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POPIS KRATICA

WN — West Nile

WNV — West Nile virus

NI WNV — Neuroinvazivni West Nile virus
SZS — Sredi$nji zivéani sustav

CSL — Cerebrospinalni likvor

RT-PCR — Reverse-transcriptase polymerase-chain reaction
MR — Magnetska rezonanca

CT — Kompjuterizirana tomografija

EEG - Elektroencefalogram

IKT — Intrakranijalni tlak

JIL — Jedinica intenzivnog lijeCenja

KMB — Krvno-mozdana barijera

NT — Neutralizacijski test

Al — Avidity index

GCS - Glasgow coma scale

GOS - Glasgow outcome score



SAZETAK

Prikaz serije bolesnika s teSkom neuroinvazivhom West Nile virusnom infekcijom

lije€enih u Klinici za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢" u Zagrebu
Sara Haberle

Neuroinvazivha West Nile virusna (NI WNV) bolest predstavlja rijetko, ali teSko
oCitovanje WNV infekcije. Na ovaj nacin oboli manje od 1% bolesnika. Rizi¢ni ¢imbenici
za pojavu NI WNV infekcije su starija Zivotna dob, kroni¢ne bolesti (Secerna bolest,
hipertenzija) te imunosupresija (najcesce zbog transplantacije solidnih organa). NI WNV
infekcija najceSée se ocituje sindromom meningoencefalitisa, mijelitisa ili flakcidne
pareze. Kako je u Hrvatskoj 2018. godine zabiljeZzena do sada najveca epidemija WNV
bolesti, u ovom radu Zelimo prezentirati kljucne znacajke bolesnika s teSkim oblikom NI
WNV infekcije koji su lijeCeni u Zavodu za intenzivno lijeCenje i neuroinfektologiju Klinike
za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢“ u Zagrebu tijekom navedenog epidemijskog
razdoblja. LijeCeno je 12 bolesnika, od toga 8 muskaraca, medijan dobi iznosio je 73
(minimum 59, maksimum 84) godine. Pet bolesnika bili su iz Grada Zagreba, 2 iz
Zagrebacke, te po jedan bolesnik iz Karlovacke, Medimurske, Koprivnicko-krizevacke,
Varazdinske i Viroviticke Zupanije. Polovica bolesnika su stanovnici prigradskih naselja,
dok su polovica bili stanovnici gradova. Za dvojicu bolesnika je bilo poznato da su 4
tiedna ranije putovali (iz Ohio, SAD i u Bosansku Gradisku, BIH). Niti jedan bolesnik nije
imao podatak o prethodnom cijepljenju protiv krpeljinog meningoencefalitisa i/ili Zute
groznice. Vecina bolesnika su naveli komorbiditete, od kojih su naj¢eSci bili arterijska
hipertenzija (11/12), Se¢erna bolest (4/12) i hiperlipidemija (3/12). Dvojica bolesnika su
imali transplantiran bubreg (4 tjedna ranije i 5 godina ranije) te su primali
imunosupresiju. Vrijeme od pojave prvih simptoma do hospitalizacije iznosilo je medijan
5 (minimum 1, maksimum 13) dana. Najces¢i kliniCki simptomi bili su vrucica (12/12),
kvantitativni poremecaj svijesti (6/12), gastrointestinalni simptomi (6/12), glavobolja
(4/12) te opca slabost (4/12). Svi bolesnici su se prezentirali kliniCkom slikom
meningoencefalitisa. Tijekom lijeCenja u intenzivnoj jedinici 8 bolesnika su intubirani i

mehanicki ventilirani, medijan trajanja mehanicke ventilacije bio je 14.5 dana (minimum



5, maksimum 73 dana). Medijan trajanja hospitalizacije u JIL-u iznosio je 24.5 dana
(minimum 4, maksimum 73 dana), dok je medijan trajanja ukupne hospitalizacije iznosio
51.5 dan (minimum 19, maksimum 97 dana). Dva bolesnika su preminula tijekom
ljeCenja u JIL-u. Medijan Glasgow outcome score (GOS) kod otpusta iz JlL-a iznosio 3
(minimum 3, maksimum 4). Karnofsky performance score iznosio je median je 40%
(minimum 30% do 70%).

Zaklju¢no se moze reci da je u RH, NI WNV bolest rijetka, uglavhom pogada bolesnike
starije Zivotne dobi sa zna€ajnim komorbiditetima (arterijska hipertenzija, Secerna bolest,
stanje nakon transplantacije bubrega). Ovi bolesnici ¢esto imaju potrebu za intenzivnim
ljeCenjem, intubacijom, produzenom mehanickom ventilacijom, dugim boravkom u JIL-u
i dugotrajnom hospitalizacijom te kasnijom medicinskom rehabilitacijom. Dakle, radi se o
Zivotno ugrozavajuci bolesti koja pacijentima moze tesSko narusiti zdravlje, te predstavlja

veliki izazov za lijeCenje.

Kljune rijeci: Neuroinvazivha West Nile virusna bolest, Meningoencefalitis, Intenzivno

lijeCenje



SUMMARY

Case series of the patients with severe neuroinvasive West Nile viral infection treated at

the University Hospital for Infections Diseases ,Dr. Fran Mihaljevic®, Zagreb

Sara Haberle

Neuroinvasive West Nile viral (NI WNV) disease is a rare but difficult manifestation of
WNYV infection. Less than 1% of infected patients will be affected with neuroinvasive
disease. The risk factors for NI WNV infection are older age, chronic illness (diabetes,
hypertension) and immunosuppression (most commonly due to organ transplantation).
NI WNV infection is most often manifested by meningoencephalitis syndrome, myelitis,
or flaccid paresis. The largest epidemic of WNV infection ever recorded in Croatia was in
2018. In this paper, we will present the key features of the severe form of NI WNV
infection that has been treated at the Department for intensive medicine and
neuroinfections of the University Hospital for Infectious Diseases "Dr. Fran Mihaljevi¢ ",
Zagreb during 2018 epidemic period. Of the 12 patients treated, 8 were males, the
median patient age was 73 (minimum 59, maximum 84) years. Five patients were from
the Grad Zagreb County, 2 from ZagrebaCka County and one from Karlovacka,
Medimurska, Koprivnicko-krizevacCka, Varazdinska and Viroviticka County. Half of the
patients were residents of suburb areas, while half of them were town residents. Two
patients reported traveling 4 weeks earlier (from Ohio, USA and Bosanska Gradiska,
BIH). None of the patients provided any information on previous vaccination against tick-
borne encephalitis and/or yellow fever. Most patients reported comorbidities, most
commonly arterial hypertension (11/12), diabetes (4/12) and hyperlipidemia (3/12). Two
patients had transplanted kidney (4 weeks earlier and 5 years earlier) and received
immunosuppression. The time period from first symptoms onset to hospitalization was
median 5 (minimum 1, maximum 13) days. The most common clinical symptoms were
fever (12/12), altered mental status (6/12), gastrointestinal symptoms (6/12), headache
(4/12) and general weakness (4/12). All patients presented with a clinical feature of a
meningoencephalitis. During treatment in the Intensive care unit (ICU), 8 patients were
intubated and mechanically ventilated, the median duration of mechanical ventilation



was 14.5 days (minimum 5, maximum 73 days). The median duration of hospitalization
in ICU was 24.5 days (minimum 4, maximum 73 days), while the median duration of total
hospitalization was 51.5 days (minimum 19, maximum 97 days). Two patients died
during treatment at ICU. Median Glasgow score (GOS) at the time of release from the
ICU was 3 (minimum 3, maximum 4). Karnofsky performance score averaged 40%
(minimum 30% to 70%).

To conclude, NI WNV disease in Croatia is rare, mainly affects elderly patients with
significant comorbidities (arterial hypertension, diabetes mellitus, kidney transplant
status). These patients often require intensive treatment, intubation, extended
mechanical ventilation, long stay in ICU, long-term hospitalization and medical
rehabilitation. NI WNV infection is a life-threatening disease that can severely affect

patient’s health and it presents a great therapeutic challenge.

Key words: Neuroinvasive West Nile viral disease, Meningoencephalitis, Intensive care



1. UVOD

1.1. VIRUSNI ENCEFALITIS

Encefalitis je upalna bolest koja zahvaca mozZdani parenhim, a pracena je znakovima
disfunkcije srediSnjeg ziv€anog sustava. Vecina bolesnika ima upalom zahvacéene i
mozdane ovojnice te u tom slu€aju govorimo o meningoencefalitisu. U slucaju

zahvacanja kraljezi€ne mozdine govorimo o encefalomijelitisu (1).

