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Grypa koni jest najbardziej zarazliwa
choroba wirusowa uktadu oddechowe-
go koniowatych (1). Czynnikiem etiologicz-
nym choroby jest wirus grypy koni (equine
influenza virus — EIV). Nalezy on do rodzi-
ny Orthomyxoviridae (2). Genom EIV skta-
da sie z o$miu jednoniciowych segmentéw
RNA o ujemnej polarnosci (3). Obecnos¢
RNA w genomie i jego specyficzna struktura
determinuja zmienno$¢ genetyczna, a w $lad
za tym zmienno$¢ antygenowa EIV. Konse-
kwencja tego sa powazne trudnosci w roz-
poznawaniu choroby. Najcze$ciej dochodzi
do wymiany genéw kodujacych glikoprote-
iny powierzchniowe: hemaglutynine (HA)
i neuraminidaze (NA), ktére znajduja sie
w otoczce lipidowej otaczajacej genom (4).

Whprawdzie diagnoza kliniczna grypy
koni nie jest trudna, z uwagi na charakte-
rystyczny przebieg zakazenia oraz typo-
we objawy chorobowe, niemniej jednak do
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postawienia jednoznacznego rozpoznania
konieczne jest przeprowadzenie badan la-
boratoryjnych (5).

Dla prawidlowego laboratoryjnego roz-
poznania choroby niezbedne jest pobranie
warto$ciowych epidemiologicznie, reprezen-
tatywnych prébek, z uwzglednieniem czasu,
jaki uptynat od zakazenia do pobrania pré-
bek, danych o wieku zwierzat oraz prowa-
dzeniu szczepien stada przeciwko grypie (6).

Nalezy pamietad, ze nie ma idealnej me-
tody diagnostycznej, zadna nie gwarantuje
100% czutosci i swoisto$ci. Kazda metoda
ma rézne mozliwosci i ograniczenia, takie
jak czulos¢, swoistos¢, czas i koszt analizy,
wydajnos¢ (skala badan), dostepnosc zesta-
wéw komercyjnych, koniecznos¢ zastoso-
wania specjalistycznej aparatury, tatwosc
wykonania i interpretacji wyniku (6). Z tego
powodu optymalne jest stosowanie dwéch
réznych technik laboratoryjnych. Dobér

metody zalezy przede wszystkim od celu
badania. Inne techniki znajda zastosowanie
przy rozpoznaniu choroby w przypadku jej
podejrzenia u indywidualnych koni, a inne
w monitoringu stada czy nadzorze nad gry-
pa koni w skali krajowej lub globalnej.
Diagnostyka laboratoryjna grypy koni
oparta jest zaréwno na badaniu bezpo-
$rednim, tj. badaniu wirusologicznym i/lub
genetycznym wymazow z jam nosowych,
ewentualnie wycinkéw ptuc pobranych od
zwierzat padlych, jak i na badaniu poéred-
nim, tj. wykrywaniu obecnosci przeciwcial
swoistych dla EIV (7). Techniki serologicz-
ne sa znaczaco tansze niz metody bezpo-
$rednie, w zwigzku z tym sa one czesciej
wykorzystywane. Nalezy jednak miec¢ §wia-
domo$¢, ze badanie serologiczne jest obar-
czone ryzykiem pojawienia si¢ wynikow fat-
szywie dodatnich lub falszywie ujemnych.
Dlatego dla uzyskania wiarygodnego wyni-
ku badaniu serologicznemu powinny by¢
poddane surowice od wigkszej liczby koni.

Reakcja faficuchowa polimerazy
(polymerase chain reaction - PCR)

W ostatnich latach diagnostyka wielu cho-
réb zwierzat, w tym takze grypy koni, zo-
stala zdominowana przez techniki biologii
molekularnej. Najpowszechniej wykorzy-
stywany jest test PCR (8, 9). Opracowano
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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.
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szereg odmian tego testu, obecnie najcze-
$ciej wykorzystywana jest metoda iloscio-
wa PCR (quantitive PCR — qPCR), ktéra
umozliwia §ledzenie amplifikacji materiatu
genetycznego EIV w czasie rzeczywistym
(Real Time PCR, RT-PCR; 10, 11, 12, 13).

