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S1

sl/en

Rotavirusi skupine A so najpogostejsi povzrocitelji akutnega gastroenteritisa

pri novorojenckih in majhnih otrocih, starih do 5 let. Zaradi velikega Stevila
hospitalizacij in visoke stopnje smrtnosti je nujno potreben razvoj
kakovostnega in ucinkovitega cepiva. Ker sestava cepiv temelji na
najpogostejsih  genotipih/serotipih, ki krozijo v okolju, je potrebno
spremljanje le-teh. 1z vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok smo osamili
rotavirusno dvojnovijaéno RNA. Z enostopenjsko reakcijo reverzne
transkripcije in pomnoZevanja smo prepisali odsek gena G, ki kodira protein
VP7, in odsek gena P, ki kodira protein VP4. Produkte te reakcije smo
uporabili za genotipizacijo s specificnimi notranjimi zacetnimi
oligonukleotidi za gen G ali gen P. Produkte pomnozevanja smo dolocili z
gelsko elektroforezo. V rotavirusni sezoni 2005/06 smo dolocili pogostejsa
genotipa G1P[8] in GI9P[8]. Dolocili smo en primer G2P[4]. Prvi¢ smo v
Sloveniji dokazali genotipe G12P[8], G9P[4] in G2P[14]. Pojavljale so se
tudi mesSane okuzbe GIG3P[8] in G3GYP[8]. Preizkusili smo nov
komercialni komplet Rotavirus 280, ki je uporaben za hitro molekularno

diagnostiko rotavirusnih okuzb.
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Group A rotaviruses are the major cause of acute gastroenteritis in infants

and young children under the age of five. Because of high number of
hospitalisations and mortality rate worldwide, qualitative and efficacious
vaccine developement is needed. Vaccine developement is based on most
prevalent rotavirus genotypes/serotypes, for this reason surveillance of
rotavirus strains is needed. The rotavirus double stranded RNA was isolated
from stool samples of hospitalized children. The RNA was used as a
template for one step reverse transcription and amplification of gene G
(encoding VP7) or gene P (encoding VP4). The amplification products were
used for genotyping with specific primers for gene G or gene P. All
amplificated products were determined by the gele electrophoresis. In
rotavirus season 2005/06 the most prevalent genotypes were G1P[8] and
GIP[8]. We determined one genotype G2P[4]. For the first time in Slovenia
GI12P[8], G9P[4] and G2P[14] were detected. There were also mixed
infections with GIG3P[8] and G3G9P[8]. A new comercial kit Rotavirus
280 was found to be useful for rapid molecular diagnostics of rotavirus

infections.
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1 UVOD

Rotavirusi (rod Rotavirus; druzina Reoviridae) so najpogostejsi povzrocitelji
gastroenteritisov pri novorojenckih in otrocih po vsem svetu (Parashar in sod., 1998;
Steyer in sod., 2005b; Samajdar in sod., 2006). Primeri so lahko sporadi¢ni, velikokrat pa
se razvijejo epidemije. OkuZzbe se pojavljajo tako v razvitih kot tudi razvijajoc¢ih se dezelah
(Parashar in Glass, 2003). IzboljSanje sanitarnih razmer za zniZevanje obolevnosti za
rotavirusne okuzbe ne igra klju¢ne vloge (Parashar in sod., 1998; Steyer in sod., 2005a).
Virusi se prenasajo fekalno-oralno, z neposrednim stikom okuzene osebe in preko

okuzenih okoljskih povr$in (Parashar in sod., 1998).

1.1  Opredelitev problema

Pri starosti od 3 do 5 let se z rotavirusi skupine A okuZi kar 95% otrok (Parashar in sod.,
1998). Na podlagi proteinov zunanje plasti kapside (VP4 in VP7) dolo¢amo v skupini A
serotipe G in P (Parashar in Glass, 2003; Poljsak-Prijatelj in sod., 2005; Steyer in sod.,
2005b). Genski zapisi teh proteinov se nahajajo na linearnih odsekih dvojnovijatne RNA
(11 odsekov). Prisotnost dolocenih genotipov v nekem okolju se skozi ¢as spreminja
(Steyer in sod., 2005b), poleg tega pa se vseskozi porajajo novi, katerih nastanek
pripisujejo prerazporejanju genoma med razlicnimi obstojecimi sevi (Samajdar in sod.,

2006).

1.2 Cilji raziskovanja

Cilj diplomskega dela je bil dolociti rotavirusne genotipe iz iztrebkov hospitaliziranih
otrok obolelih za gastroenteritisom v Sloveniji v letih 2005/06. Rotaviruse v kuzninah so
predhodno Ze dokazali z encimskoimunsko reakcijo (ELISA) in elektronsko mikroskopijo
(EM). Zeleli smo dologiti najpogostejse genotipe ter jih primerjati s tistimi, ki so kroZili v
Sloveniji v preteklih letih. Poleg tega smo Zeleli narediti primerjavo genotipov v Sloveniji

z genotipi, ki se pojavljajo v sosednjih drzavah.
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Preizkusiti in oceniti smo Zeleli tudi nov komercialni komplet za kvalitativno dolocanje

prisotnosti rotavirusov v vzorcu Rotavirus 280 (Sacace Biotechnologies).

1.3 Delovne hipoteze

Predvidevamo, da

- bomo poleg uveljavljenih genotipov virusov rodu Rotavirus dolo¢ili tudi manj

pogoste genotipe v Sloveniji, kajti pogostost genotipov se z leti spreminja.

- bo razsirjenost pogostejsih genotipov v Sloveniji med rotavirusno sezono 2005/06 v

primerjavi s prej$njimi leti podobna.

- se v sosednjih drzavah pojavljajo podobni genotipi rotavirusov kot v Sloveniji.

- je komercialni komplet Rotavirus 280 uporaben za hitro diagnostiko.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA

Med mikroorganizme, ki povzrocajo gastroenteritise, priStevamo bakterije, parazite in
viruse. Prvi odkriti povzrocitelji diareje so bili paraziti in bakterije, vendar je ostala vecina
gastroenteritisov nepojasnjenih (Parashar in Glass, 2003). V letth med 1950 in 1960 so
preiskovali tkivne kulture in prvi¢ porocali o virusih v ¢revesju. V zacetku 70. let je velik
napredek v virologiji omogocila elektronska mikroskopija, s katero so leta 1972 odkrili
prve virusne povzrocitelje driske, viruse Norwalk (Kapikian in Chanock, 1990; Parashar in
Glass, 2003). Pri preiskovanju duodenalnega epitelija z elektronskim mikroskopom so leto
kasneje odkrili okrogle, 70 nm velike viruse. Glede na njihov izgled so jih poimenovali
Rotavirus (kolo, lat.: rota) (Bishop in sod., 1973). V relativno kratkem ¢asu so nato o
odkritju rotavirusov v iztrebkih otrok z gastroenteritisom porocali raziskovalci v razli¢nih
drzavah. Kmalu je postalo jasno, da so rotavirusi glavni virusni povzrocitelji hude driske

pri novorojenckih in majhnih otrocih povsod po svetu (Kapikian in Chanock, 1990).

2.2  KLASIFIKACIJA

Rotaviruse uvrs¢amo v druzino Reoviridae, kamor spadajo vsi virusi s segmentirano
dvojnovijacno RNA, podobno strukturno karakteristiko in podobnim nacinom
podvojevanja (Kapikian in Chanock, 1990). Poleg medicinsko pomembnih rodov
Rotavirus, Coltivirus, Orbivirus in Orthoreovirus (Koren in sod., 2002) v druzino
Reoviridae spadajo Se rodovi Aquareovirus, Cypovirus, Fijivirus, Phytoreovirus,
Saedornavirus, ldnoreovirus in Oryzavirus (ICTVdb Management, 2006), ki so jih nasli
pri zivalih ali rastlinah. Za vse rodove je znacilna ikozaedri¢na dvo- ali troslojna kapsida s
premerom od 60 do 80 nm. Virusi so brez ovojnice (Koren in sod., 2002; Singelton in
Sainsbury, 2001). Rotavirusna kapsida je kompleksna, troslojna in obdaja genom (Parashar
in sod., 1998; Ramig, 2004). Rotavirusi se morfolosko razlikujejo od ostalih reovirusov saj
imajo okrog zunanje plasti kapside kroni podobno strukturo. Ce to strukturo izgubijo, jih z

elektronsko mikroskopijo ne moremo lo¢iti od drugih reovirusov (Miller, 1997).
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2.3 ZGRADBA

2.3.1 Genom

Rotavirusni genom sestavlja 11 odsekov dvojnovijacne RNA. Vsa zaporedja rotavirusnih
genov so bogata z A+T baznimi pari (58 — 67 %). Velikosti odsekov se razlikujejo in se
gibljejo od 667 do 3302 baznih parov (Estes in Cohen, 1989). Velikosti posameznih
odsekov so zapisane v preglednici 2-1. Celoten genom je velik priblizno 18522 bp (Estes
in Cohen, 1989). Razlika v velikosti odsekov se kaze tudi v molekulski masi le-teh in se
giblje v obmogju od 2x10° do 2,2x10° Da (Kapikian in Chanock, 1990). Odseke lahko med
seboj lo€imo s poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE). Zaradi nastanka sekundarnih
struktur ali spremenjenega nukleotidnega zaporedja (Kapikian in Chanock, 1990) se
rezultati le-te vedno ne ujemajo z dejanskimi velikostmi odsekov. S primerjavo
nukleotidnih ali aminokislinskih zaporedij posameznih odsekov razli¢nih rotavirusnih
skupin so ugotovili, da evolucijske spremembe nastajajo z genskim premikom (genska
rekombinacija) in genskim odmikom (toc¢kovna mutacija). Poleg tega lahko prihaja do
prerazporejanja genomskih odsekov med razli¢énimi sevi ¢loveskih rotavirusov (Estes in
Cohen, 1989). Opisali so prerazporejanje genomskih odsekov 5, 6, 8, 10 in 11 (po Estes in
Cohen, 1989). Allen in Desselberger (1985) sta ugotovila, da je prerazporejanje genoma

mogoce tudi med zivalskimi in cloveskimi sevi rotavirusov.

Preglednica 2-1. Dolzine odsekov RNA in proteini, ki jih dolocen odsek kodira (Desselberger, 1998: 541).

odsek RNA velikost RNA (bp) protein, ki ga kodira RNA
1 3302 VP1
2 2687 VP2
3 2591 VP3
4 2362 VP4 (VP5* + VP8*)
5 1581 NSP1
6 1356 VP6
7 1104 NSP2
8 1059 NSP3
9 1062 VP7
10 751 NSP4
11 667 NSP5,NSP6
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Slika 2-1. Odseki RNA in proteini, ki jih kodirajo ti odseki (Estes, 1996b).

Vsak RNA odsek se zacne s 5' gvanidinskim koncem ohranjenega nekodirajocega
zaporedja. Nadaljuje se s kodirajo¢im zaporedjem, ki se kon¢a z nekodirajo¢im, le-to pa
vsebuje stop kodon in 3' konec, bogat s citidinom (slika 2-2). Vecina kodirajo¢ih odsekov
(z 1zjemo odseka 11) ima samo po en odprt bralni okvir. Gen 11 je posebnost, ker ima dva
bralna okvirja. Pri vseh genomskih odsekih je najmocnejSi prvi zacetni kodon AUG,
izjeme so odseki 7, 9 in 11. Pri odsekih 7 in 9 je drugi AUG kodon ugodnejsi za zacetek
podvajanja kodirajoCega zaporedja. Dolzine 5' in 3' nekodirajocih zaporedij se pri razli¢nih
genih razlikujejo. Nekodirajoa zaporedja nosijo zapis za sporocila, ki so pomembna za
prepisovanje genov, podvojevanje in verjetno omogocajo kopicenje virusnih genskih

odsekov v viroplazmi (Estes in Cohen, 1989).

NEKODIRAJOCE ZAPOREDJE NEKODIRAJOCE ZAPOREDIJE
(9-46 bp) (17-182)
ORF
5' 3!
AUG
GGCUUUUAAA drugi AUG/brez drugega AUG UGUGACC
AA A UU UGUG A

Slika 2-2. Znacilnosti odsekov dvojnovijacne RNA pri rotavirusih (Estes, 1990).
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2.3.2 Proteini

Rotavirusni geni nosijo zapise za 6 strukturnih (VP) in 6 nestrukturnih proteinov (NSP)
(Parashar in sod., 1998; Ramig, 2004). Vsak protein je kodiran na enem izmed 11
odsekov, izjema sta proteina NSP5 in NSP6, ki sta kodirana na istem odseku (odsek 11,
bralna okvirja za zapis se prekrivata) (Ramig, 2004). Strukturni proteini so deli viriona,
nestrukturni pa nastajajo le v okuzenih celicah (Estes in Cohen, 1989). Strukturni proteini
so VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 in V7. VP5* in VP8* nastaneta s cepitvijo proteina VP4.
Nestrukturni proteini so NSP1 — NSP6. Podatki o molekulski masi, Stevilu aminokislin in
pribliznem delezu proteina v virionu so podani v preglednici 2-2, geni ki jih kodirajo pa v

preglednici 2-1 (str. 4) in prikazani na sliki 2-1 (str. 5).

Preglednica 2-2. Molekulska masa, $tevilo aminokislin in delez proteina v virionu (Estes in Cohen, 1989).

PROTEIN MOLEKULSKA MASA STEVILO PR},‘:{L(:%EII;J)AE%EZ
(Da) AMINOKISLIN VIRIONU
VP1 124847 1088 2%
VP2 102431 880 15 %
VP3 98120 835 0,5 %
VP4 86782 776 1,5%
VP6 44816 397 51 %
VP7 37368, 33919 326,297 30 %
NSP1 58654 491 ni sestavni del viriona
NSP2 34600 315 ni sestavni del viriona
NSP3 36633 317 ni sestavni del viriona
NSP4 20290 175 ni sestavni del viriona
NSP5, NSP6 21715, ~11000 198 ni sestavni del viriona

Vecji del notranje plasti kapside predstavlja protein VP2. Manjsi del je sestavljen iz
mnogokratnih kopij od RNA odvisne RNA polimeraze VP1 in encima VP3 (metilaza,
gvanililtransferaza) (Taraporewala in Patton, 2004; Angel in sod., 2007).

VP6 je glavni strukturni protein, ki sestavlja srednjo plast kapside. Po antigenskih
znacilnostih in molekularni sestavi tega proteina lahko rotaviruse razdelimo na najmanj 7
seroloskih skupin, A-G (Kapikian in Chanock, 1990; Parashar in sod., 1998; PoljSak-
Prijatelj in sod., 2005). Pri ljudeh vec¢ino okuzb povzrocijo rotavirusi skupine A, zelo redke

so okuzbe z rotavirusi skupin B in C (Ramig, 2004; PoljSak-Prijatelj, 2005). Pri Zivalskih
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vrstah lahko okuzbo povzrocijo vse seroloske skupine tega virusa (Ramig, 2004)

(preglednica 2-3).

