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Virus Clovedke citomegalije (CMV) je najpomembnejsSi virusni povzro€itelj okuzb pri
imunsko oslabljenih osebah. Poleg tega, da povzro€a resne okvare pri novorojenckih,
povzroCa Sirok spekter nepravilnosti tudi pri nekoliko starejSih otrocih in odraslih: od
asimptomatske, subklinitne okuzbe, do mononukleoze pri zdravih posameznikih in do
raztresene oblike obolenja pri imunsko oslabljenih pacientih. Za odkrivanje okuzb s tem
virusom se poleg klasi¢nih uporabljajo tudi molekularne metode, ki omogocajo detekcijo Ze
zelo majhnih koli€in virusa, ko le ta sploh e ne povzro€a bolezni. Namen nase raziskave
je bil ugotoviti ali je mogoce v postopku kvantitativnega dokazovanja CMV DNA zamenijati
standardno ro¢no metodo izolaciie DNA z avtomatsko. V raziskavo smo vkljuili 129
klini¢nih vzorcev plazme, ki so bili poslani v Laboratorij za molekularno mikrobiologijo in
diagnostiko hepatitisa in aidsa na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani. Ugotovili smo, da je ro¢no izolacijo CMV DNA mogoc¢e zamenjati z
avtomatsko, pri tem pa se dobljeni rezultati razlikujejo v dovoljenih mejah. Prednosti
avtomatske izolacije so zmanjSana moznost kontaminacije, vecja primerljivost rezultatov,

ponovljivost rezultatov in prihranek pri koli¢ini vloZenega dela potrebnega za samo

izolacijo.
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Human cytomegalovirus (CMV) is the most important cause of infections at
immunocompromised people. In addition to inducing severe birth defects, CMV causes a
wide spectrum of disorders in older children and adults, ranging from an asymptomatic,
subclinical infection to a mononucleosis syndrome in healthy individuals to disseminated
disease in immunocompromised patients. For detecting Human cytomegalovirus (CMV)
classical and molecular methods are being used. Molecular methods allow detection of
very small amount of virus that does not cause a disease yet. To find out if it is possible to
replace the standard manual isolation of DNA with the automatic isolation in the
quantitative analysis of the DNA of CMV was the main intention of our research. In our
research, we included 129 clinical samples of plasma. These samples were sent to
Laboratory for molecular microbiology and diagnosis of hepatitis and AIDS at the Institute
of Microbiology and Immunology belonging to Medical Faculty in Ljubljana. We came to the
conclusion that there is possibility to replace manual isolation of the DNA of CMV with
automatic isolation. Differences between these two methods are within allowed limits.
Benefits of automatic isolation are reduction of contamination, higher comparability of

results, repeatability of results and saving of the amount of work invested in isolation.
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1 UVOD

Virus CloveSke citomegalije (CMV, angl. human cytomegalovirus) je
najpomembnejSi virusni povzrocitelj okuzb pri imunsko oslabljenih osebah,
prizadene pa lahko ljudi v vseh starostnih skupinah. Poleg tega, da povzroca
resne okvare pri novorojenckih, povzroCa Sirok spekter nepravilnosti tudi pri
nekoliko starejSih otrocih in odraslih: od asimptomatske, subklinicne okuzbe, do
infekcijske mononukleoze pri zdravih posameznikih in do raztresene oblike

obolenja pri imunsko oslabljenih pacientih.

Za odkrivanje okuzb s tem virusom se poleg klasic¢nih uporabljajo tudi molekularne
metode, ki omogocCajo detekcijo Zze zelo majhnih koliCin virusa ko le ta najveckrat
Se ne povzroCa bolezni. Zaradi te prednosti so molekularne metode zelo uporabne
v postopkih pred presaditvami organov in pa tudi po njih, ko se spremlja koli¢ina
virusa v bolniku in s tem tudi uspesnost zdravljenja. Pomembna pa je tudi njihova
uporaba v diagnostiki okuzbe pri imunsko oslabljenih odraslih in otrocih, ki Se
nimajo zadosti razvitega imunskega sistema in zato seroloSke metode niso

uporabne, ukrepati pa je potrebno hitro.

1.1 NAMEN DELA

V diplomskem delu smo Zeleli s primerjavo dveh metod izolacije DNA iz vzorcev
plazme ugotoviti, ali je mogocCe v postopku kvantitativnega dokazovanja CMV DNA

zamenjati standardno ro¢no metodo izolacije DNA z avtomatsko.

PriCakovali smo, da bosta obe metodi izolacije DNA enako ucinkoviti. Zaradi
zmanjSanja koli€ine vloZzenega dela v sam postopek izolacije in manjSe moznosti
kontaminacije naj bi avtomatska metoda izolacije DNA uspeSno nadomestila
standardno ro€no metodo izolacije DNA pri postopku kvantitativnega dokazovanja
CMV DNA v vzorcih plazme.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 VIRUS CLOVESKE CITOMEGALIJE
2.1.1 Odkritje CMV in njegova taksonomska uvrstitev

CMV, virus ki so ga najprej izolirali iz kuznin bolnikov s kongenitalno boleznijo
citomegalovirusnih inkluzij, je sedaj prepoznan kot pomemben patogen v vseh
starostnih skupinah. Poleg tega, da povzroCa resne okvare pri novorojenckih,
povzroc€a Sirok spekter nepravilnosti tudi pri nekoliko starejSih otrocih in odraslih:
od asimptomatske, subklinitne okuzbe, do infekcijske mononukleoze pri zdravih
posameznikih in do raztresene oblike obolenja pri imunsko oslabljenih pacientih.
Je vrstno specifien virus, ki pri razli€nih organizmih povzro€a podobne bolezni.
Pri vseh pa je znacilen pojav mocno povecanih celic — od tod ime virus Cloveske

citomegalije (Hirsch, 2005).

CMV spada v virusno druzino Herpesviridae, poddruzino Betaherpesvirinae in rod
Cytomegalovirus. Uradno ime je humani herpesvirus 5 (HHV-5), pogosto pa se Se

vedno uporablja izraz virus ¢loveske citomegalije (Brooks in sod., 2004).

2.1.2 Zgradba CMV

Virus ima dvojno-vijatno DNA, Stiri vrste mRNA, beljakovinsko sredico in
lipoproteinsko ovojnico. Kot ostali herpesvirusi, tudi CMV izkazuje ikozaedri¢no
simetrijo, pomnozuje se v jedru celice in lahko povzro€i liti€no in s tem produktivho
okuzbo ali pa asimptomati¢no okuzbo. Virusno pomnoZevanje je povezano s
produkcijo velikin znotraj jedrnih vkljuCkov in manjSih citoplazmatskih vkljuckov.
Virus se v in vivo pogojih lahko pomnoZzuje v Stevilnih celicah, v celicnih kulturah
pa vedinoma raste na fibroblastih. Ceprav je malo dokazov, da bi bil virus v in vivo
pogojih onkogen, v doloCenih primerih virus transformira fibroblaste, ti

transformirani deli na genomu pa so bili tudi prepoznani (Hirsch, 2005).

CMV ima med herpesvirusi najvecji genom (240 kbp). Okarakteriziranih je bilo le
nekaj beljakovin izmed vec€ kot 200, ki so zapisane v genomu virusa. Ena izmed

njih, povrsinski glikoprotein, se obnasa kot Fc receptor, ki se lahko nespecificno



3

Klju€evsek G. Primerjava ro¢ne in avtomatske izolacije DNA v postopku dokazovanja okuzb s ¢loveskim virusom citomegalije.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologije, 2007

veze na Fc del imunoglobulinov. To pomaga okuzZenim celicam, da se lahko
izognejo odstranitvi s strani imunskega sistema tako, da na povrsini celice ustvarja

za gostitelja nepomembne imunoglobuline (Brooks in sod., 2004).

Ceprav med &lovesko populacijo kroZijo Stevilni genetsko razliéni sevi CMV, to ne
vpliva na vrsto povzroCene bolezni, saj so si ti sevi antigensko zelo podobni
(Brooks in sod., 2004).

