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Tutkimuksen tarkoitus oli selvittid, aiheuttaako norovirusgenotyyppi GII-4 taudinkuvaltaan
vaikeampia gastroenteriittejd kuin muut norovirusgenotyypit pienilld lapsilla. Tutkimuksessa
seurattiin alle kaksivuotiaita suomalaislapsia kahden rotaviruskauden ajan mahdollisen
gastroenteriitin varalta. Téssd tutkimuksessa huomioitiin vain noroinfektiot ja niisté
primaariset noroinfektiot eli tapaukset, joissa lapsi sairasti norovirusinfektion ensimmaisen
kerran eldmissddn. Ndin saman lapsen useiden infektioiden mahdollinen suojavaikutus
eliminoitiin. Primaarisia norovirusepisodeja oli yhteensé 155, joista 40 oli GII-4-positiivisia
ja loput 88 muiden genotyyppien aiheuttamia. GII-4 aiheutti taudinkuvaltaan vaikeampia
infektioita kuin muut genotyypit. GII-4-episodeissa ripuli kesti pidempéén (p = 0.006),
ripulikertoja vuorokauden aikana oli enemman (p = 0.003) ja oksentelupédivien méara
episodin aikana oli suurempi (p = 0.014). Episodeille laskettiin taudinkuvan kliinisté
merkitystd kuvaavat kokonaisscoret 20-pisteisen Vesikari score -menetelmin mukaan.
Vakavien tautitapausten rajana pidettiin vihintdén 11 pistettd. Kliininen score oli suurempi
GlI-4-tapauksissa (7,60) kuin muiden genotyyppien infektioissa (5,79) (p = 0.001). GII-4-
ryhmassa oli vakavaksi luokiteltavia episodeja kuudella lapsella, kun taas muiden
genotyyppien infektioissa kahdella lapsella. Pienilld lapsilla saatu tulos vastaa yleistad
késitysta siitd, ettd GII-4 aiheuttaa vaikeampia taudinkuvia kuin muut norovirukset.
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1 JOHDANTO

1.1 Kalikivirukset

Norovirukset (entisiltd nimiltddn pienet pyoredt virukset = small round structured viruses,
Norwalkin kaltaiset virukset) ovat ryhma toisistaan antigeenisesti ja rakenteellisesti
poikkeavia pienid viruksia. Ne kuuluvat kalikivirusperheeseen, johon norovirusten liséksi

kuuluvat lago-, sapo- ja vesivirukset. Ndistd jokaisella on omat tyyppilajinsa. (1)

Kalikiviruksilla on positiivisdikeinen, yksijuosteinen RNA-genomi, joka on jérjestdytyneend
kahteen tai kolmeen avoimeen lukukehykseen (ORF = open reading frame) (1).
Kalikivirusten ikosahedraalinen kapsidi on rakentunut yhdesti padrakenneproteiinista, ja
siind on kuppimaisia syvennyksid pinnalla, mistd virusperhe on saanut nimensikin (calix =
kuppi) (1). Kaikki nelja kalikivirussukua eroavat toisistaan kapsidiproteiinien
aminohapposekvenssien perusteella, ja edelleen fylogeneettisten analyysien pohjalta eri
sukujen sisdlld virukset voidaan jakaa omiin genoryhmiinsi ja -tyyppeihinsd. Kalikivirukset

satoine eri virustyyppeineen ovat ldheistd sukua pikornaviruksille (2).

Kalikivirukset aiheuttavat monenlaisia sairauksia, mutta vain noro- ja sapovirukset ovat
thmispatogeenejd. Norovirukset ovat tirkeimpid ruoan vilitykselld tarttuvien ripuli- ja

oksennustautiepidemioiden aiheuttajia kaikenikiisilld maailmanlaajuisesti. Sapovirukset
aiheuttavat 1dhinni lievdd pienten lasten ripulitautia, ja toisin kuin norovirukset, ne ovat

harvinaisia ruoka- tai vesiperdisten epidemioiden aiheuttajia. (3, 4)



1.2 Norovirusten rakenne, genomi ja luokittelu

Norovirukset ovat pienid, ldpimitaltaan 37 nanometrid, vaipattomia viruksia, joiden perimé
on noin 7,5 kiloemaisté ja siséltdd poly-A-hinnin (2). Genomissa on kolme erillisti avointa
lukukohtaa, ORF1-ORF3. ORF1 koodaa viruksen replikaatiossa tarvittavia proteiineja,
ORF2 keskeistd rakenneproteiinia, kapsidiproteiinia VP1, ja ORF3 pienempii
rakenneproteiinia VP2 (1). Norovirusten kapsidi on ikosahedraalinen ja koostuu 180

kapsidiproteiinin muodostamasta polypeptidistd, jonka molekyylipaino on 59 000 daltonia.

Norovirukset luokitellaan niiden perimén mukaan genoryhmiin ja edelleen genoryhmien
sisélld genotyyppeihin (1). Luokittelu genoryhmiin tapahtuu tavallisesti viruksen
kapsidiproteiinin (VP1) geenin tai polymeraasigeenien aminohapposekvenssien perusteella
(5). Norovirukset jaetaan viiteen genoryhméin GI-GV (5). GI-ryhmén genotyyppeja
tunnetaan 14, GllI-ryhmén 17, GIlI-ryhméan 2, GIV-ryhmén 1 ja GV-ryhman 1 (5, 6). Ryhmét
Gl ja Il ovat ihmisille tarkeimmat ja sisdltdvit suurimman osan tunnetuista genotyypeisté (5).
GIV-virukset ovat aiheuttaneet vain satunnaisia tapauksia (7), eikd niiden merkitystd tunneta
kovin hyvin. GIII- ja GV-ryhmien virukset sairastuttavat vain eldimii, eiki ole todisteita

siitd, ettd kyseiset virukset voisivat tarttua eliimestd thmiseen (8).



