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Uvod

(Zeleni linkovi: ¢lanci sa besplatnim pristupom)

Visokopatogeni ptiéji grip je zarazno oboljenje Ciji je prvobitni naziv »pti¢ja kuga«. Prvi put je
prepoznato kao zarazno oboljenje ptica i zivine v Italiji 1878. godine (Perroncito 1878). Zbog
prvog zariSta pojave oboljenja u gornjem toku reke Pad u Padskoj dolini ono je bilo poznato
pod nazivom »Lombardijska bolest«. Iako su Centanni i Savonuzzi jos 1901. godine prvi
identifikovali filtrabilni agens koji je uzro¢nik oboljenja, to nije bilo priznato sve do 1955.
godine kada je Schafer te uzrocnike opisao kao viruse gripa A (Schafer 1955). U prirodnim
rezervoarima domacdini virusa pti¢jeg gripa su divlje vodene ptice. Zaraza kod divljih ptica
proti¢e bez ikakvih simptoma, sve dok biotipovi virusa gripa A niske patogenosti koegzistiraju
u skoro potpunoj ravnotezi sa svojim domacinima (Webster 1992, Alexander 2000).

Kada se niskopatogeni sojevi virusa pticjeg gripa (low pathogenic avian influenza virus, u
daljem tekstu LPAIV) prenesu iz svojih domacina — rezervoara na jako osetljive specijese
Zivine kao Sto su kokosi i ¢curke (to je tzv. transspecijesni korak prenosa!), kod njih
prouzrokuju pojavu blagih simptoma. Medutim, u slucajevima kada kod specijesa Zivine prode
vedi broj ciklusa zaraze, kod ovih sojeva dolazi do pojave mutacionih promena koje rezultiraju
nastajanjem adaptacije - prilagodavanja na nove domacine. Virusi gripa A, podtipovi H5 i H7,
ne samo da prolaze kroz fazu adaptacije nego imaju i sposobnost skokovitog prelaza u
visokopatogeni oblik (high pathogenic avian influenza virus - HPAIV), uzrokuju ga insercione
mutacije. Na taj nacin prouzrokuju tesko sistemsko oboljenje koje u kratkom roku vodi u
smrt. Ovakvi HPAI virusi mogu nepredvidljivo da nastanu »de novo« kod zivine koja ja
zarazena sa LPAI progenitorima podtipova H5 i H7.

Kod Zivine HPAI karakteriSe iznenadni poCetak bolesti, tezak tok koji traje kratko i smrtnost
koja je kod osetljivih vrsta blizu 100%. PoSto HPAI uzrokuje ogromne ekonomske Stete u
zivinskoj industriji, ovo oboljenje pomno prati veterinarska sluzba. Zbog toga je na svetskom
nivou prihva¢eno da je obavezna prijava i same sumnje na ovo oboljenje. Obavezno je i
prijavljivanje pojave LPAI koji uzrokuju podtipovi H5 i H7 (OIE 2005). Pre 1997. godine HPAI
je, srecom, bila oboljenje koje se retko pojavljivalo, u svetu su od 1950. g. bile registrovane
samo 24 primarne epidemije - epizootije (Tabela 1).

Nedavno je pticji grip privukao paznju svetske javnosti kada je visokopatogeni soj podtipa
H5N1, (koji je verovatno postojao i pre 1997. godine, a potice iz juzne Kine) dostigao
enzootski status kod Zivine u celoj jugoistocnoj Aziji. On je neocekivano »probio meduklasne
barijere« (Perkins i Swayne 2003) kada se sa ptica preneo na sisare (macke, svinje, ljude).
Iako to nije u potpunosti neocekivano (Koopmans 2004, Hayden i Croisier 2005) ipak je
izazvao zabrinutost zbog pandemijskog potencijala soja H5N1 (Klempner i Shapiro 2004;
Webster 2006) jer postoji znatan broj dokumentovanih slucajeva obolevanja ljudi koje je
pratio tezak klinicki oblik sa ve¢im brojem smrtnih ishoda. Postoji jos dodatnih dokaza, Sto ce
biti prikazano u daljem tekstu, koji ukazuju na to da je virus H5N1 dostigao (dobio)
patogenost za viSe vrsta sisara. Ovo je opravdano prouzrokovalo zabrinutost svetske javnosti
(Kaye and Pringle 2005).



Tabela 1: Epizootije HPAIV u svetu u proglosti'

God.

1959.
1963.
1966.
1976.

1979.
1979.
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1983.

1985.
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1994.

1995.
1994.
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1997.
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2002.
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DrZzava/predeo
Skotska

Engleska
Ontario (Kanada)

Victoria (Australija)

Nemacka

Engleska

Pennsylvania (SAD)*

Irska

Viktorija (Australija)

Engleska

Victoria (Australija)

Queensland (Australija)

Meksiko*

Pakistan*
Hong Kong (Kina)
New South Wales

(Australija)
Italija

Italija*

11 Azija*

Cile

Holandija*

Kanada (B.C.)*

SAD (TX)

Juzna Afrika

Zahvacene domace ptice

2 jata pili¢a (prijavljeno)

29.000 gajenih ¢urki

8.100 gajenih ¢urki

25.000 kokosi nosilja, 17.000 brojlera,
16.000 patki

1 jato sa 600.000 pili¢a, 80 gusaka

3 komercijalne farme za gajenje ¢urki (nije
prijavljen ukupni broj ptica)

17 miliona ptica u 452 jata (ve¢inom piliéi
ili ¢urke, nesto jarebica i gvinejskih
kokosiju)

800 uginulih gradskih ¢urki; depopulirano
je 8.640 ¢urki, 28.020 pili¢a i 270.000 patki
24.000 brojlera, 27.000 kokosi nosilica,
69.000 brojlera, 118.418 pilica (tip nije
naveden)

8.000 ¢urki
12.700 brojlera, 5.700 patki
22.000 kokosi nosilja

Ukupni broj ptica nije poznat, depopulirano
je 360 komercijalnih jata kokosi

3,2 miliona brojlera i brojler breeder

1,4 miliona kokos$iju i razli¢itih drugih
domacih ptica

128.000 brojler breeders, 33.000 brojlera,
261 emu

Priblizno 6.000 kokoSiju, ¢uraka,
gvinejskih kokosiju, pataka, prepelica,
golubova, gusaka i jarebica

413 farmi, priblizno 14 miliona ptica

Kina, Hong Kong, Indonezija, Japan,
Kambodza, Laos, Malezija, Koreja,
Tajland, Vijetnam, priblizno 150 miliona
ptica

Holandija: 255 farmi, 30 miliona ptica;
Belgija: 8 farmi, 3 miliona ptica; Nemacka:
1 farma, 80.000 brojlera

53 jata, 17 miliona koko§i

6.600 brojlera

23.700 ratites (vrste ptica koje ne lete),
5.000 pili¢a

! Preuzeto iz Capua i Mutinelli, 2001

Soj

A/Jchicken/Scotland/59 (H5N1)
A/turkey/England/63 (H7N3)
A/turkey/Ontario/7732/66 (HSN9)
A/chicken/Victoria/76 (H7N7)

A/chicken/Germany/79 (H7TN7
Alturkey/England/199/79 (H7N7)

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

Alturkey/Ireland/1378/83 (H5NS8)

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)

Alchicken/Puebla/8623-607/94
(H5N2)

A/chicken/Pakistan/447/95 (H7N3)

A/chicken/Hong Kong/220/97
(H5N1)

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

Al/chicken/Italy/330/97 (HSN2)

Alturkey/Italy/99 (H7N1)

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

A/chicken/Chile/2002 (H7N3)

Al/chicken/Netherlands/2003 (H7N7)

A/chicken/Canada-BC/ 2004
(H7N3)

A/chicken/USA-TX/2004 (H5N2)
Alostrich/S.Africa/2004 (H5N2)



* Epizode epizootija sa znacajnim Sirenjem su na brojnim farmama uzrokovale velike
ekonomske gubitke. Vecina ostalih epizoda bila je ograni¢ena ili se nisu Sirile na ostale farme.

Virusi

Virusi gripa su okruglastog ili izduzenog - elipsoidnog oblika, sadrze RNK koja je jednostruko
ili viSestruko segmentirana i negativnog polariteta. Virusi gripa su iz porodice
Orthomyxoviridae, a klasifikovani su na tipove A, B ili C na osnovu antigenskih razlika
njihovih nukleula i matriksnih proteina. Virusi pti¢jeg gripa (AIV) pripadaju tipu A. Nedavno je
objavljen izuzetno dobar ¢lanak o strukturi i o nacinu replikacije virusa gripa (npr. Sidoronko i
Reichl 2005).

Glavne genetske determinante virusa gripa tipova A i B su hemaglutini (H ili HA) i
neuraminidaza (N ili NA), transmembranski glikoproteini koji imaju sposobnost da u
organizmu zarazenog prouzrokuju stvaranje za podtip specifi¢cne i imune odgovore. Ti imuni
odgovori potpuno Stite unutar tipova, ali samo delimi¢no Stite protiv razlicitih tipova virusa.
Na osnovu antigenosti ovih glikoproteina virusi gripa A su danas razvrstani na 16 H (od H1 do
H16) i na 9 N (od N1 do N9) podtipova. Ovakvu klasifikaciju potkrepljuje i izvrSena
filogenetska analiza nukleotida i razlaganje sekvenci aminokiselina HA i NA gena (Fouchier
2005).

Prilikom oznacavanja izolovanih virusa gripa po konvenciji je potrebno navesti tip virusa
gripa, specijes domacina (ne navodi se ukoliko je humanog porekla), geografsku lokaciju,
serijski broj i godinu izolacije. Za virus gripa tip A u zagradu se dodaju jos i podtip
hemaglutinina i neuraminidaze. Jedan od roditeljskih sojeva virusa pti¢jeg gripa sadasnjih
epizootija H5N1 azijske linije izolovan je iz guske u kineskoj provinciji Guangdong. U skladu
sa time oznacen je sa A/goose/Guangdong/1/96 (H5N1) (Xu 1999). Izolat koji potice iz prvog
dokumentovano oboleleg ¢oveka u azijskoj liniji zaraZzavanja sa H5N1 iz Hong Konga (Claas
1998) oznacava se sa: A/HK/156/97 (H5N1).

Hemaglutinin, glikozilirani i acilirani protein, koji se sastoji od 562-566 aminokiselina ugraden
je u ovojnicu virusa. Globularna glava njegove membrane - njen spoljasnji deo je pomocu
veza pri¢vrséen za Celijske receptore. Sastoji se od oligosaharida koji na svojim krajevima
imaju derivate neuraminske kiseline (Watowich 1994). Egzodomen - spoljasnji deo drugog
transmembranskog glikoproteina - neuraminidaze (NA) koristi sijaloliticku enzimsku aktivnost
i oslobada potomstvo virusa, koje je uhvaceno na povrsini zarazene Celije tokom izlazenja
potomstva iz ¢elije. Ova funkcija spreprecava agregiranje virusa tokom izlaZzenja, a verovatno
da isto tako ubrzava prolazenje virusa kroz slojeve sluzi koji se nalaze na ciljnim ¢elijama
epitelnog tkiva i ka pri¢vrscivanju virusa (Matrosovich 2004a). Ovo je dovelo do toga da
neuraminidaza postane zanimljivi cilj za protivvirusne lekove (Garman i Laver 2004). Za
procese efikasnog pri¢vrscivanja, kao i oslobadanja viriona, klju¢ni znac¢aj imaju medusobna
usaglasenost i koordinirane aktivnosti antagonistickih glikoproteina vrsta HA i NA (Wagner
2002).

