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POVZETEK

Adenovirusi so pogosti povzrocitelji bolezni dihal pri otrocih, v drzavah tretjega sveta pa so
okuzbe z dolo¢enimi serotipi lahko celo zivljenjsko ogrozujoce. V okviru magistrske naloge
smo zeleli ugotoviti kolik§no Stevilo vzorcev, ki so bili v okviru rutinske diagnostike z
metodo neposredne imunofluorescence (DIF) negativni, bo, pri ponovnem testiranju z
obcutljivejSo metodo verizne reakcije S polimerazo v realnem casu (qPCR), pozitivnih.
Testirali smo 740 vzorcev, ki smo jih, v ¢asovnem razponu od 09.04.2011 do 13.03.2014, v
Laboratorij za diagnostiko virusnih infekcij (Institut za mikrobiologijo in imunologijo,
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani) prejeli s Klinike za infekcijske bolezni in
vroc¢inska stanja (Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana). Najpogosteje testirani vzorci so bili
brisi Zrela, najvecje Stevilo vzorcev pa je pripadalo bolnikom do prvega leta starosti, pri
katerih so sumili na adenovirusno okuzbo. Kar 593 (80 %) vseh vzorcev je pripadalo otrokom
mlajsim od treh let. Iz vzorcev smo osamili virusno nukleinsko kislino in jo pomnozili S
gPCR. Tako smo dokazali 120 (16,2 %) vec pozitivnih in 9 (1,2 %) ve¢ negativnih rezultatov,
ki so jih z metodo DIF predhodno opredelili kot pozitivne. Ker je steviléno najve¢ vzorcev
pripadalo bolnikom do prvega leta starosti, smo med njimi pricakovano dobili najve¢ qPCR
pozitivnih rezultatov. Dolo¢ili smo tudi obcutljivost in specificnost metode DIF in ugotovili,
da je bila obcutljivost metode DIF 64 % in specifi¢nost 98 %. V nadaljevanju smo pri 210
(28,4 %) pozitivnih rezultatih, ki smo jih potrdili z obema metodama, dobili povpre¢no
vrednost praga fluorescence Ct = 20,2, pri preostalih 120 (16,2 %) vzorcih, ki so bili pozitivni
samo z metodo gPCR, pa je bila povpre¢na vrednost Ct = 29,6. S primerjanjem vrednosti Ct
smo ocenili, da je virusno breme visje v vzorcih, ki so jih kot pozitivne opredelili tudi z
rutinsko diagnosticno metodo DIF. Na podlagi izsledkov naSe raziskave sklepamo, da je
metoda PCR v realnem ¢asu obcutljivejsa od rutinsko izvajane metode DIF. S Studentovim t-
testom za primerjavo neodvisnih vzorcev smo sprejeli alternativno hipotezo (p < 0,05) s
katero smo trdili, da obstaja statisticno znacilna razlika med vrednostmi Ct vzorcev, ki smo
jih opredelili kot pozitivne z obema metodama in vrednostmi Ct tistih, ki so bili z metodo DIF

negativni, z metodo gPCR pa pozitivni.

Vi



Kovacic I: Primerjava dveh metod za dokazovanje adenovirusnih okuzb dihal pri otrocih

Magistrska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, magistrski Studij
Laboratorijske biomedicine, 2017.

SUMMARY

Adenoviruses are a common cause of respiratory infections in children, and in the third world
countries, infections with certain serotypes may even be life-threatening. In our master thesis,
we tried to determine how many samples negative by routine diagnostic method of direct
immunofluorescence (DIF) proved positive in a re-testing with a more sensitive method of
real-time polymerase chain reaction (QPCR). We tested 740 samples that were sent to the
Laboratory for diagnostic of viral infections (Institute of Microbiology and Immunology,
Faculty of Medicine, University of Ljubljana) in the period from April 9, 2011 to March 13,
2014, from the Clinic for Infectious Diseases and Febrile llinesses (Ljubljana University
Medical Centre). The most commonly tested samples were throat swabs with the largest
number of them belonging to children up to the age of one year, who were suspected to have
adenoviral infections. 593 (80%) of all samples belonged to children under three years of age.
We isolated viral nucleic acids from the samples and quantified them by gPCR. By using
gPCR, we got 120 (16.2%) more positive and 9 (1.2%) more negative results that were
previously identified as such by DIF method. While most of the samples were from the
patients up to the age of one, we expectedly got most of the qPCR positive results within this
age group. We have also determined sensitivity and specificity of the DIF method. The
sensitivity of the DIF method was 64%, and specificity 98%. Additionally, in 210 (28.4%)
positive results, which were confirmed by both methods, the average threshold cycle (Ct)
value was 20.2 Ct, while in the remaining 120 (16.2%) samples, that proved positive only by
the gPCR method, the average Ct value was 29.6. By comparing the Ct values, we found that
the viral load was the highest in samples defined as positive by both methods. Based on the
findings of our study we can conclude that the real-time PCR method is more sensitive than
the routinely performed DIF method. Finally by using the Student's t-test for independent
samples, the alternative hypothesis (p < 0.05) stating that there is a statistically significant
difference between the Ct values samples identified as positive by both methods and those
pertaining to samples which were negative by DIF method, but found to be positive by the
gPCR method.

Vil
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KLJUCNE BESEDE

Neposredna imunofluorescenca, verizna reakcija s polimerazo v realnem c¢asu, adenovirus,

respiratorne okuzbe, otroci do 15. leta.

KEY WORDS

Direct immunofluorescence, real time polymerase chain reaction, adenovirus, respiratory

infections, children under age of 15.
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SEZNAM OKRAJSAV
AdF Pozitivno usmerjen oligonukleotidni zacetnik (angl. Forward primer)
AdR Negativno usmerjen oligonukleotidni zacetnik (angl. Reverse primer)
AdV Adenovirus
BEBO Nesimetri¢no barvilo
BHQ Dusilec (angl. Black hole quencher)
BLAST Iskalnik homolognih sekvec (angl. Basic local alignment search tool)
C Citozin
CAR Coxsackie — adenovirusni receptor (angl. Coxsackie-adenovirus
receptor)
Ct Prag fluorescence (angl. Treshold cycle)
DABCYL Dusilec (4,4 — dimetilamino — azobenzenen — 4" — karboksilna kislina)
dATP Deoksiadenozin trifosfat
dCTP Deoksicitozin trifosfat
ddH20 Demineralizirana destilirana voda
dGTP Deoksigvanozin trifosfat
DIF Neposredna imunofluorescenca (angl. Direct immunofluorescence)
DNA Deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic acid)
dNTP Deoksinukleozid trifosfat
dsDNA Dvojnovijatna DNA
dTTP Deoksitimidin trifosfat
EAV Virus konjskega arteritisa (angl. Equine artherithis virus)
EHV1 Konjski herpesvirus tipa 1 (angl. Equine herpesvirus type 1)
FAM Reportersko fluorescentno barvilo
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FRET Prenos resonanc¢ne energije (angl. Fluorescence resonance energy
transfer)

G Gvanin

IgG Imunoglobulini razreda G

IgM Imunoglobulini razreda M

iIPCR Imunska verizna reakcija s polimerazo v realnem casu

Kbp Enota za dolzino DNA (tiso¢ baznih parov)

LN Lazno negativen rezultat

LP Lazno pozitiven rezultat

MDa Mega dalton

NCBI Podatkovna zbirka biomedicinskih in genomskih informacij (angl.
National center for biotechnology information)

PBS Fosfatni pufer s soljo

Primer 3 Racunalniski program za nacrtovanje oligonukleotidnih zacetnikov

gPCR Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

RN Resni¢no negativen rezultat

RP Resni¢no pozitiven rezultat

RTPrimerDB | Javna podatkovna baza oligonukleotidnih zacetnikov in sond za PCR

SYBR Green | Nesimetri¢no barvilo

1

TAMRA Rdece fluorescentno barvilo (karboksi — tetrametil — rodamin)

Taq Bakterija Thermus aquaticus

TagMan Sonda TagMan

Tm Calculator | Internetno dostopno rac¢unalo, ki omogoca izra¢un temperature talis¢
oligonukleotidov

VIC Reportersko fluorescentno barvilo

VIN Laboratorij za diagnostiko virusnih infekeij, Institut za mikrobiologijo in
imunologijo, Medicinska fakulteta v Ljubljani

YO-PRO-1 Zeleno fluorescentno barvilo

Xl
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1UVOD

1.1 ADENOVIRUSI

Adenovirusi so prisotni pri skoraj vseh vretencarjih. Pri ¢loveku jih najpogosteje povezujemo
z boleznimi zgornjih dihal, na primer vnetjem zrela, povzrocajo pa lahko tudi plju¢nice. Manj
pogosto so adenovirusi znani kot povzrocitelji obolenj prebavil, oc¢i, secil in Zzivéevja,
omenjajo pa jih tudi kot mozne povzrocitelje debelosti (1). Vecina adenovirusnih okuzb je
samoomejujo¢ih. Hudi zapleti se najpogosteje pojavijo pri imunsko oslabljenih bolnikih,

obcasni smrtni primeri pa So znani tudi pri zdravih otrocih in odraslih (2).

Adenovirusi so sposobni okuziti S$tevilna razlicna tkiva in celice. Zaradi razmeroma
enostavnega ravnanja in vitro Stevilne $tudije preucujejo adenoviruse kot vektorje za namene
genskega zdravljenja in za namene protitumorske imunizacije, uporabni pa so tudi kot
eksperimentalni sistemi za preu¢evanje osnovnih procesov v evkariontskih celicah (apoptoza)
(3, 4).

1.1.1 Taksonomska uvrstitev

Adenovirusi spadajo v druzino Adenoviridae, ki je razdeljena v 5 rodov:

e Mastadenovirus,
e Aviadenovirus,

e Atadenovirus,

e Siadenovirus,

e Ichtadenovirus.

V rod Mastadenovirus spada 7 vrst ¢loveskih adenovirusov. Glede na bioloske, biokemi¢ne
in imunoloske znacilnosti jih delimo v vrste od A do G, najvec pa jih sodi v vrsto D (HAdV-
D). Trenutno je znanih ve¢ kot 67 adenovirusnih serotipov, kar tretjina od teh jih pri ¢loveku

povzroca bolezen (1, 5). Adenovirusi so najpogostejsi povzrocitelji virusnih okuzb. Virus so
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prvi¢c osamili leta 1953 iz adenoidnega tkiva, do danes pa so ga nasli prakti¢no Ze v vseh

organskih sistemih ¢loveka (6).

