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Occurrence and significance of infections with Usutu virus

Markowska-Daniel I, Kita J., Laboratory of Veterinary Epidemiology and Economics,
Faculty of Veterinary Medicine, Warsaw University of Life Sciences — SGGW

Usutu virus (USUV) is a mosquito-borne virus belonging to the Flaviviridae family.
It emerged in sub-Saharan Africa in 16" century. It was first introduced into Europe
around 1950 and thereafter it has been introduced repeatedly into several European
countries. Currently the growing spread of USUV to new areas is being noted, this might
be associated with global warming, changing socio-economic conditions and global
travel. This overview paper presents up-to-date knowledge about the taxonomy and
structure of USUV, its genetic diversity, ecology and current epidemiological situation,
diagnosis of USUV infection, prophylactic and therapeutic possibilities as well as
the role of USUV as a human pathogen. Usutu virus is maintained and transmitted
primarily by ornitophilic mosquitoes, especially Culex pipiens, among avian reservoir
hosts. Migratory birds are considered responsible for both short-distance and long-
distance dispersal of USUV. USUV infection has also been documented in mammalian
species, in particular, bats, horses, dogs and red deer. Phylogenetic studies indicated
that European isolates of USUV are distinct from those circulating in Africa. Among
two main genetic groups of USUV — African and European, eight distinct genetic
lineages were characterized based on their geographic location — three African and
five European which suggests that the USUV genome has evolved. Infection with USUV
can cause mass mortality of birds, especially among blackbirds. It should be stressed
that USUV also has zoonotic potential. Human infections are common, especially in
immunocompromised individuals, but disease is rarely reported. Therefore, biological
samples collected from patients with febrile neuroinfection should be submitted for
differential diagnosis directed at USUV infection.
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Z akazenie ptakéw wirusem Usutu (Usutu virus, USUV)
skutkowato w Europie w latach 90. XX w. wysoka
$miertelnos$cia, zwlaszcza wsréd kosow (Turdus merula;
1, 2). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze jest to patogen
0 znaczeniu zoonotycznym. Wprawdzie w pismiennic-
twie Swiatowym ukazato sie wiele prac o USUV, w tym
takze jedna praca autoréw polskich (3), jednak brak jest
sumarycznego, a jednoczesnie kompleksowego opraco-
wania na ten temat, co sktonito nas do zebrania i przed-
stawienia aktualnych danych dotyczacych tego wirusa.

Pochodzenie wirusa i epidemiologia

Badania Engela i wsp. (4) wykazaly, ze USUV pojawil sie
w Afryce na poczatku XVI w. Zostat on wykryty u réznych
gatunkow ptakéw oraz u komaréw (5). Pierwsza izolacja
wirusa miata miejsce dopiero w 1959 r. od komaréw Cu-
lex neavei zebranych w pobliZzu rzeki Usutu w potudnio-
wej Afryce. Prawdopodobnie pomiedzy 1950 a 1960 r. wi-
rus ten zostal po raz pierwszy zawleczony przez ptaki
z Afryki do Europy — na terytorium Hiszpanii (6).
Pomimo ze najwczesniejszy dowdd na obecnos¢ USUV
w Europie pochodzi dopiero z 2001 r. z Austrii, co mialo

zwigzek ze Smiertelnoscia kilku gatunkow rodzimych
ptakéw w tym kraju (2), jednak na podstawie wynikéw
analizy retrospektywnej archiwalnych prébek pocho-
dzacych od padtych ptakow w Toskanii wysunieto hi-
poteze, ze druga transmisja USUV z Afryki do Europy
miata miejsce znacznie wczesniej, w latach 1970 i 1980
na terytorium Wtoch i Austrii oraz ponownie do Hisz-
panii w latach 1984-2006 (1, 4).

