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STRESZCZENIE

Enterowirusy sg istotnym czynnikiem etiologicz-
nym odpowiedzialnym za zachorowania na: zapalenie
mozgu, zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych, cho-
roby uktadu pokarmowego, zachorowania porazenne
(w tym poliomyelitis). Celem niniejszej pracy bylo
okreslenie udziatu poszczegdlnych serotypoéw tych
wiruséw wsérod zdiagnozowanych zakazen enterowi-
rusami w Polsce w latach 2008-2009. Przebadano 178
materiatow klinicznych pobranych od o0soéb chorych,
uzyskujac dodatni wynik izolacji enterowirusow w 24
probkach (13,5%). Wsrod 153 probek pobranych od
pacjentdw z ostrym porazeniem wiotkim (OPW) do-
datni wynik izolacji uzyskano w 6 badanych probach
(4%). Natomiast w grupie 25 materiatow pobranych od
pacjentdw z rozpoznaniem klinicznym innym niz OPW
z 18 prob wyizolowano enterowirusy (72%). Najczesciej
byly to wirusy Coxsackie B (25%), ECHO30 (25%) i
ECHOG6 (21%).

Stowa kluczowe: enterowirusy, ostre porazenie wiotkie,
RT-PCR, Polska

WSTEP

Nalezace do rodziny Picornaviridae wirusy z ro-
dzaju Enterovirus charakteryzuja si¢ znacznym zrdzni-
cowaniem (obecnie wyrdznia si¢ okolo 70 serotypow)
(1). Do enterowirusow wywotujacych zachorowania
u ludzi zalicza si¢ 3 serotypy wirusa poliomyelitis,
serotypy 1-22 1 serotyp 24 wirusa Coxsackie grupy
A, 6 serotypow wirusa Coxsackie grupy B, ponad 30
serotypow wirusa ECHO oraz wirus WZW typu A (2).
Zakazenia enterowirusowe, obok tych wywotanych
przez Rhinovirus, naleza do najczestszych zakazen
wirusowych na swiecie (3).

Zakazenia enterowirusowe zazwyczaj powoduja
biegunke oraz zapalenia zotadka i jelit, jednak wirusy te
wywoluja rowniez szereg innych groznych w skutkach
zakazen, m.in. infekcje drog oddechowych, zapalenie
mig$nia sercowego, posocznicg noworodkow, zapalenie
spojowek, zapalenie watroby, aseptyczne zapalenie mo-

ABSTRACT

Enteroviruses are important etiologic agents of
many human diseases such as diarrhea, self-limiting
gastroenteritis, respiratory infections, conjunctivitis,
hepatitis, aseptic meningitis, encephalitis, and paralysis.
The aim of this study was the evaluation of the fre-
quency of enteroviral infections in Poland in 2008-2009.
Out of 178 clinical materials tested for the presence of
enteroviruses, 24 samples (13,5%) were positive. In the
case of 153 samples from patients suffering from accute
flaccid paralysis (AFP), positive results were obtained
for 6 samples (4%). Moreover, 25 samples coming from
patients with clinical symptoms caused by nonpoliomy-
elitic enteroviruses were analyzed, giving 18 positive
results (72%). The most frequently isolated enterovirus
serotypes were Coxsackie B (25%), ECHO30 (25%) i
ECHOG6 (21%).
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zgu oraz ostre porazenia wiotkie (OPW) (4). Glownymi
egzogennymi zroédtami zakazenia sa: woda, zywnos$¢
oraz gleba skazone odchodami ludzkimi. Ze wzgledu
na niska dawke zakazna, enterowirusy stanowig istotne
zagrozenie epidemiczne rozumiane w aspekcie zdrowia
publicznego (5). Szybkie rozprzestrzenianie si¢ entero-
wiruséw zwigzane jest przede wszystkim z przenosze-
niem wirusa droga wodna, co w krotkim czasie moze
prowadzi¢ nawet do epidemii. Sg one niezwykle oporne
na niekorzystne warunki srodowiska naturalnego oraz
na dziatanie preparatow dezynfekcyjnych, znosza takze
duze zasolenie wody oraz wahania temperatury. Z tego
wzgledu srodowisko wodne stanowi ich naturalny rezer-
wuar (6). Enterowirusy sg izolowane z wod gruntowych,
rzek, oceanow, §ciekow i co najwazniejsze z epidemio-
logicznego punktu widzenia — z wody pitnej (7).
Zakazenia o etiologii enterowirusowej naleza
do bardzo rozpowszechnionych na catym $wiecie.
W ostatnich latach zaobserwowano wzrost zachorowan
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wywotanych przez enterowirusy na terenie m.in. USA,
Kanady, Francji, Finlandii, Niemiec, Biatorusi, Ukrainy
(8). W USA wystepuje rocznie od 30 do 50 milionow
nowych zakazen, z ktorych od 5 do 15 milionéw prze-
biega objawowo (9).

