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Uvod

(Zelene povezave: celotni ¢lanki, ki so brezplacni)

Visoko patogena pti¢ja gripa, ali kot izvirni naziv 'pti¢ja kuga', je bila prvi¢ prepoznana kot
nalezljiva bolezen ptic in perutnine v Italiji I. 1878 (Perroncito 1878). Zaradi starega zaris¢a v
zgornjem toku reke Pad v padski dolini, je bila imenovana tudi kot 'Lombardijska bolezen'. Kljub
temu, da sta Centanni in Savonuzzi ze leta 1901 identificirala filtrabilni agens, ki je odgovoren kot
povzrocitelj bolezni, to ni bilo priznano do |. 1955, ko je Schéfer opisal te povzrocitelje kot viruse
gripe A (Schéafer 1955). V naravnih rezervoarjih so gostitelji virusov pti¢je gripe divje vodne
ptice. Pri njih okuzba obicajno poteka popolnoma brez simptomov, vse dokler biotipi virusa gripe
A nizke patogenosti sobivajo v skoraj popolnem ravnovesju s svojimi gostitelji (Webster 1992,
Alexander 2000).

Kadar se nizko patogeni sevi virusa pticje gripe (LPAIV) prenesejo iz gostiteljskih rezervoarjev na
zelo obcutljive speciese perutnine, kot so kokosi in purane (je to t.i. transspeciesni korak
prenosa!), pri njih povzrocijo le blage simptome. Toda v primerih kadar speciesi perutnine
podpirajo vec ciklusov okuzbe, pride pri sevih do serije mutacijskih sprememb, katerih rezultat je
nastanek adaptacije - prilagoditve na nove gostitelje. Virusi gripe A, podtipi H5 in H7 ne samo da
gredo skozi fazo adaptacije, temvec imajo sposobnost, da skokovito preidejo v visoko patogeno
obliko (HPALV), kar je povzroceno z vstavitvenimi mutacijami. S tem pa povzrocijo neustavljivo
sistemsko obolenje, ki hitro povzroca smrt. TaksSni HPAI virusi lahko nepredvidljivo nastanejo 'de
novo' pri perutnini, ki je okuzena z LPAI progenitorji podtipom H5 in H7.

HPAI pri perutnini zaznamuje nenadni zaCetek, tezka prizadetost, ki traja kratek cas ter
mortaliteta, ki je pri obcutljivih vrstah blizu 100%. Zaradi hkratnih velikih ekonomskih izgub za
perutninsko industrijo je na HPAI izjemno pozorna veterinarska stroka in je globalno sprejeto, da
se bolezen obvezno prijavlja ze pri sumu nanjo. Zaradi potenciala, da lahko preide v HPAI, se
obvezno prijavlja tudi LPAI povzro¢en s H5 in s H7 (OIE 2005). Pred letom 1997 je bila k sredi
HPAI redka bolezen, v svetu je bilo od I. 1950 zabelezenih le 24 primarnih epidemij - epizootij
(Tabela 1).

Nedavno je pti¢ja gripa pritegnila pozornost svetovne javnosti. Namrec je visoko patogeni sev
podtipa H5N1, (ki verjetno obstaja ze pred letom 1997, izvira pa iz juzne Kitajske) dosegel
enzootski status pri perutnini po celi jugovzhodni Aziji in je nepricakovano 'preckal medrazredne
zapornice' (Perkins in Swayne 2003), kadar se je s ptic prenesel na sesalce (macke, svinje, ljudi).
Ceprav to ni popolnoma nepri¢akovani dogodek (Koopmans 2004, Hayden and Croisier 2005), je
povzrodil resno zaskrbljenost glede pandemi¢nega potenciala seva H5N1 (Klempner in Shapiro
2004; Webster 2006), kajti obstaja znatno Stevilo dokumentiranih zbolelih ljudi s tezko obliko
bolezni in ve¢ smrtnih izidov. Obstaja vec nadaljnjih dokazov - kar bo pokazano v tekstu, — ki
kazejo, da je virus H5N1 dosegel patogensko moc za vec vrst sesalcev. To pa je povzrocilo
upravi¢eno zaskrbljenost svetovne javnosti (Kaye and Pringle 2005).



Tabela 1: Epizootije HPAIV po svetu v preteklosti"

Leto
1959

1963
1966
1976

1979
1979

1983-
1985

1983

1985

1991
1992
1994

1994-
1995

1994
1997
1997

1997

1999-
2000

2002-
2005

2002
2003

2004
2004
2004

Drzava/predel
Skotska

Anglija
Ontario (Kanada)

Victoria (Avstralia)
Nemc¢ija
Anglija

Pennsylvania (ZDA)*

Irska

Victoria (Avstralia)

Anglija
Victoria (Avstralia)

Queensland (Avstralia)

Mehika*

Pakistan*
Hong Kong (Kitajska)

Novi Juzni Wels
(Australia)

Italija
Italija*
JV Azia*
Cile

Nizozemska*

Kanada (B.C.)*
ZDA (TX)

Juzna Afrika

Zajete domace ptice

2 jati piS¢ancev (prijavljeno)

29,000 rejenih puranov

8,100 rejenih puranov

25,000 kur nesnic, 17,000 brojlerjev,
16,000 rac

1 jata s 600,000 piS¢ancev, 80 gosi

3 komercialne farme puranov (skupno
Stevilo ptic ni prijavljeno)

17 milijonov ptic v 452 jatah; vec€inoma
pis€anci ali purani, nekaj jerebic in guinea
kokosi

800 poginulih mesnih puranov;
depopuliranih 8,640 puranov,

28,020 pis¢ancev, 270,000

24,000 brojlerjev, 27,000 kur nesnic,
69,000 brojlerjev, 118,418 piS€ancev
nenavedenega tipa

8,000 puranov

12,700 brojlerjev, 5,700 rac
22,000 kur nesnic

skupno Stevilo ptic ni na voljo,

360 komercialnih jat kokosi je bilo
depopuliranih

3.2 miliona brojlerjev in brojlerskih gojencev

1.4 kur in razliénih drugih domacih ptic

128,000 brojler breeders, 33,000 brojlerjev,
261 emujev

Priblizno. 6,000 kur, puranov, gvinejski

kokosi, rac, prepelic, golobov, gosi in jarebic

413 farm, priblizno. 14 milijonov ptic

Kitajska, Hong Kong, Indonezija, Japonska,

Kambodza, Laos, Malezija, Koreja, Tajska,
Vietnam, priblizno. 150 milijonov ptic

Nizozemska: 255 farm, 30 milijonov ptic;
Belgija: 8 farm, 3 milijone ptic; Nemcija:
1 farma, 80,000 brojlerjev

53 jat, 17 milijonov kur
6,600 brojlerjev
23,700 ratites, 5,000 piS¢ancev

! Prilagojeno iz Capua in Mutinelli, 2001

* Izbruhi z znadcilnim Sirjenjem, so na Stevilnih farmah povzrocili velike ekonomske izgube. Vecina

Sev
A/chicken/Scotland/59 (H5N1)

A/turkey/England/63 (H7N3)
A/turkey/Ontario/7732/66 (H5N9)
A/chicken/Victoria/76 (H7N7)

A/chicken/Germany/79 (H7N7
Alturkey/England/199/79 (H7N7)

A/chicken/Pennsylvania/1370/83
(H5N2)

Alturkey/Ireland/1378/83 (H5N8)

A/chicken/Victoria/85 (H7N7)

A/turkey/England/50-92/91 (H5N1)
A/chicken/Victoria/1/92 (H7N3)

A/chicken/Queensland/667-6/94
(H7N3)

A/chicken/Puebla/8623-607/94
(H5N2)

A/chicken/Pakistan/447/95 (H7N3)
A/chicken/Hong Kong/220/97 (H5N1)

A/chicken/New South Wales/1651/97
(H7N4)

A/chicken/Italy/330/97 (H5N2)
Alturkey/Italy/99 (H7N1)

A/chicken/East Asia/2003-2005
(H5N1)

A/chicken/Chile/2002 (H7N3)
A/chicken/Netherlands/2003 (H7N7)

A/chicken/Canada-BC/ 2004 (H7N3)
A/chicken/USA-TX/2004 (H5N2)
AJostrich/S.Africa/2004 (H5N2)

ostalih izbruhov je bilo omejenih, ali pa se niso Sirili na ostale farme.



Virusi

Virusi gripe so kroglasti ali podolgovati-elipsoidni delci, ki vsebujejo RNA, ki je enkrat ali veckrat
segmentirana z negativno polarnostjo. Virusi gripe imajo spadajo v druzino Orthomyxoviridae, in
sse delijo na tipe A, B ali C na osnovi antigenskih razlik njihovih nukleol in matriksnih proteinov.
Virusi pti¢je gripe (AIV) pripadajo tipu A. Nedavno je objavljen izjemno dober ¢lanek o zgradbi in
o nacinu replikacije virusov gripe (na pr. Sidoronko and Reichl 2005).

Glavne genetske determinante virusov gripe tipov A in B so hemaglutinski (H ali HA) in
nevraminidazni (N ali NA) transmembranski glikoproteini, ki so zmozni izvabiti za podtip
specificne in imunske odgovore. Ti imunski odgovori so popolnoma zascitni pred enim tipom, toda
le delno Scitijo pred razli¢nimi podtipi. Na osnovi antigenosti teh glikoproteinov so virusi gripe A
danes razvrsc¢eni v 16 H (od H1 do H16) in v 9 N (od N1 do N9) podtipov. Delitev na te skupine je
podkrepljena tudi po filogeneti¢ni analizi nukleotidov in po razlozitvi sekvenc aminokislin HA in NA
genov (Fouchier 2005).

Za oznacevanje izoliranih virusov gripe je po konvenciji potrebno navesti tip virusa gripe, species
gostitelja (se ga izpusti, ¢e je humanega vira), geografsko lokacijo, serijsko Stevilko in leto
izolacije. Za virus gripe tip A, se v oklepaju doda Se podtip hemaglutinina in nevraminidaze. Eden
od starsevskih sevov virusa pti¢je gripe sedanjih epizootij HSN1 azijske linije, je izoloran iz gosi v
kitajski provinci Guangdong. V skladu s tem je oznacen z A/goose/Guangdong/1/96 (H5N1) (Xu
1999). Izolat, ki izvira iz prvega dokumentiranega primera pri ¢loveku v azijski liniji okuzbe s
H5N1 iz Hong Konga (Claas 1998), se ozacuje kot: A/HK/156/97 (H5N1).

Hemaglutinin, glikozilirani in acilirani protein, ki se sestoji iz 562 - 566 aminokislin je vgrajen v
ovojnico virusa. Globularna glava njegove membrane-njen zunanji del je s vezmi pritrjen za
celi¢ne receptorje je sestavljen iz oligosaharidov, ki imajo na svojih koncih derivate nevraminske
kisline (Watowich 1994). Exodomain - zunanji del drugega transmembranskega glikoproteina -
nevraminidaza (NA), uporablja sialoliticno encimsko aktivnost in osvobaja —sprosca virusno
potomstvo ulovljeno na povrsini okuzene celice tekom njegovega izstopanja iz celice. Ta funkcija
preprecCuje agregiranje virusa tekom izstopa in verjetno tudi pospesuje prehod virusa skozi sloje
sluzi, ki so na ciljnih celicah epitelnega tkiva in vodi k pritrjevanju virusa (Matrosovich 2004a). To
povzroci, da je nevraminidaza zanimiva tarca za protivirusna zdravila (Garman and Laver 2004).
Za procese ucinkovitega pritrjevanja in sproSc¢anja viriona, so klju¢ni medsebojna uglasenost in
koordinirane dejavnosti antagonisti¢nih glikoproteinov vrst HA in NA (Wagner 2002).

