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Tyypin 1 diabetes on elinspesifinen autoimmuunitauti, jonka puhkeamiseen uskotaan
geneettisten tekijoiden ohella vaikuttavan myods ymparistétekijat. Enteroviruksia pi-
detaan talla hetkella yhtena paaymparistotekijana diabeteksen kehityksessa.

TyOssa maaritetiin tyypin 1 diabetekselle geneettisesti alttiiden tutkimushenkildiden
nenaerite- ja ulostenaytteissd mahdollisesti esiintyvia ihmisen enteroviruksia ja tyypi-
tetiin ne geneettisesti. Tyon tavoitteena oli selvittaa, kuinka yleisia enterovirusinfek-
tiot ovat tyypin 1 diabetekselle geneettisesti alttiilla lapsilla ja miten infektioita esiin-
tyy eri ikaluokissa. Tavoitteena on myds |6ytaa tutkimushenkildiden keskuudesta
mahdollisia infektioherkkia lapsia ja lapsia, joilla enterovirusinfektiot ovat pitkittynei-
ta.

Potilasnaytteista detektoitiin enteroviruksia kayttéden reaaliaikaista PCR-menetelmaa.
Naytteiden mahdollisesti sisadltamat infektiiviset enterovirukset eristettiin soluviljely-

menetelmalla. Tyossa kaytetty enterovirusten molekulaarinen tyypitys perustuu RT-
PCR:&an ja VP1-kapsidiproteiinia koodaavan genomialueen sekvensointiin.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd suurin osa enterovirusinfektioista sairastettiin alle 18
kuukauden iassa. Enteroviruksia esiintyi suolistossa eniten loppukesasta, kun taas
hengitysteissa niiden (rino/enterovirusten) havaittiin aiheuttavan infektioita eniten
loppukevaalla ja alkusyksysta. TutkimushenkilGista I6ydettiin yksi lapsi, jonka epailtiin
sairastaneen pitkittynyt EV68-infektio. Ty6ta suoritettaessa herasi myos epdilys siita,
etta hengitystievirukseksi leimattu EV68 voisi lisdantya myos suolistossa. Tydssa on-
nistuttiin tyypittamaan CVA2-, CVA5-, EV68- ja HRV49-viruksia. Tyon tulokset ovat
apuna suuremman tutkimuksen toteutuksessa, jossa pyritadn kartoittamaan virusin-
fektiot, jotka tutkimuslapset sairastavat ennen tyypin 1 diabetekseen sairastumis-
taan.

Avainsanat enterovirus, rinovirus, diabetes, PCR, VP1-kapsidiproteiini,
tyypitys
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Type 1 diabetes is an organ-specific autoimmune disease that may be triggered by
genetical and environmental factors. Enteroviruses are considered as one of the
main candidates for an environmental trigger of type 1 diabetes.

In this thesis project the enteroviruses of the nasal swab and fecal samples collected
from people having an increased genetic risk for type 1 diabetes were determined
and genetically typed. The aim of this study was to investigate how common entero-
virus infections are and how their straddle different ages groups. Another aim was to
find among the study subjects potential children with higher susceptibility to entero-
virus infections and children with prolonged enterovirus infections.

Enteroviruses were detected from patient samples using real-time PCR assay. Infec-
tious enteroviruses were isolated in cell cultures. Molecular typing used in the study
is based on RT-PCR and amino acid sequencing of the VP1 capsid protein.

The project found that the most of the enterovirus infections were suffered under
the age of 18 months. Intestinal enterovirus infections occurred mainly at the end of
summer. Rino/enteroviruses cause respiratory infections mainly at the end of spring
and early fall. One of the subjects was suspected to have prolonged EV68-infection.
Consequently, a suspicion arose that EV68, which is usually considered as a respira-
tory virus, could also replicate itself in the intestine. The results of this study are part
of a larger research which aim is to detect virus infections that the study subjects
have suffered before type 1 diabetes is potentially triggered.
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Lyhenteet

ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) = Virusten taksonomian kansain-
valinen komitea

HEV = ihmisen enterovirus

HRV = ihmisen rinovirus

PV = poliovirus

CV = coxsackievirus (CVA = coxsackievirus A, CVB = coxsackievirus B)

EV = enterovirus

E = echovirus

VP1-VP4 = viruksen kapsidiproteiinit 1-4

VPg = genomiin Kiinnittynyt virusproteiini

UTR (untranslated region) = ei-koodaava alue

IRES (internal ribosome entry site) = ribosomien kiinnittymiskohta

ICAM-1 (intracellular adhesion molecule) = solun siséainen adheesiomolekyyli 1
LDL-R (low-denisity lipoprotein reseptor) = alhaisen tiheyden lipoproteiinireseptori
PVR = poliovirusreseptori

CAR = coxsackievirus-adenovirusreseptori

DAF (decay-accelerating factor) = hajottamista kiihdyttava tekija

VLA-2 (very late antigen) = my6hainen antigeeni 2

PCR (polymerase chain reaction) = polymeraasiketjureaktio

TYKS = Turun yliopistollinen keskussairaala

UV-valo = ultraviolettivalo

CPE (cytopathic effect) = sytopaattinen vaikutus

cDNA = komplementaarinen DNA

RT = kaanteiskopioijaentsyymi

T1D = tyypin 1 diabetes

ICA = saarekesoluvasta-aineet

IAA = insuliiniautovasta-aineet

GADA = glutamiinihappodekarboksylaasivasta-aineet

GAD = glutamiinihappodekarboksylaasi



THL = Terveyden ja hyvinvoinnin laitos

EV rRT-PCR = enterovirusten reaaliaikainen RT-PCR

HRV rRT-PCR = rinovirusten reaaliaikainen RT-PCR

MgCl, = magnesiumkloridi

PBS-liuos = kalsium- ja magnesiumsuoloja sisaltava fosfaattipuskuroitu suolaliuos
LATU = THL:n laboratoriotukiyksikkd

PeStG = penisilliinin, streptomysiinin ja gentamysiinin seos

rpm (revolutions per minute) = kierrosta minuutissa

Ct-arvo = (Cycle threshold) sykliluku, jolla PCR-positiivinen nayte on ylittanyt asetetun
kynnysarvon

bp (base pair) = eméaspari

I = inosiini



1 Johdanto

Ty0 suoritettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella dosentti Merja Roivaisen johtamassa
Suolistovirusyksiléssa vuonna 2010. Merja Roivainen on virustutkimuksesta vastaava hen-
kild INDIS-tutkimuksessa, jonka nayteaineistosta insin6orityd tehtiin. INDIS-tutkimuksessa
pyritaan selvittamaan erilaisten tulehdustautien mahdollista vaikutusta nuoruusian diabe-

teksen kehittymiseen. Tutkimuksen tavoitteena on |6ytad uusia keinoja diabeteksen ehkai-

semiseen.

Tyypin 1 diabetes on yleistynyt viime vuosikymmenien aikana voimakkaasti, minka vuoksi
ymparistotekijoiden uskotaan geneettisten tekijoiden ohella vaikuttavan taudin kehittymi-
seen. Monet viimeaikaiset tutkimukset ovat antaneet viitteita siitd, etta lapsuuden entero-

virusinfektiot lisdavat riskia sairastua diabetekseen.

Téassa insindoritydssa tarkasteltiin geneettisesti tyypin 1 diabetekselle alttiiden tutkimuslas-
ten sairastamia enterovirusinfektioita. Insindérityén tarkoituksena oli selvittda, kuinka ylei-
sia enterovirusinfektiot ovat eri ikdluokissa ja mihin vuodenaikoihin infektiot mahdollisesti
rajoittuvat. Lisdksi tutkimushenkildiden joukosta etsittiin enterovirusinfektioille herkkia lap-
sia ja lapsia, jotka toipuvat enterovirusinfektioista tavallista hitaammin. INDIS-tutkimusta
varten tydssa pyrittiin myos tyypittdmaan geneettisesti kaikki tutkimuslasten naytteissa

esiintyneet infektiiviset enterovirusisolaatit.
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KIRJALLISUUSOSA

2 Picornaviridae-heimo

Pikornavirukset ovat nopeasti lisdantyvia ja niilla on suuri muuntelevuus. Yhden noin 6-10
tuntia kestavan lisaantymiskierron aikana virus pystyy tuottamaan jopa 10 000-100 000
uutta virusta. Koska viruksen RNA-polymeraasientsyymi tekee runsaasti virheita, voi jokai-
sen uuden tytarviruksen genomi poiketa toisistaan ainakin yhden eméaksen verran. Muun-
telu auttaa virusta sopeutumaan uusiin kasvuymparistoihin ja mahdollistaa sen eri lajien
laajan serotyyppikirjon. Serotyypeilla tarkoitetaan viruslajin eri kantoja, joissa jaottelu on

tehty viruksen pinnan antigeenien perusteella. [1; 2]

2.1 Luokittelu

Picornaviridae-heimoon kuuluu 12 virussukua ja niiden alaisia serotyyppeja tunnetaan yli
250. Picornaviridae-heimoon kuuluvia sukuja ovat Enterovirus, Kardiovirus, Aftovirus, He-
patovirus, Parechovirus, Erbovirus, Kobuvirus, Teschovirus, Sapelovirus, Senecavirus,
Tremovirus ja Avihepatovirus. Vanhassa luokittelussa tunnettiin myds Rinovirus-suku, joka
kuuluu nykyaan Enteroviruksiin niiden geneettisten samankaltaisuuksien vuoksi. Vanhassa
luokittelussa ei my6skaan tunnettu Sapelovirus, Senecavirus, Tremovirus ja Avihepatovirus
-sukuja, mutta International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) tunnusti uudet
virusryhmat virallisesti elokuussa 2009. Lahitulevaisuudessa Picornaviridae-heimoon on
ehdotettu lisattavaksi kaksi uutta virussukua ”Seal picornavirus 1" ja "Human cosavirus”.

[1; 3]
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3 Enterovirus-suku

3.1 Luokittelu

Uusimman luokittelun mukaan Enterovirus-sukuun kuuluu 10 lajia, joiden alaisia serotyyp-
peja tunnetaan yli 200 erilaista (lite 1). Enteroviruksia ovat nelja ihmisen enteroviruslajia
(HEV) A-D, kolme ihmisen rinoviruslajia (HRV) A-C, apinan enterovirus A, naudan entero-
virus ja sian enterovirus B. Ennen Enterovirus-suvussa tunnettiin myos lajit poliovirus (PV)
ja sian enterovirus A, mutta uudessa luokittelussa poliovirukset on siirretty kuuluvaksi
HEV-C-lajiin ja sian enterovirus A (nykyaan sian sapelovirus) sapeloviruksiin, silla niiden
geneettiset ominaisuudet ovat lahempéana naiden edustajia. HEV-C on enterovirusten

tyyppilaji eli se edustaa Enterovirus-sukua taksonomiassa. [3]

3.2 Rakenne

Enterovirukset ovat pienid vaipattomia viruksia, joiden halkaisija on noin 30 nm. Niiden
genomi koostuu lineaarisesta noin 7000-7500 emaksen mittaisesta yksijuosteisesta (single
stranded RNA, ssRNA) RNA-molekyylista, jolla on positiivinen polariteetti. Genomia ympa-
roi kuori, joka koostuu 60 samanlaisesta rakenneyksikdsta ja joka noudattaa ikosahedraa-
lista symmetriaa. Kukin kuoren rakenneyksikk® koostuu neljasta erilaisesta rakenneprote-
iinista: VP1:sta, VP2:sta, VP3:sta ja VP4:sta. Kuoren ulkopinnan muodostavat VP1-, VP2-

ja VP3-proteiinit, kun taas VP4 sijaitsee kuoren sisapinnalla. [1]

Pinnan muodostavat VP1-, VP2- ja VP3-proteiinit liittyvat kuorirakenteessa yhteen muo-
dostaen polymeerin. Viisi tallaista polymeeria muodostavat yhdessa tahdenmallisen raken-
teen, jota ymparoi syva painauma eli kanjoni, joka on muodostunut VP1-, VP2- ja VP3-
proteiinien vdlille. Useat isdntasolun pinnalla sijaitsevat enterovirusreseptorit, joiden avulla
virus infektoi solun, sitoutuvat viruksessa kanjonin alueelle. Kanjonin pohjalla on ns. hyd-

rofobinen tasku eli aukko, joka sisdltaa rasvahapon. Rasvahapon lopullinen merkitys infek-
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tiossa ei ole vield selvinnyt, mutta sen uskotaan vaikuttavan viruksen stabiilisuuteen. Ente-

roviruspartikkelin kuorirakenne on esitetty kuviossa 1. [1; 4, s. 451]

Easvahapon
sisdltima aukko

Kuvio 1. Enteroviruspartikkelin kuorirakenne. [Muokattu lahteesté 2.]

3.3 Genomi

Enterovirusten genomissa on kaikille pikornaviruksille ominainen virioniproteiini (VPg), joka
on kovalenttisesti sitoutunut virusgenomin 5’-paahan. Enteroviruksilla tata proteiinia koo-
daa yksi virusgeeni. VPg-proteiinin jalkeen genomin 5’-paassa on pitkd (620-1200 nukleo-
tidia) ei-koodaava alue, joka sisaltaa replikaation ja translaation sdatelyn kannalta tarkeita
sekvensseja. Tama ei-koodaava alue (untranslated region, UTR) sisaltda myos IRES-
kohdan (internal ribosome entry site), joka toimii translaatiossa ribosomien sitoutumiskoh-
tana. Genomin proteiineja koodaava alue koodaa polyproteiinia, joka pilkotaan entsyymeil-
l& pienemmiksi proteiineiksi translaatiossa. P1-alue koodaa viruksen kapsidiproteiineja, kun
taas P2- ja P3-alueet koodaavat proteiineja, jotka osallistuvat replikaatioon ja proteiinin
muokkaamiseen. Genomin 3'-paassa sijaitsee lyhyt (45-130 nukleotidia) ei-koodaava alue,
joka tarjoaa RNA-polymeraasille (3D) sitoutumiskohdan replikaation alussa. Taman jalkeen
genomissa sijaitsee replikaation kaynnistymiseen osallistuva 35-100 nukleotidin pituinen
poly-A-héntd, joka on viruksen infektiivisyyden kannalta oleellinen. Genomin rakenne on

esitetty kuviossa 2. [1]
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Kapsidiprotetinit Ei-rakenteelliset proteiinit
[ I |
P1 P2 P3
[ I |
Polyproteiini
[ {} |
Translaatio
: L ]
5' UTR 3 UTR
VPg —VP4|VP2|VP3| VPI [24] 2B 2C 3A|3B| 3C iD — poly(A)

Kuvio 2. Enteroviruksen genominen rakenne ja sen koodaamat proteiinit. [Muokattu lahteestd 1,
kuva 24.2.]

3.4 Lisdantymiskierto

Enterovirusten replikoituminen tapahtuu isantéasolun solulimassa (kuvio 3). Replikaation
alussa enterovirus Kiinnittyy solukalvon reseptoriin. Infektiota valittavina enterovirusresep-
toreina toimivat useat erityyppiset solukalvon molekyylit, jotka on lueteltu taulukossa 1.
Kiinnittyminen saa viruksen kapsidissa aikaan rakennemuutoksia, kuten VP4-proteiinin
poistumisen spesifisesti viruspartikkelista. Naiden muutosten avulla viruksen sisaltdma RNA
saadaan vapautettua isantasolun solulimaan. Jotkin enterovirukset, kuten rinovirukset,
kulkeutuvat solun sisdan myos reseptorivalitteisella endosytoosilla, jossa reseptoriin tarttu-
nut virus kuljetetaan solun siséan solukalvosta kuroutuvan rakkulan eli endosomin sisalla.
Téllaisessa tapauksessa RNA:n vapautuminen tapahtuu endosomin happamoitumisen avul-

la.

Valittémasti positiivijuosteisen RNA-molekyylin paastya sytoplasmaan alkaa translaatio,
jossa valmistetaan replikaation kannalta valttamattémia virusproteiineja sisaltava polypro-
teiini. Virusproteiinit tuotetaan polyproteiinista hajottavien entsyymien avulla. Tapahtu-

pro :

maan osallistuu padasiallisesti kaksi viruksen omaa proteaasia, joista toinen on 2AP° ja
toinen joko 3C" tai 3CDP™. Enterovirusten 2A-proteaasi saa lisaksi isantasolun oman pro-
teiinisynteesin pysahtymaan. Soluliman replikaatiokompleksissa, joka muistuttaa rakenteel-
taan vesikkeleja, tapahtuvassa genomin replikaatiossa positiivisaikeisesta RNA:sta kopioi-
daan RNA-polymeraasin (3D) avulla komplementaarisia negatiivisaikeita, joista kopioidaan

uusia positiivijuosteisia virusgenomin kopioita samaisen RNA-polymeraasin avulla. Osa
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naista toimii RNA:na uusien virusproteiinien tuotannossa osan pakkautuessa uusiin tytarvi-
ruksiin, joita alkaa muodostua kapsidiproteiineja ollessa tarvittava maara. Uusien kapsidien
ja RNA-molekyylien valmistuttua ne yhdistetdaan uusiksi virioneiksi morfogeneesissa, jolloin
muodostuu uusia infektiivisia viruksia odottamaan vapautumista solun hajotessa. Kuviossa

3 on esitetty syklin tapahtumien kulku. [1; 5, s. 514]

Kliinnittyminen

ENAvapantm |
-
l Translaatm

Tu.ma

( ) RN synteesi

A synteesi

Vapauntuminen
solusta

Kuvio 3. Enteroviruksen lisdédntymiskierto. [Muokattu ldhteestd 1, kuva 24.4.]

Yhteen replikaatiosykliin on arvioitu kuluvan 5-10 tuntia riippuen viruslajista ja ymparist6-

tekijoista, kuten lampétilasta ja pH:sta. [1]



15

Taulukko 1. Tunnetut enterovirusreseptorit. [3; 6; 7]

Virus Reseptori

HRV:n major ryhma (90 serotyyppid) ICAM-1

HRV:n minor ryhma (10 serotyyppid) LDL-R

PV (3 serotyyppid) PVR

CVB (6 serotyyppid) CAR, DAF

CVA21 ICAM-1

CVA9 a,Bs integriini

E (yli 10 serotyyppid) ja EV68 DAF

E-1 VLA-2 (a,B, integriini)

Lyhenteet: ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) = solun sisdinen adheesiomole-
kyyli 1, LDL-R (low-denisity lipoprotein reseptor) = alhaisen tiheyden lipoproteiiniresep-
tori, PVR = poliovirus reseptori, CAR = coxsackievirus-adenovirus reseptori, DAF (decay-
accelerating factor) = hajottamista kiihdyttava tekija, VLA (very late antigen) = myo6hai-
nen antigeeni

3.5 Happostabiilisuus

Enterovirukset ovat vakaita happamissa olosuhteissa, jolloin ne sailyttavat infektiivisyyten-
sa ymparistdssa, jonka pH on alle 3,0. Poikkeuksena tasta ovat rinovirukset, jotka eivat
sieda niin korkeaa happopitoisuutta ja menettavatkin stabiilisuutensa pH:n laskiessa alle
6,0. Enterovirusten happamuuden sitokyky vaikuttaa niiden lisdantymispaikkaan. Happola-
biilisuutensa vuoksi rinovirukset lisdantyvat hengitysteissa, kun taas muut enterovirukset
voivat kulkea happaman mahalaukun lapi ja lisdéantya suolistossa. Sitd, miksi rinovirusten

ja enterovirusten happamuuden sitokyvyt eroavat toisistaan, ei viela toistaiseksi tiedeta.

