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Zakazenie ludzi wirusem Zachodniego Nilu na terenie Polski nie
bylo dotychczas rozpoznane, jednak istnienie takiego zagrozenia jest
brane pod uwage przez polskich epidemiologow. Badaniom na obecnosé
przeciwcial reagujqcych z antygenem wirusa Zachodniego Nilu (WNV)
z wykorzystaniem metody ELISA, a nastepnie metody IFA poddano 75
0sob nie wykazujqc obecnosci IgM oraz 93 osoby potwierdzajqc obecnos¢
IgG u 5 osob.

Stowa kluczowe: wirus Zachodniego Nilu (WNV), wirus kleszczowego zapalenia mozgu
(KZM), flawiwirus
Key words: West Nile virus (WNV), Tick-borne encephalitis virus (TBE), flavivirus

WSTEP

Wirus Zachodniego Nilu (WNV) jest jednoniciowym wirusem RNA z rodzaju Flavivirus,
rodziny Flaviviridae. Wirusy WNV wykazuja duze podobienstwo antygenowe z innymi
przedstawicielami flawiwiruséw, m.in. wirusami dengi i zéltej goraczki oraz wystepujacym
endemicznie w Polsce wirusem kleszczowego zapalenia mézgu (KZM) (1, 2). Moze to by¢
przyczyna krzyzowych reakcji immunologicznych i krzyzowej odpornosci w populacjach
ludzi i zwierzat narazonych na kontakt z flawiwirusami (1). Pod wzgledem ekologicznym
WNV zaliczany jest do grupy arbowiruséw (wiruséw przenoszonych przez stawonogi),
wsrod ktorych wyrdznia si¢ szerokim spektrum przenosicieli i zdolnoscia do zakazania
kolejnych gospodarzy takze bez udziatu wektora (1, 3, 4, 5).
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CHARAKTERYSTYKA EPIDEMIOLOGICZNA

Pierwotny rezerwuar WNV stanowia ptaki tropikalne i wgdrowne; te ostatnie moga
rokrocznie przenosi¢ wirusa z obszaréw tropikalnych na tereny o klimacie umiarkowanym,
co w sprzyjajacych warunkach moze prowadzi¢ do powstawania nowych ognisk enzootycz-
nych (1, 6). Wektorami WNV sa krwiopijne muchdéwki, glownie komary (Culicidae), a takze
meszki (Simuliidae), $lepaki (Tabanidae) i inne. WNV zostal tez wyizolowany z kleszczy,
ale ich rola w przenoszeniu zakazenia nie zostata potwierdzona (5). W przenoszeniu zaka-
zen na ludzi szczegodlnag rolg odgrywaja komary z rodzajow Anopheles spp., Culiseta spp.,
a zwtaszcza Culex spp., czgsto wystepujace masowo w bezposredniej bliskosci siedzib ludz-
kich (1, 6). Cykl zyciowy wirusa wymaga namnazania przez 12 dni w §liniankach komara,
w temperaturze co najmniej 22°C, co ogranicza jego rozprzestrzenianie si¢ w chlodnym
klimacie. Na obszarach tropikalnych i subtropikalnych transmisja zachodzi przez caty rok,
natomiast w klimacie umiarkowanym jest mozliwa latem, w czasie upatéw, zwlaszcza na
terenach o klimacie stosunkowo cieptym i kontynentalnym (w Polsce — gtéwnie potudniowy
wschdd kraju) (1, 5). Ogniska enzootyczne tworza si¢ tez tatwiej na obszarach podmoktych,
co wiaze si¢ z masowym wystgpowaniem komarow (6). Utrzymywanie si¢ zawleczonego
zakazenia WNV w populacjach miejscowych dziko zyjacych ptakow jest w warunkach
naszego klimatu mozliwe, a tak powstale ogniska sa praktycznie niemozliwe do eradykacji
i moga stwarzac¢ zagrozenie dla ludzi i wrazliwych gatunkéw zwierzat (1). W sprzyjajacych
warunkach (obecno$¢ odpowiednich wektorow i dostatecznie ciepty klimat) WNV przeno-
szony przez wedrujace ptaki moze si¢ dalej szybko rozprzestrzeniaé, jak to obserwowano
w latach 1999-2004 w Ameryce Poinocnej (5).

