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V diplomski nalogi smo testirali 232 vzorcev iztrebkov bolnikov, pri katerih je
glede na klini¢ne znake in simptome, kot so driska in/ali bruhanje, obstajal sum na
virusno povzroc¢eni gastroenteritis. Te vzorce so predhodno testirali in potrdili vsaj
enega povzrocitelja virusnega gastroenteritisa ali pa so ta sum ovrgli. Kot vzor¢no
obdobje smo izbrali jesensko-zimske mesece 2008/09 v Sloveniji. Z molekularno
metodo verizne reakcije s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo v realnem
¢asu smo pri devetih vzorcih dokazali RNA sapovirusov. Vsi pozitivni bolniki so
bili bolnis$ni¢no zdravljeni in so bili mlajsi od 12 let. Dvotretjinski delez obolelih za
okuzbo s sapovirusi predstavljajo deklice (6/9). Najvecji odstotek obolelih je bil v
mesecu decembru leta 2008. Pri petih so v vzorcu predhodno dokazali vsaj enega
izmed povzrociteljev virusnega gastroenteritisa, pri Stirih pa je bil vzorec dolocCen

kot negativen in potrjuje samostojno okuzbo s sapovirusi.
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To identify sapovirus RNA we examined 232 faecal samples collected from
hospitalised patients with symptoms of vomiting and/or diarrhoea. All specimens
were previously examined for other viral causative agents of gastroenteritis. Stool
samples were randomly collected from autumn to winter months 2008/2009 in
Slovenia. Using real-time reverse transcription-polymerase chain reaction we
detected sapovirus RNA in stool from 9 patients. All were under 12 years of age.
Two thirds (6/9) of sapovirus infected patients were girls. We detected a clear peak
with sapovirus infections in December 2008. In 5 from 9 sapovirus positive
samples, additional virus was detected, whereas in 4 from 9 samples only sapovirus

was found.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
A Dusikova baza adenin
bp Bazni par

C Dusikova baza citozin

cDNA Komplementarna DNA (ang.: Complementary DNA)

ddH,O Demineralizirana destilirana voda

DNA Deoksiribonukleinska kislina (ang.: Deoxyribonucleic acid)

EIA Encimskoimunski test (ang.: Enzimeimmuno assay)

ELISA Encimskoimunski test (ang.: Enzyme-linked immuno sorbent assay)
G Dusikova baza gvanin

GG(I-V)  Genska skupina (I-V)

HACCP  Analiza tveganja in ugotavljanja kriti¢nih kontrolnih to¢k (ang.: Hazard
analysis and critical control points)

ICTV Mednarodno zdruzenje za taksonomijo virusov (ang.: The International

Committee on Taxonomy of Viruses)

IEM Imunska elektronska mikroskopija (ang.: Immune electrone microscopy)
kb Kilobaza

nt Nukleotid

ORF Odprt bralni okvir (ang.: Open reading frame)

RIA Radioimunski test (ang.: Radioimmuno assay)

RNA Ribonukleinska kislina (ang.: Ribonucleic acid)

RT-PCR  Verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (ang.:

Reverse transcription-polimerase chain reaction)

SV-F Sapovirus forward zacetni oligonukleotid

SV-R Sapovirus reverse zacetni oligonukleotid

SV-P Sapovirus oligonukleotidna sonda (ang.: Sapovirus probe)
T Dusikova baza timin

UKC Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana

VPg Virusna beljakovina g (ang.: Viral protein g)
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1 UVOD

Cloveski sapovirusi, skupaj z norovirusi (rodova iz druzine Caliciviridae), povzro¢ajo
virusni gastroenteritis, z nastankom najpogostejSih simptomov kot sta driska in bruhanje.
Virusi se prenaSajo po fekalno-oralni poti v ¢asu pojava klini¢nih znakov ter tudi v ¢asu
prebolevanja (Yoshida in sod., 2009). Otroci zbolevajo pogosteje, kot odrasli. Okuzba se
hitro razsiri znotraj zaprte skupine ljudi, kot so zdravstvene, Solske ustanove in domov za
ostarele. Pri zdravih ljudeh simptomi izzvenijo sami, pri imunsko oslabelih pa lahko

okuzba povzrocCi nevarnejSe dehidracije (Moreno-Espinosa in sod., 2004).

Pred razvojem molekularnih metod, je diagnostika kalicivirusov temeljila na elektronski
mikroskopiji, ki pa je dokaj neobcutljiva in nespecificna metoda, saj mora biti
koncentracija virusov v vzorcu vsaj 10%ml. Z metodami elektronske mikroskopije pogosto

morfolosko ne moremo lociti norovirusov in sapovirusov (Rabenau in sod., 2003).

Od leta 2002 se povecuje Stevilo prijavljenih izbruhov kalicivirusnega gastroenteritisa,
zaradi Cesar se je pojavila potreba po hitri in obcutljivi diagnosti¢ni metodi za dokaz
norovirusov in sapovirusov. Ta metoda je verizna reakcija s polimerazo s predhodno

reverzno transkripcijo (RT-PCR) v realnem ¢asu (Svraka in sod., 2009).

V Laboratoriju za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteritinih virusov
Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani
noroviruse  dokazujejo z metodami neposredne elektronske  mikroskopije,
encimskoimunskim testom (ELISA) ter z RT-PCR v realnem ¢asu, medtem ko sapoviruse

le z elektronsko mikroskopijo.
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1.1 NAMEN DELA

1.1.1 Cilji naloge

V vzorcih, sprejetih v Laboratorij za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko
gastroenteriticnih virusov Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani, katere so predhodno pregledali na povzrocitelje virusnega
gastroenteritisa z elektronsko mikroskopijo, encimskoimunskim testom ter z molekularno
metodo reverzne transkripcije verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) v realnem Casu, na
rotaviruse, adenoviruse, astroviruse in noroviruse, smo zeleli testirati z molekularno
metodo reverzne transkripcije verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) v realnem casu Se
na sapoviruse. Zeleli smo ugotoviti koliksen je odstotek okuzb s sapovirusi pri bolnikih s
sumom na virusno povzroceni gastroenteritis, ter ugotoviti mozno povezanost med okuzbo

in spolom, starostjo in mesecem nastanka okuzbe.

1.1.2 Delovne hipoteze

Iz predhodnih raziskav smo pricakovali, da bo odstotek okuzb s cloveskimi sapovirusi od
5-10 %. Najvec¢ tovrstnih okuZb pri¢akujemo pri otrocih, saj so to potrdile Ze nekatere

raziskave (Johnsen in sod., 2009).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLASIFIKACIJA IN TAKSONOMSKA UREDITEV SAPOVIRUSOV

Rod Sapovirus je uvrséen v druzino Caliciviridae. Viruse iz tega rodu so v¢asih imenovali
»Sapporu podobni virusi« (ang.: »Sapporo-like« virus). V sedmem poroc¢ilu Mednarodnega
zdruzenja za taksonomijo virusov (ICTV) so leta 1998 po filogenetskih analizah uvrstili v
druzino Caliciviridae 4 rodove: Vesivirus, Lagovirus, Norovirus in Sapovirus (Slika 1).
Zadnja dva pri ¢loveku povzrocata virusni akutni gastroenteritis. Tipska vrsta sapovirusov
je virus Sapporo, katerega ime izvira iz Japonskega mesta Sapporo, kjer so leta 1977
ugotovili prvi izbruh sapovirusov (Chiba in sod., 2000). Tipska vrsta je najnizja raven
hierarhicne klasifikacije po ICTV, zato seve naprej razvr§¢amo ter poimenujemo po
kriptogramu: gostiteljski organizem/okrajSava rodu/ime virusa/leto pojava/drzava pojava.
Primer takega poimenovanja je sev po katerem je dobil rod tudi ime:

Hu/SLV/Sapporo/1982/JP (Green in sod., 2000).

