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1 UVOD

Virusi herpesa so med najpogostejSimi povzrocitelji okuzb pri ljudeh. Prekuzenost z
virusoma herpes simpleks 1 in 2 (HSV 1 in HSV 2) je visoka in je odvisna od starosti,
naCina zivljenja, ekonomskih razmer, Stevila spolnih partnerjev, narodnosti in rase

(Whitley in Roizman, 2001).

HSV 1 in HSV 2 se razlikujeta po biokemicnih in bioloskih lastnostih in na osnovi tipsko
specifi¢nega glikoproteina G. SeroloSko navzkrizno reagirata, vendar je prav glikoprotein
G znacilen za posamezen tip in po njem ju lahko lo¢imo. Za oba virusa je znalilna
okuzba epitelnih celic in vzpostavitev prikrite okuzbe v nevronih (Brooks in sod., 1998).
Po naravni okuzbi je mozna reinfekcija, reaktivacija endogenega virusa ali

avtoinokulacija (Liesegang, 2001).

HSV 1 in HSV 2 povzrocata razjede na ustni sluznici in na sluznici spolovil ¢loveka.
HSV 1 povzroca okuzbe v predelu ust in je najpogosteje pridobljen v otrostvu, HSV 2 pa
okuzi sluznico spolovil s spolnim stikom (Vyse in Gay, 2000). Razlikujeta se v nacinu
prenosa. HSV 1 je najveCkrat povezan z okuzbami obraza, ust in oci. Prenasa se z
neposrednim stikom z okuZzeno slino ali stikom z mehurcki. HSV 2 obi¢ajno povzroca
okuzbe spolovil, ki se prenasajo s spolnimi odnosi (Brooks in sod., 1998). Bolezni, ki jih
obi¢ajno povzroca HSV 2, lahko vc¢asih povzroca tudi HSV 1 in tudi obratno (Straus,

2000).

Herpes novorojenckov je posledica okuzbe nosecnice s HSV 1 ali HSV 2 in predstavlja
eno najvecjih nevarnosti okuzb novorojenckov. Okuzba lahko povzro¢i hude okvare ali

se konca s smrtnim izidom (Malkin in Beumont, 1999).

Laboratorijsko dokazovanje okuzb z virusi herpesa zajema razlicne metode. Poskus
osamitve virusa v celi¢nih kulturah je zlati standard, ki omogoca relativno hitro (v 24 do

48 urah) identifikacijo virusa. Dokazovanje virusnih antigenov neposredno v kuznini z
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monoklonskimi protitelesi je hiter postopek, ki omogoca razlikovanje med tipoma 1 in 2.
Prisotnost virusne DNK v kuznini dokazujemo z verizno reakcijo s polimerazo, ki velja
za najbolj obcutljivo in najbolj specificno metodo (White in Fenner, 1994; Whitley in
Roizman, 2001). Akutne in pretekle okuzbe z virusi herpesa dolo¢amo z dokazovanjem
protiteles proti tem virusom v serumu z encimsko imunsko metodo (ELISA), imunsko
blot metodo, imunofluorescencno metodo in radioimunsko metodo (Brooks in sod.,

1998).

1.1 NAMEN DELA

V raziskavi smo Zeleli ugotoviti prekuzenost nose¢nic v Sloveniji z virusoma HSV 1 in
HSV 2 na vzorcu serumov, zbranih v letu 2003. Rezultate smo primerjali s podatki enake
Studije iz leta 1993 in skusali ugotoviti, ali se je v Sloveniji v obdobju desetih let pojavila
sprememba v epidemiologiji okuzb nose¢nic z virusoma HSV 1 in HSV 2. Stopnjo
prekuzenosti slovenskih nose¢nic s herpesvirusi smo primerjali z ugotovitvami Studij iz
drugih drzav. Specifi¢na protitelesa v serumih smo dokazovali z encimskoimunsko

metodo ELISA. Preizkusili smo tudi imunsko blot metodo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HERPESVIRUSI

Druzino herpesvirusov sestavlja ve¢ kot 100 virusov, patogenih za Zzivali ali ¢loveka.
Znanih je osem cloveskih herpesvirusov. Pri vseh je dedni zapis na DNK, razlikujejo pa
se na nivoju organiziranosti genoma in nukleotidnih zaporedij (Cann, 2001). Osnovna
znacilnost virusov herpesa je, da povzroc¢ijo dozivljenjsko okuzbo gostitelja in obcCasne
reaktivacije, ki se lahko klini¢no razlikujejo od primarne okuzbe (Brooks in sod., 1998).

2.1.1 Zgradba herpesvirusov

Vse herpesviruse sestavlja sredica z dvojnovijaéno DNK, ikozaedricna kapsida in

ovojnica (Slika 1).

Beljakovine tequmenta

kembrana

Kapsida

Slika 1: Shema zgradbe HSV (Henderson, 2001)
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2.1.2 Razdelitev virusov herpesa, ki okuzijo ljudi

Glede na organizacijo in homologijo genoma, glede na gostitelja in glede na druge

bioloske lastnosti razvrSs¢amo herpesviruse v tri poddruzine: alfa, beta in gama

(Preglednica 1). Tudi med posameznimi Clani poddruzin obstaja majhna antigenska

raznolikost.

Preglednica 1: Razdelitev humanih herpesvirusov (Brocks in sod., 1998:388; Cann, 2001:73)

Poddruzina Rod Uradno ime Ime v rabi Bioloske znacilnosti
Simplexvirus HHV 1 HSV1 hiter rastni cikel,
HHV 2 HSV 2 citolitiCnost, latentna
okuzba v nevronih,
Alphaherpesvirinae genom velik 120-180
kbp
Varicellovirus HHV 3 vzv
Cytomegalovirus HHV 5 CMV pocasen rastni cikel,
citomegali¢nost,
latentna okuzba v
Betaherpesvirinae Zlezah slinavkah,
ledvicah
Roseolovirus HHV 6 HHYV 6 limfoproliferativnost,
HHV 7 HHV 7 latentna okuzba v
limfoidnem  tkivu,
genom velik 140-
235kbp
Lymphocryptovirus | HHV 4 EBV (Epstein - | variabilen rastni
Baar virus) cikel,
Gammaherpesvirinae limfoproliferativnost,
Rhadinovirus HHV 8§ latentna okuzba v
Herpesvirus limfoidnem  tkivu,
Kaposijevega genom velik 105-175
sarkoma kbp
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2.1.3 Genom virusa

DNK herpesvirusov je linearna dvojna vijacnica, ki je velika okoli 150 kb parov in je
relativno bogata z baznimi pari G — C. Genom virusa je iz dveh dolgih (angl. long
unique-Up) in dveh kratkih (angl. short unique-Us) specifi¢nih zaporedij, ki imata na
vsaki strani obrnjene ponovitve (Slika 2).

Na genomu je ve¢ kot 80 gosto spakiranih genov s prekrivajo¢imi se bralnimi okvirji.

Vsak gen se izraza s svojim lastnim promotorjem (Cann, 2001).

Genom HSV kodira Stevilne encime:
- od DNK odvisna DNK polimeraza
- timidinska kinaza (fosforilira timidin in druge nukleotide)
- ribonukleotidna reduktaza (preoblikuje ribonukleotide v deoksiribonukleotide)

- serinska proteaza (preoblikuje gradbene proteine v kon¢no obliko)(Hunt R., 2004)

Med HSV 1 in HSV 2 ni razlik v strukturi in organizaciji genoma, ampak v nukleotidnih

zaporedjih. Homologija zaporedij je 50 % (Brooks in sod., 1998).

TR, U, IR, IRs Us TRg

_— —N —
IEZ2 IE1 IE3
~ >
mLAT
—
LATs

Slika 2: Genom HSV 1 in mesto LAT genov (Lachmann, 2003)
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2.1.4 Ovojnica virusa

Herpesvirusi dobijo ovojnico ob brstenju skozi jedrno membrano. Na povrsSino celice
potujejo v meSickih endoplazemskega retikuluma. Celico zapustijo z brstenjem iz celicne
povrsine, pri ¢emer ostane celica neposkodovana. Brstenje se za¢ne tako, da virusni
glikoproteini (peplomeri) spodrinejo celicne beljakovine iz doloc¢enih predelov
citoplazemske membrane. Hkrati se na notranjo stran citoplazemske membrane pripne
matri¢na beljakovina, na njo pa $e nukleokapsida. Tako spremenjena celicna membrana

se izbo¢i in povlece za sabo nukleokapsido. Oblikuje se brsti¢, ki postopoma obda
nukleokapsido. Kon¢no se brsti¢ odscipne in kot zrel virus sprosti v celicno okolje

(Koren in Marin, 1998).

Ker je virusna membrana precej obcutljiva, virus s poSkodovano ovojnico ne povzroci
infekcije. HSV 1 in HSV 2 sta v okolju zelo nestabilna. Hitro ju inaktivirajo povisana
temperatura, alkohol, detergenti, nizek pH izven celice in organska topila (Wiedbrauk in

Johnston, 1993).

2.1.5 Beljakovine virusa

HSV 1 in HSV 2 imata zapis za najmanj 84 razli¢nih polipeptidov. Vsaka beljakovina
ima ve¢ funkcij, zato lahko geni HSV kodirajo Stevilne razlicne funkcije (Whitley in
Roizman, 2001).

Genom kodira 11 povrSinskih glikoproteinov. Pritrditev herpesvirusa na celico gostitelja
omogocajo glikoproteini gB, gC, gD in gH. Zlitje virusne ovojnice z gostiteljsko celico
omogoca glikoprotein gB. Za prikrivanje dejavnikom imunskega sistema so odgovorni

glikoproteini gC, gE in gl (Hunt, 2004).
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Regulatorne virusne beljakovine (ICPO, ICP4 in ICP22) so fosforilirane s celi¢nimi
kinazami (cdc2) in virusnimi kinazami (Us3 in Up13). Up 13 fosforilira Stevilne virusne in
celicne beljakovine in je pogosta tarca delovanja zdravil proti HSV. Pri nastanku virusne
DNK sodeluje 7 virusnih beljakovin. Preostale beljakovine virusa, kot so timidinska
kinaza, ribonukleotidna reduktaza, dUTPaza in uracil DNK glukozilaza, nadzorujejo
metabolizem nukleinskih kislin virusa in so obicajne (polimeraza in timidinska kinaza) ali
potencialne tarCe zdravil proti virusu herpesa. Namnozena virusna DNK potuje v

formirane kapside (Whitley in Roizman, 2001).

2.1.6 RazmnoZevanje herpesvirusov

Vsi HSV se razmnozujejo na podoben nacin. Razmnozevalni cikel je hiter, potece v 8 -
16 urah od okuzbe. V Stevilnih celicah, kot so endotelijske celice in fibroblasti, je okuzba
liti¢na in celico unici. V nevronih HSV vzpostavi mirujoce (latentno) stanje.

Od 84 znanih polipeptidov herpesvirusov jih najmanj 47 sodeluje pri razmnozevanju
virusa v celi¢nih kulturah (Whitley in Roizman, 2001). Virusi vstopajo v gostitelja z
zlitjem s celi¢no membrano (fuzija), tako da pride do vezave virusnih receptorjev (gC,
gD) s specifi¢nim glikoproteinskim receptorjem na tarcni celici (Slika 3).

Nukleokapsida se prenese preko citoplazme do jedrne membrane, kjer se virusna DNK
skozi jedrne pore sprosti v jedro gostiteljske celice. V jedru virusna DNK uporablja
gostiteljev mehanizem transkripcije in translacije. Transkripcija in posttranskripcijski
dogodki potekajo v jedru, translacija pa v citoplazmi. Sintetizirajo se tri skupine virusnih
polipeptidov: takojsnji zgodnji (at), zgodnji (B) in pozni (y) polipeptidi virusa HSV.
Produkti takojs$njih zgodnjih genov so beljakovine, ki imajo regulatorno vlogo in so
pomembne za izrazanje zgodnjih (npr. genov za virusno DNK polimerazo) in poznih
genov (geni za komponente kapside). Beljakovine B predstavljata dve vrsti encimov:
prvi povecajo koli¢ino nukleotidov (timidinska kinaza, ribonukleotidna reduktaza),

medtem ko so drugi potrebni za virusno podvajanje (DNK polimeraza, topoizomeraza,
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helikaza, primaza in drugi). Ti dve skupini encimov omogocata zacetek podvajanja
virusne DNK. Beljakovine y so strukturne beljakovine kapside in beljakovine ovojnice, ki
se morajo glikozilirati (Singleton in Sainsbury, 2001; White, 1994). Nukleokapsida lahko
zapusti jedro na dva nacina. Z brstenjem skozi notranjo lamelo jedrne membrane dobi
ovojnico in v tem primeru zreli virusi potujejo na povrSino celice znotraj veziklov,
vezanih na membrano in se sprostijo v zunanjost. Lahko pa nukleokapsida vstopi v
citoplazmo v nezreli obliki in dobi ovojnico kasneje — z brstenjem v citoplazemsko

vakuolo (Singleton in Sainsbury, 2001).

