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Opinndytetyén aiheena oli suolistovirusten esiintyminen varhaislapsuudessa. Tutkimus
suoritettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella (THL) suolistovirusyksikdssa. Tutkimuk-
sessa selvitettiin varhaislapsuudessa esiintyvia suolistovirusinfektioita molekyyligeneettisin
menetelmin. Ty tehtiin osana laajempaa tutkimusta, jossa selvitettiin suolistovirusinfekti-
oiden vaikutusta tyypin 1 diabeteksen syntyyn.

Tutkimusmateriaali saatiin lapsilta, joiden perheilla on geneettinen alttius sairastua tyypin
1 diabetekseen. Kerattdvia naytteita olivat uloste- ja nendlimandytteet. Tassa tydssa kes-
kityttiin ainoastaan ulostendytteisiin. Saaduista naytteista etsittiin rota-, noro, sapo- ja
astroviruksia. Tutkimusmenetelmind kdytettiin RNA-eristystd sekd reaaliaikaista RT-
PCR:3a. Ennen RNA-eristysta virukset erotettiin kloroformiekstraktimenetelmalld muusta
ndytemateriaalista. Taman jalkeen hajotuspuskurin ja pesupuskureiden avulla naytteesta

eristettiin viruksen RNA, jotta PCR-menetelmalld pystyttiin kopioimaan viruksen genomia.

Hallitsevia virusinfektion aiheuttajia olivat norovirus GII, astrovirus seka sapovirus. Tyossa
tutkitut virukset aiheuttavat infektioita talvi- ja kevatkuukausina. Tassa tyossa infektioiden
huippu oli helmi-huhtikuussa. Rotavirusta ldytyi ainoastaan kahdesta ndytteestd. Naissa
lapset olivat alle vuoden ikaisia. Rotaviruksen vahaisen esiintyvyyden yhtena tekijana ovat
kdytossa olevat rotavirusrokotteet. Opinndytetyon yhteydessa tehdyssa tutkimuksessa
saatiin yleiskasitys varhaislapsuudessa esiintyvista suolistoviruksista.

Avainsanat rotavirus, norovirus, sapovirus, astrovirus, RNA-eristys, RT-PCR
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The topic of this thesis is Intestinal Viral Infections in Early Childhood. This study was con-
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Terveyden ja hyvinvoinnin laitos). The study examined intestinal virus infections in early
childhood using occurring molecular genetic methods. The work was done as a part of
larger study, which examined the effect of intestinal infections caused by viruses of type 1

diabetes.

The research material was obtained from families of children with genetic susceptibility to
type 1 type diabetes. Samples were collected from faces and nasal mucus samples. This
work focused exclusively on the fecal samples. Rotavirus, norovirus, sapovirus and
astrovirus were searched from the obtained samples. The research methods included RNA
isolation and real-time RT-PCR. Fecal samples were pretreated with chloroform, followed

by RNA isolation and viral genome amplification using real-time RT-PCR.

The predominant virus infection was caused by to second genotype of norovirus,
astrovirus, and sapovirus. The viruses used in the study cause infections in the winter and
spring months. Infections peaked in February-April. Rotavirus was found only in two sam-
ples. These children were under one year of age. The thesis contained an overview of in-
testinal viruses occurring in early childhood.

Keywords rotavirus, norovirus, sapovirus, astrovirus, RNA-isolation,
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Sanasto

THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos

LATU THL:n laboratorion tukiyksikk®

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction. Kaanteis-
transkriptaasi-PCR

pH Kuvaa positiivisten vetyionien (H*) maaraa liuoksessa.

ELISA-menetelma, Entsyymi-immunologinen maaritys

PBS-liuos, Fosfaattipuskuroitu suolaliuos

PeStG, Penisilliini, streptomysiini ja gentamysiini

cDNA Complementary DNA. Komplementaarinen DNA

DEPC - H,0 Dietyylikarbonaatilla RNaasi-vapaaksi kasitelty vesi

dRn-arvo Mitta-arvo, joka kuvaa PCR-menetelmassa fluoresoivien ra-
kenneosien maaraa

Ct-arvo Cycle threshold. Tarkoittaa syklilukua, jossa fluoresenssi
ylittda kynnysarvon. Mitd enemman PCR-tuotetta ndytteessa
on, sitd pienempi Ct-arvo on. Vastaavasti mité vahemman
PCR-tuotetta naytteessa on, sita suurempi Ct-arvo on.

ORF Open read frame. Avoin lukukehys.
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1 Johdanto

Akuutti oksennus-ripulitauti on eras yleisimmista lapsilla esiintyvista akillisista sairauk-
sista. Taudin kuvaan kuuluu yleisesti voimakasta oksentelua, pahoinvointia seka ripu-
lointia. Taudin oireet aiheutuvat viruksen aiheuttamasta tulehduksesta suolistossa. Ai-
heuttajaviruksia on monia, mutta tassa tydssa keskitytdan niistd yleisimpiin. Tutkimuk-

sessa mukana olleet virukset ovat rotavirus, norovirus, sapovirus seka astrovirus.

Rotavirusta esiintyy harvoin alle puolen vuoden ikaisilla lapsilla, mutta melkein jokainen
lapsi sairastaa sen jossain vaiheessa. Infektion oireita ovat raju oksentelu ja kuume.
Oksennuksen seurauksena potilaan elimistd kuivuu, jolloin vakavimmissa tapauksissa
on turvauduttava sairaalahoitoon. Rotavirusinfektiota on pidetty kertaluonteisena, mut-
ta henkilé voi saada uudestaan rotavirusinfektion, jos virus on geneettisesti muuntau-
tunut. Rotaviruksen segmentointuneen genomin takia virusgenomi muuttuu helposti
viruksen lisaantyessa. Rotavirusinfektiota vastaan on kehitetty rokotteita. Nykyisin kay-
tossa olevat rokotteet ovat Rotarix (GlaxoSmithKline) ja Rota Teq (Merck).

Yleisin lapsilla akuuttia gastroenteriittia eli oksennus-ripulia aiheuttaja on norovirus.
Noroviruksen lyhyt itémisaika aiheuttaa akillisen oksennus-ripulitaudin. Viruksen sero-
tyyppi GII on yleisin. Tampereella tehdyn tutkimuksen tulokset osoittavat, etta vakavis-
ta alle kaksivuotiaiden lasten ripulitaudeista 20 % on noroviruksen aiheuttamia. Sa-
massa tutkimuksessa selvitettiin lasten vasta-aineita norovirusta kohtaan ja ilmeni, etta

50 % lapsista on sairastanut norovirusinfektion kahteen ikdvuoteen mennessa.

Tama opinnadytetyd suoritettiin Helsingissa Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella (THL)
suolistovirusyksikdssa. Opinndytety® kasittelee suolistovirusinfektioita varhaislapsuu-
dessa. Kohderyhmana ovat viisivuotiaat ja sitéd nuoremmat lapset, joilla on geneettisen
riskin sairastua tyypin 1 diabetekseen. Tama tyo tehtiin laajemman tutkimuksen rinnal-
la, ja tavoitteena oli selvittda suolistoinfektioita aiheuttavien virusten ja perinndllisen

tyypin 1 diabeteksen yhteytta. Tytdssa ndytteista etsittavia viruksia olivat rotavirus, ka-
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likiviruksista sapovirus ja norovirus (GI- ja GII-genotyypit) seka astrovirus. Virusten

tunnistukseen kaytettiin reaaliaikaista RT-PCR-menetelmaa.
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2 Rotavirus

Rotavirusta on ldydetty ripulipotilaiden ulosteesta ensimmaisen kerran vuonna 1974
elektronimikroskopian avulla. Ldydon jalkeen rotavirukset osoittautuivat yleisimmiksi
lasten akuutin gastroenteriitin (suolistotulehduksen) aiheuttajaksi kehittyneissa maissa,
missa bakteeriripulit ovat harvinaisia. Aikaisemmin lasten ripulitautia aiheuttavan viruk-
sen selvittdminen oli hankalaa, koska ihmisen rotavirus ei kasva soluviljelmassa ilman
trypsiiniaktivaatiota. Trypsiiniaktivaatio on yksi haiman entsyymi, jolla pystytédn muok-
kaamaan viruksen pintarakennetta niin, ettd se saadaan kasvamaan elatusmaljalla (1).

2.1 Rakenne

Rotavirus rakentuu kolmesta kerroksesta. Ulkokuorella on VP7-glykoproteiinia ja sen
lapi menevia VP4-dimeereitd, jotka kiinnittyvat sisempaan proteiinikuoreen. On pystytty
osoittamaan, ettd rotaviruksen neutraloiva vasta-aine tarttuu VP4-dimeereihin ja ndin
estdd viruksen paasyn isantasoluun. Tama on pystytty osoittamaan immunoelektroni-
mikroskopialla. Viruksen sisempi kuori (kapsidi) on koostunut yhtendisesta VP6:sta.
Kapsidin sisapinnan peittda yhtendinen VP2-proteiinikerros, joka sulkee sisaansa viruk-
sen 11 kaksisdikeista RNA-molekyylia seka VP1- ja VP3-proteiineja. (1) Kuva 1la sel-

keyttaa rotaviruksen rakennetta.
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Kuva a.