Posiada ona czulo$¢ przewyzszajaca uzy-
skiwang w tradycyjnym tescie PCR oraz
umozliwia okreslenie liczby kopii materia-
tu genetycznego EIV. Poniewaz materialem
genetycznym EIV jest RNA, jego amplifi-
kacja musi by¢ poprzedzona przepisaniem
informacji genetycznej z RNA na komple-
mentarna ni¢ DNA (cDNA).

Technika PCR polega na enzymatycz-
nym powieleniu fragmentu DNA wyosob-
nionego z materiatu biologicznego, stano-
wiacego matryce, ktéry jest ograniczony
przez dwa oligonukleotydowe startery skia-
dajace sie na ogdt z 18—30 nukleotydéw,
z ktorych kazdy jest komplementarny do
jednego kornca matrycy. Reakcja zachodzi
w obecno$ci enzymu termostabilnej poli-
merazy DNA (Taq polimeraza) i dodanych
do mieszaniny reakcyjnej nukleotydéw.

Z uwagi na krotki czas replikacji wiru-
sa obecnos¢ jego materiatu genetycznego
testem PCR mozna wykry¢ jeszcze przed
czasem wystapienia objawdw. Szczegélnie
dotyczy to koni nie w petni uodpornionych
po szczepieniu.

Zalety i wady

Powszechne wykorzystanie PCR do diagno-
styki grypy koni wynika z mozliwo$ci szyb-
kiej diagnostyki (wynik badania uzyskuje sie
w ciagu kilku godzin). Kolejng zaleta meto-
dy jest jej czuto$¢. Teoretycznie rozpozna-
nie moze by¢ postawione nawet wtedy, gdy
w badanej prébce materialu biologicznego
znajduje sie tylko kilka czastek wirusa lub
nawet nie ma go wcale, natomiast obecne
sa fragmenty RNA, ewentualnie dostepny
material biologiczny jest nie§wiezy, nie-
wlasciwie pobrany lub toksyczny dla tka-
nek. W zwiazku z tym metoda moze by¢
wykorzystana takze w tych przypadkach,
gdy klasyczne metody, takie jak np. izola-
cja wirusa, nie s3 mozliwe. Metoda PCR jest
w pelni zautomatyzowana, jednocze$nie
w pojedynczym bloku termocyklera moz-
na badac 96 prébek, co pozwala na prowa-
dzenie badan na szeroka skale. Posiada ona
jednak pewne ograniczenia. Warunkiem
skuteczno$ci PCR jest optymalizacja para-
metréw reakcji, a zwlaszcza dobér odpo-
wiedniej sekwencji starteréw. Sekwencje te
musi charakteryzowac wysoka zachowaw-
czo$¢ i unikalno$¢. Ograniczenia te wynika-
ja gléwnie z duzej czulosci metody. Czulosé
jest bronig obusiecznga, bowiem przy nie-
przestrzeganiu podstawowych zasad pra-
cy z materialem genetycznym bardzo fatwo
moze dojs¢ do kontaminacji pomieszczen
laboratoryjnych, czego konsekwencja jest
uzyskiwanie wynikéw fatszywie dodatnich.
Z kolei wysoka swoisto$¢ reakcji, w przy-
padku Zle zaprojektowanych starteréw lub
doboru nieprawidlowej metody ekstrakcji
kwasu nukleinowego, moze prowadzi¢ do
uzyskania wynikéw falszywie ujemnych

(6). Inna przeszkoda w wykrywaniu RNA
EIV metoda PCR moga by¢ zanieczyszcze-
nia chemiczne lub enzymatyczne. Pomimo
wspomnianych ograniczen test PCR jest
obecnie najpowszechniej wykorzystywa-
ng technika wirusologiczna.

