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Enterovirusi lahko povzroc¢ajo vrsto razlicnih bolezni. Najpogosteje okuzbe potekajo brez
simptomov, vendar pa lahko povzrocajo tudi zelo resna klini¢na stanja. Med najresnejse klini¢ne
slike okuzb z enterovirusi spada miokarditis, ¢igar diagnostika je zelo zapletena. Laboratorijska
diagnostika miokarditisa, ki ga povzrocajo enterovirusi, je zahtevna zaradi izredne genetske pestrosti
teh virusov. Uporabne so zlasti seroloske metode, kot sta encimsko imunska metoda (ELISA) in
reakcija vezave komplementa (RVK). V diplomski nalogi smo Zeleli ugotoviti ali bi lahko testiranje
na protitelesa proti enterovirusom pri bolnikih s sumom na virusni miokarditis, ki se izvaja z metodo
reakcije vezave komplementa, nadomestili s sodobnejso encimskoimunsko metodo. Zanimalo nas je
tudi v kolikSnem odstotku so pri bolnikih s sumom na virusni miokarditis verjetni povzrocitelji
okuzbe enterovirusi. V raziskavo smo vkljucili arhivske serumske vzorce bolnikov, ki so bili
rutinsko testirani z metodo reakcije vezave komplementa, mi pa smo jih dodatno testirali z
encimskoimunsko metodo. Izmed 133 testiranih serumskih vzorcev pacientov s sumom na virusni
miokarditis smo protitelesa proti enterovirusom dokazali z metodo RVK v 54,9 % in z metodo
ELISA v 61,2 % pregledanih vzorcev. Prisotnost protiteles z obema metodama smo ugotovili v 56
vzorcih, odstotnost protiteles pa pri 34 vzorcih. Torej je skupno ujemanje interpretacij testiranja med
metodama 61,15 %. Neujemanje med metodama pa je 32,3 %. Rezultati testiranja se ne ujemajo v
43 vzorcih, pri 26 vzorcih smo protitelesa dokazali le z metodo ELISA, pri 17 pa le z metodo RVK.
V vzorcih smo najpogosteje dokazali protitelesa razreda IgG. Slednja smo v vecini primerov
dokazali z vsemi tremi uporabljenimi testi ELISA (enterovirus, coxsackievirus, echovirus), kar kaze
na navzkrizno reaktivnost ali pa na prekuzenost z vec tipi enterovirusov. Da bi lahko ugotovili za
kaksSen stadij okuzbe gre pri pacientih, bi bilo zaZeljeno, da bi za vsakega pacienta imeli parni
serum. Glede na rezultate diplomske naloge menimo, da je metoda ELISA primernejsa za
dokazovanje okuzb z enterovirusi pri bolnikih s sumom na virusni miokarditis od metode RVK.
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Enteroviruses can cause a range of different diseases. In most cases the infections are asymptomatic but
they can also cause very severe clinical states. One of the most severe clinical picture of infections is
myocarditis, which is very difficult to diagnose. Laboratory diagnostics of myocarditis, which is caused
by enteroviruses, is due to a great genetic variety of these viruses very complicated. Serological methods
are the most useful in diagnostics, especially an enzyme immunoassay method (ELISA) and a
complement fixation test (CFT). In this graduation thesis we have attempted to discover whether there is
possible to substitute a compliment fixation test, which is used for diagnosis of antibodies against
enteroviruses in the case of patients with suspicion of viral myocarditis, for an enzyme immunoassay
method that would be more modern. Another thing that we have been interested in is to which extent are
enteroviruses possible cause of infections with patients with the suspicion of viral myocarditis. Archival
serum samples of patients have been included in the study. These patients have undergone the routine
complement fixation test and have been further test with the enzyme immunoassay method. In 133 tested
serum samples of patients have been antibodies to enteroviruses proved with the CFT method in 54.9 %
and with the ELISA method in 61.2 % samples. In 56 samples both methods have shown the presence of
antibodies and in 34 samples both have shown their absence. Therefore, the percentage of the
correspondent testing of both methods is 61.15 %. However, with 32.3 % of samples the methods do not
show the same results. The results of testing do not agree with 43 samples. In 26 samples we have proved
antibodies only with the ELISA method and in 17 samples only the CFT method has proved their
existence. Antibodies of class IgG have been the most frequently proved. These antibodies have been in
most cases proved through all three ELISA tests (Enterovirus, Coxsackievirus, Echovirus), which
indicates cross-reactivity or immunity against more types of enteroviruses. To be able to determine the
stadium of infection it would be desirable to acquire a paired serum of each patient. According to the
results of the graduation thesis we can conclude that the ELISA method is more appropriate for the
verifying of enteroviral infections with patients that might be infected with viral myocarditis than the
method CFT.
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SEZNAM OKRAJSAV

AK antikomplementaren
ELISA encimsko imunska metoda
HCV hepatitis C virus

HIV virus humane imunske pomanjkljivosti
IgA imunoglobulin A

IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

oG opticna gostota

PCR verizna reakcija s polimeraz
Rf revmatoidni faktor

RNA ribonukleinska kislina

RVK reakcija vezave komplementa
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1 UVOD

Enterovirusi spadajo v druzino Picornaviridae in so med najpogostejSimi patogenimi virusi
Cloveka. Razmnozujejo se predvsem v sluznici ¢revesja, vendar pa se bolezni izrazajo na
drugih organskih sistemih, kot so dihala, osrednje ziv€evje in sr¢na miSica. Vkljuceni so
lahko v patogenezo resnih kroni¢nih bolezni srca. Povzrocajo lahko miokarditis,
perikarditis in kongestivno kardiomiopatijo. Kardiomiopatija je ena najpogostejSih srénih
bolezni, ki je posledica infekcijsko povezanega miokarditisa (Maier in sod., 2004).
Miokarditis definiramo kot vnetje sréne misice, ki ga obi¢ajno povzrocijo virusi, Se posebe;j
pogosto prav enterovirusi, ki lahko povzroCijo zelo resna klini¢na stanja, vklju¢no z
nenadno sréno smrtjo. Laboratorijska diagnostika okuzb je zaradi izredne genetske

pestrosti enterovirusov zelo zapletena.

1.1 NAMEN

V diplomski nalogi smo zeleli ugotoviti ali bi lahko testiranje na protitelesa proti
enterovirusom pri bolnikih s sumom na virusni miokarditis, ki se izvaja z metodo reakcije
vezave komplementa (RVK), nadomestili s sodobnejSo encimskoimunsko metodo
(ELISA). Ugotoviti smo zeleli, v kolik§Snem odstotku so enterovirusi verjetni povzrocitelji
virusnega miokarditisa in ali je metoda ELISA bolj primerna za diagnosticne namene, kot

je metoda RVK.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevali smo, da bomo zaradi vec¢je obcutljivosti metode ve¢ okuzb dokazali z metodo
ELISA kot z metodo RVK. Pri¢akovali smo tudi, da bodo rezultati z metodo ELISA
potrdili rezultate predhodno pridobljene z metodo RVK. Predvidevali smo, da bomo v
preiskovani skupini bolnikov s sumom na virusni miokarditis, z metodo ELISA najveckrat
dokazali protitelesa proti coxsackievirusom, ki so najpogosteje opisani kot povzrocitelji

virusnega miokarditisa.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIOKARDITIS IN RAZSIRJENA KARDIOMIOPATIJA

Razsirjena kardiomiopatija je bolezen sréne miSice, ki se razvije iz neznanega vzroka
(Bolte, 1984). Imunoloske raziskave bolezni sréne miSice v zadnjih letih, so zagotovile
dokaze, da je bolezen sréne miSice, kjer gre za virusno okuzbo, domnevno prva faza
razsirjene kardiomiopatije (Bolte, 1984). Kardiomiopatija je ena najpogostejSih sr¢nih
bolezni, ki je posledica infekcijsko povezanega miokarditisa (Maier in sod., 2004).
Miokarditis je pomemben in pogosto neprepoznan vzrok razSirjene kardiomiopatije
(Schultz in sod., 2009). Definiramo ga kot vnetje sr¢ne miSice, do katerega pride zaradi
miokardne infiltracije imunokompetentnih celic, ki so posledica poskodbe miokarda (Kiihl
in sod., 2009). Klasi¢ni miokarditis se vecCinoma pojavlja kot rezultat gostiteljevega
imunskega odziva proti organizmom, ki povzroc¢ajo pogoste infekcijske bolezni, kot izraz
preobcutljivosti ali kot rezultat toksi¢ne reakcije na zdravila (Kiihl in sod., 2009). Etioloski
dejavniki pri klinicnem miokarditisu so pogosto neidentificirani. Najpogostejsi
povzrocitelji miokarditisa so zelo verjetno enterovirusi, ki lahko povzrocijo pri bolnikih
klini¢no zelo resna stanja, vklju¢no z nenadno sr¢no smrtjo. Skoraj vsak virus je lahko
povezan z miokarditisom, vendar pa prevladujejo virusi z RNA genomom, Se posebej
druzina Picornaviridae. Najpomembnejsi povzrocitelji so echovirusi in coxsackievirusi.
Slednji zavzemajo prav posebno mesto, saj so odgovorni za tretjino oziroma polovico vseh
primerov akutnega miokarditisa in perikarditisa (Romero, 2007). Tu gre predvsem za
coxsackieviruse skupine B, prevladujoci serotipi so coxsackievirus B2-B5 (Romero, 2007).
Najpogosteje naj bi se pojavljal serotip coxsackievirus B3. Virusno RNA serotipa
coxsackievirus B3 lahko odkrijemo v sréni miSici 40-50 % pacientov z razSirjeno
kardiomiopatijo (Maier in sod., 2004). Vecinoma so tarCa enterovirusnega miokarditisa
novorojencki, adolescenti in mlajsi odrasli. Ve¢ kot dve tretjini je moskih. Miokarditis
zdravijo simptomatsko, bolnik pa mora v akutni fazi bolezni strogo pocivati. Ozdravitev je
praviloma popolna, vendar pa se lahko konca tudi smrtno. Aktivna bolezen se lahko
ponovi, akutni virusni miokarditis lahko ob¢asno napreduje tudi v kroni¢no obliko (Bolte,
1984). Poleg tega obstaja verjetnost, da se kroni¢na kongestivna kardiomiopatija razvije iz

asimptomatske okuzbe (Bolte, 1984).
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Enterovirusi so lahko poleg miokarditisa, perikarditisa in kongestivne kardiomiopatije
vkljuéeni v patogenezo Se nekaterih drugih resnih kroni¢nih bolezni, kot je sladkorna
bolezen tipa 1 in zivénomiSi¢ne bolezni (Witsg in sod., 2006). Povzrocajo tudi neznacilno
vro¢insko bolezen, okuzbe zgornjih dihal, vroinski izpuscaj, asepticni meningitis,
plevrodinijo, encefalitis, akutno paralizo (Witsg in sod., 2006). DolocCeni serotipi lahko
povzrocajo tudi spremembe na oceh, kot je akutni hemoragi¢ni konjunktivitis, spremembe
na kozi, pojavijo se lahko bolezni dlani, podplatov in ust, hematoloske spremembe, kot je
akutna infekcijska limfocitoza, spremembe na sec€ilih (orhitis in epididimitis), spremembe
miSic in sklepov (artritis in miozitis) ... (Marolt — Gomis¢ek in RadSel — Medvescek,
2002). Velikokrat pa okuZzbe z enterovirusi potekajo brez simptomov. Ocenjujejo, da je 50-