Usprkos danas poznatim dijagnosti¢kim mogucnostima uzrok encefalitisa je nepoznat u
50% slu€ajeva, dok je u 20-50% slu€ajeva etiologija virusna (2). NajCeSce identificirani
virusi koji uzrokuju sporadi¢ne sluCajeve encefalitisa u imunokompetentnih osoba su
herpesvirusi (HSV, VZV, EBV). Epidemije encefalitisa najceS¢e su uzrokovane
arbovirusima, a njih moZemo podijeliti u nekoliko najCesc¢ih taksonomskih grupa poput
alfavirusa, flavivirusa i bunyavirusa (1). U Hrvatskoj su naj¢eSci uzroCnici enterovirusi,
srednjoeuropski krpeljni meningoencefalitis, HSV, VZV, a posljednjih godina i West Nile
virus (WNV). Subakutne i kroni¢ne infekcije vidamo €eSce u imunokompromitiranih
osoba, a uzrocnici pripadaju skupinama rjedih virusa, poput papovavirusa, HHV6, HHV7

i parvovirusa B19.

Klinicka slika encefalitisa ¢esto zapocinje glavoboljom i povracanjem. Zbog sustavnog
upalnog odgovora, opéi simptomi (vrucice, zimice, tresavice, artralgije) se javljaju na
poCetku bolesti, no ne moraju uvijek biti prisutni. Druga skupina simptoma i znakova
bolesti povezana je s disfunkcijom sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) (3). Najéeséi su
poremecaiji svijesti koji mogu biti blazi, poput konfuzije i letargije, ili tezi koji se krecu od
somnolencije, sopora pa sve do kome. Pacijent s encefalitisom moze imati halucinacije,
agitiranost, promjene raspolozZenja, a nekad i psihoti€ne epizode. Zbog ostecenja
mozdane kore, fokalni ili generalizirani epilepti¢ni napadaji nisu rijetkost. Virusi mozdani
parenhim u pravilu mogu zahvatiti difuzno ili fokalno, a ¢eS¢i fokalni simptomi su afazija,
ataksija, slabosti miSi¢a zbog zahvacanja gornjeg ili donjeg motoneurona i nekontrolirani
pokreti (tremor, mioklonizmi). U slu¢aju encefalomijelitisa, ovisno o razini zahvaéenosti

kraljeZicne mozdine, simptomi su mlohava kljenut miSi¢a, odsutnost tetivnih refleksa,
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retencija mokrace te otezano praznjenje stolice, a moguéi su i poremecaji osjeta.
Zahvacanje hipotalamo-hipofizne osi rezultira temperaturnom disregulacijom,
diabetesom insipidusom ili dolazi do sindroma neprimjerenog izlu€ivanja antidiuretickog
hormona (SIADH) (1). Nakon preboljelog encefalitisa moze zaostati niz oSteéenja,
takozvane neuroloSske sekvele. NajCeSCe su epilepsija, depresija, poremecaji

koncentracije, spavanja, ostecenje intelektualnih funkcija te ispadi osjeta i motorike (3).

Kod svake sumnje na virusni encefalitis, prva i klju€na laboratorijska pretraga je pretraga
cerebrospinalnog likvora (CSL). KarakteristiCan nalaz CSL-a u virusnom encefalitisu je
pretezito limfocitna pleocitoza, blaga proteinorahija i normalna koncentracija glukoze.
Stanice CSL-a prelaze 500/mm? u samo 10% encefalitisa. Infekcije arbovirusima mogu
ponekad uzrokovati porast stanica na >1000/mm?, iako taj nalaz moZemo pronadi i kod
neinfektivnih upalnih procesa SZS-a. U oko 20% pacijenata postoji znadajan broj
eritrocita (>500/ mm®) u CSL-u (1). Rutinski testovi u upotrebi za akutne encefalitise su
PCR i RT-PCR cerebrospinalnog likvora. Inicijalni testovi kod imunokompetentnih u
CSL-u detektiraju HSV1, HSV2, VZV, enteroviruse i kod djece mlade od 3 godine
parehoviruse. U sluaju negativnih testova, dodatnim testovima se traze CMV, HHVG,
HHV7, EBV i HIV, koji su inace inicijalni testovi kod imunokompromitiranih pacijenata.
Seroloski testovi seruma i CSL-a u akutnoj i konvalescentnoj fazi bolesti su klju¢ni u

dijagnosticiranju arbovirusa (2).

RadioloSke metode poput magnetske rezonance (MR) i kompjuterizirane tomografije
(CT), uz elektroencefalografiju (EEG), su nezaobilazne kod pacijenata s encefalitisom.
Velika su pomo¢ u razlu€ivanju dizufnog od fokalnog upalnog procesa, a najvecu ulogu
ima MR. Hiperintenzivne lezije kod T2 i FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery)
nadina snimanja upuéuju na encefalitis. Zarina promjena temporoparijetalnog korteksa
ide u prilog upali HSV-om, dok su multifokalna zarista signifikantnija za VZV. Kod WNV

promjenama su prozete dublje mozdane strukture poput talamusa i bazalnih ganglija (1).

Aciklovir je izrazito potentan lijek za lijeCenje HSV-a te svaku sumnju na virusni
encefalitis, pogotovo s prate¢im fokalnim ispadima, treba empirijski zapoceti lije€iti dok

se Cekaju laboratorijske pretrage za potvrdu dijagnoze. Terapija se prekida kod



dobivenih negativnih laboratorijskih nalaza na HSV, uz moguéu iznimku kod VZV i EBV
teSkog encefalitisa. Terapijska doza aciklovira je 10 mg/kg svakih 8 sati, 14-21 dan.
Ganciklovir i foskarnet su lijekovi kojima se zapocinje lijeCenje CMV i HHV6 encefalitisa,
iako njihova ucinkovitost nije u potpunosti potvrdena (1,3). Osim specificne antivirusne
terapije, za odrzavanje vitalnih funkcija pacijenata bitno je zapoceti i suportivnu terapiju.
Za odrzavanje normalnog intrakranijskog tlaka (IKT) zasluzna je antiedematozna terapija
20%-tnim manitolom i 3%-tnim natrijevim kloridom (3). Takoder treba nastojati odrzati
dobru oksigenaciju i normotenziju radi odrzavanja perfuzije mozga. Mnogi pacijenti imaju
potrebu za mehani¢kom ventilacijom zbog dubokog poremecaja svijesti i/ili centralne
depresije disanja i lijeCenje nastave u jedinicama intenzivnog lijeCenja (JIL). Zbog
dugotrajnog lijeCenja i oporavka, pacijenti zahtijevaju fizikalnu rehabilitaciju, koja uz

dobru psiholosku potporu smanjuje neuroloske deficite uzrokovane ovom bolesti.



1.2. WEST NILE VIRUS

WNV neurotropan je virus koji pripada serokompleksu japanskog encefalitisa, rodu
Flavivirusa te porodici Flaviviridae. Po nacinu prijenosa svrstavamo ga u arboviruse, a
najCesci vektor je komarac, roda Culex i Aedes. Dok je u SAD-u otkriveno Cak Sezdeset i
pet vrsti komaraca prijenosnika WNV-a, u Europi su potvrdena Cetiri, od kojih najvecu
incidenciju prijenosa virusa pokazuje Culex pipiens (4).

VZN se primarno zadrzava u prirodi putem transmisijskog ciklusa izmedu komaraca
(pretezito roda Culex) i ptica, primarnih rezervoara virusa, no isto tako uzrokuje infekciju
kod ljudi i ostalih sisavaca. Slu¢ajni domacini poput ¢ovjeka , konja i ostalih kraljeSnjaka
ne prenose infekciju natrag na komarca zbog izrazito kratkog trajanja viremije i njene
niske razine u krvi, ¢ime zatvaraju lanac transmisije. Osim uboda komarca, ostali nacini
kojima se Covjek moze =zaraziti su: transfuzija krvi, transplantacija organa,

transplacentarno i dojenjem (5).

< N\

PRIRODNI
CIKLUS

KRUZENJA *
VZN
Ptice

Primarni domadini i
rezervoari

Vektori

Culex spp., Aedes spp.,
Ochlerotatus spp....

