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Wprowadzenie. Grypa jest ostrg wirusowa chorobg uktadu
oddechowego, wywotywang przez wirusy RNA z rodziny
Orthomyxoviridae. Na podstawie réznicy w budowie antygenowej
wirionu wyréznia sie 3 typy wirusa: A, B i C. Zmiany antygenowe
w RNA wirusa zwigzane s3 z przesunigciem oraz skokiem antygenowym
i powoduja wystepowanie sezonowych epidemii lub pandemii
zachorowan na grype.

Cel. Analiza wynikow badan wykrywania obecnosci materiatu
genetycznego wirusow grypy u pacjentow z terenu woj. slaskiego
w sezonie epidemicznym 2016/2017.

Materiaty i metody. Materiat stanowity prébki pobrane od pacjentow
z podejrzeniem grypy, hospitalizowanych na terenie woj. $laskiego
oraz od pacjentéw ambulatoryjnych jednej z przychodni z terenu woj.
$laskiego. Przebadano 407 prébek, w tym 366 wymazdw z nosogardzieli,
32 poptuczyny i 9 aspiratow z drzewa oskrzelowego. Badania wykonano
metodg real time RT-PCR w kierunku wykrywania obecnosci materiatu
genetycznego wirusow grypy typu A, podtypu A/HTN1/pdm09, podtypu
A/H3N2 oraz typu B.

Wyniki. W przebadanym materiale potwierdzono 187 przypadkow
zachorowania na grype (46% wszystkich przebadanych prébek).
W wiekszosci probek wykryto wirusa grypy typu A — 182 wyniki, co
stanowito ponad 97 % wszystkich prébek z wynikiem pozytywnym.
W czesci probek subtypowanie wykazato obecno$¢ wirusa podtypu
A/H3N2. Nie stwierdzono podtypu A/HT1N1/pdm09. RNA wirusa
grypy typu B wykryto w 5 probkach.

Whioski. Przeprowadzone badania wykazaty obecnosé réznych typow
wirusa grypy. Procentowy udziat poszczegdlnych typéw/podtypow
w analizowanym sezonie epidemicznym réznit sie od wynikdw badan
z ubiegtych sezonow 2014/2015 oraz 2015/2016, co potwierdza
zZmienno$¢ sezonowa Wirusow grypy.

Stowa kluczowe: grypa, wirus grypy, real time RT-PCR, sezonowos¢

Introduction. Influenza is an acute viral disease of the respiratory
system, caused by the RNA viruses from the Orthomyxoviridae family.
Based on the difference in antigenic construction 3 types of virus can
be distinguished: A, B and C. Antigenic changes in the RNA of the virus
are associated with the occurrence of antigenic drift and antigenic shift,
causing seasonal epidemics or pandemics of the flu.

Aim. To analyze the results of the investigation of the presence of genetic
material of influenza viruses in patients from the Silesian province in the
epidemic season of 2016/2017.

Material & method. The material constituted of samples taken from
patients suspected of flu, hospitalized in the Silesian province, and from
patients of one of the clinics from the Silesian province. 407 samples
were examined, out of which 366 were swabs from the nasopharynx,
32 BAL and 9 aspirates from the bronchial tree. The research was
conducted by real time RT-PCR in order to detect the presence of
genetic material of flu viruses type A, subtype A/HTN1/pdm09, subtype
A/H3N2 and type B.

Results. The tested material confirmed 187 cases of the flu (46% of
all tested samples). In most samples the type A influenza virus was
detected - 182 results, what constituted more than 97 % of all samples
with a positive result. Subtyping of a few samples revealed the presence
of the A/H3N2 virus subtype. The A/H1N1/pdm09 subtype has not
been detected. The RNA of type B influenza was detected in 5 samples.
Conclusion. The study showed the presence of different types of
influenza viruses. The percentage share of the various types/subtypes
in the analyzed epidemic season was different from the results from
2014/2015 and 2015/2016 seasons, what confirms the seasonal
variability of influenza viruses.
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Wprowadzenie