W nastepnych latach wirusa USU wykryto u komardéw,
ptakow i nietoperzy w kilku krajach europejskich. Zo-
stal on wykryty ponownie w Austrii w latach 2001-2006
i 2009-2015 (7), na Wegrzech w latach 2003-2006 (8),
w Hiszpanii w latach 2006-2009 i roku 2012 (9, 10), w Cze-
chach w 2008 r. (11), we Wioszech w latach 2009-2016 (12,
13), w Niemczech w latach 2010-2015 (14), w Szwajcarii
W 2011 1. (15) oraz we Francji w 2015 r. (16). Latem 2016 1.
zanotowano epizootie zakazen USUV w Austrii (w tym
samym regionie, co w latach 2001-2006), Belgii, Niem-
czech, we Francji i po raz pierwszy w Holandii (17, 18, 19).

Ponadto serologicznie potwierdzono zakaZenie pta-
kéw tym wirusem w Grecji (20), Polsce (21) i Wielkiej
Brytanii (22). Obecno$¢ przeciwciat dla USUV wykryto
takze u koni w Serbii (23). Dowodzi to, Ze proces geo-
graficznego szerzenia sie zakazen tym wirusem jest
kontynuowany, co sugeruje trwate zakazenie komarow
W zapowietrzonym obszarze, takze w okresie zimy, lub
wielokrotna reintrodukcje wirusa. Dodatkowo USUV po-
jawia sie w nowych niszach ekologicznych. Warto wspo-
mnie¢, ze w wielu krajach europejskich USUV wystepu-
je czesto wspélnie z wirusem Zachodniego Nilu (West
Nile virus, WNV). Biorac pod uwage krzyzowa reakcje
immunologiczna obydwu wiruséw, nalezatoby okreslic,
czy takie wspdlne wystepowanie omawianych patoge-
néw moze mie¢ wptyw na krazenie USUV w Europie (24).

Taksonomia i struktura wirusa

Wirus Usutu jest arbowirusem (arthropod-borne vi-
rus) zakwalifikowanym do rodziny Flaviviridae, rodza-
ju Flavivirus (25). Pod wzgledem antygenowym jest on
zblizony do wirusa japonskiego zapalenia mézgu (Ja-
panese encephalitis virus, JEV). Jest on spokrewnio-
ny z wieloma ludzkimi i zwierzecymi wirusami, ta-
kimi jak: WNV, wirus zapalenia mézgu doliny Murray
(Murray Valley encephalitis virus, MVEV), ktéry wy-
wotuje objawy nerwowe i wysoka $miertelno$¢ u ludzi
w poéinocnej Australii, a takze wirus zapalenia mdz-
gu Saint Louis (St. Louis encephalitis virus, SLEV; 26).

Wirus USU nalezy do matlych (40-60 nm $rednicy),
kulistych wiruséw, o strukturze typowej dla flawiwi-
rusow. Posiada on otoczke lipidowa pochodzaca z btony
komoérkowej komorki gospodarza (6). Materiatem gene-
tycznym USUV jest jednoniciowy, pozytywnie spolary-
zowany RNA wielkosci ok. 11 tysiecy par zasad, bez po-
liadenylacji na koricu 3’ (27). Posiada on unikalng ramke
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odczytu (ORF) i dwa regiony nietranslacyjne (untran-
slated regions, UTRs). W procesie replikacji ramka od-
czytu ulega translacji w unikalne biatko zawieraja-
ce 3434 aminokwasy, z ktdrego powstaja trzy wazne
struktury: kapsyd, otoczka i premembrana oraz osiem
biatek niestrukturalnych (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
2K, NS4B i NS5). Podobnie jak w przypadku innych fla-
wiwiruséw geny kodujgce biatka strukturalne sg umiej-
scowione na koricu 5’ genomu i formuja czastke wirusa
(28). Biatko kapsydu tworzy rdzen wirionu i jest potaczo-
ne z wirusowym RNA. Najwazniejszym biatkiem otoczki
jest glikoproteina E, ktéra utatwia polaczenie z komor-
ka gospodarza i wnikanie wirusa do wnetrza komorki.
Biatka premembranowe sg wazne dla dojrzewania wi-
rusa i tworzenia otoczki (29, 30). Biatka niestruktural-
ne petnig rézne funkcje podczas zakazenia. Biorg one
m.in. udzial w dojrzewaniu wirionéw i posiadaja ak-
tywno$¢ enzymatyczng. Poza tym s3 one istotne dla
hamowania wydzielania interferonu po zakazeniu (31).