1.1.2 Morfologija in zgradba

Adenovirusi vsebujejo linearno dvojnovijacno DNA, veliko od 26 do 45 kbp, ki ima zapis za
13 proteinov: heksonski monomer, pentonsko bazo, polipeptid Illa, polipeptid IV, polipeptid
VI, polipeptid VIII, polipeptid 1X, proteazo, TP (kon¢ni protein) ter proteine sredice (V, VII,
Mu in IV2a) (7). Slika 1 prikazuje virusno ikozaedri¢no kapsido, ki je srednje velikosti, s
premerom med 70 in 90 nm, brez zunanjega lipidnega ovoja, zaradi katerega so adenovirusi v
okolju dobro obstojni. Kapsido sestavlja 252 kapsomer, in sicer 240 heksonov in 12 pentonov.
Adenovirusi se pritrjujejo na celice s pomoc¢jo pentomernih nitastih izrastkov razli¢nih dolzin,
odvisno od posameznega virusnega tipa. Zgrajeni so iz priblizno milijona aminokislin,

njihova masa pa je 150 MDa (5).

Adenovirusni genom je linearna, nesegmentirana dvojnovijatna DNA dolzine med
26 in 45 kbp, kar ji omogoca kodiranje od 22 do 40 genov. Kljub precej$n;ji velikosti virusa je
njegovo podvajanje v celoti odvisno od gostiteljske celice (5).

Nitastiaastek Slika 1: Zgradba adenovirusa. V sredici je vidna

virusna DNA. Na sliki so oznaéeni nitasti

izrastki, s katerimi se virus pripne na celico ter
Sredica — 4 & N - - S
virusni proteini pentoni in heksoni. Prirejeno po

(8).

DNA -
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1.1.3 Patogeneza

Adenovirusi povzrocajo okuzbe zgornjih in spodnjih dihal, o¢esnih veznic in secil ter vnetje
prebavil, medtem ko osrednje Ziv¢evje prizadenejo le izjemoma. Dobro se razmnozujejo le v
celicah epitelijskega izvora. Te okuzijo preko receptorja CAR (angl. coxsackie-adenovirus
receptor) na katerega se pripnejo z nitastimi izrastki. Prehod virusa skozi celicno membrano
poteka s pomocjo vezave pentonov na celi¢ne integrine in druge receptorje, ki sodelujejo pri
fagocitozi. Oblikuje se fagocitozni vezikel, ki se sprosti v citoplazmo. V veziklu virus
razpade, sredica z virusno DNA pa preko jedrne membrane preide v celi¢no jedro, Kjer se
usmeri proti kromatinu. Virusna DNA se nato pomnozuje skupaj s celicnim genetskim

materialom (9).

Regionalne bezgavke ponavadi zamejijo okuzbo, vendar pa lahko adenovirusi vrste C v stanju
latentne okuzbe Vv Zrelnici in tonzilah prezivijo ve¢ let in se Vv blato izlo¢ajo Se ve¢ mesecev po

zaCetni okuzbi (10).

1.1.4 EpidemiolosSke znacilnosti

Adenovirusi so razsirjeni povsod po svetu in so odporni na razlicne kemijske in fizikalne
dejavnike. Za okuzbe z njimi je znacilno, da se pojavljajo skozi celo leto, ob¢asno ali celo
endemicno. Prenos virusa poteka kaplji¢no, preko fekalno—oralne poti ali izbljuvkov.
Inkubacijska doba pri okuzbah dihal je od 2 do 6 dni, pri okuzbah prebavil od 7 do 8 dni, pri
okuzbah oc¢i pa od 8 do 10 dni. Izlo¢anje virusov je pri razli¢nih okuzbah mozno tudi do
6 tednov, imunsko oslabljeni bolniki pa lahko adenoviruse izlo¢ajo tudi do 12 mesecev po
okuzbi. Pri bolnikih s plju¢nico, gastroenteritisom in tistih z ofesnimi okuzbami je moznost

prenosa virusa veéja (6).
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1.1.5 Klinic¢na slika

Priblizno tretjina znanih ¢loveskih serotipov adenovirusov povzroca bolezen. Ponavadi gre le
za blage okuzbe dihal, prebavil in o€i, ki ne zahtevajo posebne medicinske obravnave, vecja
previdnost pa je potrebna pri imunsko oslabljenih bolnikih in tistih po presaditvi tkiv ali

organov (9).

Bolezenski znaki pri okuzbi z adenovirusi so lahko zelo podobni tistim, ki so izrazeni pri
drugih boleznih, na primer bakterijskih okuzbah ali Kawasakijevi bolezni. Zaradi izbire
pravilnega zdravljenja in prepreCevanja nepotrebne uporabe antibiotikov, je postavitev
pravilne diagnoze zelo pomembna. Ryan in sodelavci navajajo, da sta si okuzba z adenovirusi
in Kawasakijeva bolezen glede na bolezenske znake zelo podobni (11). Za obe patoloski
stanji so znacilni dolgotrajnejsa visoka vrocina, vnetje Zrela, konjunktivitis, pove¢ane vratne
bezgavke in izpuscaji. Adenovirusna okuzba se od Kawasakijeve bolezni razlikuje po
boleCem zrelu, rinitisu, enostranskem konjunktivitisu, ki ga spremlja voden izcedek,
subkonjuktivalnih krvavitvah in oblikovanju roznato sive krhke membrane na veznici ocesa.
Adenovirusni konjuktivitis spremlja srbe¢, peko¢ obcutek tujka v ocesu, ki pa ni znacilen za

Kawasakijevo bolezen (11).

Pri vroci¢nih otrocih, okuzenih z adenovirusom, Sse pogosto pojavi sistemski eritematozni

makulopapularni izpuscaj, prav tako pa se lahko pojavi bole¢ina v desnem predelu trebusne

votline (11).

1.1.6 Zdravljenje

Cloveski adenovirusi lahko povzrodajo razsirjene okuzbe, prav tako so znani tudi smrtni
primeri pri imunsko oslabljenih bolnikih, pa tudi pri sicer zdravih otrocih in starejsih odraslih.

Ucinkovitega zdravljenja okuzb z adenovirusi ni.

V mnogih transplantacijskih klinikah uporabljajo za zdravljenje adenovirusnih okuzb
cidofovir, pri ¢emer pa Se vedno potekajo raziskave njegove ucinkovitosti. Cidofovir je

acikli¢ni nukleozidni fosfonat, analog citidin monofosfata, ki ga vbrizgajo intravensko. V

4



Kovaci¢ I: Primerjava dveh metod za dokazovanje adenovirusnih okuzb dihal pri otrocih

Magistrska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, magistrski Studij
Laboratorijske biomedicine, 2017.

celici predstavlja substrat za adenovirusno polimerazo DNA, kar virusni DNA prepreci
nadaljnjo podvojevanje. Tezave pri ucinkovitem zdravljenju z njim predstavljata njegovi

majhna celi¢na absorbcija in nefrotoksi¢nost (12).

Brincidofovir je derivat cidofovirja, ki se dobro veze na lipide. Predstavlja napredek pri
zdravljenju adenovirusnih okuzb, saj je primeren za oralno uporabo, lazje prehaja v celice in

ni nefrotoksi¢en. Trenutno je u¢inkovina v tretji fazi klini¢nega preizkusanja (12).

Zivo cepivo proti adenovirusnima tipoma HAdV-E4 in HAdV-B7 je v obliki dveh tablet za
oralno uporabo od marca leta 2011 ponovno na voljo ameriskemu vojaskemu 0sebju, v
starosti med 17 in 50 let (13).

1.2 ADENOVIRUSNE OKUZBE PRI OTROCIH

Adenovirusi so v 7-8 % povzrocitelji bolezni dihal pri otrocih. Povzro¢ajo lahko okuzbe
zgornjih in spodnjih dihalnih poti, vklju¢no z bronhiolitisom in plju¢nico. Posamezen serotip
lahko povzro¢i razlicne oblike bolezni, doloceno bolezensko stanje pa je lahko odraz

prisotnosti vec razli¢nih adenovirusnih serotipov (10, 14, 15).

S klini¢nega vidika med serotipe, ki povzroc¢ajo okuzbe spodnjih in zgornjih dihalnih poti,
pristevamo serotipe vrste B (HAdV-B3, HAdV-B7), C (HAdV-C1, HAdV-C2, HAdV-C5) in
E (HAdV-E7). Serotipi iz vrste F (HAdV-F40 in HAdV-F41) povzrocajo gastroenteritis, tisti
iz vrste D (HAdV-D8, HAdV-D19 in HAdV-D37) pa najpogosteje okuzbe oci (16).

Pri zdravih otrocih je vedina adenovirusnih respiratornih okuzb blagih in jih brez
laboratorijske diagnostike ne moremo razlikovati od drugih tovrstnih virusnih okuzb. Serotipi
HAdV-B3, HAdV-B7 in HAdV-B14 so znani kot povzrogitelji tezjih oblik bolezni (17).
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1.3 ADENOVIRUSI IN SOCASNE OKUZBE Z DRUGIMI VIRUSI IN BAKTERIJAMI

Vzroki za okuzbe dihal so pogosto tako virusi kot bakterije, ki so sestavni del zgornjih
dihalnih poti. Potencialni patogeni so tako del normalne flore, ki so v sinergiji in kompetitivni
medvrstni interakciji, vse dokler je prisotno normalno ravnovesje flore. V prisotnosti novega
virusa ali bakterije pa se to ravnovesje lahko porusi, kar lahko vodi v bolezen. Adenovirusi so
pogosti spremljevalci bakterijskih okuzb. Najveckrat jih dokaZejo skupaj s S. pneumoniae,
H. influenzae in M. catarrhalis. Socasno pa se adenovirusi pojavljajo tudi z drugimi
respiratornimi virusi, in sicer najpogosteje z rinovirusom, respiratornim sincicijskim virusom
in virusom influence, ki spadajo med najpogosteje dokazane respiratorne viruse pri otrocih
(19, 20).

1.4 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA

Pri usmerjenem etioloskem zdravljenju ima zelo pomembno vlogo laboratorijska diagnostika.
Adenovirusna pljucnica lahko ima podobno simptomatiko kot pnevmokokna pljucnica, ki jo
zdravimo z antibiotiki. V izogib nepotrebni uporabi antibiotikov, ki lahko vodi do razvoja
veCkratno odpornih bakterij, je tako zelo pomembno, da razlikujemo med okuzbo z
adenovirusi ali s Streptococcus pneumoniae. Slednja je pogosto vzrok sinuzitisa, pljucnice,

meningitisa, osteomielitisa, septi¢nega artritisa, perikarditisa ali peritonitisa (21).

