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Rotavirusi so najpogostejsi povzrocitelji akutnega gastroenteritisa pri otrocih do 5.
leta starosti po vsem svetu. Letno povzroc¢ijo ve¢ kot 500.000 smrti, predvsem v
dezelah v razvoju. Zaradi velike obolevnosti in spreminjanja rotavirusnih
genotipov, je za razvoj ucinkovitih cepiv nujno spremljanje molekularne
epidemiologije rotavirusov. V diplomski nalogi smo spremljali pojavljanje
rotavirusnih genotipov pri hospitaliziranih otrocih starih do 5 let v ljubljanski regiji
v letu 2008. Ugotovili smo, da je bilo najve¢ obolelih otrok starih med 1. in 2.
letom. V tem starostnem razredu je bila tudi genotipska raznolikost rotavirusov
najvecja. Najve¢ okuzb se je pojavilo v zimskih in zgodnjih spomladanskih
mesecih, z vrhom v mesecu januarju. V letu 2008 je bil tako kot prejSnja leta
najpogostej$i rotavirusni genotip G1P[8]. Pojavljali pa so se tudi rotavirusni
genotipi  G2P[4], G9P[8], G4P[8], G2P[8] in GI9P[4]. Majhen delez pa so
predstavljale okuzbe z meSanimi genotipi: GI+GI10P[8], GI+GI12P[8] in
G9+G12P[8].
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AB  Rotaviruses are the most common cause of acute gastroenteritis in children up to
five years of age worldwide. Annually rotaviruses cause more than 500 000 deaths,
mostly in developing countries. Due to high morbidity and alteration of rotavirus
genotypes, it is vital for the development of effective vaccines to strictly monitor
the molecular epidemiology of rotaviruses. The emergence of rotavirus genotypes
was monitored in hospitalized children aged up to five years in the Ljubljana region
in 2008. The most of sick children included in our study were aged between 1 and 2
years. In the same age group the highest genotypic diversity of rotaviruses was
determined. Most infections occurred in the winter and early spring months with a
peak in January. As already shown in previous years, the most common genotype
in 2008 was G1P[8]. Genotypes G2P[4], GIP[8], G4P[8], G2P[8] and G9P[4] were
also appearing. Only fewinfections were caused by mixed rotavirus genotypes:
G1+G10P[8], G1+G12P[8] and G9+G12P[8].
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VIII

OKRAJSAVE IN SIMBOLI
cDNA - komplementarna DNA (ang.: complementary DNA)
CD4 - povrsinska molekula na celicah T pomagalkah
CD8 - povrsinska molekula na citotoksi¢nih celicah T
ddH,O - demineralizirana destilirana voda
DNA - deoksiribonukleinska kislina (ang.: deoxyribonucleic acid)
dNTP - deoksinukleotid trifosfat
IgA - imunoglobulin (protitelesa) razreda A
IgG - imunoglobulin (protitelesa) razreda G
NSP - nestrukturna beljakovina (nagl.: non structual protein)
mRNA - informacijska RNA (ang.: messenger RNA)
PCR - verizna reakcija pomnozevanja s polimerazo (ang.: polymerase

chain reaction)

RNA - ribonukleinska kislina (ang.: ribonucleic acid)

RT -PCR - obratno prepisovanje in verizna reakcija pomnozevanja s
polimerazo (ang.: polymerase chain reaction)

Tm - temperatura talis¢a (ang.: melting point)

U - enota za encimsko aktivnost

VP - virusna beljakovina (angl.: viral protein)
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1 UVOD

Rotaviruse so prvi¢ odkrili leta 1973. Njihovo ime izhaja iz kolesu podobne strukture
(kolo, lat.: rota) (Bishop, 2009). Uvr§¢amo jih v rod Rotavirus in v druzino Reoviridae
(Estes in Kapikian, 2007). Rotavirusi so ikozaedri¢ni virusi brez ovojnice, s troslojno
kapsido in z genomom, ki ga sestavlja 11 odsekov dvojnovijatne RNA (Pesavento in sod.,
2006). So najpogostejsi povzrocitelji akutnega gastroenteritisa pri novorojenckih in otrocih
do 5. leta starosti. Inkubacijska doba traja od 1 do 3 dni. Pri obolelih se najpogosteje
pojavijo povisana telesna temperatura, bruhanje in moc¢na vodena driska, ki po 4 — 7 dneh
izzveni (Chandran in sod., 2010). Za zdravljenje se najpogosteje uporablja oralna
rehidracijska raztopina (angl.: ORS) (Estes in Kapikian, 2007). Rotavirusne okuzbe se
pojavljajo povsod po svetu, s tem da v drzavah v razvoju smrtnost zaradi rotavirusnih
okuzb predstavlja kar 5 % vseh smrti pri otrocih do 5. leta starosti (Chandran in sod.,
2010). Pri obolelih kar 90 % vseh rotavirusnih okuzb povzroc¢ijo rotavirusni genotipi
GI1P[8], G2[4], G3P[8] ter G4P[8]. V okoljih z zmernim podnebjem se rotavirusne okuzbe
pojavljajo sezonsko, v okoljih s tropskim podnebjem pa preko vsega leta. Zaradi velikega
Stevila obolelih za rotavirusnimi okuzbami, so razvili ustrezno cepivo. Trenutno sta v
uporabi predvsem dve cepivi, in sicer RotaTeq (Merck Vaccine Division) in Rotarix

(GlaxoSmithKlein) (Greenberg in Estes, 2009).

1.1 NAMEN IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen diplomske naloge je bil dolociti rotavirusne genotipe pri hospitaliziranih otrocih
starih do pet let, ki so oboleli za rotavirusnim gastroenteritisom, v ljubljanski regiji v letu
2008. Rotavirusne okuzbe obolelih otrok so bile sprva dokazane z encimsko imunsko
metodo in z elektronsko mikroskopijo. Nato smo z genotipizacijo teh vzorcev poskusali
dolociti pogostost pojavljanja posameznih rotavirusnih genotipov in primerjati porazdelitev
le-teh po posameznih starostnih skupinah otrok in po mesecih v letu 2008. Prav tako smo
primerjali rotavirusne genotipe, ki so se pojavljali v Sloveniji z rotavirusnimi genotipi, ki

se pojavljajo v ostalih evropskih drzavah in po svetu.
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Pri¢akovali smo, da bo pogostost pojavljanja posameznih genotipov podobna kot prejsnja
leta, z najpogostejSim rotavirusnim genotipom G1P[8]. Prav tako smo predvidevali, da bo
najvecja porast rotavirusnih okuzb v poznih zimskih mesecih in da bo najvec¢ obolelih med
prvim in drugim letom starosti. Predvidevali smo tudi, da je pojavnost posameznih

rotavirusnih genotipov drugod v Evropi in po svetu podobna.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINSKI PREGLED

V preteklosti je veliko novorojenckov in mlajsih otrok umrlo zaradi driske. Vzroke zanjo
so pripisovali bakterijskim okuzbam. Leta 1929 je Zahorsky prvi opisal simptome
gastroenteritisa pri dojenckih in mlajSih otrocih. Prav tako je predlagal, da so lahko
povzroditelji drisk tudi virusne okuzbe. Po letu 1940 se je smrtnost otrok kot posledica
drisk, zaradi izboljSanja higiene, osvescanja mater, pravilnega ravnanja z izlocki obolelih

in napredka pri zdravljenju v bolni$nicah, zmanjsala (Bishop, 2009).

Leta 1943 sta Light in Hodes intranazalno cepila teleta s filtriranimi izlocki obolelih
dojenckov in s tem sprozila drisko tudi pri teletu, vendar povzrociteljev nista mogla
namnoziti na celiénih kulturah. Sele tri desetletja kasneje (1974) so v shranjenih vzorcih

dokazali rotaviruse (Bishop, 2009).

Leta 1947 so rotaviruse prvi¢ opisali pri misih. Misji rotavirusni sevi so bili tudi prvi, ki so
jih v letu 1963 opazovali z elektronskim mikroskopom. Istega leta so podobne morfoloske
lastnosti opazili tudi pri vzorcih izlockov odvzetih obolelim opicam in 6 let kasneje tudi pri

izlockih obolelih telet (Ward in sod., 2008).

Leta 1973 pa so Bishop in sodelavci z elektronskim mikroskopom v resicah tankega
Crevesja otrok, obolelih za akutnim gastroenteritisom, prvi¢ odkrili ¢loveske rotaviruse.
Opisali so jih kot okrogle kolesu podobne viruse (kolo, lat.: rota), iz ¢esar izhaja tudi
njihovo ime - rotavirusi. V sledecih letih so z rezultati razli¢nih raziskav dokazali, da so
prav rotavirusi glavni vzrok hudih drisk pri otrocih po vsem svetu (Ward in sod., 2008;

Bishop, 2009)
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2.2 TAKSONOMSKA UVRSTITEV

Rotaviruse uvrs¢amo v rod Rotavirus in v druzino Reoviridae, kamor pristevamo tudi
druge rodove: Orthoreovirus, Orbivirus, Coltivirus, Aquareovirus, Cardoreovirus,
Cypovirus, Fijivirus, Phytoreovirus, Oryzavirus, Seadornavirus, ldnoreovirus in

Mycoreovirus (Estes in Kapikian, 2007).

Na podlagi antigenskih lastnosti beljakovine VP6 lahko rotaviruse razdelimo na 7
seroloskih skupin; od A do G. Rotavirusne skupine A, B, C povzrocajo okuzbe tako pri
ljudeh kot pri zivalih, vendar je pri ljudeh najpogostejSa okuzba s skupino A. Ostale
rotavirusne skupine (D, E, F, G) pa povzrocajo okuzbe le pri Zivalih (Estes in Kapikian,
2007).

Rotavirusno skupino A lahko glede na reaktivnost beljakovine VP6 z dvema
monoklonskima protitelesoma Se dodatno razdelimo v podskupine: I, II, [+II in ne-I, ne-II.
Te podskupine so v zadnjih letih na osnovi molekularne opredelitve zdruzili v dve novo
imenovani genski skupini. Genska skupina I vkljucuje podskupino I, genska skupina II pa

vkljucuje ostale podskupine: I1, I+II in ne-I, ne-11 (Matthijnssens in sod., 2008).

Leta 1989 so uvedli binarni klasifikacijski sistem, ki znotraj rotavirusne skupine A
razlikuje med serotipi P (protezano obcutljiv VP4) in serotipi G (glikoprotein VP7). Ta
sistem je bil zasnovan na osnovi imunske reaktivnosti in genske strukture dveh beljakovin
zunanje kapside VP4 in VP7, ki neodvisno ena od druge, izzoveta nastanek

nevtralizacijskih teles (Matthijnssens in sod., 2008).

Antigensko klasifikacijo je zaradi zamudnosti, zahteve po virusni zbirki in imunskih
reagentov, ki niso dostopni v vseh laboratorijih ter zaradi tezavnejSega sekvenciranja,
nadomestila genotipska klasifikacija, ki temelji na molekularnih metodah in rotaviruse
razvrs¢a na genotipe G (VP7) in genotipe P (VP4). Genotipi G sovpadajo s serotipi G,
genotipi P pa se s serotipi P ne ujemajo. Serotip P je oznacen z arabsko Stevilko, kateri
sledi velika zacetnica, genotip P pa ja zapisan v oglatem oklepaju za serotipom P- (P1A[8])

(Matthijnssens in sod., 2008).
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Najnovejsi klasifikacijski sistem razvrScanja rotavirusov temelji na vseh 11 genomskih
odsekih RNA in pomeni razsiritev prejSnje genotipske klasifikacije. Uvaja tudi standardni
postopek za uvrstitev rotavirusnega seva v ze uveljavljen ali nov genotip (Matthijnssens in

sod., 2008).

23 ZGRADBA

Rotavirusi so ikozaedri¢ni virusi brez ovojnice, ki v premeru merijo 70 — 80 nm in so

sestavljeni iz troslojne kapside (Pesavento in sod., 2006).

Slika 1. Zgradba rotavirusa (Pesavento in sod., 2006)

Zunanjo plast kapside sestavljata beljakovini VP4 in VP7 (slika 1). Glikoprotein VP7 je
glavni sestavni del zunanje plasti. V zunanji plasti kapside se tako nahaja 780 kopij
beljakovine VP7 razvr§¢enih v 260 trimerov. Pravokotno na zunanjo plast je zasidranih 60
dimernih izrastkov beljakovine VP4. Tripsin cepi beljakovino VP4 na beljakovino VP5* in
beljakovino VP8*. Beljakovina VP5* tako predstavlja centralni del izrastka beljakovine
VP4, beljakovina VP8* pa preostali, notranji kroglasti podroc¢ji beljakovine VP4
(Pesavento in sod., 2006).

Srednjo plast kapside sestavlja beljakovina VP6, ki je v neposrednem stiku z beljakovino
VP7. Beljakovina VP6 se nahaja v 780 kopijah, ki so urejene v 260 trimerov. Skozi trimere
beljakovine VP7 in beljakovine VP6 prodira 132 vodnih kanalov, ki omogocajo prehod
vodnih snovi in biokemi¢nih substratov v in iz kapside. Beljakovina VP6 pa je tudi glavna
strukturna beljakovina, ki povezuje zunanjo plast kapside z notranjo (Pesavento in sod.,

2006).
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Notranji sloj kapside sestoji iz 120 molekul beljakovine VP2, ki reagira z 12 kopijami
encimskega kompleksa VP1/VP3. Vsakega izmed encimskih kompleksov VP1/VP3 pa
obkroza dvojnovijacna RNA. 11 odsekov dvojnovijane RNA sestavlja virusni genom

(Pesavento in sod., 2006).

Genomski odseki kodirajo 6 strukturnih beljakovin: VP1 - VP4, VP6 in VP7 in 6
nestrukturnih beljakovin; NSP1 - NSP6. NajmanjSi genomski odsek (edini izmed vseh
odsekov) kodira 2 beljakovini NSP5 in NSP6. Nestrukturne beljakovine se sintetizirajo v
okuzenih celicah in sodelujejo pri pomnoZevanju genoma ter pri sestavljanju novih
virusov. Klinicno najpomembnejsi je enterotoksin NSP4, ki vpliva na elektrolitsko

neravnovesje in posledi¢no povzro¢i drisko (Pesavento in sod., 2006)

24 PRENOS IN PATOGENEZA

Rotavirusi se prenasajo po fekalno oralni poti, s tesnimi medosebnimi stiki in z okuzenimi
okoljskimi viri. Velika razSirjenost rotavirusov v razvitih drzavah, kljub izboljSanju
higienskih razmer, nakazuje, da imajo pri prenosu rotavirusov pomembno vlogo tudi

izlo¢ki dihalnih poti pri otrocih z obolenjem zgornjih dihal (Chandran in sod., 2010).

