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Virusne okuzbe dihal predstavljajo pomemben vzrok obolevnosti in smrtnosti po vsem svetu
in so najpomembnejsi vzrok za obisk otrok pri zdravniku. Obstruktivna pljucna bolezen
predstavlja resno oviro za normalen razvoj otroka. Povzroditelji tega stanja so najverjetneje
virusi. Cilj naSe raziskave je bil, da z dvostopenjsko verizno rakcijo s polimerazo nested-
PCR (n-PCR) dolo¢imo DNA adenovirusov (Adv), z enostopenjsko verizno reakcijo s
polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR) pa RNA rinovirusov (RV) ter
RNA ¢loveskega metapnevmovirusa (hWMPV) v kuzninah iz zgornjih in spodnjih dihal otrok
s to boleznijo. Virusno DNA in RNA smo osamili iz zamrznjenih kuznin, zbranih v obdobju
od leta 2003 do vkljucno leta 2005, od otrok, starih od 4 mesecev do 16 let. Po kon¢ani
reakciji pomnoZevanja smo pridelke PCR dolo¢ili z elektroforezo v 2 % (u/v) agaroznem
gelu. Od 63 kuznin (30 iz zgornjih, 33 iz spodnjih dihal) smo Adv dokazali skupno v 10/63
(15,8 %), RV v 3/63 (4,7 %) in hMPV v 5/63 (7,9 %) kuznin. Kuznine, v katerih smo
dokazali viruse, so bile ve¢inoma iz zgornjih dihal. Samo v eni kuznini smo dolocili dve
vrsti virusa, RV in Adv. Kuznine, ki so imele po reakciji n-PCR pozitiven rezultat za Adv,
smo testirali $e z metodo PCR Adenovirus consensus”. Metodi nista dali enakih rezultatov.
V raziskavi smo ugotovili, da se Adv, RV in hMPV nahajajo predvsem v zgornjih in tudi v
spodnjih dihalih otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo. Poleg omenjenih virusov so lahko v
dihalih teh otrok tudi mnogi drugi virusi.
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AB Viral respiratory infections represent a significant cause of morbidity and mortality
worldwide; they are also the most important reason why children usually see a doctor.
Obstructive pulmonary disease is a serious impediment for a normal child's development. It
is probably caused by different respiratory viruses. The objective of our research was to
determine the DNA of adenoviruses (Adv) by means of the two-step nested polymerase
chain reaction (n-PCR), and the RNA of rhinoviruses (RV) and human metapneumovirus
(hMPV) by means of the single-step reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). The previously mentioned viruses are found in the clinical material of upper and
lower respiratory tract of children suffering from the disease. We extracted the viral DNA
and RNA from the frozen specimens collected during the years 2003 to 2005. The
specimens were found in children from 4 months to 16 years of age. After DNA and RNA
amplification, Adv, RV and hMPV amplicons were identified by means of electrophoresis
in a 2 % (w/v) agarose gel. From a total of 63 specimens (30 from upper, 33 from lower
respiratory tract) Adv was detected in 10/63 (15,8 %) specimens, RV in 3/63 (4,7 %)
specimens and hMPV in 5/63 (7,9 %) specimens. These specimens were mostly from upper
respiratory tract. There was only one specimen where two viruses, Adv and RV, were
detected. The specimens which had a positive result after using n-PCR assay were retested
with PCR Adenovirus consensus” assay. The methods did not reveal comparable results.
We agree that Adv, RV and hMPV are found mainly in upper but also in lower respiratory
tracts of children with obstructive pulmonary disease. Besides the viruses mentioned above,
there are other viruses possibly found in sick children as well.
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1 UvOD

Virusne okuzbe dihal so velik zdravstveni in gospodarski problem, saj predstavljajo
pomemben vzrok obolevnosti in smrtnosti po vsem svetu (Stockton in sod., 2002; Bastien
in sod., 2003; Alto, 2004; van Benten in sod., 2005). Bolezni so kuzne in se hitro Sirijo
med ljudmi. Pri otrocih 65 — 75 % okuzb dihal povzro€ajo virusi. V prvem letu Zivljenja
lahko otroci prebolijo 8 — 10 virusnih okuzb dihal. Ocenjujejo, da so bolezni dihal
pomemben vzrok smrti pri otrocih, mlajsih od 5 let (Monto in Lehman, 1998; Demers in
sod., 2000; McAdam in sod, 2004; Cabello in sod., 2006; Kusel in sod., 2006). Vstopno
mesto virusov v telo so dihala, kjer se razmnoZujejo in praviloma povzro€ajo zariS¢no
okuzbo. Respiratorni virusi redko povzrocijo sistemsko bolezen. Akutna virusna okuzba
dihal pri otrocih je obi¢ajno lahka bolezen in mine v nekaj dneh. Ugotovili so, da izzveni
pri Cetrtini otrok v treh dneh, pri treh Cetrtinah pa v ve¢ kot treh, najkasneje v Stirinajstih
dneh. Pri 5 % ostanejo tezave tudi vec kot Stirinajst dni po zacetku bolezni. V zimskem
¢asu so respiratorni virusi odgovorni za ve¢ kot polovico vseh obiskov bolnih otrok v
urgentni ambulanti in za slabo polovico sprejemov v bolnisnico (Stralioto in sod., 2004).
Pogostejse in hujSe okuzbe dihal imajo otroci, ki Zivijo v onesnazenem okolju. Otroci z
astmo in tisti s pozitivno druzinsko anamnezo za alergi¢ne bolezni imajo ob virusni okuzbi
pogosteje prizadeta spodnja dihala (van Benten in sod., 2005; Murray in sod., 2004 ).
Akutna virusna okuzba spodnjih dihal se najpogosteje kliniéno izrazi kot akutni
bronhiolitis. Otroci obicajno zbolijo s prehladnimi znaki in blago poviSano telesno
temperaturo. Kmalu za tem se pojavijo znaki poveCanega dihalnega napora. Otroci
pri¢nejo dihati hitreje, neobi€ajno sunkovito, "s trebus¢kom". Ob tem otrokom v prsih
piska. Otezeno dihanje obicajno traja 2 do 3 dni. Bolezen mine v enem tednu, vendar lahko
otroci za tem Se nekaj tednov drazece kasljajo. V primeru tezjega poteka bolezni, ko se
pokazejo znaki dihalne nezadostnosti, je potrebno zdravljenje v bolni$nici. Pri nekaterih
otrocih se epizode piskanja v prsih ponavljajo. Kar tretjini otrok do tretjega leta starosti v
prsih piska ob prebolevanju respiratornih okuzb, vendar jih ima po Sestem letu starosti le
nekaj ve¢ kot desetina astmo. Opredelitev osnove hudih ponavljajocih epizod piskanja v
prsih pri majhnih otrocih je zahtevna. Raziskave kaZejo, da se kroni¢no vnetje dihalnih poti
lahko razvije Zze v zgodnjem otroStvu, vendar se njegove znacilnosti bistveno razlikujejo od

astmatskega vnetja dihal pri starejSih otrocih in odraslih (Martinez, 1995; Macek in sod.,
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1994). V nekaterih Studijah so prisli do zakljuckov, da lahko nekateri virusi perzistirajo v
spodnjih dihalih bolnikov s skrajno neugodnim potekom bolezni Se vec let po prvi epizodi
akutnega bronhiolitisa in tako prispevajo k nastanku obstruktivne pljucne bolezni (Macek
in sod., 1994). Drugi temu nasprotujejo in menijo, da so za to odgovorni drugi patogenetski
mehanizmi (Pichler in sod., 2001).

Najpogostejsi povzrocitelji akutne virusne okuzbe dihal so respiratorni sincicijski virus,
¢loveski metapnevmovirus, virus influence, adenovirus, koronavirus, rinovirus, virus
parainfluence in enterovirus (Simoes in Rieger, 1999).

Danes lahko -etiologijo bolezni dokazemo z novimi, bolj obcutljivimi in visoko
specificnimi molekularnimi metodami za dokaz respiratornih virusov. Kljub temu
etiologija ostane v 20 — 30 % nepojasnjena. Dokaz virusa je odvisen od bolnika, od
bolezni, od sezone v letu in od razpolozljivih diagnosti¢nih metod. Verjetnost, da bomo
dokazali virus je toliko vecja kolikor hujsSa je klini¢na slika. Rezultat je izjemoma pozitiven
Se 30 dni po zacetku akutne okuzbe. Na Nizozemskem so z metodo RT-PCR (angl.:
reverse transcription-polymerase chain reaction) ugotovili viruse pri 87 % hospitaliziranih
otrok z akutno okuzbo dihal. Z metodo PCR lahko tako ugotovimo virusno etiologijo 2-
krat pogosteje kot z dokazom antigena s hitrimi metodami in/ali kulturo, saj je le-ta veliko

bolj obcutljiva in specifi¢na (Jennings in sod., 2004; Kusel in sod., 2006).

1.1  NAMEN DELA

Tudi v Sloveniji so okuzbe dihal najpomembne;jsi vzrok za obisk otrok pri zdravniku.
Obolevnost je najve¢ja v hladnejSem delu leta, od novembra do marca. Najpogosteje so
prizadeti otroci, mlajsi od Stirih let. Obstruktivna plju¢na bolezen predstavlja resno oviro
za normalen razvoj otroka. PovzroCitelji tega stanja so najverjetneje virusi. Klini¢ne
materiale teh otrok navadno pregledamo z neposredno imunofluorescenco, ki je hitra,
vendar slabSe obcutljiva metoda. Zato bi bilo potrebno te materiale preiskati z
natancnej$imi metodami, npr. s PCR. Namen diplomskega dela je bil, da s kvalitativnim
PCR ugotovimo DNA ali RNA nekaterih respiratornih virusov v kuzninah iz zgornjih in
spodnjih dihal otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo. Dolocali smo DNA adenovirusov in

RNA rinovirusov ter metapnevmovirusa.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 ADENOVIRUSI

Adenovirusi (Adv) so virusi z DNA brez ovojnice. Spadajo v druzino Adenoviridae. Prvi¢
so jih osamili leta 1953 iz tonzil bolnika. Do danes je bilo odkritih 51 serotipov, ki
povzrocajo bolezni pri ¢loveku. Razvrs€eni so v 7 vrst (A, B1, B2, C, D, E, F). Bolezni, ki
jih povzrocajo, so odvisne od posameznega serotipa. NajpogostejSe so okuzbe dihal, oci,

secil in prebavil (Brooks in sod., 2001a; Avellon in sod., 2001; Murray in sod., 2002a).
2.1.1 Morfologija in struktura

Adv so brez ovojnice in imajo ikozaedri¢no kapsido s premerom od 70 do 90 nm.
Molekulska masa je 20 do 25 x 10°. Vsebujejo 87 % proteinov in 13 % DNA. Kapsida je
sestavljena iz 252 kapsomer, med katerimi je 240 heksonov in 12 pentonov. Vsak hekson
je obdan s Sestimi heksoni, vsak penton pa s petimi heksoni. Na pentone so nekovalentno
vezana glikoproteinska vlakna, ki so pomembna za pripenjanje virusov na celice in lahko
delujejo kot hemaglutinini (Slika 2.1). Ker imajo pentoni z vlakni antigenske komponente,

so pomembni za klasifikacijo virusov in diagnozo bolezni (Murray in sod., 2002a).

glikoproteinsko
l vlakno

A B
Slika 2.1: Zgradba adenovirusov (Murray in sod., 2002a: 468)

A) Model adenovirusnega viriona z glikoproteinskimi viakni.
B) Elektronsko mikroskopska slika adenovirusnega viriona z glikoproteinskimi vilakni.
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V kapsidi se nahaja nukleokapsidni kompleks iz polipeptidov V in VII ter DNA s 33 — 45
kb pari (Slika 2.2). Genom je linearna molekula dvojnovijatne DNA (Brooks in sod.,

2001a; Murray in sod., 2002a).

Slika 2.2: Prikaz polipeptidov kapside in nukleokapsidni kompleks iz polipeptidov V in VII ter DNA (Brooks
in sod., 2001a: 376)

2.1.2RazmnoZevanje

Pomnozevanje Adv poteka dobro le v epiteljskih celicah (Brooks in sod., 2001a). Virus se
z glikoproteinskim vlaknom veze na celicni receptor CAR (angl.: coxsackievirus and
adenovirus receptor), nato pa z endocitozo vstopi v gostiteljsko celico. Podvojevanje in
prepisovanje virusne DNA poteka v jedru, kjer virus tudi dozoreva. Virusni proteini
nastanejo s prevajanjem informacijske RNA (mRNA, angl.: messenger RNA) v citoplazmi

(Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).

Pri pomnozevanju Adv lo¢imo zgodnjo in pozno fazo prepisovanja virusnega genoma
(Slika 2.3) (Brooks in sod., 2001a). Zgodnji proteini so regulacijski in encimski.
Regulacijski proteini preprecijo podvojevanje celicne DNA in sintezo celi¢nih beljakovin,
encimski pa sprozijo pomnozevanje virusne DNA. Po kon¢anem pomnoZzevanju virusne
DNA se pod njenim nadzorom sintetizirajo pozni proteini. Gre za strukturne proteine

(komponente kapside) in regulacijske proteine, ki prekinejo sintezo zgodnjih proteinov
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(Koren in Marin, 2002). Strukturni proteini nato potujejo v jedro celice, kjer poteka

sestavljanje (Murray in sod., 2002a).

Slika 2.3: Poenostavljena mapa genoma adenovirusov (Brooks in sod., 2001a: 378)

Geni se prepisujejo iz obeh vijacnic (I in d). Po prepisu zgodnjih genov iz 4 promotorskih sekvenc nastanejo
Stevilne mRNA. Vsi pozni proteini pa se prepisujejo iz 1 promotorske sekvence. Cepitev primarnih prepisov
RNA privede do popolnega repertoarja virusnih proteinov. Princip cepitve je prikazan za prepis E2. E =
zgodnji protein, L = pozni protein.

2.1.3 Patogeneza

Adv lahko povzrocijo litiéno (mukoepiteljske celice), latentno (nosnozrelno limfno tkivo in
druga limfna tkiva) okuzbo in maligno preobrazbo celic glodalcev. Vecinoma povzrocajo
lokalne okuZbe sluznice dihal, ¢revesja in oci. Sistemska okuzba je redka in je znacilna

predvsem za imunsko pomanjkljive bolnike (Murray in sod., 2002a).

Toksi¢nost pentonov zavira transport celicne mRNA, sintezo proteinov, povzroci celicno
zaokroZevanje in poSkodbe tkiva. Virus se v latentnem stanju nahaja v limfoidnem tkivu, v
tonzilah, v Peyerjevih polojih in se lahko reaktivira ob poslabSanem imunskem sistemu
bolnika. Nekateri Adv (A, B) lahko v kulturi maligno preobrazijo celice glodalcev, ni pa

dokazano, da virusi povzro¢ajo malignome pri ljudeh (Murray in sod., 2002a).

Okuzene celice so povecCane, v jedrih imajo vklju¢ke iz virusne DNA in proteinov.
Spremembe so podobne tistim, ki jih povzro€a citomegalovirus (Murray in sod., 2002a).
Na mestu okuzbe so vidni infiltrati mononuklearnih celic in nekroza epiteljskih celic

(Brooks in sod., 2001a).
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Stevilni zgodnji proteini pomagajo virusu, da se izogne imunskemu odzivu gostitelja. Med
virusnim podvajanjem nastajajo kratki segmenti RNA (VA RNA, angl.: virus-associated),
ki nudijo zasc¢ito pred protivirusnim odzivom z interferoni. Poleg tega nekateri proteini
onemogocajo lizo okuzenih celic s strani gostitelja, saj preprecijo predstavitev antigena
citotoksi¢nim celicam T in aktivacijo vnetja z dejavnikom tumorske nekroze (TNF, angl.:

tumor necrosis factor) (Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).
2.1.4 Imunost proti adenovirusom

Adv sprozijo ucinkovito in dolgotrajno imunost, ki se kaze v nastanku nevtralizirajo¢ih
protiteles. Le-ta so specificna za posamezen serotip virusa. Tako lahko preprec¢ijo ponovno
okuzbo z istim serotipom, vendar pa ne preprecijo okuzbe z drugimi serotipi. Celi¢no
posredovana imunost je zelo pomembna za omejevanje virusov, zato so za osebe s
poslabsanim imunskim sistemom znacilne ponavljajoce okuzbe (Brooks in sod., 2001a;

Murray in sod., 2002a).

Materina protitelesa navadno zascitijo dojencke pred hudimi respiratornimi okuzbami, ki
jih povzrocajo Adv. Pri ve¢ kot 50 % dojenckov, starih od 6 do 11 mesecev, so nasli
nevtralizirajo¢a protitelesa proti enemu ali ve¢ serotipom. Zdrave odrasle osebe imajo
namre¢ protitelesa proti Stevilnim serotipom. NevtralizirajoCa protitelesa proti serotipom 1,
2 in 5 se pojavijo pri 40 do 60 % posameznikov starih, od 6 do 15 let, protitelesa proti

serotipom 3, 4, 7 so manj pogosta (Brooks in sod., 2001a).

Skupinsko specificna protitelesa so drugacna, saj niso zas¢itna, oslabijo s ¢asom in ne

prepoznajo serotipov, ki so povzrocili predhodne okuzbe (Brooks in sod., 2001a).
2.1.5 Epidemiologija

Adv so razsirjeni po vsem svetu (Pring-Akerblom in sod., 1999; Murray in sod., 2002a).
Okuzbe se pojavljajo vse leto z vthom v zimskih mesecih. PrenaSajo se s Cloveka na
¢loveka z dotikom, kaplji¢no z dihalnimi izlo¢ki in z zauzitjem (fekalno-oralno). Odporni
so proti suSenju, detergentom in izlockom prebavnega trakta (kislina, proteaza, Zol¢)
(Murray in sod., 2002a). Po okuZzbi se lahko Se dalj Casa izlocajo iz Zrela z nosnozrelnimi

izlo€ki, pomembno pa je tudi izlocanje z iztrebki (Aberle in sod., 2003). Vecina okuzb
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poteka brez klini¢nih znakov in izzvenijo same po sebi. Najpogosteje povzrocajo obolenja

serotipi od 1 do 7 (Murray in sod., 2002a).

Advsov 5—10 % vzrok za okuzbo zgornjih dihal pri dojenckih in malih otrocih (Shike in
sod., 2005). Te okuZbe povzroé¢ajo serotipi 1, 2, 5 in 6 (Murray in sod., 2002a). Ceprav
Adv povzrocajo le 2 — 5 % vseh respiratornih okuzb v populaciji, pa so le-te zelo pogoste
med vojaSkimi novinci. Pripisujejo jih serotipom 3, 4, 7, 14 in 21. Okuzbe o¢i se lahko
prenaSajo na razlicne nacine, vendar je najpomembnejSi prenos z rokami. V poletnih
mesecih so pogosti izbruhi bazenskega konjunktivitisa, ki ga navadno povzroc¢ata serotipa
3 in 7. Serotip 8 povzroca resnejsi epidemicni keratokonjunktivitis. Leta 1941 se je bolezen
razSirila iz Avstralije do havajskih otokov, vse do obale Pacifika. Predvsem so okuzbe Sirili
ladjedelniski delavei. Od tod tudi izvira ime bolezni "ladjedelnisko oko". Nedavno sta
epidemijo epidemicnega keratokonjunktivitisa povzrocila tudi serotipa 19 in 37.
Pogostnost Adv okuzb pri bolnikih s pomanjkljivim imunskim sistemom je priblizno 5 do
ve¢ kot 20 %. Vi§ja je pri otrocih kot pri odraslih. RazSirjenost serotipov pri bolnikih po
transplantaciji je enaka tistim v zdravi populaciji, le da so bolezni resnejSe. Bolniki lahko
razvijejo sistemske okuzbe, ki so lahko usodne. Navadno gre pri teh bolnikih za
reaktivacijo virusa, ¢eprav je pri otrocih lahko vzrok tudi primarna okuzba. Serotipa 40 in
41 sta predvsem povezana z gastroenteritisom pri dojenckih. PrenaSata se fekalno — oralno,

pojavljata pa se endemi¢no po vsem svetu (Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).
2.1.6 Bolezni in klini¢ni znaki

Vecinoma povzrocajo okuzbe pri otrocih, manj pogosto pa se pojavljajo med odraslimi.
Prevladujejo bolezni dihal, lahko pa virusi okuzijo tudi druge organe, predvsem oci in
prebavila (Murray in sod., 2002a). Pomembno je vedeti, da lahko posamezen serotip
povzroci razli¢ne bolezni, nasprotno pa lahko razli¢ni serotipi povzroc¢ijo enake klini¢ne

znake (Brooks in sod., 2001a). Posamezne serotipe in bolezni prikazuje preglednica 2.1.
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Preglednica 2.1: Bolezni, ki jih povzrocajo adenovirusi (Brooks, 2001a: 381)

vrsta serotipi bolezen
12,18 ni simptomov
A 31 redko gastroenteritis pri majhnih
otrocih
3,7, 14 faringokonjunktivalna vrocica
3,7,14,21 akutne bolezni dihal
pljucnica, akutni febrilni faringitis
B 7 pri majhnih otrocih
11,21 akutni hemoragicni cistitis
34,35 pljucnica, ki vodi v razsejano
bolezen
akutni febrilni faringitis pri
1,2,5,6 majhnih otrocih; latentna okuzba v
C limfaticnem tkivu
L2 hepatitis pri otrocih s
transplantacijo jeter
D 8,19, 37 epidemicni keratokonjunktivitis
akutne bolezni dihal z vro¢ino,
E ! pljucnica
40, 41 gastroenteritis

2.1.6.1 Okuzbe dihal

2.1.6.1.1 Okuzbe dihal pri otrocih

Vecina otrok se v zgodnjem otrostvu srec¢a z enim ali ve¢ serotipi Adv. PrekuZenost otrok

do 5 leta starosti z enim od serotipov Adv je 70 — 80 % (Aberle in sod., 2003). Te okuzbe

so navadno mile in minejo same po sebi. Vrh okuzbe je med 6. mesecem in 5. letom

starosti (Chuang in sod., 2003). Okuzbo dihal povzro¢ajo najpogosteje serotipi 1, 2, 5 in 6

iz vrste C, serotipa 3 in 7 iz vrste B in serotipi iz vrste E (Schmidtz in sod., 1983).

