
u ludzi włóknienie płuc jest często powią‑
zane z odczynem zapalnym, czego nie po‑
twierdzono u psów).

Nie udało się jak na razie określić czyn‑
ników, które byłyby pomocne w określa‑
niu rokowania u west highland white te‑
rierów z idiopatycznym włóknieniem płuc 
(4). Ostatnio opublikowano też wyniki 
badania, którego celem było zastosowa‑
nie testu 6‑minutowego marszu (6-mi‑
nute walk test – 6MWT; test, który oce‑
nia, jaki dystans pokonuje pacjent w ciągu 
6 minut) jako metody, która umożliwiłaby 
prognozowanie długości przeżycia cho‑
rych psów, jednak nie wykazano przydat‑
ności rokowniczej tego testu, ale uznano, 
że jest on raczej przydatny do śledzenia 
postępu choroby – monitorowania funk‑
cji płuc u chorujących west highland whi‑
te terierów (4).
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Grypa koni jest najbardziej zaraźliwą 
chorobą wirusową układu oddechowe‑

go koniowatych (1). Czynnikiem etiologicz‑
nym choroby jest wirus grypy koni (equine 
influenza virus – EIV). Należy on do rodzi‑
ny Orthomyxoviridae (2). Genom EIV skła‑
da się z ośmiu jednoniciowych segmentów 
RNA o ujemnej polarności (3). Obecność 
RNA w genomie i jego specyficzna struktura 
determinują zmienność genetyczną, a w ślad 
za tym zmienność antygenową EIV. Konse‑
kwencją tego są poważne trudności w roz‑
poznawaniu choroby. Najczęściej dochodzi 
do wymiany genów kodujących glikoprote‑
iny powierzchniowe: hemaglutyninę (HA) 
i neuraminidazę (NA), które znajdują się 
w otoczce lipidowej otaczającej genom (4).

Wprawdzie diagnoza kliniczna grypy 
koni nie jest trudna, z uwagi na charakte‑
rystyczny przebieg zakażenia oraz typo‑
we objawy chorobowe, niemniej jednak do 

postawienia jednoznacznego rozpoznania 
konieczne jest przeprowadzenie badań la‑
boratoryjnych (5).

Dla prawidłowego laboratoryjnego roz‑
poznania choroby niezbędne jest pobranie 
wartościowych epidemiologicznie, reprezen‑
tatywnych próbek, z uwzględnieniem czasu, 
jaki upłynął od zakażenia do pobrania pró‑
bek, danych o wieku zwierząt oraz prowa‑
dzeniu szczepień stada przeciwko grypie (6).

Należy pamiętać, że nie ma idealnej me‑
tody diagnostycznej, żadna nie gwarantuje 
100% czułości i swoistości. Każda metoda 
ma różne możliwości i ograniczenia, takie 
jak czułość, swoistość, czas i koszt analizy, 
wydajność (skala badań), dostępność zesta‑
wów komercyjnych, konieczność zastoso‑
wania specjalistycznej aparatury, łatwość 
wykonania i interpretacji wyniku (6). Z tego 
powodu optymalne jest stosowanie dwóch 
różnych technik laboratoryjnych. Dobór 

metody zależy przede wszystkim od celu 
badania. Inne techniki znajdą zastosowanie 
przy rozpoznaniu choroby w przypadku jej 
podejrzenia u indywidualnych koni, a inne 
w monitoringu stada czy nadzorze nad gry‑
pą koni w skali krajowej lub globalnej.

Diagnostyka laboratoryjna grypy koni 
oparta jest zarówno na badaniu bezpo‑
średnim, tj. badaniu wirusologicznym i/lub 
genetycznym wymazów z jam nosowych, 
ewentualnie wycinków płuc pobranych od 
zwierząt padłych, jak i na badaniu pośred‑
nim, tj. wykrywaniu obecności przeciwciał 
swoistych dla EIV (7). Techniki serologicz‑
ne są znacząco tańsze niż metody bezpo‑
średnie, w związku z tym są one częściej 
wykorzystywane. Należy jednak mieć świa‑
domość, że badanie serologiczne jest obar‑
czone ryzykiem pojawienia się wyników fał‑
szywie dodatnich lub fałszywie ujemnych. 
Dlatego dla uzyskania wiarygodnego wyni‑
ku badaniu serologicznemu powinny być 
poddane surowice od większej liczby koni.

Reakcja łańcuchowa polimerazy 
(polymerase chain reaction – PCR)

W ostatnich latach diagnostyka wielu cho‑
rób zwierząt, w tym także grypy koni, zo‑
stała zdominowana przez techniki biologii 
molekularnej. Najpowszechniej wykorzy‑
stywany jest test PCR (8, 9). Opracowano 
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szereg odmian tego testu, obecnie najczę‑
ściej wykorzystywana jest metoda ilościo‑
wa PCR (quantitive PCR – qPCR), która 
umożliwia śledzenie amplifikacji materiału 
genetycznego EIV w czasie rzeczywistym 
(Real Time PCR, RT-PCR; 10, 11, 12, 13). 

Posiada ona czułość przewyższającą uzy‑
skiwaną w tradycyjnym teście PCR oraz 
umożliwia określenie liczby kopii materia‑
łu genetycznego EIV. Ponieważ materiałem 
genetycznym EIV jest RNA, jego amplifi‑
kacja musi być poprzedzona przepisaniem 
informacji genetycznej z RNA na komple‑
mentarną nić DNA (cDNA).

Technika PCR polega na enzymatycz‑
nym powieleniu fragmentu DNA wyosob‑
nionego z materiału biologicznego, stano‑
wiącego matrycę, który jest ograniczony 
przez dwa oligonukleotydowe startery skła‑
dające się na ogół z 18–30 nukleotydów, 
z których każdy jest komplementarny do 
jednego końca matrycy. Reakcja zachodzi 
w obecności enzymu termostabilnej poli‑
merazy DNA (Taq polimeraza) i dodanych 
do mieszaniny reakcyjnej nukleotydów.

Z uwagi na krótki czas replikacji wiru‑
sa obecność jego materiału genetycznego 
testem PCR można wykryć jeszcze przed 
czasem wystąpienia objawów. Szczególnie 
dotyczy to koni nie w pełni uodpornionych 
po szczepieniu.

Zalety i wady

Powszechne wykorzystanie PCR do diagno‑
styki grypy koni wynika z możliwości szyb‑
kiej diagnostyki (wynik badania uzyskuje się 
w ciągu kilku godzin). Kolejną zaletą meto‑
dy jest jej czułość. Teoretycznie rozpozna‑
nie może być postawione nawet wtedy, gdy 
w badanej próbce materiału biologicznego 
znajduje się tylko kilka cząstek wirusa lub 
nawet nie ma go wcale, natomiast obecne 
są fragmenty RNA, ewentualnie dostępny 
materiał biologiczny jest nieświeży, nie‑
właściwie pobrany lub toksyczny dla tka‑
nek. W związku z tym metoda może być 
wykorzystana także w tych przypadkach, 
gdy klasyczne metody, takie jak np. izola‑
cja wirusa, nie są możliwe. Metoda PCR jest 
w pełni zautomatyzowana, jednocześnie 
w pojedynczym bloku termocyklera moż‑
na badać 96 próbek, co pozwala na prowa‑
dzenie badań na szeroką skalę. Posiada ona 
jednak pewne ograniczenia. Warunkiem 
skuteczności PCR jest optymalizacja para‑
metrów reakcji, a zwłaszcza dobór odpo‑
wiedniej sekwencji starterów. Sekwencje te 
musi charakteryzować wysoka zachowaw‑
czość i unikalność. Ograniczenia te wynika‑
ją głównie z dużej czułości metody. Czułość 
jest bronią obusieczną, bowiem przy nie‑
przestrzeganiu podstawowych zasad pra‑
cy z materiałem genetycznym bardzo łatwo 
może dojść do kontaminacji pomieszczeń 
laboratoryjnych, czego konsekwencją jest 
uzyskiwanie wyników fałszywie dodatnich. 
Z kolei wysoka swoistość reakcji, w przy‑
padku źle zaprojektowanych starterów lub 
doboru nieprawidłowej metody ekstrakcji 
kwasu nukleinowego, może prowadzić do 
uzyskania wyników fałszywie ujemnych 

(6). Inną przeszkodą w wykrywaniu RNA 
EIV metodą PCR mogą być zanieczyszcze‑
nia chemiczne lub enzymatyczne. Pomimo 
wspomnianych ograniczeń test PCR jest 
obecnie najpowszechniej wykorzystywa‑
ną techniką wirusologiczną.