Pritrjevanje na zunanje proteine celice, virioni gripe A opravijo s pomocjo zrelih trimernih virusnih
HA glikoproteinov. Pritrjevanje je slojevito s prepoznavanjem vrst terminalnih razli¢nih sialic¢nih
kislin (N-acetyl- ali N-glycolilneuramini¢na kislina), tipa glikozidnih spojev s predzadnjo galaktozo
(a2-3 ali a2-6) in sestavinami nadaljnih notranjih fragmentov sialiloligosaharidov, ki se nahajajo

na povrsini celice (Herrler 1995, Gambaryan 2005). Pri razli¢nih gostiteljih virusa gripe se
iztisnejo razli¢ni sialiloligosaharidi, ki jih ovirajo tkiva in sama vrsta. Prilagoditev virusnega HA in
NA glikoproteina, na specifi¢ne tipe receptorjev doloCenih vrst gostiteljev je predpogoj za
ucinkovito razmnozevanje (Ito 1999, Banks 2001, Matrosovich 199942001, Suzuki 2000,
Gambaryan 2004). To obsega preoblikovanje enot za vezavo receptorjev HA proteina, ki nastaja
po interspeciesni transmisiji (Gambaryan 2006). Mehanisti¢ni pregled razli¢nih receptorjev je dan
na sliki 1. Virusi pti¢je gripe splosno kazejo najvecjo privlacnost za a2-3 spojeno siali¢no kislino,
saj je ta dominantni tip receptorja v epitelnih tkivih v endodermu (Crevesje, pljuca) pri pticah, ki
so cilji za te viruse (Gambaryan 2005a, Kim 2005). Za razliko od njih se virusi gripe adaptirani na
Cloveka prvenstveno vezejo na 2-6 vezi rezidujev, ki prevladujejo v neciliarnih epitelnih celicah v
dihalnih poteh ¢loveka. Te receptorske nagnjenosti so delno definirane z zapornico vrste, ki
preprecuje neomejeni prenos virusov ptije gripe na Cloveka (Suzuki 2000, Suzuki 2005).
Nedavno je bilo dokazano, da v traheji ¢loveka obstaja populacija celic ciliarnega epitela, ki




vsebuje v manjsi gostoti receptorjem podobne glikokonjugate za pti¢jo gripo, (Matrosovitch
2004b) ter da imajo tudi celice perutnine v manjsi gostoti humani tip sialilskih receptorjev (Kim
2005). To bi bilo lahko pojasnilo, da ljudje niso popolnoma neobcutljivi na okuzbo z dolo¢enimi
pticji sevi (Beare and Webster 1991). Tako sta pri svinjah kot tudi pri prepelicah prisotni obe vrsti
receptorjev v vecji gostoti, kar povzroca, da bosta ti dve vrsti domnevni mesSalni vreci za pticje in
humane seve (Kida 1994, Ito 1998, Scholtissek 1998, Peiris 2001, Perez 2003, Wan in Perez
2005).

H5 kokosi, konja, beta 1,2
svinje, tjuljnja  HsO3 alpha 1,6

M-acetyl-
E|lIfEI sdrmanec

H7 galeba, Fucose alpha 1,3 beto 1.3 racji

kokoSi beta 1.4 ivalski, pticji
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Galactose
L
alpha 2,3 Zivalski, pti€ji
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Slika 1. Pregled receptorskih nagnjenosti za viruse gripe A (na osnovi podatkov Gambaryan 2005)

Kadar se virion uspesno pripne na ustrezni receptor, bo transportiran v endosomni prostor s
pomocjo klatrin odvisnih in klatrin neodvisnih mehanizmov (Rust 2004). Virus se v tem prostoru
izogne degradaciji tako, da se spojita virusna in endosomalna membrana: posredovano s
transportom protonov skozi proteinske tunele virusnega matriks-2 (M2) tunelskega proteina na
pH vrednostih v endosomu okrog 5.0, s kaskado stericnih sprememb v proteinih matriksa-1 (M1)
in pricenja homotrimeri¢ni HA glikoprotein kompleksa. Rezultat je, da se razkrijejo in izpostavijo
visoko liofilne fusogene domene vsake HA monomere, ki se vrinejo v endolizosomno membrano in
se s tem zacenja fuzija virusne in lisosomne membrane (Haque 2005, Wagner 2005). Kot rezultat
tega se v citoplazmo sprosti 8 virusnih genomskih RNA segmentov, ki so v svojem zas¢itnem
nukleokapsidnem ovoju, sestavljenem iz nukleokapsidnih (N) proteinov ( ribonukleoproteinski
kompleks, RNP). V citoplazmi jih virusna mRNA transportira v jedro na transkripcijo in na
repliciranje genomske RNA, kar je zelo usklajen proces, ki ga zelo delikatno regulirajo virusni in
celi¢ni dejavniki (Whittaker 1996). RNA-odvisno RNA polimerazo (RdRp) oblikujejo kompleksi
virusnih PB1, PB2 in PA proteinov, ki za to nalogo rabijo enkapsidirano RNA (RNPs). Po
prepisovanju virusnih proteinov in po oblikovanju nukleokapsid, ki vsebujejo replicirano genomno
RNA, novonastali virioni prehajajo skozi celi¢no ovojnico v katero so se ze prej vrinili virusni
glikoproteini. V montazi heli¢nih nukleokapsidov in proteinov virusne ovojnice posreduje virusni
matri¢ni-1 (M1) protein, ki oblikuje strukture podobne lupini okrog virusne ovojnice. Reprodukcija
virusa v popolno dovoljujocih celicah (ki dovolijo razmnozevanje) je zelo hitra (traja manj kot 10
ur). To je zelo udinkovit proces, ki ga omogoca 'optimalna' prisotnost genov(Rott 1979, Neumann
2004).



Pri virusih gripe je ugotovljeno, da zaradi k napakam nagnjene dejavnosti virusne RdRp, je
stopnja virusnih mutacij =5 x 10 sprememb nukleotidov na nukleotid in na ciklus replikacije,

tako da se priblizno skoraj 1 nukleotid spremeni na genom na replikacijo (Drake 1993). V primeru
delovanja selektivnih pritiskov (kot so nevtralizacijska protitelesa, suboptimalno vezanje za
receptorje ali kemicne antivirusne snovi) tekom replikacije na nivoju gostitelja ali na nivoju
populacije, lahko nastanejo mutanti, ki imajo ustrezne prednosti in nato postanejo dominantni
znotraj virusnega kvazispeciesa v tem gostitelju ali v populaciji. Mutanti z ustreznimi selektivnimi
prednostmi (na pr. uhajanje nevtralizaciji, preoblikovanje enot za vezavo za receptorje) se lahko
izlo¢ijo in postanejo dominantne variante . Ce so napadene antigenske determinante za
membranske glikoproteine HA in NA in sicer z mehanizmi, ki jih vodi imuniteta, se takSen
postopni proces imenuje Antigenski drift (antigenski premik)(Fergusson 2003).

Antigenski shift (antigenski preskok) pa oznacuje nenadno in temeljito spremembo antigenskih
detrminant, to je spremembo H in/ali N podtipa znotraj enega samega ciklusa replikacije. To se
pojavi v celici, ki je soCasno okuzena z dvema ali z veC podtipi virusov gripe. Razdelitev
repliciranih virusnih genomskih segmentov v bodoce virusno potomstvo se pojavlja neodvisno od
podtipa virusa vsakega segmenta, tako pride do nastajanja replikacisjko kompetencnega
potomstva, ki v sebi nosi genetske informacije razli¢nih roditeljskih virusov (t.i. reassortanti-
potomci s prerazporejenimi geni (Webster and Hulse 2004, WHO 2005). Ceprav so pandemicni
humani virusi iz I. 1957 (H2N2) in iz |. 1968 (H3N2), brez dvoma nastali z reasortiranjem med
humanimi in pticjimi virusi, izgleda, da virus, ki je povzrocil 'Spansko gripo' leta 1918 v celoti
izvira iz pti¢jega vira. (Belshe 2005).

Naravni gostitelji

Nosilke cele vrste razli¢nih virusov gripe podtipa A, so divje vodne ptice, posebej pripadnice reda
Anseriformes (race in gosi) in Charadriiformes (galebi in obalske ptice) in zaradi tega
najverjetneje predstavljajo naravni rezervoar vseh virusov gripe A (Webster 1992, Fouchier 2003,
Krauss 2004, Widjaja 2004). Ceprav obstaja mnenje, da so vse pti¢je vrste obéutljive, so
nekatere zvrsti domace perutnine - kokosi, purani, pegatke, prepelice in fazani Se posebej
obcutljive na posledice okuzbe.

Virusi pti¢je gripe tipa A pri svojih naravnih gostiteljih obicajno ne povzrocajo bolezni. Namesto
tega ostajajo v evolucijski stazi (zastoju), kar na molekularni ravni zaznamo z nizkim kvocientom
N/S (ne-sinononimni vs. sinonimni) mutacij, kar kaze na cisto evolucijo (Gorman 1992,
Taubenberger 2005). Zgleda, da gostitelj in virus eksistirata v stanju zelo skrbno uravnovesene
tolerance, kar se klini¢no kaze kot odsotnost bolezni in ucinkovito repliciranje virusa. Ob tem
gostitelj z blatom izlo¢a ogromne koli¢ine virusov, do 10%” x 50% kuzne doze za jajce (EIDso), na
1 gram blata (Webster 1978). Kadar se virus prenese na zelo obcutljive speciese perutnine, se
obic¢ajno pojavijo blagi simptomi ali jih ni. Virusi tega fenotipa so imenovani kot nizko patogeni
(LPAIV) in na splosno povzrocajo le blago prehodno znizanje nesnosti pri nesnicah ali pa blago
zmanjsanje telesne teze pri rejeni perutnini (Capua and Mutinelli 2001). Vendar podtipi H5 in H7
imajo sposobnost mutiranja v visoko patogeno obliko po prenosu in po adaptiranju na nove
perutninske gostitelje. Porajanje visoko patogenih oblik H5 in H7 ali pa drugih podtipov ni bilo
nikoli ugotovljeno pri divjih pticah (Webster 1998). Zaradi tega bi lahko mislili, da so visoko
patogene oblike nekaj umetnega, kar je mozno le kot rezultat clovekovega vmeSavanja v naravno
uravnoveseni sistem.

Kadar enkrat pri domadi perutnini nastanejo HPAIV fenotipi so se ti zmozni prenasati
horizontalno s perutnine nazaj v populacijo divjih ptic. Obcutljivost divjih ptic na bolezen
povzroc¢eno s HPALV je zelo razli¢na in variira od vrste do vrste odvisno od starosti in od seva
virusa. Do pojava azijskega rodu H5N1 HPAI virusov se je vrnitev HPAIV v populacijo divjih ptic
pojavljala sporadi¢no in je bila omejena (z eno izjemo - pogina ciger v Juzni Afriki |. 1961 [Becker



1966]), tako da divjim pticam ni bila pripisana epidemiolosko pomembna funkcija v Sirjenju
HPAIV (Swayne in Suarez 2000). Od zacetka I. 2005 se je to spremenilo iz osnove, ko je nastala
velika epizootija pri tisocih divjih pticah v naravnem rezervatu na jezeru Quinhgai na
severozahodu Kitajske, ki je bila povezana z azijskim rodom H5N1- HPAI (Chen 2005, Liu 2005).
Kot rezultat tega je ugotovljeno moznost za nadaljnje Sirjenje tega virusa proti Evropi (OIE
2005). Podrobnosti in posledice tega so opisane v tekstu, ki sledi.

7 "
Rezervoar
Divje vodne ptice

BNy
a® ..'.

-
[ :‘ kck\.,‘_’:-r =
5 = o~
01'.--"4 . o - "

o B s HoMN1/Asia
- - L
. . ";
: : -.v._l" o
-‘f .‘. -.ﬁ.!ff‘l g Niiﬁ?- EEREEEE

Domade vodne ptice

-- '.‘- .-,‘ =
N % ~ .
& 9 A . -
: ) : " : :
L] . - L]
- . Spontane . .
- - an
., ﬁ » mutac:l_]le na HA -_- >
". *.' na ceplinem . ‘.
*agant koncu {ostali %, o
' . R - L]
Domacde galiforme 52;'33:';2; RATTTTTT L
Adaptiranje virusa .
HPAIV Lateralno Sirjenje
sl pogubna bolezen
L o

Slika 2. Shema patogenze in epidemiologije pticje gripe

LPAIV - nizko patogeni virus pti¢je gripe; HPAIV - visoko patogeni virus pti¢je gripe; HA-protein
haemaglutin protein; tockaste ¢rte s puscicami predstavljajo speciesne zapornice

Patogeneza HPAI

Patogenost, kot sploSna lastnost virusov gripe je poligeni¢na lastnost, ki je med ostalim odvisna
od 'optimalne' genske konstelacije napadenega gostitelja in od tkivhega tropizma, od
ucinkovitosti replikacije in od imunskih mehanizmov izogibanja. Poleg tega specificni dejavniki
gostitelja in specificni dejavniki vrste prispevajo k izidu okuzbe, kar je po interspeciesnem
prenosu a priori nepredvidljivo. Visoko patogene oblike pti¢je gripe so do sedaj povzrocali samo



virusi gripe A podtipov H5 in H7. Vendar so v resnici le nekaj predstavnikov podtipov H5 in H7
visoko patogeni biotipi (Swayne and Suarez 2000). Obic¢ajno se v svojih naravnih gostiteljih virusi
H5 in H7 stabilno vzdrzujejo v nizko patogeni obliki. Iz teh rezervoarjev se virusi preko razlic¢nih
poti lahko prenasajo na jate perutnine (glej sliko spodaj). Po razlicnem in za sedaj
neugotovljenem obdobju cirkuliranja (in verjetno adaptacije) v obcutljivih populacijah perutnine
lahko ti virusi skokovito mutirajo v visoko patogeno obliko (Rohm 1995).

Studije zaporedja nukleotidov so pokazale, da vecina HPAIV delijo skupne lastnosti svojih HA
genov, ki sluzijo pri perutnini kot marker virulence (Webster 1992, Senne 1996, Perdue 1997,
Steinhauer 1999, Perdue and Suarez 2000):

Da bi postali infektivni virioni gripe A, morajo vkljuciti HA proteine, ki so bili endoproteolitsko
obdelani iz prekursorja HA, v HA; , dimer, ki je vezan z disulfidom (Chen 1998). Novonastali N-
terminus-konec HA, podenote vsebuje fusogeni peptid, ki je sestavljen iz zelo lipofilne domene
(Skehel 2001). Ta domena je Zivljenjsko potrebna v teku procesa zdruZitve virusne in liposomne
membrane, kajti ta zaCenja proces prediranja virusnih genomskih segmentov v citoplazmo celice
gostitelja. Cepitveni konec HA nizko patogenih virusov je sestavljen iz dveh bazi¢nih aminokislin
na pozicijah -1/-4 (H5) in -1/-3 (H7) (Wood 1993). Ti konci so dostopni za tkivno specifi¢ne
tripsinu podobne proteaze, ki so ve¢inoma na zunanji strani respiratornega in
gastrointestinalnega epitela. Zaradi tega je verjetno pri naravnih gostiteljih v veliki meri omejeno
ucinkovito repliciranje LPAIV-ijev samo na te konce. Nasprotno temu cepitveni kraj virusov HPAI
obi¢ajno vsebuje Se dodatne osnovne aminokisline (arginin in/ali lizin), ki ga naredi podloznega
obdelovanju s subtilizin-podobnimi endoproteazami, ki so specifi¢cne za minimalni soglasni niz -R-
X-K/R-R- (Horimoto 1994, Rott 1995). Proteaze te vrsti (e.g. furin, proprotein-konvertaze) so
aktivne v skoraj vsakem tkivu po celem organizmu. Zaradi tega imajo virusi, ki nosijo takSne
mutacije, prednost za neomejeno replikacijo na sistemski nacin. Ta proces je bil dokumentiran na
terenu v vec priloznostih. V Italiji je npr. LPAI H7N1 virus ve¢ mesecev krozil v populacijah
puranov in kokosi, preden je decembra 1999 nepricakovano nastal HPAI H7N1, ki se je od
svojega prekurzorja razlikoval le po svojem polibazi¢énem cepitvenem koncu in je povzrocil
unicujoCo bolezen (Capua 2000).

Predpostavljalo se je, da HA geni H5 in H7 podtipov vsebujejo posebno sekundarno zgradbo RNA,
ki podpira insercijske mutacije (kodon duplikacije) s pomocjo rekopiranja enote virusne
polimeraze na purinskem koncu in kodira endoproteoliti¢ni cepitveni konec teh HA proteinov
(Garcia 1996, Perdue 1997). Ta in verjetno Se drugi mehanizmi kot so substitucija nukleotidov ali
intersegmentne rekombinacije (Suarez 2004, Pasick 2005), lahko povzrocijo vgraditev dodatnih
bazi¢nih aminokislinskih ostankov. To zadnje je bilo eksperimentalno dokazano z generiranjem
HPAIV iz LPAIV prekursorja, ki je nastal s ponavljanim pasaziranjem in vivo s polozajno
usmerjano mutagenezo (Li 1990, Walker in Kawaoka 1993, Horimoto in Kawaoka 1995, Ito
2001). Nasprotno temu pa odstranjevanje polibazi¢nega cepitvenega konca s pomocjo reverzne
genetike atenuira HPAI fenotip (Tian 2005).

Vendar obstajajo tudi sevi virusa pri katerih se kodiranje zaporedja nukleotidov HA cepitvenega
konca ter feno-/patotipa ne ujema na predvideni nacin: Cilski H7N3 HPAIV, ki je nastal z
intersegmentno rekombinacijo razodetih bazi¢nih aminokislinskih rezidujev le na pozicijah -1, -4
in -6 (Suarez 2004). Podobni primeri obstajajo tudi za rod H5 (Kawaoka 1984). Z druge strani pa
je izolat H5N2 iz Teksasa pokazal, da vsebuje soglasni niz za cepitveni niz, toda je klini¢no
klasificiran kot LPAI (Lee 2005). Ti podatki ponovno poudarjajo poligensko in zapleteno
patogenost virusa gripe.

K sreci zgleda, da je rojevanje HPAI fenotipov na terenu redek dogodek. Tekom zadnjih 50 let je
bilo zabelezenih le 24 primarnih s HPAI povzrocenih izbruhov epizootije, ki verjetno de novo na
taksen nacin nastaja tudi na terenu (Tabela 1).

Poleg tega je bilo dokazano, da je HPAIV zmozen okuziti sesalce in posebej ljudi. To je bilo
posebej ugotovljeno pri azijskem rodu H5N1 (WHO 2006). Patogenost HPAIV H5N1 odvisna od



gostitelja za sesalce, je bila prou¢evana na vec vrstah modelov: misi (Lu 1999, Li 2005a), dihurji
ferrets (Zitzow 2002, Govorkova 2005), opice cynomolgous (Rimmelzwaan 2001) in svinje (Choi
2005). Pokazalo se je, da je izid okuzbe odvisen od seva virusa in od vrste (species) gostitelja.
Izgleda, dihurji zrcalno odrazajo patogenost pri Cloveku, bolj kot misi (Maines 2005).

Izgleda, da so patogenosti delezni Stevilni genetski markeriji, ki so locirani v razli¢nih segmentih Z
genotipa H5N1 (Tabela 2). Med njimi so mehanizmi interference z mehanizmi prve obrambne Crte
gostitelja, kot je sistem interferona preko produktov NS-1 gena, ki so postali posebej zanimivi.
Eksperimentalno je bilo s pomocjo reverzne genetike dokazano, da so NS-1 proteini nekaterih
sevov H5N1, ki imajo glutaminsko kislino na poziciji 92, zmozni prepreciti protivirusne ucinke

interferona in a-faktorja tumorske nekroze, kar verjetno povzroci spreminjanje replikacije v in do

zmanjsanja izpraznitve iz okuzenega gostitelja (Seo 2002+2004). Poleg tega je z imunostjo
posredovano Skodo nastalo zaradi z NS-1-posredovane prekinitve mreze citokinov mozno delno
pripisati poskodbam plju¢ (Cheung 2002, Lipatov 2005). Vendar nobena iz teh mutacij (Tabela 2)
sama zase ne predstavlja resniCnega predpogoja patogenosti za sesalce (Lipatov 2003). Zaradi
tega izgleda, da pri sesalcih v veliki meri s patotipskimi specificnostmi upravlja optimalna
konstelacija genov na nacin, ki je odvisen od gostitelja (Lipatov 2004).

Tabela 2. Pregled genomskih lokusov, ki bi bili vpleteni v zviSano patogenost za sesalce pri virusih
visoko patogenega azijskega rodu H5N1

Gen, Mutacija Ucinki Referenca

Protein

HA polibazi¢na endo- prednosti za sistemsko diseminacijo |[razlicne
proteolitiCni cepitveni kraj  |in replikacijo (perutnina, sesalci)

NA 19-25 aa delecija v adaptacija na razvoj v perutniniin v |Matrosovich 1999,
stebernem regionu puranih (?) Giannecchini 2006

PB2 627K spremenjena sistemicna replikacija v |Hatta 2001, Shinya

misih 2004

701N povecana patogenost v misih Li 2005

PB-1 13P, 678N

spremenjena aktivnost polimeraze;

kar je koristno za zgodnji proces Gabriel 2005
NP 319K species-specificne adaptacije?
NS-1 92E olajSano uhajanje prirojenim Seo 2004

imunskim odgovorom, pri svinjah
zmanj$ano izpraznitev virusov

Kliniéna slika

Po poteku inkubacijskega obdobja, ki obi¢ajno traja nekaj dni (redko vec kot 20 dni), odvisno od
znacilnosti izolata, od inokulacijske doze, od speciesa in od starosti ptice, pri pticah nastane
razli¢na klini¢na slika pti¢je gripe. Simptomi so zelo nespecifi¢ni (Elbers 2005). Zaradi tega je
nemogoce diagnozo temeljiti samo na osnovi klini¢ne slike.

Simptomi, ki nastanejo po okuzbi z nizko patogenim AIV, so lahko zelo diskretni, kot je nasrseno
perje, zaCasno zmanjSanje Stevila znesenih jajc ali izguba telesne teZze skupaj z blagim
respiratornim obolenjem (Capua and Mutinelli 2001). Nekateri LP sevi kot je azijski rod HON2, Ki
so prilagojeni na ucinkovito replikacijo, v perutnini lahko povzrocijo vidne znake bolezni in tudi
znacilno mortaliteto (Bano 2003, Li 2005).



V njeni visoko patogeni obliki se pri kurah in puranih bolezen lahko pojavi nenadno s tgikimi
simptomi in z mortaliteto, ki je blizu 100 % Ze v 48 urah (Swayne and Suarez 2000). Sirjenje
znotraj zajete jate je odvisno od oblike reje: v jatah, ki so na stelji in je mozen direkten stik in
meSanje zivali, je Sirjenje okuzbe hitrejSe kot je to v pogojih s kletkami, toda potrebno je nekaj
dni za popolno okuzbo vseh (Capua 2000). Pogosto je zajet le del hleva. Stevilne ptice poginejo
ne da bi kazale predhodne znake, tako da se vcasih v zacetku posumi na zastrupitev (Nakatami
2005). Treba je omeniti, da nekateri izolati HPAI virusa lahko povzrocijo tezko obolenje pri eni
vrsti ptic, ne pa pri drugi: na trznicah z zivo perjadjo v Hong Kongu pred popolno depopulacijo I.
1997 je HPAIV H5N1 imelo 20 % kokosi in le 2.5 % rac in gosi, dokler so ostale galiformne,
vrabci in papagajske vrste bile negativne. Samo kokosi so imele klini¢no izrazeno bolezen
(Shortridge 1998).

