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Streszczenie

Abstract

Grypa byta i jest przyczyna licznych zachorowan, a w konsekwencji niejednokrotnie wielonarzagdowych powiktan
pogrypowych, czgsto nieodwracalnych komplikacji prowadzacych do zgonu. To ostra choroba zakazna wywotywana przez
wirus grypy typu A, B, C nalezacy do rodziny Orthomyxoviridae. Zakazenia wywolywane przez wirus grypy rejestrowane
sa w kazdym sezonie epidemicznym. Infekcje grypowe nalezy rozpatrywacé nie tylko w aspekcie zdrowotnym, ale réwniez
policzalnym, wymiernym aspekcie ekonomicznym. Grypa od wielu lat nalezy do podstawowych priorytetéw zdrowia
publicznego. Jednym z istotnych elementéw zdrowia publicznego jest wirusologiczny i epidemiologiczny nadzér nad
grypa, prowadzony w kazdym sezonie epidemicznym. Nadzér wirusologiczny obejmuje laboratoryjne potwierdzenia
zakazenia, natomiast nadzor epidemiologiczny to monitoring przypadkéw zachorowan i podejrzen zachorowan na grype.
Diagnostyka laboratoryjna grypy polega na potwierdzeniu antygenu wirusa grypy w materiale pobranym od chorego,
wyizolowaniu wirusa grypy oraz potwierdzeniu zakazenia wirusem grypy na podstawie wykrycia przyrostu poziomu
przeciwcial w surowicy. Wyizolowanie krazacych wiruséw grypy w danym sezonie epidemicznym jest niezbedne w celu
przygotowania szczepionki przeciwko grypie. Przeprowadzenie mozliwie wczesnie prawidlowej diagnostyki
wirusologicznej infekcji ukladu oddechowego, ze szczegélnym uwzglednieniem grypy, ma bardzo duze znaczenie,
zwlaszcza obecnie, zaréwno pod wzgledem leczniczym, jak i ekonomicznym. W niniejszym artykule przedstawione
zostaly aktualnie stosowane w Polsce metody diagnostyki grypy - zawarte w nim informacje majg pomodc lekarzom
w podjeciu decyzji o zasadnosci laboratoryjnego potwierdzenia diagnozy w aspekcie mozliwosci leczenia w celu uniknigcia
wielonarzagdowych powiktan pogrypowych.

Stowa kluczowe: grypa, badanie diagnostyczne, metody biologii molekularnej, metody serologiczne

Influenza has always been and still is the cause of considerable morbidity and, consequently, frequent multiorgan
complications, often irreversible and even fatal. It is an acute infectious disease caused by type A, B and C viruses, members
of the family Orthomyxoviridae. Infections caused by the influenza virus are reported in every epidemic season. Influenza
infections should be considered not only in the aspect of health, but also in the quantifiable, measurable economic aspect.
For many years, influenza has been one of the basic priorities of public health. Virological and epidemiological surveillance
of influenza, which is implemented in each epidemiological season, is one of the key elements of public health. Virological
surveillance involves laboratory confirmation of infection, while epidemiological surveillance involves monitoring of actual
and suspected cases of influenza. Laboratory diagnosis is performed to confirm influenza virus antigen in the material
collected from the patient, isolate the virus and confirm viral infection based on increased serum antibody levels. Isolating
influenza viruses that circulate in a given epidemiological season is necessary to prepare a vaccine against influenza. An early
and correct virological diagnosis of respiratory infection, with particular reference to influenza, is currently of great
importance in terms of both medical and economic aspects. The paper discusses influenza diagnostic methods currently
used in Poland to help physicians in deciding whether laboratory confirmation of diagnosis is justified in the aspect
of possible treatment to avoid influenza-induced multiple organ complications.
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Diagnostyka laboratoryjna grypy