Adv povzrocajo nahod, konjunktivitis, faringitis, tonzilitis, bronhitis, bronhiolitis,

pljucnico. V.5 — 10 % so vzrok za akutno okuzbo zgornjih dihal pri dojenckih in malih
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otrocih. V 4 — 10 % povzrocajo okuzbo spodnjih dihal. V 8 % so vzrok za hospitalizacijo v
enoti za intenzivno zdravljenje (EIZ) otrok s pljucnico in bronhiolitisom, ki so mlaj$i od 7
let. Za okuZzbo je znacilno hitro klinicno slabSanje, potek bolezni in laboratorijski izvidi
krvi pa so podobni bakterijski okuzbi. Smrtnost zaradi okuzbe z Adv pri teh otrocih je 25
% (Straliotto in sod., 2004; Shike in sod., 2005).

Adv se lahko ve¢ mesecev ali let po nastopu simptomov izloc¢ajo z iztrebki. Ta znacilnost
je lahko tudi vzrok za endemi¢no pojavljanje virusa med otroki. Serotipi 1, 2, 5 in 6 lahko
perzistirajo v limfoidnem tkivu in tonzilah (Brooks in sod., 2001a; Pring-Akerblom in sod.,

1999).

Adv povzroca faringitis pri 48 % otrok, ki so mlajsi od 2 let, pri 39 % tistih, ki so stari 2 do
5 let in pri 13 % Solarjev. Skoraj vsi okuZeni otroci imajo poviSano telesno temperaturo
nad 39 °C in vnetje tonzil. Polovica bolnikov ima gnojne obloge. Pojavi se tudi izcedek iz
nosu, kaSelj, bruhanje, driska, povecane sprednje vratne bezgavke, konjunktivitis, kozni
izpui¢aj, poveana jetra in povetana vranica (Dominguez in sod., 2005). Ce se ob
faringitisu pojavi Se konjunktivitis, govorimo o faringokonjunktivalni vro€ici. Pogosteje se
ta oblika okuzbe pojavlja med starejSimi otroki (Murray in sod., 2002a). Izbruhi so znadilni

predvsem za poletne tabore (Brooks in sod., 2001a).

Adv je v 29 % vzrok za gnojno angino. Lahko je edini povzrocitelj otitisa. Povzroca 4 %

vseh otitisov pri otrocih (Putto-Laurila in sod., 1999; Tsolia in sod., 2004).

Adv povzrocajo tudi akutno okuzbo spodnjih dihal, ki se lahko kaze kot bronhitis,
bronhiolitis, krup in plju¢nica. Okuzba je bodisi posledica neposrednega Sirjenja virusa iz
okuzenih zgornjih dihal ali pa posledica viremije. Enainstirideset odstotkov otrok z akutno
adenovirozo ima dokazano viremijo, ki traja manj kot 7 dni. Viremijo ima 54 % bolnikov s
prvo okuzbo in 25 % bolnikov s ponovno okuzbo. Ena tretjina otrok z viremijo preboleva
okuzbo zgornjih dihal, drugi pa okuzbo spodnjih dihal, od tega 17 % bronhitis, 28 %
pljucnico in 55 % obstruktivni bronhitis (Aberle in sod., 2003). Otroci, mlajsi od 2 let, so
dovzetnejsi za hujSe primarne okuzbe, ki so lahko usodne in imajo dolgoro¢ne posledice na

otrokovo zdravstveno stanje (Brooks in sod., 2001a).
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Srednje trajanje hospitalizacije pri otrocih, ki so mlajsi od 18 let in so okuZeni z Adv, je 2
dni. Pri okuzbi spodnjih dihal je hospitalizacija daljSa. Povprecna starost hospitaliziranih
otrok je 12 mesecev. Solarji so redko hospitalizirani zaradi okuzbe z Adv (Rocholl in sod.,
2004; Aberle in sod., 2005). Rocholl in sod. (2004) so ugotovili, da je primarni vzrok za
sprejem v bolniSnico dihalna stiska ali hipoksija. Ve¢ kot Cetrtina otrok potrebuje umetno

predihavanje.

SoCasno okuzbo z Adv in respiratornim sincicijskim virusom (RSV) ter Adv in
rinovirusom ima 14 in 17 % bolnikov. Otroci z dvojno okuzbo so mlajs$i, hospitalizacija pa

je daljsa kot pri enojni okuzbi (Aberle in sod., 2005).
2.1.6.1.2 Akutne dihalne bolezni pri vojaskih novincih

Akutne dihalne bolezni pri vojaskih novincih najpogosteje povzrocata serotipa 4 in 7,
pomembni pa so tudi serotipi 3, 14 in 21 (Echavarria in sod., 2002). Simptomi so vrocina,
slabost, bolece grlo in kaSelj. Zaplet okuzbe je pljucnica, ki se razvije v 10 %. Med
zdravimi odraslimi civilisti so te okuzbe manj pogoste, visoka stopnja obolevnosti pa se
pojavlja med vojaskimi novinci. Vzroka za to sta razmeroma velika skupnost in tezke

fizi¢ne vaje (Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).
2.1.6.2 OKkuzbe o¢i

Folikularni konjunktivitis (vnetje oCesne veznice) se lahko pojavi sporadi¢no ali v obliki
izbruhov. Vir takega izbruha so kopalni bazeni. Gre za milo okuzbo, ki navadno izzveni
sama po sebi in ne povzroc¢a trajnih posledic. Bolezen je lahko tudi eden izmed simptomov

faringokonjunktivalne vroc¢ice (Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).

Resnejsa bolezen je epidemicni keratokonjunktivitis. Gre za zelo kuZno bolezen, ki se kaze
kot akutni konjunktivitis z bolefinami, povrSinskim pikcastim vnetjem roZenice ter
motnjami vida, ki lahko trajajo ve¢ let (Brooks in sod., 2001a). Re¢emo ji tudi
"ladjedelnisko oko", saj se je v letih 1941 in 1942 pojavilo ve¢ kot 10.000 primerov te
bolezni med delavci v pomorskih ladjedelnicah pristanisc¢a Pearl Harbour (Murray in sod.,

2002a).
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2.1.6.3 OkuZzbe prebavnega trakta

Adv so najpogostejSi povzrocitelji akutnega virusnega gastroenteritisa; v 15 %
predstavljajo vzrok za nastanek gastroenteritisa pri hospitaliziranih bolnikih. Serotipa 40 in
41 povzrocata tudi diareje pri dojenckih. Zelo redko povzrocijo vrocino in simptome, ki so

znacilni za okuzbo dihal (Murray in sod., 2002a).
2.1.6.4 Druge okuzbe

Adv lahko povzrocijo tudi oslovskemu kaslju podobno bolezen, akutni hemoragi¢ni cistitis

z disurijo in hematurijo, okuzbe koze in spolovil (Murray in sod., 2002a).
2.1.6.5 OkKkuzbe pri imunsko pomanjkljivih osebah

Imunsko pomanjkljivi bolniki predstavljajo riziéno skupino za resne Adv okuzbe. Le-te
vklju€ujejo pljucnico in hepatitis. Do okuzbe lahko pride ob reaktivaciji virusa ali pa gre za

zunanji izvor (Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).
2.1.7 Laboratorijska diagnostika okuZzb z adenovirusi

OkuZzbo z Adv potrdimo z neposrednim dokazom virusa ali z dokazom specifi¢nih
protiteles pri bolniku. Imunodetekcija antigena je slabSe obcutljiva metoda. Bolj obcutljiva
metoda je osamitev virusa na celi¢ni kulturi. Najboljsa preiskava za dokaz akutne okuzbe
dihal je PCR, ker dokazujemo DNA virusa v zrelu, krvi in/ali secu. Z novejSo metodo PCR

lahko dokaZzemo vseh 51 serotipov Adv (Vabret in sod., 2004; Shike in sod., 2005).
2.1.7.1 Dokazovanje virusa na celi¢ni kulturi

Za osamitev Adv so najprimernejSe celicne kulture iz embrionalnih ¢loveskih ledvic, ki pa
so tezko dostopne. Zato se pogosteje uporablja trajne celi¢ne linije, kot so HeLa (trajna
linijja humanih celic karcinoma vratu maternice), HEp-2 (trajna linija celic humanega
karcinoma grla). Po 2 do 20 dneh virus povzroci liticno okuzbo z znacilnimi vkljucki v
celicah (Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a). Hitrejsi nacin dokazovanja virusa
predstavlja metoda "shell vial". Celice gojimo na stekelcih v posebnih posodicah. Po

inokulaciji kuznine na celi¢no kulturo sledi centrifugiranje, s katerim virusom "olajSamo"
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vstop v celice. Po 48- in 72-urni inkubaciji z oznac¢enimi monoklonskimi protitelesi

dolo¢amo virusni antigen.
2.1.7.2 Detekcija virusnih antigenov neposredno v kuZnini

Imunodetekcija antigena (posredna, neposredna imunofluorescenca) je slabse obcutljiva
metoda (Shike in sod., 2005). Kljub temu pa jo v diagnosticnih laboratorijih veliko
uporabljajo, saj dobimo rezultate v manj kot 4 urah; metoda je ponovljiva in ni draga

(Rocholl in sod., 2004).
2.1.7.3 Dokazovanje nukleinske kisline

Ceprav je izolacija Adv na celi¢ni kulturi visoko obdutljiva in ostaja zlati standard, pa ni
primerna za diagnostiko. Je namre¢ dolgotrajna, lahko pa se tudi zgodi, da pride do
kontaminacije celi¢nih kultur z bakterijami in glivami. Sedanja diagnostika se vedno bolj
nagiba k PCR. Omogoca hitrejSo dolocitev virusne DNA kot osamitev na celi¢ni kulturi,
hkrati pa je bolj obcutljiva (Avellon in sod., 2001; Rocholl in sod., 2004). Za dokaz Adv so
v diagnosti¢nih laboratorijih razvili Stevilne razli¢ice metode PCR, ki temeljijo na uporabi
zacetnih oligonukleotidov, ki se prilegajo na ohranjene dele genov za hekson, VA RNA in
DNA polimerazo (DPol) (Allard in sod., 1990; Kidd in sod., 1996; Morris in sod., 1996;
Raty in sod., 1999; Brooks in sod., 2001a; Avellon in sod., 2001; Vabret in sod., 2004;
Chmielewicz in sod., 2005) Vec¢inoma gre za kvalitativne teste, kot so npr. enostopenjski
PCR in dvostopenjski nested-PCR, ki temelji na uporabi zunanjih in notranjih zacetnih
oligonukleotidov (Avellon in sod., 2001; Chmielewicz in sod., 2005). Po koncani reakciji
dobimo pozitiven ali negativen rezultat. Na trzis¢u so ze komercialni kompleti, ki
omogocajo identifikacijo "pozitivnega" vzorca do vrste s specifiénimi sondami (Vabret in
sod., 2004). Lee in sod. (2005) so razvili enostopenjski "multiplex" PCR, ki zajame vse
serotipe in uspes$no lo¢i med serotipoma 3 in 7. V zadnjem casu so razvili Se bolj
izpopolnjeno metodo za dolo¢anje virusne DNA. To je kvantitativni PCR v realnem casu
(real-time PCR, angl.: real-time polymerase chain reaction), pri katerem poteka soc¢asno
pomnozevanje in detekcija virusnega genoma z oznaCeno molekulsko sondo.
Chmielewiczova in sod. (2005) pa so naredili korak naprej. Razvili so namre¢ PCR v

realnem cCasu, ki omogoca identifikacijo posameznih vrst v manj kot dveh urah.
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2.1.7.4 Seroloske preiskave

OkuZba povzro€i nastanek protiteles, uperjenih proti skupinskim antigenom. Sam test za
dokaz protiteles je enostaven, svezo okuzbo pa dokazemo z najmanj 4-kratnim porastom
titra protiteles med akutno in rekonvalescentno fazo (Brooks in sod., 2001a; Avs§i¢ Zupanc,
2002). Problem seroloskih preiskav je, da nam lahko dajo lazno pozitivne rezultate zaradi
predhodnih okuzb. Mozni so tudi laZzno negativni rezultati pri bolnikih, ki so imunsko
pomanjkljivi in ne razvijejo ustreznega protitelesnega odziva (Avellon in sod., 2001). Za
dolocanje posameznega serotipa sta najprimernej$i metodi inhibicija hemaglutinacije in
nevtralizacijski test. Slednja je tehni¢no zahtevna in dolgotrajna, zato se v vsakodnevni
diagnostiki ne uporablja vendar pa je ucinkovita za dolocanje specifi¢nih protiteles proti

posameznim serotipom (Av§i¢ Zupanc, 2002).
2.1.7.5 Diagnostika enteri¢nih adenovirusov (serotip 40 — 42)

Za diagnostiko enteri¢nih serotipov so najprimernejSe metode PCR, encimskoimunska
metoda (ELISA, angl.: enzyme-linked immunosorbent assay) in elektronska mikroskopija

(Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).
2.1.8 Zdravljenje okuzb, Ki jih povzrocajo adenovirusi

Zdravljenje bolnikov je podporno. Pri otrocih z oslabljeno odpornostjo in sistemsko
okuzbo z Adv preizkusajo ucinkovitost ribavirina, cidofovirja in ganciklovirja (McCarthy
in sod., 1995; Shetty in sod., 2000; Krilov in sod., 2005). S prou¢evanjem ucinkovitosti
ribavirina in cidofovirja za zdravljenje takSnih otrok so Gavin in sod. (2002) prisli do
sledecih rezultatov: z intravenskim dajanjem ribavirina sta ozdravela dva otroka od petih,
kot neucinkovit pa se je izkazal, ¢e so z zdravljenjem priceli pozno v poteku okuZzbe.
Zaradi nefrotoksi¢nosti so cidofovir umaknili iz uporabe.

Na trziscu ni cepiva za splosno uporabo, so pa pripravili cepivo proti serotipoma 4 in 7, ki
ga uporabljajo za vojake. Gre za ziv neoslabljen virus, ki se ga daje oralno v obliki
zelatinastih kapsul. Na ta nacin se virus izogne dihalom in tako ne more povzrociti okuZzbe.
Sprosti se v Crevesju, kjer poteCe asimptomatska okuzba, zaradi Cesar se povisa titer

protiteles (Brooks in sod., 2001a; Murray in sod., 2002a).
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2.2 RINOVIRUSI

Rinovirusi (RV) so RNA virusi, ki spadajo v druzino Picornaviridae. Znanih je ve¢ kot
100 serotipov RV (Murray in sod., 2004). So najpomembnejsi povzrocitelji prehlada in
okuzb zgornjih dihal (Murray in sod., 2002b). Postajajo pa tudi vedno bolj pomembni

povzrocitelji zapletov po presaditvi celic ali organov.
2.2.1 Morfologija in struktura

RV so goli virusi, saj nimajo zunanje lipidne ovojnice. Veliki so od 20 do 27 nm z
molekulsko maso 8,5 x 10°. Proteini predstavljajo 70 % virusa, RNA pa 30 %. Imajo
ikozaedri¢no kapsido, ki je sestavljena iz 60 protomerov. Vsak protomer vsebuje Stiri
razlicne proteine VP1, VP2, VP3 in VP4. Pet protomerov se povezuje v pentamer, ki
predstavlja najbolj stabilno in osnovno enoto virusa. Proteini VP1, VP2 in VP3 se nahajajo
na povrsini. So strukturni proteini, ki predstavljajo glavne antigenske komponente, in so
pomembne za vezavo virusa na specificna receptorska mesta gostiteljske celice (Brooks in
sod., 2001b; Murray in sod., 2002b). VP4 je notranji protein, ki lezi med kapsido in
virusno RNA. Nastane Sele, ko se virus veze na celi¢ni receptor (Brooks in sod., 2001b;
Murray in sod., 2002b). Receptorsko mesto za ve¢ kot 80% rinovirusov je ICAM-1 (angl.:
intercellular adhesion molecule 1). Ligandi rinovirusov, ki se vezejo na ICAM-1, niso
izpostavljeni na virusni povrsini, ampak lezijo na dnu posebnih kanjonov, ki jih oblikujejo

beljakovine virusne kapside VP1, VP2 in VP3 (Slika 2.4) (Koren in Marin, 2002).

Pantamer

Kapsida

Protomer

Slika 2.4: Zgradba rinovirusov (Brooks in sod., 2001b: 445)
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V kapsidi je genom virusa. Gre za linearno enojnovijacno pozitivno polarno RNA s
priblizno 7200 nukleotidi. Genomska RNA ima 3' konec poliadeniliran (poly A), na 5'
konec pa je kovalentno vezan polipeptid VPg (Slika 2.5) (Brooks in sod., 2001b; Murray
in sod., 2002b). Poly A naj bi povecal infektivnost virusa, protein VPg pa naj bi bil
pomemben pri vklju€evanju genoma v kapsido in pri zacetku sinteze virusne RNA (Murray
in sod., 2002b). Pozitivno polarna RNA deluje kot mRNA in tako neposredno sodeluje pri

sintezi virusnih proteinov v gostiteljski celici (Koren in Marin, 2002).

P1 P2 P3 3

S' ntr ¢
e—| 1A [ 1B | IC | 1D | 2A | 2B | 2C | 3A | 3B | 3C | 3D }— Poly (&)

VPg
Slika 2.5: Struktura rinovirusne RNA in genetska organizacija poliproteina (Brooks in sod., 2001b: 446)

RNA je urejena 5'-VPg-ntr-poliprotein-ntr-polyA. Ntr pripada regijam, ki se ne prepisujejo. P1, P2 in P3 so
prekurzorski proteini, ki jih cepijo virusne proteaze v koncne produkte.

2.2.2 RazmnoZevanje

Pomnozevanje najbolje poteka v citoplazmi epiteljskih celic zgornjih dihalnih poti. Da
pride do pomnoZevanja virusa, mora ta vstopiti v gostiteljsko celico. Virus se preko
kanjona veze z receptorskim mestom ICAM-1 na gostiteljski celici (Brooks in sod.,
2001b). Sledi vstop virusnega delca brez VP4 v celico ter spros¢anje RNA (slacenje
virusa). Za vstop v celico je potreben transportni mehanizem, ki omogoca prehod polarne
RNA preko lipidne membrane celice. Pomembno vlogo pri transportu ima verjetno protein
VP4, ki sodeluje tudi pri vezavi na gostiteljsko celico (Levstek, 1998). Virusna RNA se
prevede v poliprotein, ki vsebuje proteine plas¢a in encimske proteine.Virusne proteaze ga
cepijo v prekurzorske proteine P1, P2 in P3. S cepljenjem P3 nastanejo od RNA odvisna
RNA polimeraza, proteaze in VPg. Sele nato se pri¢ne sinteza nove virusne RNA (Brooks
in sod., 2001b). RNA polimeraze sintetizirajo negativno polarno RNA, ki sluZi kot matrica
za nastanek novih pozitivno polarnih RNA. Nekatere se vstavljajo v kapsido, druge pa
sodelujejo pri nadaljni sintezi virusne RNA (Brooks in sod., 2001b; Murray in sod.,
2002b). Proteaze cepijo P1 na strukturne proteine VPO, VPl in VP3. Nato sledi

sestavljanje virusa iz slednjih proteinov v protomere in pentamere ter vstop VPg-RNA v
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kapsido. Nastane provirion, ki Se ni infektiven, dokler se VPO ne cepi v VP2 in VP4

(Brooks in sod., 2001b). Virusi se sprostijo iz celice ob njeni lizi (Murray in sod., 2002b).
2.2.3 Patogeneza

RV se najbolje pomnozujejo pri temperaturi 33 °C. Prav zaradi te lastnosti se virusi
nahajajo v hladnejSem okolju nosne sluznice (Murray in sod., 2002b). Okuzbo lahko pri¢ne
samo en kuzen virusni delec, ko pa je vrh bolezni (2 do 4 dni po izpostavitvi), lahko nosni
izloCki vsebujejo tudi koncentracije 500 do 1000 kuznih virusnih delcev na mililiter
(Brooks in sod., 2001b; Murray in sod., 2002b). Virus vstopa skozi nos, usta ali o¢i in
povzroci okuzbo zgornjih dihal in Zrela. Vefinoma pride do virusnega pomnozevanja v
nosu. OkuZene celice spro$¢ajo bradikinin in histamin, kar povzro¢i znake prehlada

(zamasSen nos, nosni izcedek, kihanje, kasljanje, vneto zrelo) (Murray in sod., 2002b).

