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Al Norovirusi so v zadnjih letih prepoznani kot najpogostejSi povzrocitelji virusnega

gastroenteritisa pri ljudeh. Namen naloge je bil ugotoviti kolikSen delez vzorcev, ki so bili po

predhodnem testiranju z encimskoimunskim testom (ELISA) negativni, je pri testiranju z

verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu s predhodno transkripcijo (RT-PCR v realnem

casu) pozitivnih. Rezultati so pokazali, da pri testiranju vzorcev s testom ELISA izgubimo

18,32 % pozitivnih vzorcev. Ugotavljali smo tudi porazdelitev norovirusnih okuzb po starosti

preiskovanih bolnikov in bolniSnicah ter tako dodatno proucili pomen norovirusov pri

nekaterih bolnikih z drugo resnejSo primarno boleznijo. Najve¢ norovirusov smo dokazali v

vzorcih poslanih iz Klinike za infekcijska in vro€inska stanja, Univerzitetni klini¢ni center

Ljubljana. Vecina bolnikov je bila starejSih od 15 let. Najvecji delez okuzb je bil v mesecu

decembru leta 2008. Preverjali smo tudi specifi¢nost in obcutljivost dveh encimskoimunskih

testov, IDEIA™ in RIDASCREEN® glede na »zlati standard« RT-PCR v realnem &asu.

Obcutljivost prve je bila 30,67 %, specifi¢nost 94,24 %, druge pa 50,00 % in specifi¢nost

95,60 %.
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Noroviruses are among the most common cause of viral gastroentreritis in children

and adults all over the world. The aim of the study was to detect additional positive norovirus
results using real time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) method in
enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) norovirus negative samples. Our results
showed that a portion of false negative samples represent 18.32 % of all investigated samples.
The majority of norovirus positive stool samples were received from children with
gastroenteritis hospitalized in the Clinic for Infectious Diseases, University Medical Center,
Ljubljana. The incidence of norovirus related gastroenteritis peaked in December and was
highest among patients older than 15 years, but it was also present in children younger than 5
years. Two ELISA tests (IDEA and RIDASCREEN) were compared against RT-PCR real
time as golden standard. Our data showed the sensitivity and the specificity of ELISA
IDEIA™ is 30.64% and 94.24% and of ELISA RIDASCREEN®™ 50 % and 95 % respectively.
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cDNA

DNA
ddH,O
ELISA
FRET
GGl
GGII
GGIII
GGIV
GGV
ICTV

ORF
RT-PCR
RNA
SRSV
Taq
VES

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

-komplementarna DNA (ang.: complementary DNA)

-Dalton

-deoksiribonukleinska kislina (ang.: deoxyribonucleic acid)
-demineralizirana destilirana voda

-encimskoimunski test (ang.: Enzyme Linked Immunosrobent Assay)
- fluorescencni prenos resonancne energije

-genska skupina I (ang.: genogroup I)

-genska skupina II

-genska skupina III

-genska skupina IV

-genska skupina V

-Mednarodno zdruZenje za taksonomijo virusov (ang.: International Comitee
on Taxonomy of Viruses)

-odprt bralni okvir (ang.: open reading frame)

-verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo
-ribonukleinska kislina (ang.: Ribonucleic acid)

-mali okrogli strukturirani virusi (ang.: small round structured viruses)
-Thermus aquaticus

-vezikularni eksantem pri prasicih (ang.: vesicular exanthema of swine)



Vesel S. Primerjava razli¢nih diagnosti¢nih metod pri dolocanju kalicivirusov iz iztrebkov bolnikov obolelih za gastroenteritisom . 1
Dipl. delo. Ljubljana; Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

1 UVOD

Kaliciviruse so prvi¢ zabelezili leta 1932, ko je priSlo do nenadnega izbruha bolezni
vezikularnega eksantema pri prasSic¢ih v Kaliforniji (ang.: VES-vesicular exanthema of

swine) (Smith in sod., 2004).

Druzino Caliviridae sestavljajo majhni virusi brez ovojnice, z enovijaéno RNA (L’Homme
in sod., 2009). Glede na njihovo morfologijo in genomsko strukturo jih delimo v Stiri
rodove. Cloveske Kkaliciviruse predstavljata rodova Norovirus in Sapovirus, pogosta
povzrocitelja izbruhov akutnega virusnega gastroenteritisa pri ljudeh (Lopman in sod.,
2002). Norovirusi povzrocajo izbruhe gastroenteritisa pri vseh starostnih skupinah
(Billgren in sod., 2002). Izbruhi so bolj pogosti v zimskih mesecih (De Bruin in sod.,
20006). Inkubacijska doba virusa je 12 do 48 ur, bolezen pa navadno traja od enega do treh
dni. Bolezen obicajno spremljajo razli¢ni bolezenski znaki, kot so bruhanje s trebusnimi
kréi, driska, glavobol in poviSana telesna temperatura (Rabenau in sod., 2003). OkuZba z
norovirusi lahko poteka tudi asimptomatsko, okuzena oseba pa lahko v takem primeru
okuzbo prenasa dalje. Virusi se Sirijo z neposrednim stikom ali pa posredno z onesnazeno

hrano, vodo in aerosoli (Garcia in sod., 2006) .

Noroviruse dolo€amo z razlicnimi diagnostiénimi metodami, kot so: antigenski
encimskoimunski testi (ELISA), elektronska mikroskopija in v zadnjem ¢asu verizna
reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR) v realnem Casu. Vse
bolj se namre¢ pojavlja potreba po hitri diagnostiki povzrociteljev virusnega
gastroenteritisa. Kljub temu se Se vedno najpogosteje uporabljajo encimskoimunski testi,
katerih problem je v nizji obcutljivosti (Rabenau in sod., 2003). Pri uporabi elektronske
mikroskopije pa se sreCujemo s problemom prenizke obcutljivosti metode, saj je potrebna
visoka koncentracija virusnih delcev — 10° virusnih delcev na ml iztrebka (Doane, 1994). Z
metodo RT-PCR v realnem c¢asu dolo¢imo virusno RNA Ze v nekaj urah, z izbiro
primernih zacetnih oligonukleotidov in sond pa lahko isto€asno doloc¢amo tudi genske

skupine oz. genotipe kalicivirusov (Class in sod., 2007).
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1. NAMEN

Namen diplomskega dela je bil ugotoviti kolikSen delez vzorcev, ki so bili po predhodnem
testiranju z encimskoimunskim kompletom IDEIA™ (Oxoid, Cambridge, Velika Britanija)
negativni, je pri testiranju z RT-PCR v realnem casu pozitivnih. Ugotavljali smo tudi
porazdelitev norovirusnih okuzb po starosti bolnikov in na bolni$ni¢nih oddelkih in tako
dodatno proucili pomen norovirusov pri nekaterih bolnikih z drugo resnejSo primarno
boleznijo. Preverjali smo tudi specifi¢nost in obcutljivost dveh komercialnih kompletov
ELISA, IDEIA™ ter RIDASCREEN® (Biopharm, Darmstadt, Nem¢ija) v primerjavi z

metodo RT-PCR v realnem ¢asu kot »zlati standard«.



Vesel S. Primerjava razli¢nih diagnosti¢nih metod pri dolocanju kalicivirusov iz iztrebkov bolnikov obolelih za gastroenteritisom . 3
Dipl. delo. Ljubljana; Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

2  PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA

Simptome gastroenteritisa je prvi¢ opisal Zahorsky leta 1929 (Cubitt in sod., 1979). V
jesenskem in zimskem obdobju med letoma 1946-47 je priSlo v javnih ustanovah v New
Yorku do Stevilnih izbruhov gastroenteritisa. Povzroc€itelja okuzb niso uspeli odkriti
(Gordon in sod., 1947). Leta 1968 je prislo med ucenci in ucitelji Sole v mestecu Norwalk
(Ohio) do izbruha akutnega gastroenteritisa. Ugotovili so, da je povzroCitelj najverjetneje
majhen in na vro¢ino odporen virus. PoskusSali so ga gojiti v celi¢ni ali kakSni drugi tkivni

kulturi, vendar neuspesno (Atmar in Estes, 2001).

Z metodo neposredne elektronske mikroskopije so leta 1972 odkrili 27 nm velik virus
(Kapikian in sod., 1972). Kasneje so ugotovili, da so bili za izbruhe odgovorni tudi drugi
mali okrogli strukturirani virusi (SRSV oz. ang.: small round structured viruses), ki so bili
morfolosko podobni virusom Norwalk (Appleton in sod., 1977; Dolin in sod., 1982 ). Od
takrat dalje so uporabljali elektronsko mikroskopijo kot primarno diagnosti¢no metodo za

odkrivanje enteriticnih virusov (Caul in sod., 1996a).

Viruse Norwalk in ostale majhne okrogle viruse so glede na morfoloSke znacilnosti
opazene z elektronskim mikroskopom sprva uvrs€ali med pikornaviruse (Kapikian in sod.,
1972). Leta 1976 so prvi¢ opisali morfolosko znacilne kaliciviruse v iztrebkih otrok. Ker
pa vsi otroci niso imeli bolezenskih znakov, niso mogli sklepati o virusni patogenosti
(Atmar in Estes, 2001). V naslednjih letih so kaliciviruse le povezali z mnogimi izbruhi
gastroenteritisov (McSwiggan in sod., 1978; Chiba in sod., 1979; Cubitt in sod., 1979;
Chiba in sod., 1980; Cubitt in sod., 1980).

