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OSVRT NA SAVREMENI DIJAGNOSTICKI PRISTUP I
METODOLOGIJU UZORKOVANJA U NADZORU VIRUSA
INFLEUNCE TIPA A KOD SVINJA

Jelena Konstantinov!”, Ivan Pusi¢!, Sini§a Grubac!, Milenko Riki¢!, Jasna

Prodanov Radulovi¢'
!Naucni institut za veterinarstvo ,, Novi Sad “, Rumenacki put 20, 21000 Novi Sad, Republika Srbija
* autor za korespondenciju: jelena.k@niv.ns.ac.rs
Kratak sadrzaj

Virus influence tipa A predstavlja epizootioloski znacajan etioloski agens, kao jedan od
uzrocnika respiratornih oboljenja kod svinja, koji ima zoonotski potencijal, ali i potencijalno znacajne
direktne i indirektne negativne ekonomske efekte u intenzivnoj proizvodnji. Efikasnost primenjenog
nadzora ove infekcije u velikoj meri zavisi od izbora dijagnosti¢kih metoda, ali isto tako i od pravilno
definisane strategije uzorkovanja, posebno u okviru programa monitoringa priplodnih grla i jedinki u
porastu ¢iji je primarni cilj rana detekcija cirkulacije virusa u cilju oCuvanja zdravstvenog statusa
zapata. U novije vreme uspostavljena je primena niza alternativnih pristupa uzorkovanju koji
omogucavaju jednostavno, i ono §to je najvaznije sa aspekta dobrobiti Zivotinja, manje invazivno
prikupljanja materijala. Cilj rada je sistemski prikaz nauc¢nih saznanja o savremenim metodama
uzorkovanja u nadzoru influence tipa A kod svinja, sa posebnim akcentom na osetljivost i specifi¢nost,
kao i prakticnu primenljivost u uslovima inudstrijske proizvodnje svinja. U radu su razmatrane
pojedinacne metode uzorkovanja (nosne maramice, nosni i orofaringealni brisevi), grupni uzorci
(oralna tecnost, kao i brisevi kozZe vimena krmaca) i ambijetalni uzorci (brisevi povrsina), kao i vazduh
uz uporedni osvrt na njihovu osetljivost u detekciji virusa metodama RT-PCR, moguénosti za
molekularnu karakterizaciju, kao i za izolaciju virusa. Literaturnim pregledom i analizom utvrdeno je
da grupni uzorci i uzorci iz neposrednog okruzenja (ambijenta) predstavljaju uzorke koji nam
omogucavaju detekciju prisustva virusa influence tipa A na nivou zapata, dok individualni uzorci
zadrzavaju prednost kada je cilj izolacija virusa i njegova filogenetska karakterizacija. [zbor optimalne
strategije uzorkovanja treba da bude uskladen sa ciljem nadzora i trenutnom epizootioloSkom
situacijom na farmi, u cilju obezbedenja efikasnog monitoringa virusa influence tipa A u savremenoj
svinjarskoj proizvodnji.

Kljuéne rec€i: Influenca tipa A, farme svinja, savremene metode uzorkovanja, neinvazivna
dijagnostika

