinencija (52,53). Kod encefalitisa nisu retki ni poremecaji ponasanja, kognitivnih funkcija
1 razvoj psihoza (54).

Najtezi oblik bolesti je meningoencefalomijelitis, koga dodatno prate pareze misica, koje

sumlitave i prethodi im bol u zahva¢enom misicu. Cesée zahvataju gornje ekstremitete i njihove
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proksimalne segmente, te lice na poliomijelitis i mogu dovesti do dugotrajne invalidnosti
(27,49,55). U oko 10% slucajeva, koji razviju neuroloSku simptomatologiju, zahvaéeni su
kranijalni nervi, §to je praceno asimetricnom parezom oc¢nih, facijalnih 1 faringealnih misica 1
oStecenjem sluha (56).

Virus KE moze biti odgovoran i1 za radikulitis, za koji je karakteristicno oStecenje
perifernih zivaca, a koji se manifestuje jakim bolom u ledima, ramenom pojasu i udovima,
oslabljenim tetivnim refleksima i senzornim poremecajima. Ima povoljniji ishod od mijelitisa
(55,57).

Kada zapaljenski proces zahvati mozdano stablo, posebno produzenu mozdinu, nastaje
bulbarni sindrom, koji ima veoma loSu prognozu (52,55). Smrtni ishod obi¢no nastaje usled
respiratorne insuficijencije ili cirkulatornog kolapsa (52). Letalitet KE izazvanog evropskim
podtipom virusa krece se od 0,5-2%. Kod 10-20% slucajeva, posle prelezane bolesti ostaju
neuroloske sekvele (14,52).

Dalekoisto¢ni podtip virusa KE izaziva najtezi oblik bolesti, sa letalitetom izmedu 5 1
40% (48,54). Tok bolesti je u preko 90% slucajeva monofazan sa naglim pocetkom (23). Pored
opsteg infektivnog sindroma sa izrazito visokom telesnom temperaturom, odmah na pocetku
bolesti se javljaju i neuroloski simptomi. Zapaljenski proces ekstenzivno zahvata centralni i
periferni nervni sistem, te su kod ovog oblika bolesti Cesto zahvaceni mozdano stablo i
produzena mozdina, pa je 1 smrtni ishod ¢es¢i. U 30-60% preZivelih ostaju trajne neuroloske
posledice (18,48). Pretpostavlja se da je novootkriveni bajkalski-2 podtip virusa KE veoma
slican dalekoisto¢nom i da je visoko virulentan, ali to tek treba da bude potvrdeno u buduénosti
(58).

Sibirski podtip izaziva blaze oboljenje kod ljudi nego dalekoisto¢ni, sa visokim udelom
asimptomatskih 1 febrilnih oblika bolesti bez neuroloskih simptoma od ¢ak 80% 1 niZim
letalitetom od 2-3% (13,59). Ovaj podtip je povezan sa razvojem hroni¢nog oblika KE kod 1,7%
obolelih (49).

Hroni¢ni oblik nastaje kod pacijenata kod kojih virus KE ostaje aktivan u CNS-u
nekoliko meseci, pa 1 godina nakon zarazavanja. Prouzrokovan je sibirskim 1 rede
dalekoisto¢nim podtipom virusa (8). Do sada su opisana i dva slucaja ove klinicke forme bolesti
nakon infekcije evropskim podtipom (48). Cesée se javlja kod dece i radno aktivnih osoba (52).

Moze se ispoljiti kao progresivni neuritis obi¢no ramenog pleksusa, amiotroficna lateralna
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skleroza, zatim kao bolest slicna Parkinsonovoj ili kao progresivna miSi¢na atrofija pra¢ena
mentalnim propadanjem sve do razvoja tesSke demencije. Ipak, najceS¢a manifestacija ovog
klinickog oblika bolesti je miokloni¢na hiperkinezija odredenih grupa misSi¢a (najcesce
ekstremiteta 1 lica), koji mogu progredirati do epileptoidnog sindroma (tzv. KoZevnikove
epilepsije) (8,13,49,52). Smrtnost od hroni¢nog oblika bolesti je oko 17% u periodu od 9 do 20
godina od ispoljavanja (8).

Virus KE moze izazvati infekcije 1 organa van CNS-a. Do sada su opisani retki slucajevi
hepatitisa, pankreatitisa 1 miokarditisa, kao 1 slucajevi izuzetno teSkog hemoragijskog oblika
ove bolesti, koji je udruZen sa visokom smrtnosc¢u, a javlja se izuzetno retko i to samo nakon
infekcije dalekoisto¢nim podtipom virusa KE (48,55,60).

Infekcije virusom KE nastale alimentarnim putem su dvofaznog toka, bez obzira kojim
podtipom virusa su prouzrokovane, te zbog toga nose naziv “bifazne mlecne groznice”. Bolest
pocinje naglo, poviSenom telesnom temperaturom i drugim simptomima i znacima opsteg
infektivnog sindroma, koji su praceni gastrointestinalnim tegobama u vidu mucnine i
povracanja. Simptomi traju od pet do deset dana, pa se, nakon perioda klinickog poboljSanja od
nekoliko dana, ponovo javljaju sa mnogo jacim intenzitetom. Neuroloske tegobe se retko
razvijaju i1 to samo u formi blagog meningitisa i/ili encefalitisa, te ovaj klini¢ki oblik bolesti
nikada ne ostavlja trajne neuroloske posledice. Samim tim, alimentarne infekcije izazvane
virusom KE su mnogo blaze od infekcija koje su nastale nakon prenosenja virusa ubodom
krpelja, S§to se objasnjava razli¢itim imunskim odgovorom na pocetku infekcije i manjom

infektivnhom dozom (13).

1.5.1. Postencefaliti¢ni sindrom

Infekcija CNS-a prouzrokovana virusom KE kod 35-58% slucajeva ostavlja posledice,
koje se zajedni¢kim imenom nazivaju postencefaliti¢ni sindrom (61). Cini ga gitav spektar
neuroloskih komplikacija, medu kojima su najcesce glavobolja, vrtoglavica, hroni¢ni umor,
poremecaji sna, kognitivnih funkcija, koncentracije, raspolozenja i ponasanja, a nisu retki ni
psihicki poremecaji, najcesce depresija. Teze sekvele su pareze i paralize kranijalnih i perifernih
nerava, medu kojima je najceSc¢a paraliza brahijalnog pleksusa i posledi¢na slabost miSica

ramenog pojasa, a mogu se javiti i pareza facijalnog nerva, oftalmoplegija sa posledicnim



Doktorska disertacija Tatjana Pustahija

ostecenjem vida, te oStecenje sluha izazvano parezom vestibularnog nerva. Neretko se javljaju
znaci oStecenja malog mozga: nesigurnost pri hodu, ataksija, tremor i poremecaj ravnoteze
(52,62). Najtezi oblik postencefaliticnog sindroma jeste kvadripareza sa istovremenom
respiratornom paralizom, koja zahteva mehanicku ventilaciju (48). Na nastanak sekvela
znacajno uticu starost obolelog, tezina klinicke slike i1 podtip virusa (50).

Najve¢i rizik od nastanka dugotrajnih neuroloskih komplikacija imaju osobe starije od
50 godina, zatim one koje su razvile klinicku sliku meningoencefalomijelitisa i kod kojih je
infekcija prouzrokovana dalekoistocnim podtipom virusa (63). Kako su krpelji, osim KE,
vektori 1 drugih zaraznih bolesti, udruzene infekcije borelijama, rikecijama, anaplazmom i
drugim patogenim uzro¢nicima takode povecavaju rizik od razvoja teskog oblika bolesti i
posledi¢nog nastanka neuroloskih komplikacija (52). Postencefaliticni sindrom znacajno
narusava kvalitet zivota obolelih, produzava period hospitalizacije i optereCuje zdravstveni

sistem visokim troSkovima le¢enja, a moze dovesti i do smrtnog ishoda (64).

1.6. Eko-epidemiologija krpeljskog encefalitisa

1.6.1. Vektori, rezervoari i zivotni ciklus virusa krpeljskog encefalitisa u prirodi

U prirodnom ciklusu virus KE cirkuliSe izmedu kompetentnog domacina-kicmenjaka i
vektora-krpelja (48). Ukoliko su na nekoj teritoriji, pored ove interakcije, ispunjeni i klimatski,
mikroklimatski i geoloski uslovi sa prisutnom odgovaraju¢om vegetacijom, uspostavlja se
prirodno Zariste ove bolesti (65,66). Prirodna ZariSta su geografski ogranicena, a njihova veli¢ina
u slucaju KE varira od nekoliko kvadratnih metara, kada se nazivaju mikrofokusima, do
nekoliko kvadratnih kilometara (2,65). UravnotezZenost svih gore pobrojanih faktora odreduje
aktivnost zariSta, te odstupanje od ove ravnoteze moze dovesti do njegove povremene
inaktivacije, odnosno prekida prirodnog ciklusa cirkulacije virusa KE u Zaristu (65).

Krpelji su obligatni hematofagni ektoparaziti, koji se hrane na ki¢menjacima. Nisu
insekti, nego paukoliki zglavkari, te zajedno sa paucima, grinjama i Skorpijama cine klasu
Arachnida- paukolikih zivotinja. Pripadaju podklasi Acari, podredu Ixodida, koji se dalje deli u
tri porodice: tvrdi (Ixodidae), meki (Argasidae) 1 nepoznati (Nuttalliellidae) (67). Sa

epidemioloskog i epizootioloSkog stanovista tvrdi krpelji su najznacajniji, a medu njima rod
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Ixodes, koji broji vise od 200 vrsta. Krpelji ukljuceni u prirodni ciklus KE su mnogobrojni 1
pripadaju rodovima Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis 1 Hyalomma (68). Najvazniji vektori
KE su krpelji vrste Ixodes ricinus (ov¢iji krpelj) 1 Ixodes persulcatus (krpelj tajgi). Krpelji vrste
L ricinus su Siroko rasprostranjeni u Evropi, severozapadnoj Aziji i nekim drzavama severne
Afrike (Tunis, Alzir i Maroko) i pretezno prenose evropski podtip virusa (69,70). Ixodes
persulcatus je najznacajniji vektor sibirskog i dalekoistocnog podtipa i rasprostranjen je u
Istocnoj Evropi, severnoj Aziji i Dalekom istoku (13). U Finskoj, Balti¢kim drzavama (Estonija,
Letonija i Litvanija) i zapadnoj Rusiji prisutne su obe vrste, pa u tom delu sveta cirkuliSu sva tri
podtipa virusa (71,72). Ova kocirkulacija virusa je odgovorna za detekciju virusa KE u
nespecificnim vektorima, verovatno zbog koinfekcije koja se deSava tokom hranjenja na
zajednickom domacinu (73). Tako je sibirski podtip izolovan iz vrste I. ricinus u Estoniji i u
Bosni 1 Hercegovini, a evropski podtip iz I. persulcatus-a u Letoniji, Finskoj 1 isto¢nom Sibiru
(72,74,75). Ixodes persulcatus je vektor i bajkalskih podtipova virusa KE (Bkl-1 i Bkl-2), koji
su rasprostranjeni u oblasti isto¢nog Sibira i severne Mongolije, u podrucju Bajkalskog jezera
(76). Vektori ostalih novootkrivenih podtipova jos uvek nisu utvrdeni, s tim da je obski podtip
izolovan u istoimenoj oblasti zapadnog Sibira iz krpelja vrste Ixodes paviovskyi, dok je
himalajski podtip detektovan u pacovima na Tibetanskoj visoravni tokom 2018. godine (21).

Jo§ nekoliko vrsta krpelja iz roda Ixodes ucestvuje u transmisiji virusa KE na ljude i
zivotinje: 1. ovatus, I. arboricola, I. hexagonus 1 I. gibbosus. Ixodes ovatus je dominantan u
Japanu, a zastupljen je i u centralnoj Aziji, dok je I. gibbosus prisutan na Mediteranu, ali kao
sporedna vrsta. Ixodes hexagonus infestira uglavnom lisice i jezeve, a I arboricola ptice
(68,77).

Vektorski potencijal za transmisiju virusa KE dokazan je samo kod dve vrste iz roda
Dermacentor: D. reticulatus 1 D. marginatus (68). Obe su Siroko rasprostranjene u Evropi i
Aziji, s tim da je za D. reticulatus dokazano da je, osim visokog kapaciteta da prenese virus KE,
podjednako bitan za odrzavanje prirodnih Zarista i cirkulaciju ovog virusa, kao 1 vrsta 1. ricinus
(77).

Tri vrste roda Haemaphysalis su okarakterisane kao prenosioci virusa KE (H. punctata,
H. concinna i H. inermis), a samo jedna iz roda Hyalomma. To je takozvani mediteranski krpelj,

Hyalomma marginatum, kKoja egzistira u jugoistocnoj Evropi, Africi i na Bliskom istoku (68).
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Vektori virusa KE, koji bi mogli biti znacajni za podrucje Vojvodine pripadaju rodovima
Ixodes, Dermacentor i Haemaphysalis (78).

Zivotni ciklus krpelja traje od dve do $est godina, tokom kojeg prolazi kroz &etiri
razvojna stadijuma: jaje, larva, nimfa i odrasla jedinka (muzjak i zenka). 1z jaja se izlegu larve,
kojima je za prelazak u stadijum nimfe i dalje u odraslu jedinku potreban krvni obrok, i to samo
po jedan pre svakog presvlacenja. Larve se hrane na vodozemcima i gmizavcima, kao i nekim
vrstama malih sisara (miSevi, voluharice i sl.), dok se nimfe hrane na malim sisarima, pticama 1
gmizavcima. Odrasle jedinke krpelja se hrane na krupnim domac¢im i divljim zivotinjama (79).
Zenka nakon kopulacije i poslednjeg hranjenja na domaéinu trazi mesta sa odgovarajuéim
mikroklimatskim uslovima za polaganje jaja (ovipoziciju), koje traje nekoliko nedelja, pri cemu
polozi ¢ak 1 do 5000 jaja, te ugine (65,68).

Period aktivnosti krpelja pocinje kada temperatura vazduha dostigne 5 do 7° C, odnosno
u martu ili aprilu u umerenom klimatskom pojasu i zavr$ava se u novembru kada se temperatura
spusti ispod ovih vrednosti. Tada ulaze u zimsku dijapauzu, koja im omogucéava prezivljavanje
u nepovoljnim mikroklimatskim uslovima (80,81). Vrhunac aktivnosti u umerenom klimatskom
pojasu krpelji dostizu u maju/junu i septembru/oktobru, dok je za hladniju klimu severne Evrope
1 Azije karakteristi¢an jedan vrhunac aktivnosti, obi¢no sredinom leta (65,68). Krpelji vrsta D.
reticulatus 1 D. marginatus vrhunac aktivnosti dostizu pri nizim temperaturama, obi¢no
pocetkom prolec¢a i u jesen, a ponekad 1 tokom zime, ukoliko su srednje temperature visoke za
to doba godine (68).

Prirodno staniste krpelja, koji prenose virus KE, su Sume i proplanci na njthovom obodu
sa bujnom vegetacijom, koja omogucava odrzavanje adekvatne temperature i visoke vlaznosti,
koje su esencijalne za opstanak i aktivnost ovih zglavkara (65). U slucaju I. persulcatus u pitanju
su Cetinarske Sume, a /. ricinus obitava u meSovitim Sumama, bogatim hrastovim, grabovim ili
bukovim drvecem, sa gustim rastinjem u vidu paprati, leske 1 sl. (65,81). Traze¢i krvni obrok,
ove dve vrste krpelja se postavljaju na vegetaciju do visine od jednog i po metra, zavisno od
stadijuma, i1 ¢ekaju domacina. Receptorima u Halerovom organu, koji se nalazi na prvom paru
nogu, krpelji detektuju ugljen dioksid, amonijak, temperaturu budu¢eg domacina ili vibracije
tokom njegovih pokreta (13,68).

Virus KE se odrzava i prenosi u zariStu na nekoliko nac¢ina (Slika 2) (2). Naime, krpelj

se zarazi tokom hranjenja na domacinu- zivotinji, koji je u fazi viremije. Virus KE dospeva u
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creva ovog zglavkara, u ¢ijim se ¢elijama replikuje i hemolimfom Siri ka drugim organima,
medu kojima su pljuvacne zlezde i jajnici (2,77). Tokom uzimanja slede¢eg krvnog obroka
zarazeni krpelj putem pljuvacke moze preneti infekciju na novog domacina. U samoj populaciji
krpelja virus se moze prenositi intrastadijalno (izmedu muzjaka i Zenki prilikom kopulacije),
transstadijalno, odnosno prilikom presvlacenja u naredni stadijum Zivotnog ciklusa, te
transovarijalno na slede¢e generacije. Transmisija virusa medu jedinkama krpelja deSava se i
tokom hranjenja na istom domacinu. Ovaj put prenosa se naziva neviremicni, jer ne zahteva

prisustvo virusa u krvi domacina, na kojima se krpelji simultano hrane (82-84).

Primarni domacdini (larve) B Sekundarni domaéini (nimfe)
~ Mali i veliki siasri

Mali sisari s

'*.

Trans:
prenog

dijalni

Transovarl]alnl prenos \’ W Alimentarne
! W u infekcije
1 ‘/ (nepasterizovano
I‘( p mleko i mleéni
W) preizvedi)

Tercuarnl domaéini [Ddrasle jedinke
(\ Veliki i mali sisari
Legenda

X-Prenos virusa krpeljskog encefalitisa tokom hranjenja na istom domacinu

Slika 2. Faze razvoja krpelja vrste Ixodes ricinus sa putevima prenoSenja virusa krpeljskog
encefalitisa (ljubaznoséu Dobler i saradnika (2), adaptirano i reprodukovano pod dozvolom

dobijenom od prof. dr M. Pfeffer)

Zbog svega navedenog, krpelji se smatraju i vektorima i rezervoarima virusa KE (1).
Pored njih, rezervoari virusa KE su brojni sisari, ptice i reptili, a medu njima su najznacajniji

glodari (miSevi, pacovi, voluharice i drugi), od kojih se na evropskom kontinentu posebno

13



Doktorska disertacija Tatjana Pustahija

izdvajaju zutogrli Sumski mi§ (Adpodemus flavicollis), Sumska ili rida voluharica (Myodes
glareolus) 1 evropski jez (Erinaceus europaeus) (2). Glodari i insektivori su uglavnom
asimptomatski nosioci virusa KE, ali imaju dugotrajnu fazu viremije 1 virus je prisutan u visokoj
koncentraciji u krvi ovih sisara (1,68). Kako imaju mali radijusa kretanja, a mogu preneti
infekciju vertikalno na svoje potomstvo, obi¢no putem mleka, imaju znacajnu funkciju u
odrzavanju zarista (66,85).

Krupne divlje zivotinje poput jelena, divljih svinja i lisica, tokom infekcije virusom KE
ne razvijaju visok stepen viremije, dovoljan da se krpelj inficira tokom hranjenja, te se njihov
udeo u odrzavanju prirodnog zarista ispoljava u odrzavanju brojnosti populacije samih krpelja
(2).

Kako krupne divlje Zivotinje, kao 1 ptice, imaju veliki radijus kretanja, ostvaruju bitnu
ulogu i u Sirenju ZariSta i prenosu krpelja zarazenih virusom KE na velike udaljenosti (66,86).
U korist ove pretpostavke svedoci detekcija evropskog podtipa virusa KE u Juznoj Koreji na
udaljenosti 7000 kilometara od uobicajenog podrucja distribucije ili otkrivanje sibirskog podtipa
virusa KE u Bosni 1 Hercegovini. Osim toga, takozvana bosanska linija ovog podtipa
laboratorijski je potvrdena i u Kazahstanu, Kirgistanu i na Krimu (74,86).

Domace Zzivotinje, naroCito koze, ovce i krave, mogu biti domacini virusa KE 1 to
najcesce kao asimptomatski nosioci. Period viremije, koju razviju nakon infekcije, traje
nekoliko dana i1 pracen je posledicnim izlu¢ivanjem virusa mlekom. Koze su najcesce zarazene
ovim virusom, jer tokom ispase jedu lis¢e sa Zbunastih biljaka, pre nego travu, te tako CeSce
dospevaju u staniste krpelja. Osim toga, ove zivotinje najduze izlucuju virus KE mlekom, ¢ak i
do 25 dana posle infekcije, a ovce 1 krave sedam do osam dana. Takode, koncentracija virusa je
mnogo visa u kozijem, u odnosu na mleko drugih prezivara (87-89).

Ostale zivotinje kao Sto su psi 1 konji, iako ¢eS¢e od ostalih Zivotinja razvijaju klinicki
manifestne oblike bolesti u vidu teSkog neuroloskog oboljenja, nemaju znacaja za transmisiju
na ¢oveka, ali mogu posluziti kao sentinelne Zivotinje za otkrivanje prirodnih zarista KE (87-
89).

1.6.2. Epidemioloske karakteristike krpeljskog encefalitisa

Covek je slu¢ajni domacin virusa KE i poslednja karika u lancu infekcije (Slika 2) (2,9).

Dominantan put prenoSenja infekcije na ljude je transmisivni, odnosno ubodom zarazenog
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krpelja. Sva tri razvojna stadijuma ovih zglavkara mogu infestirati coveka, ali se smatra da su
za prenoSenje virusa KE najznacajnije nimfe, jer se zbog veli¢ine teSko uoc€avaju, a takode
pokazuju manju specificnost ka izboru domacina (65,90). U populaciji ljudi, oko 30% uboda
krpelja ostaje nezapazeno (90).

Slucajevi infekcije virusom KE nastali transmisivnim putem javljaju se sporadicno i to
najcesce kod stanovniStva endemskih podrucja ili osoba koje profesionalno ili rekreativno
borave u prirodnim zariStima ove bolesti (72,90). Osim toga, krpeljski encefalitis je sve veci
problem putnika u medunarodnom saobracaju zbog intenzivnog turizma i sve ¢eS¢eg putovanja
na evropske destinacije, koje su ujedno i prirodna Zarista ove bolesti. Na osnovu broja turista u
Austriji, procenjuje se da se oko 60 njih moze zaraziti u ovoj zemlji samo tokom jedne letnje
sezone (72,90).

U populaciji ljudi, drugi po znac¢aju put prenosSenja virusa KE je alimentarni. Kako se
virus tokom viremije izlu¢uje mlekom domacih zivotinja (koza, krava, ovaca), infekcija kod
ljudi moZe nastati konzumiranjem sirovog ili termicki neobradenog ili neadekvatno obradenog
mleka ili mlecnih proizvoda. Izvor infekcije, osim mleka, mogu biti sve vrste mlecnih
proizvoda, ukljucujuci kiselo mleko, jogurt, sir, surutku, puter i kajmak, ukoliko nisu adekvatno
tretirani, s tim da virus KE, kao $to je ranije navedeno, zadrzava infektivnost dve nedelje u
mleku na 4°C, a ¢ak dva meseca u puteru (87,88).

U ukupnom broju registrovanih sluc¢ajeva KE, alimentarno nastale infekcije ¢ine oko 1%
(49). Ovakve infekcije se obicno javljaju u obliku manjih porodi¢nih epidemija i najceS¢e nakon
konzumiranja svezeg kozijeg mleka (87). Najveca alimentarna epidemija sa 660 slucajeva
prijavljena je 1951. godine u bivioj Cehoslovackoj. Izvor infekcije u ovoj epidemiji bilo je
nepasterizovano kozije mleko, koje je u lokalnoj mlekari meSano sa kravljim i tako distribuirano
(87,91). Epidemije ovog tipa najceSc¢e su u istocnoj i centralnoj Evropi, a od zemalja u okruzenju
prijavljene su u Madarskoj, Hrvatskoj i Rumuniji (30,92,93).

Virus KE se takode moze preneti direktnim kontaktom sa krvlju tokom klanja stoke,
koja je u fazi viremije, gde je ulazno mesto infekcije oSte¢ena koza ili sluznica, a opisani su i
retki slucajevi prenosa virusa sa majke na novorodence tokom laktacije, transplantacijom organa
1 transfuzijom, kao i laboratorijske infekcije nakon uboda kontaminiranom iglom ili inhalacijom

infektivnog aerosola (94-98).

15



Doktorska disertacija Tatjana Pustahija

Geografska rasprostranjenost KE se superponira sa distribucijom krpeljskih vrsta, koje
prenose ovu bolest (1). Sledstveno tome, prirodna zariSta KE rasprostranjena su u Sumskom
pojasu Evrope 1 Azije 1 prostiru se od isto¢ne Francuske na zapadu, preko centralne, istocne
Evrope, Baltickih zemalja 1 Rusije, pa sve do Dalekog istoka, odnosno Vladivostoka, severne 1

isto¢ne Kine i japanskog ostrva Hokaido, ¢ine¢i takozvani pojas krpeljskog encefalitisa (engl.

TBE belt) (Slika 3). Unutar ovog pojasa zarista su neravnomerno rasporedena (54,99).

—

Slika 3. Geografska rasprostranjenost krpeljskog encefalitisa (,, TBE belt*) (ljubaznoscu
Dobler i saradnika (2), adaptirano i reprodukovano pod dozvolom dobijenom od prof. dr M.

Pfeffer)

Iako se klini¢ki manifestna bolest registruje u svim starosnim grupama, ukljucujuéi i
odojcad, uzrasno-specificna incidencija KE raste sa uzrastom (62). Najvisa uzrasno-specifi¢na
stopa incidencije (oko 1/100.000 stanovnika) u Evropi belezi se u uzrasnoj grupi 45-64 godine,

a najniza kod dece do Cetiri godine (0,2/100.000 stanovnika) (100-102). U proseku 10 do 20%
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svih prijavljenih slucajeva KE na svetu ¢ine deca, sa najviSom stopom obolevanja u Skolskom
uzrastu (44,103). Razlike u uzrasno-specifi¢noj incidenciji su posledica razli¢itog stepena
1zlozenosti 1 ve¢eg ucesca klinicki ispoljene bolesti u starijem uzrastu (44).

Osobe muskog pola ¢esce obolevaju od KE u odnosu na Zene i to u svim uzrasnim
grupama, $to je posledica profesionalne ili rekreativne eksponiranosti, a dodatni uzrok bi mogla
biti 1 genetska predispozicije muskog pola za klinicki manifestnu bolest (49,50). Registrovani
odnos muskaraca 1 zena u Evropi iznosi 1,5:1 (49,100).

U nekim profesijama, kao Sto su Sumski radnici, lugari, stocari, vojnici, policajci,
geodete, geolozi, beraci gljiva, Sumskih plodova i lekovitog bilja, ucestalost bolesti je visoka, a
takode i medu lovcima, izletnicima, kamperima, planinarima, izvidac¢ima, biciklistima, igracima
golfa, turistima 1 drugim osobama, koje rekreativno borave u prirodnim zariStima ove bolesti
(65,104).

Sezonska distribucija KE je usko povezana sa ekologijom krpelja, te se slucajevi ove
bolesti kod ljudi javljaju u periodu aktivnosti krpelja, odnosno od marta do novembra. Kao §to
je ve¢ napomenuto, za neke vrste krpelja period aktivnosti poCinje ranije, pa se slucajevi
oboljenja kod ljudi mogu sporadi¢no pojavljivati 1 tokom toplijeg zimskog perioda. Najvise
incidencije beleze se tokom perioda najvece aktivnosti ovih zglavkara. Prema tome, u
umerenom klimatskom pojasu, sezonska distribucija KE pokazuje dva vrha, u maju/junu i
septembru/oktobru, dok se u oblastima hladnije klime severne Evrope, Sibira ili planinskih
masiva Evrope 1 Azije, maksimum incidencije dostize samo jednom i to obi¢no u junu

(49,68,105).

1.7. Nadzor nad krpeljskim encefalitisom

Kako eko-epidemiologija 1 dinamika KE, kao i1 drugih vektorskih bolesti, zavisi od
brojnih biotickih i abiotic¢kih faktora, tako je i nadzor nad ovom boles¢u veoma kompleksan i
da bi bio adekvatan i pruzio kvalitetne i pravovremene informacije zahteva multidisciplinaran
pristup 1 saradnju izmedu javozdravstvenih radnika, klinicara, veterinara, entomologa, ekologa
1 drugih disciplina (106). Svetska zdravstvena organizacija (SZO) smatra da je kvalitetan nadzor
nad KE kljuc¢an za merenje optere¢enja ovom bolescu, identifikovanje rizi¢nih podrucja i novih

zariSta, kao 1 za uvodenje i pracenje uticaja mera prevencije i kontrolu bolesti (7).
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Iako mnoge evropske zemlje imaju uspostavljen sistem nadzora nad KE (Rusija, Kina i
Slovacka jos od davne 1950. godine), postoje velike razlike u kvalitetu, nacinu sprovodenja i
nacinu izveStavanja. Problem su neusaglaSene definicije slucaja i razli¢ite, nestandardizovane
laboratorijske procedure, koje se koriste u dijagnostici ove bolesti (107). 1z tih razloga, Evropski
centar za prevenciju i kontrolu bolesti (ECDC) je 2012. godine uvrstio KE u listu bolesti koje
se prijavljuju na nivou Evropske unije (EU) i predlozio novu, standardnu definiciju slu¢aja. Cilj
je uskladivanje naCina prikupljanja podataka i laboratorijske dijagnostike KE, da bi se dobili
uporedivi podaci, koji se mogu adekvatno analizirati (106). Medutim, po poslednjem izvesStaju
ECDC-a, nisu sve zemlje EU implementirale standardnu definiciju slu¢aja, prijavljivanje KE
nije obavezno &ak u pet, a sistem nadzora je aktivan samo u tri drzave (Ceska, Slovacka i Velika
Britanija), Sto pokazuje da homogenizacija prikupljanja podataka i njihovog prijavljivanja nije
jednostavan zadatak na nivou Evrope (100).

Osim toga, za procenu epidemioloske situacije KE na nekoj teritoriji, nadzor mora biti
sveobuhvatan i integrisati znanja o ovoj bolesti ne samo u populaciji ljudi, nego i u populaciji
vektora (krpelja) 1 animalnih rezervoara (106,108). Ovakav pristup se naziva ,,Jedno zdravlje*
(,,One health®) 1 od posebnog je znacaja u postizanju bolje prevencije 1 kontrole zoonoza i
vektorskih bolesti uopsSte, a podrazumeva multidisciplinarnu saradnju i komunikaciju
struénjaka, koji se bave zdravstvenom zastitom ljudi, Zivotinja i Zivotne sredine (109).

Integrisan nadzor na KE podrazumeva (65,107):

1. Nadzor nad vektorima (krpeljima)

2. Nadzor nad rezervoarima (Zivotinjama)

3. Seroepidemioloske studije prokuzenosti stanovnistva na virus KE (pre uvodenja
vakcinacije)

4. Klini¢ko prikupljanje podataka na osnovu definicije slucaja.

Nadzor nad vektorima podrazumeva utvrdivanje prisustva/odsustva i gustine vektora na
odredenoj teritoriji i prevalencije virusa u njima molekularnim metodama. Nadzor nad
rezervoarima- zZivotinjama obuhvata studije prevalencije virusa u glodarima (detekcijom virusne
nukleinske kiseline najceS¢e u uzorcima mozdanog tkiva) i seroloska ispitivanja na prisustvo
antitela protiv odredenih patogenih uzro¢nika kod domacih i divljih zivotinja (2,68,107).

Medu mnogobrojnim rezervoarima, glodari su najbolji signal za prisustvo virusa KE

(68). Serolosko ispitivanje koza, ovaca, goveda takode se pokazalo kao narocito dobra metoda
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za otkrivanje endemskih Zzarista, a dobru podudarnost sa incidencijom slucajeva KE kod ljudi
imaju i seroprevalencije KE kod pasa, konja i jelena (110).

Ispitivanje prokuzenosti populacije ljudi na virus KE ima smisla raditi pre uvodenja
vakcinacije 1 obi¢no se prvo izvodi nad stanovniStvom, koje je potencijalno izloZeno virusu, bilo
mestom stanovanja, bilo profesionalno ili rekreativno. Konacno, klinicko prikupljanje podataka
na osnovu uniformne definicije slucaja, daje uvid u broj autohtonih i importovanih slucajeva,
odnosno incidenciju KE na odredenoj teritoriji u odredenom vremenskom periodu i opterecenje
populacije bolesc¢u (99).

