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Abstract: The genus Lyssavirus spp. currently includes 14 species that are responsible for causing rabies, rabies-like and rabies-related
diseases. The first symptoms of infection are similar to a cold and mainly include fever, headache and general fatigue. Then comes brain
dysfunction and acute neurological symptoms, and ultimately — in most cases — death. Lyssaviruses are spread mainly through direct
contact with the carrier that contains the viral reservoir. The gold standard in diagnostics is the method of direct immunofluorescence,
through which viral antigens are detected — mainly in the saliva of a patient. Currently, rabies treatment is an experimental form of therapy
according to the Milwaukee protocol.

1. Introduction. 2. Systematics. 2.1. Lagos bat virus. 2.2. Mokola virus. 2.3 Duvenhage virus. 2.4. European bat 1 lyssavirus. 2.5. European
bat 2 lyssavirus. 2.6. Australian bat lyssavirus. 3. Characteristics. 3.1. Molecular structure. 3.2. Genome and gene expression. 3.3. Life cycle.
4. Pathogenicity. 4.1. Pathogenesis. 4.2. Rabies symptoms. 5. Prevention, prophylaxis, diagnostics, treatment. 5.1. Vaccinations. 5.2. Post-
exposure prophylaxis. 5.3. Diagnostics. 5.4. Experimental treatment. 6. Summary

LYSSAVIRUS SPP. - WIRUSY WSCIEKLIZNY JAKO WCIAZ AKTUALNY PROBLEM

Streszczenie: Rodzaj Lyssavirus spp. obejmuje obecnie 14 gatunkow, ktore odpowiedzialne sa za wywolywanie wscieklizny oraz choréb
wiécieklizno-podobnych i wicieklizno-pokrewnych. Pierwsze objawy infekgji przypominaja przezigbienie i obejmuja gtéwnie goraczke, bol
glowy i ogdlne przemeczenie. Nastepnie dochodzi do dysfunkcji mozgu i ostrych objawdw neurologicznych, a ostatecznie - w wigkszosci
przypadkéw — do $mierci. Lyssawirusy rozprzestrzeniaja si¢ przede wszystkim przez bezpoéredni kontakt ze zwierzeciem stanowigcym
rezerwuar wirusowy. Zlotym standardem w diagnostyce jest metoda bezposredniej immunofluorescencji, za pomoca ktérej wykrywane
s3 antygeny wirusowe, gléwnie w §linie chorego. Obecnie, do leczenia wécieklizny stosuje sie eksperymentalna terapie przeprowadzang
zgodnie z protokolem Milwaukee.

1. Wstep. 2. Systematyka. 2.1. Lagos bat virus. 2.2. Mokola virus. 2.3 Duvenhage virus. 2.4. European bat lyssavirus typ 1. 2.5. European
bat lyssavirus typ. 2. 2.6. Australian bat lyssavirus. 3. Charakterystyka. 3.1. Budowa molekularna. 3.2. Genom i ekspresja genéw. 3.3. Cykl
replikacyjny. 4. Chorobotworczos¢. 4.1. Patogeneza. 4.2. Objawy wscieklizny. 5. Prewencja, profilaktyka, diagnostyka, leczenie. 5.1. Szcze-
pienia. 5.2. Profilaktyka po-ekspozycyjna. 5.3. Diagnostyka. 5.4. Leczenie eksperymentalne. 6. Podsumowanie
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1. Introduction In 1931 in the West Indies, six years before the first

isolation of the West Nile virus (WNV) [49], Joseph

The genus Lyssavirus belonging to the family Rhab-
doviridae (Rhabdoviruses) and the order Mononegavi-
rales, includes the globally occurring rabies virus and
some rabies-like and rabies-related virus species [29,
59, 65]. They cause a disease commonly referred to as
“rabies”. This name is derived from the Latin rabies (this
one, on the other hand, is derived from rabhas from the
Indian language Sanskrit — “to use violence”), which
is translated as “rage” because this disease is charac-
terized by aggressiveness and a feeling of excitement.
This pathology is also sometimes called “hydrophobia”
from the Latin hydrophobia, which refers to one of the
symptoms of this disease — involuntary muscle spasms
at the sight or sound of water [45, 46].

Lennox Pawan discovered the Negri bodies in the brain
of a bat exhibiting behaviour that deviated from the
rest of mammals of the same species. A year later, he
stated that infected vampire bats from the subfamily,
Desmodontinae, can transmit rabies to humans and
animals [38, 39]. This disease is an example of a classic
zoonosis, which is transmitted to humans from animals
in two cycles. The first of them, which is referred to as
the urban cycle, is spread mainly by dogs. In turn, the
so-called sylvatic cycle of rabies is transmitted by wild
animals — mainly raccoons, skunks, bats, foxes, and
badgers. The causative factor of aggressive behaviour
in infected animals is Lyssavirus, which facilitates its
further spread [32].
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2. Systematics

As recently as 60 years ago the genus Lyssavirus
was thought to only include one virus - RABV (Rabies
virus), however, the polyclonal antibodies tests using
the cross-seroneutralisation method indicated antige-
nic diversity of the viruses isolated from infected bats,
which led to distinguishing 5 different serotypes [29,
65]. The information obtained through the introduc-
tion of molecular biology techniques into the research
has allowed for differentiating specific genotypes of the
genus Lyssavirus.

The new division was based primarily on the diffe-
rences in the nucleotide sequence of the tested viruses,
unlike the then current one which was based on the
antigenic properties of isolated strains [29]. This allo-
wed for identifying 7 genotypes within the genus Lyssa-
virus, (related to geographical distribution and specific
hosts of viruses) (Table I) 3, 29, 48, 57, 65].

The existing division into genotypes served as the
basis for the taxonomic division of the genus Lyssavirus
into particular species [29]. Since 2016, 14 species have
been listed. They have been discovered over the years
both in Europe (Germany, Finland) and in Asia (Kyr-
gyzstan, Tajikistan, Eastern Russia), in Africa (Nigeria,
Kenya, Tanzania) as well as in Australia. According to
the order of identifying the species, these were: RABV
— Rabies virus, LBV - Logos bat virus, MOKV - Mokola
virus, EBLV-1 - European bat 1 lyssavirus, DUVV
- Duvenhage virus, EBLV-2 — European bat 2 lyssavi-
rus, ARAV - Aravan virus, ABLV - Australian bat lys-
savirus, KHUV - Khujand virus, IRKV - Irkut virus,
WCBV - West Caucasian bat virus, SHIBV - Shimoni
bat virus, IKOV - Ikoma lyssavirus, BBLV — Bokeloh bat
lyssavirus [29]. In 2012, probably another virus of this
type which was discovered in Spain - LLEBV - Lleida
bat lyssavirus. However, it has not yet been officially
classified as a Lyssavirus spp. species [10, 29].

There is also a different classification of the viru-
ses of this genus, based on their genetic, immunogenic
and pathogenic characteristics. Genotypes were divi-
ded into two phylogenetic groups. The phylogenetic

Table I
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group I includes the genotypes 1, 4, 5, 6 and 7, while the
phylogenetic group II includes the genotypes 2 and 3
[3, 29]. The viruses assigned to different phylogenetic
groups differ also in their biological properties, such
as pathogenicity, the ability to induce apoptosis or the
recognition of cell receptors. In addition, the current
results obtained from the research, among others on
animals, indicate that the vaccines currently in use are
not effective in preventing the infections caused by the
viruses belonging to the phylogenetic group II [48].

In accordance with the current state of knowledge,
the recognised division of lyssaviruses is the one pro-
posed in 2018 by the International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV). Lyssavirus spp. belongs
to the phylum of Negarnaviricota, of the class Monjivi-
ricetes, order Mononegavirales and family Rhabdoviri-
dae, which consists of 17 other genera. 16 species and 2
others identified as unclassified belong to lyssaviruses
(Table II) [20, 21, 59].

The selected species of the genus Lyssavirus, belon-
ging to separate genotypes and phylogenetic groups are
presented below.

2.1. Lagos bat virus

The virus of this species constitutes the genotype
2 of the genus Lyssavirus and belongs to the phyloge-
netic group II. When mammals are infected, it causes
a rabies-like illness in them. It occurs in central and
southern Africa. In 1956, in Nigeria, LBV was first
isolated from the megabats of the family Pteropodidae
originating from the island of Lagos. It was also the
first discovery of a virus related to RABV. To date no
cases of human infection with this species have been
documented [7,28].

2.2. Mokola virus

Genotype 3 of the genus Lyssavirus includes MOKY,
which at the same time belongs to the phylogenetic
group IL It is isolated from mammals inhabiting the
lands of sub-Saharan Africa [58], in which it causes

Division of lyssaviruses.

Genotype Virus Place of occurance Host
1 Rabies virus (RABV) Whole world Carnivorous terrestrial animals
2 Lagos bat virus (LBV) Africa Fruit-eating bats
3 Mokola virus (MOKV) Africa Shrews, cats, dogs and rodents
4 Duvenhage virus (DUVV) Africa Insectivorous bats
5 European bat 1 lyssavirus (EBLV-1) | Europe Insectivorous bats
6 European bat 2 lyssavirus (EBLV-2) | Europe Insectivorous bats
7 Australian bat lyssavirus (ABLV) Australia and Oceania | Fruit-eating and insectivorous bats

Based on [3, 29, 48, 65].
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Table I
Alphabetical list of Lyssavirus spp.
Virus Abbreviation | Phylogroup
Aravan virus ARAV
Australian bat lyssavirus ABLV
Bokeloh bat lyssavirus BBLV
Duvenhage virus DUVV
European bat lyssavirus 1 EBLV-1 1
European bat lyssavirus 2 EBLV-2
Gannoruwa bat lyssavirus GBLV
Irkut virus IRKV
Khujand virus KHUV
Rabies virus RABV
Lagos bat virus LBV
Mokola virus MOKV 2
Shimoni bat virus SHIBV
Ikoma lyssavirus IKOV
Kotalahti bat lyssavirus KBLV
(unclassified)
Lleida bat lyssavirus LLEBV -
Taiwan bat lyssavirus TBLV
(unclassified)
West Caucasian bat virus WCBV

Based on [20, 21, 59]

symptoms similar to those induced by rabies. So far,
the natural reservoir of this virus has not been identi-
fied, but it is assumed that small mammals, mainly cats,
constitute it. So far, there have been only two recorded
cases of human infection with a virus belonging to this
species [14, 25].

2.3. Duvenhage virus

This species was discovered for the first time in 1970
in southern Africa in a bat-bitten man who subsequen-
tly died of a disease manifesting itself with rabies-like
symptoms [55]. DUV'V constitutes genotype 4 classified
within the phylogenetic group I. In 2006, also in South
Africa, the second mortality was documented, when
a man was scratched by a bat [40], while in 2007, in
Amsterdam, the first recorded mortality case in Europe
because of infection with DUVV was recorded. The bats
from the suborder Microchiroptera are the probable car-
rier of Duvenhage virus from which it has been isolated
only twice [56].

2.4. European bat 1 lyssavirus

This virus, belonging to the genotype 5, was isolated
in Spain from the bats of the species Eptesicus serotinus.
The species is divided into EBLV-1a and EBLV-1b; it
occurs throughout Europe — descriptions of infections

from France, the Netherlands and Russia are available
in the literature. Its carriers are insectivorous bats. By
2000, 630 cases of infections with this virus had been
documented and by 2010 - 959 [2, 29, 48, 50, 51, 65].

2.5. European bat 2 lyssavirus

The species was isolated in 1996 in the UK from
a Myotis daubentonif bat. These viruses are found on
the European continent, and the hosts, as in the case
of European 1 bat lyssavirus, are insectivorous bats [3,
23,29, 48].

2.6. Australian bat lyssavirus

The black fruit bats from the species Pteropus alecto
constitute one of the five natural reservoirs of ABLV
[5]. This virus belongs to the phylogenetic group I and
constitutes genotype 7 of the genus Lyssavirus. It was
first identified in 1995 in Australia [53], and a year later
the first death resulting from ABLV infection was identi-
fied. So far, three deaths have been documented as being
caused by the infection with ABLV. All these people
developed rabies-like symptoms, after being scratched
or bitten by the bats transmitting ABLV [16, 18].