PRITRJEVAN.IE

Slika 3: Pritrjevanje in vstopanje virusa herpesa v gostiteljsko celico (Campadelli-Fiume, 2001)

Herpesvirusi povzrocajo lizo celic, v katerih se razmnoZzujejo. Nastale patoloske
spremembe so posledica nekroze okuzenih celic in vnetnega odziva gostitelja.
Znacilne citopatoloske spremembe so: nabrekanje celic, nastanek inkluzijskih telesc v

jedru, marginacija kromatina in tvorba ve¢jedrnih celic velikank (Brooks in sod., 1998).
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2.2 OKUZBE SHSV 1 IN HSV 2

Pogoj za uspesno okuzbo s herpesvirusom je neposreden stik med virusom in sluznico
(ustna votlina, o¢esna veznica, zrelo, materni¢ni vrat) ali virusom in poskodovano kozo.
Prenos virusov herpesa iz ljudi, ki so okuzeni, a nimajo klinicnih znakov, na Se ne
okuzene posameznike, je vir ve¢ kot polovice vseh okuzb s HSV. TakSnemu prenosu
reCemo asimptomatski prenos.

HSV1 in HSV 2 se pogosto prenasata po razli¢nih poteh in prizadeneta razlicne dele
telesa, vendar so znaki, ki jih povzrocata, podobni. Okuzba s herpesvirusom je v redkih
primerih smrtna (Whitley, 2001). Vecinski delez svetovne populacije je okuzen s HSV 1,
prekuzenost s HSV 2 pa je v posameznih drzavah zelo razlicna (Ades in sod., 1989;

Mindel in sod., 2000; Jerome in Ashley, 2003).

2.2.1 Stopnje okuzbe s HSV

O primarni okuzbi govorimo, kadar predhodno ni protiteles proti HSV 1 oziroma proti
HSV 2. Vecina se s HSV 1 okuzi Ze v zgodnjem otroStvu. Zaradi na¢ina prenosa je
okuzba s HSV 2 vecinoma pomaknjena v zacetek oziroma kadarkoli v obdobje spolno
aktivnega zivljenja. Tip okuzbe, ki se razvije, je odvisen od imunskega stanja
posameznika. Primarna okuzba s HSV in reaktivacija virusa se kazeta z razli¢nimi

klini¢nimi slikami ali mineta brez bolezenskih znamen;.

Na nevarnost primarne okuzbe vplivajo:
- starost (posebej obcutljivi so nedonosencki),
- mesto okuzbe (najnevarnejSe so sistemske okuzbe in okuZbe centralnega Zivénega
sistema (CZS)),
- imunska sposobnost (pri zaviranju okuzbe je nujna T-celi¢na imunost) (White in

Fenner, 1994).
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Primarni okuzbi sledi vzpostavitev prikritega (latentnega) stanja v ganglijih. Virus se
kasneje periodicno reaktivira in po ziv¢énih aksonih potuje v ustni predel ali predel
spolovil. Tam se sprosti in v nekaterih primerih povzroca razjede. Temu pojavu pravimo
reaktivacija. Ponovno okuzbo z istim tipom virusa pa imenujemo reinfekcija in ima
milejSe simptome. Lezije so krajsi ¢as kot pri primarni okuzbi (Spruance, 1992).

Virusi HSV imajo ve¢ podtipov, zato lahko pride do ponovne okuzbe z novim podtipom
HSV 1 ali HSV 2. Okuzba z novim podtipom je ponavadi blazja in jo klini¢no
prepoznamo kot ponavljajoo se okuzbo, Ceprav gre za reinfekcijo (Straus, 2000). V
latentnem stanju se izrazajo le redki geni. Virus se v tem stanju ne razmnozuje in ne
povzroca citotoksi¢nosti. Sposobnost virusa HSV, da vzpostavi latentno okuzbo v

nedelecih se nevronih, je ucinkovit prezivetveni mehanizem (Brooks in sod., 1998).

Za regulacijo latence je odgovoren gen LAT (angl. latency - associated transcript).
Nahaja se v dolgih ponavljajocih se regijah virusnega genoma. Ne kodira nobene znane
beljakovine. Signal, ki je potreben za aktivacijo gena LAT, je neznan. Funkcija gena LAT
naj bi bila zasc¢ita okuzenih nevronov pred apoptozo (Perng, 1999).

HSV 1 obicajno najdemo v ganglijih trivejnega zivca, HSV 2 pa v ganglijih kriznih
zivcev (Brooks in sod, 1998).

Reaktivacija virusa je mozna kljub celicni in humoralni imunosti gostitelja. Imunski
sistem omeji lokalno razmnozZevanje virusa. Tako so okuZbe blazje in manj nevarne,
pogosto so asimptomatske, ¢eprav se virus izloca.

Reaktivacijo virusa povzrocajo: UV svetloba, poviSana telesna temperatura, menstruacija,

stres, bolezni, telesni napori in imunske okvare (Jones, 2003).

2.3 BOLEZNI, KI JIH POVZROCATA HSV 1 IN HSV 2

Virusa HSV 1 in HSV 2 povzrocata Stevilne bolezni na razli¢nih delih telesa. Primarna
okuzba potece pri osebah brez specificnih protiteles. V takSnem primeru organizem tvori

protitelesa. Kasneje virus preide v latentno fazo (Brooks in sod., 1998).
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2.3.1 Okuzbe koze

Neposkodovana koza je odporna proti HSV, zato so okuzbe zdravih ljudi redke. Okuzbe

koze so nevarnejse pri bolnikih z ekcemom in opeklinami (Brooks in sod., 1998).

2.3.2 Okuzbe oci

Okuzbe oci obicajno povzro¢a HSV 1. HSV 2 lahko povro¢i okuzbe o¢i pri otrocih, ki se
okuzijo z genitalnimi izlocki ob porodu ali skozi posteljico (Inoda in sod., 2001). Prenos
HSV 2 s spolovil na o¢i je mozen tudi pri odraslih.

Okuzbe oci s HSV se izrazijo kot vnetje vek (blefaritis), ocesne veznice (konjunktivitis),
rozenice (epitelijski keratitis, stromalni keratitis), Sarenice in ciliarne miSice (iridociklitis)

ali vnetje mreznice (retinitis) (Liesegang, 2001).

2.3.3 Encefalitis

Povzrocitelj encefalitisa je v ve¢ kot 95 % HSV 1. Pri otrocih in mladostnikih se lahko
primarna okuzba s HSV razvije v encefalitis. Virus se med primarno ali ponavljajoco se
okuzbo razSiri na mozgane, Ceprav na telesnih povrSinah mehur¢kov obi¢ajno ne
najdemo.V nosecnosti je encefalitis, ki bi ga pri plodu povzrocil HSV, redek. Kadar pa se

pojavi, je vzrok za to okuzba s HSV 2 (Straus, 2000).

2.3.4 Genitalni herpes

Tako HSV 1 kot HSV 2 lahko povzrocita simptomatsko ali asimptomatsko okuzbo
spolovil ter rektalnega in perianalnega predela, vendar je HSV 2 precej bolj pogost
povzrocitelj teh okuzb. V primeru, da je povzrocitel] HSV 1, gre obicajno za oralno
genitalni prenos (White in Fenner, 1994). Genitalni herpes predstavlja velik problem za
zdravje ¢loveka, saj je povzrocitelj ene izmed najpogostejsih spolno prenosljivih bolezni.

Priblizno 90 milijonov ljudi po svetu je Ze imelo izpusScaje in bolecine, znacilne za
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okuzbo s HSV 2. Genitalni herpes lahko pusti resne posledice na plodu ali novorojencu.
Veliko je tudi tveganje prenosa virusa na spolnega partnerja (Halioua in sod., 1999;
Wald, 1999). Kot povzrocitelja genitalnega herpesa se HSV 1 in HSV 2 prenasata s
spolno aktivnostjo tako med simptomatsko kot tudi med asimptomatsko okuzbo. Pri

okuzenih ljudeh povzroca genitalni herpes tudi velik psiholoski stres (Mindel, 1996).

Obicajno je primarna okuzba s HSV 1 ali HSV 2 asimptomatska, pri ¢emer ni znacilnih
mehurckov, pogosto pa se pojavljajo znaki, kot so: vroCina, glavobol, utrujenost in
bole¢ine v miSicah. Sistemski simptomi se pojavljajo ob zacetku bolezni in se
stopnjujejo. Najhujsi so 3. in 4. dan bolezni, v naslednjih 3 do 4 dneh pojenjajo. Lokalni
simptomi so bolecina, srbenje, disurija (ovirano uriniranje), vaginalni ali uretralni izlocek
in povecane bezgavke v dimljah. Zapleti nastanejo pri razSirjanju virusa na druge dele
telesa. NajpogostejSe so lezije na kozi izven spolovila. Virus lahko skozi te vdre v kri,
kjer povzroci razsoj okuzbe, in v ziv€evje, kjer lahko povzro¢i meningitis ali encefalitis
(Straus, 2000). Imunska pomanjkljivost poveca tveganje za resnejSo okuzbo s HSV 2.
Herpeti¢ne lezije se lahko razSirijo na dihala, poziralnik in sluznico ¢revesa. To se

najveckrat zgodi ob reaktivaciji latentnega virusa (Brooks in sod., 1998).

2.3.5 Neonatalni herpes

Najresnejsa oblika genitalne okuzbe s HSV je neonatalni herpes. Novorojenci se s HSV 1
ali s HSV 2 najpogosteje okuzijo med porodom, lahko pa Ze v maternici ali po porodu.
Najpogostejsi nacin okuzbe je stik s herpeticnimi lezijami v porodnem kanalu. HSV je
lahko v porodnem kanalu tudi brez simptomov kot posledica okuzbe ali reaktivacije.
Tudi okuzba brez simptomov se lahko prenese na novorojenca (Malkin in Beumont,

1999).

V 75 % primerov je povzrocitelj neonatalnega herpesa HSV 2 (Brooks in sod., 1998).

Materina primarna okuzba ali reinfekcija se iz porodnega kanala prenese na plod v
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30 - 50 %. Ponavljajoca se okuzba (reaktivacija) se prenese v 3 %. Materina protitelesa,
ki prehajajo preko placente, ublazijo bolezen. Na pogostost okuzbe s HSV med
nosecnostjo in posledi¢no neonatalne okuzbe s HSV vplivajo socialno ekonomsko stanje,

starost in predhodna spolna aktivnost (Whitley in Roizman, 2001).

Novorojenec matere, ki se je s HSV okuzila v zadnjem trimesecju nosecnosti, bo zelo
verjetno okuzen in bo imel posledice. Okuzba nosecnice s HSV v zgodnji nosecnosti
moc¢no poveca moznost za spontani splav. Primarna okuzba v drugem ali tretjem
trimestru poveca nevarnost za predcasni porod in moznost okuzbe novorojenca (Brown,

1991).

Nosecnice brez simptomov genitalnega HSV 2 lahko rodijo po normalni poti. Carski rez
priporocajo za zenske z lezijami, vendar tudi porod s carskim rezom ne zagotavlja

popolne zascite ploda pred okuzbo (Malkin in Beumont, 1999).

Neonatalni herpes se pri novorojencih pojavlja v eni izmed treh oblik:

- poskodbe na predelu koze, oci in ust,

- razsirjena okuzba (vkljucCuje organe kot so jetra, pljuca, nadledvi¢ne Zleze, lahko tudi
mozgani),

- poskodbe centralnega Zivénega sistema z ali brez zapletov okuzb koze, o¢i in ust

(Malkin in Beumont, 1999).

