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SEROLOSKA ISPITIVANJA INFLUENCE KOD RAZLICITIH
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KOMERCIJALNIM FARMAMA

Jelena Maksimovié¢ Zorié¢!", Ljubisa Veljovié!, Dimitrije Glisi¢!, BozZidar Savié!,
Nemanja Jezdimirovié!, Bojan Milovanovié!, Jelena Maletié¢!, Ljiljana Spalevi¢?,
Branislav Kureljusi¢?

INaucni institut za veterinarstvo Srbije, Beograd, Srbija
*e-mail kontakt osobe: jelena.maksimovic@nivs.rs

Uvod

Influenca svinja predstavlja veoma vaZan zdravstvni i ekonomski problem u
komercijalnom uzgoju svinja. U etiologiji respiratornih oboljenja do kojih dovode dominiraju tri
podtipa virusa influence tipa A - HIN1, HIN2 i H3N2, razli¢itih genetskih i antigenskih
karakteristika (Detmer, 2017). lako u neimunom zapatu influenca moZe ostvariti visok morbiditet
(i do 100%), mortalitet je uglavnom nizak (manji od 1%) i zavisi od soja virusa i prisustva drugih
infekcija u zapatu (Van Reeth i sar., 2012, Zell i sar., 2013). Kao posledica cirkulacije virusa na
farmi dolazi do direktnih, i mnogo znacajnijih, indirektnih gubitaka koji se ogledaju u smanjenju
dnevnog prirasta, povec¢anju utroska hrane za kilogram prirasta, produZetku tova i dr. (Do3en i
sar., 2008). Na ekonomicnost proizvodnje najznacajnije utice smanjenje dnevnog prirasta
(Calderén Diaz i sar., 2020), a Haden i sar., 2012, su ustanovili da gubici po grlu u slucaju
monoinfekcije virusom influence iznose 3,23$. Pored direktnih i indirektnih gubitaka u
proizvodnji, cirkulacija virusa influence u populacijama svinja predstavlja i problem od javnog
znacaja zbog zoonotskog potencijala koji ovi virusi poseduju i mogucih uzrokovanja oboljenja
ljudi. Posle pandemije 2009. godine za koju je utvrdeno da je nastala prilagodavanjem i Sirenjem
reasortiranog virusa svinja u humanoj populaciji (Smith i sar., 2009) opisani su mnogobrojni
slucajevi oboljenja ljudi nastali prenoSenjem virusa sa svinja na ljude (Hennig i sar., 2022). lako
su to naj¢esce incidentni slucajevi oboljenja, a tek u nekoliko navrata oboljenje manje grupe ljudi
(Hennig i sar., 2022), potencijal za prenos svinjskih virusa u humanu populaciju je evidentan, §to
upucéuje na neophodnost pracenja raSirenosti ove infekcije u zapatima svinja primenom klinicke
opservacije i laboratorijskih ispitivanja obolelih.

Cirkulaciju virusa i stepen raSirenosti infekcije u jednom zapatu svinja u kome se ne
primenjuje vakcinacija kao mera kontrole, najlakSe i najekonomicnije je utvrditi primenom
laboratorijskog ispitivanja prisustva specifi¢nih antitela protiv virusa influence tipa A. Imunolo3ki
odgovor u vidu sinteze antitela je detektabilan ve¢ treceg dana od nastanka infekcije (Lee i sar.,
1995), pri ¢emu pik dostiZe obi¢no izmedu 14. i 21. dana (Radoji¢i¢ i sar., 2011). Nakon primarne
infekcije nastali imunitet je dugotrajan i pruza zaStitu od infekcije istim ili drugim antigeno
sliénim sojem (Van Reeth i sar., 2012). Humoralni imunoloski odgovor se ogleda u sintezi
specifi¢nih antitela protiv hemaglutinina, neuraminidaze, nukleoproteina i matriks proteina virusa
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(Wright i sar.,, 2007), a laboratorijske metode koje se koriste za njihovu detekciju su
imunoenzimski testovi (ELISA), virus neutralizacioni test (VNT) i inhibibicija hemaglutinacije
(IHA) (Detmer i sar., 2013). Za testiranje velikog broja uzoraka seruma koje za cilj ima
utvrdivanje seroprevalencije u jednom zapatu najpogodnije je koristiti ELISA test, dok se titar
antitela kod pojedinac¢nih Zivotinja kao i podtip cirkuliSu¢ih virusa utvrduju primenom VNT ili
IHA. S' obzirom na ¢injenicu da je cirkulacija virusa influence tipa A potvrdena na veéini velikih
komercijalnih farmi u Srbiji (Maksimovi¢ Zori¢ i sar., 2020), izvrSeno je ispitivanje
seroprevalencije u razligitim uzrasnim kategorijama i serotipizacija cirkuliSucih virusa.
Materijal i metode