Izolacja wirusa (virus isolation - VI)

Klasyczna technika wirusologiczna polega
na izolacja EIV z prébek pobranych od cho-
rych koni (14, 15). Do tego celu wykorzy-
stuje sie zarodki kurze SPF lub hodowle ko-
moérkowe. Do izolacji najbardziej przydatne
s3 wymazy z nosa, ktore nalezy pobierac od
zwierzat w okresie pierwszych 3—4 dni trwa-
nia choroby (7). Od padlych koni do izola-
¢ji wirusa pobiera sie wycinki ptuc z pogra-
nicza tkanki zdrowej i zmienionej zapalnie.

Zalety i wady

Izolacja jest metoda w stu procentach swo-
ista. Niemniej jednak jest ona dlugotrwala,
praco- i czasochtonna, kosztowna, wyma-
ga wyspecjalizowanego personelu i apara-
tury. Jej czuto$¢ okresla sie na okolo 54%.

Badania serologiczne

Szerokie zastosowanie w diagnostyce grypy
koni znalazly badania serologiczne. Pozwa-
laja one na przyblizone ustalenie statusu
immunologicznego koni. Warto pamietac,
ze stwierdzenie obecnosci swoistych prze-
ciwcial wskazuje na kontakt konia z EIV,
ale nie jest jednoznaczne z wystgpowaniem
grypy w stadzie koni. Badania serologicz-
ne umozliwiaja takze przyblizone ustale-
nie czasu zakazenia oraz monitorowanie
szerzenia sie choroby (15).

Moment stwierdzenia serokonwersji za-
lezy od techniki badawczej, szczepu wiru-
sa, wieku zwierzecia oraz obecnosci czyn-
nikéw immunosupresyjnych.

Poza stosowaniem badan serologicz-
nych do wykrywania obecno$ci swoistych
przeciwcial, sa one wykorzystywane do
charakterystyki nowych izolatéw w Euro-
pie, Ameryce Péinocnej i ostatnio takze
w Dubaju (15, 16). Dane uzyskane w ta-
kich badaniach sa podstawa decyzji, kto6-
ry szczep nalezy wykorzysta¢ do produk-
¢ji szczepionki (17). Nowe izolaty moga
by¢ m.in. charakteryzowane (typowane)
na podstawie réznicy miana przeciwcial
hemaglutynacyjnych z réznymi surowica-
mi referencyjnymi. Wykazano, ze surowice
referencyjne produkowane z uzyciem fre-
tek sa szczepowo bardziej swoiste niz su-
rowice produkowane na koniach, dlatego
powinny one by¢ stosowane do réznico-
wania nowych izolatéw (18).

Badania serologiczne sg réwniez
przydatne do oceny skutecznosci szcze-
pieni, w tym takze do wykazania bledéw
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w szczepieniach (15). Oficjalnie rekomendo-
wanym przez Swiatowa Organizacje Zdro-
wia Zwierzat (7) do testowania szczepio-
nek jest test zahamowania hemaglutynacji
(haemagglutination inhibition assay — HI).
Szczepionke przeciwko grypie uwaza sie za
satysfakcjonujacg, jesli chroni przed wysta-
pieniem objawéw klinicznych i stymulu-
je produkcje przeciwcial o mianie co naj-
mniej 1:64, jakkolwiek wymagane jest wyz-
sze miano, jesli szczepionka ma zapobiega¢
zakazeniu i siewstwu wirusa (19).

Badania serologiczne odgrywaja row-
niez duza role w nadzorze nad grypa koni,
czego przykladem moga by¢ badania nad
seroprewalencja grypy koni w Nigerii (20)
i Izraelu (21).

Do badan serologicznych powinny
by¢ przesylane surowice pobrane od koni
w szczycie zachorowania i po 2—4 tygo-
dniach. Czynne zakazenie okresla sie wow-
czas na podstawie analizy wynikéw miano-
wania par surowic. Dwukrotne badanie (ba-
danie par surowic od tych samych zwierzat)
jest niezbedne dla uzyskania jednoznacz-
nego wyniku dowodzacego zakazenia. Mi-
nimum czterokrotny wzrost miana w pa-
rach surowic dowodzi niedawnego zaka-
zenia koni EIV (22).