Zmiennos¢ wirusa

Aktualnie na podstawie analizy genetycznej opartej
na biatku niestrukturalnym NS5 wyodrebnia sie dwie
gtéwne grupy genetyczne - afrykanska i europejska.
Wyniki tej analizy wskazujg ponadto, Ze mozna wy-
odrebni¢ 8 linii filogenetycznych USUV, 3 afrykanskie,
okreslane jako Afryka 1-3, oraz 5 europejskich, okre-
$lanych jako Europa 1-5 (32).

Linie Afryka 1 reprezentuje tylko jeden szczep — CAP-
1969 wyizolowany w Republice Srodkowoafrykariskiej
w 1969 r. (numer akcesji w GenBanku KC7549581; 28).
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Linia Afryka 2 wywodzi sie ze szczepéw z potudnio-
wej Afryki z potowy lat 40. Obejmuje ona szczepy izo-
lowane w Senegalu, a dodatkowo takze w Hiszpanii,
Niemczech i we Francji (16). Linia Afryka 3 obejmuje
szczepy izolowane w Senegalu, a ponadto w Niemczech,
Holandii, Belgii, we Francji i dodatkowo ludzki szczep
CAR-1981, wyizolowany w Republice Srodkowoafrykari-
skiej w 1981 r. (numer akcesji w GenBanku KC7549551).

Linia Europa 1 pochodzi od przodka, ktdry wyste-
powal pierwotnie w Senegalu. Aktualnie obejmuje ona
szczepy wyizolowane w Austrii, na Wegrzech, w Szwaj-
carii i ostatnio wyizolowany szczep na terenie Wiloch,
a poza tym szczepy pochodzace z Senegalu (12). Linia
Europa 2 obejmuje szczepy izolowane we Wtoszech,
wiaczajac w to szczep wyizolowany w Bolonii w 2009 r.
od pacjenta z zapaleniem mdzgu i opon mézgowych —
szczep nr HM569263 (33), a ponadto szczepy izolowane
w Czechach. Linia Europa 3 obejmuje szczepy izolowane
w Niemczech, Belgii i we Francji (17). Linia Europa 4 za-
wiera szczepy izolowane we Wloszech, 1acznie ze szcze-
pem ludzkim (18). Ostatnio wyodrebniona linia Europa
5 obejmuje rézne szczepy izolowane w Niemczech (17).

Wskazuje to jednoznacznie, Ze populacje komaréw
W tym samym regionie moga by¢ zakazone szczepami
nalezacymi do réznych linii filogenetycznych. Pokre-
wienistwo genetyczne izolatéw USUV wynosi powyzej
94%, z wyjatkiem szczepu CAR-1969, ktérego podobieni-
stwo nukleotydéw wynosi jedynie 78,3% (28). Por6wnu-
jac region nietranslacyjny 5’ UTR szczep6éw nalezacych
do réznych linii filogenetycznych, wykazano, ze jest on
konserwatywny i posiada podobng wielko$¢ i strukture
drugorzedowa, z wyjatkiem linii Afryka 1. Jednocze$nie
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Ryc. 1. Pustutka zwyczajna (Falco tinnunculus). Miejski Ogréd Zoologiczny w Warszawie,
0srodek rehabilitacji ptakéw chronionych ,Ptasi azyl" (fot. Katarzyna Zielinska)

£ = S et Y48 il % : 4 -
Ryc. 2. Sroka (Pica pica). Miejski Ogréd Zoologiczny w Warszawie, Osrodek rehabilitacji
ptakéw chronionych ,Ptasi azyl” (fot. Katarzyna Zielinska)

Ryc. 3. Kos zwyczajny (Turdus merula). Miejski Ogréd Zoologiczny w Warszawie, Osrodek
rehabilitacji ptakow chronionych ,Ptasi azyl" (fot. Katarzyna Zielinska)
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w regionie 5’ UTR w szczepach linii afrykanskiej wyste-
PUja 4 specyficzne mutacje: A3T, T4C, C10T i T14C, w po-
réwnaniu ze szczepami linii europejskiej. Z kolei region
3’ UTR charakteryzuje si¢ wysoka zmiennos$cig pomiedzy
szczepami reprezentujacymi rozne linie genetyczne (4).