Za vektorske bolesti je pozeljno preduzimanje akcije, ¢ak i1 kada bolest jo§ uvek nije
prisutna na odredenoj teritoriji (106). Na osnovu informacija dobijenih ovakvim sveobuhvatnim
nadzorom izraduju se mape rizika, koje su vazne za planiranje i uvodenje adekvatnih i
pravovremenih mera prevencije i kontrole KE (108). Zonu rizika od vektorskih bolesti, ECDC
definiSe kao ,,oblast u kojoj su Sanse za prenosenje bolesti koje prenose zglavkari na ljude vece

od nule* (99).

1.7.1. Nadzor nad krpeljskim encefalitisom u Republici Srbiji

U Republici Srbiji, nadzor nad KE je pasivan 1 insuficijentan, a laboratorijska
dijagnostika je dostupna u malobrojnim ustanovama. Nasa zemlja nema ni kontinuiran sistem
entomoloSkog nadzora nad krpeljima na nacionalnom nivou, koji bi omogucio uvid u vrste 1
rasprostranjenost ovih znacajnih vektora i1 stepen njihove zaraZenosti raznim patogenim
uzroc¢nicima (111). Osim toga, jedna studija nedavno sprovedena u Srbiji, pokazala je da su
znanja i stavovi profesionalno izlozenih osoba, opste populacije, ali 1 zdravstvenih radnika o KE
na niskom nivou (112).

Stoga je, za sticanje uvida u opterecenost ovom boles¢u u naSoj zemlji, uz uvodenje i
unapredenje laboratorijske dijagnostike KE, neophodno uspostavljanje integrisanog sistema
nadzora na nacionalnom nivou, koji ¢e osim nadzora nad slucajevima kod ljudi u skladu sa
standardnom EU definicijom, ukljuciti i nadzor nad vektorima i rezervoarima ove bolesti (111).
Takode je neophodno povecati svest 0 ovom oboljenju, na prvom mestu zdravstvenih radnika,
ali i potencijalno izlozenog stanovnistva (112). Ovim aktivnostima bi se smanjila podregistracija

KE 1 stvorili uslovi za planiranje efikasnih mera kontrole i prevencije, medu kojima bi bio
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omogucen i kvalitetniji i usmereniji program imunizacije protiv ovog oboljenja u buduc¢nosti
(99).

Na teritoriji Autonomne Pokrajine Vojvodine (APV) uspostavljen je integrisan sistem
nadzora za kontrolu transmisivnih antropozoonoza, koji ukljucuje stru¢njake iz oblasti humane
1 veterinarske medicine, kao i entomologe, a koji se sprovodi u okviru posebnog programa

javnog zdravlja (113).

1.7.2. Definicija slucaja krpeljskog encefalitisa prema ECDC

Klini¢ki kriterijumi:

. Osoba sa simptomima zapaljenja centralnog nervnog sistema (meningitis,
meningoencefalitis, encefaloradikulitis ili encefalomijelitis)

Epidemioloski Kriterijumi:

. Izlozenost zajednickom izvoru (nepasterizovani mle¢ni proizvodi)

Laboratorijski kriterijumi: *

> Verovatan slucaj

o Detekcija specifi¢nih IgM antitela protiv virusa KE u jednom uzorku krvnog
seruma

> Potvrden slucaj (najmanje jedan od navedenih):

. Detekcija specifi¢nih IgM 1 IgG antitela protiv virusa KE u serumu;

o Detekcija specificnih IgM antitela protiv virusa KE u cerebrospinalnoj te¢nosti;

o Serokonverzija ili ¢etvorostruki porast titra specifi¢nih antitela protiv virusa KE

u parnim serumima;

. Detekcija KE virusne nukleinske kiseline u klinickom materijalu
(cerebrospinalna te¢nost, krv i druge telesne tecnosti i tkiva);

. Izolacija virusa KE iz klinickog materijala (cerebrospinalna te¢nost, krv i druge
telesne tecnosti i tkiva).

* Interpretacija rezultata seroloSkih ispitivanja mora biti u skladu sa vakcinalnim
statusom 1 prethodnom ekspozicijom drugim flavivirusnim infekcijama. Potvrdene slucajeve u

takvim situacijama treba potvrditi testom neutralizacije ili drugim odgovaraju¢im analizama.
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Klasifikacija sluéaja

> Mogué: nije primenjivo
> Verovatan: ispunjeni klinicki i1 laboratorijski kriterijumi za verovatan slucaj ili
ispunjeni klinicki kriterijumi i ustanovljena epidemioloSka veza

> Potvrden: ispunjeni klinicki i laboratorijski kriterijumi za potvrdeni slucaj (114).

1.8. Dijagnostika krpeljskog encefalitisa

S obzirom na nespecifi¢nost klinickih i laboratorijskih nalaza i teskog razlikovanja od
zapaljenja mozdanih struktura druge etiologije, za dijagnostiku KE presudna je laboratorijska
potvrda bolesti (42). Koriste se direktne laboratorijske metode, kojima se detektuje sam virus, i
indirektne, odnosno seroloske metode, koje otkrivaju prisustvo specifi¢nih antitela na virus KE
(115).

Najstarija direktna metoda je izolacija virusa iz bolesnickog materijala, koja se nekada
izvodila na laboratorijskim zivotinjama, a danas na razli¢itim kulturama ¢elija. Ova metoda je
dugotrajna i1 slozena, te se danas upotrebljava samo u naucno-istrazivacke svrhe. Mnogo
jednostavnije za izvodenje i brze su molekularne metode, odnosno dokazivanje virusne
nukleinske kiseline reakcijom lanCane polimerizacije sa reverznom transkripcijom u realnom
vremenu (RT-PCR) (9,115).

Uprkos visokoj senzitivnosti i specificnosti direktnih metoda, one se retko koriste u
klinickoj praksi, posebno van endemskih podrucja i u delovima sveta gde dominira evropski
podtip virusa sa dvofaznim tokom bolesti, jer se virus u krvi i likvoru nalazi samo tokom prve,
viremijske faze bolesti, a izuzetno retko 1 samo na pocetku druge, odnosno neuroloSke faze.
Tokom ovog perioda obi¢no se ne postavlja sumnja na krpeljski encefalitis, zbog nespecifi¢nosti
simptoma, a i oboleli retko traze medicinsku pomo¢ pre razvoja neuroloskih poremecaja
(42,116). Tokom neuroloske faze bolesti virus se moze otkriti direktnim metodama samo post
mortem iz mozdanog tkiva, a opisani su 1 uspeSni pokusaji detekcije virusne RNK u urinu
obolelih, ¢ak 19 dana od pocetka neuroloskih simptoma (9,115,117).

Ipak, u delovima sveta gde dominiraju dalekoistocni i1 sibirski podtip virusa sa

monofaznim tokom bolesti i u endemskim podruc¢jima, gde se ¢eS¢e misli na ovu bolest, pa vec
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epidemioloski podaci o prethodnom ubodu krpelja, boravku u prirodnom zaristu, profesionalnoj
izlozenosti ili sli¢no obolelim osobama u okruzenju mogu uputiti na dijagnozu KE, RT-PCR
metoda je od koristi za postavljanje dijagnoze KE (9,115).

Iz navedenih razloga metode izbora za laboratorijsku potvrdu bolesti su seroloske
analize. Najznacajniji antigen virusa KE je protein E, na koji se stvaraju neutraliSuca i
hemaglutinirajué¢a specificna antitela, dok se antitela koja vezuju komplement stvaraju na
kapsularni protein C i nestrukturni protein NSI. Pre osamdesetih godina proslog veka,
najznacajnije seroloske metode bile su reakcija vezivanja komplementa (RVK) i test inhibicije
hemaglutinacije (hemagglutination inhibition (HI) test), ali su ih zamenile jednostavnije, ali i
senzitivnije i specifi¢nije tehnike. Ipak, HI test se jo§ uvek primenjuje u nekoliko zemalja,
uprkos brojnim unakrsnim reakcijama sa drugim flavivirusima (115).

U dokazivanju specifi¢nih antitela usmerenih protiv virusa KE danas se najc¢esce koriste
imunoenzimski test (enzyme-linked immunosorbent assay- ELISA) 1 neutralizacioni test (NT),
a rede indirektni imunofluorescentni test (IFT) (48,54). Specifi¢na antitela se mogu detektovati
u serumu ve¢ sa pojavom prvih neuroloskih simptoma, tj. na samom pocetku druge faze bolesti,
dok u likvoru postaju detektabilna nesSto kasnije (9). Naime, samo 50% obolelih razvije
specifi¢na antitela u likvoru pre desetog dana neuroloske faze bolesti (118).

Veliki nedostatak ELISA 1 IF testova su unakrsne reakcije u slucaju prethodnih infekcija
drugim flavivirusima ili imunizacije protiv flavivirusnih bolesti. Razlog za ovu unakrsnu
reaktivnost su sli¢nosti antigenskih struktura izmedu pojedinih flavivirusa, te prethodno
stvorena antitela unakrsno reaguju sa antigenom testa i daju lazno pozitivne rezultate (54). Ovo
se uglavnom odnosi na IgG, dok su IgM antitela specificnija za tip virusa i retko unakrsno
reaguju sa drugim flavivirusima (115). Medutim, ova klasa antitela moze dugo perzistirati u
serumu, $to dodatno otezZava interpretaciju rezultata (9).

Na kraju, lazno pozitivni rezultati nastali zbog unakrsne reaktivnosti predstavljaju
problem pri dijagnostici KE u oblastima gde cirkuliSu drugi flavivirusi: virus Zapadnog Nila,
denge, zute groznice, Japanskog encefalitisa, Omske hemoragijske groznice, Usutu virus, Zika
virus 1 drugi predstavnici ove familije, a 1 kod osoba koje su vakcinisane protiv flavivirusnih
bolesti (Zuta groznica ili Japanski encefalitis) (42,116). Stoga je dijagnozu potrebno potvrditi
specifiénijim testom. U te svrhe koristi se test neutralizacije, koji je sloZen, dugotrajan, skup i

sprovodi se u visoko specijalizovanim laboratorijama, nivoa BSL 3 (sa tre¢im stepenom
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biosigurnosti) i samo u nekoliko evropskih drzava (9,54). Medutim, test neutralizacije je zlatni
standard za detekciju specificnih IgG antitela, dok za specificna IgM antitela zlatni standard ne
postoji, s obzirom na to da ova klasa antitela nema visok kapacitet neutralizacije 1 detektuje se
u likvoru uzetom u prvih deset dana bolesti samo kod 50% pacijenata, Sto dodatno komplikuje
dijagnozu akutne infekcije tokom prvih dana neuroloske faze, kada specifi¢na IgG antitela joS§
uvek nisu detektabilna (115). Stoga, dijagnoza u ovoj fazi bolesti moze biti potvrdena ili
isklju¢enjem infekcija drugim kocirkuliSu¢im flavivirusima 1 vakcinacije flavivirusnim
vakcinama ili odredivanjem aviditeta antitela ili kvantifikacijom dobijenih rezultata ELISA testa

(115,119,120).

1.9. Terapija krpeljskog encefalitisa

Lecenje krpeljskog encefalitisa je simptomatsko. Zavisno od tezine klinicke slike,
pacijenti se mogu leciti ambulantno, uz savet o mirovanju i uzimanju antipiretika i nesteroidnih
antiinflamatornih lekova, prema potrebi, a tezi slucajevi sa neuroloskom simptomatologijom se
hospitalizuju na odeljenjima/klinikama za leCenje infektivnih bolesti (8,52). Sedam do 12%
hospitalizovanih zahteva leCenje u jedinicama intenzivne nege, a odredenom broju takvih
pacijenata potrebne su intubacija 1 respiratorna podrSka (49). Antivirusni lekovi su tek u fazi
ispitivanja, a efikasnost kortikosteroida, imunomodulatora, specificnih 1 nespecificnih
imunoglobulina i1 drugih supstanci se razmatra, jer jo§S uvek nisu sprovedene randomizovane

klini¢ke studije, koje bi potkrepile njihovu upotrebu (49,52).

1.10. Mere sprecavanja i suzbijanja krpeljskog encefalitisa

1.10.1. Opste mere spreCavanja i suzbijanja krpeljskog encefalitisa

Mere prevencije KE mogu biti opste i specifi¢ne. OpSte mere su usmerene na smanjenje
rizika od uboda krpelja. Najefikasnija opSta mera prevencije bi bila izbegavanje prirodnog
staniSta krpelja, ali kako je to nemoguce zbog profesionalnih ili rekreativnih aktivnosti ili kod
osoba koje zive u endemskom podrucju, tokom boravka u prirodi preporucuje se noSenje odeée

svetlih boja, radi lakSeg uocavanja krpelja i odece dugih rukava i nogavica, koje su uvucene u
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carape ili ¢izme, te upotreba repelenata, koji odbijaju krpelje. Trenutno najefikasniji repelenti
su N,N-diethyl-3-methylbenzamide (DEET), ikaridin i p-Menthane-3,8-diol (PMD) (55,121).
Odeca se pre oblacenja moze tretirati akaricidima, koji sadrze permetrin. Tokom boravka u
prirodi kretanje treba ograniCiti na obelezene, raskréene staze, uz izbegavanje visokog rastinja
(121).

Nakon boravka u prirodi vazno je pazljivo pregledati kozu kako bi se na vreme uocili 1
odstranili krpelji. Skra¢enjem vremena hranjenja na domacinu, smanjuje se rizik od infekcije za
mnogo bolesti, koje prenose krpelji, ukljuc¢ujuci i Lajmsku boreliozu. Medutim, virus KE se iz
pljuvacnih Zlezda vektora odmah prenosi na domacina, ve¢ u prvom minutu uzimanja krvnog
obroka, te se ovako ne moze spreciti infekcija, ali svakako moze koli¢ina prenetog virusa, od
koje zavisi tezina klinicke slike (9,48,121).

Uklanjanje krpelja sa koZe treba da vrsi stru¢na osoba bez prethodnog tretiranja ubodnog
mesta alkoholom ili drugim sredstvima, koja mogu pojacati izlu€ivanje virusa iz pljuvacnih
zlezda. Pincetom se ovaj zglavkar hvata Sto blize povrSini koze i odstranjuje povlacenjem
nagore bez uvrtanja ili trzanja, Cime se spre¢ava njegovo oStec¢enje. Tek nakon uspeSnog vadenja
krpelja, mesto uboda se tretira dezinfekcionim sredstvom (121).

U opste mere spadaju i aktivnosti koje se sprovode za smanjenje brojnosti krpelja i
glodara, a to su kréenje Siprazja, redovno kosenje trave i tretiranje odgovaraju¢im akaricidima i
rodenticidima. Medutim, ove mere su ograni¢enog dometa, jer se prirodna staniSta krpelja
nalaze i u zaSti¢enim zonama prirode, kao i u nacionalnim parkovima, gde je upotreba hemijskih
sredstava strogo kontrolisana i zahteva saglasnost nadleZznog ministarstva, a i rezervoari virusa
KE su, osim glodara, i brojne druge zivotinje (49,121).

Alimentarno prenoSenje infekcije moze se spreciti pasterizacijom mleka 1 mle¢nih
proizvoda na temperaturama iznad 72° C ili kuvanjem mleka, kao i strogom zakonskom
regulativom bezbednosti hrane (49,87).

I na kraju, vazna opsta mera prevencije KE je i edukacija, narocito zdravstvenih radnika,
profesionalno ili rekreativno eksponiranih osoba, stanovniStva endemskih podrucja, ali 1

javnozdravstvenih vlasti o znacaju ove bolesti i merama za njeno sprecavanje i suzbijanje (87).
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1.10.2. Imunizacija protiv krpeljskog encefalitisa

Primena samo opstih mera prevencije KE nije dala zadovoljavajuce rezultate, tako da se
najbolja zaStita protiv ove bolesti postize aktivnom imunizacijom. Pre uvodenja programa
imunizacije protiv  KE na odredenoj teritoriji, SZO predlaze detaljno sagledavanje
epidemioloske situacije i procenu rizika od ove bolesti, kao 1 analizu isplativosti uvodenja ovog

programa (7). Prema vazeéim preporukama SZO, u endemskim oblastima sa visokom

prose¢nom incidencijom bolesti (=5 slucajeva na 100.000 stanovnika), a visokom riziku od KE

je izlozena cela populacija, vakcinacijom bi trebalo obuhvatiti sve uzrasne grupe. Sa druge
strane, ukoliko je incidencija pre uvodenja vakcinacije umerena ili niska (<5/100.000) ili je rizik
od infekcije ograni¢en na odredeno geografsko podrucje ili na odredene aktivnosti,
imunizacijom treba obuhvatiti samo izlozenu populaciju (7).

Imunizacijom bi narocito trebalo obuhvatiti starosnu grupu preko 50 godina, zbog
povecanog rizika od nastanka teSkih oblika bolesti i smrtnog ishoda, i putnike, koji dolaze iz
neendemskih podrucja, posebno ako je njihov boravak vezan za aktivnosti u prirodi 1 na
nadmorskim visinama do 1500 m (122).

Strategije imunizacije protiv KE razlikuju se od drzave do drzave. Austrija je jedina
drzava koja je imunizaciju protiv KE uvrstila u nacionalni kalendar obavezne imunizacije jos
1980. godine, te je 1 obuhvat u ovoj zemlji najvisi u Evropi (10). Priblizno 85% populacije
primilo je bar jednu dozu vakcine protiv ove bolesti, dok je prose¢an obuhvat imunizacijom na
nivou Evrope 25% (123). U ostalim drzavama sveta, program vakcinacije protiv KE, ako
postoji, onda je obavezan za odredene ciljne grupe (stanovni$tvo endemskih podrucja ili
profesionalno i rekreativno izlozene osobe) ili je na nivou preporucenog, kakav je u nasoj zemlji
(124).

U svetu je danas registrovano i dostupno Sest vakcina protiv KE: tri ruske, dve evropske
1 jedna kineska (8,125,126):

1. FSME-Immun® (ili Ticovac®) - proizvedena u Austriji; sadrzi soj Neudoerfl, koji
pripada evropskom podtipu virusa KE; licencirana 1976. godine

2. Encepur® - proizvedena u Nemackoj; sadrzi Karlsruhe (K23) soj, koji pripada

evropskom podtipu virusa KE; licencirana 1991. godine
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3. TBE-Moscow® - proizvedena u Moskvi, Rusija, sadrzi Sofjin soj, koji pripada
dalekoistocnom podtipu virusa KE; licencirana 1982. godine

4. Tick-E-Vac® (Klesch-E-Vac) - proizvedena u Moskvi, Rusija, sadrzi Sofjin soj, koji
pripada dalekoistocnom podtipu virusa KE; licencirana 2012. godine

5. EnceVir® - proizvedena u Tomsku, Rusija, sadrzi 205 soj, koji pripada
dalekoistocnom podtipu virusa KE; licencirana 2001. godine

6. Sen Tai Bao® - proizvedena u Kini, sadrzi Senzhang soj, koji pripada dalekoistocnom
podtipu virusa KE; licencirana 2004. godine

SZO ne preporucuje postekspozicionu aktivnu imunizaciju, jer je inkubacija ove bolesti
kratka, pa je malo verovatno da ¢e se vakcinalni imunitet razviti pre pocetka bolesti. Sa druge
strane, humoralni odgovor na vakcinu moze dovesti do pojacanja infekcije 1 posledi¢nog
pogorsanja bolesti (7).

Pasivna imunizacija specifiénim imunoglobulinima protiv KE trenutno se sprovodi
samo u Rusiji, odakle dolaze podaci da se pravovremenim davanjem jedne doze ovog preparata
do 96 sati nakon uboda krpelja, moze spreciti ¢ak 79% klinickih oblika bolesti (53). Suprotno
tome, Evropa je devedesetih godina proslog veka prekinula administraciju ovog preparata i
potpuno ga povukla sa trzista, zbog pretpostavke da njegova primena dovodi do pogorSanja
klinicke slike bolesti. Ovaj fenomen se javlja kod drugih flavivirusnih infekcija, ali za KE nikada

nije nau¢no dokazan (54,126).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZE

Ovo istraZivanje imalo je za cilj da:

1. Utvrdi seroprevalenciju antitela protiv krpeljskog encefalitisa stanovnika fruSkogorske regije
i stanovnika AP Vojvodine van teritorije Fruske gore.

2. Utvrdi stopu incidencije krpeljskog encefalitisa u AP Vojvodini tokom jedne godine.

3. Dokaze prisustvo virusa krpeljskog encefalitisa 1 odredi njegov podtip u populaciji krpelja na
teritoriji FruSke gore.

4. Utvrdi prevalenciju virusa u populaciji krpelja na teritoriji Fruske gore.

Ovim istrazivanjem proverene su sledec¢e hipoteze:

1. Stanovnistvo fruSkogorske regije je znacajno vise prokuzeno na virus krpeljskog encefalitisa
nego stanovnistvo AP Vojvodine van teritorije Fruske gore.

2. Stopa incidencije krpeljskog encefalitisa u Vojvodini je visa od 0,04 na 100.000 stanovnika.
3. Fruskogorska regija je prirodno zariste krpeljskog encefalitisa.

4. Prevalencija virusa u populaciji krpelja na teritoriji Fruske gore je visa od 3%.
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3. MATERIJAL I METODE RADA

3.1. Struktura, vreme i mesto sprovodenja istraZivanja

Istrazivanje se sastojalo iz tri dela:

1. Utvrdivanje prisustva virusa KE 1 odredivanje njegove prevalencije u populaciji
krpelja prikupljenih na teritoriji Fruske gore

2. Utvrdivanje prisustva, u¢estalosti i rasprostranjenosti KE u populaciji ljudi na teritoriji
Vojvodine

3. Seroepidemiolosko ispitivanje prokuzenosti stanovnika Vojvodine na virus KE

Istrazivanje je sprovedeno prospektivno u periodu od juna 2019. godine do februara
2023. godine.

Istrazivanje je sprovedeno u Centru za kontrolu i prevenciju bolesti i Centru za
virusologiju Instituta za javno zdravlje Vojvodine (IZJZV).

Podaci, koji su znacajni za ovo istrazivanje, prikupljeni su u saradnji sa domovima
zdravlja (DZ) Beocin, Indija, Irig, Novi Sad, Sremska Mitrovica, Backa Palanka i Sid, zavodima
za javno zdravlje (ZZJZ) na teritoriji AP Vojvodine (Sremska Mitrovica, Pancevo, Zrenjanin,
Kikinda, Sombor, Subotica), opstim bolnicama (OB) u AP Vojvodini (Sremska Mitrovica,
Vrbas, Subotica, Sombor, Kikinda, Senta, Zrenjanin, Panc¢evo, Vrsac), Klinikom za infektivne
bolesti Klini¢kog centra Vojvodine (KCV), Institutom za zdravstvenu zastitu dece i omladine
Vojvodine (IZZZDIOV), Klinikom za infektivne i tropske bolesti Klinickog centra Srbije (KCS)
u Beogradu, Nau¢nim institutom za veterinarstvo (NIV) ,Novi Sad“ i1 Poljoprivrednim
fakultetom Univerziteta u Novom Sadu.

Istrazivanje je zapoceto tek nakon dobijenih pisanih saglasnosti rukovodioca svih
ustanova, kao i etickih odbora svih zdravstvenih ustanova, u koordinaciji sa kojima je ovo

istrazivanje realizovano.
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3.2. Metodologija utvrdivanja prisustva virusa krpeljskog encefalitisa i
odredivanje njegove prevalencije u populaciji krpelja prikupljenih na teritoriji Fruske
gore

3.2.1. Prikupljanje, transport, skladistenje 1 determinacija krpelja

Utvrdivanje prisustva virusa KE i1 odredivanje njegove prevalencije u populaciji krpelja
sa teritorije Fruske gore sprovedeno je prospektivno. Krpelji su prikupljeni u periodu od juna
2019. godine do oktobra 2019. godine, tokom maja 2020. godine i u periodu mart-jun 2022.
godine od 10 do 18 ¢asova, kada su to meteoroloski uslovi dozvoljavali.

Uzorkovanje je obavljeno na 109 lokaliteta u 49 naseljenih mesta Fruske gore (Mapa 1).
Podrucja uzorkovanja obuhvatala su parkove 1 travnate zone unutar naseljenih mesta Fruske
gore ili obode Sume, livade, izletista 1 peSacke staze u njihovoj okolini. Tokom uzorkovanja
ocitavane su koordinate mesta uzorkovanja i upisivane u listu (Prilog 1). Spisak koordinata

lokaliteta, na kojima su krpelji uzorkovani nalazi se u Prilogu 2.

Legenda

| Granice naseljenih mesta Fruske gore
Centar naseljenih mesta Fruske gore
* Lokaliteti uzorkovanja krpelja

Mapa 1. Prikaz lokaliteta na kojima su uzorkovani krpelji
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Krpelji su prikupljeni flag-cas metodom, koja podrazumeva povlacenje belog flanelskog
platna dimenzija 1 x 1,6 m po povrSini vegetacije niskog rasta, uz merenje vremena uzorkovanja.
Kako bi se rizik od infestacije sveo na minimum, kori$¢ena je zastitna oprema u vidu skafandera
1 dubokih gumenih ¢izama (Slika 4). Na svakih 20 metara povlacenja, platno je detaljno

pregledano sa obe strane i uocene jedinke krpelja su uzorkovane pincetom (78).

“.' x p ¥ \Mw i £ ‘ “
Slika 4. Uzorkovanje krpelja flag-cas metodom (foto: Pustahija T.)

Jedinke krpelja su stavljene u plasticne eppendorf mikrotube, zapremine 1,5 ml, kojima
je prethodno perforiran poklopac, da bi se obezbedio adekvatan dotok vazduha. Radi odrzavanja
vlaznosti u mikrotubama, u svaku je stavljen komadi¢ vate natopljene vodom. Eppendorf
mikrotube sa prikupljenim krpeljima, stavljane su u ru¢ni frizider (2-8° C). Odrzavanje
adekvatnih uslova u mikrotubama, uz odrzavanje hladnog lanca, omogucilo je jedinkama krpelja
da prezive transport do laboratorije i sprecilo eventualnu razgradnju virusne RNK.

Determinacija krpelja do nivoa vrste i klasifikacija u odnosu na stadijum i pol, izvrSena
je u Laboratoriji za medicinsku i1 veterinarsku entomologiju na Poljoprivrednom fakultetu
Univerziteta u Novom Sadu i u Centru za virusologiju 1ZJZV, na osnovu najvaznijih

morfoloskih karakteristika na dorzalnoj i ventralnoj strani jedinki, prema taksonomskim
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klju¢evima (127). Za determinaciju su koris¢eni: lupa marke Olympus (model SZ61) i
mikroskop (Olympus EP50).

Jedinke krpelja su razvrstane prema lokalitetu uzorkovanja, vrsti, polu 1 stadijumu i
grupisane u zbirne uzorke (engl. pool). Broj krpelja u zbirnim uzorcima kretao se u rasponu od
l1do1l.

Eppendorf mikrotube sa grupisanim jedinkama krpelja, skladiStene su u Centru za
virusologiju IZJZV u zamrzivacu na -80° C, a potom su transportovane, u uslovima hladnog
lanaca do laboratorije Nau¢nog Instituta za veterinarstvo u Novom Sadu, gde su krpelji testirani

na prisustvo RNK virusa KE.

3.2.2. Laboratorijsko ispitivanje krpelja na prisustvo virusa krpeljskog encefalitisa

Laboratorijsko ispitivanje krpelja na prisustvo virusa KE sprovedeno je u Odeljenju za
virusologiju Naucnog instituta za veterinarstvo “Novi Sad*.

Za potrebe molekularne detekcije prisustva genoma virusa KE, prikupljeni krpelji su
prethodno podvrgnuti posebnoj obradi u cilju razgradnje njihove tvrde kutikule 1 oslobadanja
sadrzaja unutrasnjeg tkiva. Obrada je sprovedena u mikrotubama od 2 ml mehanickom
destrukcijom uzoraka krpelja u instrumentu 7TissueLyser proizvodaca Qiagen, Nemacka, uz
primenu kvarcnog peska i metalnih kuglica pre¢nika 4 mm u tri uzastopna ciklusa u trajanju od
po pet minuta. Pre toga je svaki uzorak krpelja bio uronjen u 500 pl lizis pufera (NucliSENS®
Lysis Buffer, proizvodaca Biomerieux, Velika Britanija) sa 20 pl Proteinase K (Qiagen,
Nemacka) na temperaturi od 56°C u trajanju od 30 min uz povremeno mesanje (vortex). Nakon
sprovedenog postupka destrukcije, mikrotube sa uzorcima krpelja su centrifugirane i
supernatant je odvojen za dalji postupak ekstrakcije RNK.

Krpelji su testirani na prisustvo virusne RNK primenom real-time RT-PCR
metodologije za skrining, odnosno konvencionalne RT-PCR i PCR metode za potvrdu nalaza i
tipizaciju virusa sa prajmerima specificnim za virus KE kao vrstu (detektuju sve podtipove i
sojeve virusa), po ranije opisanoj metodologiji (128). Ekstrakcija virusne RNK je izvrSena
koris¢enjem dijagnostickog kompleta BioExtract®SuperBall® (Biosellal, Francuska), prema
originalnom uputstvu proizvodaca i aparatom KingFisher Flex 96 (ThermoFisher Scientific,

SAD). Detekcija prisustva genoma virusa KE izvr§ena je upotrebom komercijalnog kompleta
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RNA UltraSense™ One-Step qRT-PCR System (Life Techologies Corporation, Carlsbad,
Kalifornija) 1 prajmerima i TagMan probom kojima je vrSena amplifikacija sekvence virusnog
genoma odgovornog za kodiranje E proteina omotaca virusa. Za potvrdu prisustva virusa KE 1
njegovu naknadnu karakterizaciju koriSteni su dijagnosticki kompleti OneStep RT-PCR kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Nemacka) i HotStarTaq Master Mix kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Nemacka) i prajmeri kojima je vrSena amplifikacija 5’NCR i dela sekvence virusnog genoma,
odgovornog za kodiranje kapsidnog C proteina virusa KE. Rezultati su interpretirani kao
pozitivni ili negativni u skladu sa uputstvom proizvodaca PCR testova.

Jedan deo krpelja je testiran na prisustvo genoma virusa KE u Centru za virusologiju
[ZJZV. Prikupljeni krpelji su prvo podvrgnuti obradi u cilju oslobadanja sadrzaja unutraSnjeg
tkiva. Krpelji su stavljani u eppendorf mikrotube, dodato je 500 pul 96% etanola, uz meSanje
(vortex) 3 do 5 sekundi. Nakon uklanjanja supernatanta dodato je 500 ul 0,15 M NaCl ili
fosfatnog pufera i sadrzaj u mikrotubi je opet mesan (vorteksovan) 3-5 sekundi, a supernatant
je uklonjen pipetom.

Ovako obradeni krpelji manuelno su homogenizovani u porcelanskom avanu sa tu¢kom
u cilju dobijanja suspenzije krpelja. Homogenizacija krpelja je izvrSena na slede¢i nac¢in: 300 pl
0,15 M NacCl ili fosfatnog pufera upotrebljeno je za jednu jedinku vrste . ricinus, 500 pl za
jednu jedinku krpelja vrste D. marginatus ili 1ul za zbirni uzorak (pool) ostalih vrsta krpelja.
Nakon toga se smesa centrifugirala na 5000 rpm tokom 2 min. Od dobijene smeSe odvajan je
supernatant za ekstrakciju RNK.

