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OBECNOSC RNA WIRUSA KLESZCZOWEGO ZAPALENIA MOZGU
W KLESZCZACH IXODES RICINUS JAKO NARZEDZIE OCENY
ZASIEGU OBSZAROW ENDEMICZNYCH I CZULOSCI NADZORU NAD
ZACHOROWANIAMI NA KZM

DETECTION OF TBEV RNA IN TICKS AS A TOOL FOR VALUATION OF ENDEMIC
AREA AND SENSITIVITY OF TBE SURVEILLANCE
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STRESZCZENIE

Celem pracy bylo zastosowanie metody molekular-
nej do detekceji materiatu genetycznego wirusa klesz-
czowego zapalenia mézgu w kleszczach Ixiodes ricinus
Z pomini¢ciem etapu namnazania wirusa w hodowli
komoérkowej czy oseskach mysich oraz poréwnanie
wynikow innych stosowanych narzedzi oceny obszaréw
endemicznych.

W metodzie nested RT-PCR zostat powielony odci-
nek wirusowego RNA w obrebie genu kodujacego biat-
ko NS5, w wyniku czego powstat produkt o wielkosci
252 par zasad. Sposrdd przebadanych 177 puli kleszczy
materiat genetyczny wirusa kleszczowego zapalenia
moézgu wykryto w 14 prébach, co stanowi 7,9% catosci.
Otrzymane wyniki wskazuja na wystgpowanie RNA wi-
rusa k.z.m. w prébach kleszczy pochodzacych z terenow,
ktore na podstawie systemu nadzoru nad zachorowania-
mi na k.z.m. uwazanych za nieendemiczne.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze metoda ne-
sted RT-PCR moze by¢ efektywnym narzedziem oceny
zasiegu wystepowania tego patogenu i uzupetnieniem
czulo$ci nadzoru nad zachorowaniami na kleszczowe
zapalenie mozgu.

Stowa kluczowe: wirus kleszczowego zapalenia mozgu
(wirus k.z.m.), wykrywanie materiatu genetycznego,
nadzor epidemiologiczny, Polska

WSTEP

Kleszczowe zapalenie mozgu (kzm) jest chorobg
neurologiczng wywolywang przez wirusa nalezacego
do rodziny Flaviviridae. Do tej rodziny zaliczamy
rowniez takie patogeny czlowieka jak: wirus zottej
goraczki, wirus Dengue, wirus japonskiego zapalenia
mozgu oraz wirus zapalenia watroby typu C. Genom

ABSTRACT

In this study we present the nested RT-PCR strategy
designed for detection of TBEV RNA in ticks Ixiodes
ricinus. The presented nested RT-PCR method using 2
different primer pairs specific primers for NS5 gene pro-
vides specific TBEV cDNA detectable by electroforesis
in agarose gel. Of the 177 polls of ticks investigated,
TBEV RNA was detected in 14, which accounts for
7,9% of all pools.

We confront the PCR results of tested ticks to
routine surveillance data. The obtained results showed
that the TBEV RNA is detectable in ticks collected in
areas in Poland, which are defined as an non-endemic.
The nested RT-PCR method can be used as a tool of
epidemiological surveillance as well as for screening
of occurrence of circulating TBEV.

Key words: fick-borne encephaliits virus (TBEV),
nucleid acid detection, epidemiological surveillance,
Poland

wirusa kzm stanowi pojedyncza ni¢ RNA o dodatniej
polarnosci i wielkosci 11 par zasad, ktéra koduje poli-
proteine cigta proteolitycznie na 3 biatka strukturalne
i 7 niestrukturalnych (1).

Znane sa trzy podtypy wirusa kzm.: dalekowschod-
ni, srodkowoeuropejski oraz syberyjski. Wektorem
subtypu srodkowoeuropejskiego wirusa kzm sa kleszcze
zrodzaju Ixodes ricinus, natomiast dalekowschodniego
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i syberyjskiego Ixodes persulcatus. Kleszcz pospolity
uczestniczy roéwniez w rozpowszechnieniu innych
chordb takich jak: borelioza z Lyme, anaplazmoza czy
babeszjoza.

Rezerwuarem wirusa kzm sa drobne gryzonie,
srednie i duze ssaki oraz ludzie i zwierzeta gospodarcze.
Zwierzgta po zakazeniu wirusem nie choruja, natomiast
u cztowieka moga wystapi¢ objawy zapalenia opon mo-
zgowych, zapalenia m6zgu lub objawy mézgowo-rdze-
niowe. Zakazenie odbywa si¢ podczas ukaszenia przez
kleszcza a takze przez spozywanie niepasteryzowanego
mleka owiec i k6z bedacych w okresie wiremii oraz
surowych produktow mlecznych (2). Zachorowania na
kzm zwiazane sa z wystgpowaniem na danym obszarze
zakazonych kleszczy oraz obecnoscig nie- uodpornio-
nych osob. Na podstawie wielu badan oceniajacych
rozpowszechnienie wirusa kzm stwierdzono, ze Polska
nalezy do krajow, w ktérychistnieje endemiczne wyste-
powanie tego patogenu.