Preglednica 2-3. Kje najdemo rotaviruse doloc¢enih skupin (Kapikian in Chanock, 1990).

ROTAVIRUSNA SKUPINA KJE NAJDEMO TO SKUPINO

¢lovek, prasici, govedo, konji, zajci,
mali glodavci, ovce, ptice, ...
¢lovek, prasici, govedo, ovce,
podgane
¢lovek, prasici in dihurji
perutnina
prasici
perutnina
perutnina

>

QMmoo W

Skupino A rotavirusov lahko po antigenskih znacilnostih proteina VP6 Se dodatno

razdelimo v najmanj 4 podskupine (I, II, I+II, ne-I in ne-II) (Desselberger in Gray, 2005).

Zunanjo plast kapside sestavljata proteina VP7 in VP4. Glikoprotein VP7 lahko kodirajo
genski odseki 7, 8 ali 9 (odvisno od seva). Je glavni nevtralizacijski antigen in omogoca
pritrditev virusa na gostiteljsko celico. VP4 je produkt genskega odseka 4. Neglikoziliran
protein je zasidran v zunanjo plast kapside in sestavlja StrleCe izrastke, ki segajo izven nje.
Tripsina ga cepi na dva dela, VP5* (molekulska masa je priblizno 60000 Da) in VP8*
(molekulska masa je priblizno 28000 Da). Ta cepitev vpliva na virusno infektivnost, saj
omogoCi vstop Vv celice. Pomembna lastnost proteina VP4 je tudi sposobnost
hemaglutinacije (Kapikian in Chanock, 1990; Parashar in sod., 1998). Glede na epitope ali
sekvencno variabilnost proteinov zunanje kapside so za skupino A rotavirusov osnovali
tudi klasifikacijski sistem, ki razlikuje G (VP7 specific¢ni) in P (VP4 specifi¢ni) serotipe in
genotipe (Desselberger in Gray, 2005).

NSP proteini sodelujejo pri pomnoZevanju virusnega genoma in pravilnem pakiranju le-
tega v virion. NSP1, NSP2, NSP3 in NSPS5 imajo afiniteto za vezavo na RNA (Kapikian in
Chanock, 1990). NSP6 protein ima vlogo vezave na NSP5. Predvidevajo, da prav tako kot

ostali pomaga pri pomnozevanju in pakiranju genoma, vendar nekatere vrste sevov skupine
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A 1in rotavirusi skupine C, proteina NSP6 ne kodirajo (Torres-Vega, 2000). Nestrukturni
protein NSP4 deluje kot enterotoksin, vendar povzroca drisko z drugimi mehanizmi kot
bakterijski enterotoksini (Lundgren in Svensson, 2001; Lorrot in Vasseur, 2007).
Enterotoksin NSP4 ne povzroca morfoloskih poskodb na celicah, prav tako ne vpliva na
izlo€anje klorovih ionov iz celic kript. ZmanjSa absorpcijo D-glukoze in poveca absorpcijo
klorovih ionov na nivoju celic ¢revesnih resic (Lorrot in Vasseur, 2007). Pomembna vloga
NSP4 je tudi uravnavanje transporta kalcijevih ionov v okuZeni celici (povecanje

koncentracije Ca”" v celici) (Estes, 1996a).

2.4 RAZMNOZEVANIJE IN PATOGENEZA

Rotavirusi se razmnozujejo v zrelih epitelijskih celicah resic tankega crevesa. Virusi se
pritrdijo na specific¢en receptor in vstopijo v notranjost celice. V lizosomu poteka slacenje
zunanje kapside (izguba VP7 in VP4) s pomocjo celicnih encimov ter prepisovanje RNA z
od RNA odvisno RNA polimerazo (VP1). Pozitivni prepisi verig RNA se premestijo izven
virusnih delcev v citoplazmo celice, kjer se prevedejo v primarne genske produkte
(strukturne in nestrukturne proteine) in delujejo kot matrice za sintezo genskih odsekov
dvojnovijacne RNA. V viroplazmi se genski odseki zacno pakirati v sloj kapside iz
proteinov VP1, VP2 in VP3. Na poti iz celice nezreli virusi pridobijo Se ostale sloje
kapside, zacasno pa pridobijo tudi ovojnico, ki kmalu razpade. Zreli virusi se s citolizo

sprostijo iz celice (Silvestri in sod., 2004).

PomnoZevanje rotavirusov je hitro in dosega visoke titre v zelo kratkem &asu (do 10"
virusov /ml iztrebka v ¢asu najhujSe driske). Driska je posledica nekroze in atrofije
epitelija, zmanjSa se absorpcija ogljikovih hidratov in poveca osmotski pritisk v lumnu
¢revesja. Enterotoksin NSP4 Se dodatno onemogoca normalno delovanje c¢revesnih celic

(Desselberger, 1999; Lundgren in Svensson, 2001).

Novorojencki in majhni otroci se velikokrat okuzijo z rotavirusi v prvih letih Zivljenja.
Protitelesa matere se prenesejo preko placente na plod in imajo zasé¢itno vlogo prvih nekaj

mesecev zivljenja novorojenca (Parashar in sod., 1998). Prvotna rotavirusna okuzba vodi
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do za serotip specificnega humoralnega imunskega odziva, kateri sledi monotipska zascita.
V obdobju prvih dveh let Zivljenja se otroci okuzijo z razlicnimi tipi rotavirusov, kar
omogoca kompleksnejsi imunski odgovor in s tem delno heterotipsko zascito. Po
prepoznavanju rotavirusnih antigenov (VP4 in VP7) zacno T-celice proizvajati za sev
specificna zasCitna protitelesa razredov IgM in IgG. Najvecji del zas¢ite pa omogocajo
predvsem sekretorna protitelesa razreda IgA, ki se ob okuzbi izlo€ajo iz ¢revesne sluznice

(Desselberger in Gray, 2005; Angel in sod., 2007).

2.5 KLINICNE ZNACILNOSTI

Po okuzbi in 1-2 dneh inkubacijske dobe nastopi akutni virusni gastroenteritis. Znacilni
znaki so vodena driska (Staat, 2005), ki lahko traja 4-7 dni, bljuvanje in dehidracija.
Okuzbo lahko spremljajo trebuSni krci, glavobol in bolecine v miSicah. Izid okuzbe je
odvisen od virusnih dejavnikov patogenosti in gostiteljevega imunskega sistema. Kljub
temu, da rotavirusne okuZzbe poleg driske pogosto spremljajo respiratorni klini¢ni znaki, ni
dokazov o tem, da bi se rotavirusi lahko razmnozevali v celicah respiratornega trakta
(Desselberger in Gray, 2005). Naceloma se razmnozujejo le v celicah ¢revesnega epitela,
kljub temu pa poroc¢ajo o posameznih primerih razsirjanja rotavirusov izven crevesja. Virus
so nasli v jetrih (Carlson, 1978), Zol¢nih vodih (Riepenhoff-Talty, 1996), centralnem
zivénem sistemu (Lynch, 2001), sréni miSici (Cioc, 2002) in trebusni slinavki (Coulson,
2002), zabelezili so tudi viremije, redkeje encefalopatije (Desselberger in Gray, 2005).
Leta 2006 so pri bolnici z akutnim encefalitisom in gastroenteritisom odkrili rotaviruse
skupine A genotipa G3 v cerebrospinalni tekocini in iztrebku. Taki bolniki naj bi ozdraveli
brez posledic, v redkih primerih pa bi lahko priSlo do nevroloskih sprememb (Furuya,
2007). Kroni¢ne okuzbe niso znacilne, zabelezili so jih le pri imunsko oslabljenih otrocih

(Desselberger in Gray, 2005).

OkuZbe z rotavirusi lahko potekajo tudi brez bolezenskih znakov (Parashar in sod., 1998).
V primeru, da se bolezenski znaki pojavijo, je potrebno zdravljenje, sicer lahko pride do

hujse dehidracije in celo smrti (Parashar in sod., 2003).
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2.6 ZDRAVLIJENJE

Zdravljenje rotavirusnih okuzb temelji na nadomescanju izgubljene vode in elektrolitov.
Najpogosteje se uporablja oralna rehidracijska raztopina (angl.: ORS), ki jo priporoca
svetovna zdravstvena organizacija (World Health Organisation). ORS vsebuje izotoni¢no
raztopino soli z dodano glukozo. V hujSih primerih driske z bljuvanjem je nujna
intravenozna rehidracija (Desselberger, 1999). Odkrili so, da dodatek 5x10° CFU (colony
forming units) bakterije Lactobacillus (sev GG) ali drugih mle¢nokislinskih bakterij v ORS
skraj$a trajanje driske (Majamaa in sod., 1995). PreizkuSajo tudi protivirusna zdravila,
zaviralce proteaz (tripsina) in nukleozidne analoge, ki naj bi zmanjSala infektivnost

rotavirusov ali ohromila njihovo razmnozevanje (Desselberger, 1999).

2.7 DIAGNOSTIKA

2.7.1 ELISA (encimskoimunskKi test, angl.: enzyme-linked immunosorbent assay)

Za dokazovanje rotavirusov se najpogosteje uporablja neposredni encimskoimunski test, ki
je visoko specificna in obcutljiva metoda (1 ng virusnega antigena/l ml kuznine). S
komercialnim kompletom ELISA doloamo le rotaviruse skupine A, ne pa tudi skupin B in
C. Z encimskoimunsko metodo dokazujemo antigen VP6 (Sinleton in Sainsbury, 2001;

Koren, 2002; Madigan in sod., 2003)..

2.7.2 Elektronska mikroskopija (negativno kontrastiranje)

Elektronska mikroskopija (EM) z negativnim Kkontrastiranjem omogoc¢a natan¢no
neposredno opazovanje virusov in njihove zgradbe. Z EM lahko dolo¢imo rotaviruse
skupin A, B ali C, kar pa s komercialnim kompletom ELISA ni mogoce (namenjena za
zaznavanje rotavirusov skupine A). Z EM lahko dokazujemo viruse, katerih gojenje v
tkivnih kulturah ni mogoce. Potrebna je predhodna obdelava vzorca iztrebka in negativno
kontrastiranje s kontrastnim sredstvom, ki vsebuje elemente tezke kovine (npr.

fosforvolframova kislina). Diagnostika s to metodo je hitra. Slabost metode je nizka
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oblutljivost, saj je potrebna koncentracija za dokaz virusov v kuZnini 10 virusov/ml

(Miller, 1997; Sinleton in Sainsbury, 2001; Koren, 2002; Madigan in sod., 2003).

2.7.3 PAGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza) in PCR (veriZzna reakcija
pomnoZevanja s polimerazo)

Metodi PAGE in PCR se uporabljata za dokazovanje virusnega genoma in v

epidemioloskih raziskavah.

PAGE ali poliakrilamidna gelska elektroforeza je metoda s katero razlikujemo locitvene
vzorce odsekov RNA razlicnih rotavirusnih sevov glede njihove mobilnosti v
poliakrilamidnem gelu (Ward in sod., 1988b). Lo¢imo kratki in dolgi elektroforetip, ki se
razlikujeta v hitrosti potovanja odsekov 10 in 11 (Kapikian in Chanock, 1990).

10 - |,

. -

Slika 2-3. Primer elektroforetipa: prerazporeditve genomskih odsekov v celici, okuzeni z dvema sevoma (P in

Wa) ¢loveskih rotavirusov (Ward in sod., 1988b).

Metoda PCR je natancneje opisana v poglavju 3.2. Danes je ena najpogosteje uporabljenih
metod za dolocanje genotipov G in P. Zaradi pomanjkljivosti PCR so zaceli uporabljati

mikromreZe (poglavje 5.3).
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2.8 EPIDEMIOLOGIJA

2.8.1 Obolevnost in smrtnost

Rotavirusi skupine A so najpogostejsi povzrocitelji driske pri novorojenckih in otrocih po
vsem svetu (Kapikian in Chanock, 1990; Parashar in sod., 1998; Steyer in sod., 2005b,
Samajdar in sod., 2006). Z njimi se okuzi skoraj vsak otrok do petega leta starosti (95 %)
(Parashar, 1998; Ramig, 2004). Okuzbe z rotavirusi so znacilne tudi za mladice Stevilnih

sesalcev in ptic (Ramig, 2004).

Rotavirusne okuzbe so pogoste v razvitih kot tudi razvijajocih se dezelah, kar nakazuje, da
omejitev razSirjanja ni pogojena z izboljSanjem kakovosti pitne vode, higiene in
zdravstvene oskrbe. V preiskavi od leta 1986 do 2000 so ocenili, da vsako leto rotavirusne
okuzbe prizadenejo povprecno 111 milijonov otrok, ki potrebujejo nego na domu, 2
milijona otrok je potrebno hospitalizirati. Vsako leto umre od 352000 do 592000 otrok,
starih do 5 let (Parashar in sod., 2003; Ramig, 2004). V letu 2006 so Parashar in sodelavci
porocali o srednji vrednosti ~611000 (od 454000 do 705000) smrti otrok na leto, pretezno
v razvijajoCih se dezelah. Vecja smrtnost v razvijajoCih se dezelah je posledica slabsih
socialnoekonomskih razmer, zdravstvene oskrbe in podhranjenosti. Zaradi okuzb z
rotavirusi na teh podro¢jih umre okoli 82% otrok. Nasprotno pa se je smrtnost nekoliko
zmanjSala v razvitih dezelah. Tu izpostavljajo problem stroskov oskrbe hospitaliziranih
otrok. Dlje kot je bolnik v bolnici, vecje denarno breme predstavlja, hkrati pa je rezervoar,
ki lahko povzro¢i dodatne primere bolnisni¢nih okuzb, ki zopet povecCajo stroske. Prav
zaradi teh razlogov je nujno potreben razvoj cepiva, ki bi preprecilo hude oblike bolezni in

nenazadnje smrt zaradi nje (Parashar in sod., 2003; Chandran in sod., 2006).

Z rotavirusi skupine A se lahko okuzijo tudi odrasli, navadno starsi obolelih otrok, vendar
se pri njih le redko razvije driska. Bolezenski znaki so pogostejsi pri odraslih, ki imajo
oslabljen imunski sistem (okuZeni s HIV in starejsi ljudje) in tistih, ki potujejo po dezelah

v razvoju (Parashar in sod., 1998).

Prav tako kot rotavirusna skupina A povzrocajo drisko pri ljudeh tudi virusi skupin B in C.

