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Wstep

Moje zainteresowania naukowe dotycza enterowiruséw, grupy matych,
bezosfonkowych wirusdw, ktdrych materiatem genetycznym jest jednoniciowe RNA
o dodatniej polarnosci. Ludzkie enterowirusy to ponad 100 (sero)typéw naleigcych do
czterech gatunkéw (A, B, C, D) rodzaju Enterovirus, rodziny Picornaviridae. Kazdego roku
zakazajg miliony ludzi na catym jwiecie, licznie obecne sa w wydzielinach z uktadu
oddechowego oraz w kale zakazonych oséb. Wywotujg szerokie spektrum réinych
choréb od zwyktego przezigbienia poprzez chorobe dtoni stép i ust, ostre zapalenie
spojowek, zapalenie migénia sercowego do ostrych porazefi wiotkich i cigzkich
zachorowan u noworodkéw o przebiegu sepsy. Jednak najczesciej wymieniane s3 jako
czynnik etiologiczny zapalenia opon mdzgowo-rdzeniowych. Nalezy podkreslic,
7e zakazenia wywolywane przez enterowirusy sg bardzo powszechne i w wigkszosci sg
bezobjawowe lub skapoobjawowe. Opisywane i rejestrowane przypadki stanowig tylko
niewielki odsetek oséb zakazonych w populacji.

W naszym klimacie zakazenia wywolywane przez enterowirusy majg charakter
sezonowy, wystepujg przede wszystkim w miesigcach letnich i jesiennych, szerzg sig
gléwnie droga pokarmowa. Miejscem intensywnej replikacji enterowirusow
w organizmie cztowieka sg jelita, dlatego tez czastki wirusowe w duzej ilosci wydalane sa
wraz z katem do s$rodowiska zaréwno w przypadku zakazern objawowych jaki
i bezobjawowych. Po objawowej fazie zakazenia replikacja wirusa w ukfadzie

pokarmowym moze trwaé nadal, nawet przez kilka tygodni, réwniez wtedy kiedy
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objawowa faza nie wystapi. Gtownym Zrédlem wirusow w srodowisku s3 ludzkie
odchody. Wirus nie moie namnaza¢ sie poza organizmem gospodarza, ale moze
przetrwaé w érodowisku przez znaczaco dtugi okres czasu, szczegélnie kiedy, jest mato
wrazliwy na zmieniajgce sie czynniki srodowiska.

Scieki sa bogatym zZrodiem enterowiruséw krazacych w spoteczenstwie. Szacuje sig,
7e w jednym litrze surowych Sciekdéw moze znajdowac sig nawet 10 000 czqst_ék
zakaznych. Badania éciekéw metodami biologii molekularnej oraz klasycznej wirusologii
z wykorzystaniem hodowli komérkowych pozwalajg na wykrycie w $rodowisku catego
spektrum wiruséw krazacych w populacji, od wiruséw powodujacych ciezkie zespoty
chorobowe do tych wywotujgcych zakazenia bezobjawowe [Fong and Lipp, 2005].
Zgodnie z hipotezg gory lodowej, dzieki badaniom prébek klinicznych jestesmy w stanie
wykry¢ zakazenia, ktére stanowia tylko wierzchotek gory lodowej natomiast nadzor
érodowiskowy pozwala na zbadanie tej wiekszej, niewidocznej czesci zanurzonej
w oceanie. Przydatnos¢ bad_aﬁ $ciekdw do monitorowania krazenia dzikiege wirusa polio
zostala zaprezentowana wielokrotnie, miedzy innymi w Holandii [Van der Avoort et al,,
1995] i w Finlandii [Poyry et gl., 1988]. Dla krajow takich jak Polska, bez dobrze
funkcjonujgcego systemu nadzoru nad zachorowaniami wywotywanymi przez
enterowirusy, wykrywanie tych wirusow w sciekach moze by¢ alternatywna metodg
monitorowania krazenia enterowiruséw w populacji [Apostol et al., 2012].

Klasyczng metodg diagnostyki zakazeri enterowirusoych jest izolacja wirusa z probek
katu, wymazu z gardfa lub piynu mézgowo-rdzeniowego (pmr) w hodowli komorek
wrazliwych. Jest to takze najlepsza metodg okreslajacg zakainos¢ czastek obecnych
w $rodowisku. Do izolacji enterowiruséw mozna zastosowac rézne linie komérkowe, ale
wcigz nie ma jednej uni.\r\'iersalnej hodowli podtrzymujgcej wzrost wszystkich ludzkich
enterowirusdw (HEV). Wiele badan wykazato, ze bardziej czuta i szybsza jest diagnostyka
metoda PCR niz klasyczna izolacja w hodowlach komérkowych. Niemniej jednak
wykrywanie materiatu genetycznego enterowiruséw (RNA) metodq PCR, nie dostarcza
informacji o zakaznosci wirusa. Informacja ta wydaje sie szczegdinie wazna w badaniach
monitorujgcych obecnosé wirusa w srodowisku. Wykryty materiat genetyczny moze
znajdowaé sie w defektywnych czastkach wirusowych, ktére nie sg wstanie przytaczy¢ sig
do komorki, zakazi¢ jg i ulec w niej powieleniu. Informacja o obecnos¢ w srodowisku

zakaznych czastek wirusowych jest szczegdlnie istotna z perspektywy zdrowia
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publicznego i wynikajacych z tego zagroie. Obecnos$¢ czastek zakainych mozna
oznaczy¢ uzywajac linii komérkowych takich jak: Caco-2 i RD [Terletskaia-Ladwig et al.,
2008; Sedmak et al, 2005]. Caco-2 to hodowla ludzkich komorek epitelialnych
wyprowadzonych z nowotworu jelita grubego (adenocarcinoma). Wykazano, ze komarki
te podtrzymuja wzrost wielu grup wirusow zakazajacych uktad pokarmowy czfowie_lga:
rotawirusoéw, adenowirusow, astrowirusow a takie enterowiruséw [Hamza et al., 2011;
Pinto et al., 1995]. Natorhiast, zgodnie z zaleceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO), powszechniej stosowana jest do izolacji poliowiruséw i innych enterowirusow
linia komdrkowa RD. Mimo ze, wiekszo$¢ serotypdw enterowiruséw namnaia sig¢ w tej
hodowli to jednak w praktyce izolacja z wykorzystaniem tej linii komérkowej nie zawsze

sie udaje.
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Wykorzystanie komdrek Caco-2 do wykrywania enterowirusow w $ciekach