3. Characteristics
3.1. Molecular structure

The genomic material of the viruses of the genus
Lyssavirus consists of a negative- sense single-stranded
RNA molecule which encodes 5 viral proteins. These
are: nucleoprotein N, phosphoprotein P, glycoprotein G,
polymerase L and core protein M [1, 15]. 4 additional
peptides are available via alternative initiation [52]. The
leader sequence consists of about 50 nucleotides, pre-
ceded by genes encoding the proteins of the virus [65].

The virions are described as “approximately bullet-
-shaped” with an average length of 100-300 nm, and
average diameter of 75 nm. In contrast, their infectious
particles have an approximately cylindrical model [1,
15]. They are composed of two structural and func-
tional units. The first of them is enclosed in a lipid
envelope covered with approximately 400 G glycopro-
tein spike-like protrusions (constituting trimers) [65]
of 10 nm in length, responsible for the recognition of
specific viral receptors on cell membranes. The protru-
sions constitute the main surface antigens, determining
the adsorption and inducing the formation of neutra-
lizing antibodies [32]. The second subunit is formed of
an internal, helical ribonucleocapsid (which is a ribo-
nucleoprotein core), twisted symmetrically and com-
posed of genomic RNA, which is closely related to the
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nucleoprotein (N protein), the L protein (RNA polyme-
rase) and the RNA polymerase cofactor — the P protein.

The M, or core, protein located between the nucleo-
capsid and the lipoprotein envelope, which is responsi-
ble for the overall shape of the virus and is involved in
budding - detachment of viral particles from host cells
[65]. The N nucleoprotein is the main structural pro-
tein of the virus, protecting its RNA against ribonucle-
ases, thus ensuring that it remains in the configuration
allowing for transcription [32]. The virus structure is
schematically shown in Fig. 1.

Fig. 1. The structure of viruses belonging to the genus Lyssavirus spp.
3.2. Genome and gene expression

The genetic material of Lyssavirus is a single-stran-
ded, linear, undivided negative-sense RNA, about
11-12 thousand nucleotides in size [37]. The expression
of Lyssavirus genes occurs through RNA-dependent
RNA polymerase, which binds the genome contained in
the capsid in the leader region. Sequential transcription
of each gene occurs through the recognition of start
and stop signals contained in the viral genes. Next, the
cap is attached to the mRNA and its polyadenylation by
L proteins during synthesis takes place [52].

3.3. Life cycle

The rabies virus penetrates, multiplies and spreads
along neural pathways. It is thus qualified as a member
of neurotrophic viruses [36]. The viral replication cycle
begins with the attachment of viral G glycoproteins to
the host’s specific nicotinic acetylcholine receptors or to
the neural cell adhesion molecule. It initiates the infec-
tion process and allows clathrin-dependent endocytosis
(pinocytosis) of the virus to host cells (internalization).
Viruses accumulate in large cytoplasmic vesicles [32,
65]. Further, the virus’s lipid envelope becomes attached
to the host cell membrane, which enables the release
of the ribonucleocapsid into the cytoplasm [52]. This
process is called uncoating [65]. It is promoted by the
acidic environment of the vesicle [32]. Both the repli-
cation and transcription itself occur in the cytoplasm
in Negri bodies [27].

The next stage of replication is the transcription of
viral RNA. Then the viral mRNA is translated on free
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ribosomes in the cytoplasm leading to the synthesis
of N, P, M and L proteins [65]. G protein is produced
with the Golgi apparatus on ribosomes attached to the
membrane, and then delivered, after incorporation
into the membrane vesicles, to the cell surface [32]. The
replication itself probably starts when there are enough
nucleoproteins necessary to separate newly synthesized
antigens from genomes [52]. The first stage is the syn-
thesis of a full-length copy of the positive-sense viral
genome. When it occurs, RNA transcription becomes
continuous, thus ignoring the nucleotide sequences
responsible for its possible interruption (STOP codons).
Viral polymerase operates from the 3’ end of the genome
and continues until a full copy of the genome has been
formed. Duplicate strands with positive sense constitute
then a matrix for the synthesis of a complete strand with
negative sense, which constitutes the viral genome [65].

The final stage of the viral replication cycle consists
in the binding of ribonucleocapsid (which consists of
the genome associated with the L protein polymerase
protein and N protein) with the protein core at the
cytoplasmic membrane, which then - after folding it
into a condensed form - induces the formation of the
form referred to as “approximately bullet-shaped”. Sub-
sequently, with the participation of the host’s ESCRT
complexes in the plasma membrane, it is released by
budding, thus leading to the disconnection of new
virions after covering them with the ribonucleocapsid
envelope [32, 52]. The replication cycle of the virus is
shown in Fig. 2.

4. Pathogenicity
4.1. Pathogenesis

The infection occurs after the rabies virus enters
a wound resulting from a bite, as well as after contact
of contaminated saliva or infected brain of an animal
with damaged skin, conjunctiva or mucous membranes.
The virus does not penetrate undamaged skin. The most
dangerous form of infection is the one effected through
the nasal mucous membranes, as the olfactory nerve
endings, located very close to the brain, occur therein,
making its progress particularly fast. In rare cases, it is
also possible to be infected by droplet-aerogenic [36] or
iatrogenic routes of transmission [47]. There have also
been isolated cases of infection through transplantation
of various organs, i.e. lungs and liver, followed by the
death of the recipient [48].

After entry, it replicates in tissues (in addition to the
nervous tissue) or undergoes direct migration to peri-
pheral nerves, thus penetrating into the central nervous
system, to the dorsal root ganglia, through retrograde
axioplasmatic transport. When the lyssavirus reaches
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Bite by an infected
animal

Penetration of viruses
into the body

Attachment
of glycoproteins G to
nicotic acetylcholine
receptors

Endocytosis
into host cells
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of the ribonucleocapsid
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- uncoating

Transcription
of viral mRNA,
attachment of the cap,
polyadenylation
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of N, P, M and L proteins
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of the viral genome
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Disconnection
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Fig. 2. The replication cycle of viruses belonging to the genus
Lyssavirus spp.

the brain and spinal cord, a rapid progression of the
infection follows, which includes the Purkini cells of
the cerebellum, brain stem, hippocampus and the cells
of the nuclei in the gyri of the pons. Sensory and motor
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fibres may be involved in this process, depending on
the species of the animal [32]. In the case of bats these
wounds are often very superficial (0.1-0.3 mm deep)
and they only affect the epidermis, so that people expo-
sed to contact very often do not associate infection with
this bite. On the other hand, infected carnivorous ani-
mals cause infection through extensive deep wound
bites [6]. The incubation period varies from 2 weeks
to 6 years, but on average it is 2-3 months. It depends
on the distance of the infection site from the brain,
the extent of the wound, the dosage of the virus, age
and the state of immunity. The estimated rate of virus
migration, and thus the rate at which nerve infections
progress, is 15-100 mm per day. The virus then travels
through the afferent nerves of the peripheral nervous
system from the central nervous system to highly-
-loosened areas (scalp, neck skin, nasal mucosa, renal
parenchyma, pancreas lobules, retina, salivary gland,
cornea, adrenocortical cortex), which also leads to
infection of neighbouring tissues, i.e. secretory tissue
of salivary glands [32].

In the pathogenesis of most viral infections, T CD8+
cells are involved, however, in the case of rabies, the
virus enters the nerve cells which can lead to inflam-
mation in the central nervous system and result in
nerve damage and paralysis. The rabies virus has the
features of a superantigen, which leads to the activation
of a significant part of T lymphocytes. This indirectly
leads to the body’s defensive response to other antigens
unrelated to the infection [19].

The rabies virus leads to significant neurological
damage after entering the central nervous system. As
a result of the infection, an increased expression of che-
mokines belonging to the cytokine family occurs. In the
case of mice infected in laboratory conditions, excessive
activity of these proteins leads to the induction of apop-
tosis of infected cells, increased inflow of inflammatory
cells into the central nervous system, and also to the
sealing of the blood-brain barrier. The inflammatory
process which occurred in mice infected with a low
dosage of the virus under laboratory conditions led to
the complete elimination of the virus from the brain. In
the case of infecting rodents with the rabies virus which
did not take place under laboratory conditions, inva-
sion of the central nervous system occurred without
initiation of the organism’s immune response [35].

At the time of the occurrence of the first clinical
symptoms, whose bellwether example is, in most cases,
neuropathic pain in the initial site of infection (cau-
sed by viral replication in the dorsal ganglion and gan-
glionitis), lyssavirus is already present throughout the
organism. The main clinical symptoms are associated
with the infection of the brain, cerebellum and spinal
cord by the virus, and neuron degeneration [32]. Two
main clinical pictures of rabies are distinguished: the
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furious form and the paralytic one [65], where it often
happens that the furious form (agitated) proceeds into
the paralytic form. After experiencing a period of agita-
tion, in the case of surviving another fit of convulsions
by the infected one, paralysis follows, which then leads
to inevitable death. One of the forms of the occurrence
of the disease is the so-called “silent rabies”, which runs
without a form of craziness or is poorly expressed [36].
After approx. 7-10 days after the first symptoms of
rabies, the patient enters a coma, after which they die
from respiratory failure. After infection of the organism
with the participation of Lyssavirus encephalitis occurs
in about 80% of cases, which is a fatal agitated form
of the disease. In the case of the development of mild
paralytic rabies, paralysis is the dominant symptom [47].

In order to fully understand the way in which the
organism is infected by the genus Lyssavirus spp., it is
necessary to take into account the molecular mechani-
sms to which these viruses’ impact. The P protein of lys-
saviruses may lead to the inhibition of RIG-I (retinoic
acid-inducible gene I), belonging to membrane pattern
recognising receptors (PRR) involved in the recogni-
tion of viruses by the non-specific immune response.
The inhibition of RIG-I by the rabies virus P protein
prevents the initiation of the anti-virus, apoptotic and
pro-inflammatory response of the organism to infec-
tion [24, 26, 30, 31]. The P protein of the rabies viru-
ses is also an antagonist of type I interferon (IFN). The
P protein of lyssaviruses prevents the phosphorylation
and dimerization of IRF3, i.e. the 3rd regulator factor
of the interferon responsible for the expression of some
genes with antiviral activity [12, 42]. Viral phospho-
protein may also inhibit signalling the STAT-I antiviral
pathway, blocking the transport of STAT dimers to the
nucleus [9, 63]. In this way, the P protein is presumably
the key antagonist of interferons during the infection
with the rabies virus, allowing viruses to replicate viru-
ses in infected cells [8, 43].

Another element influenced by rabies viruses, more
specifically Rabies virus (genotype 1.) and Mokola virus
(genotype 3.), are the light chains of LC8 dynein, or
the protein complex responsible for the movement of
cell organelles along the microtubules. LC8 is expressed
in various cell types, and the P protein of lyssaviruses,
through interaction with this protein, probably allows
the virus to propagate through the long axons of peri-
pheral nerves from the primary site of infection, even-
tually enabling it to reach the CNS. LC8 is probably the
key molecular link in the pathogenesis of rabies viruses
and allows for the interaction of lyssaviruses with the
cellular transport of the organism. However, it is not
directly responsible for the final entry of viruses into
the CNS [41, 54].

Rabies viruses can probably also alter ion channels
and occupy cell receptors, and thus modify neurotrans-
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mission. In patients with rabies, a decrease of tetrahydro-
biopterin (BH4) has been recorded, as well as a patho-
logical decrease in serotoninergic and dopaminergic
relays associated with the loss of BH4. BH4 deficiency
ultimately leads to a decrease in the fluency of serotonin
and dopamine turnover in the brain, and thus to the loss
of these neurotransmitters and generalized slowdown of
electrical activity in the cerebral cortex. The synthesis
of neurotransmitters proceeds with the participation of
phenylalanine hydroxylase, tyrosine hydroxylase and
tryptophan hydroxylase, the essential cofactor of which
is BH4. The decrease in BH4 concentration results in
a shortage of, among others, adrenaline, noradrenaline,
serotonin, dopamine and melatonin [62].

