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\X/irusy grypy ptakéw (avian influenza
virus — AIV) naleza do rodziny Or-

thomyxoviridae rodzaju Influenzavirus A.
Na podstawie biatek powierzchniowych
wirionu — hemaglutyniny (HA) i neura-
minidazy (NA) wirusy grypy typu A zo-
staly podzielone na podtypy. Dotychczas
zidentyfikowano 16 podtypéw hemagluty-
niny (H1-H16) oraz 9 podtypéw neurami-
nidazy (N1-N9; 1, 2). Wszystkie 16 podty-
péw HA wiruséw grypy wyizolowano od
ptakéw blaszkodziobych (Anseriformes),
gléownie kaczek, oraz niektérych przed-
stawicieli rzedu siewkowych (Charadrii-
formes), a ptaki obydwu tych grup syste-
matycznych uwaza si¢ za naturalny rezer-
wuar wirusa w przyrodzie (3).

Genom wirusa grypy ztozony z jedno-
niciowego RNA koduje co najmniej 10 bia-
tek, ktére mozna podzieli¢ na 3 grupy: po-
wierzchniowe, wewnetrzne i niestruktural-
ne (4). Czasteczka wirusa grypy posiada
trzy bialka powierzchniowe: hemaglutyni-
ne (HA), neuraminidaze (NA) oraz biatko
matriks M2. Biatka wewnetrzne stanowia:
PA, PB1, PB2 (biatka polimerazy) oraz nu-
kleokapsyd (NP) i matriks M1, natomiast
biatka niestrukturalne to NS1 i NS2. Bial-
ka powierzchniowe jako jedyne zdolne sa
do indukgji przeciwcial neutralizujacych
i tym samym zapewniaja ochrone w przy-
padku zakazenia. W wyniku odpowiedzi
immunologicznej moze réwniez docho-
dzi¢ do powstawania przeciwcial przeciw-
ko biatkom wewnetrznym, zwlaszcza NP
i M1. Oba biatka charakteryzuja si¢ wysoka
konserwatywnoscia sekwencji aminokwa-
sowych i sa charakterystyczne dla wszyst-
kich wiruséw grypy typu A (5).

Zakazenia u ptakéw wolno zyja-
cych przebiegaja gléwnie bezobjawowo
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w postaci grypy ptakéw o niskiej pato-
gennosci (low pathogenic avian influen-
za — LPAI). Natomiast u zakazonego dro-
biu, w nastepstwie zaistnienia wielu nie
do konca wyjasnionych proceséw, nie-
ktére wirusy nalezace do podtypéw H5
i H7 zwiekszaja swoja zjadliwos¢ i wy-
woluja wysoce patogenng postac cho-
roby (highly pathogenic avian influen-
za — HPAIL 2)

Wirus grypy ptakéw wywoluje wie-
le réznych objawéw chorobowych, ale
zaden z nich nie jest charakterystyczny.
Z tego powodu ostateczne rozpoznanie
zakazenia opiera si¢ na izolacji i identy-
fikacji wirusa metodami laboratoryjny-
mi. Obecnie Swiatowa Organizacja Zdro-
wia Zwierzat (OIE) zaleca izolacje na wi-
rusa zalezonych zarodkach kurzych SPF,
a nastepnie jego identyfikacje przy uzy-
ciu testéw immunodyfuzji w zelu agaro-
wym (AGID) lub AC-ELISA badZ metod
umozliwiajacych identyfikacje podtypu
HA (test hamowania hemaglutynacji —
HI) oraz podtypu NA (test hamowania
neuraminidazy — NI; 6). Nalezy podkre-
§li¢, ze wymogi stawiane krajowym labo-
ratoriom referencyjnym diagnostyki gry-
py ptakéw obejmuja zdolnos¢ do identy-
fikacji dwdch najgrozniejszych dla drobiu
podtypdéw wirusa — H5 i H7 (7).

Metody stosowane w serologicznej dia-
gnostyce grypy ptakéw umozliwiaja wy-
krycie przeciwcial dla wszystkich wiru-
sOw typu A (test immunodyfuzji w zelu
agarowym i ELISA), jak réwniez pozwa-
laja na réznicowanie podtypéw hemaglu-
tyniny (test hamowania hemaglutynacji)
i neuraminidazy (test hamowania neura-
minidazy). Charakterystyka tych metod
jest tematem tego artykutu.