Ispitivanje prisustva specifi¢nih antitela protiv virusa influence tipa A obuhvatilo je 625
krvnih seruma svinja sa 6 komercijalnih farmi (A, B, C, D, E, F) koje ne primenjuju vakcinaciju
kao meru kontrole bolesti. Uzorci seruma su poticali od ¢etiri uzrasne kategorije: prasadi u
prasilistu (20), prasadi u odgoju (508), krmaca (64) i nerastova (33). Uzorkovanje je sprovedeno
kao deo pasivnog nadzora na respiratorne bolesti na farmama i za potrebe sprovodenja ispitivanja
propisanih Pravilnikom o utvrdivanju Programa mera zdravstvene zaStite Zivotinja u slucaju
pobacaja i kod priplodnih Zivotinja u period od 2021. do 2023. Svi uzorci su testirani
komercijalnim ELISA testom kojim se detektuju specifi¢na antitela protiv nukleoproteina virusa
influence tipa A (Influenza A Ingezim kit, Ingenasa, Spanija).

U cilju utvrdivanja podtipa cirkuliSuc¢ih virusa i titra antitela 64 ELISA pozitivna seruma
(33 seruma krmaca, 17 seruma prasadi iz odgoja, 12 seruma nerastova i 2 seruma prasadi iz
prasilista) je ispitano i metodom IHA KkoriS¢enjem cetiri referentna svinjska soja (tabela 1)
(Instituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell Emilia Romagna “Bruno Ubertini”
- 1ZSLER). Metoda je izvedena po Uputstvu Svetske zdravstvene organizacije za dijagnostiku i
nadzor influence kod Zivotinja (WHO, 2002). U cilju uklanjanja nespecifi¢nih inhibitora serumi
su tretirani RDE rastvorom (RDE (Il) "SEIKEN", Denka CO., LTD., Japan) prema uputstvu
proizvodaca, a potom su nespecifi¢ni aglutinini uklonjeni adsorpcijom na ispranim kokosijim
eritrocitima. Inicijalno razredenje seruma pri izvodenju metode IHA iznosilo je 1:10.

Tabela 1. Referentni svinjski sojevi virusa influence tipa A Kkoris¢eni za izvodenje metode
inhibicije hemaglutinacije

Naziv soja (skracenica) Podtip Linija!
Alsw/1t/282866/13/H1N1pand
(HIN1pdmo09) HIN1 A(HIN1)pdm09

1. 1 Naziv linija u skladu sa Simon G. i sar., 2014.: European Surveillance Network for Influenza in Pigs: Surveillance
Programs, Diagnostic Tools and Swine Influenza Virus Subtypes Identified in 14 European Countries from 2010 to 2013.
PL0S ONE 9(12): e115815. doi:10.1371/journal.pone.0115815.
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Alsw/311368/13/HINT (H1avNl) | piNg Eurasian avian-like HlavN1
Alsw/1t/311349/13/H3N2 (H3N2) | H3N2 Alswine/Gent/1/1984-like H3N2
Alswi284922/09/HIN2 (H1huN2) HIND AISW|ne/ScotlaT:]/jl}lg440/l994-I|ke