Neuronal nitric oxide synthase is BH4-dependent,
hence BH4 deficiency can also lead to potential brain
ischemia as a result of impaired cerebral vascularity.
In addition, in the case of the viral infection of macro-
phages, they may release pro-inflammatory factors, inc-
luding chemokines, interleukins and cytokines as well
as nitric oxide. The presence of the rabies virus in the
cell also results in facilitating the production of nitric
oxide. Increased synthesis of nitric oxide is probably
part of the antiviral cell response to infection and is
probably one of the factors of innate immune response
contributing to the replication of viruses in the cell at
an early stage of infection [33, 62].

In most documented cases of rabies in humans,
specific antibodies against cells infected with the rabies
virus were not detectable until the onset of acute symp-
toms of infection in the blood serum. Antibodies direc-
ted against viral glycoproteins were not detected in the
cerebrospinal fluid either. On the other hand, in patients
who were found to have antibodies in their serum,
their concentrations were very low, described as almost
undetectable. A case of a patient suffering from rabies
and subjected to a pharmacologically induced coma is
documented. This allowed for inducing the humoral
response of the body and the generation of IgG antibo-
dies detectable subsequently both in the blood serum
and in the cerebrospinal fluid. This patient probably
survived owing to the creation of specific antibodies
by their body. The G glycoprotein of rabies viruses is
the main antigen against which a protective immune
system response is induced. There are also other ele-
ments, such as cytokines, which play a role in immu-
nizing the organism against rabies. The induction of
apoptosis probably correlates with the accumulation of
G glycoprotein in infected cells. In turn, apoptosis and
subsequent death of these cells results in a strong innate
and acquired immune response of the body [13, 22].

Rabies viruses eventually lead to neuronal dysfunc-
tion which is probably caused by the destruction of the
cytoskeleton integrity and synaptic neuron structures.
Some pathogens of the genus Lyssavirus spp. are able to
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introduce significant changes in the expression of cyto-
skeletal network proteins of neuronal cells, including
tubulin and beta-tropomyosin and vimentin isoforms,
as well as cytoskeleton regulatory proteins. The disrup-
tion of the cytoskeleton integrity is probably one of the
elements of the pathogenesis of rabies viruses. Rabies
viruses require the integrity of the cytoskeleton actin
network in order to penetrate neurons. Lyssaviruses
are additionally able to introduce structural changes in
organelles in neurons, and may, after penetration into
a neuronal cell, affect their actin cytoskeleton, which
physiologically fulfils key neuronal functions [11, 66].

4.2. Rabies symptoms

The first symptoms of viral infection are similar to
the common cold and include general weakness and
fatigue, discomfort, fever, loss of appetite, nausea, vomi-
ting and headache. They can last for up to several days.
At the bite site prickling, tingling, pain or itching may
also be felt. Other symptoms associated directly with
the entry of the virus into the central nervous system
may be brain dysfunction, elevated mood, anxiety and
confusion. With the progression of infection, one may
also experience insomnia, delirium, hallucinations and
confusion. In the second phase of the disease, referred
to as the paralytic form, acute neurological symptoms
— dysarthria (speech disorders), dysphagia (swallowing
difficulties), excessive production and salivation and
nystagmus may also be observed.

The acute infection period usually ends after 2 to
10 days. At the time of the manifestation of the first
symptoms of rabies, the disease will lead to death in
most cases, and the symptomatic treatment is only
intended to bring temporary relief to the patient.
During the development of the full clinical picture of
the disease, hydrophobia is also characteristic (20-50%
of patients), which is manifested by the occurrence of
swallowing muscle contractions and, in extreme cases,
also by the whole-body convulsions at the sight or
sound of pouring water, and aerophobia [48]. In addi-
tion, polyneuritis develops [32, 34, 36, 47].

5. Prevention, prophylaxis, diagnostics, treatment
5.1. Vaccinations

The prevention of rabies infections aims to create
specific immunity. The development of active immunity
comes as a result of a series of vaccinations - specific
active prevention. The vaccine contains an inactiva-
ted virus, which is also a specific antigen designed to
generate immune memory by stimulating the immune
system. Prevention may also include the generation of
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passive immunity by administering antibodies along
with the injection of human immunoglobulin - speci-
fic active-passive prevention [17, 34]. The glycoprotein
of the rabies virus (G protein) contains antigenic sites
which are the target of both vaccine-induced antibodies
and administered immunoglobulin [60].

The obligation to implement rabies vaccination
applies to people exposed to infection as a result of
contact with an animal infected or suspected of being
infected, however, it is also recommended for people
who plan to travel to the areas of the endemic occur-
rence of rabies [17].

Rabies vaccination schedules are constantly updated
and published by the WHO. Currently, modern, intra-
muscularly or subcutaneously administered CCEEV
vaccines (Cell Culture Vaccines and Embryonated Egg-
-based Vaccines) containing inactivated RABV viruses
are recommended. They are to be used both in pre-
and post-exposure measures in the form of a series of
injections carried out according to the instructions of
the manufacturer of the vaccine. The most frequently
recommended schedules are 3 doses for prophylactic
vaccination and 5 (on days 0, 3, 7, 14 and 28) or 4 doses
(on days 0, 3, 7 and 21) for post-exposure vaccination.
CCEEV are among the most immunogenic vaccines.
They are characterized by safety of use and good tole-
rance by patients [60].

Numerous anti-rabies programs have been implem-
ented over the years, including the application of highly
immunogenic safe vaccines produced in cell culture
conditions to people from risk groups, as well as vacci-
nation of foxes and pets — dogs and cats. They have per-
mitted a significant reduction in the incidence of rabies
in humans in Europe [48]. Immunoglobulins against the
rabies virus can be administered to pregnant and breast-
-feeding women. All post-exposure prophylaxis measu-
res should be applied to any who qualify according to
WHO recommendations. HIV patients who meet cer-
tain conditions may also receive a vaccine against rabies.
In the case of travellers, the risk of exposure to the rabies
virus should be assessed individually, taking into acco-
unt primarily the presence of rabies at the destination
and planned activities, such as being in caves where
presence and direct contact with bats is possible [64].

The Main Sanitary Inspectorate in Poland in the Pro-
tective Vaccination Program for 2018 differentiates the
way the vaccine is administered after a bite due to the
type of contact and the animal’s health condition [17].

5.2. Post-exposure prophylaxis

The relatively long incubation period of the rabies
virus in the human body creates the possibility of
avoiding clinical consequences even after direct expo-
sure [60]. The slow development of rabies allows for
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triggering an active immune response, thus providing
protection against further infection [32]. This effect is
possible only through the implementation of fast and
effective post-exposure prophylaxis.

The first preventive step should be to wash the
wound with soap and water or a substance which can
inactivate the virus. Cleansing the wound leads to
a reduction of the pathogen inoculum within it. Then
administration of a series of vaccinations in order to
provoke the organism to produce antibodies is recom-
mended. Their presence reduces the risk of RABV
entering the peripheral nerves. The next step in the
preventive post-exposure measures is to administer
immunoglobulin against the rabies virus in the wound
area. It will provide necessary antibodies until the orga-
nism begins its production and will allow for neutra-
lizing the virus at the site of its penetration [32, 60].

Until 2012, less than 10 cases of human recovery
from rabies had been documented, and only in 2 of
them previous pre-or post-exposure prophylaxis had
been implemented [34]. In each case of contaminating
the mucous membrane or open wound with saliva or
brain tissue of an animal suspected of developing rabies,
preventive measures should be applied [32]. When pro-
perly performed, immediate action after exposure to
RABYV shows 100% efficacy in the prevention of rabies.
The disease and ultimately death therefrom mainly
affects people who did not have access to fast, adequate
post-exposure prophylaxis [60].

5.3. Diagnostics

In any case of the suspicion of rabies, it must be con-
firmed by laboratory tests. Magnetic resonance imaging
may also help in the diagnosis, during which mode-
rate signal amplification in the T2 sequence is observed
within particular areas of the brain - the stem, hypotha-
lamus, hippocampus, as well as white and grey matters.
In patients being in the coma stage, the signal is ampli-
tied after using gadolinium. In differential diagnosis of
rabies, computed tomography does not play any role.

In laboratory tests, a lyssavirus infection can be
ascertained by detecting an antigen of the virus, speci-
fic neutralizing antibodies in the serum or cerebrospi-
nal fluid. Another method is the isolation of the virus
itself or its nucleic acid. A viral antigen is detected by
the direct immunofluorescence method, which is cal-
led a “gold standard”. For this purpose, saliva, corneal
impression preparations (sensitivity 46%) or material
prepared after skin biopsy collected from the neck are
primarily used. In the last case, the sensitivity of the
method is 50-94% and increases with the duration of
the infection. A similar sensitivity is also found in the
detection of lyssavirus nucleic acid in saliva using the
PCR method with reverse transcriptase.
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None of the tests is 100% effective, reliable and sen-
sitive, so in order to confirm the infection performing
several tests at the same time is recommended. In post-
-mortem diagnosis, the same methods are applied as
in the intravital one, but the test material is mainly the
brain tissue [48]. In order to confirm or exclude rabies,
tests are also performed to detect intracytoplasmic inc-
lusion bodies in infected neurons. They contain Negri
bodies, or aggregates of viral ribonucleocapsids. They
occur in up to 90% of the examined brain tissues of
infected people [32].

5.4. Experimental treatment

The Milwaukee protocol was developed by dr. Rod-
ney Willoughby Jr. and constitutes a report on the expe-
rimental form of human rabies treatment in a 15-year-
-old girl from Wisconsin in the USA - Jeanny Giese,
who developed rabies a month after having her left
index finger bitten by a bat, which took place on 12 Sep-
tember 2004 [44]. Only 5 cases of people who did not
die after being infected with the rabies virus had been
known until this year. Each of these people underwent
post-exposure prophylaxis in the form of administering
a suitable vaccine. The girl from the USA, subjected
to experimental therapy according to the Milwaukee
protocol, was the first person who survived without
immediate earlier post-exposure prophylaxis [4]. The
wound was cleansed only with hydrogen peroxide. The
first neurological symptoms were noticed after 37 days
of the incident - the girl was admitted to a local hospi-
tal with high fever (39°C), speech disorders, left hand
muscle contraction, double vision, nausea and vomi-
ting, no other symptoms of flu or cold. The neurologist
also established lack of mobility and bilateral paralysis
of the abductor nerve in her. After diagnosing rabies
by isolating antibodies against rabies (and not a live
virus) during the second day of hospitalization, she was
subjected to experimental treatment by being introdu-
ced into a coma and being kept in it for as long for
as possible to protect the brain from further damage
and thus enable the girl's immune system to produce
antibodies necessary to fight the virus. She was admi-
nistered ketamine, ribavirin, amantadine and midazo-
lam [44]. Ketamine is an NMDA receptor antagonist
with neuroprotective effects on strokes and brain inju-
ries, with efficacy proven in animals. In the therapy of
rabies, it was used as an experimental drug, with no
proven effect on human models. Theoretically, it was
supposed to protect the brain against the excitotoxi-
city of glutamic acid, the main neurotransmitter in the
central nervous system, however, in the case of rabies,
no efficacy has been demonstrated even on an animal
model [67]. Ribavirin, showing limited possibilities of
penetrating the central nervous system, was administe-
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red in doses capable of increasing the level of proteins
in the cerebrospinal fluid, and thus demonstrating the
level of blood-brain barrier permeability [44]. Admini-
stering large doses of anaesthetics to the girl in order to
introduce her into a pharmacological coma with a the-
rapeutic effect was supposed to reduce the metabolic
activity of her body and maintain the nerves in the best
condition. This measure also had an experimental form,
with efficacy confirmed only on animal models in the
case of brain strokes and damage, as well as epileptic
states. The coma was also supposed to prevent the insta-
bility of the autonomic nervous system occurring in the
case of infection with the rabies virus [67].