Aktivna oCesna okuzba se pojavi pri 20 do 25 % okuzenih novorojencev (Liesegang,
2001). Stevilni novorojenci z encefalitisom ali herpesom, razsirjenim na notranje organe,
umrejo. Ve¢ kot 70 % mater, ki so okuzene s HSV, a ne kazejo simptomov, rodi
novorojence, ki so okuzeni s HSV. Tveganje prenosa neonatalnega herpesa na plod pri
zenski, prvi¢ okuzeni v zadnjem trimese¢ju nosecnosti, je priblizno 50 % (Malkin in
Beumont, 1999). Za matere, ki so med nosecnostjo prisSle prvic v stik s HSV, je
priporocljivo zdravljenje s protivirusnimi zdravili. S tem se omeji Sirjenje virusa in

pospesi celjenje razjed ( Malkin in Beumont, 1999).
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2.3.6 Okuzbe pri imunsko oslabljenih bolnikih

Imunska pomanjkljivost poveca tveganje za resnejSo okuzbo s HSV 2. Herpeti¢ne lezije
so razsirjene po telesu, vklju¢no z dihali, poziralnikom in sluznico ¢revesa. V vecini
primerov gre za reaktivacijo virusa (Brooks in sod., 1998). Dejavniki, ki povecajo
tveganje za razvoj diseminirane bolezni, so: imunska pomanjkljivost in malignost,

imunosupresija, huj$a podhranjenost in opekline (White in Fenner, 1994).

2.4 IMUNSKI ODZIV

Tako celi¢na kot humoralna imunost imata pomembno vlogo. Ceprav so protitelesa
pomembna pri zadrzevanju Sirjenja virusa v akutni fazi okuzbe, navadno ne morejo
odstraniti virusa, ko je okuzba ze stekla, posebno ko se DNK vgradi v gostiteljevo
kromosomsko DNK. Ko se okuzba ustali, so za obrambo gostitelja najpomembne;jsi

celi¢no posredovani imunski mehanizmi (Vozelj, 2000).

2.4.1 Celi¢na imunost

Celicna imunost je pomembna pri preprecevanju razvoja okuzbe. Ljudje z okvarjeno
celi¢no imunostjo imajo pogoste in resne okuzbe s HSV (Jerome in Ashley, 2003). Na
mestu okuzbe antigen predstavljajoce celice (dendriticne celice in makrofagi) predstavijo
virusne antigene celicam pomagalkam CD4+ Thl. Te zac¢no izlocati citokine, kot je
interferon y (IFN-y), ki spodbudijo in aktivirajo makrofage, naravne celice ubijalke (NK;
angl. natural killers) ter delitev in zorenje citotoksi¢nih limfocitov T (CD8+). Celice

CD4+, CD8+, celice NK ter s celicami posredovana od protiteles odvisna citotoksi¢nost
povzrocijo lizo okuzene celice. Raziskovalci so z eksperimenti dokazali pomembno vlogo
celic CD8+, ki poleg uspeSne omejitve primarne okuzbe ovirajo popolno izrazanje

virusne DNK v latentnem stanju (White in Fenner, 1994). Celi¢na imunost in nespecifi¢ni
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gostiteljevi dejavniki (NK celice, interferoni) so pomembni pri nadzoru primarne okuzbe

in reinfekcije s HSV (Brooks in sod., 1998).

2.4.2 Humoralna imunost

Ker se posamezni virusni antigeni vgradijo v celicno membrano, $e preden se za¢nejo
sestavljati novi virusi, unienje celic s citotoksi¢nimi limfociti T ucinkovito zavre
razmnozevanje virusov in Sirjenje po telesu. Mozna sta dva nacina razsirjanja. Pri prvem
nacinu se spro$¢ajo virusi z brstenjem s povrSine okuZene celice. Te viruse navadno
nevtralizirajo humoralna protitelesa. Na drug nacin razSirjanja, kjer virus prehaja z ene
celice na drugo skozi medcelicne povezave, pa protitelesa ne morejo vplivati, pac pa je
ucinkovita celi¢no posredovana imunost (Vozelj, 2000). Protitelesni odgovor vkljucuje
od komplementa odvisno in od komplementa neodvisno nevtralizacijo virusa.
Imunoglobulini IgG, IgM in IgA se pojavljajo kot odgovor na posamezne beljakovine
virusa. Pojavijo se v prvih tednih po okuzbi. Najprej se povisa titer protiteles [gM in nato
po dveh do treh mesecih upade. Kasneje se ta protitelesa pojavljajo le obCasno. Nato se
pojavijo protitelesa IgA in IgG. Protitelesa IgG se pojavijo 7 - 14 dni po okuzbi in so
lahko v krvi okuzenih ljudi prisotna vse Zivljenje (Jerome in Ashley, 2003).
Serokonverzija ali Stirikratni porast titra protiteles IgG v enem do treh tednih kaze na
nedavno okuzbo. Koli¢ina protiteles IgG se poveca tudi med reaktivacijo virusa (Brooks
in sod., 1998). Razen v serumu lahko protitelesa IgG najdemo tudi v likvorju, sekretorna
protitelesa IgA pa najdemo Se v sluznicah, solzah in materinem mleku. Vse tri vrste
protiteles lahko nevtralizirajo virus. Nevtralizacijska protitelesa proti glikoproteinom
virusne ovojnice (gB in gD) lahko ucinkovito preprecijo primarno okuzbo in omejijo
Sirjenje iz epitelnih celic v zivéne koncice (White in Fenner, 1994). Protitelesa se z
matere pasivno prenasajo na plod, vendar to ne zagotavlja popolne zascite novorojencka
pred okuzbo. Protitelesa ne preprecijo reinfekcije in reaktivacije latentnega virusa

(Brooks in sod., 1998).
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2.5. EPIDEMIOLOGIJA

Edini gostitelj virusov HSV 1 in HSV 2 je ¢lovek. Oba virusa sta razSirjena po vsem
svetu. Velik del populacije se predvsem s HSV 1 okuZzi v zgodnjem otrostvu. OkuZzba
obi¢ajno poteka brez znakov - asimptomatsko, virus pa ostane v ¢loveku vse zivljenje.

Najvec novih okuzb s HSV 1 je med otroki, starimi od 6 mesecev do 3 let. Sedemdeset do
devetdeset odstotkov odraslih ima protitelesa proti HSV 1. Vir okuzbe otrok so pogosto
starejSe osebe z izrazenimi herpeti¢nimi lezijami, lahko pa se okuZijo s slino odraslega, ki

nima znakov bolezni (Brooks in sod., 1998).

HSV 2 se najpogosteje prenasa s spolnimi odnosi, zato protitelesa proti HSV 2
najpogosteje najdemo pri spolno aktivnih starostnih skupinah. HSV 2 se reaktivira
pogosteje kot HSV 1 (Brooks in sod., 1998). V ZDA je s HSV 2 okuzene priblizno 20 %
populacije, v Evropi pa od priblizno 5 % na Ceskem do 24 % v Bolgariji (Fleming in
sod., 1997; Pebody in sod., 2004).

Prenos HSV 2 s spolnimi odnosi med posamezniki, ki nimajo znakov bolezni, ima
pomembno vlogo pri Sirjenju virusa (Pebody in sod., 2004). Novorojencki okuzenih
mater se lahko okuzijo pred, med in po rojstvu. Zaradi nerazvitega imunskega sistema

dojencka lahko okuzba s HSV 2 povzroci celo smrt (Brooks in sod.,1998 ).

Stopnja prekuzenosti s HSV 1 in HSV 2 je po svetu zelo razlicna. Odvisna je od socialno
ekonomskih razmer, nacina Zivljenja in starosti. Prekuzenost s HSV 2 ostaja nizka do
adolescence, v zadnjih letih pa je Stevilo okuzb s HSV 2 v svetu moc¢no naraslo (Whitley

in Roizman, 2001).

Pebody in sod. (2004) so v Studiji, kjer so proucevali prekuzenost s HSV 1 in 2 v Evropi,
prisli do naslednjih rezultatov:
- opazne so velike razlike v prekuZzenosti s HSV 2 tako med drzavami kot med

starostnimi skupinami,
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- prekuzenost zensk s HSV 2 je povsod vecja kot prekuzenost moskih,

- med drzavami so velike razlike v prekuzenosti s HSV 1 in HSV 2.

Upadanje prekuzenosti HSV 1 pred puberteto v razvitih drzavah ter porast oralno-
genitalnih spolnih navad sta spremenila epidemiologijo HSV 1 in HSV 2. HSV 1 sedaj
povzroca poSkodbe na mestih, kjer jih je sprva povzrocal le HSV 2 in obratno. HSV 2
povzro¢a manj kot 10 % okuZzb v obraznem predelu, razen v nekaterih spolno aktivnih
populacijah, kjer je pogosta oralno - genitalna spolna praksa in je s tem omogocen prenos
HSV 2 v obrazni predel (Liesegang, 2001). HSV 2 je verjetno sodejavnik okuzbe s HIV
(Pebody in sod., 2004).

2.6 ZDRAVLIENIJE IN PREPRECEVANJE OKUZB S HSV

2.6.1. Protivirusna zdravila

Zdravila proti HSV ovirajo sintezo virusne DNK. Ne preprecujejo latence in ucinkujejo
le na aktiven virus, ki se razmnozuje v okuzenih celicah.

Prvo zdravilo, u¢inkovito proti HSV, je bil aciklovir. Aciklovir je necikli¢ni nukleozidni
analog, ki je substrat za virusno timidinsko kinazo (Straus, 2000).

Prvo fosforilacijo izvrsi timidinska kinaza, ki jo kodira virus in povzro€i, da aciklovir
postane aktiven samo v celicah, okuzenih z virusom herpesa. Drugo in tretjo fosforilacijo
omogoci celi¢na timidinska kinaza. Nastane aciklogvanozin trifosfat, ki je hkrati substrat
in kompetitivni inhibitor virusne DNK polimeraze. Ko se vgradi v virusno DNK, pretrga
njeno izdelovanje, ker nima 3’-hidroksilne skupine, ki so nujne za vezavo naslednjega
nukleotida in podaljSevanje vijaénice DNK (Morfin in Thouvenot, 2002).

Odpornost virusov na aciklovir povzro¢ajo mutacije genov, ki kodirajo timidinsko kinazo
ali DNK polimerazo. Nekateri virusi prenehajo izdelovati timidinsko kinazo, drugi jo

izdelujejo v spremenjeni obliki (De Clercq, 2004).
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Supresivna terapija z aciklovirjem zmanjSa pogostost pojavljanja izbruha bolezni pri
ljudeh, ki imajo 6 ali ve¢ reaktivacij virusa herpesa na leto. Ta terapija je primerna za
nosecnice in lahko zmanjSa tveganje za reaktivacijo virusa v €asu poroda in zmanjSa
verjetnost carskega reza. Zdravljenje nima stranskih u¢inkov za plod. Zaradi povezanosti
je koncentracija zdravila v serumu matere in ploda enaka, vendar se zdravilo akumulira v
amnijski tekocCini v Sritikrat vis§ji koncentraciji kot v serumu. To na plod nima skodljivega
ucinka (Malkin in sod., 1999). Zacetno genitalno ali oralno okuzbo s HSV lahko z
aciklovirjem zdravimo lokalno, oralno ali intravensko. Lokalno zdravljenje je manj
ucinkovito kot oralno ali intravensko (Whitley in Roizman, 2001). Intravenski vnos je
najbolj u€inkovit pri zdravljenju tezjih okuzb s HSV, encefalitisa, neonatalnega herpesa
in diseminiranega herpesa pri imunsko pomanjkljivih bolnikih (White in Fenner, 1994).

Na tak nacin lahko zdravimo tudi primarni genitalni herpes. Oralno zdravljenje z
aciklovirjem, valaciklovirjem ali famciklovirjem zatre genitalni herpes pri bolnikih s

pogostimi reaktivacijami (Whitley in Roizman, 2001).

Valaciklovir se v jetrih in Crevesju spremeni v aciklovir in ima enak mehanizem
delovanja kot aciklovir. Zauziti je potrebno manj odmerkov dnevno kot pri acikloviru.

Vidarabin je analog deoksiadenin trifosfata in ovira sintezo virusne DNK. Ceprav se
veliko bolj ucinkovito vgrajuje v virusno kot v celicno DNK, lahko povzroca stranske
ucinke predvsem v celicah prebavil in kostnega mozga. Uporablja se ga za zdravljenje

sistemskih okuzb s herpes virusi.

Penciklovir za razliko od aciklovira lahko vstopa in izstopa iz celice. Ce celica ni
okuzena, jo penciklovir nespremenjen zapusti. Pri vstopu v okuzeno celico se fosforilira
z virusno timidinsko kinazo v monofosfatno obliko. V taki obliki celice ne more zapustiti.
Celi¢ni encimi nato monofosfatno obliko pretvorijo v aktivno trifosfatno obliko, ki ob
vezavi na virusno DNK polimerazo deluje kot njen inhibitor in s tem prepreci elongacijo
verige DNK. Famciklovir se v jetrih in ¢revesju pretvori v penciklovir in ima enak

mehanizem delovanja (De Clercq, 2004).
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2.6.2 Cepiva za zascito proti HSV

Zaradi ponavljanja okuzb je teZko razviti zas¢itna cepiva.

Preizkusili so dva glikoproteina (gD in gB), a nista bila primerna, ker nista imela ne
za$¢itnega in ne terapevtskega ucinka (Whitley in Roizman, 2001). Cepiva, ki jih razvijajo,
vkljucujejo osljabljene seve virusov HSV (mutante z 7,345 delecijo), ocisCene
glikoproteinske antigene ali sinteticne glikoproteinske peptide, modificiran virus vakcinije
z vstavljenim genom za imunizacijski glikoprotein (Brooks in sod., 1998; Whitley in

Roizman, 2001).

Kljub stevilnim raziskavam u¢inkovitega cepiva proti virusu herpesa e vedno nimamo.

Pri zivih cepivih proti HSV obstaja nevarnost latence z reaktivacijo, medtem ko je za
izdelavo ucinkovitega mrtvega cepiva potrebno pridobiti veliko koli¢ino virusa, kar je
tehni¢no zahtevno in drago. Raziskave cepiva proti HSV potekajo na misih, podganah,

hrékih, morskih prasickih in kuncih (Mims in sod., 2004).

2.7 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA OKUZB S HSV

2.7.1. Neposredno dokazovanje virusov HSV v kuZninah

Za uspesen dokaz virusa moramo kuznino odvzeti pravilno in ob pravem casu.

Bris lahko vzamemo iz odprtih koznih mehurckov in razjed na sluznicah. Viruse lahko
dokazujemo tudi v likvorju, veznici, kos¢kih tkiv, kuznini gornjih dihal, v krvi ali serumu.
Material, iz katerega Zelimo osamiti virus, hitro prenesemo v laboratorij, kjer ga moramo
¢imprej inokulirati v primeren sistem. Kadar to ni mogoce, ga hranimo pri 4 °C do 4 dni.

Ce Zelimo material hraniti dalj ¢asa, ga zamrznemo pri —70 °C (Marin,1998).
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2.7.1.1 Celi¢ne kulture in poskusne zivali

Kadar Zelimo virus osamiti, ga nanesemo v celicno kulturo. HSV ima velik razpon
gostiteljev, zato lahko za njegovo namnoZzevanje uporabljamo ve¢ razli¢nih celi¢nih kultur.
Za osamitev virusa HSV so primerne trajne celi¢ne kulture. Tak$ne so celice Vero,
pridobljene iz opicjih ledvic in fibroblasti iz plju¢ embrijev (diploidne celi¢n kulture -
MRC). Virusi HSV se hitro razmnozujejo tudi v trajnih celi¢nih kulturah iz malignih
tumorjev (celice HeLa in Hep-2) (White in Fenner, 1994).

Virus v celicni kulturi opazimo s pojavom citopatskega ucinka (CPU) 2 - 3 dni po
inokulaciji (Brooks in sod., 1998). CPU je posledica znotrajcelicnega razmnozevanja

virusa HSV. Hitrejsi CPU se zgodi, kadar je koncentracija virusa visoka. CPU se kaze kot
propad celic (nekroza), pojav vecjedrnih celic velikank (sincicijev) in virusnih vkljuckov.
Za kateri virus gre, obi¢ajno dokazemo z eno od imunskih ali molekularnih tehnik. Izolacija
virusa v celi¢nih kulturah ostaja kljub hitrejSim diagnostiénim testom zlati standard. S
prakti¢nega vidika je postopek manj primeren, ker da rezultat razmeroma pozno (po nekaj

dneh ali celo tednih) (Marin, 1998).

Najvec raziskav z virusom herpesa poteka na laboratorijskih miskah seva BALB/c.

2.7.1.2 Imunske metode za dokazovanje virusnih antigenov

Virusne antigene dokazujemo s specifi¢nimi protitelesi z ve¢ metodami. Najpomembnejse
so encimskoimunska, radioimunska in imunofluorescencna metoda. Z uporabo
monoklonskih protiteles, uperjenih proti specificnim epitopom, mocno povecamo

specificnost imunskih metod. Viruse lahko dokazujemo neposredno v kuzninah ali

dokazujemo, kateri virus se je namnozil v celi¢ni kulturi (Marin, 1998).

Imunofluorescen¢na metoda
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Z imunofluorescencnimi testi ugotavljamo mesto virusnih antigenov v celicah. Pogoj za
uspesno preiskavo je zadostno Stevilo celic v odvzeti kuznini. Pri tej metodi so specificna
protitelesa oznacena s fluorokromom. Protitelesa, ki so se vezala na iskani antigen,

opazujemo s fluorescen¢nim mikroskopom (Marin, 1998).

Encimskoimunska metoda

Metoda ima visoko obcutljivost. Najpogosteje je v uporabi sistem dvojnih protiteles. Prva
protitelesa, ki so vezana na trden nosilec, vezejo antigen, ki ga Zelimo dokazati. Na nastale
komplekse protiteles in antigena vezemo z encimom oznacena protitelesa.

Nastalemu kompleksu dodamo substrat, ki po delovanju encima spremeni barvo. Z
opazovanjem spremembe barve ali z merjenjem opticne gostote pri predpisani valovni

dolzini ugotovimo, ali je antigen navzoc ali ne (Marin, 1998).

Radioimunska metoda

Pri tej metodi virusne antigene dokazujemo s protitelesi, ki so oznacena z radioaktivnimi
izotopi. Metoda je zelo obcutljiva, zahteva drago opremo in je nevarna zaradi uporabe
radioaktivnih izotopov. Namesto te metode danes obicajno uporabljamo encimskoimunsko

metodo (Marin, 1998).

2.7.1.3 Molekularno dokazovanje HSV

Molekularne metode so zahtevnejSe za izvedbo in precej drage, a hitre, obcutljive in

specifi¢ne, zato jih uporabljamo predvsem za:

odkrivanje zgodnjega obdobja virusne okuzbe pred pojavom specificnega

imunskega odziva,

- zanesljiv dokaz virusne okuzbe pri bolnikih z nerazvitim ali pomanjkljivim
imunskim sistemom,

- odkrivanje in kvantifikacijo viremije,

- spremljanje u¢inkovitosti protivirusnega zdravljenja,
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- odkrivanje prisotnosti virusov v klini¢nih materialih, kjer so klasicne neposredne

diagnosti¢ne metode manj uspesne in zelo zahtevne (Poljak, 1998).

Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

PCR (angl. polymerase chain reaction) omogo¢a pomnozevanje majhnega dela virusnega
genoma. To je hitra, obcutljiva in specificna metoda. Tako kot druge metode ima tudi ta
svoje pomanjkljivosti. Izvedba PCR je v primerjavi s klasicno osamitvijo virusa veliko
drazja, poleg tega pa s to metodo ne moremo razlikovati med aktivnimi ("zivimi") in
neaktivnimi ("mrtvimi") virusi. Njena slabost je tudi moZnost pojavljanja lazno pozitivnih

in lazno negativnih rezultatov (Miiller in sod., 1997).

Osamljeni DNK dodamo meSanico, ki poleg temperaturno obstojne polimeraze vsebuje
deoksinukleotidtrifosfate, par zaCetnih oligonukleotidov, soli in ustrezen pufer v dolocenih
koncentracijah. MeSanico za kratek Cas inkubiramo pri treh to¢no doloc¢enih temperaturah,
kar pomeni en ciklus PCR. Pri 95 °C se dvojnovija¢na molekula DNK razdvoji v dve
enojnovijacni molekuli. Pri drugi temperaturi, ki je navadno med 45 °C in 75 °C, se zacCetni
oligonukleotidi pripenjajo na komplementarna dela vzor¢ne DNK. PodaljSevanje zacetnih
oligonukleotidov oz. sinteza nove komplementarne molekule DNK v smeri od konca 5'
proti koncu 3' poteka med tretjo inkubacijo pri 72 °C.

Novi molekuli DNK sta med seboj komplementarni in sposobni v novem ciklu s tremi
inkubacijami vezati enake zacetne oligonukleotide. Vsak naslednji temperaturni ciklus

podvoji koli¢ino tar¢nega dela virusne DNK (Poljak, 1998).

2.7.2. Posredno dokazovanje virusov — serolo§ke metode

Da se je Clovek srecal z virusom, lahko posredno ugotavljamo z dokazovanjem specificnih
protiteles v serumu. O zgodnjem stadiju okuzbe govorijo protitelesa IgM in skokovit porast
kolicine protiteles IgG. Okuzbo, ki se je zgodila Ze pred ¢asom, dokazujemo s protitelesi

IgG proti dolo¢enemu antigenu. Za uspesno dokazovanje
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okuzbe je pomembno, da odvzamemo dva seruma. Prvega takoj ob pojavu bolezenskih
znakov in drugega dva do tri tedne kasneje in tako lahko zaznamo dinamiko titra protiteles
(Avsi¢ Zupanc, 1998).

Za epidemioloske Studije ¢as odvzema ni pomemben, saj nas zanimajo le protitelesa IgG, ki
so znak pretekle okuzbe. Serume lahko hranimo pri temperaturi 4 °C nekaj dni, za daljSe

shranjevanje jih zamrznemo (-20 °C).

Reakcija vezave komplementa

Reakcija vezave komplementa je ena najstarejSih metod za dokazovanje protiteles v
serumu, vendar z njo ne moremo lociti razli¢nih tipov protiteles (IgG, IgM, IgA). Zato za
diagnostiko s to metodo vedno potrebujemo dva seruma, odvzeta v pravilnem ¢asovnem

razmiku, da lahko opazujemo dinamiko celokupnih protiteles. Je tehni¢no zahtevna in

precej zamudna metoda (Av§i¢ Zupanc, 1998).

Nevtralizacijski test

Pri nevtralizacijskem testu uporabimo celi¢no kulturo, ki je obcutljiva za virus, ki ga
dokazujemo. V sistem s celi¢no kulturo dodamo dolo¢eno koncentracijo virusa in bolnikov
serum. Ce so v serumu protitelesa proti temu virusu, se bodo z njim vezala — ga
nevtralizirala — in zato v celi¢ni kulturi ne bomo opazili citopatskega uginka. Ce ustreznih
protiteles v serumu ni, bomo lahko opazili citopatski uc¢inek. Metoda je precej zahtevna in
dolgotrajna; ni primerna za dokazovanje zelo majhnih koligin protiteles (Avsi¢ Zupanc,

1998).

Posredna imunofluorescenéna metoda

Na mikroskopsko stekelce so pritrjeni virusni antigeni. Na stekelce nanesemo bolnikov
serum in ¢e so v njem protitelesa proti temu virusu, se bodo vezala na antigen. Kompleksu
dodamo s fluorescentnim barvilom oznacena sekundarna protitelesa, ki se vezejo na
bolnikova protitelesa. Rezultate opazujemo s fluorescenénim mikroskopom. S to metodo

lahko dokazujemo protitelesa tipa IgG in IgM, je zelo specificna in hitra. Ker
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je odgitavanje subjektivno, je pomembno, da ga opravi izkuSena oseba (Avsi¢ Zupanc,

1998).

Encimskoimunski test (ELISA)

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je med vsemi seroloskimi metodami zaradi
visoke specificnosti in obc¢utljivosti najbolj uporaben diagnosti¢ni test (Slika 4).

Z metodo ELISA lahko poleg protiteles IgG dokaj hitro in zanesljivo dolo¢imo tudi
protitelesa IgM, ki so zelo pomembni kazalci akutne okuzbe. ELISA je uporabna tudi za
ugotavljanje protiteles IgM v krvi novorojencka, s <Cimer lahko dokazemo

znotrajmaterni¢no in obporodno okuzbo (Avsi¢ Zupanc, 1998).

Pri testu ELISA je izbrani virusni antigen vezan na trdi nosilec. Kot trden nosilec je
najpogosteje v uporabi polistirenska mikrotitrska plos¢ica z vdolbinicami. V vdolbinice
nanesemo serum. Nastane kompleks antigen - protitelo. Na nastali kompleks vezemo
sekundarna protitelesa, ki so ozna¢ena z encimom (najpogosteje alkalna fosfataza ali
hrenova peroksidaza). S spiranjem odstranimo nevezana sekundarna protitelesa. Dodamo

ustrezni substrat in iz koliine razgrajenega substrata sklepamo na koli¢ino protiteles v

primarnem imunskem kompleksu (Av§i¢ Zupanc, 1998).

1. Z arfigenom S
prekria vookinics v 2, Dociamo bolnikow sernem,

mikrofitrski plodd ki lahko veebuje protibeksza

4. Diodajanje sulbrstrata n
konjugirani mererie coticne gostote
protiteles

Slika 4: Encimskoimunska metoda (ELISA) (Erickson, 2005)
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Imunska BLOT metoda

Imunska blot metoda je razliica testa Western blot. Rekombinantne ali sinteti¢ne virusne

beljakovine so naneSene na nitrocelulozno membrano kot jasni omejeni pasovi.