Slucajni (krajnji)
domadini

Ljudi, konji i druge Zivotinje

Slika 1 Prirodini ciklus kruZzenja VZN (autor Prof. dr. sc. Ljubo Barbic)

Eksperimenti koji su se provodili na Zivotinjama, dali su dobar uvid u patogenezu virusa
u ljudi i nacin na koji se urodeni i ste€eni imunosni sustav bori protiv infekcije. Opisane

su tri faze patogeneze WNV-a: inicijalna faza i Sirenje (rana faza), virusna amplifikacija
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(faza Sirenja visceralnim organima) te neuroinvazija (faza zahvacanja sredi$njeg
Ziv€anog sustava). Prije opisivanja patogeneze i Sirenja virusa u €ovjeku, trebamo se
osvrnuti i na proces razmnozZavanja u samom vektoru. Komarac se zarazi virusom
prilikom sisanja zarazene krvi ptica. WNV se replicira u epitelnim stanicama crijeva
komarca i Siri hemolimfom do ostalih organa i Zlijezda slinovnica. Postoje mehanizmi koji
mogu suzbiti infekciju u vektoru, a to su: urodeni imunosni sustav i simbiotska bakterija
roda Wolbachia koja inducira oksidativni stres i na taj nacin sprje€ava infekciju. U
slucaju kada navedeni mehanizmi podbace i zarazeni komarac uspije prenijeti infekciju
na Covjeka, zapocinje inicijalna faza patogeneze virusa u Covjeka. Prilikom uboda,
komarac se hrani direktno ljudskom krvi iz zila i pritom ubrizga zarazenu slinu i virusne
Cestice koje se nalaze u njoj. Slina komarca sadrzi molekule koje pridonose
zaustavljanju hemostaze, smanjuju upalu i potiCu imunosupresiju putem citokina u
domacina, a infekcija nastupa puno brze nego $to bi nastala bez posrednistva vektora.
Te iste molekule posrednici su infekciji cilinih stanica u kozi Covjeka, keratinocita i
dendritiCkih stanica. Zarazene dendritiCke stanice ili keratinociti migriraju do drenaznih
limfnih &vorova, S§to rezultira viremijom i Sirenjem sve do visceralnih organa i
potencijalno centralnog Ziv€anog sustava. Zahvaéeni mogu biti periferni organi podlozni
infekciji, poput slezene i oni manje podlozni, jetra i bubrezi. Ciljane stanice u tim
organima su dendriticke stanice, makrofagi i neutrofili. U slezeni i serumu detektiran je
vrhunac replikacije virusa Cetvrti dan nakon infekcije, dok se izmedu Sestog i osmog
dana virus moze locirati u centralnom zivéanom sustavu ukoliko je pro$ao krvno-
mozdanu barijeru (KMB). Nekoliko je mehanizama kojima virus prelazi spomenutu
zapreku, a to su: direktan prelazak posredovan TNF (Tumor necrosis factor) citokinima
koji povecavaju vaskularnu propusnost, izravnim prekidanjem endotelnih stani¢nih veza
putem metaloproteinaza, mehanizmom ,trojanskog konja“ kojim zaraZzeni monociti
prelaze KMB i retrogradnim aksonalnim transportom preko olfaktornih ili perifernih
neurona (6). Jednom kad se virus nalazi unutar mozdanog tkiva, promjene mogu nastati
direkthom degeneracijom neurona ili upalnim odgovorom kao reakcijom na virus, $to
patoloSki mijenja limfocite i mikrogliju mozga. Najosjetljivija podru¢ja mozga su

hipokampus, korteks, mali mozak i kraljeZicha mozdina (5).



Vecina infekcija u ljudi, priblizno 75%, prolazi asimptomatski. Simptomi se javljaju u 20-
40% ljudi, od kojih vecina dobije nespecifi¢nu febrilnu bolest - WNV vruéicu. Manje od
1% poprimi neuroinvazivni oblik bolesti koji se ocituje u obliku 3 sindroma: meningitisa,
encefalitisa i akutne mlohave paralize. Period inkubacije traje od 2 do 14 dana, iznimno
21 dan sto je ¢eSce uoCeno kod imunokompromitiranih bolesnika. WNV vrucica moze
poprimiti blagi oblik bolesti koji traje nekoliko dana ili progredira u bolest koja traje
tiednima ili pak mjesecima. Simptomi imaju nagli poCetak, a o€ituju se glavoboljom,
vruc¢icom, slabosti, miSicnom boli, osipom i umorom. Limfadenopatija, bol u zglobovima,
retroorbitalna bol te proljevi i povracanje simptomi su s rjedom ucestalosti pojavljivanja.
Vrucica je uglavnom odsutna ili je malog intenziteta. Osip se javlja u morbiliformnom ili
makulopapularnom obliku, predominantno na prsiStu i ekstremitetima uz izuzece

palmarne i plantarne povrsine (7).



1.3. NEUROINVAZIVNI WEST NILE VIRUS

Procijenjeno je kako 80% osoba zaraZzenih WNV-om ostanu asimptomatski. Oni koji
pokazuju simptome razviju WNV vrucicu, dok manje od 1% simptomatskih bolesnika
poprimi neuroloski oblik bolesti. U vecini sluCajeva radi se o neuroinvazivnoj bolesti u
kojoj je virus uspio ,probiti“ krvno-mozdanu barijeru, uéi u intratekalni prostor i zahvatiti
strukture SZS-a. Neuroinvazivna bolest pojavljuje se u 3 oblika i obuhvac¢a asepticki
(virusni) meningitis, encefalitis i akutnu mlohavu paralizu. Koji oblik poprimi i u kojem

trenutku, jo$ nije otkriveno, a klinicka slika bolesti ¢esto se preklapa.

AseptiCki meningitis ¢eS¢a je pojava u mladoj populaciji i ne moze ju se razlikovati od
ostalih virusnih meningitisa. Bolest pocCinje naglo, a o€ituje se vruéicom, glavoboljom i
pozitivnim meningealnim znakovima poput nuhalne rigidnosti, Kernigovog znaka i/ili
znaka Brudzinski, fotofobijom ili fonofobijom. Pridruzeni gastrointestinalni simptomi -
mucnina, povracanje, proljevi - mogu dovesti do dehidriranosti koja doprinosi intenzitetu
glavobolje. CSL pokazuje blagu pleocitozu koja ne prelazi 500 stanica/mm?. U pogetku
bolesti preteZita je dominacija limfocita u likvoru, dok se nakon poCetka simptoma slika
moze obrnuti u korist segmentiranih stanica neutrofila. Bolest je generalno pracena

dobrim ishodom, a samo neki pacijenti imaju perzistentne glavobolje, umor i izrazenu bol

.....

Encefalitis se ¢eS€e vida kod osoba starije zivotne dobi, iznad 55 godina te
imunokompromitiranih bolesnika. Moze varirati i poprimiti blagi, samolimitirajuc¢i oblik
konfuzije ili teski oblik encefalopatije, kome i rezultirati smrcu. Nespecificni simptomi
poput vrucice (70% - 100%), glavobolje (50% - 100%) i kvantitativni poremecaj svijesti
(50% - 100%) su Cesti. Povracanje, proljevi i osip po tijelu mogu se pronaci u velikom
broju pacijenata. Za razliku od ostalih encefalitisa, slabost miSi¢a je vodeci znak u 30% -
50% pacijenata zbog zahvacenosti donjeg motoneurona, praceno mlohavom paralizom i
hiporefleksima, no bez ispada osjeta. Ostali znakovi ukljuuju perifernu paralizu Zivaca,
dominantno nervusa facialisa, ali s odgodenim pocetkom u drugom ili tre¢em tjednu od
poCetka bolesti (9). Nekoliko neuroloskih sindroma, primarno ekstrapiramidnih

poremecaja, uoCeno je kod pacijenata s WNV-om $to ga moze diferencijalno
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dijagnosticki razluciti od ostalih virusa i sugerirati da se radi o0 WNV-u kao etioloSkom
Cimbeniku encefalitisa. Pacijenti Cesto razviju bilateralni tremor preteZito gornjih
ekstremiteta. Tremor je posturalnog karaktera s moguéom kinetiCkom komponentom.
Mioklonus, takoder pretezito gornjih ekstremiteta i facijalnih miSi¢a, moze biti izrazen
tjekom sna. Znakovi parkinsonizma poput hipomimije, bradikinezije i posturalne
nestabilnosti mogu dovesti do padova i naruSenosti funkcioniranju organizma.
Cerebelarna ataksija, uz povremenu trunkalnu nestabilnost i poremecaje hoda, isto je
tako opisana kod pacijenata s WNV-om. Vecéina poremecaja pokreta nestane nakon
nekog vremena, iako tremor i parkinsonizam mogu zaostati kod pacijenata s izrazito
teSkim encefalitisom. Razvoj poremecaja pokreta, odnosno diskinezija, prepisuju se
neurotropizmu virusa prema ekstrapiramidnim strukturama, pretezito meduli, ponsu,
supstanciji nigri, talamusu i cerebelumu. Neuropsihijatrijski simptomi su takoder prisutni,

a poprimaju oblik depresije, anksioznosti i apatije (8).