After 8 days of hospitalization, signs of initiating
a fight against the virus by the girl's immune system
were observed after performing a lumbar puncture. An
increased level of anti-rabies antibodies was demonstra-
ted, which allowed for commencing her recovery from
coma. On the 12th day of hospitalization, a flu that did
not respond to standard treatment revealed itself. On
the 15th day of treatment, the room temperature at
which the patient stayed was lowered by 5.5°C, which
resulted in a decrease of the girl’s body temperature by
3.6°C. The patient was found to be free of the rabies
virus after 31 days in the hospital, and there was no
serious damage to her mental abilities after the illness
and treatment. About 5 months after the hospitaliza-
tion, the girl was aware and communicative, but she
was diagnosed with dystonia (involuntary movements
causing bending and twisting of individual parts of the
body), dysarthria and ballism (sweeping, violent move-
ments of the limbs, leading to unstable gait) [44].

The girl was probably infected with an extremely
mild type of rabies virus transmitted by vampire bats of
the subfamily Desmodontinae [61] or the bite occurred
in a place far away from the central nervous system,
which enabled her to survive rabies after the treatment
planned according to the Milwaukee protocol. Conse-
cutive 6 or more attempts at the treatment of symp-
tomatic rabies with this type of treatment failed. On
February 4, 2009 in Texas there was another successful
therapy according to the Milwaukee protocol, also after
a boy was bitten by a vampire bat [44].

The Milwaukee protocol has undergone many modi-
fications since its creation. The last one was aimed at
eliminating ribavirin and barbiturates from the pool
of agents used to treat rabies with this method [61]. In
addition, one of the side effects when using ribavirin
may be a delay in the production of antibodies [4]. Only
midazolam and ketamine have remained of the origi-
nal medicines, which currently makes the Milwaukee
protocol similar to a standard procedure in intensive
care units around the world. In 2013, the World Health
Organization officially announced that there is no con-
firmed, effective method of treating rabies [61]. One of

the theories of eliminating infection is the induction of
the organism’s inflammatory response with chemokines
and IFN in the main role. It has found confirmation
only in the case of mice infected with low doses of the
virus under laboratory conditions, however, it was not
confirmed for infections with Lyssavirus spp. under
environmental conditions [35].

6. Summary

The genus Lyssavirus is still the object of research
and has not been fully understood. Discovery and clas-
sification of new pathogens belonging to lyssaviruses
is a continuous process (in 2012 in Spain probably
another species was isolated), and the latest systematic
distribution dates from 2016. The rabies virus occurs
practically all over the world in the form of various spe-
cies belonging to the same genus. In addition, there is
ongoing work on the invention of effective treatment
against the infection - for the time being the Milwaukee
protocol constitutes an experimental form. People who
have contact with wild animals are particularly exposed
to infection. The methods of preventing and reducing
the severity of the development of this disease include
primarily vaccines and direct post-exposure prophy-
laxis. Thanks to well-developed diagnostic methods,
it is also possible to effectively and, above all, quickly
identify infections. The gold standard is the detection
of a viral antigen by means of the direct immuno-
fluorescence method.
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Streszczenie: Rodzaj Lyssavirus spp. obejmuje obecnie 14 gatunkow, ktore odpowiedzialne sg za wywolywanie wscieklizny oraz choréb
wscieklizno-podobnych i wécieklizno-pokrewnych. Pierwsze objawy infekcji przypominaja przezigbienie i obejmuja gtéwnie goraczke, bol
glowy i ogdlne przemeczenie. Nastepnie dochodzi do dysfunkcji moézgu i ostrych objawéw neurologicznych, a ostatecznie — w wiekszo$ci
przypadkow — do $mierci. Lyssawirusy rozprzestrzeniajg si¢ przede wszystkim przez bezposredni kontakt ze zwierzeciem stanowigcym
rezerwuar wirusowy. Ztotym standardem w diagnostyce jest metoda bezposredniej immunofluorescencji, za pomoca ktérej wykrywane
sg antygeny wirusowe, gtéwnie w $linie chorego. Obecnie, do leczenia wscieklizny stosuje si¢ eksperymentalng terapie przeprowadzang
zgodnie z protokotem Milwaukee.

1. Wstep. 2. Systematyka. 2.1. Lagos bat virus. 2.2. Mokola virus. 2.3 Duvenhage virus. 2.4. European bat lyssavirus typ 1. 2.5. European
bat lyssavirus typ. 2. 2.6. Australian bat lyssavirus. 3. Charakterystyka. 3.1. Budowa molekularna. 3.2. Genom i ekspresja genéw. 3.3. Cykl
replikacyjny. 4. Chorobotworczosé. 4.1. Patogeneza. 4.2. Objawy wicieklizny. 5. Prewencja, profilaktyka, diagnostyka, leczenie. 5.1. Szcze-
pienia. 5.2. Profilaktyka po-ekspozycyjna. 5.3. Diagnostyka. 5.4. Leczenie eksperymentalne. 6. Podsumowanie

LYSSAVIRUS SPP. - RABIES VIRUSES AS A STILL-PRESENT PROBLEM

Abstract: The genus Lyssavirus spp. currently includes 14 species that are responsible for causing rabies and rabies-like and rabies-related
diseases. The first symptoms of infection are similar to a cold and include mainly fever, headache and general fatigue. Then comes brain
dysfunction and acute neurological symptoms, and ultimately — in most cases — death. Lyssaviruses are spread mainly through direct
contact with the carrier constituting the viral reservoir. The gold standard in diagnostics is the method of direct immunofluorescence, by
means of which viral antigens are detected, mainly in the saliva of a patient. Currently, rabies treatment is an experimental therapy accord-
ing to the Milwaukee protocol.
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1. Wstep

Rodzaj Lyssavirus, nalezacy do rodziny Rhabdoviri-
dae (Rabdowirusy) i rzedu Mononegavirales, obejmuje
wystepujacego globalnie wirusa wécieklizny oraz kil-
kanascie gatunkéw wirusow wscieklizno-podobnych
i wscieklizno-pokrewnych [29, 59, 65]. Wywoluja one
chorobe powszechnie nazywana ,,wscieklizng”. Nazwa ta
wywodzi sie od tacinskiego rabies (ta z kolei od rabhas
z indyjskiego jezyka sanskryt - ,,stosowac przemoc”),
co ttumaczy si¢ jako ,wscieklos¢”, poniewaz chorobe te
cechuje agresja oraz uczucie podniecenia. Patologia ta
nazywana jest takze czasami ,wodowstretem” od tacin-
skiego hydrophobia, co nawigzuje do jednego z objawow

tej choroby — mimowolnych skurczéw miesni na widok
lub dzwiek wody [45, 46].

W roku 1931 w Indiach Zachodnich, 6 lat przed
pierwszym wyizolowaniem wirusa Zachodniego Nilu
(WNV — West Nile virus) [49], Joseph Lennox Pawan
w mozgu nietoperza przejawiajacego zachowania odbie-
gajace od reszty ssakow tego samego gatunku odkryt
cialka Negriego. Rok pdzniej stwierdzit on, ze zainfe-
kowane nietoperze-wampiry z podrodziny Desmodon-
tinae moga przenosi¢ wscieklizne na ludzi oraz zwie-
rzeta [38, 39]. Choroba ta stanowi przyklad klasycznej
zoonozy, ktéra rozprzestrzenia si¢ z udzialem zwie-
rzat na ludzi dwiema drogami. Pierwszg z nich, stano-
wigca typ tzw. miejski, roznoszg przede wszystkim psy.

* Autor korespondencyjny: Patryk Kaczor, Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, ul. M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz; tel. 52 585-40-15; e-mail: patryk.kaczor97@gmail.com
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Z kolei typ tzw. lesny rozprowadzany jest przez dziko
zyjace zwierzeta — gléwnie szopy, skunksy, nietoperze,
lisy i borsuki. Czynnikiem sprawczym agresywnego
zachowania zainfekowanych zwierzat jest Lyssavirus, co
ulatwia jego dalsze rozprzestrzenianie si¢ [32].

2. Systematyka

Jeszcze okolo 60 lat temu do rodzaju Lyssavirus
zaliczano tylko jednego wirusa wscieklizny - RABV
(Rabies virus), jednak badania z uzyciem przeciwcial
poliklonalnych przy uzyciu metody krzyzowej seroneu-
tralizacji wskazaly na zréznicowanie antygenowe izolo-
wanych od zakazonych nietoperzy wiruséw, co dopro-
wadzilo do wyodrebnienia 5 odmiennych serotypow
[29, 65]. Informacje uzyskane dzieki wprowadzeniu do
badan technik biologii molekularnej pozwolity na roz-
graniczenie konkretnych genotypow rodzaju Lyssavirus.

Nowy podzial opieral si¢ przede wszystkim na rdz-
nicach w sekwencji nukleotydowej badanych wiru-
sow, a nie - jak dotychczasowy - na wiasciwosciach
antygenowych izolowanych szczepdw [29]. Pozwolilo
to na wyodrebnienie 7 genotypéw w obrebie rodzaju
Lyssavirus, (zwigzanych z rozmieszczeniem geograficz-
nym i specyficznymi zywicielami wiruséw) (Tabela I)
(3,29, 48, 57, 65].

Istniejacy juz podzial na genotypy postuzyt jako
podstawa dla taksonomicznego podziatu rodzaju Lyssa-
virus na poszczegolne gatunki [29]. Od roku 2016
wyroznia sie 14 gatunkéw. Byly one odkrywane na
przestrzeni lat zaréwno w Europie (Niemcy, Finlandia),
jak iw Azji (Kirgistan, Tadzykistan, wschodnia Rosja),
w Afryce (Nigeria, Kenia, Tanzania) oraz w Australii.
Wedlug kolejnosci wyodrebniania gatunkéw byly to:
RABV - Rabies virus, LBV - Logos bat virus, MOKV
- Mokola virus, EBLV-1 - European bat lyssavirus
(typ 1.), DUVV - Duvenhage virus, EBLV-2 — Euro-
pean bat lyssavirus (typ 2.), ARAV - Aravan virus,
ABLV - Australian bat lyssavirus, KHUV - Khujand
virus, IRKV - Irkut virus, WCBV — West Caucasian bat
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virus, SHIBV - Shimoni bat virus, IKOV - Ikoma lyssa-
virus, BBLV - Bokeloh bat lyssavirus [29]. W roku 2012
w Hiszpanii zostal odkryty prawdopodobnie kolejny
wirus z tego rodzaju — LLEBV - Lleida bat lyssavirus.
Nie zostal on jednak jeszcze oficjalnie zaklasyfikowany
do Lyssavirus spp. [10, 29].

Wyréznia sie rowniez inny podzial wiruséw tego
rodzaju, ktory uwzglednia ich wlasciwosci genetyczne,
immunogenne oraz chorobotworcze. Genotypy podzie-
lono na 2 grupy filogenetyczne. Do grupy filogene-
tycznej I naleza genotypy 1., 4., 5., 6.1 7., a do grupy
filogenetycznej II — genotypy 2. i 3. [3, 29]. Wirusy
przypisane do réznych grup filogenetycznych roz-
nig si¢ miedzy sobg takze wlasciwosciami biologicz-
nymi, takimi jak patogennos¢, zdolno$¢ wywotywania
apoptozy czy rozpoznawanie receptoréw komorko-
wych. Ponadto dotychczasowe wyniki uzyskane z prac
badawczych, miedzy innymi na zwierzetach, wskazuja,
ze obecnie stosowane szczepionki nie sg skuteczne
w zapobieganiu zakazeniom wywotanym przez wirusy
nalezace do grupy filogenetycznej II [48].

