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Problemy zakazen
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HUMAN METAPNEUMOVIRUS (HMPV) INFECTIONS IN YOUNG CHILDREN

Zaktad Wirusologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Panstwowego Zaktadu Higieny

STRESZCZENIE

Metapneumowirus cztowieka (hMPV) jest jednym
z ostatnio odkrytych wirusow. Jest to drugi, po RSV,
najczesciej wykrywany wirus, powodujacy zakazenia
goérnych i dolnych drég oddechowych gtownie u nie-
mowlat i dzieci. Zachorowania wywotane przez hMPV
zostaty zdiagnozowane w wielu krajach na catym $wie-
cie u 0s6b w kazdym wieku, niezaleznie od pici, jednak
dzieci ponizej 5 r.z. sa najbardziej podatne na tego typu
zakazenia. Czesto$¢ zakazen hMPV wymagajacych
hospitalizacji w tej grupie wynosi 5-10%. Zakazenia wy-
wotywane przez hMPV wykrywane sa w ciagu catego
roku, jednak ich szczyt odnotowuje si¢ w czasie poznej
zimy 1 wczesnej wiosny. Podobny okres nasilenia sze-
rzenia si¢ hMPV 1 innych wirusow zakazajacych drogi
oddechowe powoduje wystapienie zakazen mieszanych.
W szeregu badan stwierdzono wysoki odsetek zakazen
mieszanych RSV i hMPV - nawet 60-70%. Zakazenia
mieszane hMPV i RSV powoduja 10-krotnie wyzsze
ryzyko umieszczenia dzieci na oddziale intensywnej
terapii 1 podtaczenia do wspomaganego oddychania
niz zakazenie wywotane jednym czynnikiem etiolo-
gicznym. Do innych wirusow wywotujacych zakazenia
mieszane z hMPV naleza m.in.: wirus grypy A i B,
adenowirusy, wirusy paragrypy, enterowirusy. Labo-
ratoryjna diagnostyka zakazen hMPV polega gtdwnie
na wykryciu RNA wirusa lub wykrywaniu antygenow
wirusowych w prébce.

Stowa kluczowe. metapneumowirus czlowieka, zaka-
zenia oddechowe, diagnostyka laboratoryjna

ABSTRACT

Human metapneumovirus (hMPV) is a recently
discovered respiratory virus. hMPV, the second after
respiratory syncytial virus (RSV), is leading cause of
upper and lower respiratory tract infections mainly
in infants and children. h(MPV infections have been
reported in many countries in all the world, in patients
in every age and gender, but children under 5 years
are most likely to be susceptible to infections caused
by hMPV. The frequency of hMPV infections require
hospitalization in this group is 5-10%. Late winter and
early spring is the epidemic peak of hMPV infections
in a lot of countries. The similar time of hMPV infec-
tions and another respiratory viruses is leading to appear
coinfections. Many data reported higher frequency of
double coinfections (RSV and hMPV), even 60-70%.
This coinfections are responsible for 10-fold increase
risk of admission children to a pediatric intensive care
unit for mechanical ventilation. INF, AdV, PIV, EV are
the other viruses cause coinfections with hMPV. The
main laboratory method to diagnose hMPV infections
is detect viral RNA and viral antigen in the sample.

Key words: human metapneumovirus, respiratory tract
infections, laboratory diagnostic
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WSTEP

Zakazenia dotyczace uktadu oddechowego sa jedna
z glownych przyczyn zachorowan na swiecie. W Stanach
Zjednoczonych co roku odnotowuje si¢ zachorowania
z objawami zakazen drég oddechowych u 4 miliondéw
0s0b zglaszajacych si¢ do gabinetow lekarskich. Mimo,
ze objawy ze strony uktadu oddechowego sg tatwe do
rozpoznania, identyfikacja czynnikéw etiologicznych
czgsto przysparza problemoéw (1,2,3).

