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ABSTRACT

Human rhinoviruses (HRV) are one of the nine genera belonging to a large family
of Picornaviridae. They are responsible for the most cases of common cold, as well as one
third to one half of upper respiratory tract (URT) infections. However, HRV are also asso-
ciated with more severe illnesses, like acute otitis media, sinusitis and some lower respiratory
tract diseases such as pneumonia, wheezing in children and exacerbations of asthma. Viral
infections are associated with the majority of asthma exacerbations both in children (80-85%)
and adults (75-80%), and about 60% of these are caused by HRV. However, the exact mechan-
ism of HRV-induced exacerbations of the disease is not well understood, which makes it diffi-
cult to establish the effective treatment.

There have already been many attempts to develop a sensitive and specific method
of HRV detection in clinical samples. Some of them were based on virus cultures followed
by acid lability test, whereas others implemented the reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) and amplification of conserved sequences of the rhinoviral genome. As nu-
merous of these sequences are common to both rhinoviruses and enteroviruses (EVs), further
analyses were necessary, which made those methods laborious, time-consuming and too diffi-
cult to use in routine diagnostics.

Steininger et al. established an RT-PCR-based sensitive and specific method of rhino-
virus detection in clinical samples, which was tested to amplify 87 different tissue-culture-
grown serotypes of HRV. The aim of this study was to evaluate a modified RT-PCR based

method of HRV detection in clinical samples obtained from patients with asthma exacerba-
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tions. We collected 41 nasal lavages from patients with asthma exacerbations who received
hospital treatment either following an admission or in an out-patient clinic. HRV was found

in 22 cases (54%), which corresponded well with the published data.

WSTEP

Ludzkie rynowirusy (ang. Auman rhinovirus, HRV) sa rodzajem wiruséw nalezacych
do rodziny pikornawirus6w (Picornaviridae). Sa to mate, pozbawione otoczki czastki o sred-
nicy kapsydu ok. 35-30 nm, a ich materialem genetycznym jest pojedynczy fancuch RNA
o dodatniej polarnos$ci. Wiekszo$¢ rynowirusow wymaga wzglednie niskiej temperatury
do replikacji — 33°C. Swiadczy to o ich przystosowaniu do obecnosci w jamie nosowo-gar-
dlowej i jest zwigzane z zakazeniami gornych dréog oddechowych.

Rynowirusy sg najczestszym czynnikiem etiologicznym zakazen gérnych drég odde-
chowych u ludzi. Odpowiadaja za okoto potowe przezigbien kazdego roku oraz sg przyczyna
wiekszosci chorob uktadu oddechowego w okresie wiosennym i jesiennym. Ponadto wykaza-
ny zostal zwiazek zakazen rynowirusowych z ostrym zapaleniem ucha $rodkowego', zapale-
niami phuc u dzieci’ oraz zaostrzeniami astmy zaréwno u dzieci, jak i u dorostych’.

Szacuje si¢, ze 40-85% zaostrzen astmy ma zwigzek z wirusowymi zakazeniami gor-
nych drég oddechowych?, z czego 60% wywotuja rynowirusy. Liczne badania sugeruja ist-
nienie swoiste] zaleznosci miedzy podatnoscig na zakazenie wirusem a zmianami w biologii
drog oddechowych wywolanymi takimi chorobami jak wtasnie astma. Przyczyng objawow
astmy jest skurcz oskrzeli, ktéry wynika z toczacego si¢ stanu zapalnego drog oddechowych
oraz z ich nadreaktywnosci. Nadal nie zostalo wyjasnione, jakie mechanizmy zwigzane z za-

kazeniem wirusowym drog oddechowych prowadza do zaostrzen objawow astmy.
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Obecnie zostato dobrze udokumentowane, ze w poréwnaniu z osobami zdrowymi cho-
rzy na astme sg bardziej podatni na zakazenia rynowirusami (HRV) oraz maja ciezsze i dtuzej
utrzymujace si¢ objawy ze strony dolnych drog oddechowych w przebiegu infekcji HRV.
Co wigcej, potwierdzenie obecnosci HRV w dolnych drogach oddechowych pacjentéw cho-
rych na astme ma swoje odzwierciedlenie w ciezszym przebiegu klinicznym choroby®.