Nalezy takze wspomnie¢, ze analiza poréwnawcza
genomé6w USUV wykazata zalezno$¢ zaréwno pomiedzy
sekwencja aminokwasow i geograficznym regionem izo-
lacji wirusa, jak i rodzajem gospodarza. Wykryto przy-
kladowo dwie specyficzne mutacje: A20V w biatku kap-
sydu oraz M161 w NS4B, ktdre wystepuja we wszystkich
szczepach afrykanskich (4, 28). Ponadto zidentyfikowa-
no dwie mutacje (prM, Y120N) specyficzne dla szcze-
péw izolowanych od ptakéw, jedng (G195R) charakte-
rystyczng dla szczep6éw izolowanych od komar6w oraz
trzy charakterystyczne mutacje: S154L w biatku NS2A4,
Y474H w biatku NS3 i H173Q w biatku NS5 w szczepie
CAR-1981 izolowanym od czlowieka. W innym szczepie
pochodzacym od pacjenta z zapaleniem mézgu i rdzenia
- Bologna/09 wykryto dwie inne mutacje S302G w bial-
ku otoczki oraz D896E w biatku NS5 (33). Na tej pod-
stawie wysunieto hipoteze, Ze szczepy z wymieniony-
mi mutacjami wykazuja wzgledny tropizm do ludzkich
komorek nerwowych i zdolnosSci do neuroinwazji (33).

W 2016 r. wykazano obecno$¢ innych mutacji — E55A,
N103K, V206E w biatku otoczki w szczepach izolowanych
od zdrowych dawcéw krwi w Niemczech (34). Dowodzi
to zmiennosci genetycznej w szczepach USUV, podobnie
jak ma to miejsce w przypadku innych RNA-wirus6w.

Wektory i gospodarze USUV

Gléwnym wektorem USUV sg komary nalezace do 7 ro-
dzajow: Aedes, Anopheles, Culex (w tym kilku gatunkow
komarow Culex pipiens), Culiseta, Ochlerotatus, Coquillet-
tidia i Mansonia (24, 27). Dotychczasowe badania nie
wykazaty USUV u kleszczy (35).

Waznym gospodarzem dla USUV sg ptaki. Zakazeniu
moga ulegac rézne gatunki ptakéw. Wirusa izolowano
od 62 gatunkéw ptakow w Afryce i krajach europej-
skich (5, 24). Uwaza sie, Ze za wprowadzenie tego wi-
rusa z Afryki do Europy odpowiadajg ptaki migrujace,
zwlaszcza pustutka zwyczajna (Falco tinnunculus; ryc. 1),
trzyciniczek zwyczajny (Acrocephalus scirpaceus), piegza
zwyczajna (Sylvia curruca), ciernidwka (Sylvia communis)
i muchotéwka zatobna (Ficedula hypoleuca). Natomiast
za rozprzestrzenienie USUV w Europie odpowiedzial-
ne sa takie gatunki, jak: sroka (Pica pica; ryc. 2), wrébel
zwyczajny (Passer domesticus), kura domowa Gallus gal-
lus i kos zwyczajny (Turdus merula; ryc. 3; 24).