rypa jest ostra chorobg zakazng wywolywana przez
Gwirusy grypy typu A, B lub C nalezace do rodzi-
ny Orthomyxoviridae. W czasie bezpo$redniego
kontaktu z osobg zakazona wirus jest przenoszony poprzez
wdychanie mikroskopijnych wydzielin z drég oddechowych
chorego; wykazuje on najwyzsza zakazno$¢ w objawowym
okresie infekcji®". Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji
Zdrowia rocznie z powodu grypy choruje na swiecie 5-10%
0s0b dorostych i 20-30% dzieci. Jako cigzkie przypadki moz-
na zakwalifikowa¢ 3-5 mln zachorowan, w tej grupie okoto
250-635 tys. pacjentéw umiera®?. Nalezy mie¢ $wiadomo$¢,
ze grypa jest choroba sezonows, ale ze wzgledu na prowadzo-
ng rejestracje chordb zakaznych i niezakaznych oraz na fi-
nanse budzetu panstwa dane te s3 podawane w skali roku.
Kliniczny obraz odpowiadajacy grypie to nagte wystapienie
choroby, charakteryzujace si¢ duza zakaznoscia. Po okresie
inkubacji pojawiajg sie:
« objawy ogolne - zle samopoczucie, uczucie ogélnego roz-
bicia, dreszcze, przeczulica skory, goraczka powyzej 38°C;
« objawy ze strony ukladu oddechowego - surowicza wy-
dzielina z nosa, bol gardla, chrypka, bole w klatce pier-
siowej, suchy, szczekajacy kaszel, prowokujacy wymioty;
« objawy ze strony innych ukladéw - bole glowy, brak
taknienia, bole mig¢éniowe, zawroty glowy, biegunka, béle
brzucha, nudnosci i wymioty. Senno$¢ lub ospalos$é wy-
stepuje u okoto 50% dzieci ponizej 4. roku zycia i tylko
u 10% dzieci 5.-14. roku zycia. Objawy zotadkowo-jelito-
we, gléwnie nudnosci i wymioty, stwierdza sie bardzo cze-
sto u dzieci i rzadziej u dorostych®® Kliniczny przebieg
choroby wywolanej wirusem grypy zalezy od wilasciwo-
$ci wirusa, wieku pacjenta, stanu immunologicznego, pa-
lenia tytoniu, wspolistnienia chordb, np. serca, ptuc, wy-
dolnosci nerek, immunosupresji, ciagzy, stanu odzywiania
oraz przestrzegania podstawowych zasad higieny®. Wirus
grypy wystepuje co sezon epidemiczny, charakteryzuje go:
wysoka zakazno$¢, mozliwos¢ zakazenia i zgon bez wzgle-
du na wiek pacjenta, stala mutacja, komplikacje pogry-
powe, wymierne, policzalne skutki ekonomiczne, bez-
wzgledna koniecznoé¢ dziatan profilaktycznych®*-9.
Z powodu podobienstwa obrazu klinicznego i przebiegu
choroby do tzw. choréb grypopodobnych rozpoznanie grypy
na podstawie objawow klinicznych mozliwe jest tylko pod-
czas epidemii. Wirusowe zakazenie ukladu oddechowego
charakteryzuje si¢ tym, ze z jednej strony jeden i ten sam wi-
rus moze wywolywac rozne objawy kliniczne, z drugiej ten
sam zespot objawow moze by¢ wywolany przez rozne wirusy.
Dlatego nalezy liczy¢ si¢ z tym, ze material pobrany z gérnych
drég oddechowych moze by¢ badany wielokierunkowo®-19.
Od wielu lat dostepne sg réznego rodzaju zestawy komercyj-
ne, pozwalajace wykry¢ - za pomoca metody biologii mole-
kularnej — obecnos¢ np. 15 patogendw drég oddechowych.
Sa wérdd nich: wirus grypy typu A i B, RSV (respiratory syncy-
tial virus) typu A i B, wirus paragrypy typu 1.-4., ludzki me-
tapneumowirus (human metapneumovirus, hMPV), adeno-
wirusy, rynowirusy, koronawirusy 229/NL63 i OC43/HKU1
i enterowirus®!?. Powyzsze badanie, jak rowniez innego
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rodzaju badania wirusologiczne przy uzyciu metod biologii
molekularnej, np. rodzaj subtypu czy rodzaj linii wirusa grypy
typu B, mozna wykona¢ w Zakladzie Badania Wiruséw Grypy,
Krajowym Osrodku ds. Grypy w Narodowym Instytucie
Zdrowia Publicznego - Panstwowym Zakladzie Higieny
(NIZP-PZH) w Warszawie. W zaleznosci od rodzaju bada-
nia wynik otrzymujemy po kilku-kilkunastu godzinach®'®.
Ma to bardzo duze znaczenie dla podjecia leczenia, ktore po-
winno by¢ wdrozone przy zastosowaniu lekow antygrypo-
wych nowej generacji do 36-48 godzin od wystapienia pierw-
szych objaw6w choroby®#!1-19),
Grypa nie jest chorobg patognomoniczng — objawy grypo-
podobne moze wywola¢ ponad 200 wiruséw, w tym wiru-
sy paragrypy, adenowirusy, rynowirusy, koronawirusy, wi-
rus RS, wirusy Coxsackie, hMPV powodujace zachorowania
w tym samym czasie co wirus grypy. Z tego powodu labora-
toryjne potwierdzenie zakazenia wirusem grypy ma istotne
znaczenie dla kontroli zachorowan na grype i stanowi waz-
ny element zdrowia publicznego, oceny skutecznosci szcze-
pionek i lekéw przeciwgrypowych nowej generacji®'>'*.
Chociaz objawy chorobowe grypy sa do$¢ charakterystycz-
ne, to jednak nie moga one by¢ jedyna podstawa do ustale-
nia pewnego i pelnego rozpoznania, szczegolnie w okresach
migdzyepidemicznych. Konieczne s zatem diagnostyczne
badania laboratoryjne, w tym wirusologiczne i serologicz-
ne, ktorych przeprowadzenie ma szczegélnie istotne zna-
czenie w przypadku pacjentéw, u ktérych uktad immuno-
logiczny nie dziala jeszcze sprawnie — dotyczy to matych
dzieci czy sytuacji, kiedy nie funkcjonuje on juz idealnie,
a wiec przewlekle chorych, 0séb przyjmujacych leki immu-
nosupresyjne, ludzi starszych oraz pacjentéw z grupy pod-
wyzszonego ryzyka, u ktorych wirusowe infekcje oddecho-
we moga mie¢ powazniejszy przebieg i konsekwencje niz
u 0s6b potencjalnie zdrowych — mogg wigzac sie z wysokim
ryzykiem wystapienia komplikacji®**12. Wazne jest wiec,
by odpowiednio szybko zidentyfikowa¢ czynnik etiologicz-
ny, i na tej podstawie zdecydowac, jak postepowac, zwazyw-
szy na mozliwo$¢ zastosowania lekow antygrypowych no-
wej generacji — inhibitor6w neuraminidazy®”!413),