Za ekstrakciju nukleinskih kiselina koriS¢en je komercijalni komplet RealBest extraction
kit (Global Bios, Carteret, New Jersey, SAD). Protokol izolacije izvrSen je prema uputstvu
proizvodaca. Utvrdivanje prisustva genoma virusa KE izvrSeno je real-time PCR metodom uz
upotrebu komercijalnog multiplex testa TBEV, B. burgdorferi, A. phagocytophilum, E.
chaffeensis/ E. muris Real-TM (Sacace Biotechnologies, Komo, Italija). Zajedno sa uzorcima
krpelja testirane su pozitivna kontrola, negativna kontrola amplifikacije i negativna kontrola
ekstrakcije. Rezultati su interpretirani kao pozitivni ili negativni u skladu sa preporukama
proizvodaca.

Ukupno je testirano 1728 jedinki vrste /. ricinus. Kako su i druge prikupljene vrste
krpelja oznacene kao vektori virusa KE dodatno je ispitano i 50 jedinki krpelja vrste H. concinna

i devet jedinki vrste D. marginatus. Od ukupno prikupljene 142 jedinke vrste H. punctata,
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analizirano je samo 18. Zbog zahtevne determinacije i diferencijacije u odnosu na morfoloski
sliénu vrstu H. sulcata, jedinke ove vrste su dugo bile van hladnog lanca, pa je procenjeno da
virusna nukleinska kiselina nije mogla biti oCuvana. Stoga su testirana ukupno 352 zbirna
uzorka, a proseCan broj krpelja po jednom zbirnom uzorku (pool-u) iznosio je 5,13 (+ 2,82)

(95% CI: 4,84 — 5,43).

3.2.3. Obrada i1 analiza podataka

Svi podaci relevantni za istrazivanje dobijeni determinacijom i diferencijacijom krpelja,
kao 1 rezultati laboratorijskog ispitivanja krpelja na prisustvo virusa KE uneti su u prethodno
kreirane baze podataka i analizirani u programu Excel. Za svako naseljeno mesto odredena je
gustina krpelja u jedinici vremena, odnosno broj prikupljenih krpelja po jednom satu, kao 1
struktura populacije krpelja u odnosu na vrstu. Odnos polova, odnosno seksualni indeks,

izracunat je kao broj Zenki u odnosu na ukupan broj muzjaka i zenki.

3.3. Metodologija utvrdivanja prisustva, ucestalosti i rasprostranjenosti

krpeljskog encefalitisa u populaciji ljudi na teritoriji Vojvodine

Ovaj deo istrazivanja sproveden je prospektivno od 1. avgusta 2021. do 31. oktobra
2022. godine, obuhvatajuci tri sezone najvece aktivnosti krpelja (septembar/ oktobar 2021, maj/

jun 2022. i septembar/ oktobar 2022. godine).

3.3.1. Nacin izbora, konstrukcija i veliina uzorka

Ispitanike ovog dela istrazivanja Cinili su pacijenti hospitalizovani na Klinici za
infektivne bolesti KCV, na infektivnim odeljenjima opstih bolnica na teritoriji Vojvodine, u
[Z7Z7ZDIOV 1 na Klinici za infektivne i tropske bolesti KCS u Beogradu, a koji mestom
prebivalista pripadaju teritoriji AP Vojvodine i1 kod kojih je na osnovu definicije slu¢aja ECDC-

a (opisana u poglavlju 1.7.2.) postavljena sumnja na KE.
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Nakon postavljanja sumnje na ovo oboljenje od strane nadleznog lekara/infektologa u
sklopu redovnih dijagnostickih procedura zapaljenja CNS-a, za koje je obezbedena pismena

saglasnost pacijenta, uzeti su krvni serum 1/ili likvor za laboratorijsko ispitivanje na virus KE.

3.3.2. Transport, skladiStenje i laboratorijsko ispitivanje uzoraka hospitalizovanih

pacijenata sa sumnjom na krpeljski encefalitis

Uzorci krvnog seruma 1 likvora su transportovani u Centar za virusologiju I1ZJZV u
rué¢nom frizideru, u rezimu hladnog lanca. U Centru za virusologiju, ¢uvani su u zamrziva¢ima
na -20° C.

Uzorci su testirani na prisustvo specificnih IgM 1 IgG antitela na virus KE
semikvantitativnim ELISA testovima.

U zavisnosti od dostupnosti, za laboratorijsko ispitivanje prisustva specifi¢nih IgG
antitela u krvnom serumu koriS¢ena su dva testa: FEuroimmun Anti-TBEV ELISA IgG
komercijalni kit (proizvodaca FEuroimmun, Liibeck, Nemacka) 1 SERION ELISA classic
FSME/TBE Virus IgG (proizvodaca Virion\Serion, Wiirzburg, Nemacka). Senzitivnost
Euroimmun Anti-TBEV ELISA IgG testa je 83%, a specificnost 71%, dok je senzitivnost
SERION ELISA classic FSME/TBE Virus IgG testa 94%, a specifi¢nost 67% (129).

Euroimmun Anti-TBEV ELISA IgG test se izvodio na potpuno automatizovanom aparatu
Euroimmun Analyzer 1-2P. Ukratko, razblazen uzorak krvnog seruma, kontrole (pozitivna i
negativna) i kalibrator su se prenosili na mikrotitarsku plo¢u, koja na sebi sadrzi udubljenja
ispunjena antigenima virusa KE. Nakon inkubisanja u trajanju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi (od 18-25° C) i ispiranja dodat je konjugat, koji sadrzi anti-humana IgG antitela,
obelezena peroksidazom. Nakon ponovnog inkubisanja u trajanju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi 1 ispiranja, dodat je supstrat i inkubisanje je ponovljeno. Kako bi se zaustavila
enzimska reakcija, nakon 15 minuta inkubisanja dodat je stopirajuci reagens. Intenzitet
obojenog proizvoda reakcije izmeren je na fotometru. Ekstinkcija uzorka ocitavana je na 450
nm uz koriS¢enje diferencijalnog filtera od 650 nm. Uporedo sa ispitivanim krvnim serumima,
u zasebnim udubljenima na mikrotitarskoj ploc¢i, obradeni su pozitivna i negativna kontrola, kao

1 kalibrator.
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Interpretacija rezultata testa je sprovedena u skladu sa preporukama proizvodaca na
osnovu racunanja slede¢eg odnosa:

odnos=ekstinkcija ispitivanog uzorka/ekstinkcija kalibratora

Na osnovu vrednosti dobijenog odnosa, rezultati su razvrstani u tri grupe:

o negativan rezultat — odnos <0,8
° granican rezultat — odnos = 0,8 do 1,1
o pozitivan rezultat — odnos >1,1

SERION ELISA classic FSME/TBE Virus IgG test je izveden prema uputstvu
proizvodaca. Sazeto, uzorci krvnog seruma nakon razblaZivanja, negativna kontrola i standard
(standardni serum) su preneti u duplikatu na mikrotitarsku plocu, koja sadrzi udubljenja
ispunjena antigenima virusa KE. Jedno polje u mikrotitarskoj ploci je ostavljeno prazno za slepu
probu supstrata (engl. blank). Primarno inkubisanje je obavljeno u trajanju od 60 minuta na
temperaturi od 37° C. Potom je dodat konjugat, koji sadrzi anti-humana IgG antitela, obeleZena
alkalnom fosfatazom, u sva polja mikrotitarske ploce, izuzev u slepu probu supstrata. Posle ovog
koraka, izvrSeno je sekundarno inkubisanje u trajanju od 30 minuta na temperaturi od 37° C.
Posle ispiranja, dodat je bezbojni supstrat p-nitrofenilfosfat u sva polja mikrotitarske ploce, pa
i u polje za slepu probu supstrata. Nakon ponovnog inkubisanja u trajanju od 30 minuta na
temperaturi od 37° C, dodat je reagens za zaustavljanje reakcije. Intenzitet signala obojenog
proizvoda reakcije (p-nitrofenol) proprocionalan je koncentraciji antitela u uzorku 1 meri se
fotometrijski. Opticka gustina (OD) uzoraka ocitana je na 405 nm u odnosu na slepu probu
supstrata i referentnu talasnu duzinu od 650 nm.

Za adaptaciju nivoa testa na 4 PL standardnu krivu izracunat je korekcioni faktor F,
deljenjem standardne referentne vrednosti opticke gustine (OD) naznacCene na sertifikatu
kontrole kvaliteta sa izmerenom i posledicnom standardnom OD vrednoS¢u, specificnom za
izvodenje testa.

MnoZenjem OD vrednosti, dobijenih iz uzoraka pacijenata, korekcionim faktorom F,
nivo svakog pojedina¢nog izvodenja testa podesava se na 4 PL standardnu krivu. Nakon

oduzimanja slepe probe supstrata od svih izmerenih OD vrednosti i izraCunavanja srednje OD
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vrednosti standardnog seruma (STD), testiranog u duplikatu, procena aktivnosti antitela iz

optickih merenih signala (OD) uzoraka pacijenata izvrSena je se na sledeci nacin:

. negativan rezultat <100 U/ml
o grani¢an rezultat = 100-150 U/ml
o pozitivan rezultat >150 U/ml

Za detekciju specifi¢nih IgM antitela u krvnom serumu koriséen je Euroimmun Anti-
TBEV ELISA IgM komercijalni kit, proizvodaca Euroimmun, Liibeck, Nemacka (senzitivnost i
specifi€nost ovog testa su 94%) (129). U skladu sa uputstvom proizvodaca tumaceni su rezultati

laboratorijskog testiranja, pa su krvni serumi klasifikovani kao TBEV IgM negativni (<0,8),

TBEV IgM granic¢ni (=0,8 do <1,1) i TBEV IgM pozitivni (>1,1). Test se izvodio na aparatu

Euroimmun Analyzer 1-2P, koji je potpuno automatizovan. Uzorci krvnog seruma su razblazeni
komercijalnim diluentom proizvodaca, koji sadrzi apsorbent reumatoidnog faktora, kako bi se
iskljucila moguénost nespecifi¢no (lazno) pozitivnih rezultata pri odredivanju specificnih IgM
antitela. Dalji postupak izvodenja testa i izraCunavanje rezultata izvrSeno je na isti nacin kao za
laboratorijsko ispitivanje prisustva specificnih IgG antitela, Sto je opisano prethodno u ovom
poglavlju.

Za testiranje uzoraka likvora, koriS¢eni su testovi dizajnirani za detekciju specifi¢nih
antitela na virus KE u likvoru. Zavisno od dostupnosti na trzistu, koriS¢ena su dva testa: Anti-
TBEV ELISA IgM (Euroimmun, Liibeck, Nemacka) (senzitivnost 94%, specifi¢nost 94%) 1
SERION ELISA classic FSME/TBE Virus IgM test (proizvodaca Virion\Serion, Wiirzburg,
Nemacka) (senzitivnost 99%, specificnost 99%). Prema uputstvu proizvodaca, tumaceni su

rezultati laboratorijskog ispitivanja, pa su uzorci likvora klasifikovani kao TBEV IgM pozitivni

(=5U) ili kao TBEV IgM negativni (<5U) prema Euroimmu testu, a prema Virion\Serion testu

kao TBEV IgM negativni (<10), TBEV IgM grani¢ni (10-15 U/ml) i TBEV IgM pozitivni (>15).
Za racunanje indeksa antitela tokom izvodenja Virion\Serion testu koriséen je Virion EasyCSF
softver.

Zbog moguc¢ih unakrsnih seroloskih reakcija sa drugim virusima iz porodice
Flaviviridae, svi seropozitivni 1 grani¢ni uzorci, dobijeni tokom testiranja ELISA testom,

prosledeni su laboratoriji u Ceskoj (Laboratory of Emerging Viral Infections, Veterinary
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Research Institute, Brno, Czech Republic) radi postavljanja konacne dijagnoze virus
neutralizacionim testom (VNT). Uzorci su poslati brzom poStom, zamrznuti na “suvom ledu”
uz prate¢u dokumentaciju.

Metodologija izvodenja virus neutralizacionog testa u laboratoriji u Ceskoj Republici
opisana je ranije (130). SazZeto, toplotom inaktivisani i dvostruko razblaZzeni serumi su
inkubisani, u trajanju od 90 minuta na temperaturi od 37° C, u mikrotitarskim plocama sa 96
polja u kojima se nalazi virus KE (soj Hypr) iz zbirke arbovirusa Bioloskog centra Ceske
akademije nauka. U ovom periodu, ukoliko su prisutna specificna antitela protiv virusa KE u
serumu, reagovace sa dodatim virusom i neutralisa¢e njegovu infektivnost. Zatim je smeSama
dodata PS kultura ¢elija (¢elije dobijene od svinjskih bubrega) i inkubisanje je nastavljeno jos
pet dana, nakon ¢ega je pomocu invertnog svetlosnog mikroskopa oc€itan citopatogeni efekat.
Najvece razblazenje seruma, koje inhibira citopatogeni efekat, smatralo se titrom krajnje tacke.

Uzorci sa recipro¢nim titrom >1/10 smatrani su pozitivnim (130).

3.3.3. Prikupljanje podataka putem upitnika, analiza i obrada rezultata

Po prijemu prijave o seropozitivnom ili granicnom rezultatu ELISA testa iz laboratorije
Centra za virusologiju 1ZJZV, glavni istraziva¢ je popunjavao anketni upitnik na osnovu
razgovora sa pacijentom ili njegovim roditeljem/ starateljem i nadleznim lekarima (Prilog 3).
Ukoliko zdravstveno stanje pacijenata nije dozvoljavalo anketiranje, podaci relevantni za
upitnik uzeti su samo od nadleznog lekara ili prepisani iz istorije bolesti. U upitniku su sadrzana
pitanja o socio-demografskim karakteristikama pacijenata, zatim laboratorijski, klinicki 1
epidemioloski podaci, kao 1 podaci o vakcinalnom statusu pacijenta i komorbiditetima.

Prikupljeni podaci su uneti u posebno kreiranu bazu podataka u programu Excel sa
zaSti¢enim pristupom, kako bi se obezbedili uslovi za hronolosku, topografsku i demografsku

analizu.
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3.4. Metodologija seroepidemiolos$kog ispitivanja prokuZenosti stanovnika Vojvodine na

virus krpeljskog encefalitisa
3.4.1. Nacin izbora, konstrukcija i veli¢ina uzorka

Grupa stanovnika Vojvodine van podrucja Fruske gore sastavljena je od 1000 uzoraka
iz banke krvnih seruma IZJZV, §to ¢ini 0,05% ukupnog broja stanovnika Vojvodine, bez 49
naseljenih mesta Fruske gore. Cinili su je samo serumi ispitanika, koji mestom prebivalista ne
pripadaju fruSkogorskoj regiji, a koji su prikupljeni u periodu od aprila 2015. do februara 2016.
godine. Topografska distribucija kontrolne grupe je izracunata prema Popisu stanovnistva
Republike Srbije iz 2011. godine, a kako bi se postigla geografska reprezentativnost, iz svakog
okruga je ukljucen podjednak procenat (0,05%) ispitanika.

Grupa stanovnika Fruske gore se sastojala od 1000 uzoraka rezidualnih krvnih seruma,
prikupljenih od stanovnika svih naseljenih mesta na teritoriji FruSke gore (ukupno 49), $to ¢ini
1,19% ukupne populacije ove regije. Naseljena mesta fruskogorske regije prikazana su na mapi
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Uzorak je prethodno stratifikovan po polu i uzrastu u skladu sa Popisom stanovnistva
Republike Srbije iz 2011. godine, ¢ime je postignuta demografska reprezentativnost za regiju
Fruske gore. Da bi se dobila i geografska reprezentativnost uzorka, procentualna zastupljenost
ispitanika (1,19%) iz svakog naselja je bila jednaka. Ispitanici muSkog 1 Zenskog pola su jednako
zastupljeni unutar uzorka. Na ovaj nacin je unapred odreden broj ispitanika, koji ¢e u¢i u uzorak
iz svakog fruskogorskog naseljenog mesta.

Svakom ispitaniku iz grupe stanovnika Fruske gore odgovarao je jedan ispitanik istog
pola i uzrasta + 1-2 godine iz grupe stanovnika Vojvodine van fruSkogorske regije.

Pri formiranju grupe ispitanika sa teritorije Fruske gore, rezidualni krvni serumi su se
prikupljali u laboratorijama IZJZV, OB Sremska Mitrovica, DZ Beoc¢in, Indija, Irig, Novi Sad,
Sremska Mitrovica, Bac¢ka Palanka i Sid. Pre pocetka istraZivanja svakoj od ovih laboratorija
dostavljena je tabela sa potrebnim brojem ispitanika sa teritorije njihove nadleznosti,
rasporedenih u odnosu na pol, uzrast i mesto prebivalista.

Izbor ispitanika obavljalo je prethodno obuceno laboratorijsko osoblje, u skladu sa
kriterijumima za uklju¢ivanje ispitanika u istrazivanje, odnosno isklju¢ivanje iz istrazivanja.

Ucesc¢e u seroepidemioloSkom istrazivanju je bilo dobrovoljno i na bazi informisanog
pristanka, a ispitanici su imali pravo da odustanu od ucestvovanja u istrazivanju u bilo kom
momentu.

Svaki ispitanik je usmeno 1 pismeno informisan o ciljevima istrazivanja i tek nakon $to
je dao pisanu saglasnost za ucestvovanje u istrazivanju, laboratorijsko osoblje je odvojilo
rezidualni krvni serum za potrebe istrazivanja. Za decu uzrasta do 15 godina, informisanu
saglasnost za u¢eSce u istrazivanju potpisivali su roditelji ili staratelji.

Eppendorf mikrotube sa rezidualnim krvnim serumom su obelezavane brojem, ¢ime je
obezbedena anonimnost ispitanika.

Nakon toga, laboratorijsko osoblje je popunjavalo listu uzoraka, koja sadrzi redni broj
krvnog seruma (isti kao na eppendorf mikrotubi), datum uzorkovanja, zatim osnovne generalije
ispitanika (pol, mesec i godina rodenja, mesto stanovanja i zanimanje) i podatak o prethodnom
ubodu krpelja (Prilog 4).

U Centru za virusologiju IZJZV eppendorf mikrotube sa rezidualnim krvnim serumima su dalje
Sifrirane, tj. obelezavane rednim brojevima, a dodeljena Sifra ispitanika i prate¢i podaci iz liste

uzoraka unosili su se u prethodno kreiranu bazu podataka u programu Excel.

39



Doktorska disertacija Tatjana Pustahija

3.4.2. Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje i isklju¢ivanje iz istrazivanja

pri formiranju studijske grupe

1. Kriterijum za ukljucivanje u istrazivanje su:

o Indikovano vadenje krvi u sklopu laboratorijskog ispitivanja nekog oboljenja ili
zbog sistematskog pregleda

o Informisani pristanak na ispitivanje (za uzrasta do 15 godina, saglasnost za
ucestvovanje u istrazivanju davali su roditelji ili staratelji).

2. Kriterijumi za iskljucivanje iz studije su:

. Primanje transfuzije krvi ili njenih derivata u poslednjih Sest meseci

o Imunosupresivna stanja i bolesti

Prethodna vakcinacija protiv krpeljskog encefalitisa ili Zute groznice

3.4.3. Transport i skladiStenje uzoraka rezidualnih krvnih seruma

U laboratorijama, u kojima su uzorkovani, rezidualni krvni serumi su ¢uvani u frizideru
do sedam dana ili u zamrzivacu na -20° C do transporta. Transportovani su postujuci hladni
lanac (u ru¢nom frizideru, na temperaturi 2 do 8° C) ka IZJZV. Uz serume su transportovane i
liste uzoraka i potpisane saglasnosti ispitanika.

U Centru za virusologiju IZJZV, uzorci krvnih seruma prikupljeni na terenu za potrebe

ovog istrazivanja, kao i uzorci banke krvnih seruma, skladisteni su u zamrziva¢ima na -20° C.

3.4.4. Laboratorijsko ispitivanje rezidualnih krvnih seruma na prisustvo specifi¢nih IgG

antitela na virus krpeljskog encefalitisa

Laboratorijsko ispitivanje uzoraka krvnih seruma sprovedeno je u Centru za virusologiju
[ZJZV. Prisustvo specifi¢nih IgG antitela na virus KE u uzorcima krvnih seruma obe grupe
ispitanika detektovano je semikvantitativnim ELISA testovima. Za detekciju specifi¢nih IgG
antitela u krvnom serumu ispitanika koris¢en je isti test kao za laboratorijsko ispitivanje krvnih

seruma tokom ispitivanja prisustva, ucestalosti i rasprostranjenosti krpeljskog encefalitisa u
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populaciji ljudi na teritoriji Vojvodine. Detaljan postupak izvodenja testova i izracunavanje
rezultata opisani su u poglavlju 3.3.2.

Zbog moguc¢ih unakrsnih seroloskih reakcija sa drugim virusima iz porodice
Flaviviridae, krvni serumi sa pozitivnim i1 grani¢nim rezultatima, dobijenim ELISA testom,
prosledeni su u laboratoriju u Austriji (Department of Virology, Medical University of Vienna)
ili laboratoriju u Ceskoj Republici (Laboratory of Emerging Viral Infections, Veterinary
Research Institute, Brno, Czech Republic) u cilju laboratorijske potvrde primenom virus
neutralizacionog testa.

Virus neutralizacioni test u laboratoriji u Becu je izveden po ranije opisanoj
metodologiji (131). Ukratko, za VNT koris¢ene su ¢elije bubrega mladunceta hrécka (BHK-21)
1 Neudoerfl soj virusa KE. Dvostruka serijska razblaZzenja krvnih seruma, prethodno
inaktivisanog toplotom da bi se otklonili nespecifi¢ni inhibitori, pomeSana su sa virusom i
inkubisana na temperaturi od 37° C u trajanju od jednog sata. Tokom vremena inkubacije,
ukoliko u krvnom serumu postoje specificna antitela, ona ¢e se vezati za virus i neutralisace
infektivnost virusa.

Zatim je suspenziji dodata BHK-21 kultura celija (Celije dobijene od bubrega
mladunceta hr¢ka) i inkubisanje je nastavljeno jo$ tri dana. Izostanak citopatogenog efekta u
kulturi ¢elija u odnosu na kontrolu virusa (kultura ¢elija u kojoj je inokulisan samo virus),
pokazuje da u ispitivanom serumu ima specificnih antitela, koja su neutralisala infektivnost
virusa. Posto citopatogeni efekat izazvan virusom KE nije dovoljno karakteristican i vidljiv za
lako ocitavanje, prisustvo virusa je odredeno ELISA testom. Titar neutralizacije virusa je
definisan kao recipro¢na vrednost razblazenja seruma, koje je dalo smanjenje od 90% tokom

oCitavanja apsorpcije u poredenju sa kontrolom bez specificnih antitela. Titar neutraliSuc¢ih

antitela =10 smatran je pozitivnim. Prilikom svakog testiranja, kontrola virusa i tri pozitivna (sa

specificnim anti-KE virusnim antitelima) i jedan negativan serum (bez specifi¢nih antivirusnih
antitela) koris¢eni su kao kontrole (131).

Virus neutralizacioni test u laboratoriji u Ceskoj (Laboratory of Emerging Viral Infections,
Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic) sproveden je po metodologiji opisanoj u

poglavlju 3.3.2.

41



Doktorska disertacija Tatjana Pustahija

3.2.5. Obrada i analiza podataka

Rezultati dobijeni seroloskim laboratorijskim ispitivanjima unosili su se u bazu podataka
u programu Excel i na osnovu njih je izracunata seroprevalencija specifi¢nih IgG antitela protiv
virusa KE u studijskoj i kontrolnoj grupi. Seroprevalencija je izraCunata kao procenat
seropozitivnih u odnosu na ukupan broj testiranih uzoraka krvnih seruma.

Nakon toga je izvrSeno poredenje seroprevalencija ove dve grupe, a analizirane su i
seroprevalencije u odnosu na pol, uzrast, mesto stanovanja ispitanika, zanimanje i prethodni

ubod krpelja.

3.5. Statisticka obrada podataka

Podaci prikupljeni istrazivanjem obradeni su i analizirani u Centru za kontrolu i
prevenciju bolesti IZJZV. Za obradu i prezentaciju podataka (tabele i grafikoni) koriS¢eni su
programi Microsoft Word 2016, Microsoft Excel 2016 i Power Point 2016, a za mapiranje
Quantum GIS (QGIS), verzija 3.10. StatistiCka obrada podataka izvrSena je pomocu softverskog
paketa IBM SPSS Statistics 21.

Atributivna obeleZja su prikazana kao frekvencije i relativni brojevi (procenti), a
numericka kao srednje vrednosti, standardne devijacije (SD), intervali poverenja (CI), medijane
1 interkvartilni opsezi (IQR).

Komparacija vrednosti obelezja izvrSena je primenom Pirsonovog hi-kvadrat testa (%)
(Pearson's chi-square test) ili FiSerovog egzaktnog testa (Fisher's exact test) u zavisnosti od
toga da li je frekvencija obelezja veca ili manja od 5 jedinica.

Ispitivanje mogucée povezanosti dva ili viSe obelezja izvrSeno je univarijantnom i
multivarijantnom logistickom regresionom analizom. Na ovaj nacin analizirane su varijable pol
1 uzrast u odnosu na seropozitivnost na virus KE. Da bi se izrazila snaga povezanosti, izraCunat
je unakrsni odnos (Odds ratio, OR) sa odgovaraju¢im intervalom poverenja od 95% (95% CI).

Ispitanici su na osnovu delatnosti podeljeni na 18, zatim dodatno rasporedeni u Cetiri
grupe: ispitanici koji ve¢inu radnog vremena provode u zatvorenom prostoru, ispitanici koji

posao vecinom obavljaju na otvorenom, grupa sa vise slobodnog vremena i grupa koju Cine
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deca, ucenici i studenti (Prilog 5). Statisti¢ki zna¢ajnim su smatrane vrednosti nivoa znacajnosti

p<0.05. Rezultati su prikazani tabelarno, graficki i putem mapa.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati utvrdivanja prisustva virusa krpeljskog encefalitisa i odredivanje

njegove prevalencije u populaciji krpelja prikupljenih na teritoriji Fruske gore

4.1.1. Rezultati laboratorijskog testiranja krpelja na prisustvo virusa krpeljskog

encefalitisa

Laboratorijskim ispitivanjem 1805 jedinki krpelja, razvrstanih u 352 zbirna uzorka u
odnosu na mesto uzorkovanja, vrstu, pol i stadijum, ni u jednom uzorku PCR metodom nije
detektovana nukleinska kiselina virusa krpeljskog encefalitisa.

Kako prisustvo RNK virusa nije dokazano u pregledanim uzorcima, nisu se stekli uslovi
za planirano odredivanje prevalencije virusa KE u krpeljima sa teritorije Fruske gore, kao ni za

sekvencioniranje genoma i filogenetske analize.

4.1.2. Brojnost i distribucija prikupljenih krpelja na teritoriji Fruske gore prema polu i

razvojnom stadijumu
Tokom perioda istrazivanja, u 49 naseljenih mesta na teritoriji Fruske gore i u njihovoj

okolini sakupljena je i determinisana ukupno 1931 jedinka krpelja. Kako su uzorkovane sa

povrsine vegetacije, sve jedinke su bile nenahranjene.
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U odnosu na sezonu, broj prikupljenih krpelja varirao je od 84 u sezoni 2020. godine do

1556 u sezoni 2022. godine, zavisno od meteoroloskih uslova i vremena provedenog na terenu

(Tabela 1, Mapa 3).

Tabela 1. Broj prikupljenih krpelja u odnosu na sezonu uzorkovanja

Godina Mesec Broj jedinki %
Jun 94 4,87
Jul 16 0,83
Avgust 3 0,16
2019 Septembar 97 5,02
Oktobar 81 4,19
Meduzbir 291 15,07
Maj 84 4,35
2020 Meduzbir 84 4,35
Mart 217 11,24
April 363 18,80
2022 Maj 847 43,86
Jun 129 6,68
Meduzbir 1556 80,58
Ukupno 1931 100,00
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Mapa 3. Prikaz lokaliteta na kojima su prikupljeni krpelji po godinama

Prosecan broj jedinki, koji je prikupljen po jednom satu uzorkovanja iznosi 9,41 (£ 8,58) (95% CI: 6,95— 11,88). Najveci prosecan broj jedinki
po satu (41,50/sat) prikupljen je u mestu Privina Glava u Opétini Sid, a najmanji u Starom Slankamenu (0,94/sat) u Opétini Indija. Zna¢ajan prose¢an
broj krpelja po satu prikupljen je 1 u okolini naseljenih mesta Erdevik (kod jezera Bruje) (35,33/sat), Jazak (u blizini manastira) (24,00/sat) i Sremski

Karlovci (Strazilovo) (21,33/sat) (Tabela 2).
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Tabela 2. Broj prikupljenih krpelja po satu u naseljenim mestima FruSke gore

Broj . Broj . Broj . Broj .
Red.' Naseljeno mesto prikupljenih p .rlkgpllenlh Red.' Naseljeno mesto prikupljenih p .rlkgpllenlh
broj g jedinki po broj g jedinki po
jedinki jedinki
satu satu
1 Nestin 36 7,20 26 Neradin 36 5,14
2 Vizié 45 18,00 27 Rivica 30 1,20
3 Banostor 60 13,33 28 Bukovac 39 15,60
4 Beocin 97 12,13 29 Ledinci 39 7,09
5 Grabovo 52 17,33 30 Stari Ledinci 36 10,29
6 Lug 38 7,60 31 Sremska Kamenica 32 5,33
7 Rakovac 21 3,00 32 Sremski Karlovci 96 21,33
8 Svilo§ 44 12,57 33 Besenovacki Prnjavor 51 10,20
9 Susek 30 5,45 34 Besenovo 29 11,60
10 Cerevié 37 14,80 35 Grgurevci 28 1,12
11 Beska 31 1,19 36 Divo$ 44 14,67
12 Kréedin 31 10,33 37 Stara Bingula 34 1,70
13 Maradik 29 1,16 38 Lezimir 29 1,53
14 Novi Slankamen 29 0,97 39 Sisatovac 25 0,96
15 Slankamenacki 47 18,80 40 Mandelos 31 111
Vinogradi
16 Stari Slankamen 29 0,94 41 Suljam 34 4,86
17 Cortanovci 31 1,11 42 Berkasovo 30 10,00
18 Velika Remeta 33 9,43 43 Bingula 29 1,04
19 Vrdnik 32 7,11 44 Erdevik 106 35,33
20 Grgeteg 35 6,36 45 Ljuba 32 10,67
21 Irig 34 11,33 46 Molovin 30 12,00
22 Jazak 36 24,00 47 Privina Glava 83 41,50
23 Krusedolski Prnjavor 29 1,93 48 Biki¢ Do 33 4,13
24 Krusedol Selo 30 12,00
25 Mala Remeta 31 12,40 4 Sot 28 2,33
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U uzorku od ukupno sakupljene 1931 jedinke krpelja, najvec¢i udeo od 72,76% (N=1405)
zauzimaju adulti, s tim da procentualno ucesée muzjaka iznosi 37,65% (N=727), a zenki 35,11%
(N=678). Kada se dalje analizira distribucija prema razvojnim stadijumima, u prikupljenom
uzorku, nimfe krpelja su prisutne u 27,19% (N=525), dok je najmanje prikupljeno larvi (N=1;
0,05%) (Grafikon 1). Odrasle jedinke su u prikupljenom uzorku statisti¢ki znacajno
zastupljenije u odnosu na nimfe (y?=401244; p<0,001).

Nimfa L

N=525 \J

27,19% A

Zenka
N=678
3511%

Grafikon 1. Distribucija prikupljenih krpelja na teritoriji FruSke gore prema polu i razvojnom

stadijumu

4.1.3. Pregled prikupljenih vrsta krpelja na teritoriji Fruske gore

Determinacijom, prema morfolosko-zooloskim klju¢evima, u odnosu na najvaznije
morfoloske karakteristike na dorzalnoj i ventralnoj strani jedinki, na teritoriji Fruske gore
registrovano je prisustvo pet vrsta krpelja, koji pripadaju rodovima: Ixodes, Haemaphysalis,

Dermacentor 1 Rhipicephalus. 1z roda Haemaphysalis registrovane su dve vrste: H. punctata
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Canestrini 1 Fanzago, 1878 (Slika 5) i H. concinna Koch, 1844 (Slika 6) i po jedna vrsta iz
rodova Ixodes (I. ricinus Linnaeus, 1758) (Slika 7), Dermacentor (D. marginatus Sulzer, 1776)

(Slika 8) 1 Rhipicephalus (R. sanguineus, Latreille, 1804) (Slika 9).