Pri industrijsko naravnani reji perutnine naglem porastu konzumacije vode in hrane sledi
progresivno upadanje konzumiranja, kar je lahko znak za prisotnost bolezni v jati. V jatah nesnic
je vidna prekinitev nesenja. Posamezne ptice prizadete s HPAI pogosto kazejo tezko apatijo in
nemobilnost (Kwon 2005). Vidni so edemi na delih glave nepokritih s perjem, cianoza grebena,
podbradka in na nogah, pojavi se driska, ki je zelenkaste barve in otezkoceno dihanje. Pri
nesnicah se na zacetku pojavijo jajca z mehko lupino, toda z razvojem bolezni se hitro prekine
nesenje jajc (Elbers 2005). Znaki Ziv€evja zajemajo tremor, nenavadno drzo (torticolis) in teZzave
s koordinacijo (ataxia), ki prevladujejo pri manj obcutljivih speciesih kot so race, gosi in ratites
(Kwon 2005). Tekom epizootije HPAI v Saksonji, Nemcija 1.1979, so gosi prisilno plavale v
pravilnih krogih, kar je bil eden od znakov, ki je povzrocil sum na HPAIL.

Klinicna slika okuzbe za ptic¢jo gripo pri Cloveku je podana v poglavju z naslovom 'Klini¢na slika
gripe pri Cloveku'.

Patologija
LPAI

Lezije so razli¢ne, odvisno od seva virusa in od vrste gostitelja in starosti.Na splosno le purani in
kokosi kazejo ocitne in mikroskopske spremembe, posebej pri okuzbah s sevi, ki so adaptirani na
te gostitelje (Capua and Mutinelli 2001). Pri puranih so bili ugotovljeni sinusitis, traheitis in
sakulitis, ¢eprav so mozne sekundarne bakterijske okuzbe. Pri puranih je opisan pankreatitis. Pri
kokosih najpogosteje sreCamo lahko prizadetost respiratornega trakta. Poleg tega se pri nesnicah
lezije kopicijo na reprodukcijskih organih (ovariji, jajcevod, rumenjaski peritonitis).

HPAI

Makroskopske patoloske in histopatoloske spremembe HPAI kaZejo podobne odvisnosti kot so
opisane pri klini¢ni sliki. Navedene so Stiri vrste patoloskih sprememb (Perkins and Swayne
2003):

(i) Perakutne (znotraj 24-36 ur po okuzbi, veCinoma pri nekaterih galiformnih speciesih) in
akutne oblike bolezni, ki ne kazejo karakteristicnih makroskopskih patoloskih sprememb:
diskretni hidroperikardium, blaga otecenost Crevesja in vCasih petehialne krvavitve na
mezenteric¢ni in perikradialni serozi, ki niso vedno opisani (Mutinelli 2003a, Jones in Swayne
2004). Kokosi, ki so bile okuzene z rodom azijskega H5N1 imajo v€asih v traheji hemoragicne lise
in znatno kolic¢ino sluzi (Elbers 2004). Enako tako je mozno srecati serozne eksudate v telesnih
votlinah ter plju¢ni edem. Tockaste krvavitve v sluznici proventrikla, ki so jih v preteklosti
pogosto opisovali v ucbenikih, so se pojavili le izjemoma pri perutnini okuzeni z rodom azijskega
H5N1 (Elbers 2004). V razli¢nih organih je mozno ugotoviti razli¢ne histoloske lezije skupaj z
virusnim antigenom (Mo 1997). Virus so prvic videli v endoteliskih celicah. Pozneje so celice
okuZene z virusom ugotovili v miokardu, nadledvicnih Zlezah in v trebusni slinavki. OkuZzijo se
tako nevroni kot tudi glialne celice mozganov. Patogenetski potek je podoben poteku pri okzbah



povzrocenih z ostalimi endoteliotropnimi virusi ob katerih aktivacija endotelnih celic in levkocitov
vodi k sistemskemu in nekoordiniranem sproscanju citoksinov, kar povzro¢a nagnjenost k
kardiopulmonarnem ali multi-organskemu propadanju (Feldmann 2000, Klenk 2005).

(i) Pri zivalih, ki imajo razvlecen zacetek simptomov in podaljSani potek bolezni v sliki bolezni,
prevladujejo nevroloski simptomi, histoloSko pa nesupurativne poskodbe mozganov (Perkins in
Swayne 2002a, Kwon 2005). Toda virus je mozno izolirati tudi iz drugih organov. TakSen potek je
opisan pri goseh, racah, emujih in pri drugih speciesih eksperimentalno okuzenih z rodom
azijskega HPAI H5N1 seva. Pri pticah nesnicah je mozno srecati vnetje ovarijev in jajcevodov po
rupturi folikla, t.i. rumenjakov peritonitis.

(iii) Pri racah in hisnih vrabcih je ugotovljena le omejena replikacija virusa. Te ptice so kazale
blago obliko intersticijske pljucnice, alveolitis in ob¢asno limfocitni in histiocitni miokarditis
(Perkins in Swayne 2002a, 2003).

(iv) V eksperimetih Perkinsa in Swayneja (2003) so se golobi in Skorci pokazali kot odporni na
okuzbo s H5N1. Vendar je Wernerju in sodelavcem (bo objavljeno) uspelo pri 5/16 golobih
povzrociti dolgotrajno nevrolosko obolenje, povzroeno z nesupurativnim encefalitisom
(Klopfleisch 2006), uporabljajo¢ nedavni indonezijski izolat HPAI H5N1.,

Diferencialna diagnoza

V diferencialni diagnostiki HPAI je treba upostevati bolezni, ki lahko povzrocijo nenadni zacetek
bolezni, ki ga spremlja visoka mortaliteta ali pa hemostaza podbradka in grebena:

velogeni¢na Newcastle bolezen

infektivni laringotraheitis (kokosi)

ra¢ja kuga

akutne zastrupitve

akutna kolera kokosi (Pasteurellosis) in druge septikemicne bolezni
bakterijaki celulitis podbradka in grebena

Manj tezke oblike HPAI so lahko Se bolj klinicno begajocCe. Zaradi tega je za vse nadaljne
potrebne ukrepe klju¢nega pomena hitra laboratorijska diagnostika, (Elbers 2005).

Laboratorijska diagnoza

Zbiranje vzrocev

Vzorce je treba zbrati z veC svezih kadaverjev in od zbolelih ptic v jati. Idealno je ustrezno
vzorcenje na statisti¢ni osnovi in postavitev diagnoze na osnovi jate. Kadar se vzorci ptice, ki so
sumljive na HPAI, je treba upostevati varnostne ukrepe zaradi zascite vzorcevalcev pred
potencialno zooantroponoznim HPAIV (Bridges 2002). Navodila je predlagal CDC (CDC 2005).
Za viroloSke analize je potrebno vzeti brise kloake in brise orofarinksa, kar sploSno omogoca
ustrezno laboratorijsko preoblikovanje. Vzete brise je treba premesati v 2-3 ml sterilnega
transportnega gojisca, ki vsebuje dodane antibiotike in proteine (e.g. 0.5 % [w/v] bovini serum
albumin, do 10% bovinega seruma ali brain-heart infusion).

Na avtopsiji, ki se jo izvaja pod varnimi pogoji in pod pogoji preprecitve Sirjenja bolezni, se za
izolacijo virusa vzame vzorce mozganov, pljuc, vranice in vsebine Crevesija.

Za serolo$ke namene vzamemo vzorce krvi Zive Zivali. Stevilo zbranih vzorcev mora biti taksno,
da zagotovi detekcijo s 95 % intervalom zaupanja za parameter s 30% prevalenco.

Transport vzorcev

Brise, tkiva in kri se transportira na hladnem, toda ne smejo zmrzniti. Ce se pri¢akuje, da bo
transport trajal vec kot 48 ur, je treba vzorce zamrzniti in jih transportirati na suhem ledu. V vseh
primerih transportiranja je treba kontrolirati upoStevanje dolocil varnosti transporta (e.g. IATA



pravila), da se bi izognili Sirjenju bolezni in akcidentalne okuzbe osebja tekom transporta. Pred
posiljanjem vzorcev je o tem potrebno obvestiti laboratorij, Se bolj pa pred zbiranjem vzorcev.

Diagnosti¢ni postopki

Direktna detekcija okuzbe z AlV

V bistvu sta dve (vzporedni) smeri diagnosti¢nih postopkov s katerimi se poskusa (i) izolacija in
subtipizacija virusa s pomocjo klasi¢nih metod (glej OIE Manual 2005) in (ii) molekularno odkriti
in nadrobno opisati genom virusa.

(i) Navadno se izolacijo virusa Al izvaja z inokuliranjem raztopine brisa ali homogenatov tkiva v 9
do 11 dni stara embrionirana kokosSja jajca, vecinoma skozi horioalantoi¢no vrecko (Woolcock
2001). Odvisno od patoloskega tipa lahko embrioni poginejo ali prezivijo tekom 5 dnevnega
opazovanja. Obic¢ajno ni nobenih znadilnih lezij niti na embrionu niti na alantoi¢ni membrani
(Mutinelli 2003b). Jajca, ki se jih inokulira z materialom, ki vsebuje HPAIV obicajno poginejo
znotraj 48 ur. V zbrani alantoicni tekocini je mozno odkriti prisotno hemaglutinacijsko snov.
Hemaglutinacija (HA) je neobé¢utljiva tehnika, za katero je nujna prisotnost najmanj 10%° delcev
na ml. Ce je v inokulumu prisotna majhna koncentracija virusa, je za nekatere seve LPAIV
potrebno imeti do dve nadaljni pasazi v embrioniranih jajcih, da bi dobili zadostno Stevilo virusov,
da se jih odkrije s pomocjo HA. V primeru, da se gre za HPAIV je za optimalno produkcijo
hemaglutinacije koristna druga pasaza z uporabo razredenega inokuluma.

Hemaglutinacijske izolate se antigensko okarakterizira s pomocjo testov inhibicije hemaglutinacije
(HI) ob uporabi (mono-) specifi¢nih antiserumov za 16 H podtipov in za kontrolo za razli¢ne tipe
pti¢jih paramiksovirusov, ki tudi kazejo hemaglutinacijsko aktivnost. Podtip NA je mozno naprej
dolociti s pomocjo reakcij inhibicije nevraminidaze inhibition assays. Za to so spet potrebni podtip
specificni serumi (Aymard 2003). V primeru sreanja z izolati iz rodov H5 ali H7 je potrebno, da
jim dolocimo intravenozni indeks patogenosti (IVPI), da razlo¢imo LP in HP biotipe (Allan 1977).
Virus, ki je izoliran na jajcih, se inokulira v deset pis€ancev starosti 6 tednov (0.1 ml 1/10
raztopine alantoi¢ne tekocine, ki vsebuje HA titer vecdji od 1:16). Naslednjih 10 dni se jih opazuje
zaradi ugotavljanja pojava klini¢nih simptomov. Rezultati so strnjeni v kazalec, ki kaze na HPAI
virus, kadar so dobljene vrednosti vecje kot 1,2. Druga moznost je, da gre za HPAI izolat, kadar v
obdobju opazovnja pogine najmanj 7 od 10 (75%) inokuliranih piS¢ancev.

Z opisanimi klasi¢nimi postopki se diagnozo AIV postavi v petih dneh, toda vcasih sta potrebni
tudi dva tedna za izkljucitev njegove prisotnosti. Poleg diagnosticnih sredstev visoke kvalitete
(SPF jajca, H- in N-podtip specifi¢ni antiserumi) so potrebni Se izkuseni strokovnjaki. Za sedaj ni
celi¢nih kultur za izolacijo AIV, ki lahko dosezejo obcutljivost metode na embrioniranih kurjih
jajcih (Seo 2001).

