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Summary

The aim of the paper is to describe outbreaks of highly pathogenic avian influenza (HPAI) caused by HSN1
subtype in December 2007 in Poland. Between 1st-22nd of December, the HSN1 virus was detected in 9 poultry
holdings (2 meat turkey holdings, 3 commercial layer farms and 4 free-ranging flocks) and in wild birds kept in
captivity (2 buzzards and 1 white stork in an avian asylum). Laboratory diagnostic methods included real time
RT-PCR targeting Matrix HS and N1 genes, with subsequent confirmation by virus isolation, serological
identification, conventional RT-PCR and sequencing. All outbreaks occurred in the Mazowieckie and
Warminsko-Mazurskie voivodships. The clinical signs in poultry were typical of HPAI, but the average
mortality was rather low (usually below 1%) due to rapid reporting, diagnosis and quickly applied control
measures. Epidemiological investigation revealed that the meat from one turkey flock and eggs from one layer
flock entered the market. All poultry products from the infected farms were withdrawn from the shops and
wholesalers and destroyed. As an effect of the applied control measures, approximately 1 million birds were
culled and the economical losses exceeded 12 min PLN. The source of the outbreaks is inconclusive: possibly
wild birds in the case of the first infected farms, but the role of humans in the further spread of the disease
across the country is probable and based on reliable assumptions. Preliminary phylogenetic analysis based on
the haemagglutinin gene suggests a close relationship of the Polish isolates to HSN1 isolated in Europe and

Middle East in the second half of 2007.
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Wysoce zjadliwa grypa ptakow (Highly pathogenic
avian influenza, HPAI) wywotana przez podtyp HSN1
wirusa Al stanowi od kilku lat gtowny problem epide-
miologiczny i ekonomiczny dla produkcji drobiarskiej
w wielu rejonach swiata, gtownie potudniowo-wschod-
niej Azji, Europie i Afryce (1). Pandemia HPAI/H5N1
jest najwigksza w ciagu ostatnich 50 lat — przypadki
choroby stwierdzano w ponad 60 krajach $wiata 1 do-
tychczas padto lub zlikwidowano ponad 220 milionéw
ptakoéw (15). Oprocz ptakow hodowlanych i1 dzikich
zakazeniu ulega¢ moga réwniez niektore ssaki i czto-
wiek (7). W wyniku zakazenia wirusem H5N1 od
2003 r. odnotowano 387 przypadkow u ludzi, z czego
245 zakonczyto si¢ $miercia (stan na 29.09.2008 r., wg
danych WHO, www.who.int). Od momentu pojawie-
nia si¢ wirusa HSN1 w Chinach w 1996 r. (17) wirus

ulegt licznym zmianom genetycznym prowadzacym do
powstania roznych wariantow genotypowych, a od 2004
roku dominujacy stal si¢ genotyp ,,Z” wirusa H5N1.
Jedna z odmian genotypu ,,Z” sa wirusy tzw. linii Qing-
hai, ktére pojawity si¢ w 2005 r. w Chinach, a nastep-
nie przedostaty do Europy i Afryki (16). Wirus HPAI
podtypu H5N1 zostat wykryty w Polsce w 2006 1. u dzi-
kich ptakéw (10). W miesigcach marzec-maj odnoto-
wano ogdtem 64 przypadki, gtownie u tabedzi, lecz
rowniez u jastrzegbia, czapli siwej 1 tracza nuroggsia (10).
W 2007 r. obecnos¢ choroby stwierdzano w kilku kra-
jach europejskich zaréwno u drobiu, jak réwniez u pta-
kéw wolno zyjacych, a pod koniec roku wirus HPAI/
H5N1 ponownie pojawit si¢ w Polsce, tym razem po
raz pierwszy u drobiu.
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W opracowaniu scharakteryzowano przypadki HPAI/
H5N1 u drobiu i ptakéw wolno zyjacych utrzymywa-
nych w zamknigciu, rozpoznane w grudniu 2007 r.
w Polsce.

Materiat i metody

Probki do badan molekularnych oraz wirusologicz-
nych. Od ptakéw podejrzanych o zakazenie wirusem H5N1
pobierane byly probki narzadow wewngtrznych, gltdwnie
ptuca, tchawica, watroba, §ledziona, nerki i jelita z trescia
pokarmowa. Od drobiu i ptakoéw dzikich, nie wykazuja-
cych objawow klinicznych choroby, lecz znajdujacych sig
w gospodarstwach na obszarze stref ochronnych, pobiera-
no wymazy z tchawicy i kloaki.