Izolacja wirusa (virus isolation – VI)

Klasyczna technika wirusologiczna polega 
na izolacja EIV z próbek pobranych od cho‑
rych koni (14, 15). Do tego celu wykorzy‑
stuje się zarodki kurze SPF lub hodowle ko‑
mórkowe. Do izolacji najbardziej przydatne 
są wymazy z nosa, które należy pobierać od 
zwierząt w okresie pierwszych 3–4 dni trwa‑
nia choroby (7). Od padłych koni do izola‑
cji wirusa pobiera się wycinki płuc z pogra‑
nicza tkanki zdrowej i zmienionej zapalnie.

Zalety i wady

Izolacja jest metodą w stu procentach swo‑
istą. Niemniej jednak jest ona długotrwała, 
praco- i czasochłonna, kosztowna, wyma‑
ga wyspecjalizowanego personelu i apara‑
tury. Jej czułość określa się na około 54%.

Badania serologiczne

Szerokie zastosowanie w diagnostyce grypy 
koni znalazły badania serologiczne. Pozwa‑
lają one na przybliżone ustalenie statusu 
immunologicznego koni. Warto pamiętać, 
że stwierdzenie obecności swoistych prze‑
ciwciał wskazuje na kontakt konia z EIV, 
ale nie jest jednoznaczne z występowaniem 
grypy w stadzie koni. Badania serologicz‑
ne umożliwiają także przybliżone ustale‑
nie czasu zakażenia oraz monitorowanie 
szerzenia się choroby (15).

Moment stwierdzenia serokonwersji za‑
leży od techniki badawczej, szczepu wiru‑
sa, wieku zwierzęcia oraz obecności czyn‑
ników immunosupresyjnych.

Poza stosowaniem badań serologicz‑
nych do wykrywania obecności swoistych 
przeciwciał, są one wykorzystywane do 
charakterystyki nowych izolatów w Euro‑
pie, Ameryce Północnej i ostatnio także 
w Dubaju (15, 16). Dane uzyskane w ta‑
kich badaniach są podstawą decyzji, któ‑
ry szczep należy wykorzystać do produk‑
cji szczepionki (17). Nowe izolaty mogą 
być m.in. charakteryzowane (typowane) 
na podstawie różnicy miana przeciwciał 
hemaglutynacyjnych z różnymi surowica‑
mi referencyjnymi. Wykazano, że surowice 
referencyjne produkowane z użyciem fre‑
tek są szczepowo bardziej swoiste niż su‑
rowice produkowane na koniach, dlatego 
powinny one być stosowane do różnico‑
wania nowych izolatów (18).

Badania serologiczne są również 
przydatne do oceny skuteczności szcze‑
pień, w tym także do wykazania błędów 

Laboratory diagnosis of equine influenza – 
principles and significance
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Equine influenza is the most infectious viral disease 
of the equine respiratory tract. However the diagnosis 
based on the clinical picture and spread of diseases is 
relatively easy. Laboratory investigations are essential 
for final diagnosis of equine influenza. Therefore 
an overview of the diagnostic methods, enabling 
detection of the virus, its genetic material, as well 
as antibodies, with emphasis on highlighting their 
advantages and limitations is presented.
To obtain a  correct diagnosis, epidemiologically 
appropriate samples must be acquired, taking into 
account the time from infection to sampling, the 
vaccination program as well as the animal age.
It should be stressed that there is no ideal diagnostic 
method, every test has some advantages and 
limitations, such as sensitivity and specificity, scale, 
time and cost of analysis, availability of commercial 
kits, necessity to use a specified apparatus, simplicity 
of a test and analysis of the results. The choice of 
a suitable technique depends on the aim of the study; 
other techniques will be useful for testing of individuals 
suspected of infection, and others for monitoring of 
herd health status or surveillance programs.
Laboratory diagnosis of equine influenza is based 
on direct (isolation of virus or its RNA from nasal 
swabs or lung tissue from dead animals) and indirect 
(detection of virus specific antibodies) techniques. 
The most widely used techniques include PCR and 
serological examinations. They enable assessment of 
the immune status of horses and time of infection, 
monitoring the spread of disease, characterizing new 
isolates and evaluation of vaccination efficacy. These 
are also cheaper than direct tests. However it should 
be taken into account that they are not accurate 
and test results obtained with their use should be 
confirmed by other more precise techniques due to 
the risk of false positive or negative results. Therefore, 
in order to receive unequivocal results, the samples of 
sera from a larger number of horses should be taken.
In summary, laboratory examinations are important 
for detection of equine influenza and for surveillance 
programs. In recent years, significant progress has 
occurred in this area. There is no doubt that the 
use of specialized laboratories by horse owners and 
veterinarians caring for the health of the herd will 
minimalize the economic costs of equine influenza.

