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Summary

In April 2011, in the USA, a new influenza virus type D (IDV) was isolated for the first time from pigs and then
from cows. In the paper the data about the prevalence of this virus in humans and animals are described.

It was evidenced that HE protein of IDV could bind to cellular receptors in the epithelium of the human trachea.
Moreover, the new virus was shown to infect and spread in ferrets. These findings make it possible to conclude that
IDV seems to be able to infect humans and have zoonotic potential. Up to now the percent of human seroconverted
to IDV has been low, about 1.3%.

The susceptibility of pigs to IDV has been shown in natural and experimental conditions. Virus specific antibodies
were detected in 9.5% of pigs. Additionally the isolates from pigs were obtained in the USA and Italy. This suggests
that pigs are not the natural reservoir of this virus and the infections are uncommon in pig populations.

Several studies demonstrated that the new virus is widely spread in cattle. It was isolated in the USA, Canada,
China, France and Italy, which proved that the intercontinental transmission of IDV had occurred. The highest
percentage of infected cows, mainly animals manifesting BRDC symptoms, was found in Minnesota, Oklahoma
and Mississippi, and it varied from 4.8 to 29.1%. Additionally the virus was detected in 2.4% of healthy animals.

Seroconversion was demonstrated in 32.7 to 87.5% of the bovine herds tested in Mississippi and Minnesota,
respectively. Retrospective analysis revealed that antibodies specific to IDV had been detected in bovine samples
since 2004. This suggests that the new virus has circulated in cattle at least since 2004.

The analysis of the relationship between the seroconversion and the age of animals showed that over 50% of
cows aged 1-14 years were seropositive. Also more than 90% of newborn calves had maternal antibodies to IDV.

The spread of IDV was also linked to the type of farm, with the lowest percentage of animals seroconverting
in closed herds and the highest in order-buying facilities. Therefore cattle seem to be the natural host of IDV.

In the USA and Canada the infections caused by IDV were also found in sheep and goats. Herd-level and
individual-level seroprevalence in sheep was 15.3 and 6.1%, respectively, and these figures were even higher in
goats: 20% and 25.9%, respectively. This shows that small ruminants are susceptible to IDV infection. Moreover,
retrospective analysis confirmed that one serum from a goat taken in Massachusetts in 2002 was positive to IDV.
This suggests that the new virus may have circulated among goats as early as in 2002.

Serological studies of chicken and turkey sera from the herds in Minnesota, located near the positive bovine
herds, yielded negative results. This might suggest that birds are resistant to IDV infection; however, the number
of birds tested is insufficient to substantiate such a statement.

The studies aimed at evaluation of zoonotic potential of the new virus proved that it replicated efficiently in
the upper respiratory tract of ferrets. This suggests that the new virus may have an influence on public health.

In experimental conditions the susceptibility of guinea pigs to IDV infection was also evidenced.

In conclusion, all the studies demonstrated that cattle were the natural reservoir of the new virus, despite the
fact that humans as well as various animal species could also be infected. Furthermore, cattle are likely to be
a potential source of infection for both animals and humans.
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Grypa jest chorobq zakaz’nq ludzi, zwierzat i ptakow, W kwietniu 2011 r., w USA wyizolowano najpierw
powodowang najczesciej przez wirusy grypy nalezace  od §win, a nastgpnie od bydla nowy szczep wirusa gry-
do typu A (Influenza A virus, 1AV), ktore izolowano  py. Posiadat on cechy morfologiczne oraz wiasciwosci
niemal we wszystkich krajach (3, 9, 10, 12-14, 16, biologiczne, genetyczne i antygenowe najbardziej
18, 23, 26). zblizone do ludzkich szczepow wirusa grypy typu C



(Influenza C virus, ICV) (7), w zwiazku z czym pier-
wotnie nazwano go C/Oklahoma/1334/2011.

Dalsze badania wykazaty obecnos¢ istotnych r6z-
nic pomigdzy ICV a nowym patogenem. Miedzy
innymi: nowy wirus posiada zdolno$¢ do replikacji
in vitro w wigkszej liczbie hodowli komoérkowych
niz ICV; réznit si¢ powinowactwem do receptorow
komorkowych, strukturg 1 miejscem wigzania biatka
fuzyjnego hemaglutynino-esterazy (HE) z receptorem;
ekspresja biatka matriks 1; sekwencja w reglonach
niekodujacych; aktywnoscw} neuraminidazy i O-ace-
tyloesterazy; byl zdolny do replikacji w temperaturze
37°C; nie dawal reakcji krzyzowych w testach se-
rologicznych, a takze nie ulegal reasortacji in vitro
z ludzkimi szczepami ICV (2, 5, 6, 22). Dowodzi to,
7e nowy wirus stanowi odr¢bny typ 1 z tego powodu
jego szczep prototypowy przemianowano na D/swine/
Oklahoma/1334/2011 (D/OK). Jednoczesnie przedsta-
wiono zebrane dowody naukowe Migdzynarodowemu
Komitetowi do Spraw Nomenklatury Wirusow z postu-
latem wyodrgbnienia nowego typu wirusa grypy — D
(Influenza D virus, IDV).

Szczegotowe informacje na temat budowy i wia-
sciwosci IDV opisano w pracy Markowskiej-Daniel
1 wsp. (11). W niniejszej publikacji oméwione zostato
wystepowanie zakazen IDV u ludzi i zwierzat.

