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Primjena FTA kartica u programu rane detekcije
virusa Zapadnog Nila u AP Vojvodina, Srbija

SaZetak

Virus Zapadnog Nila (VZN) smatra se veoma opasnim patogenom ¢iji se nadzor
zasniva na vise cinbenika. Nadzor ovog virusa ukljucuje praéenje u komarcima,
pticama, ljudima, konjima, ali i drugim Zivotinjama koje mogu oboljeti od ovog
virusa. U Srbiji ovaj virus cirkulira u humanoj populaciji jos od 2012. godine i od
tog perioda stavlja se akcenat na pracenje epidemija koje se u Srbiji biljeze svake |
godine. Imajuéi u vidu da visoko efikasan program nadzora zahtijeva veoma velika |
financijska ulaganja, koja nisu uvijek dostupna, od krucijalnog je znacaja
optimiziranje postojeceg validiranog programa rane detekcije VIN. Cilj ovog
istrazivanja bio je testiranje FTA kartica za sakupljanje salive vektorske vrste Culex
pipiens i ocjena moguénost primjene u buducim pracenjima virusa. Tijekom 2024,
analizirano je 10 lokaliteta s dugogodisnjom pozitivnos¢éu na VZN. Na svakom su
postavljene NS2 klopke za Zenke zasnovane na privlacenju koriste¢i CO,. Na mreZicu
klopke stavljene su FTA kartice koje su premazane medom i hranidbenom bojom i
okrenute tako da samo Zenke koje su usle u mrezicu klopke mogu da se hrane ovim
medom i ostavljajuéi svoju salivu ostavijaju i virus (ukoliko su inficirane).
Uzorkovanja su provedena jednom tjedno od 20. travnja do 26. rujna, a nakon
uzorkovanja je uradena molekularna analiza svih uzoraka (Zenki i FTA kartica).
Detektiran je VZN i u odraslim Zenkama i na FTA karticama. Prve pozitivne Zenke
zabiljezene su sredinom svibnja, a virus na FTA karticama pojavljuje se otprilike
tjedan kasnije. Najveci broj pozitivnih uzoraka zabiljezen je u kolovozu i rujnu.

Kijuéne rijeci: Culex pipiens, FTA kartice, rana detekcija, virus Zapadnog Nila,
vektori.

Uvod

Virus Zapadnog Nila (VZN) je najrasprostranjeniji flavivirus (Flaviviridae, Flavivirus)
iz skupine serokompleksa japanskog encefalitisa u svijetu. Virus je prvi put izoliran 1937.
godine u okrugu Zapadnog Nila u Ugandi u krvi Zene s neuroloSkim poremecajima (Smithbum
i sur., 1940.). Veliki broj vrsta divljih i domacih ptica ima ulogu rezervoara ovog virusa iz kojih
se dalje prenosi vektorskim vrstama komaraca. Komarci roda Culex smatraju se glavnim, tj.
primarnim vektorima VZN $irom svijeta (Becker i sur., 2010.). Osim ptica, mnogo Zivotnjskih
vrsta kao npr. konji, macke, zeevi, moze se prirodno ili eksperimentalno zaraziti ovim virusom
(Ozer, 2005.; Schwarz, 2025.). Infekcija ljudi je takoder nerijetka pojava, medutim ¢ovjek ne
moze udestvovati u diseminaciji virusa jer je krajnji domacin (engl: dead-end host), s koje se
virus dalje ne moze prenijeti usljed niskog titra virusa i kratkog trajanja viremije. Kod ¢ovjeka
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fekcija je u vedini slutajeva asimptomatska. Klinicke manifestacije mogu se kretati od
m{ “\“"P'“;.in.w febrilne bolesti do fatalnog meningitisa ili encefalitisa (Campbell i sur., 2002.).
Nekd L

» . g H , 0 ” i 1 o 11
Tetki neurolodki sludajevi zabiljeZeni su u oko 1% zaraZenih pacijenata (Mostashari i sur.,

2001.).