Diagnostyka laboratoryjna grypy polega na:

o potwierdzeniu obecnosci antygenu wirusa grypy w mate-
riale pobranym od chorego;

« serologicznym potwierdzeniu zakazenia wirusem grypy
na podstawie wykrycia przyrostu poziomu przeciwciat
W surowicy pacjenta.

Obecnosé¢ antygenu wirusa grypy mozemy potwierdzié

miedzy innymi przy uzyciu nastepujacych metod:

« wykrycie RNA specyficznego dla wirusa grypy RT-PCR
(rézne metody biologii molekularnej);

« test immunofluorescencyjny (IF);

o test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosor-

bent assay, ELISA);

testy ,,przyldzkowe” roznego typu;

« izolacja wirusa grypy:

— w 11-dniowych zarodkach kurzych,
— w hodowlach tkankowych, np. MDCK, MDCK-SIAT 1.
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DIAGNOSTYKA WIRUSOLOGICZNA

Diagnostyka molekularna nalezy do najdynamiczniej roz-
wijajacych si¢ dziatéw biologii i medycyny. Rdznice mig-
dzy diagnostyka klasyczng a molekularng polegaja przede
wszystkim na zwiekszeniu szybkosci, specyficznoséci oraz
czutoéci wykonywania badan, dlatego tez diagnostyka mo-
lekularna jest coraz czgsciej stosowana w réznych dziedzi-
nach nauk, w tym biotechnologii i medycynie®”*!.

Od wielu lat najwigksze zainteresowanie wsréd metod dia-
gnostyki wirusologicznej grypy wzbudzaja rézne techniki
biologii molekularnej. Metody te, np. reakcja fancuchowa
polimerazy (polymerase chain reaction, PCR), PCR z od-
wrotng transkryptaza (reverse transcriptase PCR, RT-PCR)
i PCR w czasie rzeczywistym (ilo$ciowa reakcja tancucho-
wa polimerazy DNA - real-time PCR, quantitative PCR,
qPCR), pozwalaja na wykrycie materialu genetycznego wi-
rusa w badanej probce, nawet jesli w wyjsciowym materia-
le pobranym od chorego jego ilos¢ byla niewielka. Ponadto
material nie musi by¢ $wiezo pobrany, co ma duze znacze-
nie kliniczne w razie potrzeby przestania badanego materia-
tu do odleglej placowki diagnostycznej. Nalezy podkresli¢,
ze metody biologii molekularnej sg niezbedne dla okresle-
nia typu wirusa grypy, jak réwniez do sekwencjonowania
szczepow jako kandydatéw do sezonowego doboru opty-
malnego skladu szczepionki przeciwko grypie(>!41),