Rezultati

Primenom ELISA testa specifi¢na antitela protiv virusa influence tipa A su dokazana u 455
uzorka, odnosno ukupna seroprevalencija iznosi 72,8%. NajviSa seroprevalencija je detektovana
u kategoriji krmaca (95,3%), potom kod nerastova (75,8%), dok je kod prasadi u prasilistu i kod
prasadi u odgoju iznosila 70%. Od 64 pozitivna seruma metodom IHA uspesno je tipizirano 52
seruma svinja sa 4 farme (B, C, D, E). U 12 uzoraka primenom metode IHA koris¢enjem
dostupnih referentnih sojeva specifi¢na antitela nisu potvrdena, ¢ime je ustanovljena snizena
dijagnosti¢ka osetljivost ovog testa u odnosu na ELISA test (Ds=81,25%). Na svakoj od
pozitivnih farmi potvrdena je cirkulacija HIN1 i H3N2 virusa, dok antitela protiv HIN2 podtipa
nisu dokazana ni u jednom od uzoraka (tabela 2). Rezultati dobijeni IHA metodom u odnosu na
farmu, uzrasnu kategoriju i podtip virusa su prikazani u tabeli 2.

Tabela 2. Prikaz rezultata ispitivanja metodom IHA po farmama

Rezultat IHA
Farma Kategorija Br. testiranih Br. Broj pozitivnih na podtip/%
) pozitivnih
uzoraka
uzoraka
HIN1 H3N2 HIN2
K 1 1 1/100% 1/100% 0
B (0] 12 10 7170% 4/40% 0
P 2 2 1/50% 1/50% 0
K 12 10 10/100% 5/50% 0
C
N 12 10 7170% 6/60% 0
D K 1 1 1/100% 1/100% 0
K 19 16 15/93.75% 8/50% 0
E
(0] 5 3 4/80% 2/40% 0
Ukupno 64 52 44 28 0

K - krmace, N - nerastovi, P - prasad iz prasiliSta, O - prasad iz odgoja
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Rezultati u odnosu na liniju/soj virusa koji ukazuju na infekciju jednim ili infekciju sa vise
razli¢itih sojeva virusa prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Prikaz seroloSkog odgovora u odnosu na soj virusa

Seroloski
odgovor  Br. pozitivnih (%) Br. odreagovalih na odredeni soj/sojeve (%)
na:
HlavN1l H1N1pdm09 H3N2
1 s0j 18 (34,62%)
2 (11,1%) 8 (44,45%) 8 (44,44%)
H1lavN1+H1N1pdm09 HlavN1+H3N2 HIN1pdm09+H3N2
2 soja 20 (38,46%)
14 (70%) 3 (15%) 3 (15%)
H1lavN1+H1N1pdm09+H3N2
3 soja 14 (26,92%)

14 (100%)

Rezultati titra detektovanih antitela u odnosu na uzrasnu kategoriju i liniju virusa prikazani su u
tabeli 4.

Tabela 4. Utvrdeni titri antitela protiv odredenih svinjskih sojeva virusa influence tipa A u
odnosu na uzrasnu kategoriju

Uzrasna kategorija

krmace nerastovi prasad na prasad iz

sisi odgoja
Br. ispitanih uzoraka 33 12 2 17
Ustanovljena antitela Br. AV seropozitivnih (najvisi titar) Ukupno
HlavN1 20 (1:320) 4 (1:40) 1(1:160) 8 (1:40) 33
H1N1pdmo9 25 (1:640) 6(1:320) 1 (1:640) 7 (1:80) 39
H3N2 15 (1:160) 6 (1:160) 1 (1:40) 6 (1:160) 28
Diskusija

