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Badania nad wystepowaniem wirusa goraczki Zachodniego
Nilu u komarow (Diptera: Culicidae) na wybranych terenach
Polski'

A study on the occurrence of West Nile virus in mosquitoes
(Diptera: Culicidae) on the selected areas in Poland
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ABSTRACT. West Nile virus (WNYV), the etiologic agent of West Nile Fever (WNF), an emerging infectious disease
that lately has been rapidly extending its range of occurrence from Africa to Middle East, and to Asia and Southern
Europe. In Europe, cases of isolating WNV from mosquitoes representing four genera have been reported from
Romania, Portugal, France, southern Russia and what is the most important, from Poland’s neighbouring countries as
the Czech Republic, Slovakia and southern Ukraine. These data, as well as human and equine cases in the Czech
Republic and Belarus, support hypothesis that WNV has already been present also in Poland, the more so, specific
antibodies were detected in the sera of birds collected at the Kampinos and Bialowieza Primeval Forests and in human
from the vicinity of Bialystok. Mosquitoes were collected in 2004-2009 at indoor and outdoor collection sites in
districts: Kujawsko-Pomorskie, Mazowieckie, Podlaskie and Warmiisko-Mazurskie. In total 15400 female
mosquitoes were collected in the cow sheds and overwintering in the cellars, and from human bait and CO, traps.
Mosquitoes were sorted by the collecting site, species and sex, and placed in pools of not in more than 50 specimens
in special mixture of phenol and chaotropic salts and frozen in —20°C. Altogether, 15400 females were examined.
Total RNA were extracted according to protocol of A&A Biotechnology. RT reaction was performed with random
primers and 217-nucleotide fragment from the NS5 coding sequence was amplified by heminested PCR. PCR products
were analysed on 1.5% agarose gel. The predominant species was Culex pipiens, accounting for over 42% of total
insects collection. All obtained results were negative. Further investigations are needed.

Key words: mosquitoes, WNV, West Nile virus, Poland, RT-PCR

Wstep przestrzeniony jest réwniez w Eurazji i dynamicznie

Wirus gorgczki Zachodniego Nilu (WNV) to ar- obejmuje howe ObszarY. w Ameryce PO}HO.C_HCJ - VY-
. . . . . kazany tez w Australii, pod nazwg Kunjin virus.
bowirus z rodzaju Flavivirus, nalezacy do rodziny

. . . . . Wirus goraczki Zachodniego Nilu znany jest
Flaviviridae, blisko spokrewniony z wirusami ja- B 3 . )
L . . . . . w srodkowej Europie od ponad 30 lat i wykazywa-
poniskiego zapalenia mézgu i zapalenia mdzgu St.

Louis [1]. Po raz pierwszy wyizolowany zostat z su- ny b}/l Wow elu krajach u komar6w, migrujacych
rowicy krwi ludzkiej w prowincji West Nile ptakéw, koni, a ponadto notowane byty zachorowa-

w Ugandzie w 1937 roku [2], a obecnie szeroko roz- nia ludzi z przypadkami Smiertelnymi [3].

1 praca finansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: projekt nr 2 PO4C 130 29
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Rys. 1. Stanowiska zbioru komaréw
Fig. 1. Mosquito collecting sites

Rezerwuarem wirusa sg wodno-btotne lub prefe-
rujace srodowiska wilgotne ptaki dziko zyjace oraz
hodowlane. Wykazano, ze WNV przenosi oko-
to 135 gatunkéw ptakéw, giéwnie wedrujacych.
Ssaki nie odgrywajg tak istotnego znaczenia w kra-
zeniu patogenu, tylko u ludzi i koni wykazano wire-
mi¢ na poziomie umozliwiajacym podtrzymywanie
krazenia wirusa w naturalnym ognisku [3]. U ludzi
wigkszos¢ zakazen (ok. 80%) przebiega bezobjawo-
wo, u pozostatych notuje si¢ wystepujgce nagle ob-
jawy grypopodobne. W mniej niz 1% przypadkéw
wystepujag objawy neurologiczne: meningitis, me-
ningoencephalitis czgsto z wysokg goraczka [4,5].
Pomimo, ze cigzki przebieg WNF wystepuje u zale-
dwie okoto 1% chorych, notowana jest az 5-15%
Smiertelnos¢, przede wszystkim u oséb z uposledzo-
ng odpowiedzig immunologiczng i w podesztym
wieku [6]. Wirus gorgczki Zachodniego Nilu jest
przenoszony gtéwnie przez komary (Diptera, Culi-