W warunkach klimatu umiarkowanego wirus namnaza si¢ w cyklu podstawowym (ptak
— komar — ptak) w ciagu lata, a pod koniec lata i wczesna jesienia, po osiagnigciu duzej
czgstosci zakazen wérod ptakow i przy obecno$ci odpowiednich migdzygatunkowych wek-
torow, moze dojs¢ do zachorowan wérod ludzi (2). Zachorowania koni obserwuje sig¢ zwykle
rownolegle z wybuchem epidemii w$réd ludzi (1, 4). Epidemie powodowane przez WNV
w krajach europejskich trwaty najczesciej jeden sezon, a w kolejnych latach zachorowan nie
obserwowano lub byly one nieliczne (5). Wystapienie epidemii $wiadczy jednak o trwalej
obecno$ci wirusa w ekosystemie.

Wigkszo$¢ zakazen WNV u ludzi ma przebieg bezobjawowy, prawdopodobnie dzigki
skutecznej odpowiedzi humoralnej, powodujacej szybka eliminacj¢ wirusa. Ocenia sig, ze
jawna klinicznie infekcja wystgpuje u 20% zakazonych osob, sposrod ktorych okoto potowa
poszukuje pomocy lekarskiej. Do zajecia os§rodkowego uktadu nerwowego dochodzi u 1
osoby na 150 zakazonych (2).

Potwierdzenie rozpoznania jest mozliwe na podstawie stwierdzenia obecnosci we krwi
i plynie mézgowo-rdzeniowym chorych przeciwciat przeciwko WNYV, ktore pojawiaja si¢
we wczesnym okresie zakazenia, a nast¢pnie utrzymuja si¢ przez wiele miesigcy. Oprocz
znaczenia diagnostycznego odgrywaja tez one prawdopodobnie decydujaca rolg w eliminacji
wirusa. Istnieja krzyzowe reakcje migdzy WNV a spokrewnionymi flawiwirusami (w Polsce
—wirus KZM), ale miano przeciwciat dajacych reakcje krzyzowe jest zazwyczaj niskie, co
umozliwia prawidtowe rozpoznanie (4, 5). Metody serologiczne umozliwiaja tez wykry-
wanie czynnego i przebytego zakazenia. Bezposrednie wykrywanie RNA wirusa we krwi
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przy uzyciu techniki RT-PCR jest metoda mato czuta, gdyz okres wiremii jest w zakazeniu
WNV kroétki 1 konezy sig¢ najezesciej przed wystapieniem pierwszych objawow (4).

Obecnos¢ przeciwciat przeciwko WNV w Polsce wykazano w badaniach przeprowa-
dzonych w latach 1995-6 u 2,8% badanych wrobli domowych (Passer domesticus)i12,1%
wrobli mazurkow (Passer montanus) w Lomiankach na skraju Puszczy Kampinoskiej (7).
Obecnos¢ zakazenia u miejscowych ptakow osiadtych wskazuje na transmisj¢ wirusa w tym
rejonie. Na terenach tych nie obserwowano wczesniej masowego padania ptakéw, jak to
miato miejsce m.in. w USA, co sugeruje wystgpowanie wérodd nich pewnej odpornosci (1).
Nie ma doniesien wskazujacych na zakazenia WNV u ludzi, nalezy jednak podkresli¢, ze
swoista diagnostyka w tym kierunku nie byta jak dotad w Polsce stosowana, a obraz kliniczny
zakazenia jest do$¢ niecharakterystyczny i moze by¢ mylony z innymi wirusowymi zapale-
niami opon moézgowo-rdzeniowych i mézgu, zwtaszcza z KZM. W wypadku wystapienia
zachorowan u ludzi nalezy sig ich jednak spodziewa¢ takze poza ogniskami endemicznymi
KZM, ze wzgledu na odmienny rezerwuar i drogg szerzenia WNV. Najbardziej prawdopo-
dobne sa zachorowania na terenach o stosunkowo cieptym klimacie, a wigc poza gtéwnymi
obszarami endemicznymi KZM w pdéinocno-wschodniej Polsce. Natomiast sezonowos$é¢
zachorowan ze szczytem w miesiacach letnich moze by¢ dos¢ podobna jak w KZM i nie
stwarza¢ podstaw do réznicowania tych dwoch infekc;ji.