Picornavindae Caliciviridae

o e,
HAV ! Lordsdale . "Norwalk- like viruses"
/ MX BN

i " B
EMCV !{ Hawaii ‘\\

Snow Mountain \\

Suumamplon\
; Nowalk . M
HRV 14 P e
" S Lagovirus
Paio1™ /N T .
FMDV Py -
A London ‘_‘
129845
" SMSV-4 i
¢ VESV-A48 Manchester |
N Houston/aé [
 SMSV-17 Y ) Sapporog2  /
‘*-Hfﬁmate Pan-1 ou IF?V-CFIIG?] “Parkville  Houston/g0 7
Vesivirus \""'m SMSV-1 - \"x_ _/—'ASapporo-rike viruses"
2 T 0.1

Slika 1: Filogram glede na primerjave nukleotidnih zaporedij celotnega kapsidnega gena (Green in sod.,
2000)
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2.2 MORFOLOGIJA SAPOVIRUSOV

Sapovirusi so ikozaedri¢ni virusi brez ovojnice s simetrijo T=3. V premeru so veliki od 27
do 40 nm. Virusno kapsido sestavlja 180 molekul kapsidne beljakovine VPI. Ime
kalicivirusov prihaja iz latinske besede »calyx«, kar pomeni ¢asa in se nanaSa na CaSasto
obliko virionov, vidnih z elektronskim mikroskopom (Atmar in Estes, 2001). Pri
sapovirusih pa so raziskovalci pisali o podobnosti morfologije z Davidovo zvezdo (Chiba

in sod., 2000).

220000 @ -
Slika 2: Elektronska mikroskopija norovirusov (A), NVL delcev (B) ter sapovirusov (C). Merilo, 100nm
(Atmar in Estes, 2001)

Cloveski sapovirusi se ne razmnozujejo v celiénih kulturah. Ekspresija kapsidne
beljakovine v zuZzelcjih in sesalcjih celicah je mozna, saj so dokazali samosestavljanje te
beljakovine v virusom podobne delce (ang.: »Virus-like particles«, VLPs), z enako
morfologijo kot virioni. S tem so dokazali, da morfologijo kalicivirusov dolo¢a kapsidna

beljakovina (Numata in sod., 1997; Oka in sod., 2006).

2.3 GENOM SAPOVIRUSOV

Genom sapovirusov sestavlja linearna enojnovija¢na pozitivno polarna ribonukleinska
kislina (RNA), ki je dolga od 7.3 do 7.5 kb (Yoshida in sod., 2009). Predvidevajo, da
genom vsebuje dva do tri odprte bralne okvirje (ang.: Open reading frame, ORF). Na 5'
koncu je 12 nt dolgo vodilno zaporedje, kateremu sledi iniciacijski kodon AUG (Clarke in
Lambden, 2000). ORF1 kodira nestrukturni poliprotein in glavno kapsidno beljakovino
(VP1), medtem ko ORF2 kodira kapsidno beljakovino (VP2) in ORF3 beljakvine, katerih

funkcije Se niso znane (Oka in sod., 2006).
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Nestrukturni poliprotein se v kotranslacijskem procesu s pomocjo virusne proteaze razreze
v nestrukturne beljakovine - p48, helikazo, p113, VPg proteazo, od RNA odvisno RNA
polimerazo, kapsidno beljakovino -, ki sodelujejo pri replikaciji virusnega genoma. VPg
protein naj bi z vezavo na 5' koncu genoma tvoril iniciacijski kompleks za zacCetek
translacije prvega bralnega okvirja (Clarke in Lambden, 2000). Na 3' koncu ORF?2 sledi od
55 do 82 nukleotidov dolga nekodirajoca regija (ang.: 3' untranslated region, 3' UTR),
kateri sledi poli(A) rep variabilne dolZine (Fullerton in sod., 2007).

Organizacija genoma sapovirusov je podobna organizaciji genoma kuncjih kalicivirusov
(ang.: Rabbit haemorrhagic disease virus, RHDV) iz rodu Lagovirus. S tem mislimo na
podobnost v fuziji genov za nestrukturne beljakovine in gena za kapsidno beljakovino v

skupni ORF1 (Atmar in Estes, 2001).

Genom sapovirusov verjetno vsebuje Se en kratek ORF, ki kodira manjSo beljakovino
dolgo 161 aminokislin (Clarke in Lambden, 2000). Ta ORF3 prekriva N-terminalni del
ORF1 na mestu kapsidnega gena. To je znacilno le za genske skupine GGI, GGIV in GGV
(Okada in sod., 2006). S sekvencioniranjem so dokazali 7 nukleotidov dolgo ohranjeno
zaporedje znotraj kapsidnega gena, natanc¢neje 11 nt naprej od kapsidnega start kodona,
GCAAUGG, z iniciacijskim kodonom AUG za ORF3, zaradi Cesar je ta regija mocno
nagnjena k zacetku translacije (Clarke in Lambden, 2000; Schuffenecker in sod., 2001).
Zaradi visoke ohranjenosti te regije genoma, raziskovalci predvidevajo, da se med virusno
replikacijo izraZza biolosko aktivna beljakovina, saj na take regije deluje mocan selekcijski

pritisk, ki preprecuje nastanek mutacij (Clarke in Lambden, 2000).

Na podlagi nukleotidnega zaporedja gena kapsidne beljakovine VP1, razvr§¢amo
sapoviruse v 5 genskih skupin (GGI-GGV). Sevi genskih skupin GGI, GGII, GGIV in
GGV okuzijo ¢loveka, medtem ko sevi GGIII okuzijo prasi¢e (Hansman in sod., 2007a).
Prevladujoca genska skupina po vsem svetu je GGI. Vsako gensko skupino lahko dalje
razdelimo v genotipe, ki opisujejo seve, ki se med seboj razlikujejo v priblizno 10% v

nukleotidnem ali aminokislinskem zaporedju (Hansman in sod., 2007b).
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Slika 3: Organizacija genomov kalicivirusov. Predstavnik rodu sapovirus je sev

HuCV/SLV/Manchester/1993/UK (GenBank acc. no. X86560) (Green in sod., 2000).

2.4 PATOGENEZA SAPOVIRUSOV

2.4.1 Zivljenjski cikel

Virus se pritrdi na receptor na povrsini gostiteljske celice. Sledi t.i. slacenje in sprostitev

virusne genomske RNA v citoplazmo gostiteljske celice. Beljakovina VPg, ki je na 5'

koncu virusne RNA, se odstrani in se kasneje prevede v poliprotein z namenom tvorbe

zrelih nestrukturnih beljakovin, ki sodelujejo pri RNA transkripciji.

Virusna genomska RNA je matrica za sintezo negativne polarne komplementarne

enovijacne RNA. Po ekspresiji RNA nastanejo bazne baljakovine kot tudi kapsidna

beljakovina. Sledi sestavljanje virusa in sprostitev novih virionov (Viral zone: Sapovirus,

2010).

2.4.2 Bolezen

Sapovirusi povzrocajo akutni gastroenteritis. Okuzba prizadene najpogosteje dojencke,

otroke, starejSe in osebe z oslabelim imunskim sistemom (Cunliffe in sod., 2010). Opisani



Furar S. Molekularo dologanje &loveskih sapovirusov v iztrebkih bolnikov, obolelih za virusnim gastroenteritisom.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010 7

so tudi smrtni primeri (Phan in sod., 2004). National Institute of Allergy and Infectious
Diseases uvrs€a sapoviruse v kategorijo B patogenov bioloSke varnosti, poleg virusa

hepatitisa A ter nekaterih bakterij, gliv in parazitov (Matson in Sziics, 2003).

Okuzbo povzro¢i ze 10 do 100 virusov (Schaub in Oshiro, 2000). Inkubacijska doba je
navadno od 24 do 48 ur (Moreno-Espinosa in sod., 2004). Pri okuzbi je motena absorpcija
vode in hranilnih snovi v €revesju, zaradi Cesar nastane driska. Predvidevajo, da se virusi
razmnozujejo v zgornjem prebavnem traktu, ceprav po biopsiji dvanajstnika niso dokazali
histopatoloskih lezij. Opazili so le skrajSane in odebeljene resice tankega Crevesja, medtem
ko je sluznica ostala histoloSko nespremenjena. To so potrdili s transmisijskim
elektronskim mikroskopom (Green in sod., 2001). Bolniki najveckrat okrevajo brez
zapletov. Ti se pojavijo le v primerih, ko ni moznosti za dovajanje rehidracijske raztopine
(Moreno-Espinosa in sod., 2004). Izlo¢anje virusov obi¢ajno traja do 2 tedna. Pri mlajsih
otrocih je ta doba lahko Se daljSa. Viruse so dolocili v iztrebkih tudi mesec dni po nastopu
bolezni, ko so klini¢ni znaki ze izzveneli (Rockx in sod., 2002). OkuZzba s sapovirusi je
najpogostejsa pri otrocih do petega leta starosti (Rockx in sod., 2002). Leta 2004 so
raziskali izbruh gastroenteritisa v bolni$nici na Svedskem, kjer naj bi 80-letna bolnica
okuzila medicinsko osebje. To pa je bil tudi prvi opisan izbruh gastroenteritisa

povzrocenega s sapovirusi med odraslimi (Johansson in sod., 2005).

