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REFERATY

Proby leczenia wscieklizny

Wicieklizna jest jedng z najstarszych choréb udokumentowanych w
opisach. O wsciekliznie wspominat Kodeks Eshnuna — prawo miasta Esh-
nuna w 23 wieku przed narodzeniem Chrystusa. Chorobe opisywali De-
mokryt 1 Arystoteles w 5-4 wieku B.C.. Celsus — 100 A.D. jako pierwszy
wskazat na role dzikich zwierzat w transmisji choroby. W 1804 roku Zinke
eksperymentalnie zakazil swojego jamnika poprzez wtarcie $liny chorego
zwierzecia na skaryfikowang skore psa i tym samym potwierdzit kluczowa
rolg §liny w transmisji zakazenia. W 1879 roku Galatier opisat wscieklizne
u krolika, a w 1881 Pasteur wskazal na role osrodkowego uktadu nerwo-
wego (OUN) w patogenezie choroby. Wiedza ta umozliwita Pasteurowi
- genialnemu mikrobiologowi francuskiemu — zastosowanie w 1885 roku
po raz pierwszy szczepienia jako sposobu zapobiegania rozwojowi choro-
by. W 1903 roku Negri opisal ciatka wtretowe w komorkach nerwowych
u 0s0b zmartych na wscieklizng. Warto wspomnie¢, ze przed Negrim, dr
Orlowski — polski lekarz praktykujacy w szpitalu warszawskim — obser-
wowal ciatka wtretowe w 1898 roku.

Pomimo ogromnego postepu nauk biologicznych 1 pokrewnych jaki
dokonat si¢ w okresie ostatnich lat, pomimo opracowania skutecznych na-
rzgdzi diagnostycznych, pomimo opracowania skutecznych metod immu-
noprofilaktyki wirus wscieklizny ciggle stanowi zagrozenie dla zwierzat
1 cztowieka. W przebiegu choroby obserwuje si¢ postepujace zapalenie
mozgowia 1 rdzenia kregowego, ktore nieuchronnie prowadzi do $mierci.
Wicieklizna jest chorobg o uznanym, najwyzszym, prawie 100-procento-
wym wspotczynniku zej$é $miertelnych. Wedlug danych Swiatowej Or-
ganizacji Zdrowia (WHO) rokrocznie na $wiecie rejestrowanych jest od
59 do 70 tysiecy zgonow z powodu wscieklizny. Gross bo 99% zgonoéw
wystepuje w Afryce 1 Azji i1 jest wynikiem transmisji wirusa od psow do
ludzi. O skali zagrozenia $wiadczy liczba szczepien poekspozycyjnych,
ktorym wedlug danych WHO poddawanych jest na $§wiecie co roku 15
milionow ludzi. I chociaz gtownym rezerwuarem wirusa wscieklizny
sg zwierzg¢ta migsozerne, to zakazenie 1 zachorowanie moze dotyczy¢
wszystkich zwierzat stalocieplnych. Szeroko stosowane akcje szczepien
zwierzat towarzyszacych i doustna immunizacja zwierzat wolno zyjacych
spowodowaty znaczne ograniczenie wystgpowania choroby, ale coraz
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wiece] przypadkdéw wscieklizny diagnozuje si¢ u nietoperzy. Kontakt z
wscieklym nietoperzem jest rOwnie niebezpieczny jak z wscieklym psem
czy lisem. W 1997 roku w Holandii zdiagnozowano wscieklizng¢ u ko-
biety, ktora wrocita z wyprawy do jaskin w Kenii, gdzie podczas eksplo-
racji zostata zadrapana w rami¢ przez nietoperza. Australia uwazna byta
za kontynent wolny od wscieklizny do roku 1996, kiedy to wykryto, ze
przyczyng $mierci dwoch osob byl wirus wscieklizny. I w tym przypadku
zrodtem zakazenia byty nietoperze. W Qeensland, w sierpniu 1996 kobieta
zostala pogryziona w palec podczas proby usuwania nietoperza z dziecka,
na ktorym nietoperz usiadl. Sze$¢ miesiecy pdzniej kobieta zglosita si¢ do
lekarza z prosbg o badanie na wscieklizne. Lekarz zalecit zabiegi poekspo-
zycyjne, ale kobieta odméwita. Po 27 miesigcach wystapily u niej objawy
podobne do wscieklizny. Stan si¢ pogarszat i kobieta zmarta po 19 dniach.
Zwraca tu uwage niezwykle dtugi okres wylegania choroby — 810 dni.
Drugi przypadek dotyczyt takze kobiety i takze miat miejsce w Qeensland.
W listopadzie 1996 roku kobieta zostata zadrapana przez nietoperza. Obja-
wy kliniczne wscieklizny wystapity 4-5 tygodni pdzniej, zgon nastapit po
20 dniach. Nietoperze sg takze jednym z gldownych wektoréw wscieklizny
w USA. Obecnie w Polsce rejestruje si¢ z roku na rok coraz wigcej przy-
padkéw wscieklizny u nietoperzy. Nalezy zatem zachowaé daleko idaca
ostrozno$¢ przy wszelkich kontaktach z nietoperzami.