V razli¢nih Studijah so prisli do ugotovitev, da se RV lahko pomnozujejo tudi v celicah
spodnjih dihal. Narava okuzbe spodnjih dihal je enaka kot pri zgornjih dihalih. RV skoraj
ne povzrocajo histoloskih sprememb, do vnetja pa pride zaradi aktivacije predvnetnih
mediatorjev IL-6, IL-8 in RANTES (kemotaktiCen citokin za eozinofilce) (angl.: regulared
upon activation normal T-cells expressed and secreted) (Papadopoulos in sod., 2000;

Rihkanen in sod., 2004; Hayden, 2004).

Kot odziv na okuzbo nastane tudi interferon (IFN), ki naj bi omejil napredovanje le-te in
prispeva k simptomom (Murray in sod., 2002b). Zanimivo je, da sproS¢anje citokinov med
vnetjem pospesi Sirjenje nekaterih serotipov. Citokini namre¢ povisajo izrazanje I[CAM-1
(Murray in sod., 2002b; Hayden, 2004). Med okuzbo virusne RNA ovirajo celicne RNA in
celi¢no sintezo proteinov. Vse to prispeva k citopatoloSkemu ucinku virusa na celice

(Brooks in sod., 2001b; Murray in sod., 2002b).
2.2.4 Imunost proti rinovirusom

Imunost proti RV je zaCasna in zaradi Stevilnih serotipov najverjetneje ne prepreci
poznejsSih okuzb. Pri primarni okuzbi nastanejo pri vecini ljudi sluzni¢na protitelesa IgA, v
serumu pa protitelesa IgG. Koli¢ina IgA pade zelo hitro, IgG pa se obdrZijo v serumu v

nizjih koncentracijah Se priblizmo 18 mesecev po okuzbi. Protitelesa se pojavijo 7 do 21
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dni po okuzbi, zato nimajo bistvene vloge pri okrevanju. Le-to naj bi imel IFN (Brooks in

sod., 2001b; Murray in sod., 2002b).
2.2.5 Epidemiologija

Razsirjeni so po vsem svetu, vrh okuzbe je zgodaj jeseni in pozno pomladi. PrenaSajo se na
dva nacina; z aerosoli ter z okuZzenimi rokami in okuZenimi predmeti. Prevladujo¢ nacin
Sirjenja predstavlja neposredni stik med dvema osebama (Brooks in sod., 2001b; Hayden,
2004). Pomembni so tudi asimptomatski prenasalci (Aberle in sod., 2005). Z RT-PCR so
odkrili virus pri Stevilnih zdravih otrocih in s tem potrdili prodorno naravo samega virusa v
populaciji, ko je le-ta epidemicen (Rakes in sod., 1999; Rihkanen in sod., 2004; Druce in
sod., 2005; Lemanske in sod., 2005; Kusel in sod., 2006).

Virusi so zelo stabilni in prezivijo ve¢ ur na okuzenih predmetih. Odporni so na suSenje in
detergente, obcutljivi pa so na kisle vrednosti pH. Inaktiavcija se za¢ne pri pH vrednosti 6,
popolna pa nastopi pri vrednosti pH 3. Optimalna temperatura pomnoZevanja je 33 °C in

manj (Brooks in sod., 2001b; Murray in sod., 2002b).

Zbolijo lahko vsi, pogosteje zbolevajo dojencki in otroci. Virus se §iri znotraj druzin.
Vanje ga vnasajo ve¢inoma predsolski in Solski otroci. Do okuzb drugih druzinskih ¢lanov,

navadno otrok, pride v 30-70 % (Brooks in sod., 2001b).

V sezoni se pojavlja veC serotipov, ki lahko povzrocijo okuzbe, prevladujejo pa novo
odkriti. To kaze, da se tudi pri rinovirusu dogaja postopen antigenski odmik (angl.: drift),
podobno kot se le-ta dogaja pri virusu influence (VI) (Brooks in sod., 2001b; Murray in
sod., 2002b).

2.2.6 Bolezni in kliniéni znaki

RV povzrocajo ve¢ kot polovico okuzb zgornjih dihal pri starej$ih otrocih in odraslih
(Johnston in sod., 1995). So glavni povzro€itelji navadnega prehlada in povzrocitelji
zapletov, ki sledijo okuzbam zgornjih dihal, kot sta sinuzitis in otitis. Rezultati klini¢nih
Studij kazejo, da so okuzbe z RV drugi najpogostejsi povzrocitelj plju¢nice in bronhiolitisa
pri dojenckih in  malih otrocih (Hayden, 2004). Pri bolnikih z astmo, kroni¢no

obstruktivno plju¢no boleznijo (KOPB) ali cisticno fibrozo navadno povzro€ajo
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poslabsanje le-teh (Papadopoulos in sod., 2000; Hayden, 2004; Kusel in sod., 2006).
Vpleteni naj bi bili v hude okuzbe spodnjih dihal pri starejSih ljudeh in pri imunsko
pomanjkljivih bolnikih (predvsem po presaditvi kostnega mozga), vendar o tem ni veliko

znanega (Hayden, 2004).
2.2.6.1 Okuzbe otrok z rinovirusom

RV povzrocajo 30 — 50 % vseh akutnih okuzb dihal pri otrocih, na visSku sezone pa tudi do
80% (Murray in sod., 2004; Rihkanen in sod., 2004; Aberle in sod., 2005). V prvih devetih
mesecih starosti so najpogostejsi vzrok za okuzbo dihal in predstavljajo 51 % vseh epizod

bolezni (Aberle in sod., 2005).

RV najpogosteje povzrocajo prehlad. Zacetek bolezni je postopen, praviloma brez vrocine,
pogosto z zamasenim nosom, smrkanjem in bole€inami pri poziranju. Bolnik obi¢ajno ne
kaslja in nima izrazitega glavobola ali bole¢in v miSicah. Bolezen traja obicajno 10 dni

(Brooks in sod., 2001b).

Vse vec¢ raziskav potrjuje, da so RV pomemben povzrocitelj akutne okuzbe spodnjih dihal,
bronhiolitisa in sprozilec astmati¢nega napada (Papadopoulos in sod., 2000; Lemanske in
sod., 2005; Pitrez in sod., 2005; Kusel in sod., 2006). Pri 11 % otrok z okuzbo spodnjih
dihal, ki se zdravijo v ambulanti, ugotovimo RV (Aberle in sod., 2005). RV ugotovimo pri
12 — 15 % otrok z okuzbo spodnjih dihal, ki se zdravijo v bolniSnici (Lemanske in sod.,
2005). RV so drugi najpogostejSi vzrok za okuzbo spodnjih dihal, takoj za RSV.
Predstavljajo 30 do 40 % vseh bronhiolitisov pri dojenckih (Pitrez in sod., 2005).

Lemanske in sod. (2005) so v raziskavi ugotovili, da ima pri 63 % dojenckov z RV
povzroCeno sopenje v prvem letu Zivljenja mocan vpliv na kasnejSe pojave tezkega
dihanja. Ali se bodo le-te nadaljevale tudi kasneje v otrostvu, je odvisno predvsem od tega,
kako huda je akutna okuZzba in ne od pogostosti okuzb v detinstvu. Zelo verjetna sta dva
mehanizma, ki privedeta do ponavljajoega sopenja v zgodnjem otroStvu: ponavljajoce

hude virusne okuzbe, ki poSkodujejo pljuca in prirojen oslabljen protivirusni odziv.

Otroci z obstruktivnih bronhitisom, ki so okuzeni z RV, so v primerjavi z otroci, ki so

okuzeni z RSV, starejsi, pogosteje so tahikardni in so imeli piskajoce dihanje v preteklosti.
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Veckrat imajo v anamnezi alergi¢ne bolezni in v periferni krvi izrazeno eozinofilijo (Rakes

in sod., 1999; Korppi in sod., 2004; Lemanske in sod., 2005).

Pogoste so socasne okuzbe z drugimi virusi, predvsem z Adv in z RSV. Druce in sod.
(2005) so ugotovili, da so RV navzoci v 59 % vseh koinfekcij. Prav tako so dvojne okuzbe
z RV in RSV dokazali tudi Pitrez in sod. (2005) pri dojenckih z akutnim bronhiolitisom.
Otroci z dvojno okuzbo imajo hujsi potek bolezni (Pitrez in sod., 2005), ¢eprav v nekaterih
Studijah niso nasli znacilne povezave med koinfekcijo in hujSim potekom bolezni
(Andreoletti in sod., 2000; Papadopoulos in sod., 2002). Bolniki z dvojno okuzbo se

pogosteje zdravijo v bolnisnici kot tisti, ki imajo okuzbo, povzro€eno z enim virusom.

Pri Solarjih so v 45 % vzrok za virusno plju¢nico (Tsolia in sod., 2004). RV je lahko edini

povzrocitelj otitisa pri otrocih (Rihkanen, 2004).

Rihkanen in sod. (2004) so dokazali, da RV perzistira v tkivu tonzil Se ve¢ tednov po
okuzbi in ne povzroc¢a klinicnih znakov. Po preboleli okuzbi dihal se izloca Se pet do Sest

tednov (Aberle in sod., 2005).
2.2.7 Laboratorijska diagnostika okuzb z rinovirusom

RV lahko dokazemo z osamitvijo na celicni kulturi na podlagi znacilnega citopatskega
ucinka in nato Se z dokazom obcutljivosti na kisline. Za diagnostiko okuzb je ta metoda
manj primerna, saj zahteva do 2 tedna, da dobimo rezultat (Makela in sod., 1998; Rotbart
in Hayden, 2000; Steininger in sod., 2001; Murray in sod., 2002b; Loens in sod., 2006).
Zaradi Stevilnih serotipov tudi serologija ni primerna (Murray in sod., 2002b). Neposreden
dokaz RV v kuznini z monoklonskimi protitelesi Se ni mozen, saj na trziscu Se ni ustreznih.
Za dokaz RV v diagnosti¢nih laboratorijih tako uporabljajo enostopenjsko verizno reakcijo
s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR), ki je obcutljiva in razmeroma
hitra. Uporabljajo zaCetne oligonukleotide, ki se prilegajo na visoko ohranjeno 5'-
nekodirajoco regijo (5'-NCR, angl.: 5'-noncoding region) med vsemi serotipi RV

(Steininger in sod., 2001; Winther in sod., 2006).
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2.2.8 Zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo rinovirusi

OkuZbo z RV zdravimo podporno. Preventivno dajanje pirodovirja v nos 6-krat/dan v 85 %
prepreci okuzbo z RV. Dajanje zdravil 24 ur po inokulaciji virusa v nos nima ucinka,
skraj$a pa izlo¢anje virusa na 3 — 5 dni (Hayden, 2001). Plekonaril zavira pomnoZevanje
RV, saj se veze v kanjon in tako prepreci vezavo virusa na celi¢ni receptor ICAM-1 (Slika
2.6). lIzkazal se je kot ulinkovit pri preprecevanju okuzbe in vitro pa tudi in vivo.
Enviroksim je derivat benzimidazola in upocasnjuje razmnozevanje rinovirusov v celi¢nih
kulturah, saj zavira od RNA odvisno RNA polimerazo. V klini¢nih preizkusih se ni prevec
izkazal (Brooks in sod., 2001b; Murray in sod., 2002b; Anzueto in Niederman, 2003). Pet-
dnevno dajanje IFN-a v nos se je izkazalo kot ucinkovito pri preprecevanju Sirjenja RV
znotraj druzine, vendar lahko njegova dolgotrajna uporaba povzroci Se hujSe klini¢ne
znake kot pa sama okuzba z RV. Razvili so tudi zdravilo AG7088, ki je bilo uspesno in
vitro. Zavira delovanje virusne 3C proteaze, ki je bistvena za virusno pomnozeavnje in
sestavljanje virusa. V prihodnosti bodo potrebna Se Stevilna preizkuSanja, da bodo

ugotovili ali je AG7088 uporaben tudi in vivo (McKinlay, 2001).

ASN TYR VAL VAL
LEU ypa

FMA notran)ost

Slika 2.6: Vezavno mesto protivirusnega zdravila v VPI rinovirusov (Brooks in sod., 2001b: 445)

Prikazano protivirusno zdravilo preprecuje vezavo virusa na ICAM-1 zaradi deforamcije dna kanjona.

Zaradi Stevilnih serotipov, postopnega antigenskega odmika in zaradi sprozanja zacasnega
imunskega odziva, RV ni dober kandidat za razvoj cepiva (Brooks in sod., 2001b; Murray

in sod., 2002b).
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2.3 CLOVESKI METAPNEVMOVIRUS

Cloveski (humani) metapnevmovirus (hMPV) je virus z RNA, ki ga uvr§¢amo v druzino
Paramyxoviridae, poddruzino Pneumovirinae in rod Metapneumovirus. Prvi¢ so ga
osamili leta 2001 na Nizozemskem iz nosnega Zrela otrok (van den Hoogen in sod., 2001).
Od odkritja pa do danes so hMPV dokazali v kliniénem materialu iz zgornjih in spodnjih
dihal bolnikov vseh starosti po vsem svetu (Peret in sod., 2002; Freymuth in sod., 2003;
Maggi in sod., 2003). V cloveski populaciji krozi Zze najmanj od leta 1958, saj so
protitelesa dokazali v shranjenih serumih otrok in odraslih iz tega leta (van den Hoogen in
sod., 2001). Rezultati filogenetskih raziskav kazejo na Stiri genske linije: dve glavni liniji
A in B, od katerih vsaka vsebuje po dva podtipa (A1, A2 in B1, B2) (van den Hoogen in
sod., 2001; Peret in sod., 2002; Maggi in sod., 2003, Hamelin in sod, 2004; K6nig in sod.,
2004).

2.3.1 Morfologija in struktura

hMPYV ima pleomorfno, sferi¢no in filamentozno obliko (Slika 2.7). Ima lipidno ovojnico.
V premeru meri od 150 — 600 nm in ima izrazite ovojni¢ne izrastke, dolge med 13 — 17
nm. Premer nukleokapside je 17 nm. hMPV ne kaze hemaglutininske aktivnosti (van den

Hoogen in sod., 2001, Peret in sod., 2002, Maggi in sod., 2003).

Slika 2.7: Elektronsko mikroskopska posnetka ¢loveskega metapnevmovirusa (Hamelin in sod., 2004: 984;
Alto, 2004:467)

A)  Osrednja slika prikazuje 5 virusov pleomorfnih oblik, slika v desnem zgornjem in levem spodnjem
kotu pa filamentozno palic¢asto obliko virusa.
B) Slika prikazuje sfericno obliko virusa.
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Genom je nesegmentirana, enojnovijacna, negativno polarna RNA, dolzine priblizno 13 kb
(van den Hoogen in sod., 2001; Maggi in sod., 2003; Hamelin in sod., 2004). Sestavljen je
iz 8 genov, ki kodirajo nukleoprotein (N), fosfoprotein (P), beljakovino matriksa (M),
fuzijski protein (F), transkripcijski elongacijski faktor/RNA sintezni regulatorni faktor
(M2), majhen hidrofobni protein (SH), glikoprotein za pripenjanje (G) in od RNA odvisno
RNA polimerazo (L) (van den Hoogen in sod., 2002). Od vseh ¢loveskih virusov je hMPV
najbolj podoben RSV, razlikuje se le v vrstnem redu genov in v tem, da nima genov za
protein NS1 in NS2, ki ju ima genom RSV na 3' koncu (Slika 2.8) Kljub temu pa je med
RSV in hMPV na nivoju nukleinskih kislin le 30 % homolognost (van den Hoogen in sod.,
2001; van den Hoogen in sod., 2002).

RSV

s = H ~ HeHeHes H o H v Hwf =}
15,2 Kb

hMPV

s H - o H « Hw Mo e H o Fs
13,3 Kb

Slika 2.8: Genomska ureditev respiratornega sincicijskega virusa (zgoraj) in ¢loveskega metapnevmovirusa
(spodaj) (Hamelin in sod., 2004:985)

hMPYV je genetsko najbolj podoben RSV. Razlika med njima je le v zaporedju genov in dveh genih za protein
NS1 in NS2, ki ju genom hMPV nima. Posamezni geni so oznaceni z okvircki.

Funkcija nukleoproteina (angl.: N-nucleoprotein) je zas¢ita genomske RNA (Bastien in
sod., 2003). Fosfoprotein (angl.: P-phosphoprotein) naj bi imel pomembno vlogo bodisi v
procesu sinteze RNA ali pri ohranjanju integritete nukleokapsidnega kompleksa (Ling in
sod., 1995). Stabilnost sredice viriona zagotavlja beljakovina matriksa (angl.: M-matrix).
Lezi pod virusno ovojnico in ima afiniteto do nukleokapside in do povrSinskih
glikoproteinov. Pomembna je pri sestavljanju virusnih nukleokapsid s proteini ovojnice.
Fuzijski protein (angl.: F-fusion) naj bi bil klasi¢en fuzijski virusni protein in glavni
antigen, ki sprozi nevtralizacijo in zas¢ito proti okuzbi s hMPV. Usmerja fuzijo virusne
ovojnice s plazmalemo gostiteljske celice, kar je bistveno v zacetku infekcije. Omogoca
tudi neposredno Sirjenje virusa, saj je odgovoren tudi za fuzijo na nivoju celica-celica.
(Murray in sod., 2002c) Protein M2-1 je bistven za razmnozevanje virusa in vivo, M2-2 pa
je pomemben pri regulaciji sinteze mRNA (Buccholz in sod., 2005). Za majhen hidrofobni

protein (angl.: SH-small hydrophobic) predvidevajo, da je glikoprotein tipa II. Funkcija le-
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tega ostaja nepojasnjena. Protein ni bistven za razmnoZevanje virusa (Biacchesi in sod.,
2003). Glikoprotein za pripenjanje (angl.: G-glycoprotein) je tudi protein tipa II in
omogoca vezavo virusa na gostiteljsko celico ter spodbudi protitelesa, da zavirajo vezavo
virusa na celicne receptorje. Od RNA odvisna RNA polimeraza (angl.: L-large
polymerase) je pomembna za pomnozevanje samega virusa (van den Hoogen in sod.,

2002). Zgradbo hMPV prikazuje slika 2.9.

dlikoprotein za
ripenjans (G
fuzijski protein (F)
Ve

majhen hidrofolbni
protein (sH;
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Slika 2.9: Zgradba ¢loveskega metapnevmovirusa (Boivin, 2005:7)

