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Highly pathogenic avian influenza H5N1 in wild birds in Poland — analysis of first cases

Summary

The paper analyzes the first cases of highly pathogenic avian influenza (HPAI) caused by HSN1 subtype in
wild birds in Poland. From mid-February, when the H5N1 virus was found in wild birds on Ruegen Island in
Germany, the number of samples received by the National Reference Laboratory (NRL) for HPAI diagnosis
in Pulawy increased significantly. Samples of organs from wild birds (but occasionally from poultry and
mammals) were tested by RT-PCR/HS, and in the case of positive results — by RT-PCR/N1 and on SPF
embryonated eggs. The first case of H5 was identified on 5" of March in 2 dead mute swans in Torun. Further
tests proved it was the highly pathogenic HSN1 virus. The results obtained by the NRL were entirely
confirmed by the Community Reference Laboratory in Weybridge, UK. The HSN1-positive swans were part
of a flock of 113 mute swans. All birds from that flock were locked up in an aviary on 10" of March. On 15" of
March one swan in the aviary died and was found positive for HSN1. On 28" of March, samples of tracheal
and cloacal swabs as well as blood samples were collected from 112 live swans and submitted to the NRL.
Thirty two swans were H5-positive in RT-PCR test and eighty three swans were serologically positive in the
haemagglutination inhibition test with H5 antigen. On 1** of April, 80 swans negative in RT-PCR/HS were
released free while 32 swans were euthanized two days later. Subsequent cases of HPAI/H5N1 were found in:
Kostrzyn (1 outbreak) in 2 mute swans, 1 hawk and 1 grey heron, Swinouj$cie (1 outbreak) in 1 goosander,
Bydgoszcz (3 outbreaks) in 19 mute swans, Grudziadz (2 outbreaks) in 2 mute swans, and Warta (1 outbreak)
in 1 mute swan. Altogether, by the end of June 2006, samples from 1,489 wild birds (multiple species), 113
poultry (chickens, turkeys, ducks, geese, ostriches) and 22 mammals (cats, dogs, polecat, otter) had been
tested. The preliminary data suggests a high level of genetic similarity in all isolated Polish H5N1 strains with
other H5N1 strains isolated in Europe in 2006 and their homology with strains isolated during a large HPAI
HSNT1 outbreak at Qinghai Lake in China in 2005.
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Azjatycki wirus wysoce zjadliwej grypy ptakow
(Highly Pathogenic Avian Influenza, HPAI) H5N1 po
raz pierwszy wywolal wigksza epldemlq w 1997 .
w Hongkongu (12), a gen hemaglutyniny izolowane-
go wirusa wykazywatl pokrewienstwo z genem H5
wirusa H5N1 izolowanego rok wcze$niej w jednym
stadzie gesi w chinskiej prowincji Guangdong (15).
Wirus H5N1 pojawial si¢ w tym regionie cyklicznie
w roznych odmianach genotypowych, a pod koniec
2003 r. rozpoczgla sig u drobiu najwigksza z dotych-
czasowych epidemii HPAI (9). Po raz pierwszy od
1961 r., kiedy wirus HPAI HSN3 spowodowat $smier¢
1300 rybitw, ograniczajac jednak swoj zasieg do jed-
nego ogniska (8), azjatycki wirus HPAI H5N1 po prze-
dostaniu si¢ do populacji ptakoéw dzikich nie tylko za-
bit niespotykana dotad ich liczbg, lecz rowniez za po-

$rednictwem gldwnie ptakow migrujacych zostat roz-
przestrzeniony do ponad 50 krajow na trzech konty-
nentach, w tym do Europy.