Wigkszos¢ prowadzonych badan nad zasiggiem wy-
stgpowania zachorowan na kzm opierata si¢ dotychczas
na rutynowo rejestrowanych przypadkach zachorowan
w ramach nadzoru epidemiologicznego. Problemem jest
jednak niedoskonatos¢ systemu rejestracji zachorowan
oraz ograniczanie si¢ tylko do przypadkéw hospitali-
zowanych kzm. Pewnym wskaznikiem wystgpowania
wirusa kzm na okre§lonych terenach moga by¢ prze-
glady serologiczne zaréwno ogdlnej populacji ludzi
zdrowych, jak i grup ryzyka (n.p. lesnikow). Badania
serologiczne obarczone sa jednak szeregiem ograniczen
wynikajacych zaréwno z obecnosci przeciwcial prze-
ciwko wirusowi kzm powstatych w wyniku szczepienia,
jak réwniez krzyzowych reakcji po zakazeniu réznymi
flawiwirusami jak i sama ruchliwoscia populacji ludzi.
Najpewniejsza metoda stwierdzenia wystgpowania wi-
rusa kzm na danym terenie jest badanie jego obecnosci
w wektorze (kleszczu). Pierwotna metoda, polegajaca
na izolacji zywego wirusa po domdzgowym zakaze-
niu oseskéw mysich, byta zardwno czasochtonna i
pracochtonna, jak i niekiedy zawodna (mozliwos$¢ in-
terferencji czynnikéw obecnych u myszy, koniecznos¢
pulowania duzych ilosci kleszczy, metoda odczytu ob-
jawow patogennych u oseskow mysich). Zastosowana
w latach 90. metoda wykrywania antygendw wirusa
kzm w mozgach zakazonych myszy wykazata szereg
rozbieznosci wynikow z metoda izolacji opartg o ob-
serwacje objawow klinicznych u myszy (3).

Celem niniejszej pracy bylo zastosowanie meto-
dy molekularnej do detekcji materiatu genetycznego
wirusa kleszczowego zapalenia mézgu w kleszczach
Z pominieciem etapu namnazania wirusa w hodowli
komorkowej czy oseskach mysich oraz poréwnanie
wynikow innych stosowanych narzedzi oceny obszarow
endemicznych.

MATERIALY I METODY

Wirus. Do oznaczen uzywano szczepu wirusa
kleszczowego zapalenia mozgu wyizolowanego w
mozgach mysich z zakazonych kleszczy, zebranych
w okolicach Braniewa w 1973 roku. RNA wirusa tego
szczepu poshuzyt jako kontrola dodatnia w badaniu
nested RT-PCR.

Materiat biologiczny. Wiosna i jesienig 2008
roku zebrano 2383 kleszczy z rodzaju Ixodes ricinus
(osobniki doroste oraz nimfy), ktore taczono srednio po
okoto 20 osobnikow z jednego pola townego w jedne;j
probie. Uzyskano 177 pul kleszczy. Byly to kleszcze
zebrane z czterech powiatéw w Polsce: dwa w woje-
wodztwie wielkopolskim, po jednym w wojewddztwie
zachodniopomorskim i w pomorskim. Wytypowano
te rejony, gdzie stwierdzono rozpowszechnienie prze-
ciwcial przeciwko wirusowi kzm wsroéd mieszkancow
przy jednoczesnym braku zgtoszen potwierdzonych
zachorowan na kzm.

Izolacja materiatlu genetycznego. Kleszcze w
pulach zostaly mechanicznie rozdrobnione za pomoca
koncéwki pipety automatycznej i zawieszone w buforze
do izolacji. Nastgpnie uzyto kolumienek do homoge-
nizacji QIAshredder (Qiagen) oraz zestawu do izolacji
RNA RNeasy mini kit (Qiagen) zgodnie z instrukcjami
producenta (4). W przypadku izolowania RNA wirusa
kzm z liofilizatu mézgoéw mysich uzyto zestawu Viral
RNA Kit (Qiagen).

Reakcja nested RT-PCR. W metodzie RT-PCR
odcinek wirusowego RNA w obrgbie genu kodujacego
biatko NS5 zostat przepisywany za pomoca odwrotnej
transkyptazy na cDNA, ktore z kolei bylo dwukrotnie
amplifikowane a rekcji PCR przy udziale polimerazy
DNA. Do reakcji uzyto 2 pary starterdw o sekwen-
cjach:

FSM-1: 5GGAGGCTGAACAACTGCAC 3°,

FSM-2: 5 GAACACGTCCATTCCTGATCT 3,

FSM-1i: 5’ACGGAACGTGACAAGGCTAG 3,

FSM-2i: 5 GCTTGTTACCATCTTTGGAGS’.

Produkt o wielkosci 252 par zasad analizowano w
1,5% zelu agarozowym. Reakcje nested RT-PCR prze-
prowadzono wedlug opisanych procedur (5,6).