1.3 Epidemiologia

Norovirukset ovat tarkeimpid akuutin virusperdisen gastroenteriitin aiheuttajia
maailmanlaajuisesti (7, 9-11). Niiden on arvioitu aiheuttavan noin 70-95 % kaikista ei-
bakteeriperdisisti ja noin puolet kaikista gastroenteriittitapauksista (7, 10—12). Erityisesti
virusdiagnostiikan kehittyessad norovirukset ovat nousseet viime vuosina yleisimmiksi
tunnistetuista epidemioiden aiheuttajista (3). Norovirukset voivat aiheuttaa vakavia episodeja
sairaaloissa, joissa on paljon puolustuskyvyltddn valmiiksi heikompia potilaita (13, 14).
Pienilld lapsilla, vanhuksilla, immuunipuutteisilla ja kroonisesti sairailla infektio voikin olla
hengenvaarallinen. Kehitysmaissa norovirusten on arvioitu aiheuttavan jopa 200 000

kuolemantapausta lapsilla vuosittain (15).

Norovirukset aiheuttavat seki lasten endeemistd gastroenteriittid ja myos laajoja epidemioita.
Liséksi jatkuvasti tavataan sporadisia, satunnaisia norovirustapauksia. Norovirusepidemiat
painottuvat kevittalveen, mutta yksittéisid infektioita ilmenee ympéri vuoden (9).
Norovirukset tarttuvat herkésti ja aiheuttavat tautiryppdité ja epidemioita erityisesti
ravintoloissa, sairaaloissa, kouluissa, pdivikodeissa sekd lomakohteissa, kuten
risteilyaluksilla ja leirintdalueilla, missd ihmiset ovat ldheisessd kontaktissa toisiinsa ja
syovit samaa ruokaa (7). 1990-luvun alusta norovirukset ovat lisdnneet osuuttaan
ruokamyrkytysepidemioiden syyni (3). Tartunnan vélittdjind ovat olleet usein saastuneet
ulkomaiset pakastemarjat tai osterit (3, 10). Infektoituneet elintarviketyontekijit seka
norovirusten saastuttama talous- ja uimavesi ovat my0s useasti olleet epidemian

tartunnanldhteend (3). Lisdksi norovirukset ovat tavallisia turistiripulin aiheuttajia.

Lapsilla norovirus on rotaviruksen jélkeen térkein gastroenteriitin aiheuttaja niin yleisyyden
kuin kliinisen vaikeusasteen perusteella (16, 17). Tuoreessa italialaisessa yhden vuoden
tutkimuksessa havaittiin norovirusten olleen jopa yleisimpid akuutin ripulitaudin aiheuttajia

my0s lapsilla (18). Norovirukset aiheuttavat viidenneksen kaikista lasten gastroenteriiteisti



(16). Jo 1990-luvun alussa osoitettiin, ettd suomalaisista lapsista noin puolet on sairastanut

norovirusinfektion kahden vuoden ikdin mennessa (19).

Noroviruksille on tyypillistd suuri geneettinen muuntuvuus. Norovirukset ovat ryhmé
geneettisesti ja antigeenisesti erilaisia virusvariantteja, jotka kiertdvit maailmalla
samanaikaisesti ja aiheuttavat vatsatauteja (9, 20). Genotyypit kehittyvét jatkuvasti
ympéristdn paineessa, jolloin syntyy uusia kantoja. Uusilla varianteilla on yleensd suurempi
virulenssi ja ndin ne ovat tehokkaita saamaan aikaan suuria epidemioita (20, 21).

Genoryhmistd GII-ryhmé on huomattavasti yleisempi ja vallitsevampi kuin GI (7, 9, 16).

Genoryhmén II sisélld genotyyppi GII-4 on nykyisin noroviruksista aktiivisin (9, 18, 22).
Se on merkittdva genotyyppi niin yksittiisissd noroinfektioissa kuin epidemioissakin (4,
9,7, 17, 18). Sen eri variantit ovat aiheuttaneet kaikki maailmanlaajuiset noroepidemiat
1990-luvulta ldhtien. Ténd aikana on esiintynyt neljd GII-4-norovirusepidemiaa vuosina
1995, 2002, 2004 ja 2006, joiden aikana uudet variantit ovat ilmestyneet ja korvanneet
vanhat (18, 21). Viimeisimmat tunnetut GII-4-variantit kiersivit vuonna 2006 maailmalla
samanaikaisesti: variantti 2006a havaittiin ensimmadisen kerran joulukuussa 2005
Englannissa ja Uudessa-Seelannissa ja variantti 2006b vuoden 2006 kevaan aikana
ympéri Eurooppaa (23). 2006b:std on tullut sittemmin vallitsevin (17). Genotyypin GII-4
on havaittu aiheuttavan eniten sairaalakidyntejd vaativia norovirusinfektioita lapsilla (22)
sekd infektoivan herkimmin vanhuksia hoitokodeissa (7), miké kuvastaa sité, ettd
puolustuskyvyltddn heikoimmat henkil6t ovat alttiimpia kyseiselle virukselle. Genotyypin
GII-4 aktiivinen muuntuminen perustuu mutaatiothin viruksen proteiinien rakenteissa

sekd mahdollisesti myds vilkkaaseen rekombinaatioon (21, 22).