Keywords: equine influenza, laboratory diagnostics, 
virology, molecular techniques, serology.
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w szczepieniach (15). Oficjalnie rekomendo‑
wanym przez Światową Organizację Zdro‑
wia Zwierząt (7) do testowania szczepio‑
nek jest test zahamowania hemaglutynacji 
(haemagglutination inhibition assay – HI). 
Szczepionkę przeciwko grypie uważa się za 
satysfakcjonującą, jeśli chroni przed wystą‑
pieniem objawów klinicznych i stymulu‑
je produkcję przeciwciał o mianie co naj‑
mniej 1:64, jakkolwiek wymagane jest wyż‑
sze miano, jeśli szczepionka ma zapobiegać 
zakażeniu i siewstwu wirusa (19).

Badania serologiczne odgrywają rów‑
nież dużą rolę w nadzorze nad grypą koni, 
czego przykładem mogą być badania nad 
seroprewalencją grypy koni w Nigerii (20) 
i Izraelu (21).

Do badań serologicznych powinny 
być przesyłane surowice pobrane od koni 
w szczycie zachorowania i po 2–4 tygo‑
dniach. Czynne zakażenie określa się wów‑
czas na podstawie analizy wyników miano‑
wania par surowic. Dwukrotne badanie (ba‑
danie par surowic od tych samych zwierząt) 
jest niezbędne dla uzyskania jednoznacz‑
nego wyniku dowodzącego zakażenia. Mi‑
nimum czterokrotny wzrost miana w pa‑
rach surowic dowodzi niedawnego zaka‑
żenia koni EIV (22).

Należy mieć świadomość, że dla uzyska‑
nia wiarygodnego wyniku bardzo istotny jest 
czas wykonania badań serologicznych. Bada‑
nia przeprowadzone zbyt wcześnie, w krót‑
kim odstępie czasu od zakażenia EIV, mogą 
dać wynik mylący. Aby organizm wytworzył 
przeciwciała możliwe do wykrycia, zazwy‑
czaj musi upłynąć co najmniej 10–14 dni.

Należy także pamiętać, że w stadzie 
szczepionym zjawiskiem normalnym będzie 
wykrywanie przeciwciał przeciwko antyge‑
nowi, który znajdował się w podanej szcze‑
pionce. Z tego powodu, zlecając badania, 
należy uzyskać w wywiadzie informację od‑
nośnie do stosowanego w stadzie kalendarza 
szczepień. W przypadku uzyskania wyni‑
ków wątpliwych zaleca się ponowne bada‑
nie tej samej surowicy przy użyciu tego sa‑
mego testu, ponowne badanie tej samej su‑
rowicy przy użyciu testów alternatywnych, 
ewentualnie przy braku rozstrzygnięcia, po‑
nowne badanie stada w odstępie 2 tygodni.

Test zahamowania hemaglutynacji 
(haemagglutynation inhibition – HI)

Wirus grypy koni posiada właściwości he‑
maglutynacyjne, to znaczy, że HA EIV, dzię‑
ki swoim właściwościom enzymatycznym, 
łączy się z kwasem sialowym obecnym w re‑
ceptorach erytrocytów, powodując zlepianie 
się krwinek czerwonych w większe agrega‑
ty. Zjawiska to zostało odkryte w latach 40. 
ubiegłego wieku i było podstawą do opra‑
cowania testu HI. Jest to test typowo swo‑
isty (23). Stanowi on tzw. złoty standard 
w serologicznej diagnostyce grypy koni. 

W przypadku obecności w badanej suro‑
wicy przeciwciał swoistych dla konkret‑
nego podtypu HA EIV dochodzi do zablo‑
kowania właściwości hemaglutynacyjnych 
wirusa, w związku z czym krwinki osiadają 
na dnie basenika mikropłytki, tworząc cha‑
rakterystyczny osad przypominający gu‑
zik. Jeśli z kolei w badanej surowicy brak 
jest swoistych dla tego podtypu przeciw‑
ciał, nie dochodzi do hamowania zdolno‑
ści wirusa do aglutynacji krwinek, w związ‑
ku z czym erytrocyty osadzają się na dnie 
basenika mikropłytki, tworząc charaktery‑
styczną chmurkę.