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy obowigzuja-
cym podzialem lyssawirusdw jest ten zaproponowany
w roku 2018 przez ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses) - Miedzynarodowy Komitet Tak-
sonomii Wiruséw. Lyssavirus spp. nalezy do typu Negar-
naviricota, klasy Monjiviricetes, rzedu Mononegavirales
oraz rodziny Rhabdoviridae, sktadajacej si¢ z 17 innych
rodzajow. Do lyssawiruséw nalezy 16 gatunkow oraz 2
okreslone jako niesklasyfikowane (Tabela II) [20, 21, 59].

Ponizej omoéwione zostaly wybrane, najlepiej po-
znane do tej pory gatunki z rodzaju Lyssavirus spp., nale-
zace do odrebnych genotypow i grup filogenetycznych.

2.1. Lagos bat virus

Wirus tego gatunku stanowi genotyp 2. rodzaju
Lyssavirus spp. i nalezy do grupy filogenetycznej II.
Po zainfekowaniu ssakéw wywotuje u nich chorobe
wécieklizno-podobng. Wystepuje w centralnej i potu-
dniowej Afryce. W roku 1956 w Nigerii po raz pierw-

Tabela I
Podzial lyssawirusow
Genotyp Wirus Miejsce wystepowania Zywiciel
1 Rabies virus (wirus wécieklizny) | Caly $wiat Migsozerne zwierzeta ladowe
2 Lagos bat virus Afryka Nietoperze owocozerne
3 Mokola virus Afryka Ryjowkowate, koty, psy i gryzonie
4 Duvenhage virus Afryka Nietoperze owadozerne
5 European bat lyssavirus typ 1 Europa Nietoperze owadozerne
6 European bat lyssavirus typ 2 Europa Nietoperze owadozerne
7 Australian bat lyssavirus Australia i Oceania Nietoperze owocozerne i owadozerne

Na podstawie [3, 29, 48, 65].
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Tabela II
Alfabetyczne zestawienie czlonkéw rodziny Lyssavirus spp.
Wirus Skrét filogce;rrllelf;czna
Aravan virus ARAV
Australian bat lyssavirus ABLV
Bokeloh bat lyssavirus BBLV
Duvenhage virus DUVV
European bat lyssavirus 1 EBLV-1 1
European bat lyssavirus 2 EBLV-2
Gannoruwa bat lyssavirus GBLV
Irkut virus IRKV
Khujand virus KHUV
Rabies virus (wirus wscieklizny) RABV
Lagos bat virus LBV
Mokola virus MOKV 2
Shimoni bat virus SHIBV
Ikoma lyssavirus IKOV,
Kotalahti bat lyssavirus KBLV
(niesklasyfikowany)
Lleida bat lyssavirus LLEBV -
Taiwan bat lyssavirus TBLV
(niesklasyfikowany)
West Caucasian bat virus WCBV

Na podstawie [20, 21, 59].

szy wyizolowano LBV u pochodzacego z wyspy Lagos
nietoperza z rodziny rudawkowatych (Pteropodidae).
Bylo to takze pierwsze odkrycie wirusa pokrewnego
do RABV. Nie stwierdzono do tej pory zainfekowania
czlowieka tym gatunkiem [7, 28].

2.2. Mokola virus

Genotyp 3. rodzaju Lyssavirus spp. obejmuje MOKYV,
ktory jednoczesnie nalezy do grupy filogenetycznej II.
Izolowany jest od ssakéw, zamieszkujacych tereny
Afryki Subsaharyjskiej [58], u ktérych wywotuje obja-
wy podobne do wywolywanych przez wscieklizne. Do
tej pory nie zidentyfikowano naturalnego rezerwuaru
tego wirusa, jednak przypuszcza sig, ze stanowia go
male ssaki, gléwnie koty. Dotychczas udokumentowane
zostaly jedynie dwa przypadki zakazenia czlowieka
wirusem nalezagcym do tego gatunku [14, 25].

2.3. Duvenhage virus

Gatunek ten odkryty zostal po raz pierwszy w roku
1970 w potudniowej Afryce u mezczyzny ugryzionego
przez nietoperza, ktéry nastepnie zmarl z powodu
wystapienia choroby manifestujacej sie wscieklizno-
-podobnymi objawami [55]. DUV'V stanowi genotyp 4.
i zaliczany jest do grupy filogenetycznej I. W roku 2006,

takze w poludniowej Afryce, udokumentowany zostat
drugi zgon, tym razem byt to cztowiek podrapany przez
nietoperza [40], natomiast w roku 2007, w Amsterda-
mie, stwierdzono pierwszy przypadek $mierci w Euro-
pie z powodu infekeji wirusem tego gatunku. Prawdo-
podobnym nosicielem Duvenhage virus sa nietoperze
z podrzedu Microchiroptera, z ktorych do tej pory udalo
sie wyizolowa¢ DUVYV jedynie dwa razy [56].

2.4. European bat lyssavirus typ 1

Wirus ten, nalezacy do genotypu 5., zostal wyizo-
lowany w Hiszpanii od nietoperzy Eptesicus serotinus.
Gatunek dzieli si¢ na EBLV-1a oraz EBLV-1b, wystepuje
na terenie catej Europy - w pismiennictwie dostepne sa
opisy zakazen z Francji, Holandii czy Rosji. Nosicielami
sg nietoperze owadozerne. Do 2000 roku udokumento-
wano 630 przypadkow zakazen tym wirusem a do 2010
-959 (2,29, 48, 50, 51, 65].

2.5. European bat lyssawirus typ 2

Gatunek wyizolowano w 1996 roku w Wielkiej
Brytanii od nietoperza Myotis daubentonif. Wirusy te
wystepuja na kontynencie europejskim, a zywicielami,
podobnie jak w przypadku European bat lyssawirus
typu 1, sa nietoperze owadozerne [3, 23, 29, 48].

2.6. Australian bat lyssavirus

Czarne nietoperze owocozerne z gatunku Pteropus
alecto stanowig jeden z pigciu naturalnych rezerwuardw
ABLV [5]. Wirus ten zaliczany jest do grupy filogene-
tycznej I i stanowi genotyp 7. rodzaju Lyssavirus spp.
Po raz pierwszy zidentyfikowany zostal w roku 1995
w Australii [53], a rok po6zniej stwierdzono pierwsza
$mier¢ po infekcji ABLV. Do tej pory udokumentowane
sg trzy zgony spowodowane zakazeniem wirusem nale-
zacym do tego gatunku. U oséb tych po podrapaniu
lub ugryzieniu przez nietoperza przenoszacego ABLV
rozwinely sie wscieklizno-podobne objawy [16, 18].

3. Charakterystyka
3.1. Budowa molekularna

Materialem genetycznym wiruséw z rodzaju Lyssavi-
rus jest jednoniciowy RNA o ujemnej polarnosci, ktére
koduje 5 bialek wirusowych. Sg to: nukleoproteina N,
fosfoproteina P, glikoproteina G, polimeraza L i biatko
rdzenia M [1, 15]. 4 dodatkowe peptydy dostepne sa
poprzez alternatywna inicjacje [52]. Sekwencja lide-
rowa sklada si¢ z okoto 50 nukleotydéw, poprzedzonych
przez geny kodujace biatka wirusa [65].



156

Wiriony majg diugo$¢ 100-300 nm, $rednice 75 nm
i ksztalt opisywany jako ,,zblizony do pocisku” Nato-
miast ich czasteczki infekcyjne posiadaja model
zblizony do cylindrycznego [1, 15]. Sktadaja sie one
z dwoch strukturalnych i funkcjonalnych podjednostek.
Pierwszg z nich stanowi zewnetrzna otoczka lipidowa
(envelope) pokryta okoto 400, przypominajacymi kolce
o dlugosci 10 nm, wypustkami glikoproteinowymi G
(stanowigcymi trimery) [65], odpowiedzialnymi za
rozpoznawanie specyficznych receptoréw wirusowych
na btonach komérkowych. Wypustki stanowig gléwne
antygeny powierzchniowe i warunkujg adsorpcje oraz
indukuja powstawanie przeciwcial neutralizujacych
[32]. Druga podjednostka utworzona jest z wew-
netrznego, helikalnego rybonukleokapsydu (bedacego
rdzeniem rybonukleoproteinowym), skreconego syme-
trycznie i ztozonego z genomowego RNA, ktore to jest
$cisle zwigzane z nukleoproteing (biatkiem N), biat-
kiem L (polimerazg RNA) i z kofaktorem polimerazy
RNA - biatkiem P.

Rdzen stanowi potozone mig¢dzy rybonukleokapsy-
dem a otoczka biatko M, ktére odpowiada za ogdlny
ksztalt wirusa oraz bierze udzial w uwalnianiu potom-
nych czastek wirusowych z komérek gospodarza [65].
Nukleoproteina N stanowi gléwne bialko strukturalne
wirusa, chronigc jego RNA przed rybonukleazami,
zapewniajac tym samym jego pozostanie w konfigura-
cji umozliwiajacej transkrypcje [32]. Budowe wirusa
przedstawiono schematycznie na Ryc. 1.

Ryc. 1. Schemat budowy wiruséw nalezacych do rodzaju
Lyssavirus spp.

3.2. Genom i ekspresja genow

Material genetyczny Lyssavirus stanowi jednoni-
ciowy, liniowy, niepodzielony RNA o ujemnej polar-
nosci, o wielkosci okolo 11-12 tysiecy nukleotydow
[37]. Ekspresja genow Lyssavirus zachodzi dzigki poli-
merazie RNA zaleznej od RNA, ktéra wigze genom
zawarty w kapsydzie w rejonie liderowym. Dochodzi do
sekwencyjnej transkrypcji kazdego genu poprzez roz-
poznawanie sygnalow start i stop zawartych w genach
wirusowych. Nastepnie do mRNA przylaczana jest
czapeczka oraz dochodzi do jego poliadenylacji przez
biatka L w czasie syntezy [52].
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3.3. Cykl replikacyjny

Wirus wscieklizny wnika, namnaza sie i rozprze-
strzenia za posrednictwem drég nerwowych. Kwali-
tikuje go to do wiruséw neurotropowych [36]. Cykl
replikacyjny wirusa rozpoczyna si¢ od przylaczenia
wirusowych glikoprotein G do specyficznych recep-
toréw nikotyno-acetylocholinowych gospodarza lub
do czasteczki adhezyjnej komoérki nerwowej. Rozpo-
czyna to proces infekcji oraz umozliwia klatrynozalezna
endocytoze (pinocytoza) wirusa do komorek gospo-
darza (internalizacja).

Wirusy gromadza si¢ w duzych pecherzykach
cytoplazmatycznych [32, 65]. Nastepnie dochodzi do
polaczenia otoczki lipidowej wirusa z blong komor-
kowa gospodarza, co umozliwia uwolnienie rybo-
nukleokapsydu do cytoplazmy [52]. Proces ten nosi
nazwe odplaszczenia [65]. Sprzyja mu kwasne $rodo-
wisko pecherzyka [32]. Zaréwno replikacja, jak i sama
transkrypcja zachodza w cytoplazmie w ciatkach
Negriego [27].

Kolejnym etapem replikacji jest transkrypcja wiru-
sowego RNA. Nastepnie wirusowe mRNA ulega trans-
lacji na wolnych rybosomach w cytoplazmie, prowa-
dzac do syntezy biatek N, P, M i L [65]. Biatko G produ-
kowane jest z udzialem aparatu Golgiego na zwigzanych
z blong rybosomach, a nast¢pnie dostarczane, po
wbudowaniu w pecherzyki blonowe, na powierzchnie
komorki [32]. Sama replikacja prawdopodobnie rozpo-
czyna sig, gdy obecna jest wystarczajaca ilos¢ nukleo-
protein niezbednych do odgrodzenia nowosyntezo-
wanych antygenomoéw od genoméw [52]. Pierwszym
jej etapem jest synteza pelnej dtugosci kopii wiruso-
wego genomu o dodatniej polarnosci. Gdy do niego
dojdzie, transkrypcja RNA staje si¢ ciagla, ignorujac
tym samym sekwencje nukleotydowe odpowiedzialne
za jej ewentualne przerwanie (kodony STOP). Polime-
raza wirusowa dziala od konica 3’ genomu i postepuje
az do wytworzenia pelnej kopii genomu. Duplikaty nici
o dodatniej polarnosci stanowia nastepnie matryce do
syntezy pelnej nici o ujemnej polarnosci, ktdra stanowi
wirusowy genom [65].

Koncowy etap cyklu replikacyjny wirusa polega
na wigzaniu si¢ rybonukleokapsydu (na ktéry sktada
sie genom zwigzany z biatkiem polimerazy L i z bial-
kiem N) z rdzeniem biatkowym przy blonie cyto-
plazmatycznej, co nastepnie — po jego zwijaniu do
skondensowanej formy - indukuje tworzenie ksztattu
okreslonego jako ,,zblizony do pocisku”. Nastepnie przy
udziale kompleksow ESCRT gospodarza w blonie plaz-
matycznej dochodzi do jego uwalniania przez paczko-
wanie, prowadzac tym samym do odlaczenia nowych
wirionéw po pokryciu ich ostonkg rybonukleokap-
sydu [32, 52]. Cykl replikacyjny wirusa zostat przed-
stawiony na Ryc. 2.
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Ugryzienie przez
zarazone zwierze

Whiknigcie wirusow
do organizmu

Przylaczenie
glikoprotein G do
receptoréw nikotyno-
-acetylocholinowych

Endocytaza do komoérek
gospodarza

Uwolnienie
rybonukleokapsydu
do cytoplazmy
— odptaszczenie

Transkrypcja:
przepisywanie mRNA na

liderowe RNA, przytaczenie
czapeczki, poliadenylacja

Translacja: synteza
biatek N, P, M i L

Replikacja: synteza kopii
wirusowego genomu

Transkrypcja ciagta

Wiazanie materiatu
genetycznego z rdzeniem
biatkowym

Odtaczenie wirionéw
potomnych

Ryc. 2. Schemat cyklu replikacyjnego wiruséw nalezacych

do rodzaju Lyssavirus spp.

4. Chorobotworczos¢
4.1. Patogeneza

Infekcja nastepuje po dostaniu si¢ wirusa wéciek-
lizny wraz ze §ling do rany na skutek ugryzienia, a takze
po kontakcie zanieczyszczonej $liny lub zakazonego
mozgu zwierzecia z uszkodzong skdrg, spojowkami lub
blonami §luzowymi. Wirus nie przenika przez nieusz-
kodzong skore. Najgrozniejsza postacia infekcji jest ta,
do ktdrej dochodzi przez blony $luzowe nosa, ponie-
waz wystepuja tam zlokalizowane bardzo blisko mézgu
zakonczenia nerwu wechowego, przez co postepuje ona
szczegllnie szybko. W rzadkich przypadkach mozliwe
jest takze zakazenie droga kropelkowo-aerogenna
[36] lub drogg jatrogenng [47]. Odnotowano réwniez
pojedyncze przypadki infekeji poprzez transplantacje
réznych organdéw, np. ptuc i watroby, po ktérych nasta-
pit zgon biorcy [438].

Po wniknieciu dochodzi do jego replikacji w tkan-
kach (oprocz tkanki nerwowej) lub bezposredniej
migracji do nerwéw obwodowych, a tym samym prze-
dostania sie do centralnego ukladu nerwowego, do
zwojow korzeni grzbietowych, na drodze wstecznego
transportu aksoplazmatycznego. W momencie dotarcia
lyssawirusa do mdzgu i rdzenia kregowego dochodzi
do szybkiej progresji infekeji, ktora obejmuje komorki
Purkiniego moézdzku, pien moézgu, hipokamp oraz
komorki zwojoéw jader mostu. W proces ten moga by¢
zaangazowane wiokna czuciowe i ruchowe, w zalez-
nosci od gatunku zwierzecia [32]. W przypadku nie-
toperzy rany te czegsto sg bardzo powierzchowne
(0,1-0,3mm glebokosci) i dotycza jedynie naskorka,
przez co narazeni na kontakt ludzie bardzo czesto nie
wigzg infekcji z tym ugryzieniem. Z kolei zainfekowane
zwierzeta miegsozerne powoduja zarazenie poprzez
rozlegte, glebokie rany gryzione [6]. Okres inkubacji
waha si¢ od 2 tygodni do 6 lat, jednak $rednio wynosi
2-3 miesigce. Zalezy on od odleglosci miejsca infek-
¢ji od mozgu, rozlegtosci rany, dawki wirusa, wieku
oraz stanu odpornosci. Szacowana predko$¢ migracji
wirusa, a tym samym predkos¢, z jaka postepuje zaka-
zenie nerwow, wynosi 15-100 mm na dzien. Nastgpnie
wirus przemieszcza si¢ za pos$rednictwem aferentnych
nerwéw obwodowych z centralnego ukladu nerwowego
do silnie unerwionych miejsc (skora glowy, skora szyi,
btona $luzowa nosa, migzsz nerek, komorki zrazikow
trzustki, siatkéwka, $linianki, rogéwka, rdzen kory nad-
nerczy), co prowadzi takze do infekcji sasiednich tka-
nek, np. tkanki wydzielniczej gruczotdéw slinowych [32].

W patogenezie wigkszosci infekcji wirusowych biora
udziat limfocyty T CD8+, jednakze w przypadku
wscieklizny wirus dostaje sie¢ do komérek nerwowych
co moze prowadzi¢ do indukcji zapalenia w osrodko-
wym uktadzie nerwowym i skutkowaé zniszczeniem
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nerwow i paralizem. Wirus wécieklizny posiada cechy
superantygenu, przez co prowadzi do aktywacji znacz-
nej czesci limfocytéw T. Prowadzi to posrednio do reak-
cji obronnej organizmu na inne, niezwigzane z infekcja
antygeny [19].

Wirus wécieklizny po dostaniu si¢ do osrodkowego
ukladu nerwowego prowadzi do znacznych uszko-
dzen neurologicznych. W wyniku infekcji dochodzi
do zwigkszonej ekspresji chemokin nalezacych do
rodziny cytokin. W przypadku myszy zarazonych
w warunkach laboratoryjnych nadmierna aktywnos¢
tych biatek prowadzi do indukcji apoptozy zakazonych
komorek, zwigkszonego naplywu komorek zapalnych
do o$rodkowego uktadu nerwowego, a ponadto uszczel-
nieniem bariery krew-mozg. Proces zapalny, ktéry
wystapil u myszy zainfekowanych matg dawka wirusa
w warunkach laboratoryjnych doprowadzit do catko-
witego wyeliminowania wirusa z mézgu. W przypadku
zarazenia wirusem wscieklizny gryzoni nie przebiega-
jacego w warunkach laboratoryjnych dochodzito do
inwazji osrodkowego ukladu nerwowego bez inicjacji
reakcji odpornosciowej organizmu [35].

W momencie wystgpienia pierwszych objawow kli-
nicznych, z ktérych sztandarowym w wigkszosci przy-
padkow jest bol neuropatyczny w pierwotnym miejscu
infekeji (spowodowany replikacjg wirusa w zwojach
nerwowych korzeni grzbietowych oraz zapaleniem zwo-
jow nerwowych - ganglionitis), lyssawirus obecny jest
juz w calym organizmie. Gtéwne objawy kliniczne sg
zwigzane z zakazeniem przez wirusa mézgu, mézdzku
i rdzenia kregowego oraz degeneracja neuronéw [32].
Wyrdznia si¢ dwa gléwne obrazy kliniczne wsciek-
lizny: posta¢ szalowq i posta¢ porazenng [65]. Przy
czym czgsto zdarza sie, ze posta¢ szalowa (pobudze-
niowa) przechodzi w posta¢ porazenng. Po przebyciu
okresu pobudzeniowego, w przypadku przezycia przez
zainfekowanego kolejnego napadu drgawek, dochodzi
do porazen wiotkich, ktore nastepnie prowadza do nie-
uchronnej $mierci. Jedng z form wystepowania cho-
roby jest tzw. ,,cicha wscieklizna”, ktora przebiega bez
postaci szatowej lub jest ona stabo wyrazona [36]. Po
ok. 7-10 dniach od wystapienia pierwszych objawéw
wécieklizny chory zapada w $pigczke, po ktorej umiera
z powodu niewydolnosci oddechowej. Po zakazeniu
organizmu z udzialem Lyssavirus dochodzi do wysta-
pienia zapalenia mézgu w okoto 80% przypadkéw,
co stanowi $miertelng posta¢ pobudzeniowa choroby.
W przypadku rozwoju fagodnie przebiegajacej wéciekli-
zny porazennej dominujagcym objawem jest paraliz [47].

Aby w pelni zrozumie¢ sposéb zakazenia organizmu
przez rodzaj Lyssavirus spp. nalezy wzia¢ pod uwage
mechanizmy molekularne, na ktére wirusy te maja
wplyw. Biatko P lyssawiruséw moze doprowadzi¢ do
zahamowania RIG-I (retinoic acid-inducible gene I),
nalezacego do blonowych receptoréw rozpoznajacych
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wzorce (PRR) zaangazowanych w rozpoznawanie wi-
ruséw przez nieswoista odpowiedZz odpornosciows.
Zablokowanie RIG-I przez biatko P wiruséw wécie-
klizny uniemozliwia zapoczatkowanie antywirusowej,
apoptotycznej oraz prozapalnej organizmu odpowiedzi
ustroju na zakazenie [24, 26, 30, 31]. Biatko P wirusow
wicieklizny stanowi takze antagoniste interferonu typu I
(IEN). Biatko P lyssawirusow uniemozliwia fosforylacje
i dimeryzacj¢ IRF3, czyli 3. czynnika regulatorowego
interferonu odpowiedzialnego za ekspresje niektérych
gendw o dzialaniu antywirusowym [12, 42]. Wiru-
sowa fosfoproteina moze takze hamowac sygnalizacje
szlaku przeciwwirusowego STAT-I, blokujac transport
dimer6w STAT do jadra [9, 63]. W ten sposdb, biatko P
jest przypuszczalnie kluczowym antagonista interfe-
ronéw w czasie infekcji wirusem wécieklizny umozli-
wiajgc wirusom replikacje wiruséw w zainfekowanych
komorkach [8, 43].

Kolejnym z elementow, na ktory wplyw maja wirusy
wscieklizny, a dokladniej Rabies virus (genotyp 1.)
i Mokola virus (genotyp 3.), sa tancuchy lekkie LC8
dyneiny, czyli kompleksu biatkowego odpowiedzial-
nego za ruch organelli komérkowych wzdluz mikro-
tubuli. LC8 ulega ekspresji w réznych typach komérek
a biatko P lyssawiruséw poprzez oddziatywanie z tym
biatkiem prawdopodobnie umozliwia rozprzestrzenia-
nie si¢ wirusa poprzez dlugie aksony nerwéw obwo-
dowych z pierwotnego miejsca infekeji, ostatecznie
pozwalajac na dotarcie do OUN. LC8 prawdopodobnie
stanowi kluczowe ogniwo molekularne w patogenezie
wirusow wicieklizny i umozliwia oddziatywanie lyssa-
wiruséw na komoérkowy transport organizmu. Nie jest
ono jednak bezposrednio odpowiedzialne za ostateczne
dotarcie wiruséw do OUN [41, 54].

Wirusy wscieklizny prawdopodobnie mogg takze
zmienia¢ kanaly jonowe oraz zajmowac receptory ko-
morkowe, a tym samym modyfikowa¢ neurotransmisje.
U pacjentéw chorych na wscieklizne stwierdzono spa-
dek tetrahydrobiopteryny (BH4), a takze patologiczny
spadek przekaznikéw serotoninergicznych i dopami-
nergicznych zwiazany z utratg BH4. Niedobor BH4
prowadzi ostatecznie do zmniejszenia ptynnosci obrotu
serotoniny i dopaminy w mdzgu, a tym samym strat
tych neuroprzekaznikéw i uogdlnionego spowolnie-
nia aktywnosci elektrycznej w korze mézgu. Synteza
neuroprzekaznikow przebiega z udziatem m.in. hydro-
ksylazy fenyloalaniny, hydroksylazy tyrozyny i hydro-
ksylazy tryptofanu, ktérych niezbednym kofaktorem
jest BH4. Spadek stezenia BH4 prowadzi w rezultacie
do niedoboru m.in. adrenaliny, noradrenaliny, seroto-
niny, dopaminy i melatoniny [62].

Neuronalna syntaza tlenku azotu jest BH4-zalezna,
przez co niedobor BH4 moze takze prowadzi¢ do po-
tencjalnego niedokrwienia moézgu w wyniku uposledze-
nia unaczynienia mézgowego. Ponadto w przypadku
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infekcji wirusowej makrofagéw moze dojs¢ do uwol-
nienia z nich czynnikéw prozapalnych, w tym chemo-
kin, interleukin i cytokin oraz tlenku azotu. Obecno$¢
wirusa wécieklizny w komorce skutkuje ponadto ula-
twieniem produkgji tlenku azotu. Zwigkszona synteza
tlenku azotu prawdopodobnie jest czgscig antywiruso-
wej odpowiedzi komorki na zakazenie i przypuszczal-
nie stanowi jeden z czynnikdw wrodzonej odpowie-
dzi wptywajacy na replikacje wiruséw w komorce we
wezesnym stadium infekeji [33, 62].

W wiekszosci udokumentowanych przypadkéw
wécieklizny u ludzi do czasu wystapienia ostrych obja-
wow infekcji w surowicy krwi nie byty wykrywalne
swoiste przeciwciata przeciwko komdrkom zainfeko-
wanym wirusem wécieklizny. Takze w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym nie wykryto przeciwcial przeciwko
wirusowym glikoproteinom. Natomiast u pacjentow,
u ktoérych w surowicy krwi stwierdzono obecno$¢ prze-
ciwcial ich stezenia byly bardzo niskie, okreslane jako
prawie niewykrywalne. Udokumentowany jest przypa-
dek pacjenta chorego na wscieklizne, ktérego wprowa-
dzono w stan $pigczki farmakologicznej. Umozliwito
to indukcje odpowiedzi humoralnej organizmu oraz
wytworzenie przeciwcial IgG wykrywalnych nastepnie
zaréwno w surowicy krwi, jak i w plynie mézgowo-
-rdzeniowym. Pacjent ten przezyt prawdopodobnie
dzieki wytworzeniu przez jego organizm swoistych
przeciwcial. Glikoproteina G wirusow wscieklizny sta-
nowi gtéwny antygen, przeciwko ktéremu indukowana
jest ochronna odpowiedz ukladu odpornosciowego
ustroju. Istniejg takze inne elementy, takze jak cyto-
kiny, ktore spelniajg role w uodpornieniu organizmu
na wscieklizne. Indukcja apoptozy koreluje prawdopo-
dobnie z akumulacja glikoproteiny G w zainfekowanych
komorkach. Z kolei apoptoza i nastgpcza $mier¢ tych
komorek skutkuje silng wrodzong i nabyta odpowiedzig
odporno$ciowg organizmu [13, 22].

Wirusy wécieklizny prowadza ostatecznie do dys-
funkcji neuronalnej, ktéra prawdopodobnie spowodo-
wana jest zniszczeniem przez nie integralnosci cyto-
szkieletu i struktur synaptycznych neuronéw. Niektdre
patogeny z rodzaju Lyssavirus spp. s3 w stanie wpro-
wadzi¢ znaczgce zmiany w ekspresji bialek sieci cyto-
szkieletu komorek neuronalnych, w tym w izoformach
tubuliny i beta-tropomiozyny oraz wimentyny, a takze
bialek regulatorowych cytoszkieletu. Rozerwanie inte-
gralnosci cytoszkieletu stanowi prawdopodobnie jeden
z elementdw patogenezy wiruséw wscieklizny. Wirusy
wscieklizny wymagaja do wnikniecia do neuronéw
integralnosci sieci aktynowej cytoszkieletu. Lyssawirusy
dodatkowo s3 w stanie wprowadzi¢ zmiany strukturalne
organelli w neuronach, a takze mogg juz po wniknieciu
do komorki neuronalnej wptywa¢é na ich cytoszkielet
aktynowry, ktdry fizjologicznie petni kluczowe funkcje
neuronalne [11, 66].
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4.2. Objawy wscieklizny

Pierwsze objawy infekcji wirusowej podobne sa
zwyklego przeziebienia i obejmuja ogolne ostabienie
i zmeczenie, dyskomfort, gorgczke, brak apetytu, nud-
nosci, wymioty i bél glowy. Moga one trwa¢ nawet kilka
dni. W miejscu ugryzienia moze by¢ takze odczuwalne
ktucie, mrowienie, bol lub swedzenie. Kolejnymi obja-
wami zwigzanymi bezposrednio z przedostaniem si¢
wirusa do o$rodkowego ukladu nerwowego moga by¢
dysfunkcja moézgu, podwyzszony nastroj, niepokdj
i zdezorientowanie. Wraz z progresja infekcji wystapic
moga takze bezsennos¢, majaczenie, halucynacje oraz
dezorientacja. W drugiej fazie choroby, okreslanej jako
postaé porazenna, zaobserwowa¢ mozna ponadto ostre
objawy neurologiczne - dyzartria (zaburzenia mowy),
dysfagia (zaburzenia polykania), nadmierna produkcja
i wydzielanie $liny oraz oczoplas.

Ostry okres infekcji konczy si¢ zazwyczaj po 2
do 10 dniach. W momencie manifestacji pierwszych
objawow wicieklizny w wigkszosci przypadkéw cho-
roba doprowadzi do $mierci, a stosowane leczenie
objawowe ma jedynie przynie$¢ choremu tymczasowa
ulge. W okresie rozwiniecia si¢ petnego obrazu klinicz-
nego choroby charakterystyczny jest takze wodowstret
(20-50% chorych), ktéry objawia si¢ wystepowaniem
skurczéw mieéni potykowych, a w skrajnych przypad-
kach takze drgawkami calego ciata na widok lub sam
odgtos lejacej sie wody, oraz aerofobia [48]. Wyksztalca
sie ponadto zapalenie wielonerwowe [32, 34, 36, 47].

5. Prewencja, profilaktyka, diagnostyka, leczenie
5.1. Szczepienia

Prewencja zakazen wécieklizng ma na celu wytwo-
rzenie odpornosci swoistej. Do wyksztalcenia odpor-
noéci czynnej dochodzi w wyniku serii szczepien
- swoiste zapobieganie czynne. Szczepionka zawiera
inaktywowany wirus, ktéry stanowi jednoczesnie swo-
isty antygen majacy na celu doprowadzenie do wytwo-
rzenia pamieci immunologicznej poprzez stymulacje
ukladu odpornosciowego. Prewencja moze obejmowaé
dodatkowo wytworzenie odpornosci biernej poprzez
podanie przeciwcial wraz z iniekcjg ludzkiej immu-
noglobuliny - swoiste zapobieganie czynno-bierne
[17, 34]. Glikoproteina wirusa wscieklizny (biatko G)
zawiera miejsca antygenowe bedace celem dziatania
zaréwno przeciwcial indukowanych szczepieniami, jak
i podanej immunoglobuliny [60].

Obowigzek stosowania szczepien przeciwko wsciek-
liznie dotyczy oséb narazonych na zakazenie w wyniku
kontaktu ze zwierzeciem chorym lub podejrzanym
o zakazenie, jednak sg one réwniez zalecane osobom,
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ktore planujg podrdz do rejonéw endemicznego wyste-
powania zachorowan na wscieklizne [17].

Protokoly szczepien przeciwko wiciekliznie sg stale
uaktualniane i publikowane przez WHO. Aktualnie re-
komendowane s3 nowoczesne, podawane domigsniowo
lub podskérnie, szczepionki typu CCEEV (Cell Cul-
ture Vaccines and Embryonated Egg-based Vaccines),
zawierajace inaktywowane wirusy RABV. Maja by¢ one
stosowane zaréwno w dzialaniach przed- jak i po-eks-
pozycyjnych w postaci serii iniekeji przeprowadzanych
wedlug wskazan producenta szczepionki. Najczesciej
rekomendowane schematy to 3 dawki dla szczepie-
nia profilaktycznego oraz 5 (w dni 0, 3, 7, 14 i 28) lub
4 dawki (w dni 0, 3, 7 i 21) dla szczepienia po-ekspo-
zycyjnego. CCEEV s3 jednymi z najbardziej immuno-
gennych szczepionek. Odznaczajg si¢ bezpieczenstwem
stosowania i dobrg tolerancja wsrod pacjentéw [60].

Na przestrzeni lat wdrozono liczne programy zapo-
biegajace wisciekliznie, do ktdérych zalicza sie m.in.
stosowanie u 0oséb w grupie ryzyka wysoce immuno-
gennych, bezpiecznych szczepionek produkowanych
w warunkach hodowli komérkowych, a takze szcze-
pienia liséw oraz zwierzgt domowych — pséw i kotow.
Pozwolily one na znaczne ograniczenie wystepowania
wscieklizny u ludzi w Europie [48]. Immunoglobuliny
przeciwko wirusowi wécieklizny mogg by¢ podawane
kobietom w cigzy oraz karmigcym. Wszelka profilak-
tyka po-narazeniowa powinna by¢ zastosowana wobec
wszystkich, ktorzy kwalifikuja sie wedlug zalecen
WHO. Pacjenci chorzy na HIV spelniajacy okreslone
warunki takze moga otrzymac szczepionke na wicie-
klizne. W przypadku 0séb podrdzujacych nalezy oce-
ni¢ ryzyku narazenia na zarazenie wirusem wséciekli-
zny w sposob indywidualny, biorac pod uwage przede
wszystkim wystepowanie wécieklizny w miejscu doce-
lowym oraz planowane aktywnosci, np. przebywanie
w jaskiniach, w ktorych mozliwa jest obecnos¢ i bez-
posredni kontakt z nietoperzami [64].

Gléwny Inspektorat Sanitarny w Programie Szcze-
pient Ochronnych na rok 2018 réznicuje sposob poda-
wania szczepionki po ugryzieniu ze wzgledu na rodzaj
kontaktu oraz stan zdrowia zwierzecia [17].

5.2. Profilaktyka po-ekspozycyjna

Wzglednie dlugi czas inkubacja wirusa wscieklizny
w ludzkim organizmie stwarza mozliwos¢ unikniecia
konsekwencji klinicznych nawet po bezposredniej eks-
pozycji [60]. Powolny przebieg wscieklizny pozwala na
wywotlanie aktywnej odpowiedzi immunologicznej,
a tym samym zapewnienie ochrony przed dalszg infek-
cja [32]. Efekt ten jest mozliwy jedynie poprzez wdroze-
nie szybkiej i efektywnej profilaktyki po-ekspozycyjnej.

Pierwszym krokiem zapobiegawczym powinno by¢
przemycie rany wodg z mydlem lub substancja bedaca
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w stanie inaktywowa¢ wirusa. Oczyszczenie rany pro-
wadzi do zmniejszenia inokulum patogenu w jej obre-
bie. Nastepnie zalecane jest podanie serii szczepien
w celu sprowokowania organizmu do produkcji prze-
ciwcial. Ich obecno$¢ zmniejsza ryzyko przedostania
sie RABV do nerwéw obwodowych. Kolejnym kro-
kiem w profilaktycznych dziataniach po-ekspozyjnych
jest podanie w okolice rany immunoglobuliny prze-
ciwko wirusowi wécieklizny. Dostarczy ona niezbed-
nych przeciwciat do momentu rozpoczgcia ich produk-
¢ji przez organizm i umozliwi zneutralizowanie wirusa
w miejscu jego wniknigcia [32, 60].