Skupina B povzroca izbruhe akutnega gastroenteritisa pri otrocih in odraslih. Izbruhe so
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zabelezili na Kitajskem v osemdesetih letih dvajsetega stoletja, nedavno tudi v Kalkuti,
Indiji in drugih jugovzhodnih azijskih deZelah. Rotavirusna skupina C rotavirusov se pri
ljudeh pojavlja sporadicno ali kot manjsi izbruhi (Desselberger in Gray, 2005). O pojavu
rotavirusov skupine C v Sloveniji so prvi¢ poroc¢ali v letu 2006. Okuzena sta bila dva

starejSa otroka in ena odrasla oseba (Steyer A., 2006).

2.8.2 Prenos in preventiva

Prevladujo¢i nacin prenosa rotavirusnih okuzb je fekalno-oralen. Prenos je mogoc z
medosebnim stikom, z respiratornimi izlocki in okuzenimi povrSinami (Parashar, 1998).
Rotavirus na dlaneh prezivi najmanj 4 ure, zaskrbljujoce pa je, da niti umivanje rok z
milom ni dovolj ucinkovito za popolno unicenje ali odstranitev virusa (Ansari in sod.,
1988; Ansari in sod., 1989; Luznik Bufon in sod., 1999). Na okuZzenih povrsinah naj bi
prezivel tudi ve¢ dni (npr.: igrace, kljuke vrat, postelje,...). Ta dejstva pojasnjujejo
razSirjanje okuzb preko velikih geografskih povrSin (Parashar, 1998). Za okuzbo, ki
povzroci bolezenske znake, je potrebno relativno majhno Stevilo virusov (Desselberger,
1999). Prenos z Zivali na ¢loveka ni znacilen. Zivalski sevi rotavirusov se razlikujejo od
tistih, ki okuzijo ¢loveka, vendar pa so odkrili, da imajo nekateri Cloveski sevi visoko

stopnjo genetske homologije z zivalskimi (Nakagomi in Nakagomi, 1991).

Udinkovita sredstva za razkuzevanje povrSin vsebujejo kvartarne amonijeve spojine v
kombinaciji s 40% (ali ve€) alkoholom in 10% klorovodikovo kislino (Desselberger,
1999). Za preprecevanje Sirjenja rotavirusnih okuzb je pomembno, da se ob obisku bolnega
otroka izogibamo stiku z drugimi bolniki (Rao, 1995). Ugotovili so, da nekatere vrste
lateks rokavic prepusScajo rotaviruse (tudi druge viruse do velikosti 90 nm), zato je kljub
njihovi uporabi potrebno umivanje in razkuzevanje rok (Luznik Bufon in sod., 1999). Z
uporabo 70% izopropanola ali 70% etanola so dokazali ve¢ kot 99% zmanjSanje Stevila
rotavirusov na dlaneh (Ansari in sod., 1989; Luznik Bufon in sod., 1999). Preventiven

ukrep je tudi cepljenje otrok (poglavje 2.9).
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2.8.3 Sezonsko porajanje epidemij

Rotavirusne okuzbe se pojavljajo sezonsko (Parashar in sod., 1998). V obmoc¢ju zmerno
toplega pasu se rotavirusne okuzbe pojavljajo predvsem pozno jeseni, pozimi in zgodaj
spomladi, v tropskih in subtropskih pokrajinah pa skozi vse leto (Desselberger in Gray,
2005). Sezonsko nihanje okuzb prav tako ni znacilno v dezelah v razvoju (Cook in sod.,
1990). Glede na podatke InStituta za varovanje zdravja (IVZ) od leta 1998 do 2006 je tudi

v Sloveniji zaznati sezonsko nihanje (Preglednica 2-4).

Preglednica 2-4. Rotavirusne okuzbe v Sloveniji od leta 1998, po mesecih (InStitut za varovanje zdravja

Republike Slovenije, 2006b).

LETO/MESEC _JAN _FEB MAR APR MAJ JUN _JUL AVG _SEP OKT NOV DEC SKUPAJ

1998 68 101 112 163 123 98 39 47 28 69 147 199 1194
1999 234 98 80 70 41 24 18 40 29 52 68 137 891
2000 202 187 226 134 77 166 117 81 68 46 22 54 1380
2001 69 67 149 180 163 100 65 132 109 172 145 460 1811
2002 650 279 201 192 115 78 65 45 129 68 79 133 2034
2003 217 250 237 246 189 71 77 86 126 121 139 177 1936
2004 303 264 294 182 97 69 56 76 52 83 143 200 1819
2005 231 136 150 231 99 47 54 83 52 125 119 377 1704
2006 588 417 234 110 74 62 73 101 46 23 41 53 1822

2.8.4 Evolucijski mehanizmi

Epidemiologija rotavirusov je zelo kompleksna, saj se ob kateremkoli ¢asu in na
kateremkoli geografskem obmocju lahko Sirijjo rotavirusi razli¢nih genotipov G in P,
razlicnih G/P kombinacij (Gentsch in sod., 1996). Osnova za veliko raznolikost je
predvsem genska dispozicija virusa. Kot ze omenjeno sta pri rotavirusih skupine A glavna
evolucijska mehanizma genski odmik (tockovna mutacija, angl. drift) in genski premik
(genska rekombinacija in prerazporejanje genoma, angl. shift). Proteina G in P sta kodirana
na razliénih odsekih RNA, zato se zaradi prerazporejanja pojavljajo razlicne kombinacije
genotipov G in P (Desselberger in Gray, 2005). Teoreti¢no bi lahko s prerazporejanjem
genoma nastalo 2'' virusov z novimi lastnostmi (Ramig, 1997). Med razmnoZevanjem
dveh rotavirusnih sevov v eni celici lahko nastanejo tudi tako imenovani mozaiki (virioni s

proteini kapside obeh sevov) in psevdotipi (virioni katerih geni izvirajo iz prvega seva,
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proteini kapside pa so od drugega) (Ward in sod., 1988a, Ward in sod., 1988b). Poleg
zmoznosti prerazporejanja genoma med CloveSskimi rotavirusi so dokazali tudi
prerazporejanje genomskih odsekov med c¢loveskimi in Zivalskimi rotavirusnimi sevi

(Desselberger in sod., 2006; Matthijnssens in sod., 2006) .

2.8.5 Molekularna epidemiologija

2.8.5.1 Svetin Evropa

Ko so raziskali pogostost rotavirusnih genotipov v Evropi v zadnjih 10.-15. letih, so
ugotovili, da so najpogostejsi genotipi G1, G3, G4 v kombinaciji s P[8] in G2 v
kombinaciji s P[4]. Tip G2 so dolocili le ob¢asno. Leta 1996 se je v Evropi pojavil genotip
G9 v kombinacijah s P[8] in P[6]. Vedno pogosteje se pojavljajo tudi neobicajni genotipi
G1P[4], G2P[8], G6P[9] in drugi (Desselberger in sod., 2006).

Raznolikost dolocenih rotavirusnih genotipov v Evropi je podobna tisti v severni Ameriki,
Avstraliji in Novi Zelandiji, vendar se mo¢no razlikuje od tiste iz tropskih in subtropskih
obmocij. Vsaj 90 % rotavirusnih okuzb v Evropi, severni Ameriki in Avstraliji povzro€ajo
kombinacije genotipov G1P[8], G2P[4], G3P[8] in G4P[8]. Te genotipe so v Juzni Ameriki
ter Aziji dolocili le v 68 % in samo v 50 % v Afriki (Desselberger in sod., 2006).

2.8.5.2 Slovenija

V obdobju od leta 1988 do 1994 so v Sloveniji krozili genotipi G1P[8], G3P[8], G3P[9] in
G4P[8], prevladovala sta genotipa G4P[8] (45,2 %) in G1P[8] (17,8 %). Poleg teh so
zabelezili tudi tri meSane okuzbe z genotipi G3G4P[8]P[9], G3P[8]P[9] in G1G4P[8]. V
letih 1999 do 2001 pa so dokazali le genotip GIP[8]. V letu 2001 so v Sloveniji prvic
odkrili genotip G9P[8]. Od leta 2000 do 2003 je bil najbolj pogost genotip G1P[8], drugi
najpogostejsi pa genotip G4P[8] (Steyer, 2002; Steyer in sod., 2005a; Steyer in sod.,
2005b).
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2.8.5.3 Hrvaska, Avstrija, Madzarska in Italija

Na Hrvaskem sta leta 2005/06 prevladovala genotipa G1P[8] in G2P[4], sledil jima je tip
G4P[8], v manjs$i meri pa so se pojavljali genotipi G3P[8], GIP[8], G8P[8], G2P[8],
G1P[4] in G4P[4]. Dokazali so Se genotipa G9P[4] in G10P[6], vsakega le v enem od 459

preiskanih vzorcev (Tcheremenskaia in sod., 2007).

V letih 1992-2000 so na Madzarskem dolocili pogostejSe genotipe G1P[8], G3P[8],
G4P[8], GI9P[8] in G2P[4]. Poleg teh so dolodili tudi nenavadne genotipe kot so G4P[6],
G3P[9], G6P[9] in G6P[14]. Med leti 2000-2003 so v raziskavi, ki je vkljucevala
hospitalizirane otoke v Budimpesti, dolo€ili dva prevladujoca genotipa G1P[8] in GIP[§]
ter genotipe, ki so se pojavljali v manjSem Stevilu: G4P[8], G2P[4], G3P[8], G3P[9],
G4P[6], G6P[9] in G1P[4]. (Banyai in sod., 2004a; Banyai in sod., 2004b; Banyai in sod.,
2004c; Banyai in sod., 2005).

V Auvstrijski raziskavi med leti 1997 in 1998 so dokazali le tri razlicne genotipe.
Najpogosteje so dolo¢ili genotip G1P[8], v manjsi meri pa genotipa G4P[8] in G3P[8]. Kar
v 12,0 % vzorcev z metodo RT-PCR niso uspeli dokazati rotavirusne RNA (Frithwirth,
2000).

V Italiji so do leta 1999 genotipi G1-G4 predstavljali 90 % okuzb (Arista, 1997). V letih
2001-2005 sta prevladovala genotipa G1 in G9. Nekaj manj je bilo genotipov G4 in G3.
Genotipi G1, G3, G4 in G9 so se pojavljali v kombinaciji z genotipom P[8]. Le pri 4,4 %
vzorcev so dolocili genotip G2P[4]. Dokazali so dve nenavadni G/P kombinaciji, G1P[6]
in G9P[9] (De Grazia in sod., 2007).

2.9 CEPIVA

Zacetki razvoja cepiv segajo v srednja 70. leta prejSnjega stoletja. Prva cepiva so bila
monovalentna, pripravljena iz zivalskih rotavirusov. Ker ta cepiva niso bila u¢inkovita so

razvili prvo multivalentno zivo oralno cepivo, v katero so vkljucili 4 virusne seve
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genotipov G1 do G4. Cepivo so leta 1998 odobrili za uporabo pri otrocih v Zdruzenih
drzavah Amerike. Komaj 9 mesecev kasneje so cepivo umaknili s trzis¢a, saj so porocali o

povezavi cepiva z uvihavanjem Crevesja pri otrocih (Dennehy, 2007).

Danes sta na trziS¢u 2 cepivi: RotaTeq (Merck) in Rotarix (GSK). RotaTeq je zivo
oslabljeno oralno petvalentno cepivo, ki vsebuje goveji rotavirusni sev WC3 kot osnovo,
gena za VP7 in VP4 pa izvirata iz ¢loveskih rotavirusov (7 nevtralizirajo¢ih determinant: 2
antigena zivalskih rotavirusov in antigeni humanih rotavirusov za tipe G1, G2, G3, G4 in
P[8]). U€inkovitost cepiva je 98%. Uporabo cepiva so februarja 2006 odobrili v ZDA,
novembra 2006 pa tudi v Evropi in Latinski Ameriki. Naért cepljenja predvideva tri
odmerke in sicer pri 2, 4 in 6 mesecih starosti otroka. Rotarix je zivo oslabljeno cepivo s
¢loveskim rotavirusnim sevom, izoliranim iz naravno okuZenega otroka z virusnim
gastroenteritisom (genotip G1P[8]). Cepivo je ucinkovito v 85 %. Rotarix so prvi¢ odobrili
v Mehiki in Dominikanski republiki leta 2004, novembra 2006 pa so cepivo odobrile tudi
nekatere evropske drzave, nekatere drzave Latinske Amerike, Afrike in Azije. Cepivo se je
izkazalo za varno, imunogeno in u¢inkovito. Kljub temu, da sta se ti dve cepivi izkazali za
varni ter u¢inkoviti in sta pridobili dovoljenje za uporabo, Se vedno ne vedo, kako sprozita
zaSc¢ito. Ocenjevanje novih rotavirusnih cepiv je trenutno mogoce prakticno izvesti le z
velikimi in dragimi klini¢nimi poskusi. Ker cepiva niso dolgo na trzis¢u, Se vedno ne vedo,
kakSen vpliv bodo imela na smrtnost in epidemiologijo v prihodnosti. Zaradi razli¢ne
zastopanosti posameznih sevov na razli¢nih geografskih obmocjih je vprasljivo delovanje

teh dveh cepiv (Angel in sod., 2007; Dennehy, 2007).