Rotavirus se pritrdi na celicno povrsino zreliih epitelijskih celic resic v zgornjem in
srednjem delu tankega Crevesja. Domnevajo, da obstajata dva nacina vstopa: neposreden
vstop preko plazemske membrane in endocitoza. Po vstopu v celico potece v citoplazmi
celice slacenje zunanje plasti kapside, ¢emur sledi prepisovanje genomske RNA
(Boshuizen, 2005). Od RNA odvisna polimeraza RNA (VP1) prepiSe negativno polarno
enovijacno RNA vsakega genomskega odseka v pozitivno polarno enovijaéno mRNA, ki
se nato v viroplazmi prevede v virusne beljakovine. Sledi sinteza negativno polarne
enovijatne RNA, ki se nato s pozitivnho polarno enovijacno RNA poveze v dvojnovijacno
RNA (Carter in Saunders, 2007). Po sestavljanju novih virusnih delcev z dvoslojno
kapsido, le- ti brstijo skozi membrano endoplazmatskega retikuluma, kjer pridobijo

zacasno membransko ovojnico. Sledi izguba membranske ovojnice in nastanek zrelih
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virusov s popolno troslojno kapsido. Zreli virusi se iz celice sprostijo z lizo ali eksocitozo

(Boshuizen, 2005).

Najpogostejsi klini¢ni znak rotavirusne okuzbe pri novorojenckih in majhnih otrocih je
driska. Obstaja ve¢ mehanizmov s katerimi rotavirusi povzrocijo drisko:
- Malabsorpcija
Driska se pojavi zaradi uniCenja absorptivnih enterocit, zaradi zmanjSanja
uravnavanja izrazanja absorbtivnih encimov in zaradi funkcijske spremembe v
tesnih stikih med enterociti, kar vodi do uhajanja vode in elektrolitov.
- Izlocanje
Domnevajo, da je izloanje povezano z delovanjem virusnega enterotoksina NSP4,
ki spodbudi ¢revesni zivéni sistem. Enterotoksin NSP4 aktivira celi¢ne kanale CI',
kar povzroci povecano izlocanje Cl in posledi¢no vode.
- Ishemija ¢revesnih resic
O ishemiji Crevesnih resic so porocCali le pri nekaterih Zzivalskih modelih.
Domnevajo, da bi bila lahko driska posledica virusno posredovanega sproscanja
neznanih vazoaktivnih snovi iz okuzenega epitelija, ki bi naj povzrocili lokalno
ishemijo crevesnih resic in posledicno funkcionalno okvaro na enterocitih. Ta
mehanizem je pri otrocih, okuzenih z rotavirusi, zelo slabo raziskan.
- Crevesna gibljivost
Prav tako kot ishemija ¢revesnih resic je tudi mehanizem Crevesne gibljivosti zelo
slabo raziskan, saj so bile raziskave izvedene le na nekaterih zivalskih modelih

(Ramig, 2004; Greenberg in Estes, 2009).

2.4.1 Sistemska rotavirusna okuzba

Ze pred skoraj 50 leti so v raziskavah na misih dokazali rotaviruse v razli¢nih organih.
Izsledke teh raziskav so smatrali za manj pomembne vse do uvedbe obcutljivejsih
bioloskih testov. Tako so znova priceli s preucevanjem sistemskih rotavirusnih okuzb v
zivalskih modelih in pri okuzenih otrocih. Ugotovili so, da se pri vseh okuzenih

posameznikih in zivalih pojavi vsaj kratko obdobje viremije, zaradi Cesar lahko zaznamo
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viruse tudi izven ¢revesja v drugih tkivih. Prav tako so ugotovili, da se pri ve¢ini okuzenih
otrok pojavlja tudi antigenemija. Rotavirusne antigene oz. rotavirusno RNA so dokazali ze
v vranici, v srcu, v ledvicah, v jetrih, v mehurju, v testisih, v izlockih respiratornega trakta
in v endotelijskih celicah. Na podrocju sistemskih rotavirusnih okuzb je Se veliko neznank.
Med drugim Se zmeraj niso jasne klinicne posledice sistemske rotavirusne okuzbe (Blutt in

Conner, 2007; Greenberg in Estes, 2009).

2.5 KLINICNI ZNAKI IN ZDRAVLJENJE

Rotavirusi lahko povzrocijo simptomatsko ali nesimptomatsko okuzbo. Ali bo okuzba
potekala simptomatsko ali nesimptomatsko, je odvisno tako od virusnih kot tudi od
gostiteljevih dejavnikov. Najpomembnejsi gostiteljev dejavnik je starost. Okuzeni
novorojencki le redko zbolijo za simptomatsko okuzbo, kajti do 3. meseca starosti jih
varujejo materina protitelesa. Z rotavirusi se lahko okuZzijo tudi odrasli, vendar je huda
simptomatska bolezen redka. Simptomatska okuzba pri odraslih se lahko razvije kot
posledica okuZbe z nenavadnim virusnim sevom ali pri okuzbi z vecjo koncentracijo virusa

(Greenber in Estes, 2009).

Rotavirusi povzrocajo akutni gastroenteritis. Po inkubacijskem obdobju, ki traja od 1 do 3
dni, se nenadno pojavijo simptomi: poviSana telesna temperatura, bruhanje in mocna
vodena driska. Bolezen obicajno traja od 4 do 7 dni. Bolniki z blagimi simptomi nato
popolnoma ozdravijo (Chandran in sod., 2010). Imunsko oslabljeni otroci in odrasli lahko
razvijejo tudi kroni¢no drisko. Pri odraslih, ki so oboleli za rotavirusno okuzbo, se redkeje
pojavijo simptomi, kot so: slabost, slabo pocutje, glavobol, trebusni krci, driska in
poviSana telesna temperatura (Anderson in Weber, 2004). Najpogostejsi zaplet pri
rotavirusni okuzbi je tako pri otrocih kot tudi pri odraslih dehidracija, ki je vzrok za vec
kot 90 % smrti zaradi rotavirusnih okuzb. V drzavah v razvoju so otroci z rotavirusno
okuZzbo ponavadi tudi podhranjeni. Kar 61 % otrok, ki umre zaradi driske, je podhranjenih.
Driska namre¢ zmoti sposobnost absorbcije prebavil pri obolelih, kar vodi do
podhranjenosti. Podhranjenost pa tudi poveCa obcutljivost otrok na prihodnje okuzbe

prebavnega trakta (Chandran in sod., 2010).
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Glavni cilj pri zdravljenju rotavirusnih okuzb je nadomes$Canje izgubljene tekocCine in
elektrolitov zaradi bruhanja in driske. Svetovna zdravstvena organizacija (angl.: World
Health Organisation) ze od leta 1970 priporoc¢a zdravljenje z oralno rehidracijsko raztopino
(angl.: ORS). V zadnjih letih se za zdravljenje blagih in zmerno hudih rotavirusnih okuzb
uporablja ucinkovitejSa ORS z zmanjSano osmolarnostjo (245 mOSM/L) in z nizjo
koncentracijo natrija (75 mmol/L) ter glukoze (75 mmol/L). V primerih hude dehidracije in
Soka, ko bolnik ne more zauziti ORS, je nujna intravenozna rehidracija v najkrajSem
moznem cCasu. Poleg ORS bi naj trajanje driske zmanjsale tudi probioticne bakterijske
kulture (Lactobacillus ssp. GG in druge), vendar jih za zdravljenje pri otrocih ne
priporocajo. Prav tako ne priporoCajo zdravljenja z zdravili, ki bi naj lajSali simptome
driske (loperamid, racecadotril, cholestyramine, bizmutov subsalicilat, opiati...). Potrebne
bodo $e namre¢ nadaljnje raziskave glede u¢inkovitosti, varnosti in stranskih u¢inkov teh
zdravil (Chandran in sod., 2010; Estes in Kapikian, 2007). Imunsko oslabljene otroke s
kroni¢no drisko zdravijo tudi z materinim mlekom, v katerem bi naj imele poleg
rotavirusno specificnih protiteles veliko vlogo tudi nespecificne bioaktivne sestavine, kot

so: laktoferin, laktaderin, mucin in butirofilin (Asensi in sod., 2006).

2.6 IMUNSKI ODGOVOR

Imunski mehanizmi pri obolelih za rotavirusnimi okuzbami Se zmeraj niso povsem
razjasnjeni. Rotavirusna okuzba bi naj povzrocila zdruzeno aktivacijo sekretornih protiteles

IgA in humoralnega ter celi¢no posredovanega imunskega odgovora (Gray in sod., 2008).

Pred rotavirusno okuzbo najbolj ucinkovito varujejo lokalna polimerna sekretorna
protitelesa IgA. Sekretorna protitelesa IgA se tvorijo proti rotavirusni beljakovini VP6.
Predvidevajo, da s prenosom sekretornih protiteles IgA iz lamina propria v lumen tankega
Crevesja, le-te preprecujejo pomnoZevanje rotavirusov znotraj okuzenih enterocit (Ward in
sod., 2008; Malik in sod., 2008). Po okuzbi se proti rotavirusnima beljakovinama VP4 in
VP7 pojavijo tudi nevtralizacijska protitelesa IgG in IgA, ki nevtralizirajo virus, s ¢imer

preprecijo pritrditev in vstop virusa v celico (Ward, 2009).
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Tudi celi¢no posredovana imunost je Se v fazi raziskovanj. Raziskave, izvedene na misih,
so pokazale, da imajo celice B pomembno vlogo pri zasciti po ponovni okuZzbi z rotavirusi.
Izsledki raziskav so prav tako pokazali, da so T celice CD8+ odgovorne za skrajSanje
poteka prvotne rotavirusne okuzbe in da posredujejo popolno zascito do 2 tednov po
prvotni okuzbi ter delno zasc¢ito (do 3 mesecev) po ponovni okuzbi (Greenber in Estes,
2009; Knippe in Howley, 2007). Celice CD4+ pomagajo oskrbovati celice CD8+ in B
celice, hkrati pa bi naj tudi posredovale aktivno zas¢ito preko poti interferona gama po
imunizaciji z rekombinantno beljakovino VP6. V prihodnosti bodo tako potrebne Se
nadaljnje raziskave glede podrobnejSe vloge CD4+ in CD8+ T celic pri zasciti pred

rotavirusnimi okuzbami (Greenberg in Estes, 2009; Ward in sod., 2008)

2.7 EPIDEMIOLOGIJA

Rotavirusi so najpogostejSi povzrocitelji akutnega gastroenteritisa pri otrocih do 5. leta
starosti po vsem svetu. Ocenjujejo namrec, da letno za rotavirusnim gastroenteritisom zboli
veC kot 14 milijonov otrok, od tega jih 24 milijonov obi§¢e zdravnika, 2,4 milijona otrok
pa je hospitaliziranih. Najbolj zastrasujoC je podatek, da letno zaradi rotavirusnih okuzb
umre ve¢ kot 500.000 otrok, kar predstavlja kar 5 % vseh smrti pri otrocih do 5. leta
starosti (Chandran in sod., 2010).

Smrtnost na 100.000

Bl =100
[ s0-100
10-50
1-10
<1

Slika 2. Ocenjena pojavnost smrti kot posledica rotavirusnih okuzb na 100.000 otrok mlajsih od 5 let po

svetu (Chandran in sod., 2010)
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Rotavirusne okuzbe se pojavljajo tako pri otrocih v razvitih drzavah kot tudi pri otrocih, ki
Zivijo v drzavah v razvoju. Visji higienski standardi v razvitih drzavah namrec¢ ne vplivajo
bistveno na zmanjSanje primerov rotavirusnih okuzb. Vendar je opazna velika razlika v
umrljivosti, saj se kar 85 % vseh smrtnih primerov zaradi rotavirusnih okuzb pojavi pri
otrocih v drzavah v razvoju, najverjetneje zaradi slabsih socialnoekonomskih razmer,
slabega dostopa do zdravnikov in zdravil ter zaradi velike podhranjenosti (slika 2)

(Parashar in sod., 2003).

Prav tako se v zadnjih dveh desetletjih pojavnost rotavirusnih okuzb ni bistveno zmanjsala
(Parashar in sod., 2003). Celo nasprotno, Stevilo hospitalizacij zaradi rotavirusnih okuzb se
z leti poveCuje (Parashar in sod., 2006). Tako kar 40 % hospitalizacij zaradi driske
predstavljajo rotavirusne okuzbe. Povecanje deleza hospitalizacij zaradi rotavirusnih okuzb
je verjetno posledica standardizacije metod za doloCanje rotavirusov ter izboljSanja
diagnosti¢nih preiskav (Greenberg in Estes, 2009). Vzrok za povecCanje hospitalizacij je
lahko tudi zmanjSanje primerov hospitalizacij zaradi drisk, ki jih povzrocajo bakterije in
paraziti, zaradi uvedbe ukrepov za izboljSanje higienskih in sanitarnih standardov.
Najveckrat je namrec driska, ki jo povzrocijo bakterijski ali parazitski patogeni posledica
zauzitja okuzene hrane ali vode, za razliko od rotavirusov, ki se najveckrat Sirijo od osebe
do osebe, zaradi cesar izboljSanje higienskih standardov ne vpliva na zmanjsanje

rotaviruisnih okuzb (Parashar in sod., 2006).

Oralna rehidracijska raztopina, ki nadomesti izgubo telesne tekocine in jo mnogi Stejejo
kot pomemben dejavnik pri zmanjSanju smrti zaradi drisk, je pogosto neuspesna pri otrocih
s hudim bruhanjem, kar vpliva na povecCanje Stevila hospitaliziranih otrok(Parashar in sod.,

2006).

V nasprotju s protimikrobnimi terapijami, ki so u¢inkovite proti dolo¢enim bakterijskim in
parazitskim patogenom, pri rotavirusnih okuzbah specifi¢nega zdravljenja ni (Parashar in

sod., 2006).

Za resnejSimi rotavirusnimi okuzbami najpogosteje zbolijo otroci med 4. in 24. mesecem

starosti, Ceprav se to na svetovni ravni spreminja. V drzavah v razvoju za rotavirusnimi
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okuzbami najpogosteje zbolijo otroci med 6 in 9 mesecem starosti, medtem ko v razvitih
drzavah med 9 in 15 mesecem starosti.

Pri starejSih otrocih, ki so bili Ze izpostavljeni rotavirusom, poteka ponovna okuzba v zelo
blagi obliki. Bolezen se lahko pojavi tudi pri novorojenckih, vendar zaradi zaSCite z
materinimi protitelesi poteka naceloma brez bolezenskih znakov (Chandran in sod., 2010).
Prav tako lahko za rotavirusno okuzbo zbolijo odrasli ljudje, vendar okuzba obicajno
poteka brez klini¢nih znakov. Najveckrat se okuzba pojavi pri starSih obolelih otrok, kjer
se lahko izrazi kot driska. Klini¢ni znaki rotavirusnih okuzb so pogosti pri ljudeh z
oslabljenim imunskim sistemom, pri starejSih in potnikih, ki potujejo v drzave v razvoju

(Parashar in sod., 1998).