Wirusowe zakazenia drég oddechowych u dzieci
stanowia bardzo powazny problem zdrowotny ze
wzgledu na ich tatwosé rozprzestrzeniania si¢, po-
wodowanie wysokiej zapadalnosci i Smiertelnosci.
Zapalenie oskrzelikow (bronchiolitis) prowadzace do
ostrej niewydolnosci dolnych drog oddechowych wyste-
puje gtéwnie u noworodkéw miedzy drugim a szostym
miesigcem zycia oraz u matych dzieci ponizej piatego
roku zycia (3). Wirusy sa takze gtownym czynnikiem
etiologicznym zapalenia oskrzeli (bronchitis) i pluc u
matych dzieci (1). U starszych dzieci czgsciej dochodzi
do bakteryjnych zakazen uktadu oddechowego.

Do wiruséw zakazajacych uktad oddechowy naleza
: RSV (Respiratory Syncytial Virus), AdV (Adenovirus),
PIV (Parainfluenza virus 1-4), wirus grypy (Influenza
Virus, IFV), hRV (Rhinovirus), EV (Enterovirus),
hMPV (Human Metapneumovirus), BoV (Bocavirus),
Koronawirusy (CoV-NL3, HCoV HKU1) (tabela I).

Tabela I. Czgstosé wystgpowania wirusowych infekcji dol-

nych drég oddechowych w zaleznosci od wieku.

Table I. The frequency of lower respiratory tract infections
by the age group.
Odsetek wirusowych zakazen Glowny czynnik etiologiczny
Wiek dolnych drég oddechowych
(4,5,6)
(wg 1)

<2lata 80-90 RSV, PIV 3, hMPV
2-5lat 58 PIV 1i3, hMPV, RSV, IFV, AdV,
> 5 lat 37 AdV, IFV, RSV
Dorosli 12 IFV, hRV, PIV 1-4. EV

hMPYV przyczynia si¢ do wystapienia dolegliwosci
zarowno ze strony dolnych (LRTI, Lower Respirato-
ry Tract Infection) jak i goérmych drég oddechowych
(URTI, Upper Respiratory Tract Infection) (2,7,8). Do
0sOb znajdujacych si¢ w grupie ryzyka, szczegdlnie
podatnych na zakazenia wywotane przez hMPV, naleza
wezesniaki, noworodki, niemowlgta, dzieci oraz osoby
z ostabionym uktadem odpornosci i osoby w starszym
wieku (9). Uwaza sig, ze wsrod wirusow wywotujacych
ostre zakazenia drog oddechowych u noworodkow i
dzieci hMPV zajmuje drugie miejsce pod wzgledem
czgstosci wystepowania po RSV (43%)(9). Wprawdzie
hMPV wykryty zostat kilka lat temu, jednak udowod-
niono, ze krazyl w populacji co najmniej przez ostatnie

50 lat i dopiero dzigki rozwojowi nowoczesnych metod
diagnostycznych zostat zidentyfikowany. Dowodem
na to sa badania retrospektywne surowic pobranych w
1958 roku (Holandia) od 0s6b w wieku od 8 do 99 lat,
u ktdrych stwierdzono obecnos¢ przeciwciat dla hMPV
(2,10). Ponadto, wirus zostal rdwniez wyizolowany
z probek zebranych ok.10-20 lat przed jego wykryciem
w Europie i Kanadzie (7).

CHARAKTERYSTYKA
METAPNEUMOWIRUSA CZLOWIEKA
(HMPV)

Metapneumowirus cztowieka zostat odkryty
w 2001 r. przez van den Hoogen (11 ). Wirusa wyizo-
lowano z probek wydzieliny noso-gardta pobranych
od 28 dzieci (13 niemowlat i 14 dzieci ponizej 5 r.z) z
objawami zakazenia drog oddechowych. Probki pocho-
dzity z kolekcji zbieranej w ciggu 20 lat. Po odkryciu
hMPV w Holandii obecnos¢ wirusa wykazano na catym
swiecie (7,12,13).