Test HI umożliwia nie tylko wykrycie 
obecności przeciwciał, ale również określe‑
nie ich poziomu (miana przeciwciał). Mia‑
no surowicy to odwrotność najwyższego jej 
rozcieńczenia, przy którym występuje jesz‑
cze hamowanie właściwości hemaglutyna‑
cyjnych EIV. Zależnie od wysokości miana 
możemy ocenić, czy mamy do czynienia 
z serokonwersją spowodowaną niedawnym 
zakażeniem lub szczepieniem, czy też zwie‑
rzę miało kontakt z wirusem w przeszłości.

W ocenie wyników badań serologicz‑
nych próbek krwi pobranych od młodych 
zwierząt należy uwzględnić możliwość wy‑
krycia przeciwciał matczynych, przekaza‑
nych wraz z siarą (24).

Surowica, będąca obiektem badawczym 
w teście HI, musi być odpowiednio przy‑
gotowana, w celu eliminacji nieswoistych 
aglutynin i  inhibitorów reakcji hemaglu‑
tynacji, które mogą skutkować wynikiem 
fałszywie dodatnim. Do tego celu wyko‑
rzystuje się inaktywację termiczną połą‑
czoną z inaktywacją chemiczną w postaci 
różnych absorbantów, najczęściej wyciągu 
z Vibrio cholerae (receptor destroing enzy‑
me – RDE), kaolinu lub nadjodanu potasu 
(25). Wykazano, że sam kaolin był niewy‑
starczający do wyeliminowania fałszywie 
dodatnich reakcji w badaniu ze szczepem 
H7N7 EIV. Z kolei Tween 80 zmieszany 
z eterem dodawany do antygenu wzmaga 
aktywność HA szczepów podtypu H3N8, 
eliminuje ich infekcyjność i zapobiega krzy‑
żowej kontaminacji. W konsekwencji takie 
postępowanie wprawdzie wzmaga czułość 
testu, ale może obniżać jego swoistość (18).

Również ilość antygenu stosowana w te‑
ście HI może rzutować na jego wynik. Mia‑
no wirusa to odwrotność jego najwyższego 
rozcieńczenia, w którym występuje hema‑
glutynacja krwinek. Jest ono wyrażane w jed‑
nostkach hemaglutynacyjnych (haemagglu‑
tination unit – HAU). Jednostka hemagluty‑
nacyjna to ilość wirusa w jednostce objętości, 
która jest potrzebna do aglutynacji tej samej 
objętości zawiesiny erytrocytów. Najczę‑
ściej w teście HI stosuje się 8 HAU. W celu 
określenia miana przeciwciał badana suro‑
wica musi być odpowiednio rozcieńczona. 
Szczegółowy protokół testu HI jest dostępny 
w podręczniku diagnostycznym OIE (2016).