Leta 1981 so predlagali uvrstitev virusov Norwalk z enojno strukturno beljakovino z
molekulsko maso 59 kDa v samostojno druzino (Greenberg in sod., 1981). Devet let
pozneje, so dokazali, da imajo virusi Norwalk pozitivno usmerjeno, enovijacno,
poliadenilirano RNA in jih tako uvrstili med kaliciviruse (Jiang in sod., 1993). Boljse
razumevanje taksonomije in vedno vecji napredek v razvoju molekularnih metod so leta

1993 vodili do objave celotnega nukleotidnega zaporedja genoma virusov Norwalk



Vesel S. Primerjava razli¢nih diagnosti¢nih metod pri dolocanju kalicivirusov iz iztrebkov bolnikov obolelih za gastroenteritisom . 4
Dipl. delo. Ljubljana; Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

(Lambden in sod., 1993). Viruse Norwalk in njim podobne viruse so pred nekaj leti
preimenovali v noroviruse (Green in sod., 2000). Jiang je leta 1992 prvi uspel pomnoZiti
noroviruse z verizno reakcijo s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR),
in od takrat dalje je to postala zelo uporabna in natan¢na diagnosti¢na metoda (Jiang in
sod., 1992a). Kasneje so sledile Se Stevilne izboljSave in napredki, predvsem razvoj verizne

reakcije s polimerazo v realnem casu (Espy in sod., 2006).

2.2 TAKSONOMSKA UVRSTITEV

Leta 1979 so v Tretjem porocilu Mednarodnega zdruzenja za taksonomijo virusov (ICTV)
prvi¢ omenili novo druzino Caliciviridae (Green in sod., 2000). Ime kalici izvira iz latinske
besede calix, kar pomeni ¢asa in oznacuje 32 ¢asastih vdolbinic na povrsini virusov (Berke
in Matson , 2000). Viruse so v to druzino zdruzevali glede na naslednje znacilnosti:

- prisotnost strukturne beljakovine, iz katere je zgrajena kapsida z 32 caSastimi

vdolbinicami na povrSini,
- odsotnost metilirane skupine na 5" koncu RNA,
- prisotnost majhne beljakovine, ki je vezana na RNA in je odgovorna za infektivnost

virusa (Black in sod., 1978; Burroughs in sod., 1978).

Virusi iz druzine Caliciviridae so danes razvrs¢eni v $tiri rodove:
- Vesivirus (referen¢ni sev: VESV, virus vezikularnega eksantema prasicev),
- Lagovirus (referen¢ni sev: RHDV, virus kunéje hemoragi¢ne bolezni),
- Sapovirus (referenéni sev: virus Sapporo),

- Norovirus (referen¢ni sev: virus Norwalk).

Cloveske kaliciviruse predstavljata rodova Sapovirus in Norovirus, medtem ko vezivirusi
in lagovirusi povzro¢ajo okuzbe pri zivalih (Medici in sod., 2005). Noroviruse delimo v pet
genskih skupin, ki jih oznacujemo z GI, GII, GIII, GIV in GV. Genske skupine GI, GII in
norovirusi. Genski skupini GIII in GV pa najdemo pri govedu in misih. Pri ljudeh so

najpogostejsi povzrocitelji okuzb virusi genskih skupin GI in GII, ki se nadalje delita v 15
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oz. 18 genotipov (GI/1 do GI/15 in GII/1 do GII/18) (Wang in sod., 2005; Shiota in sod.,
2007).
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Slika 1: Filogenetsko drevo genskih skupin norovirusov. Narejeno je bilo na osnovi
aminokislinskih zaporedij kapsidne beljakovine (Martella in sod., 2008).

2.3  GENOM IN BELJAKOVINE

Genom c¢loveskih kalicivirusov je pozitivno polarna, na 3" koncu poliadenilirana,
enovijatna molekula RNA. Dolzina genoma je priblizno 7600 nukletoidov (Atmar in
Estes, 2001). Norovirusna RNA ima tri odprte bralne okvirje (ang. ORF: Open reading
frame): ORF1, ORF2 in ORF3 (Castilho in sod., 2006).

5358 6950
N-term NTPase VPg 3A-like Pro Pol VP1 (Capsid) VP2 : A(n)

5 5374 7588

Slika 2: Genom norovirusov (KCDC, 2007).

ORFTI lezi na 5’koncu genoma in kodira poliproteinsko molekulo, dolgo 1738 aminokislin
z molekularno maso 193,5 kDA. Ima ohranjene regije aminokislin, ki kazejo podobnost z
beljakovinami pikornavirusov - z 2C helikazo, 3C proteazo in 3D od RNA odvisno RNA
polimerazo (Atmar in Estes, 2001). Proteinaza razcepi poliprotein v nestrukturne
beljakovine s helikazno in proteazno aktivnostjo ter aktivnostjo od RNA odvisne RNA

polimeraze (Belliot in sod., 2003).
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ORF2 kodira 530 aminokislin dolgo kapsidno beljakovino VP1 z molekularno maso, M
=60 kDa, ki je v ikozaedri¢ni strukturi urejena v obliki dimerov. Odgovorna je za vezavo
na gostiteljeve receptorje ter doloca antigenske lastnosti virusov. Vsak dimer VP1 sestavlja
domena S, ki tvori osnovo ikozaedi¢ne kapside, in domena P, ki tvori izbocen del kapside.
Domena P je sestavljena iz poddomen P1 in P2 (slika 3). P2 je najbolj variabilna regija
kapsidne beljakovine. Pomembna je pri vezavi na celi¢ne receptorje in kljucna za

doloc¢anje antigenskih lastnostih virusa (Chakravarty in sod., 2005).

ORF3 lezi na 3'’koncu RNA in nosi zapis za manjSo (22,5 kDa) bazi¢no strukturno
beljakovino VP2 dolzine 212 aminokislin (Atmar in Estes, 2001; Belliot in sod., 2003), ki
se nahaja na notranji povrSini virusne kapside in za katero predvidevajo, da naj bi

sodelovala pri vezavi na RNA (Koopmans in sod., 2003; Hardy, 2005).

Slika 3: Kapsida, domeni S in P (Hutson in sod., 2004).

Znotraj iste genske skupine imajo c¢loveski norovirusi najmanj 60 % aminokislinsko
podobnost kapsidne beljakovine VP1. Podobnost med genskima skupinama GI in GII
zna$a manj kot 50 %. Noroviruse lahko dalje uvrs¢amo v genotipe. Da jih uvrstimo v isti
genotip, mora biti zadosCen kriterij aminokislinske podobnosti kapsidne beljakovine VP1 v

80 % (Hutson in sod., 2004).
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2.4 PATOGENEZA IN GOSTITELJEVA OBCUTLIIVOST NA OKUZBO

S c¢loveskimi kalicivirusi se ljudje okuZijo po oralni poti. Ker so virusi odporni na kislo
okolje, prezivijo v zelodcu in potujejo do tankega Crevesa, kjer se razmnozujejo (Caul,

1996b).

Kljub Stevilnim poskusom, narejenim v zadnjih 40 letih, znanstveniki §e vedno ne poznajo
nacina za gojenje norovirusov v celi¢nih kulturah, zato je znanje o patogenezi teh virusov
nezadostno. V zgodnjih S$tudijah na prostovoljcih pred tridesetimi leti so ugotovili
histopatoloSke spremembe v tankem cCrevesu obolelih ljudi (Troeger in sod., 2009).
Notranja povrSina tankega Crevesa ni ravna, temve¢ oblikuje Stevilne gube, ki povecujejo
povrsino, in izboljSajo meSanje prebavne vsebine. Mukozna membrana tvori Stevilne
izrastke, ki Strlijo v svetlino Crevesa in so pokrite z epitelnimi celicami. Plazmatska
membrana absorbcijskih epitelnih celic tankega Crevesa je podalj$ana s tesno namescenimi
mikrovili. Znacilno za epitelije je, da celice lezijo na bazalni membrani, tesno druga ob
drugi in da je med njimi zelo malo medceli¢nine. Epiteliji nimajo lastnih krvnih in limfnih
zil, prehranjujejo se z difuzijo iz zil v spodaj lezeCem vezivnem tkivu (Turner, 2003). Pri
okuzenih bolnikih so opazili, da pride do vnetja notranje plasti sluznice in do morfoloSkih
sprememb epitelijskih celic. Vidno je skrajSanje mikrovilov in zmanjSana aktivnost
encimov na povrSini mikrovilov. Driska, kot ena izmed posledic okuzbe, nastane zaradi
difuzije vode in ionov iz subepitelijskih kapilar v ¢revesno svetlino zaradi slabljenja tesnih
stikov med epitelijskiimi celicami. Dva tedna po okuzbi se celice vrnejo v prvotno stanje in

pridobijo normalen histoloski videz (Troeger in sod., 2009).

Preucevali so tudi imunski odziv bolnikov na okuZzbo. V Stevilnih raziskavah so ugotovili,
da okuzene osebe lahko razvijejo kratkotrajno imunsko zascito, ki traja od 6 do 14 tednov,

vendar le za ponovne okuzbe z virusi sorodnega seva (Patel in sod., 2008).