Serological diagnosis of avian influenza
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All avian influenza viruses (AIV) belong to the type
A influenza viruses. Basing on the haemagglutinin
(HA) and neuraminidase (NA) surface antigens they
can be divided into 16 subtypes HA and 9 sub-
types NA that form different combinations. This ar-
ticle describes serological assays used in the diagno-
sis of avian influenza: agar gel immunodiffusion test
(AGID), indirect and competitive ELISA, haemagglu-
tination-inhibition test (HI) and neuraminidase-in-
hibition test (NI). AGID and indirect (i) ELISA tests
detect type A group-specific antibodies. AGID test
is cheap but time consuming and less sensitive than
iELISA. On the other hand, the major limitation of
most iELISA kits is that they use host-specific con-
jugates and can only be applied for chicken and tur-
key sera. Recently several commercial competitive
(c) ELISA kits that detect antibodies against the AIV
nucleoprotein have become available and the major
advantage is that they can detect antibodies in dif-
ferent species of birds. Although several cELISA for
specific detection of antibodies against HA (mostly
H5 and H7), have been developed in various labo-
ratories, the differentiation of HA subtypes is usual-
ly performed by means of haemagglutination inhi-
bition test (HI). The major drawback of HI test is the
limited specificity resulting from the interference of
NA subtype as well as the presence of non-specific
haemagglutination inhibitors in tested sera. The NI
test allows for differentiation of NA subtypes but is
rarely used in practice.
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Test immunodyfuzji w zelu agarowym -
AGID

Metoda AGID (agar gel immunodiffusion
test) polega na dyfuzji antygenu i przeciw-
cial z przeciwlegtych studzienek w pol-
stalym podlozu agarowym. Na granicy
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Ryc. 1. Wynik testu hamowania hemaglutynacji (HI); 1-5 - surowice badane, wynik dodatni dla podtypu H5
w surowicach 1i3, aw pozostatych wynik ujemny; H5 i H7 - surowice kontrolne dodatnie dla podtypéw H5 i H7

AIV; SPF - surowica kontrolna ujemna

zetknigcia obu reagentéw nastepuje pre-
cypitacja, ktéra mozna obserwowac w po-
staci jednej lub kilku linii (8). Przeciwcia-
ta wykrywane przez ten test skierowane s3
przeciwko biatkom NP i M, wspélnym dla
wszystkich wiruséw grypy typu A.

Uzywane do badania odczynniki (an-
tygeny i surowica kontrolna) sa dostep-
ne na rynku komercyjnym. Alternatyw-
nie antygen mozna pozyska¢ w laborato-
rium z blon kosméwkowo-omoczniowych
10-dniowych zarodkéw kurzych SPF, za-
kazonych odpowiednim szczepem wiru-
sa grypy ptakéw.

Test immunodyfuzji w zelu agarowym
charakteryzuje si¢ wieloma zaletami: jest
tani, fatwy w wykonaniu i nie wymaga spe-
cjalistycznej aparatury pomocniczej. Gtéw-
ng wada tej metody jest dos¢ niska czu-
fo$¢ w poréwnaniu z testami ELISA i HI
(9, 10), szczegdlnie w odniesieniu do su-
rowic pochodzacych od drobiu wodnego
(kaczki, gesi), co jest spowodowane nie-
wielkim wytwarzaniem przeciwcial pre-
cypitujacych u tych gatunkéw ptakéw (9,
11, 12, 13). W zwigzku z tym AGID stosu-
je sie gléwnie do diagnostyki serologicz-
nej u drobiu grzebiacego — kury, indyki
(4, 6, 14). Ponadto wynik dodatni dowo-
dzi jedynie zakazenia wirusem grypy typu
A, nie wskazujac na podtyp hemaglutyni-
ny. Konieczne sa wiec w takim przypad-
ku dodatkowe badania w celu wyklucze-
nia najgrozniejszych podtypéw H5 i H7
wirusa Al Jako metoda jakosciowa AGID
nie znajduje zastosowania do ilo$ciowego
oznaczania przeciwcial.

Test immunoenzymatyczny - ELISA

Test ELISA (enzyme-linked immu-
nosorbent assay) jest obecnie jednym

870

z najczesciej stosowanych w diagnostyce
serologicznej zakazen wirusami u drobiu.
Do oceny wystepowania zakazen wirusa-
mi grypy ptakow zastosowanie znalazly
gléwnie dwa rézne warianty tej metody
— test posdredni (indirect ELISA— iELI-
SA) oraz test konkurencyjny (competiti-
ve ELISA — cELISA).