Klasyczny PCR

Metoda ta pozwala na wykrycie i powielenie materia-
tu genetycznego patogendéw z wykorzystaniem tancu-
chowej reakcji polimerazy. Po raz pierwszy PCR zostal
zastosowany w 1983 roku przez amerykanskiego bioche-
mika Karyego Mullisa, uthonorowanego Nagroda Nobla
w 1993 roku. Matrycg w PCR jest zawsze DNA, ale mate-
rialem wyjsciowym moze by¢ RNA. Wiekszo$¢ wirusow
oddechowych to wirusy o informacji genetycznej zapisa-
nej w postaci sekwencji kwasu rybonukleinowego RNA.
Identyfikacja wiruséw RNA zwigzana jest z przeprowadze-
niem reakcji odwrotnej transkrypcji (reverse transcriptase
PCR, RT-PCR), ktéra polega na przepisaniu informacji ge-
netycznej na komplementarng sekwencje DNA - cDNA
z wykorzystaniem enzymu odwrotnej transkryptazy
w reakcji jedno- lub dwuetapowej. Dwuetapowa reakcja
RT-PCR polega na przepisaniu RNA na cDNA w jednej
probdwece, nastepnie w drugiej probéwce przebiega am-
plifikacja okreslonych sekwencji. Dwuetapowa reakcja
RT-PCR wykazuje lepsza czuto$¢ i wydajnoé¢ niz reakcja
jednoetapowa. Jednak zastosowanie one-step PCR prze-
biega szybciej, zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia probki
oraz zwieksza powtarzalno$¢ wynikéw!12. Obecnie kla-
syczny PCR jest coraz czgsciej wypierany przez RT-PCR.
Wykrywanie wirusa grypy typu A i B metodag RT-PCR
w Zakladzie Badania Wiruséw Grypy, Krajowym O$rodku
ds. Grypy w NIZP-PZH posiada akredytacje¢ Polskiego
Centrum Akredytacji®.
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PCR w czasie rzeczywistym

Reakcja PCR sklada si¢ z czterech faz. Pierwsza z nich sta-
nowi faza wstepna, polegajaca na przylaczeniu starteréw
do komplementarnych sekwencji matrycy. Nastepnie w fa-
zie wykladniczej nastgpuje wykltadniczy przyrost produktu.
W kolejnej fazie — logarytmicznej — stopniowo zuzywa-
ja sie reagenty i dochodzi do zatrzymania reakeji w ostat-
niej fazie — plateau.

Real-time PCR, czyli PCR w czasie rzeczywistym, stanowi
modyfikacje klasycznej PCR. Ta nowelizacja polega na za-
stosowaniu odpowiednich barwnikdéw, sond oraz aparatury,
ktéra umozliwia monitorowanie przyrostu produktu w kaz-
dym kolejnym cyklu reakeji. Zasadniczg role odgrywa war-
to$¢ cyklu progowego (Ct, threshold cycle lub Cp, crossing
point), ktéra wskazuje, ile razy zostata powielona matryca,
tak ze emitowana fluorescencja osiggneta wartos¢ progo-
wa (Ft, fluorescence treshold)"®. Im wyzsze stezenie matry-
cowego DNA, tym krzywa amplifikacji szybciej przekroczy
warto$¢ progowa i osiggnie nizsza warto$¢. Reakeja real-
-time PCR ma jednak swoje ograniczenia, ktére moga za-
burzy¢ doktadnos$¢ pomiaru, poczawszy od nieprawidlowej
izolacji materiatu klinicznego i jakosci substratow reakcji,
poprzez obecnos¢ inhibitoréw reakcji, a na rodzaju anali-
zatora czy bledach ludzkich skonczywszy!'”. Niewatpliwie
jednak real-time PCR uznawany jest za wzorcowy przyktad
ilosciowej reakeji PCR.

Zastosowanie qPCR w wirusologii umozliwia przewidywa-
nie stanu zakazenia, identyfikacje etapow wirusowego za-
kazenia oraz monitorowanie skutecznosci zastosowanej te-
rapii przeciwwirusowej-71213),

Metoda real-time PCR jest coraz czgsciej stosowana w ba-
daniach diagnostycznych z uwagi na szybko$¢ uzyskania
wyniku oraz jego powtarzalnos¢, ponadto zachowany jest
wysoki stopien czuto$ci, nawet przy analizie prébek o nie-
wielkiej objeto$ci. Metoda real-time PCR znacznie skraca
czas - z kilku godzin do kilkudziesieciu minut - uzyska-
nia wyniku i postawienia diagnozy, co ma duze znaczenie
w przypadku zakazenia grypa®>!4.

W Zaktadzie Badania Wiruséw Grypy, Krajowym Osrodku
ds. Grypy w NIZP-PZH stosuje si¢ metode real-time PCR
do wykrywania nie tylko wiruséw grypy typu A i B, ale réw-
niez subtypow grypy typu A i linii wiruséw grypy typu B.
Metody biologii molekularnej charakteryzuja si¢ wyso-
ka czuloscig i specyficznoscig®>*1218-29 Obecnos¢ wiru-
sa grypy mozna réwniez stwierdzi¢ w pojedynczych przy-
padkach nie tylko przyzyciowo, ale rowniez na podstawie
badan materialu sekcyjnego ($ledziona, serce, ptuca)®.
Nalezy podkresli¢, ze dzigki zastosowaniu badan bio-
logii molekularnej mozna byto zidentyfikowac struktu-
re wirusa grypy A/HIN1/, ktéry spowodowal pandemie
w latach 1918-1919%Y.