V Sloveniji cepljenje otrok ni obvezno, odlocitev je prepuscena starSem otrok. Cepivo
Rotarix je v uporabi od oktobra 2006, za zas¢ito sta potrebna 2 odmerka pred dopolnjenim

24 tednom starosti (InStitut za varovanje zdravja Republike Slovenije, 2006a).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Materiali in vzorci za osamitev RNA s Trizolom

- Pozitivni vzorci iztrebkov hospitaliziranih otrok, obolelih za rotavirusnim
gastroenteritisom

- Trizol (Invitrogen)

- Kloroform (Merck)

- 2-propanol (Merck)

- 75% etanol, pripravljen iz absolutnega etanola (Merck)

- Demineralizirana in destilirana (ddH»O) sterilna voda brez ribonukleazne aktivnosti
(Promega)

- Epruvete PLG (1,5 ml, Phase lock gel, Quiagen)

3.1.2 Reagenti za rekcijo PCR

3.1.2.1 Komercialni komplet Access RT-PCR Core Reagents (Promega) - reagenti za
reakcijo RT-PCR

- ddH,O brez ribonukleazne aktivnosti (Promega)

- 5x AMV/Tfi reakcijski pufer (Promega)

- Mesanica ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), koncentracija 10 mM (Promega)

- Zacetni oligonukleotidi: Beg9 in End9 za pomnozevanje gena G (Gouvea in sod.,
1990) ter con2 in con3 za pomnozevanje gena P (Gentsch in sod., 1992)

- MgSO,, koncentracija 25 mM (Promega)

- AMV reverzna transkriptaza, koncentracija 5 U/ul (Promega)

- Tfl DNA polimeraza, koncentracija 5 U/ul (Promega)
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3.1.2.2 Komercialni komplet Rotavirus 280 (Sacace Biotechnologie) - reagenti za reakciji

RT in PCR

Rotavirus 280 komercialni komplet je sestavljen iz dveh delov:

)]

2)

Reverta-R (vsebuje reagente za 60 testiranj):

liofiliziran DDT v 5 epicah

RT-mix (ze pripravljena meSanica za reverzno transkripcijo, 0,125 ml)
Reverzna transkriptaza (M-MLV, 0,03 ml)

TE-pufer (1,0 ml)

Rotavirus 50R (vsebuje reagente za 55 testiranj):

PCR-mix-1 (55 testnih epic z meSanico za PCR, pripravljenih za enkratno uporabo)
PCR-mix-2 (meSanica za PCR, 0,6 ml)

Mineralno olje (2,0 ml)

Rotavirus cDNA (C+, 0,1 ml)

DNA-pufer (C-, 0,5 ml)

Negativna kontrola (C-, 1,6 ml)

3.1.2.3 Regenti za reakcijo PCR z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi (vgnezdena PCR)

3.1.2.3.1 Go Tag DNA polimeraza

ddH,O0 brez ribonukleazne aktivnosti (Promega)

10x puferska raztopina z dodanim MgCl, (Promega)

Mesanica ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), koncentracija 10 mM (Promega)
Notranji zacetni oligonukleotidi: aBT1, aCT2, aET3, aDT4, aAT8, aFT9 in End9 za
dolocanje genotipa G ter 1T-1A, 2T-1, 3T-1, 4T-1, 5T-1, SE-1 in con3 za dolo¢anje
genotipa P

Go Taq DNA polimeraza, koncentracija 5 U/ul (Promega)
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3.1.2.3.2 Tfi DNA polimeraza

3.1.3

3.1.4

ddH,O brez ribonukleazne aktivnosti (Promega)

5x puferska raztopina (Invitrogen)

Mesanica ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), koncentracija 2 mM (Invitrogen)
Notranji zacetni oligonukleotidi: 1T-1A in con3 za dolocanje genotipa P[8]
MgCl, 1,5 mM

Tfi DNA polimeraza 5 U/ul (Invitrogen)

Material za analizo produkta PCR

agaroza (Promega, Invitrogen)

1x TAE puferska raztopina; Za pripravo 50x raztopine TAE potrebujemo 242,0 g
Tris baze in 37,2 g EDTA, katerima dodamo destilirano vodo do skupnega volumna
850 ml ter reagente raztopimo. Dodamo Se 57,0 g ocetne kisline, ki uravna pH
vrednost na 8,5 in prilijemo vodo do 1000 ml. Nato red¢imo 50x TAE raztopino
tako, da dobimo 1x TAE pufersko raztopino (10 ml 50x TAE dodamo 490 ml
destilirane vode).

Etidijev bromid; Za pripravo koncentracije 50 mg/ml potrebujemo 500 mg
Etidijevega bromida in 10 ml vode. Koncentracija delovne raztopine je 5 mg/ml,
zato izhodno koncentracijo 10x red¢imo v 1x TAE puferski raztopini.

6x nanasalni pufer;

Laboratorijska oprema in aparature

zaScitne rokavice brez smukca (Safeskin)
zaScitni komori (Iskra PIO, LFV 9)

70% etanol za razkuzevanje povrsin
staniCevina

mesalo vorteks (Tehtnica Zelezniki)
centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415R)

ultracentrifuga (Beckman)
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- avtomatske pipete z obmocji pipetiranja 0.5-10 ul, 2-20 pl, 10-100 ul, 50-200 pl,
10-1000 pl (Eppendorf)

- nastavki s filtri za avtomatske pipete (Eppendorf)

- plasti¢ne epruvete velikosti 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml in 2,0 ml (Eppendorf)

- stojala za epruvete (Eppendorf)

- merilni valj

- erlenmajerice

- tehtnica (Sartorius)

- mikrovalovna pecica (Miele)

- napajalnik za elektroforezo (LKB Bromma)

- Dbanjica za elektroforezo (Biometra)

- UV transiluminator (LKB)

- kamera za snemanje agaroznih gelov (BIO-RAD Gel doc 2000)

- racunalniSki program (Quantity One, BIO-RAD)

- termopomnozevalnika (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2400, Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 9700)
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Shema poteka dela

100 vzorcev

OSAMITEYV ROTAVIRUSNE RNA
(iztrebki, redéeni z 0,1 M pufrom PBS;
pozitivni vzorci pri reakciji ELISA ali EM)

\ 4

MOLEKULARNO DOLOCANJE
ROTAVIRUSNE RNA

REAKCIJA REVERZNE TRANSKRIPCIJE IN

100 vzorcev

POMNOZEVANJA DNA
\ 4 \ 4
Komercialni komplet Komercialni komplet
Access RT-PCR System ROTAVIRUS 280
100 vzorcev 28 vzorcev
A 4
v v analiza produktov PCR
AGAROZNA GELSKA
doloc¢anje gena G doloc¢anje gena P ELEKTROFOREZA
(VP (VP4)
A 4 \ 4
analiza produktov PCR
AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA
VGNEZDENA PCR
REAKCIJA PCR Z NOTRANJIMI ZACETNIMI SEKVENCIRANJE
OLIGONUKLEOTIDI >
4 vzorci

\ 4 \ 4
dolocanje genotipa G doloc¢anje genotipa P
\ 4 \ 4
analiza produktov PCR

AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA

Slika 3-1. Shema poteka dela.
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3.2.2 Osamitev RNA

RNA smo osamili iz vzorcev iztrebkov, razred¢enih z 0,1 M pufrom PBS, shranjenih v
zamrzovalniku pri -20°C. Postopek osamitve smo izvedli v brezprasni komori. Za vsak
vzorec posebej smo pripravili PLG epruvetke in jih oznacili z zaporedno Stevilko vzorca
kot na protokolnem listu. PLG epruvetke smo kratko centrifugirali 20 do 30 sekund pri
14000 obratih na minuto. Vzorce smo odtajali in jih premesali na meSalu. V 1,5 ml sterilne
epruvetke smo zmeSali 250 pl vzorca in 750 upl Trizola ter dobro suspendirali s
pipetiranjem. MeSanico smo inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi, nato smo dodali Se
200 pl kloroforma, dobro zaprli epruvetke in premesali. Vsebino smo prenesli v epruvetke
PLG ter inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi. Sledilo je 5 minutno centrifugiranje pri
14000 obratih na minuto. PLG tvori mejo med vodno in organsko fazo. Zgornjo, vodno
fazo z RNA smo prenesli v novo epruvetko, dodali 500 ul izopropanola, dobro premesali,
inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi in centrifugirali 10 minut pri 13200 obratih na
minuto. Odlili smo supernatant, RNA sprali z 0,5 ml 75% etanola (-20°C) ter centrifugirali
5 minut pri 13200 obratih na minuto. Ponovno smo odlili supernatant in RNA posusili na
zraku v komori za sterilno delo pri maksimalnem pretoku zraka (cca 30 minut). Na koncu

smo RNA raztopili v 30 pl ddH,O brez RNaz. Osamljeno RNA smo shranili na -70°C.

3.2.3 Molekularno dolocanje rotavirusne RNA z enostopenjsko reakcijo reverzne

transkripcije in pomnoZevanja DNA (RT-PCR)

Za RT-PCR smo uporabili komercialni komplet Access RT-PCR (Promega). Namenjen je
za enostopenjsko reakcijo reverzne transkripcije in pomnoZevanja DNA. S kompletom
Access RT-PCR smo pomnozili specificne tar¢e rotavirusnih odsekov RNA za nadaljnje
dolocanje genotipov G in P. Za vsak vzorec smo morali pripraviti reakcijsko mesanico
(preglednica 3-1) s 50 pl kon¢nega volumna. Znane smo imeli zaCetne in koncne
koncentracije reagentov. Na podlagi teh podatkov smo izracunali koliko posameznega

reagenta moramo dodati v vsako epruvetko.
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Preglednica 3-1. Sestava reakcijske mesanice za reakcijo RT-PCR s komercialnim kompletom Access

RT-PCR System.

Volumen, dodan v
Reagent Zacetna koncentracija | Konc¢na koncentracija reakcijsko meSanico
(uD)
ddH,0 31
5x AMV/Tfl pufer 1x 10
MesSanica ANTP 10 mM 0,2 mM 1
Zacetni oligonukleotid 1 20 uM 0,4 uM 1
Zacetni oligonukleotid 2 20 uM 0,4 uM 1
MgSO,4 25 mM 1 mM 2
AMV reverzna
trankriptaza > Ul U/l !
Tfl DNA polimeraza 5 U/ul 1 U/ul 1
Vzorec osamljene RNA 2
Konéni volumen reakcije 50

Z RT-PCR smo pomnozevali specifi¢en odsek rotavirusnega genoma. Za dokazovanje
rotavirusov skupine A smo uporabili zacetne oligonukleotide, ki omogocajo pomnozevanje
celotnega odseka gena G (nosi zapis za strukturni protein VP7) in pomnozevanje odseka
gena P (nosi zapis za strukturni protein VP4). Za pomnozevanje gena G smo uporabili
zacetna oligonukleotida Beg9 in End9, za gen P pa zaCetna oligonukleotida con2 in con3
(preglednica 3-2). Za pozitivno kontrolo smo uporabili vzorec 801/06, negativna kontrola

pa je bila ddH,O brez RNAz.

Preglednica 3-2. Pomembne znacilnosti zacetnih oligonukleotidov Beg9, End9, con2 in con3.

Zacetni . . . . o
oligonukleotid Nukleotidno zaporedje Mesto prileganja Tm/(°C)
Beg9 GCTTTAAAAGAGAGAATTTCCG 2-23 60
End9 GGTCACATCATACAATTCTAAT 1061-1031 58
con2 ATTTCGGACCATTTATAACC 868-887 54
con3 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 11-32 62

Najprej smo v termopomnozevalniku iz RNA sintetizirali ¢cDNA in nato DNA
pomnozevali (preglednica 3-3). Rezultate smo preverili z gelsko elektroforezo (2%

agarozni gel). Dolzina pomnoZenih produktov gena G mora biti 1061 bp, gena P pa 876 bp.
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Preglednica 3-3. Program RT-PCR za pomnozevanje gena G in gena P (komercialni komplet Access

RT-PCR System).

Proces Temperatura/(°C) Cas/(min) Stevilo ciklov
za gen G za gen P

Reverzna 45 45 45 1
transkripcija
Razdvajanje in
inaktivacija RT 4 o4 2 !
Razdvajanje 94 94 0,5
Vezava zacetnih
oligonukleotidov >6 >0 ! 40
Podaljsevanje 68 68 2
Koncno - 68 68 7 1
podaljSevanje

3.2.4 Molekularno dolo¢anje rotavirusne RNA z reverzno transkripcijo in

pomnoZevanjem DNA

Komercialni komplet Rotavirus 280 (Sacace Biotechnologies) je namenjen za kvalitativno
doloCanje rotavirusne RNA, reverzna transkripcija in pomnozevanje DNA sta loCeni

reakciji.

Za 12 reakcij smo v epruvetko z liofiliziranim DTT odpipetirali 125 pul RT-meSanice,
vorteksirali 10 sekund in dodali 6 pul M-MLV (reverzna transkriptaza), ponovno
vorteksirali 3 sekunde in centrifugirali 7 sekund. V 12 epruvetk (0,5 pl) smo nato
odpipetirali po 10 pl meSanice in 10 pl ustreznega RNA vzorca ter previdno zmesali s
pipeto. Sledila je 30 minutna inkubacija pri 37 °C v termopomnozevalniku (RT). Dobljeno

cDNA smo nato red¢ili 1:2 s pufrom TE (dodatek 20 ul pufra TE v vsako epruvetko).

V vsako od 12 komercialno pripravljenih epruvetk s PCR-mix-1 reagenti (PCR meSanica)
smo dodali po 10 pl PCR-mix-2 reagenta (PCR meSanica) in 10 pl ustrezne cDNA. V
epruvetko za negativno kontrolo smo dodali 10 pl pufra, za pozitivno kontrolo pa 10 pl
Rotavirus ¢cDNA (C+). Zaprte epruvetke smo vstavili v termopomnozevalnik, ki je bil

predhodno ogret na 95 °C in uporabili program za pomnozevanje (preglednica 3-4).
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Preglednica 3-4. Program za pomnozevanje rotavirusne cDNA (komercialni komplet Rotavirus 280).

Proces Temperatura/(°C) Cas/(min) Stevilo ciklov
Razdvajanje 95 5 1
Razdvajanje 95 1

Vezava zaCetnih oligonukleotidov 55 1 42
Podaljsevanje 72 1

Konéno podaljsevanje 72 1 1

Analiza PCR produktov je potekala z gelsko elektroforezo (2% agarozni gel). DolZina

specifi¢no pomnozenega pridelka je 280 bp.

3.2.5 Reakcija PCR z notranjimi za¢etnimi oligonukleotidi (vgnezdena PCR)

Pri reakciji PCR z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi smo uporabili dve razli¢ni

reakcijski meSanici z razlicnima DNA polimerazama in sicer Go Taq polimerazo

(Promega, preglednica 3-5) in Tfi DNA polimerazo (Invitrogen, preglednica 3-6). Tfi DNA

polimerazo smo uporabili pri dokazovanju genotipa P[8].

Preglednica 3-5. Sestava reakcijske mesanice za reakcijo RT-PCR z notranjimi zac¢etnimi oligonukleotidi (Go

Taq polimeraza, za dolo¢anje genotipov G in P).

« Volumen, dodan v
Zacetna « . . Yoo
Reagent . Konc¢na koncentracija reakcijsko meSanico
koncentracija

(1))
ddH,0 63,5
5x DNA pufer 1x 20
Mesanica ANTP 10 mM 0,2 mM 2
Zacetni oligonukleotid 1 20 uM 0,4 uM 1
M.esamca zagetmh 0.24 M D
oligonukleotidov (za 2 uM (0,4 M vsakega) (2 ul vsakega)
genotipe G ali P) T H & K &
Go Taq polimeraza 50/l 1 U/ul 0,5
RT-PCR produkt (1:10) 1
Koncni volumen reakcije 100
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Preglednica 3-6. Sestava reakcijske meSanice za reakcijo RT-PCR z notranjimi zaGetnimi oligonukleotidi (Tfi

DNA polimeraza, za dolocanje genotipa P[8]).