Prébki do badan serologicznych. Probki krwi do ba-
dan serologicznych pochodzity od ptakéw dzikich utrzy-
mywanych w zamknigciu w azylu dla ptakoéw w miejsco-
wosci Krzykaty (powiat lidzbarski) oraz od drobiu i $§win
klinicznie zdrowych z gospodarstw znajdujacych si¢ na
terenie stref ochronnych.

Real time RT-PCR (RRT-PCR) i RT-PCR konwen-
cjonalny. Badania przeprowadzono wg procedur wiasnych,
zgodnych z wytycznymi Wspolnotowego Laboratorium Re-
ferencyjnego (WLR) ds. grypy ptakéw w VLA Weybridge,
Wielka Brytania (11-14). Ekstrakcje RNA wykonywano
przy uzyciu komercyjnego zestawu RNeasy Mini Kit (Qia-
gen) bezposrednio z supernatantdéw po wirowaniu homo-
genatow narzadow, wymazow z tchawicy lub kloaki albo
z ptynéw owodniowo-omoczniwych zakazonych zarodkow
kurzych SPF. RNA badano nastgpnie metoda RRT-PCR,
stosujac startery dla gendw M (wszystkie wirusy Al typu
A), H5 i N1. W przypadku uzyskania wyniku dodatniego
probke badano ponownie przy uzyciu metody RT-PCR kon-
wencjonalnej dla genu HS (wielko$¢ produktu PCR: 300-
-320 pz). Produkty PCR-H5 poddawano sekwencjonowa-
niu w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie
oraz Zaktadzie Mikrobiologii PIWet-PIB, a nastgpnie ana-
lizowano sekwencje aminokwaséw miejsca cigcia hema-
glutyniny w celu okreslenia patogennosci izolatéw ALV,
stosujac program komputerowy Mega 3.1 (9).

Izolacja i identyfikacja wirusologiczna. Badanie wyko-
nano wg Instrukcji Gtownego Lekarza Weterynarii (GLW)
(4), zgodnej z podrecznikiem diagnostycznym grypy pta-
kow (2), na zarodkach kurzych SPF. Badano tylko probki,
dla ktorych uzyskano wynik dodatni metoda real time RT-
-PCR. Izolaty wirusowe wykazujace aktywnos$¢ hemaglu-
tynacyjna identyfikowano serologicznie w te§cie hamowa-
nia hemaglutynacji przy uzyciu surowic referencyjnych dla
AIV podtypu H5 i H7, zgodnie z Instrukcja GLW (4).

Test hamowania hemaglutynacji (HI). Test HI wyko-
nywano metoda mikro wg Instrukcji GLW (4), zgodnej
z podrecznikiem diagnostycznym (2). Stosowano 4 jednost-
ki hemaglutynacyjne (HA) antygenéow AIV podtypu HS.
Za wynik dodatni przyjmowano miano surowicy = 16.

Wyniki i omowienie
W dniu 30.11.2007 r. okoto godziny 20.30 otrzyma-
no do badan probki narzadéw padtych indykow rzez-

nych w wieku 16 tygodni (liczebno$¢ stada: 1085 sztuk)
1 12 tygodni (o liczebnosci stada 8600 szt.), z ferm znaj-
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Ryec. 1. Wyniki badan proébek z pierwszego ogniska HPAI/
HS5N1 metoda RRT-PCR/M (PB - probki badane; K+ — kon-
trola dodatnia)

dujacych si¢ w miejscowosciach Mysliborzyce 1 Unie-
jewo w powiecie ptockim (wojewddztwo mazowiec-
kie). W obydwu stadach zaobserwowano osowienie,
utrate apetytu, obrzeki gtlowy, wybroczyny i wynaczy-
nienia w skorze glowy i szyi, zmiany krwotoczne w ptu-
cach, $ledzionie, trzustce i dwunastnicy. Pierwsze wy-
niki dodatnie metoda RRT-PCR/M uzyskano okoto
godz. 24.00 (ryc. 1). Wyniki dodatnie metoda RRT-
-PCR/H5 i RRT-PCR/N1, uzyskane, odpowiednio,
o godzinie 3.00 1 5.00 rano 1 grudnia, byly na bieza-
co przekazywane telefonicznie Gtéwnemu Lekarzowi
Weterynarii. Dnia 1.12.2007 r. w godzinach rannych
PIWet-PIB przestal faksem do GLW, Wojewddzkiego
Inspektoratu Weterynarii w Siedlcach 1 Powiatowego
Inspektoratu Weterynarii w Ptocku sprawozdania z ba-
dan molekularnych stwierdzajace wykrycie wirusa
H5N1 w Polsce. W kolejnych dniach wyniki potwier-
dzono metoda izolacji na zarodkach kurzych oraz sero-
logicznej identyfikacji metoda hamowania hemagluty-
nacjii metoda konwencjonalng RT-PCR/HS. Dnia 4.12.
2007 r. wykryto ognisko wtorne w stadzie przyzagro-
dowym znajdujacym si¢ w bezposrednim sasiedztwie
jednej z zakazonych ferm indykéw. Wyniki analizy
sekwencjonowania miejsca cigcia HA krajowych izo-
latéw H5N1 ujawnity profil aminokwasowy PQGERR-
RKKR*GLF typowy dla wiruséw wysoce patogennych.
Wstepna analiza filogenetyczna pozwolita ustali¢ blis-
kie pokrewienstwo pierwszych izolatow H5N1 z inny-
mi wirusami H5N1 izolowanymi w Europie w drugie;j
potowie 2007 roku. Wyniki uzyskane przez Krajowe
Laboratorium Referencyjne (KLR) w Putawach zosta-
ty 8.12.2007 r. w pelni potwierdzone przez WLR ds.
Al w Weybridge.