Kuva 1. a. Rotaviruksen rakennekuva. b. Rotaviruksen lisaantymissykli kaavakuvana.
(Muokattu lahteistad 14 ja 13)

Rotaviruksen lisadntyminen isantdsolussa alkaa viruksen pintaproteiinin tarttumisella
isantasolun pinnalla oleviin reseptorimolekyyleihin. Viruksen tunkeutuessa soluun viruk-
sen ymparille muodostuu endoplasminen retikkeli (RER). Tunkeutumisen jélkeen viruk-
sen kapsidi hajoaa ja viruksen sisdltama RNA-genomi vapautuu sytoplasmaan. Vapau-
tunut viruksen RNA toimii replikaatiossa mRNA:na. mRNA-synteesissa valmistetaan
viruksen positiiviselle RNA-genomille komplementaarinen negatiivinen vastinsdije, jota
kaytetdan mallina positiivisille RNA-juosteille. Translaatiossa ilmenee geenien tuoma
tieto ja alkaa proteiinien valmistus. Geenien 9 ja 10 tuottamat proteiinit VP7 ja NS28
kiinnittyvat RER:lle. Uusien virusten jarjestaytyessa nukleokapsidit kiinnittyvat RER:lle
NS28-proteiinin karboksiterminaalisen osan valitykselld, tama proteiini toimii jonkinlai-
sena "jarjestdjand” nukleokapsidin silmikoituessa RER-kalvon lapi. Viruksen ympérille
muodostuu valiaikainen vaippa. RER-vakuolissa partikkeli lapikdy metamorfoosin eli
kypsymisen, jonka aikana pintaproteiinit VP7 ja VP4 muodostavat viruksen lopullisen
ulkokuoren. Virus vapautuu solusta joko solun lysosoituessa tai RER-vakuolin fuusioitu-
essa solukalvoon (kuva 1b). (1, s. 592-598)
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2.2 Epidemiologia

Rotavirusten esiintyminen on kytkoksissa vuodenaikoihin. Epidemiakausi alkaa vuoden
vaihteen aikoihin ja jatkuu aina kesdakuuhun asti. Rotavirusta esiintyy ympari vuoden,
mutta epidemiakausien ulkopuolella esiintyminen on vahdisempad, lokakuussa harvi-

naisimmillaan. (1)

Rotavirusripuli on harvinainen alle puolen vuoden ikaisilla lapsilla, mutta alle 2-
vuotiailta lapsista 20 % sairastaa kliinisen rotavirusripulin ja 70 % saa tartunnan. Oi-
reet alkavat rajulla oksentelulla seka vetisella ripulilla, ja siihen liittyy usein kuumeilua.
Raju oireilu voi johtaa potilaan kuivumiseen, jos riittavasta nesteytyksesta ei huolehdi-
ta. Oireet kestdvat keskimarin 3 — 8 vrk, mutta virusta erittyy ulosteeseen myds oirei-
den loputtua vield viikkoja. (3) Perussaanténa on pidetty, etta jos lapsi sairastaa kerran
rotavirusripulin, sairastettu tauti antaa ainakin osittaisen immuniteetin. Henkild voi kui-

tenkin saada rotavirusinfektion uudestaan, jos kyseessa on toisen serotyypin rotavirus.

(1)

Rotavirus leviaa pisara- ja kosketustartunnan valityksella ulosteesta. Ruoansulatus-
kanavassa oleva trypsiini muokkaa viruksen pintaproteiineja niin, ettd virus pystyy tart-
tumaan suolistossa isantdsoluun, jonka kautta virus padsee lisaédntymaan. Ripulipoti-
laan ulosteessa voi olla jopa > 10" infektiokykyistd virusta ulostegrammaa kohden.

Korkean viruspitoisuuden takia tartunnan estaminen on erittdin hankalaa (1).

2.3 Diagnostiikka

Rotaviruksen osoitus potilasndytteesta on helpointa ulostendytteestd, jossa on viruksen
pitoisuus suurin. Osoitusmenetelmia on useampia, mutta luotettavimmaksi on osoittau-
tunut PCR-menetelma. Tassa rotaviruksen RNA:n osoitus tapahtuu suoraan potilasnayt-
teestd, jolloin havaittujen rotavirusten maara on suurempi kuin muissa kadytetyissa me-
netelmissa. Naytteiden diagnostiikassa kaytetdaan myds elektronimikroskooppia, jonka

etuna on ndytteessa esiintyvien muidenkin virusten havaitseminen (1,12). Nykyisin
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kaytossa on pikatesti, jolla pystytadn osoittamaan virus nopeasti ndytteesta ja anta-
maan oikeanlaista hoitoa. Muita rotavirukselle soveltuvia menetelmid ovat entsyymi-

immunomenetelma (EIA), lateksiagglunaatiomenetelma seka akryyliamidielektoforeesi.

(1)

2.4 Rotavirusrokote

Rotavirusrokotteen tehtavanda on estaa rotaviruksen aiheuttamat infektiot ja taudit.
Ensimmaistéd heikennettya rotavirusta testattiin 1980-luvun alussa, ja ensimmadinen
virallinen rokote otettiin Yhdysvalloissa kdyttdon vuonna 1998. Rokotusten seuraukse-
na kuitenkin ilmeni suolentuppeumatapauksia noin yhdelld 10 000 rokotetulla, minka
seurauksena rokote jouduttiin vetamaan pois markkinoilta. Vuonna 2006 otettiin kayt-
téon kaksi heikennettya oraalirokotetta, Rotarix (GlaxoSmithKline) ja Rota Teq (Merck)
eli rokote, joka sisaltad elavia viruksia. (10) Nykyiset rekisterdidyt rokotteet antavat
ristisuojaa eri rotavirustyyppien aiheuttamaa vakavaa rotavirusripulia vastaan riippu-
matta rokotteiden sisdltémistd serotyypeistd. (1) Rotarix sisdltda yhta ihmisen rotavi-
ruskantaa, mutta Rota Teq muodostuu viidesta eri rotaviruksen resortantista eli yhdis-
telmdviruksista. Rokote sisdltéa seka ihmisen etta vasikan rotaviruksia. Vaikka ndiden
kahden rokotteen rakenne on erilainen, niiden vaikutusmekanismit ovat samanlaisia.
(10)

Rotavirusrokoteohjelma toteutetaan kolmessa jaksossa. Lapsi rokotetaan 2, 4 ja 6 kuu-
kauden ikdisend. 2000-luvun alussa Tampereella tehdyn tutkimuksen perusteella pys-
tyttiin osoittamaan rotavirusrokotteiden teho infektion synnyn estamiseksi. Tutkimuk-
sessa oli yhteensa 63 000 lasta, joista 20 000 oli suomalaista. Tutkimuksessa kaytettiin
oikeaa rokotetta seka lumerokotetta. Talla tutkimuksella pystyttiin todistamaan rokot-
teen teho, silla rokotteella pystyttiin estamaan 93 % lapsista joutumasta sairaalahoi-
toon rotaviruksen aiheuttaman sairauden takia. (7) Suomessa rotavirusrokotus otettiin
viralliseen rokotusohjelmaan vasta vuonna 2009. Syyna hitaaseen kayttéon ottoon on
pidetty alhaista kuolleisuutta suolistoinfektion yhteydessa. (10)

£
R —

Metropolia



10

3 Kalikivirukset

3.1 Yleista

Kalikiviruksiin kuuluvat norovirukset, sapovirukset, vesivirukset ja lagovirukset (kuva
3). Tassa tydssa keskityttiin kahteen ensimmaiseen ryhmaan edella mainituista.
norovirukset

genoryhma II genoryhmal
Melksham

Hawaii
Lordsdale

SMA

Toronto
Mexico

HuCV DCC |
Manchester |
/

FCV F9 Parkville  /
FCV Urban ‘ HuCVv 27
SMSV 1 \_ Hucv Lon/
matelijan =
Cateceén
Pan1 EBHSV ,‘
vesivirukset ‘\y// sapovirukset

lagovirukset

Kuva 2. Kalikivirusten fylogeeninen puu. (Kuva on muokattu lahteesta 15.)

Tavallisimpia virusgastroenteriitteja aiheuttavia viruksia ovat noro- ja sapovirukset.
Norovirus-infektion oireena usein on oksennus-ripulitauti, kun taas sapoviruksen hallit-
seva taudinkuva on lieva ripuli. Kalikivirusten itdmisaika on 12 — 48 tuntia ja taudin
kesto on yhdesta vuorokaudesta kahteen viikkoon. Oireiden loputtua virusta voi erittya
ulosteen mukana vield useita viikkoja. Kalikivirusten aiheuttamat infektiot ovat yleisia
kevattalvella. (3)

|

Metropolia



11

3.2 Lisaantyminen

Kalikivirusten lisaantyminen solussa alkaa, kun viruksen pintaproteiinit tarttuvat solun
reseptorimolekyyleihin ja tunkeutuvat isantdasoluun. Tunkeutumisen jalkeen viruksen
kapsidi hajoaa ja yksijuosteinen RNA-genomi vapautuu solun sytoplasmaan (uncoating-
tapahtuma). Jotta viruksen genomia pystytddn tuottamaan, tuotetaan RNA-
polymeraasia (replikaatiokompleksi) heti infektion alkuvaiheessa. RNA-polymeraasin
tuotannossa viruksen positiivinen RNA-juoste toimii mRNA:na. Genomin replikaatiossa
RNA-polymeraasi syntetisoi yksijuosteisille positiivisille RNA-genomille komplementaari-
sen negatiivisen vastinsaikeen (antigenomic RNA), jotta viruksen positiivista RNA-
juostetta pystytdan tuottamaan. Kun viruksen genomia on kopioitu, virus valmistaa

jalkeldisvirusten rakenneproteiineja ja lisdantymissyklissa tarvittavia entsyymeja.

