ZAKLJU CNO POROCILO
O REZULTATIH OPRAVLJENEGA RAZISKOVALNEGA DELA
NA PROJEKTU V OKVIRU CILINEGA RAZISKOVALNEGA
PROGRAMA (CRP) »KONKUREN CNOST SLOVENIJE 2006 — 2013«

|. Predstavitev osnovnih podatkov raziskovalnega projda

1. Naziv teziga v okviru CRP:
Povezovanje ukrepov za doseganje trajnostnegajeazv

2. Sifra projekta:
| V4-0474 |

3. Naslov projekta:
Podnebne spremembe in pfeuanje pojavnosti ter karakterizacija virusa Zaleg@nNIlg
pri pticah in dvorigni perutnini v Sloveniji

3. Naslov projekta

3.1. Naslov projekta v slovenskem jeziku:
Podnebne spremembe in pfeuvanje pojavnosti ter karakterizacija virusa Zalemg@nNIla
pri pticah in dvorigni perutnini v Sloveniji

3.2. Naslov projekta v angleSkem jeziku:
Climate changes and incidence of West Nile viruwiid birds and backyard poultry in
Slovenia

4. Kljuéne besede projekta

4.1. Kljuéne besede projekta v slovenskem jeziku:
Podnebne spremembe, virus Zahodnega Nila, pteiXina perutnina

4.2. Kljuéne besede projekta v angleSkem jeziku:
Climate changes, West Nile Virus, wild birds, bgaikl poultry
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5. Naziv nosilne raziskovalne organizacije:
Univerza v Ljubljani (0406 Veterinarska fakulteta)

5.1. Seznam sodelyith raziskovalnih organizacij (RO):
Univerza v Ljubljani (Medicinska fakulteta)
Prirodoslovni muzej Slovenije

6. Sofinancer/sofinancerji:
MKGP

7. Sifra ter ime in priimek vodje projekta:

08023 | | Prof. dr. Olga Zorman Rojs
Datum:
Podpis vodije projekta: Podpis in zig izvajalca:
Prof. dr. Olga Zorman Rojs Rektor: Prof. dr. RaaloGtanislav

Pejovnik
Po pooblastilu
Dekan: Prof. dr. Marjan Kosec
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okviru CRP
1. Cilji projekta:
1.1. Ali so bili cilji projekta dosezeni?
X a) v celoti
[ ] b) delno
[ ] c) ne

Ce b) in ¢), je potrebna utemeljitev.

Vsebinska struktura zakljué¢nega pordila o rezultatih raziskovalnega projekta v

1.2. Ali so se cilji projekta med raziskavo spreftien

[ ] a) da
X b) ne

Ce so se, je potrebna utemeljitev:
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2. VVsebinsko pordilo o realizaciji predloZzenega programa dela
Bolezen ali vréica zahodnega Nila (West Nile) je zoonoza in jo zvo¥a arbovirus
(artropod — borne virus). Arbovirusi lahko okuznpekatere vretafarje (sesalce in pticg)
in se hkrati razmnozujejo denonozcih (artropodih). Praviloma se ti virusi $idjo z
vretertarja na vretetarja brez pomé ¢lenonoZcaClenonoZec ima vliogo prena3alca in se
ponavadi okuzi s pitlem krvi na vreteamwskem gostitelju Wasu viremije. PrenaSalec
prenese virus s pikom ali ugrizom na novegautipvega gostitelja. Bolezen ali vca
zahodnega Nila (West Nile) je zoonoza. Pri ljudelb#i izbruhi bolezni zahodnega Nila
v Romuniji, Maroku, Italiji, Rusiji in Izraelu. NagmevnejSi pa je bil nenaden pojav
WNV v Severni Ameriki in njegova hitra razsSiritevgio celega severnega kontingnta
novega sveta do Juzne Amerike, v evropskem progtarpojavljanje bolezni v avgustu
2010 v Geiji. Vzrokov za nenadne in nepakovane izbruhe bolezni zahodnega Nilga je
ve¢, med pomembne pa priStevamo tudi podnebne spremeRdmnebne sprememnbe
namre& bistveno vplivajo na pojavljanje in obstoj prerlada in njihovih gostiteljev n
obstoje&ih in novih obmgjih. S tem pa posredno vplivajo tudi na pojavljamjisov in
bolezni na novih obmigih.

