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BEVEZETES

A fert6z6 &gensek &ltal okozott hasmenéses korképek (gatgrdesek) a mai napig

vildgszerte vezétkdzegészsegugyi és jarvanyugyi jetedgiek, €és szamos, részben (;

problémat jelentenek. Az Egészségugyi Vilagszetvea#iO) adatai szerint évente csak

a nyilvantartott esetek szama kb. 4 milliard a Hakbssaga koérében, melyek kozil 2-3

millié fertézés halallal védgaik. A valdédi nagysagrendeldr csak becslések vannak.

Kllonosen jelertisek a bélrendszeri fédések a gyermekkori morbiditas és mortalitas

tekintetében. A feéizési feltételek egyes alapelemei napjainkbdsdtek és 0j utak is

megnyiltak a koérokozok szaméara (immunhianyos és unsnupresszalt allapotok,
nosocomidlis fetizések, higiénés fegyelem lazulasa, az élelmiszatégkereskedelme,
koérnyezetszennyezeés stb.), illetve az immunizagdédsei tovabbra sem megoldottak. Az
iparilag fejlett orszagok a halalozasok csokkeriéséertek el nagy eredmeényeket.

John Zahorsky 1929-ben ,winter vomiting diseaseyp@remesis hiemis) néven irt
elészor az ismeretlen erelehem bakterialis jarvanyos gastroenteréisDe csak az 1940-50-es
evekben mesterségesen kivaltott emberi 68&di kisérletek hivtak fel a figyelmet a
gastroenteritisekben a baktériumoknal kisebb milgaoizmusok lehetséges szerepére
(,transmissible agents” - atvietagensek). A kisérletek végul csak 1972-ben veeette
eredményre. Ekkor Kapikian az egyesult allamokbédirwalk varosban, 1969-ben lezajlott
iskolai jarvanybdl szarmazd székletmintak immurketenmikroszképos vizsgalataval leirta a
Norwalk agenst, mely ma@aliciviridae csalad tagja, és amely azélszonyiték volt arra, hogy
virus is lehet kérokoz6 az emberi gyomor-bélrendszs

Az elmult 30 év affeszitései kovetkeztében jelésen meghtt az elektronmikroszképpal
igazolt, az emberi gyomor-bélrendszerhez adaptéido gastroenteralis megbetegedést okozo
virusok szama. Megkeé&dott, és napjainkban is tart jeléségik, epidemioldgiai szerepik és a
klinikai jellegzetességeik feltérképezése a megmetésekben. A vizsgélatoknak igazi I6kést
azonban csak a molekuléris biol6giai modszerek edeggse adott. Ma tobb mint 12, székdétb
kimutatott, genetikailag is elkulonitett virust isrink, és az is tisztazédni latszik, hogy a
mikroorganizmusok altal okozott heveny gastroetisetk tobbsége viralis eredetA virusok

kozul is kiemelkednek epidemiologiai jeléaégikkel a human calicivirusok.

A mikrobas gastroenteritisek epidemiologidja Magyaorszagon

A magyarorszagi febzébeteg nyilvantartas adatai szerint 1998, 1999, 2302001 évek
sorrendjében a bélrendszeri &t megbetegedések 67; 48; 37; 37%-at baktériumok, 4
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0,1; 0,2%-at éskodbk okoztak, az esetek tovabbi 33;51;63;63%-ban &Zés ismeretlen
maradt. Csak feltételezléethogy mas ismert emberi virusokkal egyltt a hueitivirusok is

az ismeretlen koroku, 1998-t6l ,enteritis infecadsiéven kotelaezen bejelententlés emelkedl
szamu esetek kozott lehetnek. Az ebben a beteggstisan bejelentett megbetegedettek szama
1998-ban 13879, 1999-ben 25629, 2000-ben 350801 -B8A 33850 & volt. 2002 év els 17
hetében 40%-al tobb ilyen megbetegedést jelentettikt a 2001. év hasonlddskzakaban. A
.Norwalk-szefi virusok” (NLV-ok) hazai koroki szerepére utalt edPp92/93-ban végzett
szerologiai vizsgalat is. E szerint a 10 éves kaadg 70-90%-a mar rendelkezik
ellenanyagokkal a NLV-ok két kiloén genocsoportjgbeoz6 Norwalk és Mexico virusokkal

szemben.

A HUMAN CALICIVIRUSOK (HuCV-ok)

Kapikian felfedezését kouen a Norwalk, illetve Norwalk-szé&rvirusokat (mas néven
SRSV-ok=kis kerek-strukturalt virusok) az 1976-hkmpanban felfedezett ,klasszikus” human
calicivirusoktdl (calyx: kupa, kehely) eltéelektronmikroszkopos jellegzetességeik miatt kilon
kezelték. 1978-ban kiemeltgiket a Picornaviridae csaladbol, majd 1990-es években végzett
molekuldris szint vizsgalatokat kovéen 1998 6ta, a ma megteformaban, kilén csaladba, a
Caliciviridae csaladba egyesitettéket. A csaladnak ma négy nemzetsége van: a ,Vesitok
és ,Lagovirus™ok veszélyes allati korokozok, a gNalk-szefi virusok” (NLV-ok, U] javasolt
elnevezés: Norovirus) és a ,Sapporo-8zefrusok” (SLV-ok, Sapovirus) pedig a human
calicivirusok (HuUCV-ok). A NLV-oknak két genocsopjar(Gl és Gll) van. Mindkét nemzetségbe
ugyanakkor szamos genetikai klaszter (genotipuspzi& (NLV-ok: 14 klaszter; SLV-ok: 4
ismert, illetve feltételezett klaszter).

A ,calicivirusok” kis méreii (27-40 nm), burok nélkdli, pozitiv, kb. 7,3-7,7dsalusagu,
egyszalu oroké anyagl RNS virusok. Ma mar ismert, hogy a SLV-@kadLV-oktdl vald alaki
eltérésiuk az antigenitasban és a genetikai allool&isgerveddésében is megnyilvanul. Ez
utobbival magyarazhaté a SLV-oknak az allati caircisokhoz valé kdzelebbi rokonsaga is. A
NLV-ok 3 ORF régioja nem szerkezeti fehérjéket i@, cisztein-protedz, RNS-fUgRNS
polimeraz), egy 56-60 kDa nagysagu kapszid fehégétgy kis szerkezeti fehérjét kodol.

A HuCV-ok - a ,Norwalk-szef virusok” — az Egyesiilt Allamokban, Angliaban,
Hollandiaban és Japanban kiemelkedzerepet jatszanak a nem bakteridlis jarvanyos
gastroenteritis feézésekben. A szorvanyos bélterések 15-30%-at, a jarvanyoknak pedig akar
a 90%-at is okozhatjak. Mead és mtsai 1999-ben B8 rhére becsilték csak az élelmiszer

eredei HUCV megbetegedések szamat az Egyesiilt Allamokbeméves életkorra mind a



fejlett, mind a fejpdé orszagokban a populacié 60-100%-anak van kimutatbenanyaga
NLV-okkal szemben, ébbi terlleteken etsorban epidémias, utdbbin endémias st
kovetben. Az immunitds azonban kevéssé ismert és elledésws. Az elmult két évben
felvetodott a gazdaszervezet genetikai szerepe, speciféaeptorok jelenléte, illetve hianya a
fogékonysagban. A SLV-ok epidemiolégidja kevésséneis, eddig 100-nal kevesebb
szekvenaldssal is megsitett SLV-t ismerlink. Szeroldgiai vizsgalatok szet2 éves életkorra
a populacié 90%-a feizédik velik, el$sorban az ets 5 életévben. Tunetekkel jar6 SLV
fertézéseket csecsénes kisgyermekkorban, valamintgek korében irtak le.

A gyakrabban felismert, és igy jelenleg epidemi@dgzempontbol étérben [€v
epidémiak leggyakrabbandidgesen zart vagy félig zart emberi kozdsségekbatulnak eb. A
fertézés forrasa az ember, bar Ujabban felmerilt egha®lka gazda-szerepe is. Fekalis-oralis
aton, szennyezett élelmiszerrel, vizzel, valamidzvetlen és kdzvetett kapcsolat és a hanyas
soran szorédd aeroszol segitségével terjednek razyakasodlagosan (50%). A célszervnek a
vékonybelet tekintik, de a fézés és klinikai tiinetek kialakuldsanak mechaniznisrsaretlen.

A megbetegedések a mérsékelt égovon kisfoku tédista halmozédast mutatnak. Az enyhe-
k6zépsulyos lefolyasi megbetegedést genocsopdiitgetien tinetek jellemzik: hanyinger-
hanyas (>50%), a nem véres hasmenés, a hasi f&@dgorcs és a demelkedés. Tovabbi
jellegzetesség az alacsony &#si dozis, a rovid, 24-48 éras inkubacios, ésgyancsak rovid,
12-60 oras lefolyasi il A burok nélkuli calicivirusok kérnyezeti hatasaknjol ellenallnak.

A HuCV-ok jelenleg nem tenyésztibki antigén fajtaik (szerotipus) kevéssé ismertek.
1970-80-as években az elektronmikroszkopos vizegélha diagnosztikai lehéség, majd kozel
20 évig onkéntesek virustartalmu széklgtetekkel tortént ferizése soran nyert savoparokbol
és szeékletmintakbdl indultak ki a szeroldgiai tekztEgységes modszerek hianyaban, és az
antigének ismerete nélkul a kilénBdaboratoriumokban hasznalt sokféle szerologiageea a
virusok 6sszehasonlitdsat nagyon megnehezitettg anmevezéktanban is tukigdott. Az 1990-
es években a Norwalk virus klénozdsaval a molelsuldrodszerek (RT-PCR, southern blot
hybridizacié, szekvenalas), a Norwalk virus kapdehkérje expressziojaval a viralis antigént
kimutaté enzim-immunoassay (rekombinans EIA) ésaagiai modszerek tarhaza nyilt meg és
nyit utat a széleskérmolekularis és szero-epidemioldgiai vizsgalatoknak

A megbetegedésnek kilonleges kezelése nincs. illyasd- és folyadékveszteség esetén
oralis vagy intravénas rehydracios kezelés, korlefiaias is sziikségessé valhat (gyakorisaga
nem ismert). Szamos érdekes vakcina fejlesztéstalay@ogo kisérlet folyik, de oltéanyag
jelenleg nem &ll rendelkezésre. A hangsuly a5#&tek megékésén, a klasszikus kdzegészseg-
Ugyi és higiénés rendszabalyok betartasan, betsaatvan.



CELKIT UZESEK

A tanulmany célja, hogy a vizsgaltészakban molekularis biologiai és a virusantigént
kimutatd modszerek alkalmazasaval atfogd, orsz&gpset kapjunk az eddig Magyarorszagon
még nem kimutatott és vizsgdlt, @aliciviridae csalddba tartoz6 human calicivirusok
epidemiologiai jeleritsegeél és a ferdzések klinikai jellegzetességélira heveny, nem bakte-
ridlis eredel gastroenteritis jarvanyokban, részben a szorvaeyetekben is.

Mésrészt cél volt a cirkuldlo virusok kozvetlen kietdsat kovéen ezek genetikai sziint
jellemzése, és a virusok dsszehasonlité filogemiedilemzése a mar ismert HUCV genotipusok-
kal (genetikai klaszterekkel) és virusokkal, molékig epidemiologiai szempontbal.

A célkitizések a kovetkézpontokban foglalhatok 6ssze:

1. Az RT-PCR technika bevezetése és a mddszer adsgtaldiuman calicivirusok magyar-
orszagi molekularis diagnosztikajanak megtereméédekében.

2. A human calicivirusok és jarvanyokban jatszott spgk megismertetése — kezdetben az
irodalmi adatok alapjan - a hazai szakemberekkdmanyos férumokon tartotté@ldasokon
és kozleményeken keresztiil a folyamatos mintabiA®gs a célzott vizsgalatok érdekében.

3. Az RT-PCR modszer alkalmazasa a nem bakterialideérehazankban 1998. ota ,enteritis
infectiosa” néven koteléen bejelentenidl ismeretlen eredé&t heveny gastroenteritis
jarvanyok kivizsgalasaban az orszag egész teridatében.

4. A human calicivirusok okozta hazai, heveny gastieréis jarvanyok részletes epidemiolo-
giai és Klinikai jellegzetességeinek megismerése,eéek 0sszehasonlitasa az irodalmi
adatokkal. Epidemioldgiai adatigjyo kérdbiv elkészitése és hasznalata e cél teljesabge
érdekében.

5. A HuCV-ok szerepének keresése a nem bakteriadigristlen eredétszérvanyos gastroente-
ritisekben, teriletileg efsorban Baranya megyei beteganyagban.

6. Az RT-PCR moddszerrel kimutatott virusok genetikalleggmzése az RNS-figg RNS
polimeradz régi6 szekvencia-, és filogenetikai elésez segitségével. A jellegzetes hazai,
illetve a kulonleges virusszekvenciak elhelyezéséd&egyzése a vilaghalé adatbazisaban
(GenBank, NCBI).

7. Ujonnan kidolgozott, virusantigént kimutatd modsgekombinans EIA, 9 Norwalk-szer
virus kapszid antigén elleni ellenanyagokkal; Jiéegntsai 2001) kiprobalasa és kiegészit
alkalmazasa a ,Norwalk-sZevirusok” kimutataséra.



8. Tevékeny részvétel a human calicivirusok elterggits és hatdrokon ativetirkuléaciojat
figyel6 eurdpai adatbézis és és#lalendszer kiépitésében ésikiidtetésében, kulonods
tekintettel az élelmiszer eredlgarvanyokra.

ANYAG ES MODSZER

Székletmintak

Jarvanyok. 1998. november és 2002. aprilis kdzott 19 medlyelB3 ,enteritis infectiosa” néven
orszagosan nyilvantartott, heveny, nem bakteridleneretlen koreredgt gastroenteritis
jarvanybdl 907 székletmintat vizsgaltunk (51, Het31 jarvanybdl rota- és adenovirus sem volt
kimutathaté latex agglutinacioval). 1999. novemheén a vizsgalatok prospektiv. méddon
torténtek. 1998-bdl 3, 199%b 7, 2000-BI 11, 2001-61 50, illetve 2002. aprilis 30.-ig 62
jarvanyt vizsgaltunk. Egy-egy jarvanybdl atlag 7-7() székletminta allt rendelkezésiinkre,
melyeket a jarvany helye szerinti illetékes varosgyei ANTSZ Intézetei biztositottak.
Szérvanyos esetek.1997. oktober és 2000. december kozott 154 (61220 minta/év)
ismeretlen kéreredéthasmenéses székletmintat vizsgaltunk RT-PCR maestesongrad (N=2),
Heves (N=11) megyékib illetve Budapesti (N=6), de el§sorban Baranya megyei
beteganyagbdl (N=135), melyek 15 fétinés 139, 12 év alatti korhazi vagy jarébetegtédiban
részeslilt gyermeét szarmaztak.

Baranya megyéth 2001. januar és majus kozott laboratoriumunkib@zett 371 székletmintabol
205 (55%), 12 ev alatti életkoru, jar6 vagy féketeg gyermekebt szarmazd - rota- é€s
adenovirust nem tartalmazé (latex agglutinaciészties hasmenéses székletmintat is
megvizsgaltunk a NLV-t/virusantigént kimutato direkddszerrel (rEIA).

A székletmintdk —20°C-on voltak tarolva a felhasasig.

RNS izolalas. A PBS-sel 10-50%-ra higitott székletszuszpenziolal,2-trikloro-1,2,2-
trifluoroetan (Serva) tisztitottuk. Centrifugaldsm a feltiliuszébdl az RNS-t TRIzol Reagenssel
(Gibco BRL) és kloroformmal nyertik ki, izopropaladl kicsaptuk és szaritds utdn nukleaz
mentes vizben oldva —80°C-on taroltuk.

Primerek. A szir6 primereket (p289 sense; p290 és p290A antisense) £s mtsai terveztek
1999-ben, a HUCV-ok RNS-fuggRNS polimerazt kédoldé gén konzervativ (ORF1) szalen.
Ez az egyetlen ismert oligonukleotid-par, mely egyse alkalmas a NLV-ok (319 bp) és SLV-ok
(331 bp), és egyes allati calicivirusok kimutatasdegyeb alkalmazott primerek az RNS
polimeraz régidra: JV12/JV13 (NLV-0k), SR80/IV33IN0K).

Reverz transzkripcié-polimeraz lancreakcio (RT-PCR) Az 50ul RT-keverékben M-MLV-RT
(Promega), 10X PCR buffer (Sigma), MgGEZenon Biotechnoldgia Kft.), dNTP (Promega),
RNasin (Promega), sense primer €s RNS volt. Azh&kid 42C-on, 60 percig zajlott (PTC-



100™; MJ Research). A hozzaadott 50ul PCR elegyben RGR buffer, MgG, Dupl-A-Tag™
DNS Polimeraz (Zenon Biotechnoldgia Kft.) és amtseprimer volt. A denaturacié 93-on (3
perc) zajlott, majd 40 ciklusbdl allé lancreakcid@geztink (94C 1 perc, 49C 2 perc, 72C 1
perc). A végé extenzié 72C-on 10 percig tartott. Negativ €s pozitiv kontratinden reakcional
alkalmaztunk.

Gélelektroforézis. A termékeket agar6z (FMC BioProducts) gélben vétasik el (TBE puffer,
pH: 8,0). A gélt Et-Br-dal festettik, UV fénnyellagitottuk at és Polaroid 660 tipusu filmre
archivaltuk. A termékek meéretét 100 bp DNS markBrofnega) és Alpha Digidoc 1000
Géldokumentéaciés Rendszer (Alpha Innotech Corgixsggével hataroztuk meg.

Klobnozas és szekvenalas2000. december &t minden jarvanybdl 2-3, illetve minden
szorvanyos mintabol a megfaleiéreti terméket pGEM-T Il vektorba klénoztuk (Promega).
Minden mintabol 2 klont M13 ,forward” és ,reversg@trimerekkel fluorescens festékkel jeldlt
nukleotidokkal (SequiTherm EXCEL Il Long-Read DNAedbencing Kit, Epicenter
Technologies) szekvenaltunk lanc terminaciés madskz@\LFexpress, Pharmacia Biotech).

A 2001. évi RT-PCR moddszerrel kist HUCV jarvanyokbol 2-8 virustartalmi székletminta
kuldtink a hollandiai nemzeti kozegészsegugyi lattwiumba (RIVM, National Institute of
Public Health and the Environment, Bilthoven, Hod&), ahol a mintdkbol RNS izolalast
kovetben ugyancsak az RNS polimeréz régiora tervezetRIWI3 primerpérral kapott 145 bp
nagysagu termekek direkt szekvenalasat végeztek el.

Szekvencia- és filogenetikai elemzéA.szekvencia-elemzés a GenBank adatbazisat felahsez
OMIGA 2.0 programcsomag (Oxford Molecular Ltd.)@sneDoc v.2.6.001 program segitségével
tortént. A filogenetikai elemzéshez PHYLIP v.3.®lgenstein, 1993), illetve MEGA2 (Kumar és
mtsai 2001) programokat haszndltunk. Az agrajzgkaaximum likelihood” (DNAML) és
UPGMA (Jukes—Cantor korrekcios rata figyelembe legt) mddszerrekkel szerkesztettik meg.
A NLV/Leeds/90UK virus polimerdz régiojat Harry \Veama (RIVM) bocsatotta
rendelkezésunkre.

Rekombinans enzim-immunoassay (rEIA). Nyulban (,capture” antitest), illetve
tengerimalacban (,detector” antitest) termelt tipsgecifikus, hyperimmun ellenanyagokat
tartalmazo6 EIA-t allitottunk 6ssze. Az ellenanyagaédllitdsahoz 3 Gl és 6 Gll genocsoportd,
reprezentativ, rekombindns madon, baculovirusbdejekiett NLV kapszid antigént (VLP-k)
hasznaltunk (Jiang és mtsai 2001). (Pozitivhaknteltiik a reakciot, ha a hyperimmun savoval
OD4s0>0,2 értéket kaptunk és a hyperimmun/preimmun hdog/z5,0 volt.)

Epidemiolégiai adatfeldolgozas, statisztikai elemz2A HUCV jarvanyok igazolasa utdn a CDC
ajanlasait figyelembe véy de egy Aaltalunk 6sszeallitott, 13 pontbdl allddemioldgiai és



klinikai kérdéssort kuldtiink az érintett jarvanyiuigyolgalatnak. A statisztikai elemzésekhéz
probat (Epi Info v.6.0., CDC) hasznaltunk (szigkaficia kiiszob: P<0,05).



EREDMENYEK

1. Jiang és mtsai irodalmi kdzleményei alapjan evéten segitségikkel is (részben a hatékony
primerek kozlés étti &tengedésével), standardizalt, nemzetkozilemgatott molekularis eljara-
sok és mobdszerek bevezetésével és alkalmazasésptodukalhaté modon - megteremtettik a

HuCV-ok kbzvetlen kimutatasanak hazai diagnosztiléierét.

2. Hat magyar nyelv kozlemény, dladasok, valamint kozvetlen t4jékoztatas segitsédmvirik
fel a hazai szakemberek figyelmét a HUCV-ok epiadddgiiai szerepére a kdzvetlen kapcsolat-

felvétel kiépitése és a vizsgalatokhoz sziksédgarfmtos mintabiztositas érdekében.

3. Ennek eredményeként, kdzvetlen értesitést kévetl999. év végét az ismeretlen, nem
bakteridlis eredét jarvanyos gastroenteritisek RT-PCR vizsgéalatat,oeszag egész teriletét
lefedsen prospektiv mdédon végeztik el. 1998. novembe20&2. 4prilis kozott dsszesen 133
.enteritis infectiosa” néven jegyzett gastroenterijarvanybol 102 (77%) esetben, 907
szekletmintabdl 317db (35%) kaptunk, minden esetben a NLV-ok jelenlétgtzold termeket.
1998-ban 1/3 (33%), 1999-ben 4/7 (57%), 2000-bdi ¥82%), 2001-ben 42/50 (84%), 2002.
aprilisig 46/62 (74%) ilyen jarvanybol lehetett HUE RT-PCR modszerrel kimutatni. Elelmiszer
és hanyadék mintabdl calicivirust nem sikerult @sdiani. A vizsgalati eredményektelefonon

és irasos formaban minden esetben tajékoztattille@kes jarvanytgyi szolgalatot.

4. Vizsgélatainkkal tisztdztuk a hazai HUCV jarvanydae irodalmi adatokkal 6sszehasonlithato -
epidemiologiai és klinikai jellegzetességeit. A 1RZ-PCR moddszerrel igazolt NLV jarvany 18
megye 87 telepulésén zajlott le. A legtobb calrcigijarvanyt Baranya (15/19), Pest (19/24) és a
Balatont hatarol6 megyékbmutattuk ki. A 102 jarvany 28%-a korhazi osztalyiN=29), 24%-a
idés, illetve szocidlis otthonban (N=25), 15%-a évodidi=15), 8%-a iskolai (N=8), 6%-a
kollégiumi/kdzépiskolai kozosségben (N=6), 5%-a otéan/gyermektaborban (N=5), 4%-a
szallodaban/étteremben (N=4) 4%-a 6vodaban ésaislnl (N=4), 2%-a katonai alakulatnal
(N=2), 2%-a gyarban (N=2) és 2%-a csaladban (Nafptz le. A jarvanyok 38%-a (N=39) 18
éven aluli gyermekek, fiatal febttek korében alakult ki. Az ismertté valt fézési forrasok a
gyakorisaguk sorrendjében a koveillezvoltak: kozvetlen és kozvetett kontaktus (N=44),
szennyezett élelmiszer (N=21; pl.: kozétkeztetéabban hanyadék és viz. A terjedési modok
egyszerre tobb fajtjat is tetten lehetett érni: (plelmiszer, majd kozvetlen kontaktus). Az
inkubacios id 24-60 Ora, a lefolyasi &d2-3 nap (szélsérték: 1-7 nap) volt. A jarvanyok hossza
atlagosan 6,5 nap (2-53 nap), a gyermekkozosségekbap (2-14) volt. A megbetegedési arany
a jarvanyokban 21% (3-92%) volt. Osszesen tobb mit81-en betegedtek meg, az exponalt



személyek szama tobb mint 19018 Volt. Egy jarvanyban atlagosan 51 (2-1015) személy
mutatott tiineteket. A legtobb jarvanyban 32-64dz06tt volt a betegek szadma. A veézginetek a
hanyas és a hasmenés voltak, és atlagosan a bei@gelnal jelentkeztek. Szignifikansan
gyakrabban fordult él hanyas gyermekek (P<0,001), illetve hasmenéséttekn korében
(P<0,001). Hasi fajdalom 52%-baridmelkedés és laz kozel egyenlyakorisaggal fordult éla
betegek 6tdd részénél. A leggyakoribb tliinetkomliinachanyas és a hasmenés volt. Kérhazi
ellatasra 1-7%-ban volt szikség gyermekek és 1-df0d® évnél idsebbek kdorében. Gyakori
volt — néha nem a szakma szabdalyai szerint — edfeticheti kezelés. Jeldist szamban mutattunk
ki jArvanyokat 2001. aprilis-junius és szeptembmrember kdzott és kiemelkédzamban 2002
elss 4 honapjaban.

A megvizsgalt 39 korhazi (nosocomialis) jarvanyBiFPCR maodszerrel 29 (74%), az RT-PCR
negativ jarvanyokbdl (N=10) rEIA modszerrel mé@d/anybdl mutattunk ki NLV-okat. Tizenhét
(44%) esetben belgybégyaszati osztaly, 8 (21%) eseth8 kérhazi osztaly, 6 (16%) esetben
ismeretlen osztaly, 3 (8%) esetben pszichiatriaiadg 2 (5%) esetben szemészeti osztaly, 1-1
(2%) esetben pedig neuroldgiai, illetve gyermekgy@®gati osztalyok voltak érintve. A betegek
kérében az egészségugyi szemeélyzet atlag 32%-Yf)-8nutatott tlineteket. A jarvanyok
lefolyasi hossza 15 nap (3-53 nap) volt. A korhi@zvanyok 63%-a 2002 €s4 honapjaban
jelentkezett.

A NLV-ok 2001. évre a hazai gastroenteritis jarva@ikorokozoi kozott az efshelyre kerultek,
egyeden a 4, jelenleg ilyen adatokkal rendelkezszagban (Japan, Amerikai Egyesiilt Allamok,

Egyesult Kirdlysag, Hollandia) medfigyelt helyzétte

5. 1997 és 2000. december kozott 154 szdérvanyos etmskkabdl 19 (12%) esetben sikerdlt
HuCV-t kimutatni, melyek kézil 12 (63%) a NLV-ok, (B7%) a SLV-ok kozé tartozott. A 7

(9,7%) SLV 72, 2,5 hetes és 4 év 7 honapos éldtkadtti Baranya megyei beteg gyermek
mintajabol mutattuk ki 2000. oktéber és decembeiOktd

6. A 2001. augusztus végéig a mintakbol RT-PCR mdadsizkimutatott calicivirusokat minden
esetben szekvenalassal is méggettik. Szekvencia - és filogenetikai elemzéaggdliciviridae
csaladba tartoz6 calicivirusok mindkét human nesgézgibe (NLV-ok, SLV-0k) és a NLV-ok két
genocsoportjaba tartozé virusokat egyarant sikekithutatni és besorolni molekularis
epidemioldgiai szempontbdl. E virusok 6sszesenildnk6z genetikai klaszterbe (NLV-ok/Gl
Southampton/91/UK  (Mwn=1), Desert Shield/90/Saudi Arabia {N.~1); NLV-0k/GlI:
Hawaii/71/US  (Nnany=18,  Nuzsnanyosl),  Lordsdale/93/UK  (Mvany=14,  NienanyosD),
Hilversum/2001/NET (Mvany=4, Nszevanyow3); Melksham/94/UK  (Mwan=2), Hillingdon/94/UK
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(Njrnany=1), Leeds/90/UK (Nevanyos3), Amsterdam/98/NET (Man=1, SLV-ok London/92/UK
(Nszovanyo=7)  sorolhatok. Harom jarvanybdl egyidelg két eltés NLV  klaszter
(Gl/Southampton/91/UK - GlI/Melksham/94/UK; GlI/Hanw/71/US - Gll/Lordsdale/93/UK;
Gll/Lordsdale/93/UK - Gll/Amsterdam/98/NET) volt rautathaté. 1999 év kdzep€t2000.
oktéberig a jarvanyokbol — ellentétben az irodaddatokkal — a Hawaii-szérvirusok (50%),
2000 végén a Baranya megyei szérvanyos esetekbdig peLondon/92/UK klaszter (70%)
tulsulya volt megfigyelhét A 2001. januar és augusztus kozott feltébetegy Lordsdale-
Hawaii-Lordsdale genotipusvaltas zajlott le. A teilsum/2001/NET klaszter 2000/2001-ben,
mint Uj, rekombinans klaszter jelent meg Eurdpaljanvanyok okozéjaként hazankban 2001.
aprilis és augusztus kozott, szérvanyos Heves meagpatekiBl mar 2000 utolsé 3 hdnapjaban),
az Amsterdam/98/NET — eddig feltételezett — klak®tepedig egy Ujabb virusszekvenciat
azonositottunk. Filogenetikai elemzéssel a Hawegits a Lordsdale-szérés a Hilversum-szér
virusok minimum 3-3, a Leeds-séieés a London-szérvirusok 2-2 elté&F genetikai vonalat
figyelttk meg hazankban (1. abra). Filogenetikanetéskor a Leeds- és Amsterdam-&zer
virusok aszerint, hogy a 274 bp vagy a 145 bp hiesggl polimeraz régiodikat vizsgaltuk egyszer
a NLV-ok GlI, maskor a Gl genocsoportjahoz alltaélz&lebb. A GenBankban eddig 16 HuCV (13
el (virusok jarvanyokbdl: AF397156, AF472566-AF4725 virusok szorvanyos esetékb
AF468660, AF488713-AF488721).

7. Az RT-PCR modszerrel tovabbra is negativ 31 jayvé&aékletmintaibdl rEIA mddszer
segitségével tovabbi 27 (87%) jarvanyban, 88 smékitabol 54-ben (61,4%) lehetett bizonyitani
a ,Norwalk-szeii virusok” jelenlétét.

A 2001. januar €s majus honapok kozott megviz=2f#ht Baranya megyei szorvanyos mintabol
48 (23,4%) esetben lehetett NLV-t kimutatni nagyshmban a téli, illetve a majusi honapokban
[januér: 32% (20/63), februar: 23% (12/52), marcil®% (5/39), aprilis: 7% (2/28), majus: 39%
(9/23)]. A 48-bal 27 (56%) beteg gyermek 2 év ahatt €s 37 (77%) gyermeket fektvetegként
tartottak nyilvan. Sikertlt egy 0j, a PCR modszekienutathatd, az rEIA teszttel nem reagalo
Norwalk-szeti virus (Hilversum) azonositasa (HUNs6/2000, AF4&866Az rEIA teszt
szenzitivitasa 91%, specificitasa 85% az RT-PCRsnédel 6sszehasonlitva.

8. Az Eurdpai Unio ,Quality of Life and Management loiving Resources” (QLK1-1999-CT-
00594 extension with NAS) programja keretében —satlakoz6 allamok kozul dlként -
bekapcsolodtunk a NLV-ok eurdpai, nemzetek kozitkiulaciojat megfigyed munkacsoport zart

szamitogépes rendszerébe és egyben meghivast kaptuftU 6. Keretprogramjaban valo
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részvételre. Az egyilittitkddés biztositja a hatarokon ativelertozések idbeni felismerését,
folyamatos nyomon kovetését a fabsek csokkentése és mégékének érdekében. Ennek
egyik eredménye a 2000/2001. évbenglad élelmiszer altal terjesztett rekombinans Hibuen
virus Eurdpa toébb orszagaval egihen tortént hazai megjelenésének bizonyitasa, val&001-
ben, az eddig feltