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STRESZCZENIE

Ocena czegstosci zakazen enterowirusowych jest
mozliwa dzigki badaniom wirusologicznym, z wlacze-
niem metod biologii molekularnej. Celem przedsta-
wionej pracy byta wstgpna ocena przydatnosci techniki
RT-PCR w szybkiej diagnostyce zakazen enterowiruso-
wych. W latach 2004-2008 z nadestanych 678 probek
klinicznych od pacjentow podejrzanych o zakazenie
enterowirusami, dodatni wynik izolacji enterowiru-
sow uzyskano w 17,1%. Posréd 116 wyizolowanych
enterowiruséw najwieksza grupe stanowity wirusy
Coxsackie grupy B (30,17%). Pozostale serotypy ente-
rowirus6w izolowanych w trakcie badanego okresu to
wirus Coxsackie A (8,62%), ECHO3 (1,72%), ECHO6
(7,76%), ECHO7 (4,31%), ECHO25 (0,86%), ECHO30
(18,97%), poliowirus (0,86%).

Stowa Kkluczowe: niepoliomyelityczne enterowirusy,
izolacja, RT-PCR, Polska

WSTEP

Rodzaj Enterovirus nalezy do rodziny Picornaviri-
dae 1 obejmuje duza liczbe wirusow (ok. 70 serotypow)
(1). Do enterowirusow cztowieka naleza 3 serotypy
wirusa poliomyelitis, serotypy 1-22 1 24 wiruséw Cox-
sackie grupy A, 6 serotypow wirusow Coxsackie grupy
B, ponad 30 serotypow wirusow ECHO oraz wirus
wirusowego zapalenia watroby typu A (2). W klima-
cie umiarkowanym zakazenia enterowirusowe maja
charakter sezonowy - najwyzsza czgstos¢ ich wystepo-
wania przypada na miesiace letnie i jesienne, i dotyczy
gtéwnie dzieci (3). Zakazenia u ludzi niejednokrotnie
przebiegaja bezobjawowo, a tylko w od 1 do 10% przy-
padkéw wywotuja zakazenia wielonarzadowe. Czynniki
takie jak poziom higieny, gesto$¢ zaludnienia, stopien
uprzemystowienia maja wptyw na czgstos¢ zakazen
enterowirusami. W latach 1995-1996 zaobserwowano
wzrost zachorowan wywotanych enterowirusami na
terenie Polski (4). Celem niniejszej pracy byto prze-
$ledzenie czgstosci wystgpowania w latach 2004-2008
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oraz ocena nowoczesnej metody diagnostyki zakazen
enterowirusowych opartych o reakcj¢ RT-PCR.

MATERIAL I METODY

Badane probki kliniczne. Jako material do badan
postuzyly probki zgromadzone w latach 2004-2008
pobrane od 408 pacjentow z podejrzeniem zakazenia o
etiologii enterowirusowe;j. Przebadano 678 probek (kat,
pltyn mézgowo-rdzeniowy, wymaz z gardta).

Izolacja i typowanie. Probki katu, ptynu moézgowo-
rdzeniowego oraz wymaz z gardta opracowywano przy
pomocy chloroformu zgodnie z zaleceniami Swiatowej
Organizacji Zdrowia (5). Izolacje wirusa z materiatu
klinicznego prowadzono w hodowli komorek RD. Jest
to hodowla ludzkich komoérek mig$niako-mig¢saka wraz-
liwych na zakazenie enterowirusami (6). W przypadku
pozytywnej izolacji szczep wirusowy byt nastgpnie
identyfikowany przy uzyciu surowic poliklonalnych.
W pierwszym etapie przeprowadzono neutralizacje
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zakaznosci wirusa z zastosowaniem puli surowic zawie-
rajacych przeciwciata skierowane przeciwko enterowi-
rusom (A, B, C, D, E, F, G), wirusowi CoxsackieB (CP),
wirusowi polio (PP). Nastgpnie wykrycie i identyfikacje
pozostatosci wirusa niezobojgtnionego prowadzono na
podstawie obserwacji efektu cytopatycznego w hodowli
komorek RD (7).

