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Enteri¢ni adenovirusi (AdF) so poleg najbolj znanih rotavirusov eni izmed glavnih povzrociteljev
blazjih ¢revesnih okuzb pri mlajSih otrocih. Namen nasega dela je bil preizkusiti molekularno
metodo PCR v realnem casu za dokaz adenovirusne (Adv) DNA v iztrebkih bolnikov s simptomi
virusnega gastroenteritisa. Rezultate, ki smo jih pridobili z metodo PCR, smo primerjali z rezultati
standardnih diagnosti¢nih metod - encimskoimunske metode (ELISA), ki je specifi¢na samo za vrsto
AdF in elektronske mikroskopije (EM). Zanimalo nas je tudi, katere vrste Adv se poleg AdF
morebiti Se izlo¢ajo v blatu in v kaks$nih relativnih koncentracijah. Zaradi mozne prisotnosti
inhibitorjev reakcije PCR v fecesu bolnikov smo v procesiranje vzorcev vkljucili interno kontrolo.
Testirali smo 203 vzorce bolnikov, ki so bili v ¢asu med 28.10.2008 in 27.12.2008 poslani v
Laboratorij za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriticnih virusov v Ljubljani. Iz
vzorcev smo osamili virusno DNA in jo pomnoZili z metodo PCR v realnem casu specifi¢no za
vsako od adenovirusnih vrst. Od skupno 203 vzorcev so z EM Adv okuzbo potrdili v 7,4 %, s testom
ELISA pa AdF v 10,3 %. Z molekularno metodo smo Adv dokazali v 15,8 % vzorcev. Poleg AdF
smo v iztrebku dokazali tudi druge adenovirusne vrste. S primerjavo Ct vrednosti vzorcev smo
ugotovili, da je koli¢ina adenovirusne DNA najvecja v vzorcih, ki sta jih kot pozitivne opredelili tudi
standardni diagnosti¢ni metodi. Dolo¢ili smo razmeroma visok delez inhibicij pomnozevanja virusne
DNA in z uporabo govejega serumskega albumina vecéino inhibicij odpravili. Na podlagi izsledkov
nasega dela lahko sklepamo, da je metoda PCR v realnem Casu bolj obcutljiva od rutinskih metod,
da je Adv gastroenteritis pogostejsi pri mlajsih otrocih in da se v iztrebku bolnikov s simptomi Adv
gastroenteritisa poleg AdF izlocajo tudi druge vrste Adv, vendar pa njihova vloga pri nastanku
gastroenteritisa ni jasna.
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Besides the most common rotaviruses, enteric adenoviruses are one of the main causes of
gastrointestinal infections in young children. The course of the disease is generally mild. The
purpose of our study was to evaluate real-time PCR method for detection of adenovirus DNA (Adv)
in feces of the patients with viral gastroenteritis. The results from our study were compared to those
gathered by diagnostic methods of enzyme immunoassay (ELISA), which is specific for AdF only,
and electron microscopy (EM). In addition, we were also interested if DNA of other Adv species is
also present in the feces and in what relative amount. Internal amplification control was included in
PCR reactions to test for the presence of the PCR inhibitors in samples of feces. 203 samples of
patients were tested, which were sent to the Laboratory for electron microscopy and diagnostics of
gastroenteric viruses in Ljubljana in the period between October 28™ 2008 and December 27™ 2008.
Viral DNA was isolated from the samples, and multiplied by real time PCR specific for each of the
Adv species. In a total of 203 samples, the EM method confirmed Adv in 7,4 % while the ELISA
test confirmed AdF in 10,3 %. With molecular method we confirmed Adv in 15,8 % samples.
Besides AdF, other types of Adv were present in the tested samples of feces. When comparing the
Ct values of samples that amount of viral DNA was higher in the samples which were confirmed
both with standard diagnostic methods and with the real-time PCR. We have also detected a high
percentage of inhibition of viral DNA amplification and, using a bovine serum albumin, we
eliminated the majority of inhibition. Based on the results of our study we can conclude that the
method of real-time PCR is more sensitive than the routine methods. The results also show that Adv
gastroenteritis is more common in young children and that besides AdvF more Adv species are
present in the feces samples. Hower, their role in the development of viral gastroenteritis is not clear.
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AdA (B, C, D, E, F) razlicne vrste adenovirusov
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deoksinukleotid trifosfat
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equine herpesvirus type 1
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linked immunosorbent assay)

elektronska mikroskopija

laboratorij za  elektronsko  mikroskopijo in  diagnostiko
gastroenteriti¢nih virusov

pozitivno usmerjeni zacetni oligonukleotid (angl. Forward Primer)
karboksi-fluorescein

prenos fluorescenCne resonanéne energije  (angl. fluorescence
resonance resonance energy transfer)

hepatitis B virus

hepatitis C virus

CloveSski  virus  imunske  pomanjkljivosti  (angl.  human

immunodeficiency virus)
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karboksi-tetrametil-rodamin
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kratki segmenti RNA (angl.: virus-associated RNA)

lastnik imena je Applied Biosystems

laboratorij za diagnostiko virusnih infekcij
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1 UVOD

Akutni virusni gastroenteritis je pogosta bolezen predvsem pri otrocih, mlajSih od pet let.
V tej skupini otrok vsako leto zabelezijo ve¢ kot 700 milijonov primerov akutne driske.
Najpogostejsi virusni povzroCitelji gastroenteritisa so: rotavirusi, enteri¢ni adenovirusi,

astrovirusi in ¢loveski kalicivirusi (Wilhelmi in sod., 2003).

Adenovirusni gastroenteritis je nalezljiva bolezen in se najpogosteje prenaSa fekalno-
oralno (Murray in sod., 2005). Povzroca ga vrsta AdF (serotipa 40 in 41), ki jo uvrs¢amo v
rod Mastadenovirus, znotraj druZzine Adenoviridae (Robinson in Echavarria, 2007).
Enteri¢ni adenovirusi ne povzrocajo sezonskih epidemij, kot je to znano pri rotavirusnih
okuzbah, ampak se pojavljajo vse leto, z manj§im vrhom v toplejSih mesecih (Uhnoo in
sod., 1984; de Jong, 2003). Infektivnost serotipov 40 in 41 je posledica njune visoke
stabilnosti in odpornosti proti encimom crevesja in zol¢a, kar jima omogoca, da se lahko
razmnozujeta v ¢revesju do visokih titrov (Echavarria, 2008). Posebnosti glikoproteinskih
vlaken virusu omogocajo visok tropizem do celic prebavil, Stevilni ostali mehanizmi (npr.
izrezovanje intronov) pa uspesen izmik imunskemu odzivu gostitelja (Favier in sod., 2002;
Murray in sod., 2005).

Vecina okuzb z enteri¢nimi adenovirusi je samoomejujocih in minejo brez posledic v nekaj
dneh. Pogoste so asimptomatske okuzbe, ki virusu olajSajo Sirjenje med ljudmi (Murray in
sod. 2005). Specificnega zdravljenja in cepiva za splosno uporabo ni (Wilhelmi in sod.,

2003; Ison, 2006).

Diagnostika gastroentericnih adenovirusnih okuZzb temelji na neposrednem dokazovanju
virusnih antigenov s testom ELISA (angl. enzyme immunoassay oz. enzyme-linked
immunosorbent assay) in na identifikaciji virusa z elektronsko mikroskopijo. Virusi se
namre¢ z iztrebkom izloc¢ajo v visokih titrih, zato naj bi bila zanesljivost teh metod dovolj
dobra. Celi¢ne kulture so za dokazovanje enteri¢cnih adenovirusnih okuzb neprimerne, saj
se ti virusi v laboratorijskih pogojih slabo razmnozujejo (Favier in sod., 2002).

Vse bolj je razsirjena uporaba molekularnih tehnik verizne reakcije s polimerazo (PCR,
angl. polymerase chain reaction), ki nam podajo rezultate v nekaj urah, za potrditev okuzbe

pa zadostuje ze nekaj kopij virusne nukleinske kisline (Mackay in sod., 2002).
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1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil preizkusiti molekularno metodo PCR v realnem casu
(angl. real-time PCR) za dokaz adenovirusne DNA v iztrebku bolnikov s simptomi
virusnega gastroenteritisa. Rezultate smo Zeleli primerjati s tistimi, ki so jih predhodno Ze
pridobili z diagnosticnima metodama elektronske mikroskopije in testom ELISA, v
Laboratoriju za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriticnih virusov (EMI)
na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Pri¢akovali
smo, da bomo z metodo PCR v realnem casu zaradi veje obcutljivosti molekularne
metode dokazali okuZbe z adenovirusom v ve¢ vzorcih kot z rutinskima metodama.
Domnevali smo tudi, da bomo v vzorcih, v katerih bomo dokazali okuzbo le z molekularno
metodo, dolocili manjSo koli¢ino virusne DNA kot v vzorcih, pri katerih smo virus
dokazali z rutinskima metodama.

Zanimalo nas je tudi, katere vrste adenovirusov se poleg entericnih morebiti Se izlocajo v
iztrebku. Pri¢akovali, smo da bomo v vzorcih dokazali nukleinske kisline razli¢nih vrst
adenovirusa, a najve¢ DNA vrste AdF.

Z uporabo interne kontrole smo Zzeleli ugotoviti deleZ vzorcev pri katerih se pojavi
inhibicija. Predvidevali smo pojav inhibicij pomnoZevanja nukleinske kisline prav tako pa
tudi, da se bo po dodatku govejega serumskega albumina (BSA, angl. bovine serum
albumin) delez teh inhibicij zmanjsal.

Predvideli smo, da bo v skupini otrok, mlajsih od treh let, pojavnost okuzbe vecja kot pri

starejSih preiskovancih.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ADENOVIRUSI

Adenovirusne okuzbe pogosto prizadenejo predvsem otroke. Najpogosteje se pojavljajo
bolezni dihal, prebavil ter vnetje ocesne veznice in rozenice. Okuzba ponavadi mine sama

brez trajnih posledic (de Jong, 2003).

2.1.1 Taksonomska uvrstitev

Adenovirusi spadajo v druzino Adenoviridae, ki jo sestavljajo stirje rodovi: Aviadenovirus,
Atadenovirus, Siadenovirus in Mastadenovirus. V slednjega uvrs€amo vse adenoviruse, ki
okuzijo ljudi. Lo¢imo Sest vrst ¢loveskih adenovirusov, ki jih oznacimo s ¢rkami od A do
F. Vrsto B (AdB) so kasneje razdelili v dve podvrsti B1 in B2 zaradi razlik v restrikcijskih
mestih DNA. Vsaka vrsta vkljucuje enega ali veC serotipov, skupno jih poznamo 51
(Robinson in Echavarria, 2007; de Jong, 2003). NovejSe objave (Echavarria, 2008)
porocajo o sedmih ¢loveskih adenovirusnih vrstah od A do G in o 52 serotipih. Znotraj
serotipov opisujejo razli€ne genotipe na podlagi razlik genomske nukleinske kisline, ki so
bile prikazane z restrikcijskimi mapami in z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja

(Echavarria, 2008).

2.1.2 Morfologija in zgradba

Adenovirusi imajo ikozaedri¢no simetrijo, so brez ovojnice in spadajo med srednje velike
viruse s premerom od 70 do 90 nm (Murray in sod. 2005). Njihova kapsida je sestavljena
iz 252 kapsomer, med katerimi je 240 heksonov in 12 pentonov. Vsak penton je iz osnove
in glikoproteinskega vlakna, na katerega je pripeta beljakovina, ki je pomembna za
pripenjanje virusa s celi¢nim receptorjem gostitelja (Slika 1). Pentoni z vlakni imajo tipsko
in tudi vrstno specifi¢ne antigenske komponente, zato so odgovorni za hemaglutinacijo in
vitro in za klasifikacijo virusov. Heksoni imajo prav tako tipsko specificna mesta, ki

sproZzijo tvorbo nevtralizacijskih protiteles (Robinson in Echavarria, 2007).
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Heksoni vsebujejo beljakovine, ki stabilizirajo virus in so udeleZzene pri sestavljanju novih
virusnih delcev. Beljakovine pentonov in vlakna pa sodelujejo pri vstopu virusa v celico
gostitelja.

Genom je linearna molekula dvojnovijacne DNA (dsDNA, angl. double-stranded DNA) in

k celotni virusni masi doprinese 15 % (Wilhelmi in sod., 2003).

Dstiova Vlakno

pentona
Proteaza

by

T

Beljakaovina VI

T

Beljakovine sredice

VI i p) beljakovina

Slika 1: Shematski prikaz adenovirusa, ki prikazuje ikozaedri¢no kapsido, vlakna in glavne virusne

beljakovine (ExPASy Proteomics Server..., 2009).

2.1.3 RazmnoZevanje in virusni genom

Adenovirusi najveckrat okuzijo epitelijske celice. Okuzba se zacne s pritrditvijo
beljakovine vlakna na celicni receptor CAR (angl. coxsackievirus and adenovirus
receptor), nekateri adenovirusi pa uporabljajo molekulo MHC 1 (angl. major
histocompatibility complex). Virus nato z endocitozo vstopi v celico in po lizi
endosomalnega mesicka se kapsida in DNA locita. PomnoZevanje in prepisovanje virusne
DNA poteka v jedru z virusno DNA polimerazo. Ta uporablja terminalno beljakovino s
pripetim citozin monofosfatom kot zacetnim oligonukleotidom. Terminalna beljakovina po
koncu ostane pripeta na DNA. Strukturne beljakovine pa nastajajo v citoplazmi in se
kasneje transportirajo v jedro, kjer v prazne kapside vstopi virusna DNA in beljakovine
sredice. Nato se kapsida zapre v kristalno strukturo in virus je popoln. Virusni

razmnozevalni cikel traja od 32 do 36 ur in nastane ve¢ kot 10000 virusnih delcev na
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celico, ale od 1 do 5 % jih je kuznih. Virusi se sprostijo iz celice ob njeni lizi (Robinson in

Echavarria, 2007; Murray in sod. 2005).

Prepisovanje virusnih genov poteka iz obeh vijacnic in iz nasprotnih smeri. Geni, ki nosijo
zapis za podobne funkcije, so si blizje (Murray in sod. 2005).

Najprej se prepisejo zgodnje mRNA (angl. messenger RNA), ki se nato prevedejo v
zgodnje beljakovine. Zgodnje beljakovine sprozijo pomnoZevanje virusnega genoma in
preprecijo celicno izgradnjo. Sinteza poznih beljakovin pa potece Sele po pomnoZitvi
virusne DNA, saj predstavljajo primarno strukturo kapside (Murray in sod. 2005).

Zgodnji geni so E1A, EIB, E2, E3 in E4, pozni geni pa od L1 do L5 (Robinson in
Echavarria, 2007). Razlicne mRNA nastanejo z izrezovanjem razli¢nih intronov, a
uporabljajo isti promotor in notranja zaporedja. Izrezovanje intronov omogoca vecjo
pestrost pri sintezi beljakovin. Princip cepitve primarnega prepisa E2 v krajSe Stevilnejse

mRNA je prikazan na Sliki 2 (Murray in sod. 2005).

L1 L2 3 L4 L5
L-o---HH: >-.: :--H
— )
e —
b E1B E3
E1A
dvijaénica 37 L = 5
1vijacnica 57 L - - - - <y
E2A =
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. @ B § @ ® O @ 0 ® " S0 eSS
. @ @ —— E2B 5 ® 9 &5 9 98 00 0
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== Pozii geni Zgoduji geni
e Odstranjeni introni e

Slika 2: Poenostavljen genom adenovirusa serotipa 2 (Murray in sod., 2005: 535).

Geni se prepisujejo iz obeh vijacnic (d in 1). Zgodnji geni se prepisejo iz 4 promotorskih
zaporedij, pozni pa iz ene. Po primarnem prepisu pride do izrezovanja intronov in nastane

popolni repertoar virusnih beljakovin (Murray in sod. 2005).
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2.1.4 Patogeneza in imunost

Adenovirusi lahko povzrocijo tri razlicne okuzbe: liticno (sluzni¢noepitelijske celice),
latentno (nosnozrelna in druga limfaticna tkiva) in maligno preobrazbo celic glodalcev.
Slednje pri ljudeh Se niso dokazali. Pri imunsko pomanjkljivih bolnikih lahko pride po
lokalni okuzbi do viremije oz. sistemske okuzbe, ki se razsiri v ostale organe.