WYNIKI

Sposréd przebadanych 177 puli kleszezy materiat
genetyczny wirusa kleszczowego zapalenia mozgu
wykryto w 14 probach, co stanowi 7,9% calosci. Naj-
wigkszy odsetek pozytywnych wynikéw RT-PCR otrzy-
mano w przypadku puli kleszczy zebranych w powiecie
starogardzkim w wojewodztwie pomorskim (12,2 %),
natomiast najmniej (4,3%) w powiecie nowotomyskim
w wojewddztwie wielkopolskim. (tabela I)
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Wirusowe RNA wykryto w prébach kleszczy
pochodzacych z terendw, ktére na podstawie systemu
nadzoru nad zachorowaniami na kzm uwazane byty za
nieendemiczne. (rys. I)

Tabela I. Wyniki wykrywania RNA wirusa kleszczowego za-
palenia mo6zgu w kleszczach na terenie powiatow

Table I. Results of TBEV RNA detection in ticks, by dis-
trict.
Wojewddztwo Powiat LK.Zb,a puli odsetek
wynikéw pozytywnych
Wielkopolskie nowotomyski 47 (4,3%)
Wielkopolskie obornicki 45 (6,7%)
Zachodniopomorskie policki 44(9,1%)
Pomorskie starogardzki 41(12,2%)
ogétem 177 (7,9%)
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Ryc. 1.  Wyniki wykrywania RNA wirusa kzm w klesz-
czach
Fig. 1.  Results of TBEV RNA in ticks.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Prowadzony obecnie nadzor epidemiologiczny
nad zachorowaniami na kleszczowe zapalenie mozgu,
wskazuje na wysoka zapadalno$¢ wystgpujaca w
pénocno-wschodniej Polsce. Potwierdzity to badania
serologiczne przeprowadzone w latach 1965-1972, w
ktérych testem zahamowania hemaglutynacji wykryto
przeciwciata przeciwko wirusowi kzm u ludzi zamiesz-
kujacych omawiane uprzednio regiony geograficzne
Polski (7). Przeprowadzono rowniez oceng wystepo-
wania przeciwcial przeciwko wirusowi kzm — badano
testem ELISA w losowo wybrane surowice zebrane w
latach 1995-2005 od ludzi z obszaré6w endemicznych

i nieendemicznych. Wyniki potwierdzaja seropre-
walencj¢ na obszarach wojewddztwa podlaskiego, a
takze kujawsko-pomorskiego i pomorskiego (8). Cenne
informacje na temat obecno$ci wirusa kzm na danym
terenie mozna uzyskac badajac zwierzgta. Wyniki badan
materiatow pobranych od ko6z sugeruja, ze w Polsce sa
obecne dotychczas nieodkryte obszary endemiczne. Na
lokalne krazenie wirusa kzm wskazuje obecnos¢ prze-
ciwciat u k6z hodowanych w 2 powiatach, z ktorych
w ciagu 15 lat nie zgloszono zadnego zachorowania na
kleszczowe zapalenie mdzgu (8).

Inna metoda oceny zasiggu wystgpowania wiru-
sa kzm jest oznaczanie jego obecnosci w kleszczach
Ixodes ricinus. W Polsce w latach 80. podejmowano
proby izolacji wirusa z zakazonych kleszczy oraz
gryzoni w pierwotnej hodowli komoérkowej oraz w
oseskach mysich. W wielu wypadkach préby izolacji
z naturalnego gospodarza stawonoga zakonczyly si¢
niepowodzeniem (9).

W celu identyfikacji i oceny rozpowszechnienia
wirusa kzm na danym terenie moze by¢ stosowana
metoda nested RT-PCR. Glowna zaleta odwrotnej trans-
krypcji i amplifikacji RNA wirusa kzm jest jej wysoka
czutos¢. Technika ta wykrywa 100-1000 kopii genomu
w badanej probie (5), daje pozytywny wynik przy
rozcienczeniu 10 wirusa izolowanego z zakazonych
mysich mézgdw (10), a nawet pozwala na wykrycie
RNA w pojedynczym kleszczu (11).

Uzyskane wyniki potwierdzaja uzytecznos¢ metod
amplifikacji genomu wirusa k.z.m do wykrywania jego
obecnosci w kleszczach. Zastosowanie komercyjnych
zestawow do homogenizacji kleszczy i izolacji RNA po-
zwolito na otrzymanie wysoce oczyszczonego produktu,
ktéry postuzyt w pdzniejszym etapie do amplifikacji.
Dodatkowa zaleta zastosowanej metody jest wprowa-
dzenie reakcji typu nested z uzyciem 2 par starteréw,
zwigkszajacej w znacznym stopniu czutos$¢ badania.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze metoda ne-
sted RT-PCR moze by¢ stosowana w celu wykrywania
wirusa kleszczowego zapalenia mézgu w kleszczach
Ixodes ricinus w zastgpstwie izolacji wirusa w hodowli
komdrkowej lub oseskach mysich. Ponadto, ze wzgledu
na wysoka czuto$¢ moze by¢ efektywnym narzedziem
oceny zasiggu wystgpowania tego patogenu i uzu-
petieniem czulo$ci nadzoru nad zachorowaniami na
kleszczowe zapalenie mozgu.
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