Geneza epidemii w Europie bierze prawdopodob-
nie poczatek w rezerwacie przyrody nad jeziorem
Qinghai w Chinach, w miejscu gdzie od kwietnia do
lipca 2005 r. stwierdzono masowe padnigcia dzikich
ptakow, gtownie gesi tybetanskiej (10). Pomigdzy
kwietniem a czerwcem 2005 r. stwierdzono tam po-
nad 6000 przypadkow HPAI/H5N1 u ptakow dzikich.
Izolowane szczepy wirusa, wystepujace w kilku od-
mianach genotypowych wykazywaly zmienione wlas-
ciwo$ci w porownaniu z dotychczas izolowanymi
w Azji szczepami H5N1 (10, 16), a mechanizmem kto-
ry doprowadzit do tych zmian byta prawdopodobnie
reasortacja z innym wirusem H5N1 (16). Wykazano
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rowniez, iz dzikie ptaki, szczegdlnie gesi, moga prze-
nosi¢ wirusa na dalsze odlegtosci, a tym samym od-
grywac znaczaca rolg jako wektor zakazen (11).
W kolejnych miesiacach 2005 r. wirus H5N1 stwier-
dzono w Mongolii, Rosji, Kazachstanie, a w pazdzier-
niku potwierdzono jego obecno$¢ u drobiu w Turcji
1 Rumunii, a u dzikich ptakow w Chorwacji. W na-
stgpnych miesiacach inne kraje europejskie potwier-
dzaty obecno$¢ HPAI/H5NT1 u drobiu i/lub ptakdéw dzi-
kich (Office Internationale des Epizooties, www.oie.int).

Coraz liczniejsze przypadki (ogniska) HPAI HSN1
stwierdzane od potowy lutego 2006 r. u dzikich pta-
kéw w wielu krajach Europy, w tym bliskich 1 sasia-
dujqcych z Polska, jak: Austria, Niemcy, Wegry, Sto-
wacja, i wynikajace z tego realne zagrozenie pojawie-
nia SlQ wysoce patogennego szczepu H5NI1 wirusa Al
réwniez w kraju, wplyngly w sposob zasadniczy na
wzrastajaca z kazdym dniem liczbg probek dostarcza-
nych do krajowego laboratorium referencyjnego (KLR)
ds. diagnostyki grypy ptakéw w Zaktadzie Chorob Dro-
biu PIWet-PIB w Putawach do badan w kierunku Al

Celem badan byta analiza przypadkow wysoce zjad-
liwej grypy ptakow wywotanej przez podtyp HSN1
u dzikich ptakow w Polsce w pierwszej potowie 2006 r.

Materiat i metody

Probki do badan wirusologicznych. Pobierane przez
Inspekcje Weterynaryjna probki pochodzily glownie od
znajdowanych pojedynczych padtych ptakow dzikich.
W przypadku zywych tabgdzi niemych umieszczonych
w wolierze w Toruniu, probki do badan stanowity wymazy
z tchawicy 1 kloaki. Ponadto sporadycznie przesytane byty
probki narzadéw od padlego drobiu oraz innych zwierzat
(kot, pies, wydra, kuna, tchorz).

Probki do badan serologicznych. Probki krwi do ba-
dan serologicznych pochodzity wytacznie od tabedzi
umieszczonych w wolierze w Toruniu.

Izolacja wirusologiczna. Badanie wykonano wg Instruk-
cji GLW (1) zgodnie z podrecznikiem diagnostycznym Al
(5) stanowiacym zatacznik do Dyrektywy Rady 2005/94/
EC (2) na zarodkach kurzych SPF. Izolaty wirusowe wyka-
zujace aktywnos¢ hemaglutynacyjna (HA) poddawano dal-
szej identyfikacji.

Identyfikacja serologiczna izolatow HA. Izolaty HA
identyfikowano serologicznie w teScie hamowania hema-
glutynacji (HI) przy uzyciu surowic referencyjnych dla AIV
podtypu H5 i H7, wg Instrukcji GLW (1) zgodnie z pod-
recznikiem diagnostycznym Al (5).