M. Wieczorek, t. Kuryk, A. Witek, A. Diuwe, B. Litwiriska. The detection of enteroviruses in sewage

using Caco-2 cells. 2013, Polish Journal of Microbiclogy 62({1):97-100;

Niestandardowym podejéciem, w przeprowadzonych badaniach, byto zastosowanie
do izolacji enterowiruséw z probek sciekéw obok rutynowo uzywanych hodowli,
hodowle ludzkich komérek Caco-2. Do badar uiyto 14 probek sciekéw pobranych

z oczyszczalni $ciekdw mieszczacych sie w catej Polsce. Po odpowiednim opracowaniu
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$ciekami zakazano trzy hodowle komérkowe (Caco-2, RD, L20B) oraz wykrywano materiat
genetyczny wirusa metoda RT-PCR. Obecnos$é enterowirusdw, réinymi metodami,
wykryto we wszystkich badanych prébkach. Izolacja enterowiruséw w hodowli komérek
Caco-2 byta bardziej wydajna niz w hodowli komérek RD i L20B, okazata sig takze czulsza
niz RT-PCR. Duza réinorodno$é¢ otrzymanych serotypow wykazata, ze komérki Cacp‘-z
moga znaleié zastosowanie w badaniach enterowirusow krazacych w populacji. l
Zastosowanie hodowli komdrkowej Caco-2 do izolacji wirusdw z probek $ciekow
moze by¢ zalecane w nadzorze $rodowiskowym, monitorujacym krazenie enterowiruséw,

dostarczajac cennych informaciji istotnych z perspektywy zdrowia publicznego.

M. Wieczorek, A. Ciacka, A. Witek, B. Litwirfiska. The utility of Caco-2 cells in isolation of
enteroviruses from environmental and clinical material. 2014. Polish Journal of Microbiology

63(1):69-73;

Kolejnej badania przeprowadzono nad zastosowaniem hodowli komérek Caco-2
do izolacji enterowiruséw z probek $rodowiskowych ($cieki) i materiatdw klinicznych
(pmr). Trzydzieéci dwie probki ptynéw mézgowo-rdzeniowych dodatnich w reakcji Pan-
entero RT-PCR, byly izolowane w hodowlach komorek Caco-2 i RD. Ponad dwukrotnie
wiecej wynikéw dodatnich otrzymano wykonujac izolacje w hodowli komérek Caco-2 niz
w hodowli komérek RD. Takie prawdopodobiefstwo izolacji enterowirusa z probek
$ciekéw w hodowli komdrek Caco-2 byto 20-krotnie wigksze niz w hodowli komérek RD.
W hodowli komérek RD obserwowano szybkg degeneracje spowodowana toksycznym
wptywem probki écieku. Toksyczne dziatanie zwigzkéw obecnych w sciekach na komérki
hodowli mogto by¢ przyczyna ujemnych wynikow izolacji w tej hodowli komdrkowe;j.

Praca ta wykazata duig przydatnoéé komérek Caco-2 do izolacji enterowirusow,
niezaleznie od zastosowanego materiatu do badas. Przy planowaniu badan i wyborze linii
komérkowe] do izolacji wiruséw, nalezy zawsze wzig¢ pod uwage ograniczenia
wynikajace z toksycznosci prébek srodowiskowych. Zastosowanie hodowli komorkowej
Caco-2 do izolacji enterowiruséw moze by¢ zalecane zaréwno do badania prébek

klinicznych jak i $rodowiskowych.



Nadzér srodowiskowy nad nie-polio enterowirusami w Polsce w 2011 roku

M. Wieczorek, A. Ciacka, A. Witek, £, Kuryk, A. Zuk-Wasek. Environmental surveillance of non-polio

enteroviruses in Poland, 2011. 2015. Food and Environmental Virology 7:224-231;

Celem tego badania byto zastosowanie nadzoru érodowiskowego do oceny krazenia
nie-polio enterowiruséw (NPEV) w Polsce. Prébki sciekéw byly pobierane od stycznia '.‘élo
grudnia 2011 roku, w 14 oczyszczalniach z terenu Polski, mieszczacych sig w 13 mias’gaéh.
W sumie zgromadzono 165 probek, ktore przebadano w kierunku enterowirﬁséw
metodami biologii molekularnej i metodg izolacji w hodowlach komodrkowych.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze Scieki sg bogatym Zrédtem enterowiruséw
krazacych w populacji. W wiekszosci zbadanych prébek wykryto enterowirusy (77%
wynikéw dodatnich — RT-PCR, 66% wynikéw dodatnich - izolacja w hodowlach
komérkowych). Otrzymane wyniki réznity sie w zaleznosci od miejsca (od 33% do 100% -
RT-PCR; od 42% do 83% - izolacja w hodowlach komdrkowych) i czasu poboru prébki.
Enterowirusy w éciekach wykrywane byty przez caty rok, ale najliczniej jesienia, podobnie
jak opisano to juz wczesniej w innych krajach o klimacie umiarkowanym [Kargar et al.,
2009; Hovi et al., 1996]. Sezonowe zroznicowanie wystepowania enterowiruséw, w obu
metodach, wykazato oczekiwany szczyt jesienia i spadek na wiosne. Wéréd probek, w
ktorych wykryto materiat genetyczny enterowiruséw metoda RT-PCR, byly takie z ktorych
nie wyizolowano enterowirusa w hodowli komédrkowej {32%), ale takie wsrdd probek,
w ktorych obecno$¢ enterowirusa potwierdzono obserwujac efekt cytopatyczny
w hodowli komérkowej, nie wykryto enterowirusowego RNA metoda RT-PCR (21%).
Whyniki te wskazujg, ze obecno$¢ wirusa nie zawsze musi by¢ wykryta metodami biologii
molekularnej.