80 % okuzb asimptomatskih (Marolt — Gomis¢ek in Radsel — Medvescek, 2002).
2.2  ENTEROVIRUSI
2.2.1 SplosSne znadilnosti enterovirusov

Enterovirusi so majhni virusi ikozaedri¢ne oblike, so brez ovojnice, njihov genom je
sestavljen iz pozitivho polarne enojnovijatne RNA, ki je sestavljena iz okoli 7400
nukleotidov (Samuelson in sod., 1994). Virusno kapsido sestavljajo kopije strukturnih
proteinov VP1, VP2, VP3 in VP4 (Samuelson in sod., 1994). Ime enterovirusi so dobili
zaradi sposobnosti podvojevanja v prebavilih, vendar pa v nasprotju s svojim imenom niso
kljucen povzrocitelj gastroenteritisov. Ker nimajo ovojnice, so odporni na eter, etanol,
kloroform, nizek pH in neionske detergente. So temperaturno obstojni, optimalno se
podvojujejo pri temperaturi 36-37 °C (Romero, 2007). Inaktivira jih temperatura visja od
56 °C (Romero, 2007). So precej stabilni v tekocih okoljih in lahko ve¢ tednov prezivijo v

vodi, telesnih tekoc¢inah in odplakah.
2.2.2 Taksonomija

Enteroviruse uvrs¢amo v druzino Picornaviridae. Tradicionalni taksonomski kriterij za
identifikacijo enterovirusov na nivoju vrste so dolocili glede na vzorec pomnozevanja
posameznega tipa v celi¢nih kulturah in glede na klini¢no sliko, ki jo povzro¢ajo (Romero,
2007). Vendar je pozneje prislo do Stevilnih reklasifikacij. Do sprememb v prvotni

klasifikaciji je prislo zaradi identifikacije novih tipov in razvoja novih celi¢nih linij, pa tudi



Movrin A. Dokazovanje protiteles proti enterovirusom z metodo reakcije vezave komplementa in encimsko imunsko metodo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2011

molekularne metode za tipizacijo enterovirusov so dodatno izpodrinile tradicionalne

seroloske metode za dolocitev serotipa (Romero, 2007). Tako je bila taksonomija

enterovirusov doloCena na podlagi filogenetske analize, kjer so uporabili kompletno

kodirajo¢o sekvenco strukturnega proteina VP1 (Romero, 2007). S tem so pokazali, da so

Stevilni enterovirusi, ki so jih prvotno dolo€ili kot posamezne serotipe, pravzaprav isti

serotip (Romero, 2007). Po tradicionalni klasifikaciji druzina enterovirusov vkljucuje

polioviruse, coxsackieviruse, echoviruse in humane enteroviruse (Samuelson in sod.,

1994). Po novi klasifikaciji pa v druzino enterovirusov uvrs¢amo humane enteroviruse A,

humane enteroviruse B, humane enteroviruse C in humane enteroviruse D.

Preglednica 1: Taksonomska razdelitev enterovirusov (Drinovec, 2007; ICTV, 2010)

Tradicionalna Kklasifikacja

Nova klasifikacija

Poliovirusi (3 serotipi)

PV1-PV3

Coxsackievirusi
Skupina A (23 serotipov)
Al-A22, A-24

Skupina B (6 serotipov)
B1-B6

Echovirusi (28 serotipov)
Echo 1-7,9, 11-21, 24-27, 29-33

Enterovirusi (4 serotipi)

EV 68-71

Humani enterovirus A (21 serotipov)
Coxsackievirus A2-A8, 10, 12, 14, 16
Enterovirus EV-T71, 76, 89, 90, 91,
(zivalski EV-92, SV19, SV43, SV46, A13

Humani enterovirus B (59 serotipov)
CV-B1-B6, CV-A9

Echovirus E1-E9, E11-E21, E24-E27, E29-E33
Enterovirus EV-69, EV73-75, EV77-88, EV-93,
97,98, 100, 101, 106, 107, (Zivalski SAS5)

Humani enterovirus C (19 serotipov)
Poliovirus PV1-PV3

Coxsackievirus A-1, 11,13, 17, A19-22, 24
Enterovirus EV-95, 96, 99, 102, 104, 105, 109

Humani enterovirus D (3 serotipi)

EV-68, EV-70, EV-94

2.2.3 Epidemiologija in prenos

Enterovirusi so raz$irjeni po vsem svetu. Ve¢ kot 50 % ne-polio enterovirusnih okuzb in

ve¢ kot 90 % poliovirusnih okuzb je subklini¢nih (Cohen, 2008). Kadar pa se simptomi
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pojavijo, se to najveckrat kaze kot neznacilna vrocinska bolezen, le manjsi del okuzb je
povezan s specificnimi klini¢nimi sindromi (Cohen, 2008). Inkubacijska doba se giblje od
2 do 14 dni, povprecno od 3 do 5 dni (Marolt — Gomiscek in RadSel — Medvescek, 2002).
Obicajno so okuzbe pogostejse v okoljih, kjer vladajo slabe socialno-ekonomske razmere
in je slaba higiena. V zmernem klimatskem pasu se enterovirusne okuzbe najpogosteje
pojavljajo poleti in jeseni, za razliko od tropskega podnebja, kjer ni oCitnega sezonskega
pojavljanja enteroviroz (Cohen, 2008). Najveckrat obolevajo dojencki in otroci do 15. leta
starosti. Resna obolenja se najpogosteje razvijejo v prvih dneh Zivljenja in pri starejsih

otrocih ter mlaj$ih odraslih.

Vecinoma se enterovirusi prenasajo po fekalno-oralni poti, preko onesnazenih rok in
predmetov (Cohen, 2008). Oboleli so najbolj kuzni v kratkem obdobju pred in po izbruhu
bolezenskih simptomov, ko je virus prisoten v iztrebku in zrelu (Cohen, 2008). Poleti so
lahko izvor okuzbe predvsem plavalni bazeni in kopalne vode. Vzrok okuzbe je lahko tudi
kontaminirana hrana in voda. Doloceni enterovirusi, kot je na primer enterovirus 70, ki
povzroc¢a akutni hemoragicni konjunktivitis, se lahko prenasa preko neposrednega stika
kontaminiranih prstov z o¢esom (Cohen, 2008). Prenos preko kuznih kapljic je pomemben
pri virusih, ki povzro¢ajo okuzbe dihal, eden tak$nih je coxsackievirus A21 (Cohen, 2008).
Enterovirusi se lahko prenasajo tudi preko placente iz matere na zarodek, kar lahko

povzroci resno bolezen pri novorojencku (Cohen, 2008).
2.2.4 Diagnostika enterovirusnega miokarditisa

Diagnostika miokarditisa je na splosno precej zapletena, locevanje od ostalih srénih
bolezni, ki lahko povzrocajo podobne klini¢ne simptome, je zelo pomembno. Obstajajo
neinvazivne in invazivne diagnosticne tehnike. Pri neinvazivnih tehnikah se posluzujemo
EKG-preiskave, ki pri polovici pacientov z miokarditisom pokaze dvignjen S-T segment
ali neznacilne spremembe S-T in T valov (Marolt — Gomiscek in Radsel — Medvescek,
2002). Lahko se pojavijo valovi Q, ventrikularna tahiaritmija in vse stopnje sr¢nega bloka.
Med invazivne tehnike pa Stejemo predvsem histoloSke in imunohistoloske preiskave, ki
zahtevajo zilno kateterizacijo bolnika. Sledijo molekularno-bioloske metode za dokaz

virusa in seroloske preiskave za dokaz specifi¢nih protiteles.
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Diagnostika enterovirusnega miokarditisa je zahtevna zaradi izredne genetske pestrosti
enterovirusov, ki zapleta laboratorijske postopke, tako pri posrednih kot tudi neposrednih
viroloskih metodah. Za pravilno etiolosko diagnozo miokarditisa trenutno ni na voljo
optimalnih metod. Kadar sumimo, da gre za enterovirusni miokarditis se posluzujemo
predvsem seroloskih preiskav, kot sta metodi RVK in ELISA. Diagnozo pa lahko potrdimo
tudi z molekularno-bioloskimi metodami, kot je npr. PCR, z osamitvijo virusa iz

perikardialnega eksudata ali sr¢ne miSice, iz zrela ali blata.

2.2.4.1 Seroloske metode

Seroloska diagnostika enterovirusnih okuzb je zapletena zaradi velikega Stevila
enterovirusnih serotipov in pomanjkanja skupnih antigenov (Cohen, 2008). Z metodo RVK
lahko dokazujemo protitelesa proti coxsackievirusom A9, B1-B6 in echovirusom, vendar
ne moremo dokazovati posameznih razredov protiteles. Za dolocanje posameznih razredov
protiteles proti enterovirusom uporabljamo metodo ELISA, ki je na voljo za najpogostejse

serotipe v komercialnih kitih in lahko dokazujemo prisotnost protiteles IgG, IgA in IgM.

Tezava, ki se pojavi, je tudi, da je znacilen porast titra protiteles pri pacientih s sumom na
miokarditis zaznan le obCasno. To lahko pripiSemo temu, da se teZzave na srcu pri pacientih
pokazejo pozno v poteku okuzbe. Laboratorijska diagnostika tako predvsem temelji na

prisotnosti visokih titrov protiteles.

224.1.1 RVK

Reakcija vezave komplementa je ena najstarejSih metod za dokazovanje protiteles v

serumu, vendar pa z njo ne moremo lociti posameznih razredov protiteles.