Zalety i wady

Test HI jest prosty w wykonaniu, szybki, 
tani, nie wymaga specjalistycznej aparatu‑
ry, posiada wysoką czułość i swoistość. Wy‑
nik testu odczytuje się wizualnie, stąd jest 
on obarczony subiektywizmem. Z tego po‑
wodu doświadczenie diagnosty może rzu‑
tować na końcową interpretację wyniku. 
Ograniczenia związane z omawianym te‑
stem dotyczą także łączenia HA do pozo‑
stałości kwasu sialowego na erytrocytach. 
Przeciwciała HI, które łącząc się z HA, za‑
pobiegają hemaglutynacji krwinek, nie re‑
prezentują ochronnych przeciwciał neutra‑
lizujących. Ich poziom nie zawsze korelu‑
je z ochroną przed zakażeniem. Niemniej, 
jak pokazują to badania Morley i wsp. (22), 
w przypadku grypy koni test HI wykazuje 
dobrą korelację z testem neutralizacji. Ko‑
lejne ograniczenie wiąże się z  faktem, że 
test HI nie jest w pełni wystandaryzowany, 
w związku z tym mogą występować różni‑
ce w wynikach uzyskiwanych przez różne 
laboratoria. Przykładowo Daly i wsp. (26) 
wykazali, że te same próbki surowic bada‑
ne w 8 laboratoriach uwidoczniły różnice 
w mianie nawet do 4 rozcieńczeń. Z tego 
powodu w każdym badaniu powinny być 
uwzględnione odpowiednie kontrole testu. 
Na czułość testu ma także wpływ pocho‑
dzenie erytrocytów (gatunek dawcy). Poza 
tym, w związku ze zmiennością EIV, istnie‑
je konieczność okresowej aktualizacji anty‑
genu używanego w teście HI. Do wykona‑
nia badania używany jest pełny wirus, dla‑
tego nie można na jego podstawie rozróżnić 
koni szczepionych od zakażonych (5). Nie‑
zależnie od wymienionych ograniczeń test 
HI jest zalecany i szeroko wykorzystywa‑
ny, zarówno do diagnostyki, jak i nadzoru 
(monitoringu), szczególnie w krajach o niż‑
szym poziomie ekonomicznym (16). Nie 
ulega wątpliwości, że opracowanie szyb‑
kiego, prostego w użyciu, taniego testu do 
jednoczesnej analizy dużej liczby surowic 
stanowiłoby dobrą alternatywę dla testu HI.

Test hemolizy radialnej  
(single radial hemolysis – SRH)

Test SRH jest używany od lat 70. ubiegłe‑
go wieku do wykrywania przeciwciał swo‑
istych dla EIV (27). W 2004 r. OIE uznało 
go jako preferowany do oceny szczepion‑
ki przeciwko grypie koni. Do dnia dzisiej‑
szego jest on uznawany za najbardziej czu‑
ły i swoisty test serologiczny w diagnostyce 
grypy koni, ponieważ określa on przeciw‑
ciała funkcjonalne (OIE). Wykorzystuje 
się w nim właściwości lizy komórek przez 
dopełniacz w obecności przeciwciał. Jeśli 
w próbce surowicy obecne są przeciwcia‑
ła anty-HA komponenty dopełniacza łączą 
się z nimi, a następnie wiążą się z HA wi‑
rusa obecnego w agarze z dodatkiem krwi, 

Prace poglądowe

653Życie Weterynaryjne • 2016 • 91(9)



tworząc charakterystyczne pierścienie he‑
molizy. Powierzchnia (średnica) strefy lizy 
mierzona w mm2 koreluje z poziomem 
przeciwciał swoistych dla danego szczepu, 
które są obecne w badanej próbce surowi‑
cy konia. Szczegółowy protokół wykona‑
nia testu SRH zawarty jest w podręczniku 
diagnostycznym OIE. Wynik jest uznawa‑
ny za dodatni, gdy strefa hemolizy sięga do 
25 mm2 lub jest o 50% większa w porówna‑
niu do kontroli. Należy podkreślić, że w te‑
ście SRH występują różnice między okre‑
sem ostrym i konwalescencji. Za wystar‑
czającą wartość ochronną w stosunku do 
szczepu homologicznego użytego do za‑
każenia przyjmuje się poziom przeciwciał 
> 150 mm2, w przypadku szczepów hete‑
rologicznych wymagany jest wyższy po‑
ziom przeciwciał. Wartość ta została wy‑
znaczona na podstawie wyników badań 
terenowych młodych koni pełnej krwi, 
którym podawano szczepionkę, a następ‑
nie określano poziom przeciwciał testem 
SRH (28). Wartości graniczne (cut-off va‑
lues) w teście SRH stanowiły podstawę de‑
cyzji OIE w zakresie konieczności uaktual‑
nienia składu szczepionek poprzez dobór 
nowych szczepów (29). Test nie jest stan‑
daryzowany, w związku z  tym wykazuje 
różnice w wynikach między laboratoria‑
mi (30). Daly i wsp. (26) wykazali, że róż‑
nice pomiędzy 9  laboratoriami wynosiły 
niemal do czterech rozcieńczeń.