Ze pred 25 leti so izvedli 3tudijo, s katero so pokazali, da je dolodena skupina
posameznikov obcutljiva na okuzbo z norovirusi, medtem ko je druga skupina
posameznikov na okuzbo odporna. Predvidevali so, da na dovzetnost za okuzbo pri

¢loveku vpliva neki genski faktor. Nedavno so odkrili nov mehanizem, ki revolucionarno
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podaja odgovore na ta vprasanja. Po tej raziskavi se norovirusi pritrdijo na gostiteljeve
celice v Crevesju le, ¢e osebek izraza specificne, gensko doloCene ogljikove hidrate
(Hutson in sod., 2004). To tudi razlozi, zakaj nekatere osebe, ki imajo visoko raven
protiteles prej zbolijo, kot pa osebe, ki nikoli niso imele protiteles. Oseba brez protiteles je

verjetno neobcutljiva na okuzbo z norovirusi. (Patel in sod., 2008)

2.5 BOLEZENSKI ZNAKI IN ZDRAVLJENJE

Najpogostejsi bolezenski znaki, ki se pojavijo pri okuzbi z norovirusi, so slabost, bruhanje,
driska, povisana telesna temperatura, mrzlica, trebusni krci, glavobol, boleCine v grlu in

miSicah (Kaplan in sod., 1982). Okuzbo povzroci ze 10-100 virusov (Caul , 1996a).

Inkubacijska doba je od 24 do 48 ur. Simptomi obicajno trajajo 2 ali 3 dni. Zadnje Studije
pa so pokazale, da bolezen lahko traja tudi dlje ¢asa (4-6 dni). Pri otrocih, mlajsih od enega
leta, se pogosteje pojavi driska, medtem ko je pri otrocih, starejSih od enega leta, pogosteje
bruhanje (Lopman in sod., 2004a; Rockx in sod., 2002). Norovirusi sicer niso glavni
povzroditelji smrti, vendar pa za otroke, starostnike in ostale imunsko oslabljene osebe
predstavljajo dodatno bolezensko breme in prispevajo k visji smrtnosti (Okada in sod.,
2006). Povezali pa so jih tudi z nekrotizirajo¢im enterokolitisom (Turcios-Ruiz in sod.,

2008).

Okuzba je obiCajno blaga in bolezen sama zamre. Zdravimo z oralnim nadomescanjem

tekocine in elektrolitov (Dolin in sod., 1971).

2.6 EPIDEMIOLOGIJA

Norovirusi se najpogosteje Sirijo po fekalno—oralni poti (Widdowson in sod., 2005).
Znacilni so tako sporadicni primeri kot izbruhi (Kroneman in sod., 2007). Virusi se
prenaSajo z aerosoli, ki se spros¢ajo pri bruhanju ali z mehanskim prenosom, preko
kontaminiranih povrsin (Widdowson in sod., 2005). Virusi se Sirijo tudi neposredno z

okuzenega na zdravega Cloveka in s kontaminirano hrano ali vodo (Becker in sod., 2000).
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Izbruhi se najpogosteje pojavijo v zaprtih skupnostih, kot so druzine, Sole, vrtci, vojaski
oddelki, hoteli, bolnisnice, dijaski domovi, domovi za ostarele, velike turisti¢ne ladje, itd.

(Poljsak-Prijatelj in sod., 2001).

Hiter prenos olajsujejo:
- nizka infekcijska doza (Teunis in sod., 2008),
- oseba lahko $iri okuzbo kljub temu, da sama nima znacilnih bolezenskih znakov,
- virus je stabilen pri visokih koncentracijah klora (Duizer in sod., 2004) in pri
temperaturah od zmrziS¢a pa do 60 °C,
- imunska za$¢ita ni trajna in zato lahko prihaja do ponavljajoc¢ih se okuzb (Parrino

in sod., 1977).

Okuzbe se pojavljajo vse leto pri vseh starostnih skupinah, pogosteje v zimskih mesecih
(Moreno-Espinosa in sod., 2004). Otroci, mlajSi od pet let, imajo zelo pogosto visoko
Stevilo protiteles proti norovirusom, kar nakazuje izpostavljenost okuzbi ze zgodaj v
mladosti. Delez protiteles je najmanjsi v prvem letu zivljenja in naraséa s starostjo od
drugega leta naprej (Dai in sod., 2004; Peasey in sod., 2004). Nekatere Studije nakazujejo
vecjo pogostost okuzb v manj razvitih drzavah (Greenberger in sod., 1979). Najpogostejse

so okuzbe z norovirusi genotipa GIL.4 (Pelosi in sod., 1999).
Stevilo izbruhov povzro¢enih z norovirusi se spreminja iz leta v leto. Tudi v Sloveniji

belezijo v zadnjih petih letih 86 izbruhov z norovirusi. (Kroneman in sod., 2007; PoljSak-

Prijatelj in sod., 2008).

2.7 DIAGNOSTICNE METODE

2.7.1 Elektronska mikroskopija

Ker ¢loveskih kalicivirusov ni mozno gojiti v celi¢nih kulturah, je predstavljala elektronska
mikroskopija temeljno diagnosticno metodo. Vzorce pripravijo s tehniko negativnega

kontrastiranja. Metoda je nizko ob&utljiva, saj je za njeno uspe$nost potrebnih vsaj 10°
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virusnih delcev na mililiter iztrebka. Detekcija virusov je Se mogoca priblizno 48 ur po
prenehanju bolezenskih znakov. Poleg nizke obcutljivosti je dodatna slabost elektronske

mikroskopije draga oprema in zahteva po dobro usposobljenem osebju.

Norovirusi imajo zabrisano caSasto kalicivirusno strukturo in jih zato pod mikroskopom

tezje dolocijo (Lopman in sod., 2002).

2.7.2 Dokazovanje virusnih antigenov

Znanstveniki so zasnovali ekspresijski sistem bakulovirusov, da bi pridobili ve¢je koli¢ine
kapsidnih beljakovin. Pridobljene beljakovine samo-sestavijo v virusom podobne delce
(ang. VLP: virus like particles) (Jiang in sod., 1992b), ki so morfoloSko in antigensko
podobni norovirusom, najdenim v iztrebkih. Iz celi¢nih kultur so te virusom podobne delce
z lahkoto osamili. Ker ostanejo stabilni pri temperaturah 4 °C ali manj, jih uporabljajo pri

razvoju diagnosti¢nih metod (Prasad in sod., 1999).

Pogosto je velika tezava encimsko imunskih testov v njihovi nizki obcutljivosti. Razlog za
lazno negativne rezultate je lahko v poruSenju antigenske strukture, kar prepreci vezavo
antigena (Rabenau in sod., 2003).

wrr

Najpogosteje uporabljamo sistem dvojnih protiteles (“sendvi¢” metoda). Reakcijo
izvedemo tako, da izbrana virusna protitelesa vezemo na trden nosilec, ki je ponavadi
mikrotitracijska ploi¢ica z vdolbinicami. Nato dodamo vzorec. Ce so v vzorcu ustrezni
virusni antigeni, nastane komplek protitelesa in antigena. Na nastale komplekse veZzemo
druga, z encimom oznacena protitelesa. Na koncu dodamo S$e primerni substrat, ki po

delovanju encima spremeni barvo. Z opazovanjem spremembe barve ali z merjenjem

absorbance pri predpisani valovni dolzini ugotovimo, ali so v testirane vzorcu antigeni

(Marin, 2005).
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2.7.3 Dokazovanje nukleinske kisline

Jiang in De Leon sta bila leta 1992 prva, ki sta uspela pomnoziti RNA virusa Norwalk. Od
takrat dalje je to postala obicajna diagnosti¢na in raziskovalna metoda (Jiang in sod.,

1992a).

Zaradi velike genetske raznolikosti znotraj druzine Caliciviridae je bil izziv najti primerno
obcutljive in specificne zacCetne oligonukleotide, ki bi dolocevali vse norovirusne seve.
Vecina Siroko specificnih zacetnih oligonukleotidov nalega na dobro ohranjene dele
virusne RNA, ki kodirajo polimerazo. Za razlikovanje med genskimi skupinami pa se
uporabljajo zacetni oligonukleotidi, ki so specifi¢ni za kapsidni del RNA (Lopman in sod.,

2002).

Pravo revolucijo je povzroc€il razvoj RT-PCR v realnem ¢asu (ang. Real time RT-PCR). Ta
metoda omogoca pomnozevanje nukleinske kisline in hkratno zaznavanje pomnozenega
PCR pridelka s fluorescentnim barvilom. Ker se obe reakciji izvajata soCasno, sta tako
veliko hitrejSi kot obicajna metoda RT-PCR. ZmanjSane so tudi moZnosti kontaminacij.
Specifi¢nost in obcutljivost pa v primerjavi z obi¢ajnim RT-PCR nista ni¢ manjsi. Zaradi
vseh teh lastnosti je postal RT-PCR v realnem casu nepogresljiv pri diagnostiki mnogih

infekcijskih bolezni (Espy in sod., 2006).

2.7.3.1 Princip delovanja RT-PCR v realnem ¢asu

Z RT-PCR v realnem ¢asu pomnozimo doloc¢en odsek genoma norovirusov. Reakcije lahko
izvajamo enostopenjsko ali dvostopenjsko. Ker je izhodis¢na molekula RNA, se mora ta
najprej prepisati z encimom reverzna transkriptaza v komplementarno verigo cDNA (ang.
complementary DNA), Sele nato sledi pomnoZevanje prepisane cDNA. V dvostopenjski
reakciji oba postopka izvajamo lo¢eno, medtem ko pri enostopenjski oba potekata v eni

epruveti (Wong in Medrano, 2005).

Po transkripciji sledi razgradnja nastalega hibrida RNA in ¢cDNA, prav tako z reverzno
transkriptazo. DNA polimeraza nato prepise cDNA v dvovijacno DNA. Sledi denaturacija.