Oprécz Zakladu Badania Wiruséw Grypy, Krajowego
Osrodka w NIZP-PZH (www.pzh.gov.pl, Krajowy Osrodek
ds. Grypy - nic@pzh.gov.pl) w Polsce badania wirusolo-
giczne potwierdzajace infekcje grypowa wykonywane sa
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w 16 wojewddzkich stacjach sanitarno-epidemiologicznych
(WSSE), niektdrych laboratoriach szpitalnych oraz prywat-
nych laboratoriach.

Obecnie rézne metody biologii molekularnej stosowane
w celu potwierdzenia zakazenia grypa ze wzgledu na wy-
soka czulo$¢, specyficznos¢ oraz czas otrzymania wyni-
ku potwierdzajacy zakazenie grypa, a tym samym moz-
liwo$¢ podjecia odpowiedniego leczenia, ograniczyty
stosowanie diagnostycznych testow IF, jak rowniez te-
stow ELISAG71D,

Testy immunofluorescencyjne

Do badan diagnostycznych uzywane byly zaréwno testy
immunofluorescencji bezposredniej (direct immunoflu-
orescence, DIF), jak i posredniej (indirect immunofluores-
cence assay, IFA). W metodzie DIF wykorzystuje si¢ swoiste
przeciwcialo skoniugowane bezposrednio z fluorochromem
(fluoresceing) i skierowane przeciwko okreslonym antyge-
nom danego wirusa lub niewyznakowane przeciwciata,
a nastepnie znakowane fluorochromem przeciwciala anty-
globulinowe (metoda po$rednia)®7112),

IFA wykazuje wyzsza czulo$¢ niz DIE. Opracowane zostaty
réwniez testy komercyjne, np. testy IF dla tzw. zespotu od-
dechowego, pozwalajace na pelne badanie siedmiu wiru-
sOw: wirusa grypy typu A i B, paragrypy typu 1, 2 i 3, ade-
nowiruséw, wirusa RS, a wynik otrzymywany byt w ciagu
kilku godzin.

Metoda immunofluorescencji wymaga jednak szybkiego
dostarczenia doskonatej jako$ci materialu do laboratorium
diagnostycznego w stanie niezamrozonym oraz przechowy-
wania i transportowania w odpowiednej temperaturze®.
Badanie nalezy wykona¢ mozliwie jak najszybciej, aby za-
pobiec uszkodzeniu komoérek. Analiza i interpretacja wy-
nikéw testow IF zalezy w duzym stopniu od doswiadczenia
i kompetencji osoby badajacej preparat. Badania te wyko-
nujg niektore pracownie wirusologiczne WSSE.

Testy ELISA

Testy ELISA to testy immunoenzymatyczne — wykrywa-
ja antygeny wirusowe, wykorzystuja przeciwciala mono-
klonalne skoniugowane z enzymem. Antygen rozpozna-
wany jest bezposrednio przez wyznakowane przeciwciala
lub posrednio poprzez dodanie swoistych niewyznakowa-
nych przeciwcial, natomiast w drugiej kolejno$ci wyznako-
wanych przeciwcial antyglobulinowych. Obecnie jest wiele
komercyjnych testow ELISA, ktdre nie stanowia trudnosci
ani w obstudze, ani w interpretacji wyniku®'". Badania te
wykonuja tylko niektére prywatne laboratoria.

Szybkie testy diagnostyczne
Od kilku lat jako badania skriningowe s3 stosowane szyb-

kie testy diagnostyczne, tzw. testy przyldzkowe, np. testy AB
FLU OIA, Directigen Flu A, Directigen Flu A+B, QuickVue
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Influenza Test, Zstat Flu, pozwalajace na bezposrednia wi-
zualng detekcje antygenu wirusa grypy A i B w ciagu okoto
15-30 minut. Testy te roznig si¢ m.in. czuto$cia i swoisto-
$cia, czasem wykonywania. Nalezy je traktowac jedynie jako
wstepne testy skriningowe, ktére moga by¢ wykonane przez
lekarza lub pielegniarke podczas wizyty pacjenta®1%22,
Wynik pozytywny takiego testu powinien by¢ jednak po-
twierdzony przez inne badanie wirusologiczne, najcze-
$ciej przeprowadzane za pomocg roznych metod biologii
molekularnej, np. real-time PCR!??. Szybkie testy dia-
gnostyczne w kierunku zakazenia grypa wykonujg Zaktad
Badania Wiruséw Grypy, Krajowy O$rodek ds. Grypy, nie-
ktore pracownie wirusologiczne w WSSE, niektore labora-
toria szpitalne, prywatne laboratoria oraz prywatne prak-
tyki lekarskie.