Zalety i wady

Najważniejszą zaletą testu SRH jest silna ko‑
relacja pomiędzy ochroną immunologiczną 
po szczepieniu i/lub zakażeniu a poziomem 
przeciwciał wykrywanych przy jego uży‑
ciu, potwierdzona eksperymentalnym za‑
każeniem koni EIV. Dowodzi to dużej czu‑
łości i swoistości testu. Wykazano, że test 
SRH jest bardziej czuły niż HI, ponieważ do 
jego wykonania nie stosuje się rozcieńcze‑
nia badanej surowicy, co zapewnia linear‑
ny odczyt. Na podkreślenie zasługuje fakt, 
że w przypadku użycia surowic referencyj‑
nych test SRH jest testem bardziej powta‑
rzalnym w porównaniu do HI (18). Wadą 
testu jest brak możliwości określania prze‑
ciwciał klasy IgM, w związku z czym nie na‑
daje się on do wykrywania wczesnego zaka‑
żenia. Z tego powodu testem diagnostycz‑
nym z wyboru nadal pozostaje HI. Do testu 
SRH, analogicznie jak ma to miejsce w od‑
niesieniu do HI, używany jest pełny wirus, 
dlatego przy jego użyciu nie można rozróż‑
nić koni szczepionych od zakażonych (5).

ELISA  
(enzyme-linked immunosorbent assay)

Test ELISA jest używany do diagnostyki 
grypy koni w wielu laboratoriach. Wynik 
dodatni testu sugeruje, iż zwierzę miało 

kontakt z EIV, ale nie dowodzi aktualne‑
go zakażenia, bowiem przeciwciała kla‑
sy IgG mogą się utrzymywać na wysokim 
poziomie przez długi okres po ustąpieniu 
objawów choroby.

Opracowano wiele rodzajów testów 
ELISA, na przykład blokujący (blocking), 
pośredni (indirect), konkurencyjny (com‑
petition) oraz bazujący na komórkach (cell‑
-based ELISA). W diagnostyce grypy koni 
najczęściej wykrywa się przeciwciała prze‑
ciwko nukleoproteinie (NP), będącej jed‑
nym z najbardziej konserwatywnych bia‑
łek EIV (31).

Zasada działania testu ELISA polega na 
tym, że mikropłytki opłaszcza się antyge‑
nem EIV. Jeśli w badanej surowicy znaj‑
dują się swoiste przeciwciała, tworzą one 
kompleksy immunologiczne z antygenem. 
Kompleksy te są następnie wiązane przez 
znakowane enzymem przeciwciała (ko‑
niugat), które katalizują reakcję. Powstałe 
w reakcji kompleksy antygen-przeciwciało‑
-koniugat można oznaczyć spektrofotome‑
trycznie, dodając odpowiedni substrat (6).

Istotna jest możliwość wykorzystania 
strategii DIVA (differentiating infected 
from vaccinated animals) do kontrolowa‑
nia grypy koni. Jeśli do immunizacji koni 
przeciwko grypie zastosuje się szczepionkę 
podjednostkową i jednocześnie dysponuje 
się odpowiednim zestawem ELISA, istnie‑
je możliwość różnicowania zwierząt zaka‑
żonych i szczepionych, ponieważ zwierzę‑
ta zaszczepione takim biopreparatem nie 
wytwarzają przeciwciał przeciwko białkom 
wirusowym nieobecnym w składzie szcze‑
pionki (32, 33). Przykładowo, test ELISA 
bazujący na komórkach, w którym mie‑
rzone są przeciwciała przeciwko niestruk‑
turalnym białkom NS1, jest uznawany za 
przydatny element strategii DIVA dla koni, 
ponieważ przeciwciała te są obecne tylko 
u koni zakażonych, a nie występują u koni 
szczepionych szczepionką inaktywowaną.

Zalety i wady

Z uwagi na krótki czas analizy, dużą ska‑
lę badań (możliwość jednoczesnego zba‑
dania próbek od wielu zwierząt), prostotę 
wykonania, dostępność testów komercyj‑
nych, brak konieczności dysponowania wy‑
specjalizowaną aparaturą, poza czytnikiem 
mikropłytek, oraz niską ceną badania, test 
ELISA jest szeroko stosowany. Przykłado‑
wo, badania przesiewowe przeprowadzo‑
ne testem ELISA w odmianie blokującej 
w 2007 r. w Australii, podczas wybuchu 
grypy koni, wykazały zarówno dużą czu‑
łość, jak i swoistość testu. Ograniczeniem 
metody ELISA jest fakt, że jest to metoda 
półilościowa, określająca przeciwciała neu‑
tralizacyjne. W związku z tym nie znajduje 
ona zastosowania w badaniu szczepionek. 
Poza tym określenie przeciwciał anty-NP 

nie jest specyficzne dla podtypu, w związ‑
ku z czym w celu określenia podtypu EIV 
niezbędne jest wykonanie dalszych badań.