cidae). Wydaje sie, ze najwazniejszg rol¢ w transmi-
sji wirusa odgrywaja gatunki poligeneracyjne, zi-
mujace w stadium imago (np. Anopheles sp., Culex
sp., Culiseta sp.), gdyz jak wykazano, wirus tej go-
raczki zimuje w ciele komaréw, co zwigksza praw-
dopodobieristwo rozszerzania si¢ naturalnego ogni-
ska tej choroby [7]. Sposréd 46 gatunkéw komaréw,
z ktérych na swiecie wyizolowano omawianego wi-
rusa, az 12 wystepuje w Polsce i sg to gatunki po-
spolite lub wystepujace plagowo (np. Culex pipiens)
[8,9].

W przeciwienistwie do Stowacji i Czech, w Pol-
sce jak dotad nie wyizolowano tego wirusa [10,11].
Na terenach sgsiadujacych z Polskg, w Czechach,
po powodzi i pladze komaréw na Morawach w 1997
r., WNV izolowano zar6wno z wektoréw (Culex pi-
piens) jak 1 od 13 pacjentéw [10]. Izolacji dokonano
tez na Ukrainie, w graniczacym z Polska obwodzie
Zakarpackim [3]. Pojawienie si¢ tego patoge-
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Tabela 1. Skiad gatunkowy zebranego materialu entomologicznego

Table 1. Species composition of collected insects

Gatunek Wolna przyroda Piwnice Pomieszczenia Suma (% zbioru)

Species outdoors Indoors (cellars) Indoors (rooms) | Total (% of collection)
Anopheles (An.) claviger s.1. 1 8 45 54 (<1)
Anopheles (An.) maculipennis s.1. 65 35 100 (<1)
Aedes (Ae.) cinereus 63 63 (<1)
Aedes (Ad.) vexans 1230 1230 (7,9)
Ochlerotatus (Oc.) cantans 3754 3754 (24,3)
Ochlerotatus (Oc.) communis 842 842 (5,4)
Ochlerotatus (Oc.) sticticus 1031 1031 (6,6)
Culex (Cx.) pipiens 444 6004 29 6477 (42,0)
Culiseta (Cs.) annulata 13 13 (<1)
Coquillettidia (Cq.) richiardii 1 1 (<1)
Ochlerotatus sp. 1765 70 1835 (11,9)
Razem/Total 9209 6047 144 15400

na na Stowacji oraz wywolane przez niego zachoro-
wania koni w obwodzie Brzeskim na Bialorusi, tuz
przy granicy z Polskg [12,13] sugerujg, ze WNV do-
tart juz do naszego kraju, tym bardziej, ze wykaza-
no swoiste przeciwciata dla tego patogena w suro-
wicy wrébli i mazurkéw, ztowionych w okolicach
Warszawy [14].

Material i metody

Badania terenowe przeprowadzano w la-
tach 2004-2009 na terenie wojewddztw: kujawsko-
-pomorskiego, mazowieckiego, podlaskiego oraz
warminsko-mazurskiego. Komary odtawiano na 43
stanowiskach rozlokowanych na powierzchni 27
kwadratéw siatki UTM (Rys. 1). Zbierano owady
zimujace w piwnicach, nalatujagce do pomieszczen
oraz w wolnej przyrodzie. Do zbioru komaréw wy-
korzystano ekshaustory Nabokova-Zeiferta, putapki
CO, oraz aspirator elektryczny. Owady zabijano po-
przez ich zamrozenie w temperaturze —20°C.
Do momentu izolacji RNA material przechowywa-
ny byl w fenozolu (A&A Biotechnology, Polska).
Owady sortowano wediug gatunku, pici, stanowiska
i daty zbioru, i badano w pulach liczgcych maksy-
malnie do 50 osobnikéw. W badaniach morfolo-
gicznych korzystano z klucza do oznaczania koma-
row Skierskiej [15].