Zadetna Volumen, dodan v
Reagent .. Kon¢na koncentracija reakcijsko mesanico
koncentracija
(u)
ddH,0 70
5x DNA pufer 5x 1x 20
MesSanica ANTP 10 mM 0,2 mM 2
Zacetni oligonukleotid 1 20 uM 0,4 uM 1
Zacetni oligonukleotid 2 20 uM 0,4 uM 1
MgCl, 50 mM 1,5 mM 3
Tfi DNA polimeraza 5U/ul 1 U/ul 2
RT-PCR produkt (1:10) 1
Konéni volumen reakcije 100

Pri tipizaciji gena G in gena P smo uporabili zacetne oligonukleotide, ki prilegajo na
variabilna mesta znotraj pomnozenega RT-PCR produkta. Ta variabilna mesta se med
razliénimi genotipi razlikujejo in glede na dolzino pomnozenega dela DNA lahko po PCR
reakciji z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi dolo¢imo genotip v vzorcu. Za dolocanje
genotipov gena G smo uporabili zacetne oligonukleotide aBT1, aCT2, aET3, aDT4, aATS,
aFT9 in Beg9 (preglednica 3-7 in slika 3-2) ter 1T-1A, 2T-1, 3T-1, 4T-1, 5T-1, SE-1 in

con3 za dolocanje genotipov gena P (preglednica 3-8 in slika 3-3).

Preglednica 3-7. Pomembne znacilnosti zacetnih oligonukleotidov aBT1, aCT2, aET3, aDT4, aAT8 in aFT9.

. Zadetni . Nukleotidno zaporedje l.\/[esto- Tom/ Doloéz}nj ¢
oligonukleotid prileganja O genotipa
aBT1 CAAGTACTCAAATCAATGATGG 314-335 60 Gl
aCT2 ATGATATTAACACATTTTCTGTG 413-435 58 G2
aET3 CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG 689-709 60 G3
aDT4 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG 480-498 58 G4
aAT8 GTCACACCATTTGTAAATTCG 178-198 58 G8

aFT9 CTAGATGTAACTACAACTAC 757-776 54 G9
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Preglednica 3-8. Pomembne znacilnosti zacetnih oligonukleotidov 1T-1A, 2T-1, 3T-1, 4T-1, 5T-1 in SE-1.

Zacetni Nukleotidno zaporedie Mesto Tm/ | Doloc¢anje
oligonukleotid P L prileganja °O) genotipa
1T-1A TCTACTGGATCGACGTGC 339-356 52 P[8]
2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 474-494 58 P[4]
3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA 259-278 52 P[6]
4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC 385-402 52 P[9]
5T-1 ATCATAGTTAGTAGTCGG 575-594 50 P[10]
SE-1 CTCTGCTATTCTACCTATTTG 271-291 58 P[14]
Beg9 1061 bp End9
5 aATS 3
G8 = 885 bp .
aBT1
G1 fe— 749 bp
aCT2
G2 — 652 bp
aDT4
G4 — 583 bp
aET3
G3 f— 374 bp
aFTo9
G9 — 306 bp

Slika 3-2. Skica prileganja notranjih zacetnih oligonukleotidov pri reakciji PCR in dolzine pomnozenih

odsekov gena G z variabilnimi regijami.

con3 con2
i::> 876 bp <::i
5' 5T-1 3
P[10] . 583 bp <:i
2T-1
P[4] . 483 bp <:l
4T-1
P[9] . 391 bp <:1
1T-1A
P[8] . 345 bp <
SE-1
P[14] - 280bp o4
3T-1
P[6] - 267 bp <

Slika 3-3. Skica prileganja notranjih zacetnih oligonukleotidov pri reakciji PCR in dolzine pomnoZenih

odsekov gena P z variabilnimi regijami.
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Za pomnozevanje z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi smo uporabili 10x redCitve
produktov RT-PCR. K 99 ul reakcijske meSanice smo dodali 1 pl redéenega vzorca.

Kon¢ni volumen je tako znaSal 100 pl. Epruvetke smo vstavili v termopomnozevalnik in

izbrali ustrezen program za tipizacijo gena G ali P (preglednice 3-9, 3-10 in 3-11).

Preglednica 3-9. Program za pomnozevanje z notranjimi zac¢etnimi oligonukleotidi za gen G.

Proces Temperatura/(°C) Cas/(min) Stevilo ciklov
Zacetno razdvajanje 95 10 1
Razdvajanje 96 1
Vezava zaCetnih
oligonukleotidov 60 0,75 10
PodaljSevanje 72 1,5
Razdvajanje 96 1
Vezava zaéetnih
oligonukleotidov 48 0,75 30
PodaljSevanje 72 1,5
Kon¢no podaljSevanje 72 7 1

Preglednica 3-10. Program za pomnozevanje z notranjimi zac¢etnimi oligonukleotidi za gen P.

Proces Temperatura/(°C) Cas/(min) Stevilo ciklov
Zacetno razdvajanje 95 10 1
Razdvajanje 96 1
Vezava zacetnih
oligonukleotidov >0 0,75 40
Podaljsevanje 72 1,5
Koncno podaljSevanje 72 7 1

Preglednica 3-11. Program za pomnoZevanje z notranjimi za¢etnimi oligonukleotidi za genotip P[8] (Tfi

polimeraza).
Proces Temperatura/(°C) Cas/(min) Stevilo ciklov
Zacetno razdvajanje 94 2 1
Razdvajanje 94 0,5
Vezava zacetnih
oligonukleotidov >0 0,5 40
Podaljsevanje 72 1
Kon¢no podaljSevanje 72 10 1

Produkte smo analizirali z gelsko elektroforezo (2% agarozni gel).
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3.2.6 Analiza produktov RT-PCR in PCR z notranjimi za¢etnimi oligonukleotidi

Pripravili smo 2% agarozni gel iz 1 g agaroze v prahu in 50 ml 1x pufra TAE. Agarozo
smo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pecici, jo ohladili na priblizno 60°C, nato pa
dodali 5 pl etidijevega bromida (5 mg/ml) ter jo zlili v nosilec z names¢enim glavni¢kom.

Ko se je gel strdil, smo ga skupaj z nosilcem potopili v banjico z 1x pufrom TAE.

Na mikrotitrski plos¢ici smo v vsako luknjico odpipetirali 2 pl 6x nanaSalnega pufra in 10
pl vzorca pomnozenih odsekov ter meSanico nanesli v vdolbinice na gelu. Na gel smo
poleg vzorcev, negativne in pozitivne kontrole nanesli Se 5 pl komercialno pripravljenega

molekularnega oznacevalca (100 bp).

Elektroforeza je potekala 50 minut pri napetosti 90 V.

Po koncani elektroforezi smo gel previdno odstranili iz banjice in ga prenesli v UV
transiluminator ter z racunalniSkim programom in kamero dokazali PCR produkte.
Vidljivost pomnozenih odsekov pod ultravijoli¢no svetlobo smo omogocili z dodatkom

etidijevega bromida v agarozni gel.

Pomnozeni odseki so se zaradi razlicne hitrosti potovanja locili po velikosti. Glede na

molekularni oznadevalec smo nato velikost lahko tudi dolo¢ili.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE GENA G Z ENOSTOPENJSKO REAKCIJO REVERZNE
TRANSKRIPCIJE IN POMNOZEVANIJA DNA (Access RT PCR System)

Z RT-PCR smo z zacetnimi oligonukleotidi Beg9 in End9, Tfl DNA polimerazo in
mesanico reagentov komercialnega kompleta Access RT PCR Sytem (Preglednica 3-1)
pomnozili odsek gena G, dolg 1061 bp. Program za pomnoZevanje V
termopomnozevalniku je zapisan v preglednici 3-3. Uspesno smo pomnozili RNA pri 93
vzorcih, pri 6 vzorcih RNA nismo pomnozili, pri enem vzorcu pa je bil pomnozeni odsek

nespecifien.

1061 bp 1000 bp

Legenda:
1 — vzorec 2541/05, 1061 bp
2 — molekularni oznacevalec 100 bp

Slika 4-1. Odseki DNA po RT-PCR za gen G.

42 DOLOCANJE GENA P Z ENOSTOPENJSKO REAKCIJO REVERZNE
TRANSKRIPCIJE IN POMNOZEVANIJA DNA (Access RT-PCR System)

Uporabili smo enako reakcijsko meSanico kot pri pomnozevanju gena G (Preglednica 3-1)
ter zacetna oligonukleotida con2 in con3, ki sta specificna za gen P in omogocata
pomnozevanje odseka gena P, dolgega 876 bp. Program za RT-PCR reakcijo je zapisan v
preglednici 3-3. Uspesno smo pomnozili RNA pri 96 vzorcih, pri 4 vzorcih je bil rezultat

negativen.
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1000 bp 876 bp

Legenda:
1 — molekularni oznacevalec 100 bp
2 —vzorec 2597/05, 876 bp

Slika 4-2. Odseki DNA po RT-PCR za gen P.

43 DOLOCANJE ROTAVIRUSNE RNA S KOMERCIALNIM KOMPLETOM
Rotavirus 280

Za preizkuSanje komercialnega kompleta Rotavirus 280 smo izbrali 18 od 100 vzorcev
(vkljucenih v naso raziskavo) v katerih so predhodno dokazali rotaviruse z reakcijo ELISA
in/ali EM. Izbrali smo 12 vzorcev, pri katerih smo uspesno pomnozili oba odseka gena G
in P, 2 vzorca z uspeSno pomnozenim odsekom gena G ali P ter 4 vzorce (2538/05,
2566/05, 41/06 in 62/06), kjer nismo pomnoZili niti odseka gena G niti odseka gena P.
Poleg teh vzorcev smo z omenjenim komercialnim kompletom testirali Se 10 vzorcev, v

katerih so predhodno dokazali kaliciviruse.

Reakciji reverzne transkripcije in pomnoZevanja smo izvedli po prilozenem protokolu
(poglavje 3.2.4), program pomnoZevanja smo prilagodili (Preglednica 3-4). Za
optimizacijo smo uporabili vzorec 2594/05, katerega gen G in gen P smo uspesno
pomnozili z Access RT-PCR. Za reakcijo smo uporabili nered¢eno RNA in red¢eno RNA
(1:10, 1:100). Specificno pomnozeni odseki DNA so bili dolgi 280 bp. Z analizo PCR
produktov smo ugotovili, da je reakcija potekla uspesno tako pri neredcenih kot tudi pri
redéenih vzorcih. NajlepSe so se pod UV transiluminatorjem videle lise pomnoZzenih
odsekov neredcenega vzorca, zato v nadaljevanju RNA nismo red¢ili. Pri analizi smo
ugotovili, da je meSanici reagentov dodano tudi barvilo, vidno pod UV transiluminatorjem,

zato ga pred elektroforezo ni bilo potrebno dodajati.
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S komercialnim kompletom Rotavirus 280 smo uspeli pomnoziti in dokazati rotavirusno
RNA pri vseh 18 testiranih vzorcih, izbranih iz nabora 100 preiskovanih vzorcev. Pri 6
vzorcih, kjer s komercialnim kompletom Access RT-PCR System nismo pomnozili RNA,
smo s kompletom Rotavirus 280 dokazali rotavirusno RNA. Prav tako smo rotavirusno

RNA dokazali pri 12 vzorcih, ki smo jih dokazali tudi z RT-PCR. Negativne rezultate smo

dobili pri 10 vzorcih, v katerih so bili predhodno Ze dokazani kalicivirusi in ne rotavirusi

(Preglednica 4-1).

Legenda:

1 — vzorec 2413/05, 280 bp

2 —vzorec 2491/05, 280 bp

3 — vzorec 2493/05, 280 bp

4 — vzorec 2494/05, 280 bp

5 —vzorec 2538/05, 280 bp

6 — molekularni oznacevalec 100bp
7 — vzorec 2423/05, 280 bp

8 — vzorec 2425/05, 280 bp

9 — vzorec 2426/05, 280 bp

10 — vzorec 2442/05, 280 bp

11 — negativna kontrola (-)

12 — pozitivna kontrola (+), 280 bp

Slika 4-3. Odseki DNA po RT-PCR, komercialni komplet Rotavirus 280.

Preglednica 4-1. Rezultati preizkuSanja komercialnega kompleta Rotavirus 280.

Komercialni Access RT-PCR Access RT-PCR
komplet negativen rezultat pozitiven rezultat
Rotavirus 280
negativen 10 (kalicivirusi) 0
rezultat
Rotavirus 280
pozitiven 6 12
rezultat

44 GENOTIPIZACIJA GENA G, PCR S SPECIFICNIMI NOTRANJIMI ZACETNIMI
OLIGONUKLEOTIDI (vgnezdena PCR)

Za genotipizacijo gena G smo uporabili produkte RT-PCR. Za PCR smo uporabili
reakcijsko mesSanico (Preglednica 3-5), zaletni oligonukleotid End9 in 6 specifi¢nih

notranjih zacetnih oligonukleotidov (Preglednica 3-7), s katerimi smo dolocali genotipe
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Gl1, G2, G3, G4, G8 in 9. Reakcijo pomnozevanja z notranjimi zac¢etnimi oligonukleotidi
smo izvedli s programom v preglednici 3-9. Velikosti posameznih odsekov po koncani
vgnezdeni PCR smo dolo€ili z gelsko elektroforezo. Za pozitivno kontrolo smo uporabili

vzorec, v katerem so predhodno dokazali genotip G1.

1z slike 4-4 je razvidno, da smo uspeli dolociti genotipe G1 z dolZino odseka 749 bp, G2 z
dolzino odseka 652 bp, G4 z dolzino odseka 583 bp, G3 z dolzino odseka 374 bp in G9 z
dolzino odseka 306 bp.

Legenda:

1 — G1, vzorec 2426/05, 749 bp

2 — G2, vzorec 2433/05, 652 bp

3 —@G9, vzorec 2442/05, 306 bp

4 — molekularni oznacevalec 100 bp
5—G@G9, vzorec 2444/05, 306 bp

6 — G1, vzorec 2445/05, 749 bp

7 —G1, vzorec 2454/05, 749bp

8 — G4, vzorec 2455/05, 583 bp

9 — G3, vzorec 2609/06, 374 bp

10 — molekularni oznacevalec 100 bp

Slika 4-4. Odseki DNA po vgnezdeni PCR reakciji za G genotipizacijo.

4.5 GENOTIPIZACIJA GENA P, PCR S SPECIFICNIMI NOTRANJIMI ZACETNIMI
OLIGONUKLEOTIDI (vgnezdena PCR)

Za genotipizacijo gena P smo uporabili ustrezno reakcijsko meSanico (preglednica 3-5) s
specificnimi notranjimi zacetnimi oligonukleotidi (preglednica 3-8) ter programom PCR
(preglednica 3-10). Dolocali smo genotipe P[4], P[6], P[8], P[9], P[10] in P[14]. Za
pozitivno kontrolo smo uporabljali vzorec, pri katerem so predhodno dokazali genotip

P[8].