Dokazano je, da sapovirusi povzro¢ajo tudi asimptomatsko okuzbo pri odraslih, ki pa je
glede na virusno breme prav tako resna kot pri simptomatskih okuzbah, saj bolniki
predstavljajo vir prenosa in moznost nastanka izbruha. Pri Studentih s simptomatsko
okuzbo je bilo virusno breme od 10° do 10" ¢cDNA kopij na gram iztrebka, medtem ko pri
asimptomatski okuzbi od 10’ do 10'® ¢cDNA kopij na gram iztrebka (Yoshida in sod.,
2009).

Proizvajanje protiteles proti sapovirusom se zaradi izpostavljenosti pricne ze zgodaj v

zivljenju. Prve 3 mesece dojencke $Citijo materina protitelesa (Numata in sod.,1997), nato

pa se koliCina protiteles do 2. leta starosti mo¢no poveca (Phan in sod., 2005).
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2.4.3 Klini¢ni znaki in simptomi

Glavna klini¢na znaka okuzbe s sapovirusi sta driska in bruhanje, katerima se pogosto
pridruzijo Se boleCine v predelu trebuha, crevesni kr¢i, slabost, poviSana telesna
temperatura (nad 37, 5 °C) in prisotnost sluzi v blatu. Pogostost zgoraj nastetih simptomov
se razlikuje glede na starostno skupino otrok. Pri otrocih do enega leta starosti je
najpogostejse bruhanje, medtem ko je pri otrocih starih od enega do Stirih let pogostost

bruhanja dvakrat vecja (Slika 4) (Rockx in sod., 2002).

100
i ] o Diareja
> 80 ] ] .
o | o Bruhanje
X I
% 60 - ] . O Vrogina
<= - — ] —
% - ] — O Slabost
§ 40 ~
5 | ] O Bolegine v predelu
@) trebudne votline
20 o Crevesni kréi
0
<1 leta 1-4 let 5-11 let skupaj
Starost bolnikov

Slika 4: Prikaz klini¢nih znakov in simptomov gastroenteritisa, povzrocenega s sapovirusi, glede na starost
bolnikov (Rockx in sod., 2002)

Okuzba s sapovirusi je obi¢ajno povezana s simptomi, ki trajajo v povprecju 6 dni. Driska
je najpogostejSa v prvih dneh po okuzbi s povprecnim trajanjem 5 dni, medtem ko so
bruhanje, slabost in poviSano telesno temperaturo opazili le v prvih dveh dneh okuzbe
(Rockx in sod., 2002). Dokaj kratko trajanje klini¢nih znakov in simptomov onemogoca
realno Studijo o primerih izbruha oziroma realnemu stevilu bolnikov z okuzbo s sapovirusi,
saj verjetno veliko oseb ne poisce zdravniske pomoci v Casu bolezni (Johnsen in sod.,

2009).
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Klini¢na slika bolezni se v primerjavi z norovirusi razlikuje. Razlike se odrazajo predvsem
v milej$i obliki okuzbe s sapovirusi, za katero veljajo pretezno driska kot glavni klini¢ni
znak, medtem ko je okuzba z norovirusi znana kot »zimska bolezen bruhanja« pri otrocih.
Klini¢ni znaki in simptomi naj bi se pojavljali manj pogosto in naj bi trajali manj casa kot
pri okuzbi z norovirusi. Zato je okuzba s sapovirusi glede na resnost bolezni uvrscena nizje
na t.i. severity score lestvici, katera vsebuje 20 to¢k. Okuzba s sapovirusi je opredeljena s
Sestimi tockami, norovirusna z osmimi in rotavirusna okuzba z desetimi tockami (Pang in

sod., 2000).

2.4.4 Vir okuzbe in prenos

Ti virusi ne vsebujejo ovojnice, zato so odporni na kislino in brez tezav preidejo preko
gostiteljeve zelod¢ne kisline v prebavni trakt, kjer povzrocijo okuzbo (Green in sod.,
2001). Ta morfoloska znacilnost pa jim omogoca, da prezivijo zunaj svojega gostitelja

dolgo ¢asovno obdobje (Johnsen in sod., 2009).

Izbruhi so posledica prenosa virusa po fekalno-oralni poti (Chan in sod., 2006), s ¢loveka
na cloveka ter zauzitja z virusi onesnaZene hrane in vode (Usuku in sod., 2008).
Sapoviruse so odkrili v re¢ni vodi, kot posledico fekalne kontaminacije Cloveka in v
odpadnih vodah (Hansman in sod., 2007b). Vir okuzb so lahko tudi Skoljke, ki vodo

filtrirajo in tako viruse koncentrirajo (Hansman in sod., 2007c).

Mnoge Studije, opravljene na podrocju zivalskih sapovirusov drugod v Evropi kot tudi v
Sloveniji, niso porocale o ¢loveskih sapovirusih (Reuter in sod., 2010). Pri prasi¢ih so
ugotovili zelo veliko razli¢nih sevov sapovirusov, kar nakazuje na mozen prenos virusa s
¢loveka na zival. Do tega bi lahko prislo na zivalskih farmah, kjer sta oba gostitelja virusa
v neposredni blizini. Zato so potrebne nadaljne Studije, v katerih bi isto¢asno zbrali vzorce

tako zivali kot tudi kmetijskih delavcev (Zimsek-Mijovski in sod., 2010).
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Slika 5: Poti prenosa in kontaminacije s sapovirusi (Moreno-Espinosa in sod., 2004)

2.4.5 Epidemiologija

Okuzba s sapovirusi prizadene osebe vseh starostnih skupin, najpogosteje otroke do 5. leta
starosti, ne glede na spol (Johnsen in sod., 2009). Izbruhi so obicajno v ve¢jih skupnostih,
kot so vrtci, Sole, domovi za starejSe (Johansson in sod., 2005), med vojasSkimi rekruti
(Phan in sod., 2004), v zdravstvenih ustanovah (Yan in sod., 2005) in na turisticnih
krizarkah (Farkas in sod., 2004). Izbruhi virusnega gastroenteritisa se pojavljajo po vsem
svetu. Obolevnost ljudi za okuzbo, povzroceno s Cloveskimi sapovirusi, se razlikuje od

drzave do drzave in je v povprecju od 5 do 10% (Johnsen in sod., 2009).

Pojavnost virusa ni odvisna od letnega Casa, Ceprav opazajo povecano Stevilo bolnikov v
zimskih (Johnsen in sod., 2009; Yan in sod., 2003) in spomladanskih mesecih od marca do

maja (Pang in sod., 2000).

Razli¢ne opravljene Studije po letu 2007 so potrdile visoko podobnost sevov sapovirusov

na geografsko Sirokem obmodju, od Nizozemske, Svedske, Slovenije, pa vse do Rusije,
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Tajvana in Japonske, kar namiguje na skupno mesto izvora in dokaj hitro Sirjenje virusa po

vsem svetu (Svraka in sod., 2010).

2.4.6 Dignostika

Tipsko vrsto ¢loveskih sapovirusov, virus Sapporo, so prvi¢ identificirali v vzorcu iztrebka
z metodo elektronske mikroskopije (EM) v izbruhu leta 1977 na Japonskem (Chiba in sod.,
2000). Za detekeijo je potrebno vsaj od 10° do 10° virusnih delcev/ml. Metoda omogoca
morfolodko prepoznavo virusov do rodu (Rabenau in sod., 2003). Ce so vzorci veckrat
zamrznjeni pogosto morfoloska razpoznava ni mogoca.

Obcutljivost EM povecamo od 10- do 100-krat z uporabo imunske -elektronske
mikroskopije. Ce so protitelesa v presezku, postanejo virusi nejasni (Parashar in sod.,

2001).

Z encimskoimunsko metodo (ELISA) dolo¢amo antigene sapovirusov v iztrebkih. Ta test
zazna virusne antigene, Ce je koncentracija v vzorcu od 10* do 10° virusov/ml (Parashar in
sod., 2001). Izkazalo se je, da ne zazna nekaterih ¢loveskih kalicivirusov, ¢eprav so bili
vidni v EM (Cubitt, 1989). ELISA za doloCanje antigenov sapovirusov $e ni dostopna na

trziscu.

Najbolj razsirjena metoda za detekcijo sapovirusov je verizna reakcija s polimerazo s
predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR), saj ima visoko obcutljivost in moznost
uporabe za nadaljnje genetske analize. Uporablja se tudi metoda ugnezdene RT-PCR (ang.:
Nested RT-PCR). RT-PCR v realnem casu je visoko obcutljiva, hitra, zmanjSa moznost
kontaminacij in jo lahko uporabimo za kvantitativne analize (Oka in sod., 2006; Pang in
sod., 2009). Prvo porocilo o razvoju te metode za detekcijo sapovirusov je opisal Vinjé s
sodelavci leta 2000 (Vinjé in sod., 2000). S kvantitativno analizo so dokazali ze 10 kopij
virusne cDNA na reakcijo (Chan in sod., 2006; Espy in sod., 2006).
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2.4.6.1 Princip delovanja RT-PCR v realnem ¢asu

Princip delovanja metode se od konvencionalnega PCR razlikuje v tem, da pomnoZevanje

lahko spremljamo med samim potekom reakcije.

Ker imajo sapovirusi RNA molekulo, je pred pricetkom PCR reakcije potrebno izvesti
reverzno transkripcijo z encimom reverzna transkriptaza. Uspesnost metode je odvisna od
izbire tega encima, saj prepiSe virusno RNA v komplementarno verigo DNA (cDNA). Tu
pa imamo moznost izbire enostopenjske ali dvostopenjske reakcije PCR. Pri dvostopenjski
reakcije nastalo cDNA po reverzni transkripciji prenesemo v novo reakcijsko epruveto,
kjer nadaljujemo metodo, medtem ko se celotna PCR reakcija pri enostopenjskem procesu
odvija v eni epruveti. S slednjim nacinom se zmanjSa moznost kontaminacije (Real-time

PCR: From theory to practice, Invitrogen 2008).

Po reverzni transkripciji, ki se odvija pri ustrezni temperaturi in ¢asu odvisno od izbora
encima, poteCe Se dodaten proces pri 95 °C. Ta temperatura deaktivira reverzno
transkriptazo in aktivira temperaturno obstojno Tag DNA polimerazo. Polimeraza prepise
nastalo cDNA v dvovijatno DNA, in PCR reakcija se nato nadaljuje s tremi osnovnimi
procesi:

O denaturacija,

0 prileganje,

0 podaljSevanje.

Denaturacija dvovijatne cDNA navadno poteka pri temperaturi 95 °C in traja v odvisnosti
od vsebnosti baznih parov GC virusne RNA. Vi§ja ko je vsebnost, dalj Casa poteka
denaturacija dvovijacnice. Za pomnoZevanje zelenega odseka znotraj virusnega genoma
uporabimo par zacetnih oligonukleotidov. Za dolocanje ¢loveskih sapovirusov raziskovalci
izbirajo tar¢no zaporedje znotraj polimeraznega gena genoma sapovirusov oz. v ORF1,
kjer je spoj polimeraznega gena s kapsidnim. Ta del genoma je najbolj ohranjen in z
izbranimi pari zacetnih oligonukleotidov tako zajamejo ¢loveske sapoviruse vseh genskih

skupin (GGI, GGII, GGIV in GGV) (Chan in sod., 2006).
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En izmed zacCetnih oligonukleotidov nalega v smeri 5' proti 3' koncu molekule cDNA
(ang.: Forward primer), drugi pa v obratni smeri (ang.: Reverse primer). Prileganje se vrsi
5 °C nizje od izracunane temperature talisca (T,,) zacetnega oligonukleotida in nato sledi
podaljSevanje verige s pomocjo encima Taq DNA polimeraza, katere optimalno delovanje
je pri priblizni temperaturi 71 °C. Ce je pridelek PCR reakcije kratek oz. je kratek Zeleni
pomnozeni odsek znotraj virusnega genoma, potem sta procesa prileganja zaCetnih
oligonukleotidov in podaljSevanje zdruzena s skupno reakcijsko temperaturo 60 °C.
Navadno reakcija tece od 40 do 45 pomnozevalnih ciklov, odvisno od sposobnosti
polimeraze. Uspesna izvedba te metode je odvisna od prave izbire tega encima (Real-time

PCR: From theory to practice, Invitrogen 2008).

RT-PCR v realnem ¢asu pa nam omogoci spremljanje poteka reakcije preko racunalniske
programske opreme. V ta namen uporabljamo specificno oligonukleotidno sondo. Izbiramo
lahko med razli¢no pripravljenimi, kot so: TagMan sonde, molekularni oddajniki (ang.:
Molecular beacons), hibridizacijske sonde FRET (ang.: Fluorescence resonance energy
transfer), hidrolizirajo¢e sonde idr. Pravilna izbira je odvisna od nacina zaznavanja PCR

pridelkov. Najpogosteje uporabljene so TagMan sonde (Wong in Medrano, 2005).

) TagMan sonda

Sondo predstavlja kratko oligonukleotidno zaporedje DNA, ki ima na 5' koncu vezano
fluorescentno barvilo ali fluorofor, na 3' koncu pa duSilno barvilo ali t.i. dusilec (ang.:
Quencher). Da barvili povzrocita nastanek svetlobnega signala, se morata zgoditi dva
procesa. V prvem se mora sonda vezati na tar¢no komplementarno zaporedje DNA pri
60 °C. V drugem pa mora Taq DNA polimeraza s svojo 5' nukleazno aktivnostjo pri isti
temperaturi razrezati 5' konec sonde. S tem se fluorofor lo¢i od dusSilca in se kopici iz cikla
v cikel, s ¢imer se povecuje signal oz. fluorescenca. Ve kot je tar¢nega zaporedja, vecja

bo fluorescenca (Espy in sod., 2006).

Pozitiven rezultat zaznamo z znacilno PCR krivuljo, ki jo lahko razdelimo v Stiri faze
(Slika 6). V prvi t.i. linearni fazi (navadno prvih 10 do 15 ciklov) detektor ne zazna signala
oz. oddajanje fluorescence ne presega ozadja, saj je koli¢ina nastalega pridelka nizja od

meje detekcije (ang.: Treshold). V tem trenutku je izraGunana t.i. baseline, ki se nanasa na
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raven signala v prvih 15 ciklih, ko se le-ta ne spreminja. Ko signal doseze mejo detekcije
in jo prekoraci, pricne krivulja z zgodnjo eksponentno fazo. Cikel v katerem se to zgodi, ga
oznacimo kot C. Ta vrednost predstavlja reprezentativen podatek o zacetnem Stevilu kopij
DNA. Tej fazi sledi log-linearna, v kateri reakcija doseZe optimum pomnozevanja. Takrat
se koli¢ina PCR pridelka podvoji z vsakim ciklom v idealnih reakcijskih pogojih. Po
doloCenem casu, ko reagenti pomnozevanja postanejo omejeni in jakost fluorescence ni
veC uporabna za izracun podatkov, reakcija doseze fazo platoja (Wong in Medrano, 2005).
Rn oznacuje jakost fluorescence zbranih fluoroforov deljena s pasivnim barvilom (navadno
ROX), ki je dodan v reakcijski pufer z namenom normalizirati fluorescencni signal
fluorofora in korigirati frekvenco valovanja, ki je ne povzroca PCR reakcija (Real-time

PCR: From theory to practice, Invitrogen 2008).

Plateau phas
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Slika 6: Izris grafa metode RT-PCR v realnem ¢asu, ki ga spremljamo preko racunalniske prigramske opreme
(Wong in Medrano, 2005).

