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STRESZCZENIE

Wirus polio (PV) jest matym wirusem nalezacym do rodziny Picornaviridae, ktdrego
material genetyczny stanowi pojedyncza ni¢ RNA. Jest czynnikiem etiologicznym
poliomyelitis zwanego réwniez chorobg Heinego-Medina. Zakazenie wirusem polio nastgpuje
droga pokarmowa. Po wniknigciu wirus zakaza wrazliwe komorki tkanki limfatycznej w jamie
ustnej, nosie i gardle. Okres inkubacji trwa od 2 do 35 dni. Dochodzi wéwczas do
przemijajgcej wiremii a wirus rozprzestrzenia si¢ do ukladu siateczkowo-$rédbtonkowego nie
wywolujac objawéw klinicznych — jest to tzw. postaé poronna. W bardzo rzadkich
przypadkach, u okoto 1-2% zakazonych osob, dochodzi do rozwoju poliomyelitis. Wirus
przenika do o$rodkowego ukfadu nerwowego (OUN) drogg krwionodng i replikuje si¢ w
obrebie rdzenia kregowego, pnia mézgu lub kory mézgowej. Powoduje to destrukcje neuronow
ruchowych prowadzac gtdéwnie do ostrych porazen wiotkich migsni szkieletowych koficzyn

(ang. accute flaccid paralysis, ostre porazenie wiotkie, AFP).

Szczepienia ochronne sg niewatpliwie najskuteczniejszym sposobem zapobiegania
zachorowaniom wywolanym zakazeniem wirusem polio. W chwili obecnej stosowane sg w

Polsce dwa rodzaje szczepionek: OPV (ang. oral polio vaccine, doustna szczepionka



przeciwko polio) w skiad ktérej wchodza zywe, atenuowane szczepy wirusa oraz [PV (ang.
inactivated polio vaccine, inaktywowana szczepionka przeciwko polio) zawierajaca
inaktywowane czastki poliowirusa typu 1, 2 i 3. Szczepionka OPV podawana doustnie imituje
naturalne zakazenie oraz stymuluje w ukfadzie pokarmowym miejscowa synteze przeciwcial
IgA. Z tego powodu jest niezwykle skuteczna, poniewaz w przypadku nadkazenia dzikim
szczepem wirusa polio osoby zaszczepionej, wirus ten neutralizowany jest w przewodzie
pokarmowym. Zapobiega to zaréwno rozwojowi choroby, jak i wydalaniu z katem dzikiego
wirusa polio do $rodowiska. Z drugiej strony w wyniku dtugotrwalej replikacji w jelicie
cztowieka atenuowane szczepy wirusa polio moga ewoluowaé do szczepéw VDPV (ang.
vaccine-derived  poliovirus, —neurowirulentny szczep wirusa polio pochodzenia
szczepionkowego), ktére nabieraja fenotypowych cech dzikiego wirusa polio. Powrét do
neurowirulencji czesto wiaze si¢ z bledami powstajacymi w procesie replikacji wirusa w
jelicie cztowieka, ktore zdarzaja si¢ z czgstoscia 10* na 1 pare zasad w 1 cyklu
replikacyjnym. Zdolno$¢ do wywotywania przez szczepy VDPV  zespolu objawow
podobnych do poliomyelitis tzw. przypadki VAPP (ang. vaccine associated paralitic
poliomyelitis, VAPP) jest zwigzana z mutacjami oraz zmianami rekombinacyjnymi
dotyczacymi regionu 5'UTR oraz VPI. Szczepy VDPV charakteryzuje ponadto utrata
termowrazliwego fenotypu ts (ang. temperature sensitive, temperaturowrazliwy). W wyniku
stosowania w Polsce OPV istnieje mozliwo$é pojawienia si¢ szczepéw VDPV w srodowisku.
Badania $ciekéw komunalnych pozwalaja zaréwno wykryé w nich obecno$¢ krazacych
szczepow VDPV, jak réwniez ocenié stopief eliminacji ze srodowiska dzikiego szczepu
polio. Nalezy podkresli¢, iz badania Srodowiska w kierunku obecnosci poliowiruséw nie byty
dotychczas prowadzone w Polsce. Z tego wzgledu gléwnym celem pracy byla izolacja
i identyfikacja szczepéw wirusa polio obecnych w srodowisku oraz fenotypowa i molekularna
charakterystyka szczepéw wirusa polio wyizolowanych z prébek sSciekéw komunalnych w

celu okreslenia ich pochodzenia.