WNV akutna mlohava paraliza moZe se pojaviti u izoliranom obliku, no ¢eS¢e dolazi u
kombinaciji s meningitisom i/ili encefalitisom. Ce&¢i oblik akutne mlohave paralize je
sindrom nalik poliomijelitisu. Bolest nastupa naglo i ima brzu progresiju u asimetricnu
mlohavu paralizu (24-48h), uz pridruzene smanjene ili u potpunosti odsutne reflekse.
Zbog virusne predilekcije i zahvacanja anteriornih rogova donjeg motoneurona
kraljezicne mozdine, pacijenti imaju motornu slabost uz oCuvan osjet. MiSi¢na slabost
moze zahvatiti jedan ekstremitet (monoplegija) ili sva 4 u obliku tetrapareze ili
tretraplegije (9). Zahvacenost donjeg dijela kraljezicne mozdine rezultira retencijom
mokrace i otezanim praznjenjem stolice. Osim ¢eSce forme poliomijelitisa koji nastupa
naglo, prac¢en vruéicom, leukocitozom, asimetricnom misSicnom mlohavosti bez gubitka
osjeta, moguca je pojava i Guillian-Barré sindroma (8). Za razliku od poliomijelitisa, ovaj
sindrom je popracen simetricnom miSicnom slabosti uzlaznog tipa (od nogu prema
rukama) i povezan je s disfunkcijom osjeta i autonomnog Zivéanog sustava. Zivotno
ugrozavajuca situacija akutne mlohave paralize zahvacanje je neuromuskularno-
respiratornog sustava koja dovodi do paralize dijafragme i medurebrenih miSica,
potpunog zatajenja disanja Sto u konacnici zahtjeva endotrahealnu intubaciju i

mehanicku ventilaciju. Zahvacanje respiratorne muskulature je povezano sa visokim



morbiditetom i mortalitetom, a prezivjeli ovise o prolongiranoj mehanickoj ventilaciji koja

moze trajati i mjesecima.

Laboratorijski nalazi kompletne krve slike nisu specifini, leukociti su uglavnhom u
granicama normale, samo ponekad budu blago poviSeni. CSL pacijenata s virusnim
encefalitisom pokazuje urednu razinu glukoze (>2,2 mmol/L), blagu proteinorahiju
(<1g/L) i limfocitnu pleocitozu do 200 stmm?, iako razine prelaze i vise od 1000 st/mm?®
u nekim slu€ajevima (10). U istrazivanju Tyler et al. srednja vrijednost stanica u West
Nile encefalitisu (WNE) je 227 stmm?®. U 5.3% bolesnika s WNE, nadena je vrijednost
manja od 5 st/mm?, a >500 st/mm? u 8% bolesnika. Proteinorahija >5g/L zabilieZena je u

47% pacijenata, dok glukoza nije padala ispod razine 2.2 mmol/L (11).

Dijagnostika infekcije WNV-om provodi se izravnim (izolacija, molekularna dijagnostika) i
neizravnim metodama (seroloska dijagnostika). WNV se moze izolirati iz krvi, CSL-a te
postmortalno dobivenih uzoraka tkiva. Prisutnost WNV-a u kulturi stanica dokazuje se
metodom imunofluorescencije (IF) te lanfane reakcije polimerazom nakon reverzne

transkripcije (engl. Reverse-transcriptase polymerase-chain reaction, RT-PCR) (12).

Serologija je neizravna metoda u dijagnosticiranju WNV infektivne bolesti. IgM protutijela
ne prelaze KMB, a ukoliko se detektiraju u CSL-u indikator su infekciji SZS-a virusom.
Dokazuju se MAC-ELISA testom u serumu i CSL-u, a pozitivhi su osmi dan od pojave
prvih simptoma. IgG protutijela nemaju dijagnosti¢ku vrijednost u akutnoj fazi bolesti.
Anti WNV IgM mogu perzistirati do jedne godine u nekih pacijenata, zbog ¢ega pozitivan
test ne mora nuzno biti povezan sa trenutnom bolesti (13). Isto tako, nedavna
imunizacija (Virus Zute groznice, virus japanskog encefalitisa) ili infekcija drugim
flavivirusima (St. Louis encefalitis, dengue virus) uzrokuju kriznu reakciju i pozitivan
WNYV IgM test, zbog Cega se pristupa PNTR testu (plaque reduction neutralizing test).
PNTR test dokazuje lazno pozitivan test prilikom krizne reakcije medu flavivirusima, ali
je dostupan u samo nekoliko referentnih laboratorijskih centara. Molekularna metoda
PCR-om u uzorcima seruma i urina moze detektirati virusnu RNA, no korisnija je za

imunokompromitirane pacijente kod kojih je serokonverzija usporena ili odsutna. U



Kanadi i SAD-u se u sklopu NAAT-a (nucleic acid amplification test) dodatno koristi za

skrining donirane krvi u svrhu eliminacije rizika infekcije prilikom transfuzije krvi (7).

KarakteristiCha slika MR-a je poremecaj intenziteta signala bilateralno u podrucju
bazalnih ganglija i talamusa na T2 i FLAIR mjernoj slici. Znacajna patologija ha magnetu
pronalazi se u 2/3 pacijenata oboljelih od WNE, puno manje nego u oboljelih od HSV
encefalitisa. EEG mozZe biti prisutan u obliku generalizirano sporih, anteriornih ili

temporalnih trofaznih Siljak-val kompleksa (1).

lako je granica izmedu kratkoroCnih i dugoro¢nih ishoda WNYV infektivnhe bolesti
nedovoljno definirana, Sejvar je definirao kratkoroCne ishode kao posljedice koje su
prisutne u akutnoj bolesti, neposredno nakon otpusta iz bolnice i u razdoblju oporavka.
Dugoroc¢ni ishodi, odnosno kroni¢ne sekvele, stanja su koja perzistiraju mjesecima i
godinama nakon akutne bolesti. Kronicne sekvele dijele se na neuroloSke, kognitivne i
psihicke te funkcionalne sekvele. Od dugorocnih posliedica WNE, perzistirajuce
neuroloSke sekvele Ceste su kod bolesnika koji su prezivjeli akutnu bolest. Poremecaiji
pokreta i disfunkcije ekstrapiramidalnog sustava u akutnom encefalitisu prolaznog su
karaktera, u trajanju od nekoliko dana ili tiedana. Ipak, mogu perzistirati nekoliko mjeseci
ili godina. U istrazivanju nakon epidemije 2002. godine u Louisiani, 38% bolesnika imalo
je tremor i parkinsonizam 8 mjeseci nakon rezolucije akutne bolesti. Ve¢inom su bili
blagog karaktera i nisu naruSavali funkcioniranje bolesnika, dok su u nekim slu€ajevima
tremor i bradikinezija utjecali na dnevne aktivnosti poput hranjenja i odijevanja (14). Kod
WNV milohave paralize, a pogotovo bolesnika pracenih akutnom insuficijencijom
respiratornog sustava, rana disartrija i disfagija su Cesta pojava. Oporavak miSi¢ne
shage traje 6-8 mjeseci od nastanka slabosti. U istraZivanju koje je obuhvatilo 24 studije,
u neuroinvazivnom obliku bolesti zabiljezena je miSicna slabost (7-73%), umor (48-75%)
i miSicna bol (19-49%) (15). Kod nekih bolesnika s teSkim oblikom neuroinvazivne
bolesti i nastalom paralizom zabiljezen je oporavak u potpunosti. Za prevenciju
kontraktura, patologije zglobova i atrofije muskulature potrebna je fizikalna i
rehabilitacijska terapija. Kognitivne i psiholoSke posljedice WNV infektivne bolesti nisu
rijetkost. Gubitak memorije, depresija, poteskote s koncentracijom, agitiranost,

anksioznost te promijenjeno mentalno stanje samo su neki od kognitivnih i psiholoskih
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dugoroc¢nijih sekvela. U 19 sakupljenih studija medu 967 ispitanika, Patel et al. opisali su
najceSc¢e: gubitak pamcenja (25-49%), depresiju (23-41%) i poteSkoce s koncentracijom
(34-48%). U manje od 5% bolesnika javili su se perzistirajuCi pani¢ni napadaji,

hiperaktivnost, psihomotorna disfunkcija i disfunkcija govora (15).

Trenutna opcija lijeCenja WNV bolesti ostaje suportivha terapija. Provodila su se
istrazivanja koja su identificirali osjetljive markere, rekombinantna protutijela, peptide i
molekule u svrhu direktnog ili indirektnog neutraliziranja WNV-a. Imuni y globulin, WNV
specificna neutralizirajuéa monoklonalna antitijela, kortikosteroidi, ribavirin i interferon
alfa-2b neke su od terapijskih opcija koje nisu polucile rezultata, velikim dijelom zbog
malog uzorka pacijenata (7). Jedno istrazivanje provodilo se na 2 pacijenta koja su bila
zarazena WNV-om i zadobila encefalitis. LijeCeni su alfa interferonom, nekada
standardnom terapijom za hepatitis C, i pokazali su znantno poboljSanje te brzi

oporavak.

