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Резюме. При молекулярно-генетичному дослідженні, шляхом секвенування фрагментів
геномів, штамів вірусів ЕСНО 6 типу, які були ізольовані з 2001р по 2004р із різних регіонів
України та від різного контингенту. При порівнянні дослідних сайтів геномів, штамів які були
ізольовані від хворих та здорових осіб, були виявлені 13 точкових нуклеотидних мутацій.
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Вступ. Віруси ЕСНО відносяться до
родини Picornaviridae роду Enterovirus, яка на
підставі молекулярно-генетичних досліджень,
поділяється на декілька геногруп – А, В, С, D.
До першої групи, Humаn enterovirus A (HEA),
увійшли віруси Коксакі А та ентеровірус 71 типу;
друга група, Humаn enterovirus B (HEB), включає
віруси Коксаки А 9 типу та всі типи вірусів
Коксаки В, а також віруси ЕСНО та ентеровірус
69 типу; третя група, Humаn enterovirus C (HEC),
містить більшість  представників вірусів Коксаки
А та віруси поліомієліту 3-х типів; і четверта
група, Humаn enterovirus D (HED), складається з
ентеровірусів 68 та 70 типів; Bovine enterovirus
(BEV), та Porcine enterovirus B (PEV-B) [1].

Останніми роками найбільшу
розповсюдженість набувають віруси ЕСНО -6,
-11, -13, -30 типів. На Тайвані в 2001-2002 рр
ЕСНО віруси 30 та 6 типів стали причиною
спалаху серозного менінгіту [2]. У Франції ці ж

серотипи циркулювали протягом 2000-2004
років [3]. Спалах серозного менінгіту в Тунісі
теж пов’язаний з цими серотипами. В 2006 р
в Росії серед спалахів серозного менінгіту, а
також спорадичних захворювань у 80%
виділявся вірус ЕСНО 6 типу [4]. На території
України етіологічним агентом серозних
менінгітів в Харківській області виявився вірус
ЕСНО 6 типу [5].

Мета роботи: встановлення внутрішньо-
типових маркерів вірулентності на
молекулярно-генетичному рівні (методом
секвенування) серед вірусів ЕСНО, які були
ізольовані від хворих (вірулентні штами) та від
здорових осіб (авірулентні штами).

Матеріали та методи дослідження. В
роботі досліджувалися штами вірусів ЕСНО 6
типу, ізольовані в різні роки, в різних регіонах
та від різного контингенту (здорових та хворих
осіб) (табл.1).

Таблиця 1
Характеристика штамів вірусів ЕСНО 6 типу

№
з/п

лабора-
торний

№

об’єкт
виділення

вік діагноз дата
відбору

матеріалу

місце
ізоляції

біологіч-
ний

матеріал
1 80 здоровий 5 років 22.06.04 м. Київ фекалії
2 100 здоровий 8 років 31.05.01 м. Харків фекалії
3 79 хворий серозний

менінгіт
12.09.02 м. Київ ліквор

4 376 хворий 11 років серозний
менінгіт

13.09.02 м. Харків фекалії
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Для виділення вірусів та їх накопичення
використовували культуру клітин RD. Виді-
лення РНК вірусу з ураженої культури клітин
проводили методом лізису розчином гуанідін-
тіоционату з подальшою її сорбцією на силікат-
ному гелі. Реакція зворотної транскрипції від-
бувалася з використанням зворотної транс-
криптази M-MLV та випадковими гексануклео-
тидними праймерами. Отриману ДНК вико-
ристовували для полімеразної ланцюгової реак-
ції з олігонуклеотидними праймерами VP1F
TCWGCRTGYAAYGAYTTYTGAGT (2375-2398
н.п.), VP1R TATGTGGGHAAYTAYAGRTRGYN
AAYAGACAC (3359-3394 н.п.), VP1F-R TACA
GYARYTTYTAYGAYGGRTG GTC (3020-3046
н.п.) які були підібрані за допомогою програми
«Vector NTI», по послідовностям прототипних
штамів вірусів ЕСНО 6 типу Charles та Lytic  та
відповідають вимогам специфічності. Прай-
мери були синтезовані на синтезаторі «ASM-
800» («Biosset», США). Після ампліфікації фраг-
менти ДНК відповідної довжини – 1тис. нук-
леотидних пар (н.п.), 600 н.п. та 400 н.п. були
вирізані з гелю та очищені за допомогою коло-
нок. Секвенування проводили на автоматич-
ному 8-ми канальному секвенаторі «CEQ 2000
XL» («Beckman Cоulter», США)