W latach 1960-1990 wscieklizna szerzyta si¢ w Polsce glownie u zwie-
rzat wolno zyjacych, a lis rudy stanowit gldéwny rezerwuar wirusa. W 1992
roku w Polsce zdiagnozowano 3084 ogniska wscieklizny, przy czym 70%
wykrywano u lisa rudego. Polska wprowadzita doustng immunizacje¢ li-
sow przeciwko wsciekliznie w 1993 roku. Najpierw byla to strefa o gle-
bokosci 100 km wzdtuz granicy z Niemcami. Od 2002 roku akcje immu-
nizacji lisow za pomocg szczepionki doustnej rozszerzono na caty kraj.
Dzialania te doprowadzily do wysoce znamiennej redukcji liczby ognisk
wscieklizny, gdyz w roku 2009 zarejestrowano jedynie 8 przypadkoéw: 6
u lisa rudego 1 2 u nietoperzy. Byt to ogromny sukces 1 wydawato sig¢, ze
Polska jest w przededniu ogloszenia statusu ,,kraj wolny od wscieklizny”.
Jednakze, po 7 latach wynikow ujemnych w badaniu zwierzat na terenie
potudniowo-wschodniej Polski wscieklizna zaatakowata ponownie dwa
wojewodztwa: matopolskie 1 podkarpackie. Znow gléwnym rezerwuarem
1 wektorem wscieklizny byt lis rudy. Poniewaz wigkszo$¢ ekspozycji u lu-
dzi wigze si¢ z pogryzieniem przez psy, polskie prawo od wielu lat stosuje
wymog (art. 6 Ustawy o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu cho-
rob zakaznych zwierzat — Dz. U. nr 69 poz. 625 z p6zniejszymi zamiana-
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mi) obowigzkowego szczepienia pséw przeciwko wsciekliznie. Obowigz-
kowym szczepieniom co 12 miesiecy podlegaja wszystkie psy bedace w
wieku powyzej trzeciego miesigca zycia.

W Polsce, dzigki wdrozeniu szybkiego, skutecznego systemu nadzoru i
diagnostyki laboratoryjnej od 17 lat nie zarejestrowano przypadku wscie-
klizny u cztowieka. Dwa ostanie przypadki wystapity w latach 2000 1
2002. Pierwszy dotyczyt kobiety w wieku 59 lat, ktora zmarta w szpitalu w
Ostrodzie 04.10.2000 roku. Ekspozycja miata miejsce 28.08.2000 od kota
w miejscowosci Kara$ koto Itawy. Byt to kot tej osoby, ktory powrocit
do domu po dluzszej nieobecnosci, pogryzt, podrapat wiascicielke 1 znik-
nat. Gdyby kot zostal przedstawiony do badania prawdopodobnie tragedii
udatoby si¢ zapobiec. Przypadek ten wskazuje na bezwarunkowg koniecz-
nos¢ konsultacji z wlasciwymi stuzbami kazdego przypadku ekspozycii,
gdy zwierzecia nie mozna przedstawi¢ do badania laboratoryjnego. Drugi
przypadek mial miejsce w wojewodztwie podkarpackim 16.01.2002 roku.
Zmart mezczyzna w wieku 28 lat po 18 dniach od wystgpienia pierwszych
objawow klinicznych wscieklizny. W tym przypadku zrodha zakazenia nie
udato si¢ ustalié.