Celem niniejszej pracy byto okreslenie udziatu
poszczegodlnych serotypow enterowirusow w zdia-
gnozowanych zakazeniach tymi wirusami w Polsce w
latach 2008-2009.

MATERIAL I METODY

Badane probki kliniczne. Material do badan stanowito
178 probek klinicznych (kat, ptyn mézgowo-rdzeniowy,
wymaz z gardla) zgromadzonych w latach 2008-2009,
pobranych od pacjentéw z podejrzeniem zakazenia o
etiologii enterowirusowe;.

Izolacja i typowanie. Materiat kliniczny opracowy-
wano z zastosowaniem chloroformu, zgodnie z zale-
ceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia (10). Izolacje
wirusa z materiatu klinicznego prowadzono w hodowli
ludzkich komoérek migsniako-migsaka wrazliwych na
zakazenie enterowirusami (linia komorkowa RD) (11).
Do identyfikacji serotypoéw enterowirusow uzyto testu
mikroneutralizacji. Zoboje¢tnienie zakazno$ci wirusa
przeprowadzono z zastosowaniem puli surowic zawie-
rajacych przeciwciata skierowane przeciwko entero-
wirusom (A, B, C, D, E, F, G), wirusowi Coxsackie B
(CP) oraz wirusowi polio (PP). Wykrycie i identyfikacje
pozostatosci niezobojetnionego wirusa prowadzono na
podstawie obserwacji efektu cytopatycznego w hodowli
komorek RD (12).

Reakcja RT-PCR. RNA enterowiruséw izolowano z
zastosowaniem zestawu QIAamp Viral RNA Mini Kit
firmy QIAGEN, zgodnie z zaleceniami producenta. Na
matrycy wyizolowanego RNA wirusa przeprowadzono
reakcje RT-PCR z wykorzystaniem zestawu ‘Super
Script III One-Step RT-PCR with Platinum Taq’ (In-
vitrogen), umozliwiajagcym jednoczesng synteze oraz
amplifikacje¢ cDNA. Metoda ta umozliwia przepisanie
wysoce konserwatywnego fragmentu wirusowego RNA
(114 par zasad) znajdujgcego si¢ w regionie 5S’UTR
(ang. UnTranslated Region) za pomoca odwrotne;]
transkryptazy na cDNA, ktory w kolejnym etapie jest
amplifikowany w reakcji PCR z parg starterow o
sekwencjach:

PanEv1l: 5>-ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGT-
TCC-3’

PanEv2: 5’-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTA-
ATCC-3".

Synteze cDNA prowadzono w 45°C przez 20 min, a
nastepnie amplifikowano w 35 cyklach sktadajacych sig
z denaturacji - 94°C/30 s, annealingu - 55°C/30 s oraz
elongacji - 70°C/30 s. Uzyskany produkt amplifikacji

o wielkosci 114 par zasad poddawano analizie elektro-
foretycznej w 2% zelu agarozowym.