Identyfikacja molekularna izolatow HA. Ekstrakcje
RNA wykonywano przy uzyciu komercyjnego zestawu
Rneasy Mini Kit (Qiagen) bezposrednio z supernatantow
po wirowaniu homogenatow narzadéw lub z pltynow owod-
niowo-omoczniowych zarodkow kurzych SPF. Wyizolowa-
ne RNA identyfikowano w tescie RT-PCR, stosujac pary
starterow dla genéw kodujacych HS (5), a po uzyskaniu
wyniku dodatniego ze starterami dla genu N1 wg procedu-
ry rekomendowanej przez WHO, w oparciu o metodyke
opracowang przez Wrighta (14) wg modyfikacji wiasnej.
Wielkos¢ produktow PCR wynosita odpowiednio 300-
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-320 pz (H5) 1 616 pz (N1). Produkty PCR-H5 poddano
sekwencjonowaniu w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie, a nastgpnie przeprowadzano analizg sekwen-
cji aminokwasdw miejsca cigcia hemaglutyniny, z ktorym
zwiazana jest patogennos¢ AIV.

Test hamowania hemaglutynacji (HI). Test HI wyko-
nywano metoda mikro wg Instrukcji GLW (1) zgodnej
z podrecznikiem diagnostycznym (5). Stosowano 4 jednost-
ki hemaglutynacyjne (HA) antygenéw AIV podtypu HS.
Za wynik dodatni przyjmowano miano surowicy 1 16.

Wyniki i omdwienie

Pierwsze wyniki dodatnie (identyfikacja wirusa Al
podtypu H5) uzyskano w tescie RT-PCR/HS (ryc. 1)
4 marca 2006 w p6znych godzinach nocnych, o czym
poinformowano Gtéwnego Lekarza Weterynarii fak-
sem 5 marca rano. Probki dodatnie pochodzity od
dwoch padtych tabedzi znalezionych 2 marca w Toru-
niu przy brzegu Wisly (na wysokosci Starego Miasta)
i dostarczone do KLLR 3 marca 2006 r. Dalsza charak-
terystyke wirusa HSN1 okreslajaca podtyp N1 otrzy-
mano nastepnego dnia (6.03.) w tescie RT-PCR/N1
(ryc. 2) i potwierdzono izolacja wirusa na zarodkach
kurzych SPF (7.03.). Dnia 7 marca 2006 r. materialy
wirusowe w postaci ptynéw z zarodkow zakazonych
(od 2 tabedzi) 1 dodatkowo supernatant homogenatu
narzadow trzeciego tabgdzia znalezionego 4 marca
w tym samym miejscu, co dwa poprzednie (probki do-
starczone 5.03. do KLR), ktérego badanie w obydwu
testach RT-PCR/H5 i N1 (odpowiednio: 5.16.03) wy-
stano ekspresowa przesytka lotnicza (TNT) do refe-
rencyjnego laboratorium UE w VLA Weybridge, Wiel-
ka Brytania. Otrzymane dnia 13 marca z VLA Wey-
bridge wyniki potwierdzity w petni badania krajowe-
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Ryc. 1. Wyniki testu RT-PCR/HS dla probek z narzadow la-
bedzi znalezionych w Toruniu w dniu 2.03.2006

Objasnienia: M — marker 100 bp; 1 — kontrola dodatnia; 2-6 —
probki badane
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Ryc. 2. Wyniki testu RT-PCR/N1 dla proébek z narzadow la-
bedzi znalezionych w Toruniu w dniu 2.03.2006.
Objasnienia: M — marker 100 bp; 1 — kontrola dodatnia; 2-4 —
probki badane
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go laboratorium referencyjnego wtacznie z wykonana
w IBB sekwencja aminokwaséw w miejscu cigcia bial-
ka hemaglutyniny (obecnos$¢ licznych aminokwaséw
zasadowych typowa dla wirusow HPAI), zZe jest to
wirus HPAT H5N1.