Znanych jest ponad 100 réznych serotypow HRYV, sklasyfikowanych na podstawie
wielu parametrow, takich jak miedzy innymi powinowactwo komoérkowych receptorow
dla HRV czy homologia sekwencji genomu HRV. Na podstawie homologii sekwencji nukle-
otydowych, w szczegdlnosci analizy regionu genomu wirusa kodujacego biatko jego kaspydu
VP4/VP2, wyodrebniono dwie gléwne grupy rynowiruséw — HRV-A oraz HRV-B. W 2004 r.
zidentyfikowano nowy genotyp rynowirusa’, ktéry dat poczatek kolejnej grupie rynowiruséw
— HRV-C, odroznianej od pozostatych na podstawie sekwencji genu VP4®. Ze wzgledu
na ogromne znaczenie rynowirusOw jako patogendw ludzkich podejmowano liczne proby
znalezienia czulej i swoistej metody wykrywania HRV w materiale klinicznym. Starsze me-
tody oparte byly na namnazaniu wirusa w hodowlach komdrkowych, a nastepnie ich izolacji
oraz inkubacji w $§rodowisku o r6znym pH w celu sprawdzenia podatno$ci na inaktywacj¢
(ang. acid-lability test)’. W ten sposob odrézniano rynowirusy od enterowirusow. Metody te
jednak mialy niewystarczajaca uzytecznos¢, gldwnie ze wzgledu na czasochtonnos¢ (ok. 2 ty-
godnie), co stanowito o ich niskiej przydatnosci do rutynowej diagnostyki. Namnazanie wiru-
sa w hodowlach komorkowych, a nastgpnie mianowanie z uzyciem swoistych dla HRV prze-
ciwciat réwniez nie przynosi zadowalajacych efektow — dzieje si¢ tak ze wzgledu na niska

czuto$é metody'®. Dlatego tez dziatania te zostaly wyparte przez znacznie szybsze i bardziej
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czute techniki molekularne oparte na odwrotnej transkrypcji i PCR'!. Wérédd licznych donie-
sien, w ktorych stosowano metody oparte o PCR do wykrywania HRV w materiale biologicz-
nym, zdecydowana wiekszos¢ polegata na amplifikacji wysoce konserwatywnego regionu
niekodujacego konca 5’ (5’NCR)' lub fragmentow genéw kapsydu HRV (VP2, VP4)".
Ze wzgledu na fakt, ze niektore z tych sekwencji sa wspolne dla rynowirusoOw 1 entero-
wiruséw, rowniez zakazajacych drogi oddechowe, niezbedne sg dalsze analizy prowadzace
do identyfikacji materiatu genetycznego pochodzacego od rynowirusow. Polegaja one na hy-
brydyzacji otrzymanych fragmentow ze specyficznymi dla HRV sondami'®, trawieniu en-
zymami restrykcyjnymi'”, sekwencjonowaniu otrzymanych fragmentéw lub analizie réznic
w wielko$ci produktow reakcji PCR'®, co znacznie wydluza czas oczekiwania na wyniki

1 przez to obniza uzyteczno$¢ tego typu metod do celow rutynowej diagnostyki.
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Steininger i wsp.'” opracowali czula i swoista metode szybkiej i selektywnej detekcji
HRYV w materiale klinicznym. Skuteczno$¢ metody zostala potwierdzona na podstawie ampli-
fikacji genomu 87 réznych serotypéw HRV z hodowli komodrkowych. Swoisto§¢ metody
sprawdzono, poddajac probie amplifikacji wybrane enterowirusy (coxackie wirusy B1-B6,
echowirusy 18, 24 oraz 30, poliowirusy 1-3) oraz inne wirusy drog oddechowych, takie jak
adenowirusy, wirusy grypy, paragrypy, koronawirus OC43 oraz wirus RSV (ang. Respiratory
Syncytial Virus). Sekwencje genomowe zadnego z enterowirusow, jak réwniez innych wy-
mienionych patogendéw drog oddechowych, nie poddawaty si¢ amplifikacji za pomoca uzytej
metody, co potwierdza jej wysoka swoisto$¢ wobec wirusow HRV.