Rotavirusne okuzbe se v okoljih z zmernim podnebjem pojavljajo sezonsko, najpogosteje
od pozne jeseni do zgodnje pomladi. Opazne so regionalne razlike, npr. v ZDA se
rotavirusne okuzbe zacnejo pojavljati jeseni na jugozahodu, nato epidemija potuje preko
celotne ZDA do severovzhoda, kjer se spomladi konca (Greenberg in Estes, 2009; O'Ryan,
2009). Tudi v Evropi se pojavlja sezonsko nihanje rotavirusnih okuzb. Ugotovili so, da se
v Evropi vrh rotavirusnih okuzb v zadnjih letih nagiba iz zimskih v spomladanske mesece.
Tako je bilo v obdobju 2005/2006 v povprecju najve¢ rotavirusnih okuzb v februarju, v
obdobju 2006/2007 v aprilu in marca v obdobjih 2007/2008 ter 2008/2009 (Iturizza-
Gomara in sod., 2009; Iturizza-Goémara in sod., 2010).

Dejavniki sezonske pojavnosti rotavirusnih okuzb niso znani, ugotavljajo namre¢ da ni
neke dolocene temperature ali relativne vlaznosti, ki bi vplivala na povecani prenos
rotavirusov, mogo¢ vzrok pa so lahko relativne spremembe v podnebnih razmerah (Levy in

sod., 2008).

V okoljih s tropskim podnebjem se okuzbe vecinoma pojavljajo preko vsega leta. Ena
izmed moznih razlag za ta pojav je, da je v podrocjih s tropskim podnebjem manj
podnebnih sprememb in le-te niso dovolj velike, da bi povzrocile opazne ucinke pri
poveCanju ali zmanjSanju rotavirusnih okuzb, kot se to dogaja v okoljih z zmernim
podnebjem. V zadnjem casu pa ugotavljajo, da vseeno prihaja do nihanj v Stevilu
rotavirusnih okuzb, saj se tudi v tropskih obmocjih v hladnejSih in suhih mesecih Stevilo

rotavirusnih okuzb nekoliko poveca (Levy in sod., 2008).
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2.7.1 Molekularna epidemiologija

Uvedba molekularnih tipizacijskih metod je izboljSala razumevanje raznolikosti
rotavirusnih sevov in omogocila obsezne molekularne epidemioloSke raziskave po vsem
svetu, ki so vplivale in Se vplivajo na razvoj ucinkovitih cepiv proti rotavirusnim okuzbam

(Tcheremenskaia in sod., 2007).

S preucevanjem rotavirusov z molekularnimi metodami so pokazali, da so genetsko zelo
raznoliki. Od do sedaj ugotovljenih 15 razli¢cnih genotipov G in 28 razli¢nih genotipov P,
so kar 11 genotipov P in 10 genotipov G opisali pri ¢loveskih rotavirusih. Prav tako so pri
ljudeh dokazali ve¢ kot 40 G/P genotipskih sestavov. Vendar se vec¢inoma pojavljajo le
Stirje genotipski sestavi in sicer G1P[8], G2[4], G3P[8] ter G4P[8], ki predstavljajo ve¢ kot

90 % vseh rotavirusnih sevov (Greenberg in Estes, 2009).

V zadnjih 10 - 15 letih se pogosto pojavlja tudi genotip G9, ki trenutno velja za peti
najpomembnejsi genotip tako v Evropi kot tudi drugod po svetu. Predvidevajo, da bi naj
pri genotipu G9 priSlo do prenosa le-tega iz praSia na ¢loveka. Najprej se je pojavil v
kombinaciji z genotipom P[6], nato pa ga je nadomestil genotip G9P[8], ki je nastal kot
posledica prerazporejanja genomskih odsekov med ¢loveskimi genotipi G1P[8], G4P[8] in
zivalskim genotipom G9P[6]. Genotip GIP[6] se je namre¢ pri ¢loveku slabSe razmnozeval

kot genotip G9P[8] (Cook in sod., 2004).

V epidemiologiji rotavirusnih genotipov obstajajo tudi velike geografske in Casovne
raznolikosti. Ve genotipov lahko namre¢ hkrati krozi v isti pokrajini, prav tako se lahko v
razlicnih pokrajinah pojavljajo razlicni genotipi, celo znotraj ene drzave. Poleg tega lahko

v isti pokrajini pojavnost genotipov niha iz leta v leto (O'Ryan, 2009).

Vzrokov za tako veliko raznolikost rotavirusnih genotipov je vec:
- kopicenje tockovnih mutacij, ki lahko privedejo do antigenske spremembe in
nastanka novih sevov oziroma genotipov,
- prerazporeditve genomskih odsekov med razlicnimi obstoje¢imi cloveskimi

rotavirusnimi genotipi,
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- prerazporeditve genomskih odsekov med obstojeCimi zivalskimi in cloveSkimi

rotavirusnimi sevi in s tem prenos zivalskih rotavirusnih sevov na ljudi ter

- neposreden prenos rotavirusnih sevov iz zivali na ljudi (Desselberger in sod., 2006).

2.7.1.1 Porazdelitev rotavirusnih genotipov po svetu

Tudi na svetovni ravni so opazne precejs$nje geografske razlike pri pojavljanju rotavirusnih

genotipov (slika 3). Genotip GI1[P8] predstavlja prevladujoci sev v Severni Ameriki,

Avstraliji in Evropi, saj se pojavlja pri ve¢ kot 70 % vseh okuzb, medtem ko v Juzni

Ameriki, Aziji in Afriki genotip GI1P[8] predstavlja le okrog 30 % ali manj vseh

rotavirusnih okuzb. V Afriki se tudi zelo pogosto pojavlja genotip G3[P8] (21 %), ki so ga

na ostalih kontinentih zaznali le v zelo majhnem odstotku (1 — 6 %).
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Slika 3. Geografska raznolikost pojavljanja rotavirusnih genotipov po svetu (O'Ryan, 2009)
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Nenavadni genotipi v sploSnem predstavljajo le 4,9 % vseh rotavirusnih okuzb.
Najpogosteje se pojavljajo v Afriki, saj predstavljajo kar 27 % vseh rotavirusnih okuZzb,
njihov delez pa ni zanemarljiv niti v Aziji (14 %) niti v Juzni Ameriki (11 %). Medtem ko
je njihov delez v Severni Ameriki (5 %), Evropi (1,4 %) in Avstraliji (0,1 %) zelo nizek.

Relativno visoka pogostost pojavljanja nenavadnih genotipov v nekaterih delih sveta kaze,
da so lahko ti genotipi genetsko stabilni in imajo moznost irjenja med prebivalstvom. Ce
se bodo ohranili v dolo¢eni populaciji v daljSem ¢asovnem obdobju, je odvisno od njihove
prilagoditve na receptorje Crevesnih celic, kar bo razvidno iz nadaljnjega spremljanja

pojavljanja teh genotipov (O'Ryan, 2009).

2.7.1.2 Porazdelitev rotavirusnih genotipov v Evropi

V obdobju od leta 1994 do leta 2005 so se tudi v Evropi, tako kot v drugih predelih sveta z
zmernim podnebjem, pojavljali predvsem rotavirusni genotipi G1P[8], G2P[4], G3P[8] in
G4P[8], katerih porazdelitev se je od leta do leta zelo razlikovala (Desselberger in sod.,

2006).

Leta 1995 se je v Evropi tudi prvi¢ pojavil rotavirusni genotip G9P[6], ki ga je kasneje
izpodrinil genotip G9P[8] (Iturizza-Gémara in sod., 2009). Odstotek meSanih okuzb se je
gibal med 1 in 26,4 %. Najve¢ meSanih okuzb so odkrili na Irskem in Danskem,
najverjetneje zaradi izpopolnjenih in obseznejsih genotipizacijskih metod. Prav tako so leta
2000 porocali o visoki razSirjenosti meSanih okuzb v Albaniji, saj so predstavljale kar 42,8
% vseh okuzb. V manj$i meri so se v tem €asu pojavljali tudi drugi neobicajni rotavirusni

genotipi (Desselberger in sod., 2006).

Molekularno epidemiologijo rotavirusov v Evropi spremljajo v evropski mrezi
EuroRotaNet (European Rotavirus Network) od januarja 2007. V projekt je poleg
Slovenije vkljuCenih Se 15 drzav: Belgija, Bolgarija, Danska, Finska, Francija, Nemcija,
Gr¢ija, Madzarska, Italija, Litva, Nizozemska, Romunija, gpanija, Svedska in Velika
Britanija. Eden izmed najpomembnejsih ciljev projekta EuroRotaNet je spremljanje

sprememb pri nastanku in Sirjenju rotavirusnih genotipov pred in po uveljavitvi
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rotavirusnega cepiva v Evropi (Iturizza-Gémara in sod., 2009; Iturizza-Goémara in sod.,

2010).

Z izsledki raziskav projekta EuroRotaNet ugotavljamo, da se je tudi v obdobju od leta
2005 do leta 2009 najpogosteje pojavljal genotip GI1P[8] (48,43 %), sledili so genotipi
G4P[8] (15,06 %), GOP[8] (11,56 %), G2P[4] (10,07 %) in G3P[8] (4,27 %). V obdobjih
2005/2006 in 2006/2007 je bil genotip G9P[8] drugi najpogosteje dokazani rotavirusni
genotip med obolelimi otroci (Iturizza-Gomara in sod., 2009; Iturizza-Gomara in sod.,

2010).

Pojavnost genotipa G2P[4] se je v rotavirusni sezoni 2006/2007 povecala, nato pa je v
naslednjih obdobjih upadla. Genotip G3P[8] se je v vseh obdobjih pojavljal v priblizno
enakem odstotku. Povecal pa se je delez genotipa G4P[8] in sicer iz 4,23 % v obdobju
2005/06 na 19,46 % v obdobju 2008/09 (Iturizza-Gdémara in sod., 2009; Iturizza-Gémara
in sod., 2010).

Zanimiv je tudi podatek, da so na HrvaSkem in v Albaniji, ki nista del projekta
EuroRotaNet, v obdobju 2005/2006 ugotovili, da kombinacije genotipov G/P ne ustrezajo
porazdelitvi genotipov v zmernih podnebjih, temvec¢ je bila porazdelitev podobna kot v
podrocjih s tropskim podnebjem. Najverjetneje zaradi preseljevanja ljudi iz Afrike, ki

uporabljajo balkanska pristanisca kot vstop v Evropo (Tcheremenskaia in sod., 2007)

Vecinoma, skoraj 90 % rotavirusnih sevov je bilo ¢loveSkega izvora, preostali deleZ pa so
predstavljali prrazporejeni Zivalski in ¢loveski sevi (1,7 %), prrazporejeni ¢loveski sevi
(1,1 %) in v manjs$i meri rotavirusni sevi Zivalskega izvora (0,3 %) (Iturizza-Gémara in

sod., 2009; Iturizza-Goémara in sod., 2010).

Znacilen je bil pojav meSanih rotavirusnih okuzb, ki so predstavljale okrog 4 % vseh
rotavirusnih okuzb. Najpogosteje se je pojavljala kombinacija dveh ali ve¢ genotipov G z
enim genotipom P (2,79 %). Najveckrat so zasledili genotipski sestav G1+G9P[8], v
manj$i meri pa so se pojavile tudi kombinacije genotipa G z ve¢ genotipi P (0,77 %), kjer

je prevladoval genotipski sestav G1P[4]+P[8]. Opisali so tudi kombinacije ve¢ genotipov
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G z ve¢ genotipi P (0,66 %), kjer so najpogosteje dokazali genotipski sestav
G1+G2P[4]+P[8] (Iturizza-Gdémara in sod., 2009; Iturizza-Gomara in sod., 2010).

V zadnjih letih so se tudi v Evropi pojavili novi rotavirusni sevi, predvsem G12 in GS8,
vendar pojavnost okuzbe s temi sevi, kljub vsakoletnemu povecanju, ostaja v nasprotju z

drugimi razmeroma nizka (Iturizza-Gémara in sod., 2009; Iturizza-Gémara in sod., 2010).

2.7.1.3 Porazdelitev rotavirusnih genotipov v Sloveniji

V Sloveniji je v obdobju od leta 1988 do leta 1994 prevladoval genotip G4P[8] (45,2 %),
kot drugi najpogostejsi se je pojavljal G1P[8] (17,8 %), v manjsi meri pa sta bila prisotna
tudi genotipa G3P[8] in G3P[9] (Steyer, 2002).

V obdobju od leta 1994 do 2001 so na istem obmoc¢ju dokazali le genotip G1P[8].
V zimskem obdobju 2001/2002 so v Sloveniji prvi¢ dokazali genotip G9 (Steyer in sod.,
2005).

V obdobju 2005/2006 je bil ponovno najpogosteje dokazani genotip G1P[8] (63,2 %). Kot
drugi najpogostejsi se je pojavljal genotip GIP[8] (22,8 %), sledila sta mu genotipa G4P[§]
(8,8 %) in G3P[8] (1,7 %). V tem obdobju niso dokazali genotipa G2P[4]. Prvic sta se
pojavila tudi genotipa G8P[8] in G12P[8] (Steyer in sod., 2007).

V letu 2007 je bil najpogostejsi genotip G1P[8] (56 %), sledila sta mu G4P[8] (16,5 %) in
G2P[4] (15,3 %) ter G3P[8] (4,8 %) in GIP[8] (4 %). Prav tako so v istem letu zaznali
relativno visok delez (2,5 %) rotavirusnih sevov, ki so najverjetneje zivalskega izvora

(G4P[6], GOP[9], G6P[11], G6P[9] in G10P[14]) (Steyer in sod., 2008).

2.8 ROTAVIRUSNA CEPIVA

Zaradi vse vecjega Stevila obolelih otrok in smrti kot posledica okuzb z rotavirusi, je

potreba po razvoju cepiva postajala vedno vecja (Glass in sod., 2006).
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Raziskave za razvoj varnega in ucinkovitega cepiva so se zacele Ze v sredini 70. let
prejSnjega stoletja (Dennehy, 2008). Na zacetku je cepivo temeljilo na Jennerjevem
pristopu, pri katerem so uporabljali Zive oslabljene zivalske rotavirusne seve (Dennehy,
2008; Ciarlet in Schodel, 2009; Greenberg in Estes 2009). Leta 1983 so prvi¢ klini¢no
testirali monovalentno zivo oralno cepivo pridobljeno iz govejega rotavirusnega seva —
cepivo RIT 4237 (Ciarlet in Schodel, 2009). Ugotovili so, da je cepivo ucinkovito tako pri
preprec¢evanju hudih drisk, kot tudi pri prepre¢evanju resnejsih oblik okuzb, nekoliko manj
pa je bilo ucinkovito pri prepre¢evanju blazjih oblik okuzb. V drzavah v razvoju je bilo
cepivo bistveno manj uc¢inkovito, saj ni preprecevalo drisk, Se manj pa hujsih oblik bolezni.
Zato je bil nadaljnji razvoj tega cepiva koncan (Glass in sod., 2006; Greenberg in Estes,

2009).