W zwiazku z liczna grupa tabedzi przebywajacych
na obszarze pierwszego rozpoznanego ogniska HPAI
H5N1 Pow1at0wy Lekarz Weterynarii w Toruniu w po-
rozumieniu z Gtownym Lekarzem Weterynarii podjat
decyzje o ich czasowym odosobnieniu, celem wyko-
nania badan dla oceny ich statusu epidemiologiczne-
go. W dniu 10 marca w trakcie umieszczania grupy
113 tabgdzi w wolierze zbudowanej przy nabrzezu
Wisly pobrano losowo od 25 sztuk wymazy katowe
z kloaki do badan wirusologicznych i uzyskano 6 wy-
nikdw dodatnich w tescie RT-PCR/HS5 (11.03). Dnia
15 marca w wolierze padt 1 fabgdz, u ktérego stwier-
dzono wirus HPAI H5N1, nie r6zniacy si¢ genetycz-
nie od wiruséw izolowanych wczesniej od tabedzi
z tego stada (17.03.). Kolejne badanie stada w wolie-
rze objeto wszystkie tabedzie, od ktérych 28 marca
pobrano indywidualnie wymazy z tchawicy i wymazy
katowe z kloaki oraz krew (probki pobierat zespot pra-
cownikéw naukowych z Wydziatu Medycyny Wete-
rynaryjnej SGGW oddelegowany przez prof. Piotra
Szeleszczuka, pod nadzorem Powiatowego Lekarza
Weterynarii w Toruniu — lek. wet. Doroty Stankiewicz).
Badaniem RT-PCR/HS5 obecno$¢ materialu genetycz-
nego wirusa Al podtypu H5 stwierdzono u 32 tabgdzi
(28,6%), natomiast badajac surowice w tescie HI obec-
nos$¢ przeciwcial anty-HS wykazano u 83 ptakow
(74%) przy czym 20 ptakow (24 1%) byio dodatnich
zardwno w badaniu wirusolo glcznym jak iserologicz-
nym*. W zwiazku z zagrozeniem zatopienia woliery
z fabedziami przez zblizajaca si¢ falg powodziowa na
Wisle decyzja Glownego Lekarza Weterynarii 80 ta-
bedzi negatywnych w badaniu wirusologicznym dnia
1 kwietnia 2006 uwolniono z woliery, natomiast po-
zostate 32 tabedzie bedace nosicielami wirusa HPAI
HS5N1 zostaty poddane eutanazji (3.04.2006).

Kolejne ogniska HPAT H5SN1 u dzikich ptakow, zlo-
kalizowane w zachodniej i centralnej Polsce, wykryto
w okresie od 10 marca do 7 maja 2006. Ogdtem do
5 czerwca 2006 stwierdzono 9 ognisk na terenie 6 po-
wiatow: torunski (1 ognisko od 5.03.**), gorzowski
(1 ognisko od 10.03.), swinoujski (1 ognisko —11.03.),
bydgoski (3 ogniska od 11.03.), grudziadzki (2 ogni-
ska od 28.03), sieradzki (1 ognisko — 7.05.). Zakaze-
nie wirusem HPAI H5N1 stwierdzono ogdtem u 64
ptakow dzikich: 61 tabedzi niemych (29 padtych i 32
zywe), 1 jastrzebia, 1 tracza nurogesii 1 czapli siwej).
Szczegdtowe dane dotyczace poszczegdlnych przypad-
kéw HPAI przedstawiono w tabeli 1.

Stwierdzenie wysoce zjadliwej grypy ptakow H5N1
u dzikich ptakéw na wyspie Rugia w Niemczech

* Dofinansowano ze $rodkéw Narodowego Funduszu Srodowiska i Gospo-
darki Wodnej na zamoéwienie Ministra Srodowiska.
** Data rozpoznania pierwszego przypadku w ognisku.
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Tab. 1. Charakterystyka ognisk HPAI H5N1 u ptakow dzi-
kich w Polsce (stan na 30.06.2006)

Data pierwszego

Miejscowos ¢ Liczba i gatunek

. . rozpoznanego .

(liczba ognisk) przypadku zakazonych ptakéw

. 37 tabedzi niemych
Torun (1) 05.03.2006 (32 zywe | 5 padiych)
Kostrzy nad Odra (1) | 10.03.2006 | 2 fabedzie nieme, 1 jastrzap,

1 czapla siwa

Swinoujscie (1) 11.03.2006 1 tracz nuroges
Bydgoszcz (3) 11.03.2006 19 tabedzi niemych
Grudziadz (2) 28.03.2006 2 tabedzie nieme
Warta (1) 07.05.2006 1 tabedZ niemy

w potowie lutego 2006 roku dato uzasadnione podsta-
wy do przypuszczen, ze wkrotce choroba pojawi si¢
w Polsce.