Nalezy mie¢ swiadomos¢, ze dla uzyska-
nia wiarygodnego wyniku bardzo istotny jest
czas wykonania badan serologicznych. Bada-
nia przeprowadzone zbyt wcze$nie, w krét-
kim odstepie czasu od zakazenia EIV, moga
da¢ wynik mylacy. Aby organizm wytworzyt
przeciwciala mozliwe do wykrycia, zazwy-
czaj musi uplynac co najmniej 10-14 dni.

Nalezy takze pamietaé, ze w stadzie
szczepionym zjawiskiem normalnym bedzie
wykrywanie przeciwcial przeciwko antyge-
nowi, ktéry znajdowat sie w podanej szcze-
pionce. Z tego powodu, zlecajac badania,
nalezy uzyska¢ w wywiadzie informacje od-
nosnie do stosowanego w stadzie kalendarza
szczepien. W przypadku uzyskania wyni-
kéw watpliwych zaleca sie ponowne bada-
nie tej samej surowicy przy uzyciu tego sa-
mego testu, ponowne badanie tej samej su-
rowicy przy uzyciu testow alternatywnych,
ewentualnie przy braku rozstrzygniecia, po-
nowne badanie stada w odstepie 2 tygodni.

Test zahamowania hemaglutynacji
(haemagglutynation inhibition - HI)

Wirus grypy koni posiada wlasciwosci he-
maglutynacyjne, to znaczy, ze HA EIV, dzie-
ki swoim wlasciwo$ciom enzymatycznym,
faczy sie z kwasem sialowym obecnym w re-
ceptorach erytrocytéw, powodujac zlepianie
sie krwinek czerwonych w wigksze agrega-
ty. Zjawiska to zostalo odkryte w latach 40.
ubiegtego wieku i bylo podstawa do opra-
cowania testu HL Jest to test typowo swo-
isty (23). Stanowi on tzw. zloty standard
w serologicznej diagnostyce grypy koni.
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W przypadku obecnosci w badanej suro-
wicy przeciwcial swoistych dla konkret-
nego podtypu HA EIV dochodzi do zablo-
kowania wlasciwo$ci hemaglutynacyjnych
wirusa, w zwiazku z czym krwinki osiadaja
na dnie basenika mikroplytki, tworzac cha-
rakterystyczny osad przypominajacy gu-
zik. Jesli z kolei w badanej surowicy brak
jest swoistych dla tego podtypu przeciw-
cial, nie dochodzi do hamowania zdolno-
$ci wirusa do aglutynacji krwinek, w zwiaz-
ku z czym erytrocyty osadzaja sie na dnie
basenika mikroplytki, tworzac charaktery-
styczna chmurke.

Test HI umozliwia nie tylko wykrycie
obecnosci przeciwcial, ale réwniez okresle-
nie ich poziomu (miana przeciwcial). Mia-
no surowicy to odwrotno$¢ najwyzszego jej
rozciericzenia, przy ktérym wystepuje jesz-
cze hamowanie wlasciwo$ci hemaglutyna-
cyjnych EIV. Zaleznie od wysokosci miana
mozemy oceni¢, czy mamy do czynienia
z serokonwersja spowodowang niedawnym
zakazeniem lub szczepieniem, czy tez zwie-
rze miato kontakt z wirusem w przeszlosci.

W ocenie wynikéw badan serologicz-
nych prébek krwi pobranych od mlodych
zwierzat nalezy uwzgledni¢ mozliwo$¢ wy-
krycia przeciwcial matczynych, przekaza-
nych wraz z siarg (24).