[1]

3.6 Ihmisen enterovirukset

3.6.1 Luokittelu

Ihmisen enteroviruksiin (enteroviruslajit HEV A-D) kuuluvia viruksia on yli 100 erilaista

serotyyppia, ja ne jaotellaan perinteisesti polioviruksiin, coxsackieviruksiin, echoviruksiin ja
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uudempiin enteroviruksen serotyyppeihin. Ihmispatogeenien lisdksi mukana on kuusi HEV-
A- ja HEV-B-lajeihin kuuluvaa serotyyppia, jotka eivat pysty infektoimaan ihmista vaan

joiden isdnta on apina. [6]

Enterovirusten lajiluokittelussa on kdytetty seuraavia sdantoja: niilld on keskenaan yli 70
% samankaltaisuus P1-alueen eli viruksen kapsidiproteiineja koodaavan alueen aminoha-
poissa, yli 70 % samankaltaisuus polyproteiinin rakennetta pilkkovien proteiinien 2C ja

3CD aminohapoissa, niilla on keskenaan rajallinen maara virusreseptoreita ja luonnollisia
isantia, niiden glutamiini-sytosiiniemasparien osuus genomissa vaihtelee korkeintaan 2,5

% ja niiden replikaatioon liittyvat prosessit ovat keskenaan yhtenevia. [6]

3.6.2 Epidemiologia

Useimmat enterovirusinfektiot ovat oireettomia eivatka aiheuta merkittavia sairauksia,
mutta toisaalta ne voivat aiheuttaa vakaviakin sairauksia pienilla lapsilla ja henkil6illa, joilla
on puutteellinen immuunipuolustus. Enterovirukset on yhdistetty useisiin akuutteihin ja
kroonisiin sairauksiin. Enterovirukset ovat yleisimpia aseptisen aivokalvontulehduksen ai-
heuttajia, joka on keskushermoston yleisin infektio. Niiden tiedetaén liittyvan myds moniin

muihin tauteihin, joista on kerrottu luvussa 5. [6]

Infektioiden vakavuudella on havaittu olevan yhteys ikaan, jossa infektio sairastetaan.
Esimerkiksi lapsilla runsaasti esiintyvat coxsackie B-virusinfektiot ovat lapsilla tyypillisesti
vahaoireisia, kun taas aikuisella ne johtavat vakavampiin tauteihin. Infektiot ovat puoles-
taan yleisempid miehilla kuin naisilla. Lisaksi miehilla on suurempi taipumus sairastua va-
kaviin enteroviruksen aiheuttamiin sairauksiin, kuten keskushermoston sairauksiin ja sy-

danlihastulehduksiin. Syita tahan ei ole I6ydetty. [8; 9]

Enterovirusta voi erittya ulosteeseen joidenkin tietojen mukaan kuusi viikkoa varsinaisen
infektion alkamisesta, mutta todellisuudessa sitd voi erittyd ulosteeseen vielakin pidempia
aikoja. Viruserityksen maaraa ja kestoa voi vahentad immuniteetti, jonka potilas on saanut

saadessaan poliorokotteen tai sairastettuaan aiemmin poliovirusinfektion tai jonkin muun
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enterovirusinfektion. Sylkeen virusta erittyy huomattavasti lyhyemman aikaa kuin ulostee-

seen, minka vuoksi viruksen detektio suoritetaankin yleensa ulostendytteesta. [6]

3.7 Ihmisen rinovirukset

3.7.1 Luokittelu

Ihmisen rinovirukset (HRV) on tottumuksesta jaettu "major”- ja "minor”-ryhmiin reseptori-
tyypin mukaan. Major-ryhman rinovirukset kayttavat soluja infektoidessaan solunsisaista
adheesiomolekyyli 1:t4 (ICAM-1), kun taas minor-ryhman rinovirukset kayttavat virus-
reseptorinaan jotain LDL (low-density lipoprotein) -reseptoriperheen jasenista. Geneettisen
rakenteen perusteella rinovirukset jaetaan A-, B- ja C-ryhmiin. On myds ehdotettu, etta
eradt rinovirustyypit luokiteltaisiin erilliseen D-ryhmaan, jota ICTV ei toistaiseksi ole tun-

nustanut olevan olemassa. [18; 19; 20]

Ihmisen enterovirusten kanssa geneettisesti hyvin samankaltaiset rinovirukset tunnettiin
aiemmin omana sukunaan, mutta nykyadn niiden katsotaan kuuluvan enterovirussukuun.
Ihmisen rinoviruksia (HRV) luultiin pitkaan olevan 101 serotyyppid, silla ennen polyme-
raasiketjureaktio (polymerase chain reaction, PCR) -menetelmien kehittamista ensisijaise-
na diagnostisena menetelmana kaytettiin virusviljelya. Virusviljelyn avulla onnistuttiin 16y-
tamaan vain HRV-A-ryhman virukset ja osa HRV-B-ryhman viruksista. Nykyaikaiset mole-
kyylitason tyypitystekniikat mahdollistivat HRV-C-ryhman virusten l6ytadmisen, jotka eivat
kasva soluviljelmissa, ja paljastivat HRV-genotyyppeja olevan kaikkiaan yli 150 erilaista.
Ihmisen rinovirusten ja ihmisen enterovirusten valisid suhteita ja niiden geneettisia omi-
naisuuksia on tutkittu runsaasti viime vuosina, silla uudet geneettiset tyypitysmenetelmat

ovat tehneet sen mahdolliseksi. [21; 22; 23]

3.7.2 Epidemiologia

Rinovirus on yleisin flunssan aiheuttaja, mutta aiheuttaa myds vaikeampia tauteja. Aikuisil-

la rinovirusinfektiot eivat aina ole oireellisia, kun taas pikkulapsilla infektio on usein oireel-
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linen. Pienet lapset erittavat virusta paljon ja taten myos levittavat sitéa tehokkaasti. Tama
lienee syy siihen, miksi rinovirus on yleisin lasten ylempien ja alempien hengitystieinfekti-
oiden aiheuttaja ja puolet aikuisten kaikista flunssasairauksista ovat puolestaan rinoviruk-

sen aiheuttamia. [18; 22; 24]

Enteroviruksista poiketen rinoviruksia ei yleensa esiinny ulosteessa. Rinovirusta erittyy
nenaeritteeseen jopa kolmen viikon ajan infektion saamisesta, ja sitd on taten havaittavis-

sa viikkojen kuluttua infektion jalkeenkin. [16]

3.8 Patogeneesi

Infektoidakseen kohdesolun enterovirusten ja rinovirusten tulee tarttua solun pinnalla si-
jaitseviin spesifisiin reseptoreihin. Infektoimiseen tarvitaan virusreseptorien lisdksi myds
useita avustavia molekyyleja. Se, millaista reseptoria virus infektoidessaan kayttaa, maa-
rad pitkalti sen, missa kudoksessa viruksen replikaatio tapahtuu, mihin infektio elimistossa
levidaa ja minkalaisen taudinkuvan se aiheuttaa. Viruksen replikaatiopaikkaan vaikuttavat

my6s kohdesolun sisdiset ja ulkoiset tekijat. [7; 25; 26]

Enterovirukset lisddntyvat ensinna limakalvojen epiteelisoluissa (etenkin nielurisoissa ja
ohutsuolen Peyerin levyissa, joissa on runsaasti lymfosyytteja sisaltavia imukerasia). Repli-
koituessaan kohdunkaulassa ja suoliliepeen imusolmukkeissa enterovirus voi aiheuttaa
systemaattisen infektion ja lievan viremian eli virusten esiintymisen veressa. Rinovirukset
aiheuttavat harvoin viremiaa. Retikuloendoteliaaliset (RES) kudokset, kuten imusolmuk-
keet, luuydin, maksa ja perna infektoituvat myds, ja virus replikoituu lisdd. Taman jalkeen
virus levittyy sekundaarisiin kohde-elimiin kuten keskushermostoon, sydanlihakseen ja
haimaan aiheuttaen virusinfektiolle tyypillisia oireita niissa replikoituessaan. Vaikka entero-
virus voi lisadntya monissa eri elimissa, on syyta muistaa, ettd enterovirusten padasiallinen

lisaantymispaikka on kuitenkin suolisto. [6; 27]

Enterovirusinfektio kaynnistaa elimistdssa humoraalisen immuunivasteen. B-solut kdynnis-

tavat vasta-ainetuotannon, jossa ne muodostavat reseptoriensa kaltaisia vasta-aineita.
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Muodostuvia vasta-aineita ovat IgM, IgG ja IgA, joista IgM muodostuu ensimmaisena. 1gG

ja IgA antavat pitkdaikaisen suojan infektion aiheuttanutta enterovirusta vastaan. [6; 28]

3.9 Inaktivointi

Enterovirukset sailyttavat infektiivisyytensa suhteellisen hyvin, vaikka niita kasiteltaisiin
tavallisilla laboratorion desinfiointiaineilla kuten 70-prosenttiselle etanolilla, isopropanolilla
ja kvaternaarisilla ammoniumyhdisteilla. Se ei ole mydskaan kovin herkka rasvaliukoisille
liuottimille, kuten eetterille ja kloroformille, eikd monille puhdistusaineille. Enteroviruksia
voidaan inaktivoida formaldehydilla, glutaraldehydilld, vahvoilla hapoilla, natriumhypoklorii-
tilla ja vapailla klooriyhdisteilla. Naiden yhdisteiden aiheuttaman inaktivaation taso riippuu
liuoksen konsentraatiosta, pH:sta, vaikutusajasta ja ulkopuolisista orgaanisista materiaa-
leista. Useimpien enteroviruksia inaktivoivien reagenssien vaikutus perustuu viruksen aktii-
viseen kemialliseen muokkaamiseen. Samoin kuin muutkin enterovirukset, myos rinoviruk-
set ovat resistentteja rasvaliukoisille liuottimille, kuten etanolille, eetterille, kloroformille ja
fluorihiilipolymeereille. Ne sietdvat myos ionittomia detergentteja eli aineita, jotka alenta-

vat pintajannitysta. [6; 20]

Enterovirukset ovat suhteellisen termostabiileja. Valtaosa enteroviruksista on inaktivoita-
vissa 42 °C:ssa, mutta rinovirukset inaktivoituvat tavallisesti jo matalammassa lampdétilas-
sa. Rinovirukset sailyvat suhteellisen stabiileina 24—37 °C:ssa, mutta jotkin rinovirustyypit,
kuten 12, 15, 18 ja 19, voivat sailyttaad aktiivisuutensa lyhyen aikaa jopa 50 °C:n lampdti-
lassa. Rinovirus sailyttaa infektiivisyytensa —70 °C:ssa jopa vuosien ajan. Enterovirusten
inaktivointi voidaan suorittaa etenkin pinnoilta myds ultraviolettivalon (UV-valo) avulla. [6;

20]
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4 Diagnostiikka

4.1 Virusten viljely

4.1.1 Solulinjat

Kaikkia tunnettuja enteroviruksia voidaan kasvattaa joko soluviljelmissa tai hiirenpoikasis-
sa. Suurin osa enterovirusten eri serotyypeista voi kasvaa yhdessa tai useammassa ihmi-
sen tai kadellisten jatkuvissa solulinjoissa. Kuitenkaan ei ole olemassa yhta solulinjaa, jos-
sa kaikki viljelykelpoiset enterovirukset kasvasivat. Ihmisen enteroviruksille (HEV A-D)
luonnollinen isdnta on ihminen, mutta myods eraat apinalajit. Enterovirusten on havaittu

aiheuttavan laboratoriokokeissa infektioita myds imevaisikaisilla hiirilla. [6]

Solujen infektoituminen vaatii viruksen tarttumisen solun pinnan virusreseptoreihin. Viruk-
sen kayttama virusreseptori maarad sen, missa kudoksessa virus voi kasvaa. Enteroviruk-
set voivat kayttad useita eri reseptoreita. Toisaalta ne voivat myds adaptoitua kasvamaan
jossain niille epatavallisessa kohdesolussa esimerkiksi viruksen geneettisten muutosten

seurauksena, jolloin niiden ominaisuudet virusreseptoriin kiinnittymiseksi muuttuvat. [6]

Ihmisen enterovirusten tiedetadn kasvavan solulinjoissa, jotka ovat peraisin ihmisen karsi-
noomasoluista, kuten paksusuolen adenokarsinoomasolusta, kohdunkaulan karsi-
noomasolusta ja rabdomyosarkoomasolusta. Koska jotkin enterovirukset lisdantyvat luon-
nollisesti erdissa apinalajeissa, on ihmisten enterovirusten viljelyssa mahdollista kayttaa
my®6s apinasta peraisin olevia solulinjoja, kuten vihermarakatin (green monkey) munuaisen
soluja. [6; 29]

Rinovirus kasvaa tehokkaasti solulinjoissa, jotka ovat perdisin ihmisista tai muista kadelli-
sistd. Naista kahdesta ihmisen solulinjat ovat rinoviruksille huomattavasti herkempia. HRV-
A- ja HRV-B-ryhmien virukset kykenevat lisddntymaan monissa ihmisperaisissa soluissa.
Naitd ovat muun muassa alkion munuaisen ja sikion verikalvon solulinjat seka kohdun-
kaulan karsinoomasolun solulinja. Solulinjojen joukosta ei ole |6ydetty yhta linjaa, joka olisi

muita tehokkaampi rinovirusten kasvatuksessa. HRV-C-ryhman viruksia ei ole onnistuttu
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viljelemaan missaan solulinjassa, vaan niiden diagnosointi tulee suorittaa PCR-

menetelmalla nenaeritendytteesta. [6]

4.1.2 Infektion eteneminen ja maaritys

Enteroviruksille on ominaista aiheuttaa soluviljelmassa kasvaessaan sytopaattisia muutok-
sia viljelman soluihin. Tallainen enterovirusinfektion aiheuttama sytopaattinen vaikutus
(cytopathic effect, CPE) voidaan havaita mikroskoopilla yleensa 1-7 vuorokauden aikana,
jolloin soluviljelmassa havaitaan solujen kutistumista, hajoamista ja tuman kutistumista.
Muutokset voivat olla naita kaikkia tai vain jotain naistd. Ensimmaisia muutoksia voidaan
havaita jo 24 tunnin kuluttua viruksen istutuksesta, mikali pieni solumaara sisaltaa paljon
infektoivia partikkeleja. Pieni virusmaara ei kuitenkaan aina aiheuta soluviljelmassa naky-
vid muutoksia useankaan paivan aikana, vaikka soluja olisikin infektoitunut suuri maara.
On myos enteroviruksia, jotka eivat aiheuta lainkaan CPE:ta soluviljelmaan tai aiheuttavat
sen vasta usean pasaasin jalkeen. Taman vuoksi negatiivisen istutustuloksen antamat

naytteet olisi syyta jatkoistuttaa. [6; 30]

Kuten muutkin enterovirukset, myos rinovirukset aiheuttavat CPE:n infektoidessaan solu-
viljelmén soluja. Niiden aiheuttama CPE voidaan havaita osittain myds solumaton riekaloi-
tumisena. Rinovirusten viljelyolosuhteet kuitenkin poikkeavat ihmisen enterovirusten vas-
taavista. Viljelmat, joihin on istutettu rinoviruksia, tulee inkuboida 33 °C:n lampétilassa

alustoilla, joiden pH on 7,0-7,2. [20]

Infektio leviad yleensa heti merkittdvan CPE:n havainnoinnin jalkeen koko soluviljelmaan
aiheuttaen yksikerroksisen maton tuhoutumisen kokonaan. Joissain tapauksissa tama tu-

houtuminen voi tapahtua jopa tunneissa. [6]

Jotkin soluviljelméaan istutettavan ndytteen komponentit voivat olla myrkyllisia soluille.
Nama komponentit voivat aiheuttaa sytopaattiseen vaikutukseen helposti sekoitettavia
muutoksia, jotka ilmaantuvat soluviljelmaan ensimmaisen 24 tunnin aikana. Muita virusvil-
jelya haittaavia tekijoita voivat olla naytteen mahdolliset bakteeri- tai sienikontaminaatiot.

Niista pyritaan paasemaan eroon naytteen esikasittelyvaiheessa, mutta joissain tapauksis-
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sa naytteeseen saattaa jadda mikrobeita, jotka tuhoavat soluviljelmén ja estavat nain vi-

rusten lisdédntymisen viljelman soluissa. [6]

4.2 Sekvensointi ja tyypitys

Viruksen tunnistus perustuu sen genomisekvenssin tuntemiseen. Nukleiinihappojen sisal-
tamaa informaatiota voidaan kayttda apuna viruksen tyypityksessa. Tarvittavat viruksen
tiedot saadaan suoraan PCR:n ja nukleiinihappojen sekvensoinnin avulla. Molekulaarinen
tyypitys perustuu RT (reversiibeli transkriptaasi) -PCR:aéan ja VP1-kapsidiproteiinia koodaa-
van alueen nukleotidisekvenssin joko osittaiseen tai kokonaan sekvensointiin. VP1-
sekvenssin maaritykseen perustuvalla tyypityksella voidaan korvata perinteinen virusvilje-
lyyn perustuva tyypitys, jossa tulos varmistettiin neutralisaatiotestin avulla. Neutralisaatio-

testissa virukset tunnistetaan niihin kohdistuvien vasta-aineiden avulla. [6]

Tuntematon virusisolaatti tunnistetaan vertaamalla sen VP1-sekvenssia tietokannan ente-
rovirusprototyyppien ja -kantavarianttien vastaavaan sekvenssiin. Isolaatin VP1-
nukleotidisekvenssilla tulee olla vahintdan 75 % samankaltaisuus (aminohappotasolla 85
%) serotyypin prototyypin kanssa, jotta tuntematon virus voidaan maaritella kyseiseksi
serotyypiksi. Seuraavaksi yhtenevan serotyypin prototyypin kanssa samankaltaisuuden
tulee olla samanaikaisesti alle 70 %. Jos vertailussa saatu yhdenmukaisuus samankaltai-
simman serotyypin kanssa on kuitenkin alle 70 %, se voi tarkoittaa uuden toistaiseksi tun-
temattoman serotyypin l6ytymista. Jos samankaltaisuus on 70 %:n ja 75 %:n valilla, tulee
tyypitys suorittaa uudelleen. Naiden rajausten avulla voidaan homologiset serotyypit erot-
taa heterologisista, ja uusia serotyyppeja voidaan tunnistaa. Tama menetelma mahdollis-
taa my0s niiden enterovirusisolaattien tunnistuksen, joita on hankala tai mahdoton tunnis-

taa standardoitujen immunologisten reagenssien avulla. [6]
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5 Enterovirusinfektiot

Suurin osa enterovirusinfektioista on oireettomia, jolloin immuunipuolustus estaa infektion
etenemista merkittavasti tai viruksen lisddntymisessaan kayttdmat mekanismit eivat aiheu-
ta oireita. Se, aiheuttaako enterovirus oireita, riippuu myos siitd, paaseeko virus kulkeutu-
maan sekundaarisiin kohde-elimiin, joilloin aiheutuu oireellinen infektio. Enterovirukset
voivat aiheuttaa kliinisesti erilaisia oireyhtymia ohittaessaan elimiston puolustusmekanis-
mit. Yksittdinen enteroviruksen serotyyppi voi johtaa useisiin eri oireisiin ja tautiprosessei-
hin. Toisaalta yhden sairauden takana voi olla monta eri enteroviruksen serotyyppia. Vain
harvoissa tapauksissa tietyt oireet yhdistetdan johonkin spesifiseen enterovirukseen. Nais-
ta harvoista tapauksista esimerkkina ovat poliovirus, joka on akuutin velttohalvauksen ai-
heuttaja, ja CVA16, joka aiheuttaa varhaislapsuudessa yleisesti esiintyvaa lievaa entero-
rokkoa. [6; 31, s. 436 ja 437]

Enterovirusten aiheuttamia tauteja ovat muun muassa poliomyeliitti, aivokalvontulehdus,
aivokuume, sydanlihastulehdus, Bornholmin tauti, diabetes, silman sidekudostulehdus,
erilaiset hengitystieinfektiot, enterorokko ja herpangina. Luultavasti suurin osa enterovi-
rusinfektioista on kuitenkin oireettomia tai lievaoireisia. Enterovirusinfektioihin liittyy usein
my6s makulopapulaarista ihottumaa tai nokkosrokkoa, jota esiintyy vartalon ja raajojen
alueella. Ihmispatogeenien enteroviruslajien aiheuttamat kliiniset piirteet on koottu tauluk-
koon 2. [32]



24

Taulukko 2. Ihmispatogeenien enteroviruslajien aiheuttamat kliiniset piirteet. [3; 10; 11; 12; 13; 14;
15; 16; 17]

Laji Kliiniset piirteet

HEV-A aivokalvontulehdus, aivotulehdushalvaus, sydanlihastulehdus, ihottuma, lasten
hermostosairaudet, ripuli, enterorokko, herpangina

HEV-B aivokalvontulehdus, aivotulehdushalvaus, sydanlihastulehdus, rintakipu, maha-
suolitulehdus, hengitystieinfektiot, Bornholmin tauti, haimatulehdus, vastasynty-
neen yleistynyt infektio, ihottuma, ripuli

HEV-C poliomyeliitti, maha-suolitulehdus, hengitystieinfektiot, sidekalvotulehdus, herpan-
gina, aivokalvontulehdus

HEV-D Sidekalvotulehdus

HRV-A flunssa, korvatulehdus, sivuontelotulehdus, krooninen keuhkoputken tulehdus,

astman vaikeutuminen

HRV-B flunssa, korvatulehdus, sivuontelotulehdus, krooninen keuhkoputken tulehdus,
astman vaikeutuminen

HRV-C flunssa, korvatulehdus

5.1 Tartunnan saaminen

Enterovirukset ovat tehokkaita infektoijia. Niiden tarkein tartuntareitti on feko-oraalinen el
ne kulkeutuvat ulosteista kasiin, kdsista toisiin ihmisiin ja lopulta suuhun. Pisaratartuntana
tapahtuva hengitystietartunta ja kontaminoituneen ruoan kautta tapahtuva tartunta ovat
my6s mahdollisia. Enterovirukset sailyvat infektiivisina elimiston ulkopuolella, kuten jateve-
sissd, useita kuukausia. Enterovirusten tyypilliset tartuntareitit ymparistdsta ihmiseen on
esitetty kuviossa 4. Rinovirukset tarttuvat padasiallisesti pisaratartuntana tai kasien kautta.
[5, s. 515; 6; 24; 32]

Jotkin enterovirusten tartuntareitit ovat yhdistettavissa selkeasti taudin fenotyyppeihin eli
ilmiasuihin. Esimerkiksi CVA21, joka aiheuttaa suolistoinfektioiden liséksi hengitystieinfek-
tioita, levida hengitysteiden eritteistd kontaminoituneen ilman kautta, ja puolestaan akillis-
ta silméan verenvuotoista sidekalvotulehdusta (akuutti hemorraginen konjunktiviitti) aiheut-
tava EV70 levida joko suoraan silmien tai hengitysteiden eritteiden kautta tai epasuorasti

kontaminoituneiden esineiden kautta. [6]
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Kuvio 4. Yleisimmat enterovirusten tartuntareitit ymparistosta ihmiseen. [Muokattu lahteestéa 6, kuva

25.7.]