Membrano z virusnimi antigeni najprej inkubiramo z bolnikovim serumom, po spiranju
dodamo z encimom oznaCena protitelesa (konjugat), uperjena proti c¢loveskim
imunoglobulinom, in substrat. Pri pozitivni reakciji se obarvajo dolo¢eni pasovi, kar nam

pove, s katerimi virusnimi antigeni reagirajo protitelesa v bolnikovem serumu (Avsi¢

Zupanc, 1998).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZBIRANIJE IN SHRANJEVANJE VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 4000 serumov nosecnic, zbranih v letu 2003. To so ostanki
serumov, ki so bili namenjeni rednemu testiranju nosecnic za sifilis in virus HIV. Serumi so
bili brez osebnih podatkov nosecnic. Poznali smo le starostno skupino in geografsko
podrocje. Za dodatno testiranje glede protiteles proti virusoma HSV 1 in HSV 2 smo
pridobili dovoljenje eti¢ne komisije. Podatke o banki serumov smo vnesli v racunalniski

program Excel.

Serumi so bili iz sedmih podroc€ij: Ljubljana, Maribor, Celje, Kranj, Novo mesto, Koper,
Nova Gorica; nosecnice so bile iz naslednjih starostnih skupin:

- do vkljucno 19 let (prva starostna skupina)

- 20— 24 let (druga starostna skupina)

- 25—1209 let (tretja starostna skupina)

- 30 in vec let (Cetrta starostna skupina)
Shranjeni so bili pri -70°C.

Stevilo serumov iz posamezne starostne skupine in geografskega podrogja smo doloéili
glede na statisticne podatke o prebivalstvu v Sloveniji v letu 2003, ki smo jih dobili na
Institutu za varovanje zdravja Republike Slovenije. Tako smo zagotovili, da je bil vzorec
serumov reprezentativen. Enako metodo izbora serumov so v laboratoriju uporabili za

testiranje leta 1993.

3.2 ENCIMSKO IMUNSKI TEST (ELISA)

Z encimsko imunskim testom smo dokazovali specifi¢na protitelesa IgG, usmerjena proti
specifiénim antigenom gG-1 oziroma gG-2.

Uporabili smo encimsko imunski test (ELISA) proizvajalca Focus diagnostics, ZDA.
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3.2.1 Princip testa Focus diagnostics HerpeSelect ® ELISA IgG

V testu Focus diagnostics ELISA so bili o¢iS¢eni rekombinantni antigeni gG—1, znacilni za
HSV 1 in gG-2, znacilni za HSV 2, ki so specifi¢ni za posamezen tip virusa. Vezani so bili
na polistirensko mikrotitrsko plos¢o. Ce je preiskovani serum vseboval specifiéna
protitelesa, so se ta vezala na ustrezne antigene v prvi inkubaciji. Nevezana protitelesa smo
odstranili s spiranjem. V naslednjem koraku smo vezanim protitelesom IgG dodali
monoklonska protitelesa proti ¢loveskim protitelesom IgG, ki so oznacena s peroksidazo.
Po inkubaciji smo s spiranjem odstranili nevezana sekundarna protitelesa. V zadnji stopnji
smo dodali substrat, ki skupaj z encimom, vezanim na kompleks antigen - protitelo
povzro¢i barvno reakcijo, pri kateri je intenzivnost barve sorazmerna s koncentracijo
protiteles v serumu. Intenziteto nastale barve (OD, angl. optical density) smo izmerili s

spektofotometrom pri valovni dolzini 450 nm.

3.2.2 Sestavine kompleta Focus diagnostics HerpeSelect ® ELISA IgG

- mikrotitrska plos¢ica: 96 vdolbinic, prekritih z rekombinantnim antigenom gG-1 za
detekcijo protiteles proti HSV 1 oziroma rekombinantnim antigenom gG-2 za detekcijo
protiteles proti HSV 2,

- visoko pozitivna kontrola IgG: 0,3 mL,

- nizko pozitivna kontrola IgG: 0,3 mL,

- negativna kontrola: 0,3 mL,

- umeritveni kalibrator IgG: 0,3 mL (vsebuje 0,1% natrijev azid kot konzervans),

- konjugat IgG: 16 mL, kozja protitelesa proti ¢loveskim protitelesom IgG, oznacena z
encimom

- pufer za redc¢enje (sample diluent): 100 mL, fosfatni pufer,

- pufer za spiranje: 100 mL, 10X koncentriran PBS (fosfatni pufer),

- substrat: 16 mL, tetrametilbenzidin (TMB) in peroksid v puftru,

- reagent za ustavitev reakcije: 16 mL, 1M zveplova kislina (H,SO,)
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3.2.3 Postopek testa ELISA IgG

Test smo izvedli po navodilih proizvajalca.

1. Pripravili smo si nacrt pipetiranja v mikrotitrsko plosco (Slika 5).
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Slika 5: Primer protokola za test ELISA IgG
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2. Serume smo odtalili. Vse reagente iz diagnosticnega kompleta smo pustili, da se

ogrejejo na sobno temperaturo.

3. Priprava pufra za spiranje: koncetriran pufer za spiranje smo redcili 1:1000 z destilirano
vodo (900 mL destilirane vode + 100 mL 10X pufer za spiranje). Vsi drugi reagenti so bili

pripravljeni za uporabo.

4. Serume in kontrole smo dobro premesali (vorteksirali) in red¢ili v plasti¢nih epruvetkah
za enkratno uporabo. V vsako epruvetko smo dali po 1000 puL pufra za redcenje in 10 pL
seruma, kontrole ali kalibratorja (red¢ina 1:101). Red¢ine serumov, kontrol in kalibratorjev

smo dobro premesali s pipetiranjem.

5. Priprava - vlazenje mikrotitrske plos¢e: v testne vdolbinice smo z avtomatsko pipeto
odpipetirali po 100 pL razredéenega pufra za spiranje, inkubirali 5 min pri sobni

temperaturi, odstranili pufer in mikrotitrsko plos¢o potolkli ob stanicevino.

6. V pripravljalno plos¢o smo z multikanalno pipeto nanesli po 100 uL razred¢enih
serumov, kontrol in kalibratorjev v vse testne vdolbinice, razen v eno (oznaka vdolbinice
Al — blank). V vdolbinico A1 smo nanesli po 100 pL pufra za red¢enje. Vdolbinice smo
prelepili s folijo in inkubirali 60 min pri temperaturi 20 — 25 °C.

7. Odstranili smo folijo. Vdolbinice smo 3x sprali z razred€enim pufrom za spiranje,
vsaki¢ z 200 pL. pufra. Spirali smo z avtomatskim spiralnikom (Columbus plus, Tecan
MS/2R, Tecan Avstrija). Po zadnjem spiranju smo mikrotitrsko plosc¢o krepko potolkli ob

stani¢evino.

8. V vse vdolbinice, razen v vdolbinico z oznako Al - blank, smo z multikanalno pipeto

odpipetirali po 100 uL konjugata (HSV 1 IgG Conjugate oz. HSV 2 Conjugate), ki je bil
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ze pripravljen za uporabo. Vdolbinice smo prelepili s folijo in inkubirali 30 min pri

20-25°C.

9. Odstranili smo folijo in mikrotitrsko plos¢o 3x sprali kot je opisano v tocki 7.

10. V vse vdolbinice smo z multikanalno pipeto nanesli po 100 pL substrata (Substrate
Reagent), ki je bil ze pripravljen za uporabo. Mikrotitrske plos¢e smo inkubirali 10 min pri

20-25°C.

11. V vse vdolbinice smo z multikanalno pipeto odpipetirali 100 uL. reagenta za ustavitev
reakcije v enakem vrstnem redu kot smo nanesli substrat.

12. S spektrofotometrom (Sunrise Remote, Tecan ST, Tecan Avstrija) smo pri valovni

dolzini 450 nm izmerili opti¢no gostoto (OD).

Racunalniski program Magelan podjetja Tecan iz Avstrije, ki je prilagojen za seroloske
metode, nam je odsteval ozadje (od vseh vednosti OD je odstel vrednost OD, ki jo je
spektrofotometer izmeril v vdolbinici Al - blank, v kateri ni bilo nobenega vzorca ali
kontrole), preverjal ustreznost vrednosti OD kalibratorjev in kontrol (ugotavljal veljavnost
testa). Vedno smo tudi rocno preverili, ali so vrednosti, ki doloc¢ajo veljavnost testa,
ustrezne. Po formuli, ki smo jo vnesli, je program iz vrednosti OD izra¢unaval vrednosti [V
(indeksne vrednosti). Na podlagi indeksnih vednosti smo rezultat ovrednotili kot pozitiven
ali negativen. Povpre¢je OD umeritvenih kalibratorjev je moralo biti med 0,1 in 0,7.
Nobena od OD vrednosti umeritvenih kalibratorjev se od povpre¢ja ni smela razlikovati za
ve¢ kot 0,1. Indeksna vrednost (IV) je izraCunana tako, da je OD vzorca deljen s
povprecjem OD umeritvenih kalibratorjev. Visoko pozitivna kontrola mora imeti IV vecji
kot 3,5, nizko pozitivna pa med 1,5 in 3,5. Negativna kontrola mora imeti IV manjsi kot
0,8. Rezultate z IV manjSim od 0,7 smo ovrednotili kot negativne, rezultate z vrednostjo
nad 1,3 pa kot pozitivne. Vmes so bili rezultati ovrednoteni kot mejni. V primeru, da smo

dobili mejni rezultat, smo testiraje ponovili v dvojniku.
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3.3 IMUNSKA BLOT METODA

Kakor z encimsko imunskim testom smo tudi z imunsko blot metodo dokazovali specifi¢na
protitelesa IgG, usmerjena proti specificnim antigenom gG—1 oziroma gG—2. Uporabili smo
test Focus Diagnostics Herpes Select ® 1 in 2 Immunoblot IgG proizvajalca Focus

diagnostic, ZDA.

3.3.1 Princip testa Focus Diagnostics HerpeSelect ® 1 in 2 Immunoblot IgG

Test Focus Diagnostics Herpes Select ® 1 in 2 Immunoblot IgG je dvostopenjski. V prvem
koraku red¢imo serume in jih inkubiramo s posameznimi trakovi, na katere so

naneseni razli¢ni antigeni. Prvi antigen reagira s ¢loveskim serumom, ne glede na to ali so v
njem prisotna protitelesa ali ne. Ce so v serumu protitelesa proti specifiénemu antigenu
HSV 1 ali HSV 2 ali protitelesa proti skupnemu antigenu HSV, se bodo vezala na antigene,
ki so vezani na nitrocelulozne trakove na doloCenih mestih. V drugem koraku trakove

inkubiramo s substratom.

3.3.2 Sestavine kompleta Focus Diagnostics HerpeSelect ® 1 and 2 Immunoblot IgG

- 24 oznacenih nitroceluloznih trakov. Na vsakem traku so $tirje pasovi. Na njih so
vezani: nespecificni antigen CloveSkega seruma, skupni antigen HSV, zmes naravnih
virusnih antigenov HSV 1 in HSV 2 ter rekombinantni antigen gGl in rekombinantni
antigen gG2,

- IgG konjugat: 50 mL, vsebuje kozja protitelesa proti ¢loveskim protitelesom IgG, ki so
oznacCena z alkalno fosfatazo,

- umeritvena pozitivna kontrola: 0,2 mL ¢loveskega seruma,

- negativna kontrola: 0,2 mL Cloveskega seruma,

- substrat: 50 mL bromo- kloro-indolil fosfat in nitromoder tetrazol,

- posneto mleko v prahu (Blotting powder),



Lorber N. Primerjava prekuZenosti nose¢nic z virusoma Herpes simplex tipa 1 in 2 v Sloveniji v desetletnem razmiku. 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobioloogije, 2006

- fosfatni pufer za spiranje (10x koncentriran), ki je hkrati tudi pufer za red¢enje: 50 mL

- pladenj za inkubacijo: dva pladnja z dvanajstimi vdolbinami

3.3.3 Postopek imunske blot metode

Test smo izvedli po navodilih proizvajalca. Pred zacetkom testa smo vse reagente in serume
segreli na sobno temperaturo. Pufer za spiranje smo pripravili z redéenjem 10X
koncentriranega pufra v 450 mL destilirane vode (450 mL destilirane vode + 50 mL 10X
koncentriranega pufra za spiranje).

Pufer za redcenje smo pripravili z raztapljanjem 4 g posnetega mleka v prahu v 100 mL
pripravljenega pufra za spiranje. Pred uporabo smo pufer za red¢enje dobro premesali.