Slika 5. Morfoloske karakteristike krpelja vrste H. punctata; a. Zenka sa dorzalne i ventralne

strane; b. MuZjak sa dorzalne i ventralne strane (foto: Pustahija T.)
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Slika 6. MorfoloSke karakteristike krpelja vrste H. concinna; a. MuZjak sa dorzalne i
ventralne strane; b. Cornua i izraStaj na trohanteru prvog para nogu; c. Treéi segmenti palpi

u obliku klesta i izrastaj na prvom paru koksi; d. Nimfa sa dorzalne i ventralne strane (foto:
Pustahija T.)
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-

Slika 7. Morfoloske karakteristike krpelja vrste I. ricinus; a. Zenka sa dorzalne i ventralne
strane; b. MuZjak sa dorzalne i ventralne strane; c. Nimfa sa dorzalne i ventralne strane; d.

Larva sa ventralne strane (foto: Pustahija T.)
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Slika 8. Morfoloske karakteristike krpelja vrste D. marginatus; a. Zenka sa dorzalne i

ventralne strane; b. MuZjak sa dorzalne i ventralne strane; c. Koksa prvog para nogu (foto:

Pustahija T.)
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Slika 9. MorfoloSke karakteristike muZjaka vrste R. sanguineus sa dorzalne i ventralne strane

(foto: Pustahija T.)

4.1.4. Brojnost 1 distribucija pojedinih vrsta krpelja na teritoriji Fruske gore prema polu

1 razvojnom stadijumu
Po brojnosti se izdvaja vrsta I. ricinus, koja u prikupljenom uzorku uzima ucesée od

89,49% (N=1728) 1 statisti¢ki je znaCajno zastupljenija u odnosu na sve druge vrste

(¥*=1204,363; p=0,000) (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Ulesce pojedinih vrsta u ukupnom broju prikupljenih krpelja na teritoriji FruSke

gore

Vrsta 1. ricinus je zastupljena u svih 49 naseljenih mesta fruskogorske regije, dok su
vrste iz roda Haemaphysalis, H. concinna 1 H. punctata, prikupljene u 16 (32,65%), odnosno 15
(30,61%) naseljenih mesta, redom. Malobrojne jedinke vrste D. marginatus prikupljene su u
Sest naseljenih mesta, a R. sanguineus je naden samo u jednom.

Vrsta [ ricinus je dominantna u 46 (preko 90%) naseljenih mesta fruSkogorske regije,
izuzev Iriga, Bukovca i Velike Remete, gde dominira vrsta H. punctata, sa uceS¢em od 73,53%,
58,97% 1 45,45%, redom. Apsolutna dominacija (100%) vrste 1. ricinus registrovana je u skoro

polovini naseljenih mesta (N=23; 46,94%) (Mapa 4, Tabela 3).
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» Legenda
0 7.5 15 km A 1 ricinus
| — <> H punctata
O H concinna
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*  Centar naseljenog mesta

Mapa 4. Prikaz prikupljenih vrsta krpelja po naseljenim mestima FruSke gore
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Tabela 3. Zastupljenost pojedinih vrsta krpelja prema naseljenom mestu na teritoriji FruSke gore

Opstina Naseljeno mesto A ]’;f'fl;ous H. %nycotata H. CKI?CO/T”“ D. mjt:;;g;/:mtus R. sa]l\cffl;:neus Ukupno
Opstina Backa Nestin 36 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 36
Palanka Vizié 30 66,67 0 0,00 15 33,33 0 0,00 0 0,00 45
Banostor 42 70,00 | 11 18,33 4 6,67 3 5,00 0 0,00 60
Beocin 97 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 97
Grabovo 38 73,08 | 12 23,08 0 0,00 2 3,85 0 0,00 52
Opstina Lug 37 97,37 0 0,00 0 0,00 1 2,63 0 0,00 38
Beocin Rakovac 20 95,24 0 0,00 1 4,76 0 0,00 0 0,00 21
Svilos 38 86,36 3 6,82 3 6,82 0 0,00 0 0,00 44
Susek 28 93,33 2 6,67 0 0,00 0 0,00 0 0,00 30
Cerevi¢ 36 97,30 0 0,00 1 2,70 0 0,00 0 0,00 37
Beska 31 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 31
Kréedin 31 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 31
Maradik 29 | 100,00 | 0O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 29
o .. Novi Slankamen 28 96,55 0 0,00 1 3,45 0 0,00 0 0,00 29
OpStina Indija Slankamenacki
. : 45 95,74 2 4,26 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Vinogradi 47
Stari Slankamen 29 | 100,00 | 0O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 29
Cortanovci 30 96,77 0 0,00 1 3,23 0 0,00 0 0,00 31
Velika Remeta 12 36,36 | 15 45,45 6 18,18 0 0,00 0 0,00 33
Vrdnik 32 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 32
Grgeteg 25 71,43 9 25,71 1 2,86 0 0,00 0 0,00 35
Opétina Irig Irig 9 26,47 | 25 73,53 0 0,00 0 0,00 0 0,00 34
Jazak 36 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 36
Krusedolski Prnjavor | 29 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 29
Krusedol Selo 30 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 30
Mala Remeta 30 96,77 0 0,00 0 0,00 1 3,23 0 0,00 31
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Nastavak Tabele 3
Opitina Naseljeno mesto L ]r\tlft;)us H. Iz)\t];nl;)tata H. cxf;zco/inna D. m;:}r,:glzmtus R. sa]l\zlft‘zneus Ukupno
Opstina Irig Neradin 33 91,67 3 8,33 0 0,00 0 0,00 0 0,00 36
Rivica 30 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 30
Bukovac 13 33,33 | 23 58,97 1 2,56 0 0,00 2 5,13 39
Opstina Novi Ledinci 39 | 100,00 | 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 39
Sad Stari Ledinci 36 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 36
Sremska Kamenica 31 96,88 0 0,00 0 0,00 1 3,13 0 0,00 32
Opstina
Sremski Sremski Karlovci 96 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 96
Karlovci
Besenovacki 31 | 60,78 | 13 | 25,49 6 |11,76 | 1 1,96 | 0 0,00 51
Prnjavor
Besenovo 29 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 29
" Grgurevci 28 |1100,00 | 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 28
s?gilsﬁ Divos 31 | 7045 | 12 | 2727 1 2,27 0 0,00 | 0 0,00 44
Mitrovica Stara Blngula 34 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 34
Lezimir 29 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 29
Sigatovac 25 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 25
Mandelos 31 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 31
Suljam 31 91,18 3 8,82 0 0,00 0 0,00 0 0,00 34
Berkasovo 30 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 30
Bingula 29 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 29
Erdevik 100 | 94,34 0 0,00 6 5,66 0 0,00 0 0,00 106
Opitina Sid Ljuba% 31 96,88 0 0,00 1 3,13 0 0,00 0 0,00 32
Molovin 27 90,00 2 6,67 1 3,33 0 0,00 0 0,00 30
Privina Glava 82 98,80 0 0,00 1 1,20 0 0,00 0 0,00 83
Biki¢ Do 26 78,79 7 21,21 0 0,00 0 0,00 0 0,00 33
Sot 28 | 100,00 | O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 28
Ukupno 1728 | 89,49 | 142 7,35 50 2,59 9 0,47 2 0,10 1931
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Uzimajuéi u obzir odnos polova prikupljenih jedinki, ustanovljeno je da u ukupnom
uzorku prikupljenom tokom perioda istraZzivanja neznatno dominiraju muzjaci (Si=0,48).
Medutim, kada se odnos polova analizira u odnosu na lokalitete uzorkovanja, dominacija zenki
utvrdena je u priblizno 50% naseljenih mesta Fruske gore, a seksualni indeks (Si) u tim mestima
kre¢e se u rasponu od 0,52 do 1. Apsolutna dominacija Zenki uoc¢ena je u mestu Ljuba (Si=1).
U jednom mestu (Rakovac), zastupljenost polova je jednaka (Si=0,5) (Grafikon 3).

Ako se zasebno posmatra vrsta 1. ricinus, koja je 1 primarni vektor KE, u prikupljenom
uzorku zabeleZena je dominacija Zenki ove vrste u odnosu na muzjake u 25 (preko 50%)
naseljenih mesta, sa rasponom seksualnog indeksa od 0,52 do 1. U Ljubi i Velikoj Remeti

muzjaci vrste /. ricinus nisu prikupljeni (Si=1), pa Zenke apsolutno dominiraju.
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Grafikon 3. Odnos polova (seksualni indeks) prikupljenih krpelja po naseljenim mestima

FrusSke gore
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Analiza prikupljenih vrsta krpelja prema razvojnim stadijumima pokazuje zastupljenost
adulta kod svih pet vrsta, pri ¢emu su adulti vrste /. ricinus najbrojniji i ¢ine 88,54% svih
prikupljenih adultnih stadijuma u uzorku. Stadijum nimfe prisutan je kod vrsta I. ricinus 1 H.
concinna, uz dominaciju nimfi vrste I ricinus sa udelom od 92,00% u ukupnom broju
prikupljenih nimfi. Jedna prikupljena larva pripada vrsti /, ricinus, te su u prikupljenom uzorku
sva tri stadijuma razvoja krpelja prisutna samo kod ove vrste.

U ukupnom broju prikupljenih jedinki vrste /. ricinus (N=1728), adulti dominiraju sa
procentualnim uce$¢em od 71,99%. Apsolutna dominacija (100,00%) adultnog stadijuma
razvoja prisutna je kod vrsta H. punctata, D. marginatus i R. sanguineus. Kod vrste H. concinna

brojnije su nimfe sa udelom od 84,00% (Tabela 4).

Tabela 4. Broj prikupljenih krpelja prema identifikovanoj vrsti u odnosu na razvojni stadijum

Vrsta Stadijum Broj jedinki % Ukupno
Adult 1244 71,99

L ricinus Nimfa 483 27,95 1728
Larva 1 0,06

H. punctata Adult 142 100,00 142
Adult 8 16,00

H. concinna 50
Nimfa 42 84,00

D. marginatus Adult 9 100,00 9

R. sanguineus Adult 2 100,00 2

Ukupno 1931 100,00 1931
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4.2. Rezultati utvrdivanja prisustva, ucestalosti i rasprostranjenosti krpeljskog

encefalitisa u populaciji ljudi na teritoriji Vojvodine

U periodu od 1. avgusta 2021. do 31. oktobra 2022. godine, na teritoriji Vojvodine nisu
registrovani potvrdeni slucajevi krpeljskog encefalitisa. Planirana analiza hronoloske,
demografske i1 topografske distribucije ove bolesti, kao ni profesionalne izloZenosti obolelih,
nije mogla biti sprovedena.

Tokom perioda istrazivanja, kod ukupno 86 hospitalizovanih pacijenata postavljena je
sumnja na virusno zapaljenje CNS-a, €iji bi etioloSki uzrocnik mogao biti i virus KE. U
ukupnom uzorku pacijenata sa sumnjom na KE, osobe muskog pola su skoro dvostruko
zastupljenije u odnosu na osobe Zenskog pola (M:Z=1,97:1).

Najmladi pacijent imao je 20, a najstariji 90 godina. Vise od polovine pacijenata
(55,81%) je starijeg uzrasta (60 i vise godina), s tim da najvece procentualno ucesée od 25,58%
zauzimaju pacijenti uzrasta 70-79 godina.

Slucajevi sumnje na KE registrovani su u svim okruzima Vojvodine, a najveci procenat
(priblizno 70%) mestom prebivaliSta pripada Juznobackom okrugu 1 Opstini Novi Sad (preko
40%). Najcesce postavljena klinicka dijagnoza bolesti je encefalitis sa uces¢em od priblizno
70%.

Laboratorijskim ispitivanjem prikupljenih uzoraka krvnih seruma i/ili likvora 86
pacijenata kod kojih je postavljena sumnja na KE, prisustvo specificnih IgM antitela dokazano
je ELISA testom u likvoru osam (9,30%) pacijenata, dok su tri uzorka imala grani¢an rezultat
(3,49%). Svi testirani uzorci krvnih seruma bili su negativni na prisustvo IgM i IgG antitela
protiv virusa KE (Tabela 5).

Daljim laboratorijskim ispitivanjem osam IgM pozitivnih i tri grani¢na likvora virus
neutralizacionim testom, specifi¢na neutraliSuca antitela na virus KE nisu dokazana ni u jednom

uzorku.
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Tabela 5. Karakteristike ispitanika i rezultati laboratorijskog ispitivanja na prisustvo

specificnih antitela na virus krpeljskog encefalitisa u uzorku pacijenata sa sumnjom na

krpeljski encefalitis

Ukupno ELISA pozitivan ELISA granic¢an
Karakteristike rezultat rezultat

N=86 | % N=8 | % N=3 | %

Pol
Muski 57 66,28 5 8,77 1 1,75
Zenski 29 33,72 3 10,34 2 6,90
Uzrasne grupe
0-19 0 0 0 0 0 0
20-29 5 5,81 1 20,00 0 0,00
30-39 12 13,95 2 16,67 0 0,00
4049 13 15,12 2 15,38 1 7,69
50-59 8 9,30 1 12,50 0 0,00
60-69 17 19,77 0 0,00 0 0,00
70-79 22 25,58 2 9,09 2 9,09
> 80 9 10,47 0 0,00 0 0,00
Okrug
Juznobacki 61 70,93 6 9,84 1 1,64
JuZnobanatski 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Severnobacki 4 4,65 1 25,00 0 0,00
Severnobanatski 7 8,14 0 0,00 1 14,29
Srednjebanatski 5 5,81 1 20,00 1 20,00
Sremski 4 4,65 0 0,00 0 0,00
Zapadnobacki 4 4,65 0 0,00 0 0,00
Opstina
Ada 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Apatin 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Bac 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Backa Palanka 6 6,98 2 33,33 2 33,33
Backi Petrovac 5 5,81 0 0,00 0 0,00
Becej 2 2,33 0 0,00 0 0,00
Beocin 3 3,49 1 33,33 1 33,33
Kikinda 2 2,33 0 0,00 0 0,00
Kovacica 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Kula 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Novi Knezevac 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Novi Sad 37 43,02 2 5,41 2 5,41
Secanj 1 1,16 0 0,00 0 0,00
Senta 3 3,49 0 0,00 0 0,00
Sid 2 2,33 0 0,00 0 0,00
Sombor 2 2,33 0 0,00 0 0,00
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Nastavak Tabele 5

Ukupno ELISA pozitivan ELISA grani¢an
Karakteristike rezultat rezultat

N=86 | % N=8 | % N=3 | %

Opstina
Sremska Mitrovica 2 2,33 0 0,00 0 0,00
Subotica 4 4,65 1 25,00 1 25,00
Temerin 3 3,49 1 33,33 1 33,33
Titel 2 2,33 0 0,00 0 0,00
Zabalj 2 2,33 0 0,00 0 0,00
Zrenjanin 4 4,65 1 25,00 1 25,00
Godina uzorkovanja
2021 25 40,98 1 4,00 0 0,00
2022 61 59,02 7 11,48 3 4,92
Klini¢ka dijagnoza
Mijelitis 2 2,33 0 0,00 0 0,00
Meningitis 15 17,44 3 20,00 0 0,00
Encefalitis 60 69,77 4 6,67 2 3,33
Meningoencefalitis 9 10,49 1 11,11 1 11,11

4.3. Rezultati seroepidemioloSkog ispitivanja prokuZenosti stanovnika Vojvodine

na virus krpeljskog encefalitisa

4.3.1. Rezultati seroepidemioloskog ispitivanja prokuzenosti stanovnika Vojvodine van

teritorije FruSke gore na virus krpeljskog encefalitisa

Uzorak se sastoji od 1000 krvnih seruma stanovnika Vojvodine, koji mestom
prebivalista ne pripadaju regiji FruSke gore. Prose¢na starost ispitanika iznosi 42,36 (+ 21,91)
godina, sa rasponom uzrasta od 1 do 91 godine. Najveci procentualni udeo ispitanika od preko
15% pripada uzrasnoj grupi 50-59 godina. Polovi su zastupljeni u odnosu 1:1.

Od ukupno 1000 uzoraka krvnih seruma, testiranih ELISA testom na prisustvo
specificnih IgG antitela protiv virusa KE, 22 (2,20%) su bila seropozitivna, a 16 (1,60%) je
imalo grani¢an rezultat testiranja. Od 38 seropozitivnih i grani¢nih uzoraka krvnih seruma,
laboratorijskim ispitivanjem testom neutralizacije u dva uzorka je dokazano prisustvo
specifi¢nih antitela na virus KE. Sest krvnih seruma je imalo grani¢nu vrednost titra dokazanu

testom neutralizacije (Tabela 6).

66



Doktorska disertacija

Tatjana Pustahija

Tabela 6. Karakteristike ispitanika i rezultati laboratorijskog ispitivanja na prisustvo specificnih antitela na virus krpeljskog encefalitisa
stanovnika Vojvodine van teritorije FruSke gore

Kzfra!(ter.istike Ukupno ELISA seropozitivnost grani];:;nlil(?zul tat NT seropozitivnost NT granican rezultat
ispitanika (N=1000; %) (N=22; %; 95% CI) (N=16; %: 95% CI) (N=2; %3 95% CI) (N=6; %3 95% CI)
Pol
Muski 500 | 50,00 |[12]2/40 1,24-4,19 112,20 1,10-3,94 110,20 0,01-1,11 310,60 0,01-1,75
Zenski 500 | 50,00 |10 2,00 0,96-3,68 5 11,00 0,32-2,33 110,20 0,01-1,11 310,60 0,01-1,75
Uzrasne grupe
04 41 4,10 0 10,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 — 00,00 —
5-9 43 4,30 0 0,00 — 0 0,00 — 0] 0,00 — 0] 0,00 —
10-14 47 4,70 1 12,13 | 0,05-11,85 2 1426 0,51-1537 [0] 0,00 — 1] 2,13 0,05-11,85
15-19 58 5,80 2 1345 042-12,46 1 [1,72 0,04-9.61 0] 0,00 — 1| 1,72 0,04-9,61
20-29 126 | 12,60 | 3 | 2,38 0,49-6,96 1 10,79 0,02-4,42 0] 0,00 — 1] 0,79 0,02—4,42
30-39 123 1230 | 1 | 0,81 0,02-4,53 1 10,81 0,02-4,53 0] 0,00 — 00,00 —
4049 142 | 1420 | 2 | 1,41 0,17-5,09 0 0,00 — 0] 0,00 — 0] 0,00 —
50-59 165| 16,50 | 3 | 1,82 0,37-5,31 2 11,21 0,15-4,38 0] 0,00 — 1] 0,61 0,01-3,38
60-69 126 | 12,60 | 5 | 3,97 1,29-9,26 2 | 1,59 0,19-5,73 0] 0,00 — 0] 0,00 —
70-79 95 9,50 2 12,11 0,25-7,61 6 1632 231-13,75 | 1] 1,05 0,03-5,86 1] 1,05 0,02-5,86
>80 34 3,40 3 1882 1,82-25,79 1 1294 0,07-16,39 [1] 2,94 0,07-16,39 1] 294 0,07-16,39
Okrug
Juznobacki 309 30,90 | 5 | 1,62 0,52-3,78 6 | 1,94 0,71-4,23 210,65 0,07-2,33 00,00 —
Juznobanatski 159 1590 | 4 | 2,52 0,68—6,44 1 0,63 0,01-3,50 0] 0,00 — 1] 0,63 0,02-3,50
Severnobacki 101 | 10,10 | 4 | 3,96 | 1,08-10,14 0 10,00 — 0] 0,00 — 31297 0,61-8,68
Severnobanatski | 81 8,10 313,70 0,76-10,82 0 0,00 — 0] 0,00 — 0] 0,00 —
Srednjebanatski | 101 | 10,10 | 2 | 1,98 0,24-7,15 0 10,00 — 0] 0,00 — 00,00 —
Sremski 146 | 14,60 | 2 | 1,37 0,17-4,95 4 12,74 0,75-7,01 0] 0,00 — 1] 0,68 0,01-3,81
Zapadnobacki 103 10,30 | 2 | 1,94 0,23-7,01 51485 1,57-11,33 |0 0,00 — 1] 0,97 0,02-5,41
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Ako se izuzmu grani¢ni rezultati testiranja, ukupna seroprevalencija specifi¢nih antitela
na virus KE u uzorku stanovnika Vojvodine van regije Fruske gore iznosi 0,20% (95% CI: 0,02—
0,72).

Medu ispitanicima iz Vojvodine van teritorije FruSke gore, prisustvo specifi¢nih antitela
na virus KE detektovano je samo u jednom od sedam okruga (Juznobackom), a registrovana
seroprevalencija u tom okrugu iznosi 0,65%.

Seroprevalencije prema polu, nalaze se u odnosu M:Z=1:1 (0,20% : 0,20%). Specifiéna

neutraliSuca antitela su otkrivena samo kod ispitanika, koji pripadaju uzrasnim grupama 70-79
1 =80 godina, te se u ovim uzrasnim grupama registruje seroprevalencija od 1,05% 1 2,94%,
redom (Tabela 7).

Tabela 7. Seroprevalencija specificnih antitela na virus krpeljskog encefalitisa prema polu,

uzrastu i okrugu stanovanja u grupi stanovnika Vojvodine van teritorije FruSke gore

NT
Karakteristike Ukupno oo Seroprevalencija o
ispitanika (N=1000) seml;;f:ltzl;’ nost (%) 5% C1 P
Pol
Muski 500 1 0,20 0,01-1,11 NA
Zenski 500 1 0,20 0,0-1,11
Uzrasne grupe
0-4 41 0 0,00 —
5-9 43 0 0,00 —
10-14 47 0 0,00 —
15-19 58 0 0,00 —
20-29 126 0 0,00 —
30-39 123 0 0,00 — NA
40-49 142 0 0,00 -
50-59 165 0 0,00 —
60-69 126 0 0,00 —
70-79 95 1 1,05 0,03-5,86
>80 34 1 2,94 0,07-16,39
Okrug
Juznobacki 309 2 0,65 0,07-2,33
JuZnobanatski 159 0 0,00 —
Severnobacki 101 0 0,00 —
Severnobanatski 81 0 0,00 — NA
Srednjebanatski 101 0 0,00 —
Sremski 146 0 0,00 -
Zapadnobacki 103 0 0,00 —
Ukupno 1000 2 0,20 0,02-0,72
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muskog pola (2,04%), a u uzrastu 80 i viSe godina kod ispitanica Zenskog pola (5,55%) (Tabela 8).

Prosecna starost seropozitivnih ispitanika iznosi 80 (+ 2,83) godina (95% CI: 54,59-105,41), medijana 80 godina (IQR: 78— 82).

U odnosu na pol i uzrast ispitanika, seropozitivnost na virus KE registruje se u uzrasnoj grupi od 70 do 79 godina kod ispitanika

Tabela 8. Seroprevalencija specificnih antitela na virus krpeljskog encefalitisa stanovnika Vojvodine van teritorije FruSke gore u

odnosu na pol i uzrast

Muski pol Zenski pol Ukupno
_ . IQR _ . IQR _ . IQR
0, 0, 0,
N X SD | 95%CI | Medijana (25-75) N X SD | 95% CI Medijana (25-75) N X SD | 95% CI Medijana (25-75)
Uzast [500] 42,36 [21,86/40,43-4428 43 24-60 [500] 42,36 [21,97]4043-4429] 44 2460 [1000] 4236  [21,91]41,00-43,72] 44 24-60
Seropozitivni| Seroprevalencija Seropozitivni | Seroprevalencija Seropozitivni| Seroprevalencija
N 95% CI P N 95% CI P N 95% CI P
) (%) . ) (%) . ™ (%) .

0-4 20 0 0,00 - 21 0 0,00 - 41 0 0,00 -

5-9 |22 0 0,00 - 21 0 0,00 - 43 0 0,00 -
10-14 |24 0 0,00 — 23 0 0,00 — 47 0 0,00 —
15-19 |30 0 0,00 - 28 0 0,00 - 58 0 0,00 -
20-29 |62 0 0,00 - 64 0 0,00 - 126 0 0,00 -
30-39 | 62 0 0,00 - 61 0 0,00 - 123 0 0,00 -
40-49 | 69 0 0,00 - NA |73 0 0,00 - NA | 142 0 0,00 - NA
50-59 | 84 0 0,00 - 81 0 0,00 - 165 0 0,00 -
60-69 | 62 0 0,00 - 64 0 0,00 - 126 0 0,00 -
70-79 | 49 1 2,04 0,05-11,37 46 0 0,00 - 95 1 1,05 0,03 - 5,86

80+ |16 0 0,00 - 18 1 5,55 0,14 - 30,95 34 1 2,94 0,07 - 16,39

Ukupno {500 1 0,20 0,01 -1,11 500 1 0,20 0,01 -1,11 1000 2 0,20 0,02-0,72

69




Doktorska disertacija Tatjana Pustahija

Primenom univarijantne logisticke regresione analize, sprovedene koriS¢enjem varijabli
pol i uzrast (izraZen u godinama), ni jedna od varijabli se nije izdvojila kao statisticki znacajan
prediktivni faktor pozitivnog rezultata na virus KE kada se primenjuje neutralizacioni test u
grupi stanovnika Vojvodine van teritorije FruSke gore. Na osnovu rezultata multivarijantne
analize, u kojoj su za prilagodavanje koriS¢eni muski pol i uzrast ispitanika, takode nisu
ustanovljeni prediktori seropozitivnosti na antitela protiv virusa KE kada se primenjuje

neutralizacioni test u ovoj grupi ispitanika (Tabela 9).

Tabela 9. Prediktori seropozitivnosti na virus krpeljskog encefalitisa kod stanovnika

Vojvodine van teritorije FruSke gore

Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
N p OR 95% CI p OR 95% CI
Muski | 500 1,00* — — 1,00* — —
Pol [~ 1,000 0,995
Zenski | 500 1,000 | 0,062 16,032 1,008 0,060 | 17,035
Uzrast 1000 | 0,055 | 1,217 | 0,996 1,488 | 0,056 1,217 0,995 | 1,489
2 Referentna vrednost; OR— Odds Ratio (unakrsni odnos); CI- Confidence Interval (interval poverenja); p —

verovatnoca

4.3.2. Rezultati seroepidemioloskog ispitivanja prokuzenosti stanovnika Fruske gore na

virus krpeljskog encefalitisa

U uzorak je uklju¢eno 1000 ispitanika, koji mestom prebivalista pripadaju fruskogorskoj
regiji. Ute$ée ispitanika muskog i Zenskog pola je podjednako (M: Z=1:1). Najmladi ispitanik
prikupljenog uzorka ima Cetiri meseca, a najstariji 90 godina. Prosecan uzrast ispitanika iznosi
42,72 (£21,91) godine. Najveci procenat ispitanika (16,70%) pripada uzrasnoj grupi 50-59

godina, a najmanje procentualno uces¢e od 3,20% zauzima uzrasna kategorija =80 godina.

Najveci procenat (22,70%) ispitanika pripada OpSstini Novi Sad, odnosno naseljima ove
opstine, koja se nalaze u fruskogorskoj regiji (Bukovac, Ledinci, Stari Ledinci i Sremska

Kamenica).
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Ukupno 411 (41,10%) ispitanika je dalo anamnesticki podatak o prethodnom ubodu
krpelja, a status prethodne infestiranosti krpeljima ostao je nepoznat kod 12 (1,20%) osoba.

Na osnovu zanimanja i delatnosti koju obavljaju, ispitanici su podeljeni u 18 kategorija.
Najvece procentualno ucesce od 25,50% zauzima kategorija ostalih zanimanja, kojoj pripadaju
ispitanici koji su tokom anketiranja dali neodreden podatak o zanimanju (“radnik’), pa nisu
mogli biti adekvatno klasifikovani prema delatnosti. Ako se izuzme ova grupa ispitanika,
najbrojniji su penzioneri sa udelom od 22,70%. Cetiri osobe su pored osnovnog zanimanja
navele da se u slobodno vreme bave i lovom.

Seroloskim ispitivanjem 1000 krvnih seruma stanovnika Fruske gore ELISA testom,
seropozitivnost na specificna IgG antitela utvrdena je kod 27 uzoraka (2,70%), dok je 13
(1,30%) imalo granican rezultat.