Uvod

Virus influence tipa A (IAV) jedan je od glavnih patogena odgovornih za respiratorna oboljenja
na komercijalnim farmama svinja industrijskog tipa. Ovo virusno oboljenje znacajno doprinosi
kompleksu respiratornih oboljenja svinja, zajedno sa Porcine Reproductive Respiratory Syndrome
Virus (PRRSV), Mycoplasma hyopneumoniae i Porcine Circovirus type 2 (PCV-2). IAV se Cesto
detektuje u subklinicki inficiranim priplodnim zapatima, sa niskom prevalencijom, §to ukazuje na
potrebu za prakti¢nim, ali pouzdanim metodama uzorkovanja (Moraes i sar., 2025). Infekcija izazvana
virusom influence tipa A je zoonoza, pa su ljudi koji rade sa zivotinjama ili u njithovom okruzenju
profesionalno izlozeni riziku infekcije. Koinfekcija svinja pti¢jim, svinjskim i humanim virusima
moze dovesti do antigenskog §ifta i pojave novih sojeva virusa sa pandemijskim potencijalom, kao §to
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je bio slucaj sa pandemijom HIN1 2009. godine (HIN1 pdm09). Shodno tome, uspostavljanje sistema
praéenja i nadzora IAV-a kod svinja od klju¢nog je znacaja za razumevanje prenoSenja virusa, pojave
oboljenja i rano otkrivanje novih sojeva virusa sa pandemijskim potencijalom. Nedostatak sezonalnosti
infekcije virusom influence, u kombinaciji sa moguénosti da svinje budu domadini ve¢em broju
cirkuliSuc¢ih sojeva virusa poreklom od razli¢itih vrsta Zivotinja, isti¢e znacaj nadzora influence kod
svinja i ranog otkrivanja potencijalno novonastalih sojeva. Stoga se preporucuje sistematski nadzor u
populaciji svinja i temeljna analiza virusa influence tipa A. Aktivni nadzor influence u populacijama
svinja se, medutim, retko sprovodi zbog tehni¢kih i ekonomskih izazova testiranja statisticki
relevantnog broja Zivotinja (Decorte i sar., 2015). Detekcija RNK virusa influence tipa A kod svinja
obi¢no se vrsi molekularnim testiranjem pljuvacke ili nosnih sekreta. Na osnovu toga, predlozen je niz
metoda uzorkovanja za detekciju RNK ovog virusa u populaciji svinja. Metode uzorkovanja mogu se
podeliti na pojedinacne, kao $to su nosni brisevi, nosne maramice i orofaringealni brisevi, grupne
(brisevi koze vimena, oralne te¢nosti) i ambijentalne uzorke poput briseva povrSina. Grupni i
ambijetalni uzorci se lakSe prikupljaju i iz tog razloga zahtevaju manji intenzitet rada i manje vremena
za uzorkovanje u odnosu na sakupljanje pojedinacnih uzoraka (Sanhueza i sar., 2026).

Detekcija virusa influence tipa A u endemski inficiranim zapatima moze biti izazovna, narocito
u slucaju niske prevalencije bolesti, gde bi reprezentativna koli¢ina uzoraka trebalo da bude velika
(Garrido-Mantilla i sar., 2019). Trenutni ,,zlatni standard" metode uzorkovanja zahteva koris¢enje
briseva sa sintetickim vrhom za prikupljanje nosnih sekreta i povrSinskih epitelnih ¢elija. Ovaj
postupak je radno intenzivan, stresan za zivotinju i neprijatan, kako za zivotinju, tako i za vlasnika
(Edwards i sar., 2014). Rutinski nadzor zasnovan na testiranju nosnih i orofaringealnih briseva takode
je ekonomski izazovan. Alternativne metode, kao Sto su oralne te¢nosti, pa ¢ak i uzorci sakupljeni
maramicama sa povrsine nosa i koze vimena krmaca u laktaciji, dobijaju sve ve¢i znacaj u sistemima
monitoringa. Za razliku od briseva, ovakve vrste uzoraka mogu se prikupljati na jednostavan, jeftin,
bezbedan i neinvazivan nacin (Turlewicz-Podbielska i sar., 2020).

Sterilne pamu¢ne gaze kao inovativna metoda uzorkovanja

reprezentativnih uzoraka populacije dovodi i do istrazivanja novih matrica: nosnih maramica (engl.
nasal wipes). Ovi uzorci se sakupljaju brisanjem sterilnom pamu¢nom gazom po povrsini njuske i
nozdrva Zivotinje, ¢ime se prikupljaju sekreti istih. Nosni brisevi predstavljaju zlatni standard za
detekciju virusa influence tipa A, medutim njihovo uzorkovanje zahteva fiksiranje zivotinje, obuku i
angazovanje najmanje dvoje radnika. Nasuprot tome, uzimanje uzorka sa povrsine nosa pamu¢nom
gazom ne zahteva posebnu obuku, jednostavno je, smanjuje stres kod Zivotinja i zahteva manji broj
angazovanog osoblja u odnosu na prikupljanje briseva. Samim tim, ovaj tip uzorkovanja omoguéava
brzu procenu zdravstvenog stanja pojedinacne jedinke (Turlewicz-Podbielska i sar, 2020).