Srbija je vec dulji niz godina cndcmgko podrugje za VZN. Prvi podaci koji sv‘jcdoaf
o prisustvu VZN u Srbiji potjetu iz 1972. g%?dnx\c (Bordo3ki i sur., I‘)72.),.nakon (.‘.cga Je ovaj
virus bio zanemaren dulji niz godina u Srbiji. Nako'n. toga, prva polvrflz} p.rlS'Uln()SEI.(.!II’kUIHCI:]c
VZN u Srbiji dobivena je nalazima u konjima pozitivnim na ng_ulrahznrguw anllltjc[a protiv
vZN. uzorkovanih tijekom 2009.-2010. godine u sjevernom dijelu Z(?I‘n.l_jc (L}Jp}llov:é 1sur,,
2011.). Virus je u humanoj populaciji prvi put dglekhrm’l u.20|2. qumn (Petri€ i sur., 29 12))
nakon ega je cirkulacija virusa u godinama koje su sljedile redovito potvrdena u konjima,
pticama i komarcima (Petri¢ i sur. 2017.; Petrovi¢ i sur., 2024a, 2024b; Petrovié et al., 2022,),
Prisustvo virusa detektirano je i na divljim Zivotinjama u Srbiji kao $to su divlje svinje, nutrije,
Zlatni $akali, jeleni i sme (Veljovi€ i sur., 2025.).

0d 2014. godine postoje dva paralelna programa nadzora virusa Zapadnog Nila na
nacionalnoj razini, od strane Ministarstva zdravstva (MZ; 2012.-2019.) i Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodnog gospodarstva, Uprave za veterinarstvo (VD; 2014., 2015.,
2017., 2018.). Osim njih, neke lokalne samouprave (npr. gradovi Novi Sad i Loznica) imaju
neovisne programe na svojim podru¢jima (Petri¢ i Petri¢, 2024.). Aktivni, gore pomenuti
nadzor VZN u Vojvodini podrazumijeva pracenje virusa u komarcima, pticama, sentinel
Zivotinjama i u ljudima. Efikasan program nadzora VZN predstavlja kompleksnu proceduru
pradenja, uzorkovanja i analiza te zahtijeva visoka financijska ulaganja. Neophodna je
optimizacija programa nadzora VZN u cilju smanjenja tro$kova kojima je Srbija izloZena svake
godine.

Nadzor VZN u vektorima (komarcima) u Vojvedini se sprovodi uzorkovanjem
odraslih Zenki vrste Cx. pipiens, koriste¢i NS2 klopke na bazi CO,. Ovo zahtijeva pazljivo
rukovanje uzorcima jer je u pitanju virusni materijal koji mora ostati saéuvan u tijelu komarca
do detekeije, a takoder zahtijeva i iskustvo eksperata u procesu identifikacije komaraca, stoga
§to se u programu nadzora Koristi samo primamni vektor Cx. pipiens. Alternativni nagin
uzorkovanja virusa je primjena FTA (Flinders Technology Associates) kartica. Ove kartice
sakupljaju salivu Zenki, a ukoliko se radi o inficiranoj Zenki, virus ée zajedno sa salivom
dospjeti na FTA Karticu. Proizvoda¢ FTA kartica (Quiagen, 2024.) navodi da kemikalije koje
se koriste za FTA Kartice razgraduju stanice, oslobadaju RNK, denaturiraju proteine i itite
nukleinske kiseline od degradacije (nukleaze, UV zragenje, oksidacija). KoriSéenjem kartica 3
uzorci postaju neinfektivni, smanjujuéi rizike od bioloske opasnosti i uklanjajui uvozne l
dozvole za transport. Za razliku od transportovanja uzoraka Zenki komaraca za koje je
neophodan suhi led, logistika koriS¢enja FTA kartica je pojednostavljena, jer su tanke, lagane
i mogu se slati poStom, smanjujuci troSkove i slozenost transporta. Lak3e i efikasnije se
skladiste, jer RNK ostaje stabilna dulje vrijeme na sobnoj temperaturi, a rok valjanosti se
produljuje kada je kartica zamrznuta. Kartice predstavljaju dobar potencijal za unapredenje
nadzora VZN, Sto je potvrdeno i u ranijim istrazivanjima (Fynmore i sur., 2021., 2022.;
Krambrich i sur., 2022.; Davis i sur., 2022.; Manzi i sur., 2023.).

Cilj ovog istraZivanja je bio ispitivanje moguénosti primjene FTA Kartica u Srbiji

usporedbom standardizirane metode detekcije VZN u komarcima s novom metodom detekcije
virusa u FTA karticama.