Z przedstawionych powyzej informacji wynika, iz zagrozenie wscie-
klizng jest ciggle aktualne, a przy obecnej skali 1 zasiegu geograficznym
przemieszczania si¢ ludzi choroba moze pojawia¢ si¢ nawet na obszarach
uznawanych za wolne. Stad szczegolnego znaczenia nabiera zasada uni-
kania ekspozycji na zakazenie, a jesli juz do niej dojdzie to niezwloczny
kontakt ze stuzbami medycznymi i weterynaryjnymi w celu rozpoznania
sytuacji 1 zastosowania procedur poekspozycyjnych (PEP). Wscieklizna
jest chorobg w 99,99% przypadkéw konczaca sie zejsciem $miertelnym.
Literatura zna tylko kilka przypadkoéw przezycia ludzi, u ktorych wystapi-
ta wscieklizna w formie klinicznej. Jednym z nich to przypadek 6-letniego
chtopca w USA, ktory w 1970 roku zostat pogryziony przez nietoperza.
U chtopca zastosowano profilaktyke poekspozycyjna (wg. WHO — PEP)
oraz terapi¢ fenytoinowg dla ztagodzenia napadéw padaczkowych. Po 25
dniach od wystgpienia objawow chorobowych stan zdrowia pacjenta po-
prawit si¢ 1 nie obserwowano utrzymywania si¢ objawow neurologicznych
w okresie kilkumiesigcznej obserwacji. Jednakze przypadki ,,wyleczenia”
wscieklizny w stosunku do liczby zmartych stanowig znikomy odsetek.
Opracowany zostal eksperymentalny protokot postgpowania terapeu-
tycznego nazwany ,,protokdtem Milwaukee”. Przewiduje on zastosowa-
nie lekéw przeciwwirusowych oraz wprowadzenie chorego w $pigczke
farmakologiczng. Postepowanie to zastosowano u 15-letniej dziewczyn-
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ki pokasanej przez nietoperza, u ktorej, miesigc po pokgsaniu wystapily
objawy wscieklizny. Po 31 dniach leczenia dziewczynka poddana zostata
rehabilitacji, a po 76 dniach wrécita do domu. Jednakowoz w kolejnych
przypadkach leczenia wg ,,protokotu Milwaukee” nie dato pozytywnych
rezultatow. Zasada ,,protokotu Milwaukee” zaktada utrzymanie pacjenta
przy zyciu jak najdluzej aby uzyskac czas na wytworzenie odpornosci spe-
cyficznej przez co sam organizm doprowadzi do clearens wirusa z uktadu
nerwowego. Patogeneza zakazenia wirusem wscieklizny jest ztozona, nie
do konca poznana i prawdopodobnie pobudzane przez wirus nadmierne
reakcje obronne organizmu (reakcje odpornosci wrodzonej - innate im-
munity) moga zaostrza¢ procesy patologiczne w osrodkowym uktadzie
nerwowym doprowadzajac do zgonu. Gtowng przyczyng $mierci wydaja
si¢ by¢ zaburzenia funkcji neurondw, ktore sg wynikiem replikacji wirusa
wscieklizny 1 nadmiernych reakcji obronnych organizmu. Wczesna odpo-
wiedz immunologiczna (niespecyficzna) organizmu na zakazenie wirusem
wscieklizny, ktorej efektem jest stan zapalny OUN, apoptoza komorek ner-
wowych nie zawsze jest korzystna dla gospodarza 1 moze poglebiac pro-
cesy patologiczne wspotuczestniczac w degeneracji komorek nerwowych
co prowadzi bezposrednio do zejScia Smiertelnego. PodjeliSmy zatem ba-
dania nad przebiegiem zakazenia wirusem wscieklizny u zwierzat, kto-
rym podawali$my inhibitory wybranych szlakéw odpornosci nieswoiste;j:
czynnika martwicy nowotworu (tumor necrosis factor — TNFa), interleu-
kiny 6 (IL-6), kinaz aktywowanych 1 mitogenami (MAPK), kaspazy 1. W
celu ograniczenia replikacji wirusa wscieklizny zastosowalismy interferon
o 1 B oraz preparaty przeciw wirusowe: faviopiravir (T705), ribaviryne
tacznie z immunoglobulinami ludzkimi przeciwko wirusowi wscieklizny
(HRIG). Dodatkowo, aby wymienione wyzej preparaty mogty przenikng¢
do osrodkowego uktadu nerwowego, zastosowano mannitol, ktory pelnit
rol¢ czynnika otwierajgcego barierg krew — mézgowie.