Proteiinisynteesissa viruksen genomin ORF-alueet koodaavat viruksen rakenneprote-
iineja seka viruksen maturaatiossa tarvittavia entsyymeja. Noroviruksella ORF2-alue
koodaa viruksen rakenneproteiineja VP1 ja VP2. Sapoviruksella ORF1-alue koodaa ra-
kenneproteiini VP1:tda. Virusten rakenneosien kokoaminen yhteen tapahtuu sytoplas-
massa, minkd jdalkeen alkaa viruksen maturaatio eli kypsyminen. Lisaantymissyklin
paatteeksi isantasolu hajoaa ja virukset vapautuvat. Alla lisddntymissykli kaavakuvana
(kuva 3) (32, 33.)

g‘:‘:%'é Uncoating \v 2 \

,e=  QENOMICRANA  4cccccccccccccccicccnana artigenomic RNA
’ AN
— =-(A), ]
6 .
! e
3 | | — |
8 sabgenomic
Polyprotin .@_ " RNA
Replicaton 9 l

4 complex

v PPy
Ei rakenneproteiinit Rakenneproteiini
NIV
Py 5
k AL
"E.';:,f*: r“%ﬁ}

ol 1 v 10 !
{'i ? Kokoaminen'! gusudeaet o sioaoa oot =0 F iy =

e

Kuva 3. Kalikivirusten lisdantymissykli kaavakuvana. (Kuva on muokattu lahteesta 33.)
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3.3 Norovirus

Norovirusta ei ole pystytty kasvattamaan soluviljelmilld, silla ei ole tietoa, mika entsyy-
mi pystyisi muokkaamaan viruksen pintaproteiineja niin, ettd virus pystyisi tarttumaan
isantasolun pintaproteiineihin ja sitd kautta lisaantymissykli pystyisi alkamaan.

Norovirukset luokitellaan viiteen genoryhmaan niiden periman mukaan. Ihmisissa esiin-
tyvia ovat GI-, GII- ja GIV-genoryhman viruksia. Ryhman GII ja GV viruksia esiintyy
ainoastaan elaimilla (lehmilld ja hiirilld). Genoryhmat sisdltavat useita genotyyppeja,
joista on l6ydetty talla hetkellda 29 kpl. Talla hetkelld on pidetty kriteerind yli 10 %:n
eroavuutta viruksen polymeraasi- ja kapsidigeenin emadsvertailussa. Ihmiselle pato-
geenisia genotyyppeja on loydetty yhteensa 23 erilaista (7 ryhmaan GI, 15 ryhmaan
GII ja 1 ryhmaan GIV). Tamanhetkinen tilanne nayttaa, ettd viruksen genotyyppi muis-

tuttaa hyvin paljon enterovirusta. (1, 19)

3.3.1 Rakenne

Norovirukset ovat pienid (halkaisija 37 nm) ja vaipattomia viruksia. Noroviruksen peri-
ma on positiivista yksijuosteista RNA:ta. Viruksen genomi on noin 7,5 kiloemasta pitka,
ja se koostuu kolmesta avoimesta lukukohdasta, ORF1 - ORF3 (kuva 5, kohdasta Nor-
walk-like viruses). ORF1 koodaa proteiineja, joita tarvitaan viruksen replikaatiossa.

ORF2 koodaa kapsidiproteiinia VP1 ja ORF3 pienempaa rakenneproteiinia VP2. (19)

ORF1 ORF3
% B3T4 QT Er‘:le TERA
Vgl = : T—
r*]g - HEL vPg PRO POL 1 Capsid | Jl_ﬁl;.l k2
“Morwalk-like viruses™ 5358 8as0
ORF1 ORF2
1|!- Fﬁs"
Vg HEL VPg PRO POL Capsid 1 Lo
il 1 | 7431
6452 734G

"Sapporo-like viruses"”

Kuva 4. Kalikivirusten genomikuvat, joista nakee avoimet lukukohdat (ORFs). (Kuva on
muokattu ldhteesta 25.)
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3.3.2 Epidemiologia

Norovirusinfektion syntyyn riittda hyvin véahdinen maara viruspartikkeleita, vain noin 10
- 100 viruspartikkelia. Viruksen inkubointiaika on erittdin lyhyt, viruskannasta ja virus-
partikkeleiden maarasta riippuen 10 - 48 tuntiin. Taudin kuvaan kuuluu erittdin voima-
kas pahoinvointi, oksentelu, vatsakrampit ja ripuli. Lievempia oireita ovat matala kuu-
me, paansarky ja viluntunne seka lihaskivut. Taudin oireet havidvat usein jo 12 - 24
tunnin kuluessa. Tdma ei kuitenkaan tarkoita taudinaiheuttajan poistumista elimistosta.
Virusta erittyy elimistdsta ulosteen valityksella vield jopa 8 viikkoa oireiden jalkeen
(18). Oireiden aikana viruspartikkeleita erittyy erittdin paljon ymparistoon. Ulosteesta
mitatut virusmaarat ovat korkeimmillaan vasta oireiden jalkeen. Noroviruksen tartunta-
teita ovat pisara, ja kosketustartunnat. Virukset voivat sailyttaa infektiokykynsa kuivilla
pinnoilla viikkoja ja vedessa kuukausia (2;18). Viruksen kestavyyden takia tartunnan
voi saada myos vesi- ja ruokavalitteisena. Syyna useasti ovatkin keittihenkildkunnan
pettanyt hygienia tai saastuneet raaka-aineet. Juomaveteen virus padsee helposti ym-
paristostd, jos puhdistamolla ei ole riittavan tehokasta vedenpuhdistusta (18).

Oksennus-ripulitaudin yleinen aiheuttaja on genoryhman II virus. Tampereella tehdyn
tutkimuksen tulokset osoittavat, etta vakavista alle kaksivuotiaiden lasten ripulitaudeis-
ta 20 % on noroviruksen aiheuttamia. Samassa tutkimuksessa selvitettiin lasten vasta-
aineita norovirusta kohtaan, ja selvisi, ettd 50 % lapsista on sairastanut norovirusinfek-
tion kahteen ikavuoteen mennessa. (1) Noroviruksen aiheuttamia epidemioita esiintyy
usein verrattuna muihin suolistovirusten aiheuttamiin epidemioihin. Vuonna 2006 alkoi
voimakas maailmanlaajuinen epidemia. Viruksen kaksi serotyyppia paasi leviamaan
samanaikaisesti ihmisiin, ja ndin moni sairastui helposti uudestaan. (6) Viimeisin epi-
demia oli vuonna 2012. Virus GII.4 tunnistettiin ensimmaisena Australiassa, Sydneyssa.
(35)

Norovirus on hyvin nopeasti muuntuva virus, joten infektion aikaansaama immuniteetti
norovirukselle on hyvin lyhyt. Taman takia norovirus pystyykin helposti synnyttdmaan
voimakkaampia epidemioita (1). Noroviruksen epidemiakausi ajoittuu talvikuukausiin
(20).
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3.3.3 Diagnostiikka

Oireiden lyhyen keston vuoksi taudinmaaritys tehdaan oireiden ja infektion etenemisen
perusteella. Tarkempia menetelmia ovat RT-PCR- ja ELISA-menetelmat, joita kdytetaan
epidemioiden yhteydessa.(6)

Yleisimpdna enteeristen virusten tunnistuskeinona on ollut antigeeniosoitus, mutta kali-
kivirukset tekevat siind poikkeuksen. Johtuen kalikivirusten suurista antigeenisista
eroista antigeeniosoitusmenetelman kehittdminen on vaikeaa. Norovirusten tunnistuk-
seen kaytetdan usein elektronimikroskopiaa. Talld menetelmalld harjaantunut tutkija
pystyy tunnistamaan viruksen sukua my6ten, menetelman heikkoutena on kuitenkin

puuttuva spesifisyys (1).

Nykyisin noroviruksille on kaytettavissa herkat ja luotettavat osoitusmenetelmat. Paras
menetelmad noroviruksen toteamiseksi on kaanteistranskriptaasi-PCR eli RT-PCR, jolla
norovirus pystytaan tunnistamaan luotettavasti. Kaytossa on herkka ja kattava reaaliai-
kainen geenimonistustesti, joka perustuu detektoidun polymeraasi- ja/tai kapsidigeeni-
en saumassa olevaan konsentroituneeseen sekvenssikohtaan. Nama menetelmat mah-
dollistavat nopean ja monipuolisen genotyyppitunnistuksen (2). Genotyypin madaritta-
minen suositellaan aloitettavan kapsidisekvenssin analysoinnista. Tama helpottaa vi-
ruksen tartuntalahteen selvittamisessa silloin, kuin virus on voitu eristdd myds ymparis-
tondytteesta (esim. vesi tai ruoka). (1) Vaikka uuden sukupolven immunologisilla ELI-
SA-menetelmilla voidaan tunnistaa aiempaa kattavammin eri noroviruskantoja, eivat ne
kuitenkaan tunnista kaikkia genotyyppejd, ja parhaimmillaankin niiden herkkyys jaa alle
60 %:n PCR-testiin verrattuna.(2)

3.4 Sapovirus

3.4.1 Rakenne

Sapovirus on vaipaton RNA-virus. Sapovirus on yksi gastroentriitin aiheuttajista ihmisil-
le ja sioille (22). Viruksen genomi on positiivista yksijuosteista RNA:ta ja noin 7,5 ki-
loemasta pitkd. Sapovirukset ovat ldhempana perinteista kalikivirusta kuin norovirukset.
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Sapovirukset jaetaan viiteen genoryhmaan (GI, GII, GIII, GIV ja GV), joista GI, GII,
GIV ja GV infektoivat ihmisia, kun taas GIII esiintyy sioilla (21). Viruksen genomi jakau-
tuu kolmeen tai kahteen lukukohtaan, ORF1 ja ORF2 tai ORF3. (Kuvassa 4 on Sappo-
ron kaltaisten virusten genomin rakenne, joka sisaltéa kaksi ORF-aluetta.) ORF1 koo-
daa kuutta ei-rakenneproteiinia ja yhta kapsidiproteiinia VP1:ta (22). Viela ei ole sel-

vinnyt tarkemmin, mita proteiineja ORF2 ja ORF3 tuottavat (23).

3.4.2 Epidemiologia

Sapovirusinfektioita esiintyy harvemmin kuin norovirusinfektioita. Virus aiheuttaa infek-
tioita lahinna lapsilla, mutta viime aikoina on infektioita todettu yha enemman nuorilla

aikuisilla ja vanhuksilla.