Cilji projekta so bili podrobneje raziskati prisost in epidemiologijo WNV med
prostoziveimi pticami in dvori§no perutnino ter razvoj in nadgradnja zanesljivietod
za odkrivanje te bolezni. V programu smo slediBladnjim préakovanim rezultatom:
R1 - uspeSen ulov prostozife ptic, ocena njihovega zdravstvenega stanja wvzeah
primernih vzorcev

R2 - serolosSko testiranje serumov prostoaivetic in dvori€ne perutnine z ugotovitvijo
koliko in katere vrste prostozigé ptic in ptic dvorig§ne perutnine so prisle v stik| z
virusom zahodnega Nila
R3 - testiranje ptic z molekularnimi metodami inotayitev, koliko in katere vrste
prostoziveih ptic in ptic dvorigne perutnine so okuzene z virusom zahodnega Nila
R4 - ugotovitev katera linija in tip virusa zahodaeNila je prisoten pri pticah in dvoérs
perutnini v Sloveniji

)

R1 ulov prostoziv&éh ptic, ocena njihovega zdravstvenega stanja veech primernil
vzorcev

Ptice pevke in druge manjSe wgptic smo lovili v obdobju jesenske in pomlada
selitve ptic. Leta 2008 in 2009 je odlov potelesgni (september, oktober).
Vzorce prostozivéh ptic smo pridobili na razine n&ine. Ptice smo lovili v najlonske
mreze velikosti 3,3 x 12 metrov s po&j napeva (ptijega petja), reproduciranega s
kasetofonom, nekja ptic smo ulovili tudi z neposiedulovom.

Ptice smo klinino pregledali in jim odvzeli vzorce krvi . S punjkcjugolarne vene smo
jim odvzeli okoli 0,1 ml krvi.

V letu 2008 in 2009 smo uspesSno odvzeli vzorce@sbkom, ki so pripadali 27 vrstam
(Tabela 1 in 2, Priloga 1 ). NajStainkjSe so bile zastopaenoglavke, vrtne penice,
poljski vrabci, ta&ice in rumeni vrtnik. Od drugih vrst ptic so bil@jpogostejSe bele

! Potrebno je napisati vsebinsko raziskovalno gitwpkjer mora biti na kratko predstavljen progratela z
raziskovalno hipotezo in metodoloSko-teafeti opis raziskovanja pri njenem preverjanju alrasanju vkljuino s
pridobljenimi rezultati projekta.
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Storklje ter vijeglavke. Povzidi smo 37 osebkov osmih vrst ptic.

Vzorce krvi smo odvzeli razlnim vrstam ptic dvori@e perutnine. Vz@ene vrste
perutnine so bile race, kokosi, purani in fazardokée krvi odvzeli s punkcijo krilne vere.
S punkcijo vene na nogi smo odvzeli vzorec krvi gacah. Odvzeto kri smo prelili|v
serumske epruvete z gelom. (Tabela 3, Priloga Dkwtu projekta smo uspeli povaiiti
268 ptic.

R2 - serolosko testiranje serumov prostoaivetic in dvori€ne perutnine z ugotovitvijo
koliko in katere vrste prostozigé ptic in ptic dvorig§ne perutnine so prisle v stik| z
virusom zahodnega Nila

S seroloSko metodo posredne imunofluorescence ¢ifQ v serumih razinih ptic in
perutnine dokazovali spegifia IgG protitelesa proti virusu Zahodnega Nila.

Kot antigen smo uporabili virus Zahodnega Nila (VZ1Q1)01.71), ki nam ga je poslal dr.
Herve Zeller iz inStituta Pasteur, Lyon, FrancNaus smo namnozili v liniji celic Verp
E-6. Kot pozitivho kontolo smo vzeli vzorec divjige pozitiven proti WNV, ki smo ga
prav tako dobili iz omenjenega instituta.

Vse vzorce smo pregledovali pri razéed 1:10.