Dolocili smo odseke, dolge 483 bp (genotip P[4]), 345 bp (genotip P[8]) in 280 bp (genotip
P[14]).
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Legenda:

1 — P[4], vzorec 2566/05, 483 bp

2 — P[8], vzorec 2572/05, 345 bp

3 — P[8], vzorec 2573/05, 345 bp

4 — P[8], vzorec 2581/05, 345 bp

5 — molekularni oznacevalec 100 bp
6 — P[14], vzorec 2433/05, 280 bp

7 — molekularni oznacevalec 100 bp

Slika 4-5. Odseki DNA po vgnezdeni PCR reakciji za P genotipizacijo.

4.6 ZNACILNOSTI VZORCEV

Pregledali smo 100 vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok z gastroenteritisom v obdobju
od 1.12.2005 do 7.1.2006. V vzorcih so predhodno Ze dokazali rotaviruse z reakcijo
ELISA in/ali EM. S testom ELISA so dokazali rotaviruse skupine A pri 96 vzorcih. Z
metodo elektronske mikroskopije le pri enem od 100 pregledanih vzorcev niso dolocili

rotavirusov, pri vseh ostalih (99) so jih dokazali.

Najvec vzorcev, pri katerih so dolocili rotaviruse, so pregledali 27. decembra 2005 (Slika
4-7). Od 100 vzorcev iztrebkov so jih 50 odvzeli bolnikom moskega spola in 50 bolnicam
zenskega spola. Povprecna starost bolnikov je bila 2 leti in 3 mesece. Najmlajsi bolnik je
bil star 21 dni (decek), najstarejSa bolnica pa 8 let in 2 meseca. Po statisti¢ni analizi smo
ugotovili, da je bilo najvecje Stevilo okuzb pri bolnikih med 1. in 2. letom starosti (37,8
%). Ostale podatke o porazdelitvi okuzb z rotavirusi po starostnih razredih smo podali na
sliki 4-6. Pri dveh osebah ob odvzemu vzorca niso zabelezili datuma rojstva, zato ju nismo

upostevali pri analizah starosti.
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Slika 4-6. Porazdelitev okuzb z rotavirusi po starostnih razredih, 1. december 2005 - 7. januar 2006.
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Slika 4-7. Stevilo dnevno prevzetih vzorcev pri katerih so z ELISA in EM doloéili rotaviruse, 1. december

2005 - 7. januar 2006.

V genotipizacijo smo vkljucili vse vzorce. Vzorce, katerih pomnozeni odseki so bili po
RT-PCR jasno vidni pod UV transiluminatorjem, smo pred reakcijo PCR z notranjimi

zacetnimi oligonukleotidi redc¢ili 1:10. Vzorcev, katerih rezultati so bili pri RT-PCR
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negativni, nismo red¢ili. Uspeli smo dolo€iti genotipe pri 95,0 % vzorcev (genotip G in P),
pri enem (1,0 %) vzorcu smo doloc¢ili le genotip P. 4 vzorce, pri katerih nismo uspeli
dolociti genotipa ali pa smo dobili dvoumen rezultat, smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje s
sekvenciranjem. Pri vzorcu 2433/05 smo potrdili genotip P[14], za vzorec 48/06 smo
dokazali genotip P[4], v vzorcu 19/06 pa smo dolocili genotip G9. Odkrili pa smo Se
genotip G12 (vzorec 2486/05), ki ga v Sloveniji pred letom 2005 $e niso dokazali.

Pri vecini vzorcev (83,0 %) smo dokazali genotip G1. Pri 9,0 % vzorcev smo ugotovili
genotip G9. Dokazali smo tudi eno okuzbo z G4 (1,0 %), eno z G12 (1,0 %) in dva primera
okuzbe z genotipom G2 (2,0 %). Dolocili smo Se tri meSane okuzbe, G1G3 (1, 0 %) in
G3G9 (2,0 %). Enemu vzorcu (1,0 %) nismo uspeli dolociti genotipa G (Slika 5-1). Pri
vseh vzorcih smo dolocili genotip P. Najpogostejsi genotip je bil P[8] v 97,0 %. V dveh
primerih (2,0 %) smo dolocili genotip P[4] in v enem (1,0 %) P[14] (Slika 5-2). MeSanih

okuzb pri dolocanju genotipov P nismo dokazali.

Dolo¢ili smo kar 83,0 % genotipov G1P[8]. Genotip G9P[8] smo dokazali v 8,0 %. Ostali
genotipi so se pojavljali redkeje: G2P[4] (1,0 %), G2P[14] (1,0 %), G4P[8] (1,0 %),
G9P[4] (1,0 %) in G12P[8] (1,0 %). Ugotovili smo tudi dve meSani okuzbi G3G9P[8] (2,0
%) in eno mesSano okuzbo GIG3P[8] (1,0 %). Pri enem vzorcu smo lahko dolocili le
genotip P[8] (1,0 %). Genotipizirati nam je uspelo kar 99,0 % vzorcev, en vzorec (1,0 %)

smo delno tipizirali (Priloge A, B in C).

G12 f:,c/i G3G9Y
G 1,0% N\ 7 2,0 %
8,0 % netipizirani
G4 1,0 %
1,0 %
G2
2,0 %

e

84,0 %

Slika 5-1. Pogostost genotipov G, 1. december 2005 - 7. januar 2006.
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P14 P4
1,0 % 2,0 %

=

P8
97,0 %

Slika 5-2. Pogostost genotipov P, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

G1G3P[8] G3G9P[8]  G2P[4]  GYP[4]  G2P[14]
1,0 % 2,0 % 1,0 % 1,0 % 1,0 %

delno tipizirani

GI12P[8] vt
E) 0

1,0 %

GIP[8]
8,0 %

G4P[8]
1,0 %

\GIP[BI

83,0 %

Slika 5-3. Pogostost genotipov, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

Osnovne podatke in rezultate reakcij ELISA, EM, RT-PCR (Access RT-PCR System;
Rotavirus 280), PCR z notranjimi zac¢etnimi oligonukleotidi in sekvenciranja smo prikazali
v Prilogi A. Pogostost posameznih genotipov G in P sta v Prilogi B, preglednica pogostosti

genotipov pa je v Prilogi C.



Kralj I. Dolocanje rotavirusnih genotipov pri hospitaliziranih otrocih z gastroenteritisom. 39
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2007

5 RAZPRAVA

Rotavirusi skupine A so glavni povzrocitelji drisk pri novorojenckih in otrocih starih do 5
let (Kapikian in Chanock, 1990; Parashar in sod., 1998; Samajdar in sod., 2006). Zaradi
rotavirusnih okuzb vsako leto umre tudi do 705000 otrok, najve¢ v razvijajocih se dezelah
(Parashar in sod., 2006). Zaradi ekonomskega bremena hospitalizacij (priblizno 2 milijona
otrok na leto) in zdravljenja je nujno potreben razvoj kakovostnih in ucinkovitih cepiv.
Trenutno sta v uporabi dve cepivi (RotaTeq in Rotarix), katerih vpliv na smrtnost in
epidemiologijo bo znan v prihodnosti (Dennehy, 2007; Angel in sod., 2007). Ker $¢itita le
pred okuzbami dolocenih genotipov rotavirusov, obstaja moznost razsirjanja do sedaj manj

pogostih genotipov.

Za razvoj cepiv je nujno spremljanje epidemiologije rotavirusov, kajti le tako lahko
pripravijo cepivo, ki bo §citilo otroke pred vecino okuzb z rotavirusi. Z molekularnimi
metodami so do sedaj dokumentirali 15 G in 27 P rotavirusnih genotipov skupine A
(Martella in sod., 2006; Rahman in sod., 2005; Steyer in sod., 2007b). Pri ljudeh so dolo¢ili
11 genotipov G in 13 genotipov P (Martella in sod., 2004, Martella in sod., 2006; De
Grazia in sod., 2007). Porocali so Ze o Stevilnih kombinacijah G/P genotipov. Ob zadnjem
pregledu rotavirusnih genotipov so dokazali pogostejSe pojavljanje Stirth genotipov:
GI1P[8], G2P[4], G3P[8] in G4P[8]. Poleg njih postajajo vse bolj pogosti tudi genotipi
GIP[8] in GIP[6] (Gentsch, 1996; Desselberger in Gray, 2005; Desselberger in sod.,
2006).

5.1 DOLOCANJE GENA G IN P Z ENOSTOPENJSKO REAKCIJO REVERZNE
TRANSKRIPCIJE IN POMNOZEVANIJA DNA (Access RT-PCR System)

Za pomnozevanje gena G smo uporabili metodo Access RT-PCR (Promega), s katero smo
hkrati izvedli dve reakciji: reverzno transkripcijo (prepis RNA v DNA) in pomnozevanje
DNA. Reakcijo smo izvajali z ze prej optimiziranim programom RT-PCR (Steyer, 2002) s
temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov 56 °C (Preglednica 3-3). Pri
pomnozevanju prvih 20 vzorcev smo opazili kar nekaj negativnih rezultatov. Domnevali
smo, da je to lahko posledica prevelike koncentracija osamljene RNA v vzorcu, zato smo

reakcijo ponovili z redéenjem RNA 1:10. Pri ponovitvi poskusa z red¢eno osamljeno RNA
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smo odseke uspesno pomnozili. Pri nadaljnjem pomnozevanju smo vzorce RNA vedno
redCili 1:10. Z reakcijo RT-PCR smo preverjali tudi ddH,O brez RNaz, ki smo jo
uporabljali pri osamitvi RNA iz vzorcev iztrebkov. V vseh primerih nismo zaznali

pomnozenih pridelkov in tako dokazali, da uporabljena voda ni bila kontaminirana.

Pri pomnoZevanju gena P nismo imeli tezav. Tudi tu smo uporabili Ze optimiziran program

pomnozevanja s temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov 50 °C (Steyer, 2002).

Pri pregledu skupnih rezultatov smo ugotovili, da nam pri pomnoZevanju odsekov gena G
in P pri vzorcih 2538/05, 2566/05, 41/06 in 62/06 ni uspelo dokazati rotavirusne RNA. Pri
vzorcih 2413/05 in 2561/05 smo pomnozili le odsek gena P, ne pa tudi gena G. Pri vzorcih
2538/05, 2566/05, 41/06 in 62/06 smo po osamitvi RNA iz vzorcev opazili rjavkasto

oborino. Domnevamo, da so bile to necistoce, ki so ovirale pomnoZevanje RNA.

52 DOLOCANJE ROTAVIRUSNE RNA S KOMERCIALNIM KOMPLETOM
Rotavirus 280

Komercialni komplet Rotavirus 280 je namenjen za reakciji reverzne transkripcije in
pomnozevanja nukleinskih kislin. Ker sta to dve loCeni reakciji je pri tej metodi moznost
kontaminacije vecja kot pri metodi Access RT-PCR, kjer sta reverzna transkripcija in
pomnozevanje DNA zdruzeni. Komplet Rotavirus 280 vsebuje reagente za 50 testov,
komplet Access RT-PCR pa za 100. Ugotovili smo, da je metoda Rotavirus 280 v
primerjavi z metodo Access RT-PCR enostavnejsa in hitrejSa. Reakcijska meSanica je bila
ze pripravljena, ni nam bilo potrebno dodajati zacetnih oligonukleotidov (hitrejsa
predpriprava), reverzna transkripcija je potekala 30 minut, pomnozevanje DNA pa 2 uri in
12 minut (RT in PCR skupaj 2 uri in 42 minut). Pri kompletu Access RT-PCR smo pred
RT-PCR pripravili reakcijsko meSanico in dodali zacetne oligonukleotide, katerih komplet
ne vsebuje. Poleg daljse predpriprave je bil daljsi tudi ¢as RT-PCR, ki je trajal 3 ure in 14
minut. Pred elektroforezo smo produktom morali dodajati nanaSalni pufer. Pri kompletu
Rotavirus 280 dodajanje barvila ni bilo potrebno, ker ga je pripravljena reakcijska

mesSanica ze vsebovala.
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Casovna razlika med reakcijami obeh kompletov je bila 32 minut. Z metodo Rotavirus 280
smo uspeli pomnoziti RNA tudi pri tistih vzorcih, katerih pomnoZevanje specifi¢nih
odsekov G in P z Access RT-PCR ni bilo uspesno. Glede na to lahko sklepamo, da je
metoda Rotavirus 280 bolj obcutljiva, vendar tega ne moremo zagotovo trditi, saj smo
testirali premajhno Stevilo vzorcev. Ugotovili smo, da je Rotavirus 280 uporaben za hitro
molekularno diagnostiko. Ker je to kvalitativen test, nam omogoca le dolocanje rotavirusne
RNA. V primeru epidemioloskih Studij je bolj uporaben komplet Access RT-PCR, ki nam

omogoca pomnozitev specificnega odseka gena za nadaljnjo genotipizacijo.

53 GENOTIPIZACUA GENOV G IN P S SPECIFICNIMI NOTRANJIMI
ZACETNIMI OLIGONUKLEOTIDI (vgnezdena PCR)

Za genotipizacijo gena G in gena P smo uporabili specifiéne notranje zacetne
oligonukleotide, ki se prilegajo variabilnim mestom znotraj pomnozenega RT-PCR
produkta. Variabilna mesta so znotraj doloCenega genotipa ohranjena, zato smo lahko
glede na razlicne dolzine pomnozenih odsekov dolocili genotip. S sekvenciranjem so pri
rotavirusnih sevih v Sloveniji leta 2001 dolo¢ili to€¢kovne mutacije na mestu prileganja
zacetnega oligonukleotida za genotipizacijo P[8], zato smo pri genotipizaciji P namesto
1T-1 uporabili spremenjen zacetni oligonukleotid 1T-1A (neobjavljeno). Program za
pomnoZzevanje gena G so priredili tako (Steyer, 2002), da prvih 10 ciklov (razdvajanje,
vezava zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanje) poteka pri visji, naslednjih 30 pa pri
nizji temperaturi (Preglednica 3-9). S takimi pogoji smo preprecili nastajanje nespecificnih
produktov pomnozevanja. Pri genotipizaciji gena G nismo imeli tezav, pri doloCanju
genotipov P pa smo velikokrat opazili negotove, slabe ali celo negativne rezultate. Odlocili
smo se preizkusiti kakovost uporabljenih zacetnih oligonukleotidov. Pripravili smo tudi
nove raztopine zacetnih oligonukleotidov in izvedli reakcijo vgnezdene PCR. V poskus
smo vkljucili tri vzorce, katerih genotipe smo Ze uspeli dolociti. Ugotovili smo, da so bili
uporabljeni zacetni oligonukleotidi slabi, zato smo pri nadaljnjih reakcijah uporabljali
nove. Poleg genotipov P[4], P[8] in P[14] smo dobili tudi precejs$nje Stevilo Sibko vidnih
odsekov 345 bp (genotip P[8]) in ponovno veliko negativnih rezultatov. Odlocili smo se za
preizkus nove DNA polimeraze. Reagente s Tfi DNA polimerazo (Invitrogen) in program

vgnezdene PCR smo najprej optimizirali, nato ponovili reakcijo pri vzorcih, katerih
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genotipizacija ni uspela. Rezultat reakcije je bil znova negativen. Ker smo predvidevali, da
je vecina nedolocljivih vzorcev genotipa P[8], smo se odlo¢ili preizkusiti vgnezdeno PCR
z reakcijsko meSanico, kateri smo dodali le zacetna oligonukleotida con3 in I1T-1A s
povecano koncentracijo (20 uM). Pri taks$nih pogojih nam je uspelo dolociti genotip P[8§]

pri dotlej nedoloc€ljivih vzorcih.