Taudin Kliinisind oireina ovat yleensa ripuli, myds kuumetta ja oksentelua voi esiintya.
Oireet ilmaantuvat 24 — 48 tunnin kuluttua tartunnasta. Lasten ripulitaudeista sapovi-
rusinfektio aiheuttaa noin 10 %. Suomen tartuntatautirekisterin mukaan vuosina 2007
— 2009 ei kirjattu ainuttakaan sapovirusinfektiota.(5) Todenndkdisesti pidempiaikaisen
immuniteetin kehittymisen vuoksi niita tavataan harvemmin kuin noroviruksia veden ja

ruoan valitykselld levidvissa epidemioissa (1).

3.4.3 Diagnostiikka

Ensimmaista kertaa vuonna 1977 Japanissa tutkijat tunnistivat sapoviruksen elektroni-
mikroskoopilla. Tunnistus silmamaaraisesti on kuitenkin epdspesifinen menetelma, jos-
sa tuloksen oikeellisuutta ei pystyta todistamaan. Viruksen osoitukseen ndytteestd on
kaytetty myos ELISA-menetelmdd. Analyysi perustuu antigeenien madritykseen ndyt-
teesta. Luotettavimmaksi menetelmaksi on todettu PCR-menetelmat. Reaaliaikaisella
RT-PCR-menetelmadlld pystytadn tunnistamaan ndytteessa oleva virus, mutta viruksen
genotyypin selvittémiseen kdytetdan RT-PCR-tekniikkaa (24).
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4 Astrovirukset

Ihmisen astroviruksia on kuvattu ensimmaista kertaa vuonna 1975 elektronimikroskoo-
pilla. Astrovirusten sukuun kuuluvat sekd ihmisten ettd eldinten astrovirukset. Talla
hetkelld on ldydetty 8 eri serotyyppid, jotka esiintyvat ihmisessa. Astroviruksen tunnis-
taa elektronimikroskoopilla tahtimadisesta ulkokuorestaan (kuva 5). Viruksen eri sero-
tyyppeja on I8ydetty vain gastroentriitien yhteydessa. Vuonna 1984 tutkijat 10ysivat
viisi serotyyppid, jotka pystyttiin 1980-luvulla todistamaan ELISA-menetelmalla. Viruk-
sen genomi saatiin selville vuonna 1991 (11).

4.1 Rakenne

Astrovirukset ovat vaipattomia positiivisdikeisia RNA-viruksia. Elektronimikroskoopin
avulla on pystytty kuvaamaan viruksen rakennetta. Virukset ovat halkaisijaltaan n. 28 -
30 nm pydreita partikkeleita, joiden pintarakenne on saanndllinen ja muodostaa "Davi-
din tahti” -kuvion (kuva 5) (11 s. 875-890).

Kuva 5. Elektronimikroskooppikuva astroviruksesta, josta ndkee viruksen tahtimaista
rakennetta. (Kuva on muokattu lahteesta 17.)
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Viruksen genomi-RNA on 6,8 kiloemastd, ja sen subgenomi-RNA on 2,4 kiloemasta.
Genomi-RNA koostuu kolmesta ORFs-lukukohdasta. ORF1a ja ORF1b sijaitsevat RNA:n
5’-padssa ja koodaavat rakenteellisia proteiineja. ORF2 sijaitsee RNA:n 3 -padssd, ja
se koodaa viruksen rakenneproteiineja (kuva 6). Ihmisen astroviruksen serotyypeissa
1, 6 ja 8 esiintyy alagenomi-RNA:ta (11 s. 875-890).

Slippery

seque: Haizpin Subgenomic
S}JTR m&z\? p-'c??oter 3 U&
— ORFia ORF2 }— Genomic RNA
[ ORF1b | A 68k
-1 m }_Ar Subgenomic RNA

24 kb

Kuva 6. Astroviruksen genomi. (Kuva on muokattu lahteesta 26.)

Astroviruksen lisadntyminen tapahtuu samalla tavalla kuin Kkalikivirustenkin. Virus-
genomin ORFla- ja ORF1b-alueet koodaavat translaatiossa seka replikaatiossa tarvitta-
via proteiineja. Nama proteiinit valmistetaan heti infektion alkuvaiheessa, jolloin syklin
edetessa ORF2-alueen sisdltdman tiedon avulla pystytadn valmistamaan viruksen ra-

kenneproteiineja (luku 3.1.1).

4.2 Epidemiologia

Astrovirus on suurin aiheuttaja alle 2-vuotiaiden lasten, vanhusten ja heikon immuni-
teetin omaavien henkildiden ripulitaudeissa. Viruksen aiheuttamia infektioita esiintyy
eniten talvikuukausina, vaikkakin astrovirusta tavataan myos kevaalla ja kesalla (26).
Yleisimmin tavattu tyyppi on ollut virustyyppia 1. Astrovirusten osuus lasten ripuli-
taudeissa vaihtelee 1 ja 9 %:n valilld. Englannissa on arvioitu astroviruksen osuudeksi
noin 4-5 %, kun taas Suomessa sama osuus on 10 %:n luokkaa. Sairastuneen oireet
ovat kuitenkin useasti niin lievid, etteivat ne vaadi sairaalahoitoa lainkaan. Astroviruk-
set aiheuttavat harvoin aikuisille ihmisille infektioita, mutta saastuneen veden tai ruoan

valityksella aikuinen ihminen voi sairastua. (1)
Astroviruksen inkubaatioaika on 1-3 vrk. Tartunnat saadaan usein kalikiviruksen tapaan
kosketustartuntana. Infektion padasiallinen oire on ripuli, joka on yleensa kestoltaan
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hyvin lyhyt. Pisimmalladn oireet voivat jatkua jopa pari viikkoa, jolloin oireilu viittaa
serotyypin 3-infektioihin. Immunosuppressoiduilla potilailla virusinfektio voi jatkua vuo-
sia. Virusinfektion seurauksena ei synny immuniteettia, eika immuniteetti ndin ollen

suojaa toiselta serotyypin infektiolta.(1)

4.3 Diagnostiikka

Astrovirus pystytaan tunnistamaan elektronimikroskoopilla ulostendytteestd, kayttéen
varjaystekniikkaa. Elektronimikroskopialla pystytédan tunnistamaan virus tahtimaisen
ulkokuoren avulla, mutta tarkempaan tunnistukseen menetelmalld ei pystyta. Entsyy-
mi-immuunianalyysia ja RT-PCR-menetelmaa kayttden ndytteessa oleva virus pystytaan
tunnistamaan ja tyypittdamaan viruksen genotyyppi. EIA-menetelman herkkyys on 91 %
ja spesifisyys on 98 %. Menetelmassa tutkitaan elimistdssé muodostuneen vasta-
aineen ja viruksen antigeenin valista reaktiota. Jos tama reaktio toteutuu, voidaan to-
deta ndyte positiiviseksi viruksen suhteen. EIA-menetelmdan riittda ulostendytteessa
10° - 10° viruspartikkelia/g. RT-PCR-menetelmd on menetelmistd spesifisin. Menetel-
malla pystytéan tunnistamaan virus hyvin pienissa pitoisuuksissa. RT-PCR-
menetelmalla riittdd 10 - 100 viruspartikkelia/g (11, s.887-888).
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5 Tyon tavoitteet ja tarkoitus

Tyodn tarkoituksena oli selvittda varhaislapsuudessa ilmenevia suolistoinfektioita. Tyo
pohjautui THL:n ja Turun yliopistollisen keskussairaalan toteuttamaan Turun seudun
lapsiin pohjautuvaan tutkimukseen, jossa selvitetaan lapsuusajan diabeteksen ja suolis-
toinfektioiden yhteytta. Tydssa kaytetyt ndytteet saatiin turkulaisilta lapsilta, joiden
vanhemmat olivat suostuneet tutkimukseen. Ohjeena tutkimushenkildéiden vanhemmille
oli ottaa nayte, jos lapsella ilmenee infektiotauteihin viittaavia oireita. Naytteet otettiin
seka ulosteesta (2 putkea) ettd nena-nielueritteestd. Tydssani keskityin ainoastaan
ulostenaytteiden tutkimiseen.

Tybssani kasittelen virusten tunnista naytteista. Kun sairastuneelta henkilolta otetut
naytteet saapuivat tutkimuslaitokselle, ndytteet koodattiin ja aloitettiin naytteen esika-
sittely. Toisesta naytteesta valmistettiin kloroformiekstraktilla suspensio, jossa pyrittiin
erottamaan mahdollinen viruspartikkeli erilleen kiintedstd tavarasta. Tama suspensio
jaettiin kolmeen eppendorfputkeen, kayttderiin. Valmiista suspensiosta eristettiin
RNA:ta PCR-menetelmia varten. RNA eristettiin nayte-suspensiosta ensin irrottamalla
RNA soluista TRK-hajoituspuskurilla. Liitteessé 4 on esitelty tydn vaiheiden kulku kaa-

viokuvana.
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6 Menetelmat

6.1 Ulostenaytteen esikasittely

Ulostendytteen esikasittely tarkoittaa ndytteen saamista nestemuotoon eli ravisteeksi,
jotta siind olevat taudinaiheuttajat saataisiin erilleen muusta materiaalista. Magnesiu-
mia ja kalsiumia sisdltavaan fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS-liuos, THL:n
laboratorioyksikk®, Latu) lisatty penisilliini, streptomysiini ja gentamysiini (PeStG, Latu)
estda bakteerien ja homeiden lisaantyminen naytteessa. Liuokseen lisattava kloroformi
inaktivoi myds bakteereja ja homeita, mutta varsinainen paatehtava on poistaa syto-
toksisia eli solulle myrkyllisia lipideja ja hajottaa virusagregaatteja.