W sumie zgromadzono 141 izolatdw. Od stycznia do grudnia 2011, najczesciej
wykrywanymi serotypami byly: echowirus 3 (E3), E11, wirusy Coxsackie B (CVB), E6 i E7,
stanowity one az 94% uzyskanych izolatéw. Dominujgcymi serotypami, ktore stanowity
52% uzyskanych izolatéw, byly E3 i E11. Serotypy wykryte przez nas w $ciekach byly takze
wykrywane w prébkach klinicznych z ognisk zapaleh opon mézgowo-rdzeniowych lub
innych choréb, w tym samym czasie w Polsce. Wirusy Coxsackie B byly najczesciej
izolowanymi enterowirusami z materiatéw klinicznych w Polsce w latach 2008-2009

[Witek et gl. 2010}, natomiast E6 i E11 izolowano z materiatow z ognisk zapalen opon
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mozgowo-rdzeniowych, ktére wystapity w latach 2011-2012. Jedynym serotypem licznie
reprezentowanym w $ciekach, ktéry jak dotad rzadke byt wykrywany w Polsce, byt E3.
Dotychczas nie byt on wigzanym z zadnym ogniskiem zachorowan, nasze laboratorium
wykryto ten serotyp tylko raz od osoby zdrowej z otoczenia przypadku ostrego porazenia
wiotkiego. Niemniej jednak wykrycie tego serotypu w sciekach moze sugerowac, ze wi_rys
ten krazy w populacji na znaczacym poziomie bez wywotywania cigzkich zachorowagﬁ.
Réinice w rozpowszechnieniu poszczegolnych serotypéw, jak réwniez réznice
w wystepowaniu w poszczegdlnych latach oraz na réznych obszarach, moga zalezec
od réinych czynnikéw, takich jak: higiena, gestosci zaludnienia, rozpowszechnienie
zakazenia w populacji, czy pora roku. E6 i E11 sg czesta przyczyng zapalenia opon
mozgowo-rdzeniowych i s3 wsrdd najczesciej wykrywanych enterowirusow na catym
$wiecie [Miyoshi et al., 2012; Yang et al., 2010). E11 jest czesto wigzany z zakazeniami
szpitalnymi [Cramblett et al., 1973]. Wirusy Coxsackie B sg najczesciej wykrywanymi
enterowirusami w srodowisku na catym swiecie [Klemola et af., 2008; Costan-Longares
et al., 2008; Papaventsis et al., 2005]. Natomiast E3 to rzadko wykrywany serotyp,
niekledy wiazany z zapaleniem opon modzgowo-rdzeniowych, z chorobami nerwowo-
miesniowymi, oraz cukrzycg typu 1, istnieje niewiele doniesien na jego temat [Williams
et al., 2006]. Na prawdopodobierstwo izolacji enterowirusa z prébki scieku moga miec
wplyw indywidualne cech danego serotypu jak diugos¢ cyklu replikacyjnego,
czy stabilno$é¢ w $rodowisku. Jednak obecnos¢ w polskich sciekach CVB i E3, wirusow
charakteryzujacych sie tropizmem do komdérek trzustki, powinno zwrdcic uwagg
na potrzebe badai w kierunku diabetogennych enterowirusow, szczegélnie biorgc
pod uwage dane zwigzane z zapadalnoscia na cukrzyce typu 1 w Polsce, ktéra stale
roénie.

Zastosowanie hodowli Caco-2 pozwolito nam zaobserwowac szerokie spektrum
réinych typéw enterowiruséw. Mozliwa byta takie izolacja mieszaniny roznych
serotypéw, taka jednoczesna izolacja byta rzadsza w hodowli komdrek RD. Biorac
pod uwage wrazliwoéé komorek na zakaienie oraz odpornos$¢ nazwiazki toksyczne,
czesto obecne w $ciekach, komérki Caco-2 moga byé polecane do wykrywania wiruséw
z probek srodowiskowych.

Réznorodnoéé enterowiruséw wykrytych w naszym badaniu wykazata, ze badanie

éciekéw pozwala na identyfikacje wirusow krazacych w populacji, dostarcza takie
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cennych informacji o epidemiologii zakazenn wywolywanych przez enterowirusy.
Wezesniejsze badania wykazaly, ze system nadzoru oparty na badaniu sciekéw wykazuje
wieksza czuloéé niz system rejestracji zachorowan [Sinclair et al,, 2008; Bosch et al,,
2008]. Dane o wystepowania wiruséw w surowych sciekach pozwalajg na wglad
w zakazenia wirusowe wystgpujace w spofeczeristwie, rowniez te bezobjawowe. Nasze
badanie pokazato, ize nadzdr srodowiskowy pozwala na $ledzenie szerzenia sig zakaz,ér'\
pomiedzy regionami. Ma on tez duzy potencjat prognostyczny biorac pod uw’égQ,
ze wykrycie E6 w sciekach w 2011 (15% otrzymanych izolatow) poprzedzito wystapienie
ogniska zachorowan na zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych w centralnej i wschodniej
Polsce w 2012.

Podsumowujagc mozna stwierdzi¢ ze, nadzdér srodowiskowy dostarcza cennych
informacji o krazeniu enterowiruséw w spoteczenistwie, takze tych nie wywotujgcych
zachorowan. Jest czutym narzedziem, pozwalajacym na poznanie epidemiologii
enterowirusow krazgcych w populacji, czesto nie wykrywanych w prébkach klinicznych.
Poznanie trendéw wéréd kragzacych enterowiruséw moze przyczyni¢ sie do szybkiego
rozpoznawania ogniska zachorowan. Zastosowanie hodowli komdrkowej Caco-2
doizolacji wydaje sie mie¢ zastosowanie w nadzorze S$rodowiskowym nad
enterowirusami.

Bosch A., Guix S., Sano D., Pinto R.M. 2008. New tocls for the study and direct surveillance of viral pathogens in water. Current
Opinion in Biotechnology 19:295-301.
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wastewater and surface waters of north-eastern Spain. Journal of Applied Microbiclogy, 105:1945-1955,

Cramblett H.G., Haynes R.E., Azimi P.H., Hilty, M. D., Wilder M.H. 1973. Nosocomial infection with echovirus type 11 in handicapped
and premature infants. Pediatrics, 51:603-607.
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Nie-polio enterowirusy w zapaleniach opon mdzgowo-rdzeniowych w Polsce, w

latach 2011-2014.