Test seroneutralizacji 
(seroneutralization assay – SN)

Test seroneutralizacji identyfikuje prze‑
ciwciała hamujące wniknięcie EIV do ko‑
mórki i  jego dalszą replikację (34). Nale‑
ży podkreślić, że seroneutralizacja może 
być wykonywana tylko z żywym wirusem. 
Surowica używana do tego testu musi być 
odpowiednio przygotowana, tzn. podda‑
na działaniu temperatury, seryjnie rozcień‑
czona i w etapie końcowym inkubowana ze 
standardową ilością wirusa. Postępowanie 
musi być zgodne ze standardowym proto‑
kołem. Mieszaniną surowicy i wirusa można 
zakażać do worka omoczniowego zarodki 
kurze SPF, a zebrany płyn użyć do określe‑
nia miana metodą HI (35). Obserwowane 
obniżenie infekcyjności wirusa jest związa‑
ne z jego neutralizacją przez przeciwciała.

Zalety i wady

Seroneutralizacja jest czułym i swoistym 
narzędziem do diagnostyki zakażenia koni 
EIV jako, że test mierzy biologiczną funk‑
cję przeciwciał. Określenie przeciwciał 
neutralizacyjnych stanowi złoty standard 
w ocenie skuteczności szczepionki prze‑
ciwko grypie koni. Ograniczeniem metody 
jest znaczący koszt badania, w porówna‑
niu z HI, oraz konieczność dysponowania 
laboratorium wirusologicznym z pracow‑
nią hodowli komórkowych. Jest to także 
test długotrwały, wynik badania uzyskuje 
się po kilku dniach. Ponadto nie może on 
być wykorzystany do jednoczesnego bada‑
nia dużej liczby próbek. Nie mniej jednak 
test ten jest uznawany za bardzo przydat‑
ny do oceny odpowiedzi immunologicznej 
po podaniu szczepionki. Ponadto jest on 
polecany przy doborze aktualnego szczepu 
do szczepionki (36). Z powodu przedsta‑
wionych ograniczeń test SN nie jest uży‑
wany do rutynowej diagnostyki grypy koni.

Do jakościowego określenia przeciw‑
ciał neutralizujących używany jest test 
łysinkowy (plaque reduction neutraliza‑
tion test – PRNT). W teście tym używa 
się agarozy lub celulozy w celu ogranicze‑
nia przedostania się wirusa znajdujące‑
go się w supernatancie do sąsiednich doł‑
ków mikropłytki. Metoda ta uważana jest 
za złoty standard do określania przeciw‑
ciał neutralizujących. Jakkolwiek komór‑
ki MDCK z trypsyną są permisywne dla 
EIV (OIE 2015), wiele szczepów wyka‑
zuje efekt cytopatyczny w bardzo ograni‑
czonym zakresie. W związku z tym mia‑
no przeciwciał neutralizacyjnych określa‑
ne jest po uprzednim utrwaleniu hodowli. 
Następnie taki antygen może być użyty do 
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testu ELISA bazującego na białku NP, do 
jakościowego określenia replikacji wirusa. 
Otrzymanie wyniku takiego badania jest 
możliwe po 24 godzinach (37).

Podsumowanie

Badania laboratoryjne odgrywają bardzo 
ważną rolę zarówno w rozpoznawaniu gry‑
py u koni, jak i w nadzorze nad chorobą. 
W ostatnich latach dokonał się ogromny 
postęp w dziedzinie diagnostyki laborato‑
ryjnej, choć niektóre testy serologiczne, ta‑
kie jak HI i SRH, mimo że używane są od 
wczesnych lat 30. i 70. ubiegłego wieku, po‑
zostają aktualne do dziś. Pomimo znaczne‑
go postępu celowe są dalsze badania w oma‑
wianym zakresie. Nie ulega wątpliwości, że 
korzystanie z wyspecjalizowanych laborato‑
riów diagnostycznych przez hodowców koni 
oraz lekarzy weterynarii sprawujących nad‑
zór nad stanem zdrowia tego gatunku zwie‑
rząt przyczyni się do minimalizowania strat 
ekonomicznych powodowanych przez EIV.
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