Materijal i metod

Ovo istraZivanje radeno je na teritoriju Autonomne Pokrajine Vojvodina, pri ¢emu su
odabrani lokaliteti na kojima je sprovoden nadzor VZN od 2014. godine. Inicijalno je odabrano
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10 lokaliteta gdje je VZN bio detektiran tijekom nekoliko
prastopnih godina, Odabrani - lokaliteti na kojima  je
gprovedeno uzorkovanje bili su: Petrovaradin, Bukovac,
Sefkerin, Startevo, Glogonj, Jabuka Melenci, Lukino Selo i
Jdva lokaliteta u Novom Beceju (na Tisi i u naselju),
Sredinom ljeta ukljucena su jo§ tri lokaliteta jer je tijekom
redovitog nadzora VZN u Vojvodini, virus detektiran u
Komacima na tim lokalitetima. Tri dodata lokaliteta su:
Kikinda, Balaid i Kanjiza. Uzorkovanje je provedeno
tijekom 2024, godine od 20. travnja do 26. rujna na tjednoj
bazi.

Uzorkovanje zenki Cx. pipiens: Komarci su
sakupljeni NS2 klopkama (Slika 1). Klopke su bile
operativne tijekom 24 h. Sakupljeni komarci stavljeni su na
suhi led i drzani u uvjetima "hladnog lanca" do detekcije
virusne RNA. Identificirani su do razine vrste (Becker i sur.,
2010), prebrojani i zdruZeni prema datumu, lokalitetu i vrsti,
s maksimalnim brojem od 50 primjeraka po skupini koji su
poslani na daljnju analizu. Komarci su pakirani pojedinatno
(1 zenka u | tubicu). Komarci su pohranjeni u zamrziva¢ na
-80°C do daljnje analize. Molekularna analiza komaraca
opisana je u Petri¢ i sur. (2017.). Molekularna analiza zenki
provedena je na Naucnom institutu za veterinarstvo “Novi

Slika 1. Klopka NS2
namijenjena za uzorkovanje
Zenki komaraca

Sad” (NIV NS) u Novom Sadu (Srbija). Figure 1. Trap NS2 aimed for
Uzorkovanje salive FTA karticama: Za ovaj dio adult female mosquito
istrazivanja koristene su FTA kartice pod nazivom QIAcard sampling

FTA Classic (Qiagen, Njemacka). Priprema FTA kartica (Foto/Photo: Kavran M)
provodi se 24 sata prije upotrebe kartica. Krug oznacen
kao dio kartice koji se analizira premazan je teku¢im
medom pomijesanim s plavom bojom za hranu (Slika 2).
Bojanje meda koriSteno je za oznacavanje Zenki koje su
se hranile na FTA karticama. Tijekom postavljanja NS2
klopki za odrasle Zenke, kartice su pricvr$cene iglicama
na mrezu klopke (Slika 1) tako da je premazani dio
kartice bio okrenut prema unutra$njosti mreZe gdje ce se
nalaziti Zenke. Na ovaj na¢in med je bio lako dostupan
za konzumaciju. Kartice s medom su bile na rapolaganju
7enkama sve dok su klopke bile u funkeiji. Tijekom
sakupljanja klopki, s mrezica su skinute Kartice i
transportirane na ambijentalnoj temperaturi zraka u
Laboratoriju za medicinsku i veterinarsku entomologiju  SJikq 2. FTA kartice premazane
(LME) na Poljoprivrednom fakultetu Univerzitet u medom i plavom hranidbenom

Novom Sadu (Srbija). Kartice su pakirane u ependorf bojom

tubice (jedna kartica u jednu tubicu), a poslije smjeStene  Figure 2. FTA cards coated with
u zamrziva¢ na -80°C do daljnje analize. Kemijska honey and blue food dye
priprema uzorka (kartice) je pripravljena u NIV NS (Foto/Photo: Kavran M.)

prema preporuci proizvodaca, gdje je dalje provedena _
molekularna analiza uzoraka. Molekularna analiza FTA kartica provedena je prema isto)
proceduri kao i analiza Zenki komaraca.