Zakazenia ludzi IDV

Hause 1 wsp. (7) przeprowadzili badania serolo-
giczne 316 probek surowic ludzkich, w ktérych wy-
kazali zasadniczo brak reakcji krzyzowych w tescie
zahamowania hemaglutynacji (haemagglutination
inhibition assay, HI) z heterologicznymi surowicami
swoistymi dla szczepow wirusa grypy typu A, B1 C
z lat 2007-2009. Jedynie w 4 surowicach (1,3%) wy-
kryto obecno$¢ przeciwcial dla IDV, w tym 1 surowica
miata miano 40, a 3 surowice posiadaty miano 20, ale
reagowaly one jednocze$nie wysokim mianem, odpo-
wiednio, 160, 320 1 1280, z ludzkim szczepem ICV.
W 34% surowic miano przeciwcial wobec szczepu
ludzkiego ICV wynosito > 20, co potwierdza, Ze oko-
to 60% o0s6b starszych miato kontakt z ICV i posiada
przeciwciata dla tego wirusa.

Z kolei Smith 1 wsp. (21) przebadali testem PCR ze
starterami opracowanymi dla ICV oraz dla IDV 3300
archiwizowanych probek od ludzi z objawami ze stro-
ny uktadu oddechowego, pozyskanych przez szpital
w Edynburgu w latach 2006-2008. W Zadnej probee
nie wykryto RNA IDV natomiast w 6 (0,2%) probkach
od os6b w wieku od < 2 do > 45 lat, pobranych za-
roéwno w zimie, jak i w lecie, stwierdzono RNA ICV.
Najczesciej wykrywano material genetyczny wirusa
grypy typu A, a w dalszej kolejnosci typu B.

W innych badaniach Song i wsp. (22) dowiedli, ze
bialko HE IDV moze si¢ wigza¢ z komorkami nablonka
tchawicy ludzi.

Podsumowujac, z uwagi na malg liczbg przeba-
danych surowic wiarygodne oszacowanie krazenia
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nowego wirusa w populacji ludzi nie jest mozliwe.
Niemniej jednak, pomimo iz odsetek surowic dodat-
nich byl niewielki, a miano przeciwciat w surowi-
cy — niskie, dowiedziono serokonwersji i zdolnosci
wirusa do wigzania si¢ z komoérkami nabtonkowymi
uktadu oddechowego cztowieka. Jednocze$nie udoku-
mentowanie zdolnosci IDV do efektywnej replikacji
u fretek, ktore stanowig zwierzgta modelowe do badan
nad zakazeniami ludzi wirusem grypy, co omowiono
szczegodtowo ponizej, dowodzi, Zze nowy wirus moze
zakaza¢ czlowieka 1 wskazuje na jego potencjalne
zagrozenia dla zdrowia publicznego.

Zakazenia Swin IDV

Jak podano powyzej, po raz pierwszy nowy szczep
wirusa grypy wyizolowano wlasnie od swin w USA,
w201l r

Badania serologiczne 220 probek surowic pozy-
skanych od $win w wieku 3-20 tygodni, od marca do
wrzesnia 2011 r., zostaty przeprowadzone przez Hausa
1wsp. (7) w laboratorium Newport w stanie Minnesota,
w USA. Dwadziescia jeden badanych surowic (9,5%)
posiadato przeciwciata dla IDV. Ich miano wahato si¢
od 10 do 80, $rednio wynosito 20,7. Dowodzi to, ze
wczesniej niezidentyfikowany wirus grypy wystepuje
w populacji §win w USA.

Z puli przebadanych probek jedynie 6 surowic
(2,8%) reagowato w tescie HI, w niskim mianie (10-20),
ze szczepami ludzkimi ICV.

Wykonano takze badania molekularne wymazow
z nosa $win wykazujacych objawy grypopodobne,
pobranych w réznych fermach w USA w latach 2010-
2012. Cztery sposrod przebadanych probek byty
dodatnie (7).

W innych rutynowych badaniach wymazow z nosa
$win potwierdzono, ze odsetek probek dodatnich byt
<0,1% (6).

Sporadyczna izolacja IDV od §win oraz niewielki
odsetek dodatnich wynikéw w tescie PCR sugeruja, ze
pomimo iz po raz pierwszy nowy wirus grypy zostat
wyizolowany od §win, trzoda chlewna nie jest natu-
ralnym rezerwuarem tego zarazka.

W celu poznania mechanizmu patogenezy przepro-
wadzono eksperymentalne zakazenie 28 warchlakow,
w wieku 10 tygodni, nowym wirusem grypy. 11 §win
zakazono donosowo dawka 10 TCID,, IDV (7).
Pierwszego dnia po zakazeniu (dpz) do tego same-
go pomieszczenia wprowadzono 11 §win, ktore nie
miaty wczesniej kontaktu z wirusem grypy, celem
sprawdzenia, czy ulegng one zakazeniu drogg kontaktu
bezposredniego. Przez 10 dpz prowadzono obserwa-
cj¢ kliniczng, mierzono temperatur¢ oraz pobierano
wymazy z nosa. W 7. dpz 6 $win zakazanych oraz
3 $winie kontaktowe poddano eutanazji, pobrano od
nich ptuca do badan histopatologicznych. Pozostate
$winie poddano eutanazji 14. dpz. Wymazy z nosa oraz
wycinki pluc badano testem PCR w czasie rzeczywi-
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stym ze starterami swoistymi dla genu PB1 nowego
wirusa grypy.