Virioni gripa A pri¢vrséivanje na spoljasnje proteine Celije vrSe pomocu zrelih trimernih
virusnih HA glikoproteina. Pri¢vrscéivanje je slojevito, prati ga prepoznavanje vrsta razliCitih
terminalnih sijali¢nih kiselina (N-acetyl- ili N-glykolilneuraminiska kiselina), tipa glikozidnih
veza sa predzadnjom galaktozom (a2-3 ili a2-6) i sa sastojcima narednih unutrasnjih

fragmenata sijaliloligosaharida koji se nalaze na povrsini ¢elije (Herrler 1995, Gambaryan
2005). Kod razli¢itih domacina virusa gripa nalaze se razliditi sijaliloligosaharidi sto se
odrazava ometanjem pricvrSc¢ivanja od strane tkiva ili od strane specijesa. Prilagodavanje
virusnog HA i NA glikoproteina na specifi¢ne tipove receptora odredenih vrsta domacina
preduslov je za efikasno razmnozavanje (Ito 1999, Banks 2001, Matrosovich 1999+2001,
Suzuki 2000, Gambaryan 2004). Prilagodavanje obuhvata preoblikovanje jedinica za
vezivanje receptora HA proteina i ono nastaje posle interspecijesne transmisije virusa
(Gambaryan 2006). Na slici 1 su prikazani razliciti mehanicki receptori. Virusi ptijeg gripa




pokazuju najvedi afinitet za a2-3 spojenu sijali¢nu kiselinu jer je to dominirajudi tip receptora

u epitelnim tkivima u endodermu kod ptica (intestinalni trakt, pluc¢a), sto predstavlja ciljeve
za te viruse (Gambaryan 2005a, Kim 2005). Za razliku od njih virusi gripa, koji su adaptirani
na Coveka, prvenstveno se vezu na 2-6 vezane rezidue koji preovladuju u necilijarnim
epitelnim celijama u respiratornim putevima Coveka. Ovakvi receptorski afiniteti delimi¢no su
definisani od strane prepreke vrste (speciesna barijera) koja spre¢ava neograniceni prenos
virusa pti¢jeg gripa na ¢oveka (Suzuki 2000, Suzuki 2005). Nedavno je bilo dokazano da u
traheji Coveka postoji populacija ¢elija cilijarnog epitela koje u manjoj meri sadrze
glikokonjugate sli¢ne receptorima za pticji grip (Matrosovitch 2004b), kao i da u manjoj meri i
celije zivine imaju humani tip sijalilskih receptora (Kim 2005). To bi moglo biti objasnjenje za
to da ljudi nisu potpuno neosetljivi na zarazavanje sa odredenim pti¢jim sojevima virusa
(Beare i Webster 1991). Kod svinja, a isto tako kod prepelica, u vec¢oj meri su prisutne obe
vrste receptora sto dovodi do toga da ¢e ove dve vrste biti hipoteticke vre¢e za mesanje
pticijih i humanih sojeva (Kida 1994, Ito 1998, Scholtissek 1998, Peiris 2001, Perez 2003,
Wan i Perez 2005).
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Slika 1. Pregled receptorskih afiniteta virusa gripa A (na osnovu podataka Gambaryan 2005)

Kada se virion uspesno pricvrsti za odgovarajuci receptor, bi¢e transportovan u endozomni
prostor uz pomoc¢ klatrin zavisnih i klatrin nezavisnih mehanizama (Rust 2004). Virus u tom
prostoru izbegne degradaciju tako sto dode do spajanja virusne i endozomalne membrane. U
ovom procesu posreduje transport protona kroz tunele virusnog matriks-2 (M2) proteina pri
pH vrednostima u endozomu oko 5,0; kaskada steri¢nih promena u proteinima matriksa-1
(M1) i pocetak oblikovanja homotrimericnog HA glikoproteinskog kompleksa. Rezultat procesa
je razotkrivanje visokoliofilnog fuzogenog domena svakog od HA monomera koji se umecu u
endolizozomnu membranu. Time otpocinje fuzija virusne i lizozomne membrane (Haque 2005,
Wagner 2005). Rezultat toga je da u citoplazmu prodre 8 virusnih genomskih RNA segmenata
koji su u svojem zastitnom nukleokapsidnom omotacu, a sastoji se od nukleokapsidnih (N)
proteina (ribonukleoproteinski kompleks, RNP). U citoplazmi ih virusna mRNA transportuje u
jedro na transkripciju i na replikovanje genomske RNA. To je vrlo dobro uskladen proces koji
precizno reguliSu virusni i ¢elijski faktori (Whittaker 1996). RNA-zavisnu RNA polimerazu
(RdRp) oblikuju kompleksi virusnih PB1, PB2 i PA proteina. Njima je za to potrebna
enkapsidirana RNA (RNPs). Posle prepisivanja virusnih proteina i posle oblikovanja
nukleokapsida koje sadrze repliciranu genomnsku RNA, novonastali virioni prolaze kroz



celijsku ovojnicu u koju su se vec¢ pre utisnuti virusni glikoproteini. U pravljenju heli¢nih
nukleokapsida i proteina virusne ovojnice posreduje virusni matri¢ni-1 (M1) protein koji oko
virusne ovojnice oblikuje strukture sli¢ne ljusci. Reprodukcija virusa u ¢elijama koje u
potpunosti dozvoljavaju razmnozavanje vrlo je brza (traje manje od 10 sati). To je vrlo
efikasan proces koji je omogucen »optimalnom« prisutnos¢éu gena (Rott 1979, Neumann
2004).

S obzirom da je tokom svoje aktivnosti virusna RdRp sklona greSkama utvrdeno je da kod
virusa gripa stepen virusnih mutacija iznosi 2 5 x 10> promena nukleotida na nukleotid i na 1

ciklus replikacije tako da se na jednu replikaciju izmeni priblizno skoro 1 nukleotid na genom
(Drake 1993). U slucaju da u toku replikacije, na nivu domacina ili na nivou populacije, deluju
selektivni pritisci (kao Sto su neutraliSuéa antitela, suboptimalno vezanje za receptore ili
hemijske antivirusne supstance), mogu da nastanu mutanti koji poseduju odgovarajuce
prednosti. Oni zbog toga postaju dominantni unutar virusnog kvazispecijesa u samom
domacdinu ili u populaciji. Mutanti sa odgovarajucim selektivnim prednostima (npr.
izbegavanje neutralizacije, preoblikovanje jedinica za vezivanje za receptore) mogu da se
izdiferenciraju i da postanu dominantne varijante. Ukoliko su napadnute antigenske
determinante za membranske glikoproteine HA i NA, i to mehanizmima imuniteta, ovaj
postupni proces naziva se antigenski drift (mala antigenska promena) (Fergusson 2003).

Antigenski shift (velika antigenska promena) oznacava iznenadno i temeljito menjanje
antigenskih determinanti, tj. menjanje H i/ili N podtipa unutar jednog samog ciklusa
replikacije. To se dogodi u celiji koja je istovremeno zarazena sa dva ili sa vise podtipova
virusa gripa. Raspodela repliciranih virusnih genomskih segmenata u buduce virusno
potomstvo javlja se nazavisno od podtipa virusa svakog segmenta, tako da nastaje
potomstvo koje je kompetentno za replikacije i koje u sebi nosi genetske informacije razlicitih
roditeljskih virusa (tzv. reasortanti- potomci sa prerasporedenim genima) (Webster i Hulse
2004, WHO 2005). Iako su pandemijski humani virusi gripa iz 1957. (H2N2) i iz 1968.g.
(H3N2) nesumnjivo nastali reasortiranjem izmedu humanih i pticjih virusa, virus koji je
prouzrokovao »Spanski grip« 1918. godine izgleda da je u potpunosti pti¢jeg porekla — izvora
(Belshe 2005).

Prirodni domagdini

Nosioci niza razlicitih virusa gripa podtip A su divlje vodene ptice, posebno pripadnice reda
Anseriformes (patke i guske) i Charadriiformes (galebovi i obalske ptice) su nosioci razlicitih
vrsta virusa gripa podtipa A i najverovatnije predstavljaju prirodni rezervoar svih virusa gripa
A (Webster 1992, Fouchier 2003, Krauss 2004, Widjaja 2004). Iako se misli da su sve vrste
ptica osetljive, poznato je da su neke vrste domace zZivine - kokosi, ¢urke, biserke, prepelice i
fazani - posebno osetljive na posledice zaraze.

Virusi pti¢jeg gripa tipa A kod svojih prirodnih domacdina obi¢no ne prouzrokuju obolevanje.
Umesto toga oni ostaju u evolucionoj stazi (zastoju), Sto se na molekularnom nivou utvrduje
niskim koeficijentom N/S (ne-sinononimni vs. sinonimni) mutacija. To ukazuje na cistu
evoluciju (Gorman 1992, Taubenberger 2005). Domacini i virus koegzitiraju u vrlo dobro
uravnotezenoj toleranciji Sto se klinicki izrazava odsutnoscu bolesti i efikasnom replikacijom
virusa. Pri tome domadin izmetom izluéuje ogromne koli¢ine virusa, do 10%7 x 50% infektivne
doze za jaje, (EIDso), na 1 gram izmeta (Webster 1978). Kada se virus prenese na jako
osetljive specijese Zivine, obi¢no se pojave blagi simptomi oboljenja ili ih uopste nema. Virusi
ovog fenotipa nazvani su niskopatogeni (LPAIV) i uglavnhom uzrokuju blago prolazno
smanjenje nosenja jaja kod nosilica ili blago smanjanje telesne tezine kod tovljene zivine
(Capua i Mutinelli 2001). Medutim, podtipovi H5 i H7 imaju potencijal za mutiranje u
visokopatogeni oblik posle prenosa i posle adaptacije na nove zZivinske domadine.
Pojavljivanje visokopatogenih oblika H5 i H7 ili drugih podtipova nije nikada bilo utvrdeno kod
divljih ptica (Webster 1998). Zbog toga bi se moglo pomisliti da su visokopatogeni oblici
nesto vestacko i da Sto je to moguce rezultat meSanja Coveka u prirodno uravnotezeni



sistem.

Kada jednom kod domace zivine nastanu fenotipovi HPAIV, oni imaju sposobnost da se
prenose horizontalno sa Zivine nazad na populaciju divljih ptica. Osetljivost divljih ptica na
obolevanje koje uzrokuje HPAIV je vrlo razliCita i varira od vrste do vrste, u zavisnosti od
starosti i od soja virusa. Do pojave azijskog roda H5N1 HPAI virusa vracanje HPAIV u
populaciju divljih ptica se javljalo sporadicno i bilo je ograni¢eno (uz jedan izuzetak — pomor
¢igri u Juznoj Africi 1961. godine [Becker 1966]), tako da divljim pticama u Sirenju HPAIV nije
ni bila pripisivana epidemioloski znacajna funkcija (Swayne i Suarez 2000). Pocetkom 2005.
g. to se iz osnova promenilo kada je doslo do pojave velike epizootije kod hiljada divjih ptica
u prirodnom rezervatu na jezeru Quinhgai na severozapadu Kine koja je povezana sa azijskim
rodom H5N1- HPAI (Chen 2005, Liu 2005). Kao rezultat toga utvrdena je mogucnost daljeg
Sirenja ovog virusa u pravcu Evrope (OIE 2005). Detalji i posledice su opisani u daljem

tekstu.
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Slika 2. Shema patogeneze i epidemiologije pti¢jeg gripa

LPAIV - niskopatogeni virus pti¢jeg gripa; HPAIV - visokopatogeni virus pti¢jeg gripa; HA - protein
hemaglutin protein; tackaste crte sa strelicama predstavljaju specijesne barijere

Patogeneza HPAI

Patogenost je, kao opSta osobina virusa gripa, poligenicka osobina koja izmedu ostalog zavisi
od »optimalne« genske konstelacije napadnutog domacina i od tkivnog tropizma, od
efikasnosti replikacije i od imunih mehanizama izbegavanja. Poreg toga, specifi¢ni faktori
domacdina i specificni faktori vrste doprinose ishodu zaraze, a to je po interspecijesnom
prenosu a priori nepredvidljivo. Visokopatogene oblike pti¢jeg gripa su do sada prouzrokovali
samo virusi gripa A podtipova H5 i H7. Medutim, postoji samo nekoliko predstavnika



podtipova H5 i H7 koji su visokopatogeni biotipovi (Swayne i Suarez 2000). Obi¢no se virusi
H5 i H7 kod svojih domacina stabilno odrzavaju kao niskopatogeni oblici. Iz ovih rezervoara
virusi mogu da se prenose preko razli¢ih puteva na jata Zivine (vidi dalje). Posle razlicitog, i
za sada neutvrdenog perioda cirkulacije (i verovatno adaptacije) u osetljivim populacijama
Zivine ovi virusi mogu skokovito da mutiraju u visokopatogeni oblik (Rohm 1995).