M. Wieczorek, A. Figas, A. Krzysztoszek. Enteroviruses associated with aseptic meningitis in Poland,

2011-2014. 2016. Polish Journal of Microbiology 65(2):231-235;

Niniejsze opracowanie opisuje epidemiologie i diagnostyke zapalen opon moézgowo-
rdzeniowych, ktére mialy miejsce w Polsce, gtownie w dwdch wojewddziwach,
mazowieckim i podlaskim, od stycznia‘2011 do grudnia 2014 roku. W sumie
zgromadzono 686 pmr, w ktorych wykrywano obecnos$é materiatu genetycznego
enterowirusow metodg RT-PCR. Wsrdd badanych probek enterowirusowe RNA wykryto
w 67,8%. Dodatkowo z 334 prébek materiatéw klinicznych {pmr, katéow, wymazdw
z gardta) izolowano enterowirusy w hodowlach komdrek wrailiwych. Dodatni wynik
izolacji uzyskano w 64,7% badanych prébek. Metoda serotypowania zostato
zidentyfikowanych 185 izolatow, wsrdd nich najwiekszg grupe stanowity echowirusy,
aE6 {41,7%) i E30 (37,5%) byty najczesciej identyfikowanymi serotypami. Najwyzszy
odsetek préb dodatnich obserwowano w materiale pobranym od dzieci w wieku 5-9 lat,
w przewadze u chiopcow (63,9%). Materiat genetyczny enterowiruséw wykrywano
w materiale od pacjentow chorujgcych gtownie w miesigcach letnich i jesiennych.

Niniejsze badania koncentrujg sie na epidemiologii zakazert wywotywanych przez HEV
w Polsce i wykazaty, ze gtéwnym czynnikiem etiologicznym zapalen opon mézgowo-
rdzeniowych w latach 2011-2014 byly serotypy: E6 i E30. Wyniki przedstawione
w niniejszym opracowaniu dostarczaja wiele cennych informacji o krazeniu rdinych
serotypéw HEV w warunkach ograniczonego nadzoru nad chorobami wywotywanymi

przez enterowirusy w Polsce. Tego typu nadzér jest wazny nie tylko do monitorowania
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zmieniajacych sie trenddw wsrdd zachorowan wywolywanych przez enterowirusy,
ale takze dla szybkiej identyfikacji rozprzestrzeniania sie nowo pojawiajgcych sig typow
HEV. Monitorowanie krazenia enterowirusow w populacji moze dostarczyt cennych

informacji lekarzom w celu optymalizacji badan klinicznych i leczenia.

Nie-polio enterowirusy w ostrych porazeniach wiotkich w Polsce, w latach 1999-2014.

M. Wieczorek, A. Krzysztoszek. Molecular characterization of enteroviruses associated with_aéute

flaccid paralysis cases in Poland, 1999-2014. 2016. Polish Journal of Microbiology 65(4):443-450;

Kolejne badania dotyczyly ludzkich enterowiruséw izolowanych 2z prébek
od pacjentéw z ostrym porazeniem wiotkim pobranych w ramach prowadzonego
w Polsce nadzoru w latach 1999-2014. Obecnos$¢ enterowiruséw byta badana
w prébkach katéw pobranych od 747 pacjentow oraz os6b zdrowych z ich otoczenia.
W 6,12% zgtoszonych przypadkow izolowano enterowirusa od osoby chorej iflub osoby
z jej otoczenia. Wérdd 55 dodatnich przypadkdéw, 40 bylo zwigzanych z wykryciem wirusa
u pacjenta, a 15 z wykryciem wirusa u osoby zdrowej, ale przebywajacej w otoczeniu
pacjenta. W 35 przypadkach ostrych porazer potwierdzono obecno$é wirusa polio.
Natomiast 43,6% dodatnich przypadkéw ostrych porazen wiotkich wiazata sig z izolacja
nie-polio enterowirusa (NPEV). NPEV s3 powszechnie izolowane od pacjentéw z ostrymi
porazeniami wiotkimi na catym $wiecie, ale w zwigzku ze specyfikg diagnostyki
polegajaca na izolacji wirusa z katu, trudno udowodni¢ udziat enterowiruséw w etiologii
choroby. Mimo, ze oznaczenie obecnosci jednego z NPEV w kale pacjenta cierpigcego
na ostre porazenie wiotkie nie jest dostatecznym dowodem pozwalajacym ustalic
przyczyne zachorowania to jednak roli NPEV w etiologii tej choroby tez nie mozna
wykluczyé.

W sumie oznaczono 12 réznych typow gatunku B (CVA9, CVB1, CVB3, CVB4, CVB5, £3,
E4, E9, E11, E13, E30) i dodatkowo jednego przedstawiciela gatunku A — enterovirusa 71
(EV71), ktory zostat wyizolowany w roku 2013. Byta to pierwsza, znana nam, identyfikacja
EV71 w Polsce, badania genetyczne wykazaty, ze nalezy on do subgenotypu C4 i jest
najblizej spokrewniony z chifiskimi izolatami z lat 2009-2011. W Europie subgenotyp C4

po raz pierwszy zostat zidentyfikowany w 2004 roku [Mirand et al., 2010], wczesniej



wykrywany byt w Azji, w duzych epidemiach choroby dioni stép i ust, takie
w przypadkach o ciezkim przebiegu, charakteryzujacych sie wysoka smiertelnoscia.

Wéréd 12 serotypdw gatunku B, najczesciej izolowanymi serotypami bylty CVB3
i CVB5 (40% uzyskanych izolatéw), potem CVB4 (16%), E4 (8%), i E11 (8%). Wigkszos¢
serotypdw oznaczanych w materiale 6d pacjentéw z ostrymi porazeniami wiotkimi, byta
przez nas wykryta w Sciekach w 2011 roku. Analiza filogenetyczna wykazata, ze NPEV
wykryte w Polsce w ramach nadzoru nad ostrymi porazeniami wiotkimi, sa spokrewnione
ze szczepami wczesniej identyfikowanymi w Europie ({Francja, Finlandia, Dania,
Motdawia), takze w innych czesciach $wiata (Tunezja, Chiny, USA), sugerujac powszechne
rozprzestrzenienie tych wariantéw.