Trenutno su ukupno Cetiri cjepiva licencirana i odobrena za konje, dok ni jedno cjepivo
jo$ nije licencirano za Covjeka. Neka od istrazivanih cjepiva, poput Zivog atenuiranog,
rekombinantnog, DNA cjepiva s eksprimiranjem WNV E proteina, Zivo rekombinantno i
atenuirano cjepivo koje se bazira na neglikozilirajuéem E i mutiranom NS1 proteinu,
pokazala su obecavajuce rezultate i prosle fazu istrazivanja 1 i 2. Faza 3 joS$ uvijek nije

realizirana zbog nepoznatog trziSnog potencijala (16).
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1.4. EPIDEMIOLOGHA WNV INFEKCIE

Virus je prvi put izoliran 1937. godine u Ugandi, a nakon toga se javljaju epidemije u

Aziji, Europi, Australiji te 1999. godine u Sjedinjenim Americkim drzavama.

i: i M Osijek-Baranja County
16 @ Brod-Posavina County
14 I W Zagreb/Zagrebacka County
12 @ Medimurje County
10 @ Vukovar-Srijem County
8 W Sisak-Moslavina County
6
4 - @ Karlovac County
) l O Koprivnica-Krizevci County
0 - ‘ A . ‘ I ‘ Hﬂi O Varazdin County
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 O Virovitica-Podravina county

Slika 2 Dijagram prevalencije WN neuroinvazivne infekcijske bolesti u Zupanijama RH (dijagram izradila doc. dr. sc.
Tatjana Vilibic Cavlek)

U srpnju 2012. godine prvi je put registrirana epidemija infekcije WNV-om u Srbiji, s 41
laboratorijski potvrdena sluaja i 6 smrtnih slu€ajeva. U rujnu 2012. godine, prva
epidemija WNV-a laboratorijski je potvrdena u 3 Zupanije na istoku Republike Hrvatske,
uz granicu sa Srbijom. 2013. godine 19 osoba iz Grada Zagreba i Zagrebacke Zupanije
oboljelo je od infekcije WNV-om. Iz Brodsko-posavske Zupanije 1 osoba je oboljela
2014. godine. U 2015. godini 1 osoba je oboljela u Zagrebackoj Zupaniji. 2016. godine u
Karlovackoj zupaniji javljaju se 2 oboljele osobe, a 2017. broj osoba povecéan je na 8, i to
1 osoba iz podrucja VirovitiCko-podravske Zupanije, 2 osobe iz Osjecko-baranjske
Zupanije, 2 osobe iz Sisacko-moslavacke Zupanije te 3 osobe iz podruéja Grada
Zagreba i ZagrebaCke zupanije. Najveca do sad zapisana epidemija dogodila se 2018.
godine. 19 osoba pripada OsjeCko-baranjskoj Zupaniji, 15 osoba je iz Zagrebacke
Zupanije i Grada Zagreba, 5 osoba iz KoprivniCko-krizevatke Zupanije, 4 osobe iz

Varazdinske Zupanije, 2 osobe iz VirovitiCko-podravske Zupanije, 2 osobe iz
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Vukovarsko-srijemske Zupanije, 2 osobe iz Medimurske Zupanije, 2 osobe iz Brodsko-

posavske Zupanije te 1 osoba iz Karlovacke Zupanije (Slika 2.).
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je analizirati demografske, epidemioloSke, klinicke, laboratorijske,
seroloSske i radioloSke karakteristike pacijenata s teSkom West Nile virusnom
neuroinvazivnom bolesti koji su lijjeCeni u Zavodu =za intenzivnu medicinu i
neuroinfektologiju Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢® i prikazati nova

iskustva s tesko oboljelima u JIL-u.
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3. METODE

Ova retrospektivha opservacijska analiza obuhvaca bolesnike s teSkom West Nile
neuroinvazivnom bolesti iz epidemije 2018. godine, koji su lijeCeni u Zavodu za
intenzivnu medicinu i neuroinfektologiju Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevic®.
Do navedenih bolesnika dosli smo uz pomoc¢ elektronske baze podataka pacijenata
lije€enih u Zavodu 2018. godine. Podatci o klinickom lije€enju, tijeku i dinamici bolesti te
ishodu lijeCenja pri otpustu iz bolnice dobiveni su uvidom u povjesti bolesti koje su
arhivirane na Odjelu za medicinsku dokumentaciju Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran

Mihaljevic®.

Unaprijed definirani tip podataka unesen je u tablicu u programu Microsoft Excel, a ona

ukljuCuje:

e demografske podatke (dob i spol)

e epidemioloSke podatke (prebivaliste, putovanje unatrag 4 tjedna)

e klinicke podatke (datum nastupa bolesti, broj dana do hospitalizacije, glavni
znakovi i simptomi bolesti, najvisa tjelesna temperatura, najnizi GCS,
komorbiditeti, trajanje hospitalizacije u JIL-u, trajanje ukupne hospitalizacije,
GOS, Karnofsky score)

e laboratorijske parametre (CSL — broj stanica/mm?®  polimorfonukleari,
mononukleari, proteini, glukoza; KKS — leukociti, eritrociti, hemoglobin, trombociti,
AST, ALT, GGT; Upalni parametar — CRP)

e seroloske podatke (IgM i 1gG u serumu i likvoru, NT, Al)

e molekularno-bioloske podatke (RT-PCR u serumu, urinu i likvoru)

¢ radiolo8ke pretrage (CT i MR)

e elektroencefalogram (EEG)

e mjere intenzivhog lijeCenja (mehaniCka ventilacija, intubacija, traheotomija,
suportivna terapija, simptomatska terapija, antimikrobna terapija, uvodenje

nazogastricne (NG) sonde i urinarnog katetera (UK))
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e ishodi (trajanje mehaniCke ventilacije, trajanje lije€enja u JIL-u, ukupno trajanje
hospitalizacije, vitalni status kod otpusta, Glasgow outcome score kod otpusta i

Karnofsky performance score kod otpusta).

Svaki parametar koji nije pronaden u elektronskoj bazi podataka ili povijesti bolesti
arhivirane na Odjelu za medicinsku dokumentaciju Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran

Mihaljevic" oznacen je kao ,nepoznat®.

Epidemioloski podatci uklju€uju prebivaliste i putovanje unatrag 4 tjedna. Klinic¢ki podatci
odnose se na opce, gastrointestinalne i neuroloSke simptome bolesnika koji su uslijedili

prvog dana nastupa bolesti.

Svi pacijenti podvrgnuti su lumbalnoj punkciji i analizi CSL-a citoloski i biokemijski

(razina proteina i glukoze u likvoru).

Serologija se radila na svim uzorcima seruma i likvora na protutijela WNV IgM i IgG. IgM
protutijela se smatraju negativnima ako je rezultat <0.8, u granicama ukoliko su 0.8-1.1 i
pozitivna iznad 1.1. IgG protutijela su negativna ukoliko je rezultat <16, u granicama 16-
22 i pozitivan iznad 22.

Za dodatnu potvrdu WNV infektivne bolesti raden je jedan NT, dok je test aviditeta raden
na uzorcima 4 bolesnika. Al (avidity index) izrazava se u postotcima i interpretira kao
nizak < 40%, graniCan 40-60% i visok >60% te je koristan za dodatno dokazivanje

akutne ili nedavne infekcije.

Uzorci svih pacijenata testirani su na WNV RNA koriste¢i se lanCanom reakcijom
polimeraze nakon reverzne transkripcije (engl. Reverse-transcriptase polymerase-chain

reaction, RT-PCR) u serumu i urinu te jednom uzorku likvora.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) kriteriji za dijagnozu neuroinvazivne

arbovirusne bolesti (podgrupa West Nile infekcijska bolest) iz 2015. godine (17) :
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1. Kilinicki kriteriji
e Meningitis, encefalitis, akutna mlohava paraliza ili neki drugi znak
disfunkcije centralnog ili perifernog Ziv€anog sustava
e Ostali kliniCki simptomi arbovirusnih bolesti: glavobolja, miSi¢na bol, osip,
artralgije, vrtoglavica, povrac¢anje, pareza i/ili nuhalna rigidnost; nedostatak
drugog klinickog objasnjenja
2. Laboratorijski kriteriji
e |zolacija virusa ili potvrda specificnog virusnog antigena u tkivu, krvi, CSL-
u ili drugoj tjelesnoj tekucini
o Cetverostruko ili ve¢e povecanje titra specifiénog protutijela u serumu
e Virus specificni IgM protutijelo u serumu uz potvrdu neutralizacijskim
testom
e Virus specificni IgM u CSL-u ili serumu
3. Klasifikacija slucaja:
e Vjerojatan slucaj
o Prisutnost klini¢kih kriterija uz laboratorijski kriterij: virus specificni
IgM protutijelo u CSL-u ili serumu bez potvrde dodatnim testom
e Potvrden slucaj
o Prisutnost klini¢kih kriterija uz jedan ili viSe laboratorijskih kriterija
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4. REZULTATI

Tijekom epidemije WNV infekcije 2018. god. u Zavodu za intenzivnu medicinu i
neuroinfektologiju Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevic lije¢eno je 12
bolesnika s neuroinvazivnim oblikom WNV infekcije. Svih 12 pacijenata zadovoljilo je
CDC kriterije za potvrdeni slu¢aj WNV neuroinvazivne bolesti (17).