Ihmisen enterovirus paasee elimistdéon joko hengitysteiden tai ruoansulatuskanavan lima-
kalvojen kautta. Ne ovat happostabiileja, joten ne voivat kulkeutua mahalaukun kautta
ohutsuoleen tuhoutumattomina. Enterovirusten primaarista kohdesolua ruoansulatuskana-
van limakalvoilla ei viela tunneta, mutta M-soluilla (membraneus cell) uskotaan olevan
vaikutusta virusten suoraan paasyyn suolistosta limakalvonalaiseen imukudokseen. Taman
seurauksena virus voi paasta verenkierron kautta sekundaariseen kohdekudokseen, esim.
sydanlihakseen. Rinovirus puolestaan paasee elimistdéon silman kyynelkanavan ja nenan
kautta. Koska rinovirukset inaktivoituvat mahalaukun matalassa pH:ssa helposti, ne lisdan-
tyvét suoliston sijasta ylemmissa hengityselimissé, joissa pH on korkeampi ja ympariston
lampdtila matalampi. Niiden replikoituminen tapahtuu paaasiallisesti silman sadekehan ja
nenan limakalvon soluissa, mutta ne replikoituvat myds suun ja kurkun alueilla. [5, s. 515;

6; 33; 34, s. 27]

Enterovirustaudeissa oireiden ilmaantumiseen kuluva aika vaihtelee taudista riippuen yh-
desta vuorokaudesta 15 vuorokauteen. Silméan sidekudostulehdus oireilee tyypillisesti jo
vuorokauden jalkeen tartunnasta, kun taas sydanlihastulehdus kehittyy kahdessa viikossa.

[5, s. 515]
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Lapsi saa aidiltdan vasta-aineita, jotka suojaavat lasta infektioilta heti syntyman jalkeen,
mutta naiden aidiltd saatujen vasta-aineiden taso alkaa laskea nopeasti. Tassa laskuvai-
heessa lapsen omat vasta-aineet ovat viela kovin vahaiset, jolloin lapsella on lisdantynyt
riski sairastua enterovirusinfektioihin. Sairastetun enterovirusinfektion jalkeinen immuni-

teetti on tyyppispesifinen, ja neuraloivat vasta-aineet ovat sen toiminnassa tarkeita. [6]

5.2 Esiintyvyys

Enteroviruksen aiheuttamia tauteja esiintyy Suomessa ja muissa lauhkean vydhykkeen
maissa eniten loppukesalla ja syksylla, kun taas trooppisen ilmaston maissa niita esiintyy
ympari vuoden. Ne voivat aiheuttaa satunnaisia infektioita tai laajoja epidemioita. Ne aihe-
uttavat epidemioita kaikkialla maailmassa, mutta etenkin huonoissa hygieenisissa olosuh-
teissa, kuten kehitysmaissa. Kehitysmaissa lapset sairastuvat enterovirusinfektioihin myds
nuorempina kuin kehittyneissa maissa. Enterovirusten eri serotyypeille on tyypillistd maan-
tieteellisesti rajoittunut esiintyminen, jolloin niité tavataan luonnollisesti vain tietyissa pai-
koissa. Tama vuoksi epideemisen tartunnan alkupera on yleensa helppo jaljittaa. [5, s.

514-516; 6]

Suomessa vuosina 1971-1992 keratyista jatevesinaytteista eristetyista enteroviruksista
yleisimmat olivat Hovin ym. 1996 tekeman tutkimuksen mukaan CVB5 (15 %), echovirus
11 (12 %), CVA9 (9 %), echovirus 22 (1,8 %), CVB3 (7 %), echovirus 30 (7 %) ja CVB2
(5 %). Echovirus 22 kuuluu nykyaan ihmisen parechoviruksiin, mutta muut tutkimuksessa

detektoidut virukset kuuluvat HEV-B-ryhmaan. [35]

Rinovirukset aiheuttavat infektioita ymparivuoden, mutta niiden esiintyvyys on suurinta
syksylla syys-marraskuussa ja kevaalla huhti-toukokuussa. Syita tahan vuodenaikaisvaihte-
luun ei tiedeta. Vaestossa kiertda yleensa useita eri enterovirustyyppeja samanaikaisesti.
Muista enteroviruksista poiketen rinoviruksia voi saman perheen sisélla esiintyd useita eri

serotyyppeja samanaikaisesti. [19; 36]
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Rinovirukset aiheuttavat infektioita kaikenikaisille, mutta infektioille herkimpia ovat lapset.
Blomqvistin ym. vuonna 2002 julkaistussa tutkimuksessa havaittiin, etta rinovirusinfektion
oli sairastanut lahes kaikki tutkimuksen alle kaksivuotiaat lapset. Kylmalla ei ole havaittu

olevan osuutta flunssan etiologiassa, mutta stressin sen sijaan on havaittu lisdavan rinovi-
rusinfektioiden esiintyvyytta. Lisdksi Jenista ym. vuonna 1984 huomasivat alhaisen sosio-
ekonomisen aseman ja rintaruokinnan puutteen lisdavan riskid sairastua enterovirusinfek-

tioon. [37; 38; 39; 40]

5.3 Hengitystieinfektiot

5.3.1 Ihmisen enterovirusten aiheuttamat

Enterovirukset ovat yleisia hengitystiesairauksien aiheuttajia. Infektiot aiheuttavat vahaisia
oireita, mutta voivat aiheuttaa myos kliinisen sairauden. Itamisaika nailla infektioilla on 1—
3 vuorokautta. Eri tutkimukset ovat osoittaneet CVA-, CVB- ja echovirusten olevan useissa
enteroviruksen aiheuttamissa hengitystieinfektioissa taudin aiheuttaja. Enterovirusten on
todettu aiheuttavan infektioita useammin ylemmissa hengitysteissa kuin alemmissa hengi-
tysteissa. Ylempid hengitystieinfektioita ovat muun muassa flunssa, kuristustauti (kruppi)
ja kurkunkannen tulehdus, kun taas alempiin hengitystieinfektioihin kuuluu muun muassa

keuhkokuume. [6; 41]

5.3.2 Ihmisen rinovirusten aiheuttamat

Yleisin ihmisten akuuttisairaus on hengitystieinfektio ja sen yleisin esiintymismuoto on
flunssa. Rinovirus on yleisin lasten ylempien ja alempien hengitystieinfektioiden aiheuttaja,
ja aikuisilla se selittda noin puolet flunssatapauksista. Yleisimpina oireina esiintyy kurkku-
kipua, aivastelua, nenan tukkoisuutta ja vuotamista, mutta myods paansarkya, yskaa, kuu-
metta ja huonovointisuutta voi esiintya. Infektio kestéa yleensa 7-14 vuorokautta, mutta

voi kestad pidempaankin. [20; 22]
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Rinovirukset aiheuttavat myos valikorvatulehdusta ja nenén sivuontelotulehdusta. Valikor-
vatulehdus on lasten rinovirusinfektion yleisin bakteerikomplikaatio. Koska rinovirukset
kiertavat vaesttssa ympari vuoden ja aiheuttavat taten jatkuvasti infektoita, se liittyy suu-
rimpaan osaan korvatulehduksista. Rinoviruksen aiheuttaman infektion yhteydessa esiintyy

nenan sivuontelontulehdusta, ja se katoaa itsestaan ilman hoitoa. [22]

Bronkioliitti, obstruktiivinen bronkiitti ja astman vaikeutuminen, jotka ovat niin sanottuja
"vinkutauteja”, ovat usein rinoviruksen aiheuttamia. TYKS:n lastenklinikka maéarittelee
bronkioliitiksi alle 2-vuotiaan lapsen ensimmaisen uloshengitysvaikeuden, ja mikali oireet
jatkuvat, kutsutaan sité obstruktiiviseksi bronkiitiksi. Mikali potilaalla on todettu astma,
puhutaan astman vaikeutumisesta. Kaksi kolmasosaa kouluikaisilla lapsilla esiintyvista ast-
man vaikeutumisista liittyvat rinovirusinfektioihin. Suurin osa sairaalahoitoa vaativista rino-

virusinfektioista ovat HRV-C-ryhman virusten aiheuttamia. [22]

Rinovirusta l6ydetaan usein my®s keuhkokuumetta (pneumoniaa) sairastavilta lapsilta.
Siihen liittyva patogeneesi vaikuttaisi olevan viruksen, bakteerin ja isdnnan immuunivas-
teen yhteisen toiminnan tulos. Immuunipuutteisille henkildille rinovirus voi aiheuttaa vaka-

via ja kroonisia alahengitystieinfektioita. [22; 42; 43]
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6 Tyypin 1 diabetes

6.1 Yleista

Tyypin 1 diabetes (diabetes mellitus) on elinspesifinen autoimmuunitauti, jossa haiman
Langerhansin saarekkeiden insuliinia erittdvat beetasolut ovat tuhoutuneet elimistén im-
muunijarjestelman vaikutuksesta joko osittain tai kokonaan. Beetasolujen tuhoutumisen
seurauksesta insuliinintuotanto hairiintyy, mika puolestaan johtaa verensokerin hallitse-
mattomaan nousuun ja siitd aiheutuviin useisiin oireisiin. Hoitamattomana diabetes voi
johtaa vielakin vakavampiin sairauksiin ja aiheuttaa potilaalle mm. diabeettisen keto-
asidoosin, jossa rasvat muuttuvat ketoaineiksi solujen karsiessa glukoosin puutteesta. Dia-
beettinen ketoasidoosi voi pahimmillaan johtaa jopa kuolemaan. Vaikka geneettinen alttius
on valttamaton tyypin 1 diabeteksen kehittymiselle, on kyseessa kuitenkin monitekijainen
sairaus. Kuten muissakin autoimmuunitaudeissa, diabeteksessa on taudin puhkeamiseen
epailty liittyvan geneettisten tekijéiden ohella myds useita ymparistotekijoita. [44, s. 18;

45]

6.1.1 Beetasolutuho

Beetasolujen tuhoutumisen uskotaan johtuvan jostain ulkoisesta tekijastd, joka laukaisee
haimassa autoimmuuniprosessin. Patogeneettinen mekanismi, jonka seurauksena ihmisen
haiman beetasolut tuhoutuvat, on viela epaselva. Useita patogeneesia selittdvia malleja on
kuitenkin kehitetty. Elainmallien avulla on saatu selville, ettd kyseessa on T-soluvélitteinen
autoimmuunitauti. Varsinainen beetasolujen tuhoutuminen johtuu useimmiten siita, etta
puolustusjarjestelman valkosolut hyokkaavat beetasoluja kohtaan. Joissain tapauksissa
tuhoutumisen uskotaan johtuvan myds beetasolujen virusinfektiosta, joista enterovirusten

aiheuttamat ovat vahvasti epailtyja. [44, s. 19; 46; 47; 48; 49]

Talla hetkella nayttaa silta, ettd viruksen aiheuttamat insuliinia tuottavan kudoksen vauriot

voivat syntya eri mekanismeilla. Virus saattaa aiheuttaa beetasolujen tuhoutumisen suo-
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raan infektoimalla solut. Virus voi beetasoluissa lisdantyessaan myods hdirita niiden toimin-
taa, jolloin insuliinin eritys karsii. Beetasoluista voi virusinfektion seurauksena tulla esille
sen omia autoantigeeneina toimivia rakenteita, jolloin immuunijarjestelma saa aikaan au-
toimmuunivasteen niihin reagoidessaan ja johtaa nain beetasolujen tuhoutumiseen. Nain
voi tapahtua myds immunologisessa ristireaktiossa, jossa viruksen aikaansaama im-
muunivaste reagoi ristiin viruksen ja elimiston proteiinien samankaltaisten osien valilla.
Ristireaktio on ehka eniten tutkittu mekanismi, silla beetasolujen autoantigeeneilla (gluta-
miinihappodekarboksylaasi eli GAD65, tyrosiinifosfataasisukuiset 1A-2- ja IAR-proteiinit
seka lamposhokkiproteiini HSP-60) ja enterovirusten proteiineilla (2C, VP1 ja VPO, josta
kapsidiproteiinit VP2 ja VP4 muodostuvat) on havaittu olevan samanlaiset aminohappojak-
sot. Taman patogeneettinen merkitys ei kuitenkaan ole vield lopullisesti selvinnyt. Meka-
nismit on esitetty kuviossa 6, joka kuvaa virusten vaikutusta tyypin 1 diabeteksen kehityk-
sessd. [41; 50; 51, s. 11; 52]

6.1.2 Esiintyvyys

Tyypin 1 diabetesta (T1D) esiintyy maailmanlaajuisesti, ja se voi puhjeta missa tahansa
elamanvaiheessa, mutta yleensa kuitenkin ennen 15 vuoden ikda. Maailmanlaajuisesti suu-
rinta taudin esiintyvyys on Suomessa, Ruotsissa ja Norjassa, joissa tautia tavataan 2—4

kertaa useammin kuin Virossa ja 2-3 kertaa useammin kuin Islannissa. [44, s. 18; 45]

T1D:n esiintyvyyden vaihtelevuus maantieteellisten ryhmien sisalla on selitettavissa etnis-
ten vaestdjen laajalla levittaytyneisyydelld, silla se mahdollistaa populaation sisalla havait-
tavat erilaiset geneettisen alttiuden tasot. Esiintyvyyden vaihtelevuus eri maantieteellisilla

alueilla viittaa myos siihen, ettéd ymparistotekijoilla on selkea rooli T1D:n etiologiassa. [53]

6.2 Taudin kehittyminen ja sen eteneminen

Perinndllisten tekijoiden ei uskota vaikuttavan diabeteksen kehittymiseen, vaan niiden kat-
sotaan olevan ainoastaan taudin kehityksen kannalta sallivia tekijoita. Tamanhetkisen tie-

don mukaan tautiprosessin kaynnistavat ja vievéat eteenpain ulkoiset tekijat. Laukaisevana
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tekijana voi toimia sopivasti ajoittunut enterovirusinfektio, ja tautiprosessia eteenpain vie-
vana tekijana voi toimia jokin ravintotekija, kuten runsas lehman maidon juominen. Lisaksi
joukko muita ulkoisia tekijoitd voi muunnella tautiprosessin etenemista. Prosessi etenee

oireettomana, kunnes 80-90 % haiman beetasoluista on tuhoutunut. Kun insuliinia tuotta-

via soluja on jaljella endd 10-20 %o, tauti on edennyt jo Kliiniseksi diabetekseksi. [54; 55]

T-lymfosyyteilla on keskeinen asema taudin synnyssa. Niiden uskotaan kohdistuvan insulii-
nia tuottavia beetasoluja vastaan ja tuhoavan niita vahitellen. Elainmalleissa on havaittu,
etta sairaan hiiren T-lymfosyyttien siitaminen terveelle yksildlle saa aikaan diabeteksen
kaltaisen taudin alun perin terveessa hiiressa. Nama autoreaktiiviset T-lymfosyytit, jotka
hytkkadvat haiman beetasoluja vastaan, ovat tutkimuksissa osoittautuneet suoliston puo-

lustusjarjestelmaan kuuluviksi. [49; 54]

Immuunijarjestelman aiheuttama beetasolutuho alkaa yleensa vuosia ennen varsinaisen
T1D:n diagnosointia. Oireeton prekliininen vaihe, jossa diabeteksen kehitysprosessi on
kaynnissa, voi kestaa yksilésta riippuen muutamasta kuukaudesta jopa yli kymmeneen
vuoteen. Prekliinisessa vaiheessa beetasolujen tuhoutumisen my6ta insuliinin eritys vahe-
nee, mika johtaa lopulta glukoosi-intoleranssiin. Insuliinin tuotannon tasoa voidaan seurata

maarittamalla veresta C-peptidia, joka on insuliinin esiasteesta irtoava jakso. [54; 56]

Prekliinisessa vaiheessa verenkiertoon ilmestyy tautiprosessin kaynnistymisesta kertovia
autovasta-aineita, joita seuraamalla voidaan tunnistaa sellaiset henkilot, jotka ovat vaaras-
sa sairastua kliiniseen diabetekseen. Yhden autovasta-aineen ilmaantuminen verenkiertoon
nayttaa viittaavan vain pieneen sairastumisriskiin. Sen sijaan kahden tai useamman auto-
vasta-aineen ilmaantumista verenkiertoon pidetaan kriittisend kaannekohtana diabeteksen
kehityksessa. Naiden vasta-aineiden muodostus on yleensa ensimmainen prekliinisesta
vaiheesta kertova merkki. Naité elimistén omia proteiineja vastaan kohdistuvia vasta-
aineita ovat saarekesoluvasta-aineet (ICA), insuliiniautovasta-aineet (IAA), glutamiinihap-
podekarboksylaasivasta-aineet (GADA), tyrosiinifosfataasisukuisen 1A-2-proteiinin vasta-
aineet (IA-2A) ja sinkin kuljettajaproteiiniautovasta-aineet (sinkin kuljettaja 8, ZnT8A).
Autovasta-aineiden ei uskota vaikuttavan beetasolujen tuhoutumiseen, vaan niiden katso-

taan heijastavan etenevaa tautiprosessia. Autovasta-aineiden ilmaantumisessa verenkier-
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toon on havaittu olevan vuodenaikaisvaihtelua, minka vuoksi uskotaankin, etta virusinfek-
tiot voisivat aiheuttaa tautiprosessin kdynnistymisen. Taudin kehitysvaiheet on esitetty

kuviossa 5. [54; 56; 57; 58; 59]

Ympéaristvailoutukeset

+ Immunologiset hiirist

* Autovasta-aineiden

muodostus

+ Insuliinin eritys vihenee jatkuvasti
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Kliininen diabeta
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Kuvio 5. Diabeteksen kehittyminen. [Muokattu ldhteesta 56.]

6.3 Geneettiset tekijat

Vaikka geneettisten tekijoiden arvellaan olevan taustalla korkeintaan puolessa uusista tyy-
pin 1 diabetes tapauksista, voi todellisuudessa geneettisten tekijoiden selittavat tautitapa-
ukset olla vieldkin vahaisempia. Kupila ym. 2001 huomasivat, etta uusista diabetestapauk-

sista vain 10 %:lla oli diabetespositiivinen perhetausta. [44, s. 18; 46; 60]

T1D:lle altistavat geenit sijaitsevat ihmisen 6. kromosomin lyhyessa haarassa (6p). Nama
geenit koodaavat ihmisen leukosyyttiantigeeneja (human leukocyte antigen, HLA), jotka
toimivat immunologisessa puolustuksessa solujen tunnistusmolekyyleina. Tama selittaa
osin myds sen, miksi niilla on keskeinen rooli myds beetasolujen tuhoutumisessa ja taten
my6s T1D:n patogeneesissd. Diabetekselle altistavat geenialleelit eli geenin vaihtoehtoiset
muodot eivat kuitenkaan aina johda diabetekseen sairastumiseen. lhmisen genomista on
lI6ydetty myos alleeleja, joilla tiedetdan olevan diabeteksen puhkeamisen suhteen suojaa-

via vaikutuksia. Naitd suojaavia ja altistavia alleeleja on olemassa eriasteisia, minka vuoksi
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varsinainen sairastumisriski maaraytyykin eri alleelien yhdistelmien perusteella. Lisaksi

diabetekseen liittyvat eri geeniyhdistelmat ovat erilaisia toisissa kansoissa. [46; 47; 61]

6.4 Ymparistotekijat

Useiden ymparistotekijoiden uskotaan vaikuttavan T1D:n puhkeamiseen, minka puolesta
puhuvat useat eri tutkimukset ja se, etta T1D on viime vuosikymmenien aikana voimak-
kaasti yleistynyt. Pelkat perinnélliset syyt eivat riita selittamaan taudin nopeaa yleistymis-
ta, silla alttiusgeenit eivat ole voineet rikastua vaestdssa niin nopeasti kuin diabetes on
yleistynyt. Lisdksi identtisilla kaksosilla toteutetut kaksoistutkimukset ovat osoittaneet ym-
paristotekijoilla olevan merkittava altistava vaikutus tyypin 1 diabetekselle, ja samaan joh-
topaatdkseen on paasty myos tutkimalla maahanmuuttajien tauti-ilmaantuvuutta. [46; 47;
62; 63; 64; 65]

Kuten perinndllisissakin tekijoissa, myds ymparistotekijoissa on diabetekselle altistavia ja
siltd suojaavia tekijoita. Useista tutkimuksista huolimatta tieto taudin puhkeamiseen vai-
kuttavista ymparistotekijoista on viela vahaista, mutta suurimman epdilyn alla ovat kuiten-
kin eraat ravintotekijat, kemikaalit ja virusinfektiot. Myds psyykkisella stressilla on epailty
olevan osuutta taudille altistumisessa. Tautialttiuteen vaikuttavia ravintotekij6itd uskotaan
olevan mm. lehmanmaito, viljavalmisteet, vahainen D-vitamiinin saanti, nitriitit ja nitroso-
yhdisteet, ja virusinfektioista puolestaan enterovirusten aiheuttamat ovat epaillyimpia.
Mahdollisia diabetekselta suojaavia ymparistétekijoita ovat rintaruokinta, nikotiniamidi (B3-

vitamiini), sinkki seka C-, D- ja E-vitamiinit. [46; 53; 55; 63; 66]

6.5 Enterovirusten yhteys tyypin 1 diabetekseen

Enteroviruksia pidetaan talla hetkella yhtena paaymparistotekijana diabeteksen kehitykses-
sd. Koska T1D:n beetasoluja vaurioittava prosessi etenee hyvin hitaasti, virusten osuutta
taudin synnyssa on syyta tutkia prospektiivisesti. Nain voidaan kartoittaa ne infektiot, jotka
ajoittuvat juuri tautiprosessin kaynnistymisvaiheeseen. Ensimmaiset ihmisilla toteutetut

prospektiiviset tutkimukset ovat antaneet viitteita siita, ettd enterovirukset, etenkin cox-
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sackievirukset, voivat kdynnistda beetasoluja tuhoavan prosessin jo sikidkaudella tai var-
haisessa lapsuudessa. Mekanismit, joilla virukset voivat aiheuttaa tyypin 1 diabetesta, on

esitetty kuviossa 6. [67; 68]
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|
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Kuvio 6. Mekanismit, joilla virukset voivat vaikuttaa tyypin 1 diabeteksen kehittymiseen. [Muokattu
l&hteesté 50.]

Useat tutkimukset ovat osoittaneet diabeetikoilla esiintyvan verrokkeja useammin enterovi-
rusinfektioita. Ensimmaisen kerran enterovirusten ja tyypin 1 diabeteksen vélilla raportoi-
tiin olevan yhteys 40 vuotta sitten, kun coxsackievirus B:ta (CVB) vastaan olevia vasta-
aineita havaittiin esiintyvan diabeetikoilla useammin kuin verrokeilla. Sen jalkeen suorite-
tuissa tutkimuksissa on havaittu, etta potilailla, joilla on askettain puhjennut diabetes, olisi
huomattavasti suurempi maara vasta-aineita coxsackieviruksia, etenkin serotyyppia CVB4,
vastaan kuin verrokeilla. Uusien diagnosoitujen diabetespotilaiden verinaytteista on lisaksi

onnistuttu eristimaan enteroviruksia. [50; 67; 69]

Enterovirusinfektioiden on havaittu olevan yleisia etenkin silloin, kun diabetekseen liittyvat
autovasta-aineet ilmaantuvat verenkiertoon. Salmisen ym. 2004 tutkimus paljasti diabe-

tekselle geneettisesti alttiiden lasten olevan muita lapsia herkempia enterovirusinfektioille.
Lisaksi tutkimus puolsi ajatusta enterovirusinfektioiden vaikutuksesta beetasoluja vaurioit-

tavassa prosessissa. Merkittava todiste enterovirusten ja diabeteksen yhteydesta saatiin,
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kun Ylipaasto ym. 2004 l6ysivat tutkittavista diabeetikkojen haimojen saarekesoluista ente-
rovirusgenomia. Niiden, joilla diabetesta ei ollut, saarekesoluista ei vastaavia |6ydoksia
tehty. Tutkimuksessa havaittiin my®s enterovirusreseptoreiden ilmenevéan beetasoluissa,

mika tukee ajatusta, ettd enterovirus voisi replikoitua haimasoluissa. [67; 69; 70; 71]

Vain muutamia diabetogeenisia viruskantoja on julkaistu kirjallisuudessa. Yksi naista on
CBV4-kanta, joka onnistuttiin eristamaan diabeettiseen ketoasidoosiin kuolleen lapsen
haimasta 1970-luvulla. Kun tama kanta siirrettiin hiireen, se aiheutti télle ihmisen diabe-
tekseen verrattavissa olevan taudin. Nama tulokset on saatu hiirikokeiden avulla, mutta
haiman saarekesoluilla tehdyt tutkimukset ovat antaneet viitteita siitd, ettd myds echovi-
rukset, jotka eivat kasva hiirissa, voisivat aiheuttaa diabetesta. My6s coxsackie A-virusten
osuudesta tyypin 1 diabeteksen kehityksessa on olemassa epéasuoria todisteita. [50; 53;
72; 73]
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TUTKIMUSOSA

7 Tutkimuksen tausta

Tyo6n aineisto koostuu INDIS-tutkimusta varten keratyista uloste- ja nenderitenaytteista.
Naytteet saadaan Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle (THL) yhteistydssa Turun yliopiston

ja Turun yliopistollisen keskussairaalan (TYKS) lastenklinikan Olli Simellin kanssa. [74]

INDIS-tutkimus on DIPP ja TEDDY -tutkimusprojektien osatutkimus, jonka tarkoituksena

on kartoittaa niiden lasten sairastamat infektiot, joilla on suurentunut perinndéllinen alttius
sairastua diabetekseen. INDIS-tutkimuksessa pyritaan selvittamaan erilaisten tulehdustau-
tien mahdollista vaikutusta diabeteksen kehittymiseen. Lisaksi tutkitaan, millaisia muutok-
sia puolustusjarjestelmassa ja aineenvaihdunnassa tapahtuu infektioiden yhteydessa. Tut-
kimuksesta saatujen tietojen avulla toivotaan 16ytyvan uusia keinoja diabeteksen ehkaise-
miseen. INDIS-tutkimuksen tutkimusalueena toimii Turun seutu. Virustutkimuksesta vas-

taava henkilé on dosentti Merja Roivainen Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselta. [74]

INDIS-tutkimukseen ovat voineet osallistua sellaiset lapset, jotka ovat jo mukana
DIPP/TEDDY -tutkimuksissa. INDIS-tutkimuksessa seurataan kaikkia tutkimuslasten sairas-
tamia infektioita tarkasti kolmen kuukauden iasta 15 ikavuoteen saakka. Itse tutkimus kes-

taa viisi vuotta. Tavoitteena on saada tutkimukseen osallistumaan 200—400 lasta. [74]

Lokakuun 2010 loppuun mennessa tutkimukseen osallistuneita lapsia oli 85, joista kolme
lopetti tutkimuksen kesken. Lopettaneista kahdelta ei tullut osallistumisaikanaan yhtaan
naytetta, joten tutkimuksessa varsinaisesti oli mukana 83 lasta, joista yksi lopetti
28.9.2010. Tutkimuksen ensimmaiset naytteet otettiin 19.10.2009. Tassa insindoritydssa
kasitellaan tutkimukseen saapuneet 200 ensimmaista nenderite- ja ulostenaytetta. Viimei-

nen tassa tydssa huomioitava nayte on otettu 6.9.2010. [74]
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Tutkimusohjelmassa vanhempia on neuvottu ottamaan lapselta nenaeriteesta ja ulosteesta
naytteet infektion ensimmaisien paivien aikana eli heti, kun lapsella alkaa iimaantua oireita
(esimerkiksi kuumetta, yskaa, nuhaa, kurkkukipua, oksentelua tai ripulia). Lasten vanhem-
pien tulee pitaa oireista paivakirjaa. Lapsesta otetaan naytteita kerran kunkin taudin aika-
na. Tosin tutkimuksessa saattaa olla mukana myos lapsia, jotka on rekrytoitu tutkimuk-
seen ennen tutkimusohjelman muuttamista, jolloin heilla ohjeistus naytteiden ottoon on
ollut erilainen. Heilla naytteenotto on huomattavasti tiheampéad muun muassa kuukausit-
taisten seurantanaytteiden lahettdmisen vuoksi ja infektion seurantanaytteiden vuoksi.
[74]

8 TyOn tavoitteet

TyOssd maaritetadn INDIS-tutkimuksen potilasnaytteissa (nenaerite ja uloste) mahdollises-
ti esiintyvia ihmisen enteroviruksia ja tyypitetddn ne geneettisesti. Tyon tavoitteena on
selvittda, kuinka yleisid ihmisen enterovirusinfektiot ovat tyypin 1 diabetekselle geneetti-
sesti alttiilla lapsilla, ja miten infektioita esiintyy eri ikdluokissa. Tavoitteena on myos loy-
taa tutkimushenkildiden keskuudesta mahdollisia infektioherkkia lapsia, joilla infektioita

esiintyy huomattavasti muita enemman.

8.1 Tutkimuskohde

Tutkimuskohteena ovat 200 ensimmaista naytettd, jotka ovat saapuneet INDIS-
tutkimukseen. Tydssa kasiteltavia nenaeritendytteita on 198 ja ulostenaytteita 196, silla
tutkimukseen saapuneista naytepaketeista kuusi oli sellaisia, ettd ne sisalsivat vain nena-
erite- tai ulostenaytteen. Tassa tydssa tutkittavia naytteitd on keratty yhteensa 53 lapselta,
joista yksi lopetti tutkimuksen kesken. Tutkimushenkilét ovat syntyneet vuosina 2000,

2002, 2004—-2010, mutta suurin osa tutkimuksen lapsista on syntynyt vuonna 2009.
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8.2 Tybvaiheet

Saapuneet potilasnaytteet esikasiteltiin, ennen kuin niiden mahdollisesti sisdltdmat viraali-
set RNA:t voitiin eristda. Naytteiden esikasittelylla tassa tydssa tarkoitetaan nenaeritenayt-
teiden jakamista ja ulosteravisteiden valmistusta. Esikasittelyn jalkeen nayte on sellaisessa
muodossa, etta kaikki sen sisaltavat nukleiininapot on eristettavissa kaupallisen kitin

(E.Z.N.A.® Total RNA -kitti, Omega Bio-Tek) avulla.

Kun naytteista oli eristetty niiden sisaltamat RNA:t, suoritettiin kaikilla RNA-eristysnaytteilla
enterovirusten reaaliaikainen RT-PCR (EV rRT-PCR). Taman avulla saatiin selville, mitka
kaikki potilasndytteet sisalsivat enteroviruksen genomia. Koska nenderitenaytteissa voi
esiintya enteroviruksia ja rinoviruksia, suoritettiin niille EV rRT-PCR:n lisdksi myds rinovi-
rusten reaaliaikainen RT-PCR (HRV rRT-PCR). Naiden PCR:ien tiedetdan nenéeritteiden
kohdalla tunnistavan toisiaan ajoittain myds ristiin (esim. HRV rRT-PCR voi tunnistaa nayt-
teestd enteroviruksen ja antaa taten positiivisen tuloksen). Selitys télle |6ytyy kohdasta

9.3.1.

Kaikki naytteet, jotka osoittautuivat positiivisiksi EV rRT-PCR:ssa, istutetiin solulinjoihin,
joissa enterovirusten tiedetaan yleisesti kasvavan. Istutuksen tarkoituksena oli saada eris-
tettya infektiivinen enterovirusisolaatti ja samalla kasvattaa sen maaraa. Inkuboinnin jal-
keen mahdollisesti infektoituneet solumatot raaputettiin pois soluputken pinnalta ja syva-

jaadytettiin —70 °C:ssa.

Syvajaadytyksella ja sen jalkeisella sulatuksella pyrittiin hajottamaan solut niiden mahdolli-
sesti sisaltaman viraalisen RNA:n vapauttamiseksi. Solususpensiolle suoritettiin sulatuksen
jalkeen uudelleen RNA-eristys. Ndille RNA-eristysnaytteille suoritettiin niin sanottu Oberste-

A-RT-PCR, joka on tyypitykseen kehitetty PCR-menetelma enteroviruksille.

Oberste-A-RT-PCR:sta saadut DNA-tuotteet analysoidaan agaroosigeelielektroforeesia
kayttaen. Siina positiivisiksi tunnistautuneet naytteet ajettiin myos Elchrom-geelille, josta

oikeankokoiset DNA-fragmentit leikattiin talteen ja uutettiin magnesiumkloridiin (MgCl.).
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DNA-fragmentit lahetettiin ulkoiselle sekvensointipalvelulle (Molecular Medicine Sequencing

Laboratory, SeqlLab) sekvensoitaviksi.

Sekvensoinnista saadut elektroferogrammit kasiteltiin Vector NTI:n ContigExpress (Invitro-
gen) -ohjelmalla. Saatua nukleotidisekvenssia verrattiin geenipankin (Nucleotide BLAST,
NCBI) sekvensseihin, ja tiettyjen rajaehtojen avulla suoritettiin virustunnistus. Kuviossa 7

on kuvattu tydn eri vaiheet. Tydvaiheiden yksityiskohtaiset kuvaukset I6ytyvat luvusta 9.
Naytteiden vastaanotto

Niaytteiden esikésittely

Nenderitendviteiden H Ulosteravisteiden
jalkaminen valmistus
ﬂ:(> R_.NA—EI‘iSt}'S (::”
|'|
Ip I
Rinovirus rRT-PCR Enterovirus rRT-PCE.

I

Enteroviruseristys

1

Syvajaadytys

1

BENA-eristys

I

Oberste-A-RT-PCR

PCR-tuotteen analvsoint
ja puhdistus

!

Selovensointi ja tyvpitys

Kuvio 7. Tybvaiheet ndytteen saapumisesta léhtien.
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9 Menetelméat

9.1 Naytteiden esikasittely

9.1.1 Ulosteen esikasittely

Ulostenaytteiden esikasittelylla ndyte saadaan nestemdaiseen muotoon eli ns. ravisteeksi.
Mahdollisten virusten liséksi uloste sisaltda tavallisesti bakteereja ja joskus my®s homeita.
Kalsium- ja magnesiumsuoloja sisaltdvaan fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS-liuos,
THL:n laboratoriotukiyksikko eli LATU) lisattava penisilliinin, streptomysiinin ja gentamysii-
nin yhdistelma (PeStG, LATU) poistaa ulosteesta bakteereja ja sienia. Osa ulosteen bak-
teereista ja homeista saadaan inaktivoitua myos kloroformilla. Kloroformi poistaa mahdolli-
sesti myos sytotoksisia eli solulle myrkyllisia lipideja ja hajottaa virusaggregaatteja. Ravis-
teena nayte on sellaisessa muodossa, etta sita voidaan kdyttaa viruseristykseen ja solujen

infektointiin sellaisenaan. [75]

Kloroforminkestavaan muoviputkeen kaadettiin 5-10 lasihelmed. Putkeen lisattiin kylmaa
(2-8 °C) antibiootteja sisaltavaa PBS-liuosta (PBS-PeStG) kasiteltavasta ulostemaarasta
riippuen 5 ml tai 2 ml. Ulosteraviste pyrittiin tekemaan noin grammasta ulostetta, mutta
mikali naytetta oli vahan, otettiin ulostetta arviolta 0,4 g, jolloin PBS-PeStG:ta lisattiin
muoviputkeen vain 2 ml verran. Seuraavaksi putkeen lisattiin naytemaarasta riippuen 0,5
ml tai 0,2 ml kloroformia (Merck). Jaisesta ulostenaytteesta siirrettiin tikulla noin 1 g ulos-
tetta (tai 0,4 g) muoviputkeen. Ennen varsinaista sekoitusta putkea ravisteltiin voimak-
kaasti kasin, jolloin uloste saatiin karkeasti sekoitettua ympardivaan nesteseokseen. Nain
saatiin silmamaaraisesti tarkistettua ulosteen oikea maara vield liuoksen varin perusteella.
Varsinainen sekoittuminen saatiin aikaan ravistamalla (Flow Laboratories TiterTek 541307
Shaker) putkea tdman jalkeen noin 20 minuutin ajan 1 200 kierroksen nopeudella. Jotta
PBS-PeStG:iin liukenematon ulosteosa saatiin erilleen, putkia sentrifugoitiin (Jouan CR3i
Sentrifugi, Swing out roottori T40) ravistelun jalkeen 20 minuutin ajan. Sentrifugointi suo-
ritettiin jadhdytetyssa (4-10 °C) sentrifugissa 2 500 rpm (revolutions per minute eli kier-
rosta minuutissa) nopeudella. Tama jalkeen ylin faasi pipetoitiin talteen. Tasta talteenote-
tusta ulosteravisteesta otettiin 100 pl nayte steriiliin eppendorfputkeen RNA-eristysta var-

ten. Naytteet sailytettiin —70 °C:ssa pakastimessa.
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9.1.2 Nenderitteen esikasittely

Nenaeritendyte on otettu potilaalta naytteenottotikulla sivellen silla nenan limakalvon pin-
taa. Naytteenoton jalkeen tikku on suljettu muoviseen naytteenottoputkeen, jossa on
naytteen sailytysliuosta. Tutkimuksessa kaytettiin ensin putkia, joissa kasvuliuoksen tila-
vuus oli 3 ml, mutta mydhemmin siirryttiin kayttdamaan 1 ml kasvuliuosta sisaltavia putkia.
Putkien sisdltaman kasvuliuoksen tilavuutta muutettiin, silla jo 1 ml liuosta riittda sailo-
maan nenderitenaytteen kuljetuksen ajaksi. Nain varmistetaan myos se, etteivat nenaeri-

tenaytteet ole liian laimeita.

Nenaeritendyteputkea sekoitettiin koeputkisekoittimella (IKA Labortechnik VF 2) ensin tay-
della teholla noin minuutin ajan, jolloin kaikki naytteen solut ja niiden mahdollisesti sisal-
tamat virukset saatiin siirrettya naytteenottotikusta ymparoivaan kasvuliuokseen. Taman
jalkeen naytteesta otettiin 100 pl steriiliin eppendorfputkeen RNA-eristysta varten. Nayt-

teet sailytettiin —70 °C:ssa pakastimessa.

9.2 RNA-eristys

RNA:n eristyksen ensimmaisessa vaiheessa solut hajotetaan yleensa joko mekaanisesti,
kemiallisesti tai entsymaattisesti. Solut voidaan myds hajottaa jaadyttamalla ja sulattamal-
la. Taman yhteydessa tai valittdmasti hajotuksen jalkeen on syyta inaktivoida RNA:ta ha-
jottavat ribonukleaasit. Inaktivointi toteutetaan usein kayttamalla eristyksessa RNaasi-
inhibiittoreita. Taman jalkeen RNA on menetelmasta riippuen suodatettavissa tai saostet-
tavissa. Eristetty RNA tulee liséaksi puhdistaa, silla ndyte siséltda tavallisesti runsaan maa-
ran epapuhtauksia, kuten proteiineja. Yleensa puhdistus suoritetaan pesemalla RNA:ta

epapuhtauksia liuottavilla tai saostavilla puskuriliuoksilla. [76]

Tutkittavana materiaalina kaytettiin esikasiteltya potilasnaytetta (nenaerite- tai ulostenay-
te) tai viruksilla infektoitua soluviljelmaa. Kaytettdessa solususpensiota naytteena on sille
tehty syvajaadyttamalla ja sulattamalla solujen esihajotus. Kasiteltava naytetilavuus on

100 pl. Tydssa RNA-eristys suoritettiin kayttamalla E.Z.N.A.® Total RNA kittia (Omega Bio-
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Tek). Menetelma perustuu RNA:n sitoutumiseen silikageelimembraanille, josta se pesujen
jalkeen eluoidaan talteen. Ty6ssa negatiivisena kontrollina kdytettiin kitin mukana tullutta
RNaasi-vapaaksi kasiteltya vetta. Negatiivinen kontrolli on merkkind tyén onnistumistesta

eli tssa tapauksessa kontaminoitumattomuudesta. [77]

RNA:n eristyksen ensimmaisessa vaiheessa solut hajotettiin TRK-hajotuspuskurin avulla.
TRK-puskurin liséksi ndytteen sekaan lisattiin 70-prosenttista etanolia, jotta RNA:n sitou-
tuminen silikageelimembraanille olisi mahdollista. Etanolin lisdyksen jélkeen liuosta sekoi-
tettiin (Vortex-Genie 2, Scientific Industries) hetken. Nayte ja siihen lisatyt liuokset pipetoi-
tiin pylvaaseen, jonka keskella on RNA:n eristyksen kannalta oleellinen silikageelimem-
braani. Taman jalkeen epapuhtaudet poistettiin kahden eri puskuriliuoksen avulla. Ensin
suoritettiin pesu kahdesti RNA-pesupuskuri I:114, ja tdman jalkeen viela kahdesti RNA-
pesupuskuri Il:1la. Kaikki tytssa kaytettavat puskuriliuokset lisattiin naytteen sisaltavaan
pylvadseen membaanin ylapuolelle. Sentrifugoimalla (Eppendorf 5424 -mikrosentrifugi)
saatiin liuokset siirtymaan membraanin lapi pylvaan alla sijaitsevaan keraysputkeen. Pesu-
jen jalkeen naytteesta eristetty RNA eluoidaan talteen 50 pl:aan RNaasi-vapaan veden

avulla. Eluoidut RNA:t sailytettiin —70 °C:ssa pakastimessa. [77]

9.3 Reaaliaikaiset RT-PCR:t

TyOssa kaytettavat reaaliaikaiset PCR:t ovat Centers for Disease Control and Preventionin

(CDC) validoimia menetelmia, joita on pyritty noudattamaan sellaisenaan.

9.3.1 Enterovirusten reaaliaikainen RT-PCR

Enterovirusgenomi detektoidaan naytteesta reaaliaikaisen RT-PCR:n avulla. Tutkittavana

materiaalina kaytetaan esikasitellysta potilasndytteesta eristettyd RNA:ta.