RIT 4237 pa ni bilo edino razvito zivo monovalentno zivalsko cepivo. Razvili so namre¢
tudi cepivi WC3 (pridobljeno iz govejega rotavirusnega seva) in MMU 18006 (pridobljeno
iz opicjega rotavirusnega seva) (Dennehy, 2008; Ciarlet in Schddel, 2009).

V klini¢nih testiranjih cepiva WC3 so pridobili razli¢ne rezultate glede u¢inkovitosti, saj je
bilo cepivo WC3 prav tako kot cepivo RIT 4237 manj uc¢inkovito v drzavah v razvoju kot v
razvitih drzavah. Zato se cepivo WC3 niso ve¢ razvijali kot monovalentnega, ampak so ga
uporabili kot izhodis¢e za razvoj bolj ucinkovitega petvalentnega rotavirusnega cepiva

RotaTeq® (Ciarlet in Schodel, 2009; Greenberg in Estes, 2009).

Cepivo MMU18006 so prvotno razvili kot monovalentno cepivo (Greenberg in Estes,
2009). Ucinkovitost zascite cepiva je bila pri razli¢nih klini¢nih testiranjih razlicna. Tako
je bila npr. ucinkovitost cepiva v Venezueli 90%, medtem ko v ZdruZenih drzavah
Amerike cepivo ni vzpodbudilo nobene zascite (Ciarlet in Schodel, 2009). ZmanjSana
ucinkovitost je bila najverjetneje posledica razlik med vsebujocim serotipom (G3)
MMU18006 in obstojecimi kroze¢imi CloveSkimi rotavirusnimi sevi v Casu testiranj
(Greenberg in Estes, 2009). Poleg tega so v klini¢nih $tudijah dokazali, da je posledica
cepljenja pogosto povisana telesna temperatura (Ciarlet in Schodel, 2009; Greenberg in

Estes, 2009).
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Naslednjo generacijo cepiv so osnovali tako, da je vsebovala vec rotavirusnih serotipov G.
Tako se je pricel razvoj cepiv, ki so temeljila na preurejenih rotavirusnih sevih med

zivalskimi in ¢loveskimi rotavirusnimi sevi (Dennehy, 2008).

Prvo vedvalentno Zivo oralno cepivo je bilo RotaShield ™, ki je vsebovalo 4 rotavirusne
seve genotipov G1, G2, G3 in G4 (Dennehy, 2008). V klini¢nih testiranjih cepiva so
dokazali visoko ucinkovitost proti rotavirusni okuzbi, preprecilo je tudi hujsi potek
bolezni (Ciarlet in Schddel, 2009). Zaradi dokazane uc¢inkovitosti, je FDA (Food and Drug
Administration) v Zdruzenih drzavah Amerike leta 1998 odobrila uporabo cepiva
RotaShield ™ (Glass in sod., 2006). Vendar so cepivo Ze po 9 mesecih umaknili iz trziica,
saj so kot posledico cepljenja veckrat navajali uvihavanje ¢revesja. V drzavah v razvoju
cepivo ni bilo klini¢no testirano, zaradi Cesar se je porajalo eticno vprasanje o nadaljnji
uporabi cepiva in sprejetja tveganja glede stranskih ucinkov in s tem zmanjSanja Stevila

smrti zaradi rotavirusov (Dennehy, 2008).

Na sreco so se raziskave za razvoj rotavirusnega cepiva nadaljevale tudi po nepri¢akovanih
zapletih s cepivom RotaShield ™ (Greenberg in Estes, 2009). Sele po 7 letih, leta 2006, sta

na trziS¢u postali dostopni dve novi cepivi, Rotarix® (GlaxoSmithKline) in RotaTeq®

(Merck Sharp&Dohme) (Ciarlet in Schodel, 2009) .

RotaTeq je zZivo, oslabljeno, oralno pentvalentno cepivo. Vsebuje 5 Clovesko — govejih

prerazporejenih rotavirusnih sevov, pri ¢emer predstavlja osnovo goveji sev WC3, ki je
kombiniran z najpogostejSimi antigeni cloveskih rotavirusov G1 - G4 in P[8]. Klini¢na
testiranja so potekala pri ve¢ kot 70.000 otrocih in so bila ve€ino opravljena v ZDA in
drugih razvitih drzavah. Z rezultati obsezne raziskave so dokazali, da je cepivo RotaTeq
zelo ucinkovito prepre¢i okuzbo, zmanjsalo se je tudi Stevilo hujsih potekov bolezni ter
Stevilo hospitaliziranih otrok. Najpomembnejse je bilo dejstvo, da se je cepivo izkazalo kot
varno in ni povzrocalo resnejsih stranskih ucinkov (npr. uvihanja ¢revesja). Z dojenjem se
ucinkovitosti cepiva ni zmanjSala, kljub temu, da je zaviralo nastanek protiteles kot
imunski odgovor na cepljenje. Dokazali so, da RotaTeq ne interferira z imunskimi odzivi,
ki jih povzro€ajo druga cepiva. V drzavah v razvoju klini¢ne $tudije Se potekajo (Ciarlet in

Schodel, 2009).
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Cepljenje s cepivom RotaTeq so v ZDA odobrili februarja 2006 (Dennehy, 2008). Junija
2006 so uporabo cepiva odobrili tudi v Evropski uniji (EMEA, 2007). Do danes je cepivo
odobreno ze v ve¢ kot 90 —ih drzavah. Cepivo RotaTeq se daje v treh odmerkih. S prvim
odmerkom cepijo dojencke pri starosti med 6. in 12. tednom, z zadnjim odmerkom pa
preden dosezejo starost 20 do 22 tednov, 0z. najpozneje do 26. tedna starosti. Razmik med
posameznimi odmerki mora biti vsaj 4 tedne (Glass in sod., 2006). Za zadostno zas¢ito
zadostujeta ze 2 odmerka. Cepivo je ucinkovito tudi pri preprecevanju hujsih oblik bolezni

povzrocenih s sevi G9, Ceprav le-ti niso vkljuceni v cepivu (Greenberg in Estes, 2009).

Rotarix je Zivo, oslabljeno oralno cepivo iz cloveskega rotavirusnega seva z rotavirusnim
genotipom G1P[8], ki predstavlja najpogostejSe cloveske rotavirusne antigene VP7 in VP4.
V zgodnjih klini¢nih preskuSanjih glede ucinkovitosti in varnosti cepiva so zajeli ve¢ kot
60.000 dojenckov (Dennehy, 2008). Za razliko od zgodnjih preskusanj glede ucinkovitosti
cepiva RotaTeq, so le-ta potekala, ne le v razvitih drzavah (Finska), temve¢ tudi v drzavah
v razvoju (Srednja in Juzna Amerika). V testiranjih so dokazali, da je cepivo ucinkovito
tako proti blagim kot tudi proti hujSim oblikam rotavirusnega gastroenteritisa. Cepivo ni
ucinkovito samo proti okuzbam s sevom G1, temve¢ tudi proti sevom G3, G4 in G9. V
kasnejsih raziskavah so tudi dokazali, da je cepivo uéinkovito proti sevom G2P[4]. Ceprav
zaradi razlicnega nacina testiranj ni mogoce neposredno primerjati ucinkovitosti cepiv
RotaTeq in Rotarix, predvidevajo, da je cepivo Rotarix manj uc¢inkovit proti G2 sevom. Pri
nobenem od teh dveh cepiv niso ugotovili uvihavanja Crevesja. Prednost cepiva Rotarix
pred cepivom RotaTeq je v tem, da sta za ustrezno za$Cito dojenckov potrebna le dva
odmerka, verjetno zaradi boljSe prilagodljivosti na razmnoZevanje v gastrointestinalnem
traktu. Posledicno je odmerek 100x manjsi kot pri cepivu RotaTeq (Greenberg in Estes,
2009). Cepivo Rotarix so najprej odobrili v Mehiki in Dominikanski republiki in sicer leta
2004 (Dennehy, 2008). V drzavah Evropske unije je cepivo dobilo dovoljenje za promet
leta 2006 (EMEA, 2009).

V Sloveniji sta na voljo obe cepivi, tako RotaTeq kot Rotarix, vendar nista vkljuceni v
obvezen program cepljenja otrok. V letu 2007 se je proti rotavirusnim okuzbam cepilo

okrog 1000 otrok, v letu 2008 pa ze vec kot 2300 (IVZ RS, 2010).
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Zaradi moznih vpraSanj glede varnosti uporabe cepiv RotaTeq in Rotarix, se trenutno
razvija vec tretjegeneracijskih cepiv, ki temeljijo na uporabi mrtvih inaktiviranih virusih,
na virusom podobnih delcih pripravljenih v bakulovirusih, na antigenih in na DNA cepivih.
Poskusna testiranja teh cepiv na Zzivalih sicer nakazujejo ucinkovito zascito, vendar Se

nobeno cepivo niso klini¢no testirali (Dennehy, 2008; Greenberg in Estes, 2009).

Pomemben vidik razvoja novih cepiv je denar, saj rotavirusno cepivo zaradi visoke cene ne
bo nikoli popolnoma dostopno v najrevnejSih drzavah sveta, kjer je smrtnost zaradi
rotavirusnih okuzb najvecja. Zato poskusajo v drzavah v razvoju razviti svoja cepiva, s
¢imer bi stroSke cepiv znatno zmanjsali. Tako v Indiji Ze klini¢no preizkusSajo cepivo iz
rotavirusnega seva 116E (G9P[10]), ki kaZe obetajoce rezultate glede varnosti in

ucinkovitosti (Greenberg in Estes, 2009).

Prav tako je v procesu testiranja tudi Stirivalentno cepivo, ki vsebuje goveje prerazporejene
rotavirusne seve osnovane na prvotnem govejem sevu iz Velike Britanije. Tudi pri tem
cepivu so v predhodnih raziskavah dokazali dobro ucinkovitost. Cepivo so sicer razvili v
ZDA, vendar so zaradi olajSane in cenejSe proizvodnje cepiv odobrili izdelavo cepiva

farmacevtskim podjetjem v Braziliji, Kitajski in Indiji (Glass in sod., 2006).

V Auvstraliji so razvili oralno rotavirusno cepivo s sevom RV3, ki se je v zacetnih
testiranjih sicer izkazalo kot varno, vendar ni povzrocCilo zadostnega imunskega odziva. V
prihodnjih testiranjih bodo zato poskusali uporabiti ve¢je odmerke cepiva (Glass in sod.,

2006).

Ceprav so potrebne Se Stevilne raziskave glede ucinkovitosti, stranskih u¢inkov in cenovne
dostopnosti, razvoj novih cepiv zagotavlja pomemben aspekt za zmanjSanje obolevnosti in

smrtnosti, ki sta povezani z rotavirusnimi okuzbami (Glass in sod., 2006).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Klini¢ni vzorci

V raziskavo smo vkljucili 139 pozitivnih vzorcev iztrebkov hospitaliziranih otrok do
petega leta starosti, ki so zboleli za akutnim gastroenteritisom v obdobju od 3.1. do
14.10.2008 v ljubljanski regiji. V vseh vzorcih so predhodno dokazali rotaviruse z

elektronsko mikroskopijo in/ali z encimsko imunsko metodo.

3.1.2 Materiali za osamitev celokupne RNA s Trizolom

- Trizol (Invitrogen, Carlsbad, ZDA)

- Kloroform (Merck, Darmstadt, Nemcija)

- 2 —propanol (Merck)

- 75 % etanol pripravljen iz absolutnega etanola (Merck)

- Demineralizirana in destilirana (ddH2O) sterilna voda brez ribonukleazne
aktivnosti (Promega Corporation, Madison, ZDA)

- Epruvete Maxtract High Density (2.0 ml, Qiagen, Hilden, Nemcija)

3.1.3 Reagenti za enostopenjsko RT-PCR

- RNA

- ddH,0 brez ribonukleazne aktivnosti (Promega)

- zacetni oligonukleotidi za pomnoZevanje gena za VP7: VP7Fe in VP7Re,
koncentracija 20uM (Iturriza Gémara in sod., 2001)

- zacetni oligonukleotidi za pomnoZevanje gena za VP4: VP4Fe in VP4Re,
koncentracija 20uM (Gentsch in sod., 1992)

- 2x reakcijska mesanica (Invitrogen)

- MgSO0Os, koncentracija SmM (Invitrogen)

- RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen)
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3.1.4

3.1.5

3.1.6

Reagenti za vgnezdeno PCR

Pomnozki RT-PCR

ddH»0 brez ribonukleazne aktivnosti (Promega)

5x PCR pufer (Invitrogen)

Mesanica dNTP-jev (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), koncentracija 10mM
(Invitrogen)

Zacetni oligonukleotidi za dolo¢anje genotipa G: aBT1, aCT2e, G3e, aDT4,
aAT8, G9%, G10, G12 in VP7Re, koncentracija 20uM (Gouvea in sod.,
1990, Iturriza Gémara in sod., 2004)

Zacetni oligonukleotidi za dolo¢anje genotipa P: 2T-1, 3T-1, 1T-1D, 4T-1,
5T-1, P[11]e in VP4Fe, koncentracija 20uM (Gentsch in sod., 1992, Iturriza
Gomara in sod., 2000)

MgCl,, koncentracija SO0mM (Invitrogen)

Tfi DNA polimeraza, koncentracija 5U/ul (Invitrogen)

Materiali za agarozno gelsko elektroforezo

Agaroza (Promega)

Ix TAE pufrska raztopina

Etidijev bromid, koncentracija Smg/ml
6x nanasalni pufer (Invitrogen)

Molekularni oznacevalec 100bp (Invitrogen)

Ostala laboratorijska oprema in aparature uporabljene pri delu

Zascitne rokavice brez smukca (Safeskin)
70 % etanol za razkuzevanje povrSin
Plasti¢ne epruvetke (Eppendorf)

Stojala za epruvetke (Eppendorf)
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- Mesalo vorteks (Tehtnica Zelezniki)

- Zascitni komori (Iskra PIO, LFV 9)

- Stani¢evina

- Centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415R)

- Ultracentrifuga (Beckman)

- Avtomatske pipete z obmocji pipetiranja 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 50-
200 ul, 10-1000 ul (Eppendorf)

- Nastavki s filtri za avtomatske pipete (Eppendorf)

- Erlenmajerice

- Merilni valj

- Tehtnica

- Mikrovalovna pecica

- Termopomnozevalka (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2400;
Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700)

- Banjica za elektroforezo (BIO-RAD, Hercules, ZDA)

- Napajalnik za elektroforezo (LKB Bromma, East Lyme, ZDA)