Da bi ugotovili pravi vzrok nasih tezav pri dolo¢anju genotipa P[8], bi morali celotnemu
pomnozenemu odseku gena P dolociti nukleotidno zaporedje. Zaradi visoke stopnje
toCkovnih mutacij lahko le-te nastanejo tudi na genskih odsekih, ki kodirajo proteina VP7
in VP4. To je lahko vzrok za neuspesno prileganje zacetnih oligonukleotidov, ki jih
uporabljamo za genotipizacijo. Posledica so lahko napa¢no ali neuspe$no tipizirani
rotavirusni sevi (Iturriza-Goémara in sod., 2000). Pred leti so v Sloveniji ugotavljali
podobne tezave pri doloCanju genotipa P[8] (Steyer, 2002). Podobne pojave so opazali tudi
na Madzarskem, kjer so wugotovili, da so se na mestu vezave specificnega
oligonukleotidnega zacetnika 1T-1 pojavile mutacije. Ob upoStevanju teh tockovnih
mutacij so s spremembo oligonukleotidnega zacetnika 1T-1 ponovno omogocili dolo¢anje
genotipa P[8] (Banyai in sod., 2005). Sklepamo, da je tudi v naSem primeru prislo do
sprememb na odseku gena P, kamor prilega notranji specificni zacetni oligonukleotid

1T-1A. Najverjetneje so vzrok za to tockaste mutacije ali prerazporejanje genoma.

Zaradi tezav metode PCR, kot v naSem primeru pri doloCanju genotipa P, so razvili tehniko
dokazovanja genotipov z mikromrezami. S €ipi, na katerih je tudi do 12 razli¢nih zacetnih
oligonukleotidov (oznacenih s fluorescentnim barvilom) za posamezne genotipe G in P, so
lahko dolo¢ili prej nedolocljive genotipe in meSane okuzbe s PCR. Prav tako so brez tezav
dolocili genotipe referencnih kot tudi porajajocih se novih sevov. Metoda je veliko bolj
obcutljiva kot RT-PCR in vgnezdena PCR in omogoca genotipizacijo VP7 genov (G1 do
G6, G8 do G10 in G12) ter VP4 genov (P[4], P[6], P[8], P[9] in P[14]) (Honma in sod.,
2007).

Uspesno smo dolocili genotipe vzorcev, pri katerih z RT-PCR nismo uspesno prepisali in

pomnozili rotavirusne RNA do koli¢ine, ki bi jo lahko dokazali v agaroznem gelu.
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Sklepamo, da je vzrok za to majhna koli¢ina pomnozene DNA. V vzorcih so lahko bili Se

inhibitorji pomnozevanja.

5.4 ZNACILNOSTI VZORCEV

Kljub temu, da pri $tirih vzorcih, vkljucenih v naso raziskavo, predhodno s testom ELISA
niso dokazali rotavirusov, smo z molekularnimi metodami dokazali rotaviruse skupine A,
genotip G1P[8]. Tockovne mutacije na genskih odsekih, ki kodirajo strukturne proteine,
povzrocijo tudi spremembe v zgradbi le-teh. Zaradi tega protitelesa ne prepoznajo
antigenskih determinant, pojav pa nekateri imenujejo »pobeg protitelesom« (Iturriza-

Gomara in sod., 2001).

Rotavirusne okuzbe so najpogostejSe od 6. meseca do 5. leta starosti. Novorojence
navadno pred okuzbami z rotavirusi zavarujejo materina zascitna protitelesa, po 3. mesecu
starosti pa titer protiteles upade (Angel in sod., 2007). Dokazali smo rotaviruse (genotip
GI1P[8]) v petih vzorcih, ki so jih odvzeli hospitaliziranim otrokom, mlajSim od Sest
mesecev. Domnevamo lahko, da materina protitelesa niso §c€itila pred okuzbo z genotipom
G1[8], da je bil otrok imunsko pomanjkljiv ali pa je okuzba vzrok bolni$ni¢no pridobljene
okuzbe. Te se pojavljajo tako pri novorojenckih kot tudi starejSih otrocih in celo
starostnikih (Chandran in sod., 2006). Rotaviruse smo dokazali pri 4 otrocih, ki so bili
starejsi od 5 let. Vse ostale okuzbe smo dokazali pri otrocih med 6. mesecem in 5. letom

starosti (90,8 %).

Glede na dobljene rezultate ugotavljamo, da je kakor v prejSnjih letih, najpogostejsi
genotip v Sloveniji GI1P[8]. Drugi najpogostejsi genotip v nasi raziskavi je bil G9P[8], ki
se je prvi¢ v Sloveniji pojavil Sele v rotavirusni sezoni 2001/02. V sosednjih drzavah so
opazili porast genotipa G9 v zadnjih letih. Prve seve genotipa G9 so v Italiji dokazali okoli
leta 1990 (Arista, 1997), leta 1999 pa je predstavljal Ze tretjino najbolj pogostih
rotavirusnih genotipov G (Arista in sod., 2003). Leta 2005 so na Siciliji dolo¢ili genotip
G9 pri 60,8 % rotavirusnih okuzb pri otrocih (De Grazia in sod., 2007). Na MadZarskem so
genotip G9 prvi¢ dokazali v rotavirusni sezoni 1997-1998 (Banyai in sod., 2004a; Banyai
in sod., 2004b), v sezoni 1999-2000 pa je ze predstavljal drugi najpogostejsi genotip v
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Budimpesti in okolici ter Cetrti najbolj pogosti genotip v pokrajini Baranya (Bényai in sod.,
2004a). Pri raziskavi v Demokrati¢ni republiki Kongo so ugotovili, da so aminokislinska
zaporedja (AK) seva G9P[8], dolocenega na Madzarskem, od 98,6 do 98,9% identicna AK
zaporedju sevov G8P[8] in G8P[6]. Postavili so teorijo, da bi sev G9P[8] lahko bil dajalec
genomskega odseka VP4 (P[8]) sevom G8P[8] in G8P[6] (Matthijnssens in sod., 2006).

Redka genotipa G2P[4] in G4P[8] so dokazali ze prej, prav tako so jih dolocili tudi v
sosednjih drzavah (Tcheremenskaia in sod., 2007; Banyai in sod., 2004a; Béanyai in sod.,
2004b; Banyai in sod., 2004c, Banyai in sod., 2005; Friihwirth, 2000; De Grazia in sod.,
2007). V Sloveniji smo v tej raziskavi prvi¢ dolocili genotip G9P[4] (rotavirusna sezona

2005/06). V istem letu so ga dokazali tudi na HrvaSkem (Tcheremenskaia in sod., 2007).

Zelo redek genotip P[14] smo v Sloveniji dolocili prvi€. Do leta 1999 so zabelezili le nekaj
primerov na Finskem, v Juzni Afriki in Egiptu. O osamljenih primerih so porocali iz Italije,
Madzarske, Tajske in Avstralije. Porocali so tudi o zaj¢jih rotavirusnih sevih P[14] (3 iz
ZDA in 1 iz Japonske). Predvidevajo, da so izvor tega genotipa prav zaj¢ji rotavirusi.
Cloveski rotavirusni genotip P[14] se je do sedaj pojavljal v kombinaciji z genotipi G8, G6
in G10, nikoli z G2 (Holmes in sod., 1999). V sosednjih drzavah (v Italiji in na
Madzarskem) so dokazali genotip G6P[14] (Gerna in sod., 1994; Banyai in sod., 2003).
Nukleotidna zaporedja Italijanskega rotavirusnega seva P[14] se v 95 % ujemajo z

nukleotidnim zaporedjem seva P[14], ki smo ga dolocili v nasi raziskavi.

Pri naSem delu smo v Sloveniji prvi¢ dolocili tudi genotip G12P[8] (retrospektivna
Studija). Prav tako so leta 2006 v dveh primerih dokazali rotavirusni genotip G12P[§]
(Steyer in sod., 2007a). Genotip G12P[8] so prvi¢ dokazali na Filipinih med leti 1987 in
1988 (Taniguchi in sod, 1990). V Indiji je od leta 2003 do 2005 pogostost okuzb z
genotipom G12 narasla iz 4,2 % na 30,0 %. Pojavljal se je v kombinaciji s P[4], P[6] in
P[8] (Samajdar in sod, 2006). G12P[8] se je nedavno pojavil v Evropi, prvi¢ leta 2002 v
Angliji (Rahman in sod., 2007). Na Madzarskem so leta 2005 prvi¢ odkrili rotavirusni sev
G12P[8] (Banyai in sod., 2007). Razsirjanje rotavirusnega genotipa G12 po svetu (Filipini,

ZdruZene drzave, Juzna Amerika, Juzna Azija, Afrika, Evropa) je zelo podobno poti
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Sirjenja genotipa G9, ki je postal peti najpomembnejsi genotip v poznih 90ih letih

prej$njega stoletja (Iturriza Goémara in sod., 2003).

Kljub temu, da smo okuzbe z meSanimi genotipi (G1G9, G3GY9) dokazali, bi rezultati le-
teh lahko bili posledica navzkriznih reakcij zacetnih oligonukleotidov zaradi sprememb
nukleotidnega zaporedja RNA odsekov. V Italiji so v rotavirusni sezoni 2001/02
proucevali zaporedja gena VP7 sevov genotipa G9, ki jih z metodo PCR niso mogli
dolociti. Spoznali so, da sta vzrok za neuspesno tipizacijo dva dejavnika in sicer
akumulacija mutacij na za genotip G9 specifinih mestih in relativno kratek specificni
oligonukleotidni zacetnik za doloCanje genotipa G9 (le 20 nt). Na podlagi zacetnega
oligonukleotida aFT9 so naredili novi oligonukleotidni zacetnik. Slednji prilega tako na
ustrezno nukleotidno zaporedje referencnega seva G9 kot tudi na nukleotidno zaporedje
vseh sevov G9, ki jih z metodo PCR niso dolocili (Martella in sod., 2004). MeSane okuzbe
se pojavljajo povsod po svetu, vendar so pogostejSe v razvijajoCih se dezelah, kjer se
pojavlja tudi ve¢ nenavadnih genotipov. Nenavadni genotipi so lahko posledica prenosa
zivalskih sevov na ¢loveka in prerazporejanja genomskih odsekov v dvojno okuzenih
celicah (Desselberger in sod., 2006; Matthijnssens in sod., 2006). Porajanje novih sevov
ima lahko velik vpliv na prevladujoce genotipe po svetu. ObstojeCa cepiva Scitijo pred
rotavirusnimi okuzbami najpogosteje pojavljajo¢ih se genotipov, zato obstaja velika
verjetnost razsirjanja manj pogostih in nenavadnih rotavirusnih sevov. To smo potrdili tudi
v na$i raziskavi, saj smo v le 100 preiskovanih vzorcih ene rotavirusne sezone odkrili kar

tri genotipe, ki se v Sloveniji do sedaj Se niso pojavili.
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6 SKLEPI

Kot smo predvidevali, smo poleg uveljavljenih genotipov G1P[8], G9P[8], G4P[8] dolocili
manj pogoste genotipe rotavirusov skupine A. V enem primeru smo dolocili genotip
G2P[4], ki se je v Sloveniji Ze pojavljal (neobjavljeno). Dokazali smo genotip G12P[8], ki
ga pred letom 2005 v Sloveniji Se niso dolocili. Prav tako smo v Sloveniji prvi¢ dolocili
genotipa G2P[14] in G9P[4]. Pojavljanje novih genotipov v Sloveniji in po svetu ima lahko

velik vpliv na ucinkovitost rotavirusnih cepiv na trziS¢u. Hkrati je spremljanje pojavljanja

novih rotavirusnih genotipov pomembno za nadaljnji razvoj novih cepiv proti rotavirusom.

Kakor v prejsnjih letih je bil tudi v rotavirusni sezoni 2005/06 v Sloveniji najpogoste;jsi
genotip G1P[8]. Drugi najpogosteje dolocen genotip je bil G9P[8], ki pa se je prej pojavljal
v manjSem S$tevilu. Genotip G4P[8] se je v prejs$njih letih pojavljal pogosteje, kot smo ga

dokazali v nasi preiskavi.

Na Madzarskem in v Italiji redno spremljajo rotavirusno epidemiologijo. Za Avstrijo in
Hrvasko tega ne moremo trditi, kajti podatkov o rotavirusih v teh dveh drzavah je zelo
malo. Glede na obstojece podatke smo naso domnevo, da se v sosednjih drzavah pojavljajo
podobni genotipi rotavirusov kot v Sloveniji, potrdili. PogostejSi genotipi v sosednjih
drzavah in v Sloveniji so G1P[8], G4P[8], G9P[8] in G2P[4] (Bényai in sod., 2004a; De
Grazia in sod., 2007; Frihwirth, 2000; Tcheremenskaia in sod., 2007). Na Hrvaskem so ze
dokazali genotip G9P[4] (Tcheremenskaia in sod., 2007), katerega smo v nasi raziskavi v
Sloveniji dolo¢ili prvi¢. Genotipa G3P[8], ki se pojavlja v sosednjih drzavah (Banyai in
sod., 2005; De Grazia in sod., 2007; Frithwirth, 2000; Tcheremenskaia in sod., 2007), v tej

raziskavi nismo dokazali.

Komercialni komplet Rotavirus 280 je primeren za hitro molekularno diagnostiko. Z njim
smo kvalitativno dolo¢ili rotavirusno RNA v vzorcu iztrebkov. Rekcijske meSanice so bile
ze vnaprej pripravljene, RT in PCR sta potekali hitreje kot RT-PCR s komercialnim
kompletom Access, poleg tega nam pred elektroforezo ni bilo potrebno dodajati
nanSalnega pufra. S kompletom Rotavirus 280 nismo mogli dolociti genotipov, zato z

vidika epidemiologije ni primeren.
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7 POVZETEK

Obdelali smo 100 vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok z akutnim rotavirusnim

gastroenteritisom.