Za izvedbo RVK metode potrebujemo dva loCena indikatorska sistema, in sicer
indikatorski (hemoliticni) sistem, ki ga sestavljajo ov¢ji eritrociti, kuncja protitelesa I1gG
proti ov¢jim eritrocitom (hemolizin) in komplemet (serum budre) ter testni sistem, ki ga
sestavljata virusni antigen in serum, v katerem ugotavljamo protitelesa (Avsi¢ Zupanc,
2007). Sestavine indikatorskega sistema moramo zmesati v najugodnejsi koncentraciji, da
se hemolizin veze na povrSino ov¢jih eritrocitov, na nastali kompleks se veze Se
komplement, ki razkroji eritrocite (Av§i¢ Zupanc, 2007). Komplement je encimska

komponenta krvi, ki jo aktivira prisotnost kompleksov antigen — protitelo (Virion/Serion,



Movrin A. Dokazovanje protiteles proti enterovirusom z metodo reakcije vezave komplementa in encimsko imunsko metodo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2011

2009a). Komplement lahko aktivirajo samo IgGi-, IgG,-, [gGs- in IgM-antigen-kompleksi.
Izvedba testa poteka v dveh fazah. Najprej reagirajo virusni antigen, serumska protitelesa
in komplement, ki se veze na Fc del protiteles (Avsi¢ Zupanc, 2007). Ce v preiskovanem
serumu ni specifi¢nih protiteles, ostane komplement nevezan, zato se v drugi fazi, ob
dodatku indikatorskega sistema, le-ta aktivira ob vezavi na imunski kompleks hemolizina
in ov&jih eritrocitov, &esar posledica je hemoliza eritrocitov (Avsi¢ Zupanc, 2007).
Aktiviran komplement napade membrane eritrocitov in jih uni¢i. Hemoliza eritrocitov
pomeni, da v serumu ni specificnih protivirusnih protiteles in je rezultat testa negativen. V
primeru prisotnosti protiteles ostanejo eritrociti nepoSkodovani in se sesedejo na dno
mikrotitracijske plos¢ice v obliki eritrocitnega gumba, kar pomeni, da je rezultat testa

pozitiven.

Z RVK testom ugotavljamo vezavo komplementa na IgG,, IgG,, IgGs; in IgM protitelesa
proti coxsackievirusom A9, B1-B6 in echovirusom. Ce za analizo nimamo na voljo
parnega seruma pacienta, iz rezultatov testiranja ne moremo sklepati za kaksno okuzbo gre
(akutna okuzba, nedavna oziroma pretekla okuzba ali kroni¢na okuzba) (Virion/Serion,
2009a). Zaradi tega, ker s testom RVK ne moremo dolocati posamezmih razredov
protiteles, je ponovno testiranje parnega seruma nujno, da lahko opredelimo za kaksno
okuzbo gre (Virion/Serion, 2009a) . Za zanesljivo interpretacijo je potreben parni serum, ki
je odvzet v razmiku 5-7 dni. Stirikratni porast titra protiteles parnega seruma je znak za
akutno okuzbo, visoki titri protiteles v obeh paralelkah pa nakazujejo na nedavno ali
kroni¢no infekcijo (Virion/Serion, 2009a). Za natancnejSo dolocitev ali gre za akutno ali
preteklo okuzbo, je potrebna analiza z bolj natanénimi metodami, s specificnimi IgG-,
IgM- testi (Virion/Serion, 2009a). Padanje titra v parnih serumih pa nakazuje na to, da gre
ze za okrevanje po nedavni okuzbi. Glede na znacilnosti testa RVK je le-tega primerno
uporabljati kot presejalni test za akutne okuzbe (Virion/Serion, 2009a). Odsotnost
protiteles pri dolocanju s testom RVK ne izkljuuje moznosti akutne okuzbe. Za dolocitev
serolosSkega statusa (zasCitna protitelesa, pretekla okuzba) RVK test ni primeren, takrat
moramo uporabiti dodatne teste, npr. ELISA. Po navedbah proizvajalca Virion/Serion v
Nemciji od leta 2007 dokazovanje protiteles proti poliovirusu in drugim enterovirusom z

metodo RVK ni ve¢ akreditirana preiskava.



Movrin A. Dokazovanje protiteles proti enterovirusom z metodo reakcije vezave komplementa in encimsko imunsko metodo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2011

2.2.4.1.2 ELISA

ELISA je imusko encimska metoda, ki jo uporabljamo za dokazovanje protiteles ali
antigenov v vzorcu. Za doloCanje protiteles v vzorcu uporabljamo indirektno metodo
ELISA, direktna ELISA pa je prirejena za dolocanje antigenov. Pri metodi ELISA za
dolocanje protiteles v vzorcu, imamo na trden nosilec, ki je najpogosteje polistirenska
mikrotitracijska plo$¢ica z vdolbinicami, vezan ustrezen virusni antigen (Avsi¢ Zupanc,
2007). V vdolbinice dodamo serum in po inkubaciji spiramo, nato dodamo sekundarna
protitelesa, ki so oznaCena z encimom in se vezejo na nastale komplekse antigena in
serumskih protiteles. Po inkubaciji ponovno spiramo, da se znebimo nevezanih
sekundarnih protiteles in dodamo ustrezen substrat. Glede na koli¢ino razgrajenega

substrata, ki jo dolo¢imo spektrofotometricno, sklepamo na koli¢ino protiteles v serumu.

Metoda ELISA je med vsemi seroloskimi metodami najbolj uporaben diagnosticni test, saj
je visoko specifi¢na in obcutljiva metoda, s katero lahko poleg protiteles IgG dokaj hitro in
zanesljivo dolo¢imo tudi protitelesa IgM in IgA, ki so pomembni kazalci akutne okuzbe

(Av3i¢ Zupanc, 2007). Metoda je lahko kvalitativna ali kvantitativna.
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3 MATERIALIIN METODE

Raziskavo smo izvajali na arhivskih serumih bolnikov, ki so bili v letu 2009 poslani v
Laboratorij za diagnostiko virusnih infekcij na Institut za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, na redno diagnostiko zaradi suma na virusni
miokarditis. Pri redni diagnostiki so bili vzorci testirani z metodo RVK, ki je v okviru
diplomske naloge nismo ponovno izvajali. Vse vzorce smo dodatno testirali z metodo

ELISA z devetimi razlicnimi testi proizvajalca Virion/Serion.
V okviru diplomskega dela smo uporabili naslednje komercialne teste:

e Virion/Serion CFT (reagenti za izvedbo RVK). Uporabljeni antigeni so

coxsackievirus A9, coxsackievirus B1-B6 in echo-pool.

e Serion Elisa Classic Enterovirus za dolocanje specifi¢nih protiteles 1gG/IgM/IgA.
Komplet kot antigensko komponento vsebuje toplotno inaktivirane virione

echovirusa 6 in coxsackievirusa BS.

e Serion Elisa Classic Coxsackievirus za dolocanje specificnih protiteles
IgG/IgM/IgA. Komplet kot antigensko komponento vsebuje toplotno inaktivirane

virione coxsackievirusa Bl in coxsackievirusa B6.

e Serion Elisa Classic Echovirus za dolo¢anje specificnih protiteles IgG/IgM/IgA.
Komplet kot antigensko komponento vsebuje toplotno inaktivirane virione

echovirusa E6 in echovirusa E9.
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3.1 METODA ELISA

Vsi testi proizvajalca Virion/Serion se izvajajo po enakem principu, ne glede na antigene,

ki jih vsebujejo. Zato smo princip testa za izvedbo opisali samo enkrat.

3.1.1 Vsebina kompleta

Preglednica 2: Vsebina kompleta Serion ELISA classic (Virion/Serion, 2005)

Preizkusne komponente

koli¢ina/
prostornina

Trakovi za mikrotitriranje, ki jih lahko lo¢imo; v vsakem je 8 enojnih vdolbinic,
oblozZenih z antigenom (skupaj 96) MTP

1 okvir

material za oblogo je inaktiviran

12

Standardni serum (pripravljen za uporabo) STD

Cloveski serum v fosfatnem pufru z beljakovinami, negativen za protitelesa proti virusu
HIV, povrsinskemu antigenu za virus hepatitisa B (HBs-Ag) in protitelesa proti virusu
HCV;

KONZERVANS: < 0,1-odstotni natrijev azid

BARVILO: amaranth O

2x2ml

Serum za negativno kontrolo (pripravljen za uporabo) NEG

Cloveski serum v fosfatnem pufru z beljakovinami, negativen za protitelesa proti virusu
HIV, povrsinskemu antigenu za virus hepatitisa B (HBs-Ag) in protitelesa proti virusu
HCV;

KONZERVANS: < 0,1-odstotni natrijev azid

BARVILO: lissamin zeleno V

2 ml

Konjugat proti ¢loveskim protitelesom IgG, IgM ali IgA (pripravljen za uporabo)
APC Konjugat proti ¢loveskim protitelesom IgG, IgA in IgM,pridobljen iz koz
(poliklonalen), vezan na alkalno fosfatazo, stabiliziran z raztopino za stabilizacijo
beljakovin;

KONZERVANS: 0,01-odstotni metilizotiazolon, 0,01-odstotni bromnitrodioksan

13 ml

Koncentrat raztopine za izpiranje (zadostuje za 1000 ml) WASH
raztopina natrijevega klorida s Tween 20, 30 mM Tris;
KONZERVANS: <0,1-odstotni natrijev azid

33,3 ml

Pufer za red¢enje DILB

Fosfatni pufer z beljakovinami in Tween 20;
KONZERVANS: < 0,1-odstotni natrijev azid
0,01 g/1 natrijeva sol bromfenol modrega

2x50ml

Raztopina za ustavitev reakcije STOP
1,2 N natrijev hidroksid

15 ml

Substrat (pripravljen za uporabo) pNPP

Para-nitrofenilfosfat, pufer brez topila

KONZERVANS: < 0,1-odstotni natrijev azid

(Substrat v neodprti steklenici je rahlo rumene barve. To ne zmanjSa kakovosti proizvoda!)

13 ml

Certifikat o nadzoru kakovosti s standardno krivuljo in tabelo ocenitve INFO
(kolicina protiteles, izrazena v IE/ml ali E/ml)
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3.1.2 Priprava vzorcev za metodo ELISA

Pred izvedbo preizkusa smo vzorce bolnikov (V1) razredcili v pufru za red¢enje (V2), kar

prikazujeta preglednici 3 in 4.

Preglednica 3: Redcenje vzorcev za dolocanje protiteles IgG (Virion/Serion, 2005)

V1+V2=1+500 dodamo po 10 pl seruma bolnika
% 1000 ul  pufra za redcenje (=1 + 100)
50 pl prve razredcCitve
v 200 pl pufra za redCenje (=1 + 4)

Preglednica 4: Redcenje vzorcev za dolocanje protiteles IgA (Virion/Serion, 2005)

V1+V2=1+100 dodamo po 10 pl seruma bolnika

% 1000 pl pufra za redCenje

Za dolocanje protiteles IgM smo morali vzorce obdelati z absorbentom za revmatoidni
faktor, saj bi lahko ob morebitni prisotnosti revmatoidnega faktorja dobili lazno pozitivne
rezultate. Najprej smo absorbent za revmatoidni faktor (V1) red¢ili v pufru za redCenje

(V2), kar prikazuje preglednica 5.

Preglednica 5: RedCenje absorbenta za faktor Rf (Virion/Serion, 2005)

Vi+V2=1+4 dodamo po 200 pl absorbenta za faktor Rf

v 800 pl pufra za redCenje

Vzorce bolnikov (V4) smo red¢ili v pufru za redcenje s faktorjem Rf (V3), kar prikazuje
preglednica 6.
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Preglednica 6: RedCenje vzorcev za dolocanje protiteles IgM (Virion/Serion, 2005)

V4+V3=1+100 dodamo po 10 pl seruma bolnika
% 1000 pl pufra za redéenje s faktorjem Rf

3.1.3 Preizkusni postopek

Ko smo vzorce ustrezno redcili, smo jih pred vnosom v vdolbinice na mikrotitrskih ploscah
dobro premesali, da smo dobili homogeno raztopino. V ustrezne vdolbinice smo dodali po

100 pl redcenega vzorca ali kontrole. Eno vdolbinico smo prihranili za slep substrat.