Nalezy zaznaczy¢, ze tylko niektére gatunki ptakéw
wykazujg objawy chorobowe po zakazeniu. Objawy te
s3 bardzo zréznicowane, poczawszy od tagodnych, do
manifestujacych sie zapaleniem mézgu, zwyrodnieniem
miesnia sercowego oraz martwica watroby i $ledzio-
ny (12, 36). Jest interesujace, ze USUV powoduje wyso-
ka $miertelno$¢ wsrdd koséw w Europie, z wyjatkiem
Hiszpanii, natomiast nie obserwowano dotychczas tego
zjawiska w Afryce (37).

Mozliwo$¢ zakazenia USUV wykazano ponadto u rz-
nych gatunkéw ssakéw, w szczegdlno$ci nietoperzy
(Pipistrellus pipistrellus), koni, pséw i jeleni (Cervus ela-
phus; 38, 39, 40, 41).

Zycie Weterynaryjne * 2018 » 93(11)



Zakazenie ludzi USUV

Przypadki zakazen ludzi USUV opisano zaréwno
w Afryce, jak i w Europie. Dotychczas zidentyfiko-
wano 21 przypadkéw zakazen ludzi tym patogenem.
Warto pamietad, ze ludzie s3 przypadkowymi gospo-
darzami koricowymi - brak jest transmisji wirusa Usu-
tu w populacji ludzi. Zwykle do zakazenia czlowieka
dochodzi po ukaszeniu przez komara, ktéry wczesniej
miatl kontakt z zakazonym USUV ptakiem. Zakazenia
u ludzi moga by¢ bezobjawowe lub z bardzo zréznico-
wanymi objawami, poczawszy od wysypki, podwyz-
szonej temperatury ciala, boléw glowy, az do ciezkich
objawéw neurologicznych, obserwowanych szczegdl-
nie u pacjentéw z chorobami przewlektymi badzZ nie-
doborami odpornosci (5, 34, 42, 43, 44, 45).

Pierwszy przypadek zachorowania u ludzi opisa-
no w Afryce na poczatku lat 80. (5). Drugi przypadek
stwierdzono w Burkina Faso w 2004 r. U obu pacjen-
tow wystepowaly umiarkowane objawy, z goraczka,
wysypka i z6ttaczka. W Europie pierwszy przypadek
zakazenia czlowieka USUV zdiagnozowano w 2009 r.
we Wloszech, gdzie opisano zapalenie mézgu i rdze-
nia u dwoch pacjentow z deficytem immunologicz-
nym, objawiajace sie zaburzeniami neurologiczny-
mi (43, 44). Pierwszy przypadek wystapil u pacjenta
z rozsiang biataczka (lymphoma large B cell), goracz-
ka i objawami neurologicznymi, a drugi dotyczy! pa-
cjenta po transplantacji watroby (43, 44). Ten dru-
gi przypadek wykryto podczas badania krwi testem
PCR i otrzymania wyniku dodatniego dla WNV. Wiru-
sa Usutu wykryto takze w latach 2008-2009 w plynie
moézgowo-rdzeniowym trzech pacjentéw z ostrym za-
paleniem opon mézgowych i mézgu (45). Warto nad-
mienié, Zze w 2017 r. takze odnotowano przypadki za-
kazen ludzi USUV w tym kraju. W Chorwacji w 2013 r.
przedstawiono pierwsze doniesienie o zakazeniu USUV
trzech pacjentéw z neuroinfekcjami (46). W Niemczech
na podstawie wynikéw badan molekularnych potwier-
dzono ostatnio jednoczesne zakazenie dawcéw Krwi
USUV i WNV (34). Stanowi to duze zagrozZenie dla pa-
cjentéw w stanie krytycznym lub z immunosupresja,
szczegoblnie w przypadku przeprowadzania transfu-
zji krwi w krajach, w ktérych nie prowadzi sie moni-
toringu w kierunku zakazen flawiwirusami. W latach
2015-2016 i 2018 r. zdiagnozowano zakazenia ludzi
USUV we Francji (7). Rdwniez badania seroepidemio-
logiczne dowiodly obecnos$ci u ludzi przeciwciatl dla
USUV w Niemczech, we Wloszech i w Serbii. Odsetek
wynikéw dodatnich u dawcéw krwi wahat sie od 0,02%
w Niemczech, az do 7,5% w Serbii.