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

152 Biograd w/M - DDD { ZUPP 2026

NN r bR bbbt h e r e nr 00 0000000000000000000000000000000000008080800800000000¢

Rezultati

Tijekom ovog istraZivanja ﬂl\upliunojc i identificirano ukupno 22 949 zenki vrste Cx,
pipiens complex. Na prisustvo VZN analizirano je 5 874 Zenki. Ukupno su analizirana 174 pula
Yenki. Sakupljeno je i analizirano 208 FTA kartica (Tablica 1).

Najmanji broj 2enki (76) sakupljen je u Bukoveu, dok je najveca brojnost ove vrste bila u
banji u Melencima iznoseci 4 487 Zenki.

Od ukupnog broja sakupljenih Zenki vrste Cx. pipiens, 555 je imalo plavi abdomen
ukazujudi na ishranu medom na FTA Kartici, iznoseci 2,42% nahranjenih Zenki na svim lokalitetima,
Broj nahranjenih Zenki po lokalitetu iznosio je od jedan do 119, a postotak nahranjenih u odnosu na
ukupan broj bio je od 0,05 do 10,37 Zenki (Tablica 1).

Virus je detektiran i u odraslim Zenkama i na FTA karticama (tj. u salivi Zenke
komaraca). Prve pozitivne Zenke zabiljezene su sredinom svibnja, a tjedan dana kasnije virus
je detektiran i na FTA karticama. Najve¢i broj pozitivnih uzoraka zabiljeZen je u kolovozu i
rujnu. Tijekom cijelog razdoblja uzorkovanja, 7 od 13 odabranih lokaliteta u Srbiji bilo je
pozitivno na WNV, s 10 pozitivnih Zenki unutar 7 pozitivnih skupina. Od 174 analizirana pula
komaraca, bilo je 5,75% pozitivnih pulova. Cetiri od 208 analiziranih kartica bile su pozitivne
(1,92%).

Tablica 1. Ukupan broj Zenki vrste Cx. pipiens, broj analiziranih Zenki na prisustvo VZN, broj
prikupljenih i analiziranih FTA Kartica, ukupan broj i postotak Zenki hranjenih FTA
karticama, prikupljeno na 13 lokaliteta tijekom 2024. godine

Table 1. Total number of Cx. pipiens females, number of females analyzed on WNV presence,
number of FTA cards used and analysed, total number and percentage of females fed
with FTA cards, collected at 13 locations during 2024.

Lokaliteti Y Cx.pip/ Testiranih ) FTA Y testiranih ) plavih % plavih I
klopci pulova  Kkartica Zenki Zenki* zenki i

Petrovaradin 1760 19 21 611 12 0,68

Bukovac 76 12 19 38 1 1,32

Staréevo 3755 17 19 637 67 1,78

Jabuka 3469 18 19 770 112 3,23

Glogonj 1819 16 19 562 1 0,05 .

Sefkerin 608 13 19 249 15 247 i
Lukino selo 1496 14 19 470 9 0,60 -
Melenci banja 4487 19 19 820 119 2,65
NB Karéika 1616 17 18 612 97 6,00

NB _Tisa 1915 16 19 605 65 3,39

Kikinda 376 4 6 164 39 10,37

Basaid 1321 5 6 204 17 1,29

Kanjiza 251 4 5 30 BRE 0,40

Ukupno 22949 174 208 5874 555 2,42

* zenke koje su imale tekucinu plave boje u abdomenu jer su se hranile obojenim medom s FTA kartica; NB =
Novi Becej / * females with the blue fluid in their abdomen because they were feeding on colored honey from
FTA cards; NB = Novi Beéej
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Tablica 2. Pozitivni uzorci Zenki vrste Cx. pipiens i FTA kartica na Kojima su se hranile Jenke

Table 2. Positive samples of Cx. pipiens females and the FTA cards on which the females were

feeding
Lokaliteti Tip uzorka Datum postavljan]a Datum
Melenci adult 20-Jun 21-Jun
adult 07-Avgust 08-Avgust
Jabuka adult 14- Avgust 15-Avgust
adult 14- Avgust 15-Avgust
Petrovaradin adult 14- Avgust 15-Avgust
Novi Betej Kar¢ika FTA 22-Maj 23-Maj
adult 16-Maj 17-Maj
adult 23-Avgust 24-Avgust
Novi Bedej Tisa adult 23-Avgust 24-Avgust
FTA 23-Avgust 24-Avgust
adult 11-Septembar 12-Septembar
Glogonj FTA 25-Septembar 26-Septembar
o adult 25-Septembar 26-Septembar
Starcevo
FTA 25-Septembar 26-Septembar
Rasprava