- Aparatura za dokumentiranje gelov

3.2 METODE

3.2.1 Osamitev celokupne RNA s Trizolom

Vzorce, iz katerih smo osamili celokupno RNA, smo predhodno red¢ili v sterilnem 0,1 M
fosfatnem pufru (PBS) in jih shranili v pri -20 °C. Vzorce smo najprej odtajali in jih
premesali na meSalu. Hkrati smo v brezpra$ni komori za vsak vzorec posebej pripravili 1,5
ml sterilne epruvetke ter 2,0 ml sterilne epruvetke z gelom (Maxtract High Density), ki
smo jih oznacili z zaporedno §tevilko vzorca kot na protokolnem listu. Vse epruvetke smo
prenesli iz komore. Epruvetke z gelom smo na kratko centrifugirali pri 12300 obratih na
minuto (14000x g). V 1,5 ml epruvetke pa smo odpipetirali 250 pl vzorca. K 250 pl vzorca

smo nato v komori dodali 750 pl reagenta Trizol, premesali s pipetiranjem in inkubirali 5
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minut pri sobni temperaturi. S tem smo dosegli razgradnjo celic oz. raztapljanje celi¢nih
komponent in spros¢anje virusne RNA iz virusne kapside, a hkrati ohranili integriteto
RNA. Nato smo dodali 200 pl kloroforma in dobro premesali na meSalu. Vso vsebino smo
prenesli v pripravljene epruvetke z gelom. Pri sobni temperaturi smo inkubirali 5 minut in
s tem dosegli, da se je vodna faza jasno loCila od organske faze. Epruvetke z vsebino smo
prenesli iz komore in jih dodatno centrifugirali 5 minut pri 12300 obratih na minuto
(14000x g). Med centrifugiranjem smo v komori pripravili nov set 1,5 ml epruvetk za vsak
vzorec in jih ustrezno oznacili. Nato smo zgornjo vodno fazo, ki vsebuje RNA, pazljivo
prenesli v pripravljene epruvetke, dodali 500 pul 2-propanola, dobro premesali, inkubirali
10 minut pri sobni temperaturi in centrifugirali 10 minut pri 16000x g. Supernatant smo
odlili v odlagalnik v komori, obarjeno RNA sprali s 500 pl 75 % etanola, premeSali na
mesalu in 5 minut centrifugirali. Med centrifugiranjem smo v komoro polozili stanicevino,
supernatant odlili v odlagalnik in na staniCevini popivnali ostanek etanola z roba
epruvetke. Odprte epruvetke smo, polozene navzdol na staniCevino, suSili pri
maksimalnem pretoku zraka, okrog 30 minut. PosuSeno RNA smo raztopili v 40 pl sterilne

ddH,0, proste nukleaz. Vzorce smo shranili v Skatle v zamrzovalnik pri temperaturi —80°C.

3.2.2 Enostopenjska RT- PCR

Z enostopenjsko RT-PCR smo rotavirusno RNA prepisali v ¢cDNA in DNA nato
pomnozili. V locenih reakcijah pomnoZene odseke genov za VP7 in VP4 smo uporabili za
nadaljnje doloCanje genotipov G in P v reakciji vgnezdene PCR. Za enostopenjsko RT —
PCR smo uporabljali komercialni komplet SuperScript™™ One-Step RT-PCR with Platinum
(Invitrogen).

Ker je bil nas cilj pomnozitev odsekov genov za VP7 in VP4, smo RT-PCR izvajali v
lo¢enih reakcijah z razli¢nimi zacetnimi oligonukleotidi. Tako smo za pomnozevanje gena
G izbrali zacetne oligonukleotide VP7 Fe (zal. oligonukleotid 1) in VP7 Re (zac.
oligonukleotid 2), za pomnozevanje gena P pa zaCetne oligonukleotide VP4 Fe (zac.

oligonukleotid 1) in VP4 Re (zac. oligonukleotid 2) (preglednica 1).
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Preglednica 1. Osnovne lastnosti uporabljenih zacetnih oligonukleotidov pri RT - PCR (Iturriza Gémara in
sod., 2004; Gentsch in sod., 1992)

Zacetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5° - 3° Mesto prileganja
VP7Fe ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC 51-71
VP7Re AACTTG CCACCATITTTT CC 914 - 932
VP4Fe TAT GCT CCA GTN AAT TGG 132 -149
VP4Re ATT GCATTT CTT TCC ATA ATG 775 - 795

Kot pozitivno kontrolo smo uporabili vzorec z ze dolo¢enim genotipom, za negativno
kontrolo pa ddH,O.

Najprej smo v 0,2 ml epruvetke odpipetirali po 2pul H,O, 1 pl zacetnega oligonukleotida 1
ter 2 ul RNA.

Nato smo epruvetke prenesli v termopomnozevalnik, kjer smo RNA denaturirali 5 minut
pri 97 °C. Medtem smo pripravili reakcijsko meSanico, ki je za posamezen vzorec
vsebovala 9 pl ddH,O, 25 pl 2x reakcijske meSanice, 1 pul zaCetnega oligonukleotida 2, 8
pul MgSOy4 (SmM) in 1 pl RT/Platinum Taq Mix. Kon¢ni volumen celotne meSanice je tako
znasal 50 pl. Koli¢ine dodanih reagentov smo morali predhodno Se izraCunati na podlagi

podatkov prikazanih v preglednici 2.

Preglednica 2. Zacetne in kon¢ne koncentracije reagentov za RT —PCR.

Reagent Zacetna koncentracija Koncna koncentracija
2x reakcijski miks 2x 1x

zacetni oligonukleotid 1 (za gen G ali P) 20 uM 0,4 uM
zacetni oligonukleotid 2 (za gen G ali P) 20 uM 0,4 uM
MgSO, 50 mM 5 mM
RT/Platinum Taq Mix 50/l 1U/ul

Ko je bila RNA denaturirana, smo epruvetke vzeli iz termopomnozevalnika ter v vsako
odpipetirali po 44 ul reakcijske meSanice. Nato smo jih znova vstavili v
termopomnoZzevalnik, zagnali program (preglednica 3) ter tako pomnozili 881 bp dolg

odsek gena G in 663 bp dolg odsek gena P.
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Preglednica 3. Temperaturni in ¢asovni potek RT — PCR

Proces Temperatura (°C) za | Temperatura (°C) za Ce}s Stevilo ciklov
gen G gen P (min)
Zacetno razdvajanje 94 94 2
Razdvajanje 94 94 0,25
Vezava zacetnih
oligonukleotidov 32 >0 0,5 40
Podaljsevanje 72 72 1
Konéno podaljsevanje 72 72 5
3.2.3 Vgnezdena PCR

Z reakcijo vgnezdene PCR smo dolocili genotipe G in genotipe P in sicer z uporabo tipsko

specificnih notranjih zacetnih oligonukleotidov, ki prilegajo na variabilna mesta znotraj

pomnozenega gena G oziroma gena P. Ker se ta mesta med genotipi razlikujejo, nam je ta

reakcija omogocila, da smo lahko, potem ko smo odcitali velikost pomnozenega odseka,

dolocili genotip vzorca.

Za doloCanje genotipov G smo uporabili meSanico zacetnih oligonukleotidov aBT],

aCT2e, G3e, aDT4, aATS8, G9e, G10, G12 ter zacetni oligonukleotid 2 - VP7Re

(preglednica 4). Za doloCanje genotipov P pa smo uporabili zacetni oligonukleotid 1 -

VP4Fe in meSanico zacCetnih oligonukleotidov 2T-1, 3T-1, 1T-1D, 4T-1, 5T-1 ter P[11]e

(preglednica 5).

Preglednica 4. Osnovne lastnosti uporabljenih zacetnih oligonukleotidov za dolocanje genotipov G pri

vgnezdeni PCR (Gouvea in sod., 1990, Iturriza Gomara in sod., 2004)

. Velikost _

Zacetni . T, Mesto N Dolocanje

oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5° - 3 prileganja pomnozenega genotipa
odseka [bp]

aBTI CAA GTA CTC AAA TCA ATG ATG G 314-335 618 Gl
aCT2e CAA TGA TAT TAA CAC ATT TTC TGT G 411-435 512 G2
G3e ACG AAC TCA ACA CGA GAG G 250-269 682 G3
aDT4 CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 480-499 452 G4
aAT8 GTC ACA CCA TTT GTA AAT TCG 178-198 754 G8
G9%e CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC 757-776 179 G9
G10 ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 666-687 266 G10
G12 CCG ATG GACGTAACGTTGTA 548-567 387 G12
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Preglednica 5. Osnovne lastnosti uporabljenih zacetnih oligonukleotidov za dolo¢anje genotipov P pri

vgnezdeni PCR (Gentsch in sod., 1992, Tturriza Gémara in sod., 2000)

o Velikost o
Zacetni . c e an Mesto N Doloc¢anje
oligonukleotid Nukleotidno zaporednje 5° - 3 prileganja pomnozenega genotipa
odseka [bp]
2T-1 CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC 474-494 483 P[4]
3T-1 TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA 259-278 267 P[6]
1T-1D TCT ACT GGR TTR ACN TGC 339-356 345 P[8]
4T-1 TGA GAC ATG CAA TTG GAC 385-402 391 P[9]
5T-1 ATC ATA GTT AGT AGT CGG 575-594 583 P[10]
P[11]e GTA AAC ATC CAG AAT GTG 305-323 312 P[11]e

Najprej smo pripravili reakcijsko mesanico, katere kon¢ni volumen je znasal 50 pl.
Koli¢ine dodanih reagentov smo izracunali iz podatkov podanih v preglednici 6 in v
preglednici 7.

V reakcijsko meSanico za dolo¢anje genotipov G smo za posamezen vzorec dodali 26 ul
ddH,0, 10 pl 5 x PCR pufra, 1 pl meSanice dNTP, 8 pl meSanice zacetnih
oligonukleotidov 1, 1 pl zacetnega nukleotida VP7Re, 2 pl MgCl,, 1 pl Tfi polimeraze
DNA ter 1 ul DNA.

Preglednica 6. Zacetne in kon¢ne koncentracije reagentov za doloc¢anje genotipov G pri vgnezdeni PCR.

Reagent Zacetna koncentracija K Koncna“
oncentracija

5x PCR pufer 5x 1x

Mesanica ANTP 10 mM 0,2 mM

Mesanica zacetnih oligonukleotidov za dolo¢anje 0,32uM oz. 0,4uM
. 20pM

genotipov G vsakega

Zacetni oligonukleotid 2 20uM 0,4 uM

MgCl, 50 mM 10 mM

Tfi polimeraza DNA 5U/ul 1 U/ul

V reakcijsko meSanico za doloCanje genotipov P pa smo za vsak vzorec dodali 27 pl
ddH0, 10 ul 5 x PCR pufra, 1 ul mesanice dNTP, 6 ul zacetnega oligonukleotida VP4Fe,
1 ul mesanice zacetnih oligonukleotidov 2, 2 ul MgCl,, 1 ul Tfi DNA polimeraze ter 2 pl
DNA.
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Preglednica 7. Zacetne in kon¢ne koncentracije reagentov za dolocanje genotipov P pri vgnezdeni PCR.

Reagent Zacetna koncentracija Koncna koncentracija
5x PCR pufer 5x 1x
Mesanica ANTP 10 mM 0,2 mM
Zacetni oligonukleotid 1 20uM 0,4pM
Mesanica zacetnih oligonukleotidov za 0,24 pM oz. 0,4 pM
dolocanje genotipov P 20uM vsakega
MgCl, 50 mM 10 mM

Tifi DNA polimeraza 5U/ul 1 U/ul

Epruvetke s pripravljenimi reakcijskimi meSanicami smo nato vstavili Vv
termopomnoZzevalnik in izbrali ustrezen program za dolocitev genotipov G oz. genotipov P

(preglednica 8).

Preglednica 8: Temperaturni in ¢asovni potek vgnezdene PCR

Proces Temperatqra (°C) za Temperatu‘ra (°C) za Ca}s Stevilo ciklov
genotipe G genotipe P (min)
Zacetno razdvajanje 94 94 4 1
Razdvajanje 94 94 0,5
Vezava zacetnih
oligonukleotidov 42 4 ! 33
PodaljSevanje 72 72 1
Kon¢no podaljSevanje 72 72 10 1
3.24 Agarozna gelska elektroforeza

Najprej smo pripravili 2 % agarozni gel. V erlenmajerico smo odtehtali 1g agaroze in 75ml
Ix pufra TAE ter pokrito segrevali v mikrovalovki tako dolgo, da se je agaroza raztopila.
Nato smo jo ohladili na priblizno 60 °C, dodali 7,5 pl etidijevega bromida ter jo zlili v
nosilec z namescenim glavni¢kom in pocakali, da se je gel strdil. Strjen gel smo skupaj z

nosilcem prenesli v banjico z 1x pufrom TAE in pazljivo odstranili glavnicek.

Na mikrotitrski plos¢ici smo v vsaki luknjici pripravili mesanico iz 2 pl 6x nanaSalnega

pufra ter 10 pl vzorca pomnoZzenih odsekov. MeSanico smo nato nanesli v vdolbinice na
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gelu. Poleg vzorcev smo na gel nanesli Se pozitivno in negativno kontrolo ter 5 pl
molekularnega oznacevalca.

Elektroforeza je potekala 50 minut pri napetosti 90 V.

Po koncani elektroforezi, smo nosilec z gelom previdno odstranili iz banjice in ga prenesli
v aparaturo za dokumentiranje gelov. Tako smo s pomocjo ra¢unalniskega programa dobili
podatke iz katerih so bile razvidne dolzine PCR pomnozkov za posamezen vzorec. Le — te
smo primerjali z dolzino molekularnega oznacevalca in tako natan¢no dolo¢ili genotip v

VZOrcu.
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4 REZULTATI

4.1 ZNACILNOST VZORCEV IZTREBKOV OTROK, OBOLELIH ZA
ROTAVIRUSNIM GASTROENTERITISOM

Genotipizirali smo 139 vzorcev iztrebkov otrok do 5. leta starosti, ki so oboleli za
rotavirusnim gastroenteritisom. Vzorci so bili odvzeti v obdobju od 3.1. do 14.10.2008 v
ljubljanski regiji. Predhodno so rotaviruse v vzorcih potrdili z elektronsko mikroskopijo in
z encimskoimunsko metodo.

Vecino vzorcev smo pridobili iz Klinike za infekcijske bolezni in vrocinska stanja UKC
Ljubljana, kar 88,5 % ter manjsi delez iz Pediatricne klinike UKC Ljubljana in Kirurske
klinike UKC Ljubljana ter iz Zdravstvenih domov v Ljubljani (slika 4).