Studije redosleda nukleotida su pokazale da vec¢ina HPAIV imaju zajednicke karakteristike
njihovih HA gena koji kod Zivine sluze kao marker virulentnosti (Webster 1992, Senne 1996,
Perdue 1997, Steinhauer 1999, Perdue i Suarez 2000).

Da bi postali infektivni virioni gripa A moraju da ukljuce HA proteine koji su bili obradeni
endoproteoliticki iz prekursora HA, do dimera HA; , sa disufdidnom vezom (Chen 1998).
Novonastali N-terminus HA, podjedinice sadrzi fuzogeni peptid koji je sastavljen od jako
lipofilnog domena (Skehel 2001). Taj domen ima zivotni znacaj tokom procesa zdruzivanja
virusne i lipozomne membrane jer on otpocinje proces prodiranja virusnih genomskih
segmenata u citoplazmu celije domacina. Rascepljeni kraj HA niskopatogenih virusa je
sastavljen od dve bazi¢ne aminokiseline na pozicijama -1/-4 (H5) i -1/-3 (H7) (Wood 1993).
Ovi su krajevi dostupni su za tkivno specificnhe proteaze koje su sli¢ne tripsinu i ve¢inom se
nalaze na spoljasnjoj strani respiratornog i gastrointestinalnog epitela. Zbog toga je
verovatno kod prirodnih domacdina u velikoj meri ograni¢ena efikasna replikacija LPAIV-a
samo na te krajeve. Suprotno tome, rascepljeni kraj virusa HPAI obi¢no sadrzi jos dodatne
osnovne aminokiseline (arginin i/ili lizin) koje ucine da je podlozan obradi od strane subtilizin-
slicnim endoproteazama koje su specificne za minimalni saglasni niz -R-X-K/R-R- (Horimoto
1994, Rott 1995). Proteaze ove vrste (npr. furin, proprotein-konvertaze) aktivne su u skoro
svakom tkivu u celom organizmu. Zbog toga virusi koji nose takve mutacije imaju prednost
za neograni¢enu replikaciju na sistemski nacin. Ovaj proces je viSe bio dokumentovan na
terenu. U Italiji je npr. LPAI H7N1 virus viSe meseci kruzio u populacijama ¢uraka i kokosiju
pre nego sto je decembra 1999. neocekivano nastao HPAI H7N1 koji se od svog prekursora
razlikovao samo po polibazi¢nom rascepljenom kraju i prouzrokovao je razorno oboljenje
(Capua 2000).

Pretpostavljalo se da HA geni podtipova H5 i H7 sadrze posebne sekundarne strukture RNA
koje podrzavaju insercione mutacije (kodon duplikacije) pomocu rekopiranja jedinice virusne
polimeraze na purinskom kraju i da kodiraju endoproteoliticki rascepljeni kraj ovih HA
proteina (Garcia 1996, Perdue 1997). Ovaj, i verovatno jos i drugi mehanizmi, kao sto je
supstitucija nukleotida ili intersegmentne rekombinacije (Suarez 2004, Pasick 2005), mogu da
prouzrokuju ugradnju dodatnih bazi¢nih aminokiselinskih ostataka. Ovo poslednje je bilo
eksperimentalno dokazano pomocu generisanja HPAILV iz prekursora LPAIV koji je nastao
ponavljanim pasaziranjem in vivo, uz pomoc¢ poloZajno usmeravane mutageneze (Li 1990,
Walker i Kawaoka 1993, Horimoto i Kawaoka 1995, Ito 2001). Suprotno tome, odstranjivanje
polibazi¢nog rascepljenog kraja pomocu reverzne genetike atenuira HPAI fenotip (Tian 2005).

Ipak, postoje i sojevi virusa kod kojih se kodiranje redosleda nukleotida HA rascepljenog
kraja feno-/patotipa ne slaze na predvideni nacin: Cileanski H7N3 HPAIV koji je nastao
pomocu intersegmentne rekombinacije otkrivenih bazi¢nih aminokiselinskih rezidua samo na
na pozicijama -1, -4 i -6 (Suarez 2004). Sli¢ni primeri postoje i kod roda H5 (Kawaoka 1984).
Sa druge strane je izolat HSN2 iz Teksasa pokazao da sadrzi saglasni niz za rascepljeni niz, ali
je klinicki klasifikovan kao LPAI (Lee 2005). Ovi podaci ponovo naglasavaju poligensku i
komplikovanu patogenost virusa gripa.

Sre¢om, izgleda da je radanje fenotipova HPAI na terenu ipak redak slucaj. Tokom poslednjih
50 godina bile su zabeleZzene samo 24 primarne epizootije koje je prouzrokovao HPAI koji
verovatno de novo na ovakav nacin takode nastaje i na terenu (Tabela 1).

Pored svega pokazano je da je HPAIV sposoban da zarazi sisare i posebno ljude. To je
posebno utvrdeno za azijski rod H5N1 (WHO 2006). Patogenost HPAIV H5N1 zavisnu od
domacina su za sisare proucavali na ve¢em broju modela: misevi (Lu 1999, Li 2005a), vretne
- beli tvorovi (Zitzow 2002, Govorkova 2005), majmuni cynomolgous (Rimmelzwaan 2001) i
svinje (Choi 2005). Pokazalo se da ishod zaraze zavisi od soja virusa i od vrste (specijes)




domacina. Vretne-beli tvorovi izgleda da kao u ogledalu odrazavaju patogenost kod coveka,
bolje nego misevi (Maines 2005).

Izgleda da u patogenosti uestvuju brojni genetski markeri koji su locirani u razli¢itim
segmentima Z genotipa H5N1 (Tabela 2). Medu njima su mehanizmi interferencije sa
mehanizmima linije odbrane domacina, kao Sto je sistem interferona, preko produkata NS-1
gena, koji su postali posebno zanimljivi. Pomocu reverzne genetike eksperimentalno je
dokazano da su NS-1 proteini nekih sojeva H5N1, koji imaju glutaminsku kiselinu na poziciji
92, u stanju da prouzrokuju protivvirusne efekte interferona i a-faktora tumorske nekroze. To
verovatno prouzrokuje menjanje replikacije u domacinu i do smanjivanja praznjenja-izlaska
iz zarazenog domacina (Seo 2002+2004). Pored toga oStecenja nastala usled imunih reakcija
zbog sa NS-1 posredovanim prekidanjem mreze citokina moguce je delom pripisati
oStecenjima pluca (Cheung 2002, Lipatov 2005). Medutim ni jedna od tih mutacija (Tabela 2)
sama ne predstavlja stvarni preduslov za patogenost za sisare (Lipatov 2003). Zbog toga
izgleda da kod sisara u velikoj meri na patotipske specificnosti utice i njima upravlja
optimalna konstelacija gena na nacin koji je zavisan od domacina (Lipatov 2004).

Tabela 2. Pregled genomskih lokusa koji bi mogli biti upleteni u poveéanu patogenost za sisare kod virusa
visokopatogenog azijskog roda HSN1

Gen, Mutacija Ucinci Referenca
Protein
HA polibazi¢ni endo- prednosti za sistemsku diseminaciji i razne
proteoliticki rascepljeni |[replikaciju (Zivina, sisari)
kraj
NA 19-25 aa delecijau adaptacija na razvoj u Zivini i u ¢urkama (?)  |[Matrosovich 1999,
regionu stabla Giannecchini 2006
PB2 627K izmenjena sistemska replikacija u miSevima (|Hatta 2001, Shinya 2004
70IN povecana patogenost na miSevima Li 2005

PB-1 13P, 678N

izmenjena aktivnost polimeraze; §to je

korisno za rani proces specijes-specificne Gabriel 2005
NP 319K adaptacije?
NS-1 92E olakSano izmicanje urodenim imunim Seo 2004

odgovorima, kod svinja smanjeno praZnjenje
virusa

Klinicka slika

Po isteku perioda inkubacije, koji obi¢no traje nekoliko dana (retko vise od 20 dana) zavisno
od osobina izolata, od inokulacione doze, od specijesa i od starosti ptice, kod ptica se razvija
razlicita klinicka slika pti¢jeg gripa. Simptomi su nespecifi¢ni (Elbers 2005). Zbog toga je
nemoguce dijagnozu bolesti bazirati samo na osnovu klini¢ke slike.

Simptomi koji se pojave posle zarazavanja niskopatogenim AIV mogu da budu vrlo diskretni:
nakostreseno perje, privremeno smanjenje broja snesenih jaja ili gubitak telesne teZine
zajedno sa blagim respiratornim oboljenjem (Capua i Mutinelli 2001). Neki LP sojevi, kao Sto
je azijski rod HON2, koji su prilagodeni na efikasnu replikaciju kod Zivine mogu da
prouzrokuju vidne znake bolesti i, takode, znac¢ajni mortalitet (Bano 2003, Li 2005).

U svom visokopatogenom obliku bolest se kod kokosiju i kod ¢uraka moze pojaviti iznenada
vec u roku 48 sati, pracena je teskim simptomima i mortalitetom koji je blizu 100% vec u
prvih 48 sati (Swayne i Suarez 2000). Sirenje unutar zahvacenog jata zavisi od nacina



uzgoja: u jatima koja su na stelji mogu¢ je direktni kontakt i meSanje zivotinja, zaraza se
brze Siri nego u uslovima uzgoja u kavezima, ali je ipak dovoljno samo nekoliko dana da se
sve zivotinje zaraze (Capua 2000). Cesto je zahvaéen samo deo farme. Brojne ptice uginu
bez da pokazu bilo kakve prethodne znake, tako da se ponekad posumnja na trovanje
(Nakatami 2005). Treba napomenuti da neki izolati HPAI virusa mogu da prouzrokuju tesko
oboljenje samo kod jedne vrste ptica, dok kod drugih ne: na pijacama Zive Zivine u Hong
Kongu godine 1997. pre potpune depopulacije, HPAIV H5N1 je imalo 20% kokosiju i samo
2,5% patki i ¢urki, dok su ostale galiforme, vrapci i papagajske vrste bile negativne. Klinicki
izrazeno oboljenje su imale samo kokosSi (Shortridge 1998).

U industrijskom nacinu uzgoja zZivine naglom porastu konzumacije vode i hrane, sledi
progresivno opadanje konzumiranja, Sto moze da bude znak za prisutnost oboljenja u jatu. U
jatima nosilja je uocljiv prekid nosenja jaja. Pojedine ptice pogodene sa HPAI Cesto pokazuju
tesku apatiju i nemobilnost (Kwon 2005). Uocljivi su edemi na delovima glave koji nisu
pokriveni perjem, cijanoza kreste, podbratka i na nogama, dolazi do proliva sa izmetom
zelenkaste boje i otezano disanje. Kod nosilja se na pocetku pojave jaja sa mekom ljuskom,
sa napredovanjem bolesti brzo dolazi do prekida nosenja jaja (Elbers 2005). Znaci od strane
nervnog sistema obuhvataju tremor, neuobicajno drzanje (torticolis) i oteznu koordinaciju
(ataxia) koji preovladuju kod manje osetljivih specijesa, kao Sto su patke, guske i ratites -
ptice koje ne lete (Kwon 2005). U toku epizootije HPAI u Saksonji, Nemacka, 1979, guske su
prisilno plivale u pravilnim krugovima i to je bio jedan od znakova koji je doveo do sumnje na
HPAI.