Na podstawie organizacji genomu hMPV zaklasyfi-
kowano do rodziny Paramyxoviridae, podrodziny Pneu-
movirinae, rodzaju Metapneumovirus. hAMPV jest blisko
spokrewniony z RSV, a takze ptasim pneumowirusem
C, ktéry do 2001 roku byt jedynym przedstawicielem
rodzaju Metapneumovirus (7). Jest ostonowym RNA
wirusem, a jego genom stanowi sSRNA. Na podstawie
sekwencji genomowe;j i analizie filogenetycznej wirusa,
wyrozniono dwie grupy hMPV : A1 B (2,9) 1 cztery
podgrupy : A1, A2, B1 i B2 (21), ktore kraza podczas
tego samego sezonu epidemicznego (8,14,15).

OBJAWY I CZESTOSC WYSTEPOWANIA
ZAKAZEN HMPV

Zakazenia ukltadu oddechowego wywotane przez
metapneumowirus cztowieka zostaly zdiagnozowane
we wszystkich grupach wiekowych, jednak najczesciej
wykrywano je u matych dzieci. W Finlandii w latach
2000-2001 przebadano 1338 dzieci ponizej 13 roku
zycia. h\MPV zostat wykryty u 47 dzieci (3,5%), z czego
19-ro dzieci bylo ponizej 2-go roku zycia, a 14-ro miato
od 2 do 4 lat. Sredni wiek dzieci zakazonych hMPV
wynosit 3 lata. Okoto 80% zdiagnozowanych przypad-
kow wystapito u dzieci w wieku ponizej 5 lat. Czgstos¢
wystepowania zakazen wywolanych przez hMPV byta
dwukrotnie wyzsza u dzieci ponizej drugiego roku zycia
niz u dzieci w wieku migdzy drugim a piatym rokiem
zycia, oraz 10-cio krotnie wyzsza niz u dzieci powyzej
9 roku zycia (16). Szereg badan, przeprowadzonych na
catym swiecie, potwierdzit wysoka podatno$¢ niemow-
lat i matych dzieci na zakazenia metapneumowirusem
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cztowieka. W Korei wsérdd przebadanych 295 dzieci w
wieku ponizej 5 roku zycia, 26 (15,8%) bylo zakazo-
nych hMPV (17), w Brazylii sposrdd 205 przebadanych
dzieci migdzy 4 a 11 rokiem zycia ($redni wiek 2,7 lat)
u 5 stwierdzono zakazenie hMPV (18). Podobne wyniki
uzyskano takze w Japonii (19), USA (3), Francji (14) i
Niemczech (12) (tabela II).

W badaniach seroepidemiologicznych wykonanych
w krajach lezacych na réznych kontynentach (Holan-
dia, Japonia, Izrael) wykazano obecnos$¢ przeciwcial
przeciwko hMPV u dzieci w grupie wieku 5-10 lat.
Udowodniono, ze odsetek dzieci, u ktérych stwierdzo-
no obecnos¢ przeciwcial jest wyzszy w grupie dzieci
powyzej drugiego roku zycia niz u dzieci w wieku 6-24
miesigce (7).

Z badan wynika, ze objawy kliniczne zakazenia
hMPV u dzieci sa podobne do powodowanych przez za-
kazenia RSV (12,13). Stwierdzono jednak, ze zakazenie
hMPYV rzadziej wymaga hospitalizacji dzieci niz zaka-
zenia wywotane przez RSV, ponadto czas hospitalizacji
jest krotszy (24). Wyniki badan sugeruja, ze u dzieci
uprzednio zdrowych hMPV powoduje zachorowania z
tagodniejszymi objawami. U dzieci chorych, jedynie w
dwéch przypadkach: ostrej leukemii limfoblastycznej i
ostrej infekcji uktadu oddechowego (wiek 7 miesigcy
oraz ponizej 5 r.z.), uznano, ze zakazenie hMPV byto
przyczyna $mierci dzieci. Chociaz nie zostaly przepro-
wadzone badania patologiczne, ktére potwierdzityby
zakazenie hMPV jako gléwna przyczyne $Smierci, fakt
braku wykrycia innych patogenéw w powyzszych
przypadkach przewaza za tym rozpoznaniem (7).