2.1.3 Patogeneza
2.1.3.1 Pri zdravih gostiteljih

CMV se iz Cloveka na Cloveka prenaSa z neposrednim kontaktom. Po izpostavitvi
virusu je inkubacijska doba pri normalnih otrocih in odraslih 4 do 8 tednov. Virus
povzro€a sistemsko okuzbo in je bil izoliran iz plju€, jeter, poziralnika, debelega
Crevesa, ledvic, monocitov, T in B limfocitov. Bolezen je infekcijski mononukleozi
podoben sindrom, Ceprav je ve€ina okuzb subklini¢nih. Tako kot vsi herpesvirusi,
tudi CMV ostane vse Zivljenje prisoten v organizmu. Po primarni okuzbi je virus
lahko ve€ mesecev ali pa celo let skrit v Zrelu in urinu. DaljSa prisotnost CMV v
ledvicah ni Skodljiva v normalnih osebkih. Prisotnost virusa v Zlezah slinavkah pa

je verjetno kroni¢na (Brooks in sod., 2004).

Ob primarni okuzbi je celi¢ni imunski odziv zaustavljen in to omogocCa ohranjanje
virusne okuzbe v organizmu. Potrebnih je kar nekaj mesecev, da si imunski sistem

opomore (Brooks in sod., 2004).

2.1.3.2 Pri imunsko oslabljeni gostiteljih

Primarne CMV okuZzbe so pri teh ljudeh veliko hujSe kot pri zdravih osebah. Osebe
z vecjim tveganjem za bolezen povzroceno s strani CMV so tiste, ki so prestale
presaditev organa, imajo maligen tumor in prejemajo kemoterapijo in tiste z
aidsom. Virusno izloanje je pove€ano in podaljSano, okuzba pa lazje postane
raztresena po organizmu. PljuCnica pa je najpogostejSi zaplet pri tej okuZzbi
(Brooks in sod., 2004).
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V seropozitivnih posameznikih imunski odziv ohranja CMV v mirujoem stanju.
Reaktivacije okuzbe so veliko bolj pogoste pri imunsko oslabljenih ljudeh kot pa pri
zdravih gostiteljin. Vendar pa so reaktivacije navadno milejSe kot primarne okuzbe
(Brooks in sod., 2004).

2.1.3.3 Podedovane in obporodne okuzbe

Okuzbe zarodkov in novorojenckov s CMV so lahko zelo resne. V ZdruzZenih
drzavah Amerike je okoli 1 % novorojenih otrok okuzenih s tem virusom. Od teh jih
5-10 % tudi zboli. Velik deleZz okuzenih otrok ima motnje v razvoju, tako fizi€nem

kot psihi¢nem (Brooks in sod., 2004).

Virus lahko pride v maternico ob primarni okuzbi ali pa ob reaktivaciji okuzbe pri
materi. Pri priblizno eni tretjini primarno okuzZenih materah se virus prenese v
maternico, ni pa znano, da bi stadij nosec¢nosti vplival na pojav bolezni pri zarodku.
Znotraj materniCni prenos virusa na otroka se zgodi pri 1 % seropozitivnih mater.
Poskodbe, zaradi reaktivacije pri materi, so na zarodku redke. Okuzba je tako

subklini¢na, a kroni¢na (Brooks in sod., 2004).

Otrok se lahko z virusom okuzi tudi ob samem porodu, v porodnem kanalu, ali pa
kasneje ob hranjenju z materinim mlekom. V teh primerih otrok navadno od
matere dobi tudi nekaj protiteles in zato so te okuzbe ponavadi subklini¢ne. Virus
se lahko prenese na otroka tudi s transfuzijo krvi, vendar pa je potek take okuzbe
odvisen od koliCine prejetega virusa in pa od serolo$kega statusa darovalca krvi.
Torej, Ce se novorojencek okuzi pred porodom v maternici ali pa ob porodu, so

posledice hujSe, kot pa Ce se okuZzi kasneje v Zivljenju (Brooks in sod., 2004).

2.1.4 Patologija

S CMV okuzene epitelijske celice so dva do Sstiri krat vecje kot okoliSke celice in
navadno v jedru vsebujejo 8 do 10 pym velik vklju€ek, ki je namescéen ekscentri¢no
in je obdan z bistrim obro€em. Obc&asno se pojavijo tudi manjsi citoplazemski

vkljucki. S CMV okuzene celice lahko najdemo v Stevilnih organih: v Zlezah
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slinavke, pljucih, ledvicah, jetrih, prebavnem traktu, trebusni slinavki, nadledvicni
Zlezi (Hirsch, 2005).

Celi¢ni vnetni odziv je sestavljen iz plazemskih celic, limfocitov in monocitov. V
jetrih se pogosto tvorijo granulomi. ImunopatoloSke reakcije lahko botrujejo
bolezni, ki jo povzro¢i CMV. V okuzenih dojenckih so opazili imunske komplekse,
vCasih v povezavi z boleznimi glomerulov, ki jih povzroéa CMV. Ti kompleksi so
bili opazeni pri nekaterih s CMV okuzZenih pacientih po presaditvi ledvic (Hirsch,
2005).

2.1.5 Klini€ni znaki obolenja
2.1.5.1 Pri zdravih gostiteljin

Primarna okuzba s CMV pri starejSih otrocih in odraslih navadno poteka
asimptomatsko. Obc¢asno pa lahko povzro€i mononukleozni sindrom. Bolezen se

fwvorw

delovanjem jeter in limfocitozo (Brooks in sod., 2004).

Citomegalovirusna mononukleoza je mila bolezen, zapleti pa so redki. Pogost je
hepatitis z blagim potekom obolenja. Pri otrocih, mlajSih od 7 let, pa je pogosto

opazena hepatosplenomegalija (Brooks in sod., 2004).

Opazena je bila tudi povezava med prisotnostio CMV in ponovno zozitvijo
koronarne arterije, ki lahko sledi predhodni razsiritvi le te z operativnim posegom.

swvorw

zozitev arterije (Brooks in sod., 2004).

2.1.5.2 Pri imunsko oslabljeni gostiteljih

Pri imunsko oslabljenih ljudeh se zaradi primarne ali ponovljene okuzbe s CMV
smrtnost povecCa. Pogost zaplet pri okuzbi je pljunica. Intersticijski pneumonitis,
povzro¢en s CMV, se pojavi pri 10 — 20 % bolnikov po presaditvi kosthega mozga.

Virusno povezana leukopenija je pogosta pri bolnikih, ki so prestali presaditev
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organa. Pogost je tudi hudi bronhiolitis pri bolnikih po presaditvi pljuc,
ateroskleroza pri ljudeh po presaditvi srca in s CMV povezana zavrnitev
transplantirane ledvice. CMV pogosto povzro€i tudi raztreseno obolenje pri
nezdravljenih bolnikih z aidsom. Tudi gastroenteritis in horioretinitis sta pogosti

tezavi, slednji pogosto vodi v progresivno slepoto (Brooks in sod., 2004).

2.1.5.3 Podedovane in obporodne okuzbe

Okuzba zarodka lahko vodi v njegovo smrt. Citomegalovirusna inkluzijska bolezen
novorojen¢kov je navadno povezana z okvarami v centralno zZivénem sistemu in
retikuloendotelijskem sistemu. Klini¢ni znaki pa so znotraj maternicna zaostalost v
rasti, zlatenica, hepatosplenomegalija, trombocitopenija, mikrocefalija in retinitis.
Smrtnost se lahko povzpne na 30 %. Vecina prezivelih pa v prvih dveh letih
Zivljenja razvije hude napake v centralnem Zzivénem sistemu. Pogosta je izguba
sluha, tezave z vidom in mentalna zaostalost. 10 % novorojen¢kov s subklini¢no
CMV okuzbo oglusi. Ocene v ZDA kazejo na to, da je eden na 1000 rojenih otrok

zaostal zaradi podedovane CMV okuzbe (Brooks in sod., 2004).