Izziv v diagnostiki predstavlja adenovirusna vrsta C (HAdV-C), ki je v tonzilah in
adenoidnem tkivu zdravih otrok brez simptomov bolezni lahko prisotna dalj ¢asa in jo lahko
dokazemo le z verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu. Pri tem so znalilne visoke
vrednosti Ct, ki odrazajo nizko virusno breme, zato v taks$nih primerih svetujejo socasno
potrjevanje adenovirusne okuzbe v celi¢ni kulturi. V primeru nepravilne diagnoze je namre¢
bolni posameznik lahko izpostavljen nevarnosti zaradi nezdravljene bakterijske okuzbe, ali pa
ogrozen zaradi koronarne anevrizme, ki se lahko pojavi kot posledica nezdravljene

Kawasakijeve bolezni (10).
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V nasi raziskavi smo primerjali metodi neposredne imunofluorescence in verizne reakcije S
polimerazo v realnem ¢asu. Dokazovanje adenovirusa lahko izvedemo tudi z elektronsko
mikroskopijo, encimsko-imunskim testom, aglutinacijo lateksnih delcev, prav tako pa ga

lahko osamimo v primerni celi¢ni kulturi (22).

Bonot in sodelavci med novejse metode dokazovanja adenovirusnih okuzb pristevajo imunsko
verizno reakcijo s polimerazo v realnem c¢asu ali iPCR. Princip metode temelji na vezavi
primarnega protitelesa na DNA. Konjugat primarnega protitelesa in DNA se nato veze na
sekundarno protitelo, ki je pritrjeno na dno mikrotitrske plosce, naslednji korak pa je
eksponentno pomnozevanje vezane DNA tekom verizne reakcije s polimerazo v realnem
Casu. Metoda spada med najbolj ob¢utljive tehnike, saj SO vV njej zdruzene pozitivne lastnosti
visoke specifi¢nosti protiteles in visoke obcutljivosti verizne reakcije s polimerazo v realnem
Casu. Za iPCR ni potrebna predhodna osamitev nukleinskih kislin, uporabne pa so tudi majhne

koli¢ine vzorca, torej so vzorci lahko tudi mo¢no red¢eni (23).

1.4.1 Neposredna imunofluorescenca (DIF)

Neposredna imunofluorescenca je pogosto uporabljena laboratorijska metoda, saj je enostavna
za izvedbo, prilagodljiva, hitra in cenovno dostopna. Uporablja se tako v rutinske kot tudi

raziskovalne namene (24).

Temelji na principu vezave s fluoroforom oznacenih specificnih protiteles na dolocene
virusne antigene. Slednje dokazujemo kot skupke fluorescirajo¢ih agregatov virusnih
beljakovin v okuzenih celicah s fluorescentno mikroskopijo. Prednosti metode DIF so
predvsem kratki inkubacijski ¢asi in enostavno oznacevanje iskanega antigena, jo pa zaradi

nizke obcutljivosti nadomesc¢ajo novejsi testi (25).
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1.4.2 Osamitev nukleinskih Kkislin

Osamitev nukleinskih kislin predstavlja prvi korak v viroloski molekularni diagnostiki.
Metode PCR ne moremo uporabiti neposredno na neobdelanih vzorcih, saj primesi in

inhibitorji (soli, polisaharidi, proteini) preprecujejo pravilno delovanje encimov.

Klasi¢ne metode osamitve nukleinskih Kislin zaradi dolgotrajnosti, tehni¢ne zapletenosti,
stevilnih centrifugiranj, nizke stopnje Cistote in moznosti kontaminacije med procesom, danes
nadomescajo avtomatizirani sistemi za molekularno diagnostiko (26). Tudi mi smo virusne
nukleinske kisline osamili s pomocjo zaprtega avtomatiziranega sistema MagNa Pure
Compact (Roche Applied Science, Nem¢ija). Ta omogoca izvedbo osamitve v 30 minutah, in
sicer iz do 8 vzorcev hkrati. Celoten sistem je racunalnisko nadzorovan in ima programirane

vse faze osamitve (27).

1.4.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu omogoca na podro¢ju molekularne diagnostike
hitro in zanesljivo klini¢éno obravnavo vzorca. Zaradi eksponentnega pomnozevanja taréne
sekvence je za to metodo znacilna visoka obcutljivost, saj lahko v vzorcu zaznamo od 1 do 10
zacetnih kopij izhodne nukleinske kisline. Tako lahko dokazemo prisotnost majhnega $tevila
specifiénih kopij nukleinske Kisline, ob prisotnosti velikega Stevila drugih, nespecifi¢nih
nukleinskih kislin (28). V celoti zaprt in avtomatiziran sistem nam omogoc¢a sprotno
dokazovanje koli¢ine pomnozenega pridelka, kar zelo zmanj$a moznost kontaminacije med
procesom. Pomembna pridobitev verizne reakcije S polimerazo v realnem casu je tudi
moznost hitrejSe diagnostike zaradi zmanjSanega Stevila ciklov, nepotrebnosti detekcijskih
postopkov po koncani reakciji, uporabe fluorogenih sond ter obcutljivih metod za

dokazovanje pomnozkov PCR (29).
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1.5 OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST DIAGNOSTICNIH METOD

Obcutljivost testa je definirana kot njegova zmogljivost, da z njim pravilno dolo¢imo
bolezensko stanje, pri cemer je rezultat pozitiven. Specifi¢nost testa pa je njegova sposobnost,
da z njim pravilno dolo¢imo zdrave posameznike, pri ¢emer je rezultat negativen. Obe

vrednosti podajamo v odstotkih.

Ker sta nas zanimali tako obcutljivost kot specifi¢nost metode DIF v primerjavi z visoko
obcutljivo molekularno metodo gPCR, smo za njuno dolocitev uporabili kontingen¢no tabelo
2x2 (Preglednica I) in Enacbi 1 in 2 (30).

Preglednica I: Kontingencna tabela 2X2 resni¢no pozitivnih, lazno pozitivnih, lazno negativnih in
resni¢no negativnih rezultatov pridobljenih z metodama DIF in gPCR, s katerimi smo izra¢unali

obcutljivost in specifiénost metode neposredne imunofluorescence (DIF).
REZULTATI TESTIRAN] Z MOLEKULARNO METODO qPCR

REZULTATI TESTIRAN] Z
RUTINSKO METODO DIF  mxeyARgiViN| NEGATIVNI
RP = resni¢no pozitivni LP = lazno pozitivni
Bolni: rezultat testa je Zdravi: rezultat testa je
POZITIVNI pozitiven. pozitiven.
LN = lazno negativni RN = resni¢no negativni
Bolni: rezultat testa je Zdravi: rezultat testa je
NEGATIVNI negativen. negativen.

OBCUTLJIVOST = RP + (RP + LN)

Enacba 1: Enacba za izra¢un obcutljivosti testa. V enacbi uporabimo Steviléne vrednosti resni¢no
pozitivnih in lazno negativnih rezultatov dobljenih pri primerjavi metode DIF z metodo gPCR.

SPECIFICNOST = RN = (RN + LP)

Enacba 2: Enacba za izracun specifi¢nosti testa. V enacbi uporabimo Steviléne vrednosti resni¢no
negativnih in lazno pozitivnih rezultatov dobljenih pri primerjavi metode DIF z metodo gPCR.
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1.6 STUDENTOV t-TEST

Studentov t-test je parametriCen test za testiranje hipotez, Kjer testna statistika sledi
Studentovi oziroma t — porazdelitvi, ob predpostavki, da ni¢elna hipoteza (Hp) drzi (Enacba
3). Metoda t-testa predpostavlja normalno porazdelitev in enako varianco obeh
primerjanih vzorcev ter neodvisnost oziroma slucajnost zbranih podatkov skupin vzorcev.
Naceloma pa nam omogoca testiranje razlik med razmeroma majhnima skupinama rezultatov
(n < 30).

Normalnost porazdelitve meritev smo najprej preverili s Shapiro-Wilkovim testom. Vrednosti
so normalno porazdeljene, kadar s to analizo dobimo vrednost p, > 0,05, v obratnem primeru

< 0,05 pa temu ni tako.

Pri tovrstnem statisticnem testiranju moramo dolociti stopnjo tveganja a, Ki je najpogosteje
5 % oziroma 0,05. Ta vrednost predstavlja tveganje, da nismo 100 % prepri¢ani v neko
trditev, ampak le 95 % (o = 0,05). Nicelno hipotezo (Hp) zavrnemo in sprejmemo alternativno
(H1), kadar je izracunana vrednost p manj$a od stopnje tveganja (p < 0,05). Takrat pravimo,
da je test statisticno znacilen. Test pa ni statisticno znacilen takrat, ko je vrednost p ve¢ja od

stopnje tveganja (p > 0,05), kar pomeni, da lahko privzamemo nic¢elno hipotezo (31).

Postavitev hipotez:
Ho: p1 = p2; aritmeti¢ni sredini primerjanih skupin vzorcev sta enaki.
H1i: p1 # P2 aritmetiéni sredini primerjanih skupin vzorcev nista enaki.

Enacba 3: Enacbi za testiranje hipotez Hp in Hj.

10


http://www.benstat.si/blog/opisne-statistike-2-del/

Kovaci¢ I: Primerjava dveh metod za dokazovanje adenovirusnih okuzb dihal pri otrocih

Magistrska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, magistrski Studij
Laboratorijske biomedicine, 2017.

2 NAMEN DELA

V okviru magistrske naloge bomo primerjali rezultate dokazovanja adenovirusa z rutinsko
metodo neposredne imunofluorescence (DIF) in z bolj ob¢utljivo molekularno metodo verizne
reakcije s polimerazo v realnem ¢asu (QPCR) v vzorcih brisov dihal. Ugotavljali bomo $tevilo
obravnavanih vzorcev glede na spol, starost in vrsto poslane kuznine (bris Zrela, bris nosnega
dela Zrela, bris nebnic in bris Zrela, ki je hkrati tudi bris nosnega dela Zrela) zaradi suma na
adenovirusno okuzbo dihal pri otrocih starih od 0 do 15 let. Zaradi razli¢nih principov na
katerih temeljita metodi, menimo, da se bodo pojavila neujemanja v pozitivnih in negativnih
rezultatih pridobljenih s primerjanima metodama. Preverili bomo, ali bodo morebitna
odstopanja znacilna za dolo¢eno starost bolnikov ali dolo¢eno vrsto testiranih vzorcev.
Pricakujemo, da se obcutljivost in specifinost primerjanin metod ne bosta ujemali.
Domnevamo, da bomo z obcutljivejso molekularno metodo uspeli dokazati veéje Stevilo
adenovirusnih okuzb kot s predhodno uporabljeno metodo DIF, ki temelji na oddani
fluorescenci kompleksov med antigenom in nanj vezanih oznacenih protiteles.

Prav tako pri¢akujemo, da bomo v vzorcih, v katerih bomo dokazali prisotnost adenovirusa
zgolj z metodo PCR v realnem ¢asu, dolo¢ili manjSe virusno breme kot v tistih, v katerih
bomo prisotnost adenovirusa dokazali z obema metodama. V magistrski nalogi bomo tudi
ugotavljali ali se vrednosti Ct, dolo¢ene pri vzorcih, ki bodo z metodo DIF negativni in nato z
metodo gPCR pozitivni ter tiste pri vzorcih, ki bodo pozitivni z obema metodama, statisti¢no

znadilne ali ne.
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIAL

3.1.1 Klinic¢ni vzorci

Na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo (Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani)
smo v Laboratoriju za diagnostiko virusnih infekcij testirali 740 vzorcev poslanih s Klinike za
infekcijske bolezni in vrolinska stanja (Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana), zaradi
dokazovanja adenovirusne okuzbe s pomoc¢jo rutinsko uporabljene metode DIF. Prejeli smo
297 (40 %) vzorcev bolnic in 443 (60 %) vzorcev bolnikov. Starostni razpon bolnikov, ki so
jim poslani vzorci pripadali, je bil od 0 do 15 let. V raziskavo smo vkljuéili vzorce prejete v
¢asovnem obdobju med 09.04.2011 in 13.03.2014. Iz njih smo naknadno osamili nukleinske
kisline in nato izvedli testiranje z metodo qPCR.

Med poslanimi vzorci je bilo 681 brisov zrela (92 %), 39 brisov nosnega dela zrela (5,3 %),
18 brisov nebnic (2,5 %) in 2 kombinirana brisa, in sicer hkrati bris ustnega in bris nosnega
dela zrela (0,2 %). Vsi vzorci so bili poslani v komercialno dostopnem transportnem gojiscu,
ki je primerno za dokazovanje virusnih patogenov. Vzorci so bili z metodo DIF obdelani v
najkrajSem moznem c¢asu po prejemu. Do testiranja so bili shranjeni na + 4 °C, po testiranju

pa smo njihove ostanke, do osamitve nukleinskih kislin, shranili pri — 20 °C.

3.1.2 Priprava vzorcev

Vzorce (bris zrela, bris nosnega dela zrela, bris nebnic), poslane v ustreznih transportnih
Celotno vsebino transportnega gojisca Smo nato prelili v velike sterilne epruvete s plasti¢nimi
zamaski in jih 10 minut centrifugirali pri 2000 obratih na minuto, da so se celice posedle na
dno. Supernatant smo nato odlili v predhodno pripravljene sterilne vsebnike, ki smo jih
shranili na — 20 °C. Celi¢ne suspenzije smo dobro premesali in po 12 ul vsake od njih s pipeto
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nanesli na predhodno z etanolom razmascena predmetna stekelca z oznacenimi polji, ki jih

uporabljamo za izvedbo testa DIF.

Predhodno stresanje in centrifugiranje vzorcev povzro€i lizo manjSega Stevila celic, kar
omogoci sproscanje tar¢nih nukleinskih kislin v supernatant. Prav tako ostane po lo¢bi celic in
supernatanta nekaj celic v supernatantu. Tudi te so nato, ¢e so okuzene, Vvir iskanih virusnih
nukleinskih kislin. V naSem primeru smo za osamitev virusnih nukleinskih kislin, za izvedbo

metode qPCR, uporabili supernatante vzorcev, ki smo jih predhodno zamrznili na — 20 °C.

3.2 METODE DELA

3.2.1 Neposredna imunofluorescenca (DIF)
3.2.1.1 Princip metode DIF

Neposredna imunofluorescenca temelji na principu tvorbe imunskega kompleksa med
specifiénim antigenom in primarnim monoklonskim protitelesom, na katerega je kemi¢no
vezano fluorescentno barvilo (fluorofor). Na Sliki 2 vidimo, da se protitelo veze na specifi¢no
mesto (epitop) antigena. S fluorescencno mikroskopijo vzdrazimo fluorofore s svetlobo krajse
valovne dolzine, ti pa nato oddajajo svetlobo z dalj$o valovno dolzino. Obéutljivost metode se
giblje med 40 % in 100 %. Velike razlike v obcutljivosti so posledice razli¢nih nacinov
odvzema vzorcev, prisotnosti artefaktov, ki imajo nespecificno imunofluorescenco in

subjektivnih ocen oseb, ki izvajajo test (32).

Neposredna imunofluorescenca (DIF)

V Fluorofor
Slika 2: Nastanek kompleksa med antigenom in s
___— Primarnoprotitelo  fluoroforom  oznaCenim  specificnim  protitelesom.

j x Prirejeno po (33).

Virusni antigen
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3.2.1.2 Uporabljeni aparati in reagenti

Za izvedbo DIF smo uporabljali predmetna stekelca z 10 oznacenimi polji (bioMérieux,
Francija). V postopku smo uporabili fiziolosko raztopino s fosfatnim pufrom (PBS) in
komercialno dostopna specificna protitelesa IMAGEN™ Adenovirus (Thermo Scientific,

ZDA), ki se veZejo na heksonske proteine, znaCilne za vse serotipe ¢loveskih adenovirusov.

3.2.1.3 Protokol metode DIF

Predmetna stekelca z naneSenim vzorcem kuznine najprej Osusimo, nato pa ha vzorec
nanesemo raztopino specifi¢cnih monoklonskih protiteles in jih v vlazni termostatirani komori
inkubiramo 30 minut, na 37 °C. Po inkubaciji  stekelca takoj speremo s PBS, spiranje
ponovimo Se dvakrat z zamikom 5 minut, na koncu pa jih osusimo na sobni temperaturi. Pred
mikroskopiranjem na polja s kuznino nanesemo mesanico glicerola in PBS v razmerju 10:1 in

predmetna stekelca pokrijemo s krovnimi stekelci.

3.2.2 Osamitev nukleinskih kislin

3.2.2.1 Princip osamitve nukleinskih kislin

Vzorcu dodamo proteinazo K in razgradnji pufer, ki povzrocita razpad celic ter s tem
sproscanje celi¢ne vsebine v okolje. S steklenimi magnetnimi delci in veckratnim spiranjem
izvedemo magnetno lo¢evanje nukleinskih kislin od celi¢énega ostanka. Zadnjo fazo osamitve
predstavlja spiranje nukleinskih kislin s steklenih magnetnih delcev pri visoki temperaturi, s

pufrom za spiranje (Slika 3).
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o

Vzorec. Dodajanje Vezava NK Locevanje Odstranjevanje Ponovno Spiranje NK's
proteinaze K in na steklene magnetnih celicnega locevanje pufrom za
razgradnjega magnetne delcev od ostanka skozi magnetnih spiranje pri
pufra. Liza celic delce. raztopine. vec faz delcev od visoki
in sproscanje spiranja. raztopine. temperaturi.
NK.

*NK = nukleinska kislina

Slika 3: Shematski prikaz posameznih faz osamitve nukleinskih kislin. Dodana proteinaza K in
razgradnji pufer povzrocita lizo celic in spros¢anje nukleinskih kislin. Sledi vezava NK na magnetne
delce, s ¢imer jih lo¢imo od raztopine. Z ve¢ zaporednimi spiranji odstranimo vecino celi¢nega
ostanka, nato pa ponovimo postopek magnetnega lo¢evanja. Na koncu nukleinske kisline speremo s
steklenih magnetnih delcev s pomo¢jo pufra za spiranje pri visoki temperaturi. Prirejeno po (34).

3.2.2.2 Uporabljeni aparati in reagenti

Za osamitev. DNA smo uporabili zaprt avtomatiziran sistem MagNA Pure Compact

Instrument (Roche Applied Science, Nemcija).

Komplet za osamitev nukleinskih kislin MagNA Pure Compact Nucleid Acid Isolation Kit |
(Roche Applied Science, Nemc¢ija) vsebuje 32 kartu$ s po 12 vdolbinicami, ki vsebujejo
razli¢ne reagente (proteinazo K, razgradnji pufer, steklene magnetne delce, pufer za spiranje).
V pripadajo¢em kompletu je Se 32 plasticnih vlozkov z nastavki, 35 epruvetk za vzorce, 35
epruvetk v katerih spiramo osamljene nukleinske kisline in 35 plasticnih pokrovckov za

epruvetke. Aparat lahko naenkrat osami nukleinske kisline iz do 8 vzorcev (35).
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3.2.2.3 Protokol osamitve nukleinskih Kkislin

Supernatante vzorcev smo predhodno shranili v zamrzovalni skrinji na — 20 °C. V zas¢itni
komori z laminarnim pretokom zraka smo jih najprej odmrznili, nato pa jih na elektri¢cnem
stresalniku temeljito premesali. V prilozene 1,5 mL epruvetke smo odpipetirali po 5 pl

internih kontrol EAV in EHV1 ter po 190 ul posameznega odmrznjenega supernatanta.

V aparat za osamitev virusnih nukleinskih kislin MagNA Pure Compact Instrument smo
vstavili dobro premesane kartuse, vlozke z nastavki, epruvetke z vzorci in epruvetke v katerih
shranimo osamljene nukleinske kisline. Izbrali smo program DNA_Blood, ki zahteva 200 pL
vzorca, sami pa smo dolocili 100 pL konénega pridelka. Vnesli smo ustrezne identifikacijske
Stevilke vzorcev in zaceli postopek osamitve. Ta se je koncal po 27 minutah. Epruvetke s
pridelkom smo zaprli in jih oznagili z ustreznimi identifikacijskimi §tevilkami. Ce nukleinskih

kislin nismo takoj uporabili za izvedbo gPCR, smo jih zamrznili na - 20 °C.