Do roku 2012 udokumentowano mniej niz 10 przy-
padkow wyleczenia cztowieka z wécieklizny, a jedynie
w 2 z nich nie wdrozono wcze$niejszej profilaktyki
przed- lub po-narazeniowej [34]. W kazdym przypadku
zanieczyszczenia blony §luzowej lub otwartej rany $ling
lub tkanka mdzgowa zwierzecia podejrzanego o zacho-
rowanie na wscieklizne nalezy zastosowa¢ profilaktyke
[32]. Prawidlowo przeprowadzone, natychmiastowe
dziatania po ekspozycji na RABV wykazuja 100% sku-
teczno$¢ w zapobieganiu wsciekliznie. Zachorowanie
i ostatecznie $mier¢ z powodu choroby dotyczy przede
wszystkim osob, ktére nie mialy dostepu do szybkiej,
wlasciwej profilaktyki po-ekspozycyjnej [60].

5.3. Diagnostyka

W kazdym przypadku podejrzenia wscieklizny
nalezy potwierdzi¢ je za pomoca badan laboratoryj-
nych. W diagnostyce pomocny moze by¢ takze rezo-
nans magnetyczny, podczas ktérego obserwuje sie
umiarkowane wzmocnienie sygnalu w sekwencji T2
w obrebie poszczegélnych obszaréw mozgu - pnia,
podwzgdrza, hipokampa oraz substancji bialej i szarej.
U pacjentow w fazie $pigczki wzmocnienie sygnatu
nastepuje po zastosowaniu gadoliny. W diagnostyce
roznicowej wécieklizny tomografia komputerowa nie
spefnia zadnej roli.

W badaniach laboratoryjnych infekcje lyssawirusem
mozna stwierdzi¢ poprzez wykrycie antygenu wirusa,
swoistych przeciwcial neutralizujacych w surowicy lub
plynie mézgowo-rdzeniowym Inng metods jest izo-
lacja samego wirusa badz jego kwasu nukleinowego.
Antygen wirusowy wykrywa si¢ za pomoca metody
bezposredniej immunofluorescencji, ktora stanowi tzw.
»ztoty standard”. Wykorzystuje si¢ w tym celu przede
wszystkim §ling, preparaty odciskowe z rogéwki (czu-
to$¢ 46%) lub materiat przygotowany po wykonaniu
biopsji skdry pobranej z karku. W ostatnim przypadku
czuto$¢ metody wynosi 50-94% i wzrasta wraz z cza-
sem trwania infekcji. Podobna czutoscia cechuje si¢
takze test wykrywajacy kwas nukleinowy lyssawirusa
w $linie przy zastosowaniu metody PCR z odwrotng
transkryptaza.
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Zaden z testéw nie cechuje sie 100% skuteczno$cia,
wiarygodnoscig i czulo$cig, wigc w celu potwierdzenia
infekcji zalecane jest wykonanie kilku testéw jedno-
czesnie. W diagnostyce posmiertnej stosuje si¢ takie
same metody jak w przyzyciowej, lecz material badany
stanowi gtéwnie tkanka moézgowa [48]. W celu potwier-
dzenia badz wykluczenia wscieklizny wykonywane
sg rowniez testy wykrywania wewnatrzcytoplazma-
tycznych cialek wtretowych w zakazonych neuronach.
Zawierajg one cialka Negriego, czyli agregaty wiruso-
wych rybonukleokapsydow. Wystepuja one w nawet
do 90% badanych tkanek mézgowych oséb objetych
infekcja [32].

5.4. Leczenie eksperymentalne

Protokét Milwaukee zostal opracowany przez
dr. Rodneya Willoughby Juniora i stanowi raport z eks-
perymentalnej formy leczenia wscieklizny u cztowieka,
u 15-letniej dziewczynki z Wisconsin w USA - Jeanny
Giese, u ktorej wscieklizna rozwineta si¢ miesigc po
ugryzieniu przez nietoperza w lewy palec wskazujacy,
ktére to mialo miejsce 12 wrze$nia 2004 roku [44].
Do tego roku znane bylo jedynie 5 przypadkéw oséb,
ktére nie umarly po zainfekowaniu wirusem wscie-
klizny. Kazda z tych oséb byla poddana profilaktyce
po-ekspozycyjnej w postaci podania odpowiedniej
szczepionki. Dziewczynka z USA poddana ekspery-
mentalnej terapii wedlug protokotu Milwaukee byta
pierwsza osoba, ktdra przezyla bez natychmiastowej,
wczesniejszej profilaktyce po-narazeniowej [4]. Rana
zostala przemyta jedynie woda utleniong. Pierwsze
objawy neurologiczne zostaty zauwazone po 37 dniach
od incydentu - dziewczynka zostala przyjeta do lokal-
nego szpitala z wysoka goragczka (39°C), zaburze-
niami mowy, skurczem migéni lewej reki, podwoéjnym
widzeniem, nudnos$ciami i wymiotami, bez innych
objawow grypy lub przezigbienia. Neurolog stwierdzit
u niej ponadto niezborno$¢ ruchowa oraz obustronne
porazenie nerwu odwodzacego. Po zdiagnozowaniu
wécieklizny poprzez wyizolowane w 2. dniu hospita-
lizacji podczas badania przeciwcial przeciwko wicie-
kliznie (a nie Zywego wirusa) zostala ona poddana
eksperymentalnemu leczeniu poprzez wprowadzenie
w $pigczke farmakologiczng i utrzymanie jej w niej jak
najdluzej w celu uchronienia moézgu przed dalszym
uszkodzeniem, a tym samym umozliwienia systemowi
odporno$ciowemu dziewczynki wytworzenia przeciw-
cial niezbednych do zwalczenia wirusa. Podane zostaly
jej ketamina, rybawiryna, amantadyna i midazolam
[44]. Ketamina jest antagonista receptorow NMDA
o udowodnionym na zwierzetach dzialaniu neuropro-
tektywnym przy udarach i urazach mdzgu. W terapii
wicieklizny zostala zastosowana jako lek eksperymen-
talny, o braku udowodnionego dziatania na modelach

ludzkich. Teoretycznie miata ona chroni¢ mozg przed
ekscytotoksycznoscig kwasu glutaminowego, glownego
neurotransmitera w o$rodkowym uktadzie nerwowym,
jednak w przypadku wscieklizny uprzednio nie wyka-
zano skuteczno$ci nawet na modelu zwierzecym [67].
Rybawiryna, wykazujaca ograniczone mozliwo$ci wni-
kania do centralnego ukladu nerwowego, podawana
byta w dawkach bedacych w stanie podnies$¢ poziom
biatek w ptynie mézgowo-rdzeniowym, a tym samym
wykazac poziom przepuszczalnosci bariery krew-mozg
[44]. Podanie dziewczynce duzych dawek anestetykow
w celu wprowadzenia jej w $piaczke farmakologiczng
o dzialaniu terapeutycznym mialo doprowadzi¢ do
zmniejszenia aktywnos$ci metabolicznej jej organizmu
oraz utrzymania nerwéw w jak najlepszym stanie. Dzia-
tanie to takze mialo forme eksperymentalng, o skutecz-
nosci potwierdzonej jedynie na modelach zwierzecych
w przypadku udaréw i uszkodzen mézgu oraz stanow
padaczkowych. Spigczka miala takze zapobiegaé niesta-
bilnosci autonomicznego uktadu nerwowego, wystepu-
jacej przy zakazeniu wirusem wscieklizny [67].

Po 8 dniach pobytu w szpitalu zauwazone zostaty
oznaki podjecia walki z wirusem przez system odpor-
nos$ciowy dziewczynki po wykonaniu punkeji ledzwio-
wej. Wykazano zwigkszony poziom przeciwcial przeciw
wéciekliznie, co pozwolifo na rozpoczecie wyprowa-
dzenia jej ze $pigczki. W 12. dniu hospitalizacji u dziew-
czynki ujawnila si¢ grypa nie reagujaca na standardowe
leczenie. W 15. dniu leczenia zmniejszono tempera-
ture pokoju, w ktérym przebywata chora, o 5,5°C, co
poskutkowato spadkiem o 3,6°C temperatury ciata
dziewczynki. Pacjentka zostala uznana za wolng od
wirusa wscieklizny po 31 dniach w szpitalu, a ponadto
nie stwierdzono powaznego uszkodzenia zdolnosci
umystowych po przebytej chorobie oraz leczeniu.
Okoto 5 miesigcy po hospitalizacji dziewczynka byla
$wiadoma i komunikatywna, ale stwierdzono u niej
napadowg dystoni¢ (mimowolne ruchy powodujace
wyginanie i skrecanie poszczegdlnych czesci ciata),
dyzartri¢ oraz balizm (zamaszyste, gwattowne ruchy
konczyn, prowadzace do niestabilnego chodu) [44].

Dziewczynka zainfekowana byta prawdopodobnie
wyjatkowo fagodnym typem wirusa wscieklizny prze-
noszonego przez nietoperze-wampiry z podrodziny
Desmodontinae [61] lub ugryzienie nastapilo w miejscu
bardzo oddalonym od o$rodkowego ukladu nerwo-
wego, co umozliwilo jej przezycie wécieklizny po zapla-
nowanym leczeniem wedlug protokotu Milwaukee.
Kolejnych 6 lub wiecej prob leczenia objawowej wicie-
klizny z uzyciem tego typu leczenia nie powiodto sie.
4. lutego 2009 roku w Teksasie miala miejsce kolejna
udana terapia wedlug protokotu Milwaukee, takze po
ugryzieniu chlopca przez nietoperza-wampira [44].

Protokot Milwaukee od poczatku swojego powstania
przechodzit wiele modyfikacji. Ostatnia z nich miafa na
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celu eliminacje rybawiryny oraz barbituranéw z puli
$rodkow uzywanych w leczeniu wécieklizny tg metoda
[61]. Ponadto, jednym z dzialan niepozadanych przy
stosowaniu rybawiryny moze by¢ opdznienie produkcji
przeciwcial [4]. Z oryginalnych lekéw pozostaty jedynie
midazolam oraz ketamina, przez co obecnie protokdt
Milwaukee podobny jest do standardowego postepowa-
nia na oddziatach intensywnej terapii na calym $wiecie.
W 2013 World Health Organization oficjalnie oglosita,
ze nie istnieje potwierdzona, skuteczna metoda lecze-
nia wscieklizny [61]. Jedng z teorii eliminacji infekcji
jest indukcja reakcji zapalnej organizmu z chemoki-
nami i IFN w roli gtéwnej. Znalazta ona potwierdzenie
jedynie w przypadku myszy zakazonych matymi daw-
kami wirusa w warunkach laboratoryjnych, jednak nie
zostala ona potwierdzona przy infekeji Lyssavirus spp.
w warunkach srodowiskowych [35].

6. Podsumowanie

Rodzaj Lyssavirus wcigz stanowi obiekt badan i nie
zostal w pelni poznany. Nieprzerwanie ma miejsce
odkrywanie i klasyfikowanie nowych patogenéw nale-
zacych do lyssawiruséw (w roku 2012 w Hiszpanii
wyizolowany zostal prawdopodobnie kolejny gatu-
nek), a najnowszy podzial systematyczny pochodzi
z roku 2016. Wirus wicieklizny wystepuje praktycz-
nie na calym $wiecie pod postacig réznych gatunkow
nalezacych do tego samego rodzaju. Ponadto caly czas
trwaja prace nad wynalezieniem skutecznego lecze-
nia przeciwko infekcji — forme¢ eksperymentalng na
dzien dzisiejszy stanowi terapia wedlug protokotu
Milwaukee. Na zakazenie szczegdlnie narazone sg osoby
majace kontakt z dzikg zwierzyng. Do metod zapobie-
gania i zmniejszenia drastycznosci przebiegu choroby
zaliczane sg przede wszystkim szczepionki oraz bezpo-
$rednia profilaktyka po-ekspozycyjna. Dzigki dobrze
opracowanym metodom diagnostycznym mozliwa jest
takze skuteczna, a przede wszystkim szybka identyfi-
kacja infekcji. Zloty standard stanowi wykrycie anty-
genu wirusowego za pomoca metody bezposredniej
immunofluorescencji.
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