15 ml:n kloroformia kestaviin putkiin laitettiin 5-10 steriilia lasihelmed. Putkeen pipetoi-
tiin lasipipetilla 5 ml (tai 2 ml mikdli ndytettd oli todella vahan) kylmaa (+2 - +8 °C)
liuosta PBS (Ca + Mg) — PeStG. Putki merkittiin ndytekoodin mukaisesti. Putkeen lisat-
tiin lasipipetilla 0,5 ml (tai 0,2 ml) kloroformia. Samaan putkeen lisattiin siirrostussau-
valla 1,0 g (tai 0,4 g mikali ndytemaara oli erittdin pieni) ulostenokare. Nayte ravistel-
tiin ensin voimakkaasti kasin, jolloin saatiin esivaikutelma naytteen riittdvasta maaras-
ta. Maaraa arvioitiin ravisteen varin mukaan. Jotta ndytteestd saataisiin mahdollisim-
man hyvin irrotettua virukset kiintedsta materiaalista, vorteksoitiin naytettéd 20 min noin
1200 rpm nopeudella. Naytteet sentrifugoitiin lopuksi 20 min noin 2500 rpm (revolu-
tions per minute eli kierrosta minuutissa) jadghdytetyssa sentrifugissa (+7,5 °C ). Sent-
rifugissa erotetuista faaseista ylin faasi pipetoitiin kertakayttoisillé pasteurpipetilla kol-
meen kierrekorkkiseen putkeen. Putket oli merkitty koodatulla naytekoodilla seka kir-
jaintunnuksella (A, B tai C). Kirjaintunnisteilla merkatut putket toimivat varastoputkina,
jolloin virustunnistuksia tehdessé ei koko ndytemadraa sulatettu. Lopuksi putkesta A
otettiin 100 pl puhtaaseen eppendorfputkeen RNA-eristysta varten. Kasitellyt ndytteet
sailytettiin -70 °C:ssa. (27)
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6.2 RNA-eristys

Tutkimusmenetelman periaate

Nukleiinihappojen puhdistukseen kdytetaan monia eri tapoja. Padasiana on saada puh-
das nukleiinihappo erilleen muusta materiaalista. RNA-eristys alkaa viruksen isan-
tasolun hajottamisella TRK-hajoituspuskurilla, jotta virus-RNA:ta pystytadn kasittele-
maan. RNA-eristyksessa saostetaan nukleiinihapot esimerkiksi etanolilla, jolloin sentri-
fugoitaessa naytteen epdpuhtaudet jaavat liuokseen ja saostetut nukleiinihapot voi-
daan liuottaa uuteen puskuriliuokseen. Eristettavaa RNA:ta on puhdistettava useaan
kertaan pesemalld, jotta ndytteessa olleet epapuhtaudet saadaan erilleen RNA:sta,
kuten proteiinit (28).

=
1 | | TRK-pesupuskurin
|
\e/ lisays
)4
l Sekoitus
Q
&
Etanolin lisays 4
2 e ""
{ Naytteen siirto Pesu
4 keraysputkeen
®
&
3 Pesu x 3 5
Eluointi

Kuva 7. Kaavakuva RNA-eristyksestd, jossa on kaytetty silikaattipylvaita. (Kuva on
muokattu ldhteesta 34.)

Tassa tydssa tutkittavana materiaalina kaytettiin esikasiteltyja potilasnaytteita. Kaytetty
naytetilavuus oli 100 pl ja RNA-eristyksessa kaytettiin kaupallista kittid (E.Z.N.A.® Total
RNA Kit, Omega Bio- Tek, Doraville, GA, USA).
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Reagenssit
1. E.Z.N.A.® Total RNA Kit (Omega Bio-tek, Donraville, GA, USA)

Kitin sisalto:
e HiBind ™ RNA-eristyspylviita
e 2 ml:n kerdysputkia
e TRK-hajotuspuskuri
e RNA-pesupuskuri I
e RNA-pesupuskuri IT
e DEPC-H,O eli dietyylipyrokarbonaatilla RNaasi-vapaaksi kasitelty vesi,
kaytetaan negatiivisena kontrollina ja eluoinnissa

2. B-merkaptoetanoli
3. Etanoli 99,5 % (puhtausaste Aa)
4. DEPC- H,0 eli dietyylikarbonaatilla RNaasi- vapaaksi kasitelty vesi, LATU, tuo-

tenumero 778 (kaytetaan etanolin laimentamiseen).

Laitteet ja valineet

o Koeputkisekoittaja, Vortex Genie, Prolab, Oriola Oy
e Poytasentrifuugi, MIKRO 12.24, Hettich

TyOn suoritus

RNA-eristyksessa naytteiden lisdksi mukaan otettiin negatiivinen kontrolli (100 pl DEPC-
H,O:ta). Eppendorfputkiin lisattiin 350 pl TRK-hajotuspuskuria ja sekoitettiin koeput-
kisekoittajalla. Néyte pipetoitiin HiBind® RNA-pylvadseen ja sentrifugoitiin n. 15 s n.
12 000 rpm, jolloin ndyte-RNA kiinnittyi pylvaan kalvoon.

Pylvaat siirrettiin uusiin kerdysputkiin ja pipetoitiin 300 pl pesupuskuri I:ta. Pylvasta
sentrifugoitiin 15 s n. 12 000 rpm ja kaadettiin lapitullut neste jateastiaan. Pesu uusit-

tiin pipetoimalla 500 pl pesupuskuri I:té pylvaaseen ja sentifugoitiin 15 s 12 000 rpm.
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Kun lapitullut neste oli kaadettu pois, jatkettiin pesua pipetoimalla 500 ul pesupuskuri
II:ta pylvadseen ja sentrifugoitiin. Pesu uusittiin pipetoimalla 500 pl pesupuskuri II:ta
pylvadseen, joka sentrifugoitiin. Lapitullut neste kaadettiin kerdysputkesta jateastiaan.
Tyhjaa pylvasta sentrifugoitiin 1 min 12 000 prm, minka jdlkeen pylvas siirrettiin 1,5
ml:n eppendorfputken. Erotettu RNA eluoitiin pipetoimalla 50 ul DEPC-H,0:ta (E.Z.N.A
® Total RNA Kit) membraanin keskelle. Pylvasta sentrifugoitiin 1 min 12 000 rpm.
Eristetyt RNA:t sdilytettiin -70°C:ssa.

6.3 Reaaliaikainen RT-PCR

Reaaliaikaisessa RT-PCR-menetelmassa virus-RNA kopioidaan komplementaarikseksi
DNA:ksi kaanteiskopioijaentsyymin ja reverse-alukkeen avulla. Komplementaarisesta
DNA:sta monistetaan spesifisten forward- ja reverse-alukkeiden valinen jakso monin-
kertaiseksi ns. real-time RT-PCR -menetelmaan soveltuvalla laitteella, jossa DNA:n mo-

nistumista voidaan seurata reaaliaikaisesti.

Reaaliaikaisessa RT-PCR:ssa kaytettiin kahta menetelmaad. Yksijuosteiset RNA-virukset
tunnistettiin yhdenputken menetelmalla ja kaksijuosteiset RNA-virukset kahden putken
menetelmalla. Kahden putken menetelman erona yhden putken menetelmaan oli ge-
nomin denaturointi, jolloin viruksen genomi saatiin yksijuosteiseksi ja komplementaari-

sen DNA:n valmistus onnistui PTC-200-laitteella.

6.3.1 Astrovirusten reaaliaikainen RT-PCR

Tutkimusmenetelman periaate

Astrovirus-RNA:n kopiointiin kaytettiin yhden putken menetelmaa. Monistettava alue on
90 bp pitka ja sijaitsee astrovirus genomin 3’-paassa. Monistuvan DNA:n detektio pe-
rustuu kaksoisleimatun fluorogeenisen koettimen kdyttéon. Toinen leimoista (FAM)
toimii fluoresenssisignaalin reportterina eli valoa vapauttavana ryhmana ja toinen
(BHQ-1) sen vaimentajana. Kun uutta DNA-juostetta rakennetaan, vapautuu reportteri,
sen etdisyys vaimentajasta kasvaa, vaimentajan vaikutus lakkaa ja reportterin valoa
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voidaan mitata. Naytteen fluoresenssi lisdantyy PCR:ssa sykli sykliltd, ja sen intensi-

teetti mitataan reaaliaikaiseen PCR:aan soveltuvalla laitteella (Mx3005P, Stratagene)

Naytteet

Nayte-RNA:t saatiin RNA-eristyksestd, joka on suoritettu enteroviruslaboratorion ohjei-
den mukaisesti (RNA-eristys Omega-kitilld/ENVI-MO.20). Positiivisena kontrollina kay-
tettiin puhtaasta virusndytteesta eristettya astrovirus-RNA:ta. Real-time RT-PCR:n jal-

keen PCR-tuotteet havitetaan autoklavoimalla.

Reagenssit
1. Alukkeet (Cann et al. 2003)

Genoryhma II
Reverse-aluke:
AV1 5’ CCG AGT AGG ATC GAG GGT 3’

Forward-aluke:
AV2 5" GCT TCT GAT TAAATC AATTTT AA 3’
(R=G/A, W =A/T, Y =A/S)

Kantaliuokset sailytettiin alle -18 °C lampdétilassa PCR-reagenssilaboratoriossa.
Sigma-H,0:hon tehdyt 10 uM kayttélaimennokset sdilytettiin alle -18 °C [ampdti-

lassa PCR-reagenssilaboratoriossa.
2. Koetin

Genoryhma II

AVs 5"Fam — CTT TTC TGT CTC TGT TTA GAT TAT TTT AAT CAC C - BHQ- 1-
3

Kantaliuokset sadilytetdan alle -18 °C lampdtilassa PCR-reagenssilaboratoriossa. RT-
PCR:ssé kaytettdavé 10 pM:n kayttélaimennos tehtiin Sigma-H,0:hon. Kayttd-
laimennokset sdilytetaan valolta suojattuna alle -18 °C lampétilassa. Kayttélaimen-
noksia saa sulattaa ja jaadyttaa korkeintaan 10 kertaa.
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3. QIAGEN® QuantiTect™ Probe RT-PCR -kitti

Kitin sisalto:

2X QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix

3x1,7ml

HotStarTaq® DNA Polymerase

QuantiTect Probe RT-PCR Buffer

dNTP mix including dUTP

ROX (passiivinen referenssivari)

8 mM MgCl,

QuantiTect RT Mix

0,1 ml

Omniscript™ Reverse Transcriptase

Sensiscript® Reverse Transcriptase

RNaasi- vapaa vesi

2x2,0ml

25

Kittia sailytetaan valmistajan ohjeiden mukaisesti valolta suojattuna alle -18 °C

lampdtilassa.
4. Sigma-H,0

Laitteet ja valineet

e Koeputkisekoittaja, Vortex Genie, Prolab, Oriola Oy

e Poytasentrifugi, Biofuge pico, Haraeus

e Poytasentrifugi stripeille, Apollo instrumentation

e Sdadettavia ja ainoastaan real-time RT-PCR -tdihin tarkoitettuja mikropipetteja,

ThermoElectron Finnpipette

e Real-time PCR:aan soveltuvia liuskoja ja niiden kansia, Stratagene

e Real-time PCR-laite, Stratagene Mx3005P
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Tydtilat

RT-PCR-reaktioseos tehtiin PCR-reagenssilaboratorion laminaarikaapissa. RNA-ndyte

lisattiin reaktioseokseen PCR-ndytelaboratoriossa laminaarikaapissa.

TyOn suoritus

Naytteet siirrettin  pakastimesta (-70 ©°C) jadkaappiin (+8 ©°C). PCR-
reagenssilaboratorion laminaarikaapin ty6taso pyyhittiin ensin 0,4 % hypokloriittiliuok-

sella ja Desinfektol-P-liuoksella.
Reagenssien valmistaminen

Sigma-H,0 jaettiin kayttderiin 1,5 ml:n eppendorfputkiin seka valmistettiin alukkeiden

ja koettimien laimennoksen, 10 uM, Sigma-H,0:hon.

RT-PCR:n pipetointiohje

Reaktioseoksen ohje yhdelle reaktiolle:

2 x QuantiTect Master Mix 10 pl
10 pM forward-aluke (AV2) |2 pl
10 pM reverse-aluke (AV1) |2 pl
10 pM koetin (Avs) 0,4 pl
QuentiTect RT Mix 0,2 ul
RNaasi-vapaa H,O (QIAGEN) [0,4 pl

Jaassa olleet reagenssit otettiin sulamaan laminaarikaappiin telineeseen, mutta neste-

maisena olleet pidettiin kylmablokissa koko tyéskentelyn ajan.

Positiivikontrollin laimennossarjaa varten pipetoitiin RNase-vapaata vetta (Sigma) 45 pl

kolmeen eppendorfputkeen positiivisen kontrollin laimennossarjaa varten.

Reaktioseosta varten pipetoitiin tarvittavalle reaktiomaaralle reagenssit ja sekoitettiin

koeputkisekoittajalla. Valmista reaktioseosta pipetoitiin 15 pl PCR-liuskan kuoppaan,
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jota pidettiin kylmablokilla. Yhteen PCR-liuskan kuoppaan pipetoitiin negatiivista kont-
rollia (Sigma-H,0) 15 pl.

Naytteet sekoitettiin hyvin ja kutakin ndytettd pipetoitiin 5 pl PCR-liuskalle. Viimeiseksi
valmistettiin positiivinen kontrollilaimennossarja. Laimennossarjan 10 ja 107 laimen-
noksista pipetoitiin 5 pl PCR-liuskan kuoppiin. Liuskat suljettiin huolella ja sekoitettiin

vorteksoimalla. PCR-reaktiot sentrifugoitiin nopeasti putkien pohjalle.

Valmiit PCR-reaktiot vietiin PCR-laitteeseen. Laitteessa kaytettiin norovirus-ohjelmaa.

Alla olevassa taulukossa on PRC-reaktiosyklin [ampdtilat ja ajat.

Taulukko 1. PCR-reaktiosyklin lampétilat ja ajat

50 °C 25 min
95 °C 15 min

95 °C 155 50 sykslia
54 °C 45 s
72 °C 45 s

Ajo tallennettiin ja tarkasteltiin tuloksia. Jos positiivinen ja negatiivinen kontrolli taytti-
vat niille asetetut rajat, voitiin ty6 itse hyvaksya. Poikkeavat tulokset katsottiin mene-

telmdvastaavan kanssa. (29)

6.3.2 Sapoviruksen reaaliaikainen RT-PCR

Tybssa kaytettiin samaa kittia kuin astrovirus rRT-PCR:ssa ja sapovirukselle sopivia
alukkeita ja koettinta. PCR-ajossa kaytettiin samaa ohjelma kuin astroviruksen PCR-

ajossa
Alukkeet:
SLVCF (SaV-FO) |5- GAY CWG GCY CTCGCCACCT -3’
SLVCR (SaV-RE) |5- GCC CTC CAT YTC AAACACTA -3’
Koetin:
SLVCP (SaV-PR) |5 FAM — TGY ACC ACC TAT RAA CCA VG — BHQ1 3’
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Vaihtelevat koodit: R=AtaiG, W=AtaiT,Y=TtaiCjaV =Atai Ctai G.

Positiivisesta kontrollista tehtiin laimennossarja 10" — 107, ja kaikki laimennokset otet-

tiin mukaan tydhon.

6.3.3 Noroviruksen 1. genomiryhman reaaliaikainen RT-PCR

Tydssa kaytettiin samaa kittia kuin astrovirus rRT-PCR:ssa kdyttden norovirukselle (NoV
GI) sopivia alukkeita ja koetinta.

Alukkeet:
NoV-QNIF4 5" — CGC TGG ATG CGN TTC CAT -3’
NoV-QNIF3 5 —GTCCTT AGA CGC CAT CATCATTT =3’
Koetin:
JTMG1 5"FAM — TGT GGA CAG GAG ATC GCA ATC TC - BHQ-1 3’

Vaihtelevat koodit: N = G tai A tai T tai C.

Positiivisista kontrollin laimennoksista otettiin tydhén mukaan 10 ja 107,

6.3.4 Noroviruksen 2. genoryhman reaaliaikainen RT-PCR

Tybssa kaytettiin samaa kittia kuin astrovirus rRT-PCR:ssa kayttaen norovirukselle (NoV

GII) sopivia alukkeita ja koetinta.

Alukkeet:
NoV-QNIF2D 5" — ATG TTC AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA -3’
NoV-COG2R 5" —TCG ACG CCATCT TCATTCACA -3’

Koetin:
QNIFS 5" FAM — AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG — BHQ-1 3’

Vaihtelevat koodit: R = AtaiGjaW = Atai T.
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Positiivisista kontrollin laimennoksista otettiin tydhén mukaan 10 ja 107,

6.4 Rotavirusten reaaliaikainen RT-PCR

Tutkimusmenetelmdnd oli rotavirusgenomin detektio ndytteestd reaaliaikaisella RT-
PCR:lla. (30)

Tutkimusmenetelman periaate

Kahden putken menetelmalld rotavirus-RNA kopioidaan ensin komplementaariseksi
DNA:ksi kaanteiskopioija-entsyymin ja random-alukkeen avulla. Komplementaarisesta
DNA:sta monistetaan spesifisten forward- ja reverse-alukkeiden valinen jakso monin-
kertaiseksi reaaliaikaiselle RT-PCR-menetelmalla eli menetelmalld, jossa pystytdan seu-
raamaan reaaliaikaisesti DNA:n monistumista. Monistettava alue on noin 80 dp pitka ja
sijaitsee rotavirusgenomin VP2-geenin 3’-padssa. Monistuvan DNA:n detektio perustuu
kaksoisleimatun fluorogeenisen koettimen kayttédn. Toinen leimoista (FAM) toimii fluo-
resenssisignaalin reportterina eli valoa vapauttavana ryhmana ja toinen (MGB ja ei-
fluoresoiva NFQ) sen vaimentajana. Kun uutta DNA:ta rakennetaan, vapautuu reportte-
ria. Sen etdisyys vaimentajasta kasvaa, vaimentajan vaikutus lakkaa ja reportterin va-
loa voidaan mitata. Naytteen fluoresenssi lisaantyy PCR:ssa syklisyklilta, ja sen intensi-

teetti mitataan reaaliaikaiseen PCR:aan soveltuvalla laitteella.

Nayte
Naytteet ovat perdisin RNA-eristyksesta. Reaaliaikaisen RT-PCR:n jdlkeen PCR-tuotteet
havitettiin autoklavoimalla.
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Reagenssit
1. Alukkeet

Forward-alukkeet:
Vp2-F1 5- TCT GCA GAC AGT TGA ACC TAT TAA -3’
Vp2-F2 5- CAG ACACGG TTGAACCCATTAA -3
Vp2-F3 5- TCG GCT GAT ACA GTA GAA CTT ATA AAT G -3’
Vp2-F4 5- TGT CAG CTG ATA AG TAC AAC CTA TAA ATG -3’
Vp2-F5 5’- TCA GCT GAC ACA GTA GAA CCT ATA AAT G -3’

Reverse-alukkeet:
Vp2-R1 5- GTT GGC GTT TAC AGT TCG TTC AT -3’
Vp2-R2 5’- GTT GGC GTC TAC AAT TCG TTC AT -3’

Kantaliuokset sailytettiin alle -18 °C:ssa PCR-reagenssilaboratoriossa. Kantaliuoksista
tehtiin 25 pM kayttélaimennokset sigma-H,0:hon ja sdilytettiin alle -18 °C:ssa PCR-

reagenssilaboratoriossa.

2. Koetin
Vp2-P 5" FAM — ATG CGC ATR TTR TCA AAH GCA A — MGBNFQ 3’
Vaihtuvat koodit: H=TtaiCtaiAjaR=Atai G

Kantaliuokset sdilytetadn alle -18 °C:ssa PCR-reagenssilaboratoriossa. RT-PCR:ssa ko-
ettimien 5,3 pM kayttdlaimennos valmistettiin sigma-H,0:hon. Kayttélaimennoksia sai-

lytetdan valolta suojattuna alle -18 °C:ssa.