Przeprowadzone badania sugerujg, ze NPEV, szczegélnie te z gatunku B, moga
odgrywaé waing role w etiologii ostrych porazen wiotkich w naszym kraju. Biorac
po uwage fakt, ze program eradykacji polio zbliza sie ku koricowi, wszelkie dziatania
powinny by¢ skierowane na udoskonalenie monitorowania NPEV. Po eradykacji wirusa
polio, nadal beda wykrywane przypadki ostrych porazen wiotkich ujemne w kierunku
wirusa polio, ale dodatnie w kierunku NPEV. Wyniki tego badania wskazujg,
ze charakterystyka nie-polic enterowiruséw z przypadkéw ostrych porazen wiotkich
moze dostarczyé cennych informacji z zakresu epidemiologii choréb porazennych

u dzieci.

Mirand A., Schuffenecker 1., Hangquell C., Billaud G., Jugie G., Falcon D., Mahul A., Archimbaud C., Terletskaia-Ladwig E., Diedrich S.,
Huemer H.P., Enders M., Lina B., Peigue-Lafeullle H., Bailly J.-L. 2010. Phylogenetic evidence for a recent spread of two populations

of human enterovirus 71 in Eurgpean countries. ] Gen Virol. 91:2263-2277.

Molekularna charakterystyka klinicznych izolatéw echowirusa 30 krazacych w Polsce

w latach 1995-2015.

M. Wieczorek, A. Krzysztoszek, A. Figas. Molecular characterization of echovirus 30 isolates from

Poland, 1995-2015. 2016. VirusGenes 52(3):400-404;

E30 jest jednym z najczesciej wykrywanych enterowiruséw, czesto powodujacym
ogniska zapalert opon mézgowo-rdzeniowych w sezonie letnio-jesiennym u dorostych
i dzieci. Celem naszych badan byta charakterystyka izolatéw E30, uzyskanych

z przypadkéw zapalen opon mézgowo-rdzeniowych, ktére mialy miejsce w Polsce
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w latach 1995-2015. W badanym przedziale czasy uzyskano 124 izolaty E30 w hodowli
komarek RD, 58 zostato zsekwencjonowanych w regionie kodujacym biatko strukturalne
kapsydu VPLl. Zmiennos¢ genetyczna wérdd polskich izolatow E30 w regionie VP1
wyniosta od 0 do 15%. W drzewie filogenetycznym sekwencje polskich izolatéw
utworzyly dwie grupy: grupe | charakteryzujaca sie wysoka zmiennoscia {(do 13,1%),
tworzacg 4 podgrupy oraz jednorodng grupe Il (zmiennos¢ do 4,0%). Grupa Il byfa écidle
zwigzana z dwoma ogniskami zachorowar w 2013 i w 2014 roku. '
Szczepy polskie E30 spokrewnione byly z izolatami wykrywanymi w Europie (Biatorus,
Francja, Niemcy, Wiochy, Rosja), a takize w innych czesciach $wiata (Australia, Chiny).
Sekwencje polskich E30 izolowanych z ognisk zachorowanr, ktére miaty miejsce w lat
2013-2014 (grupa |} grupowaty razem z sekwencjami z Rosji i Chin z lat 2010-2013.
Procesy ewolucyjne towarzyszace pojawienie si¢ nowych wariantéw enterowiruséw
wywotujacych ogniska zachorowarn s3 stabo poznane. Z epidemiologicznego punktu
widzenia dwa procesy moga by¢ odpowiedzialne za réinorodnosc: cykliczne
wprowadzanie nowych wariantéw i ewolucja genetyczna lokalnych populacji wirusow.
Biorac pod uwage rozpowszechnienie i cechy poszczegélnych serotypow zostaty one
podzielone na epidemiczne i endemiczne. E30 zostat zaklasyfikowany to typu
epidemicznego, ktdry w regularnych odstgpach kilkuletnich pojawiania sie, powoduje
ticzne zachorowania, a nastepnie zanika [Khetsuriani et al., 2006]. Scharakteryzowana
przez nas grupa |l ma pewne cechy, ktére pozwalajg nazwac jg epidemiczng. Jest ona
zwigzana z dwoma ogniskami zachorowan, ktére miaty miejsce w latach 2013 - 2014, w
wojewddztwie mazowieckim i podlaskim. Sekwencje izolatéw uzyskanych z ognisk byty
bardzo podobne i byty blisko spokrewnione z rosyjskimi i chinskimi izolatami, sugerujgc,
ze wariant, ktéry wywotat zachoroWénia w Polsce zostat zawleczony z Rosji, a wczesniej
do Rosji z Chin. Tego typu zjawisko przenoszenia sie enterowiruséw miedzy Europg,
Chinami i Rosja, byto obserwowane juz wczesniej [Yarmolskaya et al., 2015]. Grupa Il jest
przylktadem jak wirusy mogg sie rozprzestrzeniaé sie na kolejne kraje. Juz wczesniej
naukowcy wskazywali, ze za pojawianie sig nowych ognisk zachorowar na danym
obszarze geograficznym moga odpowiadaé nowo pojawiajace sie, odmienne genetycznie,
warianty pochodzace z odlegtych regiondw, sugerujac, ze gléwng przyczyna zachorowan
epidemicznych jest migracji wirusoéw [Bailly et al, 2009]. Uwaza sig, ze glownym

czynnikiem decydujacym o wystepowaniu choréb i wplywajacym na réinorodnosé
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wiruséw jest ich zdolno$é przenoszenia do odleglych obszaréw geograficznych.
W wiekszoé¢ dotychczasowych badan stwierdzono czasowa sukcesje krazgcych
genotypéw E30 bez geograficznych réznic w wystepowaniu [Oberste et al,, 1999;
Palacios et al., 2002; McWilliam Leitch et af., 2009]. Nasze badania jednak wykazuja,
7e grupa |, kragzaca w Polsce od 1995 roku, byta powszechna w sasiednich krajach, takig:h
jak Rosja, Biatoru$, Ukraina, Niemcy i innych krajach europejskich (Francja, Finlandia,
Dania), ale rzadko wykrywano jg w innych czedciach $wiata.