U Tablici 1. prikazani su demografski i epidemioloski podatci uklju€enih bolesnika.
LijeCeno je 12 bolesnika, 8 muskaraca, a medijan dobi je iznosio 73 godine (minimum
59, maksimum 84). Najraniji datum nastupa bolesti bio je 25. srpnja 2018., a najkasniji
13. rujna 2018. Polovica bolesnika bili su stanovnici prigradskih naselja, dok su polovica
bili stanovnici gradova. U Gradu Zagrebu oboljelo je 5/12 bolesnika, u Zagrebackoj
Zupaniji 2/12 te po 1 bolesnik iz Karlovacke, Medimurske, KoprivniCko-krizevacke,
Varazdinske i Viroviticko-podravske Zupanije. Ukupno 2 bolesnika prijavili su povremeni
boravak i putovanje 4 tjedna prije nastupa bolesti; iz Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava

(Ohio) i u Bosnu i Hercegovinu (Bosanska Gradiska).

Glavne klinicke znaCajke bolesnika opisane su u Tablici 2. Medijan trajanja bolesti od
pocetka simptoma do hospitalizacije iznosio je 5 dana (od 1 do 13 dana). Median broja
simptoma bio je 4, a naj¢es¢i kliniCki simptomi i znakovi bili su: vrucica (12/12),
kvantitativni poremecaj svijesti (6/12), glavobolja (4/12) i opéa slabost (4/12).
Gastrointestinalni simptomi javljaju se u 5 bolesnika u obliku muc¢nine, povracanja,
dijarealnih tegoba i boli u abdomenu. Medijan najviSe zabiljeZene tjelesne temperature
iznosi 39.5 °C (od 38.3 do 40.0 °C). Medijan najnizeg GCS-a je 9 (od 3 do 15). Kao
komorbiditete bolesnici su najéeSce naveli: arterijsku hipertenziju (11/12), $ecernu bolest
tip 2 (4/12) i hiperlipidemiju (3/12). Dvojica pacijenata su imali transplantirani bubreg (4

tiedna i 5 godina ranije) i uzimali imunosupresivnu terapiju.
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Tablica 1 Glavne demografske | epidemioloske znacajke pacijenata s West Nile neuroinvazivnom infekcijom

Demografski podatci

Epidemioloski podatci

) Spol
Slucaj Dob y ) o ) . .
) (Z=%enski, Prebivaliste Putovanje (4 tjedna ranije)
(godine)
M= muski)
1 72 7 Karlovac/Karlovacka Zupanija
2 77 M Dugo Selo/Zagrebacka zupanija
3 66 M Zagreb/Grad Zagreb
4 84 M Zagreb/Grad Zagreb
B Sjedinjene Americke
5 74 M Samobor/Zagrebacka Zupanija
Drzave (Ohio)
6 76 7 Sesvete/Grad Zagreb
. Dekanovec/Medimurska
7 73 z
Zupanija
8 63 M Sesvete/Grad Zagreb
L Purdevac/Koprivni¢ko-
9 73 z
krizevacka Zupanija
10 78 M Varazdin/Varazdinska zupanija
Slatina/Viroviticko-podravska
11 59 M
Zupanija
Cerovljani, Bosanska
12 63 M Zagreb/Grad Zagreb

Gradiska
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Prilikom boravka u JIL-u, poduzete su sliede¢e mjere intenzivnog lijeCenja: antimikrobna
terapija (10/12), postavljanje urinarnog katetera (12/12), nazogastricne sonde (10/12),
centralnog venskog katetera (10/12), 8 bolesnika je traheotomirano, intubirano i
mehanicki ventilirano. Medijan trajanja mehaniCke ventilacije iznosio je 14.5 (5 — 73)
dana. Trajanje hospitalizacije u JIL-u iznosilo je median 24.5 (od 4 do 73) dana, dok je
trajanje ukupne hospitalizacije iznosilo medijan 51.5 (od 19 do 97) dana. Prilikom
otpusta medijan Glasgow outcome score (GOS) je bio 3 (od 3 do 4), dok je medijan

Karnofsky performance score iznosio 40% (od 30% do 70%).

Pri otpustu iz bolnice 1 bolesnik je oporavljen u potpunosti, dok je 9/12 pacijenata imalo
prisutne neuroloSke sekvele: slabost muskulature, nestabilan hod, psihoorgansku
promijenjenost, paraparezu nogu, paraplegiju nogu, tetraplegiju, tremor Saka. Dvoje

bolesnika imalo je smrtni ishod.

Podatci o laboratorijskoj dijagnostici opisanih pacijenata navedeni su u Tablici 3. Analiza
CSL-a pokazuje pleocitozu s prosjekom 516,58+498,43 stanica/mm® i medijanom od
333.5 (od 37 do 1520) stanica/ymm®. Predominaciju mononukleara ima 5/12 bolesnika
(od 0.25 do 0.98), polimorfonukleara 3/12 (od 0.02 do 0.75), dok podjednak rezultat
polimorfonukleara i mononukleara ima 4/12 bolesnika. Glukoza u likvoru iznosi medijan
3.8 mmol/L (od 2.9 do 7.7 mmol/L). Medijan proteina je 1.37 g/L (od 0.47 do 3.01 g/L). U
krvnoj slici bolesnika nadeni su poviSeni leukociti koji prosjecno iznose 11.17+4.08 x
10° /L, medijan 10.45 (od 6.2 do 20) x 10°%L. Eritrociti su u prosjeku 4.3+0.89 x 10%/L,
medijan 4.47 (od 2.44 do 5.59) x 10*?/L, hemoglobin u prosjeku 128+21.4 g/L, medijan
132 (od 72 do 150) g/L, trombociti u prosjeku 148.9+52.3 x 10° /L, medijan 132 (od 80
do 226) x 10%/L, AST prosjeéno 36.83+23.23 U/L, medijan 35 (od 12 do 93) U/L, ALT
prosjeCno 28.92+16.17 U/L, medijan 28.5 (od 8 do 52) U/L te GGT prosjecno
52.5+44.55 U/L, medijan 36 (od 19 do 181) U/L . Upalni parametar CRP iznosi
prosjecno 55.02+50.87 mg/L, medijan 40 (od 1.3 do 133.3) mg/L.
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Tablica 2 Glavne klinicke znacajke pacijenata s West Nile neuroinvazivnom infekcijom u Hrvatskoj

Datum

Trajanje

Trajanje

Sluéaj nastupa Broj ‘da_na d..o Glav_m znakpw I Najvisa tielesna Najnizi Komorbiditeti hospitalizacije u hospitalizacije =~ GOS Karnofsky
: hospitalizacije simptomi temperatura GCS ’ - score (%)
bolesti JIL-u (dani) (dani)
Vruéica, glavobolja, Arterijska hipertenzija, fibrilacija atrija,
1 25.07.2018. 6 nestabilnost u hodu, 39.5°C 10 Jska hip 12 1a arija, 15 31 3 40
Lo korinarna bolest, dijabetes tip 2
dezorijentiranost
Arterijska hipertenzija, undulacija atrija,
2 05.08.2018. 5 Vruéica 40.0°C 12 koranarna bolest, operacija aneurizme 7 60 4 50
abdominalne aorte, kolektomija zbog
karcinoma kolona, hipotireoza, gonartroza
o Arterijska hipertenzija, hiperlipidemija,
Vrucica, smetenost, koronarna bolest, dijabetes tip 2, nefrektomija
3 03.08.2018. 13 dezorijentiranost, 38.2°C 15 o'est, cll P2, My 9 22 4 70
zbog karcinoma bubrega, transplantacija
somnolentnost ] " } o
bubrega, retinopatija, polineuropatija
4 10.08.2018. 6 Vrucica, mucnina, 40.0 °C 3 Arterijska hipertenzija, hipertrofija prostate, 26 29 1 0
povracanje astma
Vrucica, opc¢a slabost " . e N
RN ’ o Arterijska hipertenzija, hiperlipidemija,
5 26.06.2018. 3 dezorijentiranost, 39.0°C 9 aortobifemoralni bypass 48 59 3 40
tremor ruku
Vruéica, op€a slabost, o Arterijska hipertenzija, astma, hipotireoza,
6 81.08.2018. 1 glavobolja 39.0°C 15 kolelitijaza, nefrolitijaza, osteoartritis 4 19 4 70
Vruéica, povraéanje, - . " " . o
- o Arterijska hipertenzija, dijabetes tip 2, fibrilacija
7 27.08.2018. 5 dljarealr]elteglc_)be,_ 38.3°C 3 i undulacija atrija, KOPB 73 73 1 0
poremecaj svijesti
Vruéica, glavobolja, - . - !
8 30.08.2018. 3 opca slabost, 40.0°C 8 A”e”ls'f:i‘ d@&erﬁ?&zg:'adr:?:]?;es tip 2, 60 81 3 40
oslabljen apetit P !
9 30.08.2018. 4 Vruéica, poremeca)j - 7 Arterijska hipertenzija 37 45 3 40
svijesti
Vrucica, vodenaste - . - : o
10 24.08.2018. 12 stolice, otezano 38.8°C 9 Arterjska hiperterizja, tubulotersticskl 19 41 3 40
mokrenje » nipertip J
Vrucica, opca slabost,
glavobolja, bol u Mezangioproliferativni glomeruloneftiris
11 04.09.2018. 10 abdomenu, 39.5°C 9 glop na : 51 97 3 40
. transplantacija bubrega
vodenaste stolice,
otezano mokrenje
Vruéica, povraéanje,
12 13.09.2018. 4 nestabilan u hodu, 39.5°C 14 Arterijska hipertenzija 23 58 3 30

dvoslike
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Tablica 3 Laboratorijski nalazi CSL-a,CRP-a i krvna slika bolesnika s West Nile neuroinvazivhom infekcijskom bolesti u Hrvatskoj