Nakon daljeg laboratorijskog ispitivanja neutralizacionim testom, od 40 uzoraka krvnih
seruma, koji su imali pozitivan ili grani¢an rezultat, specificna antitela na virus KE potvrdena
su u cetiri uzorka. Pet uzoraka je imalo granian rezultat sa reciproénom vrednos¢u titra

neutraliSucih antitela od 1/10 (Tabela 10).
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Tabela 10. Karakteristike ispitanika i rezultati laboratorijskog ispitivanja na prisustvo specificnih antitela na virus krpeljskog encefalitisa

stanovnika FruSke gore

Kzfra!(ter.i stike EJkupn(:) serogtl);liffénost grani]g;lI ?‘?zultat NT_ser;) pozit(fvnost graniéaljl];ezultat
ispitanika (N=1000; %) | N=27; 943 95% CI) | (N=13; %; 95% 1y | (N4 703 95% CI) (N=5; %3 95% CI)

Pol
Muski 500 | 50,00 | 11]220] 1,093,93 |8]1,60] 0,693,115 |4]080] 020205 |2]040] 0,05 144
Zenski 500 | 50,00 |163,20] 1,83-5,19 |5]1,00] 032233 |0]0,00 _ 30,60 0,12-1,75
Uzrasne grupe
04 41 ] 410 |0 0,00 - 010,00 - 010,00 - 00,00 -
59 44 | 440 |0 [0,00 _ 0] 0,00 _ 0] 0,00 _ 00,00 _
10-14 47 | 4,70 |0 [0,00 - 1]2,13] 0,05-11,85 |0]0,00 - 00,00 -
15-19 571 570 |1 ]1,75] 0,04977 [1]1,75] 0,049,77 |0]0,00 _ 00,00 _
2029 126 | 12,60 | 1 ]0,79] 002442 |2]1,59] 019573 |1]0,79] 002442 |0]0,00 -
30-39 123 12,30 | 6 | 4,88] 1,79-10,62 | 00,00 _ 11081 00245 [2]1,63] 020587
40-49 143 1430 | 2 [1,40] 0,17-505 |3]2,10] 043613 |1]0,70] 0,023,92 |0]0,00 _
5059 167 | 16,70 | 7 |4,19| 1,68-8,64 |2]120| 014433 |0]0,00 - 00,00 -
6069 123 12,30 | 6 [488] 1,79-10,62 |2]1,63| 0,19-587 |0]0,00 _ 21,63 0,20587
70-79 97 | 9,70 | 4 [4,12] 1,12-10,56 | 1]1,03] 0,02-5,74 |0 0,00 - 1]1,03] 0,03-5,74
> 80 32| 320 |0 0,00 _ 1]3,13] 0,08-1741 |1]3,13| 0,07-16,39 | 00,00 _
Prethodni ubod krpelja
Da 411 41,10 | 13]3,16] 1,68541 |5]122] 039284 |2]049] 0,051,76 |3]0,73] 0,152,113
Ne 5771 57,70 |13 ]225] 1,203,85 |8]1,39| 0,592,73 |2]035]| 004122 |[1]0,17]| 0,01-0,96
Nepoznato 12| 120 | 1]833] 0214643 |0]0,00 - 0] 0,00 - 1833 0214643
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Nastavak Tabele 10
Ka.ra!(ter.i stike I_Jkupn(:) serof):(l;zlifiénost granilg;ll ?‘?zultat NT_ser(? pozitjvnost graniéglrl;ezultat

ispitanika (N=10005 %) | N227: 045 95% CI) | (N=13; %; 95% 1y | (V4 703 95% Cl) (N=5; %; 95% CI)
Zanimanje (Delatnost)
Sumarska 2 0,20 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Umetnost 3 0,30 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 —
Gradevinska 4 0,40 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 —
Pravna 5 0,50 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Administrativna 10 1,00 0 | 0,00 — 2120,00| 2,42-72,25 |0 0,00 — 010,00 —
Obrazovna 14 1,40 1] 7,14 ] 0,18-39,79 | 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Tehnicka 15 1,50 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 —
Industrijska 16 1,60 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Zdravstvena 20 2,00 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Poljoprivredna 21 2,10 219,52 | 1,15-34,40 | 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 —
Finansijska 22 2,20 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Student 27 2,70 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 —
Dete 50 5,00 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Nezaposlen 69 6,90 4 1580 | 1,58-14,84 | 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 —
Usluzna 113 11,30 | 5 | 442 | 1,44-1033 |2 | 1,77 0,21-6,39 |1 0,88 0,02—4,93 1] 0,88 0,02—4,93
Ucenik 127 12,70 110,79 002439 |1]| 0,79 0,02-4,39 | 0] 0,00 — 01| 0,00 —
Penzioner 227 | 22,70 | 10| 4,41 | 2,11-8,10 [ 4| 1,76 0,39-3,69 |1]044| 001-245 |2]088 | 0,11-3,18
Ostali 255 | 25,50 | 4 | 1,57 | 043-4,02 (4| 1,57 0,43-4,02 |20,78 0,09-2,83 210,78 0,09-2,83
Opstina
Backa Palanka 12 1,20 0 | 0,00 — 0| 0,00 — 010,00 — 01| 0,00 —
Beocin 187 | 18,70 | 6 | 3,21 | 1,18698 |5 | 2,67 0,87-6,24 |1 0,53 0,01-298 |2|1,07]| 0,13-3,86
Indija 196 | 1960 | 4 | 2,04 | 0,56-5,22 |3 | 1,53 0,32-447 [2]1,02] 0,12-3,69 | 0] 0,00 —
Irig 124 1240 | 2 | 1,61 | 0,19-5,83 | 0| 0,00 — 110,81 0,02—4,49 |0 0,00 —
Novi Sad 227 | 22,70 | 8 | 3,52 | 1,52-6,94 |3 | 1,32 0,27-3,86 | 0| 0,00 — 21088 | 0,11-3,18
Sremska Mitrovica 76 7,60 0 | 0,00 — 1| 1,32 0,03-7,33 | 0] 0,00 — 01| 0,00 —
Sremski Karlovci 104 | 1040 | 5 | 481 | 1,56-11,22 | 1| 0,96 0,02-5,36 | 0| 0,00 — 11096 | 0,02-536
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Nastavak Tabele 10
Karakteristike Ukupno seroE(I)Jinffénost ranilg;ll ?‘?zultat NT seropozitivnost raniéaljlrl;ezultat
ispitanika (N=1000; %) P g (N=4; %3 95% CI) g

(N=27; %; 95% CI)

(N=13; %; 95% CI)

(N=5; %; 95% CI)

Naseljeno mesto

Sid 74 7,40 212,70 | 0,33-9,76 | 0] 0,00 — 00,00 — 00,00 —
Banostor 9 22,22 212222 2,69-80,27 | 0] 0,00 — 00,00 — 010,00 —
Beocdin 93 2,15 2| 2,15 0,26-7,77 |3]3,23| 0,66-9,43 11,08 0,02-599 |2]|2]15| 0,26-7,77
Berkasovo 13 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Besenovacki Prnjavor | 1 0,00 0] 0,00 - 010,00 - 010,00 — 010,00 —
Besenovo 10 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Beska 69 0,00 0| 0,00 — 11,45 0,04-8,07 1[(1,45| 0,03-8,07 |0/ 0,00 —
Biki¢ Do 3 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Bingula 9 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Bukovac 47 2,13 1| 2,13 | 0,05-11,85 |2]426| 0,51-1537 | 0] 0,00 — 00,00 —
Cerevié 33 3,03 1| 3,03 | 0,08-16,88 | 0| 0,00 — 00,00 — 00,00 —
Cortanovci 28 0,00 0| 0,00 — 13,57 0,09-1990 |1]3,57]| 0,09-19.90 | 0| 0,00 —
Divos 16 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Erdevik 32 6,25 2| 6,25 010,00 — 00,00 — 010,00 —
Grabovo 1 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Grgeteg 1 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Grgurevci 13 0,00 0| 0,00 — 17,69 0,19-4286 |0/ 0,00 — 00,00 —
Irig 52 3,85 21 3,85 | 0,76-22,58 | 0| 0,00 — 11,92 0,04-10,71 |0 | 0,00 —
Jazak 11 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 — 010,00 —
Kréedin 29 3,45 1| 3,45 | 0,09-19,21 | 0] 0,00 — 00,00 — 00,00 —
KruSedol Selo 4 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 010,00 —
Krusedolski Prnjavor 3 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 — 010,00 —
Ledinci 23 13,04 313,04 | 2,69-38,12 | 0| 0,00 — 00,00 — 11435 0,11-24,22
LeZimir 8 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 — 010,00 —
Ljuba 5 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 00,00 — 00,00 —
Lug 8 0,00 0| 0,00 — 010,00 — 010,00 — 010,00 —
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Nastavak Tabele 10
Ka.ra!(ter.i stike Elkupn(:) serogtl);liffénost grani]g;lI ?‘?zultat NT_ser(? pozitjvnost graniéaljlrl;ezultat
ispitanika (N=10005 %) | N—37; 94: 95% CI) | (N=13; %; 95% CI) (N=4; %; 95% CI) (N=5; %; 95% CI)
Mala Remeta 2 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Mandelos 16 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Maradik 25 400 |1]4,00] 0,10-2229 |0]0,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Molovin 2 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Neradin 6 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Nestin 9 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Novi Slankamen 36 556 |21]556| 0,67-20,07 |1[278| 0,07-1548 | 0 | 0,00 — 0] 0,00 —
Privina Glava 2 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Rakovac 27 3,70 | 1]3,70| 0,09-20,64 |[2]7.41]| 090-26,76 | 0 | 0,00 — 0] 0,00 —
Rivica 7 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Sisatovac 3 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Slankamenacki
Vinogradi 3 0,00 010,00 - 00,00 - 010,00 - 010,00 -
Sot 8 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Sremska Kamenica | 146 | 2,74 [4[2,74| 0,75-7,01 110,68 0,02-3,82 0 10,00 — 110,68 | 0,02-3,82
Sremski Karlovci 104 | 481 [5[481] 1,56-11,22 |[1]096| 0,02-5,36 0 10,00 — 11096 | 0,02-536
Stara Bingula 2 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Stari Ledinci 11 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 -
Stari Slankamen 6 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Suljam 7 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Susek 12 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Svilo§ 4 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
Velika Remeta 1 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Vizi¢ 3 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 0] 0,00 —
Vrdnik 37 0,00 010,00 — 010,00 — 0 10,00 — 010,00 —
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Registrovana seroprevalencija specifi¢nih antitela na virus KE medu stanovnicima regije
Fruske gore, izuzimajuéi granicne rezultate, iznosi 0,40% (95% CI: 0,00-1,02).

Sva Cetiri ispitanika pozitivna na prisustvo specifi¢nih neutraliSucih antitela na virus KE
su muskog pola, prose¢nog uzrasta 46,75 (+ 23,63) godina. Seroprevalencija prema polu iznosi
0,80%. Seroprevalencija prema uzrastu krece se u rasponu 0,70% u uzrasnoj grupi 40-49 godina
do 3,13% u uzrastu >80 godina.

Seropozitivni ispitanici registrovani su u naseljenim mestima: Beocin, Beska,
Cortanovci i Irig, a seroprevalencija se kretala u rasponu od 1,08% u Beo&inu do 3,57% u
Cortanovcima (Mapa 5). Nema statistiGki znaGajne razlike u seroprevalencijama koje su
registrovane u naseljenim mestima fruskogorske regije (Cortanovci- Beogin: p=0,368;
Cortanovci- Begka: p=0,509; Cortanovci- Irig: p=0,656).

U odnosu na opstinski nivo, ispitanici seropozitivni na virus KE otkriveni su u tri od
osam opstina Vojvodine, kojima pripadaju naseljena mesta fruSkogorske regije, pri cemu se
najvisa seroprevalencija od 1,02% registruje u delu Opstine Indija koja pripada fruskogorskoj
oblasti. Razlike u registrovanim seroprevalencijama izmedu opstina nisu statisticki znacajne.

Seroprevalencija neutraliSuc¢ih antitela na virus KE je 1,40 puta viSa medu ispitanicima
koji su dali podatak o prethodnom ubodu krpelja, u odnosu na one koji tvrde da tokom zivota
nisu bili infestirani krpeljima, ali razlika u seropozitivnosti izmedu ove dve grupe ispitanika nije
statisticki znacCajna.

U odnosu na zanimanje, prisustvo specifi¢nih antitela na virus KE utvrdeno je medu
penzionerima i ispitanicima koji obavljaju usluznu i ostale delatnosti. Razlike u seropozitivnosti

izmedu ispitanika razlicitih profesija nisu statisticki znacajne (Tabela 11).
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Tabela 11. Seroprevalencija na virus KE prema polu, uzrastu, mestu i opstini stanovanja i
zanimanju u grupi stanovnika FruSke gore

. e NT .
Kz;:;i(tt;:ills(gke ([1\?:;833) serop((l)lz_iZi)vnost Serop r(e(:;)z;lencq a 95% CI p

Pol

Muéki 500 4 0,80 0,20-2,05 NA

Zenski 500 0 0,00 —
Uzrasne grupe

0-4 41 0 0,00 -

5-9 44 0 0,00 —

10-14 47 0 0,00 -

15-19 57 0 0,00 —

20-29 126 1 0,79 0,02-4,42

30-39 123 1 0,81 0,02-4,52 NA

40-49 143 1 0,70 0,02-3,92

50-59 167 0 0,00 -

60-69 123 0 0,00 —

70-79 97 0 0,00 -

>80 32 1 3,13 0,07-16,39
Prethodni ubod krpelja

Da 411 2 0,49 0,05-1,76 0.717

Ne 577 2 0,35 0,04-1,22 ’

Nepoznato 12 0 0,00 — —
Zanimanje

Sumarska 2 0 0,00 -

Umetnost 3 0 0,00 -

Gradevinska 4 0 0,00 -

Pravna 5 0 0,00 -

Administrativna 10 0 0,00 -

Obrazovna 14 0 0,00 -

Tehnicka 15 0 0,00 —

Industrijska 16 0 0,00 - NA

Zdravstvena 20 0 0,00 -

Poljoprivredna 21 0 0,00 —

Finansijska 22 0 0,00 —

Student 27 0 0,00 —

Dete 50 0 0,00 -

Nezaposlen 69 0 0,00 —

Ucenik 127 0 0,00 -

Usluzna 113 1 0,88 0,02-4,93

Penzioner 227 1 0,44 0,01-2,45 0,858

Ostali 255 2 0,78 0,09-2,83

~
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Nastavak Tabele 11
Karakteristike Ukupno NT. Seroprevalencija o
ispitanika (N=1000) semp(‘l’lz_‘;‘; nost (%) RHC e
OpStine
Backa Palanka 12 0 0,00 - -
Beocin 187 1 0,53 0,01-2,98 0,591
Indija 196 2 1,02 0,12-3,69
Irig 124 1 0,81 0,02-4.,49 0,847
Novi Sad 227 0 0,00 —
Sremska Mitrovica 76 0 0,00 - NA
Sremski Karlovci 104 0 0,00 -
Sid 74 0 0,00 -
Naseljeno mesto
Banostor 9 0 0,00 -
Beocin 93 1 1,08 0,02-5,99
Berkasovo 13 0 0,00 —
Besenovacki Prnjavor 1 0 0,00 —
BesSenovo 10 0 0,00 —
Beska 69 1 1,45 0,03-8,07
Biki¢ Do 3 0 0,00 —
Bingula 9 0 0,00 —
Bukovac 47 0 0,00 —
Cerevié 33 0 0,00 -
Cortanovci 28 1 3,57 0,09-19,90
Divos 16 0 0,00 —
Erdevik 32 0 0,00 —
Grabovo 1 0 0,00 —
Grgeteg 1 0 0,00 — NA
Grgurevci 13 0 0,00 —
Irig 52 1 1,92 0,04-10,71
Jazak 11 0 0,00 —
Krcedin 29 0 0,00 —
Krusedol Selo 4 0 0,00 -
KruSedolski Prnjavor 3 0 0,00 —
Ledinci 23 0 0,00 -
LeZimir 8 0 0,00 -
Ljuba 5 0 0,00 —
Lug 8 0 0,00 —
Mala Remeta 2 0 0,00 -
Mandelos 16 0 0,00 -
Maradik 25 0 0,00 —
Molovin 2 0 0,00 -

~
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Nastavak Tabele 11
Karakteristike Ukupno NT. Seroprevalencija o
ispitanika (N=1000) Semp(‘l’lzz‘;‘; nost (%) 5% Cl

Naseljeno mesto
Neradin 6 0 0,00 -
Nestin 9 0 0,00 —
Novi Slankamen 36 0 0,00 -
Privina Glava 0 0,00 -
Rakovac 27 0 0,00 -
Rivica 7 0 0,00 —
Sigatovac 3 0 0,00 —
Slankamenacki 3 0 0,00 -

Vinogradi
Sot 8 0 0,00 _ NA
Sremska Kamenica 146 0 0,00 -
Sremski Karlovci 104 0 0,00 -
Stara Bingula 2 0 0,00 —
Stari Ledinci 11 0 0,00 -
Stari Slankamen 6 0 0,00 -
Suljam 7 0 0,00 -
Susek 12 0 0,00 —
Svilos 4 0 0,00 —
Velika Remeta 1 0 0,00 -
Vizié 3 0 0,00 —
Vrdnik 37 0 0,00 -
Ukupno 1000 4 0,40 0,01-1,02
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akaenacki Vinogradi
ari Slankamen
O ankamen

Legenda
Seroprevalencija na virus KE utvrdena VNT
[Jo,00-1,00

0 7,5 15 km D101_200

||
3 2,01 - 3,00
Il > 3,00

Mapa 5. Seroprevalencija specificnih antitela na virus krpeljskog encefalitisa po naseljenim mestima FruSke gore
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Najmladi seropozitivan ispitanik ima 26, a najstariji 80 godina, sa prosekom starosti od 46,75 (+ 23,63) godina. Kada se dalje analizira
seropozitivnost po dobnim grupama, a u odnosu na pol ispitanika, najviSa seroprevalencija od 6,25% registruje se starosnoj grupi 80 i viSe godina u

uzorku muskaraca (Tabela 12).

Tabela 12. Seroprevalencija specificnih antitela na virus krpeljskog encefalitisa stanovnika FruSke gore u odnosu na pol i uzrast

Muski pol Zenski pol Ukupno
. .. IQR . .. IQR _ .. IQR
N D %Cl | M D %Cl | M D % CI | M
X S 95% C edijana (25-75) N X S 95% C edijana (25-79) N X S 95% C edijana (25-75)
Usrast 500 42,77 122,05(40,83-44,70 44 24,50-60,00{ 500 42,67  |21,79(40,76-44,59 45 24,50-60,00{ 1000 42,72 (21,91|41,36-44,08 44 24,50-60,00
4 46,75 123,63| 9,15-84,35| 40,50 |30,50-63,00| 4 - - - - - 46,75  |23,63| 9,15-84,35| 40,50 | 30,50-63,00
Seropozitivni| Seroprevalencija Seropozitivni| Seroprevalencija Seropozitivni| Seroprevalencija
N 95% CI P N 95% CI P N 95% CI P
) %) " ) %) " ™) %) "
0-4 21 0 0,00 - 20 0 0,00 - 4] 0 0,00 -
59 22 0 0,00 - 22 0 0,00 - 44 0 0,00 -
10-14 | 23 0 0,00 - 24 0 0,00 - 47 0 0,00 -
15-19 | 28 0 0,00 - 29 0 0,00 - 57 0 0,00 -
20-29 | 63 1 1,59 0,04-8,99 63 0 0,00 - 126 1 0,79 0,02-4,42
30-39 | 62 1 1,61 0,04-8,99 61 0 0,00 - 123 1 0,81 0,02-4,53
4049 | 72 | 1,39 0,03-8,07 NA 71 0 0,00 - NA 143 1 0,70 0,02-3,92 NA
50-59 | 83 0 0,00 - 84 0 0,00 - 167 0 0,00 -
60-69 | 62 0 0,00 - 61 0 0,00 - 123 0 0,00 -
70-79 | 48 0 0,00 49 0 0,00 - 97 0 0,00 -
>80 16 1 6,25 0,16-34,82 16 0 0,00 - 32 1 3,13 0,07-16,39
Ukupno | 500 4 0,80 0,20-2,05 500 0 0,00 - 1000 4 0,40 0,01-1,02
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Primenom modela logisticke regresije nisu ustanovljeni statisticki znacajni prediktivni
faktori seropozitivnosti na virus KE kada je primenjen neutralizacioni test u grupi stanovnika
FruSke gore ni u univarijantnoj analizi, sprovedenoj korisS¢enjem varijabli pol i uzrast, ni u

multivarijantnoj analizi prilagodenoj u odnosu na muski pol i starost ispitanika (Tabela 13).

Tabela 13. Prediktori seropozitivnosti na virus krpeljskog encefalitisa kod stanovnika FruSke

gore
Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
N p OR 95% CI p OR 95% CI
Muski | 500 1,00? — — 1,00? — —
Pol Zenski | 500 0,993 0,000 | 0,000 0,000 0,993 0,000 0,000 | 0,000
Uzrast 1000 | 0,713 | 1,009 | 0,964 1,056 | 0,715 1,009 0,964 | 1,055
* Referentna vrednost; OR-Odds Ratio (unakrsni odnos); CI-Confidence Interval (interval poverenja); p-
verovatnoca

4.3.3. Poredenje seroprevalencija neutraliSucih antitela na virus krpeljskog encefalitisa

izmedu stanovnika FruSke gore i stanovnika Vojvodine van ove regije

Vrednost seroprevalencije medu stanovnisStvom Fruske gore dvostruko je visa je od
vrednosti seroprevalencije registrovane u grupi stanovnika Vojvodine van ove regije, ali
primenom FiSerovog egzaktnog testa nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u

seroprevalencijama izmedu ove dve grupe ispitanika (p=0,687) (Tabela 14).

Tabela 14. Razlike u seroprevalencijama na virus krpeljskog encefalitisa izmedu grupe

stanovnika FruSke gore i stanovnika Vojvodine van fruSkogorske regije

Ispitanici
Studijska grupa Kontrolna grupa Ukupno
TBE VNT N % N % N %
Negativan 996 99,60 998 99,80 1994 99,70 | p=0,687
Pozitivan 4 0,40 2 0,20 6 0,30
Ukupno 1000 100,00 1000 100,00 2000 100,00
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4.4. Analiza ucestalosti uboda krpelja medu stanovnistvom Fruske gore
Ubod krpelja je €esce, preko 50%, prijavljen medu ispitanicima muskog pola, u odnosu

na osobe Zenskog pola, kao 1 medu radno aktivnim ispitanicima (skoro 60%) u odnosu na osobe

uzrasta <18 godina (manje od 10%) 1 >60 godina (oko 30%).

&3
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Tabela 15. Karakteristike ispitanika studijske grupe u odnosu na anamnesticki podatak o prethodnom ubodu krpelja

Prethodni ubod krpelja NT i:)rrse(iggi}]:
v p | seropozitivni
NepI:)IZlato Da Ukupno (N) r P
N % N % N %
Pol
Muski 282 56,40 218 43,60 500 100,00
Zenski 307 61,40 193 38,60 500 100,00 | 2,582 | 0,108 NA
Ukupno 589 58,90 411 41,10 1000 100,00
Uzrasna grupa
<18 125 7530 41 24,70 166 100,00 0
19-59 337 57,90 245 42,10 582 100,00 3
26,211 | 0,000 0,996 | 0,056
> 60 127 50,40 125 49,60 252 100,00 1
Ukupno 589 58,90 411 41,10 1000 100,00 4
OpStina
Backa Palanka 9 7500 3 2500 12 100,00 0
Beocin 106 56,68 81 43,32 187 100,00 1
Indija 125 63,78 71 36,22 196 100,00 2
Irig 59 47,58 65 52,42 124 100,00 1
Novi Sad 155 68,28 72 31,72 227 100,00 | 38,162 | 0,000 0 0,601 | 0,115
Sid 36 48,65 38 51,35 74 100,00 0
Sremska Mitrovica 29 38,16 47 61,84 76 100,00 0
Sremski Karlovci 70 67,31 34 32,69 104 100,00 0
Ukupno 589 58,90 411 41,10 1000 100,00 4
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Primenom hi-kvadrat testa utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika (p=0,000 <
0,01) u ucestalosti prethodnog uboda krpelja u odnosu na uzrast pacijenta i opstinu stanovanja.
Ubod krpelja je znaCajno ¢esce prijavljivan medu ispitanicima iz opStina Sremska Mitrovica,
Sid i Irig, nego u drugim opstinama, kao i medu odraslim osobama u odnosu na osobe uzrasta
<18 godina. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu polovima u odnosu na podatak o
prethodnom ubodu krpelja. Tokom ispitivanja korelacije izmedu broja uboda 1 broja

seropozitivnih ispitanika, nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost izmedu ove dve varijable

po dobnim grupama i opstini stanovanja (Tabela 15).

Medu osobama, koje su tokom zivota bile infestirane krpeljima, najvece procentualno
uceSc¢e zauzimaju stanovnici Sremske Kamenice, Sremskih Karlovaca i Beocina (9,73%; 8,27%

17,54%, redom).
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Tabela 16. Prethodna infestacija ispitanika krpeljima u odnosu na naseljeno mesto FruSke gore
. Prethodni ubod krpelja NT. o ll::)l;se(;::i}’:
Naseljeno mesto Ne/ Nepoznato _ Da Ukupno p serop&z)ltlvnl
N % N % N % i

Banostor 2 22,22 7 77,78 9 100,00 | 0,095 0

Beocin 62 66,67 31 33,33 93 100,00 | 0,001 1

Berkasovo 8 61,54 5 3846 13 100,00 | 0,405 0

Besenovacki Prnjavor 0 0,00 1 100,00 1 100,00 - 0

Besenovo 6 60,00 4 40,00 10 100,00 | 0,527 0

BeSka 43 62,32 26 37,68 69 100,00 | 0,040 1

Biki¢ Do 1 33,33 2 66,67 3 100,00 | 0,564 0

Bingula 4 44,44 5 55,56 9 100,00 | 0,739 0

Bukovac 31 65,96 16 34,04 47 100,00 | 0,029 0

Cerevié 17 51,52 16 48,48 33 100,00 | 0,862 0

Cortanovci 17 60,71 11 39,29 28 100,00 | 0,257 1

Divos 5 31,25 11 68,75 16 100,00 | 0,134 0

Erdevik 17 53,13 15 46,88 32 100,00 | 0,724 0 0,417 | 0,003
Grabovo 1 100,00 0 0,00 1 100,00 - 0

Grgeteg 1 100,00 0 0,00 1 100,00 - 0

Grgurevci 5 38,46 8 61,54 13 100,00 | 0,405 0

Irig 35 67,31 17 32,69 52 100,00 | 0,012 1

Jazak 4 36,36 7 63,64 11 100,00 | 0,368 0

Kréedin 19 65,52 10 34,48 29 100,00 | 0,094 0

Krusedol Selo 1 25,00 3 75,00 4 100,00 | 0,317 0

Kru$edolski Prnjavor 2 66,67 1 33,33 3 100,00 | 0,564 0

Ledinci 12 52,17 11 47,83 23 100,00 | 0,835 0

LeZimir 0 0,00 8 100,00 8 100,00 - 0

Ljuba 2 40,00 3 60,00 5 100,00 | 0,655 0

Lug 3 37,50 5 62,50 8 100,00 | 0,479 0
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Nastavak Tabele 16
Prethodni ubod krpelja NT ll::)l;se(;::i}’:
Naseljeno mesto Ne/ Nepoznato Da Ukupno p seropozitivni
N % N % N % ™) r P
Mala Remeta 0 0,00 2 100,00 2 100,00 - 0
Mandelos 5 31,25 11 68,75 16 100,00 | 0,134 0
Maradik 15 60,00 10 40,00 25 100,00 | 0,317 0
Molovin 1 50,00 1 50,00 2 100,00 | 1,000 0
Neradin 1 16,67 5 83,33 6 100,00 | 0,102 0
Nestin 7 77,78 2 22,22 9 100,00 | 0,095 0
Novi Slankamen 27 75,00 9 25,00 36 100,00 | 0,003 0
Privina Glava 1 50,00 1 50,00 2 100,00 | 1,000 0
Rakovac 12 44,44 15 55,56 27 100,00 | 0,033 0
Rivica 3 42,86 4 57,14 7 100,00 | 0,705 0
Sigatovac 1 33,33 2 66,67 3 100,00 | 0,564 0
Slankamenacki Vinogradi 1 33,33 2 66,67 3 100,00 | 0,564 0
Sot 2 25,00 6 75,00 8 100,00 | 0,157 0 0,417 | 0,003
Sremska Kamenica 106 72,60 40 27,40 146 100,00 | <0,001 0
Sremski Karlovci 70 67,31 34 32,69 104 100,00 | 0,004 0
Stara Bingula 1 50,00 1 50,00 2 100,00 | 1,000 0
Stari Ledinci 6 54,55 5 45,45 11 100,00 | 0,763 0
Stari Slankamen 3 50,00 3 50,00 6 100,00 | 1,000 0
Suljam 6 85,71 1 14,29 7 100,00 | 0,059 0
Susek 7 58,33 5 41,67 12 100,00 | 0,564 0
Svilos 2 50,00 2 50,00 4 100,00 | 1,000 0
Velika Remeta 1 100,00 0 0,00 1 100,00 - 0
Vizi¢ 2 66,67 1 33,33 3 100,00 | 0,564 0
Vrdnik 11 29,73 26 70,27 37 100,00 | 0,014 0
Ukupno 589 58,90 411 41,10 1000 100,00 | <0,001 4
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U 20 od 49 naseljenih mesta, vise od polovine ispitanika dalo je podatak o prethodnom
ubodu krpelja, u odnosu na one koji su tvrdili da tokom Zivota nisu imali iskustva sa infestacijom
krpeljima, ali ova razlika je statisti¢ki znacajna samo u naseljenom mestu Vrdnik (p=0,014). U
osam naseljenih mesta, statisticki znacajno vise ispitanika nije prijavilo ubod, u odnosu na one
koji jesu. Pirsonovom korelacijom utvrdena je statisticki znacajna povezanost izmedu broja
uboda i broja seropozitivnih ispitanika po naseljenim mestima Fruske gore (r=0,417; p=0,003)
(Tabela 16).

Nakon grupisanja ispitanika u odnosu na aktivnosti na otvorenom povezane sa
zanimanjem, izuzimajuc¢i ostale (nedefinisane) delatnosti, ubod krpelja je najucestaliji (skoro
50%) u grupi ispitanika sa vise slobodnog vremena, koju ¢ine penzioneri i nezaposlene osobe.
Odnos ispitanika koji su dali podatak o infestiranosti prema onima koji nisu, najve¢i je u grupi
ispitanika koji posao obavljaju ve¢inom na otvorenom (3,50). Ovaj odnos je priblizno jednak u
grupi sa vise slobodnog vremena (0,94), dok je najnizi (0,38) u grupi dece, u€enika i studenata
(Tabela 17).

Tabela 17. Prethodna infestacija krpeljima u odnosu na aktivnosti na otvorenom povezane sa

zanimanjem
Pirsonova
Prethodni ubod krpelja korelacija
e e . NT+
Grupa ispitanika p N)
Ne/nepoznato Da Ukupno r p
N | % NI % NI %
Posao vec¢inom obavljaju u 127 5826 91 4174 218 100,00 1
zatvorenom
Posao ve¢inom obavljaju na 0
otvorenom 6 22,22 21 77,78 27 100,00 <0,001
i3 1 0,871 | 0,129
Grupa sa vise slobodnog 153 51,69 143 4831 296 100,00
vremena
Grupa dece, ucenika i studenata 148 72,55 56 27,45 204 100,00 0
Ukupno 434 56,25 311 41,74 745 100,00 b

*Izuzeti ispitanici, koji pripadaju ostalim delatnostima; Ispitanici pozitivni laboratorijskim ispitivanjem
neutralizacionim testom (NT+)

Primenom hi-kvadrat testa ustanovljeno je da statisticki znacajno vise ispitanika koji
rade na otvorenom prijavljuje ubod krpelja (%*=36,802; p<0,001), nego u ostalim posmatranim
kategorijama. Pirsonova korelacija ne pokazuje statisticki znacajnu povezanost izmedu broja
uboda 1 broja seropozitivnih po grupama ispitanika, podeljenih u odnosu na aktivnosti na

otvorenom (Tabela 17).
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5. DISKUSIJA

Globalno, KE postaje sve veéi javnozdravstveni problem, jer se postoje¢a endemska
zariSta Sire ka severu i1 ka ve¢im nadmorskim visinama, a formiraju nova, §to za posledicu ima
postepen 1 stalan porast uCestalosti ove bolesti u humanoj populaciji (132). Takode, mnoge
poznate turisticke destinacije nalaze se u pojasu rasprostranjenosti KE, ¢ime se povecava i rizik
za putnike u medunarodnom saobracaju (133,134).

Pogorsanje epidemioloske situacije ove bolesti u svetu objasnjava se promenom brojnih
ekoloskih 1 druStvenih faktora (druStveno-politicke promene, putovanja i sve ¢eS¢i boravak u
netaknutoj prirodi), ali 1 podizanjem svesti o ovoj bolesti, kao 1 dostupnijim dijagnostickim
moguénostima (2,49,99). Globalno zagrevanje i posledi¢ne klimatske promene uti¢u na eko-
epidemiologiju KE, dovodeci do povecanja brojnosti vektora i rezervoara, te migraciju vektora
ka ve¢im nadmorskim visinama i severnijim geografskim Sirinama i posledi¢nom Sirenju
geografske distribucije ove bolesti (81,132). Naime, toplije zime i1 duza proleca i leta nastala
kao posledica porasta srednjih godi$njih temperatura, produzavaju period prezivljavanja krpelja,
odnosno dovode do ranijeg prestanka zimske dijapauze i ranijeg pocetka aktivnosti traZzenja
domacdina, te se samim tim i frekvencija razmnozavanja povecava (132). Sve pomenute
aktivnosti, uz povecanje brojnosti 1 aktivnosti domacina, omogucéavaju pojacanu cirkulaciju
virusa KE u ZariStu, te se brojnost zarazenih krpelja povecava. Osim toga, povecanje srednjih
godiSnjih temperatura produzava vegetacioni period, koji je bitan Cinilac za odrzavanje visoke
vlaznosti vazduha, neophodne za aktivnost ovih vektora (132,135). Dalje, povecana aktivnost
ptica i krupne divlja¢i omogucava prenos inficiranih vektora van endemskog podrucja, gde su
se opet pod uticajem globalnog zagrevanja stvorili adekvatni klimatski uslovi za uspostavljanje
novog zarista (132). I na kraju, globalno otopljavanje u umerenom klimatskom pojasu, odnosno
veci broj toplih dana u godini, produzava vreme profesionalnog ili rekreativnog boravka ljudi u
prirodi, pa je izlozenost prirodnim staniStima KE veca (136).

Na teritoriji nase zemlje, nalazi cirkulacije virusa KE datiraju od pre pedeset godina.
Tokom 1972. godine virus KE izolovan je iz krpelja sa podrucja PeStera u Raskom okrugu.
Izolovani virus pripadao je evropskom podtipu (137). Nakon toga, virus KE je, PCR metodom,
detektovan u krpeljima vrste 1. ricinus, koji su prikupljeni tokom 2014. 1 2015. godine na 17

lokaliteta u okolini Beograda i na Fruskoj gori. Prevalencija zaraZenih krpelja vrste 1. ricinus
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iznosila je 2% (1/50) na lokalitetu Andrevlje (Fruska Gora) i 6,6% (30/450) na lokalitetu
Manastirska Suma (Rakovica- Beograd). Filogenetskom analizom dokazano je da virus pripada
evropskom podtipu (128). Pored toga, tokom 2017. godine genom virusa KE je detektovan RT-
PCR metodom u krvi dva konja iz ergele u Ljubi¢evu (Branic¢evski okrug). Obe Zivotinje su
imale znake neuroloske bolesti (138).