W toku przeprowadzonego dochodzenia epidemio-
logicznego stwierdzono, iz w dniach poprzedzajacych
przestanie probek do laboratorium z obydwu ferm wy-
stano ogoétem ok. 7500 indykéw do rzezni, znajdujace;j
si¢ na terenie wojewodztwa warminsko-mazurskiego.
Podczas transportu indykéw z fermy w Uniejewie do
rzezni stwierdzono tylko pojedyncze padnigcia, nato-
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Tab. 1. Charakterystyka ognisk HPAI/HSN1 w Polsce w 2007 roku
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w Karniszynie. Ostatnie ognisko HPAI/H5N1
w powiecie zurominskim (jednoczes$nie ostatni

Miejscowo$é Data n Liczba | Liczba ptakéw .

(powiat) rozpoznania |  Catunek Wiek | prakow padtych przypadek W,k@Ju) rozpoznano 22.12.2007 r.
MySliborzyce o w miejscowosci Sadtowo-Parcele. W tym przy-
(ptocki) 112. | indyki zezne | 16tyg. | 1085 60 padku wirus H5N1 wykryto rowniez w stadzie
O o kur niosek towarowych w wieku 24 tygodni,
(ptocki) 112. | indyki rzezne | 12tyg. | 8600 300 o liczebnosci ok. 185 000 sztuk. Wszystkie
MySliborzyce 12 . kacai | 15 5 ) pr;ypa(i_kl HPAI/HSN] W powiecie zuromin-
(ptocki) e ury, kaczki Vo skim miaty miejsce w duzych przemystowych
Karniszyn kury nioski fermach kur niosek. Klatkowy system chowu
B 8.12. 221tyg. | 119 000 610 . . :

(zuromifiski) towarowe tych ptakow w duzym stopniu thumaczy stosun-
ioski kowo wolne rozprzestrzenianie choroby w sta-
Sadiowo 1012, | kv nioski o0 0 | 35 000 209 - N ; N
(zuromifiski) towarowe dzie, wyrazone niewielka liczba ptakow pad-
Krzykaty bocian biaty tych. Innym powodem stosunkowo niskiego
; . 11.12. | nn. 15 3 o g : 4
(lidzbarski) myszotowy odsetka $miertelnos$ci bylo szybkie zgloszenie
Lepno . przez hodowcow problemow w stadzie oraz na-
(elblaski) 1242. | lury, kaczkl | - rGzny 3 : tychmiast podjete dzialania administracyjne
tepno 1242, | m, kaczki, | . . (Wybljgnle ptako.w). . .
(elblaski) gesi Kolejnym regionem, gdzie wystapita grypa
Mitakowo 12142 Kury (diny : - ptakéw H5N1, bylo wojewodztwo warminsko-
(ostrodzki) o -mazurskie. W Krzykatach (powiat lidzbarski)
Sadtowo-Parcele | ,, ., kury nioski | 0\ 4g5 009 20 wirus HSNI wykryto 11.12.2007 r. w probka’Ch
(zuromifiski) towarowe narzadoéw pochodzacych od 2 myszotowdw