Preglednica 7: Shema zapolnjevanja mikrotitrske plos¢ice z vzorci seruma pri metodi ELISA

Kvantitativni preizkus Kvantitativni preizkus Kvantitativni preizkus

protiteles IgG protiteles IgM protiteles IgA
1 2 3 4 5 6 7 8 9
slep vzorec | vzorec || slep vzorec | vzorec || slep vzorec | vzorec
A [ substrat 5 13 [ substrat 5 13 | substrat 5 13
neg. vzorec | vzorec [ neg. vzorec | vzorec || neg. vzorec | vzorec
B | kontrola 6 14 [ kontrola 6 14 [ kontrola 6 14

standardni | vzorec | vzorec || standardni | vzorec | vzorec || standardni | vzorec | vzorec

C | serum 7 15 serum 7 15 | serum 7 15

standardni | vzorec | vzorec || standardni | vzorec | vzorec || standardni | vzorec | vzorec

D [ serum 8 16 [ serum 8 16 [ serum 8 16
vzorec | vzorec vzorec | vzorec vzorec | vzorec

E vzorec 1 9 17 vzorec 1 9 17 vzorec 1 9 17
vzorec | vzorec vzorec | vzorec vzorec | vzorec

F vzorec 2 10 18 vzorec 2 10 18 vzorec 2 10 18

VZOrec | vzorec VZOrec | vzZorec VZOrec | vZorec

G vzorec 3 11 19 vzorec 3 11 19 vzorec 3 11 19

VZOrec | vzorec VZOrec | vZorec VZOrec | vZorec

H vzorec 4 12 20 vzorec 4 12 20 vzorec 4 12 20

Nato smo vzorce inkubirali 60 minut (+/- 5 min) pri 37 °C (+/- 1 °C) v vlazni komori. Po

inkubaciji smo vse vdolbinice izprali z raztopino za izpiranje po sledecem postopku:

P izsesamo ali odtresemo raztopino za inkubacijo,
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» vse vdolbinice napolnimo s 300 pl raztopine za izpiranje,

P izsesamo ali odtresemo pufer za izpiranje,

P postopek izpiranja ponovimo trikrat,

P posusimo plosco za mikroteste tako, da jo rahlo pretrkamo ob papirnato brisaco.

Nato dodamo 100 pl konjugata IgG/IgM/IgA v ustrezne vdolbinice, razen v slep substrat,
in plos¢e inkubiramo 30 min (+/- 1 min) pri 37 °C (+/- 1 °C) v vlazni komori. Po
inkubaciji ponovimo postopek izpiranja z raztopino za izpiranje. Nato v vse vdolbinice
dodamo 100 pl substrata in ponovno inkubiramo 30 min (+/- 1 min) pri 37 °C (+/-1°C) v
vlazni komori. Po 30 minutah reakcijo ustavimo z dodatkom 100 pl raztopine za ustavitev
reakcije v vse vdolbinice in premeSamo tako, da nezno pretresemo mikrotitrsko plos¢o. Na
koncu izmerimo opticno gostoto (OG) pri valovni dolzini 405 nm in glede na opticno

gostoto na podlagi standardne krivulje dobimo ustrezno aktivnost protiteles.
3.1.4 Vrednotenje preizkusa

Pogoji veljavnosti:

P slepi substrat mora imeti OG < 0,25,
» negativna kontrola mora biti negativna,

P kvantitativni test ELISA: srednja vrednost OG standardnega seruma mora biti
znotraj obmocja veljavnosti, ki ga doloca certifikat nadzora kakovosti, specifi¢en za

serijo tega kompleta (po odstetju slepega substrata),

> kvalitativni test ELISA: srednja vrednost OG pozitivne kontrole mora biti
znotraj obmocja veljavnosti, ki ga doloca certifikat nadzora kakovosti, specificen za

serijo tega kompleta (po odstetju slepega substrata),
P odstopanja OG vrednosti ne smejo biti vecja od 20 %.

Ce ti pogoji niso izpolnjeni je potrebno test ponoviti.
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Vrednotenje rezultatov:

Preglednica 8: Vrednotenje rezultatov preizkusa Serion ELISA classic za dolo¢anje protiteles IgG
(Virion/Serion, 2005)

pozitivni izvid: > 100 E/ml
mejni izvid: 80-100 E/ml
negativni izvid: <80 E/ml

Da izvid opredelimo kot pozitiven na prisotnost protiteles IgG, mora biti v serumu
prisotnih ve¢ kot 100 E/ml. Mejni izvid pomeni, da je v serumu 80-100 E/ml. Izvid je
negativen, e je v serumu manj kot 80 E/ml.

Preglednica 9: Vrednotenje rezultatov preizkusa Serion ELISA classic za dolocanje protiteles [gM
(Virion/Serion, 2005)

pozitivni izvid: > 50 E/ml
mejni izvid: 30-50 E/ml
negativni izvid: <30 E/ml

Izvid je pozitiven na prisotnost protiteles IgM, Ce je v serumu prisotnih ve¢ kot 50 E/ml.
Mejni izvid pomeni, da je v serumu 30-50 E/ml. Da lahko re¢emo, da je izvid negativen

mora, biti v serumu manj kot 30 E/ml.

Preglednica 10: Vrednotenje rezultatov preizkusa Serion ELISA classic za dolocanje protiteles IgA
(Virion/Serion, 2005)

pozitivni izvid: > 50 E/ml
mejni izvid: 30-50 E/ml
negativni izvid: <30 E/ml

Pri doloc¢anju protiteles IgA rezultate vrednotimo enako kot pri doloCanju protiteles IgM.
Izvid je pozitiven, Ce je v serumu prisotnih ve¢ kot 50 E/ml. Mejni izvid pomeni, da je v
serumu 30-50 E/ml. Da lahko recemo, da je izvid negativen, mora biti v serumu manj kot

30 E/ml.
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3.2 METODA RVK
3.2.1 Vsebina kompleta virion/serion RVK
e antigen/kontrolni antigen,
e pozitivna in negativna kontrola,
e komplement,
e amboceptor,
e veronalni pufer,
e eritrociti,
e hemoliti¢ni sistem.
3.2.2 Priprava vzorcev za metodo RVK

Vzorce seruma najprej razredc¢imo, 100 pl pacientovega seruma razred¢imo v 900 pl
veronalnega pufra. Nato inkubiramo 30 minut na 56 °C v vodni kopeli, da uni¢imo
endogeni komplement. Razred¢en serum lahko zaprt hranimo en teden pri temperaturi 2-8
°C. Pred vsakim testiranjem moramo takSen serum ponovno inaktivirati za 10 minut pri 56

°C.
3.2.3 Postopek priprave seruma za ugotovitev antikomplementarne aktivnosti

Nekateri serumi lahko pokaZejo antikomplementarno aktivnost, kar se lahko pokaze kot
lazno pozitiven rezultat. Antikomplementarno aktivnost dokazemo z uporabo kontrolnega
seruma. Kontrolni serum pripravimo tako, da ne dodamo antigena v mikrotitrsko jamico.
Kontrolni serum pripravimo za vsak serumski vzorec. Do antikomplementarne aktivnosti
pride zaradi agregacije protiteles, ki so posledica ponavljajocega se zamrzovanja in
odtajanja seruma, hemoliticnega ali kontaminiranega seruma, kot tudi revmatoidnega
faktorja v serumu, krozecih imunskih kompleksov ali zdravil. Kontrolni serum pripravimo
tako, da ga zmeSamo s komplementom v razmerju 1:1. ZmeSamo 100 pl seruma in 100 pl

komplementa, inkubiramo 30 minut pri 37 °C v vodni kopeli ali 60 minut na sobni
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temperaturi, dodamo 800 pl veronalnega pufra in inkubiramo 30 minut pri 56 °C v vodni

kopeli. Dobimo serum, ki je zred¢en v razmerju 1:10 in ga lahko uporabimo za testiranje.
3.2.4 Preizkusni postopek
Prvi dan

Uporabimo mikrotitrske ploS¢ice. Za vsak antigen uporabimo pozitivno in negativno
kontrolo, ¢e se odlo¢imo za uporabo kontrolnega antigena, moramo serum analizirati v
dveh paralelkah. Antigeni, ki so pridobljeni iz inficiranih celic, vsebujejo komponente
tkivnih celic (ovojnice nekaterih virusov so npr. sestavljene iz komponent gostiteljskih
celic). Nekateri serumi vsebujejo protitelesa, ki so uperjena proti tem komponentam
tkivnih celic, Cesar posledica so lahko lazno pozitivni rezultati. Za dokaz teh nespecificnih
reakcij uporabimo kontrolni antigen, ki ga pridobimo iz neinficiranih celic, ki so

pripravljene na enak nacin kot inficirane celice.

Preglednica 11: Priprava mikrotitrske plos¢ice za metodo RVK

preizkusni postopek s kontrolnim
reizkusni postopek z antigenom antigenom
titer KS|1:10 | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 [KS|1:10 | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160
$t. vdolbinice 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
poz. - kontrola
neg. - kontrola
pacient 1
pacient 2
pacient 3
pacient 4
itd.
kontrolni komplement 2 1 0.5 | 0.25 2 1 0.5 |0.25

KS = kontrolni serum

Postopek priprave seruma in kontrolnega seruma:

» dodamo 25 pl veronalnega pufra v vdolbinico 1 in v vdolbinice od stevilke 3 do
6,
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P pipetiramo 25 pl recenega seruma v vdolbinice 1, 2 in 3 ter nato pripravimo titer
po naslednjem postopku: zacnemo z vdolbinico 3 in prenesemo 25 pl v naslednjo
vdolbinico, iz te vdolbinice zopet v naslednjo vse do vdolbinice 6, iz 6. vdolbinice

odstranimo 25 pl,

» pipetiramo 25 pl delovne raztopine antigena oz. kontrolnega antigena v
vdolbinice 2 do 6, vdolbinico 1 spustimo za kontrolo antikomplementarne

aktivnosti,
» v vdolbinice 1 do 6 pipetiramo 25 pl komplementa.

Postopek priprave kontrolnega komplementa:

» RVK pufer pipetiramo v vdolbinice 3, 4 in 5 v vrstici za kontrolni komplement,

P pipetiramo 25 pl delovne raztopine komplementa v vdolbinici 2 in 3 ter nato iz
vdolbinice 3 prenesemo 25 pl v naslednjo vdolbinico in tako iz vsake naslednje

naprej prenasamo do vdolbinice 5,

P pipetiramo 25 pl antigena in RVK pufra v vdolbinice 2 do 5.