Po zakazeniu $§win nie obserwowano wystapienia
typowych dla grypy objawow klinicznych. Wirusa
wykrywano w wymazach z nosa $win zakazanych
bezposrednio od 3. do 10. dpz, a u §win kontaktowych
od 7. do 9. dpz, szczyt siewstwa zanotowano 8. dpz.
Dowodzi to, ze IDV posiada potencjal transmisyjny
w populacji §win.

W probkach ptuc pobranych w 7. dpz testem PCR
nie stwierdzono obecno$ci wirusowego RNA, ponadto
nie zarejestrowano typowych dla grypy zmian histo-
patologlcznych Wskazuje to, ze infekcja IDV u §win
ma miejsce jedynie w gérnych drogach oddechowych

Obecnos¢ przeciwciat swoistych dla nowego wirusa
grypy stwierdzono w surowicach od wszystkich §win
zakazanych od 14. dpz, $rednie ich miano byto niskie,
wynosito 30,3, a takze w surowicach od 2 z pieciu $win
kontaktowych poczawszy od 13. dnia po kontakcie.
Wskazuje to, ze replikacja wirusa w organizmie §win
jest wolniejsza niz szczepow 1AV (7).

Badania nad wystgpowaniem zakazen nowym wiru-
sem grypy przeprowadzono takze we Wiloszech, w Po
Valley, regionie z najbardziej intensywna hodowla swin
1 bydta (1). Do tego celu pozyskano 150 prébek wy-
mazow z nosa swin. Testem PCR obecnos¢ RNA IDV
wykryto w 1 wymazie z nosa $win. Z tego materiatu
uzyskano pierwszy wtoski izolat IDV w hodowlach
komorek gruczolakoraka okr¢znicy (Caucasian colon
adenocarcinoma, CACO-2) i komorek raka prostnicy
(human rectal tumor, HRT-18G). Potwierdzono tym
samym, Ze nowy wirus grypy wystepuje w stadach
swin we Wtoszech.

Podsumowujac, potwierdzono zaré6wno wrazli-
wos¢ §win na zakazenie 1DV, jak 1 jego potencjat do
transmisji od $win zakazonych eksperymentalnie do
swin kontaktowych. Niemniej jednak, podobnie jak
w przypadku ludzi, mozna stwierdzi¢, ze dotychczas
infekcje nowym szczepem wirusa grypy nie sg szeroko
rozpowszechnione w populacji §win.

Zakazenia bydta IDV

Badania licznych autoréw wykazaly, ze IDV izo-
lowany jest powszechnie od bydta. Wirus ten posiada
szeroki zakres geograficzny wystepowania. [zolowano
go w USA, Kanadzie, Chinach, a w Europie — we
Francji oraz we Wloszech, co wskazuje, ze doszto do
jego transmisji migdzykontynentalnej (1, 4, 6-8, 20).

W 2011 r. laboratorium diagnostyczne Newport
w Minnesota, USA, na podstawie badan testem PCR
W czasie rzeczywistym ze starterami swoistymi dla
genu PB1, probek wymazow z nosa pobranych zima
2012 oraz wiosng 2013 r. od 45 krow ze stad zlokali-
zowanych w stanach: Kalifornia, Kansas, Minnesota,
Nebraska, Oklahoma 1 Teksas, potwierdzito infekcje
bydta IDV w 8 fermach (18%) w dwoch stanach —
Minnesota i Oklahoma (6). Z badanego materiatu
uzyskano w sumie 5 izolatéw IDV, w tym 4 z jednego
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stada w stanie Minnesota. Szczepy te nie posiadaty
wiasciwosci cytopatycznych w hodowli HRT-18G, ale
posiadaty duzy potencjal replikacyjny (Ct wynosito
12-14, miano HA 1280-5120 jednostek/ml). Dalsze
pasaze wirusa w hodowli komorek jader $win (swine
testicle, ST) uwidocznity efekt cytopatyczny, typowy
dla wirusow grypy.

Hause 1 wsp. (6) przeprowadzili takze badanie sero-
logiczne probek surowic od krow z 8 stad potozonych
w 5 stanach. Z kazdego stada badano 11-27 probek
surowic. Tylko w jednym stadzie nie stwierdzono
serokonwersji dla IDV. W 7 sposrdod 8 badanych stad
(87,5%) miano przeciwcial byto > 40.

Takze Ferguson i wsp. (5) przeprowadzili badania
bydta w kierunku obecnos$ci zakazen IDV w USA,
w stanie Missisipi. Badaniami objeto 3 populacje
zwierzat. Pierwsza z nich liczyta 137 krow w wieku
6-9 miesigcy, przebywajacych w fermach typu otwar-
tego, tzn. fermach, do ktérych skupowano zwierzgta
po odsadzeniu z r6znych Zrédel, formujac z nich grupy
technologiczne w odchowalniach. W tej puli znalazty
si¢ probki od 55 krow pochodzacych z 25 réznych stad,
z objawami klinicznymi ze strony uktadu oddecho-
wego (bovine respiratory diseases complex, BRDC),
w tym krew i wymazy z nosa od 6 krow leczonych
szpitalnie z powodu nasilenia zmian chorobowych,
a takze probki od 82 krow niewykazujacych objawoéw
infekcji drog oddechowych. Od lutego do maja 2014 r.
pobrano od nich tacznie 144 probki krwi, wymazow
z nosa oraz wymazow z nosogardzieli. Druga popula-
cje¢ stanowity nowo narodzone cieleta (24-36 godzin
po porodzie) pochodzace z 2 ferm, w tym 284 cieleta
urodzone w 2013 r. i 164 cieleta urodzone w 2014 r.
Trzecig populacje stanowito 605 surowic archiwizowa-
nych, pobranych w latach 2004-2006, pochodzacych
od 484 6-8-miesigcznych krow oraz 121 surowic od
kréw powyzej 1 roku zycia.

