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Problemy zakazen
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POSZUKIWANIE RNA WIRUSA ZACHODNIEGO NILU W PLYNIE MOZGOWO-
RDZENIOWYM U OSOB CHORYCH NA ZAPALENIE OPON MOZGOWO-
RDZENIOWYCH Z TERENU WOJEWODZTWA PODLASKIEGO

1.Klinika Choréb Zakaznych i Neuroinfekcji, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
2.Zaktad Chordb Wirusowych Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego
w Putawach

STRESZCZENIE

CEL. Celem pracy byto sprawdzenie, czy u pacjentow z limfocytarnym zapaleniem opon mézgowo-rdzeniowych
z terenu wojewddztwa polskiego wystepuje materiat genetyczny WNV w plynie mézgowo-rdzeniowym.
MATERIAL I METODY. Plyn mézgowo-rdzeniowy 24 chorych hospitalizowanych w Klinice Chorob Zakaz-
nych i Neuroinfekcji w Biatymstoku w okresie maj-wrzesien z rozpoznaniem limfocytarnego zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych przebadano metoda NRT-PCR pod katem wystepowania materialu genetycznego WNV.
WYNIKI. W Zadnej z probek ptynu mézgowo-rdzeniowego nie stwierdzono obecnosci RNA WNV.

Stowa kluczowe: Wirus Zachodniego Nilu, WNV, RNA, zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych

WSTEP

Wirus Zachodniego Nilu (WNV) jest RNA wiru-
sem z rodzaju Flaviviridae. Wyrdznia si¢ przynajmniej 2
linie genetyczne WNV —lini¢ 1 wystepujaca w Europie,
Afryce, Ameryce Potnocnej, Australii, Indiach, lini¢ 2
— glownie w Afryce. Rezerwuarem wirusa s najcze-
$ciej wedrowne ptaki mogace przenosi¢ go z terenow
tropikalnych na obszary o klimacie umiarkowanym.
Wektorem wirusa sa komary (Culicidae) (1).
Przebieg zakazenia WNV jest najczesciej bez-
objawowy. Objawy kliniczne wystgpuja u 20-40%
zakazonych (2,3). Najczesciej jest to tagodna choroba
goragczkowa z dreszczami, bolami gtowy, grudkowa
wysypka. W ok. 1 na 150 przypadkéow wirus atakuje
o$rodkowy uktad nerwowy wywolujac zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, mézgu lub porazenie wiotkie
(4,5). Zapaleniu mozgu czesto towarzysza objawy po-
zapiramidowe. Do innych objawdéw neurologicznych
nalezg drzenia i mioklonie, gtownie konczyn gornych.
Porazenie wiotkie w przebiegu zakazenia WNV jest
asymetryczne i moze wystgpowac bez towarzyszacego
zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych lub mozgu (6).
W przebiegu zakazenia WNV opisywano rowniez ze-
spot Guillain-Barré i porazenie splotu barkowego (7,8).

Smiertelno$é¢ u chorych z objawami neurologicznymi
wynosi 5-14% (9). Po przechorowaniu wirus moze
przetrwac w organizmie.

W badaniach przeprowadzonych na modelach
zwierzecych obecno$¢ materiatu genetycznego WNV
stwierdzano zaréwno w osrodkowym uktadzie ner-
wowym, jak i w tkankach obwodowych (nerki, skora,
sledziona, serce, wezty chtonne) nawet w kilka miesiecy
po zakazeniu. RNA wirusa stwierdzano w skorze wrobli
domowych i myszy po 30 dniach od zakazenia, w ner-
kach myszy i chomikow —po 60-247 dniach, w sercach
dzikich ptakéw — po 30 dniach, moézgach i rdzeniach
kregowych myszy, chomikéw i makakow — po 2-6
miesigcach (10,11).

U ludzi, ktérzy przebyli zapalenie mézgu o etiologii
WNV RNA wirusa wykrywano w moczu 1,6-6,7 roku
po ustapieniu objawow (12).

U 3% dawcow krwi, ktorzy przebyli bezobjawowe
zakazenie WNV lub fagodna chorobg goraczkowa, RNA
wirusa stwierdzano po 40-104 dniach od zakazenia (13).

WNV wykazuje podobienstwo antygenowe do
wystepujacego w Polsce wirusa kleszczowego zapa-
lenia moézgu, co moze by¢ przyczyna wystgpowania
krzyzowych reakcji immunologicznych i omytkowego
rozpoznawania zakazen WNV jako zakazenie wirusem
kleszczowego zapalenia moézgu (5,14).
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Celem pracy bylo sprawdzenie, czy zachorowania
na limfocytarne zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych
chorych zwoj. podlaskiego byto wywotane przez WNV.
Uzyskanie wynikow dodatnich tego badania §$wiadczy-
loby o wystepowaniu WNV na Podlasiu.