Reakcja RT-PCR. RNA enterowiruséw izolowano ze-
stawem QIAamp Viral RNA Mini Kit firmy QIAGEN,
zgodnie z zaleceniami producenta. Wyizolowane RNA
wirusa poddawano reakcji RT-PCR z zastosowaniem
zestawu Super Script 111 One-Step RT-PCR with Plati-
num Taq firmy Invitrogen umozliwiajacym jednoczesna
syntez¢ cDNA oraz amplifikacje. W metodzie RT-PCR
wysoce konserwatywny fragment wirusowego RNA z
regionu 5’UTR (ang. UnTranslated Region) o wielkosci
114 par zasad, jest przepisywany za pomoca odwrotnej
transkryptazy na cDNA, ktére w kolejnym etapie ulega
amplifikacji w reakcji PCR. Do reakcji uzyto 2 pary
starterow o sekwencjach:

PanEvl: 5>-ACACGGACACCCAAAGTAGTCG-
GTTCC-3’

PanEv2: 5°>-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC-3".
Synteze cDNA prowadzono w 45°C/20 min, a nastep-
nie amplifikowano przez 35 cykli sktadajacych sie
z denaturacji - 94°C/30s, annelingu - 55°C/30s oraz
elongacji - 70°C/30s. Produkt o wielkosci 114 par za-
sad poddawano analizie elektroforetycznej w 2% zelu
agarozowym.

Okreslenie czulo$ci systemu amplifikacji RT-PCR.
W celu okreslenia czutosci wykrywania zakazen entero-
wirusowych metoda RT-PCR przygotowano 10-krotne
rozcienczenia (10'-107) zawiesiny wirusa polio szcze-
pu szczepionkowego typu 1 w plynie Eagle’a (MEM)
0 znanym mianie infekcyjnym w kilkukrotnych powto-
rzeniach. Z kolejnych rozcienczen wirusa izolowano
RNA, a nastgpnie tak otrzymany materiat poddawano
reakcji RT-PCR w warunkach podanych powyze;.
Sprawdzenie swoisto$ci starterow dla réznych
szczepow enterowirusow. W badaniach zastosowano
zawiesiny enterowirusOw namnozonych w linii ko-
morek RD. Reakcje RT-PCR wykonano z materiatem
genetycznym wyizolowanym z 32 szczepow entero-
wiruséw izolowanych w latach 2004-2008 (1 szczepu
ECHO3, 5 szczepow ECHOG6, 1 szczepu ECHO7, 1
szczepu ECHO25, 3 szczepéw ECHO30, 16 szczepow
Coxsackie B, 3 szczepow Coxsackie A9, 2 szczepdw
typu nieokreslonego) postuzyty do badan molekular-
nych (tab. I).

WYNIKI I OMOWIENIE

Czestos$é izolacji enterowiruséw w latach 2004-2008.
W latach 2004-2008 zarejestrowano 408 pacjentow

Tabela I. Szczepy enterowirusow izolowanych w latach
2005-2008 na terenie Polski uzyte do analizy
technika RT-PCR

Table I. The results of nonpoliomyelitic enteroviruses
isolated in 2005-2008 in Poland used for RT-PCR
analysis

Szczep wiru- .Rok" Materiat Szczep wiru- 'Rok" Materiat
sa/symbol | izolagji sa/symbol | izolacji
ECHO6/3571 | 2008 |Kat ECH06/2341| 2006 |Kat
ECHO6/356 | 2008 | "2 | Coxpra351 | 2006 | Kat
gardfa
ECH030/353 | 2008 |"V™¥2Z | coupra381 | 2006 |Kat
gardfa
CoxB/205511 | 2008 | Kat CoxB/2391 | 2006 |Kat
Pyn
ECH030/3471 | 2008 |Kat  |CoxB/230 | 2006 | ™29
wo-rdze-
niowy
CoxB/2048 11 | 2008 | Kat CoxB/2311 | 2006 |Kat
Pyn
(oxB/20521 | 2008 [Kat  |ECHO6/225 | 2006 | ™ 9%
wo-rdze-
niowy
ECHO030/3211 | 2008 |Kat (oxB/228 2006 |Kat
Ipmieokte- | yp0e | at | cond/2201 | 2006 |Kat
$lony/ 3201
ECH025/3181| 2008 |Kat CoxB/2211 | 2006 |Kat
Typ nieokre-
<lony/ 2981 2007 |Kat CoxA/2051 | 2006 |Kat
Ptyn
CoxB263 | 2007 | 9% I coxa9/1961 | 2006 |Kat
wo-rdze-
niowy
CoxB/266 | 2007 | Kat CoxB/1801 | 2006 |Kat
ECHO3/
CoxB/247 | 2007 | Kat 1868 2005 |Kat
Pyn
CoxB/2511 | 2007 |Kat  |ECHO7/136 | 2005 | ™ 9%
wo-rdze-
niowy
ECHOG/2331 | 2006 |Kat  |Coxhosiss | 2005 | VWMaZZ
gardfa