Vesel S. Primerjava razli¢nih diagnosti¢nih metod pri dolocanju kalicivirusov iz iztrebkov bolnikov obolelih za gastroenteritisom . 12
Dipl. delo. Ljubljana; Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

Verigi se obicajno locita pri temperaturi od 90 do 95°C. Nato sledi znizanje temperature na
od 50 do 60°C in na komplementarne dele DNA se nalegajo specificni zacetni
oligonukleotidi. Kadar uporabljamo PCR v realnem casu, so mesta vezave zaCetnih
oligonukleotidov do 100 baznih parov narazen. Po koncani vezavi se temperatura dvigne
na 72°C in toplotno stabilna Tag polimeraza podaljSuje verigo DNA v smeri od 5 proti 3°
koncu. 1z prvotne ene molekule cDNA dobimo dve novi, ki sta med sabo komplementarni
in v naslednjem ciklu vezeta enake zaCetne oligonukleotide. Obicajno ste¢e od 30 do 40
takSnih pomnozevalnih ciklov. Znadilni tar¢ni deli DNA se tako eksponentno kopicijo

(Class in sod., 2007).

Dodatek ustrezne sonde v zacetno reakcijsko meSanico omogoca sprotno spremljanje
nastalih pridelkov. Obstajajo razlicne sonde, kot so: TagMan sonde, molekularni oddajniki
(ang. molecular beacons), FRET hibridizacijske sonde idr. Najbolj pogosto uporabljene so

TagMan sonde.

a) TagMan sonde
Gre za kratko zaporedje DNK, ki ima na 5" koncu vezan fluorofor in na 3" koncu dusilec
(ang. quencher). Ko sta vezana skupaj, fluorofor prejeto svetlobno energijo odda v obliki
fluorescence, to pa sprejme dusilec in odda v obliki toplote. Fluorescence ne zaznamo.
Nukleotidno zaporedje sonde je komplementarno izbranemu tarénemu zaporedju in ¢e je to
prisotno, se bo nanj vezalo, v nasprotnem primeru pa ne. Ce torej do povezave pride, ga
med reakcijo podaljSevanja verige doseze Taq polimeraza in ga s svojo 5' proti 3'
eksonukleazno aktivnostjo razcepi. DusSilec in fluorofor nista ve¢ povezana. Pride do
oddajanja fluorescence, ki se kopic¢i med cikliénim pomnozevanjem DNA. Ve¢ kot je PCR

pridelka, moc¢nejsa je fluorescenca.
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Slika 4. Prikaz delovanja RT-PCR v realnem ¢asu z uporabo Tagman sonde (Real time PCR, 2003). a)
Tagman sonda z vezanim fluoroforom na 5° koncu in dusilcem na 3" koncu, b) sonda prepozna specifi¢no
zaporedje in se nanj veze, ¢) Taq polimeraza med reakcijo podal podaljSevanja verige doseze in razgradi

sondo, tako da dusilec in fluorofor nista ve¢ povezana.

b) Molekularni oddajniki
Tudi tukaj so krajSa zaporedja DNA, ki je na odseku blizu 5' in 3' konca samo sebi
komplementarno in tako tvori zanko. Ravno tako ima na 5° koncu vezan flurofor in na 3
koncu dusilec. Ob hibridizaciji na komplementarno verigo pride do razmaknitve fluorofora

in dusilca, kar omogo¢i, da fluorofor odda fluorescenco.

¢) Hibridizacijski oznacevalci
V tem primeru gre za dva kratka oligunukleotida z vezano vsak po eno sondo, ki sta ob
vezavi na komplementarno DNA v blizini. Tista, ki je blizje 5° koncu matrice, ima na 3
koncu fluorofor, ki deluje kot donor fotonov in drug oligonukleotid, ki ima na 5° koncu
vezan fluorofor, ki deluje kot sprejemnik. S svetlobo ustrezne valovne dolzine vzbudimo
donorski fluorofor in, ¢e se obe sondi veZeta na tar¢ni PCR pridelek, bo svetlobno energijo
iz fluorofora na 3" koncu absorbiral sprejemniski fluorofor na 5° koncu. Govorimo o FRET
efektu (ang. fluorescence resonance energy transfer). Na koncu kon¢ni fluorofor emitira
svetlobo daljSe valovne dolzine, kot je bila na zaCetku uporabljena za vzbujenje prvega
fluorofora. Tako se fluorescenca povecuje z vsakim ciklom pomnozevanja nukleinske

kisline (Espy in sod., 2006).

Rezultate lahko spremljamo sproti na zaslonu v realnem ¢asu. Izpisuje jih program v obliki
krivulje in z vrednostjo Ct, to je cikel praga detekcije (ang. Cycle threshold), ki nam pove,
v katerem ciklu se prvi¢ pojavi signal sonde in fluorescencni signal preseze ozadje

reakcije. Ko je ozadje reakcije presezeno, se zacne izrisovati eksponentna krivulja. Med
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reakcijo se z vsakim ciklom porabljajo dodani reagenti. Eksponentni fazi tako sledi plato.

Nizja kot je vrednost Ct, ve¢ kopij izhodis¢ne DNA je v vzorcu (Class, 2007; What is Real

time PCR, 2009).

000,000 —

jakost fluorescence

S RN

1,000,000

plato

ek=zponentna

fluorescencni faza
pragdetekcije CT
4
]
ozadje reakcije
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1] i || &0

Slika S: Prikaz krivulje pomnozevanja nukleinske kisline (ICMG, 2009).

Ztevilo ciklov PCR-ja
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Klini¢ni material

Testirali smo iztrebke, ki so jih na preiskave za gastroenteriticne viruse prejeli v
Laboratorij za elektronsko mikroskopijo in diagnostiko gastroenteriti¢nih virusov Instituta

za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

382 izbranih vzorcev iztrebkov od novembra 2008 do januarja 2009, pri katerih s testom
ELISA IDEIA™ nismo dologili norovirusnih antigenov, smo preverili §¢ z RT-PCR v

realnem c¢asu.

Dodatno smo iz vzorcev iztrebkov, ki smo jih dalje prejemali v laboratorij, naklju¢no
izbrali 266 vzorcev in jih testirali na prisotnost norovirusnih antigenov s testom ELISA
IDEIA™ 2z namenom dologiti specifi¢nost in obéutljivost tega testa glede na RT-PCR v

realnem c¢asu.

Kasneje smo iz vzorcev, ki so prihajali v laboratorij, izbrali Se 53 vzorcev iztrebkov in jih
testirali na prisotnost norovirusnih antigenov z novim testom ELISA RIDASCREEN® ter

dolocili specifi¢nost in obcutljivost glede na RT-PCR v realnem c¢asu.

Nabor vzorcev je vkljuceval tudi take, pri katerih smo dolo¢ili druge gastroenteriticne

viruse: rotaviruse, astroviruse ali adenoviruse.
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3.1.2 Reagenti za osamitev RNA s komercialnim kompletom QIAamp Viral RNA

Mini kit (QIAGEN)
e AVL pufer
e Etanol (96%-100%)
e AWI pufer
e  AW2 pufer
e AVE pufer

e QIAamp Mini Spin kolone

e Zbiralne epruvetke

3.1.3 Reagenti za reakcijo RT-PCR v realnem ¢asu z encimskim kompletom

AgPath-IDTM One-Step RT-PCR Kit (Ambion)

e ddH,O — voda brez ribonukleazne aktivnosti

o reakcijski pufer One Step RT-PCR

e encimska meSanica

e oligonukleotidi za gensko skupino GII

- COG2-F (proti 3" koncu usmerjen zacetni oligonukleotid) (Preglednica 1)
- COG2-R (proti 5" koncu usmerjen zacetni oligonukleotid) (Preglednica 1)
- RING2-TP

e oligonukleotidi za interno kontrolo LUC RNA

- LUC-F (proti 3" koncu usmerjen zacetni oligonukleotid)

- LUC-R (proti 5° koncu usmerjen zacetni oligonukleotid)

- LUC-S

e oligonukleotidi za gensko skupino GI

- COG1-F (proti 3* koncu usmerjen zacetni oligonukleotid) (Preglednica 1)
- COGI-R (proti 5" koncu usmerjen zacetni oligonukleotid) (Preglednica 1)
-RING1AB-TP

e Pozitivna kontrola (predhodno potrjena RNA norovirusov genske skupine I ali IT)
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Preglednica 1: Nukleotidna zaporedja in mesta prileganja uporabljenih zacetnih oligonukleotidov (Masaka
in sod., 2005; Trottier in sod., 2006).