V tabelah 4, 5 in 6 (Priloga 1) prikazujemo rezigtseroloskih preiskav.
Pozitivne ptice smo ugotovili medrnoglavkami (5/140), vrtnimi penicami (7/16Y),
taZicami (2/25), bja trsnica (1/15) in rumeni vrtnik (1/20). Vse @iso bile mladi,
enoletni osebki, ki so se izlegle v letu ulova.mBaena seroloSko pozitiviéanoglavka je
bila odrasli osebek. Pozitivni kos, ki smo ga ujelivzogili leta 2009, pa je bil Se
juvenilni osebek, kar vzbuja sum, da se je zivalailk na obm&u Slovenije.
Med drugimi vrstami ptic nismo ugotovili pozitivnieaktorjev.

V okviru preiskanih vzorcev, ki smo jih odvzeli daghperutnini, sta bila pozitivna samo
dva fazana, eden s podja Brkinov in drugi s podr&a Beltincev. Ta rezultat potrjuje, ¢da
krozi WNV tudi v Sloveniji.

R3 — Razvoj molekularnih testov za detekcijo WNWVtestiranje ptic.
- Razvoj metode verizne reakcije s polimerazo adovanje WNV v vzorcih ptic

Za izvajanje rutinske diagnostike smo vpeljali aaetodi verizne reakcije s polimerazo
(RT — PCR) v realnemdasu za detekcijo WNV linije 1. Za podvajanjectegga zaporedja
in detekcijo nastalih produktov smo izbralicetne oligonukleotide in sondo (po Brisg in
sod, 2000). V metodo smo vkéii tudi interno kontrolo, ki nam je omogida zagotoviti
pravilnost rezultatov. Za metodo hkratnega RT -RRQealnentasu smo izbrali zztne
oligonukleotide in sondi, ki so jih pripravili Jimez-Clavero s sod. (2006) in omég®
locevanje med obema linjama WNV. Delovanje obeh metod preverili s testiranjem
vzorcev prejetih v medlaboratorijsko kontrolo.
S prvo metodo smo uspesSno detektirali vse vzdkceso vsebovali WNV linije 1.
Vpeljana metoda je hitra, speéifia in dovol] olutljiva za dokazovanje WNV linije 1.
Primerna je za izvajanje mikrobioloSke diagnostka tudi za izvajanje ekolosSko |-
epidemioloskih raziskav razSirjenosti WNV.

Z metodo hkratnega RT — PC#&no detektirali WNV linije 1 in 2 ter Kunjin viru
Metoda se je izkazala kot primerna za detekcijodevanje WNV linije 1 in 2.
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- Testiranje vzorcev ptic z vpeljanima molekularaimetodama

Z vpeljanima metodama smo testirali 79 vzorcevkstvdptic. 75 vzorcev je bilo odvzetlih
v ujetnistvu ziveéim fazanom ( Phasianus colchicus) iz osjadrkinov, 4 vzorci so bill

odvzeti pticam pevkam s podja Vrhnike. Za testiranje fazanov smo se otilana
podlagi predhodnih rezultatov seroloSkih preiskiavje pokazala najviSjo prevalento
pozitivnih vzorcev prav pri teh vrsti. Rezultabeh testov so bili negativni. Prav tako je
bil negativen tudi vzorec ptice pevke, kjer smo etodo IIF uspeli dokazati specifia
protitelesa 1gG proti WNV.
Zaradi tega dejstva tudi nismo mogli slediti¢alkovanim rezultatom R4 ugotovitev,
katera linija in tip virusa zahodnega Nila je pteso pri pticah in dvori&ni perutnini v
Sloveniji. Na podlagi rezultatov, ki smo jih tekooelotnega raziskovalnega programa
pridobili, pa lahko utemeljeno sumimo, da krozi Wi na podr&ju nase drzave.
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3. Izkoris ¢anje dobljenih rezultatov:

3.1. KaksSen je potencialni ponfaezultatov vaSega raziskovalnega projekta za:
a) odkritje novih znanstvenih spoznanj;

b) izpopolnitev oziroma razSiritev metodolosSkaggtrumentarija;

C) razvoj svojega temeljnega raziskovanja;

d) razvoj drugih temeljnih znanosti;

e) razvoj novih tehnologij in drugih razvojnidziskav.