Dlatego, poza planowymi badaniami dzikich ptakow
w okresie ich wiosennej migracji w ramach krajowe-
go programu badan monitoringowych w kierunku za-
kazen wirusami Al u drobiu 1 ptakoéw dzikich lawino-
wo wzrastata z dnia na dzien liczba badan diagnostycz-
nych w kierunku Al pojedynczych (1-3 sztuki znale-
zione w tym samym miejscu i czasie) padtych dzikich
ptakow. I tak w styczniu dostarczono probki od 5 pta-
kéw, w lutym juz od 253 (z tego 249 w drugiej poto-
wie lutego) sztuk, natomiast szczytowym miesigcem
byl marzec, kiedy liczba badanych ptakow osiagnegta
poziom 1022 sztuk (w tym tabedzie zywe zamknigte
w wolierze nad Wista w Toruniu), a rekordowym dniem
byt 29.03. kiedy przyjeto do badan wirusologicznych
262 probki od 150 ptakdéw. W nastgpnych trzech mie-
sigcach liczba badanych ptakoéw dzikich juz wyraznie
zmniejszata sig: 152 sztuki w kwietniu, 40 sztuk
w maju i tylko 5 ptakow w czerwcu. Ogoétem, w okre-
sie od 10 stycznia do 30 czerwca 2006 r. w ramach
biezacych badan diagnostycznych w kierunku Al,
zuwzglednieniem HPAI H5N 1, przebadano 1489 sztuk
dzikich ptakow, 113 sztuk drobiu (kury, indyki, kacz-
ki, gesi 1 strusie) i 22 probki od ssakow (kot, pies,
wydra, tchorz). Wsrdd ptakoéw dzikich najliczniejszym
gatunkiem byly tabedzie (617 sztuk) i dzikie kaczki
(315 sztuk). W okresie najwigkszego nasilenia badan
wlaczane byty rezerwowe zespoty diagnostyczne, prze-
widziane w planach gotowosci, z Pracowni Diagnos-
tyki Chorob Wirusowych Drobiu i Zaktadu Wirusolo-
gii PIWet-PIB.

Szybkie rozpoznanie pierwszych i nastgpnych
ognisk HPAI H5N1 u dzikich ptakéw w kraju mozli-
we bylo dzigki wdrozeniu przez krajowe laboratorium
referencyjne do diagnostyki grypy ptakoéw metod bio-
logii molekularnej, jak RT-PCR dla genow NP i M
(wykrywanie wszystkich wiruséw Al) i dla genow
podtypu H5 1 H7 oraz N1. Zdolnosci diagnostyczne
KLR zostaty w pelni potwierdzone przez laboratorium
referencyjne UE, zaréwno pod wzgledem identyfikacji
wirusa H5N1, jak rowniez charakterystyki patogennosci.
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Zgodnie z Decyzja Komisji 2006/115/EC (4) na te-
renie, gdzie rozpoznano ognisko HPAI H5N1 ustana-
wiano obszary ochronne: zapowietrzony (o promieniu
3 km) 1 zagrozony (o promieniu 10 km) w celu zapo-
biezenia rozprzestrzenieniu si¢ wirusa grypy ptakow
z dzikich ptakow na dréb. W wyznaczonych obsza-
rach sporzadzano spis gospodarstw utrzymujacych
drob i przeprowadzano w nich kontrolg stanu zdro-
wotnego drobiu, a takze stosowano wzmozone srodki
zabezpieczenia biologicznego. Nie odnotowano przy-
padkoéw nasuwajacych podejrzenie zakazenia drobiu
wirusem Al.