Iz vzorcev smo z reagentom Trizol osamili virusno dvojnovijacno RNA ter z metodo
enostopenjske reakcije reverzne transkripcije in pomnozevanja DNA prepisali dele
odsekov genov z zapisom za virusni beljakovini VP7 (G) in VP4 (P). Pri reakciji smo

uporabili zacetne oligonukleotide, specificne za gen G ali gen P rotavirusov skupine A.

Pri genotipizaciji smo uporabili produkte RT-PCR. Za dolo¢anje genotipa G smo za
vgnezdeno PCR uporabili reakcijsko meSanico s Sestimi specificnimi notranjimi zac¢etnimi
oligonukleotidi. Z njimi smo doloc¢ali genotipe G1, G2, G3, G4 G8 in G9. Za dolocanje
genotipa P smo pri vgnezdeni PCR uporabili reakcijsko meSanico s Sestimi specificnimi
notranjimi zacetnimi oligonukleotidi za dokazovanje genotipov P[4], P[6], P[8], P[9],
P[10] in P[14]. Produkte pomnozevanja smo dolocili z gelsko elektroforezo. Z metodo
sekvenciranja smo dolocili nukleotidno zaporedje pri Stirih vzorcih, pri katerih

genotipizacija ni uspela.

Osamitev RNA je bila 100% uspesna. Genotipizirati smo uspeli 99,0 % vzorcev, pri enem
(1,0 %) vzorcu smo le delno dolo¢ili genotip. Ugotovili smo, da so v rotavirusni sezoni
2005/06 v Sloveniji prevladovali genotipi G1P[8] (83,0 %), man;j je bilo okuzb z G9P[§]
(8,0 %). Dolocili smo en primer G2P[4] (1,0 %). Prvi¢ smo v Sloveniji dokazali genotipe
G12P[8] (1,0 %), GIP[4] (1,0 %) in G2P[14] (1,0 %). Pojavljale so se tudi meSane okuzbe
G1G3P[8] (1,0 %) in G3GIP[8] (2,0 %).

Poleg genotipizacije smo preizkusili komercialni komplet Rotavirus 280 (Sacace
Biotechnologie), za katerega smo ugotovili, da je uporaben le za hitro molekularno

diagnostiko rotavirusnih okuzb.
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8 SUMMARY

A total of 100 rotavirus positive stool samples were colected from hospitalized children

with acute viral gastroenteritis.

Trizol reagent was used for the isolation of viral double stranded RNA. RNA was used to
perform RT-PCR. For amplification of VP7/VP4 rotavirus group A specific primer pairs

were used.

Amplified products in RT-PCR were used as a template for genotype determination in
multiplex-nested PCR. For the G gene, specific primers for genotypes G1, G2, G3, G4, GS,
and G9 were used, and for the P gene, P[4], P[6], P[8], P[9], P[10], and P[14]-specific
primers were used. After electrophoresis, genotypes were determined according to the
lenght of the amplified products. In four untypable strains genotype was determined by the

sequence reaction.

The isolation of viral double stranded RNA was 100% successful. Genotype determination
was successful in 99,0 % of samples. Only one (1,0 %) sample was partialy genotyped. In
rotavirus season 2005/06 in Slovenia the G1P[8] genotype was the most prevalent, found
in 83 samples (83,0 %), followed by G9P[8] in 8 samples (8,0 %). We determined one
G2P[4] (1,0 %) and one G4P[8] (1,0 %). For the first time in Slovenia genotypes G12P[8]
(1,0 %), G9P[4] (1,0 %) and G2P[14] (1,0 %) were detected. In addition, mixed infections
were determined in three samples, one G1G3P[8] (1,0 %) and two G3G9P[8] (2,0 %).

The Rotavirus 280 (Sacace Biotechnologie) komercial kit was tested. It can be very useful
for rapid molecular diagnostics of rotavirus infections (qualitative detection of rotavirus

RNA).
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Priloga A. Osnovni podatki vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok in rezultati pomnozevanja odsekov gena G in gena P, genotipizacije, poskusnega
komercialnega kompleta Rotavirus 280 in sekvenciranja; Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Ljubljana, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

tevilka Datum tarost RT-PCR | RT-PCR enoti enotip | Rotavirus I
szorca prevzema Spol (iieseci) EM | ELISA GC PC ¢ G P P ’ 280 Sekvenciranje
2413/05| 1.12.2005 M 38 + + - + - P[8] +

2423/05| 2.12.2005 V4 13 + - + + Gl P[8]

2425/05| 2.12.2005 M 6 + + + + Gl P[8] +

2426/05| 2.12.2005 7 7 + + + + Gl P[8] +

2433/05 3.12.2005 M 49 + + nespecifi¢en + G2 P [14]* + e
2442/05| 5.12.2005 7 31 + + + + G9 P[8] +

2444/05| 5.12.2005 M 47 + + + + G9 P[8] +

2445/05| 5.12.2005 Z 21 + + + + Gl P[8]

2454/05| 6.12.2005 V4 25 + + + + Gl P[8]

2455/05|  6.12.2005 7 20 + + + + G4 P[8]

2464/05| 7.12.2005 7 14 + + + + G9 P[8]

2475/05| 9.12.2005 M 38 + + + + G9 P[8]

2480/05| 9.12.2005 7 18 + + + + Gl P[8] Sibko +

2485/05| 10.12.2005 7 18 + + + - G9 P[8]

2486/05| 10.12.2005 M 23 + + + + G12* P[8] o
2488/05| 10.12.2005 M 49 + + + + Gl P[8]

2490/05| 10.12.2005 7 5 + + + + Gl P[8]

2491/05| 10.12.2005 7 21 + + + + Gl P[8]

2493/05| 12.12.2005 7 15 + + + + Gl P[8]

2494/05| 12.12.2005 M 63 + + + + Gl P[8]

2502/05| 13.12.2005 M 11 + + + + G9 P[8]

2509/05| 13.12.2005 M 55 + + + + G9 P[8]

...se nadaljuje...




.. nadaljevanje Priloga A. Osnovni podatki vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok in rezultati pomnozevanja odsekov gena G in gena P, genotipizacije,
poskusnega komercialnega kompleta Rotavirus 280 in sekvenciranja; Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Ljubljana, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

Stevilka Datum Starost RT-PCR | RT-PCR | Genotip | Genotip | Rotavirus -
vzorca prevzema Spol (meseci) EM | ELISA G P G i P ’ 280 Sekvenciranje
2526/05| 15.12.2005 M 23 + + + + Gl P[8]

2538/05| 17.12.2005 M 7 + + - - Gl P[8] +
2541/05| 17.12.2005 Z 12 + + + + Gl P[8]

2543/05| 17.12.2005 M 42 + + + + Gl P[8]

2547/05| 19.12.2005 M 37 + + + + Gl P[8]

2549/05| 19.12.2005 Z 12 + + + + Gl P[8] +
2552/05| 19.12.2005 M 45 + + + + Gl P[8]

2554/05| 19.12.2005 M 9 + + + + Gl P[8]

2557/05| 20.12.2005 Z 18 + + + + Gl P[8]

2561/05| 20.12.2005 V4 8 + + - + G2 P[4] +
2566/05| 20.12.2005 M 10 + + - - Gl P[8] sibko +
2572/05| 21.12.2005 M 18 + + + + Gl P[8]

2573/05| 21.12.2005 M 13 + + + + Gl P[8]

2581/05| 22.12.2005 M 19 + + + + Gl P[8]

2582/05| 23.12.2005 M 49 + + + + Gl P[8]

2584/05| 23.12.2005 7 14 + + + + Gl P[8]

2586/05| 23.12.2005 M 45 + + + + Gl P[8]

2587/05| 23.12.2005 M 11 + + + + Gl P[8]

2588/05| 23.12.2005 M 25 + + + + Gl P[8]

2593/05| 24.12.2005 7 17 + + + + Gl P[8]

2594/05| 24.12.2005 M 9 + + + + Gl P[8]

2595/05| 24.12.2005 7 26 + + + + Gl P[8]

2596/05| 24.12.2005 Z 18 + + + + Gl P[8]

...se nadaljuje...



.. nadaljevanje Priloga A. Osnovni podatki vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok in rezultati pomnozevanja odsekov gena G in gena P, genotipizacije,
poskusnega komercialnega kompleta Rotavirus 280 in sekvenciranja; Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Ljubljana, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

Stevilka Datum Starost RT-PCR | RT-PCR | Genotip | Genotip | Rotavirus _
vzorca prevzema Spol (meseci) EM | ELISA G P G i P ’ 280 Sekvenciranje
2597/05| 24.12.2005 M 43 + + + + Gl P[8]
2603/05| 27.12.2005 M 25 + + + + Gl P[8]
2607/05| 27.12.2005 7 55 + + + + Gl P[8]
2608/05| 27.12.2005 V4 14 + + + + Gl P[8]
2609/05| 27.12.2005 7 43 + + + - G1,G3 P[8]
2610/05| 27.12.2005 M 41 + + + + Gl P[8]
2612/05| 27.12.2005 V4 53 + + + + Gl P[8]
2613/05| 27.12.2005 7 65 + + + + Gl P[8]
2614/05| 27.12.2005 7 35 - + + + Gl P[8]
2615/05| 27.12.2005 7 26 - + + + Gl P[8]
2616/05| 27.12.2005 7 41 + + + + Gl P[8]
2618/05| 27.12.2005 Z 21 + + + + Gl P[8]
2619/05| 27.12.2005 7 31 + + + + Gl P[8]
2620/05| 27.12.2005 V4 3 + + + + Gl P[8]
2621/05| 27.12.2005 7 14 + + + + Gl P[8]
2624/05| 28.12.2005 M 21 dni + + + + Gl P[8]
2625/05| 28.12.2005 V4 23 + + + + Gl P[8]
2628/05| 28.12.2005 7 43 + + + + Gl P[8]
2629/05| 29.12.2005 M 53 + + + + Gl P[8]
2632/05| 30.12.2005 7 30 + + + + Gl P[8]
2633/05| 30.12.2005 7 1 + + + + Gl P[8]
2634/05| 30.12.2005 M 35 + + + + Gl P[8]
2635/05| 30.12.2005 7 18 + + + + Gl P[8]

...se nadaljuje...




.. nadaljevanje Priloga A. Osnovni podatki vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok in rezultati pomnoZevanja odsekov gena G in gena P, genotipizacije,
poskusnega komercialnega kompleta Rotavirus 280 in sekvenciranja; Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Ljubljana, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

Stevilka Datum Spol Staros‘F EM | ELISA RT-PCR | RT-PCR Genotip G Genotip |Rotavirus Sekvenciranje
vzorca prevzema (mesect) G P P 280
2636/05| 30.12.2005 M 35 + + + + Gl P[8]
2637/05| 30.12.2005 M 15 + + + + Gl P[8]
2638/05| 30.12.2005 M 49 + + + + Gl P[8]
2639/05| 31.12.2005 7 14 + + + + Gl P[8]
2642/05| 31.12.2005 7 98 + + + + Gl P[8]
2643/05| 31.12.2005 M 20 + - + + Gl P[8&]
2644/05| 31.12.2005 Z 21 + + + + Gl P[8]
2645/05| 31.12.2005 7 69 + + + + Gl P[8]
2647/05| 31.12.2005 M | ni datuma rojstva + + + + Gl P[8]
2648/05| 31.12.2005 Z ni datuma rojstva + + + + G9,G3 P[8]
2649/05| 31.12.2005 M 20 + + + + Gl P[8]
7/06 3.1.2006 V4 12 + + + + Gl P[8]
8/06 3.1.2006 M 25 + + + + Gl P[8]
13/06 3.1.2006 Z 21 + + + + G9,G3 P[8]
19/06 4.1.2006 M 5 + + + + G9* P[8] e
22/06 4.1.2006 V4 40 + + + + Gl P[8]
24/06 4.1.2006 M 29 + + + + Gl P[8]
30/06 4.1.2006 M 16 + + + + Gl P[8]
36/06 5.1.2006 M 39 + + + + Gl P[8]
38/06 5.1.2006 M 15 + + + + Gl P[8]
40/06 5.1.2006 M 13 + - + + Gl P[8]
41/06 5.1.2006 M 20 - + - - Gl P[8] Sibko +

...se nadaljuje...




.. nadaljevanje Priloga A. Osnovni podatki vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok in rezultati pomnozevanja odsekov gena G in gena P, genotipizacije,
poskusnega komercialnega kompleta Rotavirus 280 in sekvenciranja; Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Ljubljana, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

Stevilka Datum Spol Staros‘F EM | ELISA RT-PCR | RT-PCR | Genotip | Genotip |Rotavirus Sekvenciranje
vzorca prevzema (meseci) G P G P 280

44/06 5.1.2006 Z 48 + + + + Gl P[8]

48/06 6.1.2006 M 7 + + + + G9 P[4]* + —
49/06 6.1.2006 M 33 + + + + Gl P[8]

57/06 6.1.2006 M 32 + + + + Gl P[8]

62/06 7.1.2006 Z 43 - - - - Gl P[8] +

63/06 7.1.2006 Z 45 + + + + Gl P[8]

66/06 7.1.2006 7 30 + + + + Gl P[8]

67/06 7.1.2006 M 11 + + + + Gl P[8]

68/06 7.1.2006 M 16 + + + + Gl P[8]

69/06 7.1.2006 Z 19 + + + + Gl P[8]

Legenda:

M Mo§ki spol

Z  Zenski spol

+  Pomeni pozitiven rezultat.

Pomeni negativen rezultat.

*  Pomeni, da smo genotip dolocili s sekvenciranjem.

¢— Pomeni, da smo sekvenciranje opravili pri tem vzorcu.




Priloga B. Pogostosti genotipov G in genotipov P; Institut za mikrobiologijo in
imunologijo, Ljubljana, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

G tipizacija
Genotip G1 G2 G4 G9 G12 | G1G3 | G3G9 | NT
Stevilo vzorcev 83 2 1 9 1 1 2 1
(odstotki) (83,0 %) | (2,0 %) | (1,0 %) | (9,0 %) | (1,0 %) | (1,0 %) | (2,0 %) | (1,0 %)
P tipizacija
Genotip P[4] P[8] P[14]
oroncer : 97 1
0 0 0
(odstotki) (2,0 %) (97,0 %) (1,0 %)




Priloga C. Pogostosti genotipov; Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Ljubljana, 1. december 2005 - 7. januar 2006.

Podana so $tevila G tipizacija
vzorcev, v oklepajih
50 odstotki. Gl G2 G4 G9 G12 GI1G3 | G3G9 NT
PIs) 83 / 1 8 | | 2 1
= (83,0 %) (1,0%) | 8,0%) | (1,0%) | (1,0%) | 2,0%) | (1,0%)
S P[4] / ! / ! / / / /
2 (1,0 %) (1,0 %)
~ I
P[14] / (1L.0%) / / / / / /
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