MATERIAL I METODY

Badaniu w kierunku ewentualnej obecnos$ci w surowicy przeciwcial [gM reagujacych
z antygenem WNYV poddano 75 chorych (48 kobiet i 27 mgzczyzn)- grupa I, ktorzy zgtosili
si¢ pomigdzy czerwcem i sierpniem 2005 roku z powodu pojawienia si¢ naglych stanow
goraczkowych. Nikt z badanych nie negowat mozliwosci poktucia przez komary w ostatnim
czasie.

Badania na obecno$¢ w surowicy przeciwcial IgG reagujacych z antygenami WNV
przeprowadzono wsréd 93 pracownikow lesnych podzielonych na dwie grupy - 52 oso-
by- grupa Ila z wojewddztwa $wigtokrzyskiego oraz 41 oséb-grupa IIb z wojewodztwa
podlaskiego. Osoby te z racji swojej pracy w terenie podawaty czgste, stwierdzane od wielu
lat poktucia przez komary jak i inne owady, w tym kleszcze. Zadna z 0s6b z grupy 11 a i I
b nie podawala przebycia kleszczowego zapalenia mézgu, ani wystgpowania, uprzednio,
w okresie letnim naglych stanow goraczkowych. Wigkszo$¢ lesnikdéw (84 osoby - 90,32%)
podawata przebycie szczepien przeciwko KZM. Zadna z badanych w tych grupach osob nie
podawata wyjazdow zagranicznych do Afryki, Ameryki Polnocnej czy Azji.

Oceng wystgpowania w surowicy przeciwciat reagujacych z antygenami WNV przepro-
wadzono metoda ELISA, komercyjnie dostgpnym zestawem DRG Flavivirus (West Nile)
IgM i IgG ELISA EIA firmy DRG Diagnostics (USA). Réwnoczesnie wykonano badania
oceniajace obecno$¢ przeciwcial reagujacych z antygenami wirusa kleszczowego zapalenia
moézgu (KZM) oraz zapalenia watroby typu C (HCV) celem oceny wystepowania zakazen
innymi wirusami grupy Flavi i obecnosci ewentualnych reakcji krzyzowych.

We wszystkich surowicach z uzyskanymi pozytywnymi wynikami metoda ELISA
wykonano oznaczenia metodgq immunofluorescencji (IFA) posredniej w Krajowym Refe-
rencyjnym Laboratorium dla wirusowych choroéb odzwierzecych- ,,Johan Béla” National
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Center for Epidemiology, Budapeszt, Wegry. We wilasnych zestawach diagnostycznych
wykorzystywanych w tym laboratorium opierano si¢ na antygenach szczepéw wirusa WNV
wyizolowanych na Wegrzech. Ponadto we wszystkich wykonano rowniez oznaczenia meto-
da IFA obecnosci przeciwciat IgG przeciwko wirusowi KZM z wykorzystaniem wlasnych
zestawOw opracowanych na bazie szczepdw wirusa izolowanego na Wegrzech.

WYNIKI

W badanej grupie I wykazano obecnos¢ przeciwciat IgM wykazujacych reakcje z an-
tygenami u jednej chorej (1,33 %), hospitalizowanej z powodu goraczki, u ktorej rowno-
czesnie wykonane badanie na obecnos$¢ przeciwciat przeciwko wirusowi KZM (IgM i IgG)
1 HCV-I1gG dato wynik ujemny. W badanej grupie rozpoznano 5 (6,66%) przypadkéw KZM,
11(14,66%) przypadkow limfocytarnych zapalen opon mézgowo-rdzeniowych o nieustalonej
etiologii oraz 23(30,66%) stany goraczkowe z innych przyczyn.

Ponadto wykazano obecno$¢ przeciwcial IgM reagujacych z antygenami WNV u pacjent-
ki z wywiadem przebytego zakazenia tym wirusem w 2003 roku w czasie pobytu w USA.