3.2.3 VeriZna reakcija s polimerazo v realnem casu (qPCR)

3.2.3.1 Princip metode qPCR

VeriZzna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu v osnovi izkori§¢a pomnoZevalno sposobnost
polimeraze DNA v prisotnosti kratkih sekven¢no specifi¢nih sinteznih oligonukleotidnih
zaCetnikov. Najpogosteje uporabljena je temperaturno odporna polimeraza Tag DNA, ki so jo
osamili iz bakterije Thermus aquaticus. Sintezni oligonukleotidni zacetniki, ki se vezejo na
specificna mesta dvojnovijatne dsDNA, omogocijo, da se iskano tar¢no zaporedje v
prisotnosti polimeraze eksponentno pomnozuje. Pomembno je, da so zacetniki dolgi med 15
in 25 nukleotidi in da vsebujejo od 20 do 70 % delez nukleotidov C in G. Posamezni zacetniki
naj ne bi vsebovali komplementarnih regij na 3' koncu, poleg tega pa temperaturna razlika v
talis¢ih uporabljenega para oligonukleotidnih zacetnikov ne sme biti ve¢ja od 5 °C. Pri
nacértovanju protokola PCR (oligonukleotidni zacetniki, temperatura talis¢, taréno specifi¢ne
sekvence za prileganje s specificnim podro¢jem DNA) si lahko pomagamo z internetno

dostopnimi programi: BLAST, Primer 3, RTPrimerDB, NCBI in Tm Calculator (36, 37).
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Postopek PCR delimo na tri faze: eksponentno, linearno fazo in fazo platoja (Slika 4).
Eksponentna faza predstavlja zacetni del metode PCR, kjer Stevilo pridelkov eksponentno
naras¢a in je koli¢ina reagentov neomejena. RacunalniSki program nam omogoca
neprekinjeno spremljanje koli¢ine pridelka, ki se izriSe v obliki sigmoidne krivulje. Na
zacetku reakcije je spremljanje onemogoceno, saj fluorescentni signal fluorofora ne presega
fluorescence ozadja. Mozno je Sele potem, ko fluorescenca pridelka preseze detekcijski prag
ali tocko Ct. Vrednost Ct je obratno sorazmerna koli¢ini tar¢ne nukleinske kisline v vzorcu,
kar pomeni, da nizja kot je, ve¢ja je koli¢ina tarénega analita v vzorcu. V linearni fazi se
koli¢ina pridelkov linearno povecuje, saj se dolocena koli¢ina reagentov (dNTP,
oligonukleotidni zacetniki, sonde) Ze porabi v eksponentni fazi. Reakcija PCR v kasnejsih
ciklih doseze fazo platoja, kjer koli¢ina pridelkov ostaja nespremenjena, pri ¢emer se porabijo
Se preostali reagenti, aktivnost polimeraze DNA pa se zmanjsa. Za metodo je tudi znaéilno, da
je v idealnih pogojih koli¢ina pridelkov PCR v eksponentni fazi sorazmerna koli¢ini tarénega
zaporedja na zacetku. V primeru 100 % uéinkovitosti bi to pomenilo, da se v eksponentni fazi

v vsakem ciklu koli¢ina pridelkov podvoji (38).
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Slika 4: Grafi¢ni prikaz faz metode PCR. V eksponentni fazi Stevilo pridelkov eksponentno narasca,
koli¢ina reagentov pa je neomejena. V linearni fazi zaradi Ze porabljenih reagentov Stevilo pridelkov
nara$¢a linearno, v zadnji fazi platoja pa koli¢ina pridelkov zaradi porabljenih reagentov ostaja
nespremenjena. Prirejeno po (39).

Metoda QgPCR omogoca neprekinjeno merjenje koli¢ine pridelka med potekom
pomnozevanja. PomnoZevanje in dokazovanje s pomocjo fluorescence tako potekata socasno,
znotraj vsakega cikla. V sklopu ene reakcije PCR se ponavadi zvrsti od 30 do 40
temperaturnih ciklov. Posamezen cikel reakcije je temperaturno pogojen, kot sledi:
denaturacija in razpiranje dvojnovijatne DNA pri temperaturi nad 90 °C, vezava
oligonukleotidnih zac¢etnikov med 50 in 75 °C ter podaljsevanje novonastale verige DNA pri
temperaturi med 72 in 78 °C (38).
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Slika 5: Postopek pomnoZevanja DNA z metodo PCR, Kjer v prvem koraku poteceta denaturacija in
razpiranje verige DNA, sledi prileganje oligonukleotidnih zacetnikov, na koncu pa se cikel zakljuci s
podaljSevanjem novonastale verige. 1z ene molekule DNA dobimo ob koncu prvega cikla dve
molekuli pridelka. Skozi vse nadaljnje cikle reakcije pa stevilo pridelkov eksponentno narasca, vse
dokler se ne porabijo reagenti. Prirejeno po (40).
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Za neprekinjeno dokazovanje pomnozenih produktov lahko uporabimo nespecifi¢ne ali

specifi¢ne metode.
1. Nespecifiéne metode dokazovanja temeljijo na vezavi barvila v dvejnovijaéno DNA:

Pri tem enostavnejSem pristopu uporabljamo naslednja barvila: etidijev bromid, YO-PRO-1,
SYBR Green 1 in BEBO. Ta se nespecifi¢no vezejo v katerokoli molekulo dsDNA in nato po
osvetlitvi s svetlobo dolo¢enih valovnih dolzin oddajajo svetlobo daljsih valovnih dolZin, Ki jo
zaznamo. V fazi prileganja oligonukleotidnih zacetnikov in podaljSevanja verig se v
novonastalo verigo DNA veze velika koli¢ina barvila, kar predstavlja maksimalno oddajanje
fluorescence, v fazi denaturacije pa se barvilo sprosti v raztopino, kar zaznamo kot moc¢an
upad fluorescence. Jakost nespecifi¢nega fluorescenénega signala je sorazmerna s koli¢ino
dsDNA v vzorcu, kar pomeni, da ve¢ kot je dsDNA in nanjo vezanih molekul barvila,
mocnejsi je signal. Postopek nespecificnega dokazovanja pomnozenih pridelkov je manj
zahteven in cenejsi. Poleg tega na intenziteto signalov in kvantifikacijo rezultatov ne vplivajo
mutacije znotraj sekvenc, prav tako pa tezav ne povzrocajo razliéni vzorci in razli¢ne taréne
molekule. Tezave pri interpretaciji rezultatov se lahko pojavijo le zaradi morebitne
nespecificne vezave barvila v dimere oligonukleotidnih zacetnikov ali v kakSen drug

nespecifiéno pomnozen produkt (36).
2. Specifi¢ne metode dokazovanja temeljijo na uporabi taréno specifi¢nih sond:

Hidrolizirajo¢e sonde, ki jih poznamo pod imenom TagMan oziroma 5' nukleazne sonde, so
taréno specifiéni oligonukleotidi, ki se vezejo na verigo zacetnih oligonukleotidov.
Hidrolizirajo¢e sonde so dvojno oznacene, in sicer s fluorescentnim reporterskim barvilom
(FAM ali VIC), ki je kovalentno vezano na 5' konec, in dusilcem (TAMRA, DABCYL ali
BHQ), ki je kovalentno vezan na 3' konec. Ko je molekula reporterskega barvila vezana na
5" konec in jo spodbudimo s svetlobo dolo¢ene valovne dolzine, za¢ne oddajati svetlobo daljse
valovne dolzine. To nato absorbira dusilec, vezan na 3' konec, ki na koncu prejeto energijo
odda v obliki toplote. Ta fizikalni princip je poznan kot prenos resonanc¢ne energije ali FRET
in u¢inkovito deluje le na kratkih razdaljah. V procesu prileganja oligonukleotinih zaéetnikov
in podaljSevanja verig s pomocjo polimeraze DNA, se reportersko barvilo in dusilec locita
zaradi 5' eksonukleazne aktivnosti encima. Dusilec tako ne more ve¢ absorbirati oddajajoce

fluorescene reporterskega barvila, kar zaznamo v obliki povecanja fluorescence. Linearna
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povezanost med stevilom sproscenih reporterskin molekul in pridelki, nastalimi znotraj

vsakega cikla, predstavlja osnovo za izra¢un zacetnega Stevila kopij tarénega zapisa (36).

Hibridizacijski oznacéevalci temeljijo na uporabi dveh kratkih oligonukleotidnih zacetnikov z
vezanima sondama, ki se vezeta drug poleg drugega na izbrano sekvenco. Oligonukleotidni
zacetnik z donorsko sondo je vezan na 3' konec in je oznacen s fluorescinom, ki oddaja zeleno
svetlobo, oligonukleotidni zacetnik z akceptorsko sondo pa na 5' konec in je oznacen z
LC rdec¢im 640 ali LC rde¢im 705 in oddaja rdeco svetlobo. Oligonukleotidna zacetnika sta
zasnovana tako, da se v fazi podaljSevanja vezeta na isto verigo v razdalji od 1 do 5
nukleotidov. Donorska sonda potem, ko jo spodbudimo s svetlobo primerne valovne dolzine,
oddaja fluorescenco. V primeru, da sta obe sondi vezani na isto tar¢no sekvenco, potece
prenos oddajajoce fluorescencne energije od donorske do akceptorske sonde po principu
FRET. Vzbujeni fluorofor odda fluorescentni signal, ki ga zaznamo in izmerimo na koncu
vsake faze podaljsevanja. Po fazi podaljSevanja ponovno nastopi faza denaturacije, v kateri se
sondi odcepita od tar¢nega zaporedja. V raztopini tako sondi nista dovolj skupaj, da bi lahko
prislo do prenosa resonanéne energije. Koli¢ina oddane rdece fluorescence znotraj vsake faze

prileganja je sorazmerna koli¢ini pomnozkov PCR (36).
3. Molekularni oddajniki:

Molekularni oddajniki so kratka zaporedja DNA, dolga od 5 do 7 nukleotidov, ki zaradi
komplementarnosti na 5' in 3' koncih tvorijo zanko. Na 5' konec zaporedja je vezana sonda z
reporterskim barvilom, ki oddaja fluorescenco, na 3' konec zaporedja pa je vezan dusilec
(ve¢inoma DABCYL), ki oddano fluorescenco absorbira. Ob vezavi zanke na
komplementarni del verige DNA pride do razmaknitve med reporterskim barvilom in
dusilcem, kar omogoc¢i oddajanje fluorescence reporterskega barvila. Oddano fluorescenco

tako zaznamo in izmerimo po vsaki fazi prileganja (36).

Med novejse tar¢no specificne sonde namenjene dokazovanju produktov PCR spadajo: sonde
PNA, sonde MGB, oligonukleotidni zacetniki in sonde LNA, oligonukleotidni zacetniki
»Scorpiong, oligonukleotidni zacetniki LUX in drugi (36).