Grypa to ostra wirusowa choroba gornych i dol-
nych drég oddechowych. Czynnikiem etiologicznym
jest wirus z rodziny Orthomyxoviridae. Wirus grypy po
raz pierwszy zostat opisany w 1931 r. przez amerykan-
skiego badacza Richarda E. Shope [1]. Podzial wiru-
sow grypyna 3 typy — A, BiC, zwigzany jest zbudowa
wirionu i oparty jest o r6znice w budowie antygenéw
—biatka M1 i nukleoproteiny NP. Antygeny te, razem
z pojedyncza nicig kwasu rybonukleinowego RNA
oraz kompleksem polimeraz PA, PB1 i PB2, stanowig
rdzen wirionu. W zewnetrznej otoczce lipidowej
wirionu zakotwiczone sg antygeny powierzchniowe
wirusa — biatko btonowe M2 i dwie glikoproteiny: he-
maglutynina HA i neuraminidaza NA. W zaleznosci
od rodzaju wystepujacych HA i NA, grype typu A
dzielimy na podtypy [2]. U ludzi najczesciej wyste-
puje hemaglutynina H1-H3 oraz neuraminidaza N1
i N2. Ksztatt wirionu jest sferyczny, o Srednicy od 80
do 120 nm [3]. Materiat genetyczny wirusa stano-
wi pojedyncza ni¢ kwasu rybonukleinowego RNA,
podzielonego na 7 lub 8 segmentéw. RNA podlega
zmianom antygenowym, skutkiem czego pojawia si¢
roznorodno$¢ podtypéw HA i NA. Mechanizm tych
zmian polega na przesunieciu antygenowym (antige-
nic drift) oraz skoku antygenowym (antigenic shift).
Przesunigcie antygenowe zwigzane jest z mutacjami
punktowymi w postaci delecji, insercji oraz podsta-
wien. Mutacje te odpowiedzialne sg za wystgpienie
sezonowych epidemii grypy. Skok antygenowy, inaczej
reasortacja genetyczna, to wymiana catych segmentow
materiatu genetycznego wirusa migdzy jego réznymi
wariantami, ktére zakazity te samg komoérke. Ten
rodzaj zmian genetycznych wiaze si¢ z pojawieniem
sie pandemii choroby i wystepuje tylko w przypadku
wirusa grypy typu A [4]. W czerwcu 2009 r. WHO
oglosita stan pandemii, z powodu szerzgcego si¢ za-
kazenia nowym wariantem wirusa A/HIN1/pdm09.
Wykazano, ze wariant ten zawiera geny wiruséw wy-
stepujacych uludzi, ptakéw oraz swin [ 5]. Wszystkie
trzy typy wirusa atakuja organizm ludzki [6].

Rozprzestrzenianie grypy odbywa si¢ droga
kropelkowa — poprzez katar, kaszel lub kontakt
bezposredni. Okres inkubacji wynosi od 1 do 3 dni.
Objawy pojawiajg sie nagle, wystepuje gwaltowny
wzrost temperatury, z towarzyszgcym uczuciem roz-
bicia, zmegczenia i bélem migéni. Wystepuja objawy
zwigzane z uktadem oddechowym, w postaci kataru,
bolu gardta, kaszlu i dusznosci. W przebiegu grypy
mozliwe jest wystapienie groznych powiktan, jak np.
wtérne zakazenia bakteryjne, zapalenia dolnych drog
oddechowych, zapalenia serca i osierdzia [ 7].

Objawy kliniczne nie pozwalaja jednoznacznie
potwierdzi¢ zachorowania na grype. W celu okreslenia

czynnika etiologicznego konieczne jest wykonanie
odpowiedniej diagnostyki. Materiatem do badan moga
by¢ wymazy z nosogardzieli, poptuczyny oskrzelowo-
-pecherzykowe (BAL), aspirat, a takze —w przypadku
wystapienia powiktan — ptyn mézgowo-rdzeniowy,
plyn osierdziowy, materiat z biopsji zmienionych
chorobowo tkanek i narzadéw. Prébki do badan po-
winny by¢ pobrane do 3 dni od wystgpienia objawow
i przechowywane w temperaturze +4°C do 24-48
godzin. Dtuzsze przechowywanie wymaga zamrozenia
materiatu do badan w temperaturze -70°C [8, 9].

Obecnie podstawowg metoda w diagnostyce
grypy, zalecang przez Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), jest molekularna technika real
time RT-PCR, polegajaca na wykrywaniu materiatu
genetycznego wirusa z zastosowaniem ancuchowej
reakeji polimeryzacji. Metoda jest czuta, wysoce swo-
istaiszybka [10, 11].

Do metod bezposrednich wykrywania wirusa zali-
cza si¢ réwniez izolacje patogenu w hodowli tkankowej
lub na zarodkach kurzych, testy immunoenzymatycz-
ne, immunofluorescencyjne i immunochromatogra-
ficzne. Izolacja wirusa jest uwazana za ztoty standard
w diagnostyce, natomiast ze wzgledu na dlugi czas
wykonania i wysokie koszty, nie jest stosowana ru-
tynowo. Serologiczne metody wykrywania antygenu
wirusowego cechuje mniejsza swoisto$¢ w poréwnaniu
do metod molekularnych [10, 11].