Klinicka slika zaraze Coveka pti¢jim gripom je opisana u poglavlju pod naslovom »Klini¢ka
slika gripa Coveka«.

Patologija
LPAI

Lezije su razli¢ite u zavisnosti od soja virusa, vrste domacina i od starosti. Uopste, jedino kod
¢urki i kokosiju postoje ocite i mikroskopske promene, posebno pri zarazi sojevima koji su
adaptirani na ove domacine (Capua i Mutinelli 2001). Kod ¢uraka su bili dijagnostikovani
sinusitis, traheitis i sakulitis iako su moguce i sekundarne bakterijske infekcije. Kod ¢uraka je
opisan pankreatitis, a kod kokosiju naj¢esce nalazimo zahvacenost respiratornog trakta u
lakSem obliku. Pored toga se kod nosilja lezije nalaze na organima za reprodukciju (ovarijumi,
jajovod, Zumancani peritonitis).

HPAI

Makroskopske patoloSke i histopatoloSke promene HPAI pokazuju slicnhu zavisnost opisanu
kod klinicke slike. Navode se Cetiri vrste patoloskih promena (Perkins i Swayne 2003):

(i) perakutne (unutar 24-36 Casova posle infekcije, ve¢inom kod nekih galiformnih specijesa) i
akutne oblike oboljenja koji ne pokazuju karakteristicne makroskopske patoloske promene:
diskretni hidroperikardijum, blagi edem intestinalnog trakta i ponekada petehijalna krvarenja
na mezenterijalnoj i perikradijalnoj serozi koje se ne opisuju uvek (Mutinelli 2003a, Jones i
Swayne 2004). Kokoske koje su bile inficirane rodom azijskog HSN1 povremeno su imale u
traheji hemoragicne tragove i znatnu koli¢inu sluzi (Elbers 2004). Isto tako je moguce naci
serozne eksudate u telesnim Supljinama i pluéni edem. Tackasta krvarenja u sluznici
proventrikula, koja su u proslosti bila ¢esto opisivana u udzbenicima javljala su se izuzetno i
samo kod zivine inficirane rodom azijskog H5N1 (Elbers 2004). U razliitim organima moguce
je nadi razliCite histoloske lezije zajedno sa virusnim antigenom (Mo 1997). Virus je prvi put
viden u endotelijalnim ¢elijama. Kasnije su celije koje su zarazene virusom nasli miokardu, u
nadbubreznim Zlezdama i u pankreasu. Zaraze se i neuroni kao i glijalne éelije mozga.
Patogenetski tok je slican toku zaraze prouzrokovane ostalim endoteliotropnim virusima, gde
aktivacija endotelnih cCelija i leukocita vodi sistemskom i nekoordinisanom oslobadanju
citoksina, sto dovodi do sklonosti kardiopulmonarnom ili multiorganskom propadanju



(Feldmann 2000, Klenk 2005);

(ii) kod zivotinja kod kojih je poCetak simptoma razvucen i imaju produzeni tok bolesti u
klinickoj slici bolesti preovladuju neuroloski simptomi, a histoloski se vide nesupurativna
oStecenja mozga (Perkins i Swayne 2002a, Kwon 2005). Medutim virus je moguce izolovati i
iz drugih organa. Ovakav tok oboljenja je opisan kod gusaka, patki, emua i kod drugih
specijesa koji su bili eksperimentalno zarazeni rodom azijskoga HPAI H5N1 soja. Kod ptica
koje nesu jaja moguce je utvrditi zapaljenje ovarijuma i jajovoda posle rupture folikula, tzv.
Zumancani peritonitis.

(iii) kod patki, galebova i kod kuc¢nih vrabaca utvrdena je samo ogranicena replikacija virusa.
Te ptice su pokazivale blagi oblik intersticijalne pneumonije, alveolitis i povremeno limfocitni i
histiocitni miokarditis (Perkins i Swayne 2002a, 2003).

(iv) u eksperimetima koje su izvodili Perkins i Swayne (2003) golubovi i ¢vorci su se pokazali
kao otporni na zarazu sa H5N1. Medutim Werner i sar. (bi¢e objavljeno) su uspeli da kod 5/16
golubova prouzrkuju dugotrajno neurolosSko oboljenje uzrokovano nesupurativnim
encefalitisom (Klopfleisch 2006). Koristili su nedavni HPAI izolat iz Indonezije H5N1.

Diferencijalna dijagnoza

U diferencijalnoj dijagnostici HPAI treba uzeti u obzir oboljenja koja imaju iznenadni pocetak,
prati ih visoki mortalitet ili hemostaza podbratka i kreste:

velogenicka Newcastle bolest

infektivni laringotraheitis (kokosi)

pacja kuga

akutna trovanja

akutna kolera kokosiju (Pasteurellosis) i druga septikemijska oboljenja
bakterijski celulitis podbratka i kreste

Oblici HPAI koji imaju laksi tok jos vise klini¢ki zbunjuju. Zbog toga je za sve dalje mere koje
bi trebalo preduzeti od klju¢nog znacaja brza laboratorijska dijagnostika (Elbers 2005).

Laboratorijska dijagnoza

Skupljanje uzoraka

Uzorke treba uzeti sa veceg broja kadavera, kao i od obolelih ptica u jatu. Idealno je
uzimanje uzoraka na statistickoj bazi kao i postavljanje dijagnoze na osnovu jata. Kada se
uzimaju uzorci od ptica koje su sumljive na HPAI, treba voditi racuna o sprovodenju mera
zastite kod lica koja vrSe uzorkovanje zbog potencijalno zooantoponozne HPAIV (Bridges
2002). Uputstva je dao CDC 2005.

Za virusoloske analize treba uzeti bris kloake i bris orofarinksa. To u principu omogucava
laboratorijsku obradu uzoraka. Uzete briseve treba promesati u 2-3 ml sterilnoj transportnoj
hranljivoj podlozi koja sadrzi antibiotike i proteine (npr. 0,5 % [w/v] bovini serum albumin,
do 10% bovinog seruma ili brain-heart infusion).

Na autopsiji koja se vrsi uz upotrebu zastitne opreme autopsijskog osoblja uz sprovodenje
mera za sprecavanje Sirenja oboljenja se za izolaciju virusa, uzimaju uzorci mozga, pluca,
slezine i sadrzaja creva.

Za seroloske reakcije od zZivotinja se uzimaju uzorci krvi. Broj sakupljenih uzoraka mora biti
toliki da se omoguci detekcija sa 95% intervalom poverenja za parametar sa 30%
prevalencijom.

Transport uzoraka

Brisevi, tkiva i krv se transportuju na hladnom, ali ne smeju da se zamrznu. Ukoliko se
ocCekuje da ce transport trajati viSe od 48 Casova, u tom slucaju uzorke treba zamrznuti i
takve ih transpotrovati u suvom ledu. Tokom transportovanja uzoraka mora voditi racuna o
sprovodenju bezbednog transporta in mora se se kontrolisati sprovodenje propisa za



bezbedan transport istih (e.g. IATA pravila) ¢ime se sprecava Sirenje oboljenja i akcidentalno
zarazavanje ljudstva tokom transporta. Pre slanja uzoraka treba o pripremi i slanju obavestiti
laboratoriju, joS bolje je obavestiti je pre pristupanja uzimanju uzoraka.

Dijagnosti¢ki postupci

Direktna detekcija AlV infekcije

U sustini postoje dva (paralelna) smera dijagnostickih postupaka kojima se pokusava (i)
izolacija i suptipizacija virusa pomocu klasi¢nih metoda (vidi OIE Manual 2005) i (ii)
molekularno otkrivanje i detaljno opisivanje genoma virusa.

(i) Obi¢no se izolacija virusa Al vrsi inokulacijom rastvora brisa ili homogenata tkivau 9 - 11
dana stara embrionisana kokosija jaja ve¢inom kroz horioalantoicku vre¢u (Woolcock 2001).
U zavisnosti od patoloskog tipa virusa, embrioni mogu da uginu ili da preZive u toku
petodnevnog posmatranja. Obi¢no ne postoje nikakve znacajnije lezije ni na embrionu ni na
alantoisnoj membrani (Mutinelli 2003b). Jaja u koja je inokulisan materijal koji sadrzi HPAIV
obi¢no uginu unutar 48 sati. U prikupljenoj alantoi¢noj te¢nosti moguce je otkriti prisustvo
hemaglutinacijske materije. Hemaglutinacija (HA) je neosetljiva tehnika za koju je potrebno
prisustvo najmanje 10%° delova na ml. Ukoliko je u inokulumu prisutna mala koncentracija
virusa, kod nekih sojeva LPAIV je potrebno izvrsiti najmanje dve dodatne pasaze u
embrioniranim jajima da se dobije dovoljan broj virusa koje je moguce otkriti pomocu HA. U
slucaju HPAIV, dostizanje optimalne hemaglutinacije potrebna je druga pasaza uz upotrebu
razredenog inokuluma.

Hemaglutinacioni izolati se antigenski karakteriSu pomocu testova inhibicije hemaglutinacije
(HI) uz koris¢enje (mono-) specificnih antiseruma za 16 H podtipova i za kontrolu za razliite
tipove pti¢jih paramiksovirusa koji takode imaju hemaglutinacijsku aktivnost. Podtip NA je
moguce utvrditi pomocu reakcija inhibicije neuraminidaze. Za to su potrebni podtip specifi¢ni
serumi (Aymard 2003). U slucaju susreta sa izolatima iz rodova H5 ili H7 za njih je potrebno
utvrditi intravenski indeks patogenosti (IVPI), s ¢ime se razlikuju LP i HP biotipovi (Allan
1977). Virus koji je izolovan na jajima inokuliSe se u deset pili¢a starosti 6 nedelja (0,1 ml
1/10 rastvora alantoi¢ne te¢nosti koja sadrzi HA titar veci od 1:16). Narednih 10 dana vrsi se
posmatranje pili¢a u cilju otkrivanja pojave klinickih simptoma bolesti. Rezultati su sazeti u
pokazatelj koji ukazuje na HPAI virus kada su dobijene vrednosti vece od 1,2. Druga
mogucnost je da se radi o HPAI izolatu je kada u toku perioda posmatranja ugine najmanje 7
od 10 (75%) inokulisanih pilica.

Pomocu opisanih klasi¢nih postupaka dijagnoza AIV se postavi za pet dana, ali je ponekada za
iskljucenje njegove prisutnosti potrebno i dve nedelje. Pored dijagnostickih sredstava visokog
kvaliteta (SPF jaja, H- i N-podtip specifi¢ni antiserumi) potrebni su i iskusni strucnjaci. Za
sada ne postoje Celijske kulture za izolaciju AIV koje mogu da postignu osetljivost
embrionisanih kokosijih jaja (Seo 2001).