Zdravstveni domovi
Kirurika klinika UKC 2,1%
1,4%
Pediatriéna klinika

UKC
7.9%

Infekcijska klinika UKC
88,5%

Slika 4. Delez analiziranih vzorcev iztrebkov otrok, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, glede na

posiljatelje v ljubljanski regiji v letu 2008

Porazdelitev obolelih otrok glede na spol je bila nekoliko v prid deklicam. Od vseh
vzorcev, vklju€enih v raziskavo, je bilo 57 % od obolelih deklic in 43 % od obolelih

deckov (slika 5).
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Moski
43.2%

Zenske
56,8%

Slika 5. Delez analiziranih vzorcev iztrebkov otrok, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, glede na spol
v ljubljanski regiji v letu 2008

Kot je razvidno iz slike 6 je bila skoraj polovica obolelih otrok v starostni skupini od 13-24
mesecev (46,8 %), sledi skupina otrok starih od 25-36 mesecev, nato otroci iz starostne
skupine 37-48 mesecev ter otroci iz starostne skupine 7-12 mesecev. Delez vzorcev od
otrok do 6. meseca starosti je majhen in znasa le 7,2 %. Najmanjsi delez vzorcev smo

prejeli od obolelih otrok, starih med 49 in 60 mesecev.

76,8

analizirani vzorci [%]

g-6 7-12 13-24 25-36 37-418 19- 50

starost [meseci]

Slika 6. Starostna porazdelitev otrok, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, v ljubljanski regiji v letu
2008

Kar tretjino vseh vzorcev, ki smo jih vkljucili v raziskavo so poslali januarja 2008, sledil je

upad v februarju in nato spet povecanje v spomladanskih mesecih (marec, april). Vzorci,
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poslani v poletnih mesecih so bili priblizno enakomerno razporejeni, najmanj prejetih

vzorcev je bilo oktobra (slika 7).
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Slika 7. Porazdelitev analiziranih vzorcev iztrebkov otrok, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, po

mesecih v ljubljanski regiji v letu 2008

Po podatkih IVZ je bilo leta 2008 najvec prijavljenih primerov rotavirusnih okuzb v
mesecu februarju. Vecina prijavljenih primerov rotavirusnih okuzb je bila v obdobju od
januarja do marca, od meseca aprila naprej pa se je Stevilo prijavljenih primerov
zmanjSevalo. Najmanj prijavljenih primerov je bilo v mesecu avgustu in oktobru (slika 8 in
slika 9).
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Slika 8. Primerjava $tevila analiziranih vzorcev iztrebkov otrok, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, v
ljubljanski regiji v letu 2008 s Stevilom prijavljenih rotavirusnih okuzb v ljubljanski regiji v letu 2008 in s

Stevilom prijavljanih rotavirusnih okuzb v celotni Sloveniji v letu 2008 (IVZ RS, 2008)
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Slika 9. Primerjava $tevila analiziranih vzorcev iztrebkov otrok, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, v
ljubljanski regiji v letu 2008 s Stevilom prijavljenih primerov rotavirusnih okuzb v ljubljanski regiji v letu
2008 (IVZ RS, 2008)

4.2 PORAZDELITEV ROTAVIRUSNIH GENOTIPOV G IN P

Iz slik 10 in 11 je razvidno, da smo pri preiskovanih vzorcih dokazali 7 razli¢nih
rotavirusnih genotipov G in le 2 razli¢na rotavirusna genotipa P. Najpogosteje se je
pojavljal rotavirusni genotip G1 (72 %), v manjs$i meri pa smo zasledili tudi rotavirusne
genotipe G2, G9 in G4. V 5 vzorcih pa smo dokazali tudi meSane rotavirusne genotipe in
sicer: G1+G10, G1+G12 in G9+G12, ki so bili v sestavu z rotavirusnim genotipom P[8].
Prav tako se je pri vecini vzorcev pojavljal rotavirusni genotip P[8], kar v 91 %, pri ostalih

vzorcih pa smo dokazali rotavirusni genotip P[4].
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Slika 10. Pogostost pojavljanja rotavirusnih genotipov G pri otrocih, obolelih za rotavirusnim

gastroenteritisom, v ljubljanski regiji v letu 2008
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Slika 11. Pogostost pojavljanja rotavirusnih genotipov P pri otrocih, obolelih za rotavirusnim

gastroenteritisom, v ljubljanski regiji v letu 2008

Prevladujoci rotavirusni genotip je bil pricakovano G1P[8]. Dokazali smo ga v kar 71,9 %
vzorcev. Sledila sta mu rotavirusna genotipa G2P[4] z 7,9 % in G9P[8] z 7,2 %.
Rotavirusni genotip G4P[8] smo dolo€ili v 6 %, G2P[8] v 3 %, najredkeje pa smo dokazali
rotavirusni genotip G9P[4]. Pri 3,6 % obolelih smo dokazali meSane rotavirusne okuzbe
(slika 12).
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Slika 12. Porazdelitev rotavirusnih genotipov pri otrocih, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, v

ljubljanski regiji v letu 2008

Na sliki 13 je prikazana porazdelitev rotavirusnih genotipov pri otrocih obolelih za
rotavirusnim gastroenteritisom po starostnih skupinah v ljubljanski regiji v letu 2008.
Opazimo lahko, da je pri vecCini starostnih skupinah prevladujo¢ rotavirusni genotip
G1P[8], razen v starostni skupini 49—60 mesecev, kjer sta rotavirusna genotipa G1P[8] in
G2P[4] zastopana z enakim Stevilom vzorcev. Rotavirusnega genotipa G2P[4] nismo
dokazali niti v starostni skupini do 6 mesecev, niti v starostni skupini od 7-12 mesecev. V
ostalih starostnih skupinah se pojavlja kot drugi oz. tretji najpogostejSi genotip. 1z grafa
lahko razberemo tudi, da se vseh Sest rotavirusnih genotipov ne pojavi v nobeni starostni
skupini. Pri starosti do 6 mesecev se pojavljajo le 3 genotipi, v starostni skupini od 7-12
mesecev in od 49-60 mesecev pa 4 genotipi. Najvecja raznolikost rotavirusnih genotipov je
pri obolelih otrocih starih med 13 in 24 mesecev (6 razli¢nih rotavirusnih genotipov). Pri
ostalih starostnih skupinah smo dokazali po 5 razli¢nih rotavirusnih genotipov. Najredkeje
se je pojavljal rotavirusni genotip G9P[4], ki smo ga dokazali le v starostni skupini od 25-

36 mesecev.



37

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2010

50 -
45 - B G1P[8]
40 ® G2P[4]
35 B G2P[8]

230 A B G4P[8]

S . B GIP[4]

;20 ] B GIP[S]
g o 1G1 +G10 P[8]
i 1G1 +G12 P[8]
g j I G9+G12 P[8]
0 - : Be -

- - 13-24 25-36 37-48 49 - 60
starost [meseci]

Slika 13. Porazdelitev rotavirusnih genotipov pri otrocih, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, po

starostnih skupinah v ljubljanski regiji v letu 2008

Na sliki 14 je prikazana pogostost pojavljanja rotavirusnih genotipov pri otrocih obolelih
za rotavirusnim gastroenteritisom glede na mesec v letu 2008. V skorajda vseh mesecih
smo najveckrat dokazali rotavirusni genotip G1P[8], razen avgusta in septembra, ko je
njegov delez nizji. Septembra je prevladoval rotavirusni genotip G2P[4]. V vec¢jem Stevilu
vzorcev pa smo ga dokazali tudi v juniju in v avgustu. Januarja so se, kljub najve¢jemu
Stevilu analiziranih vzorcev, pojavili le trije rotavirusni genotipi (G1P[8], G9P[8] in
G9+G12[8]). Rotavirusni genotip G9P[4] smo dokazali le v mesecu juniju v enem vzorcu.

Rotavirusni genotip G2P[8] pa smo zaznali le v marcu in v maju.
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Slika 14. Porazdelitev rotavirusnih genotipov pri otrocih, obolelih za rotavirusnim gastroenteritisom, po

mesecih v ljubljanski regiji v letu 2008
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5 RAZPRAVA

Rotavirusi kot najpogostejs§i povzrocitelji akutnega gastroenteritisa pri otrocih,
predstavljajo velik problem tako v drzavah v razvoju kot tudi v razvitih drzavah.
Ocenjujejo namrec, da bi naj v letu 2008 zaradi rotavirusnih okuzb umrlo ve¢ kot 380.000
otrok, vecina v drzavah v razvoju (Chandran in sod., 2010). Za rotaviruse je znacilna tudi
velika genotipska raznolikost, kar predstavlja veliko oviro pri razvoju ucinkovitih cepiv
(Desselberger in sod., 2006). Prav zaradi velike raznolikosti in zmozZnosti genomskih
prerazporejanj rotavirusov, bi morala cepiva nuditi dobro heterotipsko zascito z visoko
ucinkovitostjo. Za ugotavljanje ucinkovitosti cepiv je torej nujno spremljanje razsirjenosti
in moznih sprememb rotavirusnih genotipov pred in po uvedbi cepiv. Tezavo predstavljajo
predvsem novi genotipi (G8, G9, G10 in G12), ki se vse bolj razsirjajo. Zato bi bilo v
prihodnje pri oblikovanju novih cepiv smotrno upostevati tudi trenutno stanje genotipskega
profila rotavirusov (Tcheremenskaia in sod., 2007).

Nasa raziskava je del evropskega projekta EuroRotaNet, ki spremlja pojavljanje
rotavirusnih genotipov pred in po uvajanju cepljenja. V raziskavi smo tako ugotavljali

kakrsnekoli spremembe pri rotavirusnih genotipih v ljubljanski regiji v letu 2008.

5.1 ZNACILNOST VZORCEV IZTREBKOV OTROK, OBOLELIH ZA
ROTAVIRUSNIM GASTROENTERITISOM

Od 139 analiziranih vzorcev jih je bilo kar 123 poslanih iz Klinike za infekcijske bolezni in
vroc¢inska stanja UKC Ljubljana, kar je bilo tudi pricakovano, saj ve€ino otrok s sumom na
rotavirusno okuzbo in hujSo klini¢no sliko napotijo na to kliniko. Nekaj vzorcev smo
pridobili tudi iz Pediatricne in Kirurske klinike UKC Ljubljana. Delez vzorcev, ki smo jih
pridobili iz teh klinik, je bil veliko manjsi, kajti bolnike na teh klinikah sprejmejo zaradi
kakSne druge osnovne bolezni ali stanja in se Sele naknadno okuZijo z rotavirusi. Iz
zdravstvenih domov smo pridobili le 3 vzorce, kar je bilo premalo, da bi lahko primerjali

pojavnost genotipov med bolniSnicami in zdravstvenimi domovi. Z raziskavami v sklopu
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projekta EuroRotaNet so prisli do zakljucka, da pri porazdelitvi pojavljanja rotavirusnih
genotipov med bolnisni¢nim in domacim okoljem ni bistvene razlike. Izjema je bil le
rotavirusni genotip G2P[4], ki se je pogosteje pojavljal pri hospitaliziranih otrocih, kar je
bilo morda povezano z vedno StevilénejSim pojavljanjem tega genotipa med obolelimi,
najverjetneje zaradi mutacije imenovane »pobeg protitelesom«. Ob pomanjkanju
navzkrizne zascite poteka okuzba s hudimi klini¢énimi znaki in simptomi, zato je najveckrat

potrebna hospitalizacija obolelih (Iturriza-Goémara in sod., 2010).

Analizirane vzorce so v 57 % odvzeli obolelim deklicam, preostali deleZ so predstavljali
vzorci obolelih deckov. Morda bi pricakovali, da bi bilo ve¢ obolelih moskega spola, kajti
po podatkih Statisticnega urada Republike Slovenije se letno rodi ve¢ deckov kot deklic.
Tudi tukaj nismo naredili primerjave pojavljanja rotavirusnih genotipov med spoloma, saj
smo sklepali, da tako kot drugod v Evropi tudi v Sloveniji ne bi bilo bistvenih razlik

(Iturriza-Goémara in sod., 2009; Iturriza-Goémara in sod., 2010).

Pri analizi starostne porazdelitve obolelih otrok smo potrdili naso zacetno hipotezo, da bo
najvec¢ obolelih otrok med prvim in drugim letom starosti. Najmanj obolelih otrok je bilo
med 4. in 5. letom starosti, verjetno zaradi navzkrizne zascCite, ki so jo pridobili ob
veckratnem stiku z rotavirusi. Do 6. meseca starosti je obolelo 10 otrok. Odstotek obolelih
bi morda v tej starostni skupini lahko bil nekoliko nizji, kajti novorojencki so do 3. meseca
starosti ponavadi zasCiteni z maternimi protitelesi, prav tako bi naj imelo zascitno vlogo
tudi materino mleko (Asensi in sod., 2006). 1z tega lahko sklepamo, da materina protitelesa
niso nudila otroku zadostno zascito proti rotavirusom, mogoce otrok ni bil dojen ali pa se
je okuzil otrok z imunsko pomanjkljivostjo. Mozen vzrok pa so tudi bolniSnicno
pridobljene okuzbe. V eni izmed raziskav v ZDA so namre¢ porocali, da ve¢ kot 20 %
bolnikov sprejetih v bolnisnice zaradi primarne bolezni zboli za rotavirusno okuzbo

(Greenberg in Estes, 2009).

Kot je razvidno iz slik 7, 8 in 9 je najveC obolelih za rotavirusnimi okuzbami v poznih
zimskih in v zgodnjih spomladanskih mesecih. Stevilo prijavljenih primerov rotavirusnih
okuZzb v ljubljanski regiji sovpada s pojavljanjem rotavirusnih okuzb drugod po Sloveniji.

Stevilo analiziranih vzorcev pa ne sovpada popolnoma s Stevilom prijavljenih primerov
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rotavirusnih okuzb v ljubljanski regiji v letu 2008. NajveC analiziranih vzorcev je bilo
namre¢ v januarju, medtem ko je bilo najvec prijavljenih primerov v mesecu februarju. V
mesecu februarju je bil presenetljivo nizek deleZ analiziranih vzorcev (9 %). Do razlik je
najverjetneje prislo zaradi tega, ker na IVZ belezijo vse prijave rotavirusnih okuzb v
ljubljanski regiji, tako iz bolnisnic kot iz zdravstvenih domov, pri nasi raziskavi pa smo
analizirali predvsem vzorce, ki so bili poslani iz UKC Ljubljana. Iz obeh slik pa je

razvidno upadanje Stevila obolelih po mesecu aprilu.

Tako kot drugod v Evropi je tudi v Sloveniji viden vzorec sezonskega pojavljanja
rotavirusnih okuzb z vrhovi v zimskih in spomladanskih mesecih (slika 9), kar je znacilno
za podroc¢ja v zmernem klimatskem pasu (Gray in sod., 2008). Po podatkih IVZ RS je bil
takSen pojav rotavirusnih okuzb znacilen tudi za prejSnja leta (IVZ RS, 2010), razen v letu
2007, ko je bilo presenetljivo najvec¢ obolelih v aprilu in maju. Predvidevali so, da bi bile
lahko vzrok za takSno pojavnost rotavirusnih okuzb podnebne spremembe, novi rotavirusni
sevi ali Se neznan dejavnik (Steyer in sod., 2009). V nasprotju s Slovenijo so v Evropi v
obdobju 2007/2008 v povprecju najve¢ okuzb zabelezili v mesecu marcu, vendar se
vrhunec pojava rotavirusnih okuzb razlikuje od drzave do drzave. Prej se namreC pojavijo
okuzbe na jugu Evrope, ki se postopno Sirijo proti severu Evrope, prav tako se sezona
rotavirusnih okuzb za¢ne na zahodu in se nato §iri proti vzhodu Evrope. Tako npr. v
Spaniji rotavirusne okuzbe dosezejo vrh v zimskih mesecih, na Madzarskem pa v

spomladanskih mesecih. (Iturriza-Goémara in sod., 2009; Iturriza-Gdémara in sod., 2010).