Badanie surowic metoda immunofluorescencji posredniej na Wegrzech nie potwierdzito
obecnosci przeciwciat IgM oraz IgG u naszej pacjentki. U drugiej z pacjentek stwierdzono
graniczne (+-) miano przeciwciat IgM i1 obecno$¢ przeciwciat IgG.

Przy wykorzystaniu metody ELISA w grupie Ila — z wojewddztwa kieleckiego wykazano
obecnos¢ przeciwciat IgG reagujacych z antygenami WNV u 15 0s6b (28,85 %), a w grupie
II' b — z wojewddztwa podlaskiego u 14 0sob ( 34, 14%).

Tabela I.  Wyniki badan surowic z woj. $wigtokrzyskiego na obecno$¢ przeciwciat anty-HCV, anty-
KZM, anty-WNV - grupa Ila
Table I.  The serologic tests results of sera from Swigtokrzyskie Region detecting anti- HCV, anti-
KZM, anti-WNYV - group Ila
Anty-WNV IgG ELISA | Anty-WNV IFA | Anty-KZM Anty-KZM
Nr | Anty-HCV Polska ELISA IgG ELISA IgG IFA
Wynik indeks Wegry Polska Wegry

1 ) *) L5 ) ©) ©)

2 ) *) 1,9 (+-) *) (+-)

3 Q) (6) 1.4 (+) *) )

4 ©) *) 1,2 (*) ) (*+)

5 ) *) 1.3 (+-) *) (+-)

6 ) *) 1.5 (*+) ©) ©)

7 ©) *) 1.9 *+) *) (+)

8 ) *) 1.3 ¢) ™) (+-)

9 ) *) 4.8 ©) *) )

10 Q) *) 1.4 (+-) *) (+-)

1 Q) (6] 1.4 (*+) *) Q)

12 Q) *) L5 (*+) ) (+)

13 ) *) 1.3 ¢) *) (+-)

14 ) *) 1.6 ©) *) ()

15 ) *) 1,6 *) *) (+)
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Wyniki z laboratorium referencyjnego z Budapesztu pozytywnych surowic z dwoch
badanych grup zestawiono w tabelach 11 2.

W grupie ITa metoda IFA potwierdzono obecnos¢ przeciwcial IgG reagujacych z anty-
genami WNV jedynie w 1(6,66%) surowicy, w 9 (60%) przypadkach wynik byt watpliwy,
a w5 (33,3%) negatywny. RoOwnoczes$nie oceniajac obecnos¢ przeciwciat IgG reagujacych
z antygenami wirusa KZM metoda IFA w 10 (66,6%) przypadkach uzyskano wyniki watpli-
we, aw 2 (13,3%) przypadkach (nr 9, 11) nie wykazano ich obecno$ci pomimo, ze metoda
ELISA wszystkie surowice wykazywaty reakcj¢. Natomiast w 2 (13,3%) surowicach (nr.1,
6), w ktorych nie stwierdzano obecno$ci IgG anty-KZM metoda ELISA, rowniez w IFA
ich nie wykazano (tabela I).

W grupie IIb metoda IFA potwierdzono obecnos¢ przeciwciat IgG  anty-WNV w 4
(28,57%) przypadkach (nr 3, 4, 5, 14). W 4 (28,57%) przypadkach ( nr 6, 8, 11, 12) nie
wykazano ich obecnosci, a watpliwe wyniki uzyskano w 6 przypadkach (42,86%).

Analiza metoda IFA obecnosci przeciwciat IgG reagujacych z antygenami wirusa KZM
potwierdzita ich obecnos$¢ jedynie w 3 (21,4%) przypadkach (nr 3, 12, 13), w pozostalych
surowicach, dodatnich w metodzie ELISA, uzyskano wyniki watpliwe. Co zaskakuje - w 2
przypadkach (nr 5, 14), gdzie metoda ELISA nie stwierdzano IgG reagujacych z antygenami
wirusowa KZM, metoda IFA uzyskano wynik dodatni (nr 14) i watpliwy (nr 5) (tabela II).