Identyfikacja 5 genogrup w latach 1995-2015, potwierdza wysokg zmiennos¢
genetyczna E30 krazacych w populacji polskiej. Duza zmiennos¢ genetyczna moze by¢
warunkiem wstepnym do powstania nowych wariantéw, takie takich, ktore moga
spowodowaté w przysztosci powstanie nowych ognisk zachorowan. E30 jest czgsto
opisywanym serotypem w literaturze fachowej jednak jak dotad polskie szczepy nie byty
uwzglednione w tych opracowaniach. Przyprowadzona analiza genetyczna polskich
izolatéw oraz zdeponowanie ich sekwencji nukleotydowej w GenBanku, przyczynita sig
do poznania réznorodnoéci badanego typu oraz uzupetnienia $wiatowej bazy danych
w informacje dotyczace polskich szczepéw E30.

Bailly §.L., Mirand A., Henguell €., Archimbaud C., Chambon M., Charbonné F., Traoré O., Pelgue-Lafeuille H. 2009. Phylogeography

of circulating populations of human echovirus 30 over 50 years: nucleotide polymorphism and signature of purifying selection in the
VP1 capsid protein gene. Infect Genet Evol. 9:699-708.

Khetsuriani N., Lamonte-Fowlkes A., Oberst S., Pallansch M.A. 2006, Enterovirus surveillance — United States, 1970-2005. MMWR
Surveill Summ, 55:1-20.

McWilliam Leitch E.C., Bendig J., Cabreriza M., Cardosa )., Hyypii T., ivanova O.E., Kelly A., Kroes A.C., Lukashev A., MacAdam A,
McMinn P., Roivainen M., Trallero G., Evans D.J., Simmonds P. 2009. Transmission networks and population turnover of echovirus
30. J. Virol. 83:2109-2118.

Oberste M.S., Maher K., Kennett M.L., Campbell LJ., Carpentef M.S., Schnurr D. Pallansch M.A, 1952. Molecular epidemiology and
genetic diversity of echovirus type 30 (E30): genotypes correlate with temporal dynamics of E30 isolation. J Clin Microbiol. 37:3928-
3933,

Palacios G., Casas I, Cisterna D., Trallero G., Tenario A., Freire C. 2002. Molecular epidemiology of echovirus 30: temporal circulation
and prevalence of single [ineages. J Virol. 76:4940-4949

Yarmolskaya M.S., Shumilina E.Y., fvanova O.E., Drexler L.F., Lukashev A.N. 2015. Molecular epidemiology of echoviruses 11 and 30
in Russia: different properties of genotypes within an enterovirus serotype. Infect Genet Evol. 30:244-248,

Molekularna charakterystyka klinicznych i $rodowiskowych izolatéw echowirusa 6

krazacych w Polsce w latach 2006-2014,

M. Wieczorek, A. Krzysztoszek, A. Ciacka, A. Figas. Molecular characterization of environmental and
clinical echovirus 6 isolates from Poland, 2006-2014. 2016. Journal of Medical Virology
doi:10.1002/jmv.24709;
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Celem bada’ byta okreslenie réznorodnosci genetycznej Srodowiskowych
i klinicznych izolatow E6 z lat 2006-2014. Nasze badania miaty takze wykazac czy wykryty
w Sciekach w 2011 E6 byt przyczyng ogniska zachorowari na zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych w 2012 roku. Tego typu zjawisko miato miejsce w Finlandii i dotyczylo
duzego ogniska zachorowar wywotanych przez E30, ktdre byto poprzedzone krazeniem
tego samego wariantu genetycznego [Savolainen-Kopra et a/., 2011].

Dla 39 izolatéw (11 $rodowiskowych, 28 klinicznych) uzyskano cata sekwencjg genu
kodujacego biatko VP1, a nastepnie przeprowadzono analizg sekwencji nukleotydowej
i aminokwasowej. Analiza sekwencji nukleotydowej VP-1 wykazata duza zmiennosé
genetyczng charakteryzowanych szczepéw (do 18,8%), ktére utworzyly w drzewie
filogenetycznym cztery odrebne grupy. Szczepy $rodowiskowe, pochodzace z probek
$ciekéw pobranych w roku 2011, weszty w sktad trzech gencgrup (I, I, 1), poza grupg IV
éciéle zwiazana z ogniskiem zapalen opon mézgowo-rdzeniowych, ktére miato miejsce
w wojewoddztwie mazowieckim w 2012 roku. Grupy | i Il charakteryzowaly sig duzg
zmiennoscia i byly zwigzane z archiwalnymi przypadkami zapaleri opon moézgowo-
rdzeniowych, ktére miaty miejsce w Polsce w latach 2006-2008. Mimo wszystko szczepy
$rodowiskowe nalezace do tych grup zostaly wykryte w 2011 roku, sugeruje to, ze grupy
te nie zostaly wyeliminowane tylko od kilku lat nadal krazyly w polskiej populacji
powodujac tylko sporadyczne zachorowania. Polskie izolaty z grup | i Il, spokrewnione
byty ze szczepami z regionu morza Srédziemnego (Francja, Maroko, Tunezja), natomiast
rzadko wykrywane byly w innych regionach $wiata. Duza zmiennos$¢ i state krgzenie
w regionie wskazujg na endemiczny charakter tych grup. Dwie pozostate grupy (lll, IV)
reprezentuja nowo wprowadzone genogrupy. W grupie HI, charakteryzujaca sig matgy
zmiennoscig, znalazly sie w wiekszosci izolaty Srodowiskowe oraz sporadyczne przypadki
z lat 2011-2012, blisko spokrewnione ze szczepami europejskimi z tego samego okresu.
Grupa IV, takze mato zmienna, powstata w wyniku introdukcji do regionu europejskiego
nowego, epidemicznego wariantu o korzeniach azjatyckich, ktéry wywotat ognisko
zachorowart w Polsce. W grupie tej znajdziemy wszystkie izolaty z ogniska z 2012 roku
oraz sporadyczne przypadki zachorowah z kolejnych lat. Wykrycie przedstawicieli
tej grupy w kolejnych latach po wystapieniu ogniska dowodzi, ze nie zostata ona
wyeliminowany tylko dotaczyta do puli wiruséw krazacych w popﬁlacji. Uzyskane wyniki