Zwazywszy, ze wigkszo$¢ zaostrzen astmy jest zwigzana z zakazeniami rynowiruso-
wymi, celem pracy bylo okreslenie — przy zastosowaniu omawianej metody — czgstosci wy-

stepowania HRV w poptuczynach nosowych pobranych od chorych z zaostrzeniem astmy.

OPIS METODY
DETEKCJA SEKWENCJI RYNOWIRUSOWEGO RNA W MATERIALE POCHODZACYM OD CHORYCH
NA ASTME

STARTERY I AMPLIFIKOWANA SEKWENCJA

Zgodnie z metodologia opisang przez Steiningera i wsp., sekwencje starterow do re-
akcji RT-PCR zostaly wybrane na podstawie serotypu 14 rynowirusa. Zastosowano nastepu-
jace startery do odwrotnej transkrypcji oraz pierwszego etapu reakcji PCR (PCR z zewnetrzng
parg starterow): cDNA, 5°’-CCC CTG AAT G(CT)G GCT AAC CT-3’; starter antysensowny:
5’-CGG ACA CCC AAA GTA GT(CT) GGT C-3’; produkt amplifikacji miat wielko$¢ 106 par
zasad. Sekwencje starterow dla drugiego etapu reakcji (wewngetrzna para starterow) byty na-
stepujace: cDNA, 5°-GAA TG(CT) GGC TAA CCT TAA (AC)CC-3’; starter antysensowny:
5’-CAA AGT AGT (CT)GG TCC C(AG)T CC-3’; amplifikowany fragment miat wielkos¢
93 par zasad.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

Natychmiast po pobraniu od pacjenta aspiratu nosowego (poptuczyny z nosa uzyskane
po przeptukaniu przewodow nosowych 10 ml soli fizjologicznej) do probki dodawano 1l in-

hibitora rybonukleaz (RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen, Carlsbad,

17 Ch. Steininger, S.W. Aberle, T. Popow-Kraupp, Early detection of acute rhinovirus infections by a rapid
reverse transcription-PCR assay, “Journal of Clinical Microbiology” 2001, Vol. 39 (1), s. 129-133.
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CA). Nastepnie probke przenoszono do jalowej probowki typu Falcon, mieszano z 1/3 objeto-
$ci roztworu glikolu polietylenowego (0,1M HEPES pH 7.0, 30% PEG 6000, Sigma-Aldrich,
z dodatkiem 1,8M NaCl) i inkubowano w 4°C przez kilka dni w celu precypitacji czastek wi-
rusa. Nastepnie probke wirowano (15 minut, 15000 rpm, 4°C) i izolowano z niej RNA (osob-
no z pelety i1 z supernatantu) przy pomocy zestawu do izolacji RNA (Total RNA Kit, A&A
Biotechnology, Gdynia, Polska).

ODWROTNA TRANSKRYPCJA I AMPLIFIKACJA

Do amplifikacji sekwencji genomu HRV wprowadzono modyfikacje metody opisane;j
przez Steiningera 1 wsp., gtdwnie w zakresie programéw termocyklera uzytych do reakcji
PCR. Do odwrotnej transkrypcji uzyto 10ul roztworu wyizolowanego RNA (catkowita obje-
to$¢ mieszaniny reakcyjnej — S0ul). Reakcje przeprowadzono osobno dla RNA wyizolowane-
go z pelety i z supernatantu. Posluzono si¢ zestawem do odwrotnej transkrypcji 1 amplifikacji
z uzyciem tego samego enzymu — polimerazy Tth (GeneAmp EZ rTth RNA PCR Kit, Applied
Biosystems, Branchburg, New Jersey), zgodnie z zaleceniami producenta. Mieszaning reak-
cyjng inkubowano w 60°C przez 30 minut (etap odwrotnej transkrypcji), a nastepnie prze-
prowadzono dwuetapowa reakcje PCR (zagniezdzony PCR), co stanowilo tacznie 95 cykli
amplifikacji.

