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STRESZCZENIE

Diagnostyka neuroinfekcji enterowirusowych po-
lega gtownie na izolacji wirusa w hodowli komoérek
wrazliwych i/lub na identyfikacji materiatu genetycz-
nego wirusa (RNA) w plynie moézgowo-rdzeniowym
(pmr). Celem przedstawionej pracy byla ocena przydat-
nosci w/w technik do szybkiej diagnostyki zachorowan
o etiologii enterowirusowej. Stosujac metody biologii
molekularnej (RT-PCR) przebadano 69 pmr pobranych
od pacjentow w ostrej fazie choroby. Dodatni wynik
uzyskano z badania 39 probek pmr (56,5%). Wybrano
20 dodatnich probek pmr oraz 20 probek katu uzyska-
nych od tych samych pacjentéw, w ktorych podjeto
probe izolacji wirusa w hodowli komorkowej. Dodatni
wynik uzyskano tylko w jednym pmr, co stanowito
5,3%. W przypadku probek katu dodatni wynik izolacji
uzyskano w 9 probkach (45%).

Stowa kluczowe. enterowirusy, RT-PCR, diagnostyka,
zakazenia osrodkowego uktadu nerwowego

WSTEP

Zakazenia enterowirusami wsrdd ludzi sg bardzo
powszechne. Najczesciej przebiegaja bezobjawowo,
tylko cze§¢ zachorowan konczy si¢ rozwinigciem
wielonarzadowego zakazenia. Enterowirusy wywotuja
zakazenia poczawszy od lekkich, w przebiegu ktorych
wystepuja wykwity na btonach §luzowych i skorze,
po choroby serca, mig$ni, uktadu pokarmowego, czy
choroby osrodkowego uktadu nerwowego (oun).

Wirus dostaje si¢ do organizmu droga pokarmowa
lub oddechowg, nastepnie namnaza si¢ w tkance chton-
nej gardia i jelita cienkiego. Po wystgpieniu wiremii
wirus moze przedosta¢ si¢ do oun (1). Potwierdzenie
jego obecnosci w ptynie mézgowo-rdzeniowym (pmr)
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Clinical diagnosis of enteroviral infections of the
central nervous system are performed by virus isolation
in sensitive cell lines and RT-PCR assay. The aim of the
study was evaluation these techniques for fast diagnosis
meningitis caused by enteroviruses. 69 samples (cer-
ebrospinal fluid, CSF) were collected and analised by
RT-PCR reaction. 39 samples were positive (56.5%).
20 positive sample were selected and simultaneously 20
stool samples from the same patients were collected for
virus isolation in sensitive cell line. Positive isolation
was observed only in one CSF (5.3%) and in 9 stool
samples (45%).
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jest rownoznaczne z identyfikacja czynnika etiologicz-
nego neuroinfekcji, gdyz rozroéznienie neuroinfekcji
enterowirusowych od wywotanych przez inne wirusy na
podstawie samego obrazu klinicznego nie jest mozliwe.

W diagnostyce neuroinfekcji enterowirusowych
stosuje si¢ przede wszystkim izolacje wirusa w hodowli
komorek wrazliwych oraz wykrywanie materiatu gene-
tycznego wirusa (RNA) w pmr. Izolacja i identyfikacja
serotypu wirusa z pmr jest procesem dtugotrwatym
(od 2 do 4 tygodni) i charakteryzuje si¢ niska czuto-
$cig, spowodowang najczgsciej niskim mianem wirusa
w ptynie mézgowo-rdzeniowym (10'-10° TCID, /ml)
(2). Ponadto, trudnosci izolacji wirusa z pmr w hodowli
komoérkowej czesto wynikajg z popetnianych bledow
przedanalitycznych tj. nieodpowiednich warunkow
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transportu, jak i nienalezytego postgpowania z mate-
riatem do badan. Najpewniejszym zrodlem izolacji
enterowirusow jest kal osoby zakazonej, w ktérym
miano wirusa jest wysokie, ponadto wirus wydalany
jest z katem przez dhugi okres czasu od wystgpienia
pierwszych objawow choroby ($rednio 2 tygodnie) (3).
Jednakze izolowanie wirusa z katu w przypadku neuro-
infekcji wydaje si¢ by¢ bezcelowe, gdyz identyfikacja
wirusa w uktadzie pokarmowym nie potwierdza, ze jest
on czynnikiem etiologicznym zapalenia oun. Techniki
molekularne uwaza si¢ za bardziej uzyteczne w przy-
padku diagnozowania neuroinfekcji; wykrywaja nawet
kilka kopii RNA wirusowego w probce badanej, takze
czas badania skraca si¢ do kilku godzin. Najczesciej
stosowana jest reakcja amplifikacji wysoce konserwa-
tywnego regionu 5'NTR, ktéra pozwala na wykrycie
jezeli nie wszystkich, to wickszo$ci enterowiruséw
(4). Ten typ badan molekularnych nie dostarcza jednak
informacji na temat serotypow krazacych w populacji,
nie identyfikuje takze ognisk epidemicznych (5).