Pri veliko zenskah, predhodno okuzenih s CMV, pride med nosecnostjo do
njegove reaktivacije in izlo€anja iz maternicnega vratu. Ob porodu pa se
novorojencek lahko ob prehodu skozi okuzen porodni kanal tudi sam okuzi, Ceprav
vsebuje veliko koli¢ino materinih protiteles, ki jih je pridobil preko posteljice. Ta
otrok zaCne po 8 — 12 tednih izlo€ati virus. Kljub temu, da se to izloCanje nadaljuje

Se naprej, lahko tudi vec let, pa otrok ostaja zdrav (Brooks in sod., 2004).

Tako pridobljena okuzba s CMV je pogosta in navadno neopazna. Virus se lahko
vec tednov ali mesecev ohranja v slini in urinu okuzenega, nato pa je lahko vzrok

plju€nice pri otrocih starih manj kot 6 mesecev (Brooks in sod., 2004).

2.1.6 Imunski odziv na okuzbo

Pri veCini ljudi se po okuzbi s CMV v serumu pojavijo protitelesa. Zaznati je
mogoce protitelesa razredov IgM, IgA in IgG. Reaktivacija asimptomaticne okuzbe

se pojavi ob prisotnosti normalno delujoega imunskega sistema. Prisotnost
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protiteles v materinem mleku ne prepreci prenosa virusa na novorojencka, Ki se
hrani s tem mlekom. Ta protitelesa bolj SCitijo novorojencka pred razvojem resne

bolezni, kot pa pred samim prenosom virusa (Brooks in sod., 2004).

2.1.7 Epidemiologija

CMV je prisoten povsod po svetu. Priblizno 1 % novorojenckov v ZDA je okuZenih
s CMV, v manj razvitih drzavah pa je ta delez visji. Zivljenje v skupnosti in slaba
osebna higiena pospeSujeta zgodnje Sirjenje virusa. Obporodne in okuzbe v
kratkem Casu po rojstvu so pogoste. Virus je lahko prisoten v materinem mieku,
slini, fecesu in urinu. Prenos CMV so opazili med otroki v vrtcih in so ga sledili od
okuzenega otroka, ki je komaj shodil, do noseCe matere in naprej na razvijajoCi se
zarodek. Ko okuzen otrok prinese CMV v domace okolje, 50 % ¢lanov druzine, ki

so dojemljivi za okuzbo, v Sestih mesecih razvije protitelesa (Hirsch, 2005).

Za prenos virusa iz osebe na osebo ni dovolj zgolj kratek, bezen kontakt, ampak je
potreben dolgotrajen tesen stik. V obdobju pozne mladosti in zgodnje odraslosti se
CMV prenasa predvsem s spolnim kontaktom. Virus se pogosto ohranja v spermi
in izloCkih materni¢nega vratu ter ne povzroc¢a klini€nih znakov pri okuzeni osebi.
Protitelesa proti CMV so zaznali pri skoraj vseh prostitutkah in spolno aktivnih
homoseksualcih. Spolno aktivni odrasli lahko hkrati nudijo zavetje ve€im razlicnim
sevom CMV. Virus pa se lahko prena$a tudi s transfuzijo krvi ali pa le delov krvi, ki
vsebujejo levkocite in to s pogostostjo 0,14 do 10 % na enoto transfuzije (Hirsch,
2005).

Ko je Clovek enkrat okuzen s CMV, navadno nosi ta virus v sebi vse zivljenje.
Okuzba ponavadi ostane prikrita. Ko pa je enkrat T limfocitni imunski odziv
oslabljen pa pride do reaktivacije virusa in znacilnih klini¢nih znakov. To se lahko
zgodi po presaditvi organa ali v povezavi s celicnim tumorjem in nekaterimi
pridobljenimi pomanijkljivostmi pri delovanju imunskega sistema (okuzba z virusom
HIV). VecCina primarnih okuzb s CMV pri pacientih po translpantaciji se zgodi
zaradi prenosa virusa v samem transplantatu. Pri CMV seropozitivnih ljudeh, ki

prestanejo transplantacijo, pa se okuzba lahko kaze kot reaktivacija prikrite
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okuzbe ali pa kot ponovna okuzba z novim sevom virusa. Okuzba s CMV pa je
verjetno povezana tudi z zoZzenjem sréne arterije, ki lahko sledi presaditvi srca ali
pa operativni razsiritvi le te, vendar pa ta trditev zahteva nadaljnjo preverjanje
(Hirsch, 2005).

2.1.8 Zdravljenje in nadzor okuzbe

Zdravljenje okuzbe s CMV z zdravili je dalo nekaj vzpodbudnih rezultatov.
Ganciklovir, ki je nukleozid in strukturno podoben aciklovirju, je bil uspesno
uporabljen za zdraviljenje Zzivljenjsko ogrozujoCih okuzb s CMV pri imunsko
oslabljenih bolnikih. Tudi resnost s CMV povzroenega retinitisa, ezofagitisa in
kolitisa je bila zmanjSana z uporabo ganciklovirja. S predhodnim zdravljenjem z
ganciklovirjem se zmanj$a tudi pojavnost CMV pluc¢nice pri bolnikih po presaditvi
kostnega mozga. Ganciklovir pa tudi kontrolira nadaljevanje izgube sluha pri
novorojenckin s podedovano okuzbo. Foscarnet, analog anorganskega
pirofosfata, je priporoCen za zdravljenje s CMV povzroCenega retinitisa. Aciklovir in
valaciklovir pa sta pokazala dolo¢en ucinek pri bolnikih po presaditbi kostnega

mozga in ledvic (Brooks in sod., 2004).

Za prepreCevanje Sirjenja CMV ni predpisan to¢no doloCen postopek, je pa

priporo¢ena osamitev okuzenih novorojenckov od ostalih (Brooks in sod., 2004).

Presejalna analiza darovalcev transplantatov in prejemnikov le teh za CMV
protitelesa lahko prepreCi morebiten primaren prenos CMV. Tisti prejemniki
organov, ki so CMV seronegativni, predstavljajo visoko rizicno skupino za okuzbo
s CMV (Brooks in sod., 2004).

Za otroke, ki potrebujejo infuzijo krvi, je priporoCeno, da je le ta iz seronegativnih
darovalcev. Ta pristop prepreCi morebitho okuzbo s CMV, vendar pa je take

darovalce tezko najti (Brooks in sod., 2004).

Tako ziva kot rekombinantna CMV cepiva pa so ze v razvoju (Brooks in sod.,
2004).
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2.2 DIAGNOSTIKA OKUZBE S CMV

Diagnoze, da gre za okuzbo s CMV, ni mogocCe postaviti zgolj na podlagi klinicnih
znakov. V diagnostiki okuzbe s CMV uporabljamo posredne in neposredne

metode.

2.2.1 Posredna diagnostika
2.2.1.1 Serologija

Obstajajo Stevilne metode za odkrivanje CMV IgG protiteles, ki so pokazatelj
pretekle okuzbe in kaZzejo na moznost reaktivacije. Odkritje IgM protiteles pa kaze
na trenutno aktivno okuzbo. Seroloske metode ne pridejo v poStev pri imunsko
oslabljenih ljudeh, saj imajo le ti moteno proizvodnjo protiteles. Te metode pa tudi
niso uporabne za doloCanje razlik med sevi iz razlicnih klini¢nih izolatov (Brooks in
sod., 2004). Tu so v uporabi naslednje metode: reakcija vezave komplementa,

aglutinacijski test in encimskoimunska metoda (Sia in Patel, 2000).