Izolacja wirusa grypy

Pomimo Zze w rutynowej diagnostyce — laboratoryjnej iden-
tyfikacji infekcji grypowej stosowane sa metody biologii
molekularnej, to dalej zlotym standardem w diagnosty-
ce wirusa grypy jest izolacja wirusa w 11-dniowych zarod-
kach kurzych (namnazanych w omoczni i/lub w owodni)
oraz w hodowli tkankowej®. Jedynie w Zakladzie Badania
Wiruséw Grypy, Krajowym Osrodku ds. Grypy izolacje wi-
ruséw grypy przeprowadzane sg zardwno w 11-dniowych
zarodkach kurzych, jak i w hodowli tkankowej MDCK
(Madin-Darby Canine Kidney, tkanka nablonkowa ner-
ki psa)®. Obecnie niektére pracownie wirusologiczne
w WSSE przeprowadzajg izolacje wirusa grypy w hodow-
li tkankowej MDCK. Izolacja wirusa w zarodkach kurzych
jest pracochlonna i w zaleznosci od typu wirusa trwa do
okoto 15 dni lub dtuzej®12,

Wyizolowanie wirusa wywolujacego aktualnie grype, jego
identyfikacja i okreslenie podobienstwa antygenowego kra-
zacych szczepéw w danym sezonie, jak réwniez przeprowa-
dzenie szczegotowych badan przy uzyciu technik biologii
molekularnej, w tym réwniez sekwencjonowanie wiru-
sa, s3 niezbedne w celu przygotowania szczepionki, czy-
li wytypowania szczepéw kandydatéw do antygenowego
sktadu szczepionki, jak réwniez ze wzgledow epidemio-
logicznych2!41%), Warto wiedzie¢, ze jakkolwiek od czasu
pierwszego zezwolenia na podanie szczepionki przeciwko
grypie mineto 76 lat, to dalej jej produkcja prowadzona jest
w zarodkach kurzych"®.

Nalezy podkreéli¢, ze izolacja wirusa grypy od pacjen-
ta jest bardzo cenng informacja o odmianie antygeno-
wej, tj. typie wirusa czy subtypie wirusa krazacego w kraju
i powodujacego wzrost zachorowan, ale réwniez ma bar-
dzo duze znaczenie dla Migdzynarodowego Programu
Nadzoru nad Grypa (Global Influenza Surveillance and
Response System, GISRS), w ktorym Polska uczestniczy
od 1957 roku®'?. Nalezy doda¢, ze Swiatowa Organizacja
Zdrowia w 1947 roku, na IV Migdzynarodowym Kongresie
Mikrobiologéw w Kopenhadze, utworzyta §wiatowy pro-
gram nadzoru nad grypa. W obecnym ksztalcie bierze
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w nim udzial sze$¢ miedzynarodowych centréw referen-
cyjnych - WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Influenza - mieszczacych sie w Londynie,
Atlancie, Mempbhis, Tokio, Pekinie oraz Melbourne.
Obecnie w GISRS uczestniczy 144 krajowych osrodkéw
ds. grypy w 114 krajach, jednakze liczba powotywanych
krajowych o$rodkéw ds. grypy z roku na rok ro$niet?.
W Polsce w GISRS uczestniczy 16 WSSE, a funkcje koor-
dynatora spelnia Zaklad Badania Wiruséw Grypy, Krajowy
Osrodek ds. Grypy®.

GISRS ma na celu nie tylko okreslenie zmian antygeno-
wych krazacych wiruséw w sezonie epidemicznym, ale
réwniez ostrzeganie o pojawieniu si¢ nowych subtypow
wirusa grypy typu A — mozliwego sprawcy pandemii grypy
w XXI wieku. Niekwestionowanym dowodem fundamen-
talnej roli GISRS byta informacja z Krajowego O$rodka ds.
Grypy z Hongkongu przekazana 9 maja 1997 roku, kie-
dy to po raz pierwszy w historii grypy wirus ptasiej gry-
py A/H5N1/ ztamat bariere gatunkows i stal sie patogenny
dla cztowieka - krazy do dnia dzisiejszego®. Po szeroko
zakrojonych badaniach przy uzyciu réznych metod bio-
logii molekularnej wyizolowany wirus zostat oznakowa-
ny jako wirus ptasiej grypy A/H5N1/HPAI (highly patho-
genic avian influenza) - wysoce patogenny wirus ptasiej
grypy. Uwzgledniajac miedzynarodowy system oznakowa-
nia izolowanych wiruséw grypy, wirus oznakowano jako:
A/Hongkong/156/97(H5N1) HPAI, gdzie litera A ozna-
cza typ wirusa, Hongkong - miejsce geograficzne izolacji,
156 — numer izolacji, 97 - rok izolacji (1997), H5 - antyge-
nowy podtyp hemaglutyniny (H), N1 - antygenowy pod-
typ neuraminidazy (N).