2.3.2 RazmnoZevanje

Razmnozevanje hMPV je omejeno na celice zgornjih in spodnjih dihal. Da bo prislo do
vstopa v celice, se mora virus vezati na sialoglikoproteinski ali glikolipidni receptor
gostiteljske celice. To naredi z ovojni¢nim proteinom za pripenjanje (G). Fuzijski protein
(F) posreduje fuzijo virusne ovojnice s plazemsko membrano gostiteljske celice in tako
omogoci vstop virusa v celico. Beljakovina F se aktivira Sele ob razcepu na F1 in F2, kar
omogoci zunajcelicna proteaza. Povzroci tudi zlitje membran okuZenih in neokuzenih
celic, to pa omogoci neposredni prehod virusov iz celice v celico. Sedaj beljakovino F
cepijo znotrajceliCne proteaze. Slac¢enje virusa se zacne ob zlitju s celicno membrano, nato
se nukleokapsida sprosti neposredno v celico. Od RNA odvisne RNA polimeraze prepisejo

enovijacno, negativno polarno RNA v vec pozitivno polarnih RNA, od katerih je vsaka
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monocistronska mRNA in predstavlja posamezen gen. Virusni proteini se sintetizirajo v
citoplazmi. RNA polimeraze omogocijo podvajanje virusnega genoma. Najprej
sintetizirajo pozitivno polarno RNA, ki je matrica za izdelovanje novih molekul negativno
polarne genomske RNA. Virusi izkoris¢ajo celicne poti, po katerih se normalno
sintetizirajo membranski in sekrecijski proteini. Dodajanje sladkorjev (glikozilacija
ovojni¢nih proteinov) se zgodi, ko proteini potujejo v veziklih iz grobega
endoplazemskega retikuluma v Golgijev aparat in nato do plazemske membrane, v katero
se vgradijo na mestih, kjer virusi zapuscajo celice z brstenjem. Virusi se sestavljajo v
citoplazmi okuzenih celic. Zadnja stopnja v razmnozevanju hMPV je izstopanje iz celice.
hMPV, ki ima ovojnico, zapusti celico z brstenjem iz celi¢ne povrSine, pri ¢emer ostane

celica neposkodovana ( Murray in sod., 2002¢; Koren in Marin, 2002).
2.3.3 Patogeneza

Z eksperimentalnimi okuzbami makakov (Macaca fascicularis) so ugotovili, da je hMPV
primarni patogen zgornjih in spodnjih dihal. RazmnoZuje se v migetaljkastih epiteljskih
celicah in manj pogosto v pnevmocitih tipal. V okuZenih celicah se virus izraza v glavnem
na apikalni povrSini le-teh. Virusni antigen so zaznali tudi v alveolarnih makrofagih,
vendar naj bi v tem primeru Slo za fagocitozo in ne za razmnozevanje (Kuiken in sod.,
2004). Patogeneza hMPV se kaze v degradaciji in/ali nekrozi epiteljskih celic z okroglimi
citoplazemskimi vkljucki, odgovoru nevtrofilcev, makrofagov in povecani produkciji sluzi.
Destrukcija tkiva je lahko tako huda, da nastanejo lokalne krvavitve. KasnejSe stopnje
okuzbe vkljuCujejo razSiritev peribronhiolarnega limfoidnega tkiva, skvamozno
metaplazijo, hemosiderin in akumulacijo intraalveolarnih penastih makrofagov. To
oznacuje kroni¢no vnetje dihal in obstrukcijo dihalnih poti (Vargas in sod., 2004). Alvarez
in Tripp (2004) sta pri proucevanju okuzenih miSi BALB/c opazila, da ima hMPV bifazi¢ni
razmnozevalni vzorec s porastom virusa 7. dan in 14. dan po okuzbi. Nasprotno pa
Hamelin in sod. (2005) tega niso opazili. MoZen vzrok za to je izbira razlicnega seva, ki

lahko vpliva na kuznost in patogenezo.
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2.3.4 Imunost proti cloveSkemu metapnevmovirusu

Ni Se povsem jasno, kakSen je imunski odziv gostitelja na okuzbo. Znotraj druZine
paramiksovirusov je hMPV najbolj podoben RSV, zato predvidevajo, da je imunski odziv
podoben odzivu na okuzbo z le-tem. Do sedaj je bilo objavljenih ve¢ rezultatov razli¢nih
Studij, kjer so primerjali imunski odziv na okuzbo z RSV in hMPV. Jartti in sod. (2002) so
merili koli¢ino izlo¢enih kemokinov pri otrocih, okuzenih z RSV in hMPV. Ugotovili so,
da imajo otroci, okuzeni s hMPV, vi§je koncentracije IL-8 kot pri okuzbi z RSV. V
kasnejsih Studijah so pri dojenckih, okuzenih z RSV, v nosnih izpirkih dolocili 2-6-krat
visje koncentracije kemotakti¢nih citokinov (IL-8, IL-1B, TNF-a) kot pri tistih, okuzenih s
hMPV (Laham in sod., 2004). S proucevanjem misi BALB/c so ugotovili, da je okuZba s
hMPV povezana s slabim vnetnim odgovorom, ki ga oznaduje prihod celic T CD4" v
pljuca, nizka ekspresija IFN-y, sprozitev povecane ekspresije IL-10 celic T2 v kasnejsih
fazah okuzbe in zapoznela aktivnost citotoksi¢nih limfocitov T, ki sovpada s perzistentnim
virusnim razmnozevanjem v pljucih (Alvarez in Tripp, 2004). To je skladno z ugotovitvijo
Lahama in sod. (2004) in s tem, da je infektivni hMPV v pljucih misi BALB/c do 60 dni po
infekciji kljub navzocnosti nevtralizacijskih protiteles. RNA hMPV lahko dolo¢imo v
pljucih Se ve¢ kot 180 dni po infekciji. Da lahko virus perzistira v pljucih ob navzocih
protitelesih, je mogofe mozno zaradi antigenskega spreminjanja epitopov, h kateremu
lahko prispeva genska raznolikost glikoproteina G hMPV (Alvarez in Tripp, 2004;
Hamelin in sod., 2005). V studiji Huckove in sod. (2007) so ugotovili, da povzro¢a hMPV
v primerjavi z RSV hujSe bolezni, povezane z visokimi vrednostmi citokinov in
kemokinov ter moc¢nejSim odzivom celic NK. To neskladje z nekaterimi prejSnjimi

raziskavami so pripisali razlicnim lastnostim izolatov, uporabljenih v Studijah.

hMPV lahko povzroci okuzbo kljub obstojeci imunosti. Otroci, mlajsi od enega leta, so bili
okuzeni z virusom, dokazane pa so bile tudi ponovne okuzbe. Vzrok za to bi lahko bila
nepopolna imunost proti hMPV ali heterogenost hMPV (van den Hoogen in sod., 2004) Pri
otrocih se titer protiteles proti hMPV s starostjo dviga (Alto, 2004). Domneva se, da pride
do dviga protitelesnega odziva kot posledica ponavljajocih okuzb z enakim ali zelo

podobnim sevom.
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2.3.5 Epidemiologija

hMPYV je razsirjen po vsem svetu, saj so ga odkrili pri bolnikih v Evropi, Severni Ameriki,

Aziji in Avstraliji (McAdam in sod., 2004; Alto, 2004; Hamelin in sod., 2004).

hMPV so dokazali pri bolnikih z akutno boleznijo dihal, starih od 2 mesecev do 87 let
(Peret in sod., 2002; Alvarez in Tripp, 2004). S seroloSkimi preiskavami s posredno
imunofluorescenco jim je uspelo dokazati, da ima 25 % otrok, starith med 6 in 12 mesecev,
protitelesa proti virusu, v starosti 5 let pa so seropozitivni ze skoraj vsi otroci (van den
Hoogen in sod., 2001; Alto, 2004). hMPV je drugi najpogostejsi povzrocitelj okuzb dihal
pri otrocih, mlajsSih od enega leta. (Ordas in sod., 2006). Pogoste so tudi okuzbe odraslih.
Najveckrat se okuZzijo mladi odrasli (do 9 %), kar delno povezujejo z dejstvom, da imajo ti
bolj tesne stike z majhnimi otroki (Falsey in sod., 2003). Okuzbe s hMPV potekajo brez
simptomov pri 1,2 — 4,1 % posameznikov, kar kaze na moznost prikritih okuzb (Alto,

2004; Williams in sod, 2004).

OkuZba s hMPV se pojavi pozno pozimi in zgodaj spomladi. Pojavi se v epidemiji okuzb z
RSV in virusom influence (McAdam in sod., 2004; Hamelin in sod., 2004). Rezultati
kazejo, da se hMPV v nasprotju z RSV pojavlja v vsakem mesecu v letu (McAdam in sod.,

2004; Williams in sod., 2004).

O nacinu prenosa okuzb s hMPV je Se malo znanega, vendar je glede na sorodnost z RSV
prenos verjetno podoben prenosu okuzbe z RSV, t.j. z neposrednim stikom z okuzenimi
rokami, ki jih zanesemo v usta ali o¢i (Mahalingam in sod., 2005). Ker ima hMPV

ovojnico, ni odporen na kloroform (van den Hoogen in sod., 2001).
2.3.6 Bolezni in klini¢ni znaki
2.3.6.1 Okuzbe otrok s ¢loveskim metapnevmovirusom

Simptomi pri obolelih otrocih so zelo podobni tistim, ki jih povzroc¢a RSV. Nekateri imajo
le blage znake okuzbe zgornjih dihal, vnetje srednjega usesa, vnetje oCesne veznice, drugi
pa zbolijo zaradi okuzb spodnjih dihal, ki se kazejo kot bronhitis, bronhiolitis, plju¢nica
(Stockton in sod., 2002; Freymuth in sod., 2003; Alto, 2004; Hamelin in sod., 2004).

Klini¢ni znaki in simptomi za RSV in hMPV pri otrocih se prakti¢no ne razlikujejo, vendar
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pa so dojencki, mlaj$i od enega leta, pozitivni na RSV v 48 % in na hMPV v 11 %, kar
kaZe na to, da se otroci okuZijo s hMPV nekoliko kasneje kot z RSV (Biacchesi in sod.,
2003). Klini¢ni znaki in simptomi vkljucujejo Se dispnejo, vrocino, kaselj, rinoritis,
sopenje. Primarna okuzba s hMPYV naj bi povzrocila najhujse simptome (Alto, 2004), saj za
najbolj resnimi obolenji dihalnih poti zbolijo otroci v prvem letu zivljenja (Williams in

sod., 2004).

Pri ambulantno zdravljenih otrocih je h(MPV v 12 % vzrok za okuzbo spodnjih dihal, takoj
za RSV. Priblizno 4% otrok z okuzbo spodnjih dihal se zdravi v bolnisnici. Pri otrocih z

bronhiolitisom in plju¢nico, ki potrebujejo hospitalizacijo, je vzrok za okuzbo v 10%.

V Franciji je v 6,4 % vzrok za prvi akutni bronhiolitis v Zivljenju pri otrocih, ki so mlajsi
od 24 mesecev, takoj za RSV in RV. Srednja starost okuzenih je 4,5 mesecev, trajanje
hospitalizacije pa je primerljivo z drugimi virusnimi povzrocitelji bronhiolitisa (Crowe,

2004; Bouscambert-Duchamp in sod., 2005).

V Sloveniji so hMPV dolocili v kuzninah iz zgornjih in spodnjih dihal hospitaliziranih
otrok. Rezultati raziskave kazejo, da je hMPV eden pomembnejSih povzrociteljev okuzb
dihal tudi pri nas, saj je bil glede pogostnosti okuzb (21 %) takoj za RSV pri otrocih,
mlajSih od 3 let. Pri otrocih, mlajsih od 2 mesecev, ga niso dolocili. Dolocili so tudi dvojne

okuzbe s h(MPV in RSV, s h(MPV in Adv ter s hMPV in VI B (Logar in sod., 2006).

Zelo majhni otroci veckrat potrebujejo sprejem v bolniSnico in umetno predihavanje,
podobno kot pri okuzbah z RSV (van den Hoogen in sod., 2001). Pri otrocih, ki so mlajsi
od 3 let in se zdravijo v EIT zaradi akutne okuzbe dihal, so ugotovili hMPV pri 1,8 %
bolnikov (Koénig in sod., 2004).

Glede na to, da sezoni epidemij RSV in hMPV sovpadata, prihaja do pogostih hkratnih
okuzb z obema virusoma ( Konig in sod., 2004). Hkratna okuzba z RSV ali drugimi virusi
dihalnih poti naj ne bi povecala resnosti bolezni (Maggi in sod., 2003; Williams in sod.,
2004; Alto, 2004), ¢emur druge Studije nasprotujejo (Konig in sod., 2004; McAdam in
sod., 2004; Laham in sod., 2004). V eni od objavljenih raziskav je bilo dokazano, da je

imelo 70 % dojenckov, ki so potrebovali umetno predihavanje ob prebolevanju akutnega
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bronhiolitisa, dvojne okuzbe s hMPV in RSV (Greensill in sod., 2003). Dvojna okuzba je
10-kratni dejavnik tveganja za sprejem bolnikov v EIZ (Semple in sod., 2005).

hMPV naj bi bil mocnejsi sprozilec astme v primerjavi z RSV ali virusom influence,
oziroma okuzba s hMPV naj bi vodila do astme ali kroni¢ne bolezni pljuc¢ (Jartti in sod.,
2002; Freymuth in sod., 2003; Vargas in sod., 2004). Rawlinson in sod. (2003) tem

ugotovitvam nasprotujejo.

hMPYV se izlo¢a manj kot 7 dni po preboleli okuzbi zgornjih dihal in do 21 dni po zacetku
okuzbe spodnjih dihal. Virusno breme pada s klini¢nim izboljSanjem (Sarasini in sod.,

20006).
2.3.6.2 Okuzbe s ¢loveskim metapnevmovirusom pri odraslih osebah

Raziskave iz Kanade, Velike Briatnije in Zdruzenih drzav Amerike dokazujejo, da se
okuzbe s hMPV pojavljajo tudi pri odraslih bolnikih. Zaradi relativno stabilnih titrov
nevtralizacijskih protiteles pri odraslih obstaja domneva, da prihaja pri njih do klini¢no
pomembnih ponovnih okuzb, ki ve¢inoma potekajo brez simptomov. Klini¢na slika pri
okuzenih odraslih je zelo podobna okuzbi z RSV oz. drugimi respiratornimi virusi
(zamaSen nos, boleCine v zrelu, kaselj, dispneja, piskanje). Vecina odraslih brez
pridruzenih kroni¢nih bolezni preboli okuzbo doma, tisti s kroni¢no plju¢no ali sréno
boleznijo ter imunsko oslabljeni pa imajo tezji in dalj$i potek in v vecjem odstotku
potrebujejo bolnisSni¢no zdravljenje (Stockton in sod., 2002; Boivin in sod., 2002; Greensill

in sod., 2003; Falsey in sod., 2003; Hamelin in sod., 2004).
2.3.6.3 Okuzbe s ¢loveskim metapnevmovirusom pri imunsko pomanjkljivih osebah

Kritiéni primeri okuzb s hMPV so znani pri imunsko pomanjkljivih ljudeh (Alto, 2004).
hMPYV so dolocili kot edini patogen mikroorganizem v nosnozrelnem aspiratu pri bolniku s
presajenim kostnim mozgom, ki je podlegel bolezni spodnjih dihal. Prav tako je opisano,
da je povzrocil hud pnevmonitis in dihalno nezadostnost pri 17-letnemu dekletu z akutno
limfoblasti¢no levkemijo. Tudi v tem primeru je bila okuzba s hMPV usodna (Hamelin in
sod., 2004). O okuzbah s hMPV porocajo tudi pri otrocih, okuZenih z virusom HIV, pri

¢emer njihov pomen $e ni znan (Madhi in sod., 2003).
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2.3.7 Laboratorijska diagnostika okuzb s ¢love§kim metapnevmovirusom
2.3.7.1 Dokazovanje virusa na celi¢ni kulturi

Poskus osamitve virusa iz nosnozrelnih izpirkov je bil uspeSen na vrsti celi¢nih kultur: na
HEp-2, ki izvirajo iz karcinoma grla in so se pokazale kot najobcutljivejSe, na MDCK
(pasje ledvicne celice), na LLC-MK2 (ledvi¢ne celice opic rezus) in v zadnjem casu tudi
na celicah Vero (ledvi¢ne celice afriSke zelene opice). Dokazovanje hMPV na celi¢ni
kulturi pa je za diagnostiko okuzb manj primerna metoda. Zahteva namre¢ dolgo
inkubacijsko dobo, saj postanejo citopatski ucinki, ki jih virus povzroci, vidni Sele po
mnogih krogih virusnega razmnozevanja in razsiritvi virusa na sosednje celice. Citopatski
ucinek je opazen Sele 10 do 22 dni po vcepitvi virusa na celicno kulturo. Kaze se kot
zariSCe zaokrozenih celic, ki se s ¢asom odlepijo od podlage (van den Hoogen in sod.,

2001; Hamelin in sod., 2004).
2.3.7.2 Dokazovanje nukleinske kisline

Sedanje diagnosticne moZnosti so bolj ali manj omejene na RT-PCR. Enostopenjska
verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR) omogoca
hitrejso, bolj specifi¢no dolocitev virusne RNA kot osamitev virusa na celicnih kulturah,
hkrati pa je bolj obcutljiva. Za dokaz hMPV v diagnosti¢nih laboratorijih uporabljajo RT-
PCR z zacetnimi oligonukleotidi, ki se prilegajo na ohranjene dele genov za nukleoprotein
(N), polimerazo (L) in fuzijski protein (F) (Stockton in sod., 2002; Falsey in sod., 2003;
Hamelin in sod., 2004). Se bolj izpopolnjena metoda za dolo¢anje virusne RNA hMPV je
RT-PCR v realnem casu, pri kateri soasno poteka pomnozevanje in detekcija virusne
RNA z oznaceno molekulsko sondo. RT-PCR v realnem casu Se dodatno zmanjSa cas
diagnostike, saj dobimo rezultate v manj kot dveh urah (Hamelin in sod., 2004). Poleg tega
je kvantitativna metoda in 10-krat bolj obcutljiva kot RT-PCR. Z njo so u¢inkovito dolo¢ili
vse §tiri genske linije hMPV (Maertzdorf in sod., 2004; Kuypers in sod., 2004).

2.3.7.3 Dokazovanje protiteles

2.3.7.3.1 Posredna imunofluorescenca
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Poskusno so v parnih serumih bolnikov dokazovali specifi¢na protitelesa z antigenom,
naneSenim na objektna stekelca. Antigen so predstavljale celice LLC-MK2, okuzene s

hMPV (van den Hoogen in sod., 2001).
2.3.7.3.2 Encimskoimunski test

Do sedaj so za odkrivanje protiteles proti h(MPV razvili ve¢ razlicic encimskoimunskega
testa ELISA (angl.: enzyme-linked immunosorbent assay). Testi so se med sabo razlikovali
po uporabljenem antigenu. To so bile lizirane celice, okuzene s hMPV (van den Hoogen in
sod., 2001) in rekombinantni nukleoprotein (N) (Hamelin in sod., 2004). Sam test
omogoca boljSe razumevanje epidemiologije tega virusa, za diagnostiko pa ni primeren.
Okuzbe s hMPV so v otrotvu zelo razsirjene. Ce hogemo potrditi svezo okuzbo, moramo
dokazati serokonverzijo ali najmanj Stirikratno povecanje titra protiteles (Avsi¢ Zupanc,

2002; Hamelin in sod., 2004).
2.3.7.4 Detekcija virusnih antigenov neposredno v kuZnini

Neposreden dokaz hMPV v kuZznini z monoklonskimi protitelesi (neposredna ali posredna
imunofluorescenca) Se ni mozen, a na trziS¢u kmalu lahko pri¢akujemo komercialne
komplete. Proizvajalec BioSorin je ze ponudil kit, vendar je edina primerna kuznina za

neposreden dokaz virusa nosno Zrelni izpirek, kar pa je omejitev.
2.3.7.5 Elektronska mikroskopija

Teoreticno tudi elektronska mikroskopija predstavlja diagnosticno metodo, a so jo
uporabljali predvsem v raziskovalne namene za potrditev virusa v supernatantu celi¢nih

kultur z izrazenimi citopatskimi spremembami (van den Hoogen in sod., 2001).
2.3.8 Zdravljenje okuzb, Ki jih povzroca ¢loveski metapnevmovirus

Zaenkrat Se ni na voljo cepiva, kemoterapevtikov ali protitelesnih pripravkov za
zdravljenje okuzb s hMPV. Nedavno pa so Wyde in sod. (2003) pokazali, da imajo
ribavirin in imunoglobulini za intravensko dajanje (IVIG), angl.: polyclonal intravenous
immunoglobulin) Siroko protivirusno aktivnost in lahko zavirajo tudi hMPV in vitro.