Geografska rasprostranjenost bolesti, koje prenose krpelji, zavisi od distribucije ovih
vektora (1). Zbog toga se endemska podrucja ovih oboljenja preklapaju (139). Kako je Fruska
gora endemsko zariste Lajmske borelioze i prirodno staniSte najznacajnijeg vektora KE u Evropi
(140,141) i1 kako je virus KE detektovan jedino u ovoj regiji Vojvodine (128), polazna osnova
naseg istrazivanja bila je pretpostavka da su pojedine oblasti Fruske gore prirodno zariste KE.
Budu¢i da je sveobuhvatan nadzor neophodan za realno sagledavanje epidemioloske situacije
KE 1 stepena opterecenja populacije ovom boleS¢u na nekoj teritoriji, ovim istrazivanjem je
integrisano prikupljanje podataka u humanoj populaciji, kao i u populaciji vektora. Izvrsili smo
uzorkovanje krpelja u okolini svih 49 naseljenih mesta Fruske gore na ukupno 109 lokaliteta.
Najzastupljenija vrsta krpelja bila je 1. ricinus, sa u¢es¢em od priblizno 90%, $to je u saglasnosti
sa nalazima objavljenim u doktorskoj disertaciji A. JuriSi¢a, koji je ustanovio da ova vrsta
dominira sa udelom od oko 92% na teritoriji Srbije, medu nenahranjenim jedinkama
prikupljenim iz prirode (78). Ova vrsta je preovladavala u preko 90% naseljenih mesta na
teritoriji FruSke gore, a apsolutno je dominirala u skoro polovini. Predominacija ove vrste sa
procentualnim uceS¢em od oko 93% ustanovljena je 1 u Hrvatskoj (142).

Primenom metoda molekularne biologije u okviru ovog istrazivanja, virus KE nije
detektovan ni u jednom pregledanom uzorku krpelja. Negativan rezultat testiranja 1882 jedinke
objasnjava se sezonskim varijacijama u stepenu zarazenosti krpelja virusom KE, koje nastaju
kao posledica medusobne interakcije izmedu brojnih abiotickih i biotic¢kih faktora (68). Izmedu
ostalog, porast temperature i smanjenje vlaznosti vazduha u staniStima u periodu aktivnosti
krpelja dovodi do smanjenja koli¢ine virusa KE u njima i negativno korelira sa stepenom
infektivnosti ovih vektora (80). Pored toga, brojnost i sastav populacije domacina na odredenom
podrucju znacajno utiCu na aktivnost zarista, s tim da ve¢i udeo onih koji nisu kompetentni
kompromituje cirkulaciju 1 opstanak virusa KE, a takode negativan uticaj ima 1 visok udeo
imunih domacina (68,143). Kao posledica nabrojanih, ali i drugih zooloskih, klimatoloskih i

botanickih faktora, prevalencija virusa KE u krpeljima moZe se menjati iz godine u godinu, ¢ak
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1uistom zaristu (80). Sledstveno tome, prevalencija virusa KE u nenahranjenim krpeljima varira
od nula do veoma visokih vrednosti od ¢ak 40% u visoko rizi¢nim zonama, zavisno od sezone,
ali i od vrste ispitivanih krpelja (68,124). Procenat krpelja vrste 1. ricinus zarazenih virusom KE
je uglavnom nizak i kre¢e u rasponu od 0 do 5%, ¢ak 1 u zemljama koje prijavljuju veliki broj
humanih slucajeva ove bolesti, i retko dostize visoke vrednosti. Stepen inficiranosti vrste /.
persulcatus je daleko visi (68,144).

Godisnje razlike u visini stepena zarazenosti prikupljenih krpelja virusom KE dokazane
su dugoro¢nom studijom Borde 1 saradnika, tokom koje je pra¢eno jedno odranije poznato
zariSte KE u periodu od skoro deset godina. Utvrdeni stepen zarazenosti varirao je od 0,09%
(2009. godine) do 1,36% (2015. godine) (145). Izrazita varijabilnost u odnosu na sezonu
ustanovljena je i u Letoniji (koja prijavljuje visoke stope incidencije KE) tokom perioda
pracenja od 10 godina, pa je prevalencija virusa KE u odraslim jedinkama bila u opsegu od 0%
do 37,3% 1 1,7% do 26,6%, zavisno od vrste i godine uzorkovanja (86). U Belorusiji u periodu
prac¢enja od devet godina (od 2012. do 2020. godine) procenat inficiranih krpelja kretao se u
rasponu od 1,6% (2015. godine) do ¢ak 19,8% (2013. godine) (68,146). Sli¢no tome, nakon
Cetvorogodisnjeg prikupljanja jedinki vrste I ricinus sa vegetacije na 45 lokaliteta juzne
Svajcarske, procenat pozitivnosti na virus KE kretao se u rasponu od 0,16% do 11,11%, zavisno
od sezone uzorkovanja (147). Istrazivanje sprovedeno u Nemackoj takode ukazuje na sezonske
razlike u stepenu zarazenosti krpelja. Naime, ovom studijom je detektovano prisustvo virusa KE
u vrsti 1. ricinus sa prevalencijom u opsegu 2,2-5,2% nakon petnaestogodiSnje inaktivacije
zariSta na severoistoku ove zemlje. Brojnim istraZivanjima sprovedenim u ovim ranije aktivnim
zariStima u periodu od 15 godina, nije detektovano prisustvo virusa KE, uprkos prikupljenim i
analiziranim hiljadama jedinki krpelja. Na latenciju zarista ukazivalo je i odsustvo humanih
slucajeva poreklom iz ovog podrucja. U ovom istrazivanju Frimmel i saradnika u Nemackoj
istice se da prirodna ZarisSta KE mogu biti ili neaktivna ili aktivna na niskom nivou sa malim
brojem zarazenih jedinki krpelja dugi niz godina, te se posle odredenog vremena latencije mogu
ponovo aktivirati, §to utiCe na varijacije u prevalenciji virusa KE u populaciji krpelja tokom
razliitih sezona (148).

Nasi rezultati upucuju na mogucu latenciju Zarista otkrivenog 2015. godine na lokalitetu
Andrevlje na Fruskoj gori (prevalencija 1/50=2%), s obzirom na to da smo tokom istrazivanja

jedinke uzorkovali na istim koordinatama.
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Na teritoriji Nemacke, krpelji su uzorkovani iz ranije dobro poznatih prirodnih Zarista
KE, koja su oznaCena kao mesta izloZenosti obolelih slucajeva. Ni u jednoj od preko 3000
ispitanih jedinki krpelja nije otkriveno prisustvo RNK virusa KE, iako se sporadi¢no registruju
humani slucajevi iz ovih oblasti (149). Sli¢no tome, u Belgiji su podrucja prikupljanja krpelja
odredena na osnovu rezultata studije seroprevalencije kod Zivotinja, pri ¢emu su za lokalitete
uzorkovanja izabrani oni sa najve¢im procentom seropozitivnih. Virusna nukleinska kiselina
nije utvrdena ispitivanjem skoro 2000 prikupljenih jedinki krpelja (150).

Tokom drugog istrazivanja u Belgiji, prikupljeno je 1599 jedinki krpelja, koje su
prethodno obavesteni gradani dostavili postom Nacionalnom Institutu za zdravstvo. Prisustvo
virusa u ovim uzorcima nije dokazano (151).

Da dinamika inficiranosti krpelja zavisi od sezone pokazuje i istraZivanje jednog ZariSta
u Danskoj, u kome je virus KE detektovan u krpeljima tokom tri uzastopne godine (2009-2011),
ali 2016.12017. godine su sve jedinke prikupljene u ovom podrucju bile negativne na prisustvo
virusa (152).

Na razlike u prevalenciji, kao i na moguénost nedetektovanja virusa KE u ispitivanim
uzorcima krpelja, pored sezone, uticu i nejednaka geografska rasprostranjenost Zarista, kao 1
mikrofokalna cirkulacija virusa KE. Naime, suprotno drugim patogenim uzro¢nicima koje
prenose krpelji, virus KE kruzi izmedu kompetentnih domacina i vektora u geografski
ograni¢enim zonama, takozvanim mikrofokusima, koji su veoma male povrSine, nekada 1 50
metara u pre¢niku. Virus se van ovih mikrofokusa ili retko detektuje ili se otkriva jako nizak
stepen inficiranosti krpelja (68,143).

Na jugu Engleske, cirkulacija virusa KE sa prevalencijom od 0,17% dokazana je
laboratorijskim ispitivanjem 3070 jedinki krpelja, koji su uzorkovani tokom 2018. 1 2019.
godine na lokalitetima na kojima su prethodno identifikovani seropozitivni jeleni. Niska
prevalencija u ovoj studiji, koja nije u saglasnosti sa utvrdenom seroprevalencijom antitela kod
jelena, objasnjava se mikrofokalnom distribucijom i ograni¢enos¢u enzootskih podrucja KE,
zbog kojih krpelji iz centra samog fokusa verovatno nisu uzorkovani (153).

Skorasnje istrazivanje na severu Nemacke, takode ukazuje na geografsku ogranicenost
mikrofokusa. U uzorku od ¢ak 20.056 jedinki krpelja, prikupljenih tokom 2020. 1 2021. godine

u sezoni najvece aktivnosti ovih vektora, prevalencija se kretala u rasponu 0,00-0,51% kod
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odraslih jedinki i od 0,00 do 0,36% kod nimfi zavisno od lokaliteta, ali i od sezone uzorkovanja
(154).

S obzirom na to da se podrucje naseg istrazivanja (FruSka gora) proteze na povrsini od
priblizno 285 hiljada kvadratnih metara, postoji moguénost da jedinke krpelja nisu uzorkovane
iz samog mikrofokusa, osim na lokalitetu Andrevlje, gde smo koristili tacne koordinate na
kojima je detektovan virus 2015. godine.

Pored mikrofokalne ograniCenosti, na nalaz pozitivnog nalaza virusa KE u krpeljima 1
na vrednosti njegove prevalencije moze uticati i takozvana ,,patchy distribucija prirodnih
zariSta, odnosno njihova nejednaka rasporedenost, ¢ak i unutar iste drzave ili regije (143,155).

U jos jednoj nemackoj studiji, koja je trajala od 2017. do 2020. godine, uzorkovanje
krpelja izvrSeno je na osnovu prethodnog anketiranja pacijenata, kod kojih je potvrdena
dijagnoza KE, a na osnovu potencijalne lokacije njihovog zarazavanja. Od 2955 jedinki
prikupljenih na 13 potencijalnih mesta zarazavanja pacijenata na jugu ove zemlje, cirkulacija
virusa je dokazana u osam mesta, a stepen zarazenosti krpelja je znacajno varirao medu
lokalitetima (od 0% do 1,7%) (156).

Jedno veliko istrazivanje, sprovedeno po slicnoj metodologiji, obuhvatilo je sve tri
Balticke zemlje 1 isto¢nu Poljsku. Krpelji su prikupljani sa vegetacije na 24 lokaliteta u ove
Cetiri drzave. Dokazana prosecna prevalencija zarazenosti krpelja vrste 1. ricinus virusom KE
kretala se u rasponu 0,11% u istocnoj Poljskoj do 1,02% u Letoniji, s tim da su vrednosti
prevalencije znatno varirale medu pojedinim oblastima (86). Slicno tome, u norveskom
istrazivanju stepen inficiranosti krpelja se kretao u rasponu od 0 do 1,1% zavisno od mesta
uzorkovanja (99).

I na kraju, negativan nalaz virusa u krpeljima moze biti posledica i niske gustine krpelja
na nekoj teritoriji i posledi¢nog uzorkovanja malog broja jedinki. Na gustinu krpelja utice
prethodno spomenuta interakcija biotickih 1 abiotickih faktora u zariStima (68). Na teritoriji
naseljenih mesta FruSke gore gustina po jedinici vremena kretala se u rasponu od 0,94/sat do
41,50/ sat, pa je na 11 lokaliteta uzorkovano manje od 30 jedinki ovih vektora.

Na mogu¢énost neotkrivanja virusa KE zbog malog uzorka ukazuju britanski naucnici,
koji su 2020. godine, nakon pojave drugog verovatnog slucaja KE, sproveli eko-epidemiolosko
istrazivanje, tokom kojeg su flagging metodom uzorkovani krpelji u okolini mesta boravka

obolelog, ali virus nije pronaden u njima (157).
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Sve do sada pomenute studije odnose se na istraZivanja stepena zarazenosti krpelja iz
roda Ixodes. Medutim, istrazivanje prevalencije KE u krpeljima iz roda Dermacentor takode
nije zanemarljivo, jer se dve vrste iz ovog roda (D. reticulatus 1 D. marginaus) smatraju
znacajnim vektorima ove bolesti (77,86).

U naSoj studiji prikupljeno je samo devet jedinki vrste D. marginatus i ni u jednoj od
njih nije dokazano prisustvo virusne nukleinske kiseline, Sto se moZe objasniti jako malim
uzorkom. Medutim, ni madarski naucnici nisu dokazali prisustvo virusa KE u 46 prikupljenih
krpelja ove vrste (158), dok je u Bugarskoj izolovan jos davne 1960. godine iz jedne od 19
jedinki (159). Virus KE je izolovan jo§ 2002. godine u Rusiji iz krpelja vrste 1. ricinus 1 D.
marginatus, koji su sakupljeni u okolini Banja Luke u Bosni i Hercegovini. Kasnijom
genotipizacijom ustanovljeno je da na ovoj teritoriji cirkuliSu evropski 1 sibirski podtip virusa
(74,160).

U endemskoj oblasti Kazahstana, u krpeljima vrste D. marginatus utvrdena je minimalna
stopa zarazenosti od 1,6% (161). U evropskim drzavama se prevalencija virusa KE u krpeljima
vrste D. reticulatus kretala u rasponu od 0,59% u Nemackoj do 10,8% u isto¢noj Poljskoj
(77,162). Visoka prevalencija (3,9%) u ovoj vrsti krpelja zabeleZena je 1 u Moldaviji. U ovoj
zemlji je utvrden i visok procenat zarazenosti virusom KE u populaciji krpelja vrste H. punctata
od cak 8,8% (163).

Tokom perioda naSeg istrazivanja, prikupljene su 142 jedinke vrste H. punctata 1 ova
vrsta je bila druga po zastupljenosti u nasem uzorku sa uceS¢em od preko 7%, a bila je
dominantna u Irigu, Bukovcu i Velikoj Remeti. Od 142 prikupljene jedinke, analizirali smo
svega 18, jer su ostale bile van rezima hladnog lanca. Sve analizirane jedinke su bile negativne
na prisustvo virusne RNK. Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima testiranja ove vrste
krpelja prikupljenih u Pozesko-slavonskoj Zupaniji u Hrvatskoj (142).

Jos jedna vrsta roda Haemaphysalis je oznacena kao vektor virusa KE. Rec€ je o vrsti H.
concinna (68). Medutim, malo je istrazivanja u dostupnoj literaturi koja su se bavila stepenom
zarazenosti virusom KE ove vrste krpelja. Tokom naSeg istrazivanja prikupili smo i analizirali
50 jedinki ove vrste, ali virusna nukleinska kiselina nije detektovana ni u jednom uzorku. Tokom
istrazivanja u jugoistocnoj Madarskoj, prikupljeno je 489 jedinki ove vrste 1 sve su bile
negativne na prisustvo virusa KE (158), dok je u cetvorogodisnjoj studiji sprovedenoj u

jugozapadnom delu ove zemlje prisustvo virusa potvrdeno u nimfalnom stadijumu vrste H.
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concinna (164). Vrlo visoka prevalencija u populaciji krpelja H. concinna od preko 5%
otkrivena je u Rusiji tokom visegodiSnje studije, sprovedene na istoku te zemlje (165).

Sve gore navedeno upucuje da je odredivanje prevalencije virusa KE u krpeljima vazno
za otkrivanje novih prirodnih zariSta i pracenje njihove endemske aktivnosti, kao i za
identifikaciju novih vrsta kao potencijalnih vektora na nekoj teritoriji, ali nije osetljiv pokazatelj
rizika za ljude, kada je ova bolest u pitanju (166).

Ovu Cinjenicu naglaSavaju Stefanoff 1 saradnici, koji u uzorku od preko 16.000 krpelja,
prikupljenih na 50 mesta u Poljskoj i Nemackoj, obuhvataju¢i regione od onih koji sporadi¢no
prijavljuju humane slu¢ajeve do oblasti sa jako visokom incidencijom KE, nisu detektovali virus
(166).

Da visina prevalencije virusa KE u populaciji krpelja nema uticaja na visinu incidencije
humanih sluéajeva, pokazuju podaci nadzora u visoko endemskoj Ceskoj Republici u periodu
od 50 godina, tokom kojeg je zabeleZena prosec¢na prevalencija KE u populaciji krpelja od samo
0,12% (99).

Jedinke krpelja za naSu studiju uzorkovane su u pojedinim mesecima tokom tri godine
(2019,202012022.). S obzirom na to da su se lokaliteti prikupljanja razlikovali, tako da je svaki
lokalitet uzorkovan samo u toku jedne godine, ne mozemo tvrditi da virus nije prisutan u
populaciji krpelja na svih 109 lokaliteta tokom sve tri godine uzorkovanja.

Visoko uc¢es¢e nimfi u ukupnom uzorku prikupljenih krpelja od oko 27%, priblizno je
nalazima A. JuriSic¢a, koji pokazuju da je u uzroku prikupljenih krpelja na teritoriji Srbije u
petogodisnjem periodu (2006-2010. godina) ovaj razvojni stadijum zauzimao procenat od oko
31% svih jedinki (78). Nimfe se smatraju najvaznijim stadijumom razvoja u prenosenju virusa
KE, jer su manje specificne za domacina, a i teSko su uocljive na odec¢i, telu, kosi zbog veli¢ine
od svega 1-2 mm (65,167). Stoga se smanjenje rizika od bolesti koje prenose krpelji moze
posti¢i monitoringom i kontrolom brojnosti nimfi (78).

Pored nimfi, za transmisiju virusa KE na ljude odgovorne su i zenke krpelja, kojima je
potreban krvni obrok za produkciju jaja i ovipoziciju (68). Analizom odnosa polova, u naSem
uzorku utvrdena je dominacija zenki u skoro polovini naseljenih mesta na teritoriji Fruske gore,
sa rasponom seksualnog indeksa od 0,52 do apsolutne dominacije od 100% u mestu Ljuba.
Suprotno istrazivanju A. JuriSi¢a (78), u ukupnom uzorku prikupljenih krpelja na teritoriji

Fruske gore dominirali su muzjaci.
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Iako virus KE nije detektovan u naSim uzorcima, gustina krpelja u pojedinim naseljenim
mestima fruskogorske regije zabrinjava, posebno na lokalitetima sa velikom frekvencijom ljudi,
kao Sto su jezero Bruje kod Erdevika, izletiSta poput Strazilova kod Sremskih Karlovaca,
Andrevlja u blizini Banostora i Cerevica, biciklistickog parka kod Bukovca i Lipovade kod
Berkasova, zatim okolina manastira Jazak, Beo¢in, Kuvezdin kod Divosa 1 Velika Remeta, te
park u centru naseljenog mesta Grabovo, spomen-park kod Iriga, Stari Ledinci- put za jezero,
te travnate zone pored stambenih objekata u samom naseljenom mestu Privina Glava,
Slankamenacki Vinogradi 1 Krusedol Selo. Visoka gustina krpelja u rasponu 18,87- 45,50 po
satu uzorkovanja flag metodom utvrdena je 1 tokom istrazivanja Instituta za epidemiologiju
Vojno-medicinske akademije na pet Sumskih lokaliteta u Beogradu (167).

Na osnovu toga, uvodenje monitoringa nad ovim znacajnim vektorima na nivou cele
Srbije je od krucijalnog znacaja za prevenciju i kontrolu niza bolesti koje oni prenose na ljude,
bolesti.

Samo poslednjih godina, nova zarista KE otkrivena su u severnoj Nemackoj, francuskim
Alpima, severoistoénoj Italiji, Svedskoj, juznoj Engleskoj, Finskoj i Danskoj, a 2020. godine
prvo zariSte ove bolesti prijavljeno je na podrucju Severne Afrike (severoisto¢ni Tunis)
(69,152,153,168-170). Osim toga, 2018. godine u severnoj Norveskoj je virus KE prvi put
detektovan na geografskoj Sirini od 65 stepeni, koja se nalazi u regionu arktickog kruga, odnosno
severnog polarnika. Ovo je ujedno najsevernija tacka na kojoj je prijavljeno prisustvo krpelja
vrste 1. ricinus (171). Pojava novih zariSta poslednjih godina, osim porasta ucestalosti ove
bolesti, imala je za posledicu i registrovanje prvih autohtonih slucajeva u Holandiji 2016.
godine, Velikoj Britaniji 2019. 1 u Belgiji tokom 2020. godine (157,172,173).

U svetu je, takode, dokumentovano pomeranje endemskih zariSta KE prema veéim
nadmorskim visinama. Tokom perioda 1961-1979. godina, u Slovackoj su Zarista registrovana
na nadmorskoj visini od 180 do 340 m, a ve¢ 2004. godine gornja granica se pomerila na 832
metra (174). Sli¢no tome, u Ceskoj se maksimalna nadmorska visina na kojoj se Zarista javljaju
pomerila za 400 metara (sa 700 na 1100m) u periodu od deset godina (175), zatim je cirkulacija
virusa KE prijavljena na 1564 m nadmorske visine 2008. godine u austrijskim Alpima (176), a

nakon toga i na 2100 m u Kirgistanu (177).
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Prirodna zarista KE nalaze su i u zemljama u okruzenju. Istrazivanja u Rumuniji ukazuju
na rasprostranjenost zarista ove bolesti na teritoriji cele zemlje, ali se najrizi¢nija podrucja
nalaze na jugoistoku i severozapadu, zatim u centralnom podrucju Transilvanije i u podnozju
Karpata (124,178). U Sloveniji endemska podrucja zahvataju veliku povrSinu i protezu se od
severa, preko centralnog do jugozapadnog dela zemlje (179).

Prirodna ZzariSta razliCitog stepena endemicCnosti protezu se od severoistoka do
severozapada Hrvatske, zahvataju¢i i1 planinski region Gorskog Kotara (55,92), a u Madarskoj
se nalaze u Sumovitim predelima na severu i zapadu ove zemlje, zatim duz reke Dunav i oko
jezera Balaton (72,124).

Rezultati ranijih studija pokazuju da se endemska zariSta KE nalaze i na teritoriji
Albanije, posebno u juznim oblastima (65,72).

Kao posledica Sirenja prirodnih Zarista, u svetu se godiSnje registruje od 10 do 15 hiljada
slucajeva KE, a od toga vise od tri hiljade u Evropi (90,100-102). U periodu od 1974. do 2003.
godine broj obolelih se ucetvorostrucio (180). Pored toga, stopa incidencije registrovana 2015.
godine na nivou Evropske unije dvostruko se uvecala za samo pet godina i dostigla vrednost od
0,8/100.000 stanovnika tokom 2020. godine (181). To je ujedno i1 najviSa vrednost stope
incidencije KE, koja je registrovana u evropskom regionu od uvodenja nadzora nad ovom
boles¢u 2012. godine, a procenjuje se da je stvarni broj obolelih znatno ve¢i, jer je nadzor u
mnogim drzavama insuficijentan, a i zbog visokog uces¢a asimptomatskih i1 blagih oblika
bolesti, koji ostaju ili neprepoznati ili oboleli ne traze pomo¢ zdravstvenog sistema (90,182).

Zavisno od regiona, vrste krpelja i podtipa virusa, koji u njemu preovladavaju, letalitet
KE se krec¢e u rasponu 0,2-40% (48). Najvisi letalitet se registruje u podrucjima gde preovladava
dalekoisto¢ni podtip virusa (54).

Krpeljski encefalitis je endemska bolest u 27 evropskih i 7 azijskih drzava (104).
Najvise stope incidencije u svetu (preko 5/100.000) beleze Ceska Republika, Balti¢ke zemlje
(Litvanija, Estonija i Letonija) i Slovenija (99-102). Medutim, zbog geografske ograni¢enosti
endemskih podrucja, velike razlike u ucestalosti ove bolesti postoje unutar drzava (1). Shodno
tome, u Rusiji se registruje prosecna godi$nja incidencija od oko 2/100.000 stanovnika, ali
godis$nje incidencije u nekim oblastima Sibira su ¢ak pet do deset puta vise od prijavljenih na

nacionalnom nivou (7). Sli¢no Rusiji, Nemacka se ubraja u niskoendemske zemlje sa prosecnom
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godisnjom incidencijom od oko 0,5/100.000 slucajeva, dok u nekim regijama ove zemlje stope
incidencije dostizu i 10/100.000 stanovnika (2).

Mada u Republici Srbiji zakonska obaveza prijavljivanja krpeljskog encefalitisa postoji
jos od 2004. godine, epidemioloska situacija se jo§ uvek ne moze pravilno realno oceniti, zbog
insuficijentnosti epidemioloSskog nadzora nad ovom boles¢u i1 ograniCene dostupnosti
laboratorijske dijagnostike. U periodu od 2004. do 2021. u nasoj zemlji registrovano je ukupno
25 slucajeva ove bolesti. Najveci broj slucajeva (ukupno 13) registrovan je 2018. godine
(111,137,183).

Iako su prethodna istrazivanja registrovala prisustvo virusa KE na teritoriji Autonomne
Pokrajine (AP) Vojvodine, do sada nije bilo prijavljenih slucajeva ove bolesti (137).

Od zemalja u okruzenju, Slovenija prijavljuje najvise prosecne godiSnje stope
incidencije (oko 10/100.000 stanovnika), dok u nekim podruc¢jima zemlje dostizu vrednosti i do
45/100.000 stanovnika (99). Hrvatska se ubraja u niskoendemske zemlje sa prosecnom
godisnjom incidencijom ispod 1/100.000 stanovnika. Medutim, prose¢na godiSnja incidencija u
visokoendemskom severozapadnom delu ove zemlje krece se u rasponu od 3,61 do 6,78/100.000
(55,92). Sporadicni slucajevi kod ljudi prijavljeni su u priobalju (124). Podaci o humanim
slucajevima u Bosni i Hercegovini su oskudni, ali se u literaturi pominje sporadi¢no javljanje
KE u periodu od 2001. do 2016. godine, kada je registrovano ukupno Sest slucajeva na teritoriji
ove zemlje (99). U poslednjih 60 godina u Bugarskoj je registrovano svega nekoliko slucajeva
KE (184), a sli¢na situacija je i u Rumuniji, koja sporadicno prijavljuje slucajeve KE (124,178).
Prijavljene prose¢ne godiSnje incidencije u Madarskoj su 0,2/100.000 stanovnika (72,124).
Poslednjih godina se registruju epidemije, koje su nastale konzumiranjem mleka, najcesce
kozijeg. Najveca alimentarna epidemija u ovoj zemlji registrovana je 2007. godine, kada je
obolelo 25 osoba (20). U Albaniji je pre 1990. godine registrovano do 25 slucajeva godisnje, ali
nakon tog perioda nema dostupnih podataka o epidemioloskoj situaciji (65,72). Epidemioloska
situacija KE u Crnoj Gori i Makedoniji su nepoznate, jer u dostupnoj literaturi nema podataka
iz ovih zemalja.

S obzirom na to da se rizik za ljude od KE ne moze proceniti samo na osnovu ispitivanja
stepena zarazenosti krpelja i da se epidemioloSka situacija moze oceniti jedino integrisanim

nadzorom, koji, izmedu ostalog, ukljucuje i klini¢ko prikupljanje podataka o ovoj bolesti (106),
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sproveli smo intenzivan, aktivni nadzor nad KE kod hospitalizovanih pacijenata, sa klini¢kom
dijagnozom zapaljenja CNS-a.

Svetska zdravstvena organizacija smatra da je za kvalitetan nadzor nad krpeljskim
encefalitisom neophodna primena standardizovane definicije slucaja 1 upotreba
standardizovanih reagenasa, kako bi rezultati testova bili uporedivi izmedu razli¢itih laboratorija
i drzava (7). Kako bismo omogu¢ili uporedivost nasih rezultata sa rezultatima drugih studija,
sprovedenih na nivou EU, deo istrazivanja koje se odnosi na klinicko prikupljanje podataka,
bazirali smo na definiciji slu¢aja ECDC-a (114), a tokom laboratorijske dijagnostike koristili
smo komercijalne ELISA testove, koji su u Siroj upotrebi u Evropi i koji su dostupni u nasoj
zemlji. Takode smo sve pozitivne i grani¢ne rezultate iz likvora i seruma, dobijene ELISA
testom, laboratorijski ispitali testom neutralizacije, Sto je po preporukama SZO i ECDC
neophodno za potvrdu dijagnoze KE, posebno u podruc¢jima gde cirkuliSu i drugi flavivirusi, pa
postoji moguénost unakrsne seroloske reaktivnosti izmedu njih i dobijanja lazno pozitivnih
rezultata (7,185). Medutim, neutralizacioni test u prvih deset dana bolesti, kada se IgG antitela
joS uvek nisu stvorila, moZe da rezultira laznom negativnoscu u ¢ak 50% uzoraka, s obzirom na
slab neutralizacioni kapacitet IgM antitela (115).

U periodu hospitalnog nadzora nad KE, od 1. avgusta 2021. do 31. oktobra 2022. godine,
nije potvrden ni jedan slucaj ove bolesti na teritoriji Vojvodine. Ovaj rezultat naSeg istrazivanja
moze se objasniti nestabilnom dinamikom KE i izrazitim periodi¢nim varijacijama u broju
slucajeva (186). Pored toga, postojeca epidemija bolesti COVID-19 dodatno je otezala nase
istrazivanje.

Ipak, jedan slu¢aj sumnje je imao visok titar (desetostruko visi od grani¢ne vrednosti)
specificnih IgM antitela na KE u likvoru tokom izvodenja ELISA testa, a nalaz na specifi¢na
IgG antitela je bio negativan. Krvni serum ovog pacijenta je utroSen radi drugih laboratorijskih
analiza, koje su trazene, tako da nije mogao biti testiran na prisustvo specifi¢nih antitela na virus
KE, a zbog dobrog opsteg stanja pacijent je otpuSten iz bolnice, te uzorak krvnog seruma nije
mogao biti naknadno uzet. Unakrsnost sa virusom groznice Zapadnog Nila je prethodno
iskljucena laboratorijskim ispitivanjem. Medutim, u ovom uzorku nisu detektovana neutraliSuca
antitela na virus KE. Kako je likvor pacijenta uzet u prvih Cetiri dana bolesti, ne moze se
iskljuciti lazno negativan rezultat testa neutralizacije. Zbog otpustanja pacijenta iz bolnice nisu

se stekli uslovi ni za ispitivanje serokonverzije specifi¢nih antitela u parnim uzorcima seruma.
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Uprkos podacima iz literature da IgM antitela retko unakrsno reaguju sa drugim flavivirusima,
ni u slucaju dokaza serokonverzije ne bi bilo opravdano ovaj slucaj klasifikovati kao potvrden,
sve dok nije iskljuCena i moguca unakrsna reakcija sa Usutu virusom, Cija je cirkulacija
potvrdena u naSoj zemlji (187).

Na otezanu dijagnostiku KE i oprezno tumacenje rezultata serologije ukazuje i grupa
hrvatskih autora u studiji slucaja, koja prikazuje unakrsne reakcije izmedu flavivirusa kod
pacijenta sa klinickom dijagnozom asepticnog meningitisa. Rezultati ELISA testa su bili
pozitivni na prisustvo specifi¢nih antitela na tri flavivirusa (IgM i IgG na virus KE u serumu 1
likvoru, IgM 1 IgG na virus groznice Zapadnog Nila u serumu i samo IgG u likvoru i IgG na
Usutu virus i u serumu i likvoru- IgM nije testiran). Daljim ispitivanjem testom neutralizacije,
dokazana su neutraliSuca antitela na sva tri virusa, s tim da se na osnovu visine titra pretpostavilo
da se radi o akutnoj infekciji virusa KE, a da su neutraliSuca antitela na druga dva virusa rezultat
unakrsne neutralizacije. Medutim, tek ispitivanjem aviditeta IgG antitela na virus groznice
Zapadnog Nila, ustanovljeno je se da je pacijent prethodno bio izloZzen ovom virusu, a ne
iskljuuje se ni mogucnost prethodne infekcije Usutu virusom, s obzirom na prisutnost
neutraliSuc¢ih antitela (120).

U dostupnoj literaturi nema mnogo prospektivnih istrazivanja, kojima je utvrdeno
opterecenje populacije KE na osnovu aktivnog hospitalnog nadzora nad suspektnim
slucajevima. Vecina objavljenih rezultata o incidenciji KE dobijena je na osnovu retrospektivno
dizajniranih studija, tokom kojih su prikupljeni podaci iz pasivnog nadzora nad ovom boles¢u
(188,189).

Slicno naSem, prospektivno istrazivanje sprovedeno je u Poljskoj, tokom kojeg je
intenziviran hospitalni nadzor nad KE. Nadzorom je obuhvac¢eno 105 bolnickih ustanova u 11
od 16 provincija u toj zemlji. Uzorci seruma i/ili likvora svih pacijenata kod kojih je postavljena
sumnja na ovu bolest na osnovu prethodno kreirane definicije slucaja, upuceni su na
laboratorijsko ispitivanje antitela. Od 1585 suspektnih slucajeva, kod 256 je ELISA testom
postavljena dijagnoza KE. Medutim, dobijeni rezultati seropozitivnosti nisu potvrdeni testom
neutralizacije, uz objaSnjenje da ovaj test nije u rutinskoj upotrebi u ovoj zemlji, ali 1 da je
verovatnoca lazno pozitivnih rezultata niska, jer do perioda kada se istrazivanje sprovodilo nije
bilo dokaza o cirkulaciji drugih flavivirusa na ovom podrucju. Svakako, povecanje broja

registrovanih slucajeva za 51% viSe u odnosu na prethodni petogodisnji prosek i otkrivanje cak
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38 novih zarista KE u Poljskoj, ¢ine ovo istrazivanje veoma znacajnim i naglasavaju potrebu
sprovodenja intenziviranog epidemioloSkog nadzora nad hospitalizovanim pacijentima sa
sumnjom na ovu bolest (190).

Mohareb 1 saradnici su objavili rezultate dobijene aktivnim hospitalnim nadzorom u
Bugarskoj u periodu od 2009. do 2012. godine po metodologiji, koja je u saglasnosti sa naSom
(184). Primenjena je tada aktuelna definicija slu¢aja ECDC-a. Tokom cetvorogodisnjeg
pracenja, sumnja na KE je postavljena kod 86 hospitalizovanih pacijenata, od kojih su tri
klasifikovana kao potvrdeni slucajevi KE. Kod jednog pacijenta je detektovana nukleinska
kiselina virusa KE u serumu PCR metodom, kao i prisustvo IgM antitela na ovaj virus takode u
serumu. Kod drugog pacijenta komercijalnim ELISA testom utvrdeno je prisustvo antitela na
virus KE u parnim uzorcima seruma. Pozitivnost IgM antitela u prvom uzorku, pracena
grani¢nim rezultatom u drugom, uz detekciju IgG antitela tek u drugom uzorku ide u prilog
serokonverziji. Kod tre¢eg pacijenta je u parnim serumima uzetim u razmaku od devet dana
dokazano prisustvo i IgM i IgG antitela na virus KE u oba uzorka. Dobijeni rezultati seroloskog
testiranja kod poslednja dva pacijenta nisu potvrdeni testom neutralizacije, ali im je istovremeno
laboratorijskim ispitivanjem isklju¢ena infekcija virusom groznice Zapadnog Nila 1 Zute
groznice. Usutu virus jo§ uvek nije potvrden na teritoriji ove zemlje (191).

U Finskoj je sprovedeno retrospektivno istrazivanje, tokom kojeg je laboratorijski
ispitano 1957 seruma pacijenata, koji su tokom sezone aktivnosti krpelja (od aprila do oktobra)
prethodnih godina (1997, 2005-07. 1 2011-12. godine) bili hospitalizovani zbog zapaljenja
CNS-a, Cija je etiologija ostala nepoznata. Serumi ovih pacijenata, koji se cuvaju u laboratoriji
helsinSke univerzitetske bolnice, testirani su primenom EIA (enzyme immunoassay) testa i
potvrdeni testom inhibicije hemaglutinacije. Ovim retroaktivnim istraZzivanjem otkriveno je pet
slucajeva KE, koji su ispunjavali definiciju za potvrden slucaj (192).

Tokom intenziviranog prospektivnog pracenja pacijenata sa klinickom dijagnozom
encefalitisa u 106 bolnickih ustanova u Francuskoj, bioloski uzorci pacijenata su ispitivani na
mnogobrojne virusne i bakterijske uzrocnike, medu kojima je i virus KE, koji je dokazan kod
1,4% slucajeva (ukupno tri). Studija je ponovljena 1 proSirena na period od cetiri godine (od
2016. do 2019. godine). Od 494 pacijenta sa kliniCkom dijagnozom encefalitisa, procentualno
uces¢e KE je iznosilo 5,4%, skoro Cetiri puta veée nego tokom prethodne studije. Studija

naglasava potrebu stalnog nadzora nad encefalitisima infektivne etiologije uz jaCanje
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laboratorijskih kapaciteta i uvodenja novih metoda laboratorijskog ispitivanja u rutinsku praksu
(193).

Iako malobrojne, prospektivne studije pracenja klinicki suspektnih sluc¢ajeva na KE,
naglaSavaju znacaj aktivnog nadzora nad ovom boleS¢u, zasnovanog na standardizovanoj
definiciji slu€aja i posebno tokom sezone najveée aktivnosti krpelja. Ovom vrstom nadzora
otkriva se daleko veci broj slucajeva KE i dobijaju mnogo kvalitetniji podaci, nego prilikom
sprovodenja samo pasivnog nadzora (194).

Uprkos ¢injenici da aktivnim hospitalnim nadzorom, sprovedenim u na$oj studiji, nije
potvrden ni jedan sluc¢aj KE na teritoriji Vojvodine u periodu od 15 meseci sprovodenja, nase
istrazivanje je znac¢ajan pomak u nadzoru, koji je izrazito insuficijentan u Srbiji, ali 1 dijagnostici
ove bolesti, 1 moze posluziti kao polazna osnova za implementaciju intenzivnog sezonskog
nadzora nad KE u doba aktivnosti krpelja (od marta do novembra) na nivou cele zemlje. Uz
implementaciju nadzora, neophodno je i uvodenje dijagnostike ove bolesti u rutinsku praksu sa
tacnim algoritmom laboratorijskog ispitivanja, kako bi se iskljucile unakrsne seroreaktivnosti
(115). Od izuzetne vaznosti je da nadzor bude baziran na uniformnoj definiciji slu¢aja ECDC-
a, da bi se obezbedila uporedivost podataka sa drugim evropskim zemljama (114). Pored toga,
neophodno je i ja¢anje laboratorijskih kapaciteta u pravcu izvodenja neutralizacionog testa, a
sve u cilju otkrivanja novih slucajeva KE i §to realnijeg sagledavanja opterecenosti populacije
ovom bolescu.

U Grc¢koj su tokom 2007. godine na prisustvo nukleinske kiseline virusa KE, kao 1 na
prisustvo antitela IgM 1 IgG klase protiv ovog virusa, laboratorijski ispitani uzorci krvnog
seruma i likvora ukupno 302 pacijenta sa infekcijom CNS-a. U saglasnosti sa nasim rezultatima,
ni jedan od testiranih uzoraka nije bio pozitivan. Medutim, zahvaljuju¢i implementaciji
epidemioloskog nadzora u ovoj zeml;ji, 2014. godine registrovan je prvi autohton slucaj KE i od
tada ova zemlja prijavljuje sporadi¢ne slucajeve ove bolesti, koji su posledica lokalne
transmisije virusa KE (195,196).

Kako je KE bolest sa visokim udelom asimptomatskih infekcija (preko 65%) (46),
seroepidemioloska ispitivanja imuniteta stanovnisStva odredene regije pre uvodenja programa
vakcinacije su esencijalna za otkrivanje izlozenosti virusu KE, posebno u zemljama u kojima je

nadzor nad ovom boles¢u insuficijentan (106).
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Po uzoru na druge evropske zemlje (197,198), sproveli smo seroepidemiolosku studiju
prokuZenosti stanovnistva Fruske gore, koje je mestom stanovanja potencijalno izloZeno virusu
KE, detektovanom u ovoj oblasti 2015. godine. Dodatno smo seroprevalenciju antitela na virus
KE stanovnika Fruske gore poredili sa seroprevalencijom stanovnika Vojvodine van ove regije,
gde cirkulacija virusa jos$ uvek nije potvrdena.

Specifi¢nost komercijalno dostupnih ELISA testova za detekciju antitela klase G na
virus KE se procenjuje na 30-71%, Sto ukazuje na visoko uces¢e lazno pozitivnih rezultata, a
posledica je unakrsnih reakcija sa drugim flavivirusima (129). Zbog toga ECDC preporucuje
test neutralizacije kao zlatni standard za potvrdu rezultata seroprevalencije dobijenih ELISA
testovima, posebno u podrucjima gde je dokumentovana cirkulacija drugih flavivirusa (185).
Kako je u Vojvodini dokazano prisustvo virusa Zapadnog Nila i Usutu virusa (187), sve IgG
pozitivne 1 grani¢ne uzorke krvnog seruma nakon ELISA testa, dalje smo ispitali virus
neutralizacionim testom.

Mnogobrojne seroepidemioloske studije sprovedene su u Evropi i nekim zemljama Azije
na razli¢ito koncipiranim uzorcima opste populacije ili profesionalno izlozenih osoba, zatim
dobrovoljnih davalaca krvi ili koriS¢enjem uzoraka iz banaka krvnih seruma (197-209). Nasa
studija seroprevalencije sprovedena je na uzorku opste populacije i sli¢no studijama u Poljskoj
i Svedskoj, obuhvatala je stanovnistvo svih uzrasnih kategorija, ukljucujuéi i decu (197,198).

ProseCan uzrast ispitanika u oba uzorka naseg istrazivanja bio je priblizno 42 godine
(opseg: 4 meseca-90 godina za stanovnike Fruske gore, a 1-91 za stanovnike Vojvodine van ove
teritorije). Medijana uzrasta obe grupe bila je 44 godine. Medijana uzrasta ispitanika u Svedskoj
studiji bila je 50, sa opsegom 2-87 godina (198). Bugarski ispitanici iz opSte populacije prosecno
su bili stari oko 53 godine (184). Prosek starosti ispitanika studije sprovedene u Turskoj se
nalazio u rasponu 30,22 +£12,89 do 38,43 £13,76 zavisno od regiona stanovanja, a ovo
istrazivanje je sprovedeno na dobrovoljnim davaocima krvi uzrasta od 18 do 64 godine (199).

Slicno studijama sprovedenim u Poljskoj 1 jugoisto¢noj Norveskoj (197,200)
zastupljenost osoba muskog i zenskog pola u nasim uzorcima bilo je podjednako, dok su u
uzorku dobrovoljnih davalaca u Turskoj, muskarci bili dominantniji ¢ak 20 puta (199). Muski
pol je bio mnogostruko zastupljeniji 1 u istrazivanjima, koja su se sprovodila na uzorku
profesionalno izlozenih osoba, Sto objasnjava cCinjenica da se uglavnom muskarci bave

poljoprivrednim ili poslovima vezanim za boravak u Sumi (202,203,208).

103



Doktorska disertacija Tatjana Pustahija

U odnosu na profesiju, u nasem uzorku studijske grupe, ako se izuzmu osobe, koje su
klasifikovane u grupu ostalih delatnosti, jer su tokom anketiranja dale neodreden podatak o
zanimanju (npr. radnik), dominiraju penzioneri sa udelom od 22,70%, dok u iranskoj studiji
seroprevalencije penzioneri ¢ine samo 3,47% ukupnog uzorka, a najvece procentualno ucesce
od 47,69% zauzimaju domacice (204). U studijama koje su radene na uzorku profesionalno
izlozenih osoba, najzastupljenija zanimanja su Sumski i poljoprivredni radnici (202,203,208),
koji su u naSem uzorku zastupljeni sa procentom od 0,20% 1 2,10%, redom.

Rezultati neutralizacionog testa u nasem istrazivanju pokazuju da je registrovana
seroprevalencija medu ispitanicima koji mestom prebivali§ta pripadaju oblasti Fruske gore
0,40%, a medu ispitanicima iz Vojvodine, iskljuujuéi stanovnistvo 49 naseljenih mesta
fruSkogorske regije, 0,20%. Prema ovim rezultatima, stanovnistvo Fruske gore dvostruko je vise
prokuzeno na virus KE u odnosu na stanovnistvo Vojvodine van ove teritorije, ali zbog malog
uzorka seropozitivnih ispitanika u obe grupe, razlika izmedu registrovanih seroprevalencija nije
znacajna.

Ukupno 11 seruma imalo je granican rezultat laboratorijskog ispitivanja na VNT, koji
se moze tumaciti ili kao slabo pozitivan 1 ukazivati da je procenat seropozitivnih ispitanika u
Vojvodini vedi, ili moze biti posledica ukrstene reakcije sa drugim flavivirusima (120). Kako se
unakrsna neutralizacija nije mogla iskljuciti, ovi rezultati nisu uzeti u obzir prilikom racunanja
seroprevalencije antitela na antigene virusa KE u nasoj studiji.

Prvo seroepidemiolosko ispitivanje, sprovedeno je u nasoj zemlji na uzorku od 1726
humanih krvnih seruma, prikupljenih u periodu od 1962. do 1969. godine na teritoriji cele
Srbije. Seropozitivnost, detektovana testom inhibicije hemaglutinacije, bila je mnogostruko visa
od seropozitivnosti utvrdene u naSim uzorcima ispitanika 1 kretala se od 1,1% (na podrucju
Srema) do 52,6% (na podru¢ju Novog Pazara u Raskom okrugu) (137).

U periodu 2014-2015. godina sprovedena su i seroloSka ispitivanja kod Zzivotinja.
Testiranjem krvnih seruma 200 zivotinja (psi, konji, goveda, koze, srne i divlje svinje) utvrdena
seropozitivnost kretala se u rasponu od 2,5% kod goveda i srna do17,5% kod pasa (128).

Utvrdeni procenat seropozitivnih ispitanika u obe nase grupe, takode je mnogostruko
nizi od udela seropozitivnih u uzorku od 101 zdrave osobe Juznobackog okruga. U ovoj
preliminarnoj seroepidemioloskoj studiji, 181 uzorak krvnog seruma zdravih ljudi sa teritorija

Juznobackog (JBO) i Nisavskog okruga laboratorijski je ispitan upotrebom Euroimmun Anti-
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TBEV ELISA IgG komercijalnog kita (proizvodaca Euroimmun, Liibeck, Nemacka).
Seroprevalencija antitela protiv virusa KE iznosila je 7,92% (8/101) kod ispitanika iz JBO, dok
u Nisavskom okrugu nije bilo seropozitivnih krvnih seruma (0/80) (210).

Jos jedna seroepidemioloska studija, sprovedena 2020. godine u naSoj zemlji, obuhvatila
je 113 osoba, koje su se javile u Pasterov zavod u Novom Sadu nakon uboda krpelja, kao i 50
zdravih davalaca krvi. Testom imunofluorescencije utvrdena je IgG seropozitivnost na virus KE
kod 13,27% ispitanika prve grupe, a 4% kod dobrovoljnih davalaca krvi (205).

U Pasterovom zavodu u Novom Sadu tokom 2021. godine sprovedeno je i retrospektivno
istrazivanje IgG seroprevalencije na virus KE kod pacijenata, koji su tokom 2018.12019. godine
bili hospitalizovani zbog virusnog meningitisa i/ili virusnog encefalitisa nepoznate etiologije u
KCV-u, a kod kojih je laboratorijskim ispitivanjem tokom hospitalizacije isklju¢ena infekcija
virusom Zapadnog Nila (206). Specificna IgG antitela protiv virusa KE su otkrivena
imunofluorescentnim testom kod tri od 15 rekonvalescentnih pacijenata, sto je 50 puta vise od
seroprevalencije utvrdene u naSem uzorku stanovnika Fruske gore, odnosno sto puta viSe od
seroprevalencije utvrdene van ove teritorije u Vojvodini.

Rezultati seroprevalencije, dobijeni tokom naseg istrazivanja su u suprotnosti sa svim
rezultatima gore pobrojanih studija seroprevalencije sprovedenim na teritoriji Pokrajine. Velika
diskrepancija izmedu seroprevalencija moze se objasniti razliCitim nafinom regrutovanja
ispitanika prilikom konstrukcije uzoraka, te posledicnim razlikama u demografskoj distribuciji
1 veli¢ini uzoraka. Pored toga, osim §to su sprovedene na mnogostruko manjim uzorcima, ni u
jednoj od navedenih studija nije sprovedena konacna potvrda seropozitivnosti testom
neutralizacije, koju je, kako naglasavaju SZO i1 ECDC, neophodno sprovesti, posebno u
podrucjima gde se ne moze iskljuciti cirkulacija flavivirusa, kakvo je i naSe (7,185). Prema tome,
rezultate prethodnih studija treba tumaciti oprezno.

Sli¢no je i sa rezultatima seroepidemioloskog istrazivanja u susednoj Hrvatskoj, koji su
publikovani 2011. godine, a tokom kojeg je na prisustvo IgG reaktivnosti na antigene virusa KE
laboratorijski ispitano 295 Sumskih radnika srednje Posavine, koji su ¢inili studijsku grupu.
Kontrolna grupa je bila sastavljena od 60 zdravih dobrovoljaca sa istog podru¢ja. ELISA
seroloSkim ispitivanjem utvrdena je seroprevalencija od 4,41% u studijskog grupi, dok su svi

ispitanici kontrolne grupe bili seronegativni (207). S obzirom na to da je na teritoriji ove drzave
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potvrdena cirkulacija i drugih flavivirusa, ukrStena seroreaktivnost se ne moze sa sigurnoséu
iskljuciti (120).

Medutim, vrednost seroprevalencije naSe studijske grupe priblizno je jednaka
seoprevalenciji specifi¢nih IgG antitela na virus KE kod pacijenata uzorkovanih na Infektivnoj
klinici KCV. Utvrdeni procenat IgG pozitivnosti u ovom istrazivanju Potkonjaka i saradnika
iznosila je 0,37% (1/267). lako rezultati ovog istrazivanja nisu potvrdeni testom neutralizacije,
IgG seropozitivnost na druge kocirkuliSu¢e flaviviruse u naSoj zemlji je iskljucena
laboratorijskim ispitivanjem (128).

Seroprevalencija neutraliSu¢ih antitela na virus KE stanovnika 49 naseljenih mesta
Fruske gore ne razlikuje se od seroprevalencije utvrdene nedavnim serolosSkim ispitivanjem
nevakcinisanog stanovniStva endemskog podru¢ja na jugu Norveske. Na uzorku od 1123
dobrovoljna davaoca krvi, 0,4% je imalo neutraliSuc¢a antitela kao posledicu prethodne infekcije
ovim virusom (200). Medutim, seroreaktivnost nije dokazana ni u jednom uzorku krvnog
seruma nakon potvrde testom neutralizacije tokom ispitivanja 1213 dobrovoljnih davalaca krvi
u zapadnom delu ove zemlje, iako je preliminarna seroprevalencija nakon ELISA testa iznosila
0,1% medu nevakcinisanim davaocima (201). Sli¢no tome, u studiji sprovedenoj u centralnoj
Italiji (Lazio region) medu 145 Sumskih radnika i 282 dobrovoljna davaoca krvi, seropozitivnost
dobijena ELISA testom iznosila je 4,1% u grupi Sumskih radnika, dok u drugoj grupi nije bilo
seropozitivnih davaoca. Medutim, testom inhibicije hemaglutinacije ovaj rezultat nije potvrden,
te je tokom ELISA testa verovatno doSlo do ukrStene reakcije sa nekim od cirkuliSucih
flavivirusa u tom regionu (202). Tokom jos jednog ispitivanja imuniteta na virus KE medu
Sumskim radnicima u severoisto¢noj Italiji (Friuli—Venezia—Giulia region) dokazana je
seroprevalencija od 7,2% nakon ELISA testa, ali je nakon potvrdnog testa neutralizacije iznosila
svega 0,6% (208). Tokom ispitivanja imuniteta na virus KE u susednoj Bugarskoj, koje je
izvedeno 2015. godine prikupljen je 1451 rezidualni serum od pacijenata koji su posetili
laboratorije u domovima zdravlja na teritoriji svih okruga ove zemlje. Komercijalnim ELISA
testom sa naknadnom potvrdom testom aviditeta, ustanovljena je seroprevalencija od 0,6%
(184). Neutralizacioni test je pokazao serorpozitivnost od 0,5% u uzorcima seruma
profesionalno izloZenih osoba u Holandiji, nakon inicijalne vrednosti seroprevalencije od 1,8%

dobijene ELISA testom (203).
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U Juznoj Koreji je nakon dokazivanja virusa KE u krpeljima i glodarima, sprovedena
seroloska studija ispitivanja imuniteta na ovaj virus kod 583 Sumska i poljska radnika, koji su
profesionalno izlozeni krpeljima na lokalitetima gde je virus prethodno detektovan.
Procentualno ucesce od 0,9% IgG seropozitivnih ispitanika utvrdeno je ELISA testom, a nakon
neutralizacionog testa ovaj procenat je bio trostruko niZi i iznosio 0,3% (209). Opsezno
ispitivanje seroprevalencije testom neutralizacije na uzorku zdravih davalaca krvi u Turskoj,
pokazalo je nizak stepen serokonverzije od 0,04% na virus KE, nakon inicijalne seropozitivnosti
od 1,91%, dobijene komercijalnim ELISA testom. U uzorku samo jednog od 2454 ispitanika su
detektovana neutraliSuca antitela (199). Sli¢ni rezultati dobijeni su i u severozapadnoj Rumuniji,
gde je od 1200 ispitanih uzoraka seruma 2,3% bilo ELISA pozitivno na virus KE, a samo jedan
uzorak (0,08%) je bio potvrden neutralizacionim testom (211).

Zabelezene vrednosti seroprevalencije u vec¢ini gore navedenih studija, u saglasnosti su
sa nasim rezultatima i ukazuju na nisku endemic¢nost KE na teritorijama na kojima su se
sprovodile. I pored niskih procenata seropozitivnosti, ove studije naglasavaju potrebu
sprovodenja kontinuiranog nadzora nad KE, uzimaju¢i u obzir trend porasta incidencije ove
bolesti, Sirenje postojecih 1 pojavu novih endemskih ZariSta u Evropi 1 svetu (132,143).

Na nivou evropskog regiona, registrovane seroprevalencije, utvrdene neutralizacionim
testom, krecu se u rangu od 0 do 5% (212). Prema rezultatima dostupnih istrazivanja, najvise
vrednosti u opstoj populaciji, zabeleZene su u visokoendemskim zemljama: u Ceskoj, Litvaniji,
Poljskoj i Svedskoj (8%, 3%, 2,6% i 2%, redom). Medutim, u pojedinim oblastima ovih zemalja,
zbog nejednake distribucije zarista KE, seroreaktivnost u opstoj populaciji dostize veoma visoke
vrednosti do ¢ak 39% (99).

U nasem uzorku stanovnika Fruske gore, svi ispitanici seropozitivni na virus KE su bili
muskarci, prosecne starosti priblizno 47 godina (raspon 26-80), dok je od dva seropozitivha
ispitanika iz Vojvodine van ove teritorije, jedan pripadao muSkom polu, a prosek uzrasta
seropozitivnih ispitanika iz ove grupe bio je 80 godina. Najveci procenat seropozitivnih
stanovnika fruskogorske regije pripada radno aktivnoj dobnoj grupi, s tim da je najveca
seroprevalencija ustanovljena kod starijih od 80 godina.

Slicno nasim rezultatima, jedini ispitanici pozitivni na testu neutralizacije u
istrazivanjima sprovedenim u Turskoj, Rumuniji i Norveskoj bili su muskarci i svi su pripadali

kategoriji radno aktivnog stanovnistva (199,200,211), dok su u holandskom istrazivanju od tri
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seropozitivna ispitanika, dva bila muSkog pola, a svi seropozitivni su bili uzrasta 20 do 40
godina (203). Veée ucesée seropozitivnih muSkaraca u odnosu na zene u nekim od ovih
istrazivanja moze se tumaciti ve¢im brojem muskaraca obuhvacenih studijom, dok je u nasim
uzorcima sa podjednakim udelom oba pola, verovatno re¢ o ¢escoj eksponiranosti muskaraca
prirodnim stani§tima krpelja, u odnosu na Zene.

Prema naSim rezultatima, prisustvo specifi¢nih antitela utvrdeno je u Cetiri naseljena
mesta Fruske gore: Beo¢in, Beska, Cortanovci i Irig, sa najviSom seroprevalencijom u
Cortanovcima, a u uzorku ispitanika iz Vojvodine van ove teritorije u Gradu Novom Sadu.
Budu¢i da je istrazivanje sprovedeno anonimno, ne moze se utvrditi gde su ovi ispitanici bili
izlozeni virusu KE.

S obzirom na reprezentativnost uzorka stanovnika FruSke gore, nasi rezultati dokazuju
da je ova populacija nisko prokuzena na virus KE. Isto se ne moze zakljuciti za teritoriju ostatka
Vojvodine bez fruskogorske regije, jer je uzorak obuhvatio samo 0,05% ukupnog broja
stanovnika ovog dela Pokrajine. Takode, dva seropozitivna ispitanika kontrolne grupe mestom
prebivaliSta pripadaju Gradu Novom Sadu, ¢ije stanovniStvo Cesto rekreativno boravi na
teritoriji FruSke gore, pa se ne moze iskljuciti mogucénost izlozenosti i zarazavanja virusom KE
bas u ovoj regiji. Prema tome, u cilju utvrdivanja realne seroprevalencije specifi¢nih antitela na
ovaj virus, neophodna su dodatna istrazivanja na ve¢em uzorku vojvodanske populacije van
fruskogorske oblasti.

U naSem istrazivanju, podatak o prethodnoj infestaciji krpeljima dalo je nesto vise od
40% stanovnika Fruske gore, medu kojima je osoba muskog pola bilo 1,13 puta viSe nego
zenskog. Statisticki znacajno ¢esce je infestacija prijavljivana medu osobama starijeg uzrasta u
odnosu na mlade od 18 godina i medu stanovnistvom u opstinama Irig, Sremska Mitrovica i Sid.
Grupisanjem ispitanika na osnovu zanimanja ili delatnosti koju obavljaju, ustanovljeno je da je
u grupi ispitanika koja vecinu vremena provodi na otvorenom statistiCki znacajno CeSce
prijavljen ubod krpelja, nego u ostalim grupama, ali broj uboda po grupama ispitanika
podeljenih u odnosu na aktivnosti na otvorenom nije korelirao sa brojem seropozitivnih.

U 20 naseljenih mesta, viSe od polovine ispitanika je navelo da je bilo infestirano
krpeljima, u odnosu na one koji nisu, a utvrdena je 1 statisticki znacajna korelacija izmedu broja

uboda i broja prokuZenih ispitanika po naseljenim mestima fruskogorske regije.
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Priblizno jednak procenat ispitanika (42%) tokom ispitivanja imuniteta na KE u
jugoistocnoj Norveskoj prijavio je prethodni ubod krpelja (213), dok je u juznom delu ove
zemlje, gde je gustina krpelja visoka, procenat prethodno infestiranih ispitanika dvostruko visi
nego u nasoj studiji (214).

U istrazivanju Schielein i saradnika, koji su na uzorku od 3503 stanovnika juZne
Nemacke ispitivali ucestalost uboda krpelja medu raznim profesijama, oko 70% ispitanika je
prijavilo prethodnu infestaciju ovim vektorima. Za razliku od naSe grupe ispitanika sa teritorije
Fruske gore, osobe koje posao obavljaju na otvorenom i ¢es¢e su eksponirane ubodu krpelja, u
odnosu na one koje ve¢inu radnog vremena provode u zatvorenom prostoru, bile su znacajno
zastupljenije u ovom uzorku ispitanika. U saglasnosti sa naSim rezultatima, nije bilo statisticki
znacajne razlike medu ispitanicima, koji su naveli podatak o prethodnom ubodu u odnosu na
pol, ali suprotno nasim rezultatima nisu utvrdene ni razlike u odnosu na uzrast (215). Tokom
seroepidemioloskog ispitivanja u Holandiji, ustanovljeno je da je infestacija krpeljima medu
osobama koje ve¢inu radnog vremena obavljaju u prirodi ¢ak Sest puta ¢es¢a, u odnosu na opstu
populaciju (203). Za razliku od nasih rezultata, medu ispitanicima Svedske studije, znacajno je
bilo viSe Zena koje su prethodno bile infestirane krpeljima, u odnosu na muskarce (198).

Seropozitivnost na virus KE u naSem uzorku ispitanika fruskogorske oblasti, 1,40 puta
je bila viSa medu ispitanicima koji su dali podatak o prethodnom ubodu, ali nije utvrdena
statisticka znaCajnost u razlici izmedu ovih grupa ispitanika, dok je u iranskom
seroepidemioloSkom istrazivanju seroprevalencija trostruko ve¢a kod izlozenih u odnosu na
neizloZzene ispitanike i, pored drzanja stoke u domacinstvu, ubod krpelja se pokazao kao
statistiCki znacajan prediktor seropozitivnosti (204).

Shodno dobijenim rezultatima, ali i prethodnim dokazima cirkulacije virusa KE na
teritoriji Fruske gore, kao 1 visokoj abundanci vrsta krpelja, koje su oznacene kao vektori ove
bolesti, pojedine oblasti fruSkogorske regije mogu se smatrati prirodnim Zaristima KE. Takode,
prema klasifikaciji i definicijama rizi¢nih zona ECDC-a za arbovirusne infekcije, ovo podrucje
Vojvodine dobija status ugrozenog (engl. imperilled) (216).

Na osnovu toga, a obzirom na rastuci trend obolevanja od ove bolesti u Evropi, pored
neizostavnog uvodenja sveobuhvatnog aktivnog nadzora nad hospitalizovanim pacijentima na
osnovu standardizovane definicije slucaja, i1 wunapredenja dostupnosti laboratorijske

dijagnostike, potrebno je sprovoditi kontinuiran monitoring brojnosti i zarazenosti krpelja,
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posebno na teritoriji naseljenih mesta Fruske gore, kao i skrining divljih i domacih Zivotinja na
prisustvo specificnih antitela protiv virusa KE. Preventivne programe treba usmeriti i na
podizanje svesti o ovoj bolesti medu zdravstvenim radnicima, stanovnicima Fruske gore i
profesionalno izlozenim osobama.

Na osnovu vazeéih preporuka SZO (7), a s obzirom na to da je rizik od infekcije virusom
KE ograni¢en na geografsko podrucje Fruske gore, uvodenje programa imunizacije opravdano
je za samo za izloZenu populaciju i osobe koje profesionalno ili rekreativno borave na Fruskoj
gori, a narocito osobe starije od 50 godina, koje su u pove¢anom riziku od nastanka tezih formi

ove bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu sprovedenog istrazivanja zakljuceno je sledece:

1. Stanovnistvo fruSkogorske regije i delova Juznobackog okruga je prokuzenije virusom

krpeljskog encefalitisa nego ostalo stanovnistvo AP Vojvodine, koje zivi van ovih podrucja.