Test iELISA wykonuje si¢ na plytkach
polistyrenowych, ktére stanowia podloze
wiazace dla antygenu (tzw. faza stala). Ba-
dane rozciericzone surowice nanosi sie na
oplaszczone antygenem plytki, ktére na-
stepnie inkubuje sie w temperaturze poko-
jowej lub w 37°C. Na tym etapie, w przy-
padku badania prébek zawierajacych prze-
ciwciala skierowane przeciwko wirusowi
grypy ptakow (tzw. pierwsze przeciwcia-
ta wychwytujace), nastepuje ich potaczenie
z antygenem. Po inkubacji surowicy plyt-
ka jest plukana w celu usuniecia nadmia-
ru przeciwcial. Nastepnie dodawany jest
koniugat zawierajacy przeciwciala (tzw.
drugie przeciwciala detekcyjne) znako-
wane enzymem — fosfataza zasadowa lub
peroksydaza chrzanowa, ktére swoiscie
rozpoznaja fragment Fc pierwszego prze-
ciwciata (15). Po kolejnym ptukaniu plyt-
ka jest inkubowana z substratem, ktérego
kontakt z enzymem manifestuje sie reak-
cja barwna. Natezenie barwy zalezy bezpo-
$rednio od ilosci oznaczanych przeciwcial
i jest mierzone przy uzyciu metod spektro-
fotometrycznych.

Metoda cELISA rézni sie od metody
posredniej rodzajem uzytych przeciwcial
detekcyjnych. Koniugat w iELISA zawie-
ra gatunkowo swoiste przeciwciata, nato-
miast cELISA nie wymaga uzycia takich
przeciwcial i dzieki temu metoda ta moze
by¢ stosowana w diagnostyce serologicznej
grypy ptakéw u réznych gatunkéw ptakéw

(13, 15, 17). W metodzie konkurencyjnej na
faze stala nanoszona jest jednoczes$nie su-
rowica badana i koniugat zawierajacy prze-
ciwciala skierowane przeciwko antygeno-
wi, ktéry zostat uzyty do optaszczenia plyt-
ki (zwykle jest to bialko rekombinowane
NP, uzyskiwane droga ekspresji, np. w ba-
kulowirusowym systemie ekspresyjnym).
Dochodzi wéwczas do wspdétzawodnic-
twa o miejsca wiazgce antygenu pomiedzy
przeciwciatami z badanej surowicy i koniu-
gatu. Ilos¢ immunoglobulin detekcyjnych
zwigzanych przez antygen jest odwrotnie
proporcjonalna do iloéci zaadsorbowanych
przeciwcial wychwytujacych. W zwiazku
z tym obecno$¢ przeciwcial swoistych dla
wirusa grypy ptakéw w badanej surowicy
manifestuje si¢ stabsza reakcja koloryme-
tryczna po dodaniu substratu, odwrotnie
niz w przypadku iELISA.

Test ELISA charakteryzuje si¢ duza
czuloscia i specyficznoscia oraz pozwala
w krétkim czasie (2-3 godz.) przebadac
duza liczbe surowic. Gtéwna wada meto-
dy ELISA, podobnie jak AGID, jest brak
mozliwos$ci okreslenia podtypu HA wirusa,
ktéry wywotal zakazenie. Jest to szczegdl-
nie wazne w przypadku infekcji potencjal-
nie najbardziej niebezpiecznymi podtypa-
mi H5 i H7. Co prawda, w ostatnich latach
opracowano testy konkurencyjne do wy-
krywania przeciwcial swoistych dla pod-
typu H5 i H7 u réznych gatunkéw ptakéw,
jednak do chwili obecnej zaden z zestawdéw
nie uzyskal rekomendacji OIE (6). Dlatego
surowica wykazujaca wynik dodatni w te-
$cie ELISA powinna by¢ przebadana po-
nownie przy uzyciu metody umozliwiaja-
cej wykrywanie przeciwcial dla podtypéw
hemaglutyniny, np. testem hamowania he-
maglutynacji (HI).

Test hamowania hemaglutynacji - HI

Test hamowania hemaglutynacji (hemag-
glutination-inhibition test) wykorzystuje
wlasciwosci aglutynacyjne wiruséw grypy
wobec krwinek czerwonych ptakéw, za co
odpowiada glikoproteina powierzchniowa
— hemaglutynina (HA). Jesli w badanej su-
rowicy znajduja sie przeciwciata dla dane-
go podtypu HA, wéwczas wiaza sie z nia
swoi$cie blokujac jej zdolnosci hemaglu-
tynacyjne, a dodanie zawiesiny krwinek
kurzych do powstatego kompleksu anty-
gen-przeciwcialo powoduje ich opadanie
na dno mikroplytki. Z kolei brak przeciw-
cial w surowicy sprawia, iz dodanie krwi-
nek kurzych prowadzi do ich hemagluty-
nacji, co manifestuje si¢ jednolitym zabar-
wieniem roztworu w dotku mikroptytki
(ryc. 1). Podobnie jak ELISA, test HI jest
metoda iloSciowa.