Podatke, pridobljene z metodo PCR v realnem c¢asu, lahko kvantificiramo absolutno ali

relativno. Za absolutno kvantifikacijo potrebujemo interno ali eksterno kalibracijsko krivuljo,
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s pomocjo katerih lahko dolo€imo zacetno Stevilo tarcnih zaporedij, relativna kvantifikacija
pa ham omogoca primerjavo izrazanja tarénega zaporedja z referenénim 0ziroma primerjavo
izrazanja tarCnega gena Vv preiskovanem vzorcu z izrazanjem enakega gena v referenénem

vzorcu (41).

3.2.3.2 Uporabljeni aparati in reagenti

Za dokazovanje adenovirusne DNA smo uporabili zaprt avtomatiziran sistem za
pomnozevanje StepOne™  Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ZDA), kot
reakcijsko mesanico pa komercialno dostopne reagente TagMan® Fast Virus 1-Step Master
Mix (Applied Biosystems, ZDA). Omenjena reakcijska meSanica vsebuje: polimerazo
AmpliTag® Fast DNA, termostabilne encime, dNTP-je (dATP, dGTP, dCTP in dTTP),
rekombinantne ribonukleazne inhibitorje RNaseOUT™, pasivno referen¢no barvilo ROX™
in pufer. Mesanici smo dodali $e oligonukleotidna zacetnika (TIB MOLBIOL, Nem¢ija), in
sicer: pozitivno usmerjeni oligonukleotidni zacetnik ali AdF (ang. forward primer) ter
negativno usmerjeni oligonukleotidni zacetnik ali AdR (ang. reverse primer), s katerima smo
pomnozili 132 baznih parov dolgo adenovirusno podro¢je heksonskih genov. Poleg
oligonukleotidnih zacetnikov smo mesSanici dodali Se sondo, demineralizirano destilirano
vodo (Promega, ZDA\) in preiskovani vzorec. Reagenti v reakcijski mesanici so predstavljeni
v Preglednici 11 (42).
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Preglednica II: Reagenti prisotni v reakcijski meSanici qPCR in njihove koli¢ine.
REAGENTI KOLICINA KONCNA

() KONCENTRACIJA

(uM)

TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix 4x: 5
AmpliTag® Fast DNA polimeraza, termostabilni encimi,
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, RNaseOUT™ rekombinantni

ribonukleazni inhibitorji, barvilo ROX™, pufer

AdV-F (50pM): 0,16 400
5'-GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT-3'

AdV-R (50pM): 0,16 400
5'-GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC-3'

Sonda (20uM): 0,2 200
5'-FAM-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCCGA-VIC-3'

ddH20 9,48

Vzorec: 5

Osamljene nukleinske kisline
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3.2.3.3 Protokol metode qPCR

Iz supernatantov vzorcev osamljene nukleinske kisline smo iz zamrzovalne skrinje (- 20 °C)
postavili v zascitno ¢isto komoro na sobno temperaturo, da so se odtajale, medtem pa smo
pripravili reakcijsko mesanico. Oligonukleotidne zacetnike in sonde smo imeli shranjene v
hladilniku na + 4 °C, komercialno reakcijsko mesanico pa na - 20 °C v zamrzovalni skrinji za
reagente. V cisti komori smo nato pripravili delovno reakcijsko mesanico, ki smo jo po 20 uL
odpipetirali v vsako od 96 vdolbinic mikrotitrske plosce (Applied Biosystems, ZDA). V prvo
vdolbinico mikrotitrske plos¢e smo nato odpipetirali pozitivno kontrolo (DNA adenovirusa), v
drugo ddH:20 kot negativno kontrolo, v preostale pa, po vnaprej pripravljeni shemi, nukleinske
kisline posameznih vzorcev. Tako pripravljeno reakcijsko plos¢o smo vstavili v aparat
StepOne™ Real-Time PCR System in nastavili protokol ciklicno spreminjajo¢ih se
temperaturnih pogojev, ki so ustrezali nasi reakcijski meSanici (Preglednica Ill): reverzna
transkripcija (5 minut pri 50 °C), inaktivacija reverzne transkripcije in zacetna denaturacija
(20 sekund pri 95 °C) in nato 40 ciklov prileganja oligonukleotidnih zaéetnikov in

podaljSevanja novonastalih verig (42).

Preglednica Ill: Temperaturni cikli komercialno dostopne reakcijske mesanice za namen qPCR.
STEVILO  CAS

CIKLOV
Reverzna transkripcija 1 5 minut 50
Inaktivacija reverzne transkripcije/Zacetna denaturacija 1 20 sekund | 95
Prileganje oligonukleotidnih zacetnikov in podaljSevanje 40 3sekunde | 95
verige 30 sekund | 60
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4 REZULTATI

4.1 VZORCI

V raziskavo smo vkljucili 740 kliniénih vzorcev, ki so jih poslali s Klinike za infekcijske
bolezni in vro¢inska stanja (Univerzitetni klini¢ni center v Ljubljani) v Laboratorij za
diagnostiko virusnih infekcij (Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani). Za vzorce je bila v naro¢ena preiskava na prisotnost adenovirusnega
antigena z metodo DIF. Naknadno smo iz njihovih preostankov osamili virusne nukleinske
kisline in jih ponovno testirali ¢ z metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem casu

(gPCR).

Glede na spol je 443 (60 %) vzorcev pripadalo moskim, 297 (40 %) pa zenskam (Slika 6).

ZENSKE
297
40%

Slika 6: Porazdelitev vzorcev glede na spol.

Starostni razpon preiskovanih bolnikov je bil med 0 in 15 let; 298 (40,3 %) vzorcev je pripadalo

otrokom do 1 leta starosti, kar 593 (80 %) vzorcev pa tistim, mlajsim od 3 let (Slika 7).
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Slika 7: Steviléna porazdelitev vzorcev glede na starost bolnikov.

Med vsemi 740 vzorci je bilo 681 (92 %) brisov zrela, 39 (5,3 %) brisov nosnega dela zrela,
18 (2,5 %) brisov nebnic in 2 (0,2 %) brisa zrela, ki sta bila hkrati tudi brisa nosnega dela
zrela (Slika 8).

m BRISZRELA 681

m BRIS NOSNEGA DELA
ZRELA 39

= BRISTONZIL 18

BRIS ZRELA IN NOSNEGA
DELA ZRELA 2

Slika 8: Porazdelitev vzorcev glede na vrsto vzorca.

26



Kovaci¢ I: Primerjava dveh metod za dokazovanje adenovirusnih okuzb dihal pri otrocih

Magistrska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, magistrski Studij
Laboratorijske biomedicine, 2017.

4.2 REZULTATI TESTIRAN]

4.2.1 Neposredna imunofluorescenca (DIF)

V okviru redne diagnostike virusnih okuzb dihal z metodo DIF smo med skupno 740 vzorci
okuzbo z adenovirusi potrdili v 219 (29,6 %) primerih, preostalih 521 (70,4 %) vzorcev pa
smo opredelili kot negativne (Preglednica IV).

Preglednica IV: Stevilo pozitivnih in negativnih rezultatov dologenih z metodo neposredne
imunofluorescence (DIF).

NEPOSREDNA IMUNOFLUORESCENCA (DIF)

POZITIVNO 219 (29,6 %)
NEGATIVNO 521 (70,4 %)
SKUPAJ 740 (100 %)

4.2.2 Verizna reakcija s polimerazo v realnem casu (qPCR)

S primerjalno molekularno metodo (qPCR) smo ponovno testirali vseh 740 vzorcev.
Adenovirusno DNA smo dokazali v 330 (44,6 %) primerih, pri 410 (55,4 %) vzorcih pa smo
potrdili predhodno negativen rezultat dolo¢en z metodo DIF (Preglednica V).

Preglednica V: Stevilo pozitivnih in negativnih rezultatov dolo¢enih z metodo veriZne reakcije S
polimerazo v realnem casu (qQPCR).

VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU (qPCR)

POZITIVNO 330 (44,6 %)
NEGATIVNO 410 (55,4 %)
SKUPAJ 740 (100 %)

Stevilo pozitivnih rezultatov, ki smo jih dobili z metodo gPCR je bilo pri¢akovano najvegje v

naj$tevilénejsi skupini vzorcev bolnikov, starih eno leto, in sicer kar 175 (Slika 9).

27



Kovaci¢ I: Primerjava dveh metod za dokazovanje adenovirusnih okuzb dihal pri otrocih

Magistrska naloga. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, magistrski Studij
Laboratorijske biomedicine, 2017.

200
180
160
140

STEVILO 139

POZITIVNIH

REZULTATOV
qPCR

60
40
20 -
0 . |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
STAROST

Slika 9: Porazdelitev pozitivnih rezultatov dolo¢enih z metodo qPCR glede na starost bolnikov.

4.3 PRIMERJAVA METOD

V 740 vzorcih, ki so bili poslani na testiranje prisotnosti adenovirusnega antigena z metodo
DIF, smo v 219 (29,6 %) primerih dokazali prisotnost adenovirusnega antigena, 521 (70,4 %)
vzorcev pa je bilo negativnih. Z metodo qPCR smo v enakih vzorcih dobili 330 (44,6 %)
pozitivnih in 410 (55,4 %) negativnih rezultatov. Z metodo gPCR smo torej adenovirusno
okuzbo dokazali pri 111 (15 %) bolnikih ve¢ kot v primeru uporabe metode DIF.

V Preglednici VI vidimo, da so se pozitivni rezultati, doloceni z obema metoda, ujemali v
210 (28,4 %) primerih, negativni pa v 401 (54,2 %) primeru. Neujemanja so se pojavila pri
120 (16,2 %) negativnih vzorcih analiziranih z metodo DIF, ki so bili nato po testiranju z
metodo qPCR pozitivni in pri 9 (1,2 %) vzorcih, ki so bili pozitivni z metodo DIF, nato pa
negativni z metodo gPCR. Stevilo neskladnih pozitivnih in negativnih rezultatov je bilo torej
129 (17,4 %).
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Preglednica VI: Kontingenéna tabela 2x2, ki prikazuje $tevila resni¢no pozitivnih, lazno pozitivnih,
lazno negativnih in resni¢no negativnih rezultatov pridobljenih z metodama DIF in gPCR, s katerimi
Smo nato izracunali obCutljivost in specifi¢nost metode DIF.