Diagnostyka zakazen USUV

Zakazenie USUV moze by¢ rozpoznane na podstawie
wykrycia obecnosci swoistych przeciwcial, wiruso-
wego RNA i/lub izolacji wirusa w hodowli komérko-
wej (33, 46). Zwykle przeciwciala klasy IgM pojawiaja
sie okoto pieciu dni po wystapieniu goraczki (3). Naj-
czesciej wykorzystywanym materiatem do badan jest
krew lub ptyn mézgowo-rdzeniowy.

Jak dotychczas brak jest uznanego komercyjnego te-
stu serologicznego czy zestawu do PCR. Przeciwciata
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wykrywa sie testem ELISA opracowanym w danym
laboratorium lub testem immunofluorescencji. Wynik
dodatni uzyskany tymi metodami musi by¢ potwier-
dzony klasyczng metoda tysinkowa (plaque reduction
neutralization test) lub w odmianie mikro (microneu-
tralization assay, mNTA) w celu wykluczenia reakcji
krzyzowych z WNV. Czterokrotny wzrost miana swo-
istych przeciwcial badanych par surowic pobranych
w odstepie 10-15 dni stanowi podstawe wyniku do-
datniego potwierdzajacego zakazenie.

Podejrzenie wystgpienia zakazenia USUV i przepro-
wadzenie odpowiednich badan powinny by¢ wdrozone
w przypadku pacjentéw z objawami nerwowymi i go-
raczka o nieustalonej etiologii, szczegdlnie w regio-
nach, w ktérych USUV krazy w Srodowisku.

Profilaktyka swoista i leczenie

Szczepienia moglyby stanowi¢ efektywne narzedzie
w ochronie przed rozwojem neuroinwazji. W ostatnich
latach podjeto badania nad opracowaniem szczepionki
przeciwko zakazeniom USUV, jednak ograniczona licz-
ba zachorowan nie stanowi wystarczajacego bodZca do
ich intensyfikacji (47, 48). U ludzi zakazonych USUV
stosuje sie leczenie objawowe.

Podsumowanie

0d czasu wykrycia USUV w 1959 r. przeprowadzono
niewiele badan nad krazeniem tego wirusa. Zainte-
resowanie nim wzrosto dopiero od 2000 r. w zwigz-
ku z wysoka $miertelnos$cig ptakéw w Europie. Z kolei
wiekszg uwage na aspekt zoonotyczny zwrdcit dopie-
ro pierwszy przypadek zakazenia cztowieka z obnizo-
ng odpornoscia we Wioszech w 2009 r.

Zakazenia ludzi USUV sa sporadyczne, a ponadto ogra-
niczona mozliwos¢ zastosowania serologicznych testow
diagnostycznych, z uwagi na krzyZzowe reakcje serolo-
giczne z innymi flawiwirusami, utrudnia diagnostyke.
Jednak w ostatnich latach, szczegélnie w krajach, w ktd-
rych prowadzony jest aktywny plan zwalczania zakazen
wirusem Zachodniego Nilu, obserwuje sie wzrost licz-
by przypadkow zakazen ludzi omawianym patogenem.

Ostatnio zaobserwowano endemiczne wystapienie
zakazen tym wirusem w kilku krajach europejskich, co
uzasadnia celowosc rozszerzenia zakresu badan zaréwno
medycznych, weterynaryjnych, jak i entomologicznych
nad tym wirusem. Pozwoli to na lepsze poznanie geo-
graficznego wystepowania USUV w krajach europejskich,
ekologii, epidemiologii, patogenezy, czasu trwania wire-
mii, czasu potrzebnego do uzyskania skutecznej odpo-
wiedzi immunologicznej, zmian patologicznych i zrz-
nicowania genetycznego wirusa, szczegélnie, ze zmiany
klimatu oraz globalizacja moga istotnie wptywaé na po-
jawianie sie patogendéw w nowych niszach ekologicznych.
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