2.2.2 Neposredna diagnostika
2.2.2.1 Izolacija virusa

Viremijo se lahko ugotavlja s kultiviranjem primernih vzorcev na eni plasti
¢loveskih fibroblastov. Ce je viremija visoka, kot je to navadno pri podedovani
raztreseni okuzbi in pri bolnikih z aidsom, so znacilni citopatski efekti opazni v
nekaj dneh. Pri CMV mononukleozi, kjer so koncentracije virusa majhne, pa je
citopatski efekt opazen Sele po nekaj tednih. Mnogi laboratoriji pospesijo ta nacin
diagnostike z metodo “shell vial”, ki vklju€uje centrifugiranje in imunocitokemijsko
dokazovanje, kjer se uporabi monoklonska protitelesa proti zgodnjim CMV
antigenom. lzolacija virusa iz urina in sline ne kaze na akutno okuzbo, saj se tu
virusno izlo€anje nadaljuje Se veC mesecev ali celo let po sami bolezni zaradi
CMV. Dokazovanje virusne viremije je boljSi pokazatelj akutne okuzbe (Hirsch,
2005).
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2.2.2.2 Odkrivanje virusnih antigenov

Odkrivanje virusnih antigenov (pp65) v levkocitih periferne krvi ali virusne DNA v
krvi ali tkivih lahko pri dolo€enih populacijah pospesi diagnozo okuzbe s CMV. To
velja za bolnike po presaditvi organa in bolnike z aidsom. Taka analiza lahko da
pozitiven rezultat nekaj dni pred metodo izolacije virusa s celicnimi kulturami
(Hirsch, 2005). Ta nacin diagnostike se izvaja z neposredno imunofluorescen¢no

ali imunohistokemi¢no metodo (Sia in Patel, 2000).

2.2.2.3 Molekularne diagnosti¢ne metode

Najbolj obcutljiva metoda za odkrivanje CMV v krvi ali v drugih tekoCinah je
pomnozevanje CMV DNA z metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR, angl.
polymerase chain reaction). PomnozZevanje CMV DNA v krvi s PCR metodo in
nato kvantifikacija le te lahko napove tveganje za razvoj bolezni. Z odkritiem CMV
DNA v cerebrospinalni tekocCini pa lahko diagnosticiramo encefalitis (vnetje
mozganov) ali poliradikulitis (vnetje veC zivCnih korenin) povzroCen s strani CMV
(Hirsch, 2005).

Kvantitativno dolo¢anje CMV DNA se uporablja predvsem za ugotavljanje kateri
imunsko oslabeli (zlasti transplantirani) bolniki potrebujejo t.i. predizpraznitveno
specificno protivirusno zdravljenje (angl. preemptive therapy), v primeru ko le ti
sicer Ze imajo v sebi virus, vendar pa le ta Se ne povzroc€a bolezni. S tem se lahko
reSi marsikaterega bolnika, saj se z zdravljenjem pricne Se preden se pojavijo
bolezenski znaki, ki lahko tudi ogrozijo Clovekovo Zivljenje. Uporablja pa se tudi za
spremljanje ucinkovitosti protivirusnega zdravljenja okuzbe s CMV. Pomembno je,
da se ne zdravi vseh bolnikov po vrsti ampak le tiste, z viroloSko dokazano veliko
ogrozenostjo za razvoj klini¢no izrazene okuzbe s CMV (Sia in Patel, 2000). S tem
manj bolnikov (po nepotrebnem) prejema protivirusna zdravila, in Se ti krajsi ¢as,
kar pripomore k zmanjSanju pojavnosti stranskih ucinkov in virusnih sevov,

odpornih proti protivirusnim zdravilom (Zaia, 2002).
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Za to metodo je najprej potrebno izolirati virusno DNA. To danes lahko storimo
rotno ali pa avtomatsko. Na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo, v
Laboratoriju za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko hepatitisa in aidsa, so do
nedavnega to poceli ro€no, z uporabo standardne metode QIAamp® UltraSens™
Virus Kit (Qiagen, Hilden, Nemdcija), sedaj pa bi to metodo radi zamenjali z
avtomatsko metodo na aparatu BioRobot EZ-1 (Qiagen, Hilden, Nemdcija), EZ-1
Virus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemcija) (Slika 1).

Slika 1: BioRobot EZ-1.

Poleg aparata BioRobot EZ-1, za avtomatsko izolacijo DNA obstajajo Se Stevilni
drugi inStrumenti, med katerimi pa so najpogosteje uporabljeni MagNA Pure LC
sistem (Roche Applied Science, Indianapolis, ZDA) in pa MagNA Pure Compact
(Roche Applied Science, Indianapolis, ZDA). MagNA Pure LC sistem omogoca
poleg izolacije tudi avtomatsko pripravo izolirane DNA za nadaljnjo obdelavo z
metodo LC PCR (Stocher in sod., 2004).
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Izolaciji DNA sledi pomnozZevanje delcev izolirane CMV DNA. To lahko storimo na
veC nacinov. V rutinski uporabi sta predvsem naslednja diagnosticna kompleta:
COBAS AMPLICOR™ CMV MONITOR Test (Roche Diagnostics, Mannheim,
Nemcija) in Artus CMV LC PCR Kit (Qiagen, Hilden, Nemcija), ki pa za svoje
delovanje potrebuje $e aparat LightCycler® (Roche Diagnostics, Mannheim,
Nemcija). Slednji se uporablja tudi v Laboratoriju za molekularno mikrobiologijo in

diagnostiko hepatitisa in aidsa.

COBAS AMPLICOR™ CMV MONITOR Test (Roche Diagnostics, Mannheim,
Nemcija) izmeri koncentracijo virusa le na koncu pomnozevanja CMV DNA, ko se
na denaturirano DNA veZejo Se specificne lovke. Koncentracijo prob vezanih na
pomnozeno DNA se nato izmeri s pomocjo spektrofotometra (Piiparinen in sod.,
2004).

Artus CMV LC PCR Kit deluje po principu PCR v realnem ¢asu (RT PCR, angl.
real time PCR). Pri tej metodi se produkte pomnozevanja zazna s pomocjo
fluorescentnih barvil, ki so vezana na oligonukleotidne lovke, katere se specificno
vezejo na pomnozevano zaporedje. Merjenje fluorescence poteka Zze med samim
pomnozevanjem in nam tako po konanem PCR ni potrebno znova odpirati

reakcijskih tubic, da bi izmerili fluorescenco in tako kvantificirali pomnoZeno DNA.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 PLAZEMSKI VZORCI

V raziskavo je bilo vkljuCenih 129 klinicnih vzorcev plazme, ki so v letu 2006
prispeli na analizo prisotnosti CMV DNA v Laboratorij za molekularno
mikrobiologijo in diagnostiko hepatitisa in aidsa na Institutu za mikrobiologijo in

imunologijo, ki deluje pod okriliem Medicinske fakultete v Ljubljani.

Izbrani so bili vzorci, ki so vsebovali vsaj 600 pl plazme, kar je bil minimalen
volumen potreben za roéno in avtomatsko izolacijo virusne DNA. Ce ni bilo na

voljo toliko vzorca, le ta ni bil vklju€en v nadaljnjo analizo.

Iz 81 vzorcev smo CMV DNA vzporedno izolirali z ro€no in avtomatsko izolacijo.
48 vzorcev pa je bilo prej zamrznjenih, saj smo DNA roc¢no izolirali Ze pred ¢asom,
sedaj pa smo jih samo odmrznili in DNA izolirali Se z avtomatsko metodo in nato

primerjali obe metodi.

3.2 IZOLACIJA DNA IZ PLAZEMSKIH VZORCEV
3.2.1 Roéna izolacija

DNA smo iz vzorcev izolirali s pomog&jo QIAamp® UltraSens™ Virus Kit (Qiagen,

Hilden, Nemcija) kompleta po navodilih proizvajalca.

- Najprej smo odpipetirali 400 ul plazme in 600 yl PBS, predogreta na sobno
temperaturo (25°C), v 2 ml mikrocentrifugirko (ni priloZzena v paketu). Zagotoviti
je potrebno, da pokrovéek mikrocentrifugirke ni kontaminiran s plazmo, kaijti
RNaze, ki jih le ta vsebuje bi v kasnejSih korakih lahko takoj razgradile nosilno

RNA, ki se jo doda v pokrovcek.

-V mikrocentrifugirko smo odpipetirali 0,8 ml pufra AC, v pokrovéek pa 5,6 ul
nosilne RNA raztopine in 6 yl interne kontrole. AC pufra in nosilne RNA nismo
smeli zmesati pred vnosom v vzorec, saj bi to lahko vodilo v razlicne koliine

preostale uporabne RNA. Pufer AC inaktivira RNaze v plazmi.
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Nato smo zaprli pokrovéek in vsebino mikrocentrifugirke dobro premesali.
Najprej smo mikrocentrifugirko trikrat samo obrnili nato pa Se 10 sekund
vorteksirali. ObraCanje mikrocentrifugirk zagotovi popolno raztopitev nosilne

RNA v vzorcu.

