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Detection of anti-Borna disease virus antibodies in patients hospita-
lized in psychiatric hospitals situated in the mid-western region of
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Dokonano oceny cze¢sto$ci wystepowania prze-
ciwciat przeciwko wirusowi choroby Borna za
pomoca metody ECLIA w populacji pacjentéw
hospitalizowanych w szpitalach psychiatrycznych
w $rodkowozachodniej Polsce.
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The seroprevalence of anti- Borna disease virus
antibodies in the population of patients hospi-
talized in psychiatric hospitals of mid-western
Poland was assessed with the ECLIA method.
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Wedlug wspotczesnych pogladéw do wystapienia zaburzen psychicznych konieczna
jest interakcja predyspozycji genetycznej i czynnikow psychospotecznych oraz nie-
korzystnych biologicznych wptywow srodowiskowych. Nagromadzone w ostatnich
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kilkudziesigciu latach wyniki badan wskazuja, ze jednym z istotnych czynnikow
przyczyniajacych si¢ do powstawania zaburzefn psychicznych sa zakazenia, wérod
ktérych najwicksza uwage badaczy zwracajg infekcje wirusowe [1, 2, 3].

Wirus choroby Borna (Borna disease virus — BDV) jest wirusem o pojedynczej
nici kwasu rybonukleinowego (RNA), zaklasyfikowanym do nowo powstalej rodziny
Bornaviridae. BDV wykazuje silny neurotropizm, rozprzestrzenia si¢ przechodzac
przez szczeline synaptyczna, replikuje si¢ w jadrze komorki i nie wykazuje cytopa-
tyczno$ci (nie powoduje $mierci neurondéw) [4, 5, 6, 7, 8, 9]. Wirus moze zakazac
wiele gatunkow zwierzat stalocieplnych. Jego replikacja zachodzi zarowno w neuro-
nach, doprowadzajac do uposledzenia neuroprzekaznictwa, jak i w komorkach krwi
obwodowej, pomimo produkowania przez organizm gospodarza specyficznych prze-
ciwciat. Na terenach endemicznych BDV powoduje zapalenia mozgu koni i owiec.
Pierwsza opisana epidemia miata miejsce w okolicy miasteczka Borna w Saksonii, od
ktérego pochodzi nazwa wirusa. W przypadku infekcji zwierzat doswiadczalnych —
na przyktad szczuréw — BDV moze wywotywaé zroznicowane objawy behawioralne
iuposledza¢ czynnosci poznawcze [10, 11, 12,13, 14, 15]. Manifestacja behawioralna
zakazenia zwierzat wirusem BDV w niektérych przypadkach przypomina objawy
psychopatologiczne wystepujace w przebiegu zaburzen psychicznych u ludzi, takie
jak apatia, wycofanie, pobudzenie psychoruchowe i autoagresja [16]. Z tego wzgledu
rozpoczgto poszukiwania markerow infekceji wirusem BDV u pacjentow z chorobami
psychicznymi.

Na udziat zakazenia BDV w etiopatogenezie zaburzen psychicznych moze wskazy-
wac wigksza czestos¢ wystgpowania przeciwciat anty-BDV w populacji 0s6b chorych
psychicznie niz w populacji 0os6b zdrowych. Pierwsze doniesienia o wystepowaniu
takiej zalezno$ci pochodzg z badan Amsterdama i wsp. [17] oraz Rotta i wsp. [18]
przeprowadzonych w potowie lat 80. Badania serologiczne wykonane w kilku oérod-
kach potwierdzily uprzednie obserwacje, jednakze ich wadg byt brak standardowe;j
metody oznaczania seropozytywnos$ci anty-BDV.

Role wirusa BDV w etiopatogenezie niektorych zaburzen psychicznych wydaje sie
potwierdza¢ wykrycie RNA wirusa we krwi chorych psychicznie [19, 20], wyizolowa-
nie wirusa z krwi pacjentow z chorobg afektywna dwubiegunowa [21] oraz wykrycie
iizolacja wirusa z badanej posmiertnie tkanki mozgowej chorych na schizofrenig [22].
Wyniki dotychczasowych badan nie potwierdzaja zwigzku infekcji BDV z okreslong
jednostka diagnostyczna, jednakze wydaje sig, ze znaczniki zakazenia BDV wystepuja
czgsciej u chorych z psychozami, zaburzeniami lekowymi oraz niektérymi zaburze-
niami osobowosci [23, 24, 25].