5.2 PORAZDELITEV ROTAVIRUSNIH GENOTIPOV G IN P

Tudi v letu 2008 se je tako kot leta poprej najpogosteje pojavljal rotavirusni genotip G1 v
sestavu z rotavirusnim genotipom P[8]. Dolocili smo ga kar v 72 % vseh vzorcev.
Rotavirusni genotip G1P[8] je najpogostejsi genotip pri ljudeh po vsem svetu, njegovo
povprecje pojavljanja se namre¢ giblje med 52-65 % (Genetch in sod., 2006), s tem da v
Severni Ameriki, Evropi in v Avstraliji predstavlja veliko vecji delez kot v drzavah v
razvoju v Afriki, Juzni Ameriki in Aziji (Chandran in sod., 2010). V Evropi je v letu 2008

rotavirusni genotip G1P[8] predstavljal malenkost ve¢ kot polovico vseh okuzb (53 %),



41

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

podobno pojavnost rotavirusnega genotipa G1P[8] pa so zaznali tudi v prejsnjih treh letih
(Iturriza-Goémara in sod., 2009; Iturriza-Goémara in sod., 2010). V ZDA so v raziskavi, ki je
spremljala pojavnost rotavirusnih genotipov od leta 1996 do leta 2005 dokazali genotip
G1P[8] v skoraj 80 % (Genetch in sod., 2006). Nasprotno so v Latinski Ameriki dokazali
rotavirusni genotip G1P[8] v 40 % (Castello in sod., 2004), podobno kot v Afriki (Esona
in sod., 2010).

Vec kot 90 % vseh rotavirusnih okuzb po svetu predstavljajo poleg rotavirusnega genotipa
G1P[8], tudi rotavirusni genotipi G2P[4], G3P[8], G4P[8] in GIP[8] (Gray in sod., 2008).
Podobna razvrstitev rotavirusnih genotipov je vidna tudi pri na$i raziskavi. Zanimivo je
morda to, da v tem letu nismo dokazali niti enega samega primera rotavirusnega genotipa
G3P[8]. V istem letu je tudi v Evropi rotavirusni genotip G3P[8] predstavljal majhen delez,
le 3,4 % vseh rotavirusnih okuzb (Iturriza-Gémara in sod., 2010). Tudi drugod po svetu se
rotavirusni genotip G3P[8] pojavlja v manjsi meri. V Aziji se njegov delez giblje med 0 in
5,8 %. Vendar se pojavljajo tudi izjeme, saj so v Vietnamu v obdobju 2006/2007 pri
obolelih dokazali kar 83 % rotavirusnega genotipa G3P[8]. Predvidevali so, da je to
posledica pomanjkanja zascite pred rotavirusnim genotipom G3, saj ga niso zaznali Ze od
leta 2000 (Cuong in sod.,2009). Prav tako je bil rotavirusni genotip G3 prevladujoci sev na
Kitajskem v obdobju od leta 2001 do leta 2003 (Nelson in sod., 2008). Od leta 2003 napre;j
pa o vse ve€jem pojavljanju rotavirusnih genotipov G3P[8] porocajo tudi iz Avstralije
(Kirkwood in sod., 2009)

Rotavirusni genotip G2P[4] se je v Sloveniji v letu 2008 pojavil kot drugi najpogoste;jsi
genotip. Dokazali smo ga le pri 11 obolelih (7,9 %). Podobno pojavnost rotavirusnega
genotipa G2P[4] so zaznali tudi drugod po Evropi (Iturriza-Goémara in sod., 2010). O
prevladi rotavirusnega genotipa G2P[4] pa so porocali na Portugalskem v zimskem
obdobju v letu 2007, saj je genotip G2P[4] predstavljal kar 68 % vseh rotavirusnih okuzb
(Antunes in sod., 2009). Prav tako so opazili povecanje Stevila rotavirusnih okuzb z
rotavirusnim genotipom G2P[4] pri cepljenih otrocih v Braziliji, zaradi ¢esar so sklepali,

da cepivo ne nudi popolne zascite pred okuzbo (Gurgel in sod., 2007).
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Pri 10 obolelih otrocih smo dokazali rotavirusni genotip G9P[8]. Rotavirusni genotip G9 se
je prvi¢ pojavil v osemdesetih letih prejsnjega stoletja v Indiji. Od leta 1995 naprej pa so o
njegovi pojavnosti porocali povsod po svetu, tudi v Evropi. Postal je peti najpogoste;jsi
rotavirusni genotip. V Sloveniji so ga prvi¢ dokazali v obdobju 2001/2002 (Steyer in sod.,
2005). V zadnjih letih se rotavirusni genotip G9P[8] v Evropi pojavlja kot tretji
najpogostejsi genotip, v rotavirusni sezoni 2007/2008 je tako predstavljal kar 10, 52 %

vseh rotavirusnih okuzb (Iturriza-Gémara in sod., 2010).

Cetrti najpogosteje doloceni rotavirusni genotip G4P[8], smo dokazali v 6 % analiziranih
vzorcev. Rotavirusni genotip G4P[8] se zelo pogosto pojavlja tako v Evropi kot drugod po
svetu. Obicajno je drugi najpogostejSi rotavirusni genotip, takoj za genotipom G1P[8].
Taks$na pojavnost je opazna tudi v Evropi (Iturriza-Gémara in sod., 2009; Iturriza-Goémara
in sod., 2010). V obdobju od leta 1988 do leta 1994 je rotavirusni genotip G4P[8] v
Sloveniji predstavljal prevladujo¢ genotip (Steyer in sod., 2005). Prav tako je bil genotip
G4P[8] v obdobju med leti 2004 in 2006 najpogosteje dokazan tudi v Albaniji in Bolgariji
(Tcheremenskaia in sod., 2007).

Pri le enem obolelem smo dolocili rotavirusni genotip G9P[4]. TakSen rezultat smo
pri¢akovali, saj je za rotavirusni genotip G9P[4] znacilna redka pojavnost. V Sloveniji so
ga prvi¢ dokazali v rotavirusni sezoni 2005/06 (Kralj, 2007). V naslednjem letu pa niso
dokazali nobenega primera tega genotipa (Steyer in sod.,2009). Podobna pojavnost
rotavirusnega genotipa G9P[4] je opazna tudi drugod v Evropi, saj njegov delez predstavlja

manj kot 1 % rotavirusnih okuzb (Iturriza-Gémara in sod., 2010).

Iz slike 12 je tudi opazno, da smo uspeli dokazati rotavirusne okuzbe z meSanimi
rotavirusnimi genotipi; G1+G10P[8], G1+G12P[8] in G9+G12P[8], ki so predstavljale 3,6
% vseh analiziranih vzorcev. Podoben odstotek mesanih rotavirusnih okuzb se pojavlja
tudi drugod po Evropi (Iturriza-Gomara in sod., 2009) in v ZDA (Gentsch in sod.,2009),
medtem ko je v Afriki (Esona in sod., 2010) in v Latinski Ameriki (Castello in sod., 2004)

odstotek meSanih okuzb veliko visji.
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Pri na$i raziskavi nas je Se zanimalo, kateri rotavirusni genotipi se pri doloCenih starosti
obolelih otrok pojavljajo pogosteje in kateri redkeje ter kako so porazdeljeni glede na letni
Cas oziroma mesec v letu. Ker nismo imeli enakega Stevila vzorcev v posameznih
starostnih skupinah in po posameznih mesecih, rezultatov nismo predstavili v odstotkih pac
pa glede na Stevilo analiziranih vzorcev. Zaradi tega tudi primerjava med posameznimi
starostnimi skupinami in meseci ni smiselna. Omenimo lahko mogoce le to, da je v
starostni skupini od 13 do 24 mesecev, kjer je najveC obolelih, pricakovano tudi najvecja
genotipska raznolikost. Kljub razli¢nemu Stevilu vzorcev pa povsod, razen v starostni
skupini 49-60 mesecev, prevladuje rotavirusni genotip G1P[8]. Rotavirusni genotip G1P[8]
smo najpogosteje dokazali tudi v meseénem pregledu. Zanimivo je, da smo, kljub velikem
Stevilu vzorcev v mesecu januarju, najve¢ razli¢nih rotavirusnih genotipov dokazali v

mesecu avgustu.

ZakljuCna ugotovitev nase raziskave je, da v letu 2008 v ljubljanski regiji ni prislo do
vecjih sprememb pri pojavljanju rotavirusnih genotipov. Zaradi nizke precepljenost otrok,
pa tudi v prihodnje ne priCakujemo vecjih sprememb v molekularni epidemiologiji

rotavirusov (Steyer in sod., 2009).



44

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

6 SKLEPI

Analizirali smo 139 vzorcev, od tega najvecji delez poslanih iz Klinike za
infekcijske bolezni in vro€inska stanja UKC Ljubljana (88,5 %). Od analiziranih
vzorcev je bilo 57 % od obolelih deklic, le 43 % od obolelih deckov.

Najvec¢ obolelih otrok, vkljucenih v raziskavo je bilo starih med 13 in 24 mesecem
(47 %). Posledicno je bila v tem starostnem razredu tudi genotipska raznolikost
rotavirusov najvecja. Najmanj okuzenih otrok je bilo v starostnem razredu od 29 do

60 mesecev (4 %). Tudi pri starosti do 6 mesecev je bilo obolelih le 7 % dojenckov.

Najve¢ okuzb smo z naso raziskavo zaznali v zimskih in zgodnjih spomladanskih
mesecih. Primerjava s Stevilom prijavljenih primerov v ljubljanski regiji in drugod
po Sloveniji je pokazala podobno porazdelitev rotavirusnih okuzb. Po Stevilu
analiziranih vzorcev je najbolj izstopal mesec januar (29 %), visok delez okuzb pa
smo zaznali tudi marca (15 %) in aprila (14 %). Najvecjo genotipsko raznolikost
smo zaznali v mesecu avgustu, kljub temu da je bilo obolelih le 5,8 % otrok.
Stevilo analiziranih vzorcev pa se ni popolnoma ujemalo s 3tevilom prijavljenih

okuzb.

Tudi v letu 2008 smo najpogosteje dokazali rotavirusni genotip G1P[8] in sicer pri
kar 72 % vseh analiziranih vzorcev. Pojavljali pa so se tudi rotavirusni genotipi
G2P[4] (7,9 %), GOP[8] (7.2 %), G4P[8] (5,8 %), G2P[8] (2,9 %) in G9P[4] (0,7
%).

3,6 % vseh analiziranih vzorcev so predstavljale rotavirusne okuzbe z meSanimi

genotipi: G1+G10P[8], G1+G12P[8] in G9+G12P[8].

Glede na predhodnje raziskave nismo zaznali vecjih sprememb v porazdelitvi

rotavirusnih genotipov pred in v obdobju uvedbe rotavirusnega cepiva.
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7 POVZETEK

Rotavirusi so najpogostejsi vzrok drisk pri otrocih do 5. leta starosti. Zaradi rotavirusnih
okuzb letno umre okrog 500.000 otrok, ve€ina zaradi dehidracije. Ve¢ kot 80 % smrti kot
posledica rotavirusnih okuzb se, zaradi slabSega dostopa do zdravnikov in zdravil, zaradi
podhranjenosti in slabSega socialno-ekonomskega statusa, pojavi v revnejSih afriskih in
azijskih drzavah. V teh drzavah se pojavlja tudi vec¢ja raznolikost rotavirusnih genotipov.
Vse to pa so vzroki, ki so spodbudili razvoj cepiv proti rotavirusom. Za nadaljnji razvoj
ucinkovitejsih cepiv je zaradi pojavljanja novih rotavirusnih genotipov potrebno nenehno
spremljanje molekularne epidemiologije rotavirusov. V diplomski nalogi smo spremljali
pojavljanje rotavirusnih genotipov v ljubljanski regiji v letu 2008 in jih primerjali s

pojavljanjem v Evropi in drugod po svetu.

V okviru prakticne izvedbe diplomske naloge smo analizirali 139 vzorcev iztrebkov
hospitaliziranih otrok do 5. leta starosti, ki so oboleli za akutnim rotavirusnim
gastroenteritisom. Vse vzorce smo pridobili iz ljubljanske regije, najve¢ iz Klinike za

infekcijske bolezni in vrocinska stanja UKC Ljubljana.

Iz vzorcev, ki so bili predhodno redceni v fosfatnem pufru in shranjeni v zamrzovalniku
pri — 20 °C, smo najprej z reagentom Trizol osamili celokupno RNA. Nato smo z metodo
enostopenjske reakcije reverzne transkriptaze rotavirusno RNA prepisali v cDNA in DNA
pomnozili. PomnoZene odseke genov za VP7 in VP4 smo nato uporabili za nadaljnje
dolocanje genotipov G in P v reakciji vgnezdene PCR. Pri reakciji vgnezdene PCR smo
uporabili tipsko specificne notranje zacetne oligonukleotide, ki prilegajo na variabilna
mesta pomnoZenega gena za VP7 oz. gena za VP4. Nato smo tako dobljene produkte
analizirali z agarozno gelsko elektroforezo in s pomocjo aparature za dokumentiranje gelov

odcitali velikost pomnoZenega dela in tako dolocili rotavirusni genotip vzorca.

Ugotovili smo, da je bila najvecja genotipska raznolikost pri otrocih starih med 13 in 24
mesecem. V tem starostnem razredu je bilo tudi najve¢ obolelih otrok (47 %), najmanj

obolelih pa je bilo v starostnem obdobju od 29 do 60 mesecev (4 %). Najve¢ obolelih je
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bilo v zimskih (januar - 29 %) in spomladanskih (marec - 15 %, april - 14 %) mesecih. V
vecini vzorcev (72 %) smo dokazali rotavirusni genotip G1P[8]. Zaznali pa smo tudi
rotavirusne genotipe: G2P[4] (7,9 %), GI9P[8] (7,2 %), G4P[8] (5,8 %), G2P[8] (2,9 %) in
GO9P[4] (0,7 %). V 4 % analiziranih vzorcev smo dokazali meSane rotavirusne genotipe:

G1+G10P[8], G1+G12P[8] in G9+G12P[8].