Parametry programu do pierwszej reakcji PCR (50 cykli) byly nastepujace: denatura-
cja przez 20 sekund, przylaczanie starterow w temp. 60°C przez 30 sekund, elongacja w temp.
72°C przez 40 sekund, koncowa inkubacja w 72°C przez 5 minut. Drugi etap amplifikacji,
w ktorym matryce stanowilo 2ul uzyskanej uprzednio mieszaniny poreakcyjnej, rozpoczynala
10-minutowa denaturacja, po ktérej nastgpowato 45 cykli programu: denaturacja — 20 sekund,
przytaczanie starterow w 60°C — 30 sekund, elongacja — 40 sekund oraz koncowa inkubacja —
5 minut w 72°C. Do kazdej serii analizowanych probek dodawano dwie kontrole: pozytywna
(materiat od chorego, z wczesniej potwierdzong obecno$ciag HRV) oraz negatywna. Ponadto,
kazdorazowo do pierwszego etapu PCR dodawano enzym uracylo-N-glikozylazg (AmpErase
UNG, 1U/ul, Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey) w celu uniknigcia ewentualne;j

kontaminacji materialem amplifikowanym migdzy kolejnymi seriami probek.
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ANALIZA PRODUKTOW REAKCJI PCR

Po przeprowadzonej amplifikacji produkty (10ul) uwidaczniano za pomoca elektrofo-

rezy w 2-procentowym zelu agarozowym (Nu Micropor Agarose, Prona) z dodatkiem bromku

etydyny.
OSOBY BADANE

Poptuczyny nosowe pobrano od 41 chorych, zgltaszajacych si¢ z powodu zaostrzenia
astmy, hospitalizowanych lub pozostajacych w leczeniu ambulatoryjnym II Katedry Chorob
Wewngetrznych. Chorzy byli rekrutowani w okresie od stycznia 2009 do marca 2010 roku.
Ich wiek miescit si¢ w przedziale migdzy 18. a 84. rokiem zycia (mediana: 50 lat). Wér6d
zbadanych 0sob byto 30 kobiet oraz 11 mezczyzn.

Do badania wlaczono wszystkich chorych, ktorzy spetniali kryteria zaostrzenia astmy
oskrzelowej zgodnie z najnowszymi wytycznymi opublikowanymi w ,,American Journal
of Respiratory and Critical Care Medicine” w 2009 roku. Ow zaostrzony stan stwierdza si¢
u osoby chorej, jesli zaistniata potrzeba zastosowania systemowej steroidoterapii lub zwiek-
szenia dotychczasowej dawki glikokortykosteroidéw przez co najmniej 3 kolejne dni badz
zaszta koniecznos$¢ hospitalizacji lub pobytu na oddziale intensywnej opieki medycznej z po-

wodu astmy, wymagajaca wlaczenia systemowej steroidoterapii'*.
WYNIKI

Sposrdod 41 chorych wiaczonych do badania, u 22 0s6b wykryto obecno$¢ genomu ry-
nowirusow, co stanowi 54% analizowanych probek (17/30 kobiet czyli 57%, 5/11 mezczyzn,
czyli 45%). Dodatni wynik reakcji PCR potwierdzono, przeprowadzajac sekwencjonowanie
otrzymanego produktu amplifikacji. Poréwnanie wynikéw badania pelety uzyskanej przez
precypitacje czastek wirusa glikolem polietylenowym z wynikami badania supernatantu
wskazuje na celowos¢ wprowadzenia tego kroku do procedury postepowania z analizowany-
mi probkami. W probkach, w ktorych wykryto obecno$¢ rynowirusa, najczesciej sygnat

otrzymywano zaréwno w pelecie, jak 1 w supernatancie. Byty jednak przypadki, w ktérych