Vsi drugi reagenti so bili pripravljeni za uporabo.
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1. Pripravili smo si nacrt za izvedbo testa Immunoblot (Slika 6).

Slika 6: Primer protokola in belezenja rezultatov za test Immunoblot IgG

2. Antigenske trakove smo namestili v vdolbine pladnja za inkubacijo in jih prelili z 2 mL
pripravljenega pufra za spiranje. Inkubirali smo jih 5 min s stresanjem. Pufer za spiranje

smo nato odlili.
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3. Vzorce in kontroli smo redcCili v razmerju 1:101 (2000 pL pripravljenega pufra za
red¢enje in 20 pL seruma ali kontrole) v vdolbinah inkubacijskega pladnja. Najprej smo v

vdolbine pipetirali pufer in nato serume in kontrole.

4. Antigenske trakove smo 1 uro inkubirali pri sobni temperaturi in jih ves ¢as stresali.

5. Po inkubaciji smo antigenske trakove sprali z 2 mL pufra za spiranje. Spiranje smo

ponovili dvakrat.

6. Po spiranju smo antigenskim trakovom dodali 2 mL konjugata IgG in inkubirali v

pladnju 30 min pri sobni temperaturi s stresanjem.

7. Po inkubaciji smo antigenske trakove trikrat spirali s po 2 mL pufra za spiranje in trikrat

s po 2 mL destilirane vode.

8. Antigenskim trakovom smo dodali 2 mL substrata in pladenj inkubirali pri sobni
temperaturi s stresanjem, dokler se na pozitivnem kontrolnem traku niso prikazali jasni

pasovi v obmocju, kjer so vezani antigeni.

9. Reakcijo smo ustavili tako, da smo odlili substrat in trakove petkrat sprali z destilirano

vodo.

10. Antigenske trakove smo osusili na vpojnem papirju in odcitali rezultate. Posamezen
test je bil veljaven, kadar se je na traku pokazal pas, kjer so bila vezana protitelesa proti
¢loveskemu serumu (dokaz, da je bil serum resni¢no navzoc). Rezultat je bil pozitiven,

kadar se je obarval pas, kjer je bil vezan skupni antigen za HSV in eden od pasov z

vezanimi specifiénimi antigeni za HSV 1 oz. HSV 2.

3.4. OBDELAVA REZULTATOV
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Za naso Studijo smo uporabili rezultate, ki smo jih dobili z encimsko imunskim testom
ELISA, saj so bili z enako metodo obdelani tudi serumi iz leta 1993. Za harmonizacijo

naSega testiranja s testirajem serumske banke iz leta 1993 smo testirali 91 serumov iz

stare serumske bake in 69 referencnih serumov iz laboratorija v Londonu (Communicable
Diseases Surveillance Centre). Ugotavljali smo korelacijo med rezultati in iskali linijo
najboljSega prileganja med njimi. Po enacbi, ki ustreza liniji najboljSega prileganja, smo
transformirali rezultate testiranja naSe serumske banke. Da smo zgoScene vrednosti
razporedili, smo rezultate (vrednosti IV) logaritmirali (log;¢). Nato smo jih transformirali
po ustrezni enacbi (Sliki 7 in 8) ter jih po transformaciji antilogaritmirali. Rezultate, ki so
imeli IV manjSo od 0,7, smo vrednotili kot negativne, tiste z IV ve¢jimi od 1,3 pa kot
pozitivne. Vzorce z mejnimi rezultati smo testirali ponovno v dvojniku. Ker za
epidemiolosko Studijo mejen rezultat ni uporaben, smo enako kot v Studiji iz leta 1993
rezultate, ki so ostali mejni, razdelili tako, da smo kot pozitivne vrednotili vse z IV ve¢jim
ali enakim 1, kot negativne pa vse z IV manjSim od 1. Rezultatov, dobljenih z imunsko
blot metodo, nismo upostevali, saj je §lo le za preizkus metode. Vse rezultate smo vnesli v
razpredelnice v raCunalniski program Excel ter izracunali deleze vzorcev, v katerih smo

dokazali protitelesa proti HSV 1 oziroma HSV 2.
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4 REZULTATI

4.1 VZORCENJE

Na voljo so nam bili ostanki serumov nosec¢nic iz 7 podro¢ij v Sloveniji, ki so bili
razdeljeni v Stiri skupine glede na starost nosecnic (do 19 let, od 20 do 24, od 25 do 29 in
nad 30 let). Glede na statist¢ne podatke o prebivalstvu v Sloveniji v letu 2003 in glede na
Stevilo razpolozljivih serumov smo dolo¢ili Stevilo serumov iz posameznega podroc¢ja in
starostne skupine tako, da smo zagotovili ¢im bolj reprezentativen vzorec

(Preglednica 2).

Preglednica 2: Stevilo serumov iz leta 2003 iz razli¢nih podro¢ij in starostne skupine noseénic

Podroc¢je/starostna

skupina <19 let | 20-24 let 25-29 let 30 in ve€ let SKUPAJ

Maribor 61 266 266 257 850

Celje 50 231 228 175 684

Koper 3 84 84 79 250

Novo mesto 50 83 70 77 280

Kranj 18 121 129 120 388

Nova Gorica 14 35 87 60 196

Ljubljana 54 325 376 597 1352

SKUPAJ 250 1145 1240 1365 4000

Za odkrivanje protiteles IgG proti HSV 1 in HSV 2 smo uporabili test ELISA. Preizkusili
smo tudi imunsko blot metodo. Ugotavljali smo protitelesa IgG proti HSV 1 in 2 pri 4000

nosec¢nicah iz leta 2003.
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4.2. STANDARDIZACIJA METODE ELISA

Pred testiranjem serumske banke smo metodo ELISA harmonizirali z metodo, ki je bila
uporabljena za testiranje serumske banke iz leta 1993, da smo zagotovili primerljivost
rezultatov. V obeh primerih je bil uporabljen enak komplet diagnosti¢nih reagentov istega
proizvajalca (Focus diagnostics, ZDA). V Communicable Diseases Surveillance Centre v
Londonu so prvo testiranje ocenili kot primerno. Ocena je pokazala, da je laboratorij
dokazoval IgG protitelesa proti HSV 1 z obcutljivostjo 97,6 % in specificnostjo 97,8 % ter
protitelesa proti HSV 2 z obcutljivostjo 100 % in specificnostjo 100 %. Da bi nase
testiranje ¢im bolj uskladili s tem prvim testiranjem, smo testirali 91 serumov iz stare
serumske banke (1993) in 69 referencnih serumov iz laboratorija v Londonu. Ugotavljali
smo korelacijo med starimi in naSimi rezultati in izracunali standardizacijske enacbe.
Preizkusili smo linearno, kvadratno in kubi¢no enacbo in ugotovili, da je pri kvadratni
enacbi korelacija tako za rezultate testiranja HSV 1 kot HSV 2 (HSV 1: R* = 0,933 in HSV
2: R* = 0,7182) bistveno boljsa kot pri linearni, pri kubi¢ni ena¢bi pa se R” bistveno veé ne
spremeni. Krivulji najboljSega ujemanja in enacbi sta prikazani na slikah 7 in 8.

Nase podatke smo pred vrednotenjem transformirali po teh enacbah in tako omogocili

neposredno primerjavo z rezultati Studije iz leta 1993.
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Standardizacijska krivulja in enacba za HSV 1

y = 0,2264¢ +0,9454x - 0,0892
* R?=0,933

o
3,

S
(9]

loglV(HSV1) drugo testiranje

2,5 2 1,5 -1 0,5 0 0,5 1 15
logIV(HSV1) prvo testiranje

Slika 7: Standardizacijska krivulja in enac¢ba za HSV 1
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Standardizacijska krivulja in enatba za HSV 2

y=0,2031x +0,7048x - 0,1555
R?=0,7137

=
3,1

o

k=)
(3

log IV(HSV2) drugo testiranje

2,5 . . . . . . . . :
25 2 -1,5 -1 -0,5 0 05 1 15 2
log IV(HSV2) prvo testiranje

Slika 8: Standardizacijska krivulja in enac¢ba za HSV 2

4.3 TESTIRANJE SERUMOV 1Z SERUMSKE BANKE Z METODO ELISA

Pri testiranju 4000 serumov z metodo ELISA smo dokazali protitelesa proti HSV 1 v 3475
serumih (86,9 %), protitelesa proti HSV 2 pa pri 337 serumih (8,4 %). Navzoc¢nost
protiteles proti HSV 1 in hkrati odsotnost protiteles proti HSV 2 smo ugotovili pri 3189
(79,7 %) serumih. Odsotnost protiteles proti HSV 1 in hkratno navzocnost protiteles proti
HSV 2 smo ugotovili pri 51 (1,3 %) serumih. Protitelesa proti obema HSV smo dokazali
pri 286 (7,1 %) serumih, odsotnost protiteles proti HSV 1 in HSV 2 pa pri 474 (11,8 %)
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serumih. Natancni rezultati po starostnih skupinah nosec¢nic so podani v preglednicah 3 in
4.

Preglednica 3: Stevilo nose¢nic v 4 starostnih skupinah, pri katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1
in/ali proti HSV 2

Stevilo serumov nose¢nic z ustreznimi rezultati glede na starostno skupino

<19 let 20 —24 let 25 -29 let 30 in vec let SKUPAJ
HSV 1 poz 214/250 998/1145 1087/1240 1176/1365 3475/4000
HSV 2 poz 14/250 85/1145 86/1240 152/1365 337/4000
HSV 1 poz in 202/250 928/1145 1011/1240 1048/1365 3189/4000
HSV 2 neg
HSV 1 negin 2/250 15/1145 10/1240 24/1365 51/4000
HSV 2 poz
HSV 1 poz in 12/250 70/1145 76/1240 128/1365 286/4000
HSV 2 poz
HSV I neg in 34/250 132/1145 143/1240 165/1365 474/4000
HSV 2 neg

HSV 1 poz — serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1

HSV 2 poz — serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 2

HSV 1 poz in HSV 2 poz - serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1 in hkrati proti HSV 2
HSV 1 poz in HSV 2 neg - serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1, ne pa proti HSV 2
HSV 1 neg in HSV 2 poz - serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 2, ne pa proti HSV 1
HSV 1 neg in HSV 2 neg — serumi v katerih nismo dokazali protiteles proti HSV 1 ali HSV 2
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Preglednica 4: Delezi noseCnic v 4 starostnih skupinah, pri katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1

in/ali proti HSV 2

Delez serumov nosecénic z ustreznimi rezultati glede na starostno skupino (%)

<19 let 20 — 24 let 25 -29 let 30 in vec let SKUPAJ

HSV 1 poz 85,6 87,2 87,7 86,1 86,9
HSV 2 poz 5,6 74 6,9 11,1 8,4
HSV 1 poz in 80,4 81,0 81,5 76,8 79,7
HSV 2 neg

HSV 1 neg in 0,4 1,3 0,8 1,8 1,3
HSV 2 poz

HSV 1 poz in 52 6,1 6,1 9,4 7,1
HSV 2 poz

HSV 1 negin 14,0 11,5 11,5 12,1 11,8
HSV 2 neg

HSV 1 poz — serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1

HSV 2 poz — serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 2

HSV 1 poz in HSV 2 poz - serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1 in hkrati proti HSV 2
HSV 1 poz in HSV 2 neg - serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 1, ne pa proti HSV 2
HSV 1 neg in HSV 2 poz - serumi v katerih smo dokazali IgG protitelesa proti HSV 2, ne pa proti HSV 1
HSV 1 neg in HSV 2 neg — serumi v katerih nismo dokazali protiteles proti HSV 1 ali HSV 2

4.4 TESTIRANJE IZBRANIH SERUMOYV 1Z BANKE Z IMUNSKO BLOT METODO

Z imunsko blot metodo smo testirali 138 serumov. Izbrali smo serume, ki so imeli v testu
ELISA pozitiven in negativen rezultat in zajeli Sirok spekter indeksnih vrednosti (IV). Pri
HSV 1 je bil IV testiranih vzorcev od 0,099 do 7,9 in pri HSV 2 od 0,025 do 14,9. Imunska
blot metoda je pokazala skupni marker za protitelesa proti virusom herpes simpleks v 72
od 138 serumov. Od teh je bilo 66 pozitivnih na HSV 1 in 6 na HSV 2 (Preglednica 5).
Stirje so pokazali protitelesa proti obema virusoma. Kadar pasu za navzoénost skupnega
markerja ni bilo (v takem primeru smatramo rezultat vedno za negativen), se pasova za
HSV 1 in HSV 2 nikoli nista pojavila. Rezultate imunske blot metode smo primerjali z
rezultati validirane metode ELISA. Ugotovili smo, da so bili serumi s pozitivnim
rezultatom v imunski blot metodi vedno pozitivni tudi v testu ELISA. Vendar pa je bilo v

testu ELISA pozitivnih tudi precej serumov, ki so z imunsko
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blot metodo dali negativen rezultat (Preglednica 5). Pri ugotavljanju protiteles proti HSV 1
je bilo taksnih vzorcev 28, pri ugotavljanju protiteles proti HSV 2 pa 56 (Preglednici 6 in
7). Pri testiranju z imunsko blot metodo smo dobili pozitiven rezultat, kadar je bila
indeksna vrednost dobljena s testom ELISA visja kot 3,5 za HSV 1 in vi§ja kot 7,2 pri
HSV 2. Z metodo ELISA smo kot pozitivne smatrali vse vzorce z IV vi§jim kot 1,0. Nikoli
pa nismo opazili, da bi z eno metodo dokazali protitelesa proti drugaénemu antigenu kot z
drugo metodo. V primerjavi s testom ELISA je torej imunska blot metoda enako
specificna. Glede na metodo ELISA smo izracunali obcutljivost imunske blot metode in
znasa 71,4 % za dokazovanje protiteles proti HSV 1 in 9,7 % za ugotavljanju protiteles

proti HSV 2.