47

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

8 VIRI

Anderson E.J., Weber S.G. 2004. Rotavirus infection in adults. Lancet Infectious Disease,

4:91-99

Antunes H., Afonso A., Iturriza M., Martinho 1., Ribeiro C., Rocha S., Magalhaes C.,
Carvalho L., Branca F., Gray J. 2009. G2P[4] the most prevalent rotavirus genotype
in 2007 winter season in an European non-vaccinated population. Journal of

Clinical Virology, 45: 76-78

Asensi M.T., Martinez-Costa C., Buesa J. 2006. Anti-rotavirus antibodies in human milk:

Quantification and neutralizing activity. Journal of Pediatric Gastroenterology and

Nutrition, 42: 560-567

Bishop R. 2009. Discovery of rotavirus: Implications for child health. Journal of
Gastroenterology and Hepatology, 24: 81-85

Blutt S.E., Conner M.E. 2007. Rotavirus: to the gut and beyond! Current Opinion in
Gastroenterology, 23: 39-43

Boshuizen J.A. 2005. Pathogenesis of rotavirus infection. Rotterdam, Erasmus University

Rotterdam: Thesis: 10- 23

Carter J.B., Saunders V.A. 2007. Virology: Principles and applications. Chichester, John
Wiley & Sons Ltd.: 147 -156

Castello A., Arvay M.L., Glass R.1., Gentsch J. 2004. Rotavirus strain surveillance in Latin
America - a review of the last nine years. Pediatrics Infectious Disease Journal, 23,

10: 168-172



48

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Chandran A., Fitzwater S., Zhen A., Santosham M. 2010. Prevention of rotavirus
gastroenteritis in infants and children: Rotavirus vaccine safety, efficacy, and

potential impact of vaccines. Biologics: Targets & Therapy, 4: 213-229

Ciarlet M., Schodel F. 2009. Development of a rotavirus vaccine: Clinical safety,
immunogenicity, and efficacy of the pentavalent rotavirus vaccine, RotaTeq®.

Vaccine, 27, Suppl. 6: G72-G81

Cook N., Bridger J., Kendall K., Iturriza-Gémara M., El-Attar L., Gray J. 2004. The

zoonotic potential of rotavirus. Journal of Infection, 48: 289-302

Cuong N.T., Minh N.B., Anh D.D., Thu N.H., Tu N.T., Nam T.V., Thuy V.T., Ogino M.,
Alam M., Nakagomi T., Nakagomi O., Yamashiro T. 2009. Molecular
epidemiology of rotavirus diarrhoea among children in Haiphong, Vietnam: The

emergence of G3 rotavirus. Vaccine, 27, Suppl. 5: F75-F80

Dennehy P.H. 2008. Rotavirus vaccines: an overview. Clinical Microbiology Reviews, 21,

1: 198-208

Desselberger U., Wolleswinkel-van den Bosh J., Murkowicz J., Rodrigo C., Giaquinto C.,
Vesikari T. 2006. Rotavirus types in Europe and their significance for vaccination.

Pediatrics Infectious Disease Journal, 25,1: 30-41

EMEA 2007. Evropsko javno porocilo o oceni zdravila (EPAR) Rotateq: povzetek EPAR
za javnost. London, EMEA — European Medicines Agency: 2 str.
http://www.ema.europa.eu/docs/sl_SI/document library/EPAR_-
Summary_for_the public/human/000669/WC500054181.pdf (15. nov. 2010)

EMEA 2009. Rotarix cepivo proti rotavirusu, zivo: povzetek EPAR za javnost. London,
EMEA - European Medicines Agency: 2 str.
http://www.ema.europa.eu/docs/sl_Sl/document library/EPAR_-
_Summary_for_the public/human/000639/WC500054587.pdf (15. nov. 2010)




49

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Esona M.D., Steele D., Kerin T., Armah G., Peenze 1., Geyer A., Page N., Nyangao J.,
Akran Agbaya V., Trabelsi A., Tsion B., Aminu M., Sebunya T., Dewar J., Glass
R., Gentsch J. 2010. Determination of the G and P types of previously nontypeable
rotavirus strains from the African Rotavirus Network, 1996-2004: Identification of

unusual G types. Journal of Infection Diseases, 202: 49-54

Estes M.K., Kapikian A.Z. 2007. Rotaviruses. V: Fields virology. 5 ed. Knipe D.M.,
Howley P.M. (eds.). Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins: 1917 -1972

Gentsch J.R., Glass R.I., Woods P., Gouvea V., Gorziglia M., Flores J, Das B.K., Bhan
M.K. 1992. Identification of group A rotavirus gene 4 types by polymerase chain
reaction. Journal of Clinical Microbiology; 30: 1365-1373

Gentsch J.R., Hull 1.J., Teel E.N., Kerin T.K., Freeman M.M., Esona M.D., Griffin D.D.,
Bielfelt-Krall B.P., Banyai K., Jiang B., Cortese M.M., Glass R.I., Parashar U.D.,
Collaborating laboratories of the National Rotavirus Strain Surveillance System.
2009. G and P types of circulating rotavirus strains in the United States during
1996-2005: Nine years of prevaccine data. Journal of Infection Diseases, 200: 99-
105

Glass R.I., Parashar U.D., Brese J.S., Turcios R., Fisher T.K., Widdowsin M.A., Jiang B.,
Gentsch J.R. 2006. Rotavirus vaccines: Current prospects and future challenges.

Lancet, 368: 323-332

Gouvea V., Glass R.I.,, Woods P., Taniguchi K., Clark H.F., Forrester B., Fang Z.Y. 1990.
Polymerase chain reaction amplification and typing ofrotavirus nucleic acid from

stool specimens. Journal of Clinical Microbiology, 28: 276-282

Gray J., Vesikari T., Van Damme P., Giaquinto C., Mrukowicz J., Guarino A., Dagan R.,
Szajewska H., Usonis V. 2008. Rotavirus. Journal of Pediatric Gastroenterology
and Nutrition, 46: 24-31



50

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Greenberg H.B., Estes M.K. 2009. Rotaviruses: From pathogenesis to vaccination.

Gastroenterology, 136: 1939-1951

Gurgel R.Q., Cuevas L.E., Vieira S., Barros V., Fontes P.B., Salustino E.F., Nakagomi O.,
Nakagomi T., Dove W., Cunliffe N., Hart C.A. 2007. Predominance of rotavirus
P[4]G2 in a vaccinated population, Brazil. Emerging Infectious Diseases, 13, 10:

1571-1573

Iturriza-Gomara M., Cubitt D., Steele D., Green J., Brown D., Kang G., Desselberger U.,
Gray J. 2000. Characterisation of rotavirus G9 strains isolated in the UK between

1995 and 1998. Journal of Medical Virology, 61: 510-517

Iturriza-Gomara M., Dallman T., Banyai K., Bottiger B., Buesa J., Diedrich S., Fiore L.,
Johansen K., Koopmans M., Korsun N., Koukou D., Kroneman A., Lappalainen
M., Laszl6 B., Maunula L., Mas Marques A., Matthijnssens J., Midgley S.,
Mladenova Z., Nawaz S., Poljsak-Prijatelj M., Pothier P., Ruggeri F.M., Sanchez-
Fauquier A., Steyer A., Sidaraviciute-Ivaskeviciene 1., Syriopoulou V., Tran A.N.,
Usonis V., Van Ranst M., de Rougemont A., Gray J. 2010. Rotavirus genotypes co-
circulating in Europe between 2006 and 2009 as determined by EuroRotaNet , a
pan European collaborative strain surveillance network. Epidemiology and

Infection, 1: 1-15

Iturriza-Gomara M., Dallman T., Banyai K., Bottiger B., Buesa J., Diedrich S., Fiore L.,
Johansen K., Korsun N., Kroneman A., Lappalainen M., Léaszl6 B., Maunula L.,
Matthijnssens J., Midgley S., Mladenova Z., PoljSak-Prijatelj M., Pothier P.,
Ruggeri F.M., Sanchez-Fauquier A., Scheier E., Steyer A., Sidaraviciute ., Tran A.
N., Usonis V., Van Ranst M., de Rougemont A., Gray J. 2009. Rotavirus
surveillance in Europe, 2005 -2008: Web-enabled reporting and real-time analysis
of genotyping and epidemiological data. Journal of Infection Diseases, 200: 215-

221



51

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Iturriza-Goémara M., Kang G., Gray J. 2004. Rotavirus genotyping: Keeping up with an

evolving population of human rotaviruses. Journal of Clinical Virology; 3: 259-265

IVZ RS. 2010. Rotavirusne okuzbe. CNB novice. Ljubljana, IVZ RS - InStitut za varovanje
zdravja Republike Slovenije: 2 str.

http://www.ivz.si/?ni=104&pi=5& _5_Filename=159.pdf& 5 Mediald=159& 5_AutoResi
ze=false&pl=104-5.3 (5. nov. 2010)

IVZ RS. 2008. Prijavljeni izbruhi nalezljivih bolezni v Sloveniji. CNB novice — letnik
2008. Ljubljana, IVZ RS - Institut za varovanje zdravja Republike Slovenije
http://www.ivz.si/Mp.aspx?ni=104&pi=5& 5 _id=591& 5 Pagelndex=1& 5 groupld=21

8& 5 newsCategory=& 5 action=ShowNewsFull&pl=104-5.0 (5. nov. 2010)

Kirkwood C.D., Boniface K., Bogdanovi¢-Sakran N., Masendycz P., Barnes G., Bishop
R.F. 2009. Rotavirus strain surveillance - an Australian perspective of strains
causing disease in hospitalised children from 1997 to 2007. Vaccine, 27, Suppl. 5:
F102-F107

Kralj I. 2007. DoloCanje rotavirusnih genotipov pri hospitaliziranih otrocih z
gastroenteritisom. Diplomsko delo. Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Enota

medoddelcnega Studija mikrobiologije: 58 str.

Levy K., Hubbard A.E., Eisenberg J.N., 2008. Seasonality of rotavirus disease in the
tropics: a systematic review and meta-analysis. International Journal of

Epidemiology: 1-10

Malik J., Bhan M.K., Ray P. 2008. Natural immunity to rotavirus infection in children.
Indian Journal of Biochemistry, 45: 219-228

Matthijnssens J., Ciarlet M., Rahman M., Attoui H., Banyai K., Estes M.K., Gentsch J.R.,
Iturriza-Goémara M., Kirkwood C.D., Martella V., Mertens P.P.C., Nakagomi O.;
Patton J.T., Ruggeri F.M., Saif L.J., Santos N., Steyer A., Taniguchi K.,



52

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Desselberger U., Van Ranst M. 2008. Recommendations for the classification of
group A rotaviruses using all 11 genomic RNA segments. Archives of Virology,

153:1621-1629

Nelson E.A.S., Bresse J.S., Parashar U.D., Widdowson M.-A., Glass R.I., the members of
the Asian Rotavirus Surveillance Network. 2008. Rotavirus epidemiology: The

Asian rotavirus surveillance network. Vaccine, 26: 3192-3196

O'Ryan M. 2009. The ever-changing landscape of rotavirus serotypes. Pediatric Infectious

Disease Journal, 28, 3: 60-62

Parashar U.D., Bresse J.S., Gentsch J.R., Glass R.I. 1998. Rotavirus. Emerging Infectious
Diseases, 4, 4: 561-570

Parashar U.D., Gibson C.J., Bresee J.S., Glass R.I. 2006. Rotavirus and severe childhood
diarrhea. Emerging Infections Diseases, 12, 2: 304-306

Parashar U.D., Hummelman E.G., Bresse J.S., Miller M.A., Glass R.I. 2003. Global illness
and deaths caused by rotavirus disease in children. Emerging Infections Diseases, 9,

5:565-572

Pesavento J.B., Crawford S.E., Estes M.K., Prasad B.V. 2006. Rotavirus proteins:
Structure and assembly. Current Topics in Microbiology & Immunology, 309: 189-
219

Ramig R.F. 2004. Pathogenesis of intestinal and systemic rotavirus infection. Journal of

Virology, 78, 19: 10213-10220

Steyer A. 2002. Genotipi G in P rotavirusne skupine A v Sloveniji v letih 1988 do 1994.
Diplomsko delo. Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija

mikrobiologije: 51 str.



53

Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Steyer A., Bajzelj M., Znuderl K., Berce L., Drinovec B., Harlander T., Ore$i¢ N., Ravnik
M., Storman A., Trkov M., Poljiak-Prijatelj M. 2009. Molecular epidemiology of

rotaviruses during rotavirus vaccine introduction in Slovenia. Zdravstveni Vestnik,

78:381-386

Steyer A., PoljSak-Prijatelj M., Barlic-Maganja D., Bufon T., Marin J. 2005. The
emergence of rotavirus genotype G9 in hospitalised children in Slovenia. Journal of

Clinical Virology, 33: 7-11

Steyer A., PoljSak-Prijatelj M., Luznik Bufon T., Marcun-Varda N., Marin J. 2007.
Rotavirus genotypes in Slovenia: Unexpected detection of G8P[8] and G12P[8]
genotypes. Journal of Medical Virology, 79: 626-632

Tcheremenskaia O., Marucci G., De Petris S., Ruggeri F.M., Dovecar D., Sternak S.L.,
Matyasova I., Dhimolea M.K., Mladenova Z., Fiore L., Rotavirus Study Group.
2007. Molecular Epidemiology of Rotavirus in Central and Southeastern Europe.
Journal of Clinical Microbiology, 45,7: 2179-2204

Ward R. 2009. Mechanisms of protection against rotavirus infection and disease. Pediatric

Infectious Disease Journal, 28, 3: 57-59

Ward R., McNeal M.M., Steele D.A. 2008. Why does the world need another rotavirus

vaccine? Therapeutics and Clinical Risk Management, 4, 1: 49-63



Znuderl K. Rotavirusni genotipi pri hospitaliziranih otrocih v ljubljanski regiji v letu 2008.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

ZAHVALA

Posebna zahvala gre mojemu somentorju dr. Andreju Steyerju, ki mi je bil pri izdelavi
diplome v najvecjo pomo¢. Hvala za ves vloZen trud in Cas pri opravljanju in pisanju
diplomske naloge ter za tako hitro organizacijo zagovora diplome. Hvala tudi za vso

razumevanje, koristne nasvete in prijazno ter sprosceno vzdusje pri laboratorijskem delu.

Za hiter in strokoven pregled diplomske naloge se zahvaljujem mentorju doc. dr.
Miroslavu Petrovcu in recenzentki prof. dr. Tatjani Avsi¢-Zupanc ter strok. sod. Mateji

Poljsak-Prijatel;.

Zahvaljujem se tudi Mojci Bajzelj za vso pomoc¢ in napotke pri uvajanju v laboratorijsko

delo.

Najlepse se zahvaljujem tudi svoji druzini, mami Marjani, oCetu Milanu, sestri Metki in
bratu Zigu. Hvala za vso nesebi¢no ljubezen, toplino in dobroto. Hvala, ker ste mi
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