2.4.7 Zdravljenje in preprecevanje okuzb

Specifi¢nega zdravljenja okuzb s sapovirusi ni in je zgolj simptomatsko (Glass in sod.,
2000). V hujsih primerih je potrebno dodajanje oralne rehidracijske raztopine, redkeje je
potrebna infuzija le te. Protivirusnega zdravila za zdravljenje okuzbe s sapovirusi ni

(Atmar in Estes, 2002). Pang s sodelavci (2001) je ugotovil pozitiven vpliv rotavirusnega
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cepiva pri bolnikih z okuzbo s sapovirusi. Sam mehanizem delovanja $e ni jasen. Znano je

le, da skrajsa Cas trajanja in pogostost nastanka klini¢nih znakov in simptomov.

PrepreCevanje nastanka okuzbe poteka v smislu omejitve Sirjenja virusa. V bolnisnicah so
v ta namen doloCene prepovedi za medicinsko osebje in ukrepi ¢iS€enja povrSin z
ustreznim ucinkovitim razkuzilom (Glass in sod., 2000). Najtezje prepre¢imo prenos
okuzbe s cCloveka na cCloveka, zato je pomembno pogosto temeljito umivanje rok.
Priporocena je uporaba maske za osebe, ki so v stiku z iztrebkom ali izbruhanino bolnikov.
Veliko tveganje za okuzbo predstavljajo tudi pripravljalci hrane, ki so brez klini¢nih
znakov okuzbe. Zato je potrebno dosledno upostevanje osebne higiene in HACCP (ang.:

Hazard Analysis and Critical Control Points) nacel (Parashar in sod., 2001).

V primeru okuZzene pitne ali rekreacijske vode priporocajo kloriranje visoke stopnje, in
sicer 10ppm ali 10mg/l za ve¢ kot 30 minut, Ceprav tudi ta metoda ni popolnoma

ucinkovita (Parashar in sod., 2001).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci

V raziskavo smo vkljucili 232 vzorcev iztrebkov, ki so jih sprejeli v Laboratoriju za
elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriticnih virusov na Institutu za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani z razli¢nih klinik
Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana in drugih zdravstvenih ustanov po Sloveniji s
sumom na virusni gastroenteritis. Vzorce smo izbrali iz obdobja od oktobra do decembra
2008 (208 vzorcev) in oktobra 2009 (24 vzorcev).

Vse vzorce so predhodno testirali na noroviruse, entericne adenoviruse, rotaviruse ter

astroviruse.

3.1.2 Komercialni komplet za osamitev virusne RNA (IPrep™ Virus kit, Invitrogen)

Aparat iPrep™

Programska kartica iPrep’ ™ Card: Viral DNA/RNA
iPrep™ nosilna stojala

iPrep™ elucijske epruvetke (1,5ml)

iPrep™ epruvetke za obdelavo vzorca (2ml)

iPrep™ drzala za nastavke in iPrep’ ™ nastavki

O 0O 0O o O o o

iPrep MPureLink™ kartuse

3.1.2.1 Reagenti v iPrep "PureLink ™ kartusi

Razgradnji pufer (vdolbinica 1)
Proteinaza K (20mg/ml) v hranitvenem pufru (vdolbinica 2)
Elucijski pufer (DEPC voda) (vdolbinica 3)

Pufer za ¢iscenje 2 (vdolbinici 5 in 6)

O O O O O

4

Pufer za ¢iscenje 1 (vdolbinica 7)



Furar S. Molekularo dologanje &loveskih sapovirusov v iztrebkih bolnikov, obolelih za virusnim gastroenteritisom.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010 17

0 Dynabeads“MyOne™SILANE (4,8mg/ml magnetnih delcev v hranitvenem pufru)

(vdolbinica 8)

0 Pufer za izpiranje (vdolbinica 9)

0 Izopropanol (vdolbinica 10)

3.1.3 Reagenti za pomnoZevanje virusne RNA z RT-PCR v realnem ¢asu

3.1.3.1 Zacetna oligonukleotida in oligonukleotidna sonda (Preglednica 1)

0 SV-F (Applied Biosystems)
0 SV-R (Applied Biosystems)
0 SV-P (Metabion)

Preglednica 1: Podatki o zaCetnih oligonukleotidih in oligonukleotidni sondi

) _ Mesto ]
Nukleotidno zaporedje (5'-3") ] Vir
naleganja (nt)
SV-F GAY CWG GCY CTCGCC ACCT 5078-5096" Svraka in
SV-R GCC CTC CAT YTC AAACACTA 5182-5163" sod., 2009
Sv.p? FAM - AGA CCT TTC GGT ACT TCG SOP-P EMI-
TCC ACA AAC ACA A - BHQ 17

2 Mesto naleganja je glede na sev genske skupine IT Mc 10 (GenBank Acc No. AY237420)

? Oligonukleotidna sonda je oznatena na 5' koncu z fluoroforom 6-karboksifluorescin teksas rdece (FAM), ki
oddaja svetlobo pri 610 nm ter na 3' koncu z dusilcem BHQ (ang.: Black hole quencher)

3.1.3.2 Testni komplet AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit za pomnoZevanje virusne

RNA (Ambion)

0 Voda, prosta nukleaz
0 2x RT-PCR pufer

0 25x RT-PCR encimska me$anica

3.1.4 Laboratorijska oprema

0 Sterilne plasti¢ne epruvete (10 ml)
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Sterilne plasticne pipete (1,5 ml)

Stani¢evina

Stojalo za epruvete (Eppendorf)

Sterilne epruvetke (velikosti 1,5ml in 0,5ml) (Eppendorf)

PCR hladilno stojalo (Eppendorf)

Sterilna reagenc¢na ploscica za 48 vzorcev s folijo (Eppendorf)

Stojalo za epruvetke (Eppendorf)

Komora za varno delo (PIO SMBC 122)

Brezprasna komora za varno delo (Iskra PIO LFV9)

Hlajena namizna centrifuga (Eppendorf 5415R)

Vibracijsko meSalo (Bio Vortex V1, Biosan)

Avtomatske pipete (0,5-10ul, 2-20pul, 10-100ul, 50-200ul, 100-1000ul) (Eppendorf)
Sterilni nastavki s filtri za avtomatske pipete (Eppendorf)

Zascitne rokavice brez smukca (Safeskin)

Aparat za osamitev virusne DNA/RNA iPrep™ (Invitrogen)

Aparat za izvedbo RT-PCR v realnem &asu StepOne’™ (Applied Biosystems)

O 0O 0O O O o O 0o o o oo oo o o o

Programska oprema StepOneTM
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3.2 METODE

3.2.1 Shema analize

Priprava iztrebkov

A 4

Osamitev virusne
RNA

A 4

Pomnozevanje z
RT-PCR v realnem
¢asu

/\

Negativni vzorci Pozitivni vzorci

Slika 7: Shema poteka analize

3.2.2 Priprava iztrebkov

Priblizno 1 gram iztrebka smo suspendirali v 1,5 ml fosfatnega pufra in premesali na
vibracijskem mesSalu. Tako dobljeno 10% suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 1600g.
Supernatant smo uporabili za nadaljnje analize in ga shranili v hladilniku pri +4 °C ali v

zamrzovalni skrinji pri -70 °C.

3.2.3 Osamitev virusne RNA (iPrepTM virus Kkit, Invitrogen)

Delo je potekalo pri sobni temperaturi. V mikrobioloski komori smo odpipetirali 230pul
supernatanta v sterilno epruvetko in centrifugirali 5 minut pri maksimalni hitrosti
(16000g). V aparat za osamitev nukleinskih kislin iPrep™ smo vstavili programsko
kartico. Obe stojali iz aparata smo prestavili v mikrobiolosko komoro in v stojalo za

kartuse vstavili za vsak vzorec po eno. V vdolbinico zadnjega dela kartusSe smo vstavili
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epruvetko brez pokrovcka za obdelavo vzorca. Drugo stojalo smo napolnili kot sledi: v
prvo vrsto, oznaceno z E, smo vstavili prazne odprte elucijske epruvetke in poleg postavili
pokrovcke. V tretjo vrsto, oznaceno s T2, smo vstavili drzala za nastavke in nastavke. V
zadnjo vrsto, oznaceno s S, smo vstavili epruvetko brez pokrovcka z 205ul vzorca. Na
aparatu smo zaprli vrata in nastavili ustrezen program. Po konfanem postopku smo
osamljeno RNA v epruvetki uporabili za nadaljnje analize in jo shranili v hladilniku pri +4
°C ali v zamrzovalni skrinji pri -70 °C. Uporabljene nastavke, kartuse in epruvetke smo

zavrgli v rumen zabojnik za biolosko nevarne odpadke.

3.2.4 Izvedba RT-PCR v realnem ¢asu

PomnoZevanje virusne RNA smo izvedli na aparatu StepOne™. Celotna priprava
reakcijske mesanice poteka v komori, ki je namenjena le za to delo. Reakcijsko mesanico
smo pripravili v sterilni 1,5 ml veliki epruvetki. Uporabili smo ustrezen par zacetnih
oligonukleotidov in oligonukleotidno sondo (Preglednica 1) ter reagente testnega kompleta
AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (Ambion). Za eno reakcijo smo pripravili 2 pl virusne
RNA in 8 ul reakcijske mesanice, pripravjene iz:

1,35 pl vode, proste nukleaz

5,00 pl 2x RT-PCR pufra

0,50 pl zacetnega oligonukleotida SV-F (10 uM)

0,50 pl zacetnega oligonukleotida SV-R (10 pM)

0,25 pl oligonukleotidne sonde SV-P (10 puM)

0,40 pl 25x RT-PCR encimske mesanice

O O O O O O

Vse reagente smo pred pipetiranjem dobro premesali ter pred dodatkom 25x meSanice
encimov kratko centrifugirali. Reakcijsko meSanico smo hitro razdelili v reagencno
plosc€ico (ang.: strip), in jo postavili v ohlajeno stojalo. Barva stojala se ob temperaturi
>7 °C spremeni iz vijoli¢ne v roza. V vsako vdolbinico smo odpipetirali po 8ul reakcijske
mesanice. V drugi brezprasni komori smo dodali 2ul osamljene virusne RNA. Pred
dodatkom virusne RNA, smo epruvetko premesali na vibracijskem meSalu in pazili na
magnetke na dnu. Reagen¢no plos¢ico smo dobro zatesnili s folijo in jo pred vstavitvijo v

aparat StepOne™ na hitro centrifugirali, da smo zbrali vso teko¢ino na dno vdolbinic.
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Vkljuéili smo aparat StepOne™ in programsko opremo StepOne'™. Pred pripravo
reakcijske meSanice smo v program vnesli ustrezen protokol. Reagencno ploscico smo
vstavili v aparat in potrdili pricetek ustreznega programa (Preglednica 2). Potek reakcije

smo lahko spremljali preko racunalnika.

Preglednica 2: Prikaz stopenj reakcije RT-PCR v realnem ¢asu

Proces Cas trajanja | Temperatura | Stevilo ciklov

Reverzna transkripcija 10 minut 45 °C 1 cikel

Prekinitev delovanja reverzne
transkriptaze in aktivacija Taq 10 minut 95 °C 1 cikel

DNA-polimeraze

Denaturacija dvovijacne cDNA 15 sekund 95 °C
Prileganje zacetnih .
45 ciklov
oligonukleotidov in podaljSevanje 45 sekund 56 °C
verige

Kot pozitivno kontrolo reakcije RT-PCR smo uporabili RNA sapovirusov predhodnega
pozitivnega vzorca ter ga ustrezno redcili (10"3). Kot negativno kontrolo smo uporabili

demineralizirano destilirano vodo (ddH,0).

Po konCanem programu smo plos€ico z vzorci ustrezno zascitili in jo zavrgli v rumen
zabojnik za biolosko nevarne odpadke, vsa stojala smo prebrisali z etanolom ter postavili v
brezprasno komoro, ki smo jo prav tako razkuzili in vklopili UV svetilko. Pridobljene
rezultate smo shranili (Slika 8). Graf prikazuje spremembo jakosti fluorescence (ARn) v
odvisnosti od Stevila ciklov reakcije RT-PCR v realnem cCasu. Zelena krivulja predstavlja
pozitivno kontrolo, rdeCa krivulja predstavlja negativno kontrolo. Modra premica

predstavlja vrednost meje detekceije signala (ang.: Treshold).
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Slika 8: Grafi¢ni prikaz nacina spremljanja rezultatov z metodo RT-PCR v realnem casu
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4 REZULTATI

Testirali smo 232 vzorcev iztrebkov, ki so jih sprejeli v Laboratorij za elektronsko
miskroskopijo in diagnostiko gastroenteriticnih virusov na Institutu za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani s sumom na virusno povzroceni
akutni gastroenteritis, med oktobrom in decembrom 2008, ter v oktobru 2009. 1z obdobja
2008 smo pregledali skupaj 89,7 % (208/232) vzorcev, iz oktobra leta 2009 pa 10,3 %
(24/232). Povprecna starost vzoréne populacije je bila priblizno 21 let. Najmlajsi bolnik je
bil star 9 dni, medtem ko najstarejsi 86 let. Starost je bila preracunana na dan vzorcenja.

Delez Zensk v primerjavi z moskimi je bil 49,6 % (115/232) (Preglednica 3).

Preglednica 3: Pregled vseh analiziranih vzorcev glede na leto vzorcenja, spol in rezultat analize

St. St.
Stevilo negativnih | pozitivnih 5
Obdobje Spol VZOIcev VZOrcev St. vseh vzorcev
vzorcev
na na
sapoviruse | sapoviruse
Okt.-dec. 208 Moski 103 3 106
2008 Zenske 97 5 102
Moski 11 0 11 232
Okt. 2009 24 Fenske 12 1 13
223 9

Izmed 232 pregledanih vzorcev, je bilo 9 (3,9 %) pozitivnih na sapoviruse. Iz obdobja leta
2008 je bilo pozitivnih vzorcev 3,8 % (8/208), od tega je bilo v novembru 2008 pozitivnih
vzorcev 2,1 % (1/48), decembra 2008 4,7 % (7/148) ter oktobra 2009 4,2 % (1/24). Pri 12
pregledanih vzorcih iz oktobra leta 2008 RNA sapovirusov nismo dolo¢ili (Slika 9).
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Slika 9: Grafi¢ni prikaz Stevila negativnih in pozitivnih vzorcev na sapoviruse glede na delez le-teh po ¢asu
vzoréenja

V $ririh pregledanih mesecih smo RNA sapovirusov dolocili pri devetih otrocih. Najmlajsi

je bil star 9 mesecev, najstarejsi pa 11 let (Slika 10).
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Slika 10: Grafi¢ni prikaz Stevila negativnih in pozitivnih vzorcev na sapoviruse glede na delez le-teh po letih

Kar 66,7% (6/9) je bilo mlajsih od 5 let s povprecno starostjo 4,27 let. Od 9 pozitivnih
vzorcev je le 33,3% (3/9) deckov in kar 66,7% (6/9) deklic (Slika 11).
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Slika 11: Grafi¢ni prikaz pozitivnih bolnikov na sapoviruse glede na starost in spol

Glede na celotno vzor¢no populacijo, ki je bila glede na spol razdeljena priblizno na
polovico, je pogostost okuzbe med deklicami vecéja (6/115) kot med decki (3/117) (Slika
12).

Stevilo pozitivnih in negativnih vzorcev glede na spol

3

109 B Deklice neg.
m Deklice poz
Decki neg.

m Decki poz.

Slika 12: Grafi¢ni prikaz negativnih in pozitivnih vzorcev na sapoviruse glede na spol

Vse izbrane vzorce v nasi analizi so predhodno analizirali na druge povzrocitelje virusnega

gastroenteritisa, kot so norovirusi, rotavirusi, gastroenteri¢ni adenovirusi ter astrovirusi.
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Pri 15/232 (6,5 %) so predhodno potrdili rotaviruse (Slika 13), pri 120/232 (51,7 %)
noroviruse, pri 11/232 (4,7 %) astroviruse, pri 84/232 (36,2 %) virusnega povzrocitelja
niso dolocili. Pri dveh vzorcih - 0,9 % (2/232) - so potrdili tako noroviruse kot tudi
astroviruse.