B HK. Reddel, D.R. Taylor, E.D. Bateman, L.P. Boulet, H.A. Boushey, W.W. Busse, T.B. Casale, P. Chanez,
P.L. Enright, P.G. Gibson, J.C. de Jongste, H.A. Kerstjens, S.C. Lazarus, M.L. Levy, P.M. O'Byrne, M.R. Par-
tridge, 1.D. Pavord, M.R. Sears, P.J. Sterk, S.W. Stoloff, S.D. Sullivan, S.J. Szefler, M.D. Thomas, S.E. Wenzel,
American Thoracic Society/European Respiratory Society Task Force on Asthma Control and Exacerbations.
An official American Thoracic Society/European Respiratory Society statement: asthma control and exacerba-
tions: standardizing endpoints for clinical asthma trials and clinical practice, “American Journal of Respiratory
and Critical Care Medicine” 2009, Vol. 180 (1), s. 59-99.
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obecnos$¢ rynowirusa wykrywano jedynie w pelecie, co prawdopodobnie wynika z niskiej
liczby kopii wirusa w probce. W takim przypadku precypitacja glikolem polietylenowym wy-
daje sie miec istotne znaczenie.

Rys. 1. Zdjecie zelu po podziale elektroforetycznym produktow amplifikacji

Pacjent 1 Pacjent 2 Pacjent 3

ejojad
ejojad

ejojad
eumAjebau ejosyuoy

juejeusadns
juejeusadns
juejeusadns

3 =
= 3
x =
e 8

s )

o -

3 8

2 g
— E

o =

Z o

>

Zrédto: Materiaty whasne

DyYSKUSJA

Z opublikowanych badan wynika, ze okoto 80% przypadkdéw zaostrzen astmy oskrze-
lowej ma zwigzek z zakazeniami wirusowymi drég oddechowych, z czego okoto 60% to in-
fekcje rynowirusowe (co daje okoto 50% zaostrzen astmy wywotanych zakazeniami HRV).
Odsetek chorych, u ktorych wykryto genom HRV, w przeprowadzonym badaniu jest zblizony

1 wynosi 54%. Zastosowana metoda jest niewatpliwie bardzo czuta (facznie 95 cykli amplifi-
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kacji), co znajduje potwierdzenie w przeprowadzonych eksperymentach metodologicznych,
w ktorych zawsze uzyskiwano produkt amplifikacji w przypadku obecno$ci co najmniej
10 kopii wirusa. Jest to szczeg6lnie istotne podczas poszukiwania materialu rynowirusowego
w poptuczynach nosowych, poniewaz nawet w razie uzyskania matej ilosci materiatu do ba-
dania wcigz istnieje duze prawdopodobienstwo otrzymania dodatniego wyniku u oséb z zaka-
zeniem HRV (dzigki tak czulej reakcji PCR). Zastosowana metoda zostata rowniez spraw-
dzona pod wzgledem swoistosci wobec HRV. Nalezy jednak pamigtac, ze jej skutecznos¢ jest
potwierdzona dla 87 roznych serotypow rynowiruséw, podczas gdy obecnie znanych jest po-
nad 100 réznych serotypoéw zakazajacych ludzkie drogi oddechowe. Nie ma wigc pewnosci,
czy préba detekcji HRV w materiale od os6b zakazonych pozostatymi serotypami nie daje
falszywie negatywnego wyniku przy zastosowaniu takiej metody. Wskazane byloby zatem
oznaczenie genotypow wirusow wykrytych w probkach klinicznych oraz dodatkowe spraw-
dzenie metody pod katem detekcji pozostatych serotypéw HRV. Konieczne jest takze prze-

prowadzenie podobnych analiz na znacznie wigkszej probie badanych osob.
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