Do diagnostyki grypy stosuje si¢ rowniez posred-
nig metode serologiczng — wykrywanie przeciwciat
przeciwko wirusowi grypy w surowicy krwi pacjenta.
Badanie nalezy wykona¢ dla pary surowic, w ostrej
fazie—do 7 dni od wystgpienia objawow oraz w okresie
rekonwalescencji — ok. 2 do 4 tygodni od pojawienia

sie choroby [8, 9].
Cel

Analiza wynikéw badan wykrywania obecnosci
materialu genetycznego wiruséw grypy u pacjentow
z terenu woj. $laskiego w sezonie epidemicznym
2016/2017. Pod uwage wzigto typ i podtyp wirusow,
z uwzglednieniem poszczegdlnych tygodni analizo-
wanego sezonu epidemicznego.

Materialy i metody

Badaniom poddano wszystkie prébki dostar-
czone do Laboratorium Wojewddzkiej Stacji Sani-
tarno-Epidemiologicznej w Katowicach w terminie
od 1 pazdziernika 2016 r. do 30 wrzesnia 2017 r.
(sezon epidemiczny grypy 2016/2017). Prébki do
badan pochodzily od pacjentéw z podejrzeniem gry-
py; hospitalizowanych na terenie woj. $laskiego oraz
od pacjentéw ambulatoryjnych jednej z przychodni
z terenu woj. §laskiego.
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Pobranie probek, transport i przechowywanie
wykonano zgodnie z wytycznymi Krajowego Osrodka
ds. Grypy w NIZP-PZH w Warszawie [8].

W badaniach uwzgledniono wykrywanie mate-
rialu genetycznego wirusa grypy typu A i B, a takze
podtypu A/HIN1/pdm09 (odpowiedzialnego za wy-
stapienie pandemii grypy w 2009 r., obecnie krazacego
w populacji jako wirus grypy sezonowej) oraz podtypu
A/H3N2.

Izolacja materialu genetycznego

Izolacje RNA wiruséw grypy z prébek wykonano
przy uzyciu kolumienkowego zestawu do izolacji ma-
teriatu genetycznego GeneProof PathogenFree RNA
Isolation Kit (GeneProof, Brno, Czechy), zgodnie
z instrukcja producenta zestawu.

Wykrywanie RNA metodq real time RT-PCR

Do detekeji materiatu genetycznego uzyto ko-
mercyjnych zestawow real time RT-PCR: FTD FLU do
wykrywania wiruséw grypy typu A, B oraz podtypu
A/HIN1/pdmO09 (Fast-Track Diagnostics, Luksem-
burg), PowerChek Pandemic HIN1/H3N2 Real-time
PCR Kit do wykrywania podtypéw A/HIN1/pdm09
oraz A/H3N2 (Kogenebiotech, Seul, Korea). Reakcje
amplifikacji przeprowadzono w aparacie LightCycler
480 II firmy Roche. Wszystkie odczynniki posiadaty
certyfikaty do diagnostyki in vitro i zostaty uzyte
zgodnie z wytycznymi producentéw.

Wyniki

Przebadanofacznie 407 prébek, z czego 366 stano-
witywymazy znosogardzieli, 32—BAL, a9 probek —aspi-
raty z drzewa oskrzelowego. Wiszystkie probki przeba-
dano w kierunku wykrycia materiatu genetycznego wi-
rusow grypy typu A, B oraz podtypu A/HIN1/pdm09.
Wisrdd préobek z wynikiem pozytywnym, nie stwier-
dzono obecnosci podtypu A/HIN1/pdm09. Wyniki
dodatnie uzyskano w 187 prébkach, co stanowito
46% przebadanego materiatu. RNA wirusa grypy
typu B wykryto w 5 probkach (prawie 3% wynikéw
dodatnich).

Materiat genetyczny wirusa grypy typu A wykryto
w 182 prébkach (97% wszystkich prébek z wyni-
kiem pozytywnym). 50 prébek (27%) z dodatnim
wynikiem w kierunku wykrycia obecnosci materiatu
genetycznego wirusa grypy typu A poddano dalszej
analizie i przebadano pod katem oznaczenia podtypu
A/H3N2 - 100% wynikow wskazato na obecnos¢
tego podtypu.

Wyniki dodatnie uzyskano w kazdym z badanych
materiatéw — w 48% wymazdw z nosogardzieli, 28%
z BAL oraz w 33% aspiratéw z drzewa oskrzelowego.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie stwierdzono
w badanym materiale koinfekcji réznymi typami
i podtypami wiruséw grypy.