Celem niniejszych badan byto stwierdzenie, czy w populacji pacjentoéw hospitali-
zowanych w szpitalach psychiatrycznych wojewodztw lubuskiego i wielkopolskiego
wystepuja przeciwciata anty-BDV oraz czy wystepowanie przypadkow seropozytyw-
nych wykazuje specyficzno$é diagnostyczng. Porownanie czestoSci wystepowania
przeciwciatl anty-BDV w populacji chorych psychicznie i 0s6b zdrowych zostanie
dokonane w osobnej publikacji, ze wzgledu na koniecznos¢ starannego doboru grupy
kontrolne;.
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Uprzednie badania czestosci wystepowania seropozytywnosci BDV wykazywaty
duze niedoskonato$ci metodologiczne. Poczatkowo stosowana metoda immunofluore-
scencji posredniej (IFA) byta niespecyficzna, a oceny seropozytywnos$ci dokonywat ba-
dacz w sposob subiektywny [24]. Kolejne oznaczenia metoda Western Blot, cechowaty
si¢ wieksza specyficznoscia, jednakze byly bardzo pracochtonne [26,27]. W 1998 jeden
z autorow tego artykutu (K.Y.) opracowat metode ECLIA (Electrochemiluminescence
Immunoassay), do ktorej zalet zalicza si¢ zautomatyzowang — komputerowg oceng
seropozytywnosci oraz duzg efektywnos¢, przy zachowaniu wysokiej specyficznosci
[28]. Metoda ECLIA pozwala na identyfikacje w surowicy przeciwciat przeciw dwu
biatkom wirusa BDV — p24 i p40.

W niniejszym badaniu metod¢ ECLIA zastosowano w celu oceny czgstosci wyste-
powania przeciwciat anty-BDV w populacji chorych psychicznie hospitalizowanych
w szpitalach psychiatrycznych wojewodztw lubuskiego i wielkopolskiego. Wojewodz-
twa te znajduja si¢ w odlegltosci okoto 400 kilometrow od rejondéw endemicznych
zakazen wirusem BDV zwierzat hodowlanych.

Material i metody
Grupa badana

Badaniem objeto 946 chorych hospitalizowanych w szpitalach psychiatrycznych
wojewodztw wielkopolskiego i lubuskiego, zlokalizowanych w Ciborzu, Gnieznie,
Gorzowie, Koscianie, Migdzyrzeczu, Sokotowce, Ztotowie, oraz pacjentow Kliniki
Psychiatrii w Poznaniu. Badania wykonano w 1999 roku. Lekarze prowadzacy badania
ustalili dane demograficzne i rozpoznanie zgodne z kryteriami diagnostycznymi ICD-
10. Wszystkim badanym pobrano krew zylng w ilosci 5 ml. Pacjenci uczestniczacy
w badaniu wyrazili pisemng zgodg¢ na przeprowadzenie badan. Projekt badan uzyskat
akceptacje Komisji Bioetyki przy Akademii Medycznej w Poznaniu.

Metoda oznaczania seropozytywnos$ci anty-BDV

Krew pobrana bez Srodka przeciwzakrzepowego zostata odwirowana, surowice od-
separowano i zamrozono w temperaturze —20° C. Probki surowicy zostaty zakodowane
i przestane do os$rodka diagnostyki serologicznej w Kumamoto w Japonii. Oznaczen
dokonano za pomocg metody ECLIA, opisanej wczesniej [28]. W skrdcie, metoda ta
polega na osadzeniu rekombinowanych dwdch biatek wirusa BDV- p24 i p40, na mi-
krosferach i inkubowaniu ich z badang surowicg. Nastepnie, uzywajac znakowanych
zwigzkiem luminescencyjnym przeciwciat monoklonalnych anty-IgG, wykrywa si¢
przeciwciata anty-BDV w badanej surowicy. Analiza luminescencji dokonywana jest
W sposob zautomatyzowany (ECLIA analyzer, Picolumi 8220, Sanko Junyaku, Tokyo,
Japan). Wykonujgcy oznaczenie znali tylko kod cyfrowy danej probki surowicy.
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Wyniki

Grupa badana sktadata sie z 502 kobiet i 444 mezczyzn. Srednia wieku kobiet wyno-
sita 55 lat, odchylenie standardowe (OS) 15 (19-90); mezczyzn 52 lata OS 15 (19-85).
Liczba pacjentéw z poszczegodlnych osrodkow zostata przedstawiona w tabeli 1.