Sledila je 10 minutna inkubacija pri sobni temperaturi.

Vzorec smo nato 3 minute centrifugirali pri 4000 rpm. Ta korak je kljuCen v
postopku izolacije. Po centrifugiranju naj bi bil supernatant povsem bister,

usedlina pa naj bi ohranila obliko tudi po tem, ko mikrocentrifugirko obrnemo.

Supernatant smo nato popolnoma odstranili in zavrgli.

Da bi razrahljali usedlino, smo prijeli mikrocentrifugirko za pokrov€ek in
nekajkrat pretresli dno s prsti. Paziti je bilo potrebno, da kos¢ki usedline ne

ostajajo v pokrovcku.

Dodali smo 300 pl na 60°C predogretega pufra AR in pa Se 20 ul proteinaze K.
Segrevanje pufra na 60°C olajSa raztapljanje usedline in pove€a aktivnost

proteinaze K.

Vorteksirali smo toliko ¢asa, dokler ni bila usedlina popolnoma raztopljena.
Pomembno je, da se usedlina popolnoma raztopi, saj s tem zagotovimo
maksimalno koli¢ino izolirane DNA. Pomaga, ¢e vorteksiramo v presledkih, saj

tako omogocimo boljSo razgradnjo s strani proteinaze K.

Nato smo 10 minut inkubirali pri 40°C na stresalniku z nastavljenim
maksimalnim stresanjem. To je zadosten €as za delovanje proteinaze K in ga

zato nismo smeli prekoraciti.

Epruveto smo kratek ¢as centrifugirali, s Cimer smo odstranili kapljice iz notranje

strani pokrovcka.
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- Dodali smo 300 ul pufra AB, dobro premeSali z vorteksom in na kratko

centrifugirali, s Cimer smo odstranili kapljice iz notranje strani pokrovcka.

- Previdno smo dodali 700 pl lizata v QlAamp Spin Column (names¢ena v 2 ml
zbiralni mikrocentrifugirki) ne da bi zmodili stranice le te. Zaprli smo pokrovéek
in 1 minuto centrifugirali pri 7000 rpm. Centrifugiranje pri vi§ji hitrosti lahko
povzroCi nezadostno vezavo DNA na silikagelsko membrano, kar vodi v

zmanjSan doprinos izolirane DNA.

- QlAamp Spin Column smo nato namestili v novo 2 ml zbiralno
mikrocentrifugirko (prilozena v kompletu) in zavrgli mikrocentrifugirko, ki je
vsebovala filtrat. Previdno smo odprli QlAamp Spin Column in dodali 500 pl
pufra AW1. 1 minuto smo centrifugirali pri 8000 rpm. Centrifugiranje pri vi§ji

hitrosti v tem koraku ne vpliva na koli€ino izolirane DNA.

Slika 2: Dodajanje pufra v QlAamp Spin Column.

- QlAamp Spin Column smo zopet namestili v novo 2 ml zbiralno
mikrocentrifugirko (prilozena v kompletu) in zavrgli mikrocentrifugirko, ki je
vsebovala filtrat. Previdno smo odprli QlAamp Spin Column in dodali 500 ul

pufra AW2. Nato smo 3 minute centrifugirali pri 14000 rpm.

- QlAamp Spin Column smo namestili v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko (ni

prilozena v kompletu) in zavrgli zbiralno mikrocentrifugirko, ki je vsebovala
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filtrat. Previdno smo odprli QlAamp Spin Colum. Da bi izprali vezano DNA iz
kolone, smo previdno dodali 30 pl pufra AVE. Nato smo 1 minuto centrifugirali
pri 8000 rpm. Za &im boljsi izkoristek CiS€enja je potrebno s pufrom AVE zmoditi
celotno membrano.

- lzpiranje smo ponovili z dodatkom 30 pjl pufra AVE in 1 minutnim

centrifugiranjem pri 8000 rpm. Dvakratno izpiranje zagotovi maksimalen
izkoristek izolacije DNA.

- lzolirano DNA v mikrocentrifugirki smo ustrezno oznacili in prepustili nadaljnji
obdelavi.

1 ml vzorca

= Liza in usedanje
l v pufru AC

.. Resuspendiranje

= vpufruAR,
proteinazi K in
prebavnih beljakovinah

=® Dodatek pufra AB

\/

el

Vezava

2X izpiranje

Spiranje
virusne DNA

Slika 3: Shematski prikaz poteka rocne izolacije.
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3.2.2 Avtomatska izolacija

DNA smo iz vzorcev avtomatsko izolirali s pomocjo EZ-1 Virus Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Nemcija) kompleta na aparatu BioRobot EZ-1 (Qiagen, Hilden, Nemcija)
po navodilih proizvajalca. Pri tej metodi je velina reagentov namescCenih na
posebnem traku, katerega moramo samo vstaviti v aparat in nato ta sam meSsa
posamezne reagente, kot je to doloCeno v protokolu zapisanem na posebni
programski kartici (Slika 4).

Slika 4: Trak z reagenti, potrebnimi za izolacijo DNA.

— Najprej smo morali za vsak vzorec v 1,5 ml mikrocentrifugirko (prilozeno
kompletu) pripraviti mesanico, ki je vsebovala 75 ul proteinaze K, 7 pl interne
kontrole in 3 pl nosilne RNA. To je bilo potrebno na rahlo premesati in za kratek

Cas centrifugirati, da se je celotna meSanica zbrala na dnu mikrocentrifugirke.

— V 2 ml mikrocentrifugirko (prilozeno kompletu) smo odpipetirali 400 pl plazme.
Ce je bil vzorec prej zamrznjen, smo ga morali najprej dobro premesati in Sele

nato uporabiti.

— Nato smo vstavili EZ1 Virus kartico v aparat BioRobot EZ1. Najprej smo pritisnili
START, da se nam je pokazal protokol, po katerem smo nato v aparat zlagali
mikrocentrifugirke, kot je bilo zahtevano korak za korakom. Najprej smo izbrali

koli€¢ino plazme, ki smo jo Zeleli obdelati in pa izhodni volumen izolirane virusne
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DNA. Mi smo navadno uporabili 400 ul plazme (v€asih tudi 200 pl, ¢e je bilo
vzorca premalo), izhodni volumen pa je bil 75 pl.

— V posebno stojalo smo vstavili trakove z reagenti in v posebno mesto na traku

Se eno prazno 1,5 ml mikrocentrifugirko.

— V drugo stojalo pa smo dali na zaCetek prazno 1,5 ml mikrocentrifugirko za
izhodno DNA, nato v naslednjo luknjo tulec in vanj nastavek za pipetiranje
(prilozena kompletu), nato Se eno 1,5 ml mikrocentrifugirko s prej pripravljeno

mesSanico reagentov in Se 2 ml mikrocentrifugirko s plazmo.

— Nato smo zaprli vrata in pritisnili START.

Slika 5: Potek pipetiranja v aparatu BioRobot EZ-1.

— Ko je bil postopek izolacije kon€an, smo zopet odprli vrata, pokrili zbirne
mikrocentrifugirke z izolirano DNA, jih oznacili in postavili na poseben
podstavek z magnetom, ki je zbral morebitne magnetne delce na enem mestu.
Ti lahko konc€ajo v izhodnem vzorcu zaradi napake pri konénem spiranju DNA z

magnetnih delcev v sami aparaturi.
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— Ostale mikrocentrifugirke in trak ter nastavek za pipetiranje in tulec smo zavrgli.

— Stojala smo nato zlozili nazaj v aparat, ga ugasnili in izvlekli kartico.

Plazma

Liza z QIAGEN
proteazo in
pufrom AL

Dodatek magnetnih
delcev in
izopropanola v lizat

Vezava DNA na
magnetne delce

Locevanje magnetnih
delcev od ostale

Magites raztopine

Spiranje s pufrom AW1,
nato s pufrom AW2 in
nato Se z etanolom

Locevanje magnetnih
delcev od ostale
raztopine

Magneti

l Spiranje s pufrom AVE

Cista, visoko kvalitetna virusna DNA

Slika 6: Shematski prikaz poteka avtomatske izolacije.

3.3 KVANTIFIKACIJA IZOLIRANE CMV DNA
3.3.1 Priprava mesanice za RT PCR

V posebne steklene kapilare smo dodali 12,5 pyl meSanice glavnih reagentov
potrebnih za RT PCR in pa 2,5 yl magnezijevega klorida. To meS$anico smo si prej
pripravili v mikrocentrifugirki, katero smo nato na rahlo pretresli in na kratko

centrifugirali, nato pa smo to meSanico razporedili po 15 pl v kapilare, kamor smo
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kasneje dodali Se 10 pl izolirane DNA. Za vzorec vode in standarda pa smo morali
v zmes glavnih reagentov potrebnih za RT PCR in magnezijevega klorida dodati
Se interno kontrolo in sicer 1 pl na vzorec, se pravi v nasem primeru 2 ul. Ta dva
vzorca namreC ne vsebujeta interne kontrole, kot jo vsebujejo vzorci z izolirano
DNA, kjer smo interno kontrolo vkljucili Ze v samo izolacijo. Tudi to meSanico smo
nato razporedili po 15 pl v dve kapilari, kamor smo kasneje dodali Se vodo in v

drugo kapilaro nas standardni vzorec.

3.3.2 RT PCR

Ko smo dodali Se 10 ul izolirane DNA v kapilare smo le te zaprli in namestili v

posebno stojalo, katerega smo po centrifugiranju namestili v LightCycler®.

V posebnem programu na racunalniku, ki je potreben za delovanje aparata
LightCycIer®, smo ze prej uredili protokol po katerem naprava deluje. Dodali smo

Se imena vzorcev in priceli z RT PCR-jem.

Protokol je sestavljen iz zaCetne aktivacije termostabilne DNA polimeraze, nato
sledi 10 ciklov pomnozevanja, kjer se postopno znizuje temperatura delovanja
polimeraze, nato pa Se 40 ciklov pomnoZevanja in hkrati po vsakem konanem
ciklu tudi merjenje fluorescence v vzorcu. Na koncu pa je na vrsti Se ohlajanje

vzZzorcev.

3.3.3 Dolocanje koncentracije CMV DNA v vzorcih

Po koncani reakciji nam program na podlagi standardnega vzorca, katerega
koncentracija je poznana, in umeritvene krivulje, katero smo napravili ko smo prvic
izvedli to reakcijo, poda koncentracijo CMV DNA v vzorcih, Ce je ta tam prisotna.
Pri doloc€itvi koncentracije je pomemben predvsem zacCetek pomnozZevanja CMV
DNA, ko izmerjena fluorescenca preseze dolo¢en prag. Odvisno od tega kdaj se je

to zgodilo, v katerem ciklu, nam potem raCunalnik poda rezultat.

Hkrati aparat meri tudi koli¢ino interne kontrole, seveda na drugem meritvenem

kanalu. Ce se nam je interna kontrola pomnoZila, lahko zatrdimo, da je bila
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izolacija DNA uspesSna in da so dobljeni rezultati pravilni. V nasprotnem primeru pa
je potrebno izolacijo ponoviti, oziroma vzorec redCiti, saj se rado zgodi, da je
zaradi prisotnosti doloCenih substanc v vzorcu, PCR reakcija inhibirana in je zato

potrebno zmanjsati koli€ino teh inhibitornih substanc.

Lahko pa se tudi zgodi, da se interna kontrola ne pomnozi, vzorec pa vsebuje
CMV DNA. To se lahko zgodi zaradi tega, ker so se vsi PCR reaktanti porabili za

pomnozevanje CMV DNA, za pomnozitev interne kontrole pa jih je tako zmanjkalo.

Dobljene koncentracije je bilo potrebno na koncu Se prera¢unati na ml zaCetnega

vzorca in sicer po enacbi:

rezultat (kopije /ul)x izhodni volumen priizolaciji (ul)
vstopni volumen plazme pri izolaciji (ml)

kopije DNA /ml vzorca =

3.4 STATISTICNA OBDELAVA POZITIVNIH REZULTATOV

Vse pozitivne rezultate smo najprej logaritmirali, saj kliniki pri svojem delu
operirajo predvsem z logaritemskimi vrednostmi koncentracij CMV DNA. S tem pa
smo dobili tudi enakomernej$o razporeditev vrednosti na grafu, saj smo zmanj3ali
vpliv zelo visokih in zelo nizkih vrednosti. Te vrednosti smo vstavili v graf, kjer so
bili na y osi logaritmi vrednosti pridobljenih z avtomatsko izolacijo, na x osi pa

logaritmi vrednosti pridobljenih z ro¢no izolacijo.

Nato pa smo izraCunali Se Pearsonov koeficient korelacije za dve enakovredni,

povezani spremenljivki in sicer po enacbi:

n

Z (Xi - i)(yi - y)

Pearsonov koeficient korelacije = i=t

S-S

i=1 i=1

=}
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Ta koeficient ima vrednosti od -1 do +1 in bolj kot se njegova vrednost priblizuje
mejnim vrednostim, bolj sta spremenljivki povezani. Pri 0 so vrednosti na grafu
razporejene v obliki kroga, ko pa se od te vrednosti oddaljuiemo se oblika
razporeditve spreminja v elipso, ki je vedno ozja. Pri 1 oziroma -1 pa so vrednosti
razporejene v obliki premice in ima tako obliko enorazsezne normalne porazdelitve
(KoSmelj, 2001).

Na graf smo postavili tudi regresijsko premico, ki je ¢rta, ki se kar najbolje prilega

vsem toCkam na grafu in njeno enacbo. Ta ima obliko:

y=bxx+a]

kjer je b tangens naklonskega kota premice in a odsek nay osi.

Neznanki a in b smo izraCunali po naslednjih enacbah:

3 (x, - %)y, - V)

b = 1=t

> [ =)

IzraCunali smo tudi povprecje vseh razlik logaritmov. Za mejno vrednost smo
postavili vrednost 0,5. Ce je povpregje vseh razlik logaritmov vegje od 0,5 potem
ene metode ne moremo zamenjati z drugo, saj se rezultati prevec¢ razlikujejo med

seboj, Ce pa je povprecje manjSe, potem pa to lahko storimo.
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4 REZULTATI

Skupno je bilo testiranih 129 vzorcev plazme. |z 81 vzorcev smo DNA vzporedno
izolirali z ro€no in avtomatsko izolacijo. 48 vzorcev pa je bilo prej zamrznjenih, saj
smo DNA roc¢no izolirali Ze pred ¢asom, sedaj pa smo jih odmrznili in DNA izolirali

Se z avtomatsko metodo. Pregled rezultatov je podan v Preglednici 1.

4.1 VZPOREDNA IZOLACIJA DNA

Kot je razvidno iz Preglednice 1, je bilo 41 (50,6 %) vzorcev negativnih ob uporabi
obeh metod izolacije. Pri 26 (32,1 %) vzorcih je bila razlika v logaritmu manjSa od
0,50, pri petih (6,2 %) vzorcih plazme pa je bila omenjena razlika vecja od 0,50
(Preglednica 3). Pri devetih (11,1 %) vzorcih plazme z uporabo ene (veCinoma
avtomatska izolacija) od obeh metod nismo dokazali prisotnosti CMV v vzorcu,
medtem ko smo jo dokazali z uporabo druge metode (vec€inoma ro¢na izolacija)
(Preglednica 2). V vseh slednjih vzorcih smo z drugo metodo dokazali manj kot
100 kopij CMV DNA/mI vzorca plazme.

4.2 NEVZPOREDNA IZOLACIJA DNA

Ce pregledamo samo rezultate nevzporedne izolacije DNA, ko smo avtomatsko
izolacijo izvedli naknadno dobimo sledeCe rezultate (Preglednica 1). 10 (20,8 %)
vzorcev je bilo negativnih ob uporabi obeh metod izolacije. Pri 23 (47,9 %) vzorcih
je bila razlika v logaritmu manj$a od 0,50, pri 10 (20,8 %) vzorcih plazme je bila
omenjena razlika vecja od 0,50 (Preglednica 3). Pri petih (10,4 %) vzorcih plazme
z uporabo ene (veCinoma avtomatska izolacija) od obeh metod nismo dokazali
prisotnosti CMV v vzorcu, medtem ko smo jo dokazali z uporabo druge metode

(ve€inoma rocna izolacija) (Preglednica 2).

4.3 VSI VZORCI

Kot je razvidno iz Preglednice 1, je bilo izmed vseh analiziranih vzorcev, 51
(39,5 %) vzorcev negativnih ob uporabi obeh metod za izolacijo DNA. Pri 49
(38,0 %) vzorcih plazme je bila razlika v logaritmu kon¢nega rezultata manjSa od
0,50. Pri 15 (11,6 %) je bila ta razlika ve€ja od 0,50 (Preglednica 3). Pri 14
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(10,9 %) vzorcih z uporabo ene (ve€inoma avtomatska izolacija) od obeh metod

za izolacijo DNA nismo dokazali tarcnega zaporedja CMV, medtem ko smo z

uporabo druge metode (ve€inoma rocna izolacija) dokazali prisothost CMV v

vzorcih plazme (Preglednica 2). Pri vecini izmed slednjih vzorcev smo z drugo

metodo zaznali manj kot 100 kopij CMV DNA/mI vzorca.

Preglednica 1: Primerjava uspe3Snosti izolacije DNA z uporabo ro€ne in avtomatske metode

(n=129).
. - vzporedna izolacija nevzporedna izolacija
vsi vzorci (n=129) (n=81) (n=48)

§t. vzorcev delez §t. vzorcev delez §t. vzorcev delez

obe izolaciji - 51 39,5 % 41 50,6 % 10 20,8 %
rocna +, avtomatska - 12 9.3 % 8 9.9 % 4 8,3 %
roc¢na -, avtomatska + 2 1,6 % 1 1,2 % 1 2.1 %
razlika v log <0,5 49 38,0 % 26 32,1 % 23 47,9 %
razlika v log 20,5 15 11,6 % 5 6,2 % 10 20,8 %

Preglednica 2: Logaritmi koncentracij DNA v vzorcih, kjer je bila izolacija DNA z eno metodo

izolacije uspesna, z drugo pa ne (n=14).

St. vzorca | log roéne izolacije log aviomatske | vzorec vmes
izolacije zamrznjen
4352 neg 2,13 da
4548 1,26 neg da
4639 1,61 neg da
4943 1,62 neg da
4977 1,28 neg da
5700 0,48 neg ne
6053 1,70 neg ne
6427 neg 1,58 ne
6429 0,48 neg ne
6559 1,67 neg ne
6589 0,00 neg ne
6758 1,67 neg ne
6766 1,57 neg ne
7041 1,18 neg ne
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Preglednica 3: Podatki o vzorcih, kjer je bila razlika v logaritmu koncentracij DNA vecja ali enaka

0,5 (n=15).
&t vzorca ng roc“:__ne log _avtom__atske vrazlika v log vzorec vmes
izolacije izolacije (rona/avtomatska) zamrznjen
3995 2,05 0,30 1,74 da
4144 4,48 3,90 0,58 da
4301 3,43 2,51 0,92 da
4351 4,43 3,74 0,69 da
4421 3,72 3,15 0,57 da
4633 4,54 3,67 0,87 da
4640 1,94 0,70 1,24 da
4840 3,39 1,94 1,45 da
4948 4,06 3,31 0,75 da
5191 4,08 3,58 0,50 da
5949 2,57 1,18 1,39 ne
6018 2,37 3,45 -1,08 ne
6045 2,33 1,75 0,58 ne
6738 1,89 0,60 1,28 ne
6740 2,96 2,09 0,87 ne

Da bi lahko primerjali kakovost izolacije DNA, kjer je ta bila prisotna, glede na to ali
je izolacija z obema metodama potekala vzporedno ali ne, moramo izraCunati
delez pozitivnih rezultatov, kjer je bila razlika logaritmov vec€ja oziroma manjsa od
0,5, glede na vse pozitivhe rezultate in zraven ne smemo priStevati negativnih
(Preglednica 4). Glede na to je 76,6 % vseh razlik logaritmov manjsih od 0,5 in
23,4 % vedjih od 0,5. Pri vzporedni izolaciji je 83,9 % rezultatov takih, pri katerih je
razlika v logaritmih manj8a od 0,5 in le 16,1 % vedcjih. Pri nevzporedni izolaciji pa

je 69,7 % vseh razlik v logaritmih manjsih od 0,5 in 30,3 % vedjih od te vrednosti.
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Preglednica 4: DeleZi pozitivnih vzorcev, kjer je bila razlika v logaritmu koncentracije DNA vedja

oziroma manjsa od 0,5 (n=64).

vsi pozitivni vzorci vzporedna izolacija nevzporedna izolacija
(n=64) (n=31) (n=33)
8t. vzorcev | delez §t. vzorcev delez §t. vzorcev delez
razlika v log <0,5 49 76,6 % 26 83,9 % 23 69,7 %
razlika v log 20,5 15 23,4 % 5 16,1 % 10 30,3 %

NajmanjSa razlika v logaritmih je bila 0, kar pomeni da sta bili detektirani

koncentraciji enaki, najvecja razlika pa je bila 1,74 ko smo pri ro¢ni izolaciji dobili

111 kopij/ml, pri avtomatski pa 2 kopiji/ml. Povprecje vseh razlik logaritmov znasa

0,33.

IzraCunali smo tudi Pearsonov koeficient korelacije, ki znasa 0,89.

Logaritme koncentracij CMV DNA dobljenih z obema izolacijskima metodama smo

nato zbrali tudi na razsevnem grafu (Slika 7). V graf smo vstavili tudi regresijsko

premico in njeno enacbo.

6,00 +

5,00 +

4,00 +

3,00 +

2,00 +

avtomatska izolacija - logyg

1,00 +

0,00
0,00

3,00
rocna izolacija - logqq

Slika 7: Primerjava logaritmiranih vrednosti koncentracij CMV DNA pridobljenih z avtomatsko in

ro¢no izolacijo.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 PRIMERJAVA DVEH METOD ZA IZOLACIJO VIRUSNE DNA

Povprecje vseh razlik logaritmov je bilo enako 0,33, kar je manj kot 0,5, kjer smo
postavili mejo. Zato lahko trdimo, da sta metodi primerljivi. Tudi visoka vrednost
Pearsonovega koeficienta korelacije, ki znasa kar 0,89, to le potrjuje. Ce bi bila ta
vrednost 1, potem bi bili obe metodi v popolni linearni povezanosti, tako pa so
toCke vseeno nekoliko razprSene okoli regresijske premice. 1z enacbe regresijske
premice pa lahko razberemo, da so priCakovane vrednosti logaritmov rezultatov
dobljenih z ro€no izolacijo nekoliko visje, kot pa logaritmi rezultatov pridobljenih z
avtomatsko izolacijo, saj je koeficient manjSi od 1 in prosti ¢len malce negativen

vendar pa so te razlike minimalne.

Vecje razlike med obema metodama izolacije v posameznih primerih gre morda
pripisati vplivu Cloveka, saj je le ta pri roCni izolaciji bolj, pri avtomatski izolaciji pa
manj udelezen v postopek izolacije. Dolo¢en del napake pa je mogocCe pripisati
tudi sluaju, saj je nemogoCe dvakrat odpipetirati zaCetni volumen vzorca s
popolnoma enako sestavo oziroma vsebnostjo virusa, predvsem zaradi
neenakomerne razporeditve delcev v mikrocentrifugirki, katero pa resSujemo s
predhodnim meSanjem vzorca. Na to razliko pa verjetno vplivajo tudi razlike med

postopkoma obeh nacinov izolacije.