Wyizolowane wirusy grypy w danym sezonie epidemicz-
nym w kazdym kraju po analizie antygenowej grypy wraz
z pelng dokumentacjg zgodng z wymogami Swiatowej
Organizacji Zdrowia przesylane sa do jednego z szesciu
o$rodkéow referencyjnych do dalszych badan, w tym jednego
w Polsce, mieszczacego sie w Zaktadzie Badania Wirusow
Grypy. Polski Krajowy O$rodek ds. Grypy co sezon epi-
demiczny przesyta wyizolowane w kraju wirusy grypy do
WHO Collaborating Centre for Reference and Research on
Influenza, Francis Crick Institute (Londyn, Anglia).

Pobieranie materiatéw do badan

Obecno$¢ antygenéw wirusa grypy w probach klinicz-
nych mozna potwierdzié, pobierajac material za pomo-
c3: wymazu z nosa i gardla, poptuczyn z nosogardzieli,
wysieku z ucha srodkowego, aspiratu odessanego z noso-
wej czesci gardla, popluczyn z drzewa oskrzelowego, ply-
nu mézgowo-rdzeniowego. Obecno$¢ wirusa grypy mozna
réwniez stwierdzi¢ w pojedynczych przypadkach nie tyl-
ko przyzyciowo, ale réwniez na podstawie badan materiatu
sekcyjnego (np. $ledziona, serce, ptuca)®?V.

Bez wzgledu na wybor metody potwierdzajacej infekcje
grypowa na prawidtowy wynik badania majg wplyw: umie-
jetno$¢ pobrania wymazu, czas, w jakim materiat zostanie
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dostarczony do specjalistycznej placowki, warunki trans-
portu, tj. temperatura, czas trwania objawéw chorobowych
w momencie wykonywania testu, informacje o stosowa-
nych lekach, np. antygrypowych. W zaleznosci od rodza-
ju badania istnieja procedury, ktore szczegétowo opisu-
ja tryb postepowania z probka pobrang od pacjenta - sa
umieszczane na stronie internetowej danego laborato-
rium, tak jak to ma miejsce w przypadku badan wykony-
wanych w Zakfadzie Badania Wiruséw Grypy, Krajowym
Osrodku ds. Grypy w NIZP-PZH. Dla ulatwienia przedsta-
wimy kolejnoé¢ dziatan, jakie nalezy wykona¢, aby zapo-
znac sie z procedurg — od pobrania materialéw do cennika:
wpisaé: 1) www.pzh.gov.pl; 2) Struktura; 3) Pion Zastepcy
Dyrektora ds. Bezpieczenstwa Epidemiologicznego
i Srodowiskowego; 4) Zaklad Badania Wiruséw Grypy.
Krajowy Osrodek ds. Grypy; pliki pkt 6 — Zalecenia doty-
czgce pobierania, przechowywania i transportu materia-
téw klinicznych przeznaczonych do badan diagnostycz-
nych w Laboratorium Zaktadu Badania Wiruséw Grypy;
pkt 1 - Rodzaj materiatu klinicznego w zaleznosci od kie-
runku i metodyki badan wraz z ilustrujacymi rycinami, jak
pobiera¢ material oraz fot. prawidlowego pobrania materia-
tu; pliki pkt 7 - Formularz zlecenia wykonania badania dia-
gnostycznego w Laboratorium Zaktadu Badania Wirusow
Grypy NIZP-PZH; Dzialalno$¢ — Ustugowa, cennik — Czes¢
I. Ustugi w zakresie opieki medycznej — wirusologiczne,
molekularne i serologiczne badania diagnostyczne®!?.

Natomiast w przypadku szybkich testéw nalezy zastosowa¢
si¢ do wymogdéw producenta. Material w postaci wymazu
lub poptuczyn z gérnych drég oddechowych nalezy pobra¢
nie pézniej niz 48 godzin od chwili wystapienia objawow

klinicznych, wskazujacych na infekcje wirusem grypy.

DIAGNOSTYKA SEROLOGICZNA

Poza badaniami wirusologicznymi mozliwe jest tez wyko-
nanie badania serologicznego, ktére umozliwia serologicz-
ne potwierdzenie zakazenia wirusem grypy na podstawie
wykrycia przyrostu poziomu przeciwcial w surowicy pa-
cjenta®72420) 7 tego wzgledu procedura ta wymaga réw-
nolegtych badan w dwdch probkach surowicy chorego, po-
branych w ostrym i rekonwalescencyjnym okresie choroby
lub ewentualnie w okresie rekonwalescencji, a nastepnie
po kilku tygodniach (wéwczas obserwuje si¢ spadek po-
ziomu przeciwciat).