Wyniki dodatnie pogrupowano wg kolejnych tygo-
dni catego sezonu epidemicznego—od 1 pazdziernika
2016 r. do 30 wrzesnia 2017 r., tj. od 40 tygodnia
2016 r. do 39 tygodnia 2017 r. Zaobserwowano wy-
razny wzrost liczby zgtaszanych przypadkow z po-
dejrzeniem grypy, jak i przypadkoéw z potwierdzonym
rozpoznaniem grypy miedzy 1 a 6 tygodniem 2017 r.
Szczyt zachorowan przypadt na 3-4 tydzien 2017 r.
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Ryc. 1. Prébki przebadane i z wynikiem dodatnim w sezonie epide-
micznym grypy 2016/2017 - wg tygodni

Fig. 1. Samples tested and positive in epidemic season of influenza
2016/2017 - by weeks

(ryc. 1).
Dyskusja

Sezonowe epidemie grypy spowodowane sa wyste-
powaniem w populacji wiruséw typu A i B. Wirusy na
skutek drobnych zmian antygenowych, wywotanych
mutacjami punktowymi, w danym sezonie epide-
micznym kraza w populacji w réznych proporcjach.
Rejestracja zachorowan i podejrzen zachorowan na
grype i choroby wywolane przez wirusy grypopodobne
w Polsce odbywa si¢ na podstawie zgtoszen zbiorczych
dokonywanych w trybie tygodniowym przez placowki
lecznicze do Panstwowych Powiatowych Inspektoréw
Sanitarnych. Dane te sa podsumowywane przez Woje-
woddzkg Stacje Sanitarno-Epidemiologiczng i nastep-
nie przesytane do Narodowego Instytutu Zdrowia Pu-
blicznego-Panstwowego Zaktadu Higieny. W okresie
ostatnich 8 lat zaobserwowano prawie 3-krotny wzrost
zachorowan na grype i przypadki grypopodobne w woj.
§laskim, od ok. 100 tys. przypadkéw rocznie (101 979
-2009 r.; 100 255-20111.1104 732 -2012 r.) po-
przez ponad 221 tys. przypadkéw rocznie (221 067
- 2013 r. 1221 825 - 2014 r.) do ponad 280 tys.
przypadkow rocznie (286 144 — 2015 r. 1 287 108 -
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2016 r.), poza 2010 r., kiedy odnotowano niespelna
tylko 41 862 przypadki zachorowan na grype lub
grypopodobne. Najwigkszg zapadalnos¢ odnotowano
w 2016 r. — 6 290,2 na 100 tys. mieszkancoéw woj.
Slaskiego. Wraz ze wzrostem liczby podejrzen zacho-
rowan na grype i przypadki grypopodobne, zwigkszata
si¢ liczba probek wysytanych do laboratorium WSSE
w Katowicach, celem potwierdzenia, jak i okreslenia
czynnika etiologicznego. Szczyt zachorowan wystapit
w 3-4 tygodniu 2017 r. (II potowa stycznia). Jest to
zgodne z danymi opublikowanymi przez European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC),
wg ktérych szezyt zachorowan przypadat miedzy 52
tygodniem 2016 r. a 5 tygodniem 2017 r. [12].

Dane epidemiologiczne oraz wyniki naszych
badan potwierdzily zwigkszona zachorowalno$¢ na
grype w analizowanym sezonie 2016/2017 w stosun-
ku do poprzednich sezonéw. W analogicznym okresie
2014/2015 na terenie woj. §lgskiego stwierdzono
ponad 27% wynikéw dodatnich, natomiast w sezonie
2015/2016 — prawie 40% [ 13, 14].

W badanym materiale poczatkowo wigkszos¢
wynikéw dodatnich stanowito potwierdzenie zakaze-
nia wirusem typu A, przy czym wykluczono wariant
A/HIN1/pdm09. Dalsza analiza molekularna prébek,
w ktoérych stwierdzono obecnos¢ wirusa grypy typu A,
wykazata obecnos¢ podtypu A/H3N2 we wszystkich
probkach poddanych subtypowaniu. Pozwala to
stwierdzi¢, ze wirus A/H3NZ2 na terenie woj. §laskiego
byl dominujacy w analizowanym okresie, w przeci-
wienstwie do sezonu 2015/2016, gdzie stwierdzono
w wiekszosci obecnosé podtypu A/HIN1/pdm09
(70% wynikéw dodatnich) oraz wirusa grypy typu B
(30% wynikow dodatnich) [14]. Podobne wyniki
przedstawia raport ECDC, wskazujac wirusa grypy
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