Zacetni Nukleotidno zaporedje 5°-3° Mesto
oligonukleotid naleganja
COG2-F CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG ATG ATG AG | 5003-5028
COG2-R TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA 5100-5080
COGI1-F CGY TGG ATG CGN TTY CAT GA 5291-5310
COGI1-R CTT AGA CGC CAT CAT CATTYAC 5354-5375

3.1.4

3.1.5

Reagenti za encimsko imunski test IDEIA™ Norovirus (Oxoid)

Mikrotiterska plos€ica z vezanimi specifiénimi antigeni za gensko skupino I in
gensko skupino II norovirusov

Negativna kontrola (razred¢itveni pufer)

Pozitivna kontrola (rekombinatni norovirusni antigeni, ki jih je prilozil Zze sam
proizvajalec)

Konjugat za gensko skupino I in gensko skupino II

Spiralni pufer

Substrat TMB

Raztopina za ustavitev reakcije

Reagenti za encimsko imunski test RIDASCREEN ®Norovirus (Biopharm)

Mikrotiterska plosCica z vezanimi specificnimi antigeni za gensko skupino I in
gensko skupino II norovirusov

Negativna kontrola (razred¢itveni pufer)

Pozitivna kontrola (rekombinantni norovirusni antigeni, ki jih je prilozil ze sam
proizvajalec)

Konjugat 1 za gensko skupino I in konjugat 2 za gensko skupino II norovirusov
Spiralni pufer

Substrat TMB

Raztopina za ustavitev reakcije
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3.1.6 Potrosni material

e Plasti¢ne epruvete (10ml)

e Mikrocentrifugirke (Eppendorf)

e Nastavki s filtri za avtomatske pipete (Eppendorf)
e StaniCevina

e ZaSCitne rokavice

e Plasti¢ne pipete

3.1.7 Laboratorijska oprema

e Protiprasna komora za varno delo (ISKRA PIO)

e Mikrobioloska komora za varno delo (ISKRA LVF9)

e Namizna hlajena centrifuga (Eppendorf 5415R)

e Vibracijsko meSalo (BIOSAN, Bio Vortex V1)

e Stojalo za epruvete (Eppendorf)

e Avtomatske pipete (0,5-10ul, 2-20ul, 50-200ul, 10-1000ul, 100-1000ul)
(Eppendorf)

e Aparat za izvedbo RT-PCR v realnem &asu StepOne ™ (Applied Biosystems)

3.2 METODE

3.2.1 Priprava in shranjevanje vzorcev iztrebkov

V puferski raztopini smo suspendirali priblizno 1g iztrebkov, tako da smo dobili priblizno
10 % suspenzijo in centrifugirali 5 min pri 1600 g. Usedlino smo zavrgli, supernatante pa

po potrebi hranili v hladilniku, ali jih zamrznili in nato nadaljne uporabili.



Vesel S. Primerjava razli¢nih diagnosti¢nih metod pri dolocanju kalicivirusov iz iztrebkov bolnikov obolelih za gastroenteritisom . 19
Dipl. delo. Ljubljana; Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

3.2.2 Osamitev RNA s komercialnim kompletom QIAamp Viral RNA Mini kit
(QIAGEN)

Postopek poteka pri sobni temperaturi. Najprej smo v 1,5 ml avtoklavirane epruvetke
odpipetirali 170 pl vzorca in centrifugirali 5 min pri polni hitrosti (13200 obratov/min).
Medtem smo zopet v 1,5 ml avtoklavirane epruvetke odpipetirali 560 pl pufra AVL in
dodali 5,6 pl nosilca RNA in 1 pl interne kontrole.V vsako epruvetko smo dodali 140 pl
centrifugiranega vzorca in meSali 15 sekund. Nato smo kratko centrifugirali, da smo
odstranili kapljice z notranje strani pokrovcka epruvetk. Sledila je 10-minutna inkubacija
na sobni temperaturi. Pripravili smo za vsak vzorec eno kolono (QIAamp Mini spin
column) in 2 ml zbiralne epruvetke. Dodali smo 560 pl etanola (96-100%) in mesali 15 s.
Vse smo na kratko centrifugirali. 630 pl raztopine smo prenesli na kolono za
centrifugiranje (QlAamp Mini spin column), pokrili s pokrovékom in centrifugirali 1
minuto pri 8000 obratih/min. Kolono smo nato prenesli v ¢isto 2 ml zbiralno epruvetko in
zavrgli epruvetko s filtratom. Se enkrat smo prenesli v zbiralno epruvetko preostali
volumen raztopine in centrifugirali pri istih obratih. Kolono smo nato prenesli v ¢isto 2 ml
zbiralno epruvetko in zavrgli epruvetko s filtratom. Dodali smo 500 pl pufra AW1 (Buffer
AWI). Sledilo je enominutno centrifurgiranje pri 8000 obr/min. Kolono smo prenesli v
¢isto 2 ml zbiralno epruvetko in zavrgli epruvetko s filtratom. Dodali smo 500 pl pufra
AW?2 in centrifugirali 5 min pri polni hitrosti. Kolono smo prenesli v 1,5 ml epruvetko in
dodali 60 pl pufra AVE (Buffer AVE). Epruvetko smo pokrili in inkubirali 1 minuto na

sobni temperaturi, nato pa centrifugirali 1 min pri 8000 obr/min. RNA smo shranili -70 °C.

3.2.3 RT-PCR v realnem ¢asu

Pomnozevanje RNA smo izvedli v aparatu StepOne'™. Uporabili smo reagente
encimskega kompleta AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Ambion) in ustrezne
oligonukleotide. V 1,5 ml epruvetki smo pripravili meSanico. Za eno reakcijo (25 pl) smo
potrebovali 22 pl :

-1,5 pl vode brez nukleazne aktivnosti

-12,5 pl reakcijskega pufra

-1 ul zacetnega oligonukleotida LUC F (10uM) za interno kontrolo LUC
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-1 ul zacetnega oligonukleotida LUC R (10uM) za interno kontrolo LUC

-2 pl zacetnega oligonukleotida COG2-F (10uM) za noroviruse GII, ali COG1-F (10uM)
za noroviruse GI

-2 ul zacetnega oligonukleotida COG2-R (10uM) za noroviruse GII, ali COG1-R (10uM)
za noroviruse GI

-0,5 pl sonde FAM-RING2-TP-BBQ za noroviruse GII, ali FAM-RING1AB-TP-BBQ za
noroviruse GI. Sondi sta oznaceni s fluoroforom FAM in dusilcem BBQ.

-0,5 pl sonde YY-LUC-S-BHQ z vezanim duSilcem BHQ in fluoroforom YY (Yakima
Yellow)

-1 pl encimske meSanice

V posamezno epruvetko (posami¢no, v stripu ali v luknjico na ploscici) smo
odpipetirali 22 pl reakcijske mesanice. To smo prenesli v protiprasno komoro in dodali Se
3 pl negativne kontrole (vodo, prosto nukleaz), RNA vzorcev in pozitivho kontrolo
(predhodno potrjena RNA norovirusov genske skupine I ali II). Pokrili smo luknjice s

pokrovcki in vstavili v aparat StepOne.

Casovni potek RT-PCR v realnem &asu je podan v Preglednici 2.

Preglednica 2: Casovni in temperaturni potek RT-PCR v realnem ¢asu.

Cas

Reverzna transkripcija 45°C, 10 min

Prekinitev  delovanja  reverzne | 95°C, 10 min

transkriptaze in aktivacija
polimeraze
45 ciklov Denaturacija 95°C, 15 s

Prileganje zacetnih oligonukleotidov | 56°C, 45 s

in podaljSevanje verige
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Interno kontrolo LUC RNA smo uporabili za preverjanje uspesnosti osamitve RNA in za
preverjanje uspesnosti pomnoZevanja. V primeru, da se LUC ni pomnozil, smo vzorec

RNA 10x red¢ili, in ponovili RT-PCR.

Po koncu postopka smo od¢itali rezultate (Slika 6 in 7).
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Slika 6: Prikaz pozitivnega rezultata na prisotnost norovirusne RNA z aparatom StepOneTM (Applied
Biosystems)
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Slika 7: Prikaz negativnega rezultata na prisotnost norovirusne RNA z aparatom StepOneTM (Applied
Biosystems)

3.2.4 1Izvedba encimsko imunskega testa IDEIA™ Norovirus (Oxoid)

IDEIA™ Norovirus je kvalitativni test za dokazovanje norovirusov genskih skupin GI in
GII. Test deluje na principu sendvi¢ metode. Vsebuje kombinacijo monoklonskih in
poliklonskih protiteles specifi¢nih za gensko skupino GI in GII.

Uporabili smo mikrotitersko plos¢ico, ki ima v vdolbinicah vezana specifi¢na
monoklonska protitelesa, usmerjena proti antigenom GI in GII. V vdolbinice smo nanesli
po 100 pl vzorca in v dve vdolbinici Se pozitivno in negativno kontrolo iz kompleta.
Vzorcem in kontrolam smo dodali 100ul encimskega konjugata, rahlo pretresli, pokrili s
folijo in inkubirali 1 uro. Konjugat vsebuje za GI in GII specificna kuncja poliklonska
protitelesa, oznaCena z encimom hrenova peroksidaza. Antigen norovirusov v vzorcu se
ujame med protitelo, vezano na trden nosilec in protitelo, oznaceno z encimom. Po
preteCenem casu smo 3x spirali s 350 ul spiralnega pufra. Tako se odstranijo presezek
vzorca in nevezana protitelesa. Nato smo v vsako vdolbinico dodali 100 pl substrata,
pokrili plosc€ico s folijo in inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. Specificna protitelesa
vezana z encimom smo zaznali po spremembi barve substrata v modro (Slika 8). Kjer

specificnih protiteles ni, se barva ne spremeni. Po preteCenem inkubacijskem casu smo
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dodali Se raztopino za ustavitev reakcije, ki vsebuje zveplovo kislino in barva se je iz
modre spremenila v rumeno. Izmerili smo absorbanco s spektrofotometrom pri valovni

dolzini 450 nm. Intenziteta barve kaze, da so prisotni norovirusni antigeni GI ali GII.

ELISA
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encim
mesto
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]
N\ sefundamo s - .
tarEni protitelo,
artc.:m oznadeno produkt
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VEZAVA SPIRANJE OZNACEVANJE ODCTAVANIE
REZULTATOV

Slika 8: Encimsko imunski test — »sendvi¢ metoda« (Biosystem Development, 2007).