W celu wypracowania systemu badania neuroin-
fekeji, ktory polega na identyfikacji poszczegdlnych
enterowirusOw w materiale klinicznym, zastosowano
rownolegle zarowno izolacje wiruséw w hodowli
komorkowej, jak réwniez analize RT-PCR. Przepro-
wadzono badania diagnostyczne probek pmr i kaloéw
uzyskanych od pacjentow z zakazeniem oun.

MATERIALY I METODY

Material diagnostyczny: Materiat do badan stanowily
probki 69 ptynéw mozgowo-rdzeniowych od pacjentow
z podejrzeniem wirusowego zakazenia osrodkowego
uktadu nerwowego. We wszystkich probkach okreslano
obecnos¢ RNA enterowirusow metoda RT-PCR. Do
dalszej analizy wybrano probki 20 pmr dodatnich w re-
akcji RT-PCR, otrzymanych od pacjentéw, od ktérych
pobrano rowniez kat w fazie ostrej choroby.

Reakcja RT-PCR: Z badanych probek izolowano
material genetyczny za pomocg zestawu QlAamp Viral
RNA, zgodnie z zaleceniami producenta. Na matrycy
wyizolowanego RNA przeprowadzono reakcje RT-PCR
z wykorzystaniem zestawu Super Script III one-Step
RT-PCR with Platinium Taq (Invitrogen).Zastosowano
nastepujace startery:

PanEvl: 5’-ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGT-
TCC-37;

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

Reakcje wykrywajaca RNA enterowirusowe przepro-
wadzono w nastepujacych warunkach: 1 cykl —20 min.
w 45°C, 2 min. w temp. 94°C; 35 cykli— 30 sek. w temp.
94°C, 30 sek. w temp. 55°C, 30 sek. w temp. 70°C; 1
cykl — 5 min. w 72°C. Produkt amplifikacji (wielkos¢

114bp) wykrywano metodg elektroforezy w zelu agaro-
zowym (2%) z dodatkiem bromku etydyny wzgledem
wzorca wielko$ci (BioRad).

Izolacja i typowanie: Izolacj¢ i typowanie enterowiru-
sow przeprowadzono zgodnie z zaleceniami Swiatowej
Organizacji Zdrowia (6). Izolacje wirusa z badanych
materiatow przeprowadzono w hodowli ludzkich ko-
morek miesniako-migsaka wrazliwych na zakazenie
enterowirusami (hodowla komorek RD). Pmr bezpo-
srednio dodawano do hodowli komorek RD, natomiast
kat opracowywano z zastosowaniem chloroformu. Do
identyfikacji serotypow enterowirusa zastosowano
surowice poliklonalne. Identyfikacja polegata na zobo-
jetnieniu zakazno$ci wirusa przez przeciwciata oraz na
wykryciu pozostatosci wirusa niezobojetnionego (6).

WYNIKI I OMOWIENIE

W reakcji RT-PCR, ktorej wysoka czuto$¢ 1 swo-
isto$¢ opisano poprzednio (7) wykrywano obecno$¢
RNA enterowirusow w pmr otrzymanych od pacjentow
z zakazeniem o$rodkowego uktadu nerwowego. Prze-
badano 69 materiatow, w 39 — 56,5% wykryto materiat
genetyczny enterowirusow, natomiast 30 probek byto
ujemnych, co stanowi 43,5% wszystkich probek ba-
danych. Otrzymany odsetek wynikow dodatnich nie
jest wysoki, bowiem szacuje si¢, ze w krajach gdzie
prowadzone sa masowe szczepienia populacji przeciw
wirusowi nagminnego zapalenia przyusznic (nzp), 85%-
95% wszystkich przypadkow aseptycznego zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych spowodowane jest wia-
$nie zakazeniem o etiologii enterowirusowe;j.

Do dalszych badan wybrano probki 20 pmr dodat-
nich w reakcji RT-PCR, z ktorych podjeto probe izolacji
czynnika zakaznego. Jednocze$nie od tych samych
pacjentow pobrano probki katu w ostrej fazie choroby
iznich rowniez, po wczesniejszym opracowaniu, izolo-
wano wirusa w hodowli komorek RD. Wyniki przedsta-
wiono w tabeli I. Tylko z jednego pmr dopiero w trzecim
pasazu (oznaczenie 00+) udato si¢ wyizolowac szczep
wirusowy, co stanowi 5,3% wszystkich badanych pmr.
Natomiast z 9 probek katu wyizolowano w hodowli
komorkowej szczepy enterowirusow (45%), ktore na-
stepnie typowano metoda neutralizacji z zastosowaniem
odpowiednich surowic. W jednym przypadku nie udato
si¢ okresli¢ typu wyizolowanego wirusa. Pozostale wy-
izolowane szczepy wirusowe to ECHO30 (3 szczepy)
1 CoxA9 (5 szczepow). ECHO30 jest serotypem bardzo
czesto izolowanym w Polsce poczawszy od lat 90 (8).
Jest to serotyp charakteryzujacy si¢ wysokim neurotro-
pizmem i znaczng neurowirulencjg. Jest on tez czgsto
opisywany jako czynnik etiologiczny zachorowan na
zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych o charakterze
epidemicznym, wystepujacy na catym §wiecie. Podob-
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Tabela I. Wyniki izolacji w kierunku enterowirusow prébek
pmr i katu od pacjentdéw z potwierdzonym entero-
wirusowym zakazeniem oun