Ob pogledu na Preglednico 2 bi verjetno pomislili, da je ro€na izolacija boljSa kot
pa avtomatska. Vendar pa temu ni tako, saj so koncentracije virusne DNA v teh
izolatih pod mejo 100 kopij CMV DNA na ml vzorca. Tako nizke koncentracije
CMV DNA pa kliniéno sploh niso pomembne. To mejo presezZe le en vzorec, ki pa

je bil izoliran z avtomatsko metodo.

Dva razlicna nacina priprave vzorcev za izolacijo DNA sta nam omogocila tudi
preucitev vpliva zamrzovanja na samo izolacijo. Opazili smo, da je pri tistih
vzorcih, kjer sta izolaciji potekali istoCasno in tako ni bilo predhodnega

zamrzovanja vzorcev, ve€ takih rezultatov, kjer je razlika logaritmov manjSa od
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0,5, kot pa pri tistih vzorcih, ki so bili pred avtomatsko izolacijo zamrznjeni. Glede
na to lahko sklepamo, da predhodno zamrzovanje vzorcev v doloCeni meri
negativno vpliva na samo izolacijo DNA. Kljub vsemu pa ta vpliv ni tolikSen, da bi
onemogoCil diagnostiko virusa v tako pripravljenih vzorcih, z eno ali z drugo

metodo.

5.2 SKLEPI

Pri primerjavi obeh metod izolacije DNA smo ugotovili, da je ro¢no izolacijo DNA s
pomogjo QIAamp® UltraSens™ Virus Kit kompleta mogode zamenjati z

avtomatsko izolacijo DNA s pomocjo EZ-1 Virus Mini Kit kompleta.

Avtomatska izolacija je enostavnejSa od roCne, saj zahteva manj fizicnega dela.
Pri avtomatski izolaciji je moznost kontaminacije manjsSa kot pri ro¢ni.

Rezultati pridobljeni z avtomatsko izolacijo so ponovljivi in bolj primerljivi, kot pa

rezultati pridobljeni z ro€no izolacijo, saj je pri ro¢ni izolaciji mo¢no prisoten

Cloveski vpliv. Ravno ta vpliv pa je pri avtomatski izolaciji zreduciran na minimum.
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6 POVZETEK

Virus Cloveske citomegalije je najpomembnejSi virusni povzrocitelj okuzb pri
imunsko oslabljenih osebah. Poleg tega, da povzro€a resne okvare pri
novorojen¢kih, povzro€a Sirok spekter nepravilnosti tudi pri nekoliko starejSih
otrocih in odraslih: od asimptomatske, subklinicne okuzbe, do mononukleoze pri
zdravih posameznikih in do raztresene oblike obolenja pri imunsko oslabljenih

pacientih.

Za odkrivanje okuzb s tem virusom se poleg klasi¢nih uporabljajo tudi molekularne
metode, ki omogocajo detekcijo Ze zelo majhnih koli€in virusa, ko le ta sploh Se ne

povzroCa bolezni.

Namen naSe raziskave je bil ugotoviti ali je mogo€e v postopku kvantitativnhega
dokazovanja CMV DNA zamenjati standardno ro¢no metodo izolacije DNA z

avtomatsko.

V raziskavo smo vklju€ili 129 klini¢nih vzorcev plazme, ki so bili poslani v
Laboratorij za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko hepatitisa in aidsa na
InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Ugotovili
smo, da je ro¢no izolacijo CMV DNA mogoc¢e zamenjati z avtomatsko, pri tem pa
se dobljeni rezultati razlikujejo v dovoljenih mejah. Prednosti avtomatske izolacije
so zmanjSana moznost kontaminacije, vecja primerljivost rezultatov, ponovljivost

rezultatov in prihranek pri koli€ini viozenega dela potrebnega za samo izolacijo.
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PRILOGE

Priloga A: Koncentracije DNA izolirane z roCno in avtomatsko metodo izolacije ter

razlike logaritmov koncentracij DNA izolirane z obema metodama izolacije.

§t. vzorca ro¢na izolacija (kopije/ml) | avtomatska izolacija (kopije/ml) (rg%ﬁ;k? ;?/%g;t;?;lla)
Vzorci, ki so bili med eno in drugo metodo izolacije zamrznjeni

3994 73 115 -0,197
3995 111 2 1,744
4000 neg neg

4144 30240 7905 0,583
4145 neg neg

4301 2676 323 0,918
4314 neg neg

4351 26760 5497 0,687
4352 neg 136

4421 5244 1398 0,574
4433 892 714 0,097
4434 44 102 -0,365
4468 neg neg

4517 2916 2355 0,093
4547 1100 1207 -0,040
4548 18 neg

4633 35040 4728 0,870
4639 41 neg

4640 87 5 1,241
4650 126 75 0,225
4672 5256 2223 0,374
4699 neg neg

4724 24900 14512 0,234
4742 424 528 -0,095
4743 neg neg

4746 neg neg

4747 139 56 0,395
4748 39900 64556 -0,209
4840 2445 87 1,450
4930 579 325 0,251
4943 42 neg

4948 11520 2058 0,748
4954 19200 13320 0,159
4973 969 656 0,169
4977 19 neg

4990 2460 1278 0,284
4991 5790 3427 0,228
5016 neg neg

5070 6765 2591 0,417
5087 3100 3228 -0,018
5100 2472 991 0,397
5117 822 481 0,233
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Nadaljevanje Priloga A: Koncentracije DNA izolirane z ro€no in avtomatsko metodo izolacije

ter razlike logaritmov koncentracij DNA izolirane z obema metodama izolacije.

§t. vzorca ro¢na izolacija (kopije/ml) | avtomatska izolacija (kopije/ml) (r(r)%znliik? ;?/%:22?2&’8)
5118 neg neg
5187 235 212 0,045
5191 12120 3838 0,499
5192 neg neg
5303 498 353 0,150
5365 9165 3570 0,410
Vzorci, pri katerih sta bili izolaciji opravljeni so¢asno
5375 138 318 -0,363
5489 73 28 0,416
5490 neg neg
5529 860 439 0,292
5565 neg neg
5681 neg neg
5692 neg neg
5696 neg neg
5700 3 neg
5701 neg neg
5759 1041 357 0,465
5765 neg neg
5768 122 130 -0,028
5804 neg neg
5784 neg neg
5823 neg neg
5824 1096 788 0,143
5838 2721 1112 0,389
5950 neg neg
5949 372 15 1,394
5988 neg neg
5998 neg neg
6016 neg neg
6018 237 2848 -1,080
6019 neg neg
6101 neg neg
6124 neg neg
6125 neg neg
6045 212,5 56 0,579
6053 50 neg
6076 neg neg
6087 neg neg
6144 114 113 0,004
6145 721 258 0,446
6219 neg neg
6261 344 142 0,384
6267 neg neg
6333 107055 110887 -0,015
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Nadaljevanje Priloga A: Koncentracije DNA izolirane z ro€no in avtomatsko metodo izolacije

ter razlike logaritmov koncentracij DNA izolirane z obema metodama izolacije.

§t. vzorca ro¢na izolacija (kopije/ml) | avtomatska izolacija (kopije/ml) (rg%ﬁ;k? ;?/%g;t;?;lla)
6334 neg neg
6389 52 52 0,000
6403 neg neg
6404 9933 4659 0,329
6427 neg 38
6429 3 neg
6444 neg neg
6500 3237 2979 0,036
6502 neg neg
6443 neg neg
6559 47 neg
6584 neg neg
6585 19 36 -0,278
6587 854 296 0,460
6588 2938 945 0,493
6589 1 neg
6596 3595 1221 0,469
6638 2796 1377 0,308
6623 neg neg
6699 neg neg
6715 1340 513 0,417
6738 77 4 1,284
6739 neg neg
6740 914 124 0,868
6742 neg neg
6758 47 neg
6759 61455 22893 0,429
6766 37 neg
6775 neg neg
6776 neg neg
6832 neg neg
6833 neg neg
6845 neg neg
6920 1380 1719 -0,095
6921 48405 42975 0,052
6952 neg neg
6959 neg neg
6960 neg neg
6986 31980 21037 0,182
7021 neg neg
7041 15 neg
7050 110 104 0,024
7051 6646 3092 0,332