3.2.5 Izvedba encimsko imunskega testa RIDASCREEN® Norovirus (Biopharm)

Uporabili smo mikrotitersko plos¢ico, katera ima v vdolbincah vezana specifi¢na
protitelesa, usmerjena proti antigenom GI in GII. V vdolbinice smo nanesli po 100 pl
razredéenega vzorca in v dve vdolbinici $e pozitivno in negativno kontrolo iz kompleta. Ce
so ustrezni antigeni prisotni, se bodo vezali na protitelesa. Nato smo v vsako vdolbinico
dodali 100ul encimskega konjugata 1, rahlo pretresili na delovni povrSini, pokrili s folijo in
inkubirali 60 min. Konjugat 1 vsebuje specificna monoklonska protitelesa, na katera je
vezan biotin. Ta protitelesa se vezejo na poprej nastali kompleks imobiliziranega
protitelesa in antigena. Po preteCenem c¢asu smo odlili teko¢ino v odpadno posodo. Sledilo
je spiranje s 300 pl spiralnega pufra. Tako se odstrani presezek vzorca in nevezanih
protiteles. Nato smo v vsako vdolbinico dodali 100 pl konjugata 2 in inkubirali na sobni
temperaturi 30 minut. Konjugat 2 vsebuje streptavidin in encim peroksidazo. Streptavidin
se veze na biotin. Po preteceni inkubaciji smo vdolbinice sprali s petkratnim spiranjem s
300 pl spiralnega pufra. Nato smo v vsako vdolbinico dodali 100ul substrata, pokrili
ploscico s folijo in inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi. Encim peroksidaza, vezana

na streptavidin, ob dodatku substrata le-tega pretvori v moder produkt (Slika 9). Ce do
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kompleksa med imobiliziranimi protitelesi, norovirusnimi antigeni in biotin-streptavidin-
peroksidaznim kompleksom ne pride, se barva ne spremeni. Po preteCenem inkubacijskem
casu smo dodali Se 1 kapljico raztopine za ustavitev reakcije, ki vsebuje zveplovo kislino
in barva se je iz modre spremenila v rumeno. S spektrofotometrom smo pri valovni dolzini

450 nm izmerili opti¢no gostoto.
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Slika 9: Encimsko imunski test s kompleksom biotin-streptavidin-peroksidaza (Bender MedSystems, 2007)
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI VZORCEV TESTIRANIH Z METODO RT-PCR V REALNEM
CASU

Z metodo RT-PCR v realnem ¢asu smo pregledali 382 vzorcev iztrebkov, ki so bili z
obi¢ajnim testom ELISA IDEIA™ negativni na prisotnost norovirusnih antigenov.
Izkazalo se je, da je bilo kar 70/382 (18,32 %) vzorcev dejansko pozitivnih (Preglednica
3).

Preglednica 3: Rezultati RT-PCR v realnem ¢asu vzorcev iztrebkov, pri katerih smo predhodno izvedli test
ELISA IDEIA™ | vendar nismo dolo¢ili norovirusnih antigenov.

TEST | STEVILO | ODSTOTEK
ELISA NEGATIVNI-Skupaj 382 100%
RT-PCR NEGATIVNI 312 81,68%
RT-PCR POZITIVNI 70 18,32%

4.1.1 Znacilnosti vzorcev, pozitivnih z metodo RT-PCR v realnem ¢asu

70 pozitivnih vzorcev z RT-PCR v realnem ¢asu, smo dodatno analizirali. Preverili smo, iz
katerih klinik so bili poslani, kolikSna je bila starost bolnikov okuzenih z norovirusi in v
katerih mesecih so bile okuZzbe bolj pogoste.

Razvidno je, da je bilo najve¢ vzorcev poslanih iz Klinike za infekcijske bolezni in
vroc¢inska stanja UKC, sledijo ji Pediatri¢na klinika UKC, Kirurska klinika UKC, Interna

klinika UKC, razli¢ni zdravstveni domovi ter Psihiatri¢na klinika (Slika 10).
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Slika 10: Razporeditev pozitivnih vzorcev bolnikov obolelih za okuzbo z norovirusi po posiljateljih v
obdobju od novembra 2008 do februarja 2009.

Najvec bolnikov je bilo starejSih od 15 let. Sledila je skupina otrok starih od enega do Stirih

let, nato dojencki do enega leta starosti. Manj zastopana je bila skupina otrok starih od

petega do Stirinajstega leta (Slika 11).
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Slika 11: Stevilo obolelih za okuzbo z norovirusi glede na starost obdobju od novembra 2008 do februarja

2009.

Vzorce iztrebkov smo spremljali le tri mesece. Po analizi podatkov se je izkazalo, da je bil

najvecji delez okuzb v decembru, sledi januar in nato november (slika 12).
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Slika 12: Razporeditev pozitivnih vzorcev bolnikov obolelih za okuzbo z norovirusi v obdobju od novembra

2008 do februarja 2009.
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4.2 OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST TESTA ELISA IDEIA™ Norovirus

Preverjali smo obcutljivost in specifi¢nost testa IDEIA™ pri 266 vzorcih iztrebkov glede
na rezultate RT-PCR v realnem ¢asu. Rezultati so podani v Preglednici 4. Specifi¢nost je

bila visoka -94,24 %, medtem ko je bila obcutljivost nizka - 30,67 %.

Preglednica 4: Rezultati vzorcev iztrebkov pregledanih s testom ELISA IDEIA™ Norovirus in RT-PCR v

realnem cCasu.

TEST RT-PCR poz RT-PCR neg Skupaj
ELISA poz 23 11 34
ELISA neg 52 180 232
Skupaj 75 191 266

11 vzorcev iztrebkov, ki so bili s testom ELISA pozitivni, z metodo RT-PCR v realnem
casu pa negativni smo dodatno preverili. Ker test ELISA zaznava antigene norovirusov
genske skupine GI in GII norovirusov, z RT-PCR v realnem ¢asu pa smo preverjali le
prisotnost najbolj pogoste genske skupine GII norovirusov, smo naredili S¢ RT-PCR v
realnem Casu za noroviruse genske skupine GI. Izkazalo se je, da so bili negativni tudi na

noroviruse genske skupine GI

43  SPECIFICNOST IN OBCUTLJIVOST TESTA ELISA RIDASCREEN"

Preverjali smo obutljivost in specifi¢nost testa ELISA RIDASCREEN® pri 53 vzorcih
iztrebkov glede na rezultate RT-PCR v realnem ¢asu. Rezultati so prikazani v Preglednici

5. Na podlagi rezultatov smo izracunali specifi¢nost- 95,6 % in obcutljivost -50 %.
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Preglednica 5: Rezultati vzorcev iztrebkov pregledanih s testom ELISA in RT-PCR v realnem casu.

TEST RT-PCR poz RT-PCR neg Skupaj
ELISA poz 4 2 6
ELISA neg 4 43 47
Skupaj 8 45 53
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5 RAZPRAVA

Gastroenteritis je ena izmed najbolj pogostih obolenj pri ljudeh (Atmar in Estes, 2001). V
Veliki Britaniji ima vsaka peta oseba letno okuzbo Crevesja in letno hospitalizirajo preko
35 tiso€ oseb, smrtnih primerov pa je priblizno 300 (Lopman in sod., 2002). Povzrocitelji
so lahko zelo razli¢ni, kot so bakterije, paraziti, virusi. V samem vrhu virusnih
povzroditeljev se pojavljajo tudi norovirusi (Atmar in Estes, 2001). Studije, ki so jih
naredili v Veliki Britaniji, ZDA, Finski, Svedski, Norveski, Nem¢iji in na Japonskem, so
pokazale, da so norovirusi odgovorni za 50% vseh gastroenteri¢nih izbruhov. Okuzbe z
njimi so pogostejSe v zimskih mesecih. Obicajno se Stevilo okuzb zacne povecevati v
oktobru in novembru, viSek doseze nekje v januarju, nato pa se zatne postopno
zmanjSevanje z zaklju¢kom v maju ali juniju. Okuzba z norovirusi se lahko pojavi pri
ljudeh vseh starostnih skupin, ¢eprav so bolj pogoste okuzbe otrok mlajsSih od pet let in
odraslih oseb (Lopman in sod., 2002). Razlogi za njihovo hitro Sirjenje so nizka infektivna
doza, dobra stabilnost v okoljih z visoko koncentracijo klora in nizkih temperaturah,
kratkotrajna imunska zascita ter Siroka genetska raznolikost znotraj rodov (Teunis in sod.,
2008; Duizer in sod., 2004; Parrino in sod., 1977). Ugotovili so, da Stevilo okuzb iz leta v
leto narasca in v Stirih drzavah so celo zaznali pove€ano Stevilo izbruhov v pomladnih in
poletnih mesecih. Do povecanega Stevila izbruhov in spremenjenega vzorca sezonskega
pojavljanja gastroenteritisa je priSlo hkrati s pojavom novega seva znotraj genotipa 4.
genske skupine II-GII.4 (Lopman in sod., 2004b). Novi sevi GIl.4 se pojavljajo vsako
drugo leto in nekaj let kasneje Ze izginejo, kar nakazuje na zelo hitro evolucijo teh virusov.
Vzrok za to bi lahko bil v mutacijah aminokislinskih regij na povrSini virusnih delcev
(Kroneman in sod., 2008). V bolnisnicah, domovih za ostarele in ostalih zaprtih ustanovah
se okuzbe Sirijo najhitreje (PoljSak-Prijatelj in sod., 2001). Ko so raziskovali delez
izbruhov v posameznih okoljih v Sloveniji med leti 2001 in 2008, so ugotovili da je bilo
25% izbruhov v domovih za ostarele, 24 % v restavracijah in hotelih, 16 % v vrtcih, 14 %

v bolniSnicah, 11 % v pocitniskih hiSicah ter 5 % v Solah (PoljSak-Prijatelj in sod., 2008).
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5.1 RT-PCRV REALNEM CASU ZA PREVERJANJE NOROVIRUSNE RNA V
VZORCIH, KI SO BILI PREDHODNO NEGATIVNI Z OBICAJNIM TESTOM
ELISA IDEIA™