W niniejszej pracy wykorzystano protokét oparty na koncentracji probek sciekow
komunalnych z zastosowaniem zawiesiny SiO2 (metoda straceniowa) i izolacji wirusa polio w
hodowlach komérkowych L20B, RD, Caco-2 oraz identyfikacji materiatu genetycznego wirusa
technika RT-PCR. Przeprowadzono badania polegajace na okresleniu czutosci metody izolacji
wirusa polio w liniach komérkowych oraz czutosci wykrywania RNA enterowiruséw (w tym
wirusa polio) technikag RT-PCR. Czuto$é wykrywalnosci wirusa polio w zastosowanych liniach

komérkowych wynosita ~200 czgstek wirusowych, natomiast czuto$¢ reakcji RT-PCR byla



~400 razy wyzsza. Otrzymane wyniki badaf wykazaty, ze metodyka opracowywania sciekow
komunalnych wykorzystujgca zawiesing SiO; oraz warunki amplifikacji wirusowego RNA

zostaty odpowiednio dobrane.

W 2011 roku dokonano selekcji miejsc pobierania probek sciekéw komunalnych w
oparciu o liczebnos¢ populacji. Wytypowano 14 miejskich oczyszczalni Sciekow znajdujacych
sic w Polsce w wojewddztwach: mazowieckim (Minsk Mazowiecki, Warka, Radom,
Warszawa ,,Czajka”, Warszawa ,Poludnie”); lubelskim (Chetm); todzkim (Piotkow
Trybunalski); $laskim (Bielsko-Biata, Pilchowice); dolno$laskim (Jelenia Gora) i pomorskim
(Gdynia Rumia). Zgromadzono igcznie 165 probek $ciekéw komunalnych, z ktorych w
dalszym etapie izolowano RNA i identyfikowano materiat genetyczny enterowirusow (w tym
wirusa polio). Dodatni wynik reakcji RT-PCR uzyskano dla 127 probek, co stanowito 76,97%
wszystkich analizowanych préb, co pozwala stwierdzic iz $cieki komunalne stanowig bogate
zrédto enterowiruséw. Najczesciej materiat genetyczny enterowiruséw oznaczano w prébkach
éciekéw komunalnych pobranych w miesigcach letnich i jesiennych, ze szczytem
przypadajacym na miesigc lipiec i paZdziernik, gdzie materiat genetyczny enterowirusow
identyfikowano w 92,3%. Wskazuje to na sezonowy charakter zakazen o etiologii

enterowirusowej.

W celu wykrycia zakaznych czastek wirusowych w165 probkach Sciekow
komunalnych, wykonano izolacj¢ wirusa polio w hodowlach komérek L20B, RD oraz Caco-2.
Metoda ta nadal stanowi zioty standard w identyfikacji wirusow w badanych probkach
materiatu i jest rekomendowana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO, ang. World
Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia). Dodatni wynik izolacji wirusow polio
w hodowli komoérek L20B, RD oraz Caco-2 uzyskano dla 31 prdbek, co stanowito 18,78%. W
hodowli komérek Caco-2 wyizolowano 47% wszystkich szczepow PV, co jednoczednie
potwierdza, iz zastosowanie tej linii znaczaco zwigksza czulo$¢ izolacji poliowirusow.
Uzyskano lacznie 36 szczepéw wirusa polio, ktorych —identyfikacje prowadzono z
zastosowaniem surowic poliklonalnych dla trzech typéw poliowiruséw oraz ich pul
(serotypowanie). Siedem szczepéw nalezato do serotypu PV 1, dziesig¢ do serotypu PV 2, a

najczesciej izolowanym serotypem wirusa PV byt typ 3 - dziewigtnascie szczepow.

Charakterystyka izolatéw wirusa polio jest niezwykle istotna ze wzgledu na ryzyko
rewersji atenuowanych szczepéw wirusa polio do fenotypu dzikiego. Metoda serotypowania

nic pozwala na okreslenie pochodzenia izolowanych szczepéw wirusa polio. W celu



dokladniejszej charakterystyki uzyskanych szczepéw przeprowadzono typowanie molekularne
izolatéw z zastosowaniem primeréw swoistych dla kazdego z trzech typow wirusa polio: Sabin
typ 1, 2 i 3. Uzyskany wynik potwierdzit serotypy oznaczone w tescie neutralizacji oraz

wykazat, ze wszystkie izolaty wirusa polio byly pochodzenia szczepionkowego.