Celi¢no posredovana imunost je pomembna pri omejevanju virusnega Sirjenja, protitelesa
pa sluZzijo kot zascita pred okuzbo z istim serotipom, ne prepre€ijo pa okuzbe z drugimi
serotipi.

Adenovirusi imajo Stevilne mehanizme, s katerimi se izognejo obrambi imunskega sistema
in tako ostanejo v gostitelju. Beljakovini E3 in E1A preprecita apoptozo okuzene celice,
saj onemogocita pojav MHC I na celi¢ni povrsini in s tem T celi¢no posredovane imunosti
(Murray in sod. 2005). Celi¢cno posredovani imunosti pa se izognejo tudi s kratkimi VA
RNA (angl. virus-associated RNA). To so nekodirajoci prepisi RNA polimeraze III in
nastanejo v pozni fazi virusnega razmnozevanja. Med adenovirusno okuzbo se aktivira
beljakovinska kinaza, ki fosforilira translacijski faktor, ¢emur sledi inhibicija virusne
beljakovinske sinteze. VA RNA pa blokira aktivacijo beljakovinske kinaze in tako se

sinteza virusnih beljakovin nadaljuje (Sano in sod., 2006).

2.1.5 Bolezen in kliniéni znaki

Spekter adenovirusnih bolezni je velik, predvsem zaradi Stevilnih serotipov in njihovega
razli¢nega tropizma do tkiva. Najbolj pogoste so bolezni dihal, oc¢i in prebavil. Poro¢ajo pa
tudi o okuzbah ledvic, jeter, genitalij, osrednjega Zivénega sistema in vse pogosteje o
sistemskih okuzbah (Robinson in Echavarria, 2007). Dokazano je, da adenovirusni vrsti A
in B lahko povzroc¢ata tumorje pri novoskotenih hrckih, ni pa prepricljivega dokaza, da bi
katera koli vrsta povzrocala tumor pri ljudeh (de Jong, 2003). Serotipe in bolezni prikazuje

Preglednica 1.
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Preglednica 1: Znacilnosti ¢loveskih adenovirusov in bolezni, ki jih povzrocajo (de Jong, 2003: 410).

Vrsta Serotipi Onkogenost Bolezen
. redko gastroenteritis
A 12, 18, 31 visoka pri otrocih
B1 3,7,16,21,50 bolezni dihal,
B Sibka vnetje oCesne veznice,
B2 14 11 34 35 okuzbe ledvic
C 1,2,5,6 ni¢ bolezni dihal
8-10, 13, 15, 17, 19, L .
D 20, 22-30, 32, 33, 36- nic vnetje ocesne veznice
’ e a4 in roZenice
39, 42-49, 51
4 nic bolezni dihal,
vnetje oCesne veznice
F 40, 41 ni¢ gastroenteritis

2.1.5.1 Okuzbe dihal

Okuzbe dihal se pojavljajo ze zgodaj v otrostvu, ponavadi so mile, minejo same po sebi,
veC kot polovica pa jih je asimptomatskih. Prevalenca adenovirusnih okuzb dihal med
otroci je od 2% do 14%. Najpogostejsi povzrocitelji okuzb so vrste B, C in E s serotipi 1,
2, 5 in 6, ki povzrocajo endemicne okuzbe, in serotipi 4, 7, 14 in 21, ki so odgovorni za
manjs$e epidemije, ve¢inoma pozimi. Adenovirusi povzro¢ajo vro¢ino, nahod, vnetje grla,
kaselj, obcasno tudi vnetje srednjega usesa ter v tezjih primerih bronhitis in pljucnico

(Robinson in Echavarria, 2007).

Med vojaskimi novinci kot povzrocitelja akutnih dihalnih bolezni prevladujeta serotipa 4
in 7. Za to tvegano skupino so uvedli cepljenje proti omenjenima serotipoma, a so ga leta
1996 ukinili. Zaradi visoke prevalence obolelosti (od 30% do 70%) med necepljenimi

novinci ponovno razmisljajo o obveznem cepljenju le-teh (Robinson in Echavarria, 2007).

2.1.5.2  Okuzbe oci

Epidemska vnetja oCesne veznice in rozenice povzro¢ajo serotipi 3, 4 in 7 in so pogostejse
v poletnih mesecih zaradi premalo klorirane vode v plavalnih bazenih. Okuzbe so

najveckrat mile in izzvenijo same po sebi (Robinson in Echavarria, 2007).
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2.1.5.3  Okuzbe pri imunsko pomanjkljivih osebah

Pri imunsko pomanjkljivih osebah so adenovirusne okuzbe lahko posledica reaktivacije
latentne okuzbe ali nove zunanje okuzbe. Klini¢ni potek okuZbe je odvisen od osnovne
bolezni, prizadetosti organskega sistema, starosti bolnika in serotipa. Pogosti so pojavi

pljucnice, hepatitisa in sistemskih okuzb (Robinson in Echavarria, 2007; Ison, 2006).

2.2 ENTERICNI ADENOVIRUSI

2.2.1 Bolezen in klini¢ni znaki

Entericni adenovirusi so takoj za rotavirusi drugi najpogostejSi povzrocitelji akutnega
otroskega gastroenteritisa. Adenovirusni gastroenteritis je pogost pri otrocih, mlajsih od
dveh let. OkuZzbe s serotipom 40 bi naj bile pogostejSe pri otrocih do 12. meseca starosti,
okuzbe s serotipom 41 pa pri otrocih nad to starostjo (Robinson in Echavarria, 2007;
Uhnoo in sod. 1984; Wood, 1988).

Za razliko od rotavirusnih okuzb, kjer je prevalenca obolelosti ve¢ja pozimi, so enetericne
adenovirusne okuzbe razporejene cez vso leto, ne glede na sezono. Manjsi vrh okuzb so
opazili v juliju oz. v toplejSih mesecih (Uhnoo in sod. 1984).

Inkubacijska doba je od 3 do 10 dni. Driska, ki je najbolj izstopajo¢ klini¢ni znak, je
obicajno vodena, nekrvava, brez levkocitov in traja okrog 10 dni. Pojavljajo pa se lahko
tudi blaga vroc€ina, bruhanje in kréevite bolecine v trebuhu (Robinson in Echavarria, 2007).
Driska, ki jo povzroc¢a serotip 41, bi naj bila dolgotrajnejSa (12,2 dni) od tiste s serotipom
40 (8,6 dni). Hujse dehidracije so redke, ceprav porocajo tudi o smrtnih primerih med

bolniki s pomanjkljivim imunskim sistemom (Uhnoo in sod. 1984; Wood, 1988).

2.2.2  Morfoloske posebnosti
Poleg Ze prej opisanih strukturnih lastnosti adenovirusov imata entericna serotipa nekaj
posebnosti, po katerih se loCita od ostalih. Te znacilnosti naj bi prispevale k temu, da imata

tropizem le do celic prebavnega trakta in ne povzrocata drugih okuzb.

Njuna glikoproteinska vlakna so dveh razlicnih primarnih aminokislinskih zaporedij in

dolzin. Z elektronskim mikroskopiranjem Ad41 so ugotovili, da je dolzina daljSega vlakna
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340+ 13 A in krajSega 200+ 13 A. Razmerje med njima je 1:1. Le daljse vlakno se veZe s
CAR na epitelijskih celicah, krajSe pa z drugimi specifi¢nimi receptorji v prebavilih. Z
molekularno analizo so ugotovili, da entericna serotipa nimata Arg-Gly-Asp motiva v
gibljivi regiji pentona, kot ga imajo drugi serotipi, zato bi naj bil njun vstop v celico
neodvisen od MHC I kompleksa. Celi¢ni tropizem teh serotipov je precej drugacen od
ostalih CAR specifi¢nih serotipov (tistih, ki povzrocajo okuzbo dihal) (Favier in sod.,

2002).

2.2.3 Patogeneza

Enteri¢na serotipa 40 in 41 v ¢revesnih epitelijskih enterocitih povzrocata spremembe, kar
vodi do oslabitve celotnega mikrovila. Posledicno je resorpcija hranil in tekocine iz

¢revesja nepopolna kar vodi do osmotske driske (Wilhelmi in sod., 2003).

2.2.4 Epidemiologija

Kljub temu da so adenovirusi goli, so zelo odporni proti fizikalnim in kemijskim
dejavnikom. Na sobni temperaturi ostanejo kuzni tudi do tri tedne. Prenos je obicajno
fekalno-oralen, v primeru okuzb dihal tudi kapljicen. Odporni so proti nizkim
temperaturam ter Zelod¢nim in Zol¢nim sokovom, kar jim omogoca razmnozevanje v
¢revesju do visokih titrov (Echavarria, 2008). Vecina okuzb je asimptomatskih, kar
doprinese k Sirjenju virusa med ljudmi (Murray in sod. 2005). Otroci izlocajo nekatere
neenteri¢ne adenoviruse v iztrebku tudi od 3 do 6 tednov po prenehanju okuzbe, entericna
serotipa pa se v iztrebku izlocata od 7 do 14 dni po prenehanju gastroenteritisa (Robinson
in Echavarria, 2007; Wood, 1988).

Incidenca adenovirusne driske pri otrocih je odvisna od okolja in porocajo, da je v razvitih

obmocjih od 1% do 8%, v deZelah v razvoju pa od 2% do 31% (Wilhelmi in sod., 2003).
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2.2.5 Zdravljenje in preprecevanje

Specificnega zdravljenja ni. Zdravljenje poteka simptomatsko z ustrezno rehidracijo.
Rehidracijsko tekocino je potrebno zaceti dajati dovolj zgodaj, da se nadomesti voda, ki jo
je bolnik izgubil zaradi driske ali bruhanja (Wilhelmi in sod., 2003).

Bolnike s pomanjkljivim imunskim sistemom, ki zbolevajo tudi za hujSo obliko katere od
adenovirusnih okuzb, zdravijo s cidovirom. Zdravilo je kljub svoji toksi¢nosti primerno za
zdravljenje bolnikov s sistemsko adenovirusno okuzbo, saj je edino, ki ima in vitro in in
vivo podatke o delovanju proti vsem serotipom adenovirusov (Ison , 2006).

Za splosno uporabo na trziS€u ni cepiva. V preteklosti so cepivo uporabljali za preventivo
adenovirusnih okuzb pri vojaskih novincih kot zascito pred serotipoma 4 in 7 (Murray in

sod., 2005).

Enteri¢ni adenovirusi so zelo stabilni in odporni patogeni. Prenasajo se tudi po vodi, zato je
bistvenega pomena ustrezno kloriranje le-te. Kot alternativo kemi¢nemu razkuzevanju
pitne vode omenjajo ultravijoli¢no sevanje (UV). UV sevanje deluje na nukleinsko kislino
virusa tako, da povzroCi nastanek fotoproduktov kot so timinski dimeri, kar zaustavi
pomnozevanje nukleinske kisline in virus propade. Ko in sodelavci (2005) porocajo o
poskusu, v katerem so merili nastanek adenovirusne mRNA v okuZeni gostiteljski celici v
odvisnosti od UV sevanja. Nastanek adenovirusne mRNA v celici je bil dokonc¢en dokaz
okuzbe. Po postopnem zvisevanju UV sevanja do 200 nm se je sinteza mRNA zmanjsala,
pri 225 nm pa virusne mRNA v okuzenih celicah niso zaznali, kar pomeni, da je virusna
DNA bila moc¢no poskodovana (Ko in sod., 2005).

Adenoviruse na povrsSinah inaktivira delovanje natrijevega hipoklorida za 10 minut ali 1
minuta 70% etanola.

V splosnem je potrebno paziti na sanitarno higiensko ureditev okolja, uzivanje higiensko

neoporecne hrane, osebno higieno in redno, ustrezno umivanje rok (Echavarria, 2008).

2.2.6 Laboratorijska diagnostika

Enteri¢ni adenovirusi se slabo razmnozujejo v celi¢nih kulturah, zato je na pojav
citopatskega ucinka potrebno cakati tudi do ve¢ tednov. OkuZene celi¢ne kulture tako

propadejo, Se preden opazimo razlocen citopatski ucinek (Ko in sod., 2005).
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Zato pri diagnostiki virusnih entericnih okuzb uporabljamo elektronsko mikroskopijo,

encimskoimunske metode in vedno pogosteje tudi molekularne metode.

2.2.6.1 FElektronska mikroskopija

Diagnostika gastroenteriticnih adenovirusnih okuzb je razmeroma enostavna, saj se virusi
v akutni dobi z iztrebkom izlo¢ajo v velikem Stevilu (Desselberger in Gray, 2005). Brez
predhodne identifikacije virusa lahko s pomocjo elektronske mikroskopije dolo¢imo
karakteristi¢no morfologijo delcev, ¢e so le-ti v dovolj visoki koncentraciji (lO6 delcev/ml
in ve€) (Echavarria, 2008). V nasprotnem primeru je za elektronsko mikroskopijo znano,
da nam poda laZzno negativne rezultate (Wood in sod., 1989). Prednost te metode je v hitri
izvedbi. Ko je vzorec ustrezno pripravljen, ga izkuSeni virolog identificira v 10 minutah.
Tako na podlagi morfologije virusa in klini¢nih informacij, lahko postavimo diagnozo, ki

omogoci hitro zacetno zdravljenje (Hazelton in Gelderblom, 2003).

V kolikor je virusa v vzorcu manj, se posluzujemo ene izmed tehnik, s katerimi
koncentriramo virusno suspenzijo. To so imunoloSke in neimunoloske metode. Med
imunoloskimi metodami je poznana imunska agregacija, pri kateri uporabljamo specificna
protitelesa za koncentriranje materiala oz. specificno dolocCanje delca. Agregati, ki
nastanejo so veliki in jih laZze opazimo. Obi¢ajno jo uporabljamo za identifikacijo novih
povzrociteljev ter majhnih in razprSenih virionov.

K neimunoloskim metodam pa spadajo:

a) ultracentrifugiranje in sedimentacija - material iz suspenzije koncentriramo s
sedimentacijo in usedlino nanesemo na mrezico,

b) agarska difuzija - virusno suspenzijo nakapljamo na agarsko povrSino in na njo
polozimo mrezico. Kaplja difundira v gojisc¢e (15 - 20 min), virus pa koncentriran ostane
na povrsini,

c) direktno centrifugiranje v Airfugi (Beckman) - centrifugirka ima na dnu vdolbinico, v
katero vstavimo EM mrezico. Po centrifugiranju na mrezici ostane usedlina koncentriranih

VITusov.
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Za pregledovanje virusov v suspenziji, ki zaradi nizke mase in slabih interakcij z elektroni
ne zagotavljajo zadostnega kontrasta in locljivosti, uporabljamo metodo negativnega
kontrastiranja. Pri tem okolici s tezkimi kovinami zmanjSamo prepustnost za elektrone in
le elektroni, ki prehajajo skozi delec, dajejo sliko virusa. Virus »sveti« na temnem ozadju,
kot prikazuje Slika 3B. Kot negativna kontrastna sredstva najpogosteje uporabljamo 1%
uranilni acetat in 1% fosforvolframovo kislino (Hazelton in Gelderblom, 2003). Gre za t.i.
»catch-all« metodo, s katero dobimo informacijo o morfologiji vseh virusov v kuznini
(Desselberger in Gray, 2005).

Poznamo pa tudi pozitivno kontrastiranje, ki je zahtevnejSe, pocasnejSe in odvisno od
kemijskih reakcij s komponentami objekta (Hazelton in Gelderblom, 2003).

A B

Positive Contrast Negative Contrast

2 ARIAL,
—®

Jou
NV

Slika 3: Primerjava pozitivnega in negativnega kontrastiranja vzorca (herpesvirus) (Hazelton in Gelderblom,

2003: 299).

Kljub vsem prednostim, ki jih nudi elektronska mikroskopija, ima dve pomembni omejitvi:
nizko obcutljivost in subjektivnost. Neuspesna potrditev povzrocitelja Se ne pomeni, da

povzrocitelja ni. Pomemben je tudi ¢loveski dejavnik (Hazelton in Gelderblom, 2003).
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2.2.6.2  Encimskoimunska metoda

Encimskoimunsko metodo pogosto uporabljamo za dokazovanje respiratornih in
gastrointestinalnih okuzb, kjer v kuznini neposredno dolo¢imo virusne antigene. Metodo
odlikuje hitrost in visoka obcutljivost (Echavarria, 2008). Obcutljivost pri dolocanju
enteri¢nih adenovirusov z ELISA je vec¢ kot 90%, specifi¢nost testa pa mocno pove¢amo z
uporabo monoklonskih protiteles, ki so uperjena proti ohranjenim regijam na heksonskih

beljakovinah in je obi¢ajno ve¢ kot 97% (Robinson in Echavarria, 2007).

2.2.6.3  Osamitev virusne nukleinske kisline

Metode PCR ne moremo izvesti z neobdelanim materialom iz vzorca, saj bi velike koli¢ine
inhibitorjev (polisaharidi, urea) in drugih primesi (soli) onemogocile pravilno delovanje
encimov. Ucinkovita osamitev nukleinske kisline iz klinicnega vzorca je torej pomemben

predpogoj za uspesno molekularno dolocitev virusa (Berensmeier, 2006).

Avtomatizirane metode imajo prednost pred klasi¢nimi tehnikami osamitve, ki so ¢asovno
dolgotrajne ter zaradi Stevilnih ekstrakcij in centrifugiranj obicajno omejene z manjSim
izkupickom in nizko stopnjo Cistosti nukleinske kisline.

V naSi raziskavi uporabljen MagNa Pure Compact omogoca hitro in v celoti
avtomatizirano osamitev nukleinske kisline od preostalega vzorca. Sistem omogoca
osamitev osmih vzorcev v eni seriji. Predpriprava traja nekje 10 minut, celoten cas
osamitve pa 25 minut (Waltenberger in sod., 2004). Metoda omogoca osamitev nukleinske
kisline neposredno iz neobdelanega klinicnega vzorca (kri, tkivni homogenat)
(Berensmeier, 2006). Sistem je racunalnisko voden in ima programirane vse faze osamitve
nukleinske kisline. To so: liza celic in beljakovin (nukleaz), vezava nukeinske kisline na
magnetne delcke, odstranitev primesi in inhibitorjev ter elucija vezane nukelinske kisline
pri visoki temperaturi (Kirchgesser in sod., 2003). Drugi komercialno dobavljivi testi
elucijo nukleinske kisline izvajajo s spremembo ionske moci pufra ali s spremembo pH

(Berensmeier, 2006).
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Osamitev nukleinske kisline temelji na tehnologiji magnetnih delcev in magnetizma

(Slika 4).

Vzorec Dodaiek Dodatek  Dodatek  Loéitev Spiranje s Sprostitey
Lizirajofega proteinaze K magnemih magneinih delcev spiralnim DNA
pufra delcev  zvezano DNA pufrom

Slika 4: Osamitev nukleinske kisline s tehnologijo magnetnih delcev (Roche Applied..., 2008).

Nukleinska kislina se iz vzorca veze na magnetne delce (magnetit), ki so imobilizirani s
sintetiénimi polimeri (agaroza), biopolimeri (celuloza) ali poroznim steklom. Uporabljajo
se tudi delci, ki so osnovani na anorganskih magnetnih materialih, kot je Fe,O4. Ko stalni
magnet, ki se nahaja izven tubice, ustvari magnetno polje, se magnetni delci z vezano
nukleinsko kislino premaknejo proti njemu in tako pride do lo¢itve od vzorca. Pomembno
je, da magnetni delci ne reagirajo med seboj v odsotnosti magnetnega polja, saj bi se tako
zmanjSala povrsina za vezavo nukleinske kisline in posledicno tudi obcutljivost metode

PCR, kar bi lahko vodilo do lazno negativnih rezultatov.

2.2.6.4 Pomnozevanje virusne nukleinske kisline
2.2.6.4.1 Verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo je metoda, ki temelji na pomnoZevanju specifi¢nih odsekov
nukleinske kisline. Razvoj PCR je pomenil velik napredek v molekularni biologiji,
manipulacija z genskim materialom pa je postala veliko lazja (Valasek in Repa, 2005).

Za izvedbo PCR je pomembna pravilna izbira zacetnih oligonukleotidov. Le-ti morajo biti

izbrani tako, da z visoko zmogljivostjo in specifi¢nostjo omogocijo pomnozitev zelenega
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nukleotidnega zaporedja v vzorcu. V izogib navzkrizni vezavi zacetnih oligonukleotidov
lahko njithovo specifi¢nost preverimo v bazi podatkov na NCBI (National Center for
Biotechnology Information) in sicer s programom BLAST (angl. Basic local alignment
search tool) (Espy in sod., 2006). Pri izbiri zacetnih oligonukleotidov moramo paziti, da
niso predolgi (20-28 nukleotidov) in vsebujejo 40-60% delez nukleotidov G in C. V
posameznem zacetnem oligonukleotidu naj ne bo komplementarnih regij, prav tako naj ne
bo komplementarnih regij na 3' koncu med izbranima paroma, temperatura talis¢a med
njima pa naj se ne razlikuje za ve¢ kot 5 °C (Mackay in sod., 2002). Za sintezo
komplementarnega zaporedja med obema zacetnima oligonukleotidoma uporabljamo Taq

polimerazo iz bakterije Thermus aquaticus, ki je termostabilna (Valasek in Repa, 2005).

Vsak cikel PCR reakcije je temperaturno uravnavan:
1) denaturacija dsDNA pri temperaturi visji od 90 °C
i) vezava zacetnih oligonukeotidov pri temperaturi 50 °C-75 °C

iii) podaljSevanje verige DNA pri temperaturi 72 °C-78 °C

5I|||||||||||||||||||||||||||3I
LU L
— '

5" 3 Lofitev dsDMA pri poviSant temperatur

3 ! 5

5! MPEEYT & Frileganje zafetnih oligomakleotido in
WS sinteza komplementarnega zaporedia s

3.Hllllll 5 Tag polimerazo

ST T TS

E'III|||||||||||||||||||||||||5I

T T T ITTITT

LU

Slika 5: Shematski prikaz reakcije PCR (Bienz, 2005: 410).

Obicajno se v eni PCR reakciji zvrsti od 30 do 40 temperaturnih ciklov. Spremljanje
pomnozkov, ki jih dobimo pri klasi¢ni razlicici izvedbe PCR, najveckrat temelji na gelski
elektroforezi in metodi barvanja z etidijevim bromidom. Molekule etidijevega bromida se
vgradijo v dsDNA, absorbirajo svetlobo dolocene valovne dolZine in nato oddajo svetlobo
v vidnem delu spektra, sorazmerno s koli¢ino pomnozka. ReSitev takSnega zamudnega

procesa je bil razvoj PCR v realnem c¢asu (Mackay in sod., 2002).
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2.2.6.4.2 Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

PCR v realnem casu je izboljSana izvedba klasicne PCR (Mackay in sod., 2002). Metoda
omogoca pomnozevanje in sprotno spremljanje pomnozkov v istem zaprtem sistemu, kar
mocno zmanjsa verjetnost za navzkrizno kontaminacijo vzorcev med pomnozevanjem in
tudi laboratorija/okolja. PCR v realnem Casu odlikujeta izredna obcutljivost, ki omogoca
prepoznavanje manj kot petih kopij tarce v vzorcu, in hitrost (Espy in sod., 2006; Valasek
in Repa, 2005). Z uporabo specificnih, s fluorogenom oznacenih sond, in zacetnih
oligonukleotidov zagotovimo, glede na nukleotidno zaporedje, specifiéni pomnoZzek

(Valasek in Repa, 2005).

Pomnozek, ki ga dobimo z metodo PCR v realnem ¢asu, dokazemo na dva nacina:

- Nespecificno dokazovanje z vezavo barvil v dsDNA. Barvila, kot je SYBR Green,
se nespecificno vezejo v katero koli dvojno zvito molekulo DNA in ob osvetlitvi s svetlobo
doloc¢ene valovne dolzine emitirajo vecjo fluorescenco kot prosta v meSanici. Vecja kot je
koli¢ina dsDNA v vzorcu, vec barvila se veze in posledi¢no je vecji tudi nespecificni

fluorescencni signal (Valasek in Repa, 2005).

- Specifi¢no dokazovanje pomnozkov temelji na prenosu fluorescenéne resonanéne
energije (FRET, angl. fluorescence resonance energy transfer) med reporterskim in
zaviralnim fluorogenom, ki sta vezana na tretji oligonukleotid — sondo (Mackay in sod.,
2002). Ko sta fluorogeni barvili v neposredni blizini oz. pripeti na sondo, zaviralni, ki je
vezan na 3' koncu, absorbira svetlobni signal reporterskega, ki je vezan na 5' koncu, in ga
odda v obliki toplote. Med zaviralnimi fluorogeni so najbolj poznani TAMRA, DABCYL
in BHQ, med reporterskimi pa FAM in VIC (Valasek in Repa, 2005).

Dobra fluorogena barvila so tista, ki se enostavno pripenjajo na DNA, jih je enostavno
spremljati tudi ob nizkih koncentracijah in z enostavnimi instrumenti, so biolosko varna,
stabilna ob poviSani temperaturi in ne ovirajo polimerazne aktivnosti (Mackay in sod.,

2002).
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Med najbolj uporabnimi so TagMan oz. 5' nukleazne sonde, ki imajo na 5' koncu pritrjen
fluorogen FAM, na 3' koncu pa TAMRA. Pri podvajanju tarcnega dela DNA polimeraza s
5' nukleazno aktivnostjo (Taq polimeraza) razreze sondo in tako se fluorogena locita
(Slika 6). Reporterski fluorogen se oddalji, s ¢imer je prekinjen ucinek dusenja in tako
lahko izmerimo jakost fluorescence, ki se ujema s specificnim pomnozkom DNA (Espy in

sod., 2006).
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Slika 6: Princip delovanja PCR v realnem ¢asu s sondo TagMan (R — reporterski fluorogen, Z — zaviralni

fluorogen) (Applied Biosystems..., 2008).

Oznacene sonde se komplementarno vezejo na taréno zaporedje. Med 5' nukleazno
aktivnostjo DNA polimeraza sondo razgradi in jakost fluorescence naraste (Espy in sod.,
2006). S pomocjo racunalniSkega programa lahko spremljamo naras¢anje koliCine
pomnozka v obliki sigmoidne krivulje (Mackay in sod., 2002). Slika 7 prikazuje povecanje
v fluorescenci reporterskega fluorogena z vsakim PCR produktom, ki nastane z vsakim
ciklom reakcije PCR (Valasek in Repa, 2005). Zacetni pomnozki na Sliki 7 niso vidni, ker
je fluorescencni signal reporterskega fluorogena nerazlocen od fluorescence ozadja.
Pomnozek lahko dokazemo Sele, ko fluorescenca pomnozka preseze prag detekcije. To

tocko oz. cikel imenujemo Ct (angl. threshold cycle). Eksponentnemu povecanju tarce in
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signala sledi plato faza, v kateri zacetni oligonukleotidi, sonde in encim postanejo
omejujoci dejavnik, inhibitorji se akumulirajo, reakcija se upocasni in fluorescencni signal
se ne povecuje veC (Mackay in sod., 2002). Zato zacetne koli¢ine nukleinske kisline v
vzorcu ne merimo na koncu reakcije, ampak v eksponentni fazi, ko so reakcijski pogoji
optimalni (Valasek in Repa, 2005).

Vrednost Ct je obratnosorazmerna s koli¢ino specifi¢ne tarCe v vzorcu, torej, visja kot je
zacetna koli¢ina tarcne DNA v vzorcu, niZji bo Ct, saj bo jakost fluorescence prej presla
prag detekcije. V popolnoma zmogljivem modelu PCR se koli¢ina pomnozka podvoji z

vsakim ciklom (Valasek in Repa, 2005).
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Slika 7: Krivulje pomnoZevanja tar¢nega dela nukleinske kisline z metodo PCR v realnem ¢asu (Valasek in

Repa, 2005: 153).

Kontrole

- Pozitivna kontrola; kot pozitivno kontrolo najveckrat uporabimo vzorec, v
katerem smo predhodno dokazali specificno taro. Z dodatkom pozitivne kontrole se
prepri¢amo o uspesnem pomnozevanju izbrane tarce.

- Negativna kontrola; kot negativno kontrolo najveckrat uporabimo vodo ali pufer.
Najbolj optimalno bi bilo, da bi izbrali vzorec, ki ne vsebuje tar¢ne nukleinske kisline in
tako ni specificnega PCR pomnozka. Z dodajanjem negativne kontrole se tudi prepricamo,

da reagenti niso kontaminirani s tar¢no nukleinsko kislino.
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- Interna (inhibitorna) kontrola
Klini¢ni vzorci vsebujejo Stevilne inhibitorje, ki lahko motijo osamitev in pomnoZevanje
DNA. Najvec¢ inhibitorjev vsebujeta iztrebek in sputum, manj pa plazma in serum (Espy in
sod., 2006). Da smo resni¢no prepri¢ani v kakovost dobljenih rezultatov, v vsak vzorec
pred pomnozevanjem ali pred osamitvijo dodamo nukleinsko kislino (interno kontrolo). Na
ta nacin preverimo ucinek osamitve (izguba nukleinske kisline) in pomnoZevanja

(inhibicija) (Niesters, 2004).

Loc¢imo dva tipa internih kontrol:

i) homologne kontrole — DNA interne kontrole ima enake robne sekvence kot tarca,
na katere se vezejo zacetni oligonukleotidi, a razlicno notranje zaporedje, na katero se
komplementarno veZze sonda. Tako dobimo dva razlicna fluorescencna signala s FRET
(Slika 8). Interno kontrolo dodamo v niZji koncentraciji, da ne bi prislo do tekmovalnosti s
ciljno tarco.

Sonda tarde

Fed /40
TaénaDNA == ——O@C

Tateni -:-]igc-nukentid Sonda mterne kontrols

Fed 705
DHA interne |_.,_ oo

kontrole

Slika 8: Primer homologne interne kontrole (Espy in sod., 2006: 176).

ii) heterologne kontrole — DNA interne kontrole ni komplementarna tarénemu
zaporedju. PomnoZevanje temelji na skupini genov, za katere se pricakuje, da so prisotni v
vsakem vzorcu (npr. B-globinski geni, bakteriofag A...), za kar potrebujemo dodaten par
zacetnih oligonukeotidov in sond. PomnoZevanje in spremljanje potekata individualno za

tarco in kontrolo (Espy in sod., 2006).

Uporaba internih kontrol precej poveca stroske metode, zato se nekateri laboratoriji
posluzujejo uporabe alternativnih polimeraz (7fl, Pwo, Tth...), ki so odporne proti

nekaterim inhibitorjem (Espy in sod., 2006; Valasek in Repa, 2005).



20

Skrlec J. Dokazovanje adenovirusov v fecesu z verizno reakcijo s polimerazo v realnem asu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

Kljub odlicnim rezultatom molekularnih metod pa se pri njihovi uporabi sreCamo z
nekaterimi ovirami. Metoda PCR npr. ni¢ ne pove o subvirusnih komponentah, ki se lahko
sintetizirajo kasneje v infekcijskem krogu virusa (npr. prazni virioni). Zaradi tega se
pojavlja vpraSanje, ¢e njihova prakticna obcutljivost res presega obcutljivost elektronske
mikroskopije (Hazelton in Gelderblom, 2003). Problem predstavlja tudi standardizacija
metod za viruse, ki so komercialno manj zanimivi (npr. Epstein-Barr virus, adenovirus,
virus gripe...), in uporaba zgoraj navedenih kvalitativnih kontrol (Niesters, 2004). Cena
PCR v realnem Casu je izredno visoka, navzkrizna reaktivnost zacetnih oligonukleotidov

pa lahko vodi do lazno pozitivnih rezultatov (Espy in sod., 2006).

2.3  OCENA SPECIFICNOSTI IN OBCUTLJIVOSTI DIAGNOSTICNIH TESTOV

Za diagnosti¢ne teste je zelo pomembno, da lo¢ijo med osebami z okuzbo in brez nje.
Obcutljivost testa je definirana kot zmoznost testa, da pravilno identificira osebe z
doloceno okuzbo in je rezultat testa pozitiven. Specificnost testa pa izrazimo kot zmoznost
testa, da pravilno identificira zdrave neokuzene osebe in je rezultat testa negativen (Gordis,
2004).

Preglednica 2 prikazuje primerjavo rezultatov (rezultat je pozitiven ali negativen) rutinskih
metod elektronske mikroskopije in testa ELISA z molekularno metodo PCR, ki velja kot

zlati standard v molekularni virologiji (Mackay in sod., 2002).

Preglednica 2: Primerjava rezultatov testiranj rutinskih metod z molekularno metodo PCR v realnem ¢asu.