Glavni namen raziskovalcev v diagnosti¢nih laboratorijih je prepreciti nadaljnje Sirjenje
okuzb in zagotoviti, da bolnik v primeru okuzbe dobi primerno zdravljenje. Poleg tega se
zelimo izogniti nepotrebnemu zdravljenju z antibiotiki v primeru, ko gre za virusno
okuzbo. Pomembno je, da klini¢ni material pregledamo ¢im hitreje in s ¢im bolj zanesljivi
metodami. Vse diagnosticne metode imajo svoje slabosti in prednosti. Test ELISA je hiter
in preprost za uporabo, toda velik problem predstavlja nezadovoljiva obcutljivost in/ali
specificnost metode. RT-PCR v realnem casu je hitra metoda, visoko specificna in
obcutljiva, omogoca tudi hkratno zaznavo razlicnih genotipov norovirusov. Toda zahteva
izkuseno osebje in drago opremo. Vendar pa je pri imunsko oslabljenih osebah zelo

pomembna natancna in hitra diagnostika. (Rabenau in sod., 2003; De Bruin in sod., 2006).

Analizirali smo 382 vzorcev, ki so bili predhodno negativni s testom ELISA IDEIA™, v
raziskavo smo vklucili tudi nekaj vzorcev, pri katerih smo dokazali druge virusne
povzrocitelje gastroenteritisa, kot so rotaviruse, adenoviruse, ali astroviruse. 18,32 % od
skupno 382 vzorcev, je bilo po testiranju z metodo RT-PCR v realnem ¢asu pozitivnih.
Rezultati so bili pricakovani, saj velja RT-PCR v realnem c¢asu za bolj obcutljivo in
specificno metodo kot je ELISA. Pri testu ELISA potrebujemo vecjo koncentracijo virusov
v vzorcu kot pri RT-PCR, kjer je dovolj Ze prisotnost same RNA neaktivnega,
razgrajenega virusa. RT-PCR nam tako omogoca doloc¢anje virusov Se dva tedna in ve¢ po
zaCetku okuzbe. Problem lahko predstavlja tudi velika genska raznolikost norovirusov.
Test ELISA zazna antigene razli¢nih genskih skupin in tipov norovirusov. Proizvajalec teh
testov je zajel najpogostejSe genske skupine in tipe norovirusov. Toda ti virusi so gensko
zelo raznoliki in obstaja moznost, da test ELISA dolocenih genskih tipov ni zaznaval,
medtem ko smo z metodo RT-PCR v realnem c¢asu pomnozevali ohranjen odsek
norovirusne RNA vseh znanih genotipov (Gray in sod., 2007). Moznost lazno pozitivnih
rezultatov kot posledico kontaminacij lahko izklju¢imo, saj se v nobenem primeru ni

zgodilo, da bi se pomnoZevala negativna kontrola.
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Ugotovili smo, da je bilo najve¢ pozitivnih vzorcev poslanih iz Klinike za infekcijske
bolezni in vrocinska stanja UKC. To smo tudi pri¢akovali, saj so tja sprejeti bolniki s
sumom na okuzbo z raznimi virusnimi in tudi drugimi povzrocitelji bolezni. Veliko Stevilo
bolnikov je tudi prihajalo iz Pediatricne klinike, Kirurske klinike in Interne klinike. V te
klinike namre¢ prihajajo bolniki z drugimi primarnimi boleznimi oz. stanji in se z
norovirusi pogosto okuZzijo v bolnisnici ali pa se bolezenski znaki norovirusne okuzbe
pojavijo kmalu po ali tik pred sprejemom v bolniSnico. Bolniki so pogosto tudi imunsko

oslabljeni, ter tako bolj dovzetni za okuzbe, ki so nemalokrat dolgotrajne.

Pri nadaljnji analizi pozitivnih vzorcev smo ugotovili, da je bilo najvec bolnikov starih nad
15 let. Rezultati niso povsem v skladu s pric¢akovanji. Kljub temu, da je znano, da
norovirusi lahko prizadenejo vse starostne skupine, so ze v prejs$njih Studijah ugotovili, da
so bolj izpostavljeni otroci do petega leta in starostniki. Le-ti so bili v naSem diplomskem
delu vklju€eni v skupino bolnikov starih nad petnajst let in pricakovano je bilo pri njih
najve¢ pozitivnih primerov. Smo pa pricakovali vecji delez tudi pri otrocih mlaj$ih od
petega leta. Na Svedskem raziskava iz leta 2004 to potrjuje, saj je bila ve¢ina okuzenih
bolnikov stara nad 70 let in mlajSa od 5 let. So pa v raziskavi vzorce pregledovali ali z
elektronsko mikroskopijo, metodo RT-PCR v realnem casu ali s testom ELISA oz. s
kombinacijo dveh ali vseh treh naStetih diagnostiénih metod (Martin in sod., 2004),

medtem ko smo mi uporabili le dve diagnosti¢ni metodi, test ELISA in metodo RT-PCR.

Pricakovano je tudi bilo najvi§je Stevilo pozitivnih vzorcev v mesecu decembru. V Italiji je
skupina znanstvenikov vseh 12 mesecev leta 2002 spremljala okuzbe z norovirusi.
Ugotovili so, da so bile okuZbe prisotne v skoraj vseh mesecih, z izjemo aprila in junija.
Povecano stevilo okuzb se je pojavilo Ze v avgustu in septembru, najvecji delez okuzb pa
je bil od novembra do februarja, z vrhom v januarju, nato pa je sledilo postopno
zmanjSevanje obolelih oseb in se zakljucilo v mesecu maju (Medici in sod., 2006).
Podobno raziskavo so naredili tudi v Tajvanu med januarjem leta 2004 in marcem leta

2005. Najvec okuzb je bilo od novembra do februarja (Wu in sod., 2008).

Podobno raziskavo so izvedli tudi v Sloveniji, kjer so spremljali kalicivirusne izbruhe med

leti 2001 in 2008. Ugotovili so, da je najvecji delez izbruhov od oktobra do marca. Izbruhi
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se pojavljajo tudi v ostalih mesecih vendar v nizjem S$tevilu (PoljSak-Prijatelj in sod.,

2008).

5.2 OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST TESTA ELISA IDEIA™

Skupno smo pregledali 266 vzorcev s testom ELISA in RT-PCR v realnem ¢asu, ki smo ga

uporabili kot »zlati standard«.

Proizvajalec testa ELISA IDEIA™ Norovirus navaja podatke o relativni ob&utljivosti in
specifi¢nosti. Obcutljivost znasa 72,8 %, specificnost pa 100 % glede na predhodna
testiranja z metodo RT-PCR. Vendar pa opozarjajo, da negativni rezultat testa ne izkljucuje
moznosti okuzbe z norovirusi pri bolnikih, saj je moznih ve¢ vzrokov zakaj do detekcije ni
prislo. Ti vzroki so: pridobitev vzorca ob neprimernem ¢asu poteka bolezni, ko je prisotnih
premalo virusov, neprimerno vzorcenje in/ali neprimerna obdelava vzorcev. Izra¢unana
obcutljivost v naSem primeru je bila zelo nizka, le 30,67 %, medtem ko je bila specifi¢nost

94,24%, kar zelo odstopa od navedb proizvajalca.

Podobno raziskavo so izvedli tudi na Nizozemskem. S testom ELISA istega proizvajalca
so pregledali 158 vzorcev, in porocali o obcutljivosti 38% in specifi¢nosti 96%. Kot razlog
za takSne rezultate navajajo veliko genetsko raznolikost norovirusov in posledi¢éno manjSo
moznost, da s testom ELISA zajamemo vse genske skupine in genotipe. V svojo raziskavo
so prav tako vkljucevali vzorce, kjer so dokazali rotaviruse in astroviruse, vendar nobeden

od teh vzorcev ni lazno navzkrizno reagiral (De Bruin in sod., 2006).

Pregledali smo tudi 11 vzorcev, ki so bili s testom ELISA pozitivni, s testom RT-PCR v
realnem Casu pa negativni. Mozni vzroki so prisotnost zaviralcev pomnozevanja, razpad
RNK pred testiranjem, nezadostna izolacija RNK iz vzorca. Prisotnost zaviralcev
pomnoZevanja kot vzrok lahko izklju¢imo, saj se je pomnoZevala interna kontrola LUC
RNA. Verjetno je kriva nezadostna specificnost testa ELISA, ki je po nasih izra¢unih 94,24
% in torej Se vedno obstaja 6% moznost, da je priSlo do navzkrizne pozitivne reakcije s
katero drugo skupino mikroorganizmov (De Bruin in sod., 2006) in navsezadnje so bili

med nasimi preiskovanimi vzorci tudi taksni, kjer smo dokazali rotaviruse, adenoviruse in
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astrovirusive, kar bi lahko prispevalo k laZzno pozitivnim rezultatom. Mozna je tudi
sprememba nukleotidnega zaporedja v polimerazni regiji virusne RNA, kjer je nato med
reakcijo pomnozevanja prislo do neujemanj na kriti¢nih mestih, kamor bi se morali vezati

zacetni oligonukleotidi in je bilo posledi¢no pomnoZevanje neuspesno.