Результати дослідження та їх обговорен-
ня. Для виявлення мутації у фрагментах геномів
вірусів ЕСНО серед вірулентних та невірулентних
штамів секвенували ген основного капсидного
білка VP1. За літературними даними при

секвенуванні саме цієї області у штамів поліовірусу
Mahoney, патогенних для мишей клонів було
виявлено, що вірулентність одного з клонів
визначалась амінокислотною заміною саме в
регіоні vp1. Іншими вченими встановлено, що в
даній області картовані детермінанти нейровіру-
лентності для мишей [7]. Дослідженнями вчених
[8] доведено, що при порівнянні ділянки геному
vp1 штамів поліовірусів, які мають генетичну
спорідненість, отримують такі ж самі результати,
що й при порівнянні всього вірусного геному.
Таким чином, для виявлення мутацій між
вірулентними та авірулентними штамами
вирішено було секвенували ген основного
капсидного білка VP1. Для отримання більш
інформативних даних, ген структурного білку
завдовжки 1 тис секвенували частинами в 400 н.п.
та 600 н.п. з прямими та зворотніми праймерами.

Вирівнювання нуклеотидних послідов-
ностей області геному vp1 (за нуклеотидною
послідовністю прототипних штамів ECHO 6
Charles і Lytic), а також аналіз цих фрагментів
проводився за допомогою програми «Vector
NTI». При проведенні порівняльного аналізу
фрагменту гену vp1 нуклеотидних послідов-
ностей штамів, виділених від хворих та здо-
рових осіб, виявлено 13 пар мутаційних замін
в позиціях нуклеотидів: 2494, 2549, 2574, 2577,
2605, 2621, 2622, 2626, 2638, 2663, 2686, 2787,
2916, що вказує на швидку частоту мінливості
вірусів ЕСНО 6 типу, відносно як географічної
ізоляції штамів, так і відносно часу (табл. 2).

Таблиця 2
Порівняльний аналіз фрагменту гену vp1 нуклеотидних послідовностей

вірулентних та авірулентних штамів
Позиція геному за

прототипними штамами
Charles, Lytic

Нуклеотиди у штамах
ізольованих від здорових

осіб

Нуклеотиди у штамах
ізольованих від хворих осіб

2494 Т С
2549 С Т
2574 А G
2577 А G
2605 C T
2621 G A
2622 T С
2626 G A
2638 T C
2663 T A
2686 C T
2787 T C
2916 T A
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Висновки
На виявлені мутаціі вірусів на

нуклеотидому рівні впливають з одного боку
їх персистенція в організмі здорових осіб, з
іншого численні пасажі вірусів на чутливій
культурі клітин. Надбані вірусами мутації
відіграють суттєву роль у виживаємості вірусної
популяції та зміні їх патогенетичних
властивостей, що може привести до заняття
звільненої екологічної ніші в умовах ерадикації
поліомієліту на території України. Зважаючи на
той факт, що віруси ЕСНО останнім часом все

частіше стають причиною ентеровірусної
неполіомієлітної патології людей, використання
виявлених в геномі мутаційних замін являється
дуже актуальним питанням. Останні можуть
бути використані як маркер вірулентності
ізольованих штамів вірусів ЕСНО 6 типу на
території України, що являється однією з
важливих ланок профілактики захворювань,
спричинених неполіомієлітними ентеро-
вірусами, а також прогнозування епідеміо-
логічної ситуації.
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