Surowica, bedaca obiektem badawczym
w tescie HI, musi by¢ odpowiednio przy-
gotowana, w celu eliminacji nieswoistych
aglutynin i inhibitoréw reakcji hemaglu-
tynacji, ktére moga skutkowac wynikiem
fatszywie dodatnim. Do tego celu wyko-
rzystuje sie inaktywacje termiczna pola-
czona z inaktywacja chemiczna w postaci
réznych absorbantéw, najczesciej wyciagu
z Vibrio cholerae (receptor destroing enzy-
me — RDE), kaolinu lub nadjodanu potasu
(25). Wykazano, ze sam kaolin byl niewy-
starczajacy do wyeliminowania falszywie
dodatnich reakcji w badaniu ze szczepem
H7N7 EIV. Z kolei Tween 80 zmieszany
z eterem dodawany do antygenu wzmaga
aktywnos¢ HA szczepéw podtypu H3NS,
eliminuje ich infekcyjno$c i zapobiega krzy-
zowej kontaminacji. W konsekwencji takie
postepowanie wprawdzie wzmaga czuto$¢
testu, ale moze obnizac jego swoisto$¢ (18).

Roéwniez ilos¢ antygenu stosowana w te-
$cie HI moze rzutowacd na jego wynik. Mia-
no wirusa to odwrotnos¢ jego najwyzszego
rozcienczenia, w ktérym wystepuje hema-
glutynacja krwinek. Jest ono wyrazane w jed-
nostkach hemaglutynacyjnych (haemagglu-
tination unit — HAU). Jednostka hemagluty-
nacyjna to ilo$¢ wirusa w jednostce objetosci,
ktora jest potrzebna do aglutynacji tej samej
objetosci zawiesiny erytrocytéw. Najcze-
$ciej w tescie HI stosuje sie 8 HAU. W celu
okreslenia miana przeciwciat badana suro-
wica musi by¢ odpowiednio rozciericzona.
Szczegblowy protokdt testu HI jest dostepny
w podreczniku diagnostycznym OIE (2016).
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Zalety i wady

Test HI jest prosty w wykonaniu, szybki,
tani, nie wymaga specjalistycznej aparatu-
ry, posiada wysoka czulos¢ i swoistos¢. Wy-
nik testu odczytuje sie wizualnie, stad jest
on obarczony subiektywizmem. Z tego po-
wodu doswiadczenie diagnosty moze rzu-
towac¢ na koncowa interpretacje wyniku.
Ograniczenia zwigzane z omawianym te-
stem dotycza takze taczenia HA do pozo-
stalosci kwasu sialowego na erytrocytach.
Przeciwciata HI, ktére taczac sie z HA, za-
pobiegaja hemaglutynacji krwinek, nie re-
prezentuja ochronnych przeciwcial neutra-
lizujacych. Ich poziom nie zawsze korelu-
je z ochrona przed zakazeniem. Niemniej,
jak pokazuja to badania Morley i wsp. (22),
w przypadku grypy koni test HI wykazuje
dobra korelacje z testem neutralizacji. Ko-
lejne ograniczenie wiaze sie¢ z faktem, ze
test HI nie jest w pelni wystandaryzowany,
w zwigzku z tym moga wystepowacd rézni-
ce w wynikach uzyskiwanych przez rézne
laboratoria. Przykltadowo Daly i wsp. (26)
wykazali, ze te same prébki surowic bada-
ne w 8 laboratoriach uwidocznily réznice
w mianie nawet do 4 rozcieniczen. Z tego
powodu w kazdym badaniu powinny by¢
uwzglednione odpowiednie kontrole testu.
Na czulo$¢ testu ma takze wplyw pocho-
dzenie erytrocytéw (gatunek dawcy). Poza
tym, w zwiazku ze zmiennoscia EIV; istnie-
je konieczno$¢ okresowej aktualizacji anty-
genu uzywanego w tescie HI. Do wykona-
nia badania uzywany jest pelny wirus, dla-
tego nie mozna na jego podstawie rozrézni¢
koni szczepionych od zakazonych (5). Nie-
zaleznie od wymienionych ograniczen test
HI jest zalecany i szeroko wykorzystywa-
ny, zaréwno do diagnostyki, jak i nadzoru
(monitoringu), szczegblnie w krajach o niz-
szym poziomie ekonomicznym (16). Nie
ulega watpliwosci, ze opracowanie szyb-
kiego, prostego w uzyciu, taniego testu do
jednoczesnej analizy duzej liczby surowic
stanowiloby dobra alternatywe dla testu HI.