3. High-Capasity cDNA Reverse Transcription Kit with Rnase Inhibitor (Aplied Bio-
systems, Cat. No.: 4374967, 1000 reactions)
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Kitin sisalto:
10X RT-puskuri 2x1mi
10X RT Random aluke 2x1ml
25X dNTP Mix (100 mM) 1 ml
MultiScribe™ Reverse Transcritase |50 U/pl

4. Tagman® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Cat. No.: 4364340,
1000 reactions)

Tagman® Universal PCR Master Mix 5x5ml
5. Sigma-H,0, Sigma Water for Molecular Biology (Sigma)
Referenssimateriaalit, standardit ja kontrollit
Negatiivisena kontrollina kaytettiin vesikontrollia (Sigma-H,0). Positiivisena kontrollina
kaytettiin tunnettua vahvasti positiivista naytettd, josta tehtiin yhdella kerralla monta
RNA-eristysta. Positiiviset kontrolli-RNA sailytetdan alle -65 °C lampétilassa. Tunnetuis-
ta positiivisista kontrolli-RNA:sta kopiotiin joka tydsséa cDNA, joista tehtiin PCR-

vaiheessa yksi laimennos (1:10) kontrolliseurantaa varten.

Laitteet ja valineet

1. Koeputkisekoittaja

2. Poytasentrifugi

3. Poytasentrifugi stripeille

4. PTC-200-pelttier Thermal cycler

Esivalmistelut
Sigma-H,0 jaettiin kayttderiin ja valmistettiin alukkeiden (25 pM) ja koettimen (5,2
MM) kayttdlaimennokset. Kayttdlaimennokset tehtiin Sigma-H,0:hon.
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Pipetoitiin kutakin naytetta 10 ul eppendorfputkiin ja ndytteet denaturoitiin 5 min 97

°C:ssa, jonka jalkeen niitd pidettiin 5 min jailld. Naytteiden denaturointi tehtiin PTC-

200-laitteeseen ohjelmoidulla ohjelmalla.

Valmistettiin 2X RT master mix -seos. Jaassa olleiden reagenssien annettiin sulaa,

mutta nestemaisind olleet reagenssit pidettiin kylmablokissa tydskentelyn ajan.

Reaktioseoksen ohje yhdelle reaktiolle

10x RT-puskuri 2 ul

25x dNT Mix (100 mM) 0,8
10x RT Random aluke 2,0 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase |1,0 pl
RNase Inhibitor 1,0 pl

Reaktioseos valmistettiin eppendorfputkeen. Valmis seos sekoitettiin koeputkisekoitta-

jalla hyvin ja pipetoitiin 10 pl reaktioseosta kuhunkin eppendorfputkeen, denaturoidun

RNA:n joukkoon. Naytteet sentrifugoitiin nopeasti putken pohjalle. Valmiit putket ase-
tettiin PTC-200-laitteeseen ja kaynnistettiin ROTA-ohjelma.

Taulukko 2. PTC-200-laitteessa kaytetyn laitteen syklit ja ajat

Vaihe 1 2 3
Lampdtila (°C) 25 37 85
Aika 10 min 120 min |5 sek
Tilavuus 20 pl

Valmiit cDNA:t sailytettiin -70 °C:ssa RT-PCR:n tekoon saakka.
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Reaaliaikainen RT-PCR
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Valmistettiin PCR-reaktioseos seuraavista reagensseista. Reaktioseoksen ohje on yh-

delle reaktiolle:

Tagman Universal PCR Master Mix (2X) 12,5
Aluke Vp2-F1 (25 uM) 0,9 ul
Aluke Vp2-F2 (25 uM) 0,9 ul
Aluke Vp2-F3 (25 pM) 0,9 ul
Aluke Vp2-F4 (25 uM) 0,9 ul
Aluke Vp2-F5 (25 uM) 0,9 ul
Aluke Vp2-R1 (25 pM) 0,9 ul
Aluke Vp2-R2 (25 pM) 0,9 ul
Koetin Vp2-P (5,2 uM) 1,20 pl
yhteensa 20 pl

Reagenssit pidettiin kylmablokilla PCR-reaktioseoksen valmistuksen ajan. Kaikki rea-

genssit pipetoitiin eppendorfputkeen ja sekoitettiin hyvin koeputkisekoittajalla. Reak-

tioseosta pipetoitiin 20 pl kuhunkin PCR-stripin kuoppaan. Negatiivista kontrollia varten

pipetoitiin yhteen kuoppaan Sigma-H,O:ta 20 pl.

Kutakin cDNA:ta pipetoitiin 5 pl PCR-liuskan kuoppiin. Kontrolli RNA:sta valmistetusta

cDNA:sta tehtiin laimennokset (1:3 ja 1:30) ja pipetoitiin 5 pl kutakin laimennosta PCR-

stripin kuoppiin.

Stripit suljettiin ja vietiin PCR-laitteeseen. PCR-laitteeseen on valmiiksi ohjelmoitu Rota-

ohjelma, jolla ajo suoritettiin. Alla olevasta taulukosta 3 ndkee Rota-ohjelman kulun

PCR-laitteessa.
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Taulukko 3. Rotaviruksen RT-PCR-ajon syklit ja ajat

34

UNG incubati- | AmpliTaqg Gold Activati-
on on
CYCLE (45 cycles)
Vaihe HOLD HOLD Denature | Anneal/Extend
Lampétila | 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Aika 2 min 10 min 15 sec 1 min
Tilavuus |25 pl

Ajon jalkeen PCR-tuotteet havitettiin autoklavoimalla.

PCR-tuloksen tulkinta ja kirjaus

Tyd hyvaksyttiin, mikali negatiivinen kontrolli on negatiivinen ja positiivinen kontrolli-

laimennus 1:3 on positiivinen ja £ 10 % kontrolliseurannan keskiarvosta. Mikali tulos

oli negatiivinen, uusittiin RT-PCR. Jos ndytteen dRn-arvo kohosi yli treshold-arvon (eli

kynnysarvon, joka oli noin 10 % positiivisen kontrollin 1:3 dRn-arvosta), ndyte tulkittiin

positiiviseksi. Mikali naytteelle ei tullut Ct-arvoa, mutta positiivinen kontrolli oli positiivi-

nen, nayte tulkittiin negatiiviseksi. Mikali negatiivinen kontrolli oli positiivinen, kontami-

naatiosta tuli ilmoittaa valittdmasta menetelman yhdyshenkildlle. (31) Kuvassa 8 on

esimerkki RT-PCR-ajon kuvaajasta. Kuvaajassa nousevina kadyrind yksi ja kaksi ovat

positiivikontrollin laimennoksia ja kolmas kayra on l6ytynyt positiivinen nayte. Positiivi-

kontrollin Ct-arvot ovat 21 ja 27,5.

y =

M

.

etropolia



35

-1
10
laimen-
nos

-3
10
laimen-
nos

U343-
nayte

Kuva 8. Noroviruksen GII-tyypin RT-PCR-ajo, jossa mukana oli positiivikontrolli lai-

mennokset 10 ja 107,

7 Tulosten esitys ja pohdinta

Opinndytetytn yhteydessa suoritetussa tutkimuksessa selvitettiin varhaislapsuudessa

esiintyvia suolistoviruksien esiintyvyytta. Tutkimuksessa oli mukana yhteensa 103 lasta,

joilta saatiin yhteensa 388 nadytettd. Saaduista ndytteistd positiivisia oli yhteensa 43.

Tutkimuksessa mukana olleiden lasten iat vaihtelivat 4 kuukauden ja 7,5 vuoden valilla.

Taulukosta 4 ndkee, ettd infektiot keskittyivat alle kaksivuotiaisiin lapsiin. Rotaviruksen

aiheuttamat infektiot esiintyivat noin puolen vuoden ikaisilla lapsilla.

Taulukko 4. Tutkimuksessa havaittujen positiivisten naytteiden lukumaara seka sairas-

tuneiden lasten keski-ika

Astrovi- | Rotavi- | Norovi- | Norovi- | Sapovi-
rus rus rus GI | rus GII rus
Sairastuneiden keski-ika 1,95 0,51 1,99 1,92 1,78
Sairastuneiden lukumaara 388 nayt-
teesta 9 2 1 25 6
Infektioiden %-osuus 2,32 0,52 0,26 6,44 1,55
y
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Tutkimuksessa saadut tulokset nojautuvat vahvasti ennakkotietoihin. Rotaviruksen
maarasta huomaa viruksen aiheuttamien infektioiden harvinaisuuden. Vuonna 2009
rokotusohjelmaan otetun rotavirusrokotteen teho nakyy selkeadsti tuloksissa. Syyskuus-
sa ilmenneet rotavirusinfektiot ovat epanormaaleja taudin vuosisykliin verrattuna, silla
lokakuun aikoihin rotavirusinfektiot ovat harvinaisimmillaan. (Kuva 9.) Tassa tapauk-
sessa joko lapset ovat jaaneet ilman rokotusta jostakin syysta tai lapsi on saanut infek-
tion annetusta rokotteesta.
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Kuva 9. Virusten esiintyminen kuukausittain

Norovirus

Noroviruksen genotyypin II esiintyvyys oli yleisintd. Nov GII -viruksen aiheuttamia in-
fektioita esiintyi tammi-heinakuun vélisend aikana. Noroviruksen 2. genotyyppia esiintyi
yhteensa 25 lapsella. Tulosten perusteella huomataan, ettd viruksen maara naytteessa
seka sairastuneiden maara laskee infektiokauden loppua kohti. Kuvaajassa esitetyt Ct-
arvot kuvaavat RT-PCR:n sita syklid, jossa naytteen fluoresenssi ylittda asetetun kyn-
nysarvon. Mitd suurempi Ct-arvo oli, sité vahemman ndytteessa esiintyy virusta. Noro-
virusinfektiokauden huippu asettui huhtikuulle, jolloin sairastuneita oli yhteensa 10 ja
naiden nadytteiden viruspitoisuus oli suuria, Ct-arvojen keskiarvo oli 26,35. Touko- ja
kesakuussa saatujen naytteiden viruspitoisuudet olivat korkeampia kuin huhtikuussa,
mutta ndytteiden maara oli jo selkeasti pienempid. Touko-heinakuun ndytteiden virus-
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maadraan vaikuttaa mahdollisesti lomakausi, jolloin naytettd ei valttamattd ole otettu
heti oireiden alettua, vaan on voinut kulua aikaa, ennen kuin ndyte on saatu otettua.
(Kuva 10)

Tutkimuksessa havaittujen norovirusten
maara ulostenaytteissa eri kuukausina

H Ct-arvojen ka M Sairastuneiden lkm

42,7
34,05
28,1525
26,77 2635 2579 535
10
4 4
2 3 1 1

Tammikuu Helmikuu Maaliskuu Huhtikuu Toukokuu Kesakuu Heinakuu

Kuva 10.Norovirus GII:n Ct-arvojen suhde sairastuneiden lukumaaraan (katso liite 3.)