(i) Mnogo brzi nacin je koris¢enje molekularnih tehnika, posebno kada je potrebno samo
iskljuciti zarazu. I ove tehnike slede u kaskadnom stilu: otkrivanje prisutnosti za grip A
specificne RNA vrsi se pomocu reakcije lanca reverzne traskriptivne polimeraze (RT-PCR),
kojoj su cilj fragmenti M gena koji je najbolje oCuvani segment genoma virusa gripa (Fouchier
2000, Spackman 2002), ili gen nukleokapside (Dybkaer 2004). Kada se dobije pozitivni
rezultat, nastavlja se sa reakcijama RT-PCR rasirenosti fragmenata gena za hemaglutinin za
podtipove H5 i H7. Time se otkriva prisutnost virusa gripa koji se mora obavezno prijaviti
(Dybkaer 2004, Spackman 2002). Kada je ovaj rezultat pozitivan, onda je izvodljiva
molekularna dijagnoza patotipa (LP odnosno HP) posle sekvencioniranja fragmenta HA gena
Sto obuhvata endoproteoliticki rascepljeni kraj. Izolate kod kojih je prisutno viSe vrsta
aminokiselina klasifikuje se kao HPAI. PCR i druge DNA tehnike bile su hamenjene za
detekciju sojeva H5N1 azijskoga roda (Collins 2002, Payungporn 2004, Ng 2005). Pomocu
kanoni¢ne RT-PCR je moguca identifikacija i ne-H5/H7 podtipova koja se nastavlja
sekvencijalnom analizom HA-2 podjedinice (Phipps 2004). Postoje i specificne mase za svaki
NA podtip. Potpuna karakterizacija je moguca unutar 3 dana posebno ukoliko se koriste
najnovije PCR tehnike (Perdue 2003, Lee i Suarez 2004). Medutim u razvoju su i DNA cipovi i
to ¢e omoguditi neometanu tipizaciju Al virusa (Li 2001, Kessler 2005). Isklju¢enje dijagnoze
je moguce u jednom danu.

Slabosti molekularne dijagnostike su cena opreme i materijala, ali je zato, u poredenju sa
izolacijom virusa na kokosijim jajima, moguce analiziranje veceg broja uzoraka uz manje




ljudstva i u mnogo kracem vremenu. Ne sme se prikriti ¢injenica da svaka PCR, ili reakcija
hibridizacije, za razliku od izolacije virusa na jajima, skriva znacajnu unutrasnju nesigurnost
koja je povezana sa prisustvom specificnih mutacija u datom izolatu na krajevima za
povezivanje primera i/ili u samim probama-sondama $to moze da prouzrokuje lazno
negativnu reakciju.

Za kompenzovanje slabosti ova dva dijagnosticka postupka najbolje je kombinovanje
molekularnih (npr. za potrebe skrininga) i klasi¢nih pristupa (npr. za konacno karakterisanje
izolata i za potvrdu dijagnoze kod indensnog obolelog).

Brze analize su oblikovane za potrebe detekcije virusnog antigena u otiscima briseva tkiva i u
kriostatskim odrescima pomocu imunofluorescencije, ili enzimske tehnike (ELISA) i sistema
dip-stick lateral flow systems u teCnosti briseva. Do sada su se ove tehnike pokazale kao
manje osetljive u odnosu na izolaciju virusa ili u odnosu na PCR. Zbog toga ih se ne prihvata
kao odgovarajuce za potvrdu dijagnoze, posebno kod indeksnih slu¢ajeva (Davison 1998,
Selleck 2003, Cattoli 2004). Koris¢enje tzv. pen side testova u veterinarskoj praksi na terenu
joS uvek je u povojima i potrebno ih je jos dalje razvijati.

Indirektna detekcija AlV infekcije

Serologija na osnovu jata (kolektiva) korisna je za potrebe skriniga (Beck 2003). Medutim za
detekciju ALV specifi¢nih antitela, u uzorcima seruma ptica ili u Zumancetu u jatima nosilja,
jos uvek zlatni standard predstavlja analiza inhibicije hemaglutinacije (HI) pomocu
referentnih podtipova antigena. Otkrivanje grupno specifi¢nih antitela (influenca virus tip A)
protiv nukleokapsidnog proteina moguce je i pomocu agar gel imunoprecipitacije i pomocu
ELISA (Meulemans 1987, Snyder 1985, Jin 2004). Kompetitivni ELISA formati omogucavaju
pregledanje seruma svih specijesa ptica, nezavisno od toga da li su na razpolaganju specijes -
specificni konjugati (Shafer 1998, Zhou 1998). Opisan je ELISA format za detekcijo H7-
specificnih antitela (Sala 2003) medutim za sada ne postoji takav test za detekciju H5
specifi¢nih antitela u pti¢jim serumima.

Kinetika podtip specificnih antitela je zavisna od karakteristika soja virusa i prvenstveno od
specijesa domacina. Kod kokosijih vrsta ptica prisustvo AIV-specificnih antitela moze da se
otkrije tokom druge nedelje posle ekspozicije; antitela u Zumancetu jajeta se mogu
detektovati posle nekoliko dana (Beck 2003). Produkcija i detekcija antitela kod specijesa
Anatidae je jos viSe varijabilna (Suarez i Shultz-Cherry 2000).

Prenos

Prenos medu pticama

Virusi pti¢je gripe niske patogenosti kod vodenih ptica imaju stabilan genetski ciklus (Webster
1992). Ciklus zarazavanja medu pticama zavisi od lanca fekalno-oralnog prenosa. Pored
direktnog prenosa sa domacina na domacina, kod sisara je znacajan i indirektni nacin prenosa
preko vode koja je kontaminirana virusima i preko predmeta (ljudi, svinje, konji) gde
preoviaduje prenos preko aerosola. Kod ptica je izmerena najveca ekskrecija koja iznosi do
1087 x 50% infektivhe doze za jaje (EIDso) na gram fecesa (Webster 1978). Prosedni titrovi
¢e biti mnogo manji. Virusi pti¢jeg gripa uprkos svojoj delikatnoj morfologiji, imaju
iznenadujucu sposobnost da u spoljasnjoj sredini oCuvaju zaraznost, posebno u povrsinskim
vodama (Stallknecht 1990a+b, Lu 2003). Virusi suspendovani u vodi su zaraznost sacuvali
vise od 100 dana na temperaturi od 17°C. Na temperaturi pod -50°C je moguce virus Cuvati
beskonacno. Podaci Itoa i sar. (1995) i Okazakija i sar. (2000) pruzaju dokaz da su virusi
pti¢jeg gripa u palearktickim predelima zasti¢eni u smrznutoj vodi jezera u toku zime bez
prisustva njihovih prirodnih migracionih domacdina. Posle povratka zbog razmnoZzavanja u
narednoj sezoni ptice ili njihovi (osetljivi) naslednici ponovo se zaraze virusima koji se
slucajno oslobadaju iz odmrznute vode. Na osnovu ovih Cinjenica pretpostavlja se da se virusi
gripa u ledu zZivotne sredine ocCuvaju tokom dugih perioda (Smith 2004), te da iz tih
rezervoara stari virusi i genotipovi mogu da se recikliraju (Rogers 2004).

Ulazak H5 ili H7 podtipova LPAI virusa u osetljiva jata Zivine je osnova za lanac zaraza koje
mogu da dovedu do razvoja visokopatogenih biotipova de novo. Najvedi rizik da se zaraza
prenese sa divljih ptica na domacu zivinu je kada se domaca Zivina drzi na otvorenom, kada
Zivina ima zajednicke izvore vode sa divljim pticama, ili kada koristi vodu i hranu koja moze
da bude kontaminirana izlu¢evinama divljih ptica koje su nosioci virusa (Capua 2003, Henzler
2003). Ptice se mogu da se zaraze direktnim kontaktom sa Zivotinjama koje izlucuju virus,



kontaktom sa njihovim izlu¢evinama, ili kontaktom sa vektorima (abiotski) koji su
kontaminirani materjialom koji sadrzi viruse. Kada jednom ude u domaca jata LPAIV moze i
ne mora da bude zavisan od od faze adaptacije na specijes Zivine da bi se izlucivao u
koli¢inama koje su dovoljne za omogucéavanje horizontalne transmisije unutar jata i medu
jatima. Kada u jatu koje je zarazeno sa LPAI nastane HPAI, on se Siri na isti nacin kao i LPAIL.
Takozvane »mokre« pijace, na kojima se prodaje Ziva Zivina u uslovima prenatrpanosti su
multiplikatori Sirenja (Shortridge 1998, Bulaga 2003).

Mere za sprovodenje bioloSke zastite namenjene za izolaciju velikih poseda sa Zivinom
efikasno sprecavaju prenos zaraze sa farme na farmu preko mehanickih sredstava kao Sto su
kontaminirana oprema, vozila, hrana, kavezi ili ode¢a - posebno cipele. Prilikom analize
epizootije HPAI u Italiji godine 1999/2000. otkrili su sledece rizike za prenos: preseljavanje
zarazenih jata (1,0%), posredni kontakti tokom prevoza u klanicu (8,5%), blizina zarazenog
jata u radijusu 1 km (26,2%), vozila za prevoz hrane, stelje ili leSeva (21,3%), ostali
indirektni kontakti tokom smenjivanja osoblja na farmi, radne mehanizacije itd. (9,4%)
(Marangon i Capua 2005). U toj epidemiji nije bilo pokazatelja o aerogenem Sirenju. Medutim
u epizootiji u Holandiji (2003) i u Kanadi (2004) su uzeli u obzir i aerogeni prenos (Landman i
Schrier 2004, Lees 2004). Uloga zivih vektora kao Sto su pacovske buve, koje mogu da deluju
kao »mehanicki vektori« koji nisu zarazeni, i nije neosnovana, medutim vektori ne
predstavljaju glavni Cinilac prenosa.

Do pojave azijskog roda H5N1 HPAIV ponovno prelazenje HPAILV iz zivine u populaciju divljih
ptica nije imalo neku vaznu ulogu. Aprila 2005. se na jezeru Qinghai u severoisto¢noj Kini
pojavilo oboljenje koje je prouzrokovao azijski rod H5N1 i zahvatilo je na hiljade gologlavih
gusaka i druge vrste migratornih patki, kormorana i galebova (Chen 2005, Liu 2005). Zbog
toga je potrebno ubuduce imati u vidu da ¢e viruse azijskog roda H5N1 prenositi divlje ptice i
to treba imati u vidu prilikom oblikovanja preventvnih mera (sledi diskusija o tome).

Od kraja 2003. godine su u Aziji bili otkriveni neki virusi HSN1 koji su visokopatogeni za
kokosi, ali ne i za patke (Sturm-Ramirez 2005). Prilikom eksperimentalnih infekcija tim
izolatima dobili su prilikom genetske analize heterogenu smesu i sposobnost oblikovanja
plakova u kulturi tkiva (Hulse Post 2005). Patke inficirane ovim izolatima, koje su prezivele
zarazu, izlucivale su virusnu populaciju do 17 dana. Populacija virusa nije izgubila patogeni
potencijal za patke. Pri koris¢enju klinickih znakova za utvrdivanje prisutnosti HPAIV H5N1 na
terenu patke bi mogle biti »Trojanski konj« za ovaj virus (Webster 2006).

Prenos na ljude

Prenos virusa pti¢jeg gripa na ljude koji prouzrokuje klini¢ki prepoznatljivo oboljenje vrlo je
retka pojava (Tabela 3). Imajudi u vidu Cinjenicu da su u jugoisto¢noj Aziji virusu HPAIV
H5N1 potencijalno eksponirani milioni ljudi, realni broj dokumentovano obolelih je mali, iako
poslednjih godina raste (http://www.who.int/csr/disease/avian influenza/country/en).

Prvu vezu azijskog roda HPAIV H5N1 sa pojavom respiratornog oboljenja kod ljudi su otkrili
1997. god. u Hong Kongu. Tada je 6 od 18 lica zarazeno virusom H5N1. Oboleli su bili
epidemioloski povezani sa epizootijom koja je harala na pijacama sa zivim pticama, a koju je
prouzrokovao visokopatogeni H5N1 (Yuen 1998, Claas 1998, Katz 1999). Rizik direktnog
prenosa virusa H5N1 sa ptica na Coveka izgleda da je najvedi kod lica koja su u tesnom
kontaktu sa Zivom zarazenom zivinom, ili sa povrsinama, ili sa predmetima koji su
kontaminirani izlu¢evinama zarazene zivine. Rizik ekspozicije je najvedi pri klanju, ¢iSéenju
perja, rezanju na komade i pri pripremanju Zivine za kuvanje
(http://www.who.int/csr/don/2005_08_18/en/). Prisutnost azijskog roda virusa HPAI H5N1
bila je utvrdena u telima uginulih ptica u svim tkivima ukljucujuéi i meso. Vise puta je bilo
prijavljeno da su obolela i umrla lica koja su klala ili su pripremala meso obolelih ptica za
konzumaciju, dok drugi ¢lanovi porodice koji su takvo meso jeli nisu oboleli
(http://www.who.int/csr/don/2005 10 13/en/index.html)..