Tabela 1
Liczba pacjentéw z poszczegolnych oSrodkow bioracych udzial w badaniu
i liczba przypadkow, w ktorych stwierdzono wystepowanie przeciwcial anty-BDV
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Ogodtem seropozytywnos¢ BDV wystepowata u 23 na 946 pacjentow, co daje
czestosé wystepowania przeciwciat anty-BDV rowna 2,4%. W populacji polskich
pacjentow wystepowaly tylko przeciwciata przeciwko biatku p24 wirusa Borna. Nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic w seropozytywnosci anty-BDV pomigdzy
pacjentami pochodzacymi z ro6znych osrodkow uczestniczgcych w badaniu. W badanej
probie nie wykazano réwniez, by czesto$¢ wystepowania przeciwciat anty-BDV roznita
si¢ w zalezno$ci od ptci badanych osob; w grupie 0séb seropozytywnych znalazio si¢
13 kobiet i 10 m¢zczyzn. Osoby seropozytywne wystepowaly we wszystkich grupach
wiekowych. Stwierdzono, ze przeciwciata anty-BDV wystepujg zaréwno wsrod osob
mieszkajacych na wsi, jak i w mieScie. Wyniki te przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Rozklad przypadkow seropozytywnych anty-BDV wedlug plci, grupy wiekowe;j
i miejsca zamieszkania zbadanych pacjentow
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Przeciwciala anty-BDV wystepowaly u pacjentéw z ré6znymi rozpoznaniami,
wedlug ICD-10, co zostalo przedstawione w tabeli 3. Nie wykazano istotnych sta-
tystycznie réznic w wystepowaniu seropozytywnosci anty-BDV w poszczegolnych
kategoriach diagnostycznych.

Tabela 3
Liczba przypadkoéw seropozytywnych anty-BDV
w poszczegdlnych kategoriach diagnostycznych
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Poréwnanie parametrow klinicznych pacjentow seropozytywnych i seronegatyw-
nych w obrebie danej kategorii diagnostycznej bedzie tematem osobnego opracowa-
nia.

Omoéwienie

W powyzszych badaniach po raz pierwszy wykazano, ze w polskiej populacji 0sob
z zaburzeniami psychicznymi wystepuja przeciwciata anty-BDV. Potwierdza to donie-
sienia wskazujace na fakt, ze zakazenia BDV u ludzi nie sg ograniczone do terenow
endemicznych zapalen mozgu koni i owiec. Dotychczas wystepowanie przeciwciat
anty-BDV stwierdzono w populacji amerykanskiej, niemieckiej, japonskiej i chin-
skiej [17, 23, 29]. Uzyskane we wczesniejszych badaniach wyniki seropozytywnosci
u chorych psychicznie wahaty sie, w zaleznosci od zastosowanej metody badania, od
4,5% do 30% [17, 24, 26, 27], natomiast w badaniach za pomocg metody ECLIA,
wykonanych w populacji japonskiej, stwierdzono poziomy seropozytywnosci zblizone
do obserwowanych wsrdd polskich pacjentow psychiatrycznych (schizofrenia— 3,08%;
zaburzenia afektywne dwubiegunowe 3,59%). Powyzsze rdéznice moga wynikaé
z mniejszej specyficzno$ci wezesniejszych metod. Jednoczesnie nie zaobserwowano
znaczgcych réznic pomiedzy osrodkami uczestniczagcymi w obecnym badaniu, co
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sugeruje rownomierne wystgpowanie zakazen na terenie zachodniej Polski. Brak
statystycznie istotnych roznic w wystepowaniu przeciwciat anty-BDV u obu pfci jest
zgodny z wynikami uprzednich obserwacji [23, 24].

Badania serologiczne wykonane w innych populacjach chorych hospitalizowanych
w szpitalach psychiatrycznych wskazywaly, ze przeciwciata przeciwko wirusowi Borna
wystepuja szczegolnie czgsto u mtodych 0sob z zaburzeniami psychicznymi, co prze-
mawialo za faktem, ze zakazenia BDV nie sg zwigzane z dtugotrwata hospitalizacja
[23]. W obecnych badaniach nie zaobserwowali§my podobnej zalezno$ci; przypadki
seropozytywne byly reprezentowane we wszystkich grupach wiekowych.

Wirus choroby Borna jest czynnikiem zakaznym, ktory w warunkach naturalnych
powoduje infekcje koni i owiec. Wystepowanie zwigkszonej czgstosci przeciwciatl anty-
BDV wsrod dawcodw krwi mieszkajacych wokot stadnin koni oraz wérdd weterynarzy
eksponowanych na kontakt z chorymi zwierzgtami moze wskazywa¢ na mozliwo$¢
zakazenia odzwierzgcego [29]. W obecnym badaniu nie udato si¢ zaobserwowac réznic
w czgstosci wystepowania przeciwcial anty-BDV pomiedzy pacjentami mieszkajacymi
na wsi i w miescie, co nie potwierdza hipotezy o pochodzeniu zakazenia od zwierzat
hodowlanych.