1.4 Patogeneesi

Norovirukset ovat hyvin kestédvid ja sdilyvat pitkddn ympéristossé, esimerkiksi kylmissa
vesistOissd ja pakastetuotteissa. Ne voivat sdilyd pitkddn myos eritteissd, esimerkiksi
oksennuksessa useita vuorokausia, ja ne kestavit hyvin 1dmp0a ja happamuutta. Norovirukset
ovat resistenttejd monille desinfiointiaineille. Ne levidvit ja infektoivat herkésti. Jopa noin
10-100 viruspartikkelia riittdd tartuttamaan (24). Norovirustartunta voi tapahtua suoraan
thmisesté toiseen aerosolin ja kosketuksen kautta (fekaali-oraalitartunta) tai epésuorasti
viruksella kontaminoitujen pintojen seka erityisesti epidemioissa elintarvikkeiden ja veden

valityksell4.

Norovirus padsee kulkeutumaan nielun kautta mahalaukkuun ja suolistoon, missd se sitoutuu
epiteelisolujen pintaan. Viruksen replikaatiota ei tunneta hyvin, koska virusta ei ole pystytty
viljeleméén. Tiedetddn kuitenkin, ettd norovirus aiheuttaa ohutsuolen limakalvolla
tulehduksen. Suolistossa, erityisesti ohutsuolen alkupdissd, on néhtivissd kryptien ja
villusten hyperplasiaa, lisddntynyttd enterosyyttien apoptoosia ja tulehdussolujen kertymista
epiteelin alaiseen kudokseen, mika nédkyy epétasaisena, laikukkaana limakalvon vauriona.
Tulehduksen seurauksena suoliston normaali rakenne muuttuu, motiliteetti vaimenee,
imeytymispinta-ala vdhenee ja ravintoaineiden imeytyminen suolesta hédiriintyy. Muutoksia
on havaittu ennen oireisen taudin alkua seké oireettomilla noroviruksen saaneilla henkil6illa.
Oireisen norovirusinfektion mekanismeja ei tunneta, mutta edelld mainitut tekijat saattavat
ainakin osittain selittdé ripulin syntymekanismin. Suolistossa on my0s havaittu
entsyymitoiminnan muutoksia, kuten sakkaraasin, trehalaasin ja alkalisen fosfataasin
vihentynyttd aktiivisuutta norovirusinfektion aikana, ja viheneminen on ollut yhteydessi

oireiseen taudinkuvaan. (24)



1.5 Kliininen taudinkuva

Norovirusgastroenteriitin inkubaatioaika on lyhyt, minka jilkeen keskimaérin 24—48 tunnin
kuluttua ilmenevit ensimmadiset oireet. Norovirukset aiheuttavat etenkin talvi- ja
kevitkuukausiin ajoittuvaa ripuli- ja oksennustautia (winter vomiting disease), mutta
taudinkuva voi vaihdella hyvin paljon yksiloiden vélilld (4, 13). Tauti alkaa usein dkillisesti
ilman esioireita, ja dominoivat oireet ovat ripuli, oksentelu, pahoinvointi ja vatsakrampit.
Lisidksi usein voi esiintyd kuumetta, pddnsarkyd, viluntunnetta, lihaskipuja, heikotusta ja

ruokahaluttomuutta. Uloste on vetistd, eikd siind yleensé ole limaa tai verta (13).

Oireet kestdvit keskimdédrin 1-3 pdivad, mutta taudinkesto voi vaihdella vuorokaudesta
kahteen viikkoon. Vaikeita sairaalahoitoja vaativia tapauksia on myds kuvattu (25). Arviolta
jopa kolmasosa tartunnoista voi olla subkliinisid (26). Infektion aikana muodostuu uutta
virusta, joka erittyy suurina méérind ulosteeseen ja oksennukseen (3). Akuutti infektiovaihe
on tartuttavuuden kannalta tarkein, mutta paranemisen jélkeenkin virusta voi vield erittyé
ulosteeseen 1-3 viikon ajan, jolloin oireettomat henkil6t voivat tietdméttdin levittdd virusta

(4, 26). Pienten lasten on havaittu erittdvin virusta kauemmin kuin vanhempien henkiléiden

(4).

Vaikeusasteeltaan noroinfektiot ovat usein lievempid kuin lapsilla vakavimpia virusperdisid
ripulitauteja aiheuttavat rotavirusinfektiot, mutta vaikeampia kuin muiden ripulivirusten,

kuten astro- ja adenovirusten, atheuttamat infektiot (4, 16).



1.6 Immuniteetti

Norovirus aiheuttaa tautia kaikenikaisilla (4, 20). Infektion jdlkeen kehittyy noin 614 viikon
pituinen suoja, mutta pitkdkestoista immuniteettia ei ole. Sairastettu norovirusinfektio niyttad
suojaavan vain saman genotyypin infektioilta, ja genotyypin uusintainfektio on mahdollista

jo noin puolen vuoden péésti. (27) Suojamekanismia ei tunneta.

Aivan kaikki eivét sairastu norovirusinfektioon, ja alttiuden infektioon on havaittu riippuvan
perimdsté (27). Sitoutuessaan suolen seindméén norovirukset kdyttdvit reseptoreinaan
thmisen veriryhméaantigeenejd, ABO- ja Lewis-antigeenejd. Ne ovat epiteelisolujen pinnalla
olevia hiilihydraattirakenteita, joiden suhteen on vaihtelua véestossd. Alttius noroinfektioon
riippuu nidistd antigeeneistd. On osoitettu, ettd henkilot, joilla on veriryhmé B, ovat
vihemmdn alttiita norovirusinfektioille, ja ettd henkil6illd, joilla on veriryhmi O, riski on
suurin (27). Arvioidaan, ettd noin 20 % véestosta olisi resistenttejd norovirusinfektiolle (27).
Kuitenkin eri noroviruskantojen sitoutuminen eri reseptoreihin vaihtelee, joten toleranssi yhté
genotyyppid tai genotyypin varianttia kohtaan ei vélttdmétti suojaa muilta

norovirusgenotyypeiltd (28).

Korkeat vasta-ainepitoisuudet eivit takaa suojaa norovirusinfektiolta (26). Kuitenkin myos
opitun immuniteetin ja vasta-aineiden tuotannon on havaittu olevan yhteydessé alttiuteen
sairastua norovirusinfektioon (19, 27, 28). Noroviruksen vasta-aineita saadaan jo varhaisessa
1dssd, niidden maard jatkaa kasvua lapsuudesta aikuisuuteen asti ja ne sdilyvét ldpi eldman

(29). Taudinkuvan on huomattu lieventyvin aikuisidlld, mika voi kertoa osittaisesta suojasta
infektiolle (4).



1.7 Komplikaatiot

Norovirusten aiheuttama tauti paranee itsestddn. Kuolleisuus liittyy taudin aikana kehittyvéin
nestehukkaan. Lapset ja vanhukset ovat herkimpié ripulin aiheuttamalle kuivumalle, ja
erityisesti 1dkkailld potilailla ripulin on todettu kestdvdn normaalia pidempéén (14, 30). On
myds viitteitd siitd, ettd immuunipuutteisilla infektio voi kroonistua, jolloin potilaat erittdvat

virusta jopa kuukausia (31).

Kehittyneissd maissa kuolemat ovat harvinaisia. Riskit ovat liittyneet ldhinna taustalla oleviin
kroonisiin sairauksiin tai yleiskunnon laskuun, jolloin potilas on voinut aspiroida
oksennustaan ja tukehtua siihen (14, 32). Lasten, vanhusten ja kroonisesti sairaiden yleinen
kunnon heikentyminen altistaa oksennuksen aspiraatiolle, jolloin tukehtumisvaara on
suurempi. Kehitysmaissa norovirusgastroenteriittiin liittyy kuitenkin huomattavaa

kuolleisuutta (15), joka johtuu hoitamattomasta nestehukasta.

1.8 Ehkiiisy ja hoito

Noroviruksen aiheuttamaan tautiin ei ole olemassa spesifisti lddkehoitoa.
Norovirusgastroenteriitin hoidossa tirkedd on huolehtia nestetasapainosta ja estidi potilaan
kuivuminen. Aikuisille voi antaa kipulddkettd, ripulilddkkeitd sekd pahoinvointia ja

oksentelua hillitsevid ladkkeitd, mutta lapsille 1ddkehoitoa ei anneta.

Norovirusinfektion kontrollointi on hankalaa, silld norovirukset ovat hyvin resistentteji ja
tarttuvat herkésti. Norovirusta vastaan ei ole saatavissa rokotetta (33), joten ehkiisy perustuu
lahinni viruskosketuksen vilttdmiseen. Taudin ehkdisemiseksi ja kulun rajoittamiseksi

potilaiden eristiminen sairaaloissa ja paivdkodeissa sekd hyva késihygienia ovat tarpeen.



1.9 Diagnostiikka

Ensimmadinen kalikivirus 16ydettiin vuonna 1968 Norwalkissa, Ohiossa ilmenneen
vatsatautiepidemian yhteydessa (34). Kuitenkin vasta 1990-luvulla molekyylitekniikan
kehityksen myo6téd kyseinen Norwalk-virukseksi nimetty aiheuttajapatogeeni pystyttiin
varmasti tunnistamaan kalikivirukseksi, kun sen perimé kloonattiin ja selvitettiin
kadnteiskopioijapolymeraasiketjureaktio-tekniikan (RT-PCR) avulla (35). Tamin jédlkeen
useita norovirustyyppeji on tunnistettu, ja norovirusten luokittelu ja diagnostiikka on
kehittynyt huimaa vauhtia. Norwalk-virus onkin norovirusten tyyppivirus, jota on tutkittu

eniten ja joka on siten lisdnnyt tietdmysta norovirusinfektioiden kulusta.

Norovirusten tutkiminen on erittiin haasteellista. Norovirusten lajirunsauden vuoksi
antigeeninosoitusmenetelmien kehittdminen on ollut vaikeaa. Lisdksi niilld on hyvin suppea
iséntdspesifisyys, eli thmisille tautia aiheuttavat norot eivét tartuta eldimid, joten ei ole
olemassa sopivaa koe-eldinmallia niiden tutkimiseen (2). Norovirukset eivit myoskddn kasva
soluviljelmissa (2). Norovirusten tutkiminen onkin perustunut paljolti epidemioiden
seurantaan, vapaaehtoistutkimusten varaan sekd norovirusinfektioiden diagnostiikassa

tdrkeddn menetelmadn, polymeraasiketjureaktiotekniikkaan.

Norovirusten diagnostiikassa kddnteiskopioijapolymeraasiketjureaktiolla ndytteestd eristettya
viruksen periméd, RNA:ta, kddnnetddn ja monistetaan entsymaattisesti DN A :ksi.
Monistettavat jaksot sijaitsevat kahden nukleotidijirjestykseltddan tunnetun RNA-jakson
vilissd. Testissd kdytetddn tunnettuihin genomin alueisiin valmistettuja alukkeita, jotka
emadsparisddnnon mukaisesti hakeutuvat vastaavaan alueeseen ndytteessd. Yleensd alukkeet
on suunniteltu niin, ettd ne hakeutuvat viruksen genomin tiettyihin konservoituneisiin
alueisiin, kuten RNA-polymeraasientsyymin tai kapsidiproteiinin geenin alueeseen
genomissa, jolloin mahdollisimman moni virus voidaan tunnistaa. Kun alukkeet ovat

kiinnittyneet RNA-niytteeseen, kddnteiskopioijaentsyymi alkaa muodostaa kopiota
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alukkeiden méaraamaltd genomin alueelta. Tdma4 toistetaan useita kertoja
polymeraasiketjureaktiolla, jolloin DNA:n méaari lisdéntyy moninkertaisesti. Monistettu
DNA analysoidaan agaroosigeelielektroforeesissa, jossa erikokoiset virustyypit erottuvat
toisistaan koon (emésparien lukuméérian) perusteella. Niin virus voidaan alustavasti tunnistaa
esimerkiksi norovirukseksi. Tamin jélkeen kyseisen DNA-tuotteen emasjérjestys
sekvensoidaan, jolloin edelleen virusniytteen genotyyppi voidaan selvittdd. Virusndytteet
saadaan yleensi potilaiden ulosteista, epidemioissa my0s vedestd tai muista

ympéristondytteista.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Aineisto

Tama tutkimus on osa suurempaa Tampereella toteutettua rokotetutkimusta, jossa on tutkittu
erddn monovalentin ihmisen rotavirusrokotteen (G1, RIX4414) tehoa ja immunogeenisyytti
alle kaksivuotiailla suomalaislapsilla. Rokotetutkimus oli satunnaistettu, kaksoissokkoutettu
ja placebokontrolloitu. Siind 405:1le satunnaisesti valitulle terveelle vauvalle annettiin joko
tutkittavaa virusrokotetta tai placebovalmistetta suhteessa 2:1 lasten ollessa 2 ja 4 kuukauden
ikdisid. Tamain jédlkeen lapsia seurattiin mahdollisen akuutin gastroenteriitin varalta kahden
rotavirusepidemian ajan vuosina 2000-2002 lasten ollessa 2 kuukauden — 2 vuoden ikéisia.
Tutkimukseen osallistuneet lapset olivat syntyneet 21.8.—16.11.2000 kuudella paikkakunnalla
(Tampere, Espoo, Turku, Lahti, Pori ja Jyviskyld). Vain terveet lapset, jotka olivat syntyneet
aikaisintaan 36. raskausviikolla, saivat osallistua tutkimukseen. Heididn vanhempiaan
lahestyttiin ensin kirjein ja sitten puhelimitse. Noin 40 % vanhemmista suostui tutkimukseen.

(36)
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2.2 Menetelmait

Seuranta-aikana kerittiin tiedot kaikista tutkimukseen osallistuneiden 405 lapsen
gastroenteriittitapauksista. Aina kun lapsi sairastui ripulitautiin, vanhemmat kirjasivat tiedot
lapsen taudinkuvasta: ripulin ja oksentelun keston pdivissi, ripuli- ja oksennuskertojen
madrit vuorokaudessa sekd mahdollisen kuumeen ja sen korkeimman lukeman episodin
aikana. Lisédksi sairastuneen lapsen mahdollinen kuivuma ja sairaalahoidon tarve
rekisterditiin. Lapsilta otettiin ulostendytteet, joista mééritettiin ensisijaisesti
rotavirusndytteet. Myohemmin samat ulostendytteet tutkittiin norovirusten suhteen ja
tunnistuksessa kéytettiin kddnteiskopioijapolymeraasiketjureaktiotestid. Virusten RNA
eristettiin ndytteestd, minka jdlkeen se kddnnettiin ensin DNA:ksi
kéaédnteiskopioijapolymeraasiketjureaktiomenetelmélld. Tamén jdlkeen DNA monistettiin
polymeraasiketjureaktiomenetelmélld moninkertaiseksi. Tunnistuksessa kaytetyt alukkeet oli
suunniteltu viruksen genomin konservoituneelle RNA-polymeraasigeenin alueelle, joka
sijaitsee kalikiviruksilla genomin lukukohdan ORF1 lopussa. Kyseiset alukkeet pystyvét
tunnistamaan sekd noro- ja sapoviruksia. Polymeraasiketjureaktion jilkeen monistettu DNA
analysoitiin agaroosigeelielektroforeesilla virustyypin tunnistamiseksi: norovirusta vastasi
331 emadsparin suuruinen DNA-pétkd. Lopuksi emésjérjestykset sekvensoitiin ja norovirusten
genotyypit selvitettiin. Genotyypit GII-4 varmistettiin vield polymeraasiketjureaktiolla, jossa
kéytettiin kapsidiproteiinin geenid kohtaan suunniteltuja alukkeita. Ulostendytteiden
noroviruspitoisuudet mitattiin myds kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktio-menetelmalla

(37).

Jokaista sairastumiskertaa kisiteltiin erillisend tapauksena, joten tautitapauksia ja
ulostendytteitd saatiin yhteensd 485. Néistd noropositiivisia tapauksia oli 155 (37). Tamén
tutkimuksen tarkoituksena oli verrata norovirusgenotyypin GII-4 aiheuttamia pienten lasten
primaarisia gastroenteriittejd muiden norovirustyyppien aiheuttamiin tapauksiin. Niinpa tdssa
tutkimuksessa on tutkittu vain primaarisia noroinfektioita eli tapauksia, joissa lapsi on

sairastunut ensimmadisen kerran norovirusgastroenteriittiin. Osa noroviruksen saaneista
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lapsista oli sairastanut noroinfektion useammin kuin kerran, joten heilld aikaisemmat
noroinfektiot olisivat saattaneet vaikuttaa seuraaviin infektioihin suojaavasti. Aineistoon
otettiin yhteensd 128 tapausta, joiden katsottiin olevan primaarisia noroinfektioepisodeja. 155
tapauksen joukossa oli siis 27 tapausta, joissa oli toistuvia norovirusinfektioita samalla

lapsella.

Tiedot ulostendytteistd 16ytyneiden virusten genotyypeistd, virusmadristd sekd valmiiksi
kerdtyt tiedot noropositiivisten tapausten kliinisistd taudinkuvista kirjattiin MS Excel -
tietokantaohjelmaan. Jokaisesta tautitapauksesta sydtettiin erikseen tiedot ripulin kestosta,
ripulikertojen lukumééréstd pahimmillaan episodin aikana, oksentelun kestosta,
oksennuskertojen lukumiérastd pahimmillaan episodin aikana, mahdollinen kuume ja
kuivuma seka jos lapsi oli joutunut sairaalahoitoon tai saanut oraalista nesteytystd. Kaikille
ndille tekijoille laskettiin episodikohtaisesti myos kliinistd merkitystd kuvaavat pisteet eli
scoret ja edelleen yksittdisten pisteiden summasta kyseiselle episodille kokonaispisteet eli
kokonaisscore. Tama tapahtui 20-pisteisen Vesikari score -menetelméin mukaan (38,
taulukko 1). Kokonaisscore kuvaa yksittdisen taudinkuvan kliinistd vakavuutta
kokonaisuudessaan ottaen huomioon niin ripuloinnin, oksentelun, kuumeilun, kuivuman kuin
mahdollisen sairaalahoidon. Suurimmat mahdolliset pisteet ovat 20, ja vakavan episodin
rajana pidetddn vihintddn 11 pistettd. Kirjaamisen ja pisteytyksen jdlkeen verrattiin
genotyypin GII-4 ja muiden genotyyppien aiheuttamia tautitapauksia toisiinsa suoraan
tutkimalla eri oireita ja tekijoitd sekd episodeille laskettujen kokonaisscore -arvojen mukaan.
Sairastuneiden lasten iét infektion tapahtumahetkelld selvitettiin ja tutkittiin, eroavatko ne
genotyypin GII-4 ja muiden genotyyppien aiheuttamissa infektioissa. My0s sairastuneen
lapsen ién ja taudinkuvan vélistd yhteyttd verrattiin tutkittavissa ryhmissé. Lisdksi ulosteen
viruspitoisuutta ja siten viruksen erittymisté verrattiin GII-4 ja muiden genotyyppien
tapauksissa. Datan kisittely ja tulosten analysointi tapahtui SPSS-ohjelman (versio 15.0)

avulla.



Taulukko 1. Vesikari score -menetelma (38).
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Oire tai merkki

Kliininen score

Ripulin kesto péivissd 14 1
5 2
6— 3
Ripulikertojen lukumaéra 1-3 1
pahimmillaan yhdessé vrk:ssa | 4-5 2
episodin aikana 6— 3
Oksentelun kesto péivissa 1 1
2 2
3- 3
Oksennuskertojen lukumaard | 1 1
pahimmillaan yhdessé vrk:ssa | 2—4 2
episodin aikana 5— 3
Kuume (°C) pahimmillaan 37.1-38.4 1
episodin aikana 38.5-38.9 2
39— 3
Kuivuma 1-5 % 2
6 %— 3
Hoito Ei mitdédn 0
Oraalinen nesteytys 1
Sairaalaan joutuminen 2
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3 TULOKSET

Kaikista 128 primaarisesta norovirusinfektiosta GII-4-positiivisia oli 40 (31,25 %) ja muiden
genotyyppien aiheuttamia tapauksia 88 (68,75 %). Yhteensd 9 eri genotyypin havaittiin
atheuttavan norovirusgastroenteriittej tutkittavissa lapsissa. Episodeista 48 ilmeni
ensimmadisend seurantakautena vuonna 2001 ja loput 80 vuonna 2002. GII-4 aiheutti
ripuliepisodeja molempina vuosina. Kuvasta 1 ndhddén norovirusgenotyyppien osuudet ja

ajallinen jakautuminen ja kuvaan 2 on merkitty sairastuneiden lasten it infektion

tapahtuessa.
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Kuva 1. Genotyyppien osuudet ja ajallinen jakauma tutkimusajanjakson aikana.
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Kuva 2. Lasten iit sairastumishetkelld eri genotyyppien aiheuttamissa infektioissa.
Vaaka-akselilla lasten idt kuukausina, pystyakselilla genotyypit ja niiden maérat kussakin

ikdryhmassa.

Kaikista 40:sta GII-4-tapauksesta ripulia oli 32:11a (80 %), oksentelua 36:1la (90 %),
kuumetta (vahintdin 37 °C) 31:114 (77,5 %) ja 1-5 %:n kuivumaa 1:114 (2,5 %).
Sairaalahoitoa ja oraalista nesteytystd vaati 1 (2,5 %). Tyypillisessa tautitapauksessa ripuli
kesti 2 pdivdd (md = 2), ulostamiskertojen maard vuorokaudessa oli pahimmillaan 4 (md =
4), oksentelu kesti 2 pdivad (md = 2), oksennuskertojen madré vuorokaudessa oli
pahimmillaan 3 (md = 3) ja kuumetta oli keskimiérin 37.8 °C. Muilla genotyypeilld ripulia
oli 55:114 (62,5 %), oksentelua 75:114 (85,2 %) ja kuumetta 55:114 (62,5 %). Kuivumaa oli
5:114, joista 1-5 %:n kuivumaa 3:1la (3,4 %) ja yli 5 %:n kuivumaa 2:1la (2,3 %). Oraalista
nesteytysté sairaalassa vaati 2 (2,3 %). Tyyppitapauksessa ripuli kesti pdivan (md = 1),
ulostamiskertojen maird vuorokaudessa oli pahimmillaan 3 (md = 3), oksentelu kesti pdivin
(md = 1), oksennuskertojen mééra vuorokaudessa oli pahimmillaan 3 (md = 3) ja kuumetta

oli keskimaérin 37.8 °C.
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Genotyyppi GII-4 aiheutti kliiniseltd taudinkuvaltaan vaikeampia ripulitauteja kuin muut
genotyypit pienilld lapsilla. GII-4-episodeissa ripuli kesti pidempéén (p = 0.006, Mann-
Whitney) ja ripulikertoja vuorokauden aikana oli enemmaén (p = 0.003, Mann-Whitney).
Myos oksentelupdivien madrd episodin aikana oli suurempi GlII-4-episodeissa (p = 0.014,
Mann-Whitney). Tautiepisodin vakavuutta kuvaava kliininen score oli suurempi GII-4-
tapauksissa (7,60) kuin muiden genotyyppien infektioissa (5,79) (p = 0.001, riippumaton t-
testi), ja GII-4-ryhmissé oli vakaviksi luokiteltavia episodeja 6 lapsella kun muiden
genotyyppien episodeissa vakavia episodeja oli vain 2 lapsella. Ulosteen virusmaarit eivit
eronneet merkitsevisti GII-4- ja muiden genotyyppien infektioissa (p = 0.479, Mann-
Whitney). Infektioita ilmeni kummassakin ryhméssid enemmaén toisena ikdvuotena, mutta
lasten ik#jakaumassa ei ollut merkitsevda eroa GII-4- ja muiden genotyyppien infektioissa
(p = 0.093, t-testi). Sairastuneen lapsen idn ja taudinkuvan vaikeuden vélilla ei 16ydetty

korrelaatiota GII-4 tai muiden genotyyppien tapauksissa (kuva 3).

311-4 Iuut genotyypit

Heote

-
1
1
-

Lo
1

T T T T T
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Lapsen ikd kukausing mfekiion tapahiumehetkens

b

Kuva 3. Kliininen score sairastuneen lapsen idn funktiona ryhmissd GII-4 ja muut genotyypit.
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GII-4 Muut P-arvo
N (%) Mediaani Kvartiilit N (%) Mediaani Kvartiilit
25 25
40 (32 %) 50 85 (68 %) 50
75 75
Ripuli, 1,00 0,00
Kesto 2,00 2,00 1,00 1,00 0.006
3,00 2,00
Ripulikerrat 1,00 0,00
vrk aikana 4,00 4,00 3,00 3,00 0.003
6,00 4,00
Oksentelu, 1,00 1,00
Kesto 2,00 2,00 1,00 1,00 0.014
2,75 2,00
Kokonais-
score 7,60% 3,103** 5,79* 2,549%** 0.001
*Keskiarvo
**Keskihajonta

Taulukko 2. Merkitsevit erot ja niitd kuvaavat p-arvot GII-4- ja muiden genotyyppien

aiheuttamissa infektioissa. Sarakkeissa mediaanit / keskiarvot ja kvartiilit / keskihajonnat

oireille tutkittavissa ryhmissd GII-4 ja muut genotyypit.
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4 POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd, eroavatko taudinkuvat genotyypin GII-4
aiheuttamissa gastroenteriiteissa kliinisesti muiden norogenotyyppien aiheuttamista
infektioista alle kaksivuotiailla suomalaislapsilla. Tutkimuksen mukaan genotyypin GII-4
atheuttama infektio olisi kliinisesti vaikeampi taudinkuvaltaan kuin muut norovirusinfektiot.
Erityisesti GII-4-infektioissa ripuli ja oksentelu kestavét pidempéén, miké voi heikentda
yleiskuntoa. Kuumeilussa, kuivumisessa seké oraalisen nesteytyksen tai sairaalahoidon
tarpeessa ei havaittu merkitsevid eroa GII-4- tai muiden genotyyppien aiheuttamien

infektioiden vililld. Taudinkuvaan ei vaikuttanut lapsen iké sairastumishetkella.

Tutkimuksen tulos vastaa vuosina 2005-2006 Nicaraguassa, Keski-Amerikassa vastaavasta
atheesta tehtyd tutkimusta, jossa GII-4-infektioon sairastuneet lapset sairastivat tautia
kauemmin (39). Tiedetéén, ettd genotyyppi GII-4 on ollut vallitseva ja sen aktiivista
muuntumista on tutkittu paljon. Herdd kysymys, miksi yksi genotyyppi on noussut ndin
merkittdviksi yli muiden ja miksi se aiheuttaa vaikeampia taudinkuvia? Tiedetdén, ettd
taudinkuvaan vaikuttaa se, onko kyseessd ensimmadinen vai uusintainfektio ja siten
infektioiden myotd syntyvd immuniteetti, mutta tdsséd tutkimuksessa kisiteltiin vain primaari-
infektioita, kun uusintainfektioiden suojavaikutus eliminointiin. Joissain tutkimuksissa
viruksen erittymisen ja ulosteen viruspitoisuuden on huomattu korreloivan taudinkuvan
kanssa (30, 39), mutta samaa yhteytta ei tdssd tutkimuksessa havaittu. Toisaalta viruksen
erittymiseen voivat vaikuttaa myds monet muut tekijét, kuten potilasndytteiden kerdyspaivat
ja yksilolliset tekijit. Taudinkuvaan voivat my0s vaikuttaa vauriot esimerkiksi
ruuansulatuskanavan epiteelissé tai seindmén nukkalisikkeissd. Kiinnostava kysymys onkin,
mitkd ominaisuudet tekevit genotyypistd GII-4 niin virulentin. Aktiivisen muuntumisen

ohella sen yliasemaan voivat vaikuttaa esimerkiksi sen kapsidiominaisuudet ja siten viruksen



20

kestdvyys erilaisissa olosuhteissa, voimakkaampi sitoutuminen suoliston solujen

reseptoreihin ja veriryhmiin, tehokkaampi replikaatio sekd laajempi iséntdkatras.

Norovirusten vaikean diagnostiikan vuoksi on mahdollista, ettd osa viruksista on tunnistettu
vadrin. Tutkimuksessa kéytettiin virustyypitykseen kdénteiskopioijapolymeraasiketjureaktio-
menetelmdd. Koska testissd kdytettiin vain yhteen genomin alueeseen, RNA-
polymeraasigeenin kohtaan suunniteltuja alukkeita, ja koska norovirukset ovat periméltidén
hyvin laaja ryhmad, ei yksittdinen alukepari valttaméttd tunnista kaikkia noroviruksia
ndytteistd. Polymeraasiketjureaktiotekniikka on myds hyvin herkk, joten vaérien
positiivisten tulosten mahdollisuus voi lisdéntya esimerkiksi tutkimuksen yhteydessé
ndytteiden kontaminoituessa viruksella. On myds mahdollista, ettd aluke reagoi niytteessa
olevien muiden, epéspesifien nukleiinihappojen kanssa, jotka eivét kuitenkaan ole
diagnosoitavista viruksista perdisin, ja ndin aiheuttaa véérid positiivisia tuloksia. Lisdksi
samat alukkeet pystyivit kiinnittymiin myds sapoviruksiin. Toisaalta tdtd tutkimusta varten
oli selvitetty norovirukset genotyyppejd myoten, joten védrien positiivisten ndytteiden
mahdollisuus on pieni. Virusten luokittelu genotyyppeihin perustuu virusten periméin
emdsjarjestyksiin. Niiden tunnistamiseen on tarkka ohjelma, joka ei herkésti hyviksy
noroviruksiksi vieraita emésjirjestyksid. Lisdksi genotyypit GII-4 tutkittiin kahdella sekd
RNA-polymeraasin ettd kapsidiproteiinin geenien alueisiin kohdistuvilla alukkeilla.
Polymeraasiketjureaktiotesti on télld hetkelld paras mahdollinen kéytettidvissd oleva
menetelma norovirusten diagnostiikassa. Vaikka kaikkia viruksia ei vélttimatta pystyttiisi
havaitsemaan yhdelld alukkeella, testissd kaytetyt alukkeet oli suunniteltu RNA-
polymeraasigeenid kohtaan eli hyvin konservoituneelle alueelle, jolloin mahdollisimman
moni virus kuitenkin 16ytyy. Koska myos tutkimusaineisto oli suuri ja koska tutkimuksen
tulokset ja niistd 16ytyneet merkitsevit erot eivdt perustuneet vain muutamiin episodeihin ja
ndytteisiin vaan havaitut erot tulivat vahvasti ja useassa tapauksessa esille, pienenee
virheiden ja niiden aiheuttaman tuloksen viéristymén mahdollisuus. Tutkimusta voidaan siis

pitdd suhteellisen luotettavana.
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Koska GII-4 néyttéisi olevan vaarallisempi kuin muut genotyypit, genotyypin GII-4
atheuttamiin episodeihin ja mahdollisiin epidemioihin tulisi varautua ehkd normaalia
tehokkaammin ja kontrolloida infektion kulkua erityisesti riskiryhmissi tarpeen mukaan.
Vaikka téssi tutkimuksessa myos genotyypin GII-4 infektiot jdivét suhteellisen lieviksi
kokonaisscoren perusteella, voivat jo pienetkin erot ripuli- ja oksentelupdivien midrdssé olla
kliinisesti merkittivid eri genotyyppien aiheuttamissa infektioissa, erityisesti kun kyseessd on
pieni lapsi, vanhus tai immuunipuutteinen potilas. Koska norovirusinfektioon ei ole tehoavaa
rokotetta tai lddkehoitoa ja immuniteetti virukselle on heikko, voisi mahdollista ldékehoito- ja

rokotekehittelyd suunnata tulevaisuudessa enemmain genotyyppid GII-4 kohtaan.
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