U danasnje vreme influenca svinja je prisutna u vecini populacija svinja Sirom sveta.
Potvrdena je i enzootski rasprostranjena u 53 zemlje na Sest kontinenata (Chauhan i sar., 2020).
Ispitivanjima na prisustvo virusa influence u populacijama svinja u Srbiji jo§ 1982. godine
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potvrdena je cirkulacija HIN1 podtipa kod svinja u Vojvodini (burisi¢ i sar., 2005). Nedavnim
istraZzivanjem sprovedenim na komercijalnim farmama detektovan je i H3N2 podtip virusa
(Maksimovi¢ Zori¢ i sar., 2020).

NaSim ispitivanjem primenom ELISA testa kojim se detektuju antitela na nukleoprotein
virusa utvrdena je cirkulacija virusa influence tipa A na Sest komercijalnih svinjskih farmi, sa
visokom ukupnom seroprevalencijom koja je iznosila 72,8%. Najvisa seroprevalencija je
ustanovljena u kategoriji krmaca (93,5%), Sto se podudara sa zaklju¢kom Li i sar., 2021, koji su
povezali visoku seroprevalenciju u ovoj kategoriji sa duZim Zivotnim vekom i verovatno¢om
¢eSc¢eg dolaska u kontakt sa virusima. Visoka seroprevalencija u kategoriji krmaca je u skladu sa
rezultatima iz okruZenja. Jungi¢ i sar., 2021. godine su takode detektovali najvisu seroprevalenciju
u ovoj kategoriji (61,4%) iako se deo istraZzivanja odnosio i na nekomercijalna seoska gazdinstva.
Pored krmaca, naSim istraZivanjem je ustanovljena visoka seroprevalencija i u ostalim
kategorijama (kod nerastova 75,8%, kod prasadi u prasilistu i odgoju 70%). lako su serumi prasadi
uzorkovani od Zivotinja sa respiratornim simptomima, visoka prevalencija u ovim kategorijama
se ipak ne moZe u potpunosti posmatrati kao reakcija na infekciju. Kod ovih jedinki u serumu se
mogu nalaziti i maternalna antitela, koja kod prasadi oprasenih od nevakcinisanih ali imunih majki
mogu biti detektabilna do 12. nedelje starosti (Tacher i sar., 1998). U prilog ovoj pretpostavci ide
i nalaz prose¢no najniZzih titara antitela ustanovljenih IHA metodom (do 1:160, tabela 4) u odnosu
na ostale uzrasne kategorije.

Primenom metode IHA prisustvo antitela je potvrdeno u 52 uzorka. lako je ova metoda
"zlatni standard" kada je potrebno izvrSiti serotipizaciju virusa influence tipa A, njeno izvodenje
je zahtevnije u odnosu na ELISA test zbog heterogenosti virusa koji cirkuliSu na odredenom
podrucju (Li i sar., 2021). Slabija osetljivost IHA u odnosu na ELISA test (81,25%) se u naSem
slu¢aju moze biti prouzrokovana antigenskom razli¢itos¢u koriséenih referentnih sojeva i virusa
koji cirkuliSu na ispitivanim farmama, odnosno odsustva unakrsne reaktivnosti prisutnih antitela
sa koriS¢enim referentnim virusima. Manja osetljivost ovog testa u odnosu na ELISA test se moze
dovesti i u vezu sa ¢injenicom da se antitela na nuleoprotein virusa sintetiSu ranije od anititela na
hemaglutinin (Jungi¢ i sar.2021). Disproporciju u broju pozitivnih Zivotinja primenom ove dve
seroloSke metode ustanovili su i istrazivaci u Sloveniji i Hrvatskoj, kod kojih se procenat lazno
negativnih Zivotinja na IHA testu u zavisnosti od uzrasne kategorije kretao od 6,8% do 73,7% u
Hrvatskoj, odnosno 65% u Sloveniji (Jungic¢ i sar., 2021, Plut i sar., 2023).