(i) Bolj hiter nacin je uporaba molekularnih tehnik, posebej kadar je potrebna izkljucitev okuzbe.
Tudi te tehnike se vrstijo v kaskadnem slogu: odkrivanje prisotnosti za gripo A specificne RNA se
izvaja s pomocjo reakcije reverzne traskriptivne reakcije verizne transkriptaze (RT-PCR), katere
cilj so fragmenti M gena, ki je najbolj ohranjeni segment genoma virusov gripe (Fouchier 2000,
Spackman 2002) ali gen nukleokapside (Dybkaer 2004). Kadar se dobi pozitivni rezultat se
nadaljuje z reakcijami RT-PCR razsirjenosti fragmentov gena za hemaglutinin za podtipe H5 in
H7, s ¢em se odkriva prisotnost virusov gripe, ki jih je obvezno prijavljati (Dybkaer 2004,
Spackman 2002). Kadar je ta rezultat pozitiven je izvedljiva molekularna diagnoza patotipa (LP
proti HP) po sekvencioniranju fragmenta HA gena, ki zajema endoproteolitski cepitveni konec.
Izolate pri katerih so prisotne mnogovrstne aminokisline se klasificira kot HPAI. PCR in druge DNA
tehnike so bile namenjene za detekcijo sevov H5N1 azijskega roda (Collins 2002, Payungporn
2004, Ng 2005). Mozno je identificiranje in ne-H5/H7 podtipov s pomocjo predpisanih RT-PCR,
nadaljuje se s sekvencno analizo HA-2 podenote (Phipps 2004). Obstajajo tudi specificne mase za
vsaki NA podtip. Popolno karakterizacijo je mozno doseci znotraj 3 dni, posebej, ¢e se uporabi
najnovejSe PCR tehnike (Perdue 2003, Lee in Suarez 2004). Vendar so DNA Cipi Se v razvoju in
bo to omogocdilo brez tezavno tipiziranje AI virusov (Li 2001, Kessler 2005). Izkljucitev diagnoze
je mozna ze v enem dnevu.

Pomanijkljivosti molekularne diagnostike so cena nakupa opreme in materiala, toda mozno je
analiziranje vecjega Stevila vzorcev z manj osebja v veliko krajSem Casu v primerjavi z izolacijo
virusa na kurjih jajcih. Vendar se ne sme se prikrivati dejstva, da vsaka PCR ali reakcija
hibridizacije za razliko od izolacije virusa na jajcih skriva bistveno-notranjo negotovost povezano




s prisotnostjo specificnih mutacij v danem izolatu na povezovalnih koncih v svoji masi in/ali v
poskusnih vzorcih, kar lahko povzroci lazno negativno reakcijo.

Tako kombinacija molekularnih (npr. za namene skrininga) in klasi¢nih metod (npr. za konc¢no
karakteriziranje izolatov in za potrditev diagnoze pri indeksnem primeru), pomaga v
kompeziranju slabosti dveh diagnosti¢nih pristopov.

Hitre analize so oblikovane za namen detekcije virusnega antigena v odtisnih brisih tkiv in
kriostatskih odrezkih s pomocjo imunofluorescence ali pa ELISA in sistemov dip-stick lateral flow
systems v tekocini brisov. Do sedaj so se te tehnike pokazale kot manj obcutljive od izolacije
virusa ali PCR. Zaradi tega jih je tezko priznati za ustrezne pri potrditvi diagnoze, posebej pri
indeksnih primerih (Davison 1998, Selleck 2003, Cattoli 2004). Uporaba t.i. pen side testov v
veterinarski praksi je na terenu Se vedno na zacetkih in jih je potrebno Se naprej razvijati.

Indirektna detekcija AlV okuzbe

Serologija na osnovi skupine-jate je koristna za nhamene skrininga (Beck 2003). Za detekcijo AIV
specificnih protiteles v vzorcih seruma ptic ali v rumenjaku pri jatah nesnic je Se vedno zlati
standard analiza inhibicije hemaglutinacije (HI) s pomocjo referencnih podtipov antigenov.
Skupna specifi¢na protitelesa (influenca virus tip A) proti nukleokapsidnem proteinu je mozno
ugotavljati tudi s pomocjo agar gel imunoprecipitacije in s pomocjo ELISA (Meulemans 1987,
Snyder 1985, Jin 2004). Kompetitivni ELISA formati omogocajo preiskovanje serumov vseh
speciesov ptic, neodvisno od razpolozljivosti species-specificnih konjugatov (Shafer 1998, Zhou
1998). Opisan je ELISA format za detekcijo H7-specificnih protiteles (Sala 2003), toda za sedaj ni
taksSnega testa za detekcijo H5 specificnih protiteles v pti¢jih serumih.

Kinetika podtip specificnih protiteles je odvisna od znacilnosti seva virusa in prvenstveno od
speciesa gostitelja. Pri kurjih vrstah ptic so lahko AIV-specifi¢na protitelsa ugotovljiva tekom
drugega tedna po ekspoziciji; protitelesa v jajénem rumenjaku so ugotovljiva po nekaj dnevih
(Beck 2003). Produkcija in detekcija protiteles pri speciseu Anatidae je Se bolj variabilna (Suarez
in Shultz-Cherry 2000).

Prenos

Prenos med pticami

Virusi ptiCje gripe nizke patogenosti imajo pri vodnih pticah stabilen genetski ciklus (Webster
1992). Ciklus okuzbe med pticami je odvisen od verig fekalno-oralnega prenosa. Poleg direktnega
prenosa z gostitelja na gostitelja je pri sesalcih pomemben indirektni nacin prenosa z virusi
kontaminirano vodo in predmetov iz okolja (ljudje, svinje, konji), kjer prevladuje prenos z
aerosoli. Pri pticah je izmerjena najvedja ekskrecija, ki znaga do 1087 x 50 % infekcijske doze za
jajce(EIDsp) na gram fecesa (Webster 1978). Povprecni titri bodo veliko nizji. Virusi pti¢je gripe
imajo kljub delikatni morfologiji presenetljivo zmoZnost, da obdrzijo kuznost v okolju, posebej v
povrsinskih vodah (Stallknecht 1990a+b, Lu 2003). Virusi suspendirani v vodi so obdrzali
infekcioznost (kuznost) vec¢ kot 100 dni pri temperaturi 17°C. Na temperaturi pod -50°C je mozno
virus hraniti neskonc¢no. Podatki avtorjev Ito in sod. (1995) in Okazaki in sod. (2000) nudijo
dokaz, da so virusi pti¢je gripe v palearkti¢nih predelih zasciteni v zmrznjeni vodi jezer tekom
zime brez prisotnosti njihovih naravnih migracijskih gostiteljev. Po svoji vrnitvi se zaradi
razmnozevanja v naslednji sezoni ptice ali njihovi (obcutljivi) nasledniki ponovno okuZijo z virusi,
ki se po nakljucju sprostijo iz odmrznjene vode. Na osnovi teh dejstev se predpostavlja, da se
virusi gripe ohranijo v okoljskem ledu tekom dolgih obdobij (Smith 2004) ter da se iz teh
rezervoarjev stari virusi in genotipi lahko reciklirajo (Rogers 2004).

Vstop H5 ali H7 podtipov LPAI virusov v obcutljive jate perutnine je osnova za verigo okuzb, ki
lahko pripeljejo do razvoja visoko patogenih biotipov de novo. Najvecje tveganje, da se okuzba
prenese z divjih ptic na domaco perutnino, je, kadar se domaco perutnino redi na odprtem, kadar
ima le-ta skupne vire vode z divjimi pticami ali pa uporablja vodo in hrano, ki je lahko
kontaminirana z iztrebki okuzenih divjih ptic nosilk virusa (Capua 2003, Henzler 2003). Ptice se
okuzijo z direktnim stikom z zivalmi, ki izlo¢ajo virus, s stikom z njihovimi izlocki ali s stikom z
vektorji (abiotski), ki so kontaminirani z materialom, ki vsebuje viruse. Kadar enkrat vstopi v
domaco jato, je LPAIV lahko odvisen od faze adaptacije na perutninski species in ne rabi biti
odvisen, da se izloCi v koli¢inah, ki zadostujejo, da bo mozna horizontalna transmisija znotraj jate
in med jatami. Kadar v jati okuZeni s LPAI nastane HPAI, se ta Siri na enaki nacin. Tako



imenovani 'mokri' trgi, na katerih se prodaja ziva perutnina v pogojih prenatrpanosti, so
multiplikatorji Sirjenja (Shortridge 1998, Bulaga 2003).

Ukrepi za bioloSko varnost namenjeni izolaciji velikih posestev s pisc¢anci ucinkovito preprecujejo
prenos okuzbe s farme na farmo preko mehanicnih sredstev, kot so kontaminirana oprema,
vozila, hrana, kletke ali obleka — posebej pa Cevlji. Z analizo epizootije HPAI v Italiji I. 1999/2000
so bila ugotovljena naslednja tveganja za prenos: selitev okuZenih jat (1.0%), posredni kontakti
tekom prevoza v klavnico (8.5%), blizina okuzene jate v radiusu 1 km (26.2%), tovornjaki za
prevoz hrane, stelje ali trupel (21.3%), ostali indirektni kontakti tekom izmenjave osebja na
farmi, delovne mehanizacije itd. (9.4%) (Marangon and Capua 2005). V tej epidemiji ni bilo
namigov o aerogenem Sirjenju. Vendar so v epizootiji na Nizozemskem (2003) in v Kanadi (2004)
upostevali prenos po zraku (Landman in Schrier 2004, Lees 2004). Vloga zivih vektorjev kot so
podganje bolhe, ki lahko delujejo kot 'mehanski vektorji', ki sami niso okuZeni, ni prevec
neosnovana, toda vektorji ne predstavljajo glavnega dejavnika prenosa.

Do pojava azijskega rodu H5N1 HPAIV ponovni prestop HPAIV iz perutnine v populacijo divjih ptic
ni imel nobene pomembne vloge. Aprila leta 2005 se je na jezeru Qinghai na severovzhodu
Kitajske pojavila bolezen, ki jo je povzrocal azijski rod H5N1 in je prizadela na tisoCe gologlavih
gosi in druge vrste migratornih rac, kormoranov in galebov (Chen 2005, Liu 2005). Zaradi tega je
potrebno v prihodnosti racunati, da bodo viruse azijskega rodu H5N1 prenasale divje ptice in to
upostevati pri oblikovanju preventivnih ukrepov (sledi diskusija o tem).

Od konca |. 2003 so bili v Aziji ugotovljeni nekateri virusi H5N1, ki so visoko patogeni za kokosi,
ne pa za race (Sturm-Ramirez 2005). Pri eksperimentalnih infekcijah s temi izolati je bila dobljena
heterogena zmes glede geneti¢ne analize in zmoznosti oblikovanja plakov v celi¢nih kulturah
(Hulse Post 2005). Race, ki so prezZivele okuzbo s temi izolati, so do 17 dni izloCale virusno
populacijo, ki je izgubila patogeni potencial za race. Ob uporabi klini¢nih znakov za ugotavljanje
prisotnosti HPAIV H5N1 na terenu bi race lahko postale 'Trojanski konj' za ta virus(Webster
2006).

Prenos na ljudi

Prenos virusov pti¢je gripe na ljudi, ki povzrocajo klini¢no razpoznavno bolezen je zelo redek
pojav(Tabela 3). Glede na dejstvo, da je v jugovzhodni Aziji virusu HPAIV H5N1 potencialno
eksponirano na milijone ljudi, je realno Stevilo dokumentirano zbolelih majhno, ¢eprav v zadnjih
letih narasca (http://www.who.int/csr/disease/avian influenza/country/en).