Preglednica 5: Primerjava serumov, ki so imeli pozitiven rezultat za skupna protitelesa za herpes simpleks
(common antigen) z imunsko blot metodo z rezultati teh vzorcev v testu ELISA

St. pozitivnih ELISA HSV 1 ELISA HSV 2
BLOT (skupna poz neg poz neg
protitelesa)
HSV1 poz in HSV2 4 4 0 4 0
poz
HSV1 poz in HSV2 66 66 0 43 23
neg
HSV1 neg in HSV2 2 2 0 2 0
poz
HSV1 neg in HSV2 0 0 0 0 0
neg
SKUPAJ 72 72 0 49 23

Preglednica 6: Primerjava serumov, ki so imeli pozitiven rezultat za specifi¢na protitelesa proti HSV 1 z
imunsko blot metodo z rezultati teh vzorcev v testu ELISA

Imunska blot metoda ELISA HSV 1
HSV 1 poz neg
poz 70 0
neg 28 40
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Preglednica 7: Primerjava serumov, ki so imeli pozitiven rezultat za specifi¢na protitelesa proti HSV 2 z
imunsko blot metodo z rezultati teh vzorcev v testu ELISA

Imunska blot metoda ELISA HSV 2
HSV 2 poz neg
poz 6 0
neg 56 76
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Virusi herpesa so med najpogostejSimi povzroc€itelji okuzb pri ljudeh. Prekuzenost s

HSV 1 in HSV 2 je visoka in je odvisna od starosti, nacina Zivljenja, ekonomskih razmer,
Stevila spolnih partnerjev, narodnosti in rase. Oba tipa virusov sta razsirjena po vsem svetu.
Velik del populacije se predvsem s HSV 1 okuzi v zgodnjem otrostvu, okuzbe s HSV 2 pa

se v vecini pojavijo s pricetkom spolne aktivnosti (Jerome in Ashley, 2003).

V diplomski nalogi smo ugotavljali prekuzenost nosecnic z virusoma HSV 1 in HSV 2 v
Sloveniji na serumih, zbranih v letu 2003. Rezultate smo primerjali s podatki enake Studije,
ki je bila narejena leta 1993 (Prosenc in sod., 2002), in skuSali ugotoviti, ali se je v
Sloveniji v obdobju desetih let pojavila sprememba v epidemiologiji okuzb nosecnic z
virusoma HSV 1 in HSV 2. Stopnjo prekuzenosti slovenskih nosecnic s herpesvirusi smo

primerjali z ugotovitvami §tudij iz drugih drzav.

V nasi Studiji se je izkazalo, da prekuzenost s HSV 1 s starostjo pri¢akovano narasca, saj je
v daljSem obdobju verjetnost stika z virusom vecja. Kljub temu pa med posameznimi
starostnimi skupinami nismo opazili velikih razlik (Slika 9). Najvisja prekuzenost je pri
nose€nicah iz 3. starostne skupine (87,7 %), najnizja pa pri nose¢nicah iz 1. starostne
skupine (85,6 %). Podatki kazejo, da prekuzenost slovenskih nosecnic s HSV 1 od
najstniskih let do starosti nad 29 let nekoliko naras¢a in je v povprecju 86,9 %. Majhne
razlike v prekuzenosti s HSV 1 med posameznimi starostnimi skupinami, ki smo jih opazili
v nasi Studiji, potrjujejo ugotovitve drugih raziskav, ki ugotavljajo, da se vecina ljudi z

virusom HSV 1 okuzi Ze v otroStvu (Ades in sod., 1989; Jerome in Ashley, 2003).
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ika 9: Prekuzenost nosecnic v Sloveniji s HSV 1 in HSV 2 v letu 2003 po posameznih starostnih skupinah

Primerjava med nose¢nicami v Sloveniji v letih 2003 in 1993 kaze, da je z izjemo v prvi
starostni skupini prekuzenost s HSV 1 leta 2003 nekoliko nizja kot leta 1993; leta 1993 so
dokazali protitelesa proti HSV 1 v 88,4 % serumov nosecnic, leta 2003 pa v 86,9 %.
Razlike v prekuzenosti s HSV 1 v desetletnem razmiku so zelo majhne (Slika 10). Najvecji
padec v stopnji prekuzenosti s HSV 1 je viden pri 4. starostni skupini (za 5,1 %). V prvi
starostni skupini je bil delez nosec¢nic s protitelesi proti HSV 1 v letu 1993 za 0,7 % nizji
kot v letu 2003. To je edina starostna skupina, kjer se je delez prekuzenosti s HSV 1 leta
2003 nekoliko povecal. Skupna prekuzenost s HSV 1 v vseh starostnih skupinah je leta
1993 za 1,5 % vigja kot leta 2003. Ceprav je v desetletnem razmiku prekuzenost s HSV 1
upadla, je odstotek HSV 1 pozitivnih v primerjavi z drugimi drzavami Se vedno visok
(Ades in sod., 1989; Davidovici in sod., 2005; Pebody in sod., 2004). Da bi zaznali
opaznejSe razlike v prekuzenosti s HSV 1 bi bilo smiselno spremljati rezultate v daljSem

¢asovnem obdobju.
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Zanimiva je tudi Svedska Studija (Christenson in sod., 1992), kjer so 16 let (1972 — 1987)
spremljali skupino 839 odrascajocih deklet (14 do 15 let). Ob zacetku je bila seroprevalenca
HSV 1 v skupini 23 %, po Stirth letth 36 % in na koncu Studije, ko je bila starost
preiskovank 30 — 31 let, 61 %. Opazimo lahko nizko prekuzZenost s HSV 1, ki je zancilna za
veliko severnih in zahodnih evropskih drzav in pozen stik z virusom v primerjavi z naso
studijo, kjer je ze v prvi starostni skupini (do 19 let) prekuzenst s HSV 1 85,6 % in se v

vi§jih starostnih skupinah le Se malo spreminja.

100
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Starost nosecnic (leta)
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ika 10: PrekuZenost nose¢nic s HSV 1 v Sloveniji po starostnih skupinah v letih 1993 in 2003

Delez ljudi, okuzenih s HSV 1, je nizji predvsem v razvitih dezelah, kar gre pripisati
socialnim in ekonomskim razmeram. Nekatere evropske drzave, kot so Finska, Anglija in
Wales, imajo v primerjavi z drugimi evropskimi drzavami bistveno nizjo HSV 1
seroprevalenco (Pebody in sod., 2004). Najverjetneje je to posledica drugacnih zivljenjskih

navad v teh drZzavah. Ena moznih razlag niZje in kasnejSe prekuZenosti s
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HSV 1 v severnih in zahodnih drzavah Evrope so druga¢ne kulturne in socialne navade
(manj dotikanja med ljudmi, tudi med starsi in otroci). Prekuzenost s HSV 1 na Finskem

znasa 52 %, na Nizozemskem 57 % in v Belgiji 67 % (Pebody in sod., 2004).

V studiji, ki je zajela nosecnice razli¢nih ras, starosti, socialnih razmer in stanu, so
ugotovili, da je razlika v prekuzenosti s HSV 1 med posameznimi etni¢nimi skupinami
majhna, ¢eprav so temnopolte nosecnice s Karibov ali Afrike v ve¢jem delezu HSV 1

pozitivne (92 % - 96%) kot Azijke ali nosecnice (¢rnke ali belke), ki zivijo v Veliki
Britaniji (73 % - 80 %). Ugotovili so, da je prekuzenost s HSV 1 med nose¢nicami iz visjih

socialno - ekonomskih slojev nizja kot pri tistih iz nizjih slojev (Ades in sod., 1989).

Povsod s starostjo prekuzenost s HSV 1 narasca, saj je v daljSem Casovnem obdobju tudi
ve¢ priloznosti za okuzbo. V drzavah kot so Bolgarija, Ceska, Nem¢ija in Slovenija je
prekuzenost s HSV 1 vi§ja (Slika 11) in ze pri nizjih starostnih skupinah je opazen visji
odstotek oseb, ki imajo protitelesa proti HSV 1. Med posameznimi drZzavami so opazne
velike razlike v prekuzenosti s HSV 1. Slovenijo uvrs¢amo med drzave z visoko

prekuzenostjo s HSV 1.

HSV 1 lahko povzro€a poskodbe tudi na predelih, kjer je obic¢ajno prisoten HSV 2. Kot
povzrocitelja genitalnega herpesa se HSV 1 in HSV 2 prenaSata s spolno aktivnostjo tako
med simptomatsko kot tudi med asimptomatsko okuzbo. Studija na Norveskem je pokazala,
da je bil pri Zzenskah in v populaciji nasplosno, mlajsih od 21 let, v 70 - 90 % primerov
povzrocitelj genitalnega herpesa HSV 1 (Nilsen in sod., 2000). Do podobnih ugotovitev so
prisli v Izraelu, kjer so med leti 1993 in 2000 pri 66 % ljudi z genitalnim herpesom odkrili
HSV 1 (Samra in sod., 2003). Ker se vse pogosteje pojavlja oralno-genitalna spolna praksa,
upad zgodnje prekuzenosti s HSV 1 zveca verjetnost izbruha genitalne okuzbe s HSV 1

(Pebody in sod., 2004).
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Slika 11: Primerjava prekuzenosti s HSV 1 med drzavami (podatki o prekuzenosti v drugih drzavah se

nanasajo na celotno populacijo Zensk dolo¢ene starostne skupine in ne le na nosecnice)

Rezultati nase Studije so pokazali mnogo manjSo prekuzenost nose¢nic s HSV 2 kot s HSV
1. Rezultat je pricakovan, saj je prekuzenost s HSV 2 tudi na splo$no v populaciji nizja kot
s HSV 1 (Murray in sod., 2003). Starostni porast prekuzenosti je pri HSV 2 bolj opazen
kot pri HSV 1. Povpre¢na prekuzenost s HSV 2 v letu 2003 je 8,4 % (Slika 12).

Najnizja prekuzenost s HSV 2 je v prvi starostni skupini (5,6 %), najvisja pa v ¢etrti (11,1
%), kar je pricakovano, saj so starejSe osebe ze dalj Casa spolno aktivne in s tem je
verjetnost okuzbe s HSV 2 vecja. Najvecji skok v prekuzenosti s HSV 2 je med 3. in 4
starostno skupino (s 6,9 % na 11,1 %), kar bi lahko razlozili z aktivnim spolnim Zivljenjem

v tem starostnem obdobju, to je od 25. leta napre;.
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ika 12: PrekuZenost nose¢nic v Sloveniji s HSV 2 po starostnih skupinah v letih 1993 in 2003

Prekuzenost s HSV 2 med nosecnicami v Sloveniji leta 1993 kot tudi 2003 se med
starostnimi skupinami dinami¢no spreminja. Skupna prekuzenost s HSV 2 leta 1993 znasa
7,0 %, leta 2003 pa 8,4 %. Razlika ni zelo velika, vendar bi lahko kazala na rast
prekuzenosti s HSV 2. Leta 1993 je najniZja v drugi (4,2 %), najvi§ja pa v Cetrti (11,6 %)
starostni skupini. Leta 2003 je prekuzenost s HSV 2 najnizja v 3. (4,9 %), najvisja pa v 4.
starostni skupini (11,1 %). V letu 2003 smo opazili relativno visoko prekuzenost s HSV 2

v 2. in 3. starostni skupini, kar morda govori o premiku zacetka spolno aktivnega zivljenja

v mlajse starostno obdobje kot v Studiji iz leta 1993.