Studija sprovedena na sedam komercijalnih farmi svinja od prasenja do tova u Brazilu, procenila
je dijagnosticke performanse nosnih briseva i uzoraka prikupljenih pamu¢nim gazama sa njuske i
nozdrva za detekciju virusa influence tipa A. Nosni brisevi pokazali su osetljivost od 87,15% i
specificnost od 99%, dok su uzorci sakupljeni gazom postigli osetljivost od 84,14% i specificnost od
95%, §to ukazuje na to da ovaj tip uzorka pruza pouzdane dijagnosticke performanse, ali i manje
invazivnu alternativu pojedina¢nog uzorkovanja (Vendruscolo i sar., 2024). Nekoliko  studija
ukazuje na podudarnost u stepenu detekcije virusa influence iz briseva i sa pamucnih gazi. Prvi
eksperiment sproveden je na 553 uporedna uzorka nosnih briseva i uzoraka sakupljenih pamucnim
gazama, gde je doslo do podudarnosti izmedu 517 od 553 uzorka (93,5%) PCR metodom. Procenjena
osetljivost za uzorke sakupljene pamuc¢nim gazama u poredenju sa nosnim brisevima iznosila je
92,9%. U drugoj studiji, gde je takode uporedena efikasnost koriS¢enja pamucnih gaza za uzorkovanje
u poredenju sa brisevima, virus je detektovan u 49 od ukupno 90 uzoraka (54%) nosnih briseva, i u 51
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od ukupno 90 uzoraka (57%) sakupljenih gazama. Ista studija je bila prva koja je pokazala da uzorci
sakupljeni pamuénim gazama sa koze vimena (engl. udder skin wipes) kao neinvazivan tip uzorka u
cilju nadzora virusa influence tipa A u priplodnim zapatima mogu biti efikasni u detekciji virusa u
pozitivnim leglima prasadi. Znacajno je da je i stopa detekcije i stopa izolacije virusa iz uzoraka
sakupljenih sa koze vimena bila slicna sa stopama koje su dobijene u uzorcima orofaringealnih briseva,
$to podrzava njihov potencijal kao prakti¢ne alternative za nadzor na nivou legla. Iako postoje dokazi
da mleko i sama mle¢na Zlezda mogu biti pozitivni na virus influence tipa A, najverovatniji izvor
virusa na kozi vimena su nosni i oralni sekreti koje prasad ostavlja tokom sisanja. Prasad sisa Cesto,
otprilike svakog sata, a pokreti koje prave njuskom kako bi stimulisala izlu¢ivanje mleka pogoduju
kontaminaciji koze vimena nosnim i oralnim sekretima (Garrido-Mantilla i sar., 2019). Jo§ jedna
studija koja je procenjivala neinvazivne metode uzorkovanja za nadzor [AV-a na nivou legla zabelezila
je znacajnu podudarnost izmedu orofaringealnih briseva i uzoraka sakupljenih gazama sa povrsine
nosa i sa koze vimena. U poredenju sa orofaringealnim brisevima kao referentnom metodom,
osetljivost uzoraka sakupljenih pamucnim gazama iznosila je 68%, uz specifi¢nost od 93,8%, dok je
osetljivost uzoraka nosnih maramica bila 75%, uz specifi¢nost od 100%. Obe metode pokazale su
znacajno slaganje sa rezultatima orofaringealnih briseva, a izmedu pozitivnih uzoraka nisu utvrdene
znacajne razlike u Ct vrednostima (Sanhueza i sar., 2026). Intenzitet rada potreban za fiksiranje svinja
u cilju prikupljanja pojedinacnih uzoraka, kao sto su orofaringealni brisevi, broj pojedinac¢nih uzoraka
potreban da bi se postigla adekvatna osetljivost, kao i ogranic¢enje u sakupljanju oralnih te¢nosti kod
prasadi na sisi, ukazuju na to da uzorci sakupljeni sa koze vimena mogu biti ekonomski isplativa i
prakti¢na opcija za efikasnu detekciju virusa influence tipa A kod svinja pre zalucenja (Garrido-
Mantilla i sar., 2019).
Oralne tecnosti