Prva povezava azijskega rodu HPAIV H5N1 s pojavom respiratornega obolenja pri ljudeh je bila
ugotovljena I. 1997 v Hong Kongu. Tedaj je bilo 6 od 18 oseb okuzenih z virusom H5N1. Zboleli
so bili epidemiolosko povezani z epizootijo, povzroceno z visoko patogenim H5N1, ki je razsajala
na trgih z zivimi pticami (Yuen 1998, Claas 1998, Katz 1999). Tveganje direktnega prenosa
virusa H5N1 s ptic na Cloveka kaze, da je najvelje tveganje pri osebah, ki so v tesnem stiku z
Zivo okuzeno perutnino ali s povrsinami in s predmeti, ki so kontaminirani z njihovimi iztrebki.
Tveganje za ekspozicijo je najvecje pri zakolu, ¢is€enju perutnine, rezanju na kose in pri
pripravljanju perutnine za kuhanje (http://www.who.int/csr/don/2005_08_18/en/). Prisotnost
azijskega rodu virusa HPAI H5N1 je bila ugotovljena v vseh tkivih-vklju¢ujo¢ meso-trupel ptic.
Veckrat so prijavili, da so osebe, ki so bile pri zakolu ali so pripravljale meso bolnih ptic za
konzumiranje, zbolele in umrle, medtem ko drugi ¢lani druzine, ki so zauZili takSno hrano niso
zboleli (http://www.who.int/csr/don/2005 10 13/en/index.html).

Sev HIN2 je povzrocil blago obliko gripi podobnega obolenja pri dveh osebah iz Hong Konga leta
1999 ter pri enem otroku sredi decembra |. 2003 (Saito 2001, Butt 2005). Sev HIN2, ki je v tem
Casu krozil pri perutnini je povzrocil pomembne simptome in visoke stopnje smrtnosti pri
obcutljvih speciesih kot so purani in kokosi.

Do danes ni bilo dokazil, da bi dobro termic¢no obdelano perutninsko meso ali izdelki iz perutnine
bili vir okuzbe za ljudi z virusi azijskega rodu H5N1. SZO kot sploSno pravilo priporo¢a temeljito
termi¢no obdelavo mesa, tako da je meso v vseh notranjih delih segreto na temperaturo 70°C. Na
tej temperaturi se virusi gripe inaktivirajo, torej z virusom H5N1 kontaminirano surovo meso
postane varno perutninsko meso (WHO 2005).




Tabela 3. Dokumentirane okuzbe ljudi z virusi pti¢je gripe *
Datum Drzava/predel |[Sev Zbolelo Simptomi Vir
(umrlo)
1959 ZDA H7N7** (1 Respiratorni Potovanje v tujino
1995 VB H7N7 1 Konjunktivitis HiSne race (delile si
jezero z migratornimi
|pticami)
1997 Hong Kong HS5N1** {18 (6) respiratorni/ Perutnina
[plju¢nica
1998 Kitajska HIN2 5 Nepoznani Nepoznano
(Guangdong)
1999 Hong Kong HIN2 2 Respiratorni Perutnina,
nepoznano
2003(Feb.) ||Hong Kong HS5N1** (2 (1) Respiratorni Nepoznano
2003 (Mar.) ||Nizozemska H7N7** (89 (1) konjunktivitis (plju€nica, perutnina
respiratorna odpoved pri
fatalnih primerih)
2003 (Dec.) [[Hong Kong HIN2 1 respiratorni nepoznan
2003 New York H7N2 1 respiratorni nepoznan
2003 Vietnam H5N1** (13 (3) respiratorni perutnina
2004 Vietnam H5N1**  |[29 (20) respiratorni ||perutnina
2004 Tajska H5N1**  [[17 (12) respiratorni ||perutnina
2004 Kanada H7N3* |2 konjunctivitis "perutnina
2005 Vietnam H5N1**  [61 (19) respiratorni "perutnina
2005 Tajska H5N1** (15 (2) respiratorni "perutnina
2005 Kitajska HS5N1**  |[7 (3) respiratorni ||perutnina
2005 Kambodza H5N1** (14 (4) respiratorni ||perutnina
2005 Indonezija H5N1**  [[16 (11) respiratorni "perutnina
2006 Turcija H5N1** (13 (3) respiratorni "perutnina

* Vir: Avian influenza - assessing the pandemic threat. WHO,
http://www.who.int/csr/disease/influenza/WHO_CDS_2005_29/en/, prevzeto 06 January 2006.
** \/isoko patogen za perutnino

Prenos na sesalce

Virusi pti¢je gripe so v vec priloZznostih povzrocili okuzbo razli¢nih vrst sesalcev. Tudi pri njih je
mozno, da je po ciklusu replikacij in adaptacij utemeljitev novih epidemicnih rodov. Svinje so bile
posebej pogosto vkljucene v te 'medrazredne transverzije'. V populacijah evropskih svinj
prevladujejo virusi podobni ptic¢ji gripi HIN1 (Heinen 2002), ter virus H1IN2, ki je reasortirani
humano-pticji virus. Prvic€ so ga izolirali v Veliki Britaniji |. 1992 in je od tedaj stalno prisoten
(Brown 1998). V ZDA cirkulira trojno reasortirani (H3N2) med klasi¢nim H1N1, ¢loveskim H3N2 in
pti¢jim podtipom (Olsen 2002). Ostali podtipi, ki so verjetno pti¢jega porekla (npr. HIN7, H4N6),
so bili pri svinjah le redkoma ugotovljeni (Brown 1997, Karasin 2000). Virus pti¢jega porekla
HIN2 je zmerno razsirjen v populacijah svinj na vzhodu Kitajske (Xu 2004). Od ptic se z virusi
gripe A lahko okuzijo Se morski sesalci in konji (Guo 1992, Ito 1999).

Naravna okuzba s H5N1 je bila opisana pri tigrih in pri drugih velikih mackah v Zivalskem vrtu na
Tajskem, kaijti zivali so hranili s perutninskimi kadavri, ki so bili okuzeni z virusom (Keawcharoen
2004, Quirk 2004, Amosin 2005). Posledica je bila tezka oblika bolezni z visoko mortaliteto. V
istem Zivalskem vrtu je prislo do prenosa z macke na macko (Thanawongnuwech 2005). To je bil




prvi prijavljeni primer okuzbe z virusom gripe pri Felidae. V Evropi so z virusom H5N1 v
eksperimentalnih pogojih okuzili hiSne kratkodlake macke (Kuiken 2004).

Leta 2004 je bilo v Vietnamu zbranih 3.000 vzorcev serumov prostih potepuskih svinj, ki so jih
testirali zaradi iskanja dokazil o njihovi eksponiranosti virusu gripe H5N1 (Choi 2005). Z
metodami nevtralizacije in Western blot so potrdili seropozitivnost le pri 0.25% vzorcih. Pri
eksperimentalnih okuzbah je bilo dokazano, da je mozZna okuzba svinj z virusi H5N1, ki so bili
izolirani . 2004 v Aziji in so humanega ali pti¢jega vira. Edini simptomi, ki so se pojavili 4 dni po
okuzbi, so bili blagi kaselj in povecana telesna temperatura. Virus je mozno izolirati iz tkiv
zgornjih dihal vsaj 6 dni. Visek titrov virusov v brisih nosu je ugotovljen 2 dni po okuzbi, toda
nobena eksperimentalno okuzena Zival okuzbe ni prenesla na svinje iz kontakta. Izgleda, da so
visoko letalni H5N1 virusi, ki krozijo po Aziji, zmozni okuziti svinje po naravni poti. Vendar je
incidenca taksnih okuzb zelo nizka. Nobeden od testiranih pti¢jih ali humanih H5N1 virusov se v
eksperimentalnih pogojih ni prenasal med svinjami (Choi 2005). Na osnovi teh ugotovitev je
verjetno, da svinje trenutno nimajo pomembne vioge v epidemiologiji azijskega rodu H5N1.
Epizootija visoko patogene H7N7 pti¢je gripe je pri perutnini na Nizozemskem, v Belgiji in v
Nemciji spomladi I. 2003 povzrocila okuzbo pri 89 delavcih, ki so bili izpostavljeni okuzenim
Zivalim in kadavrom. Opisan je pojav blage oblike bolezni, pretezno konjunktivitis. (Koopmans
2004). Okuzba je pri enem veterinarju povzrocila akutni dihalni distres sindrom in je imela smrtni
izid. (Fouchier 2004). Tekom epizootije na Nizozemskem je bila okuzba s H7N7 virolosko in
serolosko potrjena Se pri vecjemu stevilu hiSnih kontaktov, od tega so Stirje imeli konjunktivitis
(Du Ry van Beest Holle 2005). Dokazi o okuzbi (asimptomatski) ljudi po naravni poti z LPAIV sevi
podtipov H9, H7 in H5 so opisani tudi v drugih priloznostih v Italiji in na Japonskem (Zhou 1996,
Puzelli 2005, Promed 20060110.0090).

V nepotrjenem porocilu (Promed Mail 20050826) je bila omenjena okuzba s H5N1 s smrtnim
izidom pri 5 redkih cibetovkah rojenih v kletki v nacionalnem parku v Viethamu. Vir okuzbe je
ostal nerazjasnjen. Preostalih 20 cibetovk iste vrste, ki so jih drzali v sosednjih kletkah, ni
zbolelo.

Virusov pticje gripe nikoli niso ugotovili pri podganah, zajcih in pri razli¢nih drugih sesalcih, ki so
prisotni na trgih z Zivimi pticami v Hong Kongu, kjer so ugotovili, da je 20% perutnine pozitivne
na azijski rod H5N1 (Shortridge 1998).

Epidemiologija

Perutnina

Do konca I. 2003 je prevladovalo mnenje, da je HPAI redka bolezen pri perutnini. Od leta 1959 je
bilo v svetu registriranih le 24 epizootij (tabela 1). Vecina se jih je pripetila v Evropi in na
ameriskem kontinentu. Vecina epizootij je bilo geografsko omejenih. Le 5 se jih je razsirilo na
Stevilne farme in le ena se je Sirila v mednarodnih razmerah. Nobena od njih ni bila niti blizu
velikosti epizootij v Aziji povzroCenih s H5N1 v letu 2004 (WHO 2004/03/02). Do sedaj so bile vse
epizootije visoko patogene oblike z virusi gripe A podtipov H5 in H7.

V epizootijah v preteklosti so bili glavni dejavniki Sirjenja HPAIV nelegalna prodaja ali prevoz
okuzenih zivih ptic ali nepredelani izdelki, nenamerni mehanski prenos virusov z gibanjem ljudi
(potniki, begunci).

Nova dimenzija epizootij HPAI se pojavi koncem |. 2003. Od srede decembra |. 2003 do zacetka
februarja 2004 so bile epizootije pri perutnini povzroc¢ene s HPAI H5N1 azijskega rodu prijavljene
v R. Koreji, Vietnamu, na Japonskem, na Tajskem, v Kambodzi, Laosu, Indoneziji in na
Kitajskem. SocCasen pojav velikih epizootij pri domaci perutnini v vec¢ drzav do sedaj ni opisan.
Vsa prizadevanja usmerjena na brzdanje bolezni so bila neuspesna. Kljub zbiranju in unicenju
okrog 150 milijonov ptic, je sedaj H5N1 postal endemicen v Stevilnih delih Indonezije in
Vietnama, ter v nekaterih predelih Kambodze, Kitajske, Tajske in verjetno v Laosu.