Na koncu plos¢ico pokrijemo in inkubiramo 1620 ur na 2—8 °C.
Drugi dan

Priprava hemoliti¢nega sistema:

» hemoliticni sistem pripravimo tako, da zmeSamo delovno raztopino
amboceptorja z 1 % eritrocitno suspenzijo. Pred tem sediment eritrocitov previdno
premesamo, da dobimo homogeno suspenzijo. Nato inkubiramo 30 minut pri 37 °C

v vodni kopeli.

Obdelava mikrotitrskih plo$¢ic iz prvega dneva:

» mikrotitrske ploscice grejemo v inkubatorju 30 minut pri temperaturi 37 °C,

» v vsako vdolbinico odpipetiramo 50 pl sveze pripravljenega hemoliticnega

sistema in previdno potresemo ploscice,
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» inkubiramo v inkubatroju pri 37 °C 15-30 minut,
» po 15 minutah preverimo hemolizo,

» inkubacijo ustavimo, ko kontrolni komplement v vdolbinici 2 in 3 popolnoma
hemolizira. Mikrotitrske plos¢ice centrifugiramo 5 minut pri 2000 rpm pri
temperaturi 4 °C in rezultate od¢itamo v naslednjih 30-60 minutah po

centrifugiranju.
3.2.5 Interpretacija rezultatov

100 % ali 75 % hemoliza eritrocitov pomeni, da v serumu ni specifi¢nih protivirusnih
protiteles. 50 ali manj % hemoliza pa pomeni, da so protitelesa prisotna. V primeru
prisotnosti  protiteles ostanejo eritrociti nepoSkodovani in se sesedejo na dno
mikrotitracijske plos¢ice v obliki eritrocitnega gumba. Rezultat testa na prisotnost
protiteles proti coxsackievirusom A9, B1-B6 in echovirusom interpretiramo kot pozitiven,
e je eritrocitni gumb prisoten pri titru 1:20 ali ve¢. V Laboratoriju za diagnostiko virusnih
infekcij Instituta za mikrobiologijo Univerze v Ljubljani vzorce testirane z medoto RVK
redc¢ijo do najvecjega titra 1:160, kar je tudi najvec¢ja vrednost, ki jo sporocajo v konénem
izvidu. V vzorcih se lahko pojavi antikomplementarna aktivnost, kar pomeni, da so lahko v
vzorcih prisotne komponente, ki ovirajo delovanje in vezavo komplementa na kompleks
antigen protitelo. Rezultate testa RVK, ki so pokazali antikomplementarno aktivnost, smo

opredelili za negativne.

Kriteriji validacije testa:

P negativna kontrola mora biti negativna, prisotna mora biti kompletna hemoliza,
P pri pozitivni kontroli ne smemo imeti prisotne hemolize,

» kontrolni serum mora biti negativen (kompletna hemoliza), v nasprotnem

primeru je prisotna antikomplementarna aktivnost,

» pri kontrolnem komplementu mora biti pri enotah 2 in 1 prisotna kompletna

hemoliza, pri enotah 0.5 in 0.25 pa Sibka hemoliza oz. odsotnost hemolize.
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4 REZULTATI

V raziskavo smo vkljucili 133 serumskih vzorcev bolnikov s sumom na virusni
miokarditis. Od tega je bilo 20 parnih serumov, torej je bilo v analizo vkljucenih 113
pacientov. Vkljucili smo paciente, ki so bili starejsi od 10 let in mlajsi od 65 let, mediana
starosti pacientov je znaSala 39 let. Stevilo moskih vkljuéenih v raziskavo je bilo 64,
Stevilo zensk vkljucenih v raziskavo pa 49. 16 parnih serumov je pripadalo moskim, 4

parni serumi pa zenskam.

70,00

60,00 -

50,00

40,00 -

30,00 -

delez (%)

20,00 -

10,00

0,00 A
moski ienske

Slika 1: Delez moskih in Zensk s sumom na virusni miokarditis vkljucenih v raziskavo

Rezultati testiranja so prikazani v preglednicah. Mejni rezultat, dolo¢en z metodo ELISA,
smo interpretirali kot negativen izvid. Pri pacientih, kjer smo imeli na voljo parna seruma,
smo jih interpretirali kot pozitivne na okuzbo, ¢e smo vsaj v enem od preiskovanih
serumov dokazali specificna protitelesa kateregakoli razreda. Podobno smo interpretirali
fazo okuZzbe, kjer smo kot akutno okuzbo upostevali, e smo vsaj pri enem od testiranih

serumov z metodo ELISA dokazali protitelesa razredov IgA ali IgM.
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Na akutno okuzbo smo sklepali na podlagi dokaza specificnih protiteles IgM in/ali IgA ali
iz narascujocCega titra protiteles IgG pri testiranju z metodo ELISA. Na preteklo okuzbo

smo sklepali, kadar so bila v serumu pristona izklju¢no specifi¢ina protitelesa razreda IgG.

4.1 PRISOTNOST SPECIFICNIH PROTITELES PROTI ENTEROVIRUSOM

Preglednica 12: Delez vzorcev seruma, ki vsebujejo protitelesa

RVK ELISA
vzorci, ki vsebujejo protitelesa 73 (54.89 %) 82 (61.15 %)

Preglednica 12 prikazuje Stevilo in delez vzorcev, ki so vsebovali specificna protitelesa, ki
smo jih dokazali z metodo RVK ali z metodo ELISA. Pri metodi ELISA smo upostevali
kot dokaz za prisotnost specificnih protiteles pozitiven rezultat, pri kateremkoli izmed
uporabljenih testov (enterovirus IgG, IgM, IgA, echovirus IgG, IgM, IgA ali
coxsackievirus IgG, IgM, IgA). Ugotovili smo, da je bilo z metodo RVK izmed 133
klini¢nih vzorcev 73 takSnih, ki so vsebovali protitelesa, kar znasa 54,89 %, z metodo

ELISA pa smo protitelesa dokazali v 82 vzorcih, kar znaSa 61,15 %.

Preglednica 13: Ujemanje rezultatov vzorcev seruma z metodo RVK in z metodo ELISA

RVK
poz. vzorci neg. vzorci
ELISA poz. vzorci 56 26
neg. vzorci 17 34

Preglednica 13 prikazuje vzorce, kjer se interpretacija rezultatov ujema in vzorce, kjer se
interpretacija glede na izbrani test razlikuje. Vzorcev, v katerih smo z obema metodama
dokazali specifi¢na protitelesa, je bilo 56. Vzorcev, pri katerih specifi¢nih protiteles nismo
dokazali, pa je bilo 34. V 26 vzorcih smo specificna protititelesa dokazali le z metodo

ELISA. V 17 vzorcih smo specifi¢na protitelesa dokazali le z metodo RVK.



21

Movrin A. Dokazovanje protiteles proti enterovirusom z metodo reakcije vezave komplementa in encimsko imunsko metodo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. §tudija mikrobiologije, 2011

Slika 2: Grafi¢ni prikaz ujemanja rezultatov vzorcev pridobljenih z metodo RVK in ELISA

Od 133 preiskovanih vzorcev se rezultati testiranja z obema metodama ujemajo v 90
vzorcih, kar pomeni, da smo ugotovili 67,67 % ujemanje med metodama. 17 vzorcev
oziroma 12,78 % je takSnih, kjer smo protitelesa dokazali le z metodo RVK in 26 takih,
kjer smo protitelesa dokazali le z metodo ELISA. Skupno neujemanje rezultatov je torej

32,33 %.

4.1.1 Dokazovanje specifi¢nih protiteles z metodo Serion elisa classic

coxsackievirus za dolo¢anje protiteles IgG/IgM/IgA

Preglednica 14: Stevilo vzorcev seruma s specifi¢nimi razredi protiteles za coxsackieviruse

$t. vzorceyv, v katerih so prisotna specif. protitelesa

Cox IgG+, IgM+, IgA+ 0
Cox IgG+, IgM+, IgA- 1
Cox IgG+, IgM-, IgA+ 7
Cox IgG+, IgM-, IgA- 33

Cox IgG-, IgM+, IgA+
Cox IgG-, IgM+, IgA-
Cox IgG-, IgM-, IgA+ 16

Preglednica 14 prikazuje Stevilo vzorcev, glede na dokazane razrede specifi¢nih protiteles.
Ugotovili smo, da smo pri dokazovanju protiteles z metodo Serion elisa classic
coxsackievirus za dolocanje protiteles IgG/IgM/IgA najveckrat dokazali samo protitelesa
IgG, tak$nih serumskih vzorcev je bilo 33. V enem vzorcu smo ugotovili prisotnost
specifi¢nih protiteles IgG in IgM. V 7 vzorcih smo dokazali specificna protitelesa IgG in

IgA proti coxsackievirusom, v 3 vzorcih smo ugotovili hkratno prisotnost specificnih
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protiteles IgM in IgA, prisotnost zgolj specifi¢nih protiteles IgM smo dokazali v 3 vzorcih,
v 16 vzorcih pa so bila prisotna samo protitelesa IgA. V nobenem vzorcu pa nismo

dokazali prisotnosti vseh treh razredov protiteles hkrati.

4.1.2 Dokazovanje specifi¢nih protiteles z metodo Serion elisa classic echovirus

za dolocanje protiteles IgG/IgM/IgA

Preglednica 15: Stevilo vzorcev seruma s specifi¢nimi razredi protiteles za echoviruse

$t. vzorcev, v katerih so prisotna specif. protitelesa

Echo IgG+, IgM+, IgA+ 0

Echo IgG+, IgM+, IgA- 1

Echo IgG+, IgM-, [gA+ 5

Echo IgG+, IgM-, IgA- 34

Echo IgG-, IgM+, IgA+ 0

Echo IgG-, IgM+, IgA-

Echo IgG-, IgM-, IgA+ 17

Preglednica 15 prikazuje Stevilo vzorcev, v katerih so prisotna specificna protitelesa
razredov IgG, IgM in IgA. Ugotovili smo, da smo pri dokazovanju protiteles z metodo
Serion elisa classic echovirus najveckrat dokazali samo prisotnost specificnih protiteles
IgG, tak$nih serumskih vzorcev je bilo 34. V enem vzorcu smo dokazali specifi¢na
protitelesa IgG in IgM. V 5 vzorcih smo ugotovili socasno prisotnost specifi¢nih protiteles
IgG in IgA. V nobenem vzorcu nismo dokazali, da bi bila hkrati prisotna specifi¢na
protitelesa IgM in IgA. Prav tako nismo v nobenem vzorcu dokazali prisotnosti vseh treh
razredov specifiénih protiteles hkrati. Prisotnost zgolj specificnih IgM protiteles smo

dokazali v enem vzorcu, v 17 vzorcih pa so bila prisotna samo specificna protitelesa IgA.
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4.1.3 Dokazovanje specifi¢nih protiteles z metodo Serion elisa classic enterovirus

za dolocanje protiteles IgG/IgM/IgA

Preglednica 16: Stevilo vzorcev seruma s specifi¢nimi razredi protiteles za enteroviruse