Oralna tecnost predstavlja dinamiCan i kompleksan matriks sastavljen od vode, hormona,
metabolita, elektrolita, enzima, antitela, mucina i niza drugih proteina (Gutiérrez i sar., 2011).
Integracija oralnih te¢nosti u veterinarsku dijagnostiku predstavlja znac¢ajan pomak u pracenju zdravlja
na nivou zapata, jer nudi neinvazivnu alternativu standardnim metodama uzorkovanja. Ova metoda
¢esto omogucava raniju i produzenu detekciju virusnih patogena u odnosu na uzorke krvi, nosne
briseve ili druge tipove uzoraka, u zavisnosti od patogena i stadijuma infekcije, stoga je vazno
napomenuti da dijagnosti¢ke performanse oralnih te¢nosti nisu ujednaene kod svih patogena
(Chouhan i sar., 2026). U eksperimentalnim uslovima, RNK virusa je bila detektabilna od 3. do 21.
dana nakon infekcije, dok u nosnim brisevima detekcija nije bila moguca ve¢ nakon 7. dana infekcije
(Bjustrom-Kraft i sar, 2018). Najcesce se detekcija virusnih nukleinskih kiselina u oralnim te¢nostima
poklapa sa viremijom ili replikacijom virusa u tkivu usne duplje ili gornjem respiratornom traktu, ali
¢e se detektovati 1 virusi prisutni u okolini. Na primer, virusi koji se izluCuju putem fecesa, takode se
mogu detektovati u oralnim te¢nostima (Henao-Diaz i sar., 2020).

U kontekstu PCR detekcije, oralne tecnosti posebno su pogodne za praenje bolesti na nivou
boksa, kaveza ili zapata. Ipak, osetljivost zavisi od faktora kao $to su vreme uzorkovanja, prevalencija
bolesti, koli¢ine patogena prisutnog u uzorku i nacin ekstrakcije genetskog materijala. U kavezima ili
zapatima sa niskom prevalencijom, uzorci oralnih tecnosti mogu dati lazno negativne rezultate, jer
samo mali broj inficiranih zivotinja doprinosi prisustvu patogena u uzorku. Ipak, u velikim
komercijalnim proizvodnim sistemima, gde je individualno uzorkovanje intenzivno, dugotrajno i
neprakti¢no, ovaj pristup omogucava efikasno uzorkovanje na nivou grupe za kontinuirani nadzor
zapata i pracenje zdravstvenog stanja. Ova metoda smanjuje potrebu za radnom snagom i fiksacijom
zivotinje, angazovanjem veterinara i skrac¢uje utrosak vremena potrebno za uzorkovanje. Oralne
tecnosti moze lako prikupiti osoblje na farmi uz minimalnu obuku, koriste¢i prirodno ponasSanje svinja
da zvaéu predmete (Chouhan i sar., 2026). Svinje su takode veoma drusStvene Zivotinje, stoga cCe,
ukoliko jedna jedinka iz grupe stupi u kontakt sa konopcem, i ostale jedinke slediti njen primer
(Kittawornrat i sar., 2010). Uzorci oralnih te¢nosti se lako prikupljaju od grupa svinja starosti starijih
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od 21 dana tako §to im se omoguéi pristup okacenom pamucnom konopcu u trajanju od priblizno 30
minuta. Veéina istrazivanja oralne te¢nosti sprovedena je u kavezima sa priblizno 25 svinja, pri ¢emu
jedan konopac tokom 30 minuta uzorkovanja omogucéava dobijanje uzorka koji predstavlja priblizno
80% zivotinja u kavezu. Uzorci se najlakse prikupljaju ujutru, kada se svinje probude, a pre hranjenja
(Pol i sar., 2017). U poredenju sa najlonom, konopljom ili poliesterom, pamuc¢ni konopac pruza
najbolju ukupnu dijagnosticku primenljivost za detekciju antitela i nukleinskih kiselina. Trostruko
upredeni pamucni konopac, precnika priblizno 1.6 cm, optimalan je za prikupljanje oralne te¢nosti kod
zivotinja telesne mase >40 kg, dok mlade Zivotinje preferiraju konopac manjeg precnika (<0.8cm)
(Henao-Diaz i sar., 2020). Studija sprovedena u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama koja je
procenjivala oralne te¢nosti kao grupni uzorak za nadzor virusa influence tipa A utvrdila je jaku
povezanost izmedu rezultata dobijenih iz oralnih te¢nosti i nosnih briseva, gde su oralne te¢nosti
pokazale osetljivost na nivou kaveza od 80.4% i specifi¢nost od 100% za detekciju virusa, u odnosu
na nosne briseve. Ukupna podudarnost izmedu dve metode uzorkovanja bila je veoma visoka, sa kapa
koeficijentom od 0.82 (Romagosa A i dr., 2011).
Ambijentalni uzorci