Hipoteza robocza zaktadata zbadanie na ile kontrola wybranych ele-
mentéw odpornosci niespecyficznej tacznie z podaniem preparatow ogra-
niczajacych replikacje wirusa wscieklizny wptynie na przebieg zakazenia.
Gdyby, poprzez ograniczenie reakcji odpornosci wrodzonej i1 kontrolg re-
plikacji wirusa, udato si¢ wydtuzy¢ przebieg zakazenia wirusem wscie-
klizny organizm zwierzgcia/cztowieka uzyskalby dodatkowy czas na wy-
tworzenie odporno$ci swoistej 1 clearens wirusa z o$rodkowego uktadu
nerwowego, a tym samym mozliwy bytby powr6t do zdrowia. Koncepcja
ta skierowana jest do pacjentow, u ktorych wystapity kliniczne objawy
zakazenia wirusem wscieklizny 1 u ktorych bylo juz za p6zno na zasto-
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sowanie procedury WHO PEP. PEP jest skuteczne jesli jest zastosowane
w odpowiednim czasie po ekspozycji na zakazenie. Jest to swego rodzaju
wyscig z czasem. PEP ma na celu jak najszybsze wytworzenie odpornosci
swoistej, ktora powinna zapobiec (zablokowac) przedostaniu si¢ wirusa
wscieklizny z miejsca wniknigcia do osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN). Z chwilg gdy wirus dotrze do OUN 1 wystgpig kliniczne objawy
wscieklizny w zasadzie takie przypadki koncza si¢ w 100% zgonem. Za-
tem chcialbym przedstawi¢ wyniki badan jakie zrealizowaliSmy w zespo-
le Zaktadu Wirusologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Pan-
stwowego Instytutu Badawczego w Putawach finansowanych w ramach
FP7 — grant EU Asklepios. Grant EU FP7 Asklepios realizowany byl przez
konsorcjum brytyjsko — holendersko — czesko — wegiersko — polskie. Wy-
niki badan zostaty ogloszone w renomowanym periodyku Vaccine w 2018
roku jako trzy publikacje (vaccine.2018.05.065; vaccine.2018.04.003;
vaccine.2018.04.002) przedstawiajace wyniki badan zespotu holendersko
— polskiego.

Pojawia si¢ pytanie: dlaczego wybrano inhibitory TNF-a, IL-6, MAPKs,
kaspazy 1? Analiza literatury wskazywala na nadekspresje gendéw koduja-
cych czynniki odpornosci wrodzonej (nieswoistej) w komorkach zakazo-
nych atenuowanym wirusem wscieklizny 1 to gléwnie tych zwigzanych ze
szlakami sygnalizacyjnymi dla cytokin, chemokin w tym IL-6 ale takze
IFNo/B. Sg to czynniki prozapalne, ktérych nagromadzenie prowadzi do
nacieku komorek T oraz komorek jednojadrzastych w OUN, a to skut-
kuje ciezkim zapaleniem mozgowia. Jako inhibitor szlaku TNF-a wybra-
no preparat leczniczy Remicade zawierajacy infliksimab — chimeryczne
monoklonalne przeciwcialo ludzko-mysie. Infliksimab tworzy stabilne
kompleksy z biatkiem TNF-a blokujac jego aktywno$¢ biologiczng. Jako
inhibitor szlaku IL-6 zastosowano preparat RoActemra, ktoérego substan-
cja czynnag jest tocilizumab — przeciwciato monoklonalne wigzace si¢ z re-
ceptorami komorkowymi dla IL-6. Blokada receptoréw komodrkowych dla
IL-6 eliminuje wptyw tej chemokiny na komorki. Jako inhibitor szlakow
MAP kinaz zastosowano preparat Nexavar, ktory, jako substancj¢ czynng
zawiera tozylan sorafenibu. Sorafenib jest inhibitorem licznych kinaz ak-
tywowanych mitogenami, ktére to kinazy aktywuja szereg proceséw ko-
morkowych. Jako inhibitory replikacji wirusa wscieklizny wykorzystano
preparaty lecznicze ribawiryne, favipiravir, IFN-o 1 HRIG.

Badania wykonano na myszach szczepu C57BL/6 w wieku 7 tygodni
zakupionych w certyfikowanej hodowli Harlan Laboratories. Myszy za-
kazano wirusem wscieklizny szczep SHBRV-18, ktory zostat udostepnio-
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ny przez dra B. Dietzhold, Jefferson University, USA. Szczep tego wi-
rusa Zaktad Wirusologii PIWet-PIB otrzymat z Erasmus Medical Center
(EMC) w Rotterdamie. Po wystapieniu pierwszych klinicznych objawow
wscieklizny przystagpiono do podawania wymienionych preparatow w
réznych kombinacjach. Wyniki w poszczegdlnych grupach zwierzat do-
Swiadczalnych oceniano w odniesieniu do grupy kontrolnej tj. grupy my-
szy zakazonych wirusem wscieklizny. W grupie kontrolnej nie stosowano
zadnych preparatow leczniczych. Uzyskane wyniki poddawano analizie
statystycznej za pomoca Graph Pad Prism 6 i Srodowisko R oraz testow
Shapiro-Wilka, Log-rank (Mantela-Coxa), U-Manna Whitneya oraz testu
t-Studenta. Dla okreslenia zalezno$ci pomigedzy zmiennymi nie spetniaja-
cymi warunku rozktadu normalnego zastosowano nieparametryczny test
Spearmana.