potwierdzaja, ze zdolnos¢ przenoszenia sie wirusow do odlegtych obszarow
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geograficznych jest gtownym czynnikiem wystepowania choréb i réznorodnosci wirusow.
Nasze badania wykazaly, ze wiele réznych genogrup E6 krazyto w Polsce w tym samym
czasie, podobne wyniki uzyskali fihscy badacze, ktdrzy opisali jednoczesne krazenie kilku
genogrup, powodujacych tylko sporadyczne zachorowania [Smura et al., 2013]. Kazda
genogrupa albo wytania sie .z lokalnie krazacych wirusow albo powstaje w wynilfu
zawleczenia nowego wariantu. Fale aktywnosci E6 s zwigzane s3 z pojawianiem sie
nowych genogrup, ktore zwykle zastepuja te wczesniejsze, ktére jednak nie sg
eliminowane tylko nadal, w mniejszoici utrzymywane s w populacji. Nowo
wprowadzone grupy maja potencjat do wywotywania duzych ognisk. Globalizacja, wzrost
migracji i turystyki, prowadzi do swobodnego przenoszenia sie patogendw, w tym
enterowirusdw, na catym Swiecie.

Uzyskane przez nas wyniki pozwolity na ocene pokrewiefistwa pomigdzy polskimi
izolatami E6 oraz wezeéniej scharakteryzowanymi szczepami ze Swiatowej bazy wiruséw.
Nasze badania potwierdzity znaczenie zaréwno nadzoru klinicznego i $rodowiskowego
do celéw monitorowania krazenia enterowiruséw. Szczegéinie zalecany powinien byc
diugoterminowym nadzér pozwalajacy na okreélenia ryzyka cigzkich choréb zakaznych.

Savolainen-Kopra C, Paananen A, Blomgyist S, Klemola P, Simonen ML, Lappalainen M, Vuorinen T, Kuusi M, Lemey P,

Roivainen M. 2011. A targe Finnish echovirus 30 outbreak was preceded by silent circulation of the same genotype. Virus Genes
42:28-36.

Smura T, Kakkola L, Blomqvist S, Klemala P, Parsons A, Kallio-Kokko H, Savolalnen-Kopra C, Kainov DE, Roivainen M. 2013,
Molecular evolution and epidemiology of echovirus 6 in Finland. Inect Genet Evol 16:234-247.

Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

a) dane bibliograficzne;

Jestem wspéfautorem tacznie 27 publikacji (w tej liczbie 7 prac opublikowanych przed
doktoratem), w tym:
e 24 prac oryginalnych, z czego 14 prac opublikowano w czasopismach
znajdujacych sie w bazie Journal Citation Report (JCR).
Ich tgczny IF wynosi 18,589;




e 3 prac przegladowych, w tym 2 prac opubli'kowanych w czasopismach
znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Report (JCR).
Ich taczny IF wynosi 0,507;

taczny IF wszystkich publikacji wynosi: 19,096;

taczna liczba punktow MNISW wynosi: 348, 1
taczna liczba cytowan, bez autocytowan, wedtug bazy Web of Science wynosi: 11;
Wartos$¢ indeksu Hirsha wynosi: 2;

b) inne osiggniecia naukowe nie uwzglednione w cyklu prac;

Siderofory Yersinia enterocolitica strain 4-32

K. Brzostek, A. Gérka, M. Rechnio, 2000, Physiological properties and production of siderophores

detected in Yersinia enterocolitica strain 4-32. Microbios 101:169-180;

Moja pierwsza publikacja zawiera wyniki badan uzyskane w ramach pracy
magisterskie] i opisuje hydrofilowy siderofor, oznaczony w hodowli Y. enterocolitica 4-32.
Przeprowadzone badania wykazaly, ie charakteryzowany siderofor, nie nalezy ani
do grupy siderofordw katecholowych, ani hydroksamowych. Zmiany w osmolarnosci
pozywki wptywaly na produkcje sideroforu, sugerujac wptyw osmoregulacji na ekspresjg

genow regulowanych zelazem.

Interferon alfa w zakazeniu HSV-1

M, Rechnio, 2003, Molecular bases of interferon action with particular regard to viral infections.
Postepy Microbiol. 40{4):397-415;

M. Rechnio, B. Litwinska, 2002, Differences in activation PBMC for interferon alpha production
depending on the virulence of used herpes simplex virus type 1 strains. Bull. Vet. Inst. Pulawy
Suppl:77-83;

M. Rechnio, B. Litwiriska, 2003, Differences in inhibition of apoptosis depending on the virulence of
used herpes simplex virus type 1 strains. Function of interferon alpha in apoptotic death of virus
infected cells. Acta Microbiol. Pol. 52:271-276;

M. Rechnio, J. Siennicka, W. Gut, B. Litwiriska, 2004, Differences in stimulation of CD45+ cells from
mouse spleen population enriched in dendritic cells depending on the virulence of herpes simplex

virus type 1 strains. Pol. J. Microbiol. 53:151-154;
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M. Wieczorek, B. Litwiriska, 2006, Interferon alpha in the establishment of latency by herpes

simplex virus type 1 strain tr. Pol. ). Micobiol. 55:49-52;

Tematem mojej pracy doktorskiej byta rola interferonu alfa w zakazeniu wirusem
opryszczki typu 1 (HSV-1). Celem pracy bylo ustalenie zaleznosci migdzy patogennoscig
szczepow HSV-1, a odpowiedzig gospodarza na zakazenie, zwigzang z produkcja IFN aiifa
oraz wykazanie wplyw IFN alfa na ustalanie zakazenia latentnego. Do bad:aﬁ
wykorzystatam szczep dziki oraz temperaturowe mutanty o zwigkszonej (tr) | oraz
zmniejszonej {ts} wirulencji dla myszy. Badania potwierdzity udziat glikoproteiny D wirusa
w stymulacji jednojadrzastych komdérek krwi obwodowej (PBMC) do produkcji IFN alfa.
Udowodniliémy takze, ze obecnosé duzej ilosci czastek defektywnych w populacji czastek
mutanta ts odpowiada za zwiekszong syntezy IFN alfa przez PBMC i zwigkszong aktywacje
komoérek dendrytycznych. Badania wykazaly, ze stopien hamowania apoptozy zaleiy
od wirulencji szczepu HSV-1, a sam proces apoptozy podlega kontroli przez IFN alfa.
Ostatecznie potwierdzilismy, Ze interferon alfa kontroluje nie tylko produktywne,

ale takze latentne zakazenie wirusem opryszczki typu 1.