Obecnie w kraju test zahamowania hemaglutynacji
(OZHA) jest rutynowym testem stosowanym przez klini-
cystow, okreslajacym poziom przeciwcial antyhemagluty-
ninowych po przebytej infekcji grypowej lub szczepieniu
przeciwko grypie®2). Test ten opiera si¢ na zdolnosci prze-
ciwcial przeciw hemaglutyninie do hamowania wywolanej
przez wirus aglutynacji erytrocytéw. Z kolei test zahamo-
wania neuraminidazy (NI) uzywany jest gtéwnie w bada-
niach naukowych do oceny immunologicznej skuteczno-
$ci szczepien, w szczegolnosci w grupach podwyzszonego

ryzyka, wraz z testem zahamowania hemaglutynacjit®*-2.
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Diagnostyka laboratoryjna grypy

W Polsce zaréwno test zahamowania hemaglutynacji,
jak i test zahamowania neuraminidazy wykonywane sg tylko
w Zakladzie Badania Wiruséw Grypy, Krajowym Osrodku
ds. Grypy w NIZP-PZH!%2>-30,

Testy serologiczne do mierzenia odpowiedzi immuno-
logicznej dla wirusa grypy przeprowadzane sg z réznych
przyczyn. Stuza one do celéw diagnostycznych, do oceny
odpornosci po naturalnym zakazeniu lub powstatej po po-
daniu szczepionki przeciw grypie.

Testy do pomiaru odpornosci komdrkowej nie sg po-
wszechnie stosowane w diagnostyce, ale przyczyniaja si¢
do rozszerzenia informacji o mechanizmach obronnych
organizmu®'?.

Nalezy doda¢, ze stosowane byly réwniez inne testy sero-
logiczne, takie jak: odczyn wigzania dopelniacza, metody
szybkiej diagnostyki enzymatycznej (ELISA) czy pojedyn-
cza radialna hemoliza (single radial haemolysis, SRH) — uzy-
wana w niektoérych o$rodkach badawczych do mierzenia
przeciwcial skierowanych przeciw wirusowi grypy. Obecnie
testy te uzywane sg tylko w badaniach naukowych®!19),
Sa przydatne w badaniach epidemiologicznych, za$ w dia-
gnostyce moga jedynie potwierdzi¢ rozpoznanie u chorego,
ktory przebyt juz ostry okres choroby. Rozpoznanie powin-
no by¢ jednak potwierdzone wczesniej, zwlaszcza u cigz-
ko chorych pacjentéw. Konieczno$¢ badania par surowic
w wyzej wymienionych testach nadaje diagnostyce charak-
ter retrospektywny, a to ogranicza ich przydatnos¢ w licz-
nych sytuacjach klinicznych.

ZNACZENIE DIAGNOSTYKI

Przeprowadzanie diagnostyki wirusologicznej infekcji ukta-
du oddechowego ze szczegélnym uwzglednieniem grypy
ma wielorakie znaczenie, a mianowicie pozwala:

« unikna¢ antybiotykoterapii bez wskazan - antybiotyki
nie dzialajg na wirusa grypy, uzywane sa w przypadku
nadkazen bakteryjnych;

« podjac wlasciwe leczenie przy pomocy dostepnych obec-
nie lekéw antygrypowych nowej generacji, czyli inhibi-
torow neuraminidazy (np. zanamiwir, oseltamiwir czy
peramiwir) — wskazana jest duza ostrozno$¢, aby zapo-
biec powstawaniu szczepdw opornych na te inhibitory;

« podjac stosowne srodki w celu zapobiezenia szerzeniu si¢
zakazenia (np. izolacja chorego, przestrzeganie podsta-
wowych zasad higieny itp.);

o skroci¢ pobyt w szpitalu;

« zmniejszy¢ koszty leczenia powiktan pogrypowych;

« obali¢ mity zwigzane ze szczepieniami, prowadzace do
ich unikania.

Postawienie wczesnej, prawidlowej i pelnej diagnozy wiru-

sologicznej infekcji ukladu oddechowego, ze szczegdlnym

uwzglednieniem grypy, ma obecnie bardzo duze znacze-
nie nie tylko w aspekcie leczniczym i ekonomicznym®©®.

Jest rowniez istotne dla wykrycia nowego, niezidentyfi-

kowanego patogenu, co potwierdzilo sie juz wielokrotnie,

np. w 1997, 1999, 2003 i 2004 roku®!?.
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Na przetomie XX i XXI wieku mialy miejsce zakazenia lu-
dzi ptasimi wirusami grypy, ktére zlamaly bariere gatun-
kowsq i zakazily czlowieka. Wydarzenia te zwracajg uwage
z jednej strony na powazne niebezpieczenstwo nadejscia
nowej pandemii wirusa grypy, z drugiej za$ na koniecz-
nos$¢ wzmocnienia migdzynarodowego nadzoru nad gry-
pa, zwlaszcza monitoringu wirusologicznego przy zastoso-
waniu wlasciwej diagnostyki®!214.,

Duza zmienno$¢ wirusa grypy powinna uzmystowi¢ nam
role i znaczenie badan diagnostycznych oraz przekonaé
oponentéw do bezwzglednej koniecznosci ich stosowania.
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