Komary homogenizowano szklanymi peretkami
w 2 ml fenozolu (A&A Biotechnology, Polska)
za pomocg homogenizatora probéwkowego ST-20

(IKA, Niemcy). Izolacje totalnego RNA przeprowa-
dzano za pomocg zestawu Total RNA (A&A Bio-
technology, Polska). Uzyskane izolaty RNA prze-
chowywane byty do dalszych badaii w temp. —80°C.
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano
z zastosowaniem przypadkowych starteréw reakcji
(Random Primers, Invitrogen) wg Huang i wsp.
[16]. Kontrole dodatnig (K+) stanowit szczep B596
WNV, uzyskany z Instituto de Higiene e Medici-
na Tropical Universidade Nova de Lisboa w Lizbo-
nie. Do kontroli ujemnej (K-1) uzyto destylowane;j
i dejonizowanej wody, wolnej od RNA-az. Do kon-
troli ujemnej (K-2) uzywano RNA wyizolowanego
z komaréw Aedes aegypti pochodzacych z wiasne;j
hodowli insektaryjnej Zaktadu Parazytologii Tropi-
kalnej. Uzyskane w ten sposéb cDNA stuzyto
do dalszych badan metodg polimerazowej reakcji
faiicuchowej (PCR). Reakcje heminested PCR prze-
prowadzano stosujgc opublikowane startery i wa-
runki reakcji [17] specyficzne dla regionu genu NS5
wybranych Flaviviridae z modyfikacjg zwigkszaja-
cg specyficznos¢ w kierunku szczepéw WNV [18].

Wyniki i ich oméwienie

Pomimo zbioru komaréw réwniez w miejscach
prawdopodobnego wystepowania WNV, tj. w Pusz-
czy Biatowieskiej, Kampinoskiej, Piskiej (odnoto-
wanie przeciwcial anty-WNV u ptakéw) [14,19],
w obecnych badaniach nie wykazano wynikéw po-
zytywnych. Odlowiono 15400 samic komaréw na-
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lezacych do 10 gatunkéw i 6 rodzajow (Tabela 1),
w tym pig¢ gatunkéw byto notowanych jako wekto-
ry wirusa goraczki Zachodniego Nilu w Europie.
Dominowat Culex pipiens (42% zbioru) — gatunek
znany jako najbardziej efektywny wektor WNV
[20].

Wczesniej opublikowane badania komaréw
na obecnos¢ WNV przeprowadzone w wojewddz-
twie pomorskim, przede wszystkim hibernujacych
samic Cx. pipiens w Gdansku, nie wykazaty obec-
nosci WNV, pomimo sprzyjajacej po powodzi roz-
wojowi WNV struktury fauny w tym miescie [8,
21]. Okazuje si¢, ze wykazanie przypadkéw zaraze-
nia WNV ludzi tylko w nieznacznym stopniu moze
przektada¢ si¢ na detekcje tego patogenu u wekto-
réw. Na przyktad w okolicach Wotgogradu zacho-
rowaly na goraczke Zachodniego Nilu 394 osoby,
natomiast na przebadanych ponad 9000 komaréw
omawianego wirusa wykazano jedynie w dwéch pu-
lach liczgcych do 50 osobnikéw: Culex pipiens
i Cx. modestus [22]. Jedyny opisany przypadek go-
raczki Zachodniego Nilu w Polsce u czlowieka, zo-
stal zdiagnozowany serologicznie testem ELISA
[23], nie mozna zatem wykluczy¢ w tym przypadku
reakcji krzyzowych z innymi wirusami z rodziny
Flaviviridae [24,25]. W Swietle uzyskanych wyni-
kéw, pojawienie si¢ na terenie naszego kraju epide-
mii gorgczki Zachodniego Nilu wydaje si¢ by¢ wat-
pliwe. Istniejg przestanki [14,19,23], ze w naszym
kraju wirus gorgczki Zachodniego Nilu wystepuje
i prawdopodobnie mogg pojawia¢ si¢ pojedyncze
przypadki zachorowan ludzi, jednak wystgpienie
epidemii wigzatoby si¢ ze znacznym wzrostem tem-
peratury i pojawieniem si¢ komaréw w liczebno-
Sciach plagowych, jak np. ma to miejsce po powo-
dzi. Sytuacje takie juz w Polsce mialy miejsce, dla-
tego tez wystgpowanie WNV w wektorach powinno
by¢ monitorowane, tym bardziej, iz w przypadku
wykrycia tego wirusa, mozliwa bedzie identyfikacja
szczepu.
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