W badaniach serologicznych pierwszej populacji
zwierzat wyniki dodatnie uzyskano u 18 sposrod 55
krow (32,7%), $rednie miano przeciwcial wynosito
172,8. Testem PCR RNA IDV wykryto w 16 probkach
(29,1%), w tym u 3 kréw zard6wno w wymazach z nosa,
jak 1w wymazach z nosogardzieli. Dodatkowo stwier-
dzono wynik dodatni u 2 kréow z grupy 82 zdrowych
zwierzat (2,4%). W sumie uzyskano 13 izolatéw IDV
od chorych oraz 2 od klinicznie zdrowych krow.

Cztery probki, z ktorych uzyskano izolaty 1DV,
przebadano dodatkowo w kierunku obecnosci innych
czynnikéw wywotujacych BRDC, w tym BVDV, P13,
BAdV, BCV, BHV i BRSV, uzyskujac wynik ujemny
w hodowli HRT-18G.

Badajac probki krwi od nowo narodzonych cielat
Ferguson i1 wsp. (5) wykazali, ze 95,1% oraz 92,1%,
cielgt urodzonych, odpowiednio, wlatach 201312014,
posmdalo przemwc1a1a matczyne dla IDV. Srednie
miano surowic byto bardzo wysokie 1 wynosito, od-
powiednio, 491,5 1 498,6, po czym poziom ochrony
ulegat stopniowo obnizeniu. W wieku 6-8 miesiecy
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tylko 3,7-11,5% zwierzat byto seropozytywnych.
Sugeruje to, ze cieleta w wieku ok. 6 miesiecy moga
by¢ podatne na infekcje IDV.

Badaniem retrospektywnym 605 probek surowic
obecnos¢ swoistych dla IDV przeciwciat wykazano
u $rednio 15,9% zwierzat, w tym u 241 krow (18 3%)
w 2004 r.,u 223 krow (14,8%) w 2005 r. i 141 zwie-
rzat (13, 5%) w 2005 1. Srednie miano przeciwciat
wynosito 71,8 (w tym: w 2004 r. — 30; w 2005 . — 45,9
1w 2006 r. — 83). Potwierdza to, ze IDV krazy wér()d
bydta w Missisipi co najmniej od 2004 . (5).

Aby okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy wiekiem zwierzat

a serokonwersjg dla IDV pozyskane przez Ferguson
1wsp. (5) probki surowic podzielono na grupy. £.acznie
przebadano 57 surowic od cielat 6-miesigcznych, 244
surowice od cielat 7-miesi¢cznych, 188 surowic od
cielat 8-miesigcznych, 64 surowice od 1-3-letnich
jatowek, 33 surowice od 3-9-letnich kréow oraz 24
surowice od 9-14-letnich kréw. Seroprewalencja w po-
szczegblnych grupach wynosita, odpowiednio: 11,5%;
3,7%; 6,9%; 54,7%; 60,6% 1 54,2%. W grupie jatowek
1 rocznych az 66,7% zwierzat posiadato przeciwciata
dla IDV, $rednie ich miano wynosito 67,3.

Ferguson 1 wsp. (5) dostrzegli takze wptyw typu
fermy na rozprzestrzenienie si¢ infekcji IDV. W sta-
dach o zamknigtym cyklu produkcji odsetek seropozy-
tywnych 6-8-miesiecznych cielat wynosit 5,8% 1 byt
wyraznie nizszy w poréwnaniu do stad, do ktorych
wprowadzano cielgta ze skupu, gdzie wynosit on 25%.
Z tego wynika, ze mtode cielgta tworzace grupy tech-
nologiczne odgrywaja istotng rolg¢ w utrzymywaniu sie¢
infekcji 1 transmisji IDV.

Wyniki badan Hause i wsp. (6) oraz Ferguson i wsp.
(5) wskazuja na ubikwitarne wystgpowanie IDV
u bydta w USA. Sugerujg one rowniez, ze naturalnym
rezerwuarem nowego wirusa grypy jest bydto.

W innych badaniach, opartych na testach molekular-
nych, przeprowadzonych w Kansas, z uzyciem mate-
rialu pochodzacego od 208 krow z objawami infekcji
drég oddechowych, z ferm zlokalizowanych w 12
stanach USA, wykazano, ze jedynie 10 krow (4,8%)
ze stanow Kansas, Nebraska i Teksas byto zakazonych
IDV, 9 dodatnich prébek stanowily wymazy z nosa, Ct
wahato si¢ od 21 do 29 (2).

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze analiza filoge-
netyczna oparta na sekwencji genu kodujacego biatko
HE wykazata obecnos¢ dwoch odrebnych linii filo-
genetycznych (ktadow) IDV u bydta w USA: jedne;j
reprezentowanej przez szczep wyizolowany od bydta:
D/bovine/Oklahoma/660/2013 (D/660) oraz drugiej
reprezentowanej przez wspomniany powyzej Szczep
prototypowy IDV wyizolowany od §win D/OK (2).
Najwicksze zréznicowanie genetyczne dotyczyto genu
HE (96,1-99,8%), a najmniejsze genu PB1 (> 99,3%)).
Analiza filogenetyczna oparta na sekwencjach genow
PB2, NP 1 NS wykazata 99,27-100% pokrewienstwa
tych izolatow ze szczepem D/OK. Ponadto stwierdzo-
no wystepowanie reasortacji pomiedzy nimi, w wyniku
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czego wyodrgbniono w sumie 7 odmiennych genoty-
poéw. Dodatkowo w szczepie wyizolowanym od bydta
w Teksasie w pozycji 212 HE wykryto obecnos$¢ ar-
gininy, podczas gdy w szczepie D/OK w tym miejscu
znajduje si¢ lizyna. Lizyna w pozycji 212 determinuje
rozpoznanie wirusa przez przeciwciala, w zwigzku
z tym omawiana mutacja determinuje antygenowos¢
tego wirusa. W tym samym szczepie wykryto takze
inne mutacje: V1151, D372G oraz [459V.

Collin i wsp. (2) potwierdzili takze obecno$¢ innych
drobnoustrojow w badanym materiale. W 75 probkach
(36%) znaleziono BCV, w 15 prébkach (7%) znalezio-
no BHV-1, w 11 prébkach (5%) obecny byt materiat
genetyczny BVDYV, w 7 prébkach (3%) material gene-
tyczny BRSViw 1 probee (< 1%) materiat genetyczny
wirusa PI-3. W potowie probek dodatnich w tescie PCR
wystepowal wytgcznie materiat genetyczny IDV, jedna
probka zawierata materiat genetyczny IDV 1 BVDYV,
a w 4 probkach wykryto zakazenie mieszane IDV
1 BCV. Dowodzi to nie tylko udzialu IDV w etiologii
BRDC, ale wskazuje, ze nowy wirus grypy moze by¢
jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za wystapienie
objawow BRDC.

Podobne wyniki, dotyczace udziatu IDV w etiologii
BRDC, uzyskali Ng i wsp. (15). Przeprowadzajac ana-
lize funkcjonalng materiatu genetycznego w oparciu
o wyniki sekwencjonowania, okreslang jako metage-
nomika, potwierdzili obecnos¢, obok IDV, takze BAdV
3 i/lub BRV A w 62% badanych probek. W 4 sposrod
6 dodatnich probek wykryto ponadto Pasteurella mul-
tocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni,
BRSV i/lub BHV-1.

Réznice w zakresie czgstotliwosci wystepowania
IDV u bydta w USA widoczne pomigdzy wynikami
badan prezentowanymi przez Collin 1 wsp. (2) oraz
Ferguson 1 wsp. (5) moga wynikac z faktu, ze w bada-
niach Ferguson i wsp. uwzgledniono zwierzeta mtode,
6-8-miesigczne, immunologicznie naiwne, narazone na
stres zwigzany z przemieszczeniem cielat do odcho-
walni. Sze$¢ z nich chorowato $rednio przez 19,4 dni,
co wskazuje na aktywng infekcj¢ w czasie tygodnia po
wprowadzeniu do odchowalni.

Z kolei r6znice pomigdzy wynikami Ferguson i wsp.
(5), a wynikami Collin i wsp. (2) oraz Ng i wsp. (15),
w zakresie udziatu poszczegbdlnych drobnoustrojow
w etiologii BRDC u bydta w USA, moga by¢ konse-
kwencjg zastosowania przez wymienionych badaczy
odmiennych technik diagnostycznych, o zr6znicowa-
nej czutosci.

Do badan laboratoryjnych ukierunkowanych na oce-
n¢ wystepowania IDV we Francji pobierano wycinki
ptuc od bydia, wymazy z nosa oraz aspiraty ptynu
z tchawicy, pozyskane w latach 2010-2014 (4). Testem
PCR RNAIDV wykryto w 6 analizowanych probkach
(4,5%) (po 1 w2011 12012 r., oraz4 w 2014 r.). Ten
rezultat jest zblizony do wynikdéw uzyskanych przez
Collin 1 wsp. (2). Ct prébek dodatnich wahato si¢ od
15 do 35.
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Pokrewienstwo genetyczne szczepu IDV wyizo-
lowanego od bydta we Francji oraz D/OK, a takze
szczepow IDV od bydta z USA, wynosito 94-99%
(4). W uzyskanym francuskim szczepie IDV od bydta
wykryto unikalne zmiany genetyczne, polegajace na
substytucji 44 aminokwaséw w genomie. Stwierdzono
ponadto obecnos¢ 5 miejsc glikozylacji identycznych
jak w szczepie amerykanskim (w pozycjach: 28, 54,
146, 346, 613), przy czym w szczepie prototypowym
bylo jeszcze jedno, szdste miejsce glikozylacji. Moze
to sugerowac, ze glikozylacja w domenie fuzyjnej,
W miejscu wigzania wirusa z receptorem, nie jest
wazna dla ochrony przed neutralizacja wirusa lub ze
wystepuja roznice w Kinetyce wigzania receptorowego
(20). Dowiedziono takze, ze glikozylacja w konser-
watywnych miejscach N26, N61 i N144 w domenie
fuzyjnej decyduje o zdolnosci wirusa do zakazenia.

Szacowany dystans genetyczny pomiedzy szczepem
francuskim D/bovine/France/2986/2012 1 prototy-
powym szczepem amerykanskim, pochodzacym od
$win, wynosit $rednio 0,8-5,7%, w tym: 1,9-2,1% dla
PB2; 0,8-0,9% dla PB1; 2,1-2,5% dla PB3; 2,3-2,7%
dla NP; 1,8-3,8% dla M; 3,6-4,2% dla NS i 5,1-5,7%
dla HE (4).