Zakazenie hMPV powoduje wystapienie obja-
wow zardwno ze strony gornych jak i dolnych drég
oddechowych (9). W przebiegu zakazen gérnych drog
oddechowych wywotanych przez hMPV obserwuje si¢
najczesciej: goraczke, katar, kaszel, zapalenie gardta,
zapalenie ucha srodkowego, rzadko zapalenie spojowek
(8). Do najczesciej obserwowanych objawdw zakazen
dolnych drog oddechowych wywotanych przez hMPV
nalezg: zapalenie oskrzelikow, zapalenie oskrzeli, za-
palenie ptuc, §wiszczenie oddechowe (2,9,16,20,19).
Udowodniono takze udziat tego wirusa w nasileniu
astmy u dzieci (7). Badania przeprowadzone we Francji
wykazaty, ze w nastgpstwie zakazenia hMPV wystepu-
je wigksze nasilenie objawow astmy anizeli wskutek
zakazen RSV (14).

W przebiegu zakazenia hMPV na ogoét nie jest
zalecane leczenie przeciwwirusowe. Obecnie trwaja
badania nad okresleniem mechanizméw patogennosci
hMPV i poszukiwaniu skutecznych preparatéw prze-
ciwwirusowych. Uwaza sig, ze aktywnos¢ przeciwwi-
rusowa rybaviryny przeciwko hMPV jest podobna do
aktywnosci przeciw RSV. Dotychczas nie opracowano
jeszcze szczepionki przeciwko hMPV. Trwaja badania
na modelach zwierzgcych m.in. ze szczepionka zawie-
rajaca zywy rekombinowany wirus paragrypy z genem
kodujacym biatko F hMPV. Wstepne badania wykazaty
indukcje swoistych dla hMPV przeciwciat po podaniu
szczepionki u zwierzat (2).

Tabela II. Czgstosci zakazen wywotywanych przez hMPV u dzieci.

Table II. The frequency of hMPV infections in children.

Panstwo Rok badar Wiek pacjentéw Liczba badanych Odsetek HMPV + Mieszane zakazenia pFI);)an
Kalifornia 1982-2001 Sredni wiek 2,4 lata 1532 118/2384 (5%) Bd 8
Finlandia 2000-2001 <13 lat 1338 47 (3,5%) 8 16
Korea 2000-2005 <5lat 515 24 (4,7%) 17 20
USA 2001-2002 <5lat 296 19 (6,4%) 2 3
(Cape Town (Afryka Potudn.) | 2001-2003 <3lat 413 17 (4,1%) Bd 21
707
Australia 20012004 | T;;S;%/f:sg |3a gta 10025 ' ‘Lgf;er'z@] 4030 , 48 15
- <512-650(91,9%)
Peru 2002-2003 <1-89 lat 420 12(2,9%) Bd 22
USA 2002-2004 <2->18lat 3740 202(5,4%) 57 23
Frangja 2002 -2004 <3lata 931 56 (6%) 5 14
Szwecja 2003-2005 <101at 212 22(10%) 13
Iran 2005 0-12 miesiecy 124 68(54,4%) Bd 9
Brazylia 2006-2007 1 miesigc- 15 lat 205 5(2,4%) 3 18
Japonia 2005-2006 5-101lat 185 41(22,2%) 4 19
Korea 2007-2008 <5lat 296 26 (8,8%) Bd 17

Bd — brak danych
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SEZONOWOSC ZACHOROWAN
WYWOLANYCH PRZEZ HMPV

Okoto 70-80% zakazen wywotywanych przez
hMPV odnotowuje si¢ w miesiacach p6zno-zimo-
wych 1 wezesno-wiosennych, od grudnia do maja, z
ktorych okoto 30-40% przypada na marzec i kwiecien
(USA) oraz luty-kwiecien (Korea). Z badan wynika, ze
szczyt zakazen wywotanych przez hMPV czgsciowo
pokrywa sie z okresem wystgpowania zakazen RSV
1 grypy, jednak najwyzszy odsetek zakazen oddecho-
wych wywolanych przez metapneumowirus cztowieka
przypada okoto dwa miesigce po szczycie zachorowan
wywotanych przez RSV i grype (2,8). W wielu krajach
zakazenie hMPV bylo diagnozowane w ciagu catego
roku, z niskim poziomem wykrywalnosci w czasie
poznej wiosny, lata i jesieni. Ponadto w Austrii zaob-
serwowano mniejszg liczb¢ zakazen hMPV w okresie,
kiedy dominuja zachorowania wywolane przez wirus

grypy (24).

ZAKAZENIA MIESZANE

Podobna pora roku nasilenia zakazen hMPV 1 in-
nych wiruséw zakazajacych drogi oddechowe powoduje
wystapienie koinfekcji. W badaniach Greensilla (25)
przeprowadzonych u niemowlat wykazano obecnos¢
zakazenia mieszanego hMPV i RSV u 70% badanych,
a dzieci te wymagaly intensywnej opieki pediatrycznej
oraz podiaczenia do respiratora (12). Inni badacze zaob-
serwowali, ze rOwnoczesne zakazenie wirusami hMPV 1
RSV powoduje 10-krotnie wyzsze ryzyko umieszczenia
dzieci na oddziale intensywnej opieki pediatrycznej i
koniecznosci zastosowania oddechu wspomaganego
(7,26). Niektorzy autorzy wskazuja, ze hMPV znacznie
czesciej wykrywany jest w zakazeniach mieszanych
niz jako pojedynczy czynnik zakazenia (13).W wielu
krajach rowniez zdiagnozowano zachorowania miesza-
ne wywolane przez hMPV oraz inne wirusy takie jak :
grypy A i B, AdV, P1V, Enterowirusy (3,15,16,19,26).
Zakazenie hMPV zostalo takze zdiagnozowane u
pacjentdw z SARS w Kanadzie i Hong Kongu (7). W
kazdym przypadku mieszanego zakazenia wirusowego
przebieg choroby u dzieci byt cigzszy i dzieci czg¢sciej
hospitalizowane.

DIAGNOSTYKA ZAKAZEN HMPV

Laboratoryjna diagnostyka zakazen wywolanych
przez hMPV polega na:
1. wykryciu antygendéw hMPV w materiale klinicz-
nym

2. wykryciu materiatu genetycznego wirusa w probce
materiatu klinicznego
3. izolacji wirusa

Ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo hMPV z
RSV i mozliwos¢ wystapienia reakcji krzyzowych nie
jest obecnie dostepny komercyjny test umozliwiajacy
oznaczanie poziomu swoistych dla hMPV przeciwciat
w surowicy krwi.

Wykrywanie antygenow wirusowych w prébce
materiatu klinicznego wykonywane jest najczesciej z
zastosowaniem znakowanych fluoresceing swoistych
dla hMPV przeciwciat (tzw. metoda immunofluore-
scencji bezposredniej, DFA). Jak wszystkie badania
wykonywane technika DFA wymagaja one duzego
doswiadczenia laboratoryjnego. Ostatnio pojawit si¢ na
rynku réwniez zestaw immunoenzymatyczny do wy-
krywania antygenow hMPV. Jest on niestety znacznie
drozszy niz test DFA. Antygenéw wirusowych mozna
poszukiwaé¢ w wydzielinach drog oddechowych, a
najczesciej w aspiratach z nosogardta, w wymazach z
gardta oraz nosa.

W tym samym materiale klinicznym mozna takze
poszukiwac genetycznego materiatu wirusa. Najczesciej
stosuje si¢ techniki oparte o amplifikacje fragmentu
genomu, a pierwszym etapem jest przepisanie RNA
na DNA w procesie odwrotnej transkrypcji (czyli
RT-PCR). Badania mogg by¢ wykonywane metoda
tzw. klasycznego RT-PCR lub Real-Time RT-PCR.
Projektowane startery moga obejmowac geny kodu-
jace nukleoproteing (N), matrix (M), polimerazg (L),
oraz biatka fuzyjne (F), biatko G i P. Dobor starteréw
decyduje o mozliwo$ci wykrywania i/lub réznicowania
ludzkich metapneumowirusow. Najbardziej konserwa-
tywnym regionem jest fragment kodujacy biatko N.
Nalezy pamigtac, ze ze wzgledu na wysoka zmienno$¢
genetyczng RNA wirusow mozliwe jest uzyskanie wy-
niku ujemnego RT-PCR, mimo wyizolowania hMPV
z probki. Jednak obecnie najczesciej opisywana w
pisSmiennictwie metoda wykrywania zakazenia hMPV
sq badania RT- PCR (czyli PCR z etapem odwrotnej
transkrypcji), a ze wzgledu na znacznie krdtszy czas
badania oraz wyzsza czuto$¢ w wigkszosci publikacji
prezentowane sa wyniki badan uzyskanych technika
Real-Time PCR (rézniaca si¢ od klasycznego PCR
gtownie technika uwidaczniania produktu). Mimo
wysokiej czutosci tej metody mozliwe jest uzyskanie
ujemnego wyniku przy jednoczesnym wyizolowaniu
wirusa lub dodatnim wyniku DFA. Jak wspomniano
wczesniej dobdr starteréw determinuje swoisto$¢ testu
czyli, jak wiele z krazacych w populacji ludzkiej] hAMPV
zostanie wykrytych tym testem.