Norovirusinfektiota havaittiin eniten alle 2 vuotiailla lapsilla. Tutkituista ndytteista noro-
virus GlI-serotyyppia I6ytyi 10 alle vuoden ikdiselta lapselta ja yhdeksan 1-2-vuotialta.
Kahden ikavuoden jalkeen infektiot alkoivat selkedsti laskea. (Kuva 11.)

Positiiviset norovirus naytteet
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Kuva 11.Nov GII -infektioiden suhde lapsen ikaan
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Astrovirusta esiintyi yhdeksalla lapsella. Tutkituista naytteista 16ytyi yhteensa yhdeksan

positiivista. Vahvimmat positiiviset naytteet olivat tammi- ja marraskuussa. (Kuva 12.)

Vaikka saaduissa naytteissa ei lukumaarallisesti esiintynyt virusinfektioita merkittavia

maaria, RT-PCR:std saadut Ct-arvot kertovat infektiokauden olevan kevattalvella. Silla

mita pienempi Ct-arvo on, sita suurempi on naytteessa ollut virusmaara.

Tutkimuksessa havaittujen astrovirusten
maara ulostenaytteista kuukausittain

H Ct-arvojen ka  ® Sairastuneiden Ikm

32,87 32,12
28,65

Tamikuu Hemikuu Maaliskuu Huhtikuu Marraskuu

Kuva 12.Astroviruksen Ct-arvojen suhde sairastuneiden lukumaaraan. (Liite 3)

Ikdjakaumaa astroviruksen aiheuttamissa infektioissa ei pystytty osoittamaan. Kaikki

viruksen aiheuttamat infektiot ilmenivat alle viiden vuoden idssa. Taulukosta 5 nakee

astrovirusinfektioiden jakautuneen tasaisesti alle viisivuotiaille.
Taulukko 5. Astrovirusten esiintyminen ikaluokittain.

Ct-arvojen ka 32,26 25,50 28,46
Lukumaara 2 4 3
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Sapovirus
Sapovirusta esiintyi kuudella lapsella. Viruksen aiheuttamaa infektiota esiintyy kevat-

talvella. Sapovirusta tavataan nykyaan harvemmin, mika nahtiin myds tassa tutkimuk-
sessa. Sapoviruksen aiheuttamia infektioita oli 13,95 % kaikista positiivisista naytteista
ja 1,55 % kaikista naytteista. (Kuva 13.)

Tutkimuksessa havaittujen sapovirusten
maara ulostendytteissa kuukausittain

M ct-arvojen ka  ® infektioiden lkm

28,61 28,96

Helmikuu Maaliskuu

Kuva 13.Sapovirusten Ct-arvojen suhde sairastuneiden lukumaaraan.

Tulosten verrattavuus muihin tehtyihin tutkimuksiin on hyvin heikko, silla tassa tutki-
muksessa saatujen ndytteiden maara oli pieni. Nama tulokset antavat kuitenkin suun-
taa varhaislapsuudessa esiintyvista virusinfektioista seka niiden infektiokausista. Selvaa
epidemiaa ei havaittu tutkittavien ndytteiden perusteella.
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8 Yhteenveto

Tutkittuja naytteitd oli yhteensa 388 ja positiivisia naytteita oli 43. Virusten aiheuttamat
infektiot keskittyivat selkeasti kevaaseen. Noroviruksen GI- ja GII-tyyppia esiintyi sel-
keasti eniten, silld positiivisia nadytteitd oli 26. Norovirusinfektiot ajoittuivat tammi-
heinakuulle. Astrovirusta esiintyi yhdeksdssa naytteessa tammi-helmikuun aikana. Sa-
povirusta esiintyi kuudessa ndytteessa, ja nama infektiot olivat helmi-maaliskuussa.
Vahiten esiintyi rotavirusta, ainoastaan kahdessa ndytteessa, ja nama olivat syyskuus-
sa. Tutkimuksesta saatujen tulosten perusteella voidaan todeta kevaan olevan infektio-

aikaa suomalaisille.

Positiivisten naytteiden ldytamiseen saattoi vaikuttaa treshold-arvon asetukseen sovittu
saantd, jonka mukaan treshold asetettiin pisteeseen, joka oli positiivisen kontrolli-
laimennuksen 1:3 dRn-arvosta 10 %. Talla haluttiin varmistaa, etta kaikki positiiviset
naytteet olivat varmasti positiivisia. Samalla saattoivat jaada huomioimatta naytteet,

joissa virusmaara oli erittdin alhainen.

Tutkimuksessa saatujen tulosten perusteella ei pystyta yleistamaan varhaislapsuudessa
esiintyvien suolistovirusinfektioiden maaraa, koska tutkimuksessa mukana olleet lapset
oli rajattu geneettisen periman mukaan. Tassa tutkimuksessa ei kuitenkaan selvitetty,
onko lapsen sairastumisella suolistoviruksen aiheuttamaan infektioon ja ensimmaisen
tyypin diabeteksen geneettiselld riskilla mitaan yhteyttd. Tutkimuksen hydtyna oli suo-
listovirusten aiheuttamien infektioiden esiintymisen selvittdminen geneettisen riskin
omaavilla lapsilla. Jos tutkimusta olisi jatkanut useamman vuoden, olisi voinut 16ytya

enemman varmuutta infektioiden ja diabeteksen valisille yhteyksille.

y =
R —
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9 Liitteet

9.1 Positiiviset ndytteet taulukoituna

Naytteenot- Naytteenot-
topvm toika (y) AsV RoV | NoVI |[NoVII| SaV
25.1.2010 7,49 - - - + -
17.2.2010 2,62 - - - - +
23.2.2010 0,59 + - - - -
24.2.2010 0,91 - - - + -
24.2.2010 0,57 - - - + -
2.3.2010 2,65 - - - + +
2.3.2010 1,40 - - - + -
15.3.2010 0,76 - - - - +
22.3.2010 0,57 - - - + -
25.3.2010 1,56 - - - - +
5.4.2010 5,22 - - - + -
10.4.2010 3,15 - - - + -
16.4.2010 1,82 - - - +
19.4.2010 0,65 - - - + -
19.4.2010 0,37 + - - - -
27.4.2010 0,88 - - - + -
29.4.2010 1,09 - - - - -
16.5.2010 0,44 - - - + -
18.5.2010 0,94 - - - + -
7.6.2010 1,19 - - - + -
20.7.2010 1,31 - - - + -
8.9.2010 0,45 - + - - -
23.9.2010 0,56 - + - - -
30.11.2010 1,38 + - - - -
3.1.2011 1,94 + - - - -
19.1.2011 1,98 - - - + -
9.2.2011 0,58 - - - + -
12.2.2011 6,93 - - - + -
23.2.2011 1,71 + - - - -
6.3.2011 1,33 - - - - +
20.3.2011 0,98 - - - + -
22.3.2011 1,99 - - + - -
28.3.2011 2,17 + - - - -
7.4.2011 1,42 - - - ¥ -
7.4.2011 1,22 - - - + -
14.4.2011 3,84 + - - - -
15.4.2011 1,35 - - - + -
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16.4.2011 4,18 + - - - -
18.4.2011 1,35 + - - - -
26.4.2011 0,94 - - - + -
16.5.2011 1,93 - - - - -
30.5.2011 2,18 - - - + -
4.6.2011 1,14 - - - + -
9.2 Infektioiden lukumaara kuukausittain
norovirus | norovirus
astrovirus | rotavirus GI GII sapovirus
Tammikuu 1 0 0 2 0
Helmikuu 2 0 0 4 2
Maaliskuu 1 0 1 4 4
Huhtikuu 4 0 0 9 0
Toukokuu 0 0 0 3 0
Kesakuu 0 0 0 2 0
Heindakuu 0 0 0 1 0
Syyskuu 0 2 0 0 0
Lokakuu 1 0 0 0 0
yht 9 2 1 25 6
%-0suus 20,93 4,65 2,33 58,14 13,95
9.3 Norovirus GII:sen Ct-arvot ja infektioiden lukumaara
Tammikuu | Helmikuu | Maaliskuu | Huhtikuu | Toukokuu | Kesdakuu | Heindkuu
Ct-arvojen ka 34,05 26,77 | 28,1525 26,35 25,79 23,95 42,7
Sairastuneiden
Ikm 2 4 4 10 3 1 1
9.4 Astroviruksen Ct-arvot ja infektioiden lukumaara
Tamikuu |Hemikuu |Maaliskuu | Huhtikuu | Marraskuu
Ct-arvojen ka 13,80 28,65 32,87 32,12 19,45
Sairastuneiden Ikm 1 2 1 4 1
y
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9.5 Tutkimustyon menetelma kaavio
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rRT-PCR: HEV, HRV

____________ |
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