Test hamowania hemaglutynacji cha-
rakteryzuje sie wysoka czulo$cia. Ponadto
duzym atutem tej metody jest mozliwo$¢
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badania surowic réznych gatunkéw pta-
kéw, z zastrzezeniami przedstawionymi
ponizej. Z praktycznego punktu widze-
nia test HI jest relatywnie kosztowny kie-
dy stosuje sie go do badan majacych na
celu wykrycie przeciwcial dla wszystkich
16 podtypow HA, dlatego w praktyce jego
uzycie ogranicza si¢ do wykrywania prze-
ciwcial dla podtypéw H5 i H7. Jest to me-
toda charakteryzujaca sie szybkoscia wy-
konania, gdyz wyniki uzyskuje si¢ po oko-
fo 2-3 godzinach (8).

Wada metody hamowania hemagluty-
nacji jest jej niezbyt wysoka specyficzno$¢,
zalezna od pokrewieristwa antygenowego
pomiedzy wirusem uzytym w tescie a wy-
stepujacym w wirusie terenowym, kté-
ry wywolal zakazenie. Wirus czesto ulega
mutacji w obrebie genu kodujacego hema-
glutynine, co w efekcie prowadzi do duze-
go stopnia zréznicowania antygenowego.
Ponadto surowice pochodzace od innych
gatunkéw niz kury moga wykazywac nie-
swoiste wlasciwo$ci hemaglutynacyjne,
prowadzace do uzyskania wynikéw falszy-
wie dodatnich. Swoisto$¢ testu zalezy réw-
niez od podtypu neuraminidazy znajduja-
cej sie w wirusie. Dlatego w serologicznych
badaniach przegladowych w kierunku za-
kazen wirusami grypy ptakéw podtypow
H5 i H7 u drobiu stosuje si¢ po 2 antyge-
ny zawierajace ten sam podtyp hemagluty-
niny, natomiast rézne podtypy neuramini-
dazy, w celu eliminacji reakcji krzyzowych
(18). Dodatkowo odczyt wynikéw odbywa
sie poprzez wizualna ocene dokonywana
przez osobe wykonujaca badanie, co wpro-
wadza pewien element subiektywizmu.

Test hamowania neuraminidazy (NI)

Neuraminidaza (NA), podobnie jak hema-
glutynina, jest glikoproteina wystepujaca
na otoczce wirusa grypy. Neuraminidaza
jest enzymem o wlasciwos$ciach glikohy-
drolazy, ktéry odcina terminalne kwasy
sialowe od receptoréw powierzchniowych,
co bezposrednio umozliwia namnozonym
wirionom uwolnienie si¢ z zakazonej ko-
morki (4). Test hamowania neuraminidazy

(neuraminidase inhibition — NI) pole-
ga na identyfikacji przeciwcial dla okre-
$lonego podtypu neuraminidazy w bada-
nej prébce surowicy przy uzyciu znanych
standardowych antygenéw dla wszystkich
9 podtyp6éw neuraminidazy. Moze réw-
niez stuzy¢ do identyfikacji podtypu neu-
raminidazy w nieznanym izolacie wiruso-
wym — wéwczas stosuje sie zestaw 9 re-
ferencyjnych surowic. Test hamowania
neuraminidazy jest do$¢ skomplikowana
i droga metoda, a wynik nie zawsze uzy-
skuje sie w ciagu jednego dnia roboczego.
Test NI nie jest jednak niezbednym narze-
dziem diagnostycznym, gdyz obowiazuja-
ce przepisy zwalczania dotycza tylko wiru-
s6w o okreslonym podtypie hemaglutyni-
ny (H5 i H7), a podtyp neuraminidazy nie
ma wiekszego znaczenia (19).

Zastosowanie metod serologicznych
w programach nadzoru
nad grypa ptakow

W latach 2003-2004 epidemia wywota-
na przez wysoce patogenny wirus grypy
ptakéw podtypu H5N1 objela znaczny ob-
szar Azji Potudniowo-Wschodniej, a w la-
tach 2005-2006 wirus pojawil sie w Afryce
i Europie, powodujac duze straty w cho-
wie drobiu oraz liczne przypadki zakazen
ptakéw dzikich (20). W konsekwencji tych
wydarzen bardzo wazne bylo usprawnie-
nie programéw monitorowania zakazen
wirusami grypy ptakow w celach prewen-
cyjnych i kontrolnych. Diagnostyka sero-
logiczna doskonale sprawdza si¢ w pro-
gramach nadzoru. Kraje czlonkowskie
Unii Europejskiej, zgodnie z dyrektywa
2005/94/WE, prowadza nadzér nad gry-
pa ptakéw u drobiu, a zasady okreslaja-
ce spos6b postepowania diagnostyczne-
go okresla zalacznik nr 3 rozporzadzenia
Rady Ministréw z 23 marca 2011 r. (18).
W wyznaczonych stadach drobiu pobie-
ra sie 5 (strusie), 10 (kury, indyki i pta-
ki fowne) oraz 40 (kaczki i gesi) prébek
krwi. W laboratorium surowice bada-
ne sa testem hamowania hemaglutynacji
przy uzyciu antygenéw H5N3 oraz H7N7.

Tabela 1. Poréwnanie réznych metod serologicznej diagnostyki grypy ptakow

Lp. Rodzaj testu AGID

1 Zastosowanie

ELISA

iELISA cELISA
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W przypadku wynikéw dodatnich dla an-
tygenu H5N3 przeprowadza si¢ badanie
potwierdzajace, stosujac antygen H5N1,
a gdy surowice reaguja pozytywnie z an-
tygenem H7N7, bada sie je ponownie
uzywajac antygenu H7N1. Dopiero wy-
nik dodatni badania z obydwoma anty-
genami H5 lub H7 upowaznia do stwier-
dzenia, ze probka surowicy rzeczywiscie
zawiera przeciwciala dla danego podty-
pu hemaglutyniny. Nalezy podkresli¢, iz,
zgodnie z rozporzadzeniem Rady Mini-
stréw, gtéwnym celem programu nadzo-
ru nad grypa u drobiu jest wykrycie bez-
objawowych zakazen wirusami AI pod-
typow H5 i H7 o niskiej patogennosci
w kontekscie potencjalnej mozliwosci ich
mutacji w forme wysoce patogenna. Pro-
gram nadzoru nie powinien by¢ wiec my-
lony z badaniem stad podejrzanych o za-
kazenie HPAI czy LPAIL w ktérych wyste-
pujace objawy chorobowe sugeruja grype
i gdzie diagnostyka serologiczna pelni tyl-
ko uzupelniajaca role w stosunku do ba-
dan wirusologicznych.

Podsumowanie

Wykrywanie przeciwcial przeciwko wiru-
sowi grypy ptakéw w programach nadzoru
ma ogromne znaczenie w zwalczaniu cho-
roby. Laboratoria serologiczne w zalezno-
$ci od celu przeprowadzonych badari moga
zastosowac rézne metody diagnostyczne.
Na wybdr metody ma wplyw specyfika po-
szczegblnych testéw i ich przydatnosé do
zamierzonego zastosowania (tah. 1). Nalezy
réwniez bra¢ pod uwage znaczne réznice
w odpowiedzi immunologicznej u réznych
gatunkéw ptakéow. Metody AGID i ELISA
wykrywaja przeciwciata skierowane prze-
ciwko wszystkim podtypom wiruséw grypy
A idlatego sa stosowane jako wstepne na-
rzedzie przesiewowe. Testy HI i NI sa swo-
iste dla epitopéw hemaglutyniny i neurami-
nidazy, dlatego uzywane sa do identyfikacji
podtypow ALV i/lub w celu potwierdzenia
wynikéw pozytywnych uzyskanych w te-
stach AGID i ELISA, w przypadku gdy zna-
ny jest podtyp patogenu.

wykrywanie przeciwciat
przeciwko wirusom typu

wykrywanie przeciwciat
przeciwko wirusom typu

wykrywanie przeciwciat
przeciwko wirusom typu

wykrywanie przeciwciat
przeciwko podtypom

wykrywanie przeciwciat
przeciwko podtypom

A (antygeny M/NP) A (antygeny M/NP) A (antygeny NP) hemaglutyniny neuraminidazy (N1-N9)
(w praktyce H5 i H7)
2 Swoisto$¢ gatunkowa drob grzebiacy drob grzebiacy rézne gatunki ptakow rézne gatunki ptakéw rézne gatunki ptakow
(kury, indyki) (kury, indyki)
3 Czas wykonania 24-48h 2-3h 2-3h co najmniej kilka godzin  co najmniej kilka godzin
4 Czuto$¢ Srednia wysoka wysoka wysoka Srednia
5 Swoisto$¢ antygenowa  wysoka wysoka wysoka Srednia Srednia
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Badania serologiczne stanowia wazny

element diagnostyki zakazen wirusami gry-
py ptakéw, niemniej jednak podstawa roz-
poznania grypy ptakéw jest dodatni wynik
badan wirusologicznych i molekularnych
(metoda RT-PCR).
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