$t. vzorceyv, v katerih so prisotna specif. protitelesa

Entero IgG+, IgM+, IgA+ 0

Entero IgG+, IgM+, IgA- 1

Entero IgG+, IgM-, [gA+ 16

Entero IgG+, [gM-, IgA- 37

Entero IgG-, IgM+, IgA+ 0

Entero IgG-, IgM+, IgA-

Entero IgG-, IgM-, IgA+ 10

Preglednica 16 prikazuje Stevilo vzorcev, v katerih so prisotna specificna protitelesa
razredov IgG, IgM in IgA, kot smo jih dolocili z metodo Serion elisa classic enterovirus.
Podobno kot z drugima dvema testoma ELISA smo tudi v tem primeru najveckrat dokazali
le specifi¢na protitelesa IgG. Taksnih vzorcev je 37. V enem vzorcu so bila hkrati prisotna
specificna protitelesa IgG in IgM. V 16 vzorcih smo dokazali specificna protitelesa IgG in
IgA. V nobenem vzorcu nismo ugotovili hkratne prisotnosti specificnih protiteles IgM in
IgA. V enem vzorcu so bila prisotna samo specifi¢na protitelesa IgM, v 10 vzorcih pa so

bila prisotna samo specifi¢na protitelesa IgA.
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4.2 PRISOTNOST SPECIFICNIH RAZREDOV PROTITELES GLEDE NA VRSTO
VIRUSA

Slika 3: Grafi¢ni prikaz Stevila in deleza vzorcev seruma, v katerih so prisotna specificna protitelesa IgG,
dolocena z vsakim od treh uporabljenih testov ELISA (coxsackievirus, echovirus, enterovirus)

V 32 (24,06 %) vzorcih smo dokazali specificna protitelesa IgG z vsem tremi
uporabljenimi testi ELISA, v 3 (2,26 %) vzorcih smo dokazali protitelesa IgG s testoma
ELISA coxsackievirus in echovirus, v 5 (3,76 %) vzorcih s testoma ELISA coxsackievirus
in enterovirus, v 3 (2,26 %) vzorcih s testoma ELISA echovirus in enterovirus. V enem
(0,75 %) vzorcu smo dokazali prisotnost specifi¢nih protiteles [gG samo s testom ELISA
coxsackievirus, v 2 (1,50 %) vzorcih specifi¢na protitelesa IgG s testom ELISA echovirus

inv 14 (10,53 %) vzorcih s testom ELISA enterovirus.
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Slika 4: Graficni prikaz Stevila in deleza vzorcev seruma, v katerih so prisotna specifi¢na protitelesa IgM,
dolocena z vsakim od treh uporabljenih testov ELISA (coxsackievirus, echovirus, enterovirus)

V samo 2 (1,50 %) vzorcih smo ugotovili specifi¢na protitelesa IgM z vsemi tremi
uporabljenimi testi ELISA in v 5 (3,76 %) vzorcih specifi¢na protitelesa IgM s testom
ELISA coxsackievirus. V ostalih vzorcih specifi¢nih protiteles [gM nismo zaznali.
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Slika 5: Grafi¢ni prikaz Stevila in deleza vzorcev seruma, v katerih so prisotna specificna protitelesa IgA,
dolo¢ena z vsakim od treh uporabljenih testov ELISA (coxsackievirus, echovirus, enterovirus)

V 9 (6,77 %) vzorcih smo ugotovili specifi¢na protitelesa IgA z vsemi tremi uporabljenimi
testi ELISA, v 3 (2,26 %) vzorcih smo zaznali specifi¢na protitelesa IgA s testoma ELISA
coxsackievirus in echovirus, v 8 (6,02 %) vzorcih s testoma ELISA coxsackievirus in
enterovirus. V 2 (1,50 %) vzorcih smo ugotovili specifi¢na protitelesa IgA s testoma
ELISA echovirus in enterovirus. V 5 (3,76 %) vzorcih smo ugotovili specifi¢na protitelesa
IgA le s testom ELISA coxsackievirus, v 8 (6,02 %) vzorcih pa specifi¢na protitelesa IgA s
testom ELISA echovirus in v 7 (5,26 %) vzorcih specifi¢na protitelesa s testom ELISA

enterovirus.
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43 TIP OKUZBE (AKUTNA, PRETEKLA)

Preglednica 17: Razdelitev pacientov glede na opredelitev faze okuZbe v akutno, preteklo in v stanje brez
prisotnosti specifi¢nih protiteles

RVK ELISA
Stevilo pacientov 41 (36,28 %)
z verjetno akutno ’
okuzbo
64 (56,64 %)

§tevilo pacientov 31(27,43 %)

z verjetno
preteklo okuzbo

Stevilo pacientov 49 (43,36 %) 41 (36,28 %)

brez specifi¢nih
protiteles

Glede na rezultate metode ELISA, ki so prikazani v preglednici 12, smo paciente razdelili
glede na akutni in pretekli tip okuZbe oziroma na paciente brez specificnih protiteles. RVK
metoda za loc¢itev med akutno in preteklo okuzbo ni primerna, saj ne moremo z gotovostjo
trditi za kakSno okuzbo gre, kajti s to metodo ne moremo lo€iti posameznih razredov
protiteles. Za zanesljivo interpretacijo pri RVK metodi je potreben parni serum, ki je
odvzet v razmiku 5-7 dni. Stirikratni porast titra protiteles parnega seruma je znak za
akutno okuZzbo, visoki titri protiteles v obeh vzorcih pa nakazujejo na nedavno ali kroni¢no
infekcijo. Zato je za natancnejSo dolocitev, ali gre za akutno ali preteklo okuzbo, potrebna
analiza z bolj natan¢nimi metodami, kot je npr. metoda ELISA, na podlagi katere smo
locili paciente z akutno in paciente z nedavno okuzbo. Iz preglednice 17 lahko razberemo,
da je bilo Stevilo pacientov z akutno okuzbo 41 (36,28 %), Stevilo pacientov s preteklo
okuzbo 31 (27,43 %) in Stevilo pacientov brez specificnih protiteles 41 (36,28 %). Iz
rezultatov testiranja z metodo RVK pa lahko lo¢imo le paciente z okuzbo od tistih brez
okuzbe. Pri 64 (56,64 %) pacientih smo potrdili prisotnost okuzbe, pri 49 (43,36 %) pa

nismo nasli specifi¢nih protiteles.
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Preglednica 18: Razdelitev pacientov z akutno okuzbo glede na spol pri testiranju z metodo ELISA

Stevilo Zensk z akutno okuZbo pri testiranju z | $tevilo moskih z akutno okuzbo pri testiranju z
metodo ELISA metodo ELISA

23 (56,1 %) 18 (43,9 %)

Paciente z akutno okuzbo smo razdelili tudi glede na spol. Ugotovili smo, da je Stevilo

zensk z akutno okuzbo 23 (56,1 %), Stevilo moskih pa 18 (43.9 %).

4.4 PRIMERJAVA PARNIH SERUMOV

Preglednica 19: Primerjava parnih serumov testiranih z metodo RVK in ELISA

1. testiranje pacienta 2. testiranje pacienta
Pacient | Vzorec §t. | RVK ELISA Vzorec §t. | RVK ELISA
7 1:20 pretekla okuzba 8 1:40 pretekla okuzba
2 11 1:80 akutna okuzba 12 1:40 akutna okuzba
neg. rezultat
3 14 1:40 pretekla okuzba 15 | (AK) pretekla okuzba
4 17 1:160 akutna okuzba 18 1:160 pretekla okuzba
5 19 1:80 akutna okuzba 20 1:40 akutna okuzba
6 21 1:160 neg. rezultat 22 | neg. rezultat | pretekla okuzba
7 25 | neg. rezultat | pretekla okuzba 26 1:20 pretekla okuzba
8 31 1:20 neg. rezultat 32 1:20 neg. rezultat
9 36 | neg. rezultat | pretekla okuzba 37 | neg. rezultat | akutna okuzba
10 44 1:160 pretekla okuzba 45 1:160 pretekla okuzba
11 47 1:20 neg. rezultat 48 1:20 neg. rezultat
12 52 | neg. rezultat | neg. rezultat 53 | neg. rezultat | neg. rezultat
13 60 | neg. rezultat | akutna okuzba 61 1:40 neg. rezultat
14 65 | neg. rezultat | neg. rezultat 66 | neg. rezultat | neg. rezultat
15 67 1:80 akutna okuzba 68 1:80 akutna okuzba
16 70 1:20 neg. rezultat 71 | neg. rezultat | pretekla okuZzba
17 77 | neg. rezultat | neg. rezultat 78 1:20 neg. rezultat
18 89 | neg. rezultat | neg. rezultat 90 | neg. rezultat | neg. rezultat
19 114 | neg. rezultat | neg. rezultat 115 1:20 neg. rezultat
20 117 1:20 akutna okuzba 118 1:40 akutna okuzba

Izmed 133 vzorcev je bilo 20 taksnih, ki so pripadali istemu bolniku, in smo jih zato
opredelili kot parne serume. Iz preglednice 19 vidimo, da pri pacientih §t. 1, 3, 7 in 10,
glede na testiranje z metodo ELISA, lahko na podlagi obeh testiranj trdimo, da gre za

preteklo okuzbo. Pri pacientih §t. 2, 5, 15 in 20 pa obe testiranji kaZeta na akutno okuzbo.
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Pri pacientu $t. 4 drugo testiranje nakazuje, da je akutna faza zZe mimo in gre za preteklo
okuzbo. Pri pacientu §t. 6 smo pri prvem testiranju z metodo RVK dokazali visok titer
protiteles, medtem ko pri testiranju z metodo ELISA nismo dokazali prisotnosti protiteles.
Tudi drugo testiranje z metodo RVK ni potrdilo prisotnosti protiteles, z metodo ELISA pa
smo ugotovili le specificna protitelesa IgG, kar kaZe na preteklo okuzbo. Pri pacientih §t. 8
in 11 smo pri obeh testiranjih z metodo RVK ugotovili nizek titer protiteles, medtem ko z
metodo ELISA pri obeh testiranjih nismo zaznali prisotnosti specificnih protiteles. Pri
pacientu §t. 9 so rezultati pri RVK v prvem in drugem testiranju negativni, medtem ko smo
z metodo ELISA pri prvem testiranju ugotovili preteklo okuzbo, pri drugem testiranju pa
akutno okuzbo. Pri pacientih st. 12, 14 in 18 v nobenem vzorcu nismo ugotovili prisotnosti
protiteles. Pri pacientu §t. 13 pri prvem testiranju z metodo RVK nismo ugotovili
prisotnosti specifi¢nih protiteles, pri drugem testiranju pa smo ugotvili pozitiven rezultat s
titrom 1:40. Pri istem bolniku je testiranje prvega vzorca z metodo ELISA kazalo na
akutno okuzbo, v drugem testiranju pa specifi¢nih protiteles ni bilo ve¢ zaznati. Pri
pacientu $t. 16 je prvo testiranje z metodo RVK pokazalo pozitiven rezultat v zelo nizkem
titru, pri testiranju drugega vzorca z isto metodo pa specificnih protiteles nismo mogli vec
ugotoviti. Medtem ko smo z metodo ELISA pri prvem testiranju ugotovili negativen
rezultat, pa pri drugem testiranju rezultat kaze na preteklo okuzbo. Pri pacientih §t. 17 in 19
je pri prvem testiranju rezultat negativen, pri drugem testiranju pa dobimo nizke titre pri

testiranju z metodo RVK, z metodo ELISA pa ponovno negativen rezultat.