Tabela 3. Dokumentovane infekcije ljudi virusima pti¢jeg gripa *
Datum Drzava/predeo |[Soj Obolelo Simptomi Izvor
(umrlo)
1959. SAD H7N7** |1 Respiratorni Putovanje u inostranstvo
1995. VB H7N7 1 Konjunktivitis Kuéne patke (delile su
jezero sa migratornim
pticama)

1997. Hong Kong HS5N1** |18 (6) Respiratorni/ Zivina

|[pneumonija
1998. Kina HON2 5 Nepoznati Nepoznat

(Guangdong)

1999. Hong Kong HON2 2 Respiratorni Perutnina, nepoznato
2003.(feb.) [[Hong Kong HSN1** |12 (1) Respiratorni Nepoznat
2003. Holandija H7N7** |89 (1) Konjunktivitis Zivina
(mar.) (pneumonija,

respiratorni zastoj

kod obolelih sa

fatalnim ishodom)
2003. (dec.) [Hong Kong HON2 1 Respiratorni Nepoznat
2003. New York H7N2 1 Respiratorni Nepoznat
2003. Vijetnam HS5N1** |13 (3) Respiratorni Zivina
2004. Vijetnam HS5N1** 29 (20) Respiratorni Zivina
2004. Tajland HS5N1** |17 (12) Respiratorni Zivina
2004. Kanada H7N3** |12 Konjunktivitis Zivina
2005. Vijetnam HS5N1** |61 (19) Respiratorni Zivina
2005. Tajland HS5N1** |15 (2) Respiratorni Zivina
2005. Kina HS5N1#* |7 (3) Respiratorni Zivina
2005. Kambodza HS5N1** |4 (4) Respiratorni Zivina
2005. Indonezija HS5N1** |16 (11) Respiratorni Zivina
2006. Turska H5N1** |3 (3) Respiratorni Zivina

* Izvor: Avian influenza - assessing the pandemic threat. WHO,
http://www.who.int/csr/disease/influenza/WHO_CDS_2005_29/en/, preuzeto 06. januara 2006.
** Visokopatogen za Zivinu

Soj HON2 je prouzrokovao blagi oblik gripu slicnog oboljenja kod dvoje dece u Hong Kong
SAR 1999. godine i kod jednog deteta sredinom decembra 2003. godine (Saito 2001, Butt
2005). Soj H9N2 koji je istovremeno kruZio kod zivine je prouzrokovao pojavu znacajnih
simptoma i visoki stepen smrtnosti kod osetljivih specijesa kao Sto su ¢urke i kokosi.

Do danas nije bilo dokaza da bi dobro termicki obradeno Zivinsko meso ili proizvodi od
zivinskog mesa bili izvor zaraze za ljude virusima azijskog roda H5N1. SZO kao opste pravilo
preporucuje temeljitu termicku obradu mesa tako da je meso u svim unutrasnjim delovima
zagrejano na temperaturu od 70°C. Na toj temperaturi se virusi gripa inaktiviraju dakle, od
virusom H5N1 kontaminiranog sirovog mesa ono postaje bezbedno zZivinsko meso (WHO
2005).

Prenos na druge sisare

Virusi pti¢jeg gripa su u viSe prilika prouzrokovali infekciju razliCitih vrsta sisara. I kod njih je
moguce da se posle ciklusa replikacija i adaptacija utemelje novi epidemijski rodovi. Svinje su
posebno Cesto bile ukljucene u ove »interklasne transverzije«. U populacijama evropskih



svinja preovladuju virusi sli¢ni pti¢jem gripu HIN1 (Heinen 2002), kao i virus HIN2 koji je
reezultat reasortiranja humani-pticji virus. Prvi put je izolovan u Velikoj Britaniji 1992. g. i od
tada je stalno prisutan (Brown 1998). U SAD cirkuliSe trostruko reasortirani (H3N2) izmedu
klasi¢nog H1IN1, covedjijeg H3N2 i pti¢jeg podtipa (Olsen 2002). Ostali podtipovi koji su
verovatno pti¢jeg porekla (npr. HIN7, H4N6) bili retko otkrivani kod svinja (Brown 1997,
Karasin 2000). Virus pti¢jeg porekla HON2 je umereno rasiren u populacijama svinja na istoku
Kine (Xu 2004). Od ptica se virusima gripe A mogu zaraziti i morski sisari i konji (Guo 1992,
Ito 1999).

Prirodna infekcija sa H5N1 bila je opisana kod tigrova i drugih velikih macka u zooloSkom vrtu
u Tajlandu jer su ove zivotinje hranili leSevima zivine koja je bila zarazena virusom
(Keawcharoen 2004, Quirk 2004, Amosin 2005). Posledica je bio teski oblik oboljenja sa
visokim mortalitetom. U istom zooloSkom vrtu je doSlo i do prenosa sa macke na macku
(Thanawongnuwech 2005). To je bio prvi prijavljeni primer zaraze virusom gripa kod Felidae.
U Evropi su virusom H5N1 u eksperimentalnim uslovima zarazili ku¢ne kratkodlake macke
(Kuiken 2004).

Godine 2004. su u Vijetnamu sakupili oko 3.000 uzoraka seruma uzetih od slobodnih svinja
lutalica koje su testirali da bi nasli dokaze o njihovoj eksponiranosti virusu gripa HSN1 (Choi
2005). Metodama neutralizacije i Western blot su potvrdili seropozitivhost samo u 0,25%
uzoraka. Prilikom eksperimentalnih zaraZzavanja bilo je dokazano da je moguce zaraZavanje
svinja virusima H5N1 koji su bili izolovani 2004. g. u Aziji i po poreklu su humani ili pticji.
Jedini simptomi koji su se pojavili 4 dana po zarazavanju bili su blagi kasalj i povecana
telesna temperatura. Virus je moguce izolovati iz tkiva gornjih respiratornih organa bar 6
dana po zarazavanju. Vrhunac titrova virusa u brisevima nosa je 2 dana po zarazavanju, ali ni
jedna eksperimentalno zarazena Zivotinja nije prenela zarazu na svinje iz kontakta. Izgleda
da visokoletalni H5N1 virusi koji kruze po Aziji mogu da zaraze svinje na prirodan nacin.
Medutim incidenca ovih infekcija je vrlo niska. Ni jedan od testiraniih pti¢jih ili humanih H5N1
virusa se u eksperimentalnim uslovima nije prenosio medu svinjama (Choi 2005). Na osnovu
ovih nalaza svinje verovatno momentalno nemaju vaznu ulogu u epidemiologiji azjiskog roda
H5N1.

Epizootija visokopatogenog H7N7 pti¢jeg gripa kod zZivine u Holandiji, Belgiji i u Nemackoj
prole¢a 2003. g. prouzrokovala ja zarazavanje 89 radnika koji su bili eksponirani zarazenim
zivotinjama i leSevima. Kod njih je opisana pojava blagog oblika oboljenja, pretezno
konjunktivitis (Koopmans 2004). Zaraza je kod jednog veterinara prouzrokovala sindrom
akutnog respiratornog distresa i imala je smrtni ishod (Fouchier 2004). U toku epizootije u
Holandiji zaraza sa H7N7 je bila virusoloski i seroloski potvrdena i kod veceg broja kuc¢nih
kontakata. Od toga je Cetvoro lica imalo konjunktivitis (Du Ry van Beest Holle 2005). Dokazi
0 zarazavanju (asimptomatskom) ljudi prirodnim putem sa LPAIV sojevima podtipova H9, H7
i H5 opisani su i u drugim prilikama u Italiji i u Japanu (Zhou 1996, Puzelli 2005, Promed
20060110.0090).

U nepotvrdenom izvestaju (Promed Mail 20050826) bila je pomenuta zaraza sa H5N1 sa
smrtnim ishodom kod 5 retkih cibetki koje su rodene u kavezima, u nacionalnom parku u
Vijetnamu. Izvor zaraze je ostao nerazjasnjen. Preostalih 20 cibetki iste vrste, koje su bile u
susednim kavezima, nisu obolele.

Virusi pti¢jeg gripa nikada nisu bili nadeni kod pacova, zeceva i kod razli¢itih drugih sisara,
koji su prisutni na pijacama zivih ptica u Hong Kongu gde su utvrdili da je 20% Zzivine
pozitivho na azijski rod H5N1 (Shortridge 1998).

Epidemiologija

Zivina

Do kraja 2003. godine je preovladavalo misljenje da je HPAI kod Zivine retko oboljenje. Od
1959. godine su u svetu bile registrovane samo 24 epizootije (Tabela 1). Vecina ih se odigrala
u Evropi i na americkom kontinentu. Vecina epizootija bile su geografski ograni¢ene. Samo 5
ih se rasirilo na brojne farme i samo jedna se rasirila do medunarodnih razmera. Ni jedna od
njih nije bila ni priblizno veli¢ine epizootija u Aziji koje su bile prouzrokovane sa HSN1 2004.
godine (WHO 2004/03/02). Do sada su sve epizootije visokopatogenog oblika bile
prouzrokovane virusima gripa A podtipova H5 i H7.

U epizootijama u proslosti faktori Sirenja HPAIV su bili nelegalna prodaja ili prevoz zarazenih
zivih ptica ili nepreradenih proizvoda, nenamerni mehanicki prenos virusa uzrokovan
kretanjem ljudi (putnici, izbeglice).




Nova dimenzija epizootija HPAI pojavila se krajem 2003. godine. Od sredine decembra 2003.
do pocetka februara 2004. epizootije kod Zivine prouzrokovane sa HPAI H5N1 azijskog roda
bile su prijavljene u R. Koreji, Vijetnamu, Japanu, Tajlandu, KambodzZi, Laosu, Indoneziji i u
Kini. Istovremena pojava epizootija u viSe drzava kod domace Zivine do sada je bez
presedana. Svi napori usmereni na ograni¢avanje bolesti su ostali bez uspeha. Uprkos
prikupljanju i uniStavanju oko 150 miliona ptica je H5N1 sada postao endemic¢an u brojnim
delovima Indonezije i Vijetnama, kao i u nekim predelima Kambodze, Kine, Tajlanda i
verovatno u Laosu.

Originalni — izvorni virus prvi put je dijagnostikovan 1997. godine, potice od reasortiranih
roditelja ukljucujuci u najmanju ruku virus H5N1 iz domacih gusaka
(A/goose/Guangdong/1/96, koji je dao HA) i H6N1 virus najverovatnije iz divljih patki
(A/teal/Hong Kong/W312/97, koji je dao NA i segmente za unutrasnje proteine) i prosao je
mnogo ciklusa reasortiranja sa drugim nepoznatim virusima pticjeg gripa (Xu 1999, Hoffmann
2000, Guan 2002b). Opisano je vise razli¢itih genotipova roda H5N1 (Cauthen 2000, Guan
2002a+2003). Takozvani genotip 'Z' je dominirao u epizootijama od decembra 2003. g. (Li
2004).