5.3 OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST TESTA ELISA RIDASCREEN®

Po analizi 53 vzorcev so dobljeni rezultati nakazovali obcutljivost 50 % in specifi¢nost
95,6 %. Toda na podlagi teh rezultatov nikakor ne moremo zakljuciti, da je test ELISA
RIDASCREEN® bolj zanesljiv od testa ELISA IDEIA™. Da bi lahko naredili take
zakljucke, bi morali z obema testoma preveriti iste vzorce in vkljuciti vecje Stevilo
vzorcev. Med vzorci vkljuenimi v raziskavo smo zajemali tudi take, ki so bili pozitivni na

prisotnost rotavirusov, adenovirusov in astrovirusov.

Nekatere tuje raziskave porocajo o slabSi obcutljivosti in specificnosti testa ELISA
RIDASCREEN® v primerjavi s testom ELISA IDEIA™. V Veliki Britaniji so med leti
2004, 2005 in 2006 zbrali 2254 vzorcev in jih testirali z obema testoma ELISA in izbrali
klasicno RT-PCR kot »zlati standard«. V raziskavo so zajeli tako sporadi¢ne primere
gastroenteritisa kot tudi izbruhe. Prav tako so vkljuCevali vzorce, pri katerih so dokazali
tudi adenoviruse, rotaviruse, astroviruse, sapoviruse ter bakterijo Clostridium difficile.
Prisli so do zakljugkov, da sta ob&utljivost in specifi¢nost boljsa pri testu ELISA IDEIA™.
Razlogi, ki so jih navedli, so bili predvsem, da test ELISA RIDASCREEN® zajema manj
genskih tipov norovirusov, kot pa test ELISA IDEIA™. Test ELISA RIDASCREEN®
namrec¢ slabo zaznava norovirusne genotipe GI.2, GI.6, GII.1, GIL.3, GIL.7, genotipe GI1.4,
GL5 in GIL6 pa sploh ne. Z nobenim od navedenih testov pa se ne da dolociti genotipe
GIL.7, GIL.8 in GIV.1. Razlika med obema testoma ELISA je bila manj o€itna pri primerjavi
zaznavanja genotipa GIL.4, kjer sta bila testa enako dobra. To je tudi pricakovano, saj je
genotip GII.4 norovirusov trenutno najbolj pogost povzrocitelj bolezni gastroenteritisa
(Gray in sod., 2007). V Sloveniji so med leti 2001 in 2008 izvedli raziskavo v kateri so z
metodo RT-PCR spremljali pojavljanje razliénih norovirusnih genotipov. Ugotovili so, da
je GIL.4 genotip najbolj pogost, vendar pa so se pojavljali tudi genotipi GII.1, GIL.2, GII.3
in GII.7 (PoljSak-Prijatelj in sod., 2008).
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V Avstraliji so naredili preiskavo s 130 vzorci bolnikov in izracunali 47 % obcutljivost in
71% specifiénost testa ELISA RIDASCREEN® v primerjavi z RT-PCR. 7 vzorcev je bilo
poleg norovirusov pozitivnih $e na rotaviruse, sapoviruse, adenoviruse ter astroviruse

(Dimitriadis in Marshall, 2005).

Po drugi strani pa nekateri raziskovalci porocajo o vis§ji specificnosti in obcutljivosti testa
ELISA RIDASCREEN® v primerjavi s testom ELISA IDEIA™. Izvedli so raziskavo v
katero so vkljucili 288 vzorcev bolnikov z gastroenteritisom, pri tem niso izkljucevali
takih, ki so poleg norovirusov kazali okuzbo Se z drugimi virusnimi povzrocitelji.
Primerjali so oba testa ELISA z metodo RT-PCR in izracunali obcutljivost 60,6 % in
specifi¢nost 100 % za test ELISA IDEIA™ ter 80,3 % obgutljivost in 100 % specifi¢nost
za test ELISA RIDASCREEN® (Castriciano in sod., 2006).
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6 SKLEPI

V vzorcih iztrebkov bolnikov z gastroenteritisom smo dolocili noroviruse in ugotovili, da

se rezultati uporabljenih metod med seboj precej razlikujejo.

Analizirali smo 382 vzorcev, ki so bili predhodno s testom ELISA IDEIA™ negativni. 70
vzorcev ali 18,32 %, je bilo po testiranju z RT-PCR v realnem ¢asu pozitivnih. Sklepamo
lahko, da je RT-PCR v realnem ¢asu bolj obcutljiva in specifi¢na metoda in z njo dolo¢imo
virusno RNA. Metoda RT-PCR v realnem casu je hitra, bistveno je zmanj$ana moznost

kontaminacije in je zato primerna za uporabo v diagnosti¢ne namene.

Vecino norovirusnih pozitivnih rezultatov smo dokazali pri bolnikih iz Klinike za
infekcijska in vrocinska stanja, UKC, kar je bilo tudi pri¢akovano, saj tja prihajajo ljudje,

pri katerih sumijo na virusne in druge okuzbe. Vecina bolnikov je bilo starejsSih od 15 let.

Najvec¢ okuzb je bilo v mesecu decembru, z za¢etkom narasc¢anja okuzb v novembru in
zacCetkom padanja v januarju. To ni nobeno presenecenje, saj so po tudi drugih raziskavah

sode¢ norovirusne okuzbe najbolj pogoste v zimskih mesecih.

Ker test ELISA IDEIA™ ni zadosti ob&utljiv in specifi¢en, da bi predstavljal edino
diagnosticno metodo za dolocanje sporadi¢nih primerov gastroenteriticnih okuzb, bo

potrebno sCasoma zamenjati ta test z RT-PCR v realnem casu.

V nasi $tudiji smo dobili rezultate specificnost 94,24 in obcutljivost 30,67 % za test ELISA
IDEIA™ ter specifiénost 95,6 % in ob&utljivost 50 % za test ELISA RIDASCREEN®.
Encimsko imunski komplet ELISA RIDASCREEN" sicer nakazuje bolje rezultate, vendar

s testoma nismo pregledali istih vzorcev in v dovolj velikem Stevilu.
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7 POVZETEK

Z metodo RT-PCR v realnem casu smo pregledali 382 vzorcev bolnikov z
gastroenteritisom,ki so bili predhodno negativni s testom ELISA IDEIA™. Pri naboru
vzorcev nismo izklju€evali tiste, kjer smo dolocili rotaviruse, astroviruse ter adenoviruse.
Uporabili smo zacetne oligonukleotide in sonde s katerimi dolo¢imo najpogostejSe
norovirusne genotipe genske skupine II. Z molekularno metodo smo dokazali Se dodatnih

70 norovirusnih pozitivnih vzorcev.

Bolniki pri katerih smo dokazali najve¢ norovirusnih okuzb so bili hospitalizirani na
Kliniki za infekcijska in vrocinska stanja UKC, Pediatri¢ni kliniki UKC in Kirursk kliniki

UKC. Okuzeni bolniki so bili ve¢inoma starejsi od 15 let.

Pregledali smo 266 naklju¢no izbranih vzorcev (pri tem nismo izkljucevali teh, kjer smo
dokazali druge virusne povzrocitelje gastroenteritisa) in izracunali specifi€nost in
ob&utljivost testa ELISA IDEIA™. RT-PCR v realnem &asu smo uporabili kot "zlati
standard”. Obcutljivost je znasala 30,67 %, medtem ko je bila specificnost vi§ja, in sicer
94,24 %. Z zacetnimi oligonukleotidi in sondami za gensko skupino GI norovirusov smo
preverili 11 vzorcev, ki so bili s testom ELISA IDEIA™ pozitivni, z RT-PCR v realnem
¢asu pa negativni. Vsi vzorci so bili negativni tudi na prisotnost virusne genske skupine GI

NOrovirusov.

Po pregledu 53 nakljucno izbranih vzorcev, ki niso izkljucevali ostale povzrocitelje
gastroenteritisa, sta bili ob&utljivost in specifi¢nost testa ELISA RIDACSREEN® 50 % in
95,6 %. Kot “zlati standard” smo uporabili RT-PCR v realnem ¢asu. Pregledano je bilo

premajhno Stevilo vzorcev, da bi lahko prisli do signifikantnih zakljuckov.
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Hvala tudi Barbari Soba za prijateljstvo in nesebi¢no deljenje znanja ter izkugen.

Mami in ati, sama beseda "hvala” ne bi bila dovolj, da povem koliko mi pomenita in koliko
sta mi skozi vsa ta leta pomagala. Skupaj smo se veselili vseh uspehov in jokali ob
neuspehih. Veliko sta me naucila o zivljenju, o vztrajanju, o tem kaj je res pomembno in za
kaj se je vredno boriti.

Matejka in Benjamin, vajino prijateljstvo me je drzalo pokonci ob slabih dneh in vedno
sem vedela, da se za dober nasvet in spodbuden nasmeh lahko obrnem na vaju. Hvala tudi
ostalim ¢lanom druzine Bardorfer.

Za prijetna $tudijska leta se zahvaljujem tudi Vesni V., Vesni M., Tini Z. in Tini D. Brez
vas bi bilo res dolg¢as. Hvala za pomo¢ pri Studiju, za sproscujoce pogovore in veliko
smeha.

Hvala vsem, ki ste mi stali ob strani.