MATERIAL I METODY

Zbadano na obecno$¢ materiatu genetycznego
WNV metodg NRT-PCR plyn moézgowo-rdzeniowy
pobrany od 24 chorych na zapalenie opon moézgowo-
-rdzeniowych z terenu woj. podlaskiego w wieku od
19 do 76 lat (§rednia 44 lata), w tym 10 kobiet i 14
mezczyzn. Chorzy byli hospitalizowani w Klinice
Chorob Zakaznych i Neuroinfekcji w Biatymstoku
w okresie maj-wrzesien (okres najwigkszej aktywno-
$ci komarow) 2010 z rozpoznaniem limfocytarnego
zapalenia opon mozgowo-rdzeniowych przebadano
metodg NRT-PCR pod katem wystepowania materiatu
genetycznego WNV. Do badania wlaczono wszystkich
hospitalizowanych z powodu limfocytarnego zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych w tym okresie.

Wszyscy chorzy zostali dodatkowo przebadani pod
katem wystepowania przeciwcial w kierunku wirusa
kleszczowego zapalenia mézgu w plynie mézgowo-
-rdzeniowym i w surowicy. Badanie wykonano metoda
ELISA testem Enzygnost Anti-TBE/FSME Virus [IgG,
IgM] Siemens.

Plyn mézgowo-rdzeniowy byt pobierany od cho-
rych w dniu przyjecia do Kliniki, zamrazany w tempe-
raturze -20°C i transportowany do laboratorium Zaktadu
Choréb Wirusowych Drobiu Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego w Putawach (laboratorium klasy BSL
[II+). Do wykrywania RNA WNV uzyto metody NRT-
-PCR opracowanej w Zaktadzie Choréb Wirusowych
Drobiu (15).

IZOLACJA RNA. Material genetyczny wirusa zo-
stat wyekstrahowany z probki przy pomocy RNA mini
—Kit (Quiagen) wg zalecen producenta. RNA zostato
zawieszone w PBS z dodatkiem inhibitora RNA-zy
(Promega). Izolaty byty przechowywane w tempera-
turze — 70°C.

RT-PCR. Primery zostaty zaprojektowane do
oznaczania konserwatywnej sekwencji 3’NCR (regio-
nu nie kodujacego) (Gene Bank Accession Number:
DQ211652) szczepu wirusa WNV NY99. Zostaty uzyte
nastepujace sekwencje:

Primer sensowny WNV3: 5°-GCC ACC GGA
AGT TGA GTA GA-3’ i primer antysensowny WNV4:
5’-CTG GTT GTG CAG AGC AGA AG-3’. Dhugose
powstatego produktu wynosita 450 par zasad (bp).

Primery zostaly zaprojektowane przez Instytut
Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Procedura amplifikacji zostala przeprowadzona
przy uzyciu Qiagen One Step RT-PCR Kkit.

NESTED-PCR. Primery uzyte w Nested-PCR
zostaty utworzone na bazie sekwencji amplikonu RT-
-PCR. Primer sensowny (WNV5) 5 AAA GCC CAA
TGT CAGACCAC 3’, primer antysensowny (WNV6)
5"TAG TCC TTT CGC CCT GGT TA 3’. Dlugo$¢ am-
plikonu wynosita 150 bp.

ANALIZA PRODUKTOW PCR. Produkty reakcji
zostaly poddane elektroforezie na 2% zelu agarozowym
zawierajacym bromek etydyny i analizowane na trans-
iluminatorze UV. Produkt DNA miat dtugos¢ 150 bp.
Elektroforeze przeprowadzono w pH 8,2, przy napigciu
150V i natezeniu 8OmA.

WYNIKI

Wszyscy pacjenci objeci badaniem byli narazeni na
poktucia przez komary i kleszcze.

Badanie plynu mozgowo-rdzeniowego tych cho-
rych wykazato $rednig pleocytoze 105+121,5 komorek
i stezenie biatka 73+50,1mg/dl (przy przyjeciu) oraz
37+29,6 komorek i 48+22,1mg/dl (w badaniu kontrol-
nym wykonanym po 14 dniach).

U 16 chorych na podstawie badan serologicznych
(dodatnie miano przeciwciat w klasie IgM i IgG) roz-
poznano kzm.

W zadnej z 24 probek ptynu mézgowo-rdzeniowego
nie stwierdzono obecnosci RNA WNV.