We Wtoszech, w prowincji Po Valley pobrano 150
probek wymazow z nosa od krow. Testem PCR obec-
nos¢ RNA IDV wykryto w 2 wymazach. Jak wspo-
mniano powyzej, w tym regionie uzyskano takze wynik
dodatni u $win, co dowodzi krazenia we Wtoszech
nowego typu wirusa grypy w obydwu populacjach.
Krowy i $winie, u ktérych potwierdzono zakazenie
IDV, byty odchowywane w 3 fermach lezacych w od-
legtosci 47-80 km od siebie. Wyniki badan testem
PCR potwierdzono sekwencjonowaniem genu PB1 (1).
W nowych izolatach IDV wykryto mutacje wskazujace
na powolny proces ewolucji tych wiruséw. Analiza fi-
logenetyczna wykazata obecnos$¢ 4 unikalnych mutacji
w genie HE (V w pozycji 289, K409R, 15631, A652V);
3 mutacji w genie PB1 (R191G, F278S, R444G) 12
w genie pohmerazy 1 (I194V 1 M596V), w poréwna-
niu do szczepow 1zolowanych w Azji 1Ameryce (1)
Poréwnanie sekwencji genow wirusa od bydta i §win
nie wykazato obecnos$ci zadnych roznic, co sugeruje,
ze ten sam wirus krazy w obydwu populacjach zwie-
rzat we Wloszech. Proba izolacji wirusa z materiatu
dodatniego w PCR od bydta nie zakonczyta si¢ po-
wodzeniem.

IDV wyizolowano rowniez od bydta w Chinach.
W prowincji Shandong, w kwietniu 1 maju 2014 r.
przebadano 451 wymazéw z nosa z 15 stad klinicz-
nie zdrowych krow i znaleziono jedynie 3 probki
dodatnie w PCR (0,66%), co wskazuje, ze skala
problemu w Chinach w porownaniu do USA jest
znacznie mniejsza (8). W hodowlach komorek nerki
bydta (Madin-Darby bovine kidney, MDBK) oraz
nerki matpy (African green monkey kidney, VERO)
wyizolowano cytopatyczny szczep IDV, ktéry okazat
si¢ homologiczny do szczepu IDV od §win z USA, po-
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krewiefstwo pomie¢dzy nimi wynosito 95,35-99,22%.
W przeciwienstwie do USA oraz Wioch, chinski izolat
IDV stabo replikowal w hodowlach ST 1 HRT-18G.

Podsumowujac, przedstawione powyzej dane jed-
noznacznie wskazuja na powszechne wystepowanie
nowego wirusa grypy u bydta. Jego naturalnym rezer-
wuarem rowniez jest bydto.

Zakazenia matych przezuwaczy IDV

W USA i Kanadzie podj¢to badania owiec 1 kéz,
majace na celu ustalenie spektrum gatunkowego
IDV. Badania podatnosci na zakazenie IDV matych
przezuwaczy przeprowadzono na 499 zwierzetach
— 27 kozach pochodzacych z 5 stad i 472 owcach
w réznym wieku 1 r6znych ras, pochodzacych ze 111
stad zlokalizowanych w stanach: lowa, Minnesota,
Missouri, Nebraska, Potudniowa i P6éinocna Dakota.
Krew do badan pobierano od marca do wrzesnia 2014 .
Dodatkowo w badaniach wykorzystano 64 archiwalne
surowice od ko6z oraz 85 archiwalnych surowic od
owiec, pozyskanych przez laboratorium Uniwersytetu
Stanowego w Waszyngtonie od zwierzat w réznym
wieku i réznych ras, pomigdzy 2001 a 2007 r., z tere-
nu Kanady oraz USA (ze stanow Illinois, Kalifornia,
Maryland, Massachusetts, Maine, Montana, Missouri,
Nowy Jork, Péinocna Dakota, Péinocna i Potudniowa
Karolina, Teksas). L.acznie w omawianych badaniach
wykorzystano 648 zwierzat (17). Wykonano badania
serologiczne przy uzyciu testow HI oraz seroneu-
tralizacji (seroneutralization assay, SN) z dwoma
antygenami: D/660 oraz D/OK. Obecno$¢ przeciw-
cial swoistych dla szczepu D/660 IDV wykryto w 17
sposrod 111 przebadanych owczarni (15,3%). Odsetek
seropozytywnych owiec wynosit 6,1% (przeciwciata
wykryto u 29 sposrod 472 przebadanych zwierzat).
W 12 sposrdd 29 surowic dodatnich (41,4%) miano
przeciwciat byto wysokie (wynosito od 80 do 320) (17).

Podobne wyniki uzyskano w odniesieniu do koz
— w 1 sposréd 5 badanych stad (20%) stwierdzono
kontakt zwierzat z IDV, potowa kéz z tego stada
posiadata przeciwciata dla IDV, $rednie miano prze-
ciwciat wynosito 77,1, a odsetek seroreagentow
dla IDV w catej stawce badanych zwierzat wynosit
25,9% (17). Porownujac wyniki uzyskane przy uzyciu
testow HI 1 SN stwierdzono, ze generalnie byly one
zgodne, aczkolwiek kilka surowic ujemnych w tescie
HI (5 sposréd 28 badanych probek) uzyskato wynik
dodatni w tescie SN, poza tym miana surowic w tescie
SN byly wyraznie wyzsze, w porownamu do HI, co
wskazuje na wigksza czutos¢ SN, w poréwnaniu do HI.
Na uzyskane wyniki mogt mie¢ wptyw takze fakt, ze
obydwa testy moga wykrywa¢ inne biatka struktural-
ne obecne w surowicy zakazonych zwierzat, np. test
SN umozliwia wykrywanie biatek blokujacych fuzje
wirusa z komorka (25).