2. Neophodna su buduca istrazivanja prokuzenosti stanovni$tva AP Vojvodine, koje zivi van

fruskogorske oblasti, na ve¢em uzorku populacije.

3. Odsustvo potvrdenih sluc¢ajeva tokom perioda istrazivanja, ukazuje na potrebu
sveobuhvatnog stalnog nadzora nad encefalitisima infektivne etiologije uz jaCanje
laboratorijskih kapaciteta i uvodenje novih metoda laboratorijskog ispitivanja u rutinsku praksu,
sa sprovodenjem periodicnih studija prac¢enja klinicki suspektnih slucajeva na KE, zasnovanih
na standardizovanoj definiciji slucaja, posebno tokom sezone najvece aktivnosti krpelja kako bi

se registrovali slucajevi KE.

4. Uz implementaciju nadzora, neophodan je precizan algoritam laboratorijskog ispitivanja u
dijagnostici ove bolesti u rutinskoj praksi, kako bi se iskljucile unakrsne seroloske reakcije sa
drugim virusima, uz jacanje laboratorijskih kapaciteta za izvodenje neutralizacionog testa, a sve

u cilju realnijeg sagledavanja opterec¢enosti populacije ovom bolescu.

5. Sezonske varijacije u stepenu zarazenosti krpelja virusom KE nastaju kao posledica
medusobne interakcije izmedu brojnih abiotickih i biotickih faktora, ¢ine¢i prirodna zarista KE
neaktivnim ili aktivnim na niskom nivou sa malim brojem zarazenih jedinki krpelja dugi niz

godina, a koja se posle odredenog vremena latencije mogu ponovo aktivirati.
6. Vrlo je verovatno da na Fruskoj gori postoje lokaliteti koji predstavljaju latentna prirodna

zariSta, sa niskom prevalencijom virusa u populaciji krpelja (<3%), ¢ine¢i ova podrucja

Vojvodine ugrozenim.
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7. Odredivanje prevalencije virusa KE u krpeljima je vazno za otkrivanje novih prirodnih zarista
1 pracenje njihove endemske aktivnosti, kao i za identifikaciju novih vrsta kao potencijalnih
vektora na nekoj teritoriji, ali ne predstavljaju dovoljno osetljiv pokazatelj rizika za ljude, kada

je ova bolest u pitanju.

8. Epidemioloska situacija se moze oceniti jedino integrisanim nadzorom, koji ukljucuje
ispitivanja stepena zarazenosti krpelja i klinicko prikupljanje podataka o ovoj bolesti uz
intenzivan, aktivni nadzor nad KE kod hospitalizovanih pacijenata sa klinickom dijagnozom
zapaljenja CNS-a, uz skrining divljih i domacéih zivotinja na prisustvo specifi¢nih antitela protiv

virusa KE.

9. Preventivne programe treba usmeriti i na podizanje svesti 0 ovoj bolesti medu zdravstvenim

radnicima, stanovnicima Fruske gore i profesionalno izlozenim osobama.
10. Uvodenje programa imunizacije opravdano je samo za izlozenu populaciju i osobe koje

profesionalno ili rekreativno borave na Fruskoj gori, a narocito osobe starije od 50 godina, koje

su u povecanom riziku od nastanka tezih formi ove bolesti.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Lista prikupljenih krpelja
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Prilog 2. Spisak koordinata uzorkovanja krpelja
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E
19.902581
19.902277
19.641164
19.639826
19.866700
19.767159
19.763519
20.140585
19.942654
19.943497
19.936424
19.936417
19.804304
19.804110
19.801432
19.806340
19.580105
19.568451
19.580849
19.386608
19.554612
19.553029
19.548831
19.742050
19.604847
19.596368
19.598619
19.989610
19.989550
19.309162
19.318923
19.919437
19.497661
19.481610
19.769131
19.612366

N
45.179296
45.114930
45.115280
45.119891
45.119900
45.208430
45.208770
45.216341
45.121393
45.134617
45.180079
45.184896
45.139570
45.185640
45.186255
45.078292
45.124603
45.124817
45.165239
45.134298
45.167274
45.164504
45.169662
45.197542
45.167066
45.142175
45.177195
45.133931
45.134309
45.097701
45.097551
45.145538
45.175938
45.142116
45.165069
45.125910
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E
19.316501
19.898190
19.897960
19.895748
19.896096
19.469930
19.469350
19.460418
20.225944
20.229825
19.823667
19.822077
19.295531
19.774327
19.773247
19.841095
19.552539
19.543341
20.191461
20.263915
19.316863
19.348536
19.806675
19.933687
19.916572
19.482783
19.802607
20.264620
20.263815
19.673556
19.675254
19.484015
19.806184
19.773058
19.455991
19.509783
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Prilog 3. Anketni upitnik

KPHE/bCKH EHHE®AJIUTUC

AHKETHU YIIUTHUK

31PABCTBEHA YCTAHOBA: OJIEJbEIGE:

HME U ITPE3VUME JIEKAPA: BPOJ UICTOPUIJE BOJIECTU:

NOJALM O MALUJEHTY

MME U ITPE3UME:

10J1 0 Myuiku o0 XKencku

JATYM POBEBA:
MECTO CTAHOBABA:
OINILOTHUHA:

BPOJ TEJIE®OHA:
3AHUMABE:

JABOPATOPUICKU OJALIA

JATYM JIABOPATOPUJCKE ITPMJABE:

BPCTA KJIMHUYKOI' MATEPUJAJIA:  JIMUKBOP o KPB o

JATYM Y3UMABA JINKBOPA:
JATYM Y3UMABA KPBU:

KJIMHUYKHU IIOJALIA

JATYM IIOYETKA BOJIECTU: /
JATYM XOCIIMTAJIM3ALIMJE: / /

[IPBA ®A3A BOJIECTU

CHUMIITOMU U 3HAIIU BOJIECTU

A  HE A HE
[TOBHIIEHA TEMITEPATYPA o o BOJIOBU Y MULITTAUMA o o
CPO3HULIA O o BOJIOBH Y 3IJIOBOBUMA o o
CJIABOCT/ MAJIAKCAJIOCT o o MYYHUHA o o
[JIABOBOJbA o o [IOBPARAE o o
IIPYTA ®A3A BOJIECTHU
KJIMHUYKA JUJATHO3A

A  HE A  HE
MEHMHTUTHC o o MEHUHTOEHIE®AJIOMUEJIUTUC O O
MEHHUHT OEHI[EDAJIUTAC O O MEHMHTOEHI[EPAJIOPAZIMKYIIATUC O O
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ENUJEMHAOJIOIIKH OJALIA
JIA JIW JE HALIMJEHT V TIOCJIEJIbUX MECEL] JAHA [IPUMETHO VBOJL KPIIEJbA?  ©JIA o HE

AKO JE OAI'OBOP JIA, YIIMCATHU HA KOJOJ TEOI'PADCKOJ JIOKAIIMIH JE AJOIIJIO 1O YBOIA KPIIEJbA

O3HAYNTHU MECTO YBOJIA KPIIEJbA:

JA JI1 CE TALIUWJEHT BABU JIOBOM? o 1A o HE
JIA JIN CE BABU Y3I'OJEM XXUBOTUA? o JJA o HE
JIA JIN CE BABU TTOJbOITPUBPEJJOM? o JJA o HE
JIA JI1 CE PEKPEATUBHO BABU BULIUKJIN3MOM? o 1A o HE
JIA JIN CE PEKPEATHBHO FABU INTAHMHAPEWLEM? o 1A o HE
JIA JIN CE BABU KAMITIOBAKEM V ITPUPOI1? o A o HE
JA JI BEPE LIYMCKE IUIOJOBE WJIU I'JbUBE? o 1A o HE
| \ JA JIN JE ¥V TOKY IIOCJIEABLNX MECEL] JAHA KOH3YMUPAO HEKYBAHO UJIN
( HETIACTEPM30BAHO MJIEKO WJIN MJIEUHE ITPOU3BO/IE?
o A o HE

AKO JE OAI'OBOP A, HABECTH MJIEKO KOJE )KUBOTUIE JE KOH3YMHUPAO
OBUYMIE o KO3MIJE o KPABJBE O JPYTO

JIA JI1 JE TALIMJEHT ITYTOBAO BAH MECTA BOPABKA V TIOCJIEJIIUX MECEL]
JIAHA?

o 1A o HE
AKO JE OAI'OBOP IA, HABECTU I'IE JE ITYTOBAO

JA JI1 JE Y NOCJIIEABUX MECEL JAHA ITPUMHO TPAHCOY3UJY KPBU? oJJA o HE

BAKHMHAJIHUA CTATYC HAHUJEHTA
JA JIN CTE BAKIIMHNCAHMU ITPOTUB KPITEJbCKOI' EHHEDAJIMTUCA? o A o HE

JA JIN1 CTE BAKIIMHUCAHMU ITPOTUB XYTE I'PO3HULIE? o A o HE

UMYHOJE®PHUIINJEHTHA CTAIbA U AYTOUMYHE BOJIECTHU

JA JI1 TAITUWJEHT BOJIYJE OJ1 HEKE MAJIMTHE BOJIECTU? oA o HE HABECTHU BOJIECT

JA JI1 JE HA AHTUHEOIUIACTUYHOJ TEPAIININ? oA o HE
JA JI1 JE TAOWJEHT HA PAJIMOTEPAIININ? o JA o HE
JA JI JE TALIMJEHT HA TEPAIIMJY KOPTUKOCTEPOUJUMA YHA3AJ]I MECEL JJAHA? o 1A o HE

JA JI JE HA UMYHOCVIIPECUBHOJ TEPAIIMIN YCJIE]] TPAHCIUIAHTAIIMJE OPTAHA? o JJA o HE

JA JI1 TTALIMJEHT BOJIVJE O PEYMATOUJHOI' APTPUTUCA? o JA o HE

JA JI1 BOJIYJE O CUCTEMCKOI JIVITYCA EPUTEMATOJECA? o JA o HE

JA JI1 UMA HEKO JIPYT'O AYTOUMVYHO OBOJBEBLE? o A o HE HABECTHU OBOJBLEILE
JA JI1 UIMA X1B UHOEKIAIY? oJlA oHE

JA JI1 BOJIYJE Ol BOJIECTU KPBU WJIN CJIIE3VHE? oJA o HE HABECTH BOJIECT
JA JIN UMA HEKO JPYT'O CTAE UMYHO/JIEOULIMIEHIIUIE? o JA o HE

HAIIOMEHA:

JATYM AHKETY IIOITYHHUO:
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Prilog 4. Lista uzoraka

PETHHU BPOJ/IIIUPPA noJ MECEIl 1 T'OTUHA MECTO JATYM MNPETXO/HHA
CEPYMA M/K POBEHA CTAHOBAIbA Y30PKOBAIBA YBOJ KPIIEJbA | 3AHUMAKE
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Prilog S. Podela ispitanika studijske grupe prema zanimanju/ delatnosti

1. Posao ve¢inom obavljaju u zatvorenom 2. Posao ve¢inom obavljaju na otvorenom
Administrativna Sumarska
Pravna Poljoprivredna
Obrazovna Gradevinska
Industrijska
Zdravstvena
Finansijska
Tehnicka
Usluzna
Umetnost
3. Grupa sa viSe slobodnog vremena 4. Grupa dece, ucenika i studenata
Penzioner Dete
Nezaposlen Ucenik
Student
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LISTA SKRACENICA

e APV- Autonomna Pokrajina Vojvodina

o  BHK- Baby hamster kidney cells (¢elije bubrega mladunceta hrcka)

e BSL- Biosafety level (nivo biosigurnosti)

e CNS- centralni nervni sistem

e DEET- N,N-diethyl-3-methylbenzamide

e DENYV- Denga virus (virus denge)

e DZ- dom zdravlja

e ECDC- European Centre for Disease Prevention and Control (Evropski centar za
prevenciju i kontrolu bolesti)

e ELISA- Enzyme-linked immunosorbent assay (imunoenzimski test)

e EU- Evropska unija

o HI- Hemagglutination inhibition (inhibicija hemaglutinacije)

e IFT- indirektni imunofluorescentni test

e IgG- Imunoglobulini klase G

e IgM- Imunoglobulini klase M

e [ZJZV- Institut za javno zdravlje Vojvodine

o 1ZZ77ZDIOV- Institut za zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine

e JEV-Japanese encephalitis virus (virus japanskog encefalitisa)

e KCS- Klinic¢ki centar Srbije

e KCV-Klini¢ki centar Vojvodine

e KE- krpeljski encefalitis

e  KFDV- Kyasanur Forest disease virus (virus bolesti Sume Kjasanur),

e LIV- Louping ill virus (virus Lupingove bolesti)

e  MBFV- Mosquito-borne flaviviruses (flavivirusi koje prenose komarci)

o  M-TBFV- Mammalian tick-borne flaviviruses (flavivirusi povezani sa sisarima)

e NIV- Naucni institut za veterinarstvo

o NK celije- Natural killer cells (¢elije prirodne ubice)

e NKYV- No known vector flaviviruses (flavivirusi ¢iji je vektor jo§ uvek nepoznat)
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e OB- opsta bolnica

e OD- Optical density (opticka gustina)

e  OHFV- Omsk hemorrhagic fever virus (virus Omske hemoragijske groznice)

e PMD- p-Menthane-3,8-diol

e POWYV- Powassan virus

e RNK:- ribonukleinska kiselina

o RT-PCR- Reverse transcription polymerase chain reaction (reakcija lan¢ane
polimerizacije sa reverznom transkripcijom)

e RVK- reakcija vezivanja komplementa

e SAD- Sjedinjene Americke Drzave

o S-TBFV- Seabird tick-borne flaviviruses (flavivirusi povezani sa morskim pticama)

e SZ0- Svetska zdravstvena organizacija

e TBEV- Tick-borne encephalitis virus (virus krpeljskog encefalitisa)

e TBEV-BKI- Baikalian subtype TBEV (bajkalski podtip virusa KE)

e TBEV-Eu- European subtype TBEV (evropski podtip virusa KE)

e TBEV-Fe- Far Eastern subtype TBEV (dalekoisto¢ni podtip virusa KE)

e TBEV-Him- Himalayan subtype TBEV (himalajski podtip virusa KE)

e TBEV-Ob- Obskaya subtype TBEV (obski podtip virusa KE)

e TBEV-Sib- Siberian subtype TBEV (sibirski podtip virusa KE)

o TBFV- Tick-borne flaviviruses (flavivirusi koje prenose krpelji)

e VNT- virus neutralizacioni test

e  WNV- West Nile virus (virus Zapadnog Nila)

e  YFV- Yellow fever virus (virus zute groznice)

o 7ZKV- Zika virus (zika virus)

e 77JZ -zavod za javno zdravlje
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[Inan Tpermana nojaraka

Ha3uB npojekTa/mcTpaskuBama

CeporpeBalicHIH]a U STHISMHUOJIONIKE KaPaKTSPUCTHKE KPIIEJbCKOT eHIlledanuTuca y BojBoaguau

Ha3uB uHCTUTYIMje/MHCTHTYIIHja Y OKBHPY KOjUX Ce CIIPOBOIH HCTPAKUBAHE

a) MuctutyT 3a jaBHO 31paBibe Bojsonune, Hosu Can, Peny6imka Cpouja

0) Knnnuka 3a nadextuBHe 6onectn Kimanukor nentpa Bojsonune, Hosu Can, Peny6imka Cp6uja
B) [Tosponpupenau daxkynrer, YHusepsuter y Hosom Cany, Penyonuka Cpouja

r) Hayunu unctutyt 3a BerepunapctBo HoBu Can, Pery6nuka Cpouja

1) JlomoBu 3apaBiba: Upur, Hoeu Can, Muhuja, [lun, Cpemcka Mutpouia, bauka [Tananka

) Onmrre 6omuute Ha Teporopuju AIl Bojsonnne

) 3aBojiM 3a jaBHO 3](paBibe Ha Teputopuju AIl Bojsonune

x) MHCTUTYT 3a 3/paBCTBEHY 3aIITHTY Jeie u omnanuae Bojsoaune, Hosu Can, Pemmyonrka Cpouja

3) Knununka 3a undektuBHe u Tporcke Oonectn Knmuumukor uentpa CpbOuje, beorpan, Pemybmnmka
Cpbuja

Ha3us nporpama y OKBHpY KOT ce peajin3yje HCTPaKHuBambe

JIoKTOpCKE aKkaJeMCKe CTyIHje - jaBHO 3JpaBJbe

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra ctynuje

Yxpamko onucamu mun cmyouje y oxeupy xoje ce nooayu Npukynsajy

Jlu3ajH cTyauje npunajia NpoCeKTHBHO] CTYAMjH. Y by YTBphHBama MPUCYCTBA BUPYCa KPIEJHCKOT
eHnedanmurica u onpehuBama HEroBe MpeBajlCHIU]e Y NOMyJalrju Kpreiba ca Tepuropuje Opyike
rope, npukymbeHa je 1931 jenunka kpriesba Ha 109 nokanutera y 49 HacesbeHnx Mecta Opyike rope.
VY muspy yrBphuBama NMpHUCYCTBA, Y4ECTaJOCTH M PACIpOCTPACHOCTH KPIEJHCKOT eHmeduTHca y
nomynanuju JbyAd y BojBonuHH, NPUKYIJBEHHM Cy Y30pLHM KPBHOT cCepyMa W/WIN JIUKBopa on 86
XOCIUTAIN30BAaHUX TAalljeHaTa, KOj KOjUX je Ha OCHOBY neduHuIMje ciydaja EBpornckor meHTpa 3a
KOHTPOJy W TIPEBEHIMjy OOJIECTH NOCTaBJbCHA CyMIba Ha KpIeJbckH eHuedanutic. Kako Oum ce
YTBpIUJIa CepolnpeBajeHIIMja aHTHTENIA Ha BUPYC KPIEJHCKOT eHIedaninuTuca cTaHOBHUKa BojBoamHe
BaH TepuropHuje ®Opymke rope, ucnuraHo je 1000 y3opaka pe3ugyanHor KpBHOT cepyma u3 banke
cepyma MHcTuTyTa 32 jaBHO 3/1paBibe BojBoanHe, KOju cy mpuKyIubeHn TokoM 2015.12016. ronqune. Y
IIJbY CEPOCTTHIEMHOJIOIIKOT HCTPaXKMBamkba MPOKY)KEHOCTH CTAaHOBHHMKAa DpyIike rope Ha BHPYC
KpIeJbCKOT eHiedannTrca, NpukyrsbeHo je 1000 y3opaka pe3uiyalIHor KpBHOT cepyMa CTaHOBHUKA 49
HaceJba (PPYIIKOTOPCKE PETHje.

1.2 Bpcre nogaraka
a) KBAHTHTATHBHH

0) KBAJIUTATUBHU

HaronasnHu nmoprain oTBOpeHe HayKe — Open.ac.rs



1.3. Haune npukynbama nogaraka
a) aHKeTe, YIIUTHUIH, TECTOBH
0) KIMHUYKE IPOLIEHE, MEIUIIMHCKH 3aIIUCH, EIEKTPOHCKH 3/[PaBCTBEHU 3aIIMCU

B) TCHOTHUIIOBU: HABECTU BPCTY

F) AIMUHUCTPATUBHU NIOAAN: HABECTU BPCTY

) Y30pIM TKHBA: Pe3UIyaJHH CEPYM, JHKBOP

h) cuumim, GoTtorpaduje: HAaBECTU BPCTY

€) TEKCT: JOCTYNHA JIUTEpaTypa

) Mara, HaBeCTH BPCTY

3) 0CTaJ0: OIMUCATH

1.3 ®opmMmat nmomaraka, ynorpedspeHe cKaye, KOJUIHHA MoaTaKka

1.3.1 YnorpebspeHu copTBep U PopMaT AaTOTEKE:
a) Excel ¢aja, natoreka .xlsx

b) SPSS ¢aja, natoreka .sps

c) PDF ¢aja, natorexka .pdf

d) TekcT ¢aja, natorexka .docx

e) JPG ¢aja, natoreka .jpg .png

f) OcraJjo, 1aToTeka .CSV

1.3.2. Bpoj 3ammca (koa KBaHTUTATUBHUX ITOJaTaKa)

a) Opoj Bapujabnu __ Besmku 0poj Bapujadan

0) 6poj Mepema (MCIUTaHUKa, IPOIleHa, CHUMAaKa H CI1.)

Y cryamjy je ykibyuyeHo 86 xocnuTaau3oBaHux namujenara, 3atum 1000 cranopunka BojBoaune,
KOjH MeCTOM NMpe0uBAIHINTA He MpUunanajy ¢ppymkoropckoj peruju u 1000 ucnuraHuka, Koju

MeCTOM NpeduBAJIMIITA MpUNaaajy peruju @pymke rope.
1.3.3. [lonoBspeHA MEpEHA
a) na

0) He

YKOJIUKO je OJITOBOP /1a, ONMTOBOPUTH Ha clieAcha muTama:

Hammonaman opTajl OTBOPEHE HAYKE — Oopen.ac.rs



a) BPEMCHCKH pa3Mak U3MeJ]jy TOHOBJLEHUX Mepa je

0) BapHjabe Koje ce BHIIE IyTa MEepe OJHOCE Ce Ha
B) HOBe Bep3Hje (ajlioBa KOjH caJipiKe MOHOBJLCHA MEPEHa CY HIMEHOBAHE Kao
Hamnomene:

Jla nu popmamu u cogpmeep omoeyhasajy demerve u 0yeopouny 6aruOHOCH HOOAmaKa?
a) /Ja
6) He

Axo je 002080p He, 00paziodicumu

2. [Ipukynmbame nogaraka

2.1 Metoznosnoruja 3a NpUKyIUbambe/TCHEPUCAbE TOAATaKa

2.1.1. Y oKkBHpY KOT UCTPAKUBAUKOT HAIPTa Cy MOJAIM NPUKYILbEHH?

a) CKCIICPUMECHT, HABECTU THUIL

0) KOpenayoHo NCTPAKHUBAE, HABECTH THIT

I_I) aHajIn3a TCKCTa, HaBCCTU THII

1) octano, HaBecTu mwTa [IpocnekTHBHA cTyaAuja

2.1.2 Hagecmu 8pcme MEPHUX UHCMPYMEHAma uiy CImanoapoe nooamaxa cneyuuunux 3a oopehemy
HayuHy Oucyuniuny (ako nocmoje).

2.2 KBanurer nojaraka u CTaHIApIn

2.2.1. Tperman HeaocTajyhux mogaraka

a) [la mu matpuna caapxu Heaoctajyhe momarke? Jla He
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AKO je oAroBop J1a, OATOBOPHUTH Ha cieneha nuTama:

a) Konukwu je 6poj Henocrajyhux monaraka?
0) Jla 1 ce KOPUCHUKY MaTpHIIe Mperopydyje 3aMmeHa Heqoctajyhux nmogaraka? Jla He
B) AXO je 0JIroBOp Ja, HABECTH CYTeCTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HeJJocTajyhnx nojgaraka

2.2.2. Ha koju Ha4Y¥H je KOHTPOJIKMCAH KBAIUTET mojataka? Onucatu

KBanurter 100ujenunx jJadopaTopujckux pe3y/iTaTa je KOHTPOJMCAH TeCTHPamheM KOHTPOJIa
npema ynyTcTBy npousohaua komepuujanHux komiuiera. KpaauTeT noaaraka je KOHTpPOJHMCAH
NMPUMEHOM CTATUCTUYKHX TECTOBA H BAJIWIAIMjOM J00HjeHUX MOIATAKA.

2.2.3. Ha koju Ha4WH je u3BpIICHAa KOHTPOJIA YHOCA [TO/IaTaka y MaTpuIry?

KonTpoJsa yHoca nogaraka y MaTpuily je u3BefieHa nopehemem 100MjeHNX nmogaraka ca
JATEePATYPHHUM MOJANMMA.

3. TpermaH nogaTaka u npateha fokymMeHrTamnuja

3.1. TpeTMaH u yyBam€ MojaTaKa

3.1.1. llooayu he bumu Oenonosanu y Penozumopujymy 0okmopckux oucepmauuja YuHugepzumema
y Hoeom Caoy.

3.1.2. URL adpeca: https:cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla au he nodayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) a
0) Jla, anu nocie embapea xoju iie mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu pasioe

3.1.5. llooayu nehe bumu 0enorosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyearu.

Obpasnooicerve
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3.2 MeTtanojany ¥ JOKyMEHTAalWja ogaTaKa

3.2.1. Koju crangapn 3a meranojarke he Outn npumermeH?

3.2.1. HaBectu MeTanosaTKe Ha OCHOBY KOjUX CY IOJAIH JCTIOHOBAHH Y PEIIO3UTOPH]YM.

AKo je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxd, aHaiumuyixe u
npoyedypanne uHpopmayuje, Uxo80 KOOUparse, 0emasbhe Onuce 8apujadbu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u CTaHAapIU 32 YyBahe MM0J[aTaKa

3.3.1. lo xor nepuoja he nmoganu OuTH dyBaHu y perno3utopujymy? TpajHo

3.3.2. la u he momany 6utu nenonoBanu nox mugpom? la He

3.3.3. Jla 1 he mmdpa Outn mocrynHa onpehenom kpyry uctpaxusada? Jla He

3.3.4. Jla 1 ce mojiany Mopajy yKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPHUCTYTIA MOCJIe W3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

O0pa3noxuTi

4. bBe30eaHOCT MOJATAKa W 3AIITHTA MOBEeP/bUBHX HHPOPMALHja

Ogaj oxesbak MOPA OuTH NOMTYyHEH aKO BalllH MOJIAIM  YKIbYUY]y JIMYHE MOJIATKE KOjU C€ OJTHOCE Ha
YUECHHUKE y UCTpaKHBamYy. 3a Ipyra HCTPaXHUBamba Tpebda Takohe pasMOTPUTH 3AIUTUTY B CUTYPHOCT

Hanmonanau nopran oTBOpeHe HayKe — Open.ac.rs



noJaTaKa.
4.1 ®opmanHu CTaHAAPAHU 328 CUTYPHOCT HH(pOpMaLnja/moaaTaKa

HcrpakiBadn KOju CIIPOBOJIC UCITUTHBAKA C JbYAMMa MOPAjy Ja ce MPUIApKaBajy 3aKoHa O 3allITUTH
rmojataka o JUUHOCTH (Attps.//www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u
onroeapajyher MHCTUTYIIMOHATHOT KOJIEKCa O aKaJIeMCKOM UHTETPUTETY.

4.1.2. Jla mu je uctpakuBame 000peHo o7 cTpaHe eTruke komucuje? Ja He
Ako je oarosop Jla, HaBeCTH 1aTyM U HA3WUB €THYKE KOMHCH]jE KOja je 000pHiIa UCTPaKUBAHE

HcrpaxkuBame je 0100peHo of] CTpaHe :

Etnukor ogbopa MuctuTyTa 32 jaBHO 31paBibe Bojeoaune (Opoj: 01-978/3)
on 21.04.2017. ronune

Etuukor ogbopa Knuauukor riearpa Cpouje (6poj: 415/3)

o 21.09.2017. ronune

ETnukor ogbopa Knmmanuxor 1ieatpa BojBoaune (6poj: 00-15/897)

on 28.09.2017. rogune

Etuukor onbopa MHcTUTyTa 3a 34paBCTBEHY 3alTUTY jaelie U omiaauHe Bojsoauue (Opoj: 1777/9)
o1 30.05.2019. ronune

Etnuxor oxbopa 3aBoaa 3a jaBHo 3apaBibe Cpemcka Murtposuna (6poj: 17/17-3)
ox 08.06.2017. rogune

ETuukor oxbopa 3aBona 3a jaHo 31apaeibe [landueBo (0poj: 01-341/2-2017)
on 16.06.2017. ronune

ETnukor onbopa 3aBoja 3a jaBHo 3apaBibe Cyootuiia (6poj: 06-540/3-2017)
o1 29.08.2017. rogune

ETtnuxor ogbopa 3aBoaa 3a jaBHO 31paBibe ComO0p (6poj: 2067/2015)

0x 07.09.2017. roguue

ETuukor ogbopa 3aBoja 3a jaBHO 311paBibe 3pemanuH (0poj: 2451)

ox 28.08.2017. ronuue

Etnuxor oxbopa 3aBoaa 3a jaBHo 31paBibe Kukunga (6poj: 01-18-11-05/2018)
on 12.02.2018. rogune

ETnukor oxbopa Omnmte 6onmuutie [Tanyeso (Opoj: 01-4616/17-3)

ox 05.06.2017. ronuue

ETnukor onbopa Jloma 3npasiba Muhuja (6poj: 01-2421/1)

ox 03.10.2017. rogune

ETnukor oxgbopa Jloma 3npasspa bauka [lamanka (6poj: 03-97/2-17)
on21.07.2017. ronuue

ETuukor oxbopa Jloma 3npaessa Hosu Cax (6poj: 21/30-1)

on 27.7.2017. rogune

ETnukor ogbopa Jloma 3npasssa Mpur (6poj: 1808/17)

ox 15.11.2017. roguue

ETuukor oxgbopa Jloma 3npasssa Illum (Opoj: 05-789/3)

on 25.05.2017. ronune

Etmuakor ogbopa Ommre 6omaume Cyboruna (6poj: 01-441/6)

o1 20.09.2017. ronune

Etnuakor ogbopa Ommre 6omaumie Cpemcka Mutposwuma (6poj: 3506/2)

on 31.05.2017. ronune

Etnukor ogbopa Onimre 6omuune Bpmary (0poj: 01-945)

on 04.07.2017. ronune

Etnukor ogbopa Ommre 6omauiie Com6op (6poj: 31-2876/2017-4)

o1 20.06.2017. ronune

Etnukor ogbopa Onmre 6omuuie Cenra (0poj: 51-28/3-7)

on 14.06.2017. ronune

ETtnuxor ogbopa Onmre 6onnune ,,bophe Joanosuh* 3pemanun (6poj: 01-489/17)
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ox 08.06.2017. roguue

ETnukor ogbopa Onmre 6omautie Bpbac (6poj: 1703/2)

on 26.05.2017. rogune

Etruxor ogbopa Ommre 6onanne Kukunaga (6poj: 01-48/1-1)
o1 02.06.2017. rogune

4.1.2. la v nmofauy ykJby4yjy JMUHE [MOJATKE yUECHUKaA y UCTpakuBamy? da He

AKO je 0JIroBOp /13, HaBeIUTE HA KOjU HAYMH CTE OCUTYPAIIU TIOBEPJHBUBOCT M CUTYPHOCT HH(OpMaIija
BE3aHUX 32 UCITUTAHUKE:

a) [lonmarnu HUCY Y OTBOPEHOM IIPUCTYITY
0) IMMoaauu cy aHOHUMU3HPAHU
1I) Ocrano, HaBeCTH IIITa

5. JocTynHOCT mojgaTaka

5.1. Hooayu he bumu
a) jagno oocmynHu
0) 00OCMYNHU CAMO YCKOM KpYey Ucmpasicusaya y oopehenoj Hayunoj ooiacmu

y) 3ameopeHu

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo YCKOM Kpy2y UCHPAdiCUueaid, Hagecmu oo Kojum YCio8uma Moy 0a ux
Kopucme.

Axo cy nooayu 0ocmynuu camo YCKOM Kpy2y UCmpaxicueayd, Hagecmu Ha KOju HAUUuH MO2y
nApUCMynumu nooayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmvenu nooayu bumu apxueupatu.

AyTOpCTBO-HEKOMEMEPLHjaTHO- JeJTUTH MO HCTHM YCJI0BHMA
6. Yi1ore u o1roBopHOCT
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6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

Tatjana Ilycraxuja; tatjana.pustahija@mf.uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn adpecy ocobe Koja oopicasa mampuyy ¢ nooayuma

Tatjana Ilycraxmja; tatjana.pustahija@mf.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe koja omocyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
ucmpasicusauuma

Tatjana Ilycraxuja; tatjana.pustahija@mf.uns.ac.rs
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