Test log-rank potwierdzit istnienie statystycznie istotne wydtuzenie
okresu przezycia myszy zakazonych wirusem wscieklizny, ktorym poda-
wano inhibitor TNF-a (p=0,0087) oraz myszy, ktérym podawano inhibitor
MAP kinaz (p=0,0024). Inhibitor TNF-a wydtuzat okres przezycia $red-
nio do 8,5 dni w stosunku do myszy grupy kontrolnej, a inhibitor MAP
kinaz do 7,75 dni. Inhibitor IL-6 takze wydtuzyt okres przezycia jednakze
roznica ta nie byla statystycznie istotna w porownaniu do grupy kontrolne;.
Ta statystycznie istotna rdznica w przezywalnosci myszy zakazonych wi-
rusem wscieklizny i leczonych preparatami Remicade i Nexavar wskazuje
na nowe mozliwo$ci terapeutyczne klinicznej postaci wscieklizny. Cie-
kawa obserwacja jest ta, ze myszy leczone Remicade wykazywaly staty-
stycznie istotnie wyzsze miano wirusa wscieklizny w OUN w poréwnaniu
z grupg kontrolng, a mimo to zyty dluzej niz myszy grupy kontrolnej. Ob-
serwacja ta moze potwierdza¢ zatozong na poczatku doswiadczenia tezg,
ze odczyny odpornosci nieswoistej jakie wyzwala w zakazonych tkankach
wirus wscieklizny w istotny sposob przyczyniajg si¢ do szybszego zejscia
Smiertelnego.

W kolejnym eksperymencie postanowiono zbada¢ wptyw na przezy-
walnos$¢ myszy zakazonych wirusem wscieklizny, gdy zastosowano kom-
binacj¢ inhibitorow TNF-a, MAP kinaz i kaspazy 1 tacznie z IFN-a i f3,
favipiravirem, ribaviryng 1 HRIG. Rowniez te kombinacje preparatow
spowodowaly statystycznie istotne wydluzenie okresu przezycia myszy
leczonych w stosunku do okresu przezycia myszy zakazonych, ktérym nie
podawano zadnych preparatow (p=0,0156; p=0,0093). Ale w tym ekspe-
rymencie zarejestrowano statystycznie znamienne nizsze miana wirusa
wscieklizny w OUN w grupie myszy, ktorym podawano preparaty lecz-
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nicze w stosunku do myszy pozostawionych bez leczenia. Byl to praw-
dopodobnie efekt zastosowania preparatow antywirusowych (favipiravir,
ribaviryna 1 HRIG).

Przedstawione wyniki badan nalezy traktowa¢ jako wstepne. Wskazu-
ja one na mozliwo$¢ uzupehienia terapii wscieklizny o inhibitory czyn-
nikéw odpornos$ci nieswoistej, ale potrzeba dalszych eksperymentow dla
okreslenia optymalnej dawki tych inhibitorow.

Przeprowadzone eksperymenty, uzyskane wyniki oraz dyskusje przed-
stawiono szczegotowo w publikacjach zamieszczonych w periodyku Vac-
cine. Autorzy zachecaja do zapoznania si¢ z tymi publikacjami. Tam tez
jest przedstawiona szczegotowa metodyka badan oraz graficzna prezenta-
cja wynikéw. Powyzsza kompilacja stanowi duzy skrot 1 nie jest mozliwe
zaprezentowanie tabel, schematow i wykreséw zamieszczonych w wymie-
nionych publikacjach. Zawiera takze do$¢ obszerny wstep, ktéry wprowa-
dza w zagadnienia patogenezy i zwalczania wscieklizny.

Rabies still remains one of the most serious diseases of mankind with
serious impact on public health worldwide. The vaccination of dogs and
oral immunization of wildlife have resulted in eradication of rabies in non-
flying animals in many countries. However, illegal movement of pet ani-
mals creates a serious risk of reintroduction of rabies virus into the rabies
free areas. The prevalence of rabies in humans in Europe is low at present,
while half of the world human population lives in an endemic zones. A
numer of international organisations works on the global framework for
eliminationg of dog-mediated human rabies. Many efforts have been un-
dertaken to cure symptomatic rabies in humans. The paper describes shor-
tly the proof of controlling of innate immunity on the course of the disease
which experiments were published in Vaccine in 2018.
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