U aprilu 2005. je soj H5N1 po prvi puta dostigao joS jedan nivo epizootije kada je dobio Siroki
pristup do populacija divljih ptica (Chen 2005, Liu 2005). Na jezeru Qinghai na severozapadu
Kine je vise hiljada migratornih gologlavih gusaka podleglo zarazi. Takode je bilo zahvaceno
viSe vrsta galebova i kormorana. Kada su prvi put prijavljene epizootije H5N1 u leto i ujesen
2005. u geografski susednoj Mongoliji, Kazahstanu i u juznom Sibiru, posumnjalo se na ptice
selice. Naredne epizootije se krajem 2005. pojavljuju duz i izmedu migratornih puteva iz
unutrasnje Azije u smeru srednjeg Istoka i Afrike. Zahvatile su Tursku, Rumuniju, Hrvatsku i
poluostrvo Krim 2005. U svim slu¢ajevima (izuzev Mongolje i Hrvatske) bili su zahvaceni
zivina i divlje vodene ptice. Indeksni slucaj (prvi slucaj) se kod Zivine najcesc¢e pojavi kod
Zivine koja je u blizini jezera i moc¢vara nastanjenih divljim vodenim pticama. To ukazuje na
direktnu sumnju da migratorne ptice Sire virus, ali treba napomenuti da je azijski rod virusa
HPAI H5N1 do sada bio utvrden kod vodenih ptica koje su bile u fazi uginjavanja ili kod vec
uginulih vodenih ptica. Stvarni status H5N1 u populacijama divljih vodenih ptica i njihova
uloga u Sirenju zaraze ostaje za sada tajna. Danas je moguce samo hipotetisati o tome da li
su divlje vodene ptice sposobne da nose virus na velike razdaljine tokom inkubacionog
perioda i da li stvarno neke vrste ostaju mobilne uprkos zarazenosti sa H5N1.

U meduvremenu su studije u Kini pokazale prisutnost veceg broja genotipova azijskoga roda
virusa H5N1 kod 3 vrapca (Kou 2005). Simptome zaraze nisu pokazivili ni vrapci iz kojih je
virus izolovan, kao ni patke koje su s tim virusima eksperimentalno zarazili. Medutim posle
prenosa na kokosi je izazvan potpuni razvoj HPAIL. Razliciti vrapci iz istog jata nose viSe
razlicitih genotipova koji verovatno nastaju reasortiranjem sa razlic¢itim AI virusima
nepoznatih karakterisitika. Sumnja se da su virusi slicni H5N1 nekada pre bili preneseni na te
ptice (pre viSe meseci?). To ukazuje na jos jedan korak pogorsanja situacije: vrapci su zbog
svojih zivotnih navika idealni posrednici izmedu divljih ptica i domace zivine i mogu u tim
populacijama da prenose HPAI viruse. Lokalno ograniCena zaraza prouzrokovana sa
visokopatogenim HP H5N1 kod pojedinih (obolelih ili uginulih) vrabaca bila je utvrdena i u
Tajlandu i u Hong Kongu. Endemicnost HPAIV kod sesilnih ptica kao Sto su vrapci, ¢vorci,
laste, koje Zive u tesnoj povezanosti sa naseljima ljudi, nisu samo ogromni pritisak na lokalnu
zivinsku industriju, nego ¢e povecati iz rizik ekspozicije za ljude (Nestorowicz 1987).

Ljudi

Do 30.12.2005. bila su registrovano 142 obolela lica, Cije je obolevanje prouzrokovano sa
H5N1. Epidemija je za sada ograni¢ena na KambodZu, Indoneziju, Tajvan i na epicentar u
Vijetnamu (65.5% svih obolelih). Umrla su 72 (50.7%) lica.

Za viSe detalja vidi poglavlje »Epidemiologija«.

Ekonomske posledice

Epizootije visokopatogenog pti¢jeg gripa u zahva¢enom predelu mogu da prouzrokuju
katastrofalne posledice i za pojedine uzgajivace i za zivinsku industriju u celini (vidi tabelu 1).
Ekonomski gubici su obi¢no samo delimi¢no prouzrokovani neposrednim pomorom zivine zbog
zaraze sa HPAI. Mere koje moraju da se sprovode u cilju spre¢avanja Sirenja oboljenja su
obavezne i temeljite. Isto tako u drzavama u razvoju moze da dode do katastrofalnih
posledica u ishrani jer je u tim drzavama Zzivina bitan izvor proteina zivotinjskog porekla.



Kada se epizootija rasiri njeno savladavanje je vrlo tesko i za to je potrebno vise godina
(WHO 2004/01/22).

Mere za savladavanje HPAI

Zbog potencijalno unistavajucih ekonomskih posledica koje moze da prouzrokuje HPAI je u
celom svetu pod pomnim posmatranjem i pracenjem i zakonski propisano. Oboljenje se
obavezno prijavljuje (Pearson 2003, OIE Terrestrial Animal Health Code 2005). Mere koje se
sprovode zavise od epizootoloSke situacije u zahvac¢enom regionu. U Evropskoj zajednici (EU)
HPAIV nije endemican i zabranjena je profilakticka vakcinacija protiv pti¢jeg gripa. Zbog toga
se oCekuje da ce epizootije kod Zivine biti oCigledne zbog klinicki uniStavaju¢eg toka bolesti.
Stoga se, kad se suoci sa epizootijom, sprovode agresivhe mere za savladavanje bolesti, npr.
oznacavanje zahvacenih i kontaktnih imanja sa ciljem momentane eradikacije virusa HPAI i
ograniCavanje epizootije na indeksnom imanju.

Za tu svrhu se postave zone suzbijanja i nadzora oko indeksnog slucaja, promer zone je u
razli¢itim drzavama razli¢it (u EU je 3 km i 10 km). Standardne mere za suzbijanje u cilju
spreCavanja boc¢nog Sirenja na druga gazdinstva su karantin zarazenih i kontaktnih
gazdinstava, brzo unistavanje svih zarazenih ili eksponiranih ptica i bezbedno uklanjanje
leSeva (OIE - Terrestrial Animal Health Code). Klju¢ni znacaj u toku epizootije ima
onemogucavanje kretanja zive Zivine i preradevina Zivinskog porekla unutar drzave i izmedu
drzava.

Pored toga u neendemskim predelima se preporucuje suzbijanje podtipova H5 i H7 LPAI kod
Zivine, uz testiranje i uniStavanje akutno zarazenih pogona. Sa time se u ovakvim pogonima
smenjuje rizik nastajanja i razvoja HPAIV.

Pri ovakvomm nacinu eradikacije mogu da se pojave specifi¢ni problemi u predelima (i) sa
visokom gustinom populacija zivine (Marangon 2004, Stegemann 2004, Mannelli 2005) i (ii)
tamo gde preovladuju mala gazdinstva sa zivinom koju drZze na otvorenom (Witt i Malone
2005). Zbog neposredne blizine gazdinstava sa Zivinom i zbog isprepletene strukture prerade
Sirenje oboljenja je brze nego Sto su ucinci mera za eradikaciju. Usled toga tokom epizootije u
Italiji 1999/2000. nisu unistavali samo zarazena i kontaktna gazdinstva nego i jata koja su
bila u riziku od zaraZzevanja koja su unutar promera 1 km od zarazenog gazdinstva. Uprkos
svemu ovakva eradikacija trajala je 4 meseca i pri tome je uniSteno 13 miliona ptica (Capua
2003). Uspesnu eradikaciju HPAIV u Holandiji 2003. g. i u Kanadi 2004. g. postigli su tako Sto
oko zarazenih gazdinstava uspostavili pufer zonu Siroku od 1 do viSe kilometara. Time su
potpuno obuhvatili svu Zivinu. Pri tome je bilo uniSteno 30 miliona odnosno 19 miliona ptica.
Godine 1997. su u Hong Kongu u tri dana pobili celokupnu populaciju zivine (29, 30, i 31.
decembra: 1,5 miliona ptica). Namera je bila neodlozna eradikacija HPAIV po cenu
unistavanja i nezarazenih Zivotinja, sto je izvodljivo u komercialnim pogonima i u urbanim
uslovima. Ovo ¢e jako pogoditi zivinsku industriju u pufer zoni i kod javnosti uzrokuje
pomisao o eti¢nosti unistavanja miliona zdravih i nezarazenih Ziotinja.

Mere se najteze sprovode u ruralnim predelima koji imaju tradicionalni oblik uzgoja zivine na
otvorenom, posto se zZivina koja je na otvorenom srece sa divljim pticama ili sa njima ima
zajednicke izvore vode. Osim toga, domace patke priviace divlje patke i time oblikuju vaznu
veznu kariku u lancu prenosa izmedu divljih ptica i domacih jata (WHO 2005). Takvi uslovi
mogu da obezbede dobro tle za HPAI viruse na kojem mogu da dosegnu endemsko stanje.
Endemicnost HPAI u odredenim regionima predstavlja stalni pritisak na Zivinarstvo. Gore
navedene restrikcije nije moguce odrzavati u toku duzih vremenskih perioda a da se pri tome
ne prouzrokuje znatna Steta zZivinskoj industriji zemlje. U drzavama u razvoju restrikcije
prouzrokuju deficit u snabdevanju stanovnisStva proteinima. Zbog toga je potrebno razmotriti
sprovodenje drugih mera.

U takvim okolnostima je bila sprovodena opsta vakcinacija koja predstavlja jos jedno dodatno
sredstvo u procesu eradikacije epizootija u neendemskim podrucjima.

Vakcinacija

Vakcinacija u veterini ima 4 cilja: (i) zastita od nastajanja klinickog oboljenja, (ii) zastita od
zarazavanja virulentnim virusom, (iii) zastita od izluCivanja virusa i (iv) serolosko
diferenciranje inficiranih od vakcinisanih Zivotinja (tzv. DIVA akronim).

Na podrudju vakcinacije protiv gripa ove zahteve nisu ispunile vakcine koje su u komercijalnoj
upotrebi, kao ni vakcine koje su na eksperimentalnim testiranjima (Lee i Suarez 2005). Prvi
cilj — zastita od klinickog obolenja prouzrokovanog sa HPAIV ispunjava vecina vakcina. Postize



se spreprecavanje rizika zarazavanja vakcinisanih, ali se postize samo smanjenje izlucCivanja
virusa, a ne i da se spredi izluCivanje. To u endemskim predelima, u kojima se sprovodi
masovna vakcinacija, moze da prouzrokuje znacajan epidemioloski problem. Vakcinisane
ptice koje izgledaju zdrave mogu da budu zarazene i mogu da izlucuju divlji virus pod
»maskom«. Efikasnost smanjivanja izlucivanja virusa bitna je za glavni cilj mera za
suzbijanje, to je eradikacija divljeg virulentnog virusa. Efikasnost je moguce kvantifikovati
pomocu ¢inoca r0. Pod pretpostavkom da vakcinisano i zarazeno jato prenosi zarazu u
proseku na manje od jednog jata (rO< 1) virulentni virus je na matematickim osnovama sklon
istrebljenju (van der Goot 2005). Kada imamo posla sa vakcinacijom protiv potencijalno
epizoonotskog H5N1 virusa, redukcija ekskrecije virusa takode redukuje rizik prenosa na
ljude jer izgleda da je potrebna velika doza da bi se probila specijesna prepreka izmedu ptica i
ljudi. Pored svega DIVA tehnika omogucava pracenje zarazavanja kod vakcinisanih ptica sa
divljim virusom upotrebom serologije.

U praksi treba pratiti vise elemenata (Lee i Suarez 2005):

e vakcine ne smeju da sadrze viruse koji mogu da se replikuju zbog potencijala
genetskog reasortiranja, isto i kod potipova H5- i H7- rizik za spontane mutacije koji
vodi ka povecanoj patogenosti. Zbog toga su i zabranjene Zive atenuirane vakcine.

e zastita Zivine od HPAI je u velikoj meri zavisna od HA-specifi¢nih antitela. Zbog toga
vakcinalni soj treba da ima isti H podtip kao i divlji virus. Idealno uklapanje
vakcinalnog i divljeg virusa kod Zivine nije neohodno kao Sto je to neophodno kod
vakcina za ljude. Kod Zivine je dovoljno da se indukuje homopodtip unakrsno reaktivni
imunitet zbog sadasnjeg nepostojanja vakcinom vodenog antigenskog drifta kod virusa
pti¢jeg gripa Sto je prouzrokovano nesprovodenjem masovne vakcinacije.

e obavezno je koris¢enje markera (DIVA) postupka (Suarez 2005). Alternativno se za
pracenje mogu koristiti sentinel ptice koje nisu bile vakcinisane.