Izviren virus prvi¢ ugotovljen |. 1997 je iz reasortiranih starSev, vkljucujo¢ najmanj virus H5N1 iz
domacih gosi (A/goose/Guangdong/1/96, ki je podaril HA) in H6N1 virus najverjetneje iz divjih
rac (A/teal/Hong Kong/W312/97, ki je podaril NA in segmente za notranje proteine), ki je prestal
veliko vec ciklusov reasortiranja z drugimi nepoznanimi virusi ptije gripe (Xu 1999, Hoffmann
2000, Guan 2002b). Opisanih je vec razlicnih genotipov H5N1 rodu (Cauthen 2000, Guan
2002a+2003). Tako imenovai genotip 'Z' je dominiral v epizootijah od decembra 2003 (L 2004).
V aprilu I. 2005 je priSlo do Se enega epizootskega nivoja zbolevanja, ko je sev H5N1 dobil Siroki
dostop k populacijah divjih ptic (Chen 2005, Liu 2005). Na jezeru Qinghai na severozahodu




Kitajske je vec tiso¢ migratornih gologlavih gosi podleglo okuZzbi. Zajetih je bilo tudi vec vrst
galebov in kormoranov. Ko so bile prvi¢ prijavljene epizootije H5N1, poleti in jeseni 2005 v
geografsko sosednji Mongoliji, Kazahstanu in v juzni Sibiriji, so bile za Sirjenje okuzbe osumljene
ptice selivke. Nadaljne epizootije se koncem |. 2005 pojavijo vzdolZ in med pokrivajocimi se
migratornimi potmi iz notranje Azije, v smeri Srednjega Vzhoda in Afrike. Leta 2005 so prizadele
Turcijo, Romunijo, Hrvasko in polotok Krim. V vseh primerih (razen Mongolije in Hrvaske) so bili
zajeti perutnina in divje vodne ptice. Indeksni primer (prvi primer) se pri perutnini pogosto pojavi
pri perutnini, ki je v blizini jezer in mocvirij nastanjenih z divjimi vodnimi pticami. To kaze na
direktno namigovanje, da migratorne ptice Sirijo virus, vendar je treba pripomniti, da je azijski
rod virusa HPAI H5N1 do sedaj bil ugotovljen pri umirajocih ali Ze mrtvih vodnih pticah. Resnicni
status H5N1 v populacijah divjih vodnih ptic in njihova vloga v Sirjenju okuzbe ostaja skrivnostna.
Danes je mozno le Spekuliranje o tem ali so divje vodne ptice zmozne nositi virus na velike
razdalje tekom inkubacijskega obdobja, ali pa res nekatere vrste ostajajo mobilne kljub okuzbi s
H5N1.

Medtem so Studije na Kitajskem pokazale prisotnost vec¢ novih genotipov azijskega rodu virusa
H5N1 pri 3 vrabcih (Kou 2005). Nobenih simptomov okuzbe niso kazali ne vrabci iz katerih so bili
virusi izolirani kot tudi ne z njimi eksperimentalno okuzene race. Vendar je po prenosu na kokosi
izzvan popoln HPAI. Razli¢ni vrabci iz iste jate nosijo vec razli¢nih genotipov, ki verjetno nastajajo
z reasortiranjem z razli¢nimi AI virusi nepoznanih znacilnosti. Obstaja sum, da so virusi podobni
H5N1 nekoc prej ze bili preneseni na te ptice (pred meseci?). To kaZze na Se en korak poslabsanja
situacije: vrabci so zaradi svojih zivljenjskih navad idealni posredniki med divjimi pticami in
domaco perutnino in lahko prenasajo HPAI viruse med temi populacijami. Lokalno omejena
okuzba z visoko patogenim HP H5N1 pri posameznih (zbolelih ali poginulih) vrabcih je bila
ugotovljena tudi na Tajskem in v Hong Kongu. Endemic¢nost HPAIV pri pticah selivkah, kot so
vrabci, Skorci, lastovke, ki Zivijo v tesni povezanosti z naselbinami ljudi, ne bodo predstavljale le
ogromnega pritiska na lokalno perutninsko industrijo, ampak bo povecala tveganje ekspozicije za
ljudi (Nestorowicz 1987).

Ljudje

Do 30.12.2005 je bilo registriranih 142 ljudi zbolelih za H5N1. Epidemija je za sedaj omejena na
KambodZo, Indonezijo, Tajsko in Zaris¢e v Vietnamu (65.5 % vseh zbolelih).Umrlo je 72 (50.7 %)
oseb.

Za vec podrobnosti glej poglavje "Epidemiologija".

Ekonomske posledice

Epizootije visoko patogene pticje gripe lahko v zajetem predelu povzrocijo katastrofalne posledice
za posamezne rejce in za perutninsko industrijo v celoti (glej tabelo 1). Ekonomske izgube so
obic¢ajno le delno povzrocCene zaradi neposrednega pogina perutnine zaradi okuzbe s HPAL.
Ukrepi, ki se jih mora izvajati zaradi preprecevanja Sirjenja bolezni so obvezni in temeljiti. Enako
tako lahko v drzavah v razvoju pride do unic¢ujocih posledic v prehrani, kajti perutnina je
pomemben vir proteinov Zivalskega vira. Kadar se epizootija razsiri, jo je zelo tezko obvladati in
je za obvladovanje potrebno kar nekaj napora (WHO 2004/01/22).

Ukrepi za obvladovanje HPAI

Zaradi potencialno unicujoCih ekonomskih posledic, ki jih lahko povzrodi,je HPAI pod pozornim
opazovanjem po celem svetu, kar je tudi uzakonjeno. Bolezen se obvezno prijavlja. (Pearson
2003, OIE Terrestrial Animal Health Code 2005). Ukrepi, ki se jih izvaja so odvisni od
epizootoloske situacije v zajetem regionu. V Evropski skupnosti (EU) HPAIV ni endemicen in je
prepovedano profilakticno cepljenje proti pticji gripe. Potemtakem se pri¢akuje, da bodo
epizootije HPAIV pri perutnini ocitne zaradi klini¢no uni¢ujoCega poteka bolezni. Kadar se soocCi z
epizootijo, se izvaja agresivne ukrepe obvladovanja, npr. oznacevanje zajetih in kontaktnih
posestev s ciljem takojsnje eradikacije virusa HPAI in omejevanje epizootije na indeksnem
posestvu.

Za te namene se postavijo cone obvladovanja in nadzora okrog indeksnega primera s premerom,
ki je razli¢en v razli¢nih drzavah (v EU je to 3 km in 10 km). Standardni ukrepi obvladovanja za
prepreCevanje bocnega Sirjenja na druge kmetije so karantena okuzenih in kontaktnih kmetij,




hitro uniCevanje vseh okuzenih ali eksponiranih ptic ter ustrezno odstranjevanje trupel (OIE -
Terrestrial Animal Health Code). V teku epizootije je klju¢nega pomena onemogocanje premika
Zive perutnine in perutninskih izdelkov znotraj drzave in med drzavami.

Poleg tega se v neendemskih predelih priporoca obvladovanje podtipov H5 in H7 LPAI pri
perutnini s testiranjem in z uni¢evanjem akutno okuZzenih poslopij. S tem se v takSnih poslopjih
zmanjsuje tveganje za nastanek in razvoj HPAIV.

Lahko se pojavijo specificni problemi takSnega nacina eradikacije v predelih (i) z visoko gostoto
populacije perutnine (Marangon 2004, Stegemann 2004, Mannelli 2005) (ii) kjer prevladujejo
majhna dvorisca s perutnino na prostosti (Witt and Malone 2005). Zaradi tesne neposredne
blizine poslopij s perutnino in prepletene strukture predelave je Sirjenje bolezni hitrejSe kot so
ukrepi za eradiciranje. Zaradi tega tekom epizootije v Italiji 1999/2000 niso unicevali samo
okuzenih in kontaktnih poslopij, ampak tudi jate s tveganjem za okuzbo, ki so bile znotraj
premera 1 km od okuzenega poslopja. Vendar je takSna eradikacija trajala 4 mesece in je bilo
uni¢enih 13 milijonov ptic (Capua 2003). Uspesno eradikacijo HPAIV na Nizozemskem |. 2003 in v
Kanadi |. 2004 so dosegli z ustvaritvijo buffer cone Siroke od 1 do vec kilometrov okrog okuzenih
poslopij. S tem so popolno zajeli vso perutnino. Ob tem je bilo uni¢eno 30 milijonov oziroma

19 milijonov ptic. Leta 1997 so v Hong Kongu v treh dneh pobili celotno populacijo perutnine
(29., 30., in 31.decembra; 1.5 milijonov ptic). Ukrepi so imeli namen takojsnje eradiciranje
HPALV za ceno uni¢enja tudi neokuzenih zivali, kar je izvedljivo na komercialnih poslopjih in v
urbanih pogojih. To zelo prizadene perutninsko industrijo v buffer conah in povzro¢a pomisleke
javnosti o eti¢nosti pobijanja milijonov zdravih in neokuzenih Zivali.

Ukrepe je najtezje izvajati v ruralnih predelih s tradicionalno obliko reje perutnine na prostem.
Kajti perutnina se na prostem lahko srecuje z divjimi pticami ali ima z njimi skupne vire vode.
Poleg tega domace race privlacijo divje race in s tem pripravijo pomemben povezovalni ¢len v
verigi prenosa med divjimi pticami in domacimi jati (WHO 2005). TaksSne okolis¢ine lahko
zagotovijo dobra tla HPAI virusom, da dosezejo endemsko stanje.

Endemicnost HPAI predstavlja v doloCenih regionih stalen pritisk na perutninarstvo. Zgoraj
omenjenih restrikcij ni mozno vzdrzevati tekom daljSega obdobja ne da se povzroci odlocilno
Skodo drzavni perutninski industriji. V drZzavah v razvoju restrikcije povzrocajo primanjkljaj v
oskrbi prebivalstva s proteini. Zaradi tega je nujno izvajanje drugih ukrepov.

V taksnih okolis¢inah so izvajali splosno cepljenje, kar je Se eno dodatno orodje v postopku
eradikacije epizootij v neendemskih obmodjih.

Cepljenje

Cepljenje v veterini ima 4 cilje: (i) zascita pred klini¢no boleznijo, (ii) zascita pred okuzbo z
virulen¢nim virusom, (iii) zascita pred izloCanjem virusa in (iv) serolosko diferencirnje-loCevanje
inficiranih od vakciniranih Zivali (t.i DIVA vodilo).

Na podrocju cepljenja proti gripi teh zahtev niso izpolnila cepiva, ki so v komercialni rabi, kot niti
cepiva, ki so v eksperimentalnih testiranjih (Lee and Suarez 2005). Prvi cilj — zascito pred klini¢no
boleznijo povzroceno s HPAIV doseze vecina cepiv. Doseze se preprecitev tveganja za okuzbo
cepljenih, toda se obi¢ajno zmanjsa izloCanje virulenCnega terenskega virusa, ne pa prepreci. To
lahko v endemskih obmocdjih, v katerih se izvaja masovno cepljenje, povzroci znacilen
epidemioloski problem. Cepljene ptice, ki se kazejo zdrave, so lahko okuZene in lahko izlocajo
divji virus pod 'krinko'. U¢inkovitost zmanjsanja izlo¢anja virusa je pomembna za glavni cilj
ukrepov obvladovanja, to je eradikacijo divjega virulenénega virusa. Ucinkovitost je mozno
kvantificirati s pomocjo dejavnika r0. Pod predpostavko, da cepljena in okuzena jata okuzbo
prenasa v povprecju na manj kot eno jato (rO< 1) je virulen¢ni virus na matematicnih temeljih
naklonjen iztrebitvi (van der Goot 2005). Kadar imamo opraviti s cepljenjem proti potencialno
epizoonotskim H5N1 virusom redukcija ekskrecije virusa tudi reducira tveganje prenosa na ljudi,
kajti kaze, da je potrebna velika doza, da bi prebila speciesno oviro med pticami in ljudmi. Poleg
vsega DIVA tehnika pri cepljenih pticah omogoca sledenje okuzb z divjim virusom s pomocjo
serologije. Pri prakti¢ni rabi je treba opazovati ve¢ elementov (Lee and Suarez 2005):

¢ Cepiva ne smejo vsebovati virusov zmoznih repliciranja zaradi potenciala genetskega
reasortiranja enako kot v primerih potipov H5- in H7- tveganje za spontane mutacije, ki
vodi k povecani patogenosti. Zaradi tega so prepovedana Ziva atenuirana cepiva.



e ZaScita perutnine pred HPAI je v veliki meri odvisna od HA-specifi¢nih protiteles. Zaradi
tega mora biti cepilni sev istega H podtipa, kot je divji virus. Idealno skladanje cepilnega
in divjega virusa pri perutnini ni nujno, kot je to nujno pri cepivih za ljudi. Pri perutnini
zadostuje indukcija homopodtip navskrizno reaktivna imuniteta zaradi sedanjega
pomanjkanja s cepivom vodenega antigenskega drifta pri virusih pti¢je gripe, kar je
povzro¢eno z neizvajanjem masovnega cepljenja.

e Obvezna je uporaba markerja (DIVA) postopka (Suarez 2005). Alternativno se za
monitoring lahko uporablja sentinel ptice, ki niso bile cepljene.