Ova studija predstavlja prvi uspjesan primjer koristenja FTA kartica za detekciju
VZN u Srbiji §to potvrduje prethodno istrazivanje u Njemackoj kada su Cetiri FTA kartice bile
pozitivne na PCR testu za flaviviruse koje prenose komarci, od kojih su dvije potvrdene kao
VZN, a preostale dvije kao Usutu virus od ukupno 14 testiranih kartica (Fynmore 1 sur., 2021.).
Naie istrazivanje potvrdilo je prisustvo VZN u Eetiri od ukupno 208 kartica. Broj pozitivnih
uzoraka Zenki je bio veci u odnosu na broj pozitivnih kartica, $to je u saglasnosti s rezultatima
autora Fynmore i sur. (2021.) &ja je studija rezultirala s 3% pozitivnih komaraca i 14,3% FTA
kartica RNA virusa Zapadnog Nila. Nasuprot tome, 2019. godine, od 306 pulova sastavljenih
od 2 241 komaraca, samo 2,3% ili sedam pulova bilo je pozitivno (Kampen i sur., 2020.). U
nasem istrazivanju pozitivnih pulova Zenki je bilo 5,75%.

Utvrden je dobar potencijal za brzi sustav FTA kartica s atraktantom. Ovaj nalin
nadzora virusa bez analize uzorkovanih komaraca, koji bi se koristio sli¢no kao i kod sentinel
sivotinja pokazao je dobar potencijal u naem istrazivanju. U terenskom ispitivanju pasivnih
klopki uz FTA Kkartice s atraktantom od meda u Australiji, VZN izoliran je ¢ak i prije
serokonverzije u sentinel pili¢ima, $to sugerira da bi metoda mogla biti osjetljivija od onih koje
koriste sentinel Zivotinje (Van Den Hurk i sur., 2014.).

Za utvrdivanje osjetljivosti ove metode neophodno je odrediti kontrolni nadin
uzorkovanja. Autori Flies i sur. (2015.) i Wipfi sur. (2019.) predlozili su testiranje uzorkovanih
komaraca na virus kao oblik kontrolne grupe ili ukljugivanje testiranja vektora onda kada je
FTA Kartica pozitivna. Medutim, Hall-Mendelin i sur. (2010.) periodi¢no su pronalazili
pozitivne komarce u klopkama u kojima nisu bile pozitivne FTA kartice te njihova studija
pokazuje da se ne moZe pretpostaviti da ¢e negativna FTA Kkartica znatiti negativan skup
komaraca, niti da ée negativan skup komaraca odgovarati negativnoj FTA kartici. Ova je
razlika vazna kada se razmatraju ciljevi programa ranog upozoravanja i nadzora, koji zahtijeva
otkrivanje inficiranih komaraca koji mogu doprinijeti ciklusu prijenosa. U istraZivanju
provedenom na teritoriju Vojvodine zabiljezeni su sli¢ni rezultati. Kartice su bile pozitivne u
klopkama u kojima Zenke nisu bile pozitivne i suprotno. Tijekom cijele sezone uzorkovanja,
samo su dva puta na dva lokaliteta i FTA Kartica i Zenke bile pozitivne u istom uzorku (po
jedan put na svakom lokalitetu).
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Klopke koje su kori}lcnc. u }1q§cn\ islmiivanj'u s?kupljaju se nakon 24 sata od
postavljanja, pri temu komarci ostaju Zivi sve dq anesteziranja na suhom ledu. Da bi se virus
satuvao u komarcima neophodno je da komarci prije smijeStanja na suhi led budu Zivi jer
dugotrajno izlaganje virusa sobnpj temperaturi u koqm.rcil.na koji nisu Zivi smanjuje
vjerojatnocu detekeije VZN. S obzirom da se RNA lnnkllVI'l:i'l i éyva nekoliko dana na FTA
karticama, to pruza moguénost da se kloplfc ostave u funkciji dulje vrijeme na terenu (Hall-
Mendelin i sur., 2010). Hipoteza autora Flies i sur. (2015.) je da bi dulje razdoblje izlaganja
kartice moglo posluZiti za povecanje osjc}.lji\'osli metode FTA Kartica osiguravajui vrijeme za
zavietak vanjskog razdoblja inkuba‘cue.,' omogucéujuéi vrijeme za povecanje virusnog
opterecenja u vektoru i povcc'avajuél“vnjcme koje komarci imaju pristup karticama za
ponovljeno ispitivanje i kolitinu potencijalno zarazenog izlu¢enog materijala na karticama,