Ustalenie zrédta/pochodzenia wirusa HSN1 w Pol-
sce nie jest tatwe. Wprawdzie ogniska rozpoznane
w Kostrzynie 1 Swinoujsciu moga sugerowac, ze zo-
stal on przyniesiony za posrednictwem migrujacych
dzikich ptakéw z zachodniej czgsci Europy, np. z wys-
py Rugia, gdzie od 14 lutego 2006 r. notowano liczne
przypadki HPAI H5N1 u fabgdzi, to nie mozna tego
jednoznacznie wykaza¢, gdyz ptaki badane w Polsce,
u ktorych stwierdzono wirus HSN1 nie posiadaty zad-
nych znaczkow identyfikacyjnych umozliwiajacych
ewentualne ustalenie ich tras wedrowek. Wstgpna ana-
liza filogenetyczna wskazuje, ze szczepy wirusa HSN1
izolowane od dzikich ptakéw w réznych regionach
kraju maja ten sam profil molekularny i wykazuja tez
wysoki stopien homologii z wirusami HPAI HSN1 izo-
lowanymi w Europie, Azji, na Syberii, jak rowniez
z wirusami izolowanymi od dzikich ptakoéw nad je-
ziorem Qinghai w Chinach (dane niepublikowane).

Podobnie jak w innych krajach Europy, zdecydo-
wana wigkszo$¢ przypadkow HPAI H5N1 dotyczyta
tabgdzi niemych, jednak przyczyna wigkszej wrazli-
wosci tego wiasnie gatunku jest dotychczas nieznana.
Chociaz zdecydowana wigkszo$¢ probek dodatnich
pochodzita od ptakéw padtych, nie jest pewne, czy
przyczyna ich $mierci byt zawsze wirus HSN1. Moz-
na przypuszczacé, ze poza niewatpliwym wptywem zja-
dliwosci wirusa HPAI HSN1 w patogenezie tej choro-
by u dzikich ptakéw odgrywaja rOwniez inne czynni-
ki, w tym ilo$¢ wirusa zakazajacego, a takze gatunek
ptaka i jego status zdrowotny (w koncu sezonu zimo-
wego ogolna kondycja wigkszosci padtych ptakoéw byta
zwykle staba). Wskazuja na to badania zywych tabg-
dzi stada w Toruniu, ktére mimo zakazenia (dodatnia
serokonwersja u wigkszosci i/lub bardzo mata ilo§¢
wirusa w wymazach z tchawicy i kloaki u czgsci pta-
kow) pozostawaly klinicznie zdrowe. Tylko u pojedyn-
czych tabedzi (jeden z dwoch pierwszych, u ktorych
rozpoznano HPAI H5N1 1 jeden z zamknigtych w wo-
lierze) obserwowano mato specyficzne objawy klinicz-
ne (osowienie, odstawanie od stada, brak apetytu) po-
przedzajace Smier¢. ROwniez zmiany anatomopatolo-
giczne nie byly patognomoniczne dla HPAI.

Ostatni przypadek HPAI H5SN1 wystapil w Europie
w sierpniu 2006 r. (stan na 30.11.2006). Jednak biorac
pod uwagg cykliczno$¢ wystepowania epidemii HPAI
w Azji, a takze w Rosji, nie mozna wykluczy¢, iz
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w kolejnych miesiacach, zwlaszcza w okresach inten-
sywnych migracji wiosennej i jesiennej ptakow dzi-
kich, wirus HPAI H5N1 moze ponownie by¢ stwier-
dzany na terytorium Polski. Nie nalezy rowniez lekce-
wazy¢ mozliwo$ci wprowadzenia wirusa za posred-
nictwem nielegalnego handlu zakazonym drobiem lub
produktami drobiowymi, a nawet przemytu ptakow
dzikich lub produktéw drobiarskich (7, 13). W peni
uzasadniona jest zatem kontynuacja dziatan minima-
lizujacych ryzyko ponownego pojawienia si¢ wirusa
grypy ptakow H5N1 w Polsce, ktory nadal stanowi
najwigksze zagrozenie dla produkcji drobiarskie;.
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