Uwaza si¢, ze niektére zmiany mutacyjne w regionie VP1 sg zwigzane z ponownym
nabyciem cech neurowirulencji i zniesieniem termowrazliwego fenotypu ts atenuowanych
szczepdéw PV Sabin. Ostabiona zdolno$¢ replikacji wirusa w temperaturze 40°C stanowi jedng
z cech atenuacji wirusa polio. Okre$lenie fenotypu ts pozwala wigc na réznicowanie szczepow
pochodzenia szczepionkowego od neurowirulentnych rewertantow. W tym celu dokonano
charakterystyki 36 izolatéw wirusa polio w oparciu o marker temperaturowy. Zaobserwowano
spadek miana infekcyjnego TCIDso (22 logio) dla wigkszosci izolatow wirusa polio
namnazanych w temperaturze 40°C w stosunku do wartosci otrzymanych w temperaturze 37°.
Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zatem przypuszczac, iz analizowane szczepy s3

pochodzenia szczepionkowego.

Genom wirusa polio charakteryzuje wysoki wskaznik ewolucyjny. Uwaza sig, ze wirus
polio jest jednym z najszybciej ewoluujacych wsréd enterowirusow. Mechanizmem lezgcym u
podtoza zmiennosci wirusa polio s3 zmiany rekombinacyjne i mutacyjne. W celu molekularne;j
charakterystyki 36 izolatéw wirusa polio wykonano analiz¢ polimorfizmu dhugosci
fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragments lenght polymorphism, RFLP). Technika
RFLP jest jedna z metod stuzaca do réznicowania poprzez analizg¢ wzorow pochodzacych z
poci¢cia DNA. Analizg RFLP przeprowadzono dla regionéw VP1 oraz 3Dpol pochodzacych z
genomu wirusa polio stosujac cztery enzymy restrykcyjne: Haelll, Ddel, Hpall i Rsal. Posrod
36 analizowanych szczepéw tylko jeden izolat (szczep nr 25) miat odmienny profil RFLP-VP1
niz odpowiadajacy mu kontrolny szczep PV Sabin typ 3, co moze wynika¢ z obecnosci mutacji
punktowej w sekwencji DNA i wprowadzenia dodatkowego miejsca cigcia rozpoznawanego
przez enzym restrykcyjny Haelll.  Analiza RFLP-3Dpoi ujawnita natomiast obecno$é
rekombinantéw w zakresie analizowanego regionu kodujacego polimeraze wirusa polio 3Dpol.
Szczep nr 2 nalezacy do serotypu 1 miat identyczny profil restrykeyjny, co szczep kontrolny
PV Sabin 2, co moze wskazywa¢ na rekombinacje pomigdzy serotypem 1 i 2 wirusa polio
(S1/S2). Wzér restrykcyjny otrzymany dla szczepéw nr 19, 20, 22, 24, 25, 32, 33, 34, 36
nalezacych do serotypu 3 byt identyczny z otrzymanym dla szczepu kontrolnego PV Sabin 2.
Otrzymane wyniki wskazuja na rekombinacj¢ pomigdzy serotypem 3 i 2 wirusa polio (S3/52).



Wzér restrykcyjny otrzymany dla szczepu nr 28 byt identyczny ze szczepem PV Sabin I,

sugerujac iz izolat ten jest najprawdopodobniej rekombinantem S3/S1.