Test hemolizy radialnej
(single radial hemolysis - SRH)

Test SRH jest uzywany od lat 70. ubiegte-
go wieku do wykrywania przeciwciat swo-
istych dla EIV (27). W 2004 r. OIE uznato
go jako preferowany do oceny szczepion-
ki przeciwko grypie koni. Do dnia dzisiej-
szego jest on uznawany za najbardziej czu-
ly i swoisty test serologiczny w diagnostyce
grypy koni, poniewaz okresla on przeciw-
ciala funkcjonalne (OIE). Wykorzystuje
sie w nim wlasciwosci lizy komorek przez
dopelniacz w obecnosci przeciwcial. Jesli
w prébce surowicy obecne sa przeciwcia-
ta anty-HA komponenty dopetniacza tacza
sie z nimi, a nastepnie wiaza sie z HA wi-
rusa obecnego w agarze z dodatkiem krwi,
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tworzgc charakterystyczne piericienie he-
molizy. Powierzchnia ($rednica) strefy lizy
mierzona w mm? koreluje z poziomem
przeciwcial swoistych dla danego szczepu,
ktére sa obecne w badanej prébce surowi-
cy konia. Szczegétowy protokdt wykona-
nia testu SRH zawarty jest w podreczniku
diagnostycznym OIE. Wynik jest uznawa-
ny za dodatni, gdy strefa hemolizy siega do
25 mm? lub jest 0 50% wieksza w poréwna-
niu do kontroli. Nalezy podkresli¢, ze w te-
$cie SRH wystepuja réznice miedzy okre-
sem ostrym i konwalescencji. Za wystar-
czajacg warto$¢ ochronna w stosunku do
szczepu homologicznego uzytego do za-
kazenia przyjmuje sie poziom przeciwcial
> 150 mm?, w przypadku szczepéw hete-
rologicznych wymagany jest wyzszy po-
ziom przeciwcial. Wartos¢ ta zostata wy-
znaczona na podstawie wynikéw badan
terenowych mlodych koni pelnej krwi,
ktérym podawano szczepionke, a nastep-
nie okreslano poziom przeciwcial testem
SRH (28). Wartosci graniczne (cut-off va-
lues) w te$cie SRH stanowily podstawe de-
cyzji OIE w zakresie koniecznosci uaktual-
nienia sktadu szczepionek poprzez dobér
nowych szczepéw (29). Test nie jest stan-
daryzowany, w zwiazku z tym wykazuje
réznice w wynikach miedzy laboratoria-
mi (30). Daly i wsp. (26) wykazali, ze réz-
nice pomiedzy 9 laboratoriami wynosily
niemal do czterech rozcieficzen.

Zalety i wady

Najwazniejsza zaletg testu SRH jest silna ko-
relacja pomiedzy ochrong immunologiczna
po szczepieniu i/lub zakazeniu a poziomem
przeciwcial wykrywanych przy jego uzy-
ciu, potwierdzona eksperymentalnym za-
kazeniem koni EIV. Dowodzi to duzej czu-
fosci i swoistoéci testu. Wykazano, ze test
SRH jest bardziej czuly niz HI, poniewaz do
jego wykonania nie stosuje sie rozciericze-
nia badanej surowicy, co zapewnia linear-
ny odczyt. Na podkreslenie zastuguje fakt,
ze w przypadku uzycia surowic referencyj-
nych test SRH jest testem bardziej powta-
rzalnym w poréwnaniu do HI (18). Wada
testu jest brak mozliwosci okre$lania prze-
ciwcial klasy IgM, w zwiazku z czym nie na-
daje sie on do wykrywania wczesnego zaka-
zenia. Z tego powodu testem diagnostycz-
nym z wyboru nadal pozostaje HI. Do testu
SRH, analogicznie jak ma to miejsce w od-
niesieniu do HI, uzywany jest pelny wirus,
dlatego przy jego uzyciu nie mozna rozréz-
ni¢ koni szczepionych od zakazonych (5).

ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay)

Test ELISA jest uzywany do diagnostyki
grypy koni w wielu laboratoriach. Wynik
dodatni testu sugeruje, iz zwierze mialo
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kontakt z EIV, ale nie dowodzi aktualne-
go zakazenia, bowiem przeciwciala kla-
sy IgG moga si¢ utrzymywac na wysokim
poziomie przez diugi okres po ustapieniu
objawéw choroby.

Opracowano wiele rodzajéw testéow
ELISA, na przyklad blokujacy (blocking),
posredni (indirect), konkurencyjny (com-
petition) oraz bazujacy na komérkach (cell-
-based ELISA). W diagnostyce grypy koni
najczesciej wykrywa sie przeciwciata prze-
ciwko nukleoproteinie (NP), bedacej jed-
nym z najbardziej konserwatywnych bia-
tek EIV (31).

Zasada dzialania testu ELISA polega na
tym, ze mikroplytki oplaszcza sie antyge-
nem EIV. Jesli w badanej surowicy znaj-
duja sie swoiste przeciwciala, tworza one
kompleksy immunologiczne z antygenem.
Kompleksy te sa nastepnie wigzane przez
znakowane enzymem przeciwciala (ko-
niugat), ktére katalizuja reakcje. Powstale
w reakeji kompleksy antygen-przeciwcialo-
-koniugat mozna oznaczy¢ spektrofotome-
trycznie, dodajac odpowiedni substrat (6).

Istotna jest mozliwos¢ wykorzystania
strategii DIVA (differentiating infected
from vaccinated animals) do kontrolowa-
nia grypy koni. Jesli do immunizacji koni
przeciwko grypie zastosuje si¢ szczepionke
podjednostkowa i jednocze$nie dysponuje
sie odpowiednim zestawem ELISA, istnie-
je mozliwo$¢ réznicowania zwierzat zaka-
zonych i szczepionych, poniewaz zwierze-
ta zaszczepione takim biopreparatem nie
wytwarzaja przeciwcial przeciwko biatkom
wirusowym nieobecnym w sktadzie szcze-
pionki (32, 33). Przykladowo, test ELISA
bazujacy na komoérkach, w ktérym mie-
rzone sg przeciwciala przeciwko niestruk-
turalnym biatkom NS1, jest uznawany za
przydatny element strategii DIVA dla koni,
poniewaz przeciwciala te sa obecne tylko
u koni zakazonych, a nie wystepuja u koni
szczepionych szczepionka inaktywowana.

Zalety i wady

Z uwagi na krétki czas analizy, duza ska-
le badan (mozliwo$¢ jednoczesnego zba-
dania prébek od wielu zwierzat), prostote
wykonania, dostepnos¢ testéw komercyj-
nych, brak konieczno$ci dysponowania wy-
specjalizowana aparatura, poza czytnikiem
mikroplytek, oraz niska cena badania, test
ELISA jest szeroko stosowany. Przykiado-
wo, badania przesiewowe przeprowadzo-
ne testem ELISA w odmianie blokujacej
w 2007 r. w Australii, podczas wybuchu
grypy koni, wykazaly zaréwno duza czu-
tos¢, jak i swoistos¢ testu. Ograniczeniem
metody ELISA jest fakt, ze jest to metoda
potilosciowa, okreslajaca przeciwciata neu-
tralizacyjne. W zwiazku z tym nie znajduje
ona zastosowania w badaniu szczepionek.
Poza tym okreslenie przeciwcial anty-NP

nie jest specyficzne dla podtypu, w zwiaz-
ku z czym w celu okreslenia podtypu EIV
niezbedne jest wykonanie dalszych badan.