Table I. Results of enterovirus isolations in material from
patients with enteroviral meningitis
Materiat badany
i pmr kat
RT-PCR Izolacja Izolacja Wynik typowania
(CPE) (CPE) z surowicami WHO
1 + - 00+ ECHO30
2-4 + - - -
5 + - 0+ Typ nieokreslony
6 + - 00+ ECHO30
7 + - 0+ CoxA9
8 + - 0+ CoxA9
9 + - - -
10 + - 0+ CoxA9
1 + - - -
12 + - 00+ ECHO30
13 + - - -
14 + nb - -
15,16 + - - -
17 + 00+ 00+ CoxA9
18 + - - -
19 + - 00+ CoxA9
20 + - - -

0+ - efekt cytopatyczny w drugim pasazu
00+ - efekt cytopatyczny w trzecim pasazu
nb - nie badano

nie serotyp Coxsackie A9 byl wymieniany wsrod pigciu
najczesciej izolowanych serotypow enterowirusow
w USA w latach 2006-2008 (9).

Pojawianie si¢ epidemii enterowirusowych czesto
zwigzane jest ze statusem ekonomicznym populacji.
W warunkach niskiego poziomu higieny i wysokiego
zageszezenia ludnos$ci do zakazenia dochodzi na ogot
w wieku niemowlgcym. W krajach uprzemystowionych
czestos¢ zakazen w wieku niemowlgcym jest nizsza,
przez co obserwuje si¢ przesunigcie ekspozycji na za-
kazenie na wiek pozniejszy (10). Wzrost odsetka osob
nieposiadajacych przeciwciat dla poszczegodlnych ty-
pow enterowirusow sprzyja okresowemu wystepowaniu
zachorowan. Najczesciej identyfikowane sg epidemie
wywolywane przez typy wiruséw charakteryzujace sie
wysoka neurowirulencja, ktére daja powazne objawy
kliniczne. Natomiast w przypadku wielu zachorowan
wywotanych serotypami o niskiej neurowirulencji, ich
obecnos¢ w ogoble nie jest diagnozowana i identyfiko-
wana (11).

Metody izolacji enterowirusow w hodowlach ko-
morkowych przyczyniaja si¢ do tego, ze jako czynnik
etiologiczny zakazen oun wymieniane sg serotypy,
ktore posiadajag zdolnos¢ replikacji w hodowli komoérek
uzytych do izolacji, natomiast serotypy nienamnazajace
si¢ w hodowlach komdrkowych czesto w ogole nie sa

identyfikowane (12). Zastosowanie metody RT-PCR jest
szczegoblnie przydatne w diagnostyce zakazen oun wy-
wotywanych przez typy wiruséw, ktore nie namnazaja
si¢ w hodowlach komorkowych (np. Coxsackie wirusy
A typ 11 6). Obserwowana relacja miedzy czastkami
zakaznymi a czgstkami niezdolnymi do replikacji wy-
nosi 1:100 powodujac, ze czuto$¢ metod molekularnych
W znaczacy sposob przewyzsza czulos¢ metody izolacji
wiruséw w hodowli komérkowej. Reakcja RT-PCR,
ktora wykrywa materiat genetyczny wirusa zawarty
takze w czgstkach defektywnych, jest tym samym nie
tylko o wiele szybsza, ale réwniez o wiele czulsza od
metody izolacji wirusa w hodowli komoérkowej, ktéra
wykrywa obecno$¢ w probie badanej tylko czastki za-
kazne wirusa. Jest to bardzo istotne z punktu widzenia
diagnostyki indywidualnych przypadkéw zachorowan,
w ktérych wazne jest jedynie szybkie okreslenie, ze
czynnikiem etiologicznym choroby jest enterowirus.
Okreslenie serotypu wirusa nie ma bowiem wptywu na
postepowanie lecznicze, pozwala natomiast na badanie
krazenia enterowirusow w populacji.

Coraz czesciej opisywane sg metody molekular-
ne okreslajace typ wirusa powodujacego zakazenie
(13,14,15). I ten typ diagnostyki, identyfikujacy za-
rowno czynnik etiologiczny zakazenia, jak réwniez
identyfikujacy czynnik epidemiczny, wydaje si¢ by¢
przysztoscig diagnostyki choréb oun.

WNIOSKI

Diagnostyka zakazen o$rodkowego uktadu ner-
wowego, podejrzanych o etiologie enterowirusowa
powinna opierac si¢ na wykrywaniu materiatu genetycz-
nego wirusa w ptynie mézgowo-rdzeniowym metoda
RT-PCR. Uzupehienie tych badan o izolacje z katu pa-
cjenta szczepu wirusowego w hodowli komorek wrazli-
wych mogloby dostarczy¢ cennych informacji na temat
szczepow enterowirusowych krazacych w srodowisku.
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