Tabela II. Wyniki badan surowic z woj.podlaskiego na obecnos¢ przeciwciat anty-HCV, anty-KZM,
anty-WNV - grupa IIb

Table II.  The serologic tests results of sera from Podlaskie Region detecting anti- HCV, anti-KZM,
anti-WNV - group IIb

Anty-WNV IgG ELISA | Anty-WNV IFA Anty-KZM Anty-KZM
Nr | Anty-HCV Polska ELISA IgG ELISA 1gG IFA
Wynik indeks Wegry Polska Wegry
1 Q) (&) 1.3 (+) (&) (+)
2 ) (&) 2,0 () () ()
3 Q) (&) 2,6 (&) (&) (&)
4 ) (&) 28 (6] (+) ()
5 ) ) 2,5 (6] ) ()
6 Q) (&) 1.4 ) (&) ()
7 ) (&) 1,8 (+) () ()
8 ) (&) 1.2 ) (&) ()
9 ) (&) 1,8 (+) (&) (+)
10 ) (&) 2,7 () () )
11 ) (&) 1.3 ) (&) ()
12 Q) (&) 1,6 ) (+) (&)
13 ) ) 2,2 () () (&)
14 Q) (&) 23 (@) ) (&)
DYSKUSJA

W ostatnich latach wirus WNV izolowano od komaréw i zakazonych zwierzat (w tym
koni), a takze obserwowano pojedyncze zachorowania u ludzi, w wielu krajach europej-
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skich, m.in. we Wtoszech i Francji, a takze na terenach graniczacych z Polska: w Czechach,
Stowacji, Obwodzie Zakarpackim (Ukraina) i na Biatorusi (1). We Francji, po stwierdzeniu
zakazenia u koni, podjeto badania nad rozpowszechnieniem WNYV, ktore doprowadzily do
zidentyfikowania w roku 2003 szesciu przypadkdéw zachorowan wsrdd ludzi (8). W Cze-
chach po powodzi w roku 1997 opisano 5 przypadkow zachorowan z objawami klinicznymi
odpowiadajacymi WNF i obecnoscia przeciwciat przeciwko WNV w surowicy; w tym
samym okresie WNV zostal tam wyizolowany z komaréw Culex pipiens (6). Na Bialorusi
wyizolowano szczepy WNV z ptakow 1 komardéw Aedes spp. i wykazano obecno$¢ prze-
ciwcial przeciwko WNV u dzikich ptakow, drobnych ssakow, bydta i koni.

W ostatnim okresie na podstawie badan serologicznych zidentyfikowano tam WNV
jako przyczyng goraczki i zapalenia mézgu u 16 pacjentdéw; badania serologiczne osob
zdrowych wykazaty obecno$¢ przeciwcial przeciwko WNV u 1,7% populacji, a w regionie
Brzescia — nawet u 15,4% (9).

W roku 2003 zespot ekspertéw wskazal na ryzyko zawleczenia WNV do Polski
i w efekcie powstania trwatego ogniska endemicznego. W zwiazku z tym zalecono m.in.
zakupienie testow diagnostycznych i wlaczenie ich do rutynowej diagnostyki w wypadku
zapalen mdzgu i rdzenia oraz innych podejrzanych zachorowan o nieznanej etiologii u lu-
dzi oraz niewyjasnionych padnig¢ zwierzat (zwlaszcza ptakéw i koni), a takze rozpoczgcie
regularnych badan i monitorowania wystgpujacych w Polsce komarow, tacznie z ocena
obecnosci u nich arbowirusow (1).

Obecnos¢ przeciwcial klasy IgG w grupie Il stwierdzono zaré6wno w surowicach
badanych z wojewddztwa podlaskiego jak i kieleckiego. Zaskakujaco wigcej wynikow
pozytywnych twierdzono w surowicach badanych z woj.podlaskiego, pomimo spodziewa-
nego wyzszego prawdopodobienstwa obecnosci wirusa WNV na potudniu Polski, gdzie
warunki klimatyczne sa bardziej sprzyjajace rozwojowi wirusa i jego rozprzestrzenianiu si¢
w Srodowisku. Uzyskane wyniki potwierdzaja mozliwo$¢, dotychczas przypuszczana, ze
migrujace do naszego kraju ptaki, rezerwuar wirusa WNV, ktory w miesigcach letnich nawet
w naszym klimacie moze by¢ przez miejscowe komary rozprzestrzeniany w §rodowisku
obejmujacym réwniez populacje ludzi.