Ambijentalni uzorci predstavljaju grupnu, neinvazivinu metodu uzorkovanja kojom se materijal
ne uzima direktno od zivotinje, ve¢ se sterilnom pamucnom gazom ili brisevima prikupljaju nosni i
oralni sekreti koje Zivotinje ostavljaju na povr§inama sa kojima su u ¢estom kontaktu. U ovu kategoriju
su prvenstveno ukljucene povrsine hranilica, pojilica, ograda boksa i delovi boksa koji dolaze u kontakt
sa ustima i rilom svinja. Njihova osnovna dijagnosti¢ka vrednost zasniva se na ¢injenici da inficirane
zivotinje tokom Kkijanja, kasljanja, uzimanja hrane i vode, njuSkanja i medusobnog kontakta
kontaminiraju zajednicku okolinu. Iz tog razloga, ambijentalni uzorak moze se posmatrati kao zbirni
uzorak na nivou legla ili boksa, §to ga ¢ini posebno znacajnim za nadzor infekcije u populaciji. Virus
influence tipa A moze preziveti na tvrdim povrSinama, poput ¢elika, drveta i plastike, priblizno 24 —
48 casova. Takode je dokazano da se virus influence sa kontaminiranih povr§ina moze preneti na ruke
ljudi i do 24 ¢asa nakon kontaminacije. Rezultati su pokazali da su brisevi ambijentalnih uzoraka
veoma efikasni za molekularnu detekciju virusa influence tipa A. U istrazivanju kada su zajedno
analizirani podaci sa farmi pozitivnih na influencu, verovatnoca detekcija virusa u ambijentalnim
uzorcima bila je 3.87 puta vec¢a u odnosu na nosne briseve, koji su kori§é¢eni kao referentni tip uzorka.
Ambijentalni brisevi su verovatno imali prednost iz razloga $to objedinjuju sekret viSe Zivotinja i
povecavaju mogucénost da se otkrije infekcije na nivou legla ili boksa, posebno kada je prevalencija
infekcije niska ili kada izlu¢ivanje virusa nije ravnomerno rasporedeno medu zivotinjama (Garrido-
Mantilla, 2020).

Zakljucak

Rezultati istrazivanja ukazuju da izbor metode uzorkovanja u okviru zdravstvenog
nadzora virusa influence tipa A (IAV) kod svinja treba prilagoditi konkretnim ciljevima programa,
uslovima na farmi, kao i zdravstvenom statusu zapata u celini i raspoloZivim resursima. Nosni brisevi
ostaju pouzdana metoda za pojedina¢no uzorkovanje, narocito kada je cilj dobijanje virusnih izolata
ili sprovodenje sekvenciranja. Kada je u pitanju aktivni nadzor na nivou boksa, kaveza ili zapata,
grupni i ambijentalni tipovi uzoraka pokazali su se superiornijim od pojedina¢nih. Oralne te¢nosti
omogucavaju obuhvat veceg broja zivotinja uz nize troSkove testiranja, dok uzorci sakupljeni sterilnim
pamucnim gazama sa koze vimena predstavljaju jednostavnu 1 neinvazivanu alternativu
orofaringealnim brisevima, uz dokazane prednosti za dobrobit zivotinja na farmama po sistemu od
prasenja do tova. Ambijetalni uzorci, kao Sto su brisevi hranilica i pojilica, izdvajaju se kao narocito
efikasan pristup kada je cilj utvrdivanje prisustva infekcije na nivou legla, kaveza ili zapata. Generalno
posmatrano, optimalan program zdravstvenog nadzora virusa influence tipa A podrazumeva
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kombinovanu primenu dostupnih metoda, vode¢i racuna o balansu izmedu stepena detekcije, troSkova,
dobrobiti zivotinja i praktiénih moguénosti primene na terenu.
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