Ceprav je ribavirin v klini¢nih raziskavah pokazal precejinjo toksi¢nost za kostni mozeg in
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jetra, ga nameravajo skupaj z IVIG uporabiti za zdravljenje hudih okuzb s hMPV pri
imunsko pomanjkljivih bolnikih (Englund in sod., 1997; Koren in Poljak, 2002). Proti
hMPYV je in vitro u€inkovit tudi cidofovir (Kimberlin, 2005). Znano je, da nova sulfatna
siali¢na lipidna molekula NMSO3 zaviralno deluje na okuzbo s hMPV in vitro. Deluje
tako, da prepreci pripenjanje virusa na gostiteljsko celico ter zaustavi nastajanje sincicijev
in sekundarno razSirjanje okuzbe (Wyde in sod., 2004). Cepiva Se ni na voljo, vendar so
pripravili rekombinantni virus hMPV, ki mu manjka gen za protein za pripenjanje (G) in
predstavlja podlago za ucinkovito cepivo v prihodnosti. Pri hrékih, okuzenih s tem
virusom, se namre¢ razmnozevanje virusa zmanjSa za 40-krat v spodnjih dihalih in 600-
krat v zgornjih dihalih v primerjavi z divjim tipom. Poleg tega pa v hrckih nastajajo tudi
visoki titri nevtralizacijskih protiteles proti hMPV, kar omogoca popolno zascito proti
divjemu tipu virusa (Biacchesi in sod., 2004). Ulbrandtova in sod. (2006) so proizvedli
visoko afinitetna monoklonska protitelesa specifi¢na proti fuzijskemu proteinu (F) hMPV,
ki so sposobna nevtralizacije virusa tako in vitro kot tudi in vivo v hrckih. S tem so
nakazali, da bi lahko monoklonska protitelesa uporabili kot preventivo za preprecevanje

hudih okuzb spodnjih dihal s hMPV v visoko rizi¢ni populaciji.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Kliniéni material

V preiskavo smo vkljucili 63 klini¢nih materialov, odvzetih 34-im bolnikom v razli¢nih
casovnih obdobjih. Zajeli smo obdobje od leta 2003 do vklju¢no leta 2005. Bolniki so bili
otroci, stari od 4 mesecev do 16 let z diagnozo obstruktivna pljuc¢na bolezen. Klini¢ni
material so jim odvzeli ob rednih pregledih na pnevmoloskem oddelku Pediatri¢ne klinike
v Ljubljani. Kuznine so bile brisi nosnega zrela, aspirati bronhija in bronhoalveolarni

izpirki (BAL-).

3.1.2 Komercialni komplet QIAamp® DNA Blood Mini Kit za osamitev virusne
DNA (QIAGEN, GmbH, Hilden, Nemcija)

Komplet vsebuje:

o proteinazo K,

o pufer AL,

o pufer AW1- koncentrat, ki smo ga razredcili s 66 ml absolutnega etanola (96-100 %),

. pufer AW2- koncentrat, ki smo ga razredc¢ili s 125 ml absolutnega etanola (96-100
%),

o pufer AE,

. plasticni pribor.

Za osamitev virusne DNA smo potrebovali Se fosfatni pufer (PBS) in absolutni etanol (96-

100 %), ki nista v kompletu.

Sestava fosfatnega pufra:

. 85,00 g NaCl

. 44,50 g Na,HPO4 x 12H,0 (m.m. 358,14)
. 3,40 g KH,PO,

. 10 1 destilirane vode (pH: 7,4-7,6)
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3.1.3 Komercialni komplet RNeasy® Protect Mini Kit za osamitev virusne RNA

(QIAGEN, GmbH, Hilden, Nemcija)

Komplet vsebuje:

o pufer RW1,

. pufer RPE- koncentrat, ki smo ga razred¢ili z 220 ml absolutnega etanola (96-100
%),

. pufer RLT,

° ddH,0O — demineralizirana in destilirana voda brez ribonukleazne aktivnosti,
o B-merkaptoetanol,

o plasti¢ni pribor.

Potrebovali smo $e 70-odstotni etanol, pripravljen iz absolutnega etanola, ki ni v kompletu,
3.1.4 Reagenti za izvedbo PCR

3.1.4.1 "klasi¢ni" PCR in nested-PCR za pomnoZevanje DNA adenovirusov

Za obe reakciji pomnozevanja odseka DNA Adv smo uporabili enake reagente, a razlicne

zacetne oligonukleotide, ki smo jih shranjevali pri temperaturi —20 °C.

Reagenti:

. 10x reakcijski pufer (Roche Applied Science, Basel, Svica),

. mesanica ANTP-jev, konc. 10 mM (Applied Biosystems, ZDA),

° MgCl,, konc. 25 mM (Roche Applied Science, Basel, Svica),

o Ampli Taq Gold Roche™ polimeraza, konc. 5 U/ul (Roche Applied Science, Basel,
Svica),

° ddH,O- demineralizirana in destilirana voda brez ribonukleazne aktivnosti
(GIBCO™, VB, ZDA),

. specifiéni zagetni oligonukleotidi (TIB® Molbiol, Berlin, Nemd&ija).
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3.1.4.2 RT-PCR za pomnozevanje RNA rinovirusov

Za to reakcijo RT-PCR smo uporabili reagente komercialnega kompleta QTAGEN® One-
step RT-PCR kit (QIAGEN, GmbH, Hilden, Nemcija), ki smo jih shranjevali pri

temperaturi — 20 °C.

Komplet vsebuje:

o 5x reakcijski pufer,

° mesanico dNTP-jev, konc. 10 mM,
. mesanico encimov optimalne konc.,
. 5x pufer Q,

. ddH,O — demineralizirana in destilirana voda brez ribonukleazne aktivnosti.
Potrebovali smo 3¢ specifi¢ne zadetne oligonukleotide (TIB® Molbiol, Berlin, Nem¢&ija).
3.1.4.3 RT-PCR za dokaz RNA c¢loveSkega metapnevmovirusa

Za to reakcijo smo uporabili vse reagente komercialnega kompleta Access RT-PCR

System (Promega, Madison, WI, USA), ki smo jih shranjevali pri temperaturi - 20 °C.

Komplet vsebuje:

. 5x AMV/THI reakcijski pufer,

° meSanico dNTP-jev, konc. 10 mM,

° MgSOQy, konc. 25 mM,

o AMYV reverzno transkriptazo, konc. 5 U/pl,
o T{I DNA polimerazo, konc. 5 U/pl,

. ddH,0 — demineralizirana in destilirana voda brez ribonukleazne aktivnosti.
Potrebovali smo $e specifi¢ne zadetne oligonukleotide (TIB® Molbiol, Berlin, Nem¢ija).
3.1.5 Oznake in sosledja za¢etnih oligonukleotidov (TIB® Molbiol, Berlin, Nem¢ija)

Uporabili smo specifi¢ne zacetne oligonukleotide za pomnoZevanje odseka virusnega

genoma Adv, RV in hMPV. Dobili smo jih v liofilizirani obliki z znano maso. Pripravili
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smo jih z dodatkom ustrezne koli¢ine ddH,O. Shranjevali smo jih pri temperaturi — 20 °C.

Tar¢ne gene za posamezne viruse in zaporedja nukleotidov prikazujeta preglednici 3.1 in

3.2.

Adenovirusi:
a) par zunanjih zacetnih oligonukleotidov za klasi¢ni PCR
e Adeno-0-S127144
e Adeno-0-AS127143
b) par notranjih zacetnih oligonukleotidov za n-PCR
e Adeno-nest S105995
e Adeno-nest AS105994

Rinovirusi:

a) par zunanjih zacetnih oligonukleotidov za RT-PCR
e HRV (hR) RHINO 1 699665
e HRV (hR) RHINO 2 699666

Metapnevmovirus:

a) par zunanjih zaCetnih oligonukleotidov za RT-PCR
e HMPVIf 559758
e HMPVIr 559759

Preglednica 3.1: Tar¢ni geni

VIRUS TARCNI GEN
Adenovirus hekson
Rinovirus 5' nekodirajoca regija RV tipa 1 B
Metapnevmovirus fuzijski protein (F)
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Preglednica 3.2: Skupinsko specifi¢ni zacetni oligonukleotidi

Pric¢akovana velikost
VIRUS ZAPOREDJE pridelka PCR
zunanji 5'-CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3'
ON 5'-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3' 300 bp
Adv notranji 5-TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC-3' 142 bp
ON 5'-GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG-3'
zunanji 5'-CGGACACCCAAAGTAG-3'
RV ON 5'-GCACTTCTGTTTCCCC-3' 380 bp
zunanji 5'-CTTTGGACTTAATGACAGATG-3'
hMPV ON 5'-GTCTTCCTGTGCTAACTTTG-3' 450 bp
Legenda:

Adv- adenovirus

RV- rinovirus

hMPV- ¢loveski metapnevmovirus
ON- zacetni oligonukleotidiu

3.1.6 Material za izvedbo elektroforeze v agaroznem gelu za dokaz pridelkov PCR

o agaroza (SIGMA®™, ZDA) - polisaharid z visoko stopnjo &istosti, pridobivajo ga iz

agarja. Dobro se topi v vro¢i vodi, po ohladitvi pa tvori porozni gel. Hranimo jo na
suhem pri sobni temperaturi

Ix TAE puferska raztopina; pripravimo jo z red¢enjem 10x TAE puferske raztopine,
ki je iz 0,4 M tris baze, 0,2 M ocetne kisline in 0,01 M EDTA; vrednost pH je 8,3
etidijev bromid, konc. 500 pg/ml (SIGMA®, ZDA), dodajamo ga v raztopino
agaroze, z nukleinsko kislino tvori kelate, vidne pod UV svetlobo

6x nanaSalna raztopina (Fermentas, Hanover, Maryland, ZDA), ki jo dodajamo
vzorcu pred nanosom na gel. PrepreCuje izhajanje vzorca iz kanalcka, barvilo pa
omogoca, da lahko opazujemo potovanje vzorca

50 bp velik oznagevalec molekulske mase DNA (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder,
MBI Fermentas, Hanover, Maryland, ZDA) v koncentraciji 0,1 pg DNA/ul

100 bp velik oznaGevalec molekulske mase DNA (GeneRuler'™ 100 bp DNA
Ladder, MBI Fermentas, Hanover, Maryland, ZDA ) v koncentraciji 0,1 mg DNA/ml
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o "negativna" kontrola: ddH,O

° "pozitivna" kontrola: hMPV, RV, Adyv, ki so last laboratorija

3.1.7 Komercialni komplet Adenovirus Consensus® za dolo¢anje vrst adenovirusov

(ARGENE, Francija)

Komplet je sestavljen iz amplifikacijskega in detekcijskega kita.

Vsebina amplifikacijskega kita:

. amplifikacijska reakcijska mesanica (R9), ki vsebuje zacetne oligonukleotide, pufer,
MgCl,, dNTP,

. inhibitorna reakcijska mesanica (R10), ki vsebuje zacetne oligonukleotide, pufer,
MgCl,, dNTP, inhibitorno kontrolo,

. pozitivna kontrola - Adv (R12).

Uporabili smo Se:

. ddH,O - demineralizirano in destilirano vodo brez ribonukleazne aktivnosti
(negativna kontrola),

° Hot Start TaqTM DNA polimerazo, konc. 5 U/ul (QIAGEN, GmbH, Hilden,

Nemcija).

Vsebina detekcijskega kita:

. detekcijska negativna kontrola (R15)

o denaturacijska raztopina 1 (R16)

o denaturacijska raztopina 2 (R17)

° mikrotitrska ploscica (R18)

o raztopina "coating" (R19)

. Adv skupinska sonda (R20)

. kontrolna sonda (R21)

o 10x izpiralni pufer (R22), ki smo ga razred¢ili z destilirano vodo v razmerju 1:10.

. konjugat (R23)
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o konjugat streptavidin peroksidaze (R24) - koncentrat, ki smo ga razred¢ili
s konjugatom (R23) v razmerju R23 : R24 = 1:50

o substrat — tetrametilbenzidin (R25)

o raztopina za vstavitev reakcije (R26)

o samolepilna folija (R27)

. specifi¢na sonda za vrsto A (R28)

. specifi¢na sonda za vrsto B1 (R29)

. specifi¢na sonda za vrsto B2 (R30)

. specifi¢na sonda za vrsto C (R31)

o specificna sonda za vrsto D (R32)

o specifi¢na sonda za vrsto E (R33)

. specifi¢na sonda za vrsto F (R34)
Vsi reagenti morajo biti shranjeni pri temperaturi od 2 do 8 °C .
3.1.8 Laboratorijska oprema in aparature

o hladilniki s temperaturami — 20 °C, + 4 °C (Gorenje)

. komora za osamitev virusne DNA (Herolab)

. komora za osamitev virusne RNA (TIP LFV 91T)

o centrifuga 5415 R (Eppendorf)

. avtomatske pipete z obmoc;ji pipetiranja 1000 pl, 100 ul, 10 ul (Eppendorf)
o avtomatske pipete z obmo¢ji pipetiranja 50-200 pl (Biohit — PROLINE)
o nastavki za avtomatske pipete (Eppendorf)

. vibracijski stresalnik (VIBROMIX 104 EV, Tehtnica)

o termoblok (Thermomixer Comfort, Eppendorf)

. zaS8¢itne rokavice (Safeskin)

° epruvete velikosti 1,5 ml; 0,5 ml in 0,2 ml

o stojalo za epruvete

. spin centrifuga (Costar)

o komora za pripravo reakcijske mesSanice za PCR (Herolab)

o komora za dodajanje DNA, RNA v reakcijsko meSanico (Herolab)
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. aparatura za PCR (Eppendorf, Gmblt, Hamburg)

. kadika za elektroforezo (HORIZON™ BRL)

o mikrotiterska ploS¢ica za meSanje vzorca in nanaSalne raztopine za elektroforezo
. tehtnica (Sartorius)

. mikrovalovna pe¢ica MWG 729 (CLATRONIC®) za pripravo gela
. erlenmajerice

. merilni valj

. stanicevina

J napajalnik za elektroforezo (GIBCO BRL)

o nosilec za agarozni gel in glavnicki

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

. racunalniski program (Quantity One, BIO-RAD)

o spektrofotometer (Human)

3.2 METODE
3.2.1 Priprava klini¢nega materiala

Kuznino v tekocem gojis¢u smo najprej premesali na vibracijskem stresalniku, nato pa
centrifugirali pri 2000 vrt./min, da smo celice dobili v usedlini. Usedlino celic smo

suspendirali v 250 pl PBS in tako pripravljene vzorce shranili pri — 70 °C.

3.2.2 Osamitev virusne DNA

Celokupno DNA smo osamili iz kuZnine zgornjih dihal (brisov nosnega Zrela) in razli¢nih
kuznin spodnjih dihal (aspiratov bronhija, bronhoalveolarnih izpirkov). Kuznine smo
predhodno odtalili na sobni temperaturi. Za osamitev DNA smo uporabili komercialni

komplet QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Hilden, Nemcija).

PROTOKOL:
1. V oznacene 1,5 ml-epruvete smo odpipetirali 20 pl raztopine proteinaze K.
2. Proteinazi K smo dodali 200 pl vzorca. Ce je bilo vzorca manj, smo ga dopolnili do 200

ul s pufrom PBS.



Zigon N. Dokaz adeno-, rino- in metapnevmovirusov iz spodnjih dihal otrok z obstruktivno pljuéno boleznijo. 40
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2007

3. Vzorcu smo dodali e 200 ul pufra AL ter vse skupaj 10 sekund stresali na vibracijskem
stresalniku.

4. Vzorec smo nato inkubirali 10 minut v termobloku pri temperaturi 56 °C.

5. Po dodatku 200 ul absolutnega etanola smo vzorec ponovno stresali na vibracijskem
stresalniku.

6. Lizat smo prenesli v mini kolonico in centrifugirali 1 minuto pri 8000 vrt./min. Nato
smo mini kolonico namestili v €isto zbiralno posodico, filtrat pa smo zavrgli.

7. Dodali smo 500 ul pufra AW1 ter centrifugirali 1 minuto pri 8000 vrt./min. Ponovno
smo mini kolonico namestili v €isto zbiralno posodico, filtrat pa smo zavrgli.

8. Dodali smo 500 pl pufra AW?2 ter centrifugirali 3 minute pri 14000 vrt./min. Nato smo
mini kolonico namestili v €isto zbiralno posodico, filtrat pa smo zavrgli.

9. Vzorec smo ponovno centrifugirali 1 minuto pri 14000 vrt./min.

10. Mini kolonico smo prenesli v ¢isto 1,5 ml-epruveto in eluirali DNA s 100 ul pufra AE.
Vzorec smo inkubirali 2 minuti na sobni temperaturi.

11. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 1 minuto pri 14000 vrt./min.

12. Mini kolonico smo zavrgli, osamljeno DNA pa smo shranili pri temperaturi —20 °C za

preiskavo PCR.

3.2.3 Osamitev virusne RNA

Celokupno RNA smo osamili iz kuZnine zgornjih dihal (brisov nosnega Zrela) in razli¢nih
kuznin spodnjih dihal (aspiratov bronhija, bronhoalveolarnih izpirkov). Kuznine smo
predhodno odtalili na sobni temperaturi. Za osamitev virusne RNA smo uporabili

komercialni komplet RNeasy® Protect Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Hilden, Nemcija).

PROTOKOL.:

1. Po odtajanju na sobni temperaturi smo vzorec premesali na vibracijskem stresalniku.

2. 400 pl vzorca smo odpipetirali v oznaceno 1,5 ml-epruveto.

3. Vzorcu smo dodali 350 pl ali 600 pl pufra RLT, odvisno od tega ali je bil vzorec bris
nazofarinksa ali aspirat bronhija in BAL in nato pretresli na vibracijskem stresalniku. RLT
pufer smo predhodno ustrezno pripravili; v 1 ml pufra RLT smo dodali 10 pl B-

merkaptoetanola.
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3. Dodali smo 350 ul ali 600 pul 70-odstotnega etanola, glede na koli¢ino predhodno
dodanega RLT pufra, in dobro premesali s pipeto.

4. 700 pl vzorca smo prenesli v mini kolonico in centrifugirali 15 sekund pri 10000
vrt./min pri sobni temperaturi.

5. Mini kolonico smo nato namestili v ¢iso zbiralno posodico in dodali 700 pul pufra RW1.
6. Ponovno smo centrifugirali 15 sekund pri 10000 vrt./min.

7. Nato smo mini kolonico namestili v ¢iso zbiralno posodico, dodali smo 500 pl pufra
RPE in nato centrifugirali 15 sekund pri 10000 vrt./min.

8. Po centrifugiranju smo dodali 500 pl pufra RPE in nato centrifugirali 2 minuti pri 10000
vrt./min.

9. Mini kolonico smo prenesli v novo zbiralno posodico in centrifugirali 1 minuto pri
10000 vrt./min.

10. Mini kolonico smo prenesli v Cisto 1,5 ml-epruveto in dodali 40 ul vode brez
ribonukleazne aktivnosti.

11. Nato smo centrifugirali 1 minuto pri 10000 vrt./min.

12. Mini kolonico smo zavrgli, osamljeno RNA pa smo shranili pri temperaturi —20 °C za

preiskavo PCR.

3.2.4 Verizna reakcija s polimerazo

3.2.4.1 Teoreti¢ne osnove verizne reakcije s polimerazo (klasi¢ni PCR), veriZne reakcije
s polimerazo nested-PCR (n-PCR) in enostopenjske verizne reakcije s polimerazo

s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR)

Verizna reakcija s polimerazo je metoda za hitro pomnozevanje kateregakoli odseka DNA
v velikem $tevilu kopij in vitro. Reakcijsko meSanico za PCR sestavljajo osamljena DNA,
temperaturno obstojna polimeraza DNA, deoksinukleotidtrifosfati (AINTP), par zacetnih
oligonukleotidov, soli in detergent v doloc¢enih koncentracijah. MeSanico za kratek cas
inkubiramo pri treh tocno doloCenih temperaturah, kar pomeni en cikel PCR. Te
temperature predstavljajo posamezne faze: denaturacija DNA, spajanje zaCetnih
oligonukleotidov z DNA ter sinteza komplementarne verige DNA. Pri 95 °C se

dvojnovija¢na molekula razdvoji v dve enojnovijaéni molekuli DNA. Pri drugi
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temperaturi, ki je navadno med 45 °C in 75 °C, se zacetni oligonukleotidi pripenjajo na
komplementarna dela enoverizne molekule DNA. Sinteza nove komplementarne molekule
DNA v smeri od 5'-konca proti 3'-koncu s temperaturno obstojno polimerazo DNA poteka
med tretjo inkubacijo pri 72 °C. Novi molekuli DNA sta med seboj komplementarni in
sposobni v novem ciklu PCR vezati enake zacetne oligonukleotide. Vsak naslednji
temperaturni cikel podvoji koli¢ino tar¢nega dela virusne DNA. Navadno PCR sestavlja od

25 do 40 zaporednih ponovitev temperaturnega cikla (Poljak, 2002).