Izolacja hMPV z probki jest metoda czasochtonna i
trudna. Do izolacji hMPV stosowano linie komdrkowe:
MDCK, LLC-MK2 (22), Vero, A549 (27). Izolacja
wirusa hMPV jest metoda wymagajaca dluzszego cza-
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su, nawet 3-4 tygodnie. Po inokulacji probki do linii
komorkowej prowadzone sa mikroskopowe obserwacje
wystapienia cytopatycznego efektu (CPE), ktory wi-
doczny jest dos¢ po6zno, bo po 7-21 dniach od zakazenia
(22). Efekt cytopatyczny w wyniku zakazenia hMPV
jest niestety mato specyficzny i zalezy od zastosowanej
linii komdrkowej. Réwnolegle do obserwacji mikro-
skopowych mozna takze poszukiwa¢ genomu wirusa
metoda RT-PCR w ptynie znad zakazonej linii komor-
kowej. Mimo dhugiego czasu koniecznego do izolacji
wirusa metoda ta uwazana jest za tzw. ztoty standard
laboratoryjnej diagnostyki zakazen hMPV, ze wzgledu
na mozliwos¢ izolowania i identyfikowania bardzo sze-
rokiego spektrum wiruséw, nie wykrywanych innymi
metodami. Jednakze, izolacja wirusa z zastosowaniem
linii komorkowej jest mozliwa jedynie wtedy, gdy w
badanej probce wystepuja zakazne czastki wirusa. Jest
to mozliwe wowczas, gdy probka materiatu klinicznego
zostata pobrana odpowiednio wczesnie po wystapieniu
objawow choroby (do 4 dni) oraz byta przechowywana
i transportowana w odpowiednich warunkach. Ponad-
to zbyt pdzne pobranie probki materiatu klinicznego,
przechowywanie go w ztych warunkach (tj. takich, w
ktérych mozliwa jest aktywnos¢ RNAaz) moze spowo-
dowa¢ degradacje genomu wirusa i przewage czastek
defektywnych - wowczas mozliwe jest jednak wykrycie
antygenow wirusowych.

PODSUMOWANIE

hMPYV jest jednym z wielu wirusow powodujacych
zakazenia drog oddechowych. Mimo, ze czgs¢ zakazen
hMPV przebiega bezobjawowo, w wigkszosci przypad-
kéw zachodzi koniecznos¢ hospitalizacji, szczegolnie
w przypadku zakazen mieszanych u malych dzieci.
Najbardziej narazone na dziatanie wirusa sa dzieci poni-
zej 5 roku zycia. Diagnostyka zakazen wywotywanych
przez ten wirus przysparza wielu problemow, jest trudna
i opiera si¢ gtownie na badaniach molekularnych. Ba-
dania te umozliwiajg szybkie wykrycie zakazenia oraz
rownoczesne prowadzenie diagnostyki roznicujacej od
innych etiologicznych czynnikdéw zakazen dolnych i
gornych drég oddechowych (np. Multi-PCR). Wykonu-
jac badania diagnostyczne w kierunku zakazen drog od-
dechowych metodami opartymi o amplifikacj¢ genomu
nalezy jednak pamietaé o istniejacych ograniczeniach
tej metody — mimo bardzo wielu jej zalet.
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