W przypadku badania probek archiwalnych, ze-
branych w latach 2001-2007, stwierdzono, ze niemal
wszystkie badane surowice byly ujemne, z wyjatkiem
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1 probki surowicy koziej z fermy z Massachusetts, po-
branej w kwietniu 2002 r., w ktorej miano przeciwciat
dla IDV wynosito 80 (17).

W badaniach majacych na celu okre$lenie, czy po-
pulacja owiec 1 koz w USA jest wrazliwa na zakazenie
szczepem reprezentujacym drugg lini¢ genetyczng
IDV — D/OK uwzgledniono 293 surowice z puli
zebranych 648 probek, w tym probki archiwalne od
owiec 1 kéz, wszystkie probki od k6zz 2014 r. oraz 117
probek surowic owcezych z 2014 r., z uwzglednieniem
wszystkich probek dodatnich w teécie ze szczepem
D/660. Stwierdzono, ze 8 sposrod 29 probek surowic
owczych, dodatnich w badaniu ze szczepem bydlecym
IDV, posiadato takze przeciwciata dla szczepu D/OK
wyizolowanego od $win, natomiast Zadna probka se-
ronegatywna wobec D/660 nie wykazywata obecnosci
przeciwciat dla szczepu D/OK (17). Biorac pod uwage
fakt, ze miana przeciwciat w testach HI z obydwoma
antygenami byly zblizone, nie mozna wykluczy¢, ze
badane owce miaty wczesniej kontakt ze szczepem
IDV, ktory indukuje przeciwciala reagujace krzyzowo
z obydwoma antygenami.

Badanie surowic kozich dalo nieco inne wyniki
— zadna probka dodatnia wobec szczepu D/660 nie
wykazywata obecnosci przeciwciat dla szczepu D/OK,
podczas gdy dwie probki ujemne wobec szczepu D/660
byty dodatnie w tescie HI z antygenem D/OK (17).

Przedstawione wyniki badan jednoznacznie do-
wodza, ze male przezuwacze, podobnie jak bydto, sa
wrazliwe na zakazenie IDV. Nalezy takze podkresli¢,
ze wsrod owiec kraza szczepy reprezentujace obydwie
linie filogenetyczne IDV, przy czym wirusy nalezace
do grupy reprezentowanej przez szczep D/660 sa, po-
dobnie jak ma to miejsce w przypadku bydta, szerzej
rozpowszechnione wsrdéd matych przezuwaczy.

W $wietle uzyskanych wynikéw badan retrospek-
tywnych mozna wysungé przypuszczenie, ze IDV
mogt krazy¢ w populacji koz juz w 2002 r., aczkolwiek
porownujac wyniki z lat 2001-2007 1 z 2014 r. mozna
zauwazy¢ wyrazne rozprzestrzenienie si¢ infekcji IDV
wsrod matych przezuwaczy w ostatnich kilku latach.

Zakazenia ptakow IDV

Quast 1 wsp. (17) przebadali testem HI w kierunku
obecnosci przeciwciat swoistych dla IDV 100 surowic
kur 1 150 surowic indykow, pozyskanych w stanie
Minnesota, ze stad zlokalizowanych w poblizu ferm
bydta, w ktorych wyizolowano IDV. W Zadnej z prze-
badanych prébek nie wykryto serokonwersji dla no-
wego wirusa grypy, co wskazuje, ze badane ptaki nie
miaty kontaktu z omawianym patogenem. Podobna
sytuacja dotyczy ICV, dotychczas nie wykryto obec-
nosci szczepow ICV u ptakow.

Podsumowujac, kury i indyki wydajg si¢ niewrazli-
we na zakazenie naturalne nowym typem wirusa grypy,
niemniej jednak liczba przebadanych ptakéw jest zbyt
mata, aby na podstawie dotychczasowych wynikow
stwierdzi¢ to jednoznacznie.
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Zakazenia fretek IDV

Jak wspomniano powyzej, fretki sg uzywane jako
modelowe zwierzgta do §ledzenia patogenezy zakaze-
nia wirusem grypy. W zwigzku z tym podjeto badania
epidemiologiczne, ukierunkowane na okreslenie po-
tencjatu zoonotycznego IDV.

W celu ustalenia mechanizmu patogenezy Hause
1 wsp. (7) przeprowadzili eksperymentalne zakazenie
IDV 5 fretek, w wieku 3-4 miesiecy, droga donoso-
wa. Zwierzeta zakazone podzielono na dwie grupy.
Pierwsza grupa, liczaca 2 fretki, postuzyta do oceny
siewstwa, miana wirusa i zmian histopatologicznych.
Natomiast w celu ustalenia potencjatu transmisyjnego
nowego wirusa fretki zakazone umieszczono w klatce
z jedng $ciang perforowang. Nast¢pnie, po 23 godzi-
nach od zakazenia, umieszczono w bezposrednim
sasiedztwie klatke, takze z perforowang $ciana, o $red-
nicy otwordéw umozliwiajacej bezposredni kontakt
zwierzat, do ktérej wprowadzono 3 zwierzeta kontak-
towe. Dodatkowo 3 fretki umieszczono w oddzielne;j
klatce, rowniez posiadajacej perforowane $ciany,
ale srednica otworéw uniemozliwiata bezposredni
kontakt zwierzat z fretkami zakazanymi. Celem tego
badania byto okreslenie mozliwosci zakazenia droga
aerozolowa.