Poznavanje nukleotidnega zaporedja vsaj dela virusnega genoma, ki ga Zelimo pomnoziti,
je prvi pogoj za uspeSno pomnozevanje. To nam omogoca pravilno izbiro zacetnih
oligonukleotidov, ki so komplementarni mejnima deloma odseka tar¢nega genoma, ki ga
zelimo pomnoziti (Poljak, 2002). Poleg klasicne metode pomnozevanja z zunanjimi
zacetnimi oligonukleotidi pri nekaterih virusih uporabljamo tudi reakcijo pomnoZevanja z
notranjimi zacetnimi oligonukleotidi. Pri tej metodi pomnozujemo nastalo DNA pri
klasicnem PCR. Pomnozujejo se krajsi odseki virusne DNA. Metoda se imenuje nested
PCR (n-PCR). Na ta nacin povecamo specificnost pomnozevanja in zmanjSamo pojav
lazno pozitivnih rezultatov prvega PCR, ki so posledica nastanka nespecificnih pridelkov

(Levstek, 1998).

Pri virusih z RNA moramo pred reakcijo PCR osamljeno RNA prepisati z encimom
reverzno transkriptazo v komplementarno DNA (cDNA, angl.: complementary DNA).
Temu sledi inaktivacija reverzne transkriptaze in razdvajanje RNA-cDNA dvojnovijacnice,
nato pa se lahko zacne klasi¢no pomnoZevanje DNA. Oba procesa, reverzno transkripcijo
(RT) kot tudi pomnoZevanje prepisane DNA (PCR), lahko izvedemo v enostopenjski
reakciji RT-PCR. Vse namre¢ poteka v eni epruveti, s ¢imer se zmanjSa mozZnost

kontaminacije (Poljak, 2002).

3.2.4.2 lIzvedba reakcije PCR za pomnozevanje odseka genoma adenovirusov,

rinovirusov in metapnevmovirusa

Za vsak virus smo izvedli lo¢en PCR, priprava vzorcev pa je potekala na enak nacin.
Najprej smo v 0,5 ml ali 1,5 ml epruveti pripravili reakcijsko mesanico za dolo¢eno Stevilo

vzorcev. Reagente smo predhodno premesali na vibracijskem stresalniku. Prav tako smo
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premesali tudi reakcijsko meSanico in v oznacene 0,2 ml epruvete odpipetirali ustrezen
volumen le-te. Reagenti in njihovi volumni v reakcijski mesanici so prikazani v preglednici
3.3. za Adv, v preglednici 3.5. za RV in v preglednici 3.7. za hMPV. V nadaljevanju smo
dodali v reakcijsko meSanico Se ustrezno koli¢ino DNA ali RNA (Preglednice 3.3., 3.5.,
3.7.), pozitivno in negativno kontrolo. Kon¢ni volumen reakcijske mesanice je bil v vseh
primerih 50 pl. Tako pripravljene vzorce smo vstavili v aparaturo za PCR in vkljucili
ustrezen program. Programe PCR za razli¢ne viruse prikazujejo preglednice 3.4., 3.6. in

3.8.

Kot pozitivno kontrolo smo uporabljali ustrezno koli¢ino DNA ali RNA virusa, ki je last

laboratorija, negativno kontrolo pa je predstavljala ddH,O.

Pri pomnozevanju DNA ali RNA posameznih virusov smo uporabili par skupinsko
specifiénih zunanjih zacetnih oligonukleotidov, znacilnih za dolofen virus. Pomnozevali
smo razli¢no dolge odseke virusnega genoma posameznih virusov (Preglednica 3.2). Pri
Adv smo izvedli tudi n-PCR. Uporabili smo notranje zacetne oligonukleotide za
pomnozevanje krajSega odseka DNA (Preglednica 3.2). Priprava reakcijske meSanice je
potekala tako, kot je ze navedeno, le da smo kot vzorec uporabili pridelek, ki je nastal pri

klasi¢nem PCR.

Preglednica 3.3: Sestava reakcijske meSanice za klasi¢ni PCR in nested-PCR za adenoviruse

Konéna koncentracija Koli¢ina dodanega reagenta
Reagenti Koncentracija reagenta v 50 pl ()
reagenta PCR n-PCR PCR n-PCR

Reakcijski pufer 10x Ix Ix 5 5
MesSanica ANTP 10 mM 0,1 mM 0,15 mM 0,5 0,75
Zacetni oligonukleotid 1 20 uM 0,2 uM 0,3 uM 0,5 0,75
Zacetni oligonukleotid 2 20 uM 0,2 uM 0,3 uM 0,5 0,75
Polimeraza Taq 5U/ul 0,05 U/ul 0,075 U/ul 0,5 0,75

MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,5 mM 3 3
ddH,0O 30 31,5
DNA 10 7,5

Skupni volumen 50 50
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Legenda:

dNTP- deoksinukleotid trifosfat

n-PCR- nested-PCR

U- enota za encimsko aktivnost (angl.: unit)
Taq- Thermus aquaticus

Preglednica 3.4: Program klasi¢nega PCR in nested-PCR za pomnozevanje odseka adenovirusov

Proces Temperatura (°C) Cas Stevilo ciklov
Zacetno razdvajanje 94 4 min 1

Razdvajanje 94 30s

Spajanje zacetnih nukleotidov z DNA 56 50s 5
podaljSevanje 72 50s
Razdvajanje 94 30s

Spajanje zacetnih nukleotidov z DNA 46 50s 15
podaljSevanje 72 50s
Razdvajanje 94 30s

Spajanje zacetnih nukleotidov z DNA 54 50s .
podaljSevanje 72 50s

Preglednica 3.5: Sestava reakcijske meSanice za reakcijo RT-PCR za rinoviruse

Reagenti Koncentracija Kon¢na koncentracija Koli¢ina dodanega
reagenta reagenta v 50 pl reagenta (ul)

5x reakcijski pufer 1x 10
MeSanica ANTP 10 mM 0,2 mM 1
Zacetni oligonukleotid 1 20 uM 0,4 uM 1
Zacetni oligonukleotid 2 20 uM 0,4 uM 1
Mesanica encimov 2

5x pufer Q 1x 10

ddH,O 15

RNA 10

Skupni volumen 50

Legenda:

dNTP- deoksinukleotid trifosfat
RT-PCR- enostopenjska verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse
transcription-polymerase chain reaction)
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Preglednica 3.6: Program RT-PCR za pomnozevanje odseka rinovirusov

Proces Temperatura (°C) Cas (min) Stevilo ciklov
Reverzna transkripcija 42 45 1
Inaktivacija RT in razdvajanje 94 2 1
Razdvajanje 94 1
Spajanje zacetnih oligonukleotidov z DNA 54 1 35
Podaljsevanje 72 1
Kon¢no podaljsevanje 72 7 1

Legenda:

RT-PCR- enostopenjska verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse
transcription-polymerase chain reaction)
RT- reverzna transkripcija

Preglednica 3.7 Sestava reakcijske meSanice za RT-PCR za metapnevmovirus

Reagenti Koncentracija Kon¢na koncentracija | Koli¢ina dodanega
reagenta reagenta v 50 pl reagenta (pul)
5x AMV/TAI pufer Ix 10
MesSanica ANTP 10 mM 0,2 mM 1
Zacetni oligonukleotid 1 20 uM 0,3 uM 0,75
Zacetni oligonukleotid 2 20 uM 0,3 uM 0.75
MgS0O4 25 mM 1 mM 2
AMYV reverzna transkriptaza SU/ul 0,1 U/l 1
ddH,0 32,5
Tfl DNA polimeraza 50/l 0,1 U/ul 1
RNA 1
Skupni volumen 50

Legenda:

RT-PCR- enostopenjska verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse
transcription-polymerase chain reaction)

dNTP- deoksinukleotid trifosfat

AMV- virus ptic¢je mieloblastoze (angl.: avian myeloblastosis virus)

Tfl- Thermus flavus

U- enota za encimsko aktivnost (angl.: unit)
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Preglednica 3.8: Program RT-PCR za pomnozevanje odseka metapnevmovirusa

Proces Temperatura (°C) Cas (min) Stevilo ciklov
Reverzna transkripcija 42 45 1
Inaktivacija RT in razdvajanje 95 5 1
Razdvajanje 95 1
Spajanje zacetnih oligonukleotidov z DNA 54,1 1 45
Podaljsevanje 72 2
Kon¢no podaljsevanje 72 10 1

Legenda:

RT-PCR- enostopenjska verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse
transcription-polymerase chain reaction)
RT- reverzna transkripcija

3.2.5 Pogoji za uspes$no izvedbo reakcije PCR

Da preprecimo pojav lazno pozitivnih rezultatov, ki so posledica kontaminacije, mora
vsaka stopnja celotnega postopka, od osamitve virusne nukleinske kisline do reakcije PCR
in dokazovanja pridelkov PCR potekati fizi¢no lo¢eno. Tega smo se tudi drzali, saj smo
vsako stopnjo postopka izvajali v loenih in zato namenjenih prostorih. Vsak prostor je
imel svojo lastno laboratorijsko opremo, predvsem pipete in nastavke za enkratno uporabo.
Uporabljali smo rokavice in jih tudi pogosto menjavali. Po koncanem delu smo delovne
povrsine in laboratorijski pribor temeljito ocistili. Vse skupaj smo izpostavili delovanju

UV svetlobe vsaj za 60 minut.

3.2.6 Priprava vzorcev za elektroforezo, elektroforeza in detekcija pridelkov v

agaroznem gelu
3.2.6.1 Osnove elektroforeze

Po koncani reakciji PCR je rezultat pomnoZevanja pozitiven ali negativen glede na to, ali
smo dokazali pridelek PCR in potrdili njegove znacilnosti. Najveckrat se za to uporablja
horizontalno elektroforezo v agaroznem gelu, ki omogoca loCevanje delcev DNA po
velikosti. Gre za metodo, pri kateri molekule v raztopini potujejo v elektri¢nem polju. V
elektricnem polju se negativno nabita molekula DNA giblje proti pozitivno nabiti

elektrodi. Za dolocevanje velikosti neznanega delca DNA uporabimo oznaéevalec




Zigon N. Dokaz adeno-, rino- in metapnevmovirusov iz spodnjih dihal otrok z obstruktivno pljuéno boleznijo. 47
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2007

molekulske mase. Primerjamo velikost delca DNA in standarda, ki ju loCujemo pod istimi
pogoji elektroforeze (Levstek, 1998; Poljak, 2002). Gel po koncani elektroforezi
osvetljujemo z UV svetlobo. Ker gelu pri pripravi dodamo etidijev bromid, ki interkalira z

DNA, nastali kompleksi fluorescirajo v UV svetlobi (Levstek, 1998).

3.2.6.2 Izvedba elektroforeze

Pridelke PCR smo identificirali z elektroforezo v 2 % (u/v) agaroznem gelu. Za pripravo
50 ml 2 % agaroznega gela smo v erlenmajerico zatehtali 1 g agaroze ter dodali 50 ml 1x
TAE pufra. Vse skupaj smo segrevali v mikrovalovni pecici. Ko je bila agaroza popolnoma
stopljena, smo erlenmajerico ohladili pod vodo, dodali 20 pl etidijevega bromida,
premesali in gel vlili v nosilec za gel. Predhodno smo v nosilec Ze namestili glavnicek za
zepke. Ce so se v gelu pojavili mehuréki zraka, smo jih morali odstraniti, da ne bi motili
potovanja vzorcev. Ko se je gel strdil, smo ga namestili v kadi¢ko in ga prelili z 1x TAE

pufrom. Nato smo odstranili glavnicke.

V mikrotiterski plos¢ici smo zmesali 20 pl vzorca s 4 pl nanasSalne raztopine. V Zepke smo
nanesli 20 pl nastale meSanice in 5,5 pl Ze pripravljenega molekulskega oznacevalca DNA.
Elektroforezno kadicko smo prikljucili na napajalnik z napetostjo 98 V. Elektroforeza je
tekla priblizno 60 minut. Po koncani elektroforezi smo gel pregledali s kamero Gel Doc
2000. Z racunalniskim programom Quantity one pa smo sliko gela ustrezno obdelali in
shranili. Ustrezen pridelek PCR smo dolocali tako, da smo primerjali velikost vzorca DNA

z velikostjo molekulskega oznacevalca in pozitivne kontrole.

3.2.7 Poskus dolo¢anja vrst adenovirusov

Vzorcem, ki so bili pozitivni po reakciji n-PCR za Adv, smo Zeleli dolo€iti vrsto
s komercialnim kompletom Adenovirus Consensus® (ARGENE, Francija). Test omogoca
detekcijo Adv genomov v eni sami reakciji PCR. Nato sledi analiza pridelkov PCR s

hibridizacijo v mikrotiterski plos¢ici z uporabo biotinilirane sonde in detekcija z ELISO.
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3.2.7.1 PCR Adenovirus Consensus®

Kadar Zelimo v eni sami reakciji zajeti ve¢ vrst virusov, uporabimo za pomnozevanje
skupinsko znacilne zacetne oligonukleotide, skladne s podrocji genoma, ki so enaki pri

vecini tipov dolo¢enega virusa (Poljak, 2002).

Z reakcijo PCR Adenovirus Consensus® smo pomnoZevali odsek gena VA RNA velik od
300 do 600 bp, odvisno od posamezne vrste virusa. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili
plazmid, ki je vseboval Adv zaporedja, komplementarna zaCetnim oligonukleotidom.
Dobili smo ga v kompletu. V reakcijo smo vkljucili tudi inhibitorno reakcijsko meSanico,
s katero smo ugotavljali inhibitorje v vzorcu, ki bi lahko motili pomnoZevanje DNA. Kot

negativno kontolo smo uporabili ddH,O.

PROTOKOL:
Najprej smo si pripravili shemo za PCR, saj smo vsak vzorec pomnozevali
v amplifikacijski in inhibitorni reakcijski meSanici, pozitivno in negativno kontrolo pa

samo v aplifikacijski meSanici. Shemo prikazuje preglednica 3.9.

Preglednica 3.9: Shema za reakcijo PCR Adenovirus Consensus "

St. vzorca Vrsta reakcijske meSanice Vrsta vzorca Rezultat
1 amplifikacijska vzorec A
2 inhibitorna vzorec A
3 amplifikacijska vzorec B
4 inhibitorna vzorec B
5 amplifikacijska pozitivna kontrola
6 amplifikacijska negativna kontrola

Ustrezno smo razred¢ili Hot Start Taq™ DNA polimerazo in pripravili obe reakcijski

mesanici. Pri tem smo uporabili naslednje enacbe:

a= §t. vorcev + poz. kntrola + neg. kntrola

b= $t. vzorcev (D)
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Hot Start Tag"™ DNA polimeraza
(a+b+2)x5ul HO+ (a+b+2)x0,3 ul Hot Start Taq .. (2

amplifikacijska reakcijska mesanica (R9)

(a+1)x40ul R9 + (a +1) x 5 ul razredcene Hot Start Taq ...0%3

inhibitorna reakcijska meSanica (R10)

(b+1)x40ul RI10+ (b + 1) x 5 ul razredcene Hot Start Taq .4

Vwvse 0,2 ml epruvete, v katerih je potekala reakcija PCR, smo odpipetirali 40 pl
pripravljene amplifikacijske oz. inhibitorne reakcijske meSanice. Nato smo dodali po 5 pl

ustrezne DNA, pozitivne in negativne kontrole.

Tako pripravljene vzorce smo vstavili v aparaturo za PCR in vkljucili ustrezen program, ki

ga prikazuje preglednica 3.10.

Preglednica 3.10: Program PCR Adenovirus Consensus

Proces Temperatura ("C) Cas Stevilo ciklov
Zacetno razdvajanje, aktivacija encima 95 15 min 1
Razdvajanje 94 10s
Spajanje zacetnih nukleotidov z DNA* 65 30s 10
podaljsevanje 72 30s
Razdvajanje 94 10s
Spajanje zaCetnih nukleotidov z DNA 55 30s 30
podaljSevanje 72 30s
Kon¢no podaljsevanje 72 2 min |

* temperatura spajanja zacetnih oligonukleotidov se z vsakim ciklom zmanjsa za 1°C

Reakcija PCR Adenovirus consensus” poteka z vro¢im zaetkom. Na ta nain se izognemo
nespecificnemu spajanju zaetnih oligonukleotidov pred prvim pomnozevanjem
s polimerazo. Reakcijska meSanica je najprej izpostavljena zaetnemu razdvajanju pri 95
°C za 15 minut, tako da razpadejo vse naklju¢no nastale dvoverizne vijacnice, hkrati pa ta

stopnja omogota aktivacijo polimeraze, ki je Hot Start Taq™ DNA polimeraza.
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3.2.7.2 Detekcija pridelkov PCR
3.2.7.2.1 Hibridizacija

Hibridizacijske metode temeljijo na razdvajanju komplementarnih vijaénic DNA
(denaturacija) ter ponovni povezavi komplementarnih vija¢nic v dvojnovijatno DNA
(renaturacija ali hibridizacija). Ce po denaturaciji dodamo vzorcu manjsi, oznadeni
komplementarni del nukleinske kisline — sondo, se bo ta v procesu renaturacije vezala s
komplementarnimi deli taréne DNA ali RNA. Sonde so oznacene z razli¢nimi oznacevalci,

od katerih je odvisen nacin predstavitve rezultatov (Poljak, 2002).

PROTOKOL:

Test smo izvajali v mikrotitrski plos¢ici z 12 premi¢nimi stolpci, v vsakem pa je 8
vdolbinic. Pripravili smo si shemo za razporeditev pridelkov PCR in sond. Potrebovali
smo:

. eno vdolbinico za vzorec z amplifikacijso reakcijsko meSanico in sondo R20,

o eno vdolbinico za vzorec z inhibitorno reakcijsko mesanico in sondo R20,

o eno vdolbinico za pozitivno kontrolo R12 in sondo R21,

o eno vdolbinico z amplificirano vodo in sondo R21,

o eno vdolbinico z amplificirano vodo in sondo R21,

. eno vdolbinico za detekcijsko negativno kontrolo in sondo R20,

. eno vdolbinico za detekcijsko negativno kontrolo in sondo R21.

Nato smo izvedli hibridizacijo z ELISO v naslednjih korakih:

1. Denaturacija

V oznaceno 1,5 ml-epruveto smo odpipetirali 5 pl pridelka PCR ali kontrole. Dodali smo
10 pl R16 in premesali s pipeto. Nato smo dodali Se 10 pul R17 in ponovno premesali s
pipeto. Vse skupaj smo inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi.

2. Fiksacija

Dobljeni meSanici smo dodali 800 pl R19 in premesSali na vibracijskem stresalniku.
Odpipetirali smo 100 pl in prenesli v vdolbinice na mikrotitrski ploscici (R18).

Mikrotitrsko plos¢ico smo nato inkubirali 60 minut pri temperaturi 37 °C.
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3. Hibridizacija

Segreli smo sondi R20 in R21 s 15 minutno inkubacijo pri temperaturi 37 °C. Nato smo
izpraznili vdolbinice in v vsako odpipetirali 100 ul ustrezne sonde. Vdolbinice smo
prekrili s samolepilno folijo (R27) in inkubirali 30 minut pri temperaturi 37 °C.

4. Spiranje

Izpraznili smo vdolbinice in v vsako odpipetirali z multikanalsko pipeto 350 ul R22, ki
smo ga predhodno ustrezno pripravili (zmeSali smo 1 volumen 10x R22 z 9 volumni
ddH,0). Inkubirali smo 30 sekund na sobni temperaturi, nato smo vdolbinice izpraznili.
Postopek smo ponovili Stirikrat.

5. Detekcija

Izpraznili smo vdolbinice in vanje odpipetirali 100 pl R24, razred¢enega z R23, ki smo ga
predhodno ustrezno pripravili (zmeSali smo 1 volumen 50x R24 z 49 volumni R23). Nato
smo inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi.

6. Spiranje

Ponovili smo postopek pod tocko Stiri.

7. Detekcija

Izpraznili smo vdolbinice in v vsako odpipetirali 100 pl R25. Vdolbinice smo prekrili s
samolepilno folijo in nato inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi v temi.

8. Ustavitev reakcije

Dodali smo 100 ul R26.

9. Branje rezultatov

S spektrofotometrom smo izmerili opti¢no gostoto (OD) pri 450 nm.

3.2.7.2.2 Validacija testa in dolocitev mejne (cut-off) vrednosti

Ko smo izmerili OD pri 450 nm, smo najprej preverili ali je test potekal pravilno. OD
detekcijske negativne kontrole z obema sondama je morala biti manj kot 0,4. Povpre¢no
mejno vrednost iz detekcijske negativne kontrole z obema sondama smo izra¢unali z

naslednjo enacbo:

Mejna vrednost = OD + 0,15 ... (5
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OD vode je morala biti pod mejno vrednostjo, OD pozitivne kontrole pa je morala biti

vecja od le-te.

3.2.7.2.3 Interpretacija rezultatov

Za dolocitev pozitivnih in negativnih rezultatov smo upostevali naslednja dejstva:

e Ceje bila OD vzorca ve&ja od "cut-off"+ 10 %, je bila reakcija PCR pozitivna.

e Ce je bila OD vzorca manjsa od "cut-off" - 10 %, je bila reakcija PCR negativna.

e Ce je bila OD vzorca enaka "cut-off" +/- 10 %, je bilo potrebno reakcijo PCR
ponoviti.