podejrzanych o zakazenie enterowirusami. Z nadesta-
nych 678 prébek klinicznych dodatni wynik izolacji
enterowirusow w hodowli RD uzyskano w przypadku
116 probek (17,1%). Uzyskany odsetek dodatnich prob
wskazuje na prawidtowy przebieg izolacji enterowi-
rusow, zgodnie z wytycznymi Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO), wedtug ktérych wskaznikiem pra-
widlowej pracy laboratoriéw prowadzacych izolacje
enterowirusow jest 5-10% poziom udanych izolacji
enterowirusow z katu osob zdrowych (5).



Nr 3

Zakazenia enterowirusowe w Polsce

Najwiecej enterowirusdéw wyizolowano w latach
2005 i 2006, gdzie dodatni wynik uzyskano odpo-
wiednio w 25% 1 23,66% przypadkow. Najwyzszy
odsetek dodatnich izolacji przypadat na miesiace let-
nie i jesienne, co jednoczesnie potwierdza sezonowy
charakter zakazen enterowirusowych. W latach 2007 i
2008 odnotowano spadek czgstosci izolacji eneterowi-
ruséw. W 2007 r. ujemne wyniki izolacji stanowity az
90% wszystkich podjetych prob izolacji enterowirusow
(ryc. 1).

B Dodatni wynik
izolacji

@ Ujemny wynik
izolacji

40% 60% 80% 100%

0% 20%

Odsetek
Ryc. 1. Wyniki izolacji enterowirusdéw w Polsce w latach
2004-2008
Fig. 1.  Theresults of enteroviruses isolation in 2004-2008,
Poland

Czestosé izolacji wirusé6w Coxsackie grupy B
w latach 2004-2008 w stosunku do innych entero-
wirusow. Posrod 116 wyizolowanych enterowirusow
w latach 2004-2008 najwigksza grupg (30,17%) sta-
nowity wirusy Coxsackie grupy B (ryc. 2). W 2004 .
stwierdzono najnizsza czg¢stosc izolacji enetrowirusow
w stosunku do calego badanego okresu, jednak liczba
izolacji wirusa Coxsackie grupy B byta najwyzsza i
wynosita 81,82% pozytywnych prob (ryc. 3). W 2006 r.
dodatnie wyniki izolacji enterowirusoOw uzyskano
w 45,69% badanych préb, z czego wigkszo$¢ wyizo-

Typ nieokreslony
P typ 3* |
ECHO30 IS
ECHO25 |
ECHO7 1B
ECHO6 IEN
ECHO3 §

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Ryc. 2. Czgstosc izolacji poszczegolnych serotypdw ente-
rowiruséw w Polsce w latach 2004-2008

The results of various enteroviruses serotypes
isolation in 2004-2008, Poland

* CoxA9-CoxsackiewirusA9, CoxB-CoxsackiewirusB, P typ

3-poliowirus typ 3

Fig. 2.
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Ryc. 3. Czgstos¢ izolacji wirusa Coxsackie B w Polsce w
latach 2004-2008
Fig. 3.  Frequency of Coxsackievirus B isolation in 2004-

2008, Poland

* CoxB-CoxsackiewirusB

lowanych szczepdw nalezata do serotypu Coxsackie
B (28,3%). W 2005 r. odnotowano najnizszg czestos$é
izolacji wirusa Coxsackie grupy B, ktora stanowita 12%
wszystkich dodatnich prob izolacji (ryc. 3). Czestosé
izolacji poszczegdlnych typow enterowirusow w latach
2004-2008 przedstawiono na ryc. 4.

11 CoxA9*
= CoxB*

mECHO3
#ECHO6
~ECHO7
WMECHO25

#ECHO30

#P typ 3*

# Typ nieokreslony

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Odsetek

Ryc. 4. Enterowirusy izolowane w latach 2004-2008

Fig. 4.  Enteroviruses isolation in 2004-2008

* CoxA9-CoxsackiewirusA9, CoxB-CoxsackiewirusB, P typ
3-poliowirus typ 3

Wyniki reakcji amplifikacji RT-PCR dla szczepéw
enterowiruséw izolowanych na terenie Polski w la-
tach 2004-2008. Przeprowadzono reakcj¢ RT-PCR na
matrycy RNA, izolowanego uprzednio z 10-krotnych
rozcienczen wirusa polio szczepu szczepionkowego
typu 1, z zastosowaniem wczesniej opisanych starterow,
uzyskujac swoisty dla enterowiruséw fragment DNA
o wielkosci 114 pz. Przy okreslaniu czutosci systemu
amplifikacji stwierdzono, ze po rozdziale elektrofo-
retycznym produktow amplifikacji wynik dodatni
otrzymano we wszystkich probkach rozcienczen 10-'-
10 (100%), 25% wynikéw dodatnich uzyskano przy
rozcienczeniu 107, natomiast we wszystkich probkach
rozcienczen 107 wynik byt ujemny. Uzyskane wyniki
pozwalajg stwierdzi¢, ze opracowany system amplifika-
cji cechuje si¢ wysoka czutoscia i pozwala na wykrycie
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nawet niewielkiej ilosci RNA wirusowego w probce
poddanej amplifikacji (tab. II).

Tabela IT Wyniki amplifikacji RNA izolowanego z 10-krot-
nych rozcienczen szczepionkowego wirusa polio
0 znanym mianie infekcyjnym.

Table I The results of vaccine poliovirus (with known
infectious titer) isolated on decimal dilutions

Stezenie Teoretyczna liczha czastek | Wynik ampli- | -

. , VST R % wynikéw
wirusaw 1ml | zakaznych w objetosci uzytej | fikacji dodat- dodatnich
badanej proby do amplifikacji nie/badane
10'TAID,, 500 4/4 100%
102TCID,, 50 4/4 100%
10°TAID,, 5 4/4 100%
10*T0ID,, 0,5 4/4 100%
10°TAD,, 0,05 4/4 100%
10°TCD,, 0,005 1/4 25%
107TCID,, 0,0005 0/4 0%

Opracowany system amplifikacji wykorzystano
do przeprowadzenia reakcji RT-PCR dla wszystkich
dziewigciu szczepow enterowirusow izolowanych na
terenie Polski w latach 2004-2008. Udato si¢ uzyskac
produkt amplifikacji o wielkosci 114 par zasad, co
potwierdza swoisto$¢ metody do wykrywania réznych
SZCZEpOW enterowirusow.

PODSUMOWANIE

W latach 2004-2008 z 678 probek pobranych od 408
pacjentow podejrzanych o zakazenie enterowirusami
dokonano izolacji z 116 probek (17,1%). Wsrod wyi-
zolowanych enterowirus6w najwigksza grupe stanowity
wirusy Coxsackie grupy B - 30,17%.

Posrdd stosowanych metod diagnostyki zakazen en-
terowirusowych coraz czesciej wprowadza si¢ metody
biologii molekularnej, w tym m.in. reakcj¢ RT-PCR.
Analiza RT-PCR wykazuje przydatnos¢ do celow szyb-
kiej diagnostyki zakazen enterowirusowych w odrdz-
nieniu od dtugotrwatej i pracochtonnej metody izolacji
wirusa w hodowli komdrkowej (8,9). W dalszym etapie
walidacji techniki planuje si¢ wykonanie badan maja-
cych na celu okreslenie wptywu matrycy na przebieg
reakcji RT-PCR, poprzez bezposrednie zastosowanie do
analizy materiatu pobranego od pacjenta.
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