Do sada je pripremljen ceo niz koncepata vakcinacije. Vecina ih jos uvek bazira na
inaktiviranoj vakcini iz celog virusa sa adjuvansom. Vakcina se mora aplikovati iglom i
Spricem svakoj zivotonji posebno.

Inaktivisane homologne vakcine, napravljene od aktuelnog soja HPAI, indukuju odgovarajucu
zastitu, ali nije moguca seroloska distinkcija vakcinisanih i nevakcinisanihh ptica. Vakcina je
napravljena od aktuelnog HPAI virusa, znaci vec¢ postoji inherentno kasnjenje pre njene
upotrebe na terenu.

Inaktivirane heterologne vakcine moguce je koristiti kao marker vakcine kada vakcinalni virus
ima isti HA podtip kao i divlji virus, ali razli¢it NA podtip (npr. HSN9 vakcina prema H5N2
HPAI). Detekcijom NA podtip specificnih antitela moguce je razlikovanje vakcinisanih od
zarazenih ptica (Cattoli 2003). Ipak ove metode mogu da budu komplikovane i mogu da budu
neosetljive. Bez obzira na sve u bankama vakcina treba imati vakcine koje sadrze viSe H5- i
H7-podtipova koji imaju razli¢ite NA podtipove. Reverzna genetika ¢e ogromno pomodi u
izradi vakcina za veterinarsku i medicinsku upotrebu, tako da ¢e vakcine imati Zzeljene
kombinacije HxNy u pogodnom genetskom okruzenju (Liu 2003, Neumann 2003, Subbarao
2003, Lee 2004, Chen 2005, Stech 2005). Sada su u upotrebi inaktivirane heterologne
vakcine koje se koriste u zaristima u jugoisto¢noj Aziji, Meksiku, Pakistanu i u severnoj Italiji
(e.g. Garcia 1998, Swayne 2001). Kao alternativa DIVA sistemu pri koriS¢enju inaktiviranih
vakcina predlozena je detekcija NS-1 specificnih antitela (Tumpey 2005). Ova antitela nastaju
u visokim titrovima prilikom zarazavanja ptica na prirodan nacin, ali su prilikom koris¢enja
inaktivirane vakcine titri mnogo nizi.

Rekombinantne Zive vektor vakcine vrse ekspresiju gena H5 ili H7 HA u viruse ili u bakterije-
vektore koji mogu da zaraze Zivinske specijese (npr.pticji pox virus [Beard 1991, Swayne
1997+2000c], virus laringotraheitisa [Lueschow 2001, Veits 2003] ili virus Newcastle bolesti
[Swayne 2003] izmedu ostalih). Posto su to zive vakcine, moguca je njihova masovna
aplikacija vodom ili sprejevima. Iako omogucavaju jasno DIVA razlikovanje, prethodno
steCeni imunitet na vektor virus-bakteriju ¢e znatno ogranicavati uspesnost vakcinacije. Neka
iskustva sa terena sa rekombinantama ptijeg pox virusa stecena su u Meksiku i u SAD.
Konacno je eksperimentalno dokazana uspesna upotreba rekombinantno utisnutih HA
proteina i DNA vakcinacije koris¢enjem HA, utisnutog pomocu plazmida (Crawford 1999,
Kodihalli 1997).

Vakcinacija se sada planira na nacionalnom nivou u vise drzava jugoisto¢ne Azije (Normile



2005).

Rizik pandemije
Za otpocinjanje nove pandemije potrebno je da se ispune tri uslova:

e pojava najmanje jedne generacije virusa gripa HA podtipa koji se do sada nije
pojavljivao u populaciji ljudi (ili ponovna pojava),

e da mozZe da zarazi ljude i da se efikasno razmnoZava u Coveku,

e da se bez teskoca Siri i prenosi medu ljudima.

To ukazuje da pretnja od pojave nove pandemije gripa ljudi nije iskljuCivo povezana za
pojavu HPAI H5N1. Za sada H5N1 ispunjava samo dva od tih uslova: to je je novi podtip za
vec¢inu humane populacije i zarazio je i prouzrokovao tezak oblik oboljenja i visoki letalitet
kod viSe od 140 lica. Kod velike vecine populacije ljudi ne postoji imunitet protiv virusa sli¢nih
H5N1. Nova pandemija bi mogla biti mozda ve¢ na horizontu ukoliko bi azijski rod H5N1 dobio
osobine za ozdrzivi efikasni prenos sa Coveka na ¢oveka, bilo postupnim adaptiranjem ili
reasortiranjem sa virusom koji je ve¢ adaptiran na ¢oveka (Guan 2004). In vitro je vec
dokazano da dve istovremene razmene amino kiselina na rascepljenim krajevima za receptore
u HA proteinu azijskog roda HPAIV H5N1 (Q226L and G228S) optimiziraju povezivanje za
humane receptore tipa 2-6, kao Sto je to kod drugih virusa gripa A koji su adaptirani na
Coveka (Harvey 2004). Gambaryan i sar. (2006) vec su identifikovali 2 izolata kod ljudi (otac i
sin zarazeni sa H5N1 u Hong Kongu 2003.g.) koji su za razliku od svih ostalih izolata H5N1,
koji su bili izolovani kod ljudi i kod ptica, pokazali veci afinitet za receptore 2-6 zbog
jedinstvene mutacije S227N na HA1 receptorskom kraju.

Ta mogucénost je mozda iza narednog ugla, ili se ve¢ dogodila dok ¢itamo ovaj ¢lanak.
Medutim, niko to ne moze da kaze ni da predvidi. Moguc¢nosti da se takav dogadaj pojavi su u
direktnoj korelaciji sa brojem virusa koji kruze kod Zivine i sa rizikom eksponiranosti ljudi.
Zbog toga se protiv H5N1 borimo na njegovom izvoru, a to ¢e umanjiti rizik za nastanak
pandemije koji ovaj virus predstavlja. U jednoj elektronskoj posti tokom debatnog foruma bio
je dat »jereticki« predlog da bi investicija od samo 10% novca, koji je namenjen razvoju
specificne vakcine protiv H5 za ljude, upotrebljena za eradikaciju H5N1 kod Zivine imala vedi
ucinak nego Sto bi imao ucinak vakcinacije ljudi u cilju zastite pre epidemije.

Od prve izolacije kod ¢oveka 1997. g. H5N1 nije napravio poslednji korak ka pandemicnosti
za humane domacine. Najnovije studije ukazuju da se sve ove godine virulentnost H5N1 za
sisare povecala i da se raSirio lanac domacina:

e HS5N1 virusi izolovani iz prividno zdravih domacih patki u kopnenom delu Kine od
1999. do 2002. i u Vijetnamu od 2003. g. su progresivno postajali viSe patogeni za
sisare (Chen 2004).

e H5N1 je prosirio lanac svojih domacdina, sada na prirodan nacin moze da zarazi i da
ubije specijese sisara (macke, tigrovi), za koje je pre vazilo da su otporni na zarazu
virusima pti¢jeg gripa (http://www.who.int/csr/don/2004 02 20/en/index.html).

Ipak s pocetkom ovih dogadanja sa H5N1 u Aziji ne smemo da ispustimo iz vida Cinjenicu, da
se mogu pojaviti i drugi virusi gripa koji mozda imaju vedéi pandemijski potencijal ili da su se u
meduvremenu vec¢ pojavili. Npr. soj podtipa HON2, koji pre 1980-tih nije bio naden u Aziji, ne
samo da se rasirio u populacijama azijske Zivine, nego je na jugu i na istoku Kine efikasno
preskocio u populaciju svinja (Shortridge 1992, Peiris 2001, Xu 2004). Receptori ovih virusa
imaju specifi¢nosti slicne receptorima virusa koji su adaptirani na ljude (Li 2005b, Matrosovich
2001). Ovi H9 virusi imaju Siroki raspon domacina koji su genetski razli¢iti i mogu direktno da
zaraze Coveka. Soj HON2 koji je prouzrokovao zaraze ljudi u Hong Kongu imao je genotip
slican genotipu virusa H5N1 iz 1997. godine (Lin 2000).

Zakljugak

U poslednjoj deceniji se jako povecao znacaj visokopatogenog pticjeg gripa (AI) kao
unistavajuce bolesti Zivine. Osnova ovog procesa je uvodenje Al virusa podtipova H5 i H7 koji
imaju nisku patogenost (LP) iz rezervoara divljih vodenih ptica. Ostalo je nerazjasnjeno da li
je i, ukoliko jeste, zasto se izmenila i prevalencija LP H5 i H7 u njihovim rezervoarima.



Uzimajuci u obzir endemsko stanje azijskog roda HPAI H5N1 u populacijama domace Zivine u
jugoistoCnoj Aziji, koje prouzrokuje Cesta preskakanja u populacije migratornih ptica, izgleda
da je u epizootologiji HPAI neizbeZan paradigmatski Sift u smeru endemicnosti kod populacija
migratornih divljih ptica. To moZe da ima teSke posledice za Zivinsku industriju u
interkontinentalnim razmerama. Rizik ekspozicije se povecao za ljude koji su direktno
povezani sa povecanom prisutnoS¢u potencijalno zooantroponoznih virusa kod domace Zivine.
Uzimajuci u obzir pti¢ju i veterinarsku stranu ostala su jo$ brojna pitanja.

1. Da li je azijski rod HPAIV H5N1 vec utvrdio svoj endemski status u populacijama divljih
i migratornih ptica?

2. Da li HPAI virus moze da razvije atenuirani fenotip kod vrsta divljih ptica i da

istovremeno zadrzi svoju virulentnosti za Zivinu?

Da li kopneni sisari imaju bilo kakvu ulogu u Sirenju HPAIV?

Da li postoji genetski deo koji kodira endoproteoliti¢ki rascepljeni deo HA proteina koji

je sklon mutacijama samo kod podtipova H5 i H7?

5. Kakav bi uticaj u Aziji imalo masovno sprovodenje vakcinacije zivine protiv H5N1 — da
li spreCavanje Sirenja virusa ili ubrzavanje antigenskog drifta i bekstva?

6. Da li izmenjene prevalencije LPAI podtipova H5 i H7 u njihovim prirodnim
rezervoarima potencijalno uti¢u i na evolucijsku stazu?

sw

Prvo pitanje ima glavni zna¢aj ne samo za veterinu. Endemic¢nost azijskog roda HPAIV H5N1
kod migratornih ptica moze da predstavlja konstantnu pretnju za uzgoj zivine. To se moze
postic¢i jedino sprovodenjem mera bioloske zastite koji obuhvataju zabranu uzgoja Zivine na
otvorenom. Alternativa je masovna vakcinacija Zivine. Kao drugi pojas endemicnost kod
divljih ptica moze da prouzrokuje prisotnost HPAI H5N1 virusa u zivotnoj sredini (jezera,
obalno more itd.) i moze da bude dodatni rizik za eksponiranost ljudi. Do sada nije bilo
prijava prenosa na ljude sa divljih ptica ili iz Zivotne sredine. Kod svih prijavljenih zaraZenih
lica ukljucujudi i najnovije iz Turske izgleda da je do zaraze doslo posle amplifikacije virusa i
posle tesnog kontakta sa ku¢nom Zivinom.

Slozenost i potencijalne posledice sadasnjeg zooantroponoti¢nog HPAI H5N1 virusa, koji je
semi-pandemican kod ptica, zahteva uskladeno, mudro i precizno delovanje naucnika,
politicara i stanovnistva.
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