DAL

3.2. Ozndite s katerimi druzbeno-ekonomskimi cilji (po mettmbiji OECD-ja)
sovpadajo rezultati vasSega raziskovalnega projekta:

[ ] a) razvoj kmetijstva, gozdarstva in ribolova - Mklje RR, ki je v osnovi
namenjen razvoju in podpori teh dejavnosti;

[ 1 b) pospeSevanje industrijskega razvoja - vkije RR, ki v osnovi podpira razvoj
industrije, vkljuitno s proizvodnjo, gradbeniStvom, prodajo na debelirobno,
restavracijami in hoteli, b&niStvom, zavarovalnicami in drugimi gospodarskimi
dejavnostmi;

[ ] ¢) proizvodnja in racionalna izraba energije -jutije RR-dejavnosti, ki so v
funkciji dobave, proizvodnje, hranjenja in distrije vseh oblik energije. V to
skupino je treba vklgiti tudi RR vodnih virov in nuklearne energije;

[1d) razvoj infrastrukture - Ta skupina vijije dve podskupini:
* transport in telekomunikacije - VKkijen je RR, ki je usmerjen v izboljSavo
in pove&anje varnosti prometnih sistemov, vKkifw z varnostjo v prometu;
e prostorsko planiranje mest in podezelja - Véd§n je RR, ki se nanaSa na
skupno nartovanje mest in podezelja, boljSe pogoje bivanjaboljSave v
okolju;

[ ] e) nadzor in skrb za okolje - Vkijuje RR, ki je usmerjen v ohranjevanije fizéga
okolja. Zajema onesnazevanje zraka, voda, zemljesmodnjih slojev,
onesnazenje zaradi hrupa, odlaganja trdnih odpanikegvanja. Razdeljen je v
dve skupini:

X ) zdravstveno varstvo (z izjemo onesnaZevanj&lju éuje RR - programe, ki so
usmerjeni v varstvo in izboljSanj#ovekovega zdravja;

[ ] g) druzbeni razvoj in storitve - VKkuje RR, ki se nana3a na druzbene in kulturne
probleme;

[ ] h) splo3ni napredek znanja - Ta skupina zajema KRRrispeva k splosnemu
napredku znanja in ga ne moremo pripisati &ham ciljem;

[ 1) obramba - Vklj¢uje RR, ki se v osnovi izvaja v vojaske nameneglede na
njegovo vsebino, ali na moznost posredne civilneralpe. VKlj&uje tudi
varstvo (obrambo) pred naravnimi nésmi.

% Oznaite lahko vé odgovorov.
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3.3. Kateri smmeposredni rezultativaSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaen potencialni pomen in razvojne cilje?
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nepriakovane izbruhe bolezni zahodnega Nila pri zivebhtudi pri ljudeh je v& med
pomembne pa priStevamo tudi podnebne spremembeneBod spremembe nartire
bistveno vplivajo na pojavljanje in obstoj prenasalin njihovih gostiteljev na obstdjé
in novih obm@jih. S tem pa posredno vplivajo tudi na pojavljamjeisov in bolezni na
novih obmgajih. Dognanja epidemioloSke Studije WNV pri p@tiic in perutnini
domgaih rejah dajejo vpogled v ekologijo tega virusanas in so podlaga zadngovanje
preventivnih ukrepov.
Z znanstveno in teh&émo usposobljenostjo vklf@enih raziskovalcev smo uvedli hitre|in
kvalitethe metode za dokazovanje povelja in prispevali k zmanjSanju ogrozengsti
ljudi, ki se ukvarajo z diagnostiko te bolezni.

3.4. Kaksni so lahkdolgoroéni rezultati vasSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznaen potencialni pomen in razvojne cilje?

Opravljena epidemioloSka Studija je podlaga z&rtoganje programov spremljanja
pojavljanja tega povztatelja tudi pri drugih zivalskih vrstah. Vpeljanjenetodg
dokazovanja povztitelja pa so primerne za izvajanje mikrobioloSkagdostike kot tudi
za izvajanje ekolosko — epidemioloskih raziskasigenosti WNV.

3.5. Kje obstaja verjetnost, da bodo vaSa znanatspoznanja delezna zaznavnega
odziva?
X] a) v domaih znanstvenih krogih;
X b) v mednarodnih znanstvenih krogih;
Xl c) pri dom&ih uporabnikih;
[ ] d) pri mednarodnih uporabnikih.