Czeskie badania 497 surowic na obecnos$¢ przeciwciat IgG przeciwko wirusowi WNV
ludzi z terendw, na ktérych doszto do powodzi w okresie letnim w 2002 roku wykazaty
od 5% dodatnich wynikéw wsrdd badanych na terenach, na ktorych zalanie trwalo krotko
1 nie stwierdzono duzej ilo$ci komardéw, do ponad 28% na terenach najmocniej zalanych,
na ktorych obserwowano znaczny wzrost liczby komardéw. Rownoczesnie zauwazono za-
leznos$¢ pomigdzy obecnoscia przeciwcial a wiekiem badanych. Im starsze grupy wiekowe
tym wigksza czgsto$¢ stwierdzania badanych przeciwcial. W grupie powyzej 50 lat 26,2%
wykazywato ich obecno$¢. (10)

Wykazujac obecno$¢ przeciwcial przeciwko wirusowi WNV nalezy bra¢ pod uwage
krzyzowe reakcje z przeciwciatami przeciwko innym wirusom Flavi- w naszych warunkach
gléwnie wirusem KZM. Obecnos¢ takiego zjawiska wykazano szczegolnie wérod badan
przeprowadzonych w klasie przeciwcial IgG. Oceniono, ze wsrdd chorych szczepionych
przeciwko innym wirusom Flavi, falszywie pozytywna reakcja w testach na obecnosé
przeciwcial IgG WNV moze wynosi¢ do 35%. (11, 12)

Analiza wynikow badan ELISA i IFA surowic z terenu Polski potwierdza obecno$é¢
reakcji z antygenami WNV u 5 (17,24%) o0so6b sposrod 29 wykazujacych dodatnie wyniki
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w metodzie ELISA. Wsrdd tych 5 surowic dwie (nr 5,14, tabela II) wykazywaly obecnosci
przeciwcial IgG przeciwko wirusowi KZM metoda ELISA. Natomiast w metodzie IFA
oceniajacej reakcje z antygenami wirusa KZM uzyskano wynik watpliwy (nr 5) i pozy-
tywny (nr 14). W pozostalych 3 surowicach stwierdzano IgG anty-KZM, ale w metodzie
IFA potwierdzono to w jednym przypadku (nr 3 tabela II), w pozostatych dwoch uzyskano
wyniki watpliwe (nr 15-tabela 1, nr 4-tabela 2).

WNIOSKI

1. Wirus Zachodniego Nilu moze by¢ brany pod uwagg jako czynnik etiologiczny w diagno-
styce standw goraczkowych i zapalen opon mézgowo-rdzeniowych polskich chorych.

2. Potwierdzenie rozpoznania zakazenia WNV nie powinno opierac¢ si¢ jedynie na wykaza-
niu obecnosci przeciwcial metodami serologicznymi, ale rowniez na analizie mozliwosci
zakazenia innymi spokrewnionymi flawiwirusami.

M Kondrusik, E Ferenczi*, J Zajkowska, S Pancewicz, S Grygorczuk, R Swierzbirska,
T Hermanowska-Szpakowicz

THE EVALUATION OF SERUM PRESENCE OF ANTIBODIES REACTING WITH WEST
NILE FEVER VIRUS (WNV) ANTIGENS AMONG INHABITANTS FROM PODLASKIE AND
SWIETOKRZY SKIE REGION

SUMMARY

Up to now there was no information about WNV infection of humans in Poland. Although specific
diagnostic procedure has not been used and uncharacteristic clinical picture of infection might be
mislead with other viral infections. 75 patient with acute febrile episodes were diagnosed for serum IgM
antibodies reacting with WNV antigens. 93 sera of forestry workers ( 52 from §wietokrzyskie region
and 41 from podlaskie region) were tested for IgG antibodies reacting with WNV. All sera were tested
using ELISA method, and all positive results were examined by immunofluorescent assay (IFA) based
on virus stains isolated in Hungary. The analysis of both methods confirmed presence of IgG antibodies
reacting with WNV antigens among 5 (17,24%) of 29 sera showing positive results in ELISA method.
It can be presumed that Poland is the country where West Nile virus might be present and transmitted
by mosquitos. WNV infection might be considered in diagnosis of fevers and meningitis.
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