Zwierzeta monitorowano przez 10 dni, dokonujac
obserwacji klinicznych, pomiaru temperatury i masy
ciata oraz pobierajac wymazy z nosa. Nie stwierdzono
objawow klinicznych infekcji u zadnej fretki. Wymazy
z nosa badano testem PCR w czasie rzeczywistym
ze starterami komplementarnymi dla genu PB1 IDV.
Obecnos$¢ wirusa w wymazach z nosa fretek zaka-
zanych eksperymentalnie wykrywano, podobnie jak
uswin, od 3. dpz, jego miano wynosito 10 TCID, /ml.
Natomiast u fretek kontrolnych, majacych kontakt ze
zwierzetami zakazonymi, wirus wykrywano od 7. dpz.
W 10. dpz jego miano wynosito 10** TCID, /ml.
Obecnos$ci wirusa nie potwierdzono w wymazach
znosa fretek poddanych zakazeniu droga kropelkow3.
W 5. dpz dokonano eutanazji zwierzat zakazanych
bezposrednio i pobrano od nich wycinki tkanek do
badan histopatologicznych. Miano wirusa w btonie
sluzowej nosa wynosito 107 TCID_/ml natomiast
nie potwierdzono obecnosci IDV w tchawicy, ptucach,
jelicie cienkim, §ledzionie 1 watrobie (7). Potwierdza
to, ze podobnie jak u $§win, replikacja nowego wirusa
grypy jest ograniczona do gornych droég oddechowych.
Histologicznie nie zaobserwowano zmian patolo-
gicznych w ptucach, typowych dla grypy. Wyniki te
byly zblizone do wczesniej uzyskanych w badaniach
zuzyciem ICV (19).

Wszystkie fretki zakazane bezposrednio oraz 1 z 3
zakazonych droga aerozolowa wykazywaty serokon-
wersje 3 tygodnie po zakazeniu, srednie miano prze-
ciwciat wynosito 780.

Wyniki tych badan sugeruja zoonotyczny potencjat
IDV. Warto nadmieni¢, ze w odniesieniu do szczepow
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IAV podtypu H5N1 oraz HON2 nie potwierdzono moz-
liwosci ich transmisji do fretek kontaktowych.

Podsumowujac, badania Hausa i wsp. (6) potwier-
dzity podatnos¢ fretek na eksperymentalne zakazenie
IDV oraz zdolnos¢ IDV do transmisji zarowno do, jak
1 wérad fretek kontrolnych. Sugeruje to, ze potencjal-
nie szczepy IDV moga mie¢ znaczenie dla zdrowia
publicznego.

Zakazenia Swinek morskich IDV

Screenivasan i wsp. (24) zakazili donosowo §winki
morskie IDV. W tej samej klatce umiescili zwierzeta
kontrolne, celem oceny mozliwo$ci zakazenia droga
kontaktu bezposredniego. Dodatkowo oceniali mozli-
wos¢ zakazenia drogg aerozolowa.

U zakazonych $winek morskich nie obserwowano
zadnych odchylen w stanie zdrowia. W ciggu 7 dpz wy-
krywano obecno$¢ RNA IDV w poptuczynach z nosa
zwierzat zakazonych eksperymentalnie. W przeciwien-
stwie do swin 1 fretek, u $winek morskich stwierdzono
wysokie miano wirusa zarbwno w wymazach z nosa,
jak 1 probkach ptuc. Obecnos¢ wirusa w ptucach
potwierdzono dodatkowo immunohistochemicznie.
U zakazonych zwierzat wykrywano takze obecno$¢
swoistych dla IDV przeciwcial.

Wymienieni autorzy potwierdzili takze mozliwos¢
transmisji zakazenia drogg kontaktu bezposredniego
zwierzat zakazonych i kontrolnych, natomiast zaka-
zenie poprzez aerozol nie powiodto si¢, podobnie jak
w przypadku fretek.

Podsumowujac, dotychczasowe wyniki badan wska-
Zuja, ze pomimo 1z inne gatunki zwierzat mogg ulec
zakazeniu IDV, naturalnym rezerwuarem tego zarazka
jest bydto, ktore moze stanowi¢ zagrozenie zaréwno
dla innych zwierzat gospodarskich, jak i dla ludzi. Nie
mozna takze wykluczy¢, ze w wyniku ko-cyrkulacji
odmiennych genetycznie szczepéw IDV moze dojs¢
do zmian ewolucyjnych.

Biorac pod uwage zdolnos$¢ do replikacji in vitro
IDV w temperaturze 37°C, szerokie spektrum komor-
kowe, zdolno$¢ do zakazania fretek i1 jego potencjat
transmisyjny, wystepowanie IDV u zwierzat gospodar-
skich, zyjacych w bezposrednim kontakcie z ludzmi,
oraz serokonwersj¢ u ludzi mozna przypuszczac, ze
wirus ten moze mie¢ znaczenie w epidemiologii za-
kazen ludzi wirusem grypy.
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