3.6. Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraZza interesgih spoznanjih oziroma rezultatin?
Velik interes po naSih spoznanijih se je izkaztdku simpozij Teaching Climate Changes
and United Nation System, ki je potekal v Beogra@l7 - 18 5.2010) v okviru 2nd
CEE/SEE Regional Colloquium , Capacity Building Giobal Governance and the UN
System. Organizatorji so bili

. University of Belgrade

v kooperaciji z
- Environmental Ambassadors, Belgrade, www.asadors-env.org/
- Academic Council on the United Nations Sys#&@iUNS, www.acuns.org
- Austrian Science and Research Liaison Offic®0) Ljubljana www.aso.zsi.at
- Diplomatic Academy of Vienna & Diplomatic Ademy of Belgrade (to be confirmed)
- Ministry of Environment and Spatial Planning, pRblic of Serbia,
www.ekoplan.gov.rs/en/index.php
- United Nations Institute for Training and Rasch (UNITAR), www.unitar.org
- United Nations Association of Serbia, www.seiia.rs/
- Diplo Foundation, Belgrade Office www.diploaysedu
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- United Nations Environment Programme www.uogep
- United Nations Development Programme www.uordp
- World Federation of UN Associations WFUNA wwviuna.org

3.7. Stevilo diplomantov, magistrov in doktorjevsk zakljiili $tudij z vkljutenostjo v
raziskovalni projekt?
1

4. Sodelovanje z tujimi partnerji:

4.1. Navedite Stevilo in obliko formalnega razisélmega sodelovanja s tujimi
raziskovalnimi inStitucijami.

4.2. Kaksni so rezultati tovrstnega sodelovanja?

5. Bibliografski rezultati ® :
Za vodjo projekta in ostale raziskovalce v prajpekkupini prilozite bibliografske izpise za
obdobje zadnjih treh let iz COBISS-a) 0z. za meska vede iz InStituta za biomedicinsko
informatiko. Na bibliografskih izpisih ozeige tista dela, ki so nastala v okviru gujocega
projekta.

® Bibliografijo raziskovalcev si lahko natisnete samspletne strani:http:mww.izum.si/
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6. Druge referencé vodje projekta in ostalih raziskovalcev, ki izhajgo iz
raziskovalnega projekta:

Olga Zorman Rojs: Climate changes and emergenseroé zoonotic diseases, Teaching
Climate Changes and United Nation System, Beodtdd; 18 5.2010, 2nd CEE/SEE
Regional Colloquium , Capacity Building on Globad¥&rnance and the UN System.

* Navedite tudi druge raziskovalne rezultate iz ofj@dinanciranja vasega projekta, ki niso zajetiislibgrafske
izpise, zlasti pa tiste, ki se nanaSajo na prenasja in tehnologije.

Navedite tudi podatke o vseh javnih in drugih ptads/ah projekta in njegovih rezultatov vkijpo s
predstavitvami, ki so bile organizirane izkij za nardnika/nar@nike projekta.
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PRILOGA 1: TABELARNI PRIKAZ REZULTATOV RAZISKAVE

Rezultati R1

Tabela 1: Stevilo odvzetih kloakalnih in faringealnih brisovter vzorcev krvi pri ujetih

pticah pevkah

jesen jesen
Ptice pevke 2008 2009 Y
Stevilo ptic Stevilo ptic
Slovensko ime Latinsko ime kri kri kri
bi¢ja trstnica Acrocephalus schoenobaenus 1 14 15
érnoglavka Sylvia atricapilla 78 62 140
dlesk Coccothraustes coccothraustes 1 1
drevesna cipa Anthustrivialis 1 1
grmov&ica Phylloscopus sibilatrix 3 3
kmecka lastovka Hirundo rustica 1 1
kobili ¢ar Locustella naevia 1 1
kos Turdus merula 2 2
kovacek Phylloscopus trochilus 1 1
mali slavec Luscinia megarhynchos 2 2 4
mlinar éek Sylvia curruca 1 1
mogvirska trstnica Acrocephalus palustris 1 1
modra ta¥ica Luscinia svecica 1 1 2
poljski vrabec Passer montanus 5 21 26
rakar Acrocephalus arundinaceus 11 11
rjava penica Sylvia communis 7 7
rjavi srakoper Lanius collurio 3 3
rumeni vrtnik Hippolaisicterina 1 19 20
siva vrana Corvus corone 7 7
sivi muhar Muscicapa striata 1 1
srpi¢na trstnica Acrocephalus scirpaceus 5 11 16
&inkavec Fringilla coelebs 2 2
ta&ica Erithacus rubecula 14 11 25
veliki slavec Luscinia luscinia 1 1 2
vrbja listnica Phylloscopus collybita 1 1
vrtna penica Sylvia borin 70 97 167
zelenec Carduelischloris 1 2 3
> ptic 180 284 464