Do sedaj je pripravljen cel kup razli¢nih konceptov cepljenja. Vecina jih Se vedno temelji na
inaktiviranem cepivu iz celotnega virusa z adjuvantom, ki se ga mora aplicirati z iglo in z
brizgalko vsaki zivali posebej.

Inaktivirana homologna cepiva iz aktualnega seva HPAI povzrocajo ustrezno zascito vendar ni
mozna seroloska loCitev med cepljenimi in necepljenimi pticami. Cepivo je narejeno iz aktualnega
HPAI virusa, torej obstaja Ze inheren¢na zamuda pred njegovo uporabo na terenu.

Inaktivirana heterologna cepiva je mozno uporabiti kot marker cepiva, kadar ima cepilni virus isti
HA podtip kot divji virus toda drugacen NA podtip (npr. HSN9 cepivo nasproti, HSN2 HPAI). Z
detekcijo NA podtipa specifi¢nih protiteles je mozno razlikovanje cepljenih od okuzenih ptic
(Cattoli 2003). Vendar znajo biti te metode tezavne in so lahko neobcutljive. Ne glede na vse je
treba v bankah cepiv imeti cepiva, ki vsebujejo ve¢ H5- in H7-podtipov, ki imajo razlicne NA
podtipe. Reverzna genetika bo veliko pomagala v izdelavi cepiv za veterinarsko kot tudi za
medicinsko uporabo, tako da bodo le-ta imela Zeljene kombinacije HxNy v ugodnem geneti¢nem
okolju (Liu 2003, Neumann 2003, Subbarao 2003, Lee 2004, Chen 2005, Stech 2005). Sedaj so v
uporabi inaktivirana heterologna cepiva v Zarisc¢ih v jugovzhodni Aziji, v Mehiki, v Pakistanu in v
severni Italiji (Garcia 1998, Swayne 2001). Kot alternativa DIV sistemu pri uporabi inaktiviranih
cepiv je predlozena detekcija NS-1 specificnih protiteles (Tumpey 2005). Ta protitelesa nastanejo
v visokih titrih pri okuzbi ptic po naravni poti, toda pri uporabi inaktiviranega cepiva so titri veliko
nizji.

Rekombinantna Ziva z vektorjem narejena cepiva so tista cepiva pri katerih so geni H5 ali H7 HA
vtisnjeni v viruse ali v bakterije in so zmozni okuziti perutninske speciese (npr.pticji pox virus
[Beard 1991, Swayne 1997+2000c], virus laringotraheitisa [Lueschow 2001, Veits 2003] ali virus
Newcastle bolezni [Swayne 2003] med drugimi). Ker so cepiva ziva, je mozna masovna aplikacija
z vodo ali z razprsilci. Ceprav omogoéajo jasno DIVA razlikovanje, bo pre-egsistirajo¢a imuniteta
na vektor virus mocno ovirala uspesnost cepljenja. Nekatere izkusSnje s terena z rekombinantami
pti¢jega pox virusa so pridobljene v Mehiki in v ZDA.

Koncno je eksperimentalno dokazana uspesna uporaba rekombinantno vtisnjenih HA proteinov in
DNA cepljenja z uporabo HA vtisnjenega s plazmidi (Crawford 1999, Kodihalli 1997).

Cepljenje sedaj nacrtujejo na nacionalnem nivoju v ve¢ drzavah jugovzhodne Azije (Normile
2005).

Tveganje za pandemijo
Za zacetek nove pandemije so nujni trije pogoji:

e pojav najmanj ene generacije virusa gripe HA podtipa v populaciji ljudi, ki se do sedaj ni
pojavil (ali ponovni pojav) in

¢ da lahko okuZi ljudi in se ucinkovito v ¢loveku razmnozuje in

¢ da se brez tezav Siri in prenasa med ljudmi.

To kaze, da groznja pojava nove pandemije gripe pri ljudeh ni izklju¢no vezana na pojav HPAI
H5N1. Za sedaj H5N1 izpolnjuje le dva od teh pogojev: je novi podtip za vecino humane
populacije in je okuzil in povzrocil tezko obliko obolenja in visoko letaliteto pri ve¢ kot 140
osebah. Pri veliki velini populacije ljudi ni imunitete proti virusom podobnim H5N1. Nova
pandemija bi lahko bila na obzorju, Ce bi azijski rod HSN1 dobil lastnosti za vzdrzen in ucinkovit
prenos s Cloveka na Cloveka s postopnim adaptiranjem ali z reasortiranjem z na cloveka ze
adaptiranim virusom (Guan 2004). In vitro je Ze bilo dokazano, da dve socasni razmenjavi amino
kislin na cepitvenih koncih za receptorje v HA proteinu azijskega rodu HPAIV H5N1 (Q226L in



G228S) optimizirata povezovanje na humane receptorje tipa 2-6 vec kot so to pri drugih virusih
gripe A adaptiranih na Cloveka (Harvey 2004). Gambaryan in sod. (2006) so Ze identificirali 2
izolata pri ljudeh (oce in sin okuzeni s H5N1 v Hong Kongu I. 2003), ki so za razliko od vseh
ostalih izolatov H5N1 izoliranih iz ljudi in iz ptic pokazali veCjo afiniteto za receptorje 2-6 zaradi
edinstvene mutacije S227N na HA1 receptorskem koncu.

Ta moznost je lahko za naslednjim vogalom ali pa se je Ze zgodila, ko beremo ta ¢lanek. Toda
nihée tega ne more reci ali pa napovedati. Moznosti, da se takSen dogodek pojavi so v direktni
korelaciji s Stevilom virusov, ki kroZijo v perutnini in s tem tveganja eksponiranosti ljudi. Zaradi
tega se s H5N1 bojuje na njegovem viru, kar bo zmanjsalo tveganje pandemije, ki ga predstavlja
ta virus. V enem e-mailu in na enem debatnem forumu je bilo predlagano, da bi investiranje le
10% denarija, ki je namenjen porabi za razvoj H5 specificnega cepiva za ljudi, v eradikacijo H5N1
pri perutnini imelo vedji ucinek, kot bi ga imelo cepljenje ljudi zaradi zascite pred epidemijo s
H5N1.

Od prve izolacije pri ¢loveku I. 1997 H5N1 ni naredil zadnjega koraka k pandemicnosti za humane
gostitelje. NajnovejsSe studije kazejo, da se je vsa ta leta virulenénost H5N1 za sesalce povecala
in se je razSirila veriga gostiteljev:

¢ H5N1 izolirani iz navidezno zdravih domacih rac v kopenskem delu Kitajske od 1999 do
2002, in v Vietnamu od 2003 so progresivno postali bolj patogeni za sesalce (Chen 2004).

e H5N1 je razsiril verigo svojih gostiteljev - po naravni poti okuzi in ubije sesalske speciese
(macke, tigri), za katere je prej veljalo, da so odporne na okuzbo z virusi pti¢je gripe
(http://www.who.int/csr/don/2004 02 20/en/index.html).

Vendar ne smemo spregledati dejstva, da od zacetka dogajanja s H5N1 v Aziji, da se lahko
pojavijo tudi drugi virusi gripe, ki imajo mogoce vecji pandemicni potencial ali pa so se medtem
Ze pojavili. Npr. sevi podtipa HIN2, ki pred 1980-tim ni najden v Aziji, se je ne samo razsiril v
populacijah azijske perutnine, ampak je ucinkovito preskocil v populacijo svinj na jugu in na
vzhodu Kitajske (Shortridge 1992, Peiris 2001, Xu 2004). Receptorji teh virusov imajo
specificnosti podobne receptorjem virusov, ki so adaptirani na ljudi (Li 2005b, Matrosovich 2001).
Ti H9 virusi imajo Sirok razpon gostiteljev, ki so genetsko razli¢ni in lahko direktno okuzijo
Cloveka. Sev H9N2, ki je povzrocil okuzbe ljudi v Hong Kongu je imel genotip podoben genotipu
virusov H5N1 iz 1.1997 (Lin 2000).

Zakljuéek

Pomembnost visoko patogene pti¢je gripe (AI) kot uniCujoCe bolezni perutnine se je v zadnjem
desetletju zelo povecala. Uvajanje Al virusov podtipov H5 in H7, ki so nizke patogenosti (LP), iz
rezervoarjev divjih vodnih ptic je osnova za ta proces. Ostalo je nepojasnjeno ali in Ce zakaj se je
spremenila tudi prevalenca LP H5 in H7 v njihovih rezervarjih. UpoStevajo¢ endemsko stanje
azijskega rodu HPAI H5N1 pri populacijah domace perutnine v jugovzhodni Aziji, ki povzroca
pogoste preskoke v populacije migratornih ptic, kaze, da je neizogiben paradigmatski Sift v
epizootologiji HPAI v smeri endemicnosti pri populacijah migratornih divjih ptic. To ima lahko
teZzke posledice za perutninsko industrijo v medcelinskih razmerah. Tveganje ekspozicije je
povecano za ljudi, ki so direktno povezani s povecano prisotnostjo potencialno zooantroponoznih
virusov pri domaci perutnini.

Upostevajoc pti¢jo in veterinarsko plat so ostala Se Stevilna vprasanja:

1. Ali je azijski rod HPAIV H5N1 ze utrdil svoj endemski status v populacijah divjih in
migratornih ptic?

2. Ali lahko HPAI virus razvije atenuirani fenotip pri vrstah divjih ptic ob zadrzevanju svoje

virulenc¢nosti za perutnino?

Ali imajo kopenski sesalci kakSno vlogo v Sirjenju HPAIV?

Ali obstaja genetski del, ki kodira endoproteoliticni cepitveni del HA proteina, ki je nagnjen

mutacijam le pri podtipih H5 in H7?

5. Kaks$en vpliv bi imelo izvajanje masovnega cepljenja perutnine v Aziji proti H5N1 -
prepreCevanje Sirjenja virusa ali pospesevanje antigenskega drifta in pobega?

W



6. Ali spremembe prevalence LPAI podtipov H5 in H7 v njihovih naravnih rezervoarjih
potencialno zadevajo tudi evolucijsko stazo-zastoj?

Prvo vprasanje ima glavni pomen ne samo za veterino. Endemicnost azijskega rodu HPAIV H5N1
pri migratornih pticah lahko predstavlja konstantno groznjo za rejo perutnine. To se lahko doseze
le z biovarnostnimi ukrepi, ki zajemajo prepoved reje perutnine na prostem. Alternativa je
masovno cepljenje perutnine. Kot drugi pas lahko endemicnost pri divjih pticah povzroci
prisotnost HPAI H5N1 virusa v okolju (jezera, obalno morje itd.) in je to lahko Se dodatno
potencialno tveganje za eksponiranost ljudi. Do sedaj ni bilo prijav prenosa z divjih ptic ali pa iz
okolja na ljudi. Vsi prijavljeni okuzeni ljudje, vkljucujo¢ najnovejsSe iz Turcije, so izgleda nastali po
amplifikaciji virusa in po tesnem kontaktu s hiSno perutnino.

Sloznost in potencialne posledice sedanjega zooantroponoti¢cnega HPAI H5N1 virusa, ki je semi-
pandemicen, pri pticah zahteva usklajeno, modro in natan¢no delovanje znanstvenikov, politikov
in prebivalstva.
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