miast podczas badania poubojowego nie zaobserwowa-
no zadnych zmian anatomopatologicznych i migso tra-
fito na rynek. Odmienna sytuacj¢ odnotowano w przy-
padku indykéw z fermy w MySliborzycach, gdzie
w transporcie padto 170 ptakow, a podczas badania po-
ubojowego stwierdzono zmiany wskazujace na choro-
be zakazna, co doprowadzito do konfiskaty 233 tuszek,
19 kg watrob oraz zabezpieczenia w rzezni wszystkich
pozostatych tuszek pochodzacych z tej fermy, w licz-
bie 5072 szt. Jednoczesnie zgtoszono podejrzenie cho-
roby zakaznej. Dzigki szybko przeprowadzonym bada-
niom diagnostycznym w KLR oraz sprawnej akcji In-
spekcji Weterynaryjnej do 4 grudnia zidentyfikowano
wszystkie sklepy i hurtownie, do ktérych trafito migso
z fermy w Uniejewie, po czym przeprowadzono jego
utylizacje. Rowniez wszystkie zabezpieczone w rzezni
tuszki pochodzace z indykow z fermy w Mysliborzycach
poddano utylizacji. Kolejnym regionem, w ktérym po-
jawila si¢ grypa ptakow wywotana przez wirus H5N1,
byt powiat Zurominski, gdzie 8.12.2007 r. w miejsco-
wosci Karniszyn ognisko choroby wykryto w fermie
kur niosek towarowych w wieku 22 tygodni. W stadzie
liczacym 119 000 ptakéw odnotowano nagte, cho¢ nie-
Zbyt liczne paquma (610 sztuk). Obj awy i zmiany sek-
cyjne, m.in. zasinienie grzebienia i zmiany krwotoczne
w narzadach wewngtrznych, wskazywaty na mozliwo$¢
zakazenia wirusem HPAI, co potwierdzono w KLR. Ze
stada w Karniszynie na rynek przedostaty si¢ jaja kon-
sumpcyjne, ktore natychmiast wycofano i1 zniszczono.
Dwa dni p6zniej wykryto ognisko w Sadtowie (ok. 3 ki-
lometry od Karniszyna) w fermie kur niosek towa-
rowych w wieku 20 tygodni, liczacej ponad 385 000
ptakow (padto 209 sztuk). Objawy kliniczne i zmiany
sekcyjne byty podobne do zaobserwowanych u kur

i 1 bociana biatego, przebywajacych w azylu dla
ptakéw na terenie lesSniczowki. Zrodlem zakazenia byto
prawdopodobnie skarmianie ptakoéw dzikich odpadka-
mi z rzezni, gdzie ubijano indyki z Uniejewa. Ponie-
waz nie uzyskano zgody Ministerstwa Srodowiska na
eutanazj¢ pozostalych 15 ptakow przebywajacych
w azylu, przeprowadzono dwukrotne (w odstgpie ok.
miesigca) badania wszystkich ptakow metoda RRT-PCR
(wymazy z tchawicy i kloaki) oraz HI (krew), lecz nie
stwierdzono wynikow dodatnich. W dniach 12-17.12.
2007 r. potwierdzono obecno$§¢ HPAI/H5N1 w 3 sta-
dach przyzagrodowych drobiu w miejscowosciach L.¢p-
no i Mitakowo w powiatach elblaskim i ostrédzkim.
Wszystkie te stada liczyly ogotem okoto 200 ptakow
(gtownie kur) w roznym wieku. Wiascicielem jednego
ze stad byt kierowca przewozacy do rzezni zakazone
indyki z pierwszych ognisk HPAI/HSNT1 z powiatu ptoc-
kiego. Szczegdtowa charakterystyke ognisk HPAI/
HS5NI1 rozpoznanych w dniach 1-22.12.2007 r. przed-
stawiono w tabeli 1.

Podjete niezwlocznie po rozpoznaniu HPAI/H5NI1
administracyjne srodki zwalczania byty zgodne z opi-
sanymi w Dyrektywie 2005/94/WE (3) oraz Rozporza-
dzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (5) i obej-
mowaly m.in. urzgdowy nadzér w ogniskach choroby,
ustanowienie stref ochronnych w postaci okregow za-
powietrzonych o promieniu 3 km i zagrozonych o pro-
mieniu 10 km, Wybijanie ptakow w fermach zakazo-
nych zniszczenie jaj, drobnego Sprztu, paszy, my01e
i dezynfekq ¢, wstrzymanie lub ograniczenie przemiesz-
czania ludzi i zwierzat w strefach ochronnych, wydtu-
zenie okresu pomigdzy wybijaniem stad i ponownym
zasiedlaniem obiektéw. Do eutanazji stad drobiu w fer-
mach przemystowych uzyto dwutlenku wegla, a w sta-
dach przyzagrodowych — pentobarbitalu sodu. W ra-
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mach badan kontrolnych w strefach ochronnych prze-
badano w kierunku AI-H5 z wynikiem ujemnym ok.
1500 probek od ptakéw i1 48 probek od swin z ponad
100 gospodarstw. Ogotem w czasie tej pierwszej w kraju
epidemii HPAI H5N1 u drobiu padto 1 zlikwidowano
ponad 900 000 ptakow, a straty materialne wyniosty
ponad 12 200 000 PLN.