Dan bolesti kada je

Broj

Sutal kOt SR oSl S e S Lo S S ey R AT AT e
(CsL) nm? (oL)
1 6. dan 90 0,04 0,96 1,0 51 9,7 7,3 5,59 149 188 32 31 77
2 7. dan 518 0,52 0,48 1,3 3,2 6,4 111,6 4,2 115 119 25 18 38
3 2. dan 427 0,45 0,55 1,89 4,1 9,1 35,9 4,75 141 123 12 12 43
4 2. dan 483 0,69 0,31 1,44 3,8 13,2 133,3 4,86 146 226 43 52 181
5 6. dan 37 0,28 0,72 0,71 3,2 14 3,9 4,23 129 123 58 46 34
6 1. dan 197 0,18 0,82 0,47 3,7 13,2 44,1 4,53 135 167 93 49 32
7 3. dan 240 0,02 0,98 1,1 6,8 20 16,2 2,44 72 140 15 8 70
8 3. dan 1067 0,75 0,25 1,46 7,7 7,4 1,3 5,03 150 86 38 42 59
9 5. dan 1280 0,25 0,75 3,01 3,8 6,2 55,8 2,75 116 80 40 26 29
10 13. dan 180 0,62 0,38 1,88 3,57 11,2 102,3 4,58 134 207 52 38 19
11 10. dan 1520 0,47 0,53 1,58 2,9 15 130,8 4,3 119 103 15 12 26
12 4. dan 160 0,58 0,42 0,72 4.8 8,7 17,8 4.4 130 225 19 13 22

Referentni raspon - CSL: broj stanica/mm® (0-5), polimorfonuklearne/mononuklearne stanice (100% mononukleari), proteini g/L (0.17 — 0.37), glukoza mmol/L
(<2.2) ; Krvna slika: Leukociti (4.0 — 10.0) x10%/L, Trombociti (100 — 400) x10%L , Eritrociti (44 - 5.8) x10%/L | Hemoglobin (120 — 180) g/L, Aspartat-
aminotransferaza; AST (11 — 38) U/L, Alanin-aminotransferaza; ALT (12 — 48) U/L, Gama-glutamiltransferaza; GGT (11 — 55) U/L ; Upalni parametar: C-reaktivni

protein; CRP (>5.0) mg/L
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NeuroradioloSka dijagnostika radena je putem kompjuterizirane tomografije (CT) i
magnetske rezonance (MR). Ukupno je napravljeno 7 CT snimki, od toga su 3 uredna

nalaza, a 4 nalaza s kroni¢nim promjenama.

Cetiri bolesnika podvrgnuta su MR snimci mozga, a 1 dodatno MR snimci
lumbosakralne kraljezicne mozdine. Na svim snimkama magneta mozga uocCena je
razliCita patologija. Radi se o: mikrovaskularnim lezijama, promijenjenom intenzitetu
signala u ponsu, mesencefalonu, malom mozgu, bazalnim ganglijima, krura cerebri te
imbibiciji meningi (Slika 2.). Na snimci kraljeZzicne mozdine uocen je povecani intenzitet
signala pije medule spinalis, medularnog konusa i korijena spinalnog Zivca (Slika 3.).
Elektroencefalogram raden kod svih pacijenata. Jedan bolesnik ima difuzno usporen
nalaz, trojica difuzno iregularan nalaz, a 8 bolesnika difuzno usporen i iregularan nalaz
EEG-a.

Slika 3 MR mozga (FLAIR): A) hiperintenzivni signal u podrucju krura cerebri; B) hiperintenzitet u podrucju bazalnih
ganglija; C) hiperintenzitet u podruc¢ju mesencefalona

Slika 4 MR kraljeziéne mozdine: postkontrastno u T1 mjernoj slici pokazuje povecani intenzitet signala pije medule
spinalis, medularnog konusa i korijena spinalnog Zivca
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Tablica 4 Nalazi serologije i PCR dijagnostike u dvanaestero bolesnika s West Nile neuroinvazivhom infekcijskom bolesti lije¢enih u Zavodu za intenzivnhu medicine
I neuroinfektologiju Klinike za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢” u Zagrebu tiijekom epidemije 2018. God.

WNYV IgG
Slucaj Dan testa WNVigM (serum; WNVIigM . WNY I9G NT Al PCR P(?R '.DCR
(serum) RU/m) (likvor) (likvor; RU/m) (serum) (urin) (likvor)
2. dan 4.4 29,31
1 4,68 22,13 0,03 Neg Neg
7. dan 4,18 115,23
2 7. dan 5,23 4,94 5,36 2,14 Poz Poz
3 8. dan 0,33 183,63 0,08 77,53 0,86 Poz Poz
2. dan 0,94 5,37
4 Poz Poz
9. dan 2,99 159,59 0,33
5 1. dan 3,36 8,77 0,47 <2 20 Poz Poz
6 1. dan 2,75 3,54 0,67 <2 Neg Neg
1. dan 2,22 19,37 3,27 37,63 Poz Poz
5. dan 0,27 <2 0 <2
8 13. dan 0,95 <2 2,84 <2 Neg Neg
39. dan 2,26 5,64 3,56 12,91
9 2. dan 4,32 69,14 4,34 11,85 Neg Poz
10 3. dan 3,09 3,32 3,01 3,7 Neg Poz
2. dan 0,49 <2
11 0,11 <2 Poz
16. dan 5,05 66,36
3. dan 0,53 <2 0,09 <2
12 13. dan 1,22 3,39 01 < Neg Neg

Referentne vrijednosti : IgM protutijela su negativna ako je rezultat <0.8, u grani¢an ukoliko su 0.8-1.1 i pozitivha iznad 1.1. IgG protutijela su negativna ukoliko je
rezultat <16, grani€an 16-22 i pozitivan iznad 22. Al (avidity index) izrazava se u postotcima i interpretira kao nizak < 40%, grani¢an 40-60% i visok >60%.
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U Tablici 4. opisani su rezultati serologije, neutralizacijskog testa, testa aviditeta te PCR-
a na WNV. Test serologije i PCR-a su se radili u prosjeku 3. dan od primitkau JIL. U 4
od 8 bolesnika IgM specifiCna protutijela se nisu detektirala u inicijalnom uzorku seruma,
1/12 ima grani¢nu razinu antitijela u serumu, a 7/12 pozitivan rezultat. IgM protutijela u
prosjeku iznose 2.32+1.79(RU)/m, median 2.48 (od 0.27 do 5.23), a u likvoru je prosjek
2+2.14, median 0.67 (0-4.68). IgG protutijela u inicijalnom uzorku seruma nisu bili
pozitivni u 8/12 bolesnika, pozitivni su bili u 3/12, a 1 bolesnik je imao grani¢ne
vrijednosti protutijela. IgG u serumu u prosjeku iznosi 36.38+59.14(RU)/m, median je
8.77 (<2-183.63)(RU)/m. U likvoru IgG u prosjeku iznosi 25.83+£28.54(RU)/m, median je
17 (<2-77.53)(RU)/m. Dodatnih 5 testova serologije radeno je 7., 9., 13., 16., i 39. dan
od primitka u JIL. Serokonverzija negativnih IgM protutijela u serumu se dogodila u 3/4
uzorka seruma, a IgG protutijela 2/8. PCR u uzorku seruma je pozitivan na WNV u 5/11
bolesnika, u urinu je naden pozitivitet na WNV 7/11, dok je na uzorku likvora raden
samo jedan PCR i ujedno je pozitivan. Test aviditeta raden je Cetvorici bolesnika, a Al
pozitivan je samo jednoj osobi i iznosi 86%, dok ostali negativni indexi iznose 3%, 33% i
17%.
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5. RASPRAVA

WNV je uzroCnik emergentne bolesti na podru¢ju Republike Hrvatske. Od 2012. godine
WN infekcijska bolest javlja se u obliku epidemija, a najve¢a se dogodila 2018. godine s
ukupno 52 slu€aja neuroinvazivnhog oblika bolesti. U nasem radu opisali smo 12
bolesnika s teSkim oblikom NI WNV infekcije, kao i tijek hospitalizacije u JIL-u te ishode

prilikom otpusta iz bolnice.