WYNIKI I OMOWIENIE

1. Enterowirusy izolowane w Polsce w latach 2008-
2009. W latach 2008-2009 zgromadzono 178 prob
materiatéw klinicznych pobranych od pacjentow podej-
rzanych o zakazenie enterowirusami (w 2008 roku - 88
materiatow, w 2009 roku - 90 materiatlow). Sposrod
wszystkich nadestanych probek dodatni wynik izolacji
enterowirusoOw w hodowli RD uzyskano dla 24 (13,5%)
analizowanych prob. W 2009 roku zaobserwowano
znaczacy (*=3,26, P <0,05), ponad dwukrotny spadek
odsetka izolacji enterowirusow (8,9%) w porownaniu
do roku 2008, kiedy dodatnie izolacje stanowily 18,2%
(ryc. 1). Podobnie jak w roku 2007 (13), ujemne wyniki
izolacji w roku 2009 stanowity okoto 90% wszystkich
podjetych prob izolacji enterowirusow.
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B Dodatni wynik
izolacji

B Ujemny wynik
izolacji

Rok

2008

40% 60% 80% 100%
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Ryc.l.  Wyniki izolacji enterowirusdéw w badanej grupie
178 0so6b w Polsce w latach 2008-2009
Fig. 1.  Results of enterovirus isolations in the analyzed

group of 178 patients in Poland in 2008-2009

Posrod wyizolowanych enterowirus6w najczesciej

stwierdzano wirusy Coxsackie B (25%), ECHO30
(25%) 1 ECHO6 (21%), przy czym 66,7% izolatow
wirusow Coxsackie B i ECHO30 przypadato na rok
2008. Najnizszy odsetek izolacji (5%) uzyskano dla
wirusow ECHO25 i Coxsackie A9 (ryc. 2).
2. Czestos¢ izolacji enterowiruséw z materialow od
pacjentow z rozpoznaniem klinicznym OPW i nie-
-OPW. Wsrod 153 probek pobranych od pacjentow z
OPW dodatni wynik izolacji uzyskano tylko dla 6 ba-
danych prob (4%). W grupie 25 materialow pobranych
od pacjentéw z rozpoznaniem klinicznym innym niz
OPW, wynik dodatni uzyskano dla 18 prob (72%). Dane
te wskazujg na prawidlowe wykonanie badan, zgodnie z
kryteriami Swiatowej Organizacji Zdrowia okre$lonymi
w Programie Eradykacji Poliomyelitis (14).

Enterowirusy wyizolowane z materialow otrzyma-
nych od pacjentow z OPW nalezaty tylko do dwoch se-
rotypoéw: wirus Coxsackie B oraz wirus polio typ 3. Do-
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Ryc. 2. Udzial poszczegdlnych serotypdéw enterowiruséw
w ogo6lnej liczbie 24 izolatéw uzyskanych ze 178
materiatow klinicznych w Polsce w latach 2008-
2009
Fig. 2. Frequency of various enteroviral serotypes in the

analyzed group of 24 strains isolated from 178
clinical materials in Poland in 2008-2009

minujacym serotypem byt wirus Coxsackie B (66,7%).
W grupie pacjentdw z rozpoznaniem klinicznym innym
niz OPW, wyizolowane enterowirusy nalezaty az do
szesciu roznych serotypow, z czego wigkszos¢ stanowit
serotyp ECHO30 (33,3%).