Od 232 vzorcev so pri 148 (63,8%) dolocili vsaj enega od povzrociteljev virusnega
gastroeteritisa, od tega smo v nasi analizi potrdili pri petih - 3,4 % (5/148) - tudi
sapoviruse.

Od vseh pozitivnih na rotaviruse (15 vzorcev) smo poleg le-teh dokazali tudi sapoviruse v
enem primeru ter izmed 120 pozitivnih na noroviruse smo v §tirih primerih zaznali RNA
sapovirusov.

Od 84 predhodno analiziranih negativnih vzorcev smo dodatno v 4,8 % (4/84) dolocili

sapoviruse.

Delez analiziranih vzorcev v predhodnih analizah

Rota +

B Rota, Sapo +
Noro +

m Noro, Sapo +
B Noro, Astro +
@ Astro +

O Neg.

0O Neg., Sapo +

Slika 13: Grafi¢ni prikaz deleza pozitivnih vzorcev na sapoviruse glede na predhodne analize.
Stevila v debelem tisku predstavljajo Stevilo vzorcev, ki so bili pozitivni na sapoviruse.

Sedem bolnikov od devetih (77,8 %), pri katerih smo dolo€ili sapoviruse, so bili
bolnisni¢no zdravljeni na Kliniki za infekcijske bolezni in vro¢inska stanja UKC Ljubljana

in dva (22,2 %) na Pediatri¢ni kliniki UKC Ljubljana (Slika 14).
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Delez pozitivnih bolnikov na sapoviruse glede na mesto bolnisnié nega zdravjenja

243

B MNegativni na sapoviruze

B Pedistricna klinika

B K. zainf. bol. in wrod. stanja

Slika 14: Grafi¢ni prikaz negativnih in pozitivnih bolnikov na sapoviruse. Slednji so ¢lenjeni glede na mesto
bolnisni¢nega zdravljenja.

Preglednica 4: Prikaz pozitivnih bolnikov na sapoviruse, njihovi osebni podatki ter podatki analize.

. Predhodne

| Sprejem o Starost o ] s
Bolnik Posiljatelj Spol ) Kraj bivanja | analize Cisav

vzorca bolnika 3

iztrebka
1. nov. 2008 | Kl. zainf.! | M 4 leta Preserje Neg. 22,50
2. dec. 2008 | Kl. zainf.! |Z 1 leto Grosuplje Rotavirusi | 31,83
3. dec. 2008 | Ped. K1.” M 11 let Ljubljana Neg. 34,08
4. dec. 2008 | Ped. kl.2 M 9 mes. Vodice Neg. 14,67
5. dec. 2008 | Kl. zainf.! |Z 7 let Horjul Norovirusi | 34,45
6. dec. 2008 | Kl. zainf.! |Z 4 leta Hrusevje Norovirusi | 37,76
7. dec. 2008 | Kl. zainf.! |Z 9 mes. Logatec Norovirusi | 35,82
8. dec. 2008 | Kl. zainf.! |Z 9 let Ljubljana Norovirusi | 39,16
9. okt. 2009 | Kl. zainf! |Z 1 leto Vrhnika Neg. 26,03

' Klinika za infekcijske bolezni in vroginska stanja Univerzitetnega kliniénega centra Ljubljana

? Pediatri¢na klinika Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana

3 Rezultati pridobljeni s testom ELISA

*Vrednost cikla, pri katerem je signal dosegel mejo detekcije
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Z metodo RT-PCR v realnem casu smo pri vsakem pozitivnem vzorcu dolocili RNA
sapovirusov s PCR krivuljo ter podatkom o stevilu cikla (C,), pri katerem fluorescenca kot
signal prekoraci mejo detekcije (ang.: Treshold) (Slika 15). Krivulje so dokaz pozitivnih

vzorcev na sapoviruse. Modra premica oznacuje mejo detekcije signala. Iz grafa lahko

razberemo vrednosti Ct, ki so zapisane v preglednici 4.
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Slika 15: Prikaz rezultatov analize z metodo RT-PCR v realnem ¢asu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V na$o analizo smo vkljucili 232 vzorcev iztrebkov bolnikov z drisko in/ali bruhanjem.
Vzorce so poslali zaradi suma na virusno povzro¢eni akutni gastroenteritis. Izbrani vzorci
so bili iz obdobja od oktobra do novembra leta 2008 ter iz oktobra leta 2009. Zajete so bile
vse starostne skupine, s povprecno starostjo vzorcne populacije 20,8 let. Razporeditev

glede na spol je bila enakomerna.

Z molekularno metodo RT-PCR v realnem ¢asu smo potrdili 9 (3,9 %) pozitivnih bolnikov
z okuzbo s cloveskimi sapovirusi. Pri vseh devetih vzorcih z metodo neposredne

elektronske mikroskopije predhodno sapovirusov niso dolo¢ili.

V primerjavi z ostalimi Studijami opravljenimi drugod v Evropi in svetu, smo sapoviruse
dolo¢ili le v 9 primerih, kar je zelo malo. Na Danskem so porocali o 9 % obolevnosti
(Johnsen in sod., 2009), na Finskem prav tako 9 % (Pang in sod., 2000), v Angliji 13 %
(Iturriza-Goémara in sod., 2008), na Irskem 11 % (Logan in sod., 2007), na Tajskem le
0,8 % (Kittigul in sod., 2009), na Japonskem 4 % (Yan in sod., 2003) ter 3,3 % v Hong
Kongu (Chan in sod., 2006).

Vzorci v naSi analizi zajemajo le obdobje Stirth mesecev. Rezultati bi bili verjetno
drugacni, ¢e bi raziskavo izvajali vse leto. Podatki iz Hong Konga o 3,3 % pozitivnih
bolnikov na sapoviruse so z naSimi primerljivi (Chan in sod., 2006). Uporabili so par
zacetnih oligonukleotidov, ki nalega na isto mesto tarénega zaporedja kot v nasi analizi, in
sicer na spoj polimeraznega in kapsidnega gena. Vse pozitivne primere so tudi
genotipizirali in dokazali, da metoda RT-PCR v realnem ¢asu v kombinaciji z
uporabljenim parom zacetnih oligonukleotidov ter sondo, zazna vsaj tri izmed S§tirih
genskih skupin c¢loveskih sapovirusov, in sicer GGI, GGII in GGIV. Navzkrizne
reaktivnosti z noro- ali rotavirusi niso zaznali, zato se tudi v nasi analizi nismo odlo¢ili za
uporabo drugih zacetnih oligonukleotidov pri Stirih pozitivnih primerih, ko smo poleg

sapovirusov dokazali tudi noroviruse.
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Nekateri drugi raziskovalci so uporabili vecje Stevilo pozitivno usmerjenih zacetnih
oligonukleotidov in dve oligonukleotidni sondi, da bi zajeli tudi zaporedja nekaterih
redkejSih sevov genske skupine V. Med 95 vzorci so dokazali sedem primerov okuzb s
¢loveskimi sapovirusi. Specificnost metode je bila 100%, navzkrizne reaktivnosti z noro-,

astro-, rota- in adenovirusi niso zaznali (Oka in sod., 2006).

Na sliki 9 (stran 24) lahko vidimo, da je bil najvecji odstotek obolelih z okuzbo s
sapovirusi v mesecu decembru leta 2008. Podobne rezultate so dobili na Japonskem, kjer
so se okuzbe najpogosteje pojavljale novembra, decembra in januarja (Yan in sod., 2003),
medtem ko druge Studije porocajo o najvecji pojavnosti virusa v populaciji od marca do
maja (Pang in sod., 2000). O znac¢ilnem vzorcu pojavljanja virusa ne moremo govoriti, saj
bi morali spremljati okuzbe s sapovirusi preko vsega leta in ve¢ let, Ceprav smo zajeli
obdobje za katerega je veljalo, da je krozenje virusa v populaciji najpogostejse. Na
Danskem so jasen vrh okuzb zabelezili v mesecu juliju in decembru, neodvisno od leta
vzorcenja. Vzorec pojavljanja okuzb s sapovirusi ni tako jasen kot tisti pri norovirusih ali

rotavirusih, ki se pojavljata pretezno v zimskih mesecih (Johnsen in sod., 2009).