V kon¢no interpretacijo pa smo vkljucili tudi inhibitorne kontrole:

e Ce je bila OD inhibitorne kontrole ve&ja od 0,8 in je bil vzorec s skupinsko sondo
negativen, je pomnozevanje lahko poteklo, zato smo vzorec opredelili kot
negativen.

e Ce je bila OD inhibitorne kontrole manjsa od 0,8 in je bil vzorec s skupinsko sondo
negativen, smo morali ponovno izolirati Ze osamljeno DNA, saj je vzorec najbrz
vseboval inhibitorje pomnozevanja.

e Ce je bila OD inhibitorne kontrole negativna in je bil vzorec s skupinsko sondo
pozitiven, smo vzorec opredelili kot pozitiven. Mo¢no pozitivni vzorci namrec¢
lahko ovirajo pomnozevanje kontrole inhibicije, posledica Cesar je Sibek oz.

negativen rezultat za kontrolo inhibicije.

3.2.7.3 Detekcija pridelkov PCR za dolocitev vrst adenovirusov

Ce je bil vzorec pozitiven s skupinsko sondo, smo naredili Se en test za dolocitev

posameznih vrst.

PROTOKOL:
Kot pri prvem testu smo si tudi sedaj pripravili shemo za razporeditev pridelkov PCR in
sond v mikrotitrski ploscici;

e 7 vdolbinic za pozitiven vzorec in sonde R28, R29, R30, R31, R32, R33 in R34,

e cno vdolbinico za pozitivno kontrolo R12 in sondo R21,
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e 8 vdolbinic za detekcijsko negativno kontrolo in sonde R28, R29, R30, R31, R32,
R33 in R34.

Test smo izvedli v naslednjih korakih:

1. Denaturacija

V oznaceno 1,5 ml-epruveto smo odpipetirali 200 ul pridelka PCR ali kontrole. Dodali
smo 40 ul R16 in premesali na vibracijskem stresalniku. Nato smo dodali 40 ul R17 in
ponovno premesali na vibracijskem stresalniku. Vse skupaj smo inkubirali 5 minut pri
sobni temperaturi.

2. Fiksacija

Dobljeni meSanici smo dodali 800 ul R19 in premesSali na vibracijskem stresalniku.
Odpipetirali smo 100 pl in prenesli v vdolbinice na mikrotitrski plos¢ici (R18).
Mikrotitrsko plos¢ico smo nato inkubirali 60 minut pri temperaturi 37 °C.

3. Hibridizacija

Segreli smo sonde R21 in R28, R29, R30, R31, R32, R33 ter R34 s 15 minutno inkubacijo
pri temperaturi 37 °C. Izpraznili smo vdolbinice in nato v vsako odpipetirali 100 pl
ustrezne sonde. Vdolbinice smo prekrili s samolepilno folijo (R27) in inkubirali 30 minut
pri temperaturi 37 °C.

4. Spiranje

Izpraznili smo vdolbinice in v vsako odpipetirali z multikanalsko pipeto 350 pl R22, ki
smo ga predhodno ustrezno pripravili (zmesali smo 1 volumen 10x R22 z 9 volumni
dH,0). Inkubirali smo 30 sekund pri sobni temperaturi. Postopek smo ponovili stirikrat.

5. Detekcija

Izpraznili smo vdolbinice in vanje odpipetirali 100 ul R24 razred¢enega z R23, ki smo ga
predhodno ustrezno pripravili (zmeSali smo 1 volumen 50x R24 z 49 volumni R23). Nato
smo inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi.

6. Spiranje

Ponovili smo postopek pod tocko Stiri.

7. Detekcija

Izpraznili smo vdolbinice in v vsako odpipetirali 100 pl R25. Vdolbinice smo prekrili s

samolepilno folijo in nato inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi v temi.
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8. Ustavitev reakcije
Dodali smo 100 pul R26.
9. Branje rezultatov

S spektrofotometrom smo izmerili opti¢no gostoto pri 450 nm.

Po koncanem testu smo dolocili mejno vrednost, pozitivne in negativne rezultate na enak

nacin kot pri prvem testu.
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4 REZULTATI

4.1 POMNOZEVANJE TARCNEGA ODSEKA GENOMA ADENOVIRUSOV V
REAKCUI nested-PCR TER ODSEKA GENOMA RINOVIRUSOV IN
METAPNEUMOVIRUSA V REAKCII RT-PCR

Virusno nukleinsko kislino smo osamili s komercialnimi kompleti ter nato pomnoZevali
posamezne odseke genomov z metodo n-PCR in metodo RT-PCR. Uspesnost
pomnozevanja smo dokazovali z elektroforezo. Slike 4.2 — 4.3 prikazujejo fotografije

elektroforeznih gelov, ki sluzijo za interpretiranje in arhiviranje rezultatov.

4.1.1 Adenovirusi

«— 142bp

Slika 4.1: Elektroforezni prikaz rezultatov pomnoZzevanja 142 bp dolgega odseka gena za hekson adenovirusa
z metodo nested-PCR

Legenda:

1- vzorec 39 (negativen)

2- vzorec 50 (negativen)

3- vzorec 27 (negativen)

4- vzorec 30 (negativen)

5- oznacevalec molekulske mase (50 bp)
6- pozitivna kontrola (142 bp)

7- vzorec 59 (pozitiven)

8- negativna kontrola (ddH,0)

9- vzorec 25 (negativen)

10- vzorec 56 (negativen)
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4.1.2 Rinovirusi

Slika 4.2: Elektroforezni prikaz rezultatov pomnozZevanja 380 bp dolgega odseka 5' nekodirajoce regije (5'-
NCR) rinovirusa z metodo RT-PCR

Legenda:

1- vzorec 10 (negativen)

2- vzorec 42 (negativen)

3- vzorec 22 (negativen)

4- oznacevalec molekulske mase (100 bp)
5- negativna kontrola (ddH,0)

6- vzorec 4 (pozitiven)

7- vzorec 57 (negativen)

8- pozitivna kontrola (380 bp)

9- vzorec 46 (pozitiven)

10- vzorec 63 (negativen)

RT-PCR- verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse-transcription
polymerase chain reaction)

4.1.3 Cloveski metapnevmovirus

)

Slika 4.3.: Elektroforezni prikaz rezultatov pomnozevanja 450 bp dolgega odseka gena za fuzijski protein (F)
¢loveskega metapnevmovirusa z metodo RT-PCR
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Legenda:

1- vzorec 5 (negativen)
2- vzorec 1 (pozitiven)
3- vzorec 6 (negativen)
4- vzorec 40 (negativen)
5- oznacevalec molekulske mase (100 bp)
6- vzorec 18 (negativen)

7- vzorec 22 (negativen)

8- vzorec 60 (negativen)

9- pozitivna kontrola (450 bp)
10- negativna kontrola (ddH,0)
RT-PCR- verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse transcription-
polymerase chain reaction)

42 DOKAZOVANIJE ADENOVIRUSOV, RINOVIRUSOV IN CLOVESKEGA

4.2.1 Bolniki in znacilnosti kuznin

METAPNEVMOVIRUSA V KLINICNEM MATERIALU

DNA Adv ter RNA RV in hMPV smo dolocali v 63 kuzninah iz zgornjih in spodnjih dihal

34 otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo. Pregledali smo 30 brisov nosnega zrela, 29

bronhoalveolarnih izpirkov in 4 aspirate bronhija. Kuznine so bile odvzete v razlicnih

mesecih v obdobju od leta 2003 do vkljucno leta 2005. V raziskavo je bilo vkljucenih
20/34 (58,8 %) otrok moskega spola in 14/34 (41,2 %) otrok Zenskega spola. Otroci so bili

stari od 4 mesecev do 16 let (Preglednici 4.1. in 4.2.).

Preglednica 4.1.: KuZznine iz zgornjih dihal ter rezultati reakcije nested-PCR in reakcije RT-PCR

St. St. Datum Starost n-PCR RT-PCR
vzorca | pacienta odvzema Spol Vrsta kuznine Adv RV hMPV
1 1 18.03.2003 | 8 mes. Z bris NZ - - +
2 2 25.03.2003 | 8 mes. 7z bris NZ - - +
3 4 29.04.2003 | 8 mes. M bris NZ - - -
4 5 13.05.2003 | 4 mes. 7 bris NZ - + -
5 6 13.05. 2003 21. 7 bris NZ + - -
6 7 27.05.2003 11 M bris NZ + - -
7 8 27.05.2003 11 M bris NZ - - +
8 9 04. 06. 2003 31 M bris NZ - - -
9 10 11.07. 2003 11 Z bris NZ - - -

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

Preglednica 4.1.: Kuznine iz zgornjih dihal ter rezultati reakcije nested-PCR ter reakcije RT-PCR

St. St. Datum Starost n-PCR RT-PCR
vzorca | pacienta odvzema Spol Vrsta kuznine Adv RV hMPV
10 11 22.07.2003 31 7 bris NZ + - -
11 12 17.09. 2003 11. M bris NZ - - -
12 13 21.10.2003 | 8 mes. M bris NZ - - -
13 14 28.10. 2003 16 1. M bris NZ - - -
14 15 28. 10. 2003 3L 7 bris NZ - - -
15 16 05.11.2003 21. M bris NZ - - -
16 17 25.11.2003 21. M bris NZ - - -
17 18 23.12.2003 3L M bris NZ - - -
18 19 26. 04. 2004 21. 7 bris NZ - - -
19 20 28. 04. 2004 21 7 bris NZ + - -
20 21 03. 06. 2004 11 7 bris NZ - - -
21 22 08. 06. 2004 21 M bris NZ - - -
22 23 21. 06. 2004 31 Z bris NZ - - -
23 24 21. 06. 2004 31 Z bris NZ + - -
24 25 31.08.2004 81 M bris NZ + - -
25 26 07.09.2004 | 4 mes. M bris NZ - - -
26 27 04.01. 2005 21. M bris NZ - - -
27 28 18.01. 2005 31 M bris NZ - - -
28 29 01. 02. 2005 11. M bris NZ - - -
29 32 01. 08. 2005 31 M bris NZ - - +
30 33 09. 11. 2005 31 Z bris NZ - - -

Legenda:

M- moski spol

7- zenski spol

1- leto

mes- mesec

- negativen rezultat

+ pozitiven rezultat

NZ- nosno Zrelo

n-PCR- dvostopenjska verizna reakcija s polimerazo (angl.: nested polymerase chain reaction)
RT-PCR- verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse transcription
polymerase chain reaction)

Adv- adenovirus

RV- rinovirus

hMPV- ¢loveski metapnevmovirus
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Preglednica 4.2.: Kuznine iz spodnjih dihal in rezultati reakcije nested-PCR ter reakcije RT-PCR
St. St. Datum Starost n-PCR RT-PCR

vzorca |pacienta odvzema Spol | Vrsta kuznine Adv RV hMPV
31 1 18.03.2003 | 8 mes. Z BAL - - -
32 2 25.03.2003 | 8 mes. Z BAL - - -
33 3 11.04. 2003 2L M BAL - - +
34 4 29.04.2003 | 8 mes. M aspirat bronhija - - -
35 5 13.05.2003 | 4mes. | Z BAL - - -
36 6 13.05.2003 | 21 Z BAL - - -
37 7 27.05.2003 11 M BAL + - -
38 8 27.05.2003 11 M BAL - - -
39 9 04. 06. 2003 3L M aspirat bronhija - - -
40 10 11.07.2003 IL Z aspirat bronhija - - -
41 11 22.07.2003 3L 7 BAL - - -
42 12 17.09. 2003 11 M BAL - - -
43 13 21.10.2003 | 8 mes. M aspirat bronhija - - -
44 14 28.10. 2003 16 1. M BAL - - -
45 15 28.10.2003 3L Z BAL - - -
46 16 05.11. 2003 3L M BAL + + -
47 17 25.11.2003 2L M BAL + - -
48 18 23.12.2003 3L M BAL - - -
49 19 | 26.04.2004 | 21 Z BAL - - -
50 20 | 28.04.2004 | 21 Z BAL - - -
51 22 08. 06. 2004 2L M BAL - - -
52 23 21.06.2004 | 31 Z BAL - - -
53 24 | 21.06.2004 | 31 Z BAL - - -
54 25 31. 08. 2004 81 M BAL - - -
55 26 07.09.2004 | 4 mes. M BAL - - -
56 27 04.01. 2005 21 M BAL - - -
57 28 18. 01. 2005 3L M BAL - - -
58 29 01. 02. 2005 11 M BAL - - -
59 30 01. 04. 2005 2L 7 BAL + - -
60 31 24. 05. 2005 91 M BAL - - -
61 32 01. 08. 2005 3L M BAL - - -

Se nadaljuje
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Nadaljevanje
Preglednica 4.2.: Kuznine iz spodnjih dihal in rezultati reakcije nested-PCR ter reakcije RT-PCR
St. St. Datum Starost n-PCR RT-PCR
] Spol | Vrsta kuZnine
vzorca | pacienta odvzema Adv RV hMPV
62 33 09. 11. 2005 3L V4 BAL - + -
63 34 14. 12. 2005 151 M BAL - - -
Legenda:

M- moski spol

7Z- zenski spol

1- leto

mes- mesec

- negativen rezultat

+ pozitiven rezultat

BAL- bronhoalveolarni izpirek (angl.: bronchoalveolar lavage)

n-PCR- dvostopenjska verizna reakcija s polimerazo (angl.: nested polymerase chain reaction)
RT-PCR- verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl.: reverse transcription
polymerase chain reaction)

Adv- adenovirus

RV- rinovirus

HMPV- ¢loveski metapnevmovirus

V vseh 63 kuzninah, od tega 30 iz zgornjih dihal in 33 iz spodnjih dihal, smo dokazovali
Adv z metodo n-PCR, RV in hMPV pa z metodo RT-PCR. Od 63 pregledanih kuznin smo
Adv dokazali skupno v 10/63 (15,8 %) kuzninah, RV v 3/63 (4,7 %) kuZninah in hMPV v
5/63 (7,9 %) kuzninah. Rezultate prikazuje preglednica 4.3.

Preglednica 4.3: Stevil¢ni prikaz navzoc¢nosti adenovirusov, rinovirusov in ¢loveskega metapnevmovirusa v

zgornjih in spodnjih dihalih

adenovirusi rinovirusi ¢loveski metapnevmovirus

skupaj | pozitivni | negativni | skupaj | pozitivni | negativni | skupaj | pozitivni | negativni

Stevilo vzorcev 63 10 53 63 3 60 63 5 58

% 15,8 84,2 4,7 95,3 7,9 92,1

Od 10 kuznin, ki smo jim dolo¢ili Adv, je bilo 6/10 kuznin iz zgornjih dihal, 4/10 kuZnin
pa iz spodnjih dihal. Ena od 3 kuznin, ki je imela RV, je bila iz zgornjih dihal, drugi 2/3
kuznin pa sta bili iz spodnjih dihal. Od 5 kuzZnin, ki smo jim dolocili hMPV, so bile 4/5
kuznin iz zgornjih dihal, 1/5 kuznin pa je bila iz spodnjih dihal. Pri otrocih, ki smo jim

dokazali Adv v dihalih, je bilo 5/9 otrok zenskega spola, 4/9 otroci pa moskega spola. Pri
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enem otroku smo Adv dokazali v kuZznini iz zgornjih dihal in tudi v kuznini iz spodnjih
dihal. Decek je bil star eno leto. Od 3 otrok, ki so imeli RV, sta bila dva Zenskega spola.
hMPYV pa smo dokazali pri 3/5 otrok moskega spola. Samo pri enem otroku smo ugotovili
socasno dva virusa, in sicer Adv in RV. Decek je bil star 2 leti. Oba virusa smo dokazali v
spodnjih dihalih. Otroci, pozitivni za hMPV, so bili stari od 8 mesecev do 3 let. RV smo
dokazali pri otrocih, starih od 4 mesece do 3 let. Adv smo dokazali v kuzninah otrok, starih

od 1 do 8 let.

43 DOLOCANIJE POSAMEZNIH VRST ADENOVIRUSOV Z METODO PCR
ADENOVIRUS CONSENSUS®

Vzorcem s pozitivnim rezultatom po reakciji n-PCR smo dolo¢ili Se vrsto z metodo PCR
Adenovirus Consensus®. Ta test omogo&a dologitev posamezne vrste Adv v kuZninah iz
zgornjih in spodnjih dihal. Metodi n-PCR in PCR Adenovirus Consensus® nista dali enakih

rezultatov. Le-te prikazuje preglednica 4.3..

Preglednica 4.4. Rezultati reakcije nested-PCR in reakcije PCR Adenovirus consensus®

. 3 Jakost sevanja Rezultat
St. St Vrsta Rezultat ®
) ) odsekov DNA na PCR Adenovirus Consensus
vzorca | pacienta kuznine n-PCR
elektroforeznem gelu PCR vrsta

19 20 bris NZ + moden + Bl

10 11 bris NZ + Sibek - -

6 7 bris NZ + Sibek - -

23 24 bris NZ + mocen + Bl

24 25 bris NZ + Sibek - -

5 6 bris NZ + moden + C
46 16 BAL + Sibek - -
47 17 BAL + mocen + B2

37 7 BAL + mocen + B2

59 30 BAL + mocen + B2, C

Legenda:

- negativen rezultat

+ pozitiven rezultat

NZ- nosno Zrelo

BAL- bronhoalveolarni izpirek (angl.: bronchoalveolar lavage)
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n-PCR- dvostopenjska verizna reakcija s polimerazo (angl.: nested polymerase chain reaction)
PCR Adenovirus Consensus®- PCR-hibridizacijski-encimskoimunski test (angl: PCR-hybridization-
immunoenzymatic assay)

Z metodo PCR Adenovirus Consensus® smo dobili 6 pozitivnih rezultatov od 10, ki smo
jih doloc¢ili z metodo n-PCR. Od 6 pozitivnih rezultatov kuznin iz zgornjih dihal smo jih
sedaj dolodili 3, od 4 pozitivnih rezultatov kuznin iz spodnjih dihal pa smo jih z metodo
PCR Adenovirus Consensus® dolo¢ili 3. KuZninam, pri katerih smo po reakciji PCR
Adenovirus Consensus”® dobili pozitiven rezultat, smo nato dologili $e vrsto. Pri 2/6 kuznin
smo dolocili vrsto B1, pri 2/6 vrsto B2 in pri 1/6 kuznin vrsto C. Dokazali smo tudi dve
vrsti v eni kuznini - B2 in C. To je bila kuznina iz spodnjih dihal. V kuzninah iz zgornjih

dihal je prevladovala vrsta B1, v kuzninah iz spodnjih dihal pa vrsta B2.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Virusne okuzbe dihal

Virusne okuzbe dihal so pomemben vzrok obolevnosti in smrtnosti po vsem svetu.
Ocenjujejo, da so bolezni dihal pomemben vzrok smrti pri otrocih, mlaj$ih od 5 let. Vnetja
dihal so tudi najpomembnejsi vzrok za obisk otrok pri zdravniku tako v svetu kot tudi pri
nas. Obolevnost je najve€ja v hladnejSem delu leta. Virusi povzrocajo akutne okuzbe
spodnjih dihal pri 20 do 30 % obolelih otrok. RSV povzroci priblizno polovico teh okuzb,
sledijo Adv, VI in virusi parainfluence (VPI). Stevilni drugi virusi, kot npr. RV in hMPV,
lahko povzrocijo vnetje spodnjih dihal, v redkih primerih pa tudi ve¢ virusov hkrati (Hogg,
1999).

Vecina otrok, obolelih za virusnimi respiratornimi okuzbami, razvije znake in simptome
vnetja zgornjih dihal in ozdravi hitro. V tezjih primerih se lahko pri otroku pojavi povisana
telesna temperatura, bronhitis ali celo pljucnica, ne pojavi pa se zapora dihalnih poti. Pri
redkih lahko virusna okuzba povzro¢i sindrom, podoben astmi. Gre za vnetje zgornjih
dihal in zaporo spodnjih dihalnih poti zaradi bronhiolitisa. Vecina otrok preboli akutni
bronhiolitis brez hujSih zapletov in posledic. Opazili pa so, da se pri otrocih, ki imajo v
zgodnjem otroStvu pogosto bronhiolitise, ki jih povzro¢ajo hMPV, RV, Adv in drugi
virusi, razvijejo stalne zapore dihalnih poti (Fjaerli in sod., 2005). Zelo verjetno je to

posledica perzistentne in/ali latentne virusne okuzbe (Macek in sod., 1994).