W celu dalszej charakterystyki molekularnej 36 szczepéw wirusa polio, izolowanych z
probek $ciekow komunalnych w Polsce, przeprowadzono sekwencjonowanie fragmentu ich
genomu w regionach 5"UTR, VP1 oraz 3Dpol. Klasyfikacja izolatéw wirusa polio wediug
Swiatowej Organizacji Zdrowia opiera si¢ gtéwnie na analizie sekwencji regionu VP1.
Nalezy podkresli¢ iz mutacje dotyczace regionu VP1 mogg prowadzi¢ do zniesienia cech
atenuacji i rewersji do neurowirulentnego fenotypu wirusa polio. Wedtug rekomendowanych
przez WHO kryteriéw klasyfikacji liczba zmian mutacyjnych dla szczepéw Sabin powinna
wynosié <9 (1%) dla serotypu 1, <5 (0,6%) dla serotypu 2 oraz <9 (1%) dla serotypu 3 wirusa
polio (CDC, 2012). Wszystkie izolaty wykazywaty wysoki stopien homologii bliski 100% z
referencyjnymi szczepami kontrolnymi PV Sabin 1, 2, 3 w zakresie sekwencji
nukleotydowych z regionéw 5'UTR oraz VP1. Ilos¢ obserwowanych réznic nukleotydow w
regionie VP1 wynosita odpowiednio od 0 do 4 dla serotypu 1, od 0 do 3 dla serotypu 2 oraz
od 0 do 4 dla serotypu 3. Liczba zmian w sekwencji regionu VP1 uzyskanych izolatéw
wirusa polio wskazuje, ze przewidywany czas replikacji wirusa byt krotki. Uwzgledniajac
wskaznik ewolucyjny réwny 3,3% na rok dla substytucji w obrebie tréjek kodujacych region
VP1, szacowany czas replikacji izolatéw wirusa polio byt krétszy niz 12 miesigcy. Analiza
sekwencji fragmentu DNA z regionu 3Dpoi ujawnita obecnos¢ 10 rekombinantéw wsrod 36
izolatéw wirusa polio. Genom dziewigciu szczepéw stanowily fragmenty DNA pochodzace z
dwoch typdéw PV Sabin (7 szczepdw - S3/82, 1 szczep S2/S1, 1 szczep S3/S1), podczas gdy
jeden szczep zawieral fragmenty genomu wszystkich trzech typow PV Sabin (S3/S2/S1).
Analiza otrzymanych sekwencji nukleotydowych pozwolita na okreslenie miejsca
rekombinacji dla 3 szczepéw. W przypadku szczepdéw nr 15 oraz 32 miejsce rekombinacji
(S2/S1) zlokalizowane bylo odpowiednio pomigdzy 6708 i 6715 oraz 6364 i 6371
nukleotydem (liczone wzgledem szczepu PV Sabin 2). Miejsce rekombinacji (82/83) szczepu
nr 22 zlokalizowane bylo pomiedzy 6736 i 6741 nukleotydem (liczone wzglgdem szczepu PV
Sabin 2).

Zastosowanie metody analizy polimorfizmu diugosci fragmentéw restrykcyjnych oraz
sekwencjonowania ujawnito pewne roznice w otrzymanych wynikach. Technika RFLP z
powodzeniem jest stosowana do poszukiwania zmian rekombinacyjnych w analizowanym
fragmencie genomu wirusa polio. Posiada jednak pewne ograniczenia. Pojawienie si¢

spontanicznej mutacji punktowej (niezwiazanej ze zjawiskiem rekombinacji) w sekwencji



nukleotydowej rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny moze skutkowa¢ wprowadzeniem
dodatkowego miejsca cigcia. Sytuacja taka miafa najprawdopodobniej miejsce w przypadku
szczepu nr 2, ktorego profil RFLP 3Dpo okreslono jako S1/S2. Analiza wynikow
sekwencjonowania dla tego szczepu wskazuje jednak, iz szczep ten nie jest rekombinantem.
Ponadto zastosowanie techniki RFLP nie pozwolilo na ujawnienie rekombinantow:
S3/S2/S3(szczep nr 22), S3/S2/S1 (szczep nr 32), S2/S1 (szczep nr 15) w analizowanym genie
polimerazy 3Dpoi. Miejsce rekombinacji znajdowato si¢ bowiem poza fragmentem
poddawanym analizie restrykcyjnej.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze w Polsce w sciekach komunalnych identyfikowane sa
atenuowane szczepy Sabin wirusa polio, co niewatpliwie jest wynikiem stosowania OPV.
Wszystkie analizowane izolaty wirusa polio byly pochodzenia szczepionkowego.
Przeprowadzone analizy wykazaly, ze zaden z uzyskanych izolatéw nie krazyt w populacji
przez dhigi okres czasu. Nie stwierdzono obecnosci szczepu dzikiego oraz szczepow VDPV
wirusa polio w $ciekach komunalnych. Uzyskane wyniki wskazuja, iz monitoring srodowiska

w istotny sposéb uzupetnia nadzor nad krazeniem wirusa polio w populacji.