Rezultati testiranj z molekularno metodo PCR v realnem ¢asu
Rezultati rutinskih metod POZITIVNI NEGATIVNI
Resni¢no pozitivni (RP) = LaZno pozitivni (LP) =
POZITIVNI okuzen in rezultat testa je neokuzen, vendar rezultat testa
pozitiven je pozitiven
Lazno negativni (LN) = okuzen, Resni¢no negativni (RN) =
NEGATIVNI vendar rezultat testa je neokuzen in rezultat testa je
negativen negativen
y RP
OBCUTLJIVOST = ——— (D)
RP+ LN
y RN
SPECIFICNOST = ——— ...(2)

RN+ LP
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V idealnem primeru si zelimo, da so vsi rezultati testa v zgornjem levem kvadratu in v
spodnjem desnem kvadratu; osebe, ki so okuzene in smo jih tudi s testom pravilno uvrstili
med »pozitivne« (resni¢no pozitivni) in osebe, ki so zdrave in smo jih s testom pravilno
uvrstili med »negativne« (resnicno negativni). Vendar so taksni izidi testiranj redki.

Preiskovancem, ki smo jih s testom napacno oznacili kot pozitivne (lazno pozitivni) in
osebam, ki so okuZene, a smo jih s testom napacno identificirali kot negativne (lazno
negativni), lahko to povzroc€i razli¢ne teZzave v smislu stigmatzacije z diagnozo ali pa v
nasprotnem primeru z moznostjo prepoznega zdravljenja ali nehotenega Sirjenja okuzbe

(Gordis, 2004).
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3 MATERIALI IN METODE DELA
3.1 MATERIALI

3.1.1 Klini¢ni material

V raziskavo smo vkljucili 203 klini¢ne vzorce, ki smo jih v ¢asu od 28.10.2008 do
27.12.2008 zaporedno prejeli na InStitut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani. Vzorce smo prejeli iz razlicnih zdravstvenih ustanov v Sloveniji.
Vzorec je bil iztrebek bolnikov s simptomi virusnega gastroenteritisa. [ztrebke so naro¢niki
preiskav poslali v redno laboratorijsko diagnostiko v Laboratorij za elektronsko

mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriticnih virusov.

Vzorec v laboratorij dostavijo v posodicah za transport v prenosnem hladilniku pri 4 °C.
Iztrebkov ne zmrzujemo na -20 °C. Priprava iztrebka poteka tako, da v 1 ml red¢itvenega
pufra dodamo iztrebek, vorteksiramo in centrifugiramo 10 minut na 3200 obratih/minuto.
Za negativno kontrastiranje elektronsko mikroskopskega preparata in za encimskoimunsko

reakcijo uporabimo supernatant (vzorec), usedlino pa zavrzemo.

Za dokaz adenovirusov (vrste F, tip 40 in 41) v iztrebku bolnikov uporabljamo elektronsko
mikroskopijo in test ELISA. Omenjeni metodi bi naj glede na visoko koncentracijo
izloCanja virusov nudili zadovoljivo zanesljivost. Kombinirana uporaba obeh metod je
pomembna, saj se v blatu izloc¢ajo tudi adenovirusi drugih vrst, ki pa po zaenkrat znanih
podatkih nimajo jasne vloge pri gastroenteritisih. Zato so testi, ki ne locijo vrste F od
ostalih vrst adenovirusov lahko, neprimerni in zavajajoci (Wood in sod., 1989).

Podatke o vzorcih in rezultate diagnostike smo pridobili iz evidencnega dnevnika

laboratorija EMI in notranje racunalniske baze podatkov.

3.1.2  Laboratorijska oprema in aparature
e brezprasna komora za osamitev nukleinske kisline in dodajanje DNA k reakcijski
mesanici (LFV 91T, Iskra Pio)
e zaSCitne rokavice (Duoshield)

e epruvetke (1,5 ml; Eppendorf, Hamburg, Nemcija)
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3.2
3.2.1

stojalo za epruvetke

pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

nastavki za pipete (Neptune)

mesalo (Fisher Scientific, Leicestershire, Velika Britanija)

termoblok (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

centrifuga 5415R (Eppendorf, Hamburg, Nemc¢ija)

5% natrijev hipoklorid

70% etanol

stanicevina

sistem za osamitev nukleinske kisline MagNA Pure Compact (Roche, Applied
Science, Basel, gvica)

brezprasna komora za pripravo reakcijske meSanice za PCR (LFV 9, Iskra Pio)
reakcijska plo§tica za PCR (MicroAmp™, Applied Biosystems, Foster city,
Kalifornija, ZDA)

aparatura za pomnoZevanje nukleinske kisline v realnem Gasu StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster city, Kalifornija, ZDA)

avtomatska pipeta (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

nastavki za avtomatsko pipeto (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

METODE DELA

Elektronska mikroskopija

Postopek elektronske mikroskopije, ki ga uporabljajo v laboratoriju EMI:

Iztrebek razredcijo s pufrom, tresejo 15-30 sekund na mesSalu. Po tresenju posodice
ne odprejo takoj, saj se aecrosol mora usesti.

Centrifugirajo 5 minut pri 3200 obratih na minuto.

NEGATIVNO KONTRASTIRANIJE

Supernatant (vzorec) nakapljajo na parafilm.
Mrezico s svetleCo stranjo polozijo na kapljico vzorca in inkubirajo 1-5 minut.
Po inkubaciji popivnajo vzorec z mrezice, jo sperejo na kaplji PBS (angl.

phosphate buffered saline) in popivnajo.
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e Mrezico polozijo na kapljo kontrastnega sredstva in inkubirajo 1 minuto, popivnajo
in nato posusijo na zraku.

e Mikroskopirajo.

3.2.2 Encimskoimunska metoda

Encimskoimunski test Primer' "Adenoclone®-Type 40/41 (Meridian Bioscience, Ohio,
USA), ki ga uporabljajo v laboratoriju EMI za in vitro diagnostiko, temelji na sistemu
dvojnih protiteles — t.i. »sendvi¢« ELISA. Monoklonska protitelesa, naravnana proti vrstno
in tudi serotipsko specificnemu antigenu (glavna jedrna beljakovina in polipeptid IX) so
pritrjena na trden nosilec in ne veZejo nobenih drugih serotipov razen 40 in 41. Po dodatku
bolnikovega iztrebka dodajo Se druga monoklonska protitelesa, ki so oznacena z encimom
peroksidazo in inkubirajo 60 minut pri sobni temperaturi. Po spiranju nespecificno vezanih
virusov dodajo encimski substrat A (ureaperoksid) in substrat B (tetrametilbenzid) in

ponovno inkubirajo 10 minut na sobni temperaturi (Slika 9).

Protitelo Z enciinoin ozmaceno protitelo
Vezramo @ Subsirat
mesto N — e
N Selundarno - 'e\__
Virusni protitelo Encim * Produki
antigen
Vzorec ﬂk L
* ., »_st .wmly
. > o
o ® @ 'II @ n s
Sy 4
a8 Trden
nosilec
Vezava antigena Spiranje Vezava z encimom  Dodatek subsivata in

oznaéenih protiteles  sprememba harve

Slika 9: »Sendvic« ELISA za dokazovanje virusnih antigenov (The future of things..., 2007).

Po delovanju encima dodajo »stop« raztopino in glede na spremembo barve
spektrofotometricno izmerijo absorbanco pri valovni dolzini 450 nm. Istocasno naredijo
tudi pozitivno (z neaktivnim Ad41) in negativno kontrolo, da preverijo, ¢e test pravilno
deluje. Kiveta s pozitivno kontrolo mora biti vidno modre barve. Negativna kontrola se ne

sme vidno obarvati, absorbanca pa mora biti nizja od 0,15. Absorbanca 0,15 predstavlja



25

Skrlec J. Dokazovanje adenovirusov v fecesu z verizno reakcijo s polimerazo v realnem asu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

mejo, nad katero vzorec obravnavajo kot pozitiven, pod njo pa kot negativen. Proizvajalec

zagotavlja, da je obcutljivost in specificnost testa 98%.

3.2.3 Osamitev celokupne nukleinske Kisline iz vzorcev

Za osamitev celokupne nukleinske kisline iz vzorcev smo uporabili komercialni komplet
MagNA Pure Compact Nucleid Acid Isolation Kit I (Roche Applied Science, Mannheim,
Nemcija).

Vsebina kompleta:

32 kartus$ z reagenti: - proteinaza K
- lizirajoci pufer
- spiralni pufer
- elucijski pufer
- steklene kroglice z vezanimi magnetki
e 32 plasti¢nih vlozkov
e 35 epruvetk za vzorce
e 35 elucijskih epruvetk
e 35 pokrovckov za elucijske epruvetke

Reagenti so stabilni na sobni temperaturi od 15 °C do 25 °C.

Vzorce, iz katerih smo v Laboratoriju za diagnostiko virusnih infekcij (VIN) osamili
celokupno nukleinsko kislino, smo prinesli iz zbirke vzorcev, ki jih v laboratoriju EMI
hranijo pri -20 °C. V brezprasni komori za varno delo, ki smo jo predhodno o€istili s 70%
etanolom, smo vzorce najprej odmrznili in jih na meSalcu dobro premesali, da so postali
homogeni. Nato smo v 1,5 ml epruvete pipetirali 5 pl interne kontrole (EHV1, angl. equine
herpesvirus type 1) in 195 pl vzorca. Dodali smo Se 180 pl lizirajocega pufra in 20 pl
proteinaze K (Qiagen, GmbH, Hilden, Nemcija), ki povzroCata razgradnjo celic in
beljakovin (Kirchgesser in sod., 2003). Epruvete smo inkubirali 10 minut pri 65 °C v
termobloku (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Nemdcija). Inkubacijo smo
podaljsali za 10 minut pri 95 °C. Po inkubaciji smo pripravljene vzorce na kratko

centrifugirali v centrifugi 5415R (Eppendorf, Hamburg, Nemcija).
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V aparaturo za osamitev nukleinske kisline MagNA Pure Compact (Roche, Applied
Science, Basel, Svica) smo namestili vse potrebne kartuse z reagenti. Le-te smo pred
uporabo dobro pretresli, saj se magnetni delci v kartusi morajo enakomerno porazdeliti. Z
ustreznim programom smo izbrali zeleni protokol osamitve, ki je odvisen od virusnega
genoma, vrste klininega vzorca in kvalitete poslane kuznine. Ker smo DNA osamili iz
iztrebkov, smo izbrali protokol »DNA blood external lysis«, koli¢ino vzorca 400 ul in
volumen elucije 100 pl. Po kon¢anem postopku smo elucijske epruvetke z DNA pokrili,

jih ustrezno oznacili in shranili pri -20 °C.

3.2.4 PCR v realnem ¢asu za adenoviruse

3.2.4.1 Reagenti potrebni za izvedbo PCR v realnem casu

Preglednica 3: Reakcijska meSanica za PCR; adenovirus vrsta F z interno kontrolo — virus EHV in BSA.

Reagenti Koli¢ina (ul) | Konc¢na koncentracija
AdF-F (50 uM) 0,15 300 nM
AdF-R (50 uM) 0,45 900 nM

AdF-P-FAM (50 uM) 0,25 200 nM
EHV-F1 (10 uM) 1 400 nM
EHV-R1 (10 uM) 1 400 nM

EHV-P-VIC (10 uM) 0,25 100 nM

TaqMan®Universal Master Mix 12,5
BSA (20X) 1,25 1X
ddH,O 2,15
DNA 6
Skupaj 25

TaqMan® Universal PCR Master Mix
Za pripravo reakcijskih meSanic smo uporabili komercialni komplet reagentov TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster city, Kalifornija, ZDA).

Shranjevali smo ga pri temperaturi 2 — 8 °C.
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Komercialni komplet je vseboval:

e DNA polimeraza (AmpliTaq Gold DNA polymerase) — termostabilna polimeraza,
ki ima 5' proti 3' nukleazno aktivnost, nima pa 3' proti 5' eksonukelazne aktivnosti;

e uracil-N-glikozilaza (AmpErase UNG) — odstrani vse uracile, ki so vezani v enojni
oz. dvojni vijacnici in na takSen nacin prepre¢i vnovicno pomnozevanje PCR
pomnozkov potem, ko je reakcija ze koncana;

e meSanica ANTP-jev z dUTP-ji;

e pasivno referenno barvilo ROX™ (6-karboksi-N,N,N', N'-tetrametilrodamin), ki
zmanj$a vpliv nespecificne fluorescence vzorcev oz. ozadja (Di Trani in sod., 2006;
Mackay in sod., 2002);

e pufer.

Zacetni oligonukleotidi in sonde
Za vse reakcije pomnozevanja adenovirusne DNA smo uporabili enake reagente, a razlicne
vrstnospecificne zacetne oligonukeotide in sonde (Lion in sod., 2003). Izvedli smo 6

lo¢enih PCR reakcij za razli¢no vrsto adenovirusa.

Preglednica 4: Reakcijske meSanice za PCR; koli¢ina in kon¢na koncentracija zacetnih oligonukleotidov in

sond za dolocanje adenovirusov vrst A, B, C, D, E.

Reagenti Koli¢ina (ul) Konc¢na koncentracija
AdA-F (50 uM) 0,15 300 nM
AdA-R (50 uM) 0,15 300 nM

AdA-P-FAM (20 uM) 0,25 200 nM
AdB-F (50 uM) 0,45 900 nM
AdB-R (50 uM) 0,45 900 nM

AdB-P-FAM (20 uM) 0,25 200 nM
AdC-F (50 uM) 0,15 300 nM
AdC-R (50 uM) 0,45 900 nM

AdC-P-FAM (20 uM) 0,25 200 nM
AdD-F (50 uM) 0,15 300 nM
AdD-R (50 uM) 0,025 50 nM

AdD-P-FAM (20 uM) 0,25 200 nM
AdE-F (50 uM) 0,45 900 nM
AdE-R (50 uM) 0,15 300 nM

AdE-P-FAM (20 uM) 0,25 200 nM
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Pri reakciji PCR v realnem ¢asu smo uporabili zacetne oligonukleotide (TIB MOLBIOL,
Berlin, Nemcija), s katerimi smo pomnozevali regijo heksonskih genov in v primeru AdD,
regijo VA RNA gena. Te regije vsebujejo zaporedja, ki so visoko ohranjena med serotipi
(Echavarria; 2008).

Izbrali smo sonde, ki so na 5' koncu oznatene z reporterskim flurogenom FAM™
(karboksi-flurescein) in na 3' koncu z zaviralnim fluorogenom TAMRA™ (karboksi-

tetrametil-rodamin) (TIB MOLBIOL, Berlin, Nemcija).

Zacetne oligonukleotide in sonde smo shranjevali pri temperaturi 4 °C.

Znacilnosti zacetnih oligonukleotidov in sond, ki smo jih uporabili, so navedene v

Preglednici 5.
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Kontrole
Pri pomnozevanju nukleinskih kislin razli¢nih vrst adenovirusa z metodo PCR v realnem

¢asu smo uporabili pozitivno kontrolo, negativno kontrolo in interno kontrolo.

Kot pozitivno kontrolo pri pomnoZevanju posameznega tipa adenovirusa smo uporabili
njegov pozitivni izolat. Le v primeru pomnoZevanja DNA AdD nismo uporabili nobene

pozitivne kontrole, saj pozitivnega izolata v laboratoriju nismo imeli.

Kot negativna kontrola nam je sluzila demineralizirana destilirana voda (Promega).

Interno kontrolo smo dodali v vzorec ze pred osamitvijo. Ta se je nato Cistila in
pomnoZzevala skupaj z naso tarCo v isti reakciji. Zacetne oligonukleotide in sodo, ki so
specifictni za naSo interno kontrolo, smo dodali le, ko smo pomnozevali AdF vrsto
adenovirusa. V kasnejSih reakcijah pomnoZzevanja ostalih vrst adenovirusa interne kontrole
ve¢ nismo pomnozevali, saj s tem verjetno ne bi dobili dodatnih uporabnih podatkov o
prisotnosti inhibitorjev, bi pa znatno povecali stroske.

Kot interna kontrola nam je sluzil konjski herpesvirus 1 (EHV1) iz druzine herpesvirusov
in poddruzine alfaherpesvirusov. Virus ima tako kot adenovirusi, linearno molekulo
dsDNA (Drinovec; 2005). Zacetne oligonukleotide in sondo smo izbrali na podlagi ¢lanka,

ki opisuje dolocanje EHV1 s PCR v realnem casu (Diallo in sod., 2005).

= EHV1F1: 5-CATGTCAACGCACTCCCA-3'
= EHVI1RI1: 5-GGGTCGGGCGTTTCTGT-3'
= EHV1 SONDA: CCCTACGCTGCTCC

Sonda je na 5' koncu oznacena z fluorogenom VIC in na 3' koncu z zaviralnim
fluorogenom.

Tako smo pomnozili 63 baznih parov dolg tarcni odsek.
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Goveji serumski albumin (BSA, angl. Bovine Serum Albumin)

BSA (Invitrogen) smo dodali v vsako reakcijsko meSanico, v kateri se interna kontrola ni
pomnozila. Po dodatku smo vzorec z interno kontrolo Se enkrat pomnozili z metodo PCR v
realnem Casu.

Dodatek BSA je enostavna in u¢inkovita metoda, ki odstrani PCR inhibitorje (Oikarinen in
sod., 2009).

Hranimo ga pri temperaturi -20 °C.

PomnoZevanje in temperaturni cikli

PCR v realnem casu smo izvedli s sistemom StepOneTM Real-Time PCR (Applied
Biosystem, Foster City, Kalifornija, ZDA). Vzorce smo z izbrano metodo testirali na
posamezne vrste adenovirusa.

Adenovirusno nukleinsko kislino iz posameznega vzorca smo pomnozevali v 6 lo¢enih
PCR reakcijah in glede na vrsto izbrali ustrezni par zacetnih oligonukleotidov in sondo.
Vzorce, kateri so bili z EM in testom ELISA negativni, PCR reakcij, da bi dokazali

prisotnost vrst AdA in AdD nismo naredili, saj jih v iztrebku nismo pri¢akovali.

Reakcijske meSanice smo pripravili v brezprasni komori za varno delo in pazili, da ni

prislo do kontaminacije.

Temperaturni pogoji se v sistemu zvezno spreminjajo v ponavljajocih se ciklih. Aktivacija
uracil-N-glikozilaze (AmpErase®UNG) je potekala 2 minuti pri 50 °C. Temu je sledila
aktivacija DNA polimeraze (AmpliTaq Gold DNA polymerase), in sicer 10 minut pri
95 °C. Nato je sledilo 50 PCR temperaturnih ciklov v dveh fazah:

= denaturacija dsDNA pri temperaturi 95 °C, 15 sekund

= prileganje zacetnih oligonukleotidov in oligonukleotidne sonde ter podaljSevanje

DNA pri temperaturi 60 °C, 60 sekund.

Pomnozevanje tarcnih zaporedij smo spremljali med potekom encimske reakcije na

zaslonu racunalnika. ZabeleZzili smo vse pozitivne rezultate in njihove vrednosti Ct.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI PREJETIH VZORCEV

V raziskavo smo vkljucili 203 klini¢ne vzorce. Vzorci so bili iztrebki bolnikov, ki so imeli
simptome virusnega gastroenteritisa. Iztrebki so bili poslani v redno laboratorijsko
diagnostiko v Laboratorij za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriticnih
virusov. Le-te so pregledali z ustaljenimi metodami (dokaz antigenov - samo za vrsto AdF

in elektronska mikroskopija).

Od vseh vzorcev jih je 104 (51,2 %) pripadalo bolnikom Zenskega spola in 99 (48,8 %)
bolnikom moskega spola.

Kot je razvidno iz Slike 10, smo glede na starostno skupino imeli 50 (24,6 %) vzorcev
bolnikov, ki so bili mlaj$i od enega leta. Skupno smo 92 (43,3 %) vzorcev dobili od
bolnikov mlajsih od 5 let in 111 (54,7 %) vzorcev od bolnikov, ki so bili starejsi od 5 let.
Najmlajsi preiskovanec je imel 9 dni, najstarejsi pa 97 let.

60 -
50 -
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30 -

20 -

Stevilo preiskovancev

Starostne skupine (m - mesec, | - leto)

Slika 10: Starostna skupina bolnikov s simptomi virusnega gastroenteritisa, katerih iztrebki so bili poslani v

Laboratorij za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriti¢nih virusov.
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42 REZULTATI DOLOCANJA ADENOVIRUSNIH OKUZB S TREMI METODAMI

Preglednica 6: Stevilo in deleZ pozitivnih in negativnih vzorcev glede na adenovirusno okuzbo, dokazanih s

tremi razliénimi metodami.

Metoda POZ NEG
Elektronska mikroskopija | 15 (7,4 %) [ 188 (92,6 %)
ELISA 21 (10,3 %) [ 182 (89,7 %)
PCR v realnem ¢asu 32 (15,8 %) | 171 (84,2 %)

Kot prikazuje Preglednica 6, so v redni diagnostiki virusnih gastroenteritiénih okuzb z
metodo elektronske mikroskopije od skupno 203 vzorcev okuzbo z adenovirusi potrdili v

15 primerih, od teh je kar 12 vzorcev v skupini otrok mlajsih od 3 let (Slika 11).
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Slika 11: Stevilo pozitivnih vzorcev na adenovirusno okuzbo pri razliéni starostni skupini bolnikov,

dokazanih z elektronsko mikroskopijo.

S testom ELISA, ki je specificen samo za adenovirusno vrsto F, so potrdili 21 okuzb in od

tega v 15 primerih pri bolnikih mlajsih od 3 let, kot prikazuje Slika 12.
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Slika 12: Stevilo pozitivnih vzorcev na adenovirusno okuzbo pri razliéni starostni skupini bolnikov,

dokazanih s testom ELISA.
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Z izbrano molekularno metodo smo v vzorcih dolocevali vse znane adenovirusne vrste.
Virusno DNA smo dokazali v 32 (15,8 %) vzorcih od vseh 203 testiranih. Najvec
pozitivnih rezultatov smo dokazali v skupini preiskovancev mlajsih od 3 let in sicer 25, kar

je 78,1 % vseh PCR pozitivnih vzorcev (Slika 13).
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Slika 13: Stevilo pozitivnih vzorcev na adenovirusno okuzbo pri razli¢ni starostni skupini bolnikov,

dokazanih z metodo PCR v realnem ¢asu.

43 REZULTATI TIPIZACIJE

Molekularna metoda PCR v realnem ¢asu omogoca dolocCanje vseh znanih adenovirusnih

vrst, zato smo v nekaterih vzorcih doloc¢ili ve¢ kot eno vrsto.

Preglednica 7: Stevilo in dele vzorcev, pri katerih smo dolo¢ili eno ali veé vrst adenovirusa.

PCR v realnem ¢asu Skupaj Delez
Pozitivni na 1 vrsto 15 46,9 %
Pozitivni na 2 vrsti 15 46,9 %
Pozitivni na 3 vrste 2 6,2 %
Vsi pozitivni vzorci 32 100,0 %

Virusno DNA smo dokazali v 32 od vseh 203 testiranih vzorcev. Pri 15-ih (46,9 %)
preiskovancih smo potrdili okuzbo z eno vrsto adenovirusa, pri 15 (46,9 %) vzorcih smo

dolo¢ili dve adenovirusni vrsti, dva (6,2 %) vzorca pa sta bila pozitivna na tri vrste.
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Stevilo pozitivnih vzorcev pri posamezni vrsti adenovirusa, ki smo jih dolocili z metodo

PCR v realnem c¢asu, je razli¢no.

Preglednica 8: Stevilo in delez pozitivnih vzorcev pri posamezni vrsti adenovirusa.

Z metodo PCR v realnem €asu 2. . =
pozitivni vzorci (32) Stevilo | Delez
AdA 0 0%
AdB 1 31 %
AdC 18 56,3 %
AdD 0 0%
AdE 17 53,1 %
AdF 15 46,9 %

Kot prikazuje Preglednica 8, pri nobenem preiskovancu nismo nasli vrste A in D. Le v
enem vzorcu je bila prisotna vrsta B. Vec kot polovica vseh PCR v realnem ¢asu pozitivnih
vzorcev je vsebovala nukleinsko kislino adenovirusa C (56,3 %), 53,1 % jih je bilo AdE

pozitivnih in 46,9 % AdF pozitivnih.
Kot je razvidno iz Preglednice 9, smo poleg okuzb z eno vrsto pri preiskovancih dokazali
tudi okuzbe z dvema oz. tremi vrstami adenovirusa hkrati. Hkratnih okuzb je skupaj bilo

17.

Preglednica 9: Stevilo pozitivnih vzorcev na prisotnost razli¢nih vrst adenovirusa hkrati.

Adenovirusna vrsta Stevilo
AdE+AdF 13
AdE+AdC 2
AdE+AdC+AdF 2
Vsota 17

Adenovirusna vrsta E ni bila nikoli edina dokazana vrsta, ampak je bila v 13 vzorcih
dokazana skupaj z adenovirusom vrste F, v dveh vzorcih z adenovirusom vrste C in v dveh
primerih s C in F hkrati. Enteri¢ni adenovirus vrste F smo v vseh primerih dokazali skupaj
z vrsto E. Vrsto C smo kot edino v vzorcu dokazali v 14 primerih. Adenovirus vrste B

nismo dokazali v hkratni okuzbi s katero drugo vrsto adenovirusa.
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4.3.1 Rezultati internih kontrol

Slika 14 prikazuje rezultat reakcije, kjer v reakcijsko meSanico nismo dodali albumina. Iz

krivulj, ki jih izriSe raCunalniSki program aparature za PCR v realnem casu, lahko

razberemo zelo visok Ct oz. v vec€ini primerov pomnozkov sploh ni zaznati.
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Slika 14: Izris krivulj ra¢unalniSkega programa aparature za PCR v realnem ¢asu za vzorce, pri katerih v

reakcijsko meSanico nismo dodali BSA.

Kot prikazuje Slika 15, smo po dodatku albumina v iste vzorce zaznali pomnozevanje
internih kontrol brez vpilva inhibicije. Se ve¢, v vzorcu(ih) smo potrdili tudi okuzbo z
adenovirusno vrsto F. Ta preiskovanec bi v primeru, ¢e ne bi dodali BSA, ostal v skupini

»lazno negativnih«.
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Slika 15: Izris krivulj racunalniskega programa aparature za PCR v realnem ¢asu za vzorce, pri katerih smo v

reakcijsko meSanico dodali BSA.
Preglednica 10 prikazuje, da je bil delez popolne inhibicije 15,8%, kar pomeni, da se v 32
vzorcih od 203 dodana interna kontrola ni pomnozila.

Preglednica 10: DeleZ popolne inhibicije vzorcev glede na dodano interno kontrolo, pred in po dodatku

BSA.

Interna .| Po dodatku . s
kontrola Skupaj BSA Dejanska popolna inhibicija
Negativna 32/203 6 3
Delez inhibicije | 15,8% 1,5%

* Dejansko popolno inhibicijo smo po dodatku BSA ugotovili le v 3 (1,5 %) vzorcih, saj smo v ostalih 3

primerih kljub ne-pomnoZzevanju interne kontrole dokazali adenovirusno DNA vrste E in F.

Po dodatku BSA se je delez inhibicije zmanjsal, kljub temu se interna kontrola ni
pomnozila v 6 primerih. Z uporabo BSA smo odpravili ve€ino inhibicij, ostale so le 3, kar

je 1,5 % vseh 203 testiranih vzorcev.
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Glede na starostno populacijo je bil deleZ inhibicij vecji v skupini preiskovancev, ki so bili
stari ve¢ kot 5 let. V tej skupini smo zaznali 19 (17,1 %) vzorcev z inhibicijo od 111
testiranih. V starostni skupini otrok mlajsih od 5 let smo inhibicijo pomnoZevanja virusne
nukleinske kisline opazili v 13 (14,1 %) vzorcih od vseh 92 testiranih.

Inhibicije pomnozevanja virusne nukleinske kisline interne kontrole nismo opazili pri

nobenem vzorcu preiskovanca, ki je bil mlajsi od 10 mesecev.
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Slika 16: Delez vzorcev, pri katerih se dodana interna kontrola ni pomnozila glede na starostno skupino

preiskovancev.

4.3.2 Vrednosti Ct

Vrednost Ct smo dolocili pri vsakem vzorcu, v katerem se je virusna nukleinska kislina
DNA z metodo PCR v realnem ¢asu uspesno pomnozila. Vrednost Ct je merilo za relativno

koli¢ino taréne DNA.

Slika 17 prikazuje okvirje z rocaji za vrednost Ct. Podatki, ki smo jih obravnavali, so vsi
pozitivni vzorci metode PCR v realnem casu adenovirusov vrste F, E in C. Najnizje
vrednosti Ct smo opazili pri enteri¢ni vrsti adenovirusov F, kjer smo izracunali mediano
12,65, najvisje vrednosti Ct pa pri vrsti AdC z visoko vrednostjo mediane Ct 35,55.
Mediana pri AdE je znaSala 26,22.

Glede na vrednosti kvartilov lahko zaklju¢imo, da je kar 25 % vseh AdF pozitivnih
vzorcev z vrednostjo Ct manjSo od 11,07 in 75 % vseh vzorcev z vrednostjo Ct manjSo od

16,13. Meje prvih kvartilov glede na vrednost Ct so za AdE 21,03, za AdC pa 26.,41.
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Slika 17: Okvirji z ro¢aji za vrednost Ct vrste adenovirusov C, E in F. Slika prikazujejo mediano, kvartile,

najvecjo in najmanjSo vrednost Ct ter osamelec.

Na podlagi rezultatov lahko sklenemo, da so bile vrednosti Ct najnizje pri dokazu

adenovirusne vrste AdF in najvisje pri dokazu vrste AdC.

4.3.2.1 Primerjava vrednosti Ct vzorcev glede na elektronsko mikroskopijo in test

ELISA

Kot prikazuje Slika 18, so bile vrednosti Ct znacilno vi§je pri vzorcih preiskovancev, kjer z
rutinskimi metodami (ELISA in EM) niso dokazali virusa ali virusnih antigenov, ampak

smo virus dokazali samo z metodo PCR v realnem ¢asu.

Pri vzorcih, kjer so z elektronsko mikroskopijo dokazali morfoloske znacilnosti
adenovirusa in adenovirusno DNA s PCR v realnem casu, je mediana za vrednost Ct
znasala 20,60; pri vzorcih z dokazano adenovirusno DNA z molekularno metodo in
negativno elektronsko mikroskopijo pa 29,71. Pri 25 % vzorcev, pri katerih smo
adenovirusno okuzbo dokazali z obema metodama, je bil Ct nizji od 16,90, tisti vzorci, ki
smo jih dokazali le z PCR v realnem casu, pa so imeli Ct nizji od 24,86.

V redni diagnostiki s testom ELISA, ki je namenjen le za dokazovanje adenovirusov vrste

F, je mediana za vrednost Ct pri vzorcih, ki so bili resni¢no pozitivni, znasala 12,35. Med



40

Skrlec J. Dokazovanje adenovirusov v fecesu z verizno reakcijo s polimerazo v realnem asu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

vzorci, pri katerih smo okuzbo (z AdF) potrdili le z molekularno metodo, pa je bila
mediana za Ct vi§ja in sicer 17,34. Pri 25 % vzorcev, pri katerih smo adenovirusno okuzbo
dokazali z obema metodama, je bil Ct niZji od 10,49, tisti vzorci, ki smo jih dokazali le s

PCR v realnem ¢asu, pa so imeli Ct nizji od 14,24.
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Slika 18: Okvirji z ro¢aji za vrednosti Ct glede na rezultate rutinskih diagnosti¢nih metod — elektronske

mikroskopije in testa ELISA.

4.4 PRIMERJAVA REZULTATOV ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE IN TESTA
ELISA

Preglednica 11: Primerjava rezultatov testiranja vzorcev na okuzbo z adenovirusi vrste AdF s testom ELISA

in elektronsko mikroskopijo.

Rezultati elektronske mikroskopije

Pozitivni Negativni Skupaj
Rezultati testa ELISA
Pozitivni 11 10 21
Negativni 4 178 182
Skupaj 15 188 203
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Kot prikazuje Preglednica 11, so s testom ELISA, ki je specifi¢en za adenovirusno vrsto F
in metodo elektronske mikroskopije, s katero dokazujejo morfoloske znacilnosti (katere
koli vrste) adenovirusov, okuzbo potrdili v 11 vzorcih. V 10 primerih so rezultati seroloske
metode bili pozitivni, pod mikroskopom pa adenovirusa niso nasli. Pri 4 vzorcih je

elektronska mikroskopija podala pozitiven rezultat, test ELISA pa negativnega.

4.5 IZRACUN SPECIFICNOSTI IN OBCUTLJIVOSTI METOD

4.5.1 Elektronska mikroskopija (EM)

Preglednica 12: Primerjava rezultatov testiranja vzorcev na okuzbo z adenovirusi z metodo PCR v realnem

¢asu in elektronsko mikroskopijo.

Rezultati PCR v realnem ¢asu
Pozitivni Negativni Skupaj
Rezultati elektronske mikroskopije
Pozitivni 15 0 15
Negativni 17 171 188
Skupaj 32 171 203

Obcutljivost

Od 32 vzorcev, pri katerih smo z molekularno metodo dokazali adenovirusno nukleinsko
kislino, jih je bilo z EM pravilno identificiranih kot »pozitivni« 15. 17 vzorcev je z EM

bilo zgresenih.

Obcutljivost = ;—; -100=46,9 %

Obcutljivost elektronske mikroskopije, ki je definirana kot zmoznost metode, da pravilno
identificira osebe z adenovirusno okuzbo in kjer je tudi rezultat pozitiven, je torej bila
46,9%.

Specificnost

Od 171 vzorcev, pri katerih nismo dokazali adenovirusne nukleinske kisline, jih je bilo z
EM pravilno identificiranih kot »negativni« vseh 171. Pravilna identifikacija ni bila

zgreSena v nobenem vzorcu.
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Specificnost = % -100 =100 %

Specificnost elektronske mikroskopije, ki je definirana kot zmoznost metode, da pravilno

identificira neokuZene osebe in kjer je tudi rezultat metode negativen, je torej bila 100%.

LaZno negativnih rezultatov je bilo 17, laZzno pozitivnih rezultatov pa ni bilo. Od teh 17-tih
zgresenih preiskovancev je bilo 14 otrok, ki so bili mlajsih od 33 mesecev, ostali trije so

bili starejsi od 5 let.

4.5.2 ELISA test

Preglednica 13: Primerjava rezultatov testiranja vzorcev na okuzbo z adenovirusi vrste AdF z metodo PCR v

realnem c¢asu in testom ELISA.

Rezultati PCR v realnem ¢asu
Pozitivni Negativni Skupaj
Rezultati testa ELISA
Pozitivni 12 9 21
Negativni 3 179 182
Skupaj 15 188 203

Obcutljivost

Od 15 vzorcev, pri katerih smo z molekularno metodo dokazali adenovirusno nukleinsko
kislino enteri¢ne vrste F, jih je bilo s testom ELISA pravilno identificiranih kot »pozitivni«

12. Trije vzorci so bili s testom ELISA zgreSeni.

Obcutljivost = % -100 =80 %

Obcutljivost metode ELISA, ki je definirana kot zmoznost metode, da pravilno identificira

osebe z entericno adenovirusno okuzbo in kjer je tudi rezultat testa pozitiven, je bila 80%.

Specificnost

Od 188 vzorcev, pri katerih nismo dokazali adenovirusne nukleinske kisline entericne vrste
F, jih je bilo s testom ELISA pravilno identificiranih kot »negativni« 179. Devet vzorcev je

bilo s testom ELISA zgreSenih.
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Specificnost = LN 100=95,2 %
188
Specificnost testa ELISA, ki je definirana kot zmoznost metode, da pravilno identificira

neokuZene osebe in kjer je tudi rezultat testa negativen, je torej bila 95,2%.

LaZno negativni rezultati so bili trije, lazno pozitivnih rezultatov pa 9. Za teh 9 vzorcev
smo poiskali tudi njihove vrednosti absorbance in preverili, kako blizu mejne vrednosti oz.

tocke detekcije so (cut off = 0,150).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Adenovirusne okuzbe ¢revesja

Enteri¢ni adenovirusi (AdF) so za rotavirusi najpomembnej$i povzrocitelj virusnega
gastroenteritisa po vsem svetu. Adenovirusne in rotavirusne okuzbe so pogostejSe pri
otrocih mlajsih od dveh let, pojavljajo pa se tudi pri bolnikih po transplantaciji kostnega
mozga in pri ljudeh z imunsko pomanjkljivostjo (Logan in sod., 2006; Ebner in sod.,

2005).

Tradicionalne metode doloc¢evanja adenovirusnih okuzb, kot so gojenje v celi¢nih kulturah,
elektronska mikroskopija in encimskoimunski test, se kljub Stevilnim omejitvam Se zmeraj

uporabljajo (Ebner in sod., 2005).

V zadnjih letih je v porastu uporaba molekularnih metod, ki so hitre in veljajo za najbolj
specificne in obcutljive. Visoki stroski uporabe teh metod so glavna ovira pri uveljavljanju
v rutinske diagnosti¢ne laboratorije. Zelo uporabne so pri diagnostiki okuzb pri bolnikih po
transplantacijah in z oslabljenim imunskih odzivom, saj je sistemska okuzba z virusi pri teh

osebah pogosto smrtna (Ebner in sod., 2005).

Namen diplomskega dela, je bil preizkusiti molekularno metodo PCR v realnem casu za
dokazovanje adenovirusne DNA v klinicnih vzorcih - iztrebkih bolnikov s simptomi
virusnega gastroenteritisa. Rezultate smo primerjali s tistimi, ki so jih dobili z ustaljenima
metodama ELISA in elektronska mikroskopija v Laboratoriju za elektronsko mikroskopijo
in diagnostiko gastroeneteriti¢nih virusov. Uporabili smo tudi interno kontrolo, ki nam je

bila v pomo¢ pri ugotavljanju inhibicij reakcije PCR v realnem casu.

V klini¢nih vzorcih, odvzetih v ¢asu med 28.10.2008 in 27.12.2008, smo dokazovali
nukleinsko kislino razli¢nih vrst adenovirusov. V ta namen smo pomnozevali ohranjene
gene za heksone in v primeru dolo¢anja adenovirusa vrste D, gene za pridruZzeno virusno

RNA (VA RNA).
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V raziskavo smo vkljucili 203 vzorce. 92 (43,3 %) vzorcev smo prejeli od bolnikov, ki so
bili mlajsi od 5 let, od tega jih je 50 bilo mlajSih od enega leta. Preostalih 111 (54,7 %)
vzorcev smo prejeli od bolnikov starih 5 let in vec. Tako smo med seboj primerjali dve
starostni skupini bolnikov, pri ¢emer smo predvidevali, da bo v skupini otrok mlajsih od
tretjega leta najve¢ pozitivnih vzorcev. Adenovirusni gastroeneteritis je mnamrec
najpogostej$i v zgodnjem otroStvu, pri otrocih mlajSih od dveh let, Ceprav se okuzbe
pojavljajo tudi pri starejSih otrocih in odraslih, a pri slednjih redkeje (Banyai in sod., 2009;
Logan in sod., 2006).

Rezultate vzorcev, ki so jih dobili v redni laboratorijski diagnostiki z elektronsko
mikroskopijo in testom ELISA, smo primerjali z molekularno metodo PCR v realnem casu.
Z. elektronsko mikroskopijo so adenovirusno okuzbo potrdili v 7,4 % od vseh 203
testiranih vzorcev, s testom ELISA, ki je specifi¢en samo za adenovirusno vrsto AdF, pa v
10,3 %. Z molekularno metodo smo potrdili 15,8 % okuzb, kar je 53 % vec¢ pozitivnih
vzorcev v primerjavi z metodo elektronske mikroskopije. V sorodnih raziskavah porocajo,
da molekularne tehnike v primerjavi z elektronsko mikroskopijo tudi do 155 % povecajo
Stevilo pozitivnih vzorcev, v katerih je povzrocitelj gastroenteritisa (Logan in sod., 2006).
Tako smo potrdili nasa pricakovanja, da so molekularne metode bolj obcutljive od
komercialnih metod, ki ne zahtevajo drage opreme in pretirane spretnosti, a so slednje

kljub nizji obcutljivosti Siroko uporabne v diagnosti¢nih laboratorijih.

Rezultate, ki smo jih dobili z navedenimi metodami, smo primerjali tudi glede na starostno
skupino in pri tem ugotovili, da je vecina pozitivnih vzorcev pri otrocih starih manj kot tri
leta. To nakazuje na to, da za adenovirusnim gastroenteritisom najpogosteje zbolevajo
otroci. Poleg tega se virusi v iztrebku izloCajo v visokih koncentracijah, kar je za
dolo¢evanje virusnih okuzb z elektronsko mikroskopijo zelo pomembno, saj zahteva vsaj
10° neposkodovanih virusnih delcev na ml kuZnine (Logan in sod., 2006). S PCR v
realnem cCasu smo dokazali 25 adenovirusnih okuzb v skupini preiskovancev mlajsih od
treh let, kar je 78,1 % od vseh 32 s PCR v realnem ¢asu potrjenih okuzb.

Molekularna metoda PCR v realnem ¢asu omogoca dolocanje vseh znanih adenovirusnih
vrst. Od vseh 203 pregledanih vzorcev smo virusno nukleinsko kislino dokazali v 32

primerih. V vzorcih iztrebka smo dolocili, da je bila najbolj prevalentna vrsta C (56,3 %),
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sledita ji vrsta E (53,1 %) in vrsta F (46,9 %). Le v enem vzorcu smo dokazali vrsto
B (3,1 %), vrst A in D pa nismo dokazali.

Poleg 15 (46,9 %) enojnih okuzb smo dokazali 17 (53,1 %) hkratnih okuZzb, od tega 2
hkratni okuzbi s tremi tipi adenovirusov. Med enojnimi okuzbami je prevladovala vrsta C,
ki smo jo dokazali v 14 vzorcih, vrsto B pa le v enem primeru. Hkratnih okuzb E/F je bilo
13, E/C dve in dve E/C/F hkratni okuzbi. Znano je, da se nekateri serotipi vrst AdA, AdB,
AdC lahko razmnoZzujejo v Crevesju brez povzrocCitve gastroenteritisa in se kasneje po
okuzbi v dolocenih presledkih izloc¢ajo s fecesom (Haramoto in sod., 2007; Filho in sod.,
2007).

Nekoliko drugacne rezultate od naSih je podala raziskava, ki so jo opravili pri otrocih
mlajsih od 5 let v Rio de Janeiru in Salvadorju. Vse vzorce, ki so jih z encimskoimunskim
testom dolocili kot pozitivne, so kasneje analizirali tudi s PCR. Nukleinsko kislino AdF so
dokazali v 65 % vzorcev, AdA v 12 %, AdC in AdD v 5 %, ter AdB v 2 % (Filho in sod.,
2007).

Poleg visokih stroskov uporabe PCR v virusni diagnostiki je ena izmed pomembnih
omejitev metode tudi pojavljanje lazno negativnih rezultatov zaradi PCR inhibitorjev. Ti so
pogosto v klini¢nih vzorcih, kot je feces (Oikarinen in sod., 2009). Za ugotavljanje
inhibicij PCR smo uporabili interno kontrolo EHV1, ki smo jo dodali v vzorec ze pred
osamitvijo DNA in tako preverili u€inkovitost osamitve (morebitna izguba nukleinske
kisline) in pomnoZzevanja (inhibicija pomnoZevanja) (Niesters, 2004). Delez inhibicije je
bil 15,8 % (32/203), kar je primerljivo z raziskavo Oikarinen S. in sodelavcev (2009), kjer
je bila popolna inhibicija 12% (13/108). V vzorce, kjer smo ugotovili inhibicijo, smo
dodali BSA, ki inaktivira inhibitorje, in nukleinsko kislino Se enkrat pomnozevali z metodo
PCR v realnem cCasu. Tako smo zmanjSali delez inhibicije in interna kontrola se ni
pomnozila v Sestih vzorcih od skupno 203. Ker je bila interna kontrola, ki smo jo dodali,
homologna taréni adenovirusni DNA, je prislo do tekmovalnosti med taréno DNA in
interno kontrolo za iste za¢etne oligonukleotide. V primeru, da se ni pomnozila niti interna
kontrola niti tar¢a, je prislo do inhibicije in rezultati metode niso bili veljavni. Ce se je
pomnozila tarcna DNA, interna kontrola pa ne, Ceprav je bila dodana, potem smo privzeli,
da je tar¢na DNA v vzorcu v zelo veliki koli¢ini. V tem primeru lahko govorimo o delni

inhibiciji; interna kontrola ni bila sposobna tekmovati za zacetne oligonukleotide ali pa je
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signal interne kontrole bil Sibek oz. ga sploh ni bilo. Pozitiven rezultat je bil veljaven, kajti
tarca se je pomnozila, rezultat pomnozka interne kontrole pa v tem primeru ni pomemben
(Espy in sod., 2006). Tako smo po dodatku BSA dokazali le tri vzorce, pri katerih smo
zaznali popolno inhibicijo, v treh primerih pa se je tar€a pomnozila (Ct-ji: 8,49; 8,97,
11,97). Tako dejanska popolna inhibicija predstavlja le 1,5 % (3/203) vseh vzorcev.

Frekvenca PCR inhibitorjev naj bi bila vi§ja pri odraslih osebah. To so ugotovili tudi v
finski raziskavi, kjer niso zabeleZili nobene inhibicije v fecesu bolnikov mlajsih od 6
mesecev. Natancni razlogi, zakaj je temu tako, $e niso znani in potrebne bodo nadaljne
raziskave (Oikarinen in sod., 2009). Tudi v na$i raziskavi smo prisli do podobnih
ugotovitev. Pri nobenem preiskovancu, ki je bil mlaj$i od 10 mesecev, nismo opazili

inhibicije pomnoZevanja interne kontrole.

Poleg interne kontrole smo pri naSem delu uporabljali tudi pozitivno in negativno kontrolo
pomnozevanja nukleinske kisline, kot ju zahteva vsak PCR protokol. Negativna kontrola —
demineralizirana in destilirana voda je ostala v vseh reakcijah negativna, kar pomeni, da ni
prislo do kontaminacije vzorcev. Z uporabo pozitivne kontrole smo se prepricali, da je
pomnozevanje vedno uspesno potekalo. Kot pozitivne kontrole smo uporabili pozitivne
izolate posameznega tipa adenovirusa.

Za komercialno manj zanimive viruse obstaja tezava glede poenotenega molekularnega
dokazovanja teh virusov v diagnosti¢nih laboratorijih. Standardizirane metode so
rezervirane samo za majhno Stevilo tar¢ (HIV tip 1, HBV, HCV). To je prav tako ena

izmed tezav pri uvajanju molekularnih metod v rutinsko diagnostiko (Niesters, 2004).

Vrednost Ct smo dolocili pri vsakem vzorcu, pri katerem se je adenovirusna nukleinska
kislina pomnozila. Nizka vrednost Ct nakazuje na visoko zacCetno koliCino tar¢ne
nukleinske kisline v vzorcu in obratno (Mackay in sod., 2002). Pri¢akovali smo, da bodo
vrednosti Ct najnizje pri vzorcih, kjer bomo dolocili enteri¢no vrsto F, saj porocajo, da je ta
vrsta (serotipa 40 in 41) v 5-20 % povezana z akutnim virusnim gastroenteritisom pri
dojenckih in mlajsih otrocih (Haramoto in sod., 2007). Mediana vrednosti Ct nam pove, da
ima polovica vzorcev Ct nad to vrednostjo, polovica pa Ct pod vrednostjo mediane. Prav
tako smo pri tej vrsti pricakovali najmanjsi razpon med najvisjo in najnizjo vrednostjo Ct.

Kot je vidno iz Slike 17 smo domnevo tudi potrdili. Srednja vrednost Ct pri AdF je 12,65.
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Pricakovali smo bistveno manj DNA AdC, ¢eprav glede na mediano za vrednost Ct (35,55)
dvomimo v njihovo vlogo pri razvoju gastroeneteritisa. Zaradi visoke obcutljivosti PCR v
realnem Casu je vprasljivo, ¢e so vsi (nizko) pozitivni rezultati, ki jih dobimo s to metodo,
tudi klinicno pomembni. Lahko so prvi znak resne okuzbe, a v mnogih primerih se bolezen
sploh ne razvije (Landry in Ferguson, 2009).

V iztrebkih smo dokazali tudi prisotnost vrste AdE in sicer z mediano za vrednost Ct
26,22, kar je nedvomno s PCR pozitiven rezultat. Zanimivo je, da je bila ta vrsta zmeraj v
hkratni okuzbi bodisi z vrsto AdF, AdC ali celo z obema. Navzocnost te vrste v prebavilih
ne potrjuje niti ne omenja noben vir, zato je vloga in dolocitev AdE v iztrebku dvomljiva.
Dopus¢amo moznost navzkrizne reakcije zacetnih oligonukleotidov in sonde z drugo tarco,

vsekakor pa bi bile v prihodnje potrebne raziskave v tej smeri.

Pri primerjavi vrednosti Ct vzorcev, ki smo jih dokazali z ustaljenimi diagnosti¢nimi
metodami in metodo PCR v realnem cCasu, smo potrdili pricakovane rezultate. Vrednost Ct
vzorcev, ki smo jih dokazali le s PCR v realnem casu, so bile vi§je v primerjavi z
vrednostmi vzorcev, pri katerih smo adenovirus dokazali bodisi z elektronsko
mikroskopijo ali testom ELISA.

Pri vzorcih, ki smo jih dolo¢ili le z molekularno metodo, je vrednost Ct znaSala 29,71, tisti
vzorci, ki so bili dokazani Ze v rutini z elektronsko mikroskopijo, pa so imeli nizjo
vrednost Ct. Podobne rezultate smo dobili tudi s testom ELISA. Mediana za vrednost Ct
pri vzorcih, kjer smo enteri¢ni adenovirus dokazali Ze v rutini, je bil 12,35, nasprotno smo
pri vzorcih, pri katerih smo AdF dokazali Sele z molekularno metodo, doloc¢ili mediano
vrednosti Ct nekoliko visje in sicer 17,34.

Na podlagi vi§jih vrednosti Ct ocenjujemo, da je v vzorcih manj tarcne DNA in tako niZja
koncentracija virusa. Sklepamo, da sta metodi elektronske mikroskopije in ELISA odvisni
od koncentracije virusov v testiranih vzorcih in da je obcutljivost molekularne metode

vecja od elektronske mikroskopije in testa ELISA.

Pri primerjavi rezultatov metode ELISA, ki je specificna za AdF, in elektronske
mikroskopije (Preglednica 11) smo v 11 vzorcih dokazali prisotnost AdF. Glede na tip
dolocenega virusa smo z molekularno metodo pri 10 vzorcih potrdili okuzbo z AdF, pri

nekaterih tudi z AdE in AdC. Pri 4 preiskovancih pri katerih s testom ELISA nismo



49

Skrlec J. Dokazovanje adenovirusov v fecesu z verizno reakcijo s polimerazo v realnem asu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

potrdili okuzbe, smo jo pa z elektronsko mikroskopijo, je tipizacija pri 2 potrdila okuzbo z
AdF (Ct = 17,34; 11,14), pri ostalih 2 pa okuzbo z AdC (Ct = 17,59; 44,27). Pri 10
preiskovancih, pri katerih je bil rezultat testa ELISA pozitiven, elektronske mikroskopije
pa negativen, smo z molekularno metodo okuzbo potrdili v dveh primerih (AdF; Ct = 8,47,

8,49).

Pri izracunih obcutljivosti in specificnosti elektronske mikroskopije in testa ELISA smo
privzeli 100% obcutljivost in specifi€énost metode PCR v realnem ¢asu in tako dobljene
rezultate primerjali glede na molekularno metodo.

Izracunali smo, da je obcutljivost elektronske mikroskopije 46,9%. To pomeni, da bomo z
elektronsko mikroskopijo pri hipoteticno 100 osebah, ki so okuzene z adenovirusom,
pravilno ugotovili okuzbo pri 46 osebah. Pri 54 osebah bodo rezultati lazno negativni. Za
elektronsko mikroskopijo je znano, da pogosto daje lazno negativne rezultate, predvsem
takrat, ko je koncentracija virusa v vzorcih nizka (Wood in sod., 1989). Potrdili smo 17
lazno negativnih rezultatov, od tega je bilo kar 14 vzorcev od otrok, ki so bili mlajsi od 33
mesecev. Preverili smo, katere vrste adenovirusov smo z elektronsko mikroskopijo
»zgresili« in kaksna je bila njihova vrednost Ct z metodo PCR v realnem ¢asu. Vrednost Ct
je namre¢ merilo za relativno koli¢ino taréne DNA. V 13 od 17 vzorcev smo potrdili AdC
z mediano za vrednost Ct 36,33; pri 3 vzorcih od 17 smo ugotovili AdF z mediano za
vrednost Ct 8,49 in v enem vzorcu smo nasli AdB s Ct 36,98.

Visoka vrednost mediane Ct AdC nakazuje na to, da je v vzorcu relativno malo virusne
DNA, iz ¢esar sklepamo, da je koncentracija virusa v vzorcu nizka in ga z EM nismo mogli
zaznati. Zaradi visokih vrednosti Ct pri AdC in AdB lahko celo sklepamo, da ti dve vrsti
verjetno nista povzrocitelja gastroenteritisa. V Crevesje je virus lahko presel iz dihal (kot
povzrocitelja dihalne okuzbe) in se je z iztrebkom le izloc¢il. Zaklju¢imo lahko, da so
dejansko lazno negativni rezultati z metodo EM bili le trije, saj smo v teh vzorcih s
tipizacijo potrdili entericne adenoviruse z nizko vrednostjo Ct (mediana Ct = §,49).
Obcutljivost EM metode za doloCanje entericnih adenovirusov je torej dobra.

Specifi¢nost elektronske mikroskopije je 100%, kar pomeni, da smo pri vseh neokuZenih
osebah pravilno dolocili negativen rezultat. Lazno pozitivnih rezultatov nismo ugotovili, o
njih pa porocajo v sorodnih raziskavah Logan C. in sodelavci (2006). V omenjeni raziskavi

so z elektronsko mikroskopijo od 139 vzorcev v treh dolodili lazno pozitiven rezultat. S



50

Skrlec J. Dokazovanje adenovirusov v fecesu z verizno reakcijo s polimerazo v realnem asu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

PCR v realnem casu, pri katerem so uporabili zacetne oligonukleotide in sonde, ki dolocajo
vse znane serotipe Cloveskih adenovirusov, v teh vzorcih niso dokazali adenovirusne
okuzbe. Rezultate so si razlagali tako, da ti vzorci vsebujejo virusne delce, katerih
morfologija je podobna adenovirusom a z majhno nukleotidno homologijo.

Obcutljivost testa ELISA je vecja od doloCanja adenovirusov z elektronsko mikroskopijo
(de Jong in sod., 1993), kar smo ugotovili tudi v na$i raziskavi. Dolocili smo, da je
obcutljivost testa ELISA, ki je namenjen dokazovanju vrste AdF, 80%. Specifi¢nost testa
je 95,2%. Hipoteticno na primeru 100 neokuZenih ljudi to pomeni, da bomo pravilno
dolocili negativen rezultat pri 95 osebah, ostale pa bomo identificirali kot lazno pozitivne.
Dejansko smo dolocili 9 lazno pozitivnih rezultatov. Za te vzorce smo poiskali njihove
vrednosti absorbance (OD pri 450 nm) in preverili, kako blizu so izmerjene vrednosti
doloCeni mejni vrednosti detekcije (cut-off). Ta vrednost je po mnenju proizvajalca
(Premier Adenoclone® Typ 40/41 EIA) 0,150. Ugotovili smo, da je v vzorcih vrednost
absorbance ve¢ja od mejne vrednosti in so tako oznaCeni kot pozitivni. Vrednosti
absorbance so bile pri vseh vzorcih mo¢no v pozitivnem delu skale, le en primer je bil
pozitiven z vrednostjo OD 0,165, torej blizu mejnega obmocja. Po navedbah proizvajalca
sta obcutljivost in specificnost testa ELISA 98%. Nasi rezultati se torej razlikujejo glede na

navedene podatke.
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5.2

SKLEPI

Z metodo PCR v realnem ¢asu smo adenoviruse dokazali v 15,8 % od 203
pregledanih vzorcev, z AdF vrstno specifi¢nim testom ELISA v 10,3 % in z metodo

elektronske mikroskopije v 7,4 % od 203 vzorcev.

Vecina vzorcev, v katerih smo dokazali adenovirusno DNA, je pripadala skupini

otrok mlajsih od treh let in le manj$ina skupini preiskovancev starih tri ali ve¢ let.

Poleg enteri¢nih adenovirusov smo v preiskovanih vzorcih blata dokazali tudi DNA

drugih vrst adenovirusa.

Z uporabo interne kontrole smo ugotovili inhibicijo pomnozevanja DNA pri 15,8 %

(32/203) vzorcev. Z uporabo BSA smo odpravili ve€ino inhibicij.

Glede na mediano za vrednost Ct (12,65) ocenjujemo, da je v preiskovanih vzorcih

virusna DNA prisotna v najvecji koli¢ini pri vrsti AdF.

S primerjavo vrednosti Ct vzorcev, ki smo jih potrdili z ustaljenimi diagnosti¢nimi
metodami in metodo PCR v realnem casu, ocenjujemo, da je koli¢ina virusne DNA
vi§ja, kot v vzorcih, kjer smo prisotnost adenovirusa ugotovili le z molekularno

metodo

Dokaz vrste AdE v iztrebku, ki smo jo dokazali izklju¢no v kombinacijah z eno od
drugih vrst adenovirusa, je neobiCajen. Sklepamo, da gre pri tem za slabo
specifi¢nost reakcija PCR za dokazovanje AdE. Za zanesljivo razlago rezultatov bi

bile potrebne nadaljne raziskave.
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6 POVZETEK

Akutni virusni gastroenetritis prizadene predvsem otroke, obCasno pa tudi odrasle in
starostnike. Med najpomembnejSe povzrocitelje priStevamo rotaviruse, noroviruse in
enteri¢ne adenoviruse serotipov 40 in 41, ki skupaj tvorita vrsto adenovirusov F (AdF).
Bolezen obicajno mine sama po sebi in brez trajnih posledic. Nevarna je za tvegane
skupine ljudi, kot so bolniki z imunsko pomanjkljivostjo, ter bolniki po transplantaciji

kostnega mozga. V teh primerih je pomembna hitra in zanesljiva diagnostika.

Z diplomsko nalogo smo Zeleli preizkusiti molekularno metodo PCR v realnem casu za
dokaz adenovirusne DNA v iztrebkih bolnikov s simptomi virusnega gastroenteritisa.
Rezultate smo primerjali s tistimi, ki so jih predhodno ze dolocili v Laboratoriju za
elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriticnih virusov s tradicionalnima
diagnosti¢nima metodama, elektronske mikroskopije in encimskoimunske metode.

Zanimalo nas je tudi, katere vrste adenovirusov se izloCajo v iztrebku, glede na dobljeno
vrednost Ct pa smo Zeleli oceniti relativno koli¢ino adenovirusne DNA v vzorcih. Zaradi
predvidene prisotnosti inhibitorjev reakcije PCR v naSih vzorcih smo uporabili interno

kontrolo, s katero smo preverili ucinek izolacije in pomnoZevanja nukleinske kisline.

Virusno nukleinsko kislino smo osamili iz 203 vzorcev. Osamitev smo izvedli z
biorobotom MagNA Pure Compact. Za pomnozevanje in dokazovanje adenovirusne DNA
smo uporabili metodo PCR v realnem c¢asu. V vsak vzorec smo pred osamitvijo DNA
dodali tudi interno kontrolo. Od 203 klini¢nih vzorcev so v rutinski diagnostiki z
elektronsko mikroskopijo adenovirus potrdili v 7,4 %, s testom ELISA pa entericno
adenovirusno okuzbo v 10,3 % vseh testiranih vzorcev. Z molekularno metodo smo
adenovirus dokazali v 15,8 % vzorcev. Poleg entericnih adenovirusov AdF smo dokazali
tudi okuzbe z drugimi vrstami, med katerimi je prevladovala vrsta AdC.

S PCR v realnem ¢asu smo dokazali 25 adenovirusnih okuzb pri otrocih mlajsih od treh let.
Ostalih 7 preiskovancev pri katerih smo potrdili adenovirusno okuzbo je bilo starejsih.
Rezultati potrjujejo, da so adenovirusne okuzbe prebavil najpogostejSe pri otrocih do

tretjega leta starosti.
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Pri 32 vzorcih (15,8 %), pri katerih se interna kontrola ni pomnozila, smo rekacijo PCR v
realnem casu ponovili z dodatkom BSA. S tem smo odpravili ve€ino inhibicij, interna

kontrola se ni pomnozila le Se v 1,5 % (3/203) vzorcev.

V vzorcih smo dolocili vrste AdF, AdC, AdE in AdB. Zaradi visoke mediane za vrednost
Ct vrste AdC, ki smo jo zasledili v iztrebku, lahko upravi¢eno dvomimo v njeno vlogo pri
razvoju gastroenteritisa. Dokaz vrste AdE, ki smo jo vedno dokazali z neko drugo vrsto in
z nizko mediano za vrednost Ct, je zelo neobicajen in dopusc¢a moznost navzkrizne reakcije
zacetnih oligonukleotidov in sonde z drugo taro. Vsekakor so za pravilno razlago teh
rezultatov potrebne raziskave v prihodnje.

Z dokazom nizkih vrednosti Ct za AdF v iztrebkih ocenjujemo, da sta serotipa 40 in 41
zelo odporna na delovanje razli¢nih encimov, kar jima omogoca, da se v cCrevesju

razmnozita do visokih titrov in povzrocita gastroenteritis.

Iz rezultatov sklepamo, da so vzorci, ki smo jih potrdili le z metodo PCR v realnem casu,
vsebovali manj virusne DNA kot vzorci, ki so bili potrjeni Ze v rutinski diagnostiki, bodisi
z metodo elektronske mikroskopije ali testom ELISA. Ocenjujemo, da je obcutljivost PCR
v realnem casu res vecja od rutinskih metod in nam omogoca, da dokazemo okuzbo kljub

manjSemu bremenu virusa v vzorcu oz. kuznini.
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PRILOGE

Priloga Al: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija
(rezultati pridobljeni iz laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem ¢asu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija,

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay, BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R

sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno, NEG - negativno.

Datum ELISA [ELISA| EM | PCR AdF ‘ AdE AdC AdB AdA AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | cCt Ic ICBSA) | (BsA)| ct WY Adc | ct | (BSA)| ct [WY:-BINCINCETIN AdA | (BsA) ICDREGER
28.10.2008 | 7 | 19m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (45,60) NEG NEG NEG
28.10.2008 | m | 7let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (29,32) NEG NEG NEG
28.10.2008 | 7 | 53let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (30,87) NEG NEG NEG
28.10.2008 | 7 | 6let | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
28.10.2008 | 7 | 65let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (28,75) NEG NEG NEG
28.10.2008 | m | 5let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (29,71) NEG NEG NEG
28.10.2008 | m | 8m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (28,61) NEG NEG NEG
29.10.2008 | 7m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (29,04) NEG NEG NEG
29.10.2008 | m | 77let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (31,42) NEG NEG NEG
29.10.2008 | m | 31let | NEG | NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,65) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
29102008 | 7 | 6let | NEG | NEG | NEG | NEG NEG POZ (29,95) | NEG NEG NEG NEG POZ | 41,16 | NEG NEG
29102008 | 7 | 35m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (30,88) NEG NEG NEG
29102008 | m | 6m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (30,47) NEG NEG NEG
29.10.2008 | 3m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (30,50) NEG NEG NEG
29.10.2008 | m | 68let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (32,95) NEG NEG NEG
29102008 | 7 | 61let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (35,79) NEG NEG NEG
29102008 | m | 7m | NEG | POZ | NEG | NEG POZ (29,21) NEG NEG NEG NEG NEG
30.10.2008 | 7 | 24let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (29,82) NEG NEG NEG
30.10.2008 | 4m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (28,67) NEG NEG NEG
30.10.2008 | m | 3let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (34,96) NEG NEG NEG
31.10.2008 | 7 | 5let | NEG | NEG | NEG | NEG NEG POZ (29,40) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
31102008 | m | 7m | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (43,17) NEG NEG NEG
31.10.2008 | m | 66let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (30,73) NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz

laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,
BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,

NEG - negativno.

Datum ELISA | ELISA| EM PCR AdF ﬂ AdC AdB AdA J AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | Ct IC IC (BSA) (BSA) Ct L0 =R BN RIS AdC | Ct | (BSA) | Ct LGNNI (-ELIN AdA =5J3 AdD | (BSA)
31.10.2008 m 84 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,42) NEG NEG NEG
31.10.2008 m 81 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,59) NEG NEG NEG
31.10.2008 m 4 let NEG NEG | POZ | POZ | 11,14 | POZ (44,20) POZ |21,03 NEG NEG NEG NEG
1.11.2008 m 18m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,57) NEG NEG NEG
1.11.2008 m 10 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,55) NEG NEG NEG
1.11.2008 m 2m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,72) NEG NEG NEG
2.11.2008 z 58 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,88) NEG NEG NEG
2.11.2008 z 58 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,79) NEG NEG NEG
2.11.2008 m 16 m NEG POZ | NEG | NEG NEG NEG POZ | 8,49 | NEG POZ | 18,68 | NEG NEG NEG NEG NEG NEG | NEG | NEG
2.11.2008 m 21m NEG POZ | POZ | POZ | 12,05 | POZ (47,02) POZ | 25,15 NEG NEG NEG NEG
3.11.2008 4 Oom NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,71) NEG POZ | 24,86 NEG
3.11.2008 4 9m NEG NEG | NEG | NEG POZ (32,00) NEG NEG NEG
3.11.2008 m 10 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,03) NEG NEG NEG
3.11.2008 m 28 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,46) NEG NEG NEG
3.11.2008 4 20 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (28,29) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
3.11.2008 4 43 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (29,32) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
3.11.2008 m 14 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,22) NEG NEG NEG
3.11.2008 4 27 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,95) NEG NEG NEG
4.11.2008 4 16 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,35) NEG NEG POZ | 36,98
4.11.2008 m 4m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,40) NEG NEG NEG
4.11.2008 b4 14 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,75) NEG NEG NEG
4.11.2008 z 59 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,63) NEG NEG NEG
5.11.2008 m 9 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,86) NEG NEG NEG
5.11.2008 m 4 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (28,16) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz

laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,
BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,

NEG - negativno.

Datum ELISA | ELISA| EM PCR AdF ﬂ AdC AdB AdA J AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | Ct IC IC (BSA) (BSA) Ct L0 =R BN RIS AdC | Ct | (BSA) | Ct LGNNI (-ELIN AdA =5J3 AdD | (BSA)
5.11.2008 m 10m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,76) NEG POZ | 38,45 NEG
5.11.2008 m 4 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,44) NEG NEG NEG
6.11.2008 m 4 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (26,60) | POZ | 21,46 | NEG POZ | 37,96 | NEG NEG NEG NEG
6.11.2008 m 183m NEG NEG | NEG | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
6.11.2008 b4 2m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,55) NEG NEG NEG
6.11.2008 m 5m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,52) NEG NEG NEG
6.11.2008 z 7m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,71) NEG NEG NEG
6.11.2008 m 4 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,84) NEG NEG NEG
7.11.2008 z 10m NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,56) | NEG NEG NEG NEG POZ | 27,26 | NEG NEG
7.11.2008 m 9 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,31) NEG NEG NEG
7.11.2008 m 5 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,50) NEG NEG NEG
7.11.2008 4 12 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (35,41) NEG NEG NEG
7.11.2008 4 9 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,48) NEG NEG NEG
7.11.2008 4 42 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (32,04) NEG NEG NEG
7.11.2008 m 62 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (32,26) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
7.11.2008 m 24 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,08) NEG NEG NEG
7.11.2008 m 4m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,94) NEG NEG NEG
7.11.2008 m 27 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,27) NEG NEG NEG
7.11.2008 4 17 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (31,07) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
7.11.2008 4 17 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (31,05) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
7.11.2008 z 17 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,82) NEG NEG NEG
7.11.2008 z 18 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,07) NEG NEG NEG
7.11.2008 z 18 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (32,17) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
7.11.2008 m 4 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (34,25) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz

laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,
BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,

NEG - negativno.

Datum ELISA | ELISA| EM PCR AdF ﬂ AdC AdB AdA J AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | Ct IC IC (BSA) (BSA) Ct L0 =R BN RIS AdC | Ct | (BSA) | Ct LGNNI (-ELIN AdA =5J3 AdD | (BSA)
8.11.2008 4 71 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,56) NEG NEG NEG
8.11.2008 4 78 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,99) NEG NEG NEG
8.11.2008 4 9 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,86) NEG NEG NEG
8.11.2008 m 5m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,07) NEG NEG NEG
9.11.2008 b4 im NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,53) NEG NEG NEG
9.11.2008 z 1m NEG NEG | NEG | NEG POZ (32,53) NEG NEG NEG
9.11.2008 m 23m NEG NEG | POZ | NEG NEG POZ (30,82) | NEG NEG NEG NEG POZ | 17,59 | NEG NEG | NEG NEG | NEG | NEG
10.11.2008 m 7 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,11) NEG NEG NEG
10.11.2008 z 6m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,54) NEG NEG NEG
10.11.2008 m 7m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,95) NEG POZ | 16,96 NEG
10.11.2008 m 3 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,45) NEG NEG NEG
10.11.2008 m 11m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,87) NEG POZ | 38,6 NEG
10.11.2008 m 17 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,02) NEG POZ | 26,12 NEG
10.11.2008 m 3 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,32) NEG NEG NEG
10.11.2008 m 45 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,84) NEG NEG NEG
10.11.2008 4 65 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (27,93) NEG NEG NEG
10.11.2008 4 78 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,28) NEG NEG NEG
11.11.2008 4 63 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,17) NEG NEG NEG
11.11.2008 4 65 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,97) NEG NEG NEG
11.11.2008 4 37 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (31,00) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11.11.2008 m 31 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,09) NEG NEG NEG
11.11.2008 m 13 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,67) NEG NEG NEG
11.11.2008 z 51 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,55) NEG NEG NEG
11.11.2008 z 52 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,75) NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz

laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,
BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,

NEG - negativno.

Datum ELISA | ELISA| EM PCR AdF ﬂ AdC AdB AdA J AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | Ct IC IC (BSA) (BSA) Ct L0 =R BN RIS AdC | Ct | (BSA) | Ct LGNNI (-ELIN AdA =5J3 AdD | (BSA)
11.11.2008 m 26 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,71) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11.11.2008 4 4m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,19) NEG NEG NEG
11.11.2008 4 15 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,12) NEG NEG NEG
11.11.2008 m 9 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,61) NEG NEG NEG
11.11.2008 z 17 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,51) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11.11.2008 z 78 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,00) NEG NEG NEG
11.11.2008 z 10 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (35,44) NEG NEG NEG
11.11.2008 z 52 let NEG POZ | NEG | NEG POZ (32,21) NEG NEG NEG NEG NEG
12.11.2008 z 16 m NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,48) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
12.11.2008 4 14 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (34,97) NEG NEG NEG
12.11.2008 4 51 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,62) NEG NEG NEG
12.11.2008 m 7 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (43,62) NEG NEG NEG
13.11.2008 4 37 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,52) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13.11.2008 4 49 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (32,06) NEG NEG NEG
13.11.2008 4 49 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,01) NEG NEG NEG
13.11.2008 m 12 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,35) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13.11.2008 4 3m NEG NEG | NEG | NEG POZ (32,88) NEG NEG NEG
13.11.2008 4 35m NEG NEG | NEG | NEG POZ (45,94) NEG NEG NEG
13.11.2008 m 4 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,68) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13.11.2008 m 33m NEG NEG | NEG | NEG POZ (33,49) NEG POZ | 36,96 NEG
13.11.2008 m 16 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,81) NEG NEG NEG
13.11.2008 m 8 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,16) NEG NEG NEG
13.11.2008 z 18 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,75) NEG NEG NEG
13.11.2008 m 76 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,89) NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz

laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,
BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,

NEG - negativno.

Datum ELISA | ELISA| EM PCR AdF ﬂ AdC AdB AdA J AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | Ct IC IC (BSA) (BSA) Ct L0 =R BN RIS AdC | Ct | (BSA) | Ct LGNNI (-ELIN AdA =5J3 AdD | (BSA)
14.11.2008 4 36 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (30,98) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
14.11.2008 4 im NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,24) NEG NEG NEG
14.11.2008 4 41 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,51) NEG NEG NEG
14.11.2008 b4 18 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,53) NEG NEG NEG
14.11.2008 m 4 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (33,27) NEG NEG NEG
14.11.2008 m im NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,00) NEG NEG NEG
14.11.2008 m 69 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,11) NEG NEG NEG
14.11.2008 z 3m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,68) NEG NEG NEG
14.11.2008 z 1m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,28) NEG NEG NEG
14.11.2008 4 19 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,82) NEG NEG NEG
14.11.2008 4 24m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,12) NEG POZ | 29,27 NEG
15.11.2008 m 6 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,40) NEG NEG NEG
15.11.2008 m 16 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,85) NEG NEG NEG
16.11.2008 m 5 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,99) NEG NEG NEG
16.11.2008 m 15 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,78) NEG NEG NEG
16.11.2008 4 97 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (33,14) NEG NEG NEG
16.11.2008 m 30m NEG NEG | NEG | NEG POZ (34,65) NEG POZ | 45,56 NEG
17.11.2008 m 16 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,96) NEG NEG NEG
17.11.2008 m 25m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,79) NEG NEG NEG
17.11.2008 m 74 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,03) NEG NEG NEG
18.11.2008 b4 69 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,29) NEG NEG NEG
18.11.2008 z 21m NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,29) NEG NEG NEG
18.11.2008 z im NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,36) NEG NEG NEG
18.11.2008 m 5 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,11) NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz

laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,
BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,

NEG - negativno.

Datum ELISA | ELISA| EM PCR AdF ﬂ AdC AdB AdA J AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | Ct IC IC (BSA) (BSA) Ct L0 =N SN LIS AdC | Ct | (BSA) | Ct LGNNI (-ELIN AdA =5J3 AdD | (BSA)
18.11.2008 4 54 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,40) NEG NEG NEG
18.11.2008 m 33 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,99) NEG NEG NEG
18.11.2008 4 5m NEG POZ | NEG | NEG POZ (29,90) NEG NEG NEG NEG NEG
19.11.2008 b4 16 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,71) NEG NEG NEG
19.11.2008 m 36 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (38,98) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
19.11.2008 m 21m NEG NEG | NEG | NEG POZ (39,30) NEG NEG NEG
19.11.2008 z 5 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,20) NEG NEG NEG
19.11.2008 m 77 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,63) NEG NEG NEG
19.11.2008 m 3m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,84) NEG NEG NEG
19.11.2008 4 58 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,39) NEG NEG NEG
19.11.2008 4 16 m NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (32,94) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
19.11.2008 4 38 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (40,98) NEG NEG NEG
20.11.2008 4 2m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,24) NEG NEG NEG
20.11.2008 4 om NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,99) NEG NEG NEG
20.11.2008 z 8m NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,36) NEG NEG NEG
20.11.2008 m 61 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,93) NEG NEG NEG
20.11.2008 m 6 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,84) NEG POZ | 38,03 NEG
20.11.2008 4 3 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (29,99) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
20.11.2008 4 12 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (33,31) NEG NEG NEG
21.11.2008 b4 5 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (36,4) NEG NEG NEG
21.11.2008 m 18 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,19) NEG NEG NEG
21.11.2008 z 61 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (39,95) NEG NEG NEG
21.11.2008 m 14 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (31,43) NEG NEG NEG
21.11.2008 m 17 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (32,62) NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz

laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,
BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,

NEG - negativno.

Datum ELISA | ELISA| EM PCR AdF ﬂ AdC AdB AdA J AdD
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | Ct IC IC (BSA) (BSA) Ct L0 =N SN LIS AdC | Ct | (BSA) | Ct LGNNI (-ELIN AdA =5J3 AdD | (BSA)
21.11.2008 m 11 m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,57) NEG POZ | 17,96 NEG
22.11.2008 4 21 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (30,89) NEG NEG NEG
22.11.2008 z im NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,49) NEG NEG NEG
22.11.2008 b4 63 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,14) NEG NEG NEG
22.11.2008 b4 3m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,75) NEG NEG NEG
23.11.2008 m 3m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,86) NEG NEG NEG
23.11.2008 z 8m NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,44) NEG NEG NEG
23.11.2008 m 36 let NEG NEG | NEG | NEG NEG POZ (29,64) | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
24.11.2008 m 37 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,41) NEG NEG NEG
24.11.2008 4 3m NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,41) NEG NEG NEG
24.11.2008 m om NEG NEG | NEG | NEG POZ (29,43) NEG NEG NEG
24.11.2008 m 8 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (37,25) NEG NEG NEG
24.11.2008 m 9 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,91) NEG NEG NEG
24.11.2008 4 81 let NEG POZ | NEG | NEG POZ (29,61) NEG NEG NEG NEG NEG
25.11.2008 m 44 let NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,73) NEG NEG NEG
25.11.2008 m om NEG NEG | NEG | NEG POZ (28,42) NEG NEG NEG
30.11.2008 m 28 m NEG POZ | POZ | NEG NEG NEG POZ | 8,97 | NEG POZ | 18,37 | NEG NEG NEG NEG | NEG NEG | NEG | NEG
1.12.2008 m 6m NEG POZ | POZ | POZ | 17,27 | POZ (36,01) POZ |27,33 NEG NEG NEG NEG
2.12.2008 m 18 m NEG POZ | POZ | NEG NEG NEG POZ | 11,97 | NEG POZ |20,42 | NEG NEG NEG NEG | NEG NEG | NEG | NEG
4.12.2008 b4 3m NEG POZ | POZ | POZ | 20,84 | POZ (35,70) POZ | 31,6 NEG NEG NEG NEG
5.12.2008 b4 22m NEG POZ | POZ | POZ | 12,65 | POZ (43,91) POZ | 25,22 POZ | 33,34 NEG NEG NEG
5.12.2008 m 3 let T(?l\f POZ | POZ | NEG POZ (40,02) POZ | 46,98 POZ | 47 NEG NEG NEG
5.12.2008 b4 25m NEG POZ | POZ | POZ | 14,74 | POZ (43,08) POZ | 27,06 POZ | 34,77 NEG NEG NEG

Se nadaljuje



Nadaljevanje

Priloga A1: Rezultati 203 vzorcev, ki smo jih dolocili z ustaljenim diagnosti¢nim testiranjem - test ELISA in elektronska mikroskopija (rezultati pridobljeni iz
laboratorija EMI) in rezultati molekularne metode PCR v realnem Casu. Okrajsave: m - mesec, EM - elektronska mikroskopija, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay,

BSA - Bovine Serum Albumin, (BSA) - rezultat vzorca po dodatku BSA, IC - interna kontrola, K-N - kalicivirus-norovirus, R sk. A - rotavirus skupine A, As - astrovirus, POZ - pozitivno,
NEG - negativno.

Datum ELISA [ELISA| EM | PCR AdF AdE AdC AdB AdA
sprejema | Spol | Starost | (ostali) | (AdF) | (Ad) | (AdF) | cCt Ic IC(BSA) | (BsA)| ct |-G Adc | ct | (BSA)| ct [WY-BINEIN:ONN AdA | (BSA) XD
10.12.2008 | 2 1m | NEG | POZ | POZ | POZ | 14,98 | POZ (41,95) POZ | 26,22 NEG NEG NEG NEG
POZR

11.122008 | m | 11m | sk.A | NEG | NEG | NEG POZ (29,05) NEG NEG NEG

12122008 | # | 8let | NEG | NEG | NEG | NEG POZ (30,74) NEG NEG NEG NEG NEG

12.12.2008 | 2 3m | NEG | POz | POz | POZ | 13,51 | POZ (40,84) POZ | 27,51 NEG NEG NEG NEG

13.12.2008 | 2 | 6let | NEG | NEG | POZ | POZ | 17,34 | POZ (31,51) POZ | 28,15 NEG NEG NEG NEG
POZR

15122008 | m | 11m | sk.A | POZ | NEG | NEG POZ (32,56) NEG NEG NEG NEG NEG
POZ

17122008 | m | 9let | KN | POZ | NEG | NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
POZR

19.12.2008 | 2 | 81let | sk.A | POZ | NEG | NEG POZ (28,91) NEG NEG NEG NEG NEG

19.12.2008 | m | 24m | NEG | NEG | POZ | NEG POZ (35,91) POZ | 37,92 POZ | 44,27 NEG NEG NEG

20.12.2008 | 7 | 22m | NEG | POZ | POZ | POZ | 11 | POZ (43.43) POZ | 20,97 NEG NEG NEG NEG
POZ

22122008 | m | 12let | As | NEG | NEG | NEG POZ (30,26) NEG POZ | 36,33 NEG
POZR

22122008 | 7 | 70let | sk.A | POZ | NEG | NEG POZ (29,72) NEG NEG NEG NEG NEG
POZ

27122008 | m | 24m | KN | POZ | NEG | POZ | 847 | POZ (45,95) POZ | 21,13 NEG NEG NEG NEG