Zgodnie z procedura rutynowej diagnostyki labora-
toryjnej Al do momentu wykrycia pierwszego ogniska
HPAI/H5N1 prébki badane byly metoda RRT-PCR/M,
wykrywajaca wszystkie wirusy grypy typu A. Po uzys-
kaniu wyniku dodatniego, w kolejnych etapach bada-
nie kontynuowano przy uzyciu metody RRT-PCR wy-
krywajacej gen HS, a nastepnie przy wyniku dodatnim
— gen N1 wirusa Al. Z chwila stwierdzenia w kraju
pierwszych przypadkow HPAI/H5NT1 cykl diagnostycz-
ny ulegt modyfikacji polegajacej na badaniu probek
w pierwszej kolejnosci metoda RRT-PCR/HS, a nastep-
nie dla potwierdzenia i pelnej identyfikacji wirusa Al
metodami RRT-PCR/N1 i RRT-PCR/M. Podyktowane
to bylo wzgledami czasowymi — w tym przypadku wy-
krycie wirusa H5 w trakcie trwania epidemii wywota-
nej przez rozpoznany juz podtyp Al bylo priorytetem.
Rutynowy schemat diagnostyczny pozwala, co praw-
da, na wykazanie, czy w badanym materiale znajduje
si¢ jakikolwiek wirus Al, jednak wydtuza to czas osta-
tecznego rozpoznania.

W kazdym przypadku badano w RRT-PCR oddziel-
nie homogenaty z narzadow miazszowych i z jelit. Ge-
neralnie nizsza warto$¢ Ct (,,cycle threshold”), §wiad-
czaca o wigkszej ilosci wirusa uzyskano w materiale
z narzadow miazszowych. Mniejsza ilo$¢ materiatu ge-
netycznego AIV wykrywana w probkach z jelit ttuma-
czy¢ mozna m.in. obecnos$cig inhibitorow reakcji PCR
w tresci przewodu pokarmowego (8).

Nie jest fatwe ustalenie zrodia zakazenia w fermach
indykow w powiecie plockim (pierwotne ogniska HPAI/
H5N1). Hipotetycznie mogtly to by¢ odchody ptakow
dzikich, ktérymi zanieczyszczona byla pasza, za czym
przemawiatby rowniez fakt, iz wirus HPAI HSN1 wy-
krywano w 2007 r. w prébkach od martwych ptakow
wolno zyjacych w Czechach, Niemczech i Francji (Ra-
porty Komisji UE). Z kolei badanie pokrewienstwa
filogenetycznego nie daje jednoznacznej odpowiedzi
na to pytanie, gdyz polskie izolaty sa w jednakowym
stopniu podobne do szczepow izolowanych w Europie
zarowno od ptakow dzikich, jak 1 od drobiu (dane nie-
publikowane). Rowniez do$¢ zagadkowa i niewyjasnio-
na jest bardzo niska liczba probek HSN1-dodatnich, po-
bieranych od zywych ptakoéw migrujacych (tylko jeden
przypadek u dzikiej kaczki w Szwajcarii w ostatnich
kilkunastu miesiacach). Natomiast powiazania epide-
miologiczne pomigdzy ogniskami w wojewddztwie
mazowieckim i warminsko-mazurskim a przypadkami
w Mysliborzycach i Uniejewie zwiagzane byty najpraw-
dopodobniej z rozprzestrzenieniem wirusa w wyniku
transportu zakazonych indykow z tych ognisk do rzez-
ni. W kilku przypadkach istnieja przestanki, oparte na
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solidnych podstawach (dochodzenie epidemiologiczne),
o roli czlowieka w rozprzestrzenianiu wirusa HSN1.
Przypadki HPAI/H5N1 wykryte po raz pierwszy
u drobiu w Polsce potwierdzity, z jednej strony, 1z moz-
liwos¢ wprowadzenia do obrotu migsa i produktow dro-
biarskich pochodzacych z zakazonych stad jest realnym
zagrozeniem. Z drugiej strony, szybko przeprowadzo-
ne rozpoznanie choroby w oparciu o nowoczesne, zwa-
lidowane metody biologii molekularnej (real time PCR),
jak réwniez natychmiastowe dzialania Inspekcji Wete-
rynaryjnej w polaczeniu z wywazona, lecz rzetelng kam-
panig informacyjna, umozliwity zredukowanie do mi-
nimum ryzyka zagrozenia dla zdrowia publicznego.
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