Test seroneutralizacji
(seroneutralization assay - SN)

Test seroneutralizacji identyfikuje prze-
ciwciata hamujace wnikniecie EIV do ko-
morki i jego dalsza replikacje (34). Nale-
zy podkresli¢, ze seroneutralizacja moze
by¢ wykonywana tylko z zywym wirusem.
Surowica uzywana do tego testu musi by¢
odpowiednio przygotowana, tzn. podda-
na dzialaniu temperatury, seryjnie rozcien-
czona i w etapie konicowym inkubowana ze
standardowa ilo$cig wirusa. Postepowanie
musi by¢ zgodne ze standardowym proto-
kotem. Mieszaning surowicy i wirusa mozna
zakaza¢ do worka omoczniowego zarodki
kurze SPF, a zebrany plyn uzy¢ do okresle-
nia miana metoda HI (35). Obserwowane
obnizenie infekcyjno$ci wirusa jest zwigza-
ne z jego neutralizacja przez przeciwciala.

Zalety i wady

Seroneutralizacja jest czulym i swoistym
narzedziem do diagnostyki zakazenia koni
EIV jako, ze test mierzy biologiczna funk-
cje przeciwcial. Okreslenie przeciwcial
neutralizacyjnych stanowi zloty standard
w ocenie skuteczno$ci szczepionki prze-
ciwko grypie koni. Ograniczeniem metody
jest znaczacy koszt badania, w poréwna-
niu z HI, oraz koniecznos$¢ dysponowania
laboratorium wirusologicznym z pracow-
niag hodowli komérkowych. Jest to takze
test dlugotrwaly, wynik badania uzyskuje
sie po kilku dniach. Ponadto nie moze on
by¢ wykorzystany do jednoczesnego bada-
nia duzej liczby prébek. 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 ograniczen test SN nie jest uzy-
wany do rutynowej diagnostyki grypy koni.

Do jakosciowego okreslenia przeciw-
cial neutralizujacych uzywany jest test
tysinkowy (plaque reduction neutraliza-
tion test — PRNT). W teScie tym uzywa
sie agarozy lub celulozy w celu ogranicze-
nia przedostania si¢ wirusa znajdujace-
go sie w supernatancie do sasiednich dot-
kéw mikroplytki. Metoda ta uwazana jest
za zloty standard do okres$lania przeciw-
cial neutralizujacych. Jakkolwiek komor-
ki MDCK z trypsyna sa permisywne dla
EIV (OIE 2015), wiele szczepow wyka-
zuje efekt cytopatyczny w bardzo ograni-
czonym zakresie. W zwigzku z tym mia-
no przeciwcial neutralizacyjnych okresla-
ne jest po uprzednim utrwaleniu hodowli.
Nastepnie taki antygen moze by¢ uzyty do
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testu ELISA bazujacego na bialku NP, do
jako$ciowego okreslenia replikacji wirusa.
Otrzymanie wyniku takiego badania jest
mozliwe po 24 godzinach (37).

Podsumowanie

Badania laboratoryjne odgrywaja bardzo
wazna role zar6wno w rozpoznawaniu gry-
py u koni, jak i w nadzorze nad choroba.
W ostatnich latach dokonal si¢ ogromny
postep w dziedzinie diagnostyki laborato-
ryjnej, cho¢ niektore testy serologiczne, ta-
kie jak HI i SRH, mimo Ze uzywane sg od
wczesnych lat 30. i 70. ubieglego wieku, po-
zostaja aktualne do dzis. Pomimo znaczne-
go postepu celowe sg dalsze badania w oma-
wianym zakresie. Nie ulega watpliwosci, ze
korzystanie z wyspecjalizowanych laborato-
riéw diagnostycznych przez hodowcéw koni
oraz lekarzy weterynarii sprawujacych nad-
z6r nad stanem zdrowia tego gatunku zwie-
rzat przyczyni si¢ do minimalizowania strat
ekonomicznych powodowanych przez EIV.
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