Laboratorijskim eksperimentom autora Hall-Mendelina i sur. (2010.) utvrdeno je da
s virusi mogu otkriti na FTA karticama ¢ak i ako kod komaraca nije zabiljezena plava bojay
tijelu. Ovakav podatak ide u prilog tomu da unato¢ relativno malom broju obojanih komaraca
koji su s hranili na FTA Karticama, ne znali nuzno da je mala vjerojatnoéa za detekciju VZN.

Sustav nadzora temeljen na komarcima u Srbiji ve¢ godinama unazad obezbjeduje
detektiranje cirkulacije virusa prije nego Sto rezultira slucajevima kod ljudi (Petri¢ i sur.,
2017.). Vazno je da takav sustav bude osjetljiv, ali da omogucuje brzo vrijeme obrade
naknadnu provedbu kontrolnih mjera kako bi se smanjili buduéi rizici za zdravlje ljudi i
Zivotinja, npr. informiranje zavoda za transfuziju krvi o provjeri donacija ili provodenju
mjerenja kontrole vektora. Uvodenje FTA Kartica povecalo bi vjerojatnoéu detektiranja virusa
na odabranim lokalitetima, predstavljaju¢i potencijal u ulozi efikasne altemative analiz
odraslih Zenki komaraca.

Zakljucak

Virus Zapadnog Nila uspje3no je detektiran u Zenkama komaraca vrste Cx. pipiens u
periodu od 16. svibnja do 26. rujna. Kartice FTA na kojima je bila prisutna saliva Zenki u
klopkama takoder su obezbijedile pozitivan rezultat, tj. ukazale na prisustvo VZN u salivi enki
podevsi od 23. svibnja do 26. rujna i potvrdile moguénost koriScenja FTA Kartica u nadzor
VZN u Srbiji. Sustav FTA kartica je jednostavna metoda nadzora koja omogucuje brzi skrining
te se preporuluje za implementiranje u sustav ranog upozorenja u podruéjima s visokim
rizikom od infekcija.
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Application of FTA cards in the carly detection program
of West Nile Virus in AP Vojvodina, Serbia

Abstract

'r West Nile virus (WNV) is considered a highly complex pathogen whose surveillance
relics on multiple components. Surveillance of this virus includes monitoring of virus in
mosquitoes, birds, humans, horses, as well as other animal species that may become infected.
In Serbia, WNV has been circulating in the human population since 2012, and since then many
activities and efforts have been made to monitor this pathogen which has been recorded
annually. Regarding that highly efficient surveillance program requires substantial financial
investment, which is mainly not affordable, optimization of the existing confirmed and
approved early detection program for WNV is of crucial importance.

The aim of this study was to evaluate the use of FTA cards for the collection of saliva
from the vector species Culex pipiens and to assess its potential application in future WNV
surveillance programs. During 2024, ten locations with a long history of WNV positivity were
selected. At each site, NS2 traps based on CO: were deployed to capture female mosquitoes.
FTA cards coated with honey and food dye were placed on the trap net and positioned in a way
that only the females that have entered the trap could feed on the honey and deposit the saliva
(potentially containing the virus) onto the cards. Sampling was conducted once per week from
April 20 to September 26, followed by molecular analysis of all collected samples (female
mosquitoes and FTA cards).

West Nile virus was detected in adult females and on FTA cards. The first WNV-
positive females were recorded in mid-May, while viral detection on FTA cards occurred
approximately one week later. The highest number of positive samples was recorded in August

and September.

Key words: Culex pipiens, FTA cards, early detection, West Nile virus, vectors.
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