4.5 POGOSTOST OKUZBE S COXSACKIEVIRUSI

Glede na to, s katerim od uporabljenih testov metode ELISA smo ugotovili najvisjo
vrednost protiteles IgG, smo poskusali sklepati na domnevnega povzrocitelja okuzbe.
Ugotovili smo, da bi lahko bili verjetni povzrocitelji enterovirusi v 29 primerih, echovirusi

v 29 primerih in coxackivirusi v 24 primerih.

Preglednica 20: Razdelitev vzorcev seruma glede na domnevnega povzrocitelja okuzbe pri testiranju z
metodo ELISA

St. vzorcev z najvisjim titrom St. vzorcev z najvisjim titrom St. vzorcev z najvisjim titrom
protiteles proti coxsackievirusom |protiteles proti echovirusom protiteles proti enterovirusom

24 29 29
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5 RAZPRAVAIN SKLEPI

Miokarditis je pomemben in pogosto neprepoznan vzrok razsirjene kardiomiopatije
(Schultz in sod., 2009). Definiran je kot vnetje sréne miSice, do katerega pride zaradi
miokardne infiltracije imunokompetentnih celic, ki so posledica sr¢ne poSkodbe nastale
zaradi razlicnih vzrokov (Kiihl in sod., 2009). Etioloski dejavniki pri klinicnem
miokarditisu so pogosto neidentificirani. Najpogostejsi virusni povzrocitelji miokarditisa
pa naj bi bili enterovirusi, ki lahko povzrocijo pri bolnikih klini¢no zelo resna stanja,

vklju¢no z nenadno sréno smrtjo.

Cilj diplomske naloge je bil primerjati rezultate rutinskega testiranja serumov bolnikov s
sumom na miokarditis z metodo RVK in z metodo ELISA na protitelesa proti
enterovirusom ter ugotoviti, katera metoda je bolj optimalna za potrjevanje okuzbe z
enterovirusi pri ljudeh s sumom na miokarditis. Zanimalo nas je tudi v kakSnem odstotku
so povzrocitelji virusnega miokarditisa enterovirusi in ali je metoda ELISA primernejsa za
diagnosti¢ne namene, kot je metoda RVK. Predvidevali smo, da bomo z metodo ELISA
dokazali ve¢ okuzb z enterovirusi kot pa z metodo RVK. Pri¢akovali smo tudi, da bodo

rezultati testiranja z metodo ELISA potrdili rezultate metode RVK.

Raziskavo smo izvedli na arhivskih serumih bolnikov, ki so v letu 2009 prispeli v
Laboratorij za diagnostiko virusnih infekcij na InStitut za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Ljubljana na redno diagnostiko za virusne okuzbe miokarda. Pri redni
diagnostiki so bili vzorci testirani z metodo RVK. Vzorce smo v okviru diplomske naloge

ponovno testirali z metodo ELISA.

Da bi potrdili nase domneve smo izvedli raziskavo, v katero smo vkljucili 133 vzorcev
serumov, od tega je bilo 20 serumov parnih, torej je bilo v analizo vkljucenih 113
pacientov. Vkljucili smo paciente, ki so bili starejsi od 10 let in mlajSi od 65 let, mediana
starosti pacientov je znasala 39 let. Stevilo moskih vkljuéenih v raziskavo je bilo 64,
Stevilo zZensk vkljucenih v raziskavo pa 49. 16 parnih serumov je pripadalo moskim, 4

parni serumi pa Zenskam.
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5.1 RAZLAGAREZULTATOV

Od 133 serumov testiranih z metodo RVK je bilo 73 taksnih, v katerih so bila prisotna
protitelesa proti coxsackievirusom in echovirusom. Pri testiranju z metodo ELISA pa smo
prisotnost protiteles proti razlicnim tipom eneterovirusov dokazali v 84 vzorcih. To
potrjuje naso domnevo, da bi z metodo ELISA lahko dokazali ve¢ okuzb kot z metodo
RVK, saj je obcutljivost metode ELISA visja kot pri metodi RVK. Pri¢akovali smo tudi, da
bomo z metodo ELISA potrdili rezultate testiranja z metodo RVK.

Glede na rezultate smo ugotovili tudi kakSno je ujemanje rezultatov med metodama.
Ugotovili smo, da je ujemanje med metodama 67,67 %, torej odstotek neujemanja znaSa
32,33 %, kar ocenjujemo za razmeroma visoko neujemanje. 17 od 133 vzorcev je taksnih,
pri katerih smo specifi¢na protitelesa dokazali samo z metodo RVK, ne pa tudi z metodo
ELISA. Interpretacija takega rezultata je tezavna. Pri podrobejSem pregledu rezultatov smo
ugotovili, da sta med 17 vzorci samo 2 vzorca, ki imata po metodi RVK opredeljen titer
specificnih protiteles 1:160, kar predstavlja najvi§jo dolo¢eno vrednost pri tej metodi. Oba
vzorca sta z metodo ELISA imela vsaj pri enem od testiranj z metodo ELISA opredeljen
mejni rezultat v sivi coni, ki smo ga v okviru te naloge dogovorno interpretirali kot
negativnega. Vzrok za ugotovljeno razliko je lahko v okuzbi s posebnim serotipom
enterovirusa, ki morda ne reagira dobro z antigeni, ki so uporabljeni v testih ELISA. V
vseh treh testih ELISA so uporabljeni samo 4 razli¢ni antigeni, kar je manj, kot je
uporabljenih pri metodi RVK. Druga moznost za neskladen rezultat je v morebitni
laboratorijski napaki pri izvedbi testa ELISA ali RVK, ki je ne moremo v popolnosti
izkljuciti. Testa RVK namre¢ ni mogoce z zanesljivostjo ponoviti, saj se po navodilih
proizvajalca izvaja le iz predhodno nezamrznjenega, svezega serumskega vzorca. V ostalih
laboratoriju pri klini¢ni interpretaciji ne Steje kot kliniéno pomemben. Zelo verjetno ti
vzorci predstavljajo dokaz rezidualnih protiteles po pretekli okuzbi z enimi ali vec

enterovirusnimi serotipi.

26 je bilo pozitivnih z metodo ELISA, hkrati pa negativnih z metodo RVK. Vzorci, ki so
pozitivni z metodo ELISA, negativni pa z metodo RVK verjetno potrjujejo naso domnevo,

da bomo z metodo ELISA dokazali ve¢ okuzb kot pa z metodo RVK.
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Ugotovili smo tudi, da se pri pozitivnih vzorcih najveckrat pojavijo samo protitelesa IgG,
torej ne moremo natan¢no dolociti, za kaksen stadij okuzbe gre. 1z priloge A pa je razvidno
tudi, da v primeru prisotnosti protiteles proti enemu od testiranih virusov, v vzorcu skoraj

vedno dokazemo tudi protitelesa proti drugim testiranim virusom.

Rezultate smo razclenili tudi glede na tip okuzbe, ali gre za akutno ali preteklo okuzbo.
Razdelitev smo naredili na podlagi rezultatov metode ELISA. ELISA je visoko specificna
in obcutljiva metoda, s katero lahko poleg protiteles IgG, dokaj hitro in zanesljivo
dologimo tudi protitelesa IgM in IgA, ki so kazalci akutne okuzbe (Avsi¢ Zupanc, 2007).
Za dolocitev akutne ali pretekle okuzbe metoda RVK ni primerna. Zaradi pomanjkanja
diferenciacije razredov protiteles z metodo RVK, je nujno potrebno testiranje parnega
seruma, ki je odvzet v razmiku 5-7 dni, da lahko govorimo za kaksno okuzbo gre
(Virion/Serion, 2009a). Stirikratni porast titra protiteles parnega seruma je znak za akutno
okuzbo, visoki titri v dveh parnih vzorcih pa nakazujejo na nedavno ali kroni¢no okuzbo
(Virion/Serion, 2009a). Z metodo RVK ne moremo natanco dolociti ali gre za akutno ali
preteklo okuzbo, zato je potrebna analiza z bolj natanénimi metodami, s testi za
dokazovanje specifi¢nih protiteles IgG, IgM in IgA (Virion/Serion, 2009a). V tabeli 17 so
na podlagi rezultatov testa ELISA okuzbe razdeljene na akutne in pretekle. 36,28 % okuzb
je akutnih, 27,43 % pa je preteklih. Akutne okuzbe pa smo naprej razdelili Se glede na spol.
Iz podatkov v literaturi je znano, da je veC kot dve tretjini okuzb prisotnih pri moskih.
Delez moskih vkljucenih v raziskavo je bil sicer res vecji od deleza zensk vkljucenih v
raziskavo, vendar pa je iz tabele 18 razvidno, da je delez akutnih okuZzb visji pri Zenskah,
in sicer je 56,1 % akutnih okuzb prisotnih pri Zenskah, 43,9 % akutnih okuzb pa pri

moskih.

Izmed 133 serumskih vzorcev bolnikov je bilo 20 taksnih, ki so pripadali istemu bolniku in
smo jih opredelili kot parne serume. Rezultati so prikazani v preglednici 19. Na tezave pri
interpretaciji smo naleteli pri interpretaciji rezultatov vzorcev pacienta 6, 9, 13 in 16. Pri
pacientu 6 smo pri prvem testiranju z metodo RVK dokazali zelo visok titer protiteles
(1:160), medtem ko smo pri drugem testiranju z metodo RVK dokazali negativen rezultat.
Prav tako so pri istem pacientu rezultati testiranja z metodo ELISA nenavadni, saj pri
prvem testiranju z metodo ELISA ne dokazemo prisotnosti protiteles, rezultati drugega

testiranja pa nakazujejo na preteklo okuzbo. Podobne ugotovitve smo zaznali pri pacientu
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16, le da v tem primeru pri prvem testiranju z metodo RVK dokazemo nizek titer (1:20).
Pri pacientu 9 z metodo RVK nismo zaznali specificnih protiteles, medtem ko prvo
testiranje z metodo ELISA nakazuje na preteklo okuzbo, drugo testiranje pa na akutno
okuzbo. Nenavadni pa so tudi rezultati pacienta 13, saj pri prvem testiranju z metodo RVK
ne dokazemo specificnih protiteles, testiranje z metodo ELISA pa nakazuje na akutno
okuzbo, medtem ko pri drugem testiranju z metodo RVK dokazemo titer protiteles 1:40, z
metodo ELISA pa ne dokaZemo prisotnosti protiteles. Za pojasnitev interpretacijsko
neskladnih rezultatov parnih serumov bi morali pridobiti Se ve¢ podatkov, ki pa nam v
okviru diplomskega dela niso bili na voljo. Za pravilno intrepretacijo statusa okuzbe bi
potrebovali natancen cCas odvzema vzorcev, da bi lahko dolocili ¢asovni interval med
odvzemoma parnih vzorcev. Za nekaj vzorcev, za katere smo uspeli pridobiti podatke, smo
ugotovili, da niso bili odvzeti v priporoCenem obdobju enega do dveh tednov po prvem
odvzemu, ampak v obdobju ve¢ mesecev. Menimo, da je za natan¢no evaluacijo
uporabnosti metode ELISA za diagnostiko enterovirusnih okuzb potrebno novo zbiranje
vzorcev v sodelovanju s klini¢nimi zdravniki, kjer bi imeli na voljo podatke o odvzemu

vzorca, podatke o zacetku bolezni in kliniénem stanju bolnika.