Tipizacijom koris¢enjem dostupnih referentnih virusa potvrdena je cirkulacija HIN1 i
H3N2 podtipova virusa na 4 farme, pri ¢emu su medu testiranim Zivotinjama dominirale one sa
prisutnim antitelima protiv HIN1 podtipa (tabela 2). Ovakav nalaz je u skladu sa nalazom Plut i
sar., 2023, koji su takode kod ispitanih svinja detektovali seroloski odgovor protiv HIN1 i H3N2
podtipa virusa. U odnosu na pojedine sojeve monoinfekcija je ustanovljena kod 18 Zivotinja
(34,62%) sa dominacijom jedinki pozitivnih na HIN1pdm09 soj i H3N2 soj, dok je prisustvo
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antitela na sojeve HIN1 i H3N2 podtipa detektovano kod 20 (38,46%) Zivotinja (tabela 3). U
slu¢aju pozitivne reakcije na dva referentna soja HIN1 podtipa (H1lavN1 i HIN1pdmQ9) Sto je
utvrdeno kod 28 Zivotinja (HlavN1+H1IN1pdmO09 i HlavN1+H1IN1pdm09+H3N2, tabela 3) nije
bilo moguce sa sigurnoS¢u tvrditi da li su Zivotinje bile u kontaktu sa oba soja HIN1 virusa u
razlicitim momentima tokom Zivota, te poseduju obe vrste antitela ili je u pitanju potencijalna
unakrsna reaktivnost koja je za sojeve HlavN1 linije i HIN1pdmO09 linije prethodno opisana
(Durrwald i sar., 2020). Ono $to se moZe zakljugiti na osnovu ustanovljenih razlika u visini titara
(Getvorostruka razlika u titru) je da su kod sedam Zivotinja dominantna antitela na HIN1pdmQ9
s0j, a kod tri na H1lavN1 soj. Na osnovu visine titara antitela na tri analizirana soja, kao i broja
Zivotinja koje su odreagovale, moze se zakljuciti da su u ve¢ini ispitanih kategorija dominantno
prisutna antitela na HIN1pdmO09 soj virusa influence tipa A (tabela 4).

Zakljuc¢ak

SeroloSka ispitivanja influence svinja zauzimaju znacajno mesto u laboratorijskoj
dijagnostici ove infekcije. U odnosu na metode kojima se dokazuje virus su jeftinije, jednostavnije
za izvodenje na velikom broju uzoraka, ne zahtevaju posebne biosigurnosne mere, dok
uzorkovanje nije vezano za tacno odredeni moment infekcije jer su antitela detektabilna nekoliko
meseci. Ipak, unakrsna reaktivnost izmedu razlicitih linija virusa u okviru istog podtipa i
maternalna antitela kod mladih kategorija su karakteristike koje uti¢u na preziznost i pouzdanost
rezultata seroloSkih metoda. Pored toga, ovim metodama se moze isklju¢ivo utvrditi sa kojim su
virusima Zivotinje dolazile u kontakt, dok se genetske karakteristike i zoonotski potencijal koji
neki virus sa sobom nosi mogu isklju¢ivo utvrditi primenom molekularnih metoda dijagnostike i
sekvencioniranjem genoma. Ono 3§to smo utvrdili naSim istraZivanjem jeste visoka
seroprevalencija pozitivnih jedinki na komercijalnim farmama, nezavisno od uzrasne kategorije.
Na cetiri od 3est ispitivanih farmi potvrdena je cirkulacija HIN1 i H3N2 podtipa virusa, sa
dominantnim antitelima protiv HIN1pdmO09 linije. Kod najveéeg broja ispitivanih Zivotinja
ustanovljena je serolo3ka reakcija na dva ili tri razli¢ita soja svinjskih virusa influence tipa A.
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