Tabela 2: Stevilo odvzetih vzorcev krvi pri drugihvrstah ptic

jesen jesen
Druge vrste ptic 2008 2009 Y
Stevilo ptic | Stevilo ptic
Slovensko ime Latinsko ime kri kri kri
bela Storklja Ciconia ciconia 17 17
¢érna Storklja Ciconianigra 1 1
labod grbec Cygnus olor 6 6
mlakarica Anas platyrhynchos 2 2
mokoz Rallus aquaticus 1 1
veliki detelj Dendroscopus major 1 1
vijeglavka Jynx torquila 8 8
vodomec Alcedo atthis 1 1
> ptic 24 13 37

Tabela 3. Stevilo odvzetih vzorcev krvi pri dvorigni perutnini

jesen
Dvori$&na perutnina 2008 s
Stevilo ptic
Slovensko ime Latinsko ime kri kri
domaca raca Anas platyrhynchos 127 127
fazan Phasianus col chicus 125 125
puran Meleagris gallopavo 6 6
koko$ Gallus gallus 10 10
> ptic 268 268




Rezultati R2

Tabela 4: Rezultati IIF WN pri ujetih pticah pevkah

2008

2009

Ptice pevke p)
IIF WN IIF WN

Slovensko ime n - n - 4 n - 4
bi¢ja trstnica 1 0 14 14 0 15 14 1
érnoglavka 78 76 62 59 3 140 135 5
dlesk 1 1 0 1 1 0
drevesna cipa 1 1 0 1 1 0
grmov&ica 3 3 0 3 3 0
kmecka lastovka 1 1 1 1 0
kobili ¢ar 1 1 0 1 1 0
kos 2 1 1 2 1 1
kovacek 1 1 0 1 1 0
mali slavec 2 2 2 2 0 4 4 0
mlinar ¢ek 1 1 0 1 1 0
modvirska trstnica 1 1 0 1 1 0
modra taXica 1 1 1 1 0 2 2 0
poljski vrabec 5 5 21 21 0 26 26 0
rakar 11 11 0 11 11 0
rjava penica 7 7 0 7 7 0
rjavi srakoper 3 3 0 3 3 0
rumeni vrtnik 1 1 19 18 1 20 19 1
siva vrana 7 7 0 7 7 0
sivi muhar 1 1 0 1 1 0
srpiéna trstnica 5 5 11 11 0 16 16 0
&inkavec 2 2 0 2 2 0
ta&ica 14 12 11 10 1 25 23 2
veliki slavec 1 1 1 1 0 2 2 0
vrbja listnica 1 1 0 1 1 0
vrtna penica 70 70 97 90 7 167 160 7
zelenec 1 1 2 2 0 3 3 0
> ptic 180 176 277 264 13 464 447 17




Tabela 5: Rezultati IIF WN pri drugih vrstah ptic

Druge vrste ptic

2008

2009

IIF WN

IIF WN

Slovensko ime

+

=)

+

vodomec

mlakarica

veliki detelj

vijeglavka

mokoz

RO, |[N|F, |3

R|lo|Rr|[N]|F

oO|lOo|O0O|O| O

Rl |N]| P

bela Storklja

17

17

¢rna Storklja

[

labod grbec

> ptic

24

(2}
o|Oo|O| O

24

13

37

oO|jlojlo|j|o|lo|j|o|o|oO | O

Tabela 6: Rezultati IIF WN pri dvoriS éni perutnini

Dvoriséna
perutnina

2008 in 2009

IIF WN

Slovensko ime

domada raca

127

127

127

127

fazan

125

123

125

123

koko$

10

10

10

10

puran

6

o|jo|N|O| +

> ptic

268

266

NOOo|N| O| +
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