DYSKUSJA

Zasigg wystepowania WNV ciagle si¢ zwigksza
i zakazenia tym wirusem sg coraz cze¢sciej stwierdzane
w Europie. W 1996 roku epidemia goraczki Zachod-
niego Nilu wystgpita w Rumunii (16), a w 2010 roku
w Grecji (17). W latach 2008-2009 zachorowania
stwierdzano w pétnocnych Wtoszech (18).

Obecnos$¢ przeciwciat przeciwko WNV stwierdzano
u mieszkancow Austrii, Czech i Niemiec (19), za$ na
Biatorusi wykryto wirusa u ptakéw i komarow (20).

W ostatnich latach we Wtoszech i w Grecji wykry-
wano u zwierzat WNV linii 2, dotychczas wystepujacy
jedynie w Afryce (21,22,23).

Diagnostyka w kierunku zakazenia WNV nie jest
w Polsce rutynowo prowadzona. Na mozliwo$¢ wy-
stepowania zachorowan w Polsce wskazuja badania
potwierdzajace obecnos¢ przeciwciat przeciwko WNV
u ptakow.

W latach 1995-96 wykazano obecnos¢ przeciwciat
przeciwko WNV u wrébli domowych (u 2,8% bada-
nej populacji) i wrobli mazurkéow (u 12,1% badanej
populacji) w okolicach Puszczy Kampinoskiej (24).
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Badania prowadzone przez Wegner i wsp. na populacji
ptakéw dzikich nalezacych do 10 gatunkéw wykazaty,
zeu 10,6% osobnikow wystepowaty przeciwciala prze-
ciw WNYV (25), za$ badania Hubalka i wsp. wykazaty
obecnos¢ przeciwceial u 5,2% badanych ptakéw (26).

Badanie przeprowadzone metodg NRT-PCR przez
Zaktad Chor6éb Wirusowych Drobiu Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego w Putawach na 1912 pta-
kach polskich nie potwierdzito obecnosci materiatu
genetycznego WNV (27).

Kubica-Biernat i wsp. poszukiwali RNA WNV
u komaréw w 4 wojewddztwach (kujawsko-pomorskie,
podlaskie, warminsko-mazurskie, mazowieckie). Row-
niez te badania daty wynik negatywny (28).

Na mozliwo$¢ wystepowania zakazen WNV u ludzi
w Polsce wskazujg badania Kondrusika i wsp. (2007 r.)
przeprowadzone wsérod mieszkancow wojewodztwa
podlaskiego i §wigtokrzyskiego. Autorzy przebadali
93 osoby, sposrod ktérych u 5 potwierdzono (zar6wno
metodg ELISA, jak i IFA) obecno$¢ przeciwciat prze-
ciwko WNV (1). Wczesniej, bo w roku 2006, wykrycie
przeciwciat w kierunku WNV u goraczkujacej chorej
opisywali Hermanowska-Szpakowicz 1 wsp. (14).

Diagnostyke WNV w Polsce utrudnia fakt krzyzo-
wej reakcji przeciwciat z endemicznie wystepujacym
m.in. w wojewodztwie podlaskim wirusem kleszczo-
wego zapalenia mozgu. Dlatego tez pozytywne wyniki
badan serologicznych w kierunku WNV wymagaja
potwierdzenia testem neutralizacji (Plaque Reduction
Neutralisation Test), niedostgpnym w Polsce. Wyniki
badan serologicznych wykonanych u analizowanych
przez nas chorych wskazywaty na mozliwos¢ zakazenia
WNV, nie publikujemy ich jednak ze wzgledu na brak
mozliwosci weryfikacji testem PRNT.

Obecnos¢ materiatu genetycznego wirusa we krwi
i ptynie mo6zgowo-rdzeniowym mozna wykaza¢ metoda
PCR z odwrotng transkryptazg. Czutos¢ metody PCR
w wykrywaniu WNV w plynie mézgowo-rdzeniowym
jest szacowana na ok. 55% (3).

PODSUMOWANIE

Fakt, iz nie udato si¢ wykry¢ materiatu genetyczne-
go wirusa u naszych chorych nie wyklucza, ze WNV jest
czynnikiem sprawczym zapalen opon mozgowo-rdze-
niowych w wojewddztwie podlaskim. Jak wspomniano
na wstepie wirus ten stosunkowo rzadko zajmuje osrod-
kowy uktad nerwowy. Ponadto metoda PCR pozwala
wykry¢ zakazenie jedynie w czasie, kiedy wirus jest
obecny w ptynie moézgowo-rdzeniowym. Dlatego tez
planowane sg dalsze badania z wykorzystaniem me-
tod serologicznych (z wykorzystaniem testu PRNT),
co powinno da¢ odpowiedZ na pytanie o rzeczywistg
skale wystepowania zakazen WNV w wojewodztwie
podlaskim i w Polsce.
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