Iz podatkov v znanstveni literaturi smo predvidevali, da bi v izbrani skupini lahko
najveckrat dokazali okuzbo s coxsackievirusi. Studija Coltarta in sodelavcev (1984) je
pokazala, da so pri eni tretjini pacientov z akutnim miokarditisom in akutnim
perikarditisom prisotni dokazi, ki nakazujejo na nedavno okuzbo s coxsackie B virusi.
Vendar pa je ta Stevilka verjetno podcenjena, saj so bili nekateri pacienti sprejeti na
zdravljenje veliko pozneje, ko je nastopila zaCetna okuzba, ki je lahko potekala tudi
asimptomatsko (Coltart in sod., 1984). Od okuZbe pa do casa, ko so se pojavile patoloSke
spremembe na srcu, je lahko virusno-specificen odziv IgM Ze padel in ga ni bilo ve¢ mo¢
zaznati (Coltart in sod., 1984). Ne smemo pa zanemariti, da so za akutni miokarditis in

perikarditis odgovorni $e nekateri drugi enterovirusi in ostali dejavniki.

Tudi nasa raziskava je pokazala, da so v tretjini primerov virusnega miokarditisa verjetni
povzrocitelji eden ali veC razli¢nih tipov enterovirusov. Sklepanje na povzrocitelja iz
najviSje dosezene vrednosti protiteles proti doloCenemu virusu ima Stevilne
pomanjkljivosti in pasti. V uporabljane teste Serion elisa classic za doloCanje protiteles

IgG/IgM/IgA proti coxsackievirusom, echovirusom in entervirusom namre¢ niso vkljuceni
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vsi tipi omenjenih virusov. Vsi omenjeni testi po zagotovilih proizvajalca omogocajo
zaradi velike navzkrizne reaktivosti dokazovanje okuzb s Sirokim spektrom enterovirusov
in ne le proti tistim, ki so navedeni v imenu testa. To so potrdili tudi nasi rezultati, saj ima
vecina bolnikov protitelesa dokazana z vsemi tremi testi ELISA. Kljub temu pa obstajajo
pacienti, kjer je bila okuzba potrjena le z enim ali dvema uporabljenima testoma, zato
menimo, da je za zanesljivo dokazovanje okuzb miokarda potrebna uporaba vseh treh
testov in predvsem nadaljnja natan¢na evaluacija testov predvsem pri pacientih s parnimi
vzorci in dobro opredeljena klini¢na slika. V prid uporabi metode ELISA gre tudi dejstvo,
da je metoda ELISA bolj ponovljiva in lazja za avtomatizacijo od metode RVK, omogoca
pa tudi opredelitev stadija okuzbe zaradi moznosti dokazovanja razlicnih razredov

protiteles.

Natan¢no opredelitev povzrocitelja virusnega miokarditisa bi lahko izvedli tudi z uporabo
ene od neposrednih metod npr. reakcije PCR, s katero bi pomnozili del genoma
enterovirusov. Z dolocitvijo nukleotidnega zaporedja pomnoZenega genomskega predela bi
lahko natancno in zanesljivo opredelili tip enterovirusa. Pri neposredni diagnostiki pa je
najvecja ovira v tem, da pacienti pridejo do sekundarne zdravstvene ustanove razmeroma
pozno in se o virusni diagnostiki zdravniki odloc¢ajo takarat, ko je brez uporabe invazivnih
metod, kot je npr. biopsija miokarda, neporedno dokazovanje virusnih nukleinskih kislin ze

otezeno.

5.2 SKLEPI

e Med 133 izbranimi vzorci pacientov s sumom na virusni miokarditis smo
protitelesa proti enterovirusom dokazali z metodo RVK v 54,9 % in z metodo
ELISA v 61,2 % pregledanih vzorcev.

e Prisotnost protiteles smo ugotovili z obema metodama v 56 vzorcih in odsotnost
protiteles pri 34 vzorcih. Skupno ujemanje interpretacij testiranja z obema
metodama je 61,15 %.

e Ugotovili smo, da se rezultati testiranja z metodama RVK in ELISA medsebojno ne
ujemajo pri 43 oziroma 32,3 % vzorcev. Pri 26 vzorcih smo protitelesa dokazali le

z metodo ELISA in pri 17 vzorcih le z metodo RVK.
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V serumskih vzorcih smo pri testiranju z metodo ELISA najpogosteje dokazali
samo protitelesa razreda IgG.

Prisotnost protititeles razreda IgG smo v vecini primerov dokazali z vsemi tremi
uporabljenimi testi ELISA (enterovirus, coxackievirus, echovirus), kar kaze na
navzkrizno reaktivnost ali pa na prekuzenost z ve¢ tipi enterovirusov.

Za zanesljivo dolocitev stadija okuzbe bi bil pri vseh pacientih zaZeljen parni serum
odvzet v razmaku 7-14 dni.

Glede na rezultate naloge menimo, da je metoda ELISA primernejSa za

dokazovanje okuzb z enterovirusi pri bolnikih s sumom na miokarditis od metode

RVK.
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6 POVZETEK

Enterovirusi so med najpogostejSimi patogenimi Cloveka. VeCinoma okuzbe potekajo
asimptomatsko, vendar pa lahko povzrocajo pri bolnikih zelo resna klinicna stanja.
Enterovirusi so zelo verjetno najpogostejsi povzrocitelj miokarditisa, ki je lahko zelo resno
klini¢no stanje in celo vodi do nenadne sr¢ne smrti. Izmed le-teh naj bi bili najpogoste;jsi
povzrocitelji echovirusi in coxsackievirusi. Predvsem naj bi se najpogosteje pojavljal
serotip coxsackievirus B3. Diagnostika enterovirusnega miokarditisa pa je zaradi izredne
genetske pestrosti le-teh zelo zahtevna. Za pravilno etioloSko diagnozo miokarditisa
trenutno ni na voljo optimalnih metod. Za diagnostiko so primerne predvsem seroloske
preiskave z metodama RVK in ELISA, diagnozo pa lahko potrdimo tudi z molekularno-
bioloskimi metodami, kot je npr. PCR in z osamitvijo virusa. Kadar obstaja sum na
enterovirusni miokarditis se posluzujejo predvsem seroloske preiskave z metodo RVK, s
katero lahko dokazujemo protitelesa proti coxsackievirusom A9, B1-B6 in echovirusom,
vendar pa ne moremo dokazovati posameznih razredov protiteles. Zato smo v diplomski
nalogi zeleli ugotoviti ali bi lahko testiranje na protitelesa proti enterovirusom pri bolnikih
s sumom na enterovirusni miokarditis, ki se izvaja z metodo RVK, nadomestili s
sodobnejSo metodo ELISA, ki nam omogoca tudi opredelitev stadija okuzbe, zaradi
moznosti dokazovanja razlicnih razredov protiteles, je bolj ponovljiva in lazja za
avtomatizacijo. Raziskavo smo izvedli na arhivskih serumih bolnikov, ki so v letu 2009
prispeli v Laboratorij za diagnostiko virusnih infekcij na Institut za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Pri redni diagnostiki so bili vzorci
testirani z metodo RVK. V sklopu diplomske naloge pa smo vzorce dodatno testirali z
metodo ELISA. V raziskavo smo vkljucili 133 serumskih vzorcev bolnikov s sumom na
miokardtis, od tega je bilo 20 vzorcev, ki so bili parni serumi. V raziskavi smo dokazali
ve¢ okuzb z metodo ELISA kot pa z metodo RVK. Z metodo RVK je bilo 73 (54,89 %) od
133 testiranih serumov pozitivnih na protitelesa, z metodo ELISA pa smo protitelesa
dokazali v 84 (61,15 %) vzorcih. Ugotovili smo, da ujemanje med metodama znasa zgolj
67,67 %, torej je neujemanje 32,33 %, kar ocenjujemo za razmeroma visoko neujemanje.
Rezultati govorijo v prid metode ELISA, kar potrjuje tudi naso domnevo, da bi zaradi
vecje obcutljivosti metode ELISA z le-to dokazali ve¢ okuzb kot pa z metodo RVK.

Ugotovili smo tudi, da se pri pozitivnih vzorcih testiranih z metodo ELISA najveckrat
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pojavijo samo protitelesa IgG, torej ne vemo natan¢no za kaksen stadij okuzbe gre. Znano
je, da naj bi bili enterovirusi v tretjini primerov najverjetnejSi povzrocitelji virusnega
miokarditisa. Tudi z naSo raziskavo smo pokazali, da so v tretjini primerov virusnega
miokarditisa povzrocitelji eden ali ve¢ razli¢nih tipov enterovirusov. Zanimalo nas je tudi
ali bomo v preiskovani skupini bolnikov najveckrat dokazali okuzbo s coxsackievirusi, saj
so le-ti v =znanstveni literaturi najpogosteje opisani kot povzrocitelji virusnega
miokarditisa. V nas$i raziskavi pa so v najveC primerih, po nasi definiciji, najverjetne;jsi
povzrocitelji okuzbe echovirusi in enterovirusi, ki naj bi bili domnevni povzrocitelji
okuzbe v 29 vzorcih, coxsackievirusi pa naj bi bili odgovorni za 24 okuzb. Vendar pa ima
sklepanje na povzrocitelja iz najvisSje dosezene vrednosti protiteles proti dolo¢enemu
virusu Stevilne pomanjkljivosti. V vse tri uporabljene teste Serion elisa classic niso
vklju€eni vsi tipi coxsackievirusov, echovirusov in enterovirusov, prav tako je zaradi
velike navzkrizne reaktivnosti mozno dokazovanje okuzb s Sirokim spektrom
enterovirusov. Natan¢nejSo opredelitev domnevnega povzrocitelja virusnega miokarditisa
bi lahko izvedli z uporabo molekularno-bioloske metode PCR. Na podlagi dolocitve
nukleotidnega zaporedja pomnozenega genomskega dela bi lahko natacno in zelo

zanesljivo opredelili tip enterovirusa.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati testiranja posameznih vzorcev seruma z metodo RVK in z metodo

ELISA.
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Nadaljevanje priloge A: Rezultati testiranja posameznih vzorcev seruma z metodo RVK in

z metodo ELISA.
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