Sli¢no kao i Debiasi et al., sluajevi nasih 12 pacijenata sugeriraju kako starija zZivotna
dob i komorbiditeti imaju zna€ajnu ulogu u patogenezi WNV (9). Svi pacijenti imaju vise
od 59 godina i boluju od kroni¢nih bolesti od kojih je naj¢eS¢a arterijska hipertenzija
(11/12), diabetes mellitus tip 2 (4/12) i hiperlipidemija (3/12) te se broj komorbiditeta
penje do 8. Zbog transplantiranog bubrega, dvojica od dvanaestero bolesnika pripadaju
imunodeficijentim bolesnicima. Kod ovih bolesnika primije¢eno je duze vrijeme od
pojave simptoma do hospitalizacije (vjerojatno postupniji nastup bolesti) te duze vrijeme
od prvih simptoma do detekcije seroloSskog odgovora. Dok je kod ostalih bolesnika
medijan od nastanka simptoma do hospitalizacije 5 dana, kod dvojice bolesnika s
transplantiranim bubregom vrijeme od pojave bolesti do hospitalizacije trajalo je 10 i 13

dana.

lako su Sejvar et al. opisali osip kao jedan od vodecih simptoma uz vrucicu i glavobolju,
u nasoj studiji nije uoCen ni kod jednog bolesnika. Isto tako, od gastrointestinalnih
simptoma opisuju se samo povracanje i mucnina, dok su kod na$ih bolesnika zapazeni

jo$ i bol u abdomenu i dijarealne tegobe (18).

Bode et al. u svom istrazivanju primjeéuju kako su slabost muskulature i poremecaj
svijesti povezani s viSom stopom mehanike ventilacije, Sto je oCekivano. Medutim, jos
uvijek je nepoznato radi li se o kombinaciji ova dva stanja ili o izoliranom stanju. U
njihovoj studiji intubirano je i mehanicki ventilirano 38% pacijenata sa miSicnom slabosti i
8% bez miSi¢ne slabosti (19). U naSem slucaju ¢ak (4/8) bolesnika koji su bili mehanicki
ventilirani imaju u podlozi miSiénu slabost koja se kre¢e od parapareze do tetraplegije, a

samo (2/8) pacijenta su bili psihoorganski promijenjeni. Mortalitet i smrtni ishod
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zabiljezen je u 2 pacijenta koji su bili na mehanickoj ventilaciji. U studiji Sejvar et al.,
trajanje hospitalizacije u JIL-u je medijan 10 dana za 16 WNYV seropozitivnih pacijenata,
a ukupna hospitalizacija broji medijan 12 dana (18). NaSe istraZivanje broji medijan u
JIL-u od 24.5 (od 4 do 73) dana, a ukupnu hospitalizaciju medijan 51.5 (od 19 do 97)

dana.

Za razliku od Tayler et al. koji zapaZa prosjek stanica u CSL-u 227 st/mm?® i
proteinorahiju koja prelazi 5 g/L u 47% slu€ajeva, nasi bolesnici imaju veci prosjek
stanica u likvoru (516.58+498.43 st/mm?), a proteini nisu dosezali razinu veéu od 3.01
g/L. Kao i u njihovoj studiji, glukoza nije bila ispod razine 2.2 mmol/L (11). lako se radi o
virusnoj neuroinvazivnoj bolesti kod koje je uobiCajena dominacija mononuklearnih
stanica u CSL-u, u nasoj studiji polimorfonukleara ima 3/12 bolesnika, medijan 46 (od 2
do 75) %, a mononukleara 5/12 bolesnika, medijan 54 (od 25 do 98) %.

Sejvar et al. prikazuju akutnu patologiju putem MR-a u obliku bilateralne i fokalne lezije
bazalnih ganglija, talamusa i ponsa te poja¢an signal kaude ekvine i korijena spinalnog
Zivca na 67% pacijenata i CT bez akutne patologije (18). Nasa studija takoder prikazuje
CT nalaze bez akutne patologije, ali MR dodatno pokazuje lezije u podrucju

mesencefalona, krura cerebri i meningi, iako je raden na samo 4/12 pacijenata.

U Republici Hrvatskoj, u istrazivanju provedenom 2013. godine, rezultati serologije
variraju naspram seroloskih rezultata 2018. godine. U studiji Vilibic-Cavlek et al., 85%
bolesnika je imalo pozitivna IgM i IgG protutijela u inicijalnom serumu, a 3 pacijenta su
imala samo IgM pozitivitet. Serokonverzija iz negativhog u pozitivan rezultat dogodila se
u 13 sparenih uzoraka. WNV RNA je bio negativan u svim uzorcima likvora (20). NaSa
studija je zabiljezila 7/12 pozitivnih IgM protutijela u inicijalnom uzorku seruma i 3/12
IgG protutijela. Serokonverzija se dogodila u 3/4 uzorka seruma na IgM i 2/8 uzoraka na
IgG protutijela. WNV RNA je raden na samo jednom uzorku likvora i bio je pozitivan.
Primjetili smo takoder da je WNV RNA bio u 7/11 slu€ajeva pozitivan u uzorku urina, za

razliku od 5/11 pozitivhog nalaza u serumu.

Kao i u prethodnim studijama, najCeSCe sekvele prilikom otpusta iz bolnice nasih
bolesnika bile su: spazam ekstremiteta, nestabilnost u hodu, psihoorganska
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promijenjenost i slabost muskulature (15,18). Isto tako, bolesnici koji su bili intubirani i
mehanicki ventilirani imali su teze neuroloSke sekvele pri otpustu iz bolnice (parapareza,
paraplegija i tetraplegija), takoder u toj populaciji nalazimo dvoje pacijenata sa smrtnim
ishodom tijekom lijeCenja. Najduze trajanje mehaniCke ventilacije od 73 i 25 dana

rezultiralo je smrtnim ishodom u oba pacijenta.

Ograni¢enje ovog rada je Cinjenica da se radi o retrospektivnoj studiji i samim time
postoji vjerojatnost manjakavosti pri uzimanju podataka i pracenju tijekom
hospitalizacije. Isto tako, samo je 4/12 bolesnika podvrgnuto snimanju MR-om, to nas

ograniCava pri analiziranju i dodatnom otkrivanju patologija snimki magneta.

Unato¢ ovim nedostatcima i ograni¢enjima rada, po prvi put smo u RH opisali i izolirali
skupinu teskih neuroinvazivnih WNV bolesnika i donijeli nova iskustva u JIL-u. Ukazali
smo na uzrocno-posljedicnu vezu duljeg seroloSkog odgovora s imunodeficijentnim
stanjem bolesnika, identifikacije virusa PCR-om prvenstveno u urinu, mehanicke
ventilacije i tezih oblika neurolo$kih sekvela prilikom otpusta iz bolnice i trajanja

mehanicke ventilacije sa smrtnim ishodom.
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6. ZAKUUCAK

Prvo retrospektivno istrazivanje 12 bolesnika s teSkim oblikom neuroinvazivhe WNV
infekcije tijekom epidemije 2018. godine ima javno-zdravstveni znacaj u Republici
Hrvatskoj. Potvrdilo je da su starija Zivotna dob, komorbiditeti (arterijska hipertenzija,
dijabetes i hiperlipidemija) te imunosupresija zbog transplantacije solidnih organa
znacaijni rizi¢ni ¢imbenici za nastanak teSkog oblika infekcije koji ¢e rezultirati potrebom
za intenzivnim lije€enjem, mehanic¢kom ventilacijom, dugotrajnim lijeCenjem u JIL-u i
dugotrajnom hospitalizacijom. Takoder je pokazalo da imunosuprimirani bolesnici imaju
produljeno vrijeme stvaranja seroloskog odgovora, te da je kod njih brza dijagnostika
PCR-om iz urina ili seruma vrlo zna€ajna u ranom otkrivanju ove bolesti i razlikovanju
prema drugim rijetkim i neuobi€ajenim uzronicima koji mogu pogoditi ovu skupinu

bolesnika.

Zakljutno se moze recCi da je NI WNV infekcija rijetka, ali potencijalno Zivotno
ugrozavajuca bolest koja moze zahtijevati produljeno intenzivno lije€enje s neizvjesnim

ishodom te da za dijagnostiCare i kliniCare moze predstavljati veliki izazov.
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