Badanie sciekéw w kierunku wirusa polio.

. Kuryk, M. Wieczorek, S. Diedrich, 5. Bottcher, A. Witek, B. Litwiriska, 2014, Genetic analysis of

poliovirus strains isolated from sewage in Poland. ). Med. Virol. 86(7):1243-1248;

Jako promotor pomocniczy przewodu doktorskiego Agnieszki Figas (z domu Witek)
uczestniczytam w pracach nad charakterystyka fenotypowa i molekularng szczepow
wirusa polio izolowanych z prébek materiatu srodowiskowego w Polsce w 2011 roku.
Badania te zostaty przeprowadzone we wspotpracy ze specjalistami z Instytutu Roberta
Kocha w Berlinie. Charakterystyka poliowiruséw wyizolowanych z prébek $ciekéw miata
na celu wykrycie rewetrantéw irekombinantéw w puli wiruséw polio krazacych w
populacji polskiej. Analizie poddano trzy regiony genomu 36 izolatow srodowiskowych.
Wszystkie zostaty zaklasyfikowane jako wirusy szczepionkowe na podstawie sekwencji
nukleotydowej kodujgcej biatko VP1. Analiza genetyczna regionu 3D wykazata obecnosc
10 rekombinantéw. Praca potwierdzita brak krazenia dzikiego wirusa polio oraz wirusow

polio o zwigkszonej neurowirulencji wywodzacych sie ze szczepdw szczepionkowych

Wy 19



(VDPV) w Polsce oraz ukazata potrzebe wprowadzenia nadzoru Srodowiskowego
wykrywajacego wirusy polio w Polsce wcelu wzmocnienia nadzoru nad ostrymi

porazeniami wiotkimi.

Wplyw wysokoenergetycznego promieniowania elektronowego na przezywalnosé

T

wiruséw w gnojowicy

K. Skowron, Z. Paluszak, H. Olszewska, M. Wieczorek, Z. Zimek, M. Srutek, 2014, Effectivenes's of
high energy electron beam against spore forming bacteria and viruses in slurry. Radiation Physics

and Chemistry 101:36-40;

W ramach wspofpracy z naukowcami z Bydgoszczy nad higienizacja gnojowicy
oznaczatam miano bydlecego parwowirusa (BPV) w gnojowicy poddanej dziataniu
réznych dawek wysokoenergetycznego promieniowania elektronowego. Celem pracy
byto oznaczenie skutecznosci wysokoenergetycznego promieniowania elektronowego
do inaktywacji najbardziej opornych czynnikéw bakteryjnych i wirusowych, ktére moga
wystgpi¢ wgnojowicy. Praca wykazata, ze wysokoenergetyczne promieniowanie
elektronowe jest dosyé skuteczne do inaktywacji spor bakteryjnych, natomiast
nie zawsze musi byé skuteczne do inaktywacji wiruséw wystepujacych naturalnie

w gnojowicy takich jak BPV.

Badanie $ciekdw w kierunku adenowirusow

M. Wieczorek, A. Krzysztoszek, A. Witek, 2015, Species-specific identification of human

adenoviruses in sewage. Pol ] Microbiol 64(1):23-28;

W prdobkach sciekdw, zgromadzonyc}': w ramach badan nad enterowirusami
krazacymi w populacji polskiej, dodatkowo oznaczylismy obecnos¢ adenowiruséw, ktdre
podobnie jak enterowirusy zakazajg uktad pokarmowy cztowieka. Celem badania byto
oznaczenie gatunkéw ludzkich adenowiruséw wystepujacych w $ciekach w Polsce.
Badania wykazaly, ze adenowirusy wystepuja powszechnie w $ciekach, niezaleinie
od pory roku. Najczeéciej wykrywanym gatunkiem byty adenowirus F, ale gatunki A, C, D,
i E byly takze obecne. Nasze badanie wykazaly duza rdznorodnos¢ gatunkow ludzkich

adenowiruséw w $ciekach i dostarczyty cennych informacji na temat adenowirusow
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krgzacych w polskiej populacji, wyniki te wskazuja na potrzebe odpowiedniego

oczyszczania sciekow przed wprowadzeniem ich z powrotem do Srodowiska.

Badania nad nowym zwigzkiem o aktywnosci przeciw szczepom Candida sp

M, Staniszewska, M. Bondaryk, M. Wieczorek, E. Estrada-Mata, H.M. Mora-Montes, Z. Ochal, 2016,
Antifungal Effect of Novel 2-bromo-2-chloro-2-(4-chlorophenylsulfonyl)-1-phenylethanone against

Candida strains. Frontiers in Microbiol. Infect. Diseases 7:1309;

W ramach wsp6tpracy z Monika Staniszewskg bratam udziat w badaniach nad nowym
zwigzkiem o aktywnosci przeciw réinym gatunkom Candida. Oznaczatam

cytotoksycznosci nowego zwiazku wobec komoérek Vero metodg XTT.

Badania nad przeciwwirusowa aktywnoscia ekstraktow z Vibrium opulus

Uczestniczytam w badaniach kierowanych przez Prof. Andrzeja Lipkowskiego
zInstytutu  Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego,
nad antywirusowymi wtaiciwoéciami zwiazkéw z kaliny koralowej (Vibrium opulus).
Wykonywatam  oznaczenia cytotoksycznosci oraz  okredlatam  antywirusowe

i wirusobéjcze wtasciwosci soku oraz réznych frakeji uzyskanych z owocow tej roéliny.

Diagnostyka ostrych porazer wiotkich (AFP) w kierunku wirusa polio

Jako Krajowy Osrodek ds. Diagnostyki Zakazel Poliowirusami, nalezymy do sieci
laboratoriéw posiadajacych akredytacje Swiatowe] Organizacji Zdrowia, realizujacych
dwiatowy program eradykacji poliomyelitis. Badamy wszystkie zgloszone przypadki
ostrych porazen wiotkich, ktére wystapity w Polsce, u dzieci do lat 15. Z prébek katow
izolujemy wirusy polio oraz inne nie-polio enterowirusy w hodowlach komdrek

wrazliwych, w celu wykluczenia poliomyelitis.
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