Zwiazek przyczynowy pomig¢dzy zakazeniem BDV a wystgpowaniem zaburzen
psychicznych nie zostat jednoznacznie udowodniony [30]. W kilku badaniach po-
twierdzono wystepowanie bezobjawowych zakazen BDV u zdrowych dawcow krwi,
zdotano rowniez wykry¢ RNA wirusa BDV w tkance mozgowej zdrowej osoby [31].
Porownanie czgstosci wystgpowania przeciwciat anty-BDV wérod polskiej populacji
chorych psychicznie i zdrowych dawcow krwi zostanie dokonane w innym opracowa-
niu. W badaniu populacji japonskiej, gdzie stosowano identyczng metode¢ oznaczania
przeciwciat, roznica w czestosci ich wystepowania pomiedzy pacjentami a osobami
zdrowymi wynosita okoto 2%. Oznacza to, ze dla wykazania statystycznie istotnych
roéznic miedzy grupami niezbedne jest zbadanie okoto 400 dobranych pod wzgledem
ptci 1 wieku 0séb bez zaburzen psychicznych.

Autorzy niemieccy wskazywali na zwigzek miedzy zakazeniem BDV a niektorymi
przypadkami choroby afektywnej dwubiegunowe;j [24]. Taka zalezno$¢ miata potwier-
dza¢é izolacja wirusa BDV z krwi 0s6b w ostrej fazie tej choroby [21]. Opisano dobre
wyniki leczenia amantadyng (lekiem przeciwwirusowym) chorych z zaburzeniami
afektywnymi, u ktorych wystepowaty przeciwciata anty-BDV [32]. Wysunigto réwniez
hipoteze, ze wirus Borna moze by¢ gldéwnym czynnikiem etiopatogenetycznym w nie-
ktorych przypadkach choroby afektywnej dwubiegunowej [33]. Inni badacze wskazy-
wali na zwigzek infekcji BDV ze schizofrenig [34, 27]. Wstepne analizy wskazywaty
na zwigzek zakazenia BDV z podtypem schizofrenii z przewaga objawow ubytkowych
[35, 36]. W ponizszym badaniu nie potwierdzono zwigzku wystepowania przeciwciat
przeciwko wirusowi Borna z okreslong kategorig diagnostyczng wg ICD-10. Moze
$wiadczy¢ to o braku bezposredniej relacji przyczynowej migdzy zakazeniem BDV
a zaburzeniami psychicznymi. Jednakze wyniki badan nad zwierze¢tami do§wiadczal-
nymi wykazaty, ze obraz behawioralny zakazenia moze by¢ bardzo zr6znicowany, co
uwarunkowane jest zard6wno czynnikami genetycznymi, jak i specyficznymi wiasci-
wosciami uktadu immunologicznego organizmu gospodarza [37, 7, 9].

Pomimo kilkunastu lat badan zwigzek przyczynowy pomigdzy zakazeniem wiru-
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sem BDV a zaburzeniami psychicznymi nie zostat jednoznacznie okreslony [38, 5].
Pierwszym krokiem do wyja$nienia istnienia takiej zaleznosci sa badania serologiczne
obejmujace duze grupy pacjentow i wykorzystujace wysoce specyficzne metody ozna-
czania przeciwciat. Niniejsze badanie stanowi wstep do dalszych analiz cech klinicz-
nych i molekularnych, ktére beda wykonywane u polskich pacjentow z zaburzeniami
psychicznymi, u ktérych wystepuja przeciwciata anty-BDV.

Summary

Borna Disease Virus (BDV) is single stranded RNA virus, which may infect a wide range of
animal species. Manifestations of the experimental BDV infection show some resemblance to
psychopathological symptoms of mental disorders in humans. Several reports suggest the higher
prevalence of anti-BDV antibodies in psychiatric patients than in healthy controls. However,
the seroprevalence of anti-BDV antibodies varied due to the different serological methods
used in the previous studies. Electrochemiluminescence Immunoassay (ECLIA) is a recently
developed, highly specific method of detecting antibodiess directed toward two BDV proteins:
p24 and p40. We used the ECLIA method for the assessment of seropositivity in 946 psychia-
tric patients hospitalized in the psychiatric hospitals in the western part of Poland. All patients
were clinically diagnosed with ICD-10 criteria. Anti-p40 antibodies have not been found in the
studied sample. We found anti p-24 antibodies in 23 cases, which give the seroprevalence rate
of 2.4%. This result is consistent with the outcome of Japanese population assessment, done
with the same methodology. The seropositive cases did not show diagnostic specificity. We did
not find statistically significant gender differences in rate of seropositivity. The seroprevalence
of anti-BDV antibodies was not significantly different in patients of urban and rural residence,
and in patients of different age groups. This is the first demonstration of anti-BDV antibodies
in the Polish population of patients hospitalized in psychiatric hospitals.
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Antikorper gegen das Virus der Borna Krankheit
bei den im Krankenhaus hospitalisierten Patienten