Pri Sirjenju HSV 2 ima pomembno vlogo asimptomatski prenos virusa. Moski imajo
pogosto asimptomatsko okuzbo s HSV 2, kar verjetno povzroci ve¢jo moznost prenosa

virusa na zensko (Pebody in sod., 2004). V studiji, narejeni v letih 1980/81, na
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nosecnicah razli¢nih starosti, narodnosti, socialnega statusa in stanu, so prisli do naslednjih
ugotovitev: odstotek HSV 2 pozitivnih nosecnic je vec¢ji med samskimi zenskami in
temnopoltimi Zenskami kot pa med porofenimi Zenskami, Azijkami in belkami. V
raziskavah se je pokazalo, da je prekuzenost s HSV 2 moc¢no odvisna od rase: najnizja je
pri Azijkah (3,4 %), sledijo belke (7,2 %) in ¢rnke (38 %) (Ades in sod., 1989). V nemski
Studiji je bila prekuzenost nose¢nic s HSV 2 9 % (Enders in sod., 1998). V studiji, kjer so
preucevali prekuzenost s HSV 1 in HSV 2 med Spanskimi adolescenti (14 - 17 let)
ugotavljajo, da je prekuzenost s HSV 2 2% (Gil in sod., 1998).
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Slika 13: Primerjava prekuzenosti s HSV 2 med drzavami (podatki o prekuzenosti v drugih drzavah se

nanasajo na celotno populacijo Zensk dolo¢ene starostne skupine in ne le na nosecnice)

Primerjava naSih rezultatov z drugimi Studijami v razli¢cnih drzavah Evrope kaze, da je
prekuZzenost nosecnic s HSV 1 v Sloveniji razmeroma visoka, prekuzenost s HSV 2 pa
sorazmerno nizka. Seroprevalen¢ne Studije v razlinih drzavah Evrope kazejo na
spremembe v epidemiologiji HSV 1 in HSV 2, in sicer upad prekuzenosti s HSV 1 in

premik prekuzenosti s HSV 2 v nizje starostne skupine (Christenson in sod., 1992; Vyse
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in sod., 2000). Ker se prekuzenost z genitalnim herpesom iz leta v leto pomika v nizje
starostne skupine, bi morali biti adolescenti ciljna populacija za obvesCanje in
preprecevanje Sirjenja okuzb s HSV. Prekuzenost s HSV 2 v vseh drzavah v posameznih
starostnih skupinah iz leta v leto naras¢a. To je pomemben podatek za zdravstvo, saj je
HSV 2 med drugim sodejavnik pri prenosu drugih spolnih bolezni (HIV in okuzbe s HSV v

povezavi z novorojencki) (Davidovici in sod., 2005).

V nasi Studiji je bila najbolj pogosta kombinacija okuzbe z virusom herpesa HSV 1
pozitivno, HSV 2 negativno, kar je pri visoki prekuzenosti s HSV 1 in nizki s HSV 2
pric¢akovano. Taksna kombinacija se pojavi pri 79,7 % nosecnic v vseh starostnih skupinah
(Slika 14). Zelo redki pa so primeri, ko smo pri nosecnicah dokazali protitelesa proti HSV
2 in odsotnost protiteles proti HSV 1 (1,3 %). Protitelesa proti obema virusoma smo
dokazali pri 7,1 % nosecnicah, 11,8 % nosecnic pa ni imelo protiteles niti proti HSV 1, niti

proti HSV 2.
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Seroepidemioloske Studije kazejo na to, da tako HSV 1 kot tudi HSV 2 seroprevalenca z
leti naraSca in je visja pri zenskah. Te se okuzijo mlajSe v primerjavi z moskimi (Batya in

sod., 2005; Pebody in sod., 2004; Vyse in sod., 2000).

Pomen ugotavljanja seroprevalence herpes simpleksa v populaciji in posebej pri nosecnicah
je v moznosti okuzbe novorojencka. Neonatalni herpes v 75 % povzro¢i HSV 2 (Brooks in
sod., 1998). V Sloveniji je genitalni herpes med spolno prenosljivimi boleznimi, ki jih je
treba prijaviti, vendar je prijava slaba. V letu 2004 je bilo prijavljenih 40 primerov
genitalnega herpesa (Epidemiolosko spremljanje, 2005) in v letu 2005 50 primerov (Klavs
Irena, ustno), kar je gotovo mo¢no podcenjeno Stevilo. Neonatalni herpes ni opredeljen kot

prijavljiva bolezen.

Nevarnost za pred€asni porod in moznost okuzbe novorojenca poveca primarna okuzba
nosecnice v drugem ali tretjem trimesecju nosecnosti (Brown, 1991). Tveganje za okuzbo s
HSV med nosecnostjo je odvisno od dejavnokov, kot so: prekuzenost populacije s HSV 1
in HSV 2, spolne navade nosecnic, starost, okuzenost partnerjev in morebitna druga spolno
prenosljiva bolezen (Mindel in sod., 2000; Brown in sod., 1997). Pri noseCnicah s
protitelesi proti HSV 1 in HSV 2, pridobljenimi pred nosecnostjo, je tveganje okuzbe ploda
minimalno. Prav tako je majhna verjetnost, da se bo plod okuzil v primeru, ko sta oba
partnerja ali seronegativna ali seropozitivna (Mindel in sod., 2000). Po svetu so delezi
novorojenckov, ki se rodijo okuzeni s herpesom, zelo razlicni. V Zdruzenih drzavah
Amerike se rodi 50/100 000 okuzenih novorojencev (Nahmias in sod., 1989), na Svedskem
6/100 000 (Malm in sod., 1995), v Avstraliji 8/100 000 (Garland, 1992) in 3/100 000 v
Veliki Britaniji (Hall in sod., 1992). V avstralski Studiji so ugotavljali povezanost med
prekuzenostjo z virusom HSV 2 in incidenco okuzb novorojenckov s tem virusom.
Ugotovili so, da je bilo pri nizji prekuzenosti s HSV 2 tudi manj novorojenckov z
neonatalnim herpesom. Tako je bila v tej Studiji seroprevalenca HSV 2 v Avstraliji
ocenjena na 12 % in incidenca neonatalnega herpesa 7,5/100 000, v Seattlu in Atlanti je
bila seroprevalenca HSV 2 28 % , incidenca neonatalnega herpesa pa 28,2/100 000 v
Seattlu in 40/100 000 v Atlanti (Mindel in sod., 2000). Glede na nizko
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seroprevalenco HSV 2 v Sloveniji (8,4 %) je verjetno tudi incidenca neonatalnega herpesa
nizka. Seroepidemioloske Studije so nam tako lahko v pomo¢ pri ocenjevanju bremena
bolezni, kadar je prijava slaba. Izjemno zanimiva bi bila Studija, v kateri bi vzpostavili
mrezo zdravnikov, ki bi dosledno prijavljali genitalni herpes in poSiljali tudi klini¢ni
material v laboratorijsko potrditev. Tako bi lahko dobili podatek o pogostosti tega obolenja
in tudi o tem, v kolikSni meri ga pri nas povzro¢a HSV 1 in v kolik$ni meri HSV 2. Na
Norveskem in v Izraelu so namre¢ ugotovili, da je v novejSem cCasu tudi HSV 1 zelo pogost
povzrocitelj genitalnega herpesa (Nielsen in sod., 2000; Samra in sod., 2003). V raziskavah
iz Velike Britanije in Nizozemske pa ugotavljajo tudi vecji pomen HSV 1 kot povzrocitelja

herpesa novorojenckov (Tookey in Peckham, 1996; Gaytant in sod., 2000).

Kot drugo, alternativno metodo za dokazovanje protiteles proti virusom HSV 1 in HSV 2,
smo preizkusili imunsko blot metodo, saj je tehnicno manj zahtevna. Odcitavanje je
vizualno in zanj ne potrebujemo spektofotometra. Metodo smo preizkusili na 138 serumih.
Izkazalo pa se je, da je pri dolocanju protiteles proti HSV 1 in HSV 2 ta metoda bistveno
manj obcutljiva, saj je primerjava z metodo ELISA, ki jo je validiral referencni laboratorij
pokazala, da bi zgresili kar 28,6 % pozitivnih vzorcev pri HSV 1 in 90,3 % pri HSV 2.
Prednosti metode ELISA so kljub vi§ji ceni in zahtevnejSemu postopku naslednje: bistveno
vi§ja obcutljivost, obdelava ve¢ vzorcev hkrati in strojno odcCitavanje rezultatov, ki ni

odvisno od ocene izvajalca.
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5.2 SKLEPI

» Prekuzenost nose¢nic v Sloveniji s HSV 1 je visoka, podobno kot v drzavah Srednje

in Jugovzhodne Evrope (Bolgarija, Ceska, Nem¢ija).

»  Prekuzenost nosecnic v Sloveniji s HSV 2 je razmeroma nizka in je podobna kot na

Ceskem in v Nemciji.

» Od leta 1993 do leta 2003 smo opazili rahel padec prekuzenosti s HSV 1 in porast s
HSV 2. To bi lahko nakazovalo trend, opazen v nekaterih drzavah v Severni in Zahodni
Evropi, ki je verjetno posledica druga¢nih kulturnih in socialnih navad (HSV 1) in

spremembe v zacetku spolne aktivnosti ter sprememb v spolnih navadah (HSV 2).

» Zaboljso oceno bi bila potrebna Studija v daljSem ¢asovnem obdobju (20 let).

» Imunska blot metoda, ki smo jo preizkusili, za seroepidemioloske Studije ni primerna,

saj je premalo obcutljiva.
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6 POVZETEK

Virusa HSV 1 in HSV 2 spadata med najpogostejSe povzrocitelje okuzb pri ¢loveku.
Povzrocata Stevilne bolezni na razliénih delih telesa, kot so poSkodbe koze, o€i in
mozganov. S HSV 1 pride vecina ljudi v stik Ze v otroStvu, s HSV 2 pa v obdobju spolne
aktivnosti. Za oba tipa je znacilna okuzba epitelnih celic in vzpostavitev prikrite okuzbe v
nevronih (Brooks in sod., 1998). Herpes novorojenckov je posledica okuzbe nosecnice s
HSV 1 ali HSV 2 in predstavlja eno najvecjih nevarnosti okuzb novorojenckov. OkuZzba

lahko povzroc¢i hude okvare ali se konc¢a s smrtnim izidom (Malkin in Beumont, 1999).

HSV lahko laboratorijsko diagnosticiramo z neposrednim dokazovanjem virusov v kuznini
(osamitev virusa v celi¢ni kulturi, imunodetekcija virusnih antigenov, molekularne metode)
ali na posreden nacin (seroloSke metode - encimsko imunska metoda, imunska blot

metoda).

V diplomski nalogi smo ugotovili prekuzenost nosecnic v Sloveniji z virusoma HSV 1 in
HSV 2 na serumih, zbranih v letu 2003. Rezultate smo primerjali s podatki iz enake Studije,
narejene leta 1993 in skuSali ugotoviti, ali je priSlo v Sloveniji v obdobju 10 let do
sprememb v epidemiologiji okuzb slovenskih nosecnic z virusoma HSV 1 in HSV 2.
Stopnjo prekuzenosti slovenskih nose¢nic s herpesvirusi smo primerjali z ugotovitvami
Studij iz drugih drzav. Specifi¢na protitelesa v serumih smo dokazovali z encimskoimunsko

metodo ELISA. Preizkusili smo tudi imunsko blot metodo.

Na reprezentativnem vzorcu serumov nosecnic iz leta 2003 iz razli¢nih starostnih skupin in
podro¢ij smo ugotovili, da je v primerjavi s serumi, zbranimi na enak nacin leta 1993,
prekuzenost s HSV 1 nekoliko nizja (leta 1993 je 88,4 %, leta 2003 pa 86,9 %), a vendar
visoka v primerjavi z drugimi evropskimi drzavami. PrekuZenost s HSV 2 se med
posameznimi starostnimi skupinami dinamicno spreminja. V primerjavi s Studijo izpred
desetih let je prekuzenost s HSV 2 med slovenskimi nose¢nicami nekoliko visja (leta 1993

je 7 %, leta 2003 je 8,4 %), v primerjavi z drugimi evropskimi drzavami pa
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nekoliko nizja. Rast deleza nosecnic okuzenih s herpesvirusi s starostjo je bolj opazna pri

HSV 2, saj se vecina ljudi s HSV 1 okuzi Ze v otroStvu.
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