Obstruktivna pljucna bolezen predstavlja resno oviro za normalen razvoj otroka. Klini¢ne
materiale teh otrok navadno v laboratoriju pregledamo z neposredno imunofluorescenco, ki
je hitra, a slabse ob&utljiva metoda. Ceprav je za strokovno dejavnost imunodetekcija
virusnih antigenov primerna, ker je hitra, ostane veCkrat povzroCitelj te bolezni
nepojasnjen. Zato smo se odlocili, da z natan¢nejSo metodo dolo¢imo nekatere respiratorne
viruse v dihalih otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo. Omejili smo se na Adv, RV in
hMPV. Za dolocanje teh virusov smo uporabili metodo PCR. Predvsem jo uporabljamo, ko

pri kroni¢nih boleznih iS¢emo morebitnega virusnega povzroCitelja ali pa ¢e kljub
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negativnim rezultatom, ki jih dobimo z drugimi diagnosti¢nimi metodami, klini¢na slika
kaze, da je etioloski dejavnik eden od respiratornih virusov. Ce v slednjem primeru nato
dobimo z metodo PCR pozitiven rezultat, si to razlagamo tako, da smo klini¢ni material
dobili v ¢asu, ko je virus latenten ali smo kuznino dobili prepozno, da bi lahko dokazali
infektivni virus ali njegove antigene. Z metodo PCR lahko tako ugotovimo virusno
etiologijo 2-krat pogosteje kot z dokazom antigena s hitrimi metodami in/ali poskusom
osamitve virusa na celi¢ni kulturi (Kusel in sod., 2006). PCR je primerna tudi za
vsakodnevno diagnostiko RV in hMPV, saj le-ti pocasi in slabo uspevajo na celi¢nih
kulturah. Zaenkrat jih tudi ne moremo dolociti s hitrimi metodami. Z metodo PCR

neposredno dolo¢amo virusni genom v klini¢nih materialih.

5.1.2 Osamitev, pomnoZevanje in detekcija adenovirusov, rinovirusov in ¢loveSkega

metapnevmovirusa

Klini¢ni materiali so bili brisi nosnega zrela, bronhoalveolarni izpirki in aspirati bronhijev
otrok z obstruktivno pljucno boleznijo, starih od 4 mesecev do 16 let. KuZnine so bile
odvzete v razlicnih mesecih v obdobju od leta 2003 do vklju¢no leta 2005. Klini¢ni
materiali so bili do preiskave shranjeni v teko¢em gojis¢u pri —70 °C. Osamitev DNA Adv
ter RNA RV in hMPV smo izvedli s komercialnimi kompleti po navodilih proizvajalca. Z
osamitvijo DNA in RNA nismo imeli posebnih tezav, saj smo jo izvajali po ze veckrat
preizkusenih protokolih. Le pri osamitvi RNA smo morali paziti, da smo vse postopke v
opisanem protokolu pod tocko 3.2.3. izvajali hitro in pri sobni temperaturi. RNA je namrec
zelo obcutljiva molekula in hitro razpade pod vplivom RNaz in temperature. Za
pomnozevanje odseka genoma Adv, RV in hMPV smo uporabili razmerje sestavin
reakcijske meSanice in pogoje reakcije PCR, ki so navedeni v preglednicah 3.3 - 3.8, in so
bili prav tako Ze veckrat preizkuseni. Za pomnoZzevanje 142 bp dolgega odseka gena za
hekson pri Adv smo uporabili metodo nested PCR. Gre za dvostopenjsko verizno reakcijo
s polimerazo. Po pomnozevanju z zunanjimi zacetnimi oligonukleotidi smo izvedli Se
reakcijo pomnoZzevanja z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi. Pomnozevali smo DNA,
nastalo pri klasiénem PCR in na ta nain povecali specificnost pomnoZevanja in zmanjsali
pojav lazno pozitivnih rezultatov prvega PCR, ki so lahko posledica nastanka nespecifi¢nih

pridelkov. Za dokazovanje RV in hMPV smo uporabili metodo RT-PCR, saj gre za virusa
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z RNA. V eni reakciji sta tako zdruzeni reverzna transkripcija in pomnozevanje DNA.
Tako smo se izognili morebitni kontaminaciji med obema reakcijama, Ce bi ju izvajali
lo€eno. Pri RV smo pomnoZzevali 380 bp dolg odsek 5' nekodirajoce regije (5'-NCR), pri
hMPV pa 450 bp dolg odsek gena za fuzijski protein (F). UspeSnost pomnozevanja smo
nato dokazovali z -elektroforezo v agaroznem gelu. Slike 4.1-4.3. prikazujejo
pomnoZevanje tarénega odseka genoma Adv z metodo n-PCR ter odseka genoma RV in

hMPYV z metodo RT-PCR.

Pri dokazovanju virusnih nukleinskih kislin z metodo PCR ne smemo spregledati moznosti
pojava lazno pozitivnih in lazno negativnih rezultatov. LaZzno pozitivni rezultati so
posledica visoke obcutljivosti same metode. Do njih lahko pride zaradi kontaminacije
enega vzorca z drugim ali pa zaradi kontaminacije s predhodnimi pridelki enake reakcije
PCR. Zato v reakcijo vedno vklju¢ujemo poleg pozitivne kontrole, s katero zagotavljamo
ustreznost metode, tudi negativno kontrolo. Negativne kontrole so bile v vseh reakcijah
negativne, zato smo predvidevali, da ni priSlo do kontaminacije vzorcev. Reakcije
pomnozevanja so potekale uspesno, saj so se vedno pomnozile tudi pozitivne kontrole.
Pomembni pa so tudi lazno negativni rezultati. Ti so lahko posledica Stevilnega odtajevanja

in zamrzovanja klini¢énega materiala, zaradi cesar pride do razgradnje nukleinske kisline.

Ugotovili smo, da se Adv, RV in hMPV nahajajo tako v spodnjih kot v zgornjih dihalih
otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo. Preglednici 4.1. in 4.2. prikazujeta viruse v
klini¢nih materialih teh otrok. Od 63 pregledanih kuznin smo najveckrat dolocili Adv - v
10/63 (15,8 %) kuznin, v 5/63 (7,9 %) kuznin smo doloc¢ili h(MPV, RV pa smo dolocili le v
3/63 (4,7 %) kuznin (Preglednica 4.3.). Skupni delez okuzenih otrok z Adv ali s hMPV, ki
smo ga dolocili, je primerljiv z drugimi Studijami po svetu (Jartti in sod., 2002; Straliotto in
sod., 2004). Delez okuZenih otrok z RV pa je nizji (Lemanske in sod., 2003). Kuznine, v
katerih smo dokazali viruse, so bile ve¢inoma iz zgornjih dihal. V raziskavo je bilo
vkljucenih 34 otrok, 20 (58,8 %) od teh je bilo moskega spola, 14 (41,2 %) pa zenskega.
Razmerje med bolniki moskega in Zenskega spola, ki smo jim dokazali katerega od
virusov, je bilo v prid slednjim (1:1,15), €eprav naj bi bili okuzbam z respiratornimi virusi
bolj podvrzeni moski (Williams in sod., 2004). Za posamezen virus pa je bilo razmerje

deklice/decki za Adv 6/3, za RV 2/1, za hMPV 2/3. Ker so ta razmerja za posamezen virus
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razli¢na, ne moremo reci, da je spol znacilno povezan z okuzbo z virusi. Pri enem otroku
smo dokazali Adv v kuznini iz zgornjih in spodnjih dihal. Decek je bil star eno leto. Samo
pri enem otroku smo ugotovili so¢asno okuzbo z dvema razli¢nima virusoma. To sta bila
Adv in RV. Decek je bil star 2 leti. Oba virusa smo dokazali v spodnjih dihalih. V $tevilnih
Studijah so pokazali, da prihaja do socasnih okuzb z Adv in RV (Aberle in sod., 2005;
Druce in sod., 2005). Otroci z dvojno okuzbo naj bi imeli tezji potek bolezni (Pitrez in
sod., 2005), ¢eprav nekateri to zanikajo (Papadopoulos in sod., 2002). KuZnine, ki so imele
po reakciji PCR pozitiven rezultat za posamezen virus, so bile odvzete ve¢inoma izven
sezone pojavljanja respiratornih virusov, zato bi lahko pomislili, da gre za latentno okuZzbo.
Znano pa je, da se ti virusi po preboleli okuzbi Se dalj ¢asa izlocajo in lahko perzistirajo v
dihalih bolnikov. Adv npr. lahko Se ve¢ let najdemo v tonzilah (Pichler in sod., 2001). Zato
bi bilo potrebno preuciti ali gre res za latentno in/ali perzistentno okuzbo, saj naj bi le-ta
bila pomembna v razvoju obstruktivne plju¢ne bolezni. V Studiji Pichlerja in sod. (2001)
namre¢ niso dokazali Adv v dihalih otrok s to boleznijo. V naSo raziskavo vkljucene
kuznine so bile pregledane tudi z direktno imunofluorescenco, vendar v ve€ini primerov ni
bil odkrit noben virus. Mozno je, da vsebujejo tako nizko koncentracijo virusa, da je pod

detekcijsko zmogljivostjo same metode.

5.1.3 Dolocanje vrst adenovirusov v kuZninah, ki so imele po reakciji nested-PCR

pozitiven rezultat, z metodo PCR Adenovirus Consensus”

Vzorcem s pozitivnim rezultatom, dobljenim z reakcijo n-PCR, smo Zeleli dolociti Se vrsto
z metodo PCR Adenovirus Consensus®. Izvedli smo reakcijo PCR, v kateri smo uporabili
za pomnozevanje skupinsko znacilne zacetne oligonukleotide, skladne z odsekom gena VA
RNA. Reakcija je potekala z vroco zaetno temperaturo (95 °C). Na ta nafin smo se
izognili nespecifiénemu spajanju zacetnih oligonukleotidov pred prvim pomnoZevanjem
s polimerazo. Reakcijsko meSanico smo tako najprej izpostavili zacetnemu razdvajanju pri
95 °C za 15 minut, da so razpadle vse naklju¢no nastale dvoverizne vijacnice, hkrati pa se

je aktivirala polimeraza, ki je Hot Start Taq' " DNA polimeraza.

V reakcijo smo vkljucili pozitivno kontrolo, s katero smo preverjali mozno inhibicijo

pomnozevanja. Dobili smo jo v kompletu. To je plazmid, ki vsebuje Adv zaporedja,
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komplementarna zacetnim oligonukleotidom. Vzorce smo pomnozevali tudi v inhibitorni
reakcijski meSanici, s katero smo ugotavljali inhibitorje, ki bi lahko motili pomnozevanje
DNA. Kot negativno kontrolo smo uporabili ddH,O. Po koncani reakciji pomnoZevanja
smo analizirali pridelke PCR s hibridiazcijo v mikrotiterski plos¢ici z biotinilirano
skupinsko sondo. Nastale hibride (Adv DNA in sonda) smo detektirali z metodo ELISA.
Pomnozevanje in detekcijo s hibridizacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca, ki so
opisana pod tockama 3.2.7.1 in 3.2.7.2.. V hibridizacijsko reakcijo smo vkljucili vse
vzorce, ki smo jih pomnozevali, vklju¢no s pozitivno in negativno kontrolo, saj smo le tako
lahko preverili, ¢e je reakcija PCR potekala pravilno. Da smo zagotovili uspesnost
hibridizacije, smo vkljucili Se detekcijsko negativno kontrolo, ki je v kompletu. Le-ta nam
je sluzila za izra€un mejne vrednosti (cut-off). Po kon¢anem testu smo izmerili OD pri 450
nm, izvedli smo validacijo in dolo€ili rezultate (tocka 3.2.7.2.2.). Ker je test glede na
posamezne vrednosti in izracune potekal pravilno, je sledila izvedba hibridizacije z
uporabo biotiniliranih, vrstno znacilnih sond, s katerimi smo dolo¢ili posamezne vrste Adv

(tocka 3.2.7.3.).

Od 10 pozitivnih vzorcev, doloCenih z metodo n-PCR, smo jih z metodo PCR Adenovirus
Consensus® potrdili le 6 (60 % ujemanje). Vabretova in sod. (2004) navajajo, da je metoda
PCR Adenovirus Consensus® obéutljivejsa kot metoda PCR, v kateri pomnozujemo odsek
gena za hekson. Nasprotno pa so Echavarriaova in sod. prisli do ugotovitve, da naj bi bila
metoda PCR Adenovirus Consensus® manj obéutljiva. Dokazali pa so tudi, da lahko
veckratno odtajevanje in zamrzovanje vzorcev vpliva na to, da ni priSlo do enakih
rezultatov. Reakcijo PCR Adenovirus Consensus® so namre¢ izvedli, ko so bili vzorci z
osamljeno DNA Ze vsaj enkrat zamrznjeni pri —70 °C. DNA se lahko v procesu odtajevanja
razgradi, zato lahko pride do lazno negativnih rezultatov, Se posebej, ¢e je v vzorcu
koncentracija nukleinske kisline nizka. Ugotovili so, da so vzorci z nizjo koncentracijo
DNA manj stabilni po veckratnem odtajevanju in zamrzovanju, kot pa vzorci z vi§jo
koncentracijo DNA. Zakljucili so, da je pri interpretaciji rezultatov potrebna previdnost,
¢e gre za vzorce z nizkim virusnim bremenom in so ti bili ze veckrat odtajani (Echavarria
in sod., 2006). Na ta nacin bi si lahko tudi mi razlozili neskladnost rezultatov obeh metod.
Nekateri kliniéni materiali otrok so bili namre¢ Ze vsaj 3 leta zamrznjeni pri —70 °C, kar

vpliva na samo obstojnost nukleinske kisline. Glede na jakost sevanja odsekov DNA na
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elektroforeznem gelu (Slika 4.3.) po reakciji n-PCR lahko sklepamo, da se je nekaj
podobnega kot pri Echavarriaovi in sod. zgodilo tudi pri nas. Odseki DNA, ki so Sibko
sevali na elektroforeznem gelu, so pripadali vzorcem, ki so bili z metodo PCR Adenovirus
Consensus® negativni. Nasprotno pa so vzorci z moéno sevajoéimi odseki DNA dali

pozitiven rezultat.

Kuzninam, ki so imele po reakciji PCR Adenovirus Consensus® pozitiven rezultat, smo
dolocili $e vrsto. Doloc¢ili smo vrste B1, B2 in C. Dokazali smo tudi dve vrsti v eni kuznini,
B2 in C. Slo je za kuZnino iz spodnjih dihal (Preglednica 4.3.). Rezultati so skladni z
dejstvom, da okuzbo dihal najpogosteje povzrocajo serotipi iz vrst B in C. V sploSnem naj
bi bile okuzbe zgornjih dihal pri otrocih povezane z vrsto C, okuzbe spodnjih dihal pa z
vrsto B. Vrsto B1 smo dokazali v zgornjih dihalih, vrsto B2 pa v spodnjih dihalih. Vrsto C
smo detektirali v eni kuznini iz zgornjih dihal in skupaj z vrsto B2 v spodnjih dihalih enega
otroka. Navadno naj ne bi prihajalo do dvojne okuzbe z razliénima vrstama virusa. V
Studiji Ecahavrriaove in sod. (2006) so naleteli na enak primer. Dve vrsti bi lahko ostali
neodkriti, ¢e ne bi uporabili molekularne metode za detekcijo. Navadno se namrec
tipizacija izvaja z nevtralizacijo, ki sledi pomnoZevanju virusa na celi¢nih kulturah.
Dvojno okuzbo bi detektirali le, ¢e bi se virusa pomnozevala enako ucinkovito.
Navzocnost dveh vrst v enem klinicnem materialu je neobicajno odkritje, zato bi bile v

prihodnosti potrebne raziskave na tem podrocju.

5.1.4 Zakljucek

V nasi raziskavi smo ugotovili, da se Adv, RV in hMPV nahajajo predvsem v zgornjih in
tudi v spodnjih dihalih otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo. Pri¢akovali smo ve¢
pozitivnih rezultatov za posamezen virus, zato ne moremo izklju€iti moznosti, da je prislo
do razgradnje nukleinske kisline v vzorcu zaradi dolgotrajnega hranjenja pri —70 °C. Ker
lahko z metodo PCR detektiramo le virusno nukleinsko kislino, bi bilo dobro pregledati
kuznine teh otrok Se s poskusom osamitve virusa na celi¢nih kulturah. Tako bi ugotavljali,
ali so imeli otroci v ¢asu odvzema v dihalih infektiven virus. Za Adv je bil ta poskus ze
opravljen (Rade, 2005). Isti ali enak poskus bi bilo potrebno izvesti Se za dokaz RV in
hMPV. Prepoznavanje obstruktivne pljucne bolezni je zahtevno. Prav tako je Se veliko

nejasnega o samem mehanizmu bolezni in pomenu virusov pri njenem nastanku. Poleg
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Adv, RV in hMPV so lahko v dihalih teh otrok Se drugi virusi. PCR je zelo obcutljiva in
hitra metoda, zato dobiva vedno vecji pomen v diagnostiki virusnih respiratornih okuzb. V
diplomskem delu smo pokazali, da je metoda PCR primerna za doloCanje virusov v

kuzninah iz dihal.

5.2 SKLEPI

e Metoda PCR je primerna za dolo€anje respiratornih virusov v zgornjih in spodnjih

dihalih otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo.

e Adenoviruse, rinoviruse in ¢loveski metapnevmovirus smo dokazali predvsem v

zgornjih dihalih, redkeje v spodnjih dihalih.

e Pri enem otroku smo v spodnjih dihalih dolocili soasno dva razli¢na virusa — rino-

in adenovirus.

e V kuZnini iz spodnjih dihal smo doloc¢ili dve vrsti adenovirusov (B2 in C). Pojav

dveh vrst hkrati je neobicajen.
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6 POVZETEK

Virusne okuzbe dihal so najpomembnejSi vzrok za obisk otrok pri zdravniku tako v
Sloveniji kot v svetu. Akutna virusna okuZba spodnjih dihal se najpogosteje klini¢no izrazi
kot akutni bronhiolitis. Ob prebolevanju le-tega otrokom v prsih piska. Pri nekaterih
otrocih se epizode piskanja v prsih ponavljajo, vendar jih kasneje le pescica razvije astmo.
Menijo, da lahko nekateri virusi perzistirajo v spodnjih dihalih Se ve€ let po prvi epizodi
akutnega bronhiolitisa in tako prispevajo k nastanku obstruktivne plju¢ne bolezni, ki
predstavlja resno oviro za normalen razvoj otroka. V diplomski nalogi smo Zeleli dolociti
DNA adenovirusov (Adv) in RNA rinovirusov (RV) ter ¢loveskega metapnevmovirusa

(hMPV) v kuzninah iz zgornjih in spodnjih dihal otrok z obstruktivno pljucno boleznijo.

Za dokazovanje DNA Adv smo uporabili dvostopenjsko verizno reakcijo s polimerazo (n-
PCR), za dokazovanje RNA RV in hMPV pa enostopenjsko verizno reakcijo s polimerazo
s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR). Pregledali smo 63 kuZnin (30 iz zgornjih in
33 iz spodnjih dihal) 34 otrok z obstruktivno plju¢no boleznijo. Od 63 pregledanih kuznin
smo Adv dokazali skupno v 10/63 (15,8 %) kuznin, RV v 3/63 (4,7 %) kuznin in hMPV v
5/63 (7,9 %) kuznin. KuZnine, v katerih smo dokazali viruse, so bile ve€inoma iz zgornjih
dihal. Samo pri enem otroku smo ugotovili soasno okuzbo z dvema razli¢énima virusoma —
Adv in RV. Kuzninam, ki so imele po reakciji n-PCR pozitiven rezultat na Adv, smo Zeleli
dolo¢ili vrsto z metodo PCR Adenovirus Consensus®. Ujemanje metod je bilo 60 % v prid
n-PCR. Vzorcem, ki so dali pozitiven rezultat z metodo PCR Adenovirus Consensus®, Smo
nato dolo€ili vrsto. Dolo¢ili smo vrste B1, B2 in C. Dokazali pa smo tudi dve vrsti Adv

(B2 in C) v kuZnini iz spodnjih dihal. Pojav dveh vrst virusa hkrati je neobicajen.

V raziskavi smo ugotovili, da se Adv, RV in hMPV nahajajo predvsem v zgornjih in tudi v
spodnjih dihalih otrok z obstruktivno pljuno boleznijo. Na podlagi rezultatov pa ne
moremo potrditi, da so navzoci virusi obvezni za nastanek bolezni, niti ne, da so kakorkoli
vpleteni v njen razvoj. Predpostavljamo, da so lahko poleg Adv, RV in hMPV v dihalih teh

otrok Se mnogi drugi virusi.
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