Enteroviruksen genominen RNA kopioidaan komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA) ns. yh-
den putken menetelmalld, jossa molemmat suoritettavat reaktiot suoritetaan samaan ai-

kaan yhdessa koeputkessa, kaanteiskopioijaentsyymin ja reverse-alukkeen avulla. Muodos-
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tuneesta cDNA:sta monistetaan enterovirusspesifisten forward- ja reverse-alukkeiden vali-
nen jakso moninkertaiseksi reaaliaikaisella PCR:lla. Reaaliaikainen PCR on PCR, jossa
DNA:n monistumista voidaan seurata reaaliaikaisesti. Kuviossa 8 on esitetty reaaliaikaisen
PCR:n periaate. Templaattikopioiden maara kasvaa PCR:sséa sykleittdin, ja niiden maara on
suoraan verrannollinen havaittavaan fluoresenssiin. PCR:4a suoritettaessa jokin fluore-
senssitaso tulee asettaa kynnysarvoksi, jolloin sen ylittavat naytteet tulkitaan positiivisiksi.
Ct-arvo (cycle threshold) on se sykliluku, jossa nayte ylittdaa kynnysarvon. Cutoff-arvolla
tarkoitetaan syklilukua, jota ennen naytteen fluoresenssin on taytynyt ylittda kynnysarvo,

jotta se tulkittaisiin positiiviseksi.

Cutoff-arvo ——p

A

Niytteet

luoresenssi {dFn)

Kynnysarvo Ct-arvo

4

T

24 6 8 1012 14 1613 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 4
Sykdit

Kuvio 8. Reaaliaikaisen PCR:n periaate. Naytteen fluoresenssi kasvaa genomin kopioituessa.

Menetelman kayttd enterovirusten detektiossa perustuu osin enterovirusgenomin 5'-
paassa sijaitsevaan noin 400 emasparin (base pair, bp) pituiseen vahvasti konservoitunee-
seen alueeseen. Tama jakso on pysynyt evoluutiossa lahes muuttumattomana, jolloin se
on kaikilla enteroviruksilla lahes samanlainen. Tydssa kaytettavat alukkeet on suunniteltu

niin, ettd ne tarttuvat spesifisesti konservoituneeseen alueeseen monistaen siitd 150 bp
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mittaista jaksoa. Kuviossa 9 on karkeasti kuvattu HRV:n reaaliaikaisen RT-PCR:n ja EV:n
reaaliaikaisen RT-PCR:n alukkeiden ja koettimien sijoittuminen genomien alueilla. Mene-
telma saattaa tunnistaa nendnaytteiden kohdalla my®&s rinoviruksia, silla sen forward-aluke
tarttuu genomissa alueeseen, joka eroaa HRV-A:n ja HRV-B:n vastaavasta vain yhden nuk-

leotidin verran ja HRV-C:n vastaavasta se puolestaan ei eroa lainkaan.

Varsinainen detektio tapahtuu kuitenkin kaksoisleimatun fluorogeenisen koettimen avulla,
jonka toiminta on esitetty kuviossa 10. Toisena leimana toimiva FAM on fluoresenssisig-
naalin vapauttava ryhma eli ns. reportteri, kun toinen leima BHQ-1 puolestaan toimii sen
vaimentajana. Mikali DNA-juostetta ei PCR:ssa muodostu lainkaan, BHQ-1 vaimentaa FA-
Mia jatkuvasti, jolloin fluoresenssia ei tapahdu. Vastaavasti uutta DNA-juostetta rakennet-
taessa reportteri vapautuu, jolloin sen etaisyys vaimentajaansa (BHQ-1) kasvaa. Taman
seurauksesta BHQ-1:n vaimentava vaikutus lakkaa, jolloin reportterin fluoresoivaa valoa
voidaan mitata. Fluoresenssin maara naytteessa lisaantyy syklien edetessa, ja sen intensi-

teetti on mitattavissa reaaliaikaisella PCR-laitteella. [78]

Rinovirusgenomi
HRV -forward HRV koetin HRV -reverse
5'-pad 3'-paa
HEV -forward HEV koetin HEV-reverse
Enterovirusgenomi

Kuvio 9. Rinoviruksen rRT-PCR:n ja enteroviruksen rRT-PCR:n alukkeiden ja koettimien sijoittumi-
nen genomien alueille. Kuvan 5'-pdd kuvaa genomia 342. nukleotidin kohdalta, ja 3'-pd& loppuu
642. nukleotidin kohdalle.

A) B) FAM
T <
_ FAM BHQ-1 ) . BHQ-1
Aluke 7y Koetin () IAM\E "« Koetin
I-pEd o 1 3'-pEd F-pEid o 1 S'-p3d

Kuvio 10. Kaksoisleimatun fluorogeenisen koettimen toiminta. A) Kun PCR ei tuota uutta juostetta
BHQ-1 vaimentaa jatkuvasti FAMia, jolloin fluoresenssia ei tapahdu. B) Uuden juosteen muodostu-
essa FAM irtoaa koettimesta, jolloin sen etdisyys vaimentajaansa (BHQ-1) kasvaa ja FAM voi emit-
toida valoa. [Muokattu lahteesta 79, s. 11.]
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Ty6n suorituksessa kaytettiin SuperScript™ 111 Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR
System -kittia (Invitrogen).

Alukkeet (DNA Technology A/S):

AN350 (forward) 5'- GGC CCC TGA ATG CGG CTAATC C -3
AN351 (reverse) 5'- GCG ATT GTC ACC ATW AGC AGY CA -3'
jossa Y=TtaiC

W=AtiT

Y ja W ovat synteettisid nukleotideja, jotka voivat suorittaa kahden eri nukleotidin virkaa

juosteessa.

Alukkeista valmistettiin 10 uM kayttdlaimennokset Sigma-veteen.

Koetin (DNA Technology A/S):

AN234 5’-FAM - CC GAC TAC TTT GGG WGT CCG TGT - BHQ-1 -3'

jossa W=AtiT

Koettimesta valmistettiin 5 uM kayttélaimennos Sigma-veteen. Koetin tuli fluorogeenisyy-

tensa vuoksi sdilyttaa valolta suojattuna.

Positiiviseksi kontrolliksi valittiin sellaisen naytteen RNA, jonka tiedettiin olevan vahvasti
enteroviruspositiivinen. Tassa tydssa positiivisena kontrollina oli CVB5:sta eristetty RNA.
Positiivisesta kontrolli-RNA:sta tehtiin laimennokset 10?, 102, 103, 10 ja 10°®, joiden
avulla saatiin muodostettua standardisuora. Talla on merkitysta tarkasteltaessa yksittaisen
tyon onnistumista ja koko menetelman luotettavuutta. Lisdksi sen avulla voidaan laskea

naytteiden RNA-pitoisuus.
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Aluksi valmistettiin reaktioseos kaikille tydssa tehtaville reaktioille. Huolellisesti sekoitettua
reaktioseosta pipetoitiin 45 pl kuhunkin reaktiokuoppaan reaaliaikaisen PCR:n liuskalle el
ns. stripille. Kutakin RNA-eristysnaytetta lisattiin reaktiokuoppiin 5 pl sekoituksen jalkeen.
Naytteiden lisdamisen yhteydessa lisattiin omiin reaktiokuoppiinsa myds 5 pl kutakin posi-
tilvisen kontrollin laimennosta sekd Sigma-vetta negatiiviseksi PCR-kontrolliksi. RNA:n li-
saamisen jalkeen PCR-liuskat suljettiin, niiden sisaltd sekoitettiin (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries) ja sentrifugoitiin (Apollo Instrumentation, C-1301) kuoppien pohjaan. Kaikki

PCR:&a edeltavat tydvaiheet suoritettiin sdilyttden reagenssit kylmablokeilla.

Reaktioseos yhdelle reaktiolle:

2X Reaction Mix 25,0 ul
AN350 forward (10 uM) 2,0 ul
AN351 reverse (10 uM) 2,0 ul
AN234 koetin (5 uM) 1,0 ul
Sigma-vesi 12,9 ul
SSHI RT/Platinum Taq Mix1,0 ul

MgSO, (50 mM) 1.0u
ROX Reference Dye 0,1 pl
reaktioseos yhteensa 45 ul

Naytteet ajettiin reaaliaikaisessa RT-PCR:ssa (Stratagene Mx3005P) kayttaen seuraavan-

laista [ampdohjelmaa:

Vaihe Lampdtila Aika

1 50 °C 30 min
2 95 °C 5 min
3 95 °C 15s

4 55 °C 45s

5 72 °C 15s

PCR:lla ajettiin kullakin ajokerralla 45 syklia (vaiheet 3-5).
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Tulostentarkastelussa asetettiin kunkin ajon kynnysarvoksi luku, joka on 10 % positiivisen
kontrollin 10™ laimennoksen antamasta fluoresenssitasosta. Cutoff-arvoksi valittiin Ct-arvo
40, jolloin kaikki ne naytteet, joiden fluoresenssitaso ylitti kynnysarvon vasta 40. syklin

jalkeen, tulkittiin negatiivisiksi.

9.3.2 Rinovirusten reaaliaikainen RT-PCR

Rinovirusgenomi detektoidaan naytteesta reaaliaikaisen RT-PCR:n avulla. Tutkittavana
materiaalina tyossa kaytetdan potilaan nenaeritenaytteesta eristettyd RNA:ta. Menetelma

pohjautuu Xiaoyan Lun ym. vuonna 2008 julkaistuun artikkeliin [80].

Rinoviruksen genominen RNA kopioidaan cDNA:ksi samalla tavoin kuin enterovirustenkin
RNA (kohta 9.3.1). Muodostuneesta cDNA:sta monistetaan rinovirusspesifisten forward- ja

reverse-alukkeiden vélinen jakso reaaliaikaisella PCR:IIa.

Menetelman kaytto rinovirusten detektiossa perustuu osin rinovirusgenomin 5’-paassa si-
jaitsevaan noin 400 bp pituiseen vahvasti konservoituneeseen alueeseen. Tama jakso on
pysynyt evoluutiossa lahes muuttumattomana, jolloin se on kaikilla enterovirus-suvun vi-
ruksilla Iahes samanlainen. Ty6ssa kaytettavat alukkeet on suunniteltu niin, ettéa ne tarttu-
vat spesifisesti konservoituneeseen alueeseen monistaen siitd 200 bp mittaista jaksoa (ku-
vio 9). Vaikka rinovirusten konservoitunut alue on hyvin samankaltainen kuin muiden ente-
rovirusten, rinovirusten konservoituneella alueella on kohtia, jotka eroavat enterovirusten
vastaavasta. Rinovirusten detektiossa kaytettava forward-aluke on suunniteltu niin, etta se
tarttuu konservoituneella alueella kohtaan, joka eroaa rinovirusten kohdalla muista entero-

viruksista. [80; 81]
Monistettava alue sijaitsee rinovirusgenomin 5'-paassa ei-koodaavalla alueella. Rinovirus-
ten detektio tapahtuu enteroviruksen detektion tavoin kaksoisleimatun (leimoina FAM ja

BHQ-1) fluorogeenisen koettimen avulla (kohta 9.3.1).

Tyon suorituksessa kaytettiin QIAGEN® QuantiTect” Probe RT-PCR -kittia (Qiagen).
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Alukkeet:

Forward-aluke (Exicon A/S): 5'- CPX GCC ZGC GTG GC -3’
Reverse-aluke (DNA Technology A/S): 5'- GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA -3

Koska forward-aluke on reverse-aluketta lyhyempi, sen alukkeiden sulamislampétila (Tr,)
on myds matalampi. Matala T,, saadaan korjattua lisaamalla forward-alukkeeseen lukittuja
nukleiinihappoanalogeja (locked nucleic acid).

Alukkeista valmistettiin 25 uM kayttdlaimennokset Qiagen-kitin RNaasi-vapaaseen veteen.

Koetin (DNA Technology A/S):

5’- TCC TCC GGC CCC TGA ATG YGG C -3’

Koettimen leimat (DNA Technology A/S):

5'-paéan leima: 6-carboxyfluorescein (FAM)

3’-paan leima: Black Hole Quencher™ (BHQ-1)

Koettimesta valmistettiin 25 uM kayttélaimennos Qiagen-kitin RNaasi-vapaaseen veteen.

Koetin tuli fluorogeenisyytensa vuoksi sailyttaa valolta suojattuna.

Positiiviseksi kontrolliksi valittiin sellaisen naytteen RNA, jonka tiedettiin olevan vahvasti
rinoviruspositiivinen. Tassa tydssa positiivisena kontrollina oli HRV-2:sta eristetty RNA.

Positiivisesta kontrolli-RNA:sta tehtiin laimennokset 10 ja 10°°.

Aluksi valmistettiin reaktioseos kaikille tydssa tehtaville reaktioille. Huolellisesti sekoitettua
reaktioseosta pipetoitiin 20 ul kuhunkin reaktiokuoppaan reaaliaikaisen PCR:n liuskalle.
Kutakin naytetta lisattiin reaktiokuoppiin 5 pl sekoituksen jalkeen. Naytteiden lisddmisen
yhteydessa lisattiin omiin reaktiokuoppiinsa myo6s 5 ul kumpaakin positiivisen kontrollin

laimennosta seka Qiagen-kitin RNaasi-vapaata vetta negatiiviseksi PCR-kontrolliksi. RNA:n



49

lisadamisen jalkeen PCR-liuskat suljettiin, niiden siséltod sekoitettiin (Vortex-Genie 2, Scienti-
fic Industries) ja sentrifugoitiin (Apollo Instrumentation, C-1301) kuoppien pohjaan. Kaikki

PCR:aa edeltavat tydvaiheet suoritettiin sdilyttden reagenssit kylmablokeilla.

Reaktioseos yhdelle reaktiolle:

2 x QuantiTect Master Mix 12,5 pl

Forward-aluke (25 uM) 1yl
Reverse-aluke (25 uM) 1yl
Koetin (25 uM) 0,1 pl
QuantiTect RT Mix 0,25 ul
RNaasi-vapaa vesi (Qiagen) 5,15 ul
reaktioseos yhteensa 20 pl

Naytteet ajettiin reaaliaikaisessa RT-PCR:ssa (Stratagene Mx3005P) kayttaen seuraavan-

laista lampdohjelmaa:

Vaihe Lampdtila Aika

1 48 °C 30 min
2 95 °C 15 min
3 95 °C 15s

4 60 °C 1 min

PCR:lla ajettiin kullakin ajokerralla 45 syklia (vaiheet 3—4).

Tulostentarkastelussa asetettiin kunkin ajon kynnysarvoksi 0,0060. Tassa ty0ssa ei tarvitse
erikseen asettaa cutoff-arvoa, silla se on otettu huomioon jo syklimaaraa valittaessa (tyon
cutoff-arvo on Ct-arvo 45). Talléin kaikki ne naytteet, joiden fluoresenssitaso ylittda asete-

tun kynnysarvon vasta 45. syklin jalkeen, tulkitaan negatiivisiksi.
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9.4 Enteroviruseristys

Jotta potilasnaytteiden sisaltdmat infektiiviset enterovirukset saataisiin eristettya, pitaa
virusta kasvattaa soluviljelmassa. Samalla viruksen maara lisaantyy. Tyodssa kaytettavat
soluviljelmat kasvavat soluviljelymuoviputken pinnalla. Kun potilasnayteiden mahdollisesti
sisdltamat virukset inkuboinnin jalkeen ovat lisdantyneet soluissa, voidaan viljelmasta ottaa
nayte, jolle tehdaan uusi RNA-eristys. Taman naytteen sisaltdman mahdollisen infektiivisen
enteroviruksen RNA-pitoisuus on alkuperaista potilasnaytettda suurempi, jolloin viruksen
serotyypin maaritys on mahdollista. Serotyyppi voidaan maarittaa eristyksen jalkeen joko
neutralisaatiotestin (kayttden virusspesifisia vasta-aineita) tai sekvensoinnin (sekvensoi-
malla osa viruksen VP1-kapsidiproteiinista) avulla. Tassa tydssa serotyypin maaritys suori-

tetaan sekvensoimalla.

Soluihin istutettava nayte voi olla ulosteraviste, nenéerite-, nielu-, rakkula- tai likvorindyte
tai vaikka jatevesikonsentraatti. Tassa tydssa soluihin istutettavat ndytteet ovat ulostera-
visteita ja nenderitenaytteitd. Naytteet istutettiin soluviljelmiin sen jalkeen, kun niille oli
tehty enterovirus rRT-PCR, silla tarkoituksena oli istuttaa vain niita naytteita, jotka olivat

enterovirus rRT-PCR:ssa positiivisia.

Enteroviruseristyksessa kaytettaviksi istutussoluiksi on valittu sellaisia solulinjoja, joissa
enterovirusten tiedetaan lisaantyvan hyvin. Alla on lueteltu kaikki tytssa kaytettavat solu-

linjat [82]:

Solu Enterovirukset, joiden tiedetdan solussa lisadntyvan

RD(A) poliovirukset, echovirukset, osa coxsackie A-viruksista
HelLa-SOH poliovirukset, osa coxsackie A-viruksista, coxsackie B-virukset
CaCo-2 poliovirukset, echovirukset, coxsackie B-virukset

Jos naytteen epaillaan sisaltavan enterovirusta, mutta mahdollinen virus ei aiheuta solutu-
hoa eli CPE:ta yllA mainituissa solulinjoissa, virusta yritetdan kasvattaa Vero ja GMK-

solulinjoissa.
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Enteroviruspositiiviset ulostenaytteet istutettiin ensisijaisesti RD(A)-soluihin, mutta mikali
soluviljelmassa ei havaittu viruksen aiheuttamaa solutuhoa, solut istutettiin kaikkiin tydssa
kaytettaviin solulinjoihin. Ty6ssa kaytetyt solulinjat ja niiden alkuperat 18ytyvat taulukosta
3. Soluviljelmissa tapahtuva solutuho havaittiin putken seindmaalla kasvavaa solumattoa
mikroskopoimalla. Enteroviruspositiiviset nenderitenaytteet istutettiin puolestaan vain
RD(A)-solulinjan soluihin. HRV-A-lajiin kuuluvien rinovirusten serotyyppien tiedetadn myos

kasvavat RD(A)-solulinjassa hyvin.

Taulukko 3. Tydssé kaytetyt solulinjat ja niiden alkupera.

Solulinja Alkupera

CaCo-2 Ihmisen paksusuolen adenokarsinooma eli rauhassyopa
GMK Vihermarakatin (green monkey) munuainen

Hela-SOH Ihmisen (Henrietta Lacks) kohdunkaulan karsinooma
RD(A) Ihmisen rabdomyosarkooma eli poikkijuovaislihassydpé
Vero Vihermarakatin (green monkey) munuaisen sidekudos

Ulostenaytteista tehtiin kaksi rinnakkaista virusviljelya naytettd kohden. Nenaeritenayttei-
den kohdalla ei tehty rinnakkaisia virusviljelyja, vaan kukin nayte istutettiin vain yhteen
soluviljelyputkeen. Syyna tahan on se, ettd enteroviruksia uskotaan I6ytyvan suuremmalla
todennakoisyydella ulostenaytteista. Lisaksi tehtdvan INDIS-tutkimuksen kannalta oli oleel-

lisempaa |6ytaa niitéa enteroviruksia, jotka erittyvat ulosteeseen.

Kasvatusnesteet soluille:

RD(A)-soluille:

5 % MEM

100 ml Eagle’s MEM (LATU)

2ml Hepes (1 M, pH 7,4, LATU)

2 ml MgCl, (1 M, LATU)

5ml vasikkasikion seerumi (fetal bovine serum eli FBS, Integro)

0,1 ml penisilliini-steptomysiini-gentamysiini -antibioottiliuos (PeStG, LATU)

*0,1 ml mykostatiini (LATU)
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CaCo-2-, GMK-, HeLa-SOH- ja Vero-soluille:

2 % MEM

100 ml Eagle’s MEM

2ml Hepes (1 M, pH 7,4)

2ml MgCl, (1 M)

2ml vasikkasikion seerumi (fetal bovine serum eli FBS)
0,1 ml PeStG

*0,1 ml mykostatiini

* Mykostatiinia tarvitaan kayttdravintonesteessa vain istutettaessa ulosteravisteita soluihin,
silla sen vaikuttava aine nystatiini estda suolistossa mahdollisesti esiintyvien sienten lisdan-
tymista [83]. Tyotvaiheiden helpottamisen vuoksi mykostatiinia lisattiin kuitenkin kaikkiin

kayttéravintonesteisiin, silla sen ei ole todettu olevan haitaksi nenaeritenaytteiden istutuk-

sessa.

Tilattujen kolmen vuorokauden ikaisten soluputkien (THL:n Soluviljely-yksikkd) solumaton
kunto tarkastettiin ennen tyd aloittamista. Mikali huonokuntoisia soluviljelmia olisi 16ytynyt,
niita ei olisi kaytetty. Valmistetut kdyttéravintonesteet lammitettiin 37 °C:ssa vesihautees-
sa (Julabo TW12 Water Bath, Julabo Labortechnik GmbH) kadenlampdisiksi. Soluputkien
sisdltama solukasvatusneste kaadettiin pois, ja tilalle pipetoitiin valmistettua kayttéravin-
tonestettd 1 ml putkea kohti. Jokaiseen soluputkeen pipetoitiin lisdksi 200 ul ndytetta. Ne-
naeritenaytteiden kohdalla voitiin istuttaa my®s pienempi naytemaara, mikali naytetta oli
kaytdssa vain vahan. Talldinkin istutettavan naytteen tilavuus oli kuitenkin vahintaan 150
pl. Tilatuista soluputkista jatettiin kaksi putkea solulaatua kohden kontrolliputkiksi, jolloin
niihin ei lisatty naytetta. Naytteiden lisadmisen jalkeen soluputkia inkuboitiin CO,-
inkubaattorissa (Binder GmbH Bergstr), jonka CO,-pitoisuus on noin 5 % ja lampotila 36—
36,9 °C. Soluputkia mikroskopoitiin (Olympus CK2) viikon sisalla viitena paivana nelinker-
taisella suurennoksella. Viljelmissa havaitut muutokset kirjattiin muistiin kayttaen seuraa-

vanlaisia merkint6ja:
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Havainto Kirjaus

Ei muutosta solumatossa -
Mahdollinen muutos solumatossa +?

Virusten aiheuttama solutuho (CPE):

1. aste 1 — 25 % soluista tuhoutunut +

2. aste 25 — 50 % soluista tuhoutunut ++

3. aste 50 — 75 % soluista tuhoutunut +++
4. aste 75 — 100 % soluista tuhoutunut ++++

Jos solu saavutti 3. tai 4. asteen CPE:n ennen seitsematta inkubointipdivaa, otettiin solu-
putki ns. syvajaahan. Solujen syvajaddytys tapahtui siten, ettéd soluputkia sekoitettiin koe-
putkisekoittimella (Vortex-Genie 2, Scientific Industries) noin 10 sekunnin ajan, jolloin so-
lumatto irtosi valtaosin viljelyputken reunasta. Jos reunalle jéi viela sekoituksen jalkeen
solumattoa, se raaputettiin pasteurpipetilld irti. Solumaton irrottamisen jalkeen koko put-
ken sisaltd pipetoitiin 2 ml kierrekorkilliseen varastoputkeen. Putkien solut syvajaadytettiin

varastoimalla ne —70 °C:ssa pakastimessa.

9.5 PCR

9.5.1 Oberste-A-RT-PCR

Tutkittavana materiaalina kdytetaan soluviljelymenetelmalla eristetyn enteroviruksen
RNA:ta. Infektoidusta soluviljelmasta otetusta 100 pl naytteesta eristettiin RNA tyota var-
ten E.Z.N.A.® Total RNA -kitilla (Omega Bio-Tek). Menetelma on kehitetty enterovirusten

tyypitykseen ja se perustuu Obersten ym. vuonna 2003 julkaisemaan artikkeliin [84].

Enteroviruksen genominen RNA kopioidaan cDNA:ksi yhden putken menetelmalla kaan-
teiskopioijaentsyymin ja enterovirusspesifisen reversealukkeen avulla. Muodostuneesta
cDNA:sta monistetaan forward- ja reverse-alukkeiden avulla noin 350 nukleotidin pituinen

DNA-tuote Oberste-A-RT-PCR -menetelmalla. Oberste-A-RT-PCR -menetelman kaytto vi-
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rustyypityksessa perustuu enterovirusgenomin VP1-kapsidiproteiinia koodaavalla alueella

sijaitsevan kullekin eri serotyypille spesifisen sekvenssin monistamiseen. [84; 85]

Alukkeet (DNA Technology A/S):

92584-forward 5'- MIG CIG YIG ARA CNG G -3
92583-reverse 5'- CIC CIG GIG GIA YRW ACA T -3

jossa I = inosiini, joka pariutuu A:n, C:n ja U:n kanssa
R=G/A
Y=T/C
M=A/C
W=A/T

N=A/C/G/T
Alukkeista valmistettiin 25 uM kayttdlaimennokset Sigma-veteen.
Positiivisena kontrollina tydssa kaytettiin CVB5:sta eristettyd RNA:ta.
Aluksi valmistettiin reaktioseos kaikille tydssa tehtaville reaktioille. Huolellisesti sekoitettua
reaktioseosta pipetoitiin 49 ul kuhunkin reaktiokuoppaan PCR-kuoppalevylle. Kutakin nay-
tetta lisattiin reaktiokuoppiin 1 pl sekoituksen jalkeen. Naytteiden lisédmisen yhteydessa
lisattiin omiin reaktiokuoppiinsa myos 1 pl positiivista kontrollia sekd 1 ul Sigma-vetta ne-

gatiiviseksi PCR kontrolliksi. RNA:n lisdamisen jalkeen PCR-levyt suljettiin foliolla.

Reaktioseos yhdelle reaktiolle:

10 X RT / PCR —puskuri (LATU) 5,0 ul
dNTP-seos (2 mM, LATU) 5,0 ul
MgCl, (25 mM, Integro) 3,0 ul
Forward-aluke (25 uM) 2,0 ul

Reverse-aluke (25 uM) 2,0 ul
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RNasin Inhibitor -entsyymi (40 U / ul, Biofellows) 0,3 ul
AMV-reverse transcriptase -entsyymi (20 U / ul, Finnzymes) 0,2 ul
Thermoperfect DNA polymerase -entsyymi (5 U / ul, Integro) 0,3 ul
Sigma-H,0 (Sigma-Aldrich) 31,2 ul
reaktioseos yhteensa 49 pl

Naytteet ajettiin RT-PCR:ssa (Perkin EImer GeneAmp System 9700 PCR, The Perkin Elmer

Corporation) kdyttden seuraavanlaista lampoohjelmaa:

Vaihe Lampdtila Aika

1 50 °C 30 min
2 94 °C 3 min
3 94 °C 30s

4 42 °C 30s

5 72 °C 60 s

6 72 °C 5 min

PCR:lla ajettiin kullakin ajokerralla 35 syklia (vaiheet 3-5). Ajon paatteeksi PCR-laite viilen-
si reaktiotuotteet 4 °C:n lampédtilaan, jonka jalkeen ne otettiin sailytykseen 4 °C:seen jaa-

kaappiin.

9.5.2 PCR-tuotteen analysointi ja puhdistus

9.5.2.1 Etidiumbromidia sisdltavan agaroosigeelin elektroforeesi

PCR-tuotteiden analysointi suoritetaan etidiumbromidia sisdltavan agaroosigeelin avulla.
Tutkittavana materiaalina kdytetadn Oberste-A-RT-PCR:n tuotteita. Etidiumbromidi on
fluoresoiva variaine, joka sitoutuu DNA:n emasten valiin. Elektroforeesiajon aikana eti-
diumbromidi konsentroituu ymparoivasta geelista DNA-vyohykkeisiin. Kun geelia valaistaan
ajon paatteeksi UV-valolla, DNA:ta sisaltavat vyohykkeet nakyvat agaroosigeelilla orans-

sinpunaisina. [86]

Nukleiinihappojen elektroforeettinen erottelu perustuu molekyylien kokoon. Mita suurempi

DNA-molekyyli geelissa on, sitd hitaammin se paasee kulkeutumaan geelin huokosten lapi,
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kun taas pienemmat molekyylit kulkeutuvat geelissa nopeammin ja siten myos pidemmal-
le. [87]

Konsentraatioltaan viisinkertaista DNA-naytepuskuria (5 x DNA-loading buffer, LATU) pipe-
toitiin mikrotiitterilevyn kuoppiin 2 pl. Taman jalkeen kutakin Oberste-A-RT-PCR-tuotetta
pipetoitiin 5 pl omiin kuoppiinsa. Sekoituksen jalkeen kunkin kuopan sisalto pipetoitiin
valmistetun agaroosigeelin kuoppiin. Agaroosigeelina kaytettiin 2-prosenttista geelia, jonka
etidiumbromidipitoisuus (Etidiumbromidi, Continental Laboratory Products Ltd) oli 0,5 ug /
ml. Lisaksi geelille pipetoitiin vertailua varten 100 bp kokoinen DNA:n kokomarkkeri (Gene-

ruler 100 bp DNA ladder, Fermentas).

Elektroforeesi (Electrophoresis Power Supply EPS 600, Pharmacia biotech) suoritettiin 140
mA virralla 20—60 minuutin ajan, kayttden ajopuskurina 1 x TBE-puskuria (10 x TBE-
puskuri, LATU, josta tehtiin yksinkertainen kayttélaimennos). Ajoaika riippui siitd, kuinka
nopeasti vyohykkeet alkoivat kulkeutua geelilld. Ajo pysaytettiin, kun varirintamien vali oli

1-3 cm ja alin rintama oli 3—4 cm paassa kuopasta.

Oberste-A-RT-PCR-positiiviset naytteet havaittiin agaroosigeelilta kohdistamalla siihen UV-
valoa. Ne geelin naytteet, joissa havaittiin noin 350 bp kohdalla fluoresoiva fragmentti,
tulkittiin PCR-positiivisiksi. Geelin tarkastelu ja kuvaaminen UV-valossa suoritettiin siihen

tarkoitetulla laitteella (Gene Flash, Gel Documentation System, Syngene bio imaging).

9.5.2.2 PCR-tuotteen visualisointi Elchrom-geelien avulla ja suora sekvensointi ilman puh-

distusta

Tutkittavana materiaalina kytettiin niitd Oberste-A-RT-PCR:n tuotteita, jotka agaroosigee-
lin elektroforeesilla havaittiin positiivisiksi eli jotka muodostivat geelille 350 bp kokoisen
raidan (band). Elchrom-geeliajon tarkoituksena oli ottaa talteen haluttu noin 350 bp kokoi-
nen PCR-tuotefragmentti, josta DNA uutettiin talteen sekvensointia varten. Elchrom-geeli
on inertti selluloosageeli, jolta PCR-tuote on helppo irrottaa ilman erillistd puhdistusta.
Elektroforeesin ajopuskurina kaytetdan etidiumbromidipitoista TAE-puskuria. Etidiumbro-

midia kaytetaan DNA:n varjaamiseen selluloosageelissa. [88]
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Konsentraatioltaan viisinkertaista DNA-naytepuskuria (5 x DNA-loading buffer, LATU) pipe-
toitiin mikrotiitterilevyn kuoppiin 2 ul. Taman jalkeen kutakin ndytetta pipetoitiin 13 pl
omiin kuoppiinsa. Sekoituksen jalkeen kunkin kuopan sisallosta pipetoitiin 12 pl Elchrom-
geelin (PCR ChecklT -geeli, Elchrom Scientific) kuoppiin. Lisaksi geelille pipetoitiin vertailua
varten 100 bp kokoinen DNA:n kokomarkkeri (Generuler 100 bp DNA ladder SMO241).

Elektroforeesi (Electrophoresis Power Supply EPS 601 Pharmacia biotech) suoritettiin ajaen
naytteitd 150 mA virralla 10 minuutin ajan. Elektroforeesin ajopuskurina kaytettiin 1 x
TAE-puskuria (50 x TAE-puskuri, LATU, josta tehtiin yksinkertainen kayttdlaimennos), jon-
ka etidiumbromidipitoisuus (Etidiumbromidi, Continental Laboratory Products Ltd) oli 0,5

pg / mi.

Oikean kokoiset PCR-tuotefragmentit havaittiin kohdistamalla geelille ajon paatyttya UVv-
valoa ja vertaamalla fluoresoivia fragmentteja DNA:n kokomarkkerin fragmentteihin. Halu-
tut noin 350 bp kokoiset PCR-tuotefragmentit leikattiin geelilta talteen ja siirrettiin omiin

eppendorfputkiin.

Jokaiseen PCR-tuotefragmentin siséaltimaan eppendorfputkeen lisattiin 13 pl MgCl,-liuosta
(1 M Magnesiumkloridi, LATU), minka jalkeen seos sentrifugoitiin (Biofugi Pico, Heraeus)
putken pohjaan. Putkia inkuboitiin 70 °C:n lamp&dhauteessa (Techne heater DB-3, Dri-
Block) 30 minuutin ajan, jolloin Elchrom-geelin sisaltama DNA uuttui ymparoéivaan MgCl,-
liuokseen. Inkuboinnin jalkeen putkien sisaltama DNA-uute pipetoitiin erilleen kiinteasta

geelista. Uutettu DNA-tuote on sellaisenaan valmis lahetettavaksi sekvensointiin.

9.6 Sekvensointi ja tyypitys

Uutettu DNA-tuote voidaan lahettaa sellaisenaan sekvensointiin (Molecular Medicine Se-
guencing Laboratory, SeglLab) Oberste-A-alukkeiden (92584-forward ja 92583-reverse,
DNA Technology A/S) kanssa.

Sekvensointiin lahettiin kustakin DNA tuotteesta kaksi naytettd, josta toisessa oli lisattyna

Oberste-A-RT-PCR:ssa kaytettya 92584-forward-aluketta ja toisessa 92583-reverse-
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aluketta. Alukeliuosten konsentraatiot olivat 5 uM. Mikrotiitterilevylle pipetoitavien liuosten

tilavuudet on esitetty alla.

Tilavuudet yhdelle naytteelle:

Steriili vesi: 1,5 pl
Aluke (92584-forward tai 92583-reverse): 3,2 ul
DNA tuote: 2,5 ul

Sekvensoinnissa nayte-DNA:sta muodostetaan eripituisia DNA-fragmentteja. Reaktiot suo-
ritetaan neljassa koeputkessa, josta jokaisessa nayte fragmentoituu yhden nukleotidin
kohdalta. Muodostuneiden fragmenttien avulla voidaan paatella sekvenssin nukleotidijar-
jestys. Nykyadn sekvensointipalvelut tuottavat ndytteiden sekvenssit lahinnd Sangerin me-

netelmalla, joka on entsymaattinen menetelma DNA:n sekvensoimiseksi. [89]

DNA tuotteiden sekvenssit saatiin sekvensoinnista elektroferogrammeina eli kdyring, jotka
sekvensointilaite piirtdd nukleotidien antamista fluoresenssisignaaleista. Elektroferogram-
mit tarkistettiin kdyttden Vector NTI:n ContigExpress (Invitrogen) -ohjelmaa. Elektrofero-
grammeista muodostettiin ContigExpress-ohjelmalla niin sanottu contig (contiguous, ly-
henne contig), jossa saman DNA-tuotteen kummankin naytteen (toinen tehty kayttaen
forward-aluketta ja toinen kayttaen reverse-aluketta) antamat elektroferogrammit asetet-
tiin kohdakkain. Contig on siis kahden yksittdisen DNA segmentin muodostama paallekkai-
nen sekvenssi. Contigista poistettiin heikkolaatuiset kohdat ja muiden kohtien luettavuus
tarkistettiin. Heikkolaatuiset kohdat ovat alueita, joissa signaali on hyvin korkeaa tai mata-
laa tai se sisaltaa paallekkaisia nukleotidipiikkeja. Korjatussa contigissa ei ole eroavaisuuk-
sia kahden paallekkain asetetun sekvenssin valilla, vaan ne ovat keskenaan yhtenevat.
Saatu nukleotidisekvenssi kdannettiin myds aminohapoiksi VectorNTI-ohjelmalla etsien
ensin sopiva lukukehys. Nukleotidisekvenssia verrattiin Nucleotide BLAST -tietokannan
(NCBI) geenipankin sekvensseihin, jolloin virustunnistus voitiin tehda seuraavien rajaehto-

jen avulla. [89]
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Rajaehdot:

- VP1-kapsidiproteiinia koodaavan alueen nukleotidisekvenssissa tulee olla yli 75 %:n
yhtélaisyys, samalla yhtalaisyyden muihin serotyyppeihin on oltava alle 70 %.

- Aminohappotasolla yhtalaisyyden tulee olla yli 88 %.

- Vertailtavan nukleotidisekvenssin tulee olla vahintadn 100 nukleotidin pituinen, mutta

mieluiten koko VP1-kapsidiproteiinin kattava.

Rajaehdoiksi asetetut prosentit ovat viitteellisid, minka vuoksi tulos ilmoitetaan lahimpéana

serotyyppina ja nukleotidi-identtisyysprosenttina.

10 Tulokset ja tulosten tarkastelu

10.1 Naytteet ja tutkimushenkilot

Tutkimukseen osallistui yhteensa 53 lasta, jotka ovat syntyneet vuosina 2000, 2002,
2004-2010. Heista 19 on tyttdja (36 %) ja 34 on poikia (64 %). Heilla kaikilla on suuren-
tunut geneettinen alttius sairastua tyypin 1 diabetekseen (luku 7). Heidén sairastumisiaan
seurattiin aikana, joka vaihteli tutkimushenkilosta riippuen kolmesta paivasta 11 kuukau-
teen (seuranta-aika on laskettu ensimmaisen tutkimukseen saapuneen naytteen perusteel-
la). Tutkimushenkildiden seuranta-ajat vaihtelevat suuresti, silla INDIS-tutkimukseen rek-
rytointi on vield tata tyota tehtaessa ollut kdynnissa. Yksi tutkimukseen osallistuneista ty-
toista (taulukossa 4 merkitty *) lopetti tutkimuksen kesken. Han oli syntynyt vuonna 2008.

Tutkimushenkilot on luokiteltu taulukkoon 4 syntymavuotensa ja sukupuolensa mukaan.
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Taulukko 4. Tutkimushenkilt luokiteltuna syntymavuotensa ja sukupuolensa mukaan.

Syntymavuosi Tyttoja Poikia Lapsia yhteensa
2000 - 1 1
2002 - 1 1
2004 2 - 2
2005 - 2 2
2006 1 3 4
2007 5 2 7
2008 4* 3 7=
2009 6 19 25
2010 1 3 4
yhteensa 19 34 53

Tutkittavaksi saapuneet 200 naytepakkausta sisalsivat 196 ulostenaytettd ja 198 nenaeri-
tenaytetta. Naytteista 34 % oli tytdilta ja 66 % pojilta. Kaikkia naytteita ei kuitenkaan ana-
lysoitu, silla tydssa pyrittiin tunnistamaan lasten ensimmaisten infektio-oireiden yhteydessa
otetuista naytteista niiden mahdollisesti sisaltamat enterovirukset, jotta infektion aiheut-
tama enterovirus saataisiin selville. Joillain lapsilla oli muita intensiivisempi naytteenotto-
ohjeistus (luku 7), jolloin heilta tuli paljon naytteita, joiden ndytteenottotiheys infektion
aikana oli yhdesta seitsemaan paivaan. Naita naytteita ei analysoitu INDIS-tutkimuksen
tassa vaiheessa. Analysoimatta jai kaikkiaan 35 ulostenaytetta ja 36 nenderitendytetta.
Analysoiduista naytteista tyttdjen oli 35 % ja poikien 65 %. Naytteiden lukumaarat on

koottu taulukkoon 5.

Taulukko 5. Saapuneet ja tutkittavat naytteet jaoteltuna tutkimushenkiliden sukupuolen mukaan.

Néaytteet Ulostenaytteet Nené&eritendytteet

Tytot Pojat Tytot Pojat
Saapuneet 67 129 68 130
Analysoidut 56 105 57 105

Tutkimukseen osallistuneista lapsista kolmella oli alkanut muodostua autovasta-aineita.
Heista kaikki olivat poikia. Kaksi heista oli autovasta-ainepositiivisia jo ennen ensimmaisten
naytteiden ottamista. Naista toisen verenkiertoon oli ilmestynyt ICA:ta eli saarekesoluvas-

ta-ainetta hanen ollessa 2 vuotta ja 7 kuukautta vanha, kun taas toisella 1AA:ta eli insulii-
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niautovasta-ainetta hanen ollessaan 7 kuukautta vanha. Pojista kolmas kaantyi 1AA-
positiiviseksi tutkimuksen aikana ollessaan talléin vuoden vanha. Tata ennen hanelta oli
kuitenkin saatu vain yksi uloste- ja yksi nenaeritenayte, joista molemmat olivat enterovi-
rusten suhteen negatiivisia EV rRT-PCR:ssd. Nendaeritenaytteessa ei havaittu myoskaan
rinoviruksia. Suurimman T1D:lle altistavan vaikutuksen Oikarinen ym. 2011 havaitsivat
olevan niilla enterovirusinfektioilla, joiden aiheuttajavirusta on havaittavissa verenkierrossa
ja siten my0s ulosteessa enintdaan puoli vuotta ennen ensimmaisen autovasta-
ainepositiivisen naytteen ottoa. Lisaksi timan riskin havaittiin olevan pojilla suurempi kuin
tytdilla. Naiden kolmen pojan tapauksessa autovasta-ainepositiivisuutta edeltavan mahdol-

lisen enterovirusinfektion aiheuttajaa ei siis saatu selville. [90]

10.2 Enterovirusinfektioiden esiintyvyys

EV rRT-PCR:ssa positiiviseksi osoittautui 12 ulostenaytetta ja 30 nenderitenaytetta. Naista
positiivisista naytteista osa oli saman infektion aikana otettuja (infektioita toisistaan erot-
tamaan kaytettiin kolmen kuukauden aikarajaa, jollei positiivisten naytteiden valilla havait-
tu negatiivisista jaksoa). Ulostendytteiden kohdalla EV rRT-PCR -menetelman tiedetaan
olevan hyvin spesifinen enteroviruksille, silla rinoviruksia esiintyy vain hengitysteissa. Sen
sijaan nenderitenaytteiden kohdalla sen tiedetdan tunnistavan viruksia ristiin HRV rRT-

PCR:n kanssa (kohta 9.3.1).

Taman vahvistavat myos tyon tulokset, joissa jokainen enteroviruspositiivinen nenaerite-
nayte on osoittautunut positiiviseksi myos rinovirusten suhteen. Ei voida olettaa hengitys-
teissa esiintyvien enterovirusten yhteydessa esiintyvan jokaisessa tapauksessa myos rino-
viruksia, vaikka rRT-PCR:ien tulokset siihen viittaavatkin. Tama voi kuitenkin olla mahdol-
lista yksittaisissa tapauksissa, mutta ndiden tapausten selvittdminen vaatisi geneettista
tyypitystd myos rinovirusten osalta, mita tassa tydssa ei tehty. TAman vuoksi enterovirus-
ten ja rinovirusten aiheuttamia hengitystieinfektioita ei tdssa tydssa voida erottaa toisis-
taan, ja nain ollen HRV rRT-PCR:ssa positiivisiksi tunnustautuneet naytteet katsotaan myos
enteroviruspositiivisiksi. EV rRT-PCR:ssa positiivisiksi tunnustautuneet nenaeritenaytteet
ovat tassa tyodssa kuitenkin kasitelty omana kokonaisuutenaan lahinnd sen vuoksi, etta sen

antamien tulosten perusteella valittiin soluviljelmiin istutettavat nenaeritenaytteet (kohta
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9.4). Todellisuudessa namakin positiiviset tulokset voivat olla tahattomasti tunnustautunei-
ta rinoviruksia. Nenderitenaytteiden tapauksissa taudinaiheuttajista olisi syyta kayttaa ter-

mia rino/enterovirukset.

10.2.1 Eri vuodenaikoina

Enteroviruspositiivisia ulostenaytteita havaittiin 12, jotka jakaantuivat 8 erilliseen infekti-
oon (liite 2, taulukko 2). Infektioiden jakaantuminen eri kuukausille on esitetty kuviossa
11. Kaikki ulostenaytteiden positiiviset 16ydtkset tehtiin poikalasten naytteista. Koska ente-
roviruspositiivisten ulostenaytteiden maara jai alhaiseksi, voidaan tehda vain karkea johto-
paatos, jonka mukaan suoliston enterovirusinfektiot ovat poikalapsilla yleisempia. Lisaksi
on syytd huomata, ettd analysoiduista ulostenaytteista 65 % oli poikalapsilta. Samaan tu-
lokseen on kuitenkin paadytty myds muissa tutkimuksissa, kuten Sadeharjun ym. 2003

tekemassa tutkimuksessa [91].

Suoliston enterovirusinfektiot kuukausittain

Infektioiden
maarat

Kuvio 11. Suolistossa esiintyvien enterovirusten aiheuttamat infektiot jaoteltuna kuukausittain.

Enteroviruksia esiintyi suolistossa eniten elokuussa (4 infektiota). Saatu tulos on yh-
tenevainen muiden tutkimusten kanssa, joiden perusteella enterovirusinfektiot ovat ylei-

simpid loppukesalla ja syksylla [4, s. 514-516; 5].
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EV rRT-PCR:ssa positiivisiksi tunnustautuneet nenderitendytteet jaettiin 28 infektioon, jois-
ta 36 % todettiin tyttdlasten ja 64 % poikalasten nenaeritenaytteista (liite 2. taulukko 3).

Naiden infektioiden jakaantuminen eri kuukausille on esitetty kuviossa 12.

Tarkasteltaessa hengitysteissa esiintyvia infektoivia enteroviruksia (rino/enteroviruksia) on
kuitenkin syyta tarkastella EV rRT-PCR:ssa positiivisia ja HRV rRT-PCR:ssa positiivisia nayt-
teitd yhdessa. Positiivisia 10ydoksia tehtiin 89 nenaeritenaytteestd, mika vastaa 55 %:a
analysoiduista nenaeritenaytteista (liite 2, taulukko 4). Positiiviset 16ydokset jaettiin 64
infektioon, joista 34 % havaittiin tytdilla ja 66 % pojilla. Niiden aiheuttamien infektioiden

esiintymiset kuukausittain on esitetty myoés kuviossa 13.

Hengitysteiden rino/enterovirusinfektiot kuukausittain
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Kuvio 12. Hengitysteissa esiintyvien rino/enterovirusten aiheuttamat infektiot jaoteltuna kuukausit-

tain EV rRT-PCR:n antamien tulosten perusteella.
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Hengitysteiden rino/enterovirusinfektiot kuukausittain
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Kuvio 13. Hengitysteissa esiintyvien rino/enterovirusten aiheuttamat infektiot jaoteltuna kuukausit-

tain HRV rRT-PCR:n antamien tulosten perusteella.

Kuviosta 13 huomataan, etta rino/enterovirukset aiheuttavat infektioita lapi vuoden, mutta
ne keskittyvat loppukevaéaseen ja alkusyksyyn. Rinovirusinfektioita tiedetdankin esiintyvan
kaikkina vuodenaikoina, mutta eniten niita esiintyy kevaalla ja syksylla, mika kay ilmi myos

tassa tydssa.

10.2.2 Eri ikvaiheissa

Kun tarkastellaan lasten sairastamia enterovirusinfektioita ikdvaiheittain, havaitaan, etta
suurin osa enterovirusinfektioista on sairastettu alle 18 kuukauden ikaisina (kuviot 14 ja
15). Ulostenaytteiden mukaan laskettuna 88 % enterovirusinfektioista ja nenaeritenayttei-
den mukaan 61 % rino/enterovirusinfektioista oli sairastettu alle 18 kuukauden iassa. On
kuitenkin muistettava, ettd 57 % analysoiduista naytteista oli otettu alle 18 kuukauden
ikaisilta lapsilta, mutta tastakin huolimatta sairastuvuus alle 18 kuukauden idssa on muihin

ikavaiheisiin verraten merkittavasti yleisempaa.
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Sairastetut enterovirusinfektiot ikdvaiheittain
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Kuvio 14. Lasten sairastamat enterovirusinfektiot ikévaiheittain (ulostendytteista havaitut). Huomaa
x-akselin asteikon muuttuminen 24 kk jalkeen.

Sairastetut rino/enterovirusinfektiot ikdvaiheittain
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Kuvio 15. Lasten sairastamat rino/enterovirusinfektiot ikavaiheittain. Huomaa x-akselin asteikon
muuttuminen 36 kk jélkeen.

10.3 Tyypitetyt virukset

Taulukosta 6 nahdaan, ettd 13 % naytteista sisalsi rino/enterovirusta. Puolestaan 52 % (7
% analysoiduista naytteistd) naistda EV rRT-PCR:ssa positiivisista naytteista aiheutti CPE:n

soluviljelméan. Kaikki istutetut naytteet kuitenkin jatkokasiteltiin istutustuloksesta (CPE:n
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asteesta) huolimatta siina toivossa, etta soluviljelma olisi mikroskopointindkymasta huoli-
matta onnistuttu infektoimaan. Virus onnistuttiin tyypittamaan 31 %:sta (4 % kaikista ana-

lysoiduista ndytteistd) niitd ndytteita, jotka olivat enteroviruspositiivisia.

Taulukko 6. Analysoiduista naytteistd positiivisia tyovaiheittain.

Analysoidut EV rRT-PCR Istutuksessa Virus tyypitetty
naytteet positiiviset CPE
Naytemaara 323 42 22 13
Prosentteina 100 % 13 % 7% 4%

Oberste-A-RT-PCR suoritettiin kaikille EV rRT-PCR:ssa positiivisille naytteille eli kaikkiaan
42 naytteelle. Naista 13 naytetta (31 %) muodostivat halutun noin 350 bp kokoisen rai-
dan. Kuusi niista oli ulostenaytteita ja seitseman nenéeritendytteita. Kuvioissa 16 ja 17

ovat ne agaroosigeelikuvat, joissa nakyy suurin osa positiivisista naytteista.

M 1z 3 4 5 & 7 8 % 10 11 12 13 28

Kuvio 16. Elektroforeesilla ajettu agaroosigeeli, jonka kuopat on nimetty ylépuolelle. M on koko-
markkeri, 1-13 ovat naytteitd, 26 on positiivinen PCR-kontrolli. Kuvasta huomataan, ettd kuoppien
4, 7, 10 ja 12 naytteet ovat PCR-positiivisia.
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Kuvio 17. Elektroforeesilla ajettu agaroosigeeli. M on kokomarkkeri, 14—23 ovat naytteitd, 24 ja 25
ovat RNA-eristyksen negatiivisia kontrolleja (kohta 9.2), 26 on positiivinen PCR-kontrolli ja 27 nega-
tiivinen PCR-kontrolli. Kuvasta huomataan, ettd kuoppien 16, 18, 19, 20, 21 ja 23 naytteet ovat
PCR-positiivisia. RNA-eristyksen onnistumisesta (kontaminoitumattomuudesta) kertoo negatiivinen
tulos kohdissa 24 ja 25, kun taas PCR-tydn onnistumisesta kertoo kohdan 26 positiivinen ja kohdan
27 negatiivinen tulos.

Sekvensoimalla positiiviset naytteet selvisi, ettd 11 niista sisalsi ihmisen enteroviruksia, ja
kaksi rinoviruksia (liite 3). Ulostenaytteet sisalsivat seuraavia viruksia: CVA5 (5/6) ja CVA2
(1/6). Nenaeritenaytteista puolestaan l6ytyi seuraavia viruksia: EV68 (4/7), HRV49 (2/7) ja
CVAS5 (1/7). Tyypitetyt naytteet ovat peraisin yhdeksalta eri lapselta, joista kaksi on tytt6ja
(22 %) ja seitseman (78 %) poikia.

EV68 (vanhassa luokittelussa ollut HRV87) ja HRV49 eristettiin nenaeritenaytteista [3].
Kuviosta 18 huomataan niiden aiheuttamia infektioita esiintyvan lahinna kevaalla ja syksyl-
14 eli silloin, kun rinoviruksia tyypillisimmin tavataan. Suoliston enterovirukset CVA2 ja

CVAGS aiheuttavat infektioita muiden enterovirusten tapaan syksylla.
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Infektioiden aiheuttajat kuukausittain
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Kuvio 18. Tyypitettyjen virusten aiheuttamat infektiot kuukausittain.

10.3.1 Suoliston enterovirusinfektiot

Analysoidut ndytteet paljastivat kaksi infektiota, jonka naytteet osoittautuivat positiivisiksi
kaikissa tehdyissa PCR:ssa (EV rRT-PCR uloste- ja nenaeritenaytteille ja HRV rRT-PCR ne-
naeritenaytteille), mutta joiden aiheuttajaa ei saatu soluviljelymenetelmalla eristettya. Tas-
ta seurasi se, ettei infektiivisen enteroviruksen RNA:ta saatu eristettya ja taten myoéskaan
tyypitettya. Tassa tydssa tyypitys suoritettiin sekvensoimalla enterovirusgenomin VP1-
kapsidiproteiinia koodaava alue (kohta 9.5.1). Naiden naytteiden kohdalla olisi syyta to-
teuttaa tyypitys uudelleen toisella menetelmalla, kuten nested-PCR:lI4, tulosten saamisek-
si. Nested-PCR on PCR-menetelma, jossa suoritetaan kaksi PCR-reaktiota yhdella kertaa eri
alukepareilla. Ensimmaisen reaktion tuote toimii toisen reaktion templaattina. Menetelma
soveltuu sellaisten naytteiden tyypittamiseen, joissa virusgenomia on niin vahan, ettei eti-
diumbromidia paase sitoutumaan perinteisen PCR:n tuotteeseen tarpeeksi ndytteen aga-
roosigeelille muodostaman raidan aikaansaamiseksi. Menetelma korvaisi siis perinteisen
tyypitykseen kaytettdvan PCR:n ja sen tuotteiden analysointiin kdytettavan geelielektrofo-

reesin. Sekvensoimalla nested-PCR-tuote saadaan selville infektion aiheuttanut virus. [92]
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CVAZ2 selvisi aiheuttajaksi vain yhdessa infektiossa. Tassa tapauksessa virusta l6ytyi aino-
astaan ulostenaytteesta. Rinnakkainen nenéaeritendyte ei osoittautunut enteroviruspositiivi-
seksi EV rRT-PCR:ssa. Ulostenaytteen Ct-arvo 28,63 viittaisi siilhen, etta tartunta on saatu
jo ennen kyseisen naytteen ottoa, minka vuosi virusta ei enaa erity rinnakkaiseen nena-

eritteeseen.

CVAB5:n aiheuttamia infektioita tunnistettiin kaksi. Naista toisessa tapauksessa CVA5 onnis-
tuttiin eristamaan seka ulostenaytteesta ettd rinnakkaisesta nenderitenaytteesta. Tassa
tapauksessa naytteiden antamat Ct-arvot olivat suunnilleen samaa suuruusluokkaa (Ct-
arvo ulostendytteesta 27,36 ja nenderitendytteesta 26,42). Mitd pienempi Ct-arvo on (EV
rRT-PCR:ssa Ct-arvon tarkasteluvali on 0—40), sitd enemman nayte sisaltaa virusgenomia.
Nenaeritendyte nayttaisi olevan ulostendytteeseen verrattuna aavistuksen vahvempi, jol-
loin naytteet on saatu otettua aivan infektion alkuvaiheessa. Taman jalkeen otetuista nayt-
teistd CVA5 on tunnistettu vain ulostenaytteista ja niiden Ct-arvot ovat olleet infektion en-
simmaista ulostendytettd heikompia. Tama viittaisi siihen, ettda CVAS5 lisdantyy infektion
alussa ylahengitysteisséa, josta se levittyy nopeasti suolistoon. Nopeasti infektion edetessa
sen lisdantyminen ylahengitysteissa loppuu, mutta lisddntyminen suolistossa jatkuu sille

optimaalisten olosuhteiden vuoksi pidempaan.

Toisessa tapauksessa CVA5 onnistuttiin tunnistamaan vain ulostenaytteesta, mika viittaisi
siihen, etta varsinainen tartunta oli saatu jo ennen naytteenottoa, jolloin virusta ei enaa
erittynyt nenaeritteeseen infektion tassa vaiheessa. Tassa tilanteessa on syyta tarkastella
naytteen antamaa Ct-arvoa. Ulostenaytteen antama Ct-arvo kertoo naytteen olleen suh-
teellisen vahva (Ct-arvo 23,74), jolloin nenaeritteesta olisi voinut odottaa l6ytyvan myos
kyseista virusta. Toisaalta lapsen sairastama CVA5-infektio on voinut alun perinkin olla
voimakkaampi kuin edellisen tapauksen infektio, minka vuoksi virusta ei enaa erity nena-
eritteeseen. Infektiota edeltavien naytteiden puuttuessa, on tapauksesta mahdotonta teh-

da taman parempia johtopadtoksia.
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10.3.2 Hengitysteiden enterovirusinfektiot

EV68:n aiheuttamia infektioita havaittiin nelja (taulukko 7). Yhdessa naista neljastd EV68:n
aiheuttamasta infektiosta vain nenaeritendyte oli positiivinen EV rRT-PCR:ssd. Kolmessa
muussa tapauksessa enterovirusgenomia havaittiin reaaliaikaisella PCR-menetelmalla niin
ulostendytteessa kuin nenderitenaytteessakin. Virus onnistuttiin eristimaan kuitenkin vain
nenaeritenaytteistd. EV68 on melko huonosti tunnettu virus, mutta sen tiedetaan lisdanty-
van rinovirusten tapaan ylahengitysteissa eika sita tiedettavasti ole onnistuttu eristamaan
ulostendytteista. Kuitenkin ulosteen samanaikainen enteroviruspositiivisuus PCR:ssa viittai-
si siilhen, ettd EV68 voisi erittyd myds suolistoon pienissa maarin. Ulosteeseen erittyva vi-
rusmaara voisi olla niin pieni, ettei sita siksi olisi onnistuttu eristimaan ulostenaytteista ja
taten tyypittamaan. Tata ajatusta tukevat myds heikot Ct-arvot ulostenaytteille tehdyssa
EV rRT-PCR:ssa. Naiden infektioiden kohdalla olisi syyta suorittaa tyypitys uudelleen toisel-

la menetelmalla, kuten nested-PCR:ll4, ulostendytteissa esiintyvan viruksen selvittamiseksi.

Taulukko 7. EV rRT-PCR:n antamat Ct-arvot EV68-infektioiden naytteista.

Néyteparin numero Ulostenayte (Ct-arvo) Nené&eritenayte (Ct-arvo)
94 38,60 27,84 *
177 33,96 28,72 *
188 - 22,86 *
192 36,86 23,36 *

* Naytteista tyypitettiin EV68

HRV-A-lajiin kuuluva HRV49 onnistuttiin tahattomasti eristamaan kahdesta nenaeritenayt-
teestd yritettaessa eristaa niista infektiivisia ihmisen enteroviruksia. HRV-A-lajin edustajien
tiedetdan kasvavan RD(A)-solulinjan soluissa, mutta niiden inkubointilampédtila on tyypilli-
sesti ihmisen enteroviruksia alhaisempi. Naiden kahden nenéeritenaytteen antamat Ct-
arvot olivat EV rRT-PCR:ssa (Ct-arvot: 34,90 ja 31,85) huomattavasti alhaisempia kuin
HRV rRT-PCR:ssa (Ct-arvot: 18,31 ja 15,79), jolloin molemmat naytteet ovat olleet vahvo-
ja rinovirusten suhteen. Vaikuttaisi siltd, etté suoritettu EV rRT-PCR on tunnistanut rinovi-
ruksen ja antanut siksi positiivisen tuloksen. EV rRT-PCR:lla ei onnistuttu I6ytamaan ente-

rovirusta naille nenaeritenaytteille rinnakkaisista ulostenaytteista.
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10.4 Pitkittyneet enterovirusinfektiot

Tyypin 1 diabetesta sairastavilla lapsilla on havaittu olevan heikentynyt Thl-tyyppinen (T-
auttajasolu tyyppi 1) immuunivaste verrattuna terveisiin lapsiin ja niihin geneettisesti alttii-
siin lapsiin, joilla T1D ei ole viela puhjennut. Thl-tyyppisellda immuunivasteella tarkoitetaan
soluvalitteistéd immuniteettia, jossa tyypin 1 T-auttajasolut ovat oleellisessa asemassa. Hei-
kentynyt Thl-tyyppinen immuunivaste saa aikaan virusinfektion pitkittymisen. Osittain
tasta johtuen T1D:sté sairastavat lapset saattavat olla muita alttiimpia enterovirusinfekti-
oille. [93]

Tarkastelemalla suoliston enterovirusinfektioiden kestoja pyrittiin geneettisesti tyypin 1
diabetekselle alttiiden (luku 7) tutkimushenkil6iden keskuudesta loytamaan naita lapsia,
joilla enteroviruinfektio olisi selkeasti pitkittynyt (yli kolme kuukautta kestanyt infektio).
Yhtaan tallaista pitkittynytté enterovirusinfektiota ei ulostendytteiden joukosta [6ytynyt.
Koska kelladn tutkimushenkildista ei tahdn mennessa ollut diagnosoitu T1D:st4, tulos vas-
taa oletuksia. Toisaalta tdhan tulokseen voi vaikuttaa myos saatujen ulostenaytteiden va-

haisyys suurimmalta osalta lapsista (mediaani kaksi ulostenaytetta lasta kohden).

Kun tarkasteltiin rino/enteroviruspositiivisten jaksojen kestoja, huomattiin, etté yhdella
poikalapsella, jolla oli havaittu EV68:n aiheuttama infektio, nenaeritenaytteet olivat puolen
vuoden ajalta rino/enteroviruspositiivisia (lite 4). Han oli sairastunut enterovirusinfektioon
(kaikki naytteelle tehdyt PCR:t positiivisia), jonka aiheuttajavirusta ei saatu selville, kolme
kuukautta ennen todettua EV68 aiheuttamaa infektiota. Tassa tuntemattomassa enterovi-
rusinfektiossa EV rRT-PCR:ssa saatiin heikot Ct-arvot kahdesta perakkaisesta ulostenayt-
teesta (39,27 ja 37,52) ja yhdesta nenaeritendytteesta (33,92). Koska enterovirusinfektion
jalkeinen immuniteetti on tyyppispesifinen ja neutraloivat vasta-aineet ovat sen toiminnas-
sa tarkeitd, on todennakoisempaa ettd molemmat infektiojaksot olisi aiheuttanut sama
enterovirus (EV68), kuin etta infektion olisi aiheuttanut nain Iyhyella aikavalilla kaksi eri
enterovirusta. Lisdksi EV68:aa vastaan kehittyneiden neutralisoivien vasta-aineiden esiin-
tyvyyden on havaittu olevan varsin runsasta suomalaisvaesttssa, mika kertoo EV68:n ole-

van hyvin yleinen infektioiden aiheuttaja Suomessa. Koska HRV rRT-PCR:n antamat Ct-
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arvot eivat myoskaan olleet erityisen vahvoja minkaan naista naytteista kohdalla, on to-

dennéakoista, ettd kyseessa on pitkittynyt EV68:n aiheuttama infektio. [6; 94]

10.5 Enterovirusinfektioille alttiit lapset

Tutkimuksen lapset, joilla kaikilla on geneettinen alttius sairastua tyypin 1 diabetekseen,
sairastivat keskimaarin yhdesta kahteen infektiota heidan seuranta-aikanaan, joka vaihteli
kolmesta paivasta 11 kuukauteen (kohta 10.1). Rino/enterovirusinfektioihin lapset sairas-
tuivat keskimaérin kerran seuranta-aikanaan. Taulukkoon 8 on koottu tutkimushenkildiden
sairastamien rino/enterovirusinfektioiden maarat. Lapsista 81 % sairasti vahintdan yhden
rino/enterovirusinfektion; heistad 63 % oli poikia. Vahintaan kaksi rino/enterovirusinfektiota
tana aikana sairasti 32 % lapsista; heista 76 % oli poikia. Lapsista 9 % sairasti kolme ri-
no/enterovirusinfektiota ja heistd 60 % oli poikia. Yhdella poikalapsella ri-
no/enterovirusinfektioita havaittiin nelja. Hanen kohdallaan enterovirusta l6ydettiin uloste-
naytteesta kahdessa eri infektiossa. Todellisuudessa sairastettujen ri-
no/enterovirusinfektioiden maara tdman pojan tapauksessa voi jaada kahteen, silla hanen
epailladn sairastaneen pitkittynyt enterovirusinfektio (kohta 10.4). Koska tutkimushenki-
|6ista 64 % on poikia, tulokset viittaavat siihen, etta tytot ja pojat sairastuvat ri-
no/enteroviruksen aiheuttamiin infektioihin lahes yhta suurella todennakdisyydella ennes-

taan sairastettujen rino/enterovirusinfektioiden lukumaarastéa huolimatta.

Taulukko 8. Sairastettujen rino/enterovirusinfektioiden maéréat lasta kohden.

Infektioiden maara Tytoilla Pojilla Yhteensa
Véhintaan 1 16 27 43
Véhintaan 2 4 13 17
Véhintdan 3 2 3 5

4 - 1 1
Yhteensa 22 44 66
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10.6 Tydn onnistumisen arviointi ja jatkotutkimusehdotukset

Kun tutkimushenkildiden sairastamien infektioiden lukumaarat laskettiin kayttéden kolmen
kuukauden aikarajaa ja negatiivisia jaksoja tunnistettujen virusinfektioiden valilla, saatiin
infektioiden kokonaismaaraksi 83 infektiota. Infektion aiheuttajaksi 66 tapauksessa (80 %)
|6ytyi rino/enterovirus. Kuitenkin vain yhdeksassa naista rino/enterovirusinfektioista (14
%) onnistuttiin tyypittamaan infektion aiheuttanut virus. Todellisuudessa infektioiden ra-
jaamisessa kaytetty kolmen kuukauden aikaraja on liian lyhyt, silla enterovirusten aiheut-

tamat infektiot voivat kestaa paljon pidempaankin.

Koska ajanpuutteesta johtuen suurin osa naytteista viljeltiin vain RD(A)-solulinjan soluihin,
joissa poliovirusten, echovirusten ja osan coxsackie A-viruksista tiedetaan kasvavan hyvin,
osa naytteiden sisaltamista enteroviruksista, kuten osa coxsackie A-viruksista ja coxsackie
B-virukset, on voinut jaada tunnistamatta. Jos naytteet olisi istutettu alkuperdisten suunni-
telmien mukaisesti myds HeLa-SOH- ja CaCo-2-solulinjan soluihin (kohta 9.4), enteroviruk-

sia olisi voitu eristaa ja tyypittdd todennakoéisesti enemman.

Vaikka tydssa kaytetyn E.Z.N.A.® Total RNA -kitin (Omega Bio-Tek) pitaisikin soveltua
RNA-eristykseen ilman solujen esihajotusta, infektoituneet soluviljelmat paatettiin syvajaa-
dyttaa kertaalleen ennen niille tehtdvaa RNA-eristysta. Nain tehtiin, jotta solut hajoaisivat
helpommin ja vapauttaisivat ympardivaan nesteeseen enemman viruksia. Ohjaaja Merja
Roivaiselta saadun tiedon mukaan syvajaadytys olisi kuitenkin ollut syyta suorittaa kolme
kertaa ennen RNA-eristysta, jotta solususpension solut hajoaisivat kunnolla. Talla on mer-
kitysta sellaisten naytteiden kohdalla, joissa solun sisdinen virusmaara on hyvin pieni, jol-
loin talteen saatujen virusten maara voi jaada hyvinkin alhaiseksi. Taman perusteellisen
esihajotuksen puuttuminen voi siis osaltaan olla vaikuttanut siihen, etta eristetyn viraalisen

RNA:n ja taten tyypitettyjen virusten maara jai alhaiseksi.

Infektioiden rajaamisen kannalta olisi ollut tirkeada saada luettavaksi tutkimushenkildiden
vanhempien pitama paivakirja lasten oireista. Sen perusteella olisi myds saatu selville, mit-
ka lahetetyista naytteistd ovat kuukausittaisia seurantanaytteita (luku 7) eli naytteita, joita

ei ole otettu infektioepailyn vuoksi. Nain olisi osattu jattaa oikeat naytteet analysoimatta.
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Oireluettelo olisi ollut avuksi myods epaselvissa tapauksissa, kuten epailtaessa eraalla lap-

sella olevan pitkittynyt EV68-infektio.

Pojan, jolla epailtiin olevan pitkittynyt EV68-infektio, analysoimatta jadneet yksi ulostenay-
te ja kaksi nenaderitenaytetta olisi myods syyta analysoida. Nain saataisiin lisatietoa siita,
littyyko hanella havaittu toistaiseksi tuntemattoman enteroviruksen aiheuttama infektio
hanen mydhemmin sairastamaansa EV68-infektioon. Hanen tapauksessaan timan tunte-
mattoman enterovirusinfektion naytteille olisi syyta suorittaa nested-PCR (tulostentarkaste-
lussa havaittiin my6s toinen tuntematon enterovirusinfektio, jonka naytteille voisi tehda
saman). Samalla menetelmalla voitaisiin selvittdd, mika enterovirus esiintyy EV68-infektion

aikaisessa ulostenaytteessa.

Jatkossa olisi my0ds syyta harkita rinovirusten geneettista tyypitysta niiden nenaeritenayt-
teiden kohdalla, jotka osoittautuivat positiivisiksi EV rRT-PCR:ssa ja HRV rRT-PCR:ssa.
Nain saataisiin selville ainakin osassa tapauksista, kumpi (vai molemmat) infektioista on

todellinen.

11 Yhteenveto

TyoOn tavoitteena oli selvittaa, kuinka yleisia ihmisen enterovirusinfektiot ovat tyypin 1 dia-
betekselle geneettisesti alttiilla lapsilla, ja miten naita infektioita esiintyy eri ikaluokissa.
Toisena tavoitteena oli 16ytaa tutkimushenkildiden keskuudesta infektioherkkia lapsia ja
lapsia, joilla enterovirusinfektiot olivat pitkittyneitd. Tarkoituksena oli my®@s tyypittaa ge-

neettisesti kaikki potilasnaytteiden sisaltamat infektiiviset enterovirusisolaatit.

Esikasittelyn jalkeen nenderite- ja ulostenaytteista eristettiin RNA:t. Eristetyille RNA:ille
suoritettiin enterovirusten reaaliaikainen RT-PCR, jonka avulla saatiin selville, mitka poti-
lasnaytteista sisalsivat enteroviruksen genomia. Nenaeritenaytteille suoritettiin liséksi rino-
virusten reaaliaikainen RT-PCR mahdollisten rinovirusinfektioiden tunnistamiseksi. Entero-

virusten suhteen positiiviset naytteet viljeltiin soluviljelmissa infektiivisten enterovi-
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rusisolaattien eristamiseksi naytteesta. Niiden tyypitys suoritettiin RT-PCR-menetelmalla ja

enteroviruksen VP1-kapsidiproteiinin sekvensoinnilla.

Enteroviruspositiivisten ulostendytteiden maara jai tutkimuksessa alhaiseksi. Suoliston en-
terovirusinfektioita havaittiin eniten loppukesasta. Nenaeritenaytteiden kohdalla havaittiin
kaikkien enteroviruspositiivisten naytteiden olevan myds rinoviruspositiivisia, mika vuoksi
niitd ei tutkimuksessa voitu erottaa toisistaan tarkasteltaessa nenaeritenaytteissa esiinty-
neita enteroviruksia. Naiden rino/enterovirusten aiheuttamia infektioita havaittiin ympéri
vuoden, mutta ne keskittyivat lahinna kevadseen ja syksyyn. Tarkasteltaessa lasten sairas-
tamia enterovirusinfektioita ikvaiheittain havaittiin, ettd suurin osa niista oli sairastettu jo

ennen 18 kuukauden ikaa.

Tutkimushenkildiden keskuudesta onnistuttiin 16ytamaan yksi lapsi, jonka epdiltiin sairas-
taneen pitkittynyt EV68-infektio. Epailys syntyi hanen sairastettuaan lahekkain kaksi eri
infektiota, joista toinen jai tunnistamatta. Myds hanen nenéeritendytteensa olivat koko
taman puolen vuoden ajan rino/enteroviruspositiivisia. Samassa nousi epailys siita, voisiko
hengitystieviruksena pidetty EV68 lisdantya myds suolistossa. Taman asian selvidminen
antaisi arvokasta tietoa EV68:sta. Infektioherkkia lapsia ei tutkimuslasten keskuudesta

onnistuttu léytamaan.

Tutkittavista naytteista 13:sta onnistuttiin tyypittamaan infektion aiheuttanut virus. Maara
jai hyvin alhaiseksi suhteessa enteroviruspositiivisten naytteiden maaraan. Syita siihen
voivat olla mm. viruseristyksen suorittaminen vain yhdella solulinjalla ja perusteellisen sy-
vajaadytyksen laiminlydnti ennen solususpensiolle tehtyd RNA-eristysta. Ulostenaytteista
I6ytyneet virukset olivat CVA5 ja CVA2, kun taas nenéeritendytteista eritettyja olivat EV6S8,
HRV49 ja CVA5. Nama tulokset ovat hyddyksi kartoitettaessa geneettisesti tyypin 1 diabe-
tekselle alttiiden lasten sairastamia enterovirusinfektioita ennen heidén mahdollista sairas-
tumistaan tyypin 1 diabetekseen. Tulokset ovat osa isompaa tutkimusta (INDIS), jonka

tavoitteena on l6ytamaan uusia keinoja diabeteksen ehkaisemiseksi.

Ty06ssa onnistuttiin paljastamaan myos se, etta talla hetkella kaytetyt rinovirusten ja ente-

rovirusten tunnistusmenetelmat eivat ole tarpeeksi spesifisia pystydkseen erottamaan tau-
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dinaiheuttajat toisistaan niiden esiintyessd samassa naytteessa. Kaiken kaikkiaan tyélla
onnistuttiin herattdmaéan ajatuksia menetelmien parantamiseksi, ja se antoi lisda tietoa

huonosti tunnetusta EV68:sta.
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Liitteet
Liite 1: Enteroviruslajit ja niiden alaiset serotyypit
Taulukko 1. Enteroviruslajit ja niiden alaiset serotyypit
Laji Serotyypit
(serotyyppien lukuméaara)
HEV-A (21) Ihmisen coxsackievirukset (CV): A2-A8, A10, A12, Al4, A16

Ihmisen enterovirukset (EV): 71, 76, 89, 90, 91
Apinan enterovirukset: EV92, SV19, -43, -46, A13

HEV-B (59) Ihmisen coxsackievirukset (CV): B1-B6, -A9

Ihmisen echovirukset (E): 1-7, 9, 11-21, 24-27, 29-33

Ihmisen enterovirukset (EV): 69, 73-75, 77-88, 93, 97, 98, 100,
101, 106, 107

Apinan enterovirus SA5

HEV-C (19) Ihmisen poliovirukset (PV): 1-3
Ihmisen coxsackievirukset (CV): Al, Al1, A13, A17, A19-A22, A24
Ihmisen enterovirukset (EV): 95, 96, 99, 102, 104, 105, 109

HEV-D (3) Ihmisen enterovirukset (EV): 68, 70, 94

HRV-A (75) Ihmisen rinovirukset (HRV): 1, 2, 7-13, 15, 16, 18-25, 28-34, 36,
38, 39-41, 4347, 49-51, 53-68, 71, 73-78, 80-82, 85, 88-90, 94—
96, 98, 100, A101

HRV-B (25) Ihmisen rinovirukset (HRV): 3-6, 14, 17, 26, 27, 35, 37, 42, 48, 52,
69, 70, 72, 79, 83, 84, 86, 91-93, 97, 99

HRV-C HRV-A:sta ja HRV-B:sta eroavat rinovirukset

Apinan enterovirus A (4)* | Apinan enterovirukset: SV4, SV28, SA4, A-2 plaque virus

Naudan enterovirus (2) Naudan enterovirukset (BEV): 1, 2

Sian enterovirus B (2) Sian enterovirukset (PEV): 9, 10

* Virusten molekulaariset samankaltaisuudet viittaisivat siihen, ettd ndmé nelja virusta kuuluisivat

kaikki apinan enterovirus Al (SEV-Al) -serotyyppiin. [3]



Liite 2: Infektiot taulukoituina

Liite 2
1(1)

Taulukko 2. EV rRT-PCR:ssa positiivisten ulostendytteiden ja infektioiden maarat:

Kuukausi

Positiivinen ulostenayte

Infektioita yhteensa

Joulukuu 2009

Maaliskuu 2010

Toukokuu 2010

Heinakuu 2010

Elokuu 2010

N N

Syyskuu 2010

ok kN

Taulukko 3. EV rRT-PCR:ssa positiivisten nengeritendytteiden ja infektioiden maarat:

Kuukausi Positiivinen Infektioita Infektioita Infektioita yhteensa
nenderitenayte |tytoilla pojilla

Marraskuu 2009 2 1 1 2
Joulukuu 2010 1 - 1 1
Maaliskuu 2010 3 1 2 3
Huhtikuu 2010 6 3 3 6
Toukokuu 2010 6 1 4 5
Kesdkuu 2010 1 1 - 1
Heindkuu 2010 1 - 1 1
Elokuu 2010 8 3 4 7
Syyskuu 2010 2 2 2
yhteensa 30 10 18 28

Taulukko 4. HRV rRT-PCR:ssé positiiviset nenderitenaytteet ja yksittéiset infektiot taulukoituna:

Kuukausi Positiivinen Infektioita Infektioita Infektioita yhteensa
nengeritendyte | tytoilla pojilla

Lokakuu 2009 1 - 1 1
Marraskuu 2009 5 1 1 2
Joulukuu 2009 3 - 1 1
Tammikuu 2010 4 1 3 4
Helmikuu 2010 4 1 3 4
Maaliskuu 2010 9 4 2 6
Huhtikuu 2010 16 6 9 15
Toukokuu 2010 18 2 7 9
Kesakuu 2010 5 1 2 3
Heindkuu 2010 3 - 1 1
Elokuu 2010 14 4 8 12
Syyskuu 2010 7 2 4 6
yhteensa 89 22 42 64
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Liite 3: Tyypitystulokset

Taulukko 5. Oberste-A-RT-PCR:ssé positiiviset ndytteet ja niista tyypitetyt virukset. Naytteenottoiké
on ilmaistu vuosina (v) ja kuukausina (kk).

Sukupuoli | Nayte | Naytteenottopdivaméaara Néaytteenottoikd | Tyypitetty Viruslaji
virus
P uiz4 22.7.2010 3v5kk CVA5 HEV-A
P ui7s 15.8.2010 3v6kk CVA5 HEV-A
P U179 11.8.2010 lv CVA2 HEV-A
P U183 24.8.2010 lv CVA5 HEV-A
P U191 29.8.2010 3v7kk CVA5 HEV-A
P U193 01.9.2010 lv CVA5 HEV-A
P N94 18.3.2010 9 kk EVES8 HEV-D
P N112 11.4.2010 9 kk HRV49 HRV-A
T N114 12.4.2010 1v3kk HRV49 HRV-A
P N174 22.7.2010 3v5kk CVA5 HEV-A
P N177 16.8.2010 1v5kk EVES8 HEV-D
T N188 26.8.2010 3v6kk EVES8 HEV-D
P N192 30.8.2010 9 kk EV68 HEV-D

| Lyhenteet: P = poika, T = tyttd, U = ulostendyte, N = nenderitendyte




Liite 4
1)
Liite 4: Pitkittyneen EV68-infektioepailyn naytteet
Taulukko 6. Naytteiden analysointitiedot ja ndytteenottopaivamadarat erdén enteroviruspositiivisen

pojan tapauksessa. Kursivoidut harmaalla merkityt ndytteet on jatetty analysoimatta. EV rRT-PCR:n
Ct-arvoa tarkastellaan valilla 0—40 ja HRV rRT-PCR:n valilla 0-45.

Ulostenayte | Nen&eritendyte |Naytteenotto- |EV rRT-PCR EV rRT-PCR HRV rRT-PCR
paivamaara (uloste) (nenéerite) (nenéerite)

1. 1. 17.12.2009 39,27 33,99 21,03

2. 2 19.12.2009 37,52 - 37,16

3. 21.12.2009 -

5. 5. 25.1.2010 - - 33,32

6. 6. 18.3.2010 38,60 27,84 * 25,80

7. 7. 27.4.2010 - - 40,80

8. 8. 18.5.2010 - - 39,81

9. 9. 27.6.2010 - - 36,93

* Naytteesta tyypitettiin EV68




Liite 5
13
Liite 5: Kaytetyt reagenssit
LATU:n reagenssit
Alla on lueteltu ty6ssa kaytettyjen LATU:sta tilattujen luosten koostumukset. Puhdistettu
vesi, jota on kaytetty kyseisten liuosten laimentamiseen, on ultrapurea- ja pyrogeeniva-

paata ja valmistettu Milliporeen laitteella. Vesi testataan saannéllisesti.

PBS (Ca + Mg)

NaCl MERCK 8¢

KCI MERCK 02g
Di-sodiumhydrogenphosphate dihydrate MERCK 1449
Potassiumdihydrogen phosphate MERCK 0,29
Magnesium chloride hexahydrate (MgCl, * 6 H,0) | MERCK 0,100 g
Calcium chloride dihydrate MERCK 0,132 g
(CaCl, * 2 H,0)

Puhdistettu vesi Ad 1000 ml

PeStG, 50 mg / mli

Geepenil 6,06 g Orion 6,06 g
(Benzylpenicillin. Natr.)

Streptomycin sulfate SIGMA 10g
Gentamicin sulfate SIGMA 59
Puhdistettu vesi Ad 100 ml
Mykostatiini

Nystatin (Mycostatin) SIGMA 8,2237 g
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml

Eagle’'s MEM, 1,1 g/ |

MEM + Earle’s + L-Glutamine — NaHCO3 GIBCO 9,53 ¢
Sodium hydrogen carbonate (NaHCOs3) MERCK 11¢9
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml

Hepes, 1 M, pH 7,4

N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N" - SIGMA 238,300 g
(2-ethanesulfonic acid) (HEPES)
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml
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MgCl, 1M
Magnesium chloride MERCK 203,31 ¢
(MgCl, * 6 H,0)
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml
DEPC-HO
Diethylpyrocarbonate SIGMA 0,5 ml
Etanoli, 96 % BERNER 50,0 ml
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml
10 x RT / PCR puskuri
Tris ultrapure MP(ICN) 81,1638 g
Ammonium sulfate MERCK 22,4638 g
Titriplex 11 MERCK 0,0223 g
Diethylpyrocarbonate SIGMA 0,5 ml
Etanoli, 96 % BERNER 50,0 ml
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml
dNTP-seos, 2 mM
dATP, Na-salt, PCR grade (100 mM, pH 8,3) BOEHRINGER 20 ml
MANNHEIM
dCTP, Na-salt, PCR grade (100 mM, pH 8,3) BOEHRINGER 20 ml
MANNHEIM
dGTP, Na-salt, PCR grade (100 mM, pH 8,3) BOEHRINGER 20 ml
MANNHEIM
dTTP, Na-salt, PCR grade (100 mM, pH 8,3) BOEHRINGER 20 ml
MANNHEIM
Puhdistettu vesi Ad 920 ml
10 x TBE-puskuri
Boric acid MERCK 61,83 g
Tris Ultra Pure MP (ICN) 121,19
Ethylenedinitrilo tetraacetic acid, disodium salt dihydrate MERCK 7,44 g
(TITRIPLEX I11) (EDTA)
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml
5 x DNA-naytepuskuri (5 x DNA-loading buffer)
Bromphenol blue sodium salt SIGMA 1,25 g
Xylene cyanole FLUKA 1,25¢g
Ficol 400 CHROMA-GESELLSCHAFT 125¢
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml




50 x TAE-puskuri
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Acetic acid, 100 % MERCK 57,1 g

Tric ultra pure MP (ICN) 242 g
Titriplex 111 MERCK 18,61 g
NaOH MERCK 159
Puhdistettu vesi Ad 1000 ml

Muut reagenssit

Reagenssi:

Valmistaja:

Kloroformi

Merck

B-merkaptoetanoli

Fluka Biochemica

Absolutoitu etanoli (99,5 p-%)

Berner

Alukkeet ja koettimet

DNA Technology A/S ja Exicon A/S

Etidiumbromidi

Continental Laboratory Products Ltd

Generuler 100 bp DNA ladder

Fermentas

E.Z.N.A.® Total RNA —kitti

Omega Bio-Tek

SuperScript™ 111 Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR
System —kitti

Invitrogen

QIAGEN® QuantiTect™ Probe RT-PCR —kitti

Qiagen