V raziskavi smo sapoviruse pogosteje doloc¢ili pri deklicah (5,2% - 6/115) kot pri deckih
(2,6% - 3/117). Glede na to, da je v naSem primeru Stevilo pozitivnih bolnikov na
sapoviruse majhno (9/232), ne moremo zakljuciti, da je okuzba odvisna od spola in je

dovzetnost deklic za okuzbo vecja.

Testirani vzorci so bili zajeti iz dokaj velike starostne skupine, Ceprav je izraCunano
povprecje vzorcne populacije le 20,8 let. Najmlajsi bolnik je bil star devet dni in najstare;jsi
86 let. Zanimivo je, da smo doloc¢ili sapoviruse le pri bolnikih starih do 11 let, in sicer je
bil najmlajsi star 9 mesecev, najstarejsi pa 11 let. [zracunana povprecna starost je bila tako
4,27 let. Podobne rezultate so dobili tudi britanski raziskovalci, ki so opisali najvecjo
prevalenco okuzb s sapovirusi pri otrocih starih do 5 let (Iturriza-Gémara in sod., 2008).
Upostevati moramo, da marsikdo od starejSih bolnikov obi¢ajno ne iSCe medicinske
pomoci glede na povprecno kratko trajanje simptomov in klini¢nih znakov. V teh primerih

bi bilo koristno izvesti anketo po domovih za starostnike.
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Vsi pozitivni bolniki na sapoviruse so bili bolniSnicno zdravljeni na klinikah
Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana. Primeri okuZb s sapovirusi so bili posamicni.
Kraji stalnega prebivalis¢a so zgoSceni v notranjosti Slovenije, kar pa ne nakazuje na
povezanost bolnikov z moznim mestom izbruha virusa. Bolniki so bili razli¢nih starostnih
skupin, okuzbe so izbruhnile v razlicnih mesecih, poleg tega ne vemo katera genska

skupina je prevladovala pri obolelih, zato ne moremo govoriti o epidemiji.

Pri 63,8 % (148/232) analiziranih vzorcih so predhodno potrdili okuzbo z rotavirusi,
norovirusi in astrovirusi. Med temi 148 vzorci smo v petih primerih (3,4 %) dolo¢ili tudi
genom sapovirusov, zaradi ¢esar lahko govorimo o meSani oz. dvojni okuzbi. V enem
primeru smo potrdili dvojno okuzbo s sapovirusi in rotavirusi ter v Stirih primerih dvojno
okuzbo s sapovirusi in norovirusi. Raziskovalec Cunliffe s sodelavci je leta 2010 opazil
podobno kombinacijo dvojne okuzbe kot smo jo potrdili v na$i raziskavi. S tem tudi
potrjujemo, da kroZijo znotraj populacije razli¢ni povzrocitelji virusnega gastroenteritisa in
da so otroci socasno lahko dovzetni za vec razlicnih virusov. V nasi raziskavi je ve¢ kot

polovica (5/9) primerov okuzb s sapovirusi dvojna okuzba.

V Sloveniji se pri bolnikih z virusnim gastroenteritisom rutinsko ne izvaja diagnostika
okuzb s sapovirusi. Pomemben je podatek, da smo v preiskovanem obdobju med 84
bolniki, kjer virusov predhodno niso dolo¢ili, dodatno dokazali samostojno okuzbo s

sapovirusi v 4,8% (4/84).

Z uporabljeno metodo RT-PCR v realnem casu smo pridobili podatke o C; vrednostih, ki
jih lahko razberemo iz preglednice 4 (stran 27). Pri vecini je priSlo do detekcije signala
dokaj pozno, po 30. ciklu. Posledi¢no lahko sklepamo, da je bila koncentracija virusov v
vzorcu nizka. Razlog tega je lahko, da so bili vzorci odvzeti Sele v fazi prebolevanja, ko
koncentracija virusa upade.

Le pri dveh bolnikih smo ugotovili izstopajoce podatke, in sicer bolnik $t. 1 in bolnik §t. 4.
Prvi je imel C; pri 22, drugi pa pri 14. ciklu. S tem lahko potrdimo, da je bil bolnikoma

vzorec odvzet v akutni fazi okuzbe, ko je v vzorcu prisotna visoka koncentracija virusa.
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Pri metodi RT-PCR v realnem Casu smo izbrali zacetne oligonukleotide (Svraka in sod.,
2009), ki nalegajo na visoko ohranjen del genoma sapovirusov, s ¢imer smo predvideli, da
bomo zaznali sapoviruse vseh genskih skupin. Glede na predhodne Studije drugih
raziskovalcev, bi morali uporabiti vecje Stevilo zaCetnih oligonukleotidov in dve sondi
(Oka in sod., 2006) ter vse sapovirus pozitivne vzorce na koncu tudi genotipizirati. Ker
genska skupina I prevladuje po vsem svetu in verjetno tudi v Sloveniji, zato menimo, da je

odstotek obolelih glede na nase poskusne pogoje realen.
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5.2 SKLEPI

Z analizo 232 iztrebkov bolnikov, smo v 9 primerih zaznali genom sapovirusov. Ceprav je
prisotnost virusa v populaciji nizka (3,9%), je rezultat primerljiv s podatki o okuzbah s

sapovirusi drugod v Evropi in po svetu.

Vsi bolniki, pozitivni na sapoviruse, so bili otroci, bolnisni¢no zdravljeni na klinikah
Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana. Najvec¢ obolelih je bilo iz starostne skupine od
1 do 5 let, kar kaZze na to, da so predSolski otroci najbolj dovzetna starostna skupina za

okuzbo s sapovirusi.

V na$i Studiji smo dokazali RNA sapovirusov dvakrat pogosteje pri deklicah kot pri

deckih, Ceprav je bila porazdelitev po spolu enakomerna.

Okuzba s sapovirusi v 55,6 % predstavlja dvojno okuzbo ob rotavirusih ter norovirusih.
Jasnega vzorca pojavljanja virusa v populaciji nismo zaznali, saj smo zajeli zgolj tri
jesensko-zimske mesece, za katere so sicer nekatere Studije dokazale vecCjo pojavnost

$apovirusov.

V raziskavi smo zajeli tudi tiste vzorce, pri katerih predhodno niso dokazali povzrocitelja

virusnega gastroenteritisa. V4,8 % smo potrdili okuzbo s sapovirusi.
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6 POVZETEK

V izbranem poskusnem obdobju smo testirali 232 vzorcev iztrebkov bolnikov, katere so
prejeli v Laboratorij za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriti¢nih virusov
Instituta za mikrobiologijo in imunologijo medicinske fakultete Univerze v Ljubljani,
zaradi suma na virusno povzroceni gastroenteritis. Pri nekaterih med njimi so predhodno

potrdili vsaj enega povzrocitelja.

Po pripravi vzorcev iztrebkov, smo osamili virusno RNA s komercialnim kompletom
iPrep™ (Invitrogen). Po kon&anem avtomatiziranem postopku smo vzorce analizirali z
metodo RT-PCR v realnem casu. Uporabili smo reagente kompleta AgPa‘ch—IDTM One-Step
RT-PCR (Ambion). Uporabili smo par zacetnih oligonukleotidov, ki je nalegal na visoko
ohranjen del genoma sapovirusov, to je na spoj med polimeraznim in kapsidnim genom v

ORF1. Za zaznavanje PCR pridelkov smo uporabili TagMan sondo.

RNA sapovirusov smo dokazali v 9 vzorcih (3,9 %). Vseh 9 pozitivnih primerov so bili
otroci, stari do 11 let. Vsi so bili bolnisni¢no zdravljeni na Pediatri¢ni kliniki in Kliniki za
infekcijske bolezni in vrocinska stanja Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana. Pri
deklicah smo genom sapovirusov dokazali dvakrat pogosteje kot pri deckih. Najvecje
Stevilo okuZenih s sapovirusi smo zaznali decembra 2008.

Pri petih primerih (55,6 %) smo dokazali meSano oz. dvojno okuZbo s sapovirusov ob
rotavirusih in norovirusih, medtem ko so bili Stirje primeri s samostojno okuzbo s

sapovirusi.
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