3. Wyniki RT-PCR dla izolowanych szczepow ente-
rowiruséw. Poprawno$¢ izolacji enterowirusow w ho-
dowli komorkowej potwierdzano metoda RT-PCR (tab.
I). Dla wszystkich badanych prob uzyskano oczekiwany
produkt o wielkosci 114 pz, potwierdzajac jednocze-
$nie przynaleznos$¢ wszystkich izolatow do rodzaju
Enterovirus. W przedstawionej pracy metodg RT-PCR
badano wytacznie materiaty, w ktorych potwierdzono
obecnos¢ enterowirusow metodami klasycznej wiru-
sologii. Uzyskane wyniki potwierdzity uzyteczno$¢
badan molekularnych do wykrywania enterowirusow w
materiale klinicznym. Dla pelnego poréwnania metod
izolacji w hodowli komérkowej i RT-PCR, w 2010 roku

rozpoczeto badanie wszystkich materiatéw klinicznych
z jednoczesnym zastosowaniem obu wymienionych
technik. Stwierdzono, ze dla niektérych materialow uzy-
skano ujemny wynik izolacji enterowiruséw w hodowli
komorkowej przy dodatnim wyniku rekacji RT-PCR.
Moze to wynika¢ ze znacznie wyzszej czutosci reakcji
RT-PCR w stosunku do stosowanej metody wirusologii
klasycznej lub obecnosci w materiale unieczynnionych
wirusow. Zasadna wydaje si¢ wigc identyfikacja en-
terowirus6w w materiale klinicznym, z rownolegtym
zastosowaniem zaré6wno izolacji w hodowli komor-
kowej, jak rowniez analizy RT-PCR. Wprowadzenie
takiego systemu badan w przysztosci pozwoli na lepsze
okreslenie profilu zakazen enterowirusowych w Polsce.

PODSUMOWANIE

W latach 2008-2009 zbadano 178 materiatow kli-
nicznych, izolujgc enterowirusy z 24 probek (13,5%).
Najwyzszy udzial posrdd izolowanych enterowiruséw
miaty wirusy: Coxsackie B (25%), ECHO30 (25%)
1 ECHOG6 (21%).

Czgsciej izolowano wirusy z materiatdw pobranych
od pacjentéw z rozpoznaniem klinicznym innym niz
porazenia wiotkie. Powszechno$¢ zakazen enterowi-
rusami u 0sob z rozpoznaniem klinicznym innym niz
OPW, potwierdzito uzyskanie 72% dodatnich wynikoéw
w materiale badanym.

Wsrod pacjentéw ze wstepnie rozpoznanym OPW
niski odsetek izolowanych enterowiruséOw sugeruje
obecno$¢ innego czynnika odpowiedzialnego za wy-
wolanie objawow chorobowych.

Tabela I. Szczepy enterowirusow izolowane w latach 2008-2009 uzyte do analizy technika RT-PCR. Cieniem zaznaczono
materialy pochodzace od pacjentow z podejrzeniem ostrego porazenia wiotkiego

Table I. Enteroviruses isolated in 2008-2009 used for RT-PCR analysis. Materials from patients with potential cases of
AFP are shaded
Szczep wirusa/ symbol Rok izolacji Materiat Szczep wirusa/ symbol Rok izolagji Materiat

ECH025/3181 2008 Kat CoxB/2048 | 2008 Kat

Typ nieokreslony/ 319 | 2008 Plyn mézgowo rdzeniowy CoxB/2048 I 2008 Kat

Typ nieokreslony/ 3201 | 2008 Kat CoxB/2051 | 2008 Kat

ECH030/3211 2008 Kat CoxB/2055 1 2008 Kat

ECH030/3471 2008 Kat ECH030/3601 2009 Kat

ECH030/3521 2008 Kat Typ nieokreslony/ 419 2009 Ptyn mézgowo- rdzeniowy
ECH030/3531 2008 Wymaz z gardta ECH030/4211 2009 Kat

ECHO6/355 1 2008 Kat CoxB/425 2009 Ptyn mézgowo rdzeniowy
ECHO6/356 2008 Wymaz z gardta CoxA9/426 | 2009 Kat

ECH06/357 | 2008 Kat CoxB/428 1 2009 Kat

ECHO6/358 | 2008 Pyn mézgowo- rdzeniowy | Polio T3/2093 | 2009 Kat

ECHO06/3591 2008 Wymaz z gardta Polio T3/2093 I 2009 Kat
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