REZULTATI TESTIRAN] Z MOLEKULARNO METODO gPCR

REZULTATI TESTIRAN] Z

RUTINSKO METODO DIF POZITIVNI NEGATIVNI SKUPAJ

POZITIVNI 210 (28,4 %) 9 (1,2 %) 219 (29,6 %)
NEGATIVNI 120 (16,2 %) 401 (54,2 %) 521 (70,4 %)
SKUPAJ 330 (44,6 %) 410 (55,4 %) 740 (100 %)

4.4 OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST

4.4.1 Obcutljivost metode DIF

Z metodo gPCR, ki velja za »zlati standard« dokazovanja adenovirusnih okuzb, smo
prisotnost adenovirusne DNA potrdili pri 330 (44,6 %) bolnikih (Preglednica VI). Z metodo
DIF pa smo pri testiranju enakih vzorcev dobili 210 (28,4 %) resni¢no pozitivnih in 120 (16,2
%) lazno negativnih rezultatov (Preglednica VI1). Na osnovi teh podatkov smo izracunali

obcutljivost metode DIF kot sledi:

OBCUTLJIVOST = RP = (RP + LN) =210 + (210 + 120) = 64 %

Obcutljivost metode DIF oziroma njeno sposobnost, da pravilno identificira prisotnost bolezni

(v naSem primeru adenovirusno okuzbo) v obliki pozitivnega rezultata, je bila 64 %.
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4.4.2 Specificnost metode DIF

Od 410 (55,4 %) vzorcev, v katerih z metodo gPCR nismo dokazali prisotnosti adenovirusne
DNA, smo z metodo DIF kot resni¢no negativne opredelili 401 (54,2 %), 9 (1,2 %) pa jih je
bilo lazno pozitivnih (Preglednica VII). Specifi¢nost metode DIF smo izracunali z naslednjo

enacbo:

SPECIFICNOST = RN = (RN + LP) = 401 = (401 +9) = 98 %

Specificnost metode DIF oziroma njena zmoznost, da pravilno zazna negativne izide pri

¢emer so rezultati testa negativni, je bila 98 %.

Preglednica VII: Kontingen¢na tabela 2x2, ki prikazuje Stevila resni¢no pozitivnih, lazno pozitivnih,
lazno negativnih in resni¢no negativnih rezultatov pridobljenih z metodama DIF in gPCR, s katerimi
Smo nato izraCunali obcutljivost in specificnost metode DIF.

REZULTATI TESTIRAN] Z MOLEKULARNO METODO qPCR

REZULTATI

TESTIRAN] Z POZITIVNI
RUTINSKO METODO

NEGATIVNI SKUPAJ

DIF

RP = resni¢no pozitivni | LP = lazno pozitivni
POZITIVNI 210 9 219

LN = lazno negativni RN = resni¢no negativni
NEGATIVNI 120 401 521
SKUPAJ 330 410 740
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4.5 VREDNOSTI Ct

Vrednost Ct (ang. treshold cycle) smo dolocili za vsak vzorec, v katerem se je virusna DNA
uspesno pomnozila. Vrednost Ct predstavlja fluorescenco pomnozenih pridelkov, ki preseze

fluorescenco ozadja in nam omogoca relativno kvantifikacijo pomnozene taréne nukleinske

kisline (38).

V primeru 210 pozitivnih rezultatov, ki smo jih dolo¢ili z obema metodama, je bila srednja
vrednost vrednosti Ct = 20,2, mediana pa 19,6 (Slika 10). Pri 120 vzorcih, ki smo jih z
metodo DIF opredelili kot negativne, kasneje pa smo jih z metodo gPCR dolocili kot
pozitivne, pa sta bili srednja vrednost in mediana vrednosti Ct = 29,6. Razlika v srednjih

vrednostih Ct primerjanih skupin je bila 9,4, razlika v medianah pa 10.

45

40

35

30

VREDNOSTI
o . |
15

10

DIF POZ A gPCR POZ DIF NEG A qPCR POZ

*Me = mediana

Slika 10: Okvirja z rocaji, ki prikazujeta mediani vrednosti Ct pozitivnih vzorcev potrjenih z obema
metodama (levo) in negativnih vzorcev, dolo¢enih z metodo DIF, ki smo jih kasneje z metodo
gPCR dolo¢ili kot pozitivne (desno). Prikazani sta najman;jsi in najve¢ji vrednosti, mediani ter 1. in
3. kvartil.
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4.5.1 Studentov t-test za primerjavo neodvisnih vzorcev

Studentov t-test za primerjavo neodvisnih vzorcev uporabimo za ugotavljanje statistino

pomembnih razlik med dvema neodvisnima skupinama spremenljivk (31).

Izmerjene rezultate smo uredili s programom MS Excel (Microsoft, 2010) in jih statisticno

analizirali s programom IMB SPSS za Windows [verzija 20.0].

V statisti¢no analizo smo vkljucili vrednosti Ct 210 vzorcev, ki smo jih z obema metodama
opredelili kot pozitivne in 120 tistih, za katere smo z metodo DIF ugotovili, da so bili
negativni, nato pa smo jih z metodo gPCR opredelili kot pozitivne. V Preglednici VIII so
prikazane vrednosti aritmeti¢nih sredin Ct ter njunih standardnih deviacij in standardnih
napak.

Preglednica VIII: Pregled osnovnih znadilnosti vrednosti Ct vzorcev, ki so bili pozitivni z obema
metodama (DIF in gPCR) in vzorcih, negativnih z metodo DIF, a pozitivnih z metodo qPCR.

SPLOSNE ZNACILNOSTI VREDNOSTI Ct

DIF POZ A qPCRPOZ | DIF NEG A qPCR POZ
STEVILO 210 120
ARITMETICNA SREDINA 20,2103 29,5668
SD 3,6563 6,2974
SEM 0,2523 0,5749

S Shapiro-Wilkovim testom smo preverili normalnost porazdelitve vrednosti Ct in ugotovili,
da se obe skupini porazdeljujeta normalno, saj sta bili izraCunani vrednosti p v obeh primerih
vecji od 0,05 (p > 0,05).
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S t-testom smo preverjali (ne)enakost aritmeticnih sredin vrednosti Ct oziroma veljavnost

nicelne ali alternativne hipoteze:

Ho: p1 = p; aritmetiéni sredini primerjanih skupin vzorcev sta enaki - povpreé¢ni vrednosti
Ct nista statisti¢no znacilno razli¢ni.
H1: p1 # po; aritmeti¢ni sredini primerjanih skupin vzorcev nista enaki - povpre¢ni vrednosti

Ct sta statisti¢no znacilno razli¢ni.

Preglednica IX: Vrednosti parametrov Studentovega t-testa za primerjavo neodvisnih vzorcev.

STUDENTOV t-TEST ZA NEODVISNE VZORCE

DVOSTRANSKI TEST DA
VREDNOST t 17,08
STOPNJE PROSTOSTI (df) 328

p VREDNOST <0,0001
STATISTICNO ZNACILNA RAZLIKA (p < 0,05) DA

Podatki v Preglednici IX dokazujejo, da obstaja med povprecnima vrednostima Ct vzorcev, ki
so bili pozitivni z obema metodama in tistih, ki so bili z metodo DIF negativni in hkrati z
metodo qPCR pozitivni, statisticno znacilna razlika. Vrednost p je manjSa od stopnje tveganja

a, zato zavrzemo nicelno in sprejmemo alternativno hipotezo.
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5 RAZPRAVA

Cloveski adenovirusi (HAdV) so virusi z dvojnovijaéno DNA, ki spadajo v druZino
Adenoviridae. So povzroditelji Stevilnih bolezni in pogost vzrok okuzb zgornjih in spodnjih
dihalnih poti pri otrocih in odraslih. Manj pogosto povzro¢ajo okuzbe prebavil, o¢i, secil in
zivéevja (20). Adenoviruse so odkrili leta 1953, danes pa jih pristevamo med najpogostejse
povzrocitelje virusnih okuzb (6). Viruse HAdV delimo v sedem vrst, od A do G, trenutno pa

poznamo ze ve¢ kot 67 adenovirusnih serotipov (5).

Z adenovirusi se lahko okuzimo Kjerkoli po svetu. Zanje je znacilno, da se lahko okuzbe
pojavljajo bodisi skozi vse leto, le obcasno ali pa endemi¢no (6). Adenovirusi so pogosti
spremljevalci bakterijskih okuzb, najveckrat se pojavljajo skupaj s S. pneumoniae,
H.influenzae in M. catarrhalis, in drugih virusov, kot na primer rinovirusov, respiratornega
sincicijskega virusa, virusa influence (19, 20). Zdravi otroci okuzbo z adenovirusom
prebolijo brez vecjih tezav, so pa znani tudi serotipi (HAdV-B3, HAdV-B7, HAdV-B14), ki
lahko povzrocijo tezjo obliko bolezni, v drzavah tretjega sveta pa pogosto tudi smrt obolelih
@an.

Na podro¢ju virologije za dokazovanje virusnih okuzb najpogosteje uporabljamo celi¢ne
kulture, neposredno imunofluorescenco (DIF), encimsko-imunski test, elektronsko
mikroskopijo, aglutinacijo lateksnih delcev in verizno reakcijo s polimerazo (PCR). Pozitivne
lastnosti molekularne metode gPCR, kot so obcutljivost, specificnost, hitrost, uporaba
zaprtega avtomatiziranega sistema z majhnim tveganjem za kontaminacijo, Sirok spekter
uporabnosti ter enostavna vpeljava, umescajo qPCR, med vsemi metodami, ki jih

uporabljamo za dokazovanje adenovirusnih okuzb, na polozaj »zlatega standarda« (43).

Med novejSe in Se obcutljivejse metode dokazovanja adenovirusov Bonot in sodelavci
uvrs¢ajo imunsko reakcijo s polimerazo v realnem casu (iPCR), kjer predhodna osamitev

nukleinskih Kkislin ni potrebna (23).

Namen nasega dela je bil primerjati rezultate testiranj z rutinsko metodo neposredne
imunofluorescence (DIF) s tistimi, ki smo jih dolo¢ili z molekularno metodo verizne reakcije

S polimerazo v realnem casu (qQPCR). V Laboratoriju za diagnostiko virusih infekcij (Institut
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za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani) smo najprej
rutinsko testirali vzorce na prisotnost adenovirusnega antigena z metodo DIF, nato pa iz
njihovih preostankov osamili nukleinske kisline ter jih testirali S¢ z molekularno metodo
gPCR.

Skupno smo testirali 740 bioloskih vzorcev, ki so jih poslali s Klinike za infekcijske bolezni
in vro¢inska stanja (Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana), v ¢asovnem obdobju od
09.04.2011 do 13.03.2014. Od teh jih je 443 (60%) pripadalo bolnikom in 297 (40%)
bolnicam. Njihov starostni razpon je bil od 0 do 15 let. Vec¢ino, to je 593 (80 %) vzorcev, je
bilo odvzetih bolnikom do 3. leta starosti, najbolj zastopana starostna skupina pa so bili otroci
mlajsi od 1 leta (298 vzorcev ali 40,3 %).

Kuznina, ki smo jo najpogosteje testirali, je bila bris zrela (681 vzorcev ali 92 %). Razlog za
to pa je poseben dogovor med kliniko in laboratorijem, da zaradi standardnega testiranja z
metodo DIF in nekoliko lazjega odvzema vzorca, namesto nosnega dela zrela vzoréijo njegov

ustni del.

Rezultate, ki smo jih dobili z rutinsko preiskavo z metodo DIF, smo primerjali z rezultati
molekularne metode gPCR. Adenovirusni antigen smo z metodo DIF zaznali v 219 (29,6 %)
od 740 testiranih kuznin, prisotnost adenovirusne nukleinske kisline (metoda qPCR) pa smo
doloc¢ili pri 330 (44,6 %) bolnikih, to pomeni kar 111 (15 %) ve¢ pozitivnih primerov. S tem
smo potrdili naSa pri¢akovanja, da je molekularna metoda qPCR veliko bolj obcutljiva od

metode DIF, kar so pokazale tudi sorodne raziskave (44).

V najbolj zastopani skupini bolnikov starih leto ali manj, smo pri¢akovano dolo¢ili najveéji

delez, to je 175 ali 53 % od vseh 330 pozitivnih rezultatov.

Iz podatkov smo izracunali ob¢utljivost in specificnost metode DIF glede na metodo qPCR.

Za molekularno metodo smo privzeli, da sta zanjo znacilni 100 % obcutljivost in specificnost.

Glede na na$e izracune je imela metoda DIF 64 % obcutljivost, kar pomeni, da bi z njo pri 64
bolnikih z adenovirusom od skupno 100, pravilno napovedali okuzbo, pri preostalih 46 pa bi
dobili lazno negativne rezultate. Obcutljivost metode DIF za detekcijo adenovirusov torej ni
ustrezna, kar smo potrdili tudi z nasimi izsledki (36). V primeru 120 (16,2 %) vzorcev smo

dobili lazno negativne rezultate. Ker adenovirusne okuzbe nismo dodatno potrjevali z uporabo
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celi¢nih kultur, tako nismo mogli v celoti izkljucili moznosti latentnih okuzb z adenovirusno
vrsto C, ki bolnikom sicer ne povzroca zdravstvenih tezav (30). V tem primeru je 70 vzorcev

pripadalo otrokom starim leto ali manj.

Z molekularno metodo qPCR nam je uspelo opredeliti 9 lazno pozitivnih rezultatov, ki smo
jih kot pozitivne dobili z metodo DIF. Teh 9 lazno pozitivnih rezultatov je predstavljalo 1,2
%. Z njimi smo dolo¢ili specificnost metode DIF, ki je bila 98 %. V primeru 100 neokuzenih
posameznikov bi tako z metodo DIF v 98 primerih pravilno napovedali negativen rezultat, v 2
primerih pa bi dobili lazno pozitivna. V primeru omenjenih 9 lazno pozitivno opredeljenih
rezultatov smo menili, da so bili ti bolniki okuzeni z adenovirusom. Predvidevamo tudi, da v
kolikor bi imeli bakterijske okuzbe dihal in ne bi dobili primerne antibioti¢ne terapije, bi
lahko kazali simptome zelo podobne okuzbi z adenovirusom (25). Ti otroci so bili stari 6 let

ali manj, kar 5 med njimi pa je bilo starih leto ali man;.

Vsakemu pozitivnemu vzorcu smo z metodo qPCR dolo¢ili vrednost Ct, ki predstavlja
koli¢ino virusne nukleinske kisline v vzorcu. Ce je njena vrednost nizka, govorimo o velikem
virusnem bremenu in obratno (45). Pri¢akovali smo, da bosta mediana in povpre¢na vrednost
vrednosti Ct nizja pri vzorcih, ki so bili pozitivni z obema metodama, v primerjavi s tistimi, ki
bodo pozitivni samo z metodo gPCR. Mediana predstavlja vrednost nad in pod katero je
polovica vseh meritev. Na Sliki 10 vidimo, da je bila mediana vrednosti Ct pri 210 pozitivnih
rezultatin dobljenih z obema metodama 19,6 in povpreéna vrednost 20,2, mediana in
povprecna vrednost 120 rezultatov, ki so bili pozitivni samo s gPCR pa 29,6. Med medianama

je 10 enot razlike, med povpre¢nima vrednostima pa 9,4.

S primerjavo vrednosti Ct pozitivnih vzorcev smo potrdili pri¢akovani rezultat. V primerih,
kjer smo adenovirusno okuzbo potrdili z obema metodama, so bile vrednosti Ct nizje od tistih,
dolo¢enih v skupini vzorcev, v katerih smo prisotnost adenovirusne nukleinske Kkisline
dokazali samo z metodo gPCR. Na podlagi vi§jih vrednosti Ct v tem primeru sklepamo, da je
bila v vzorcih prisotna nizja koli¢ina tar¢ne nukleinske kisline 0ziroma nizja koli¢ina virusa,
kar je bil najverjetneje tudi vzrok, da smo v kar 120 primerih z metodo DIF dobili lazno

negativne rezultate.

S Studentovim t-testom za primerjavo neodvisnih vzorcev smo preverjali enakost aritmeti¢nih

sredin vrednosti Ct vzorcev, ki so bili pozitivni tako z metodo DIF kot z metodo qPCR ter
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vrednosti Ct tistih, ki so bili z metodo DIF negativni, pozitivni pa z metodo qPCR. Ugotovili
smo, da je bila vrednost p manj$a od stopnje tveganja a, zato Smo zavrgli ni¢elno in sprejeli
alternativno hipotezo. S tem smo dokazali, da obstaja med povpre¢nimi vrednostmi Ct
vzorcev, ki so bili pozitivni z obema metoda in tistimi, ki smo jih dolo¢ili pri DIF negativnih,

a gPCR pozitivnih vzorcih, statisticno znacilna razlika.

V nedavni raziskavi so ameriski raziskovalci ugotovili, da kljub uporabi metode PCR,
kvalitativni pozitivni rezultati testiranja iz vzorcev nosnega dela Zrela niso dober napovedni
dejavnik vzro¢ne povezanosti klini¢ne bolezni in okuzbe z adenovirusi (10). Ugotovili so, da
S0 vzorci pozitivni z metodo qPCR, pri katerih z osamitvijo v celi¢ni kulturi niso uspeli
potrditi prisotnosti adenovirusov, pozitivni najverjetneje zaradi latentne okuzbe z adenovirusi,
Se posebej s predstavniki vrste C. Zato so predlagali, da bi morali zaradi laZjega razlikovanja
med aktivnimi in latentnimi okuzbami, poleg kvalitativne izvesti tudi vsaj semikvantitativno
dolocitev adenovirusne DNA, ob socasni dolocitvi vrste adenovirusa (10). Tudi mi smo pri
precej$njem Stevilu vzorcev dolo¢ili vrednosti Ct > 35, zato sklepamo, da bi pred morebitno
uvedbo metode gPCR v rutinsko uporabo morali opraviti §¢ natan¢no analizo klini¢nih
podatkov, na osnovi katerih bi nato poskusali opredeliti obmocje vrednosti Ct, ki bi se kar

najbolje ujemalo s kliniénimi znaki.

Nasa raziskava je temeljila na vzorcih kuznin bolnikov starih od 0 do 15 let, ki so jih poslali v
testiranje samo s Klinike za infekcijske bolezni in vrodinska stanja (Univerzitetni klini¢ni
center v Ljubljani). Izsledke nase raziskave bi bilo tako smiselno primerjati z rezultati na enak
nacin testiranih (metoda DIF in qPCR) vzorcev, odvzetih odraslim osebam s sumom na
adenovirusno okuzbo dihal, kot tudi vzorcev kuznin otrok, obravnavanih na drugih oddelkih
in klinikah.
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6 SKLEPI

e Od skupno 740 analiziranih vzorcev jih je 593 (80 %) pripadalo populaciji, mlajsi od
3 let. Vecino od njih so poslali v rutinsko diagnostiko zaradi suma na adenovirusno
okuzbo dihal in so bili odvzeti bolnikom v drugem letu starosti. Pri¢akovano je tako
najve¢ pozitivnih rezultatov dolocenih z verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu

(gPCR), v skupini bolnikov med prvim in drugim letom starosti.

e Najpogosteje zastopana kuznina, ki sSmo jo testirali je bila bris Zrela (92 %).

e Z metodo qPCR smo prisotnost adenovirusnih nukleinskih Kkislin dokazali v
330 (44,6 %) vzorcih, medtem ko smo predhodno z metodo DIF dolo¢ili 219 (29,6 %)
pozitivnih vzorcev. Poleg tega smo z metodo gPCR 9 (1,2 %) vzorcev, ki so bili

pozitivni z metodo DIF, opredelili kot lazno pozitivne.

o Ce bi zeleli potrditi 120 (16,2 %) lazno negativnih rezultatov dolo¢enih z metodo DIF,
ki so bili nato z metodo qPCR pozitivni, bi morali prisotnost adenovirusne okuzbe
dokazati $e v celi¢nih kulturah. Tako nismo mogli izkljuéili moznosti latentne okuzbe
z adenovirusi iz vrste C, ki se nahajajo v adenoidnem tkivu in ne predstavljajo vzroka

za bolnikove klini¢no izrazene tezave.

e lzracunali smo tudi obcutljivost in specifi¢énost metode DIF. Obcutljivost metode DIF
je bila 64 %, specifi¢nost pa 98 %. Zaklju¢imo lahko, da smo z izbiro molekularne

metode qPCR dokazali ve¢ adenovirusnih okuzb kot z metodo DIF.

e Glede na povpre¢no vrednost vrednosti Ct sklepamo, da je bilo v vzorcih, ki so bili
pozitivni z obema metodama (povprec¢na vrednost vrednosti Ct = 20,2), prisotno vecje
virusno breme, kakor v tistih, ki so bili pozitivni zgolj z metodo gPCR, pri katerih je

bila povprecna vrednost vrednosti Ct = 29,6.
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e S Studentovim t-testom za primerjavo neodvisnih vzorcev smo dokazali, da je bila

razlika med omenjenima vrednostma Ct statisticno znacilna.
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