Zusammenfassung

Das Virus der Borna Krankheit ist ein Virus mit dem einzelnen RNA Faden, der viele
Tierarten anstecken kann. Die Symptome einer BDV Versuchsansteckung zeigen eine Ahn-
lichkeit mit den psychopathologischen Symptomen, die in den psychischen Stérungen bei
Menschen auftreten. Einige Meldungen zeigen auf eine grofere Haufigkeit des Auftretens von
Antikorper von Anti - BDV bei den psychiatrischen Patienten als bei den gesunden Personen.
Diese Hiufigkeit der Antikdrper von Anti-BDV unterschied sich in Abhéngigkeit von den in
Untersuchungen angewandten Methoden.

Electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) ist eine neue, spezifische Methode der
Entdeckung von Antikorper gegen zwei Proteine des BDV Viruses: p24 und p40.

Die Methode ECLIA wurde von uns zwecks der Beurteilung der Anti- BDV Seropositivitit
bei 946 Patienten angewandt, die in psychiatrischen Krankenhdusern der Wojewodschaften
Lublin und Grof3polen hospitalisiert wurden. Bei allen Patienten wurde die Diagnose nach den
ICD - 10 Kriterien gestellt. In der untersuchten Gruppe wurde das Auftreten der Antikdrper
Anti-p40 nicht festgestellt. Die Antikdrper Anti-p40 traten bei 23 Patienten, was den Level der
Seropositivitit 2.4% ergibt. Das Ergebnis stimmt mit der Beurteilung der japanischen Bevol-
kerung {iberein, die nach derselben Methode untersucht wurde. Die seropositiven Fille waren
diagnostisch nicht spezifisch. Es wurden keine statistisch groen Unterschiede in der Hiufigkeit
des Auftretens der Antikorper Anti-BDV abhéngig vom Geschlecht festgestellt.

Es wurden auch keine Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens von Antikérpern
zwischen den Patienten auf dem Lande und in der Stadt gefunden, auch in unterschiedlichen
Altersgruppen. In der Forschung wurden zum ersten Mal die Anti-BDV Antikorper bei polni-
schen Patienten in den psychiatrischen Krankenhdusern besprochen.

La détection des anticorps du virus de la maladie de Borne
des patients hospitalisés dans les régions de I’ouest de la Pologne

Résumé

Le virus de la maladie de Borne est un virus avec un single fil RNA qui peut infecter
plusieurs espéces d’animaux. Les symptomes de I’infection expérimentale de virus de Borne
ressemblent un peu aux symptomes psychopathologiques des troubles mentaux des hommes.
Certaines recherches parlent de la plus grande fréquence d’apparition des anticorps du virus de
Borne des patients psychiatriques que des personnes saines. Pourtant la plus grande fréquence
d’apparition des anticorps dépend des méthodes utilisées dans ces recherches. La méthode
ECLIA (Electrochemiluminescence Immunoassay) est une méthode nouvelle de la détection
des deux anticorps — p24 et p40. Les auteurs de cet article ont appliqué cette méthode pour
mesurer la séropositivité de 646 patients hospitalisés dans la région de I’ouest de la Pologne.
Ces patients sont aussi diagnostiqués avec ICD-10. On ne trouve pas des anticorps p40 dans
le groupe examiné. Les anticorps p24 sont présentent chez 23 patients qui constitue 2,4% du
total. Ce résultat correspond au méme résultat de la population du Japon, examinée avec I’em-
ploi de la méme méthode. Les cas de la séropositivité se sont pas spécifiques du point de vue
diagnostique. On ne trouve pas de différence de la fréquence d’apparition des anticorps selon le
sexe des malades. La méme chose avec le domicile des patients et leur 4ge — il n’existe pas de
différence du domicile de ville et de la campagne et de leur age. Les recherches des auteurs de
cet articles sont les premiéres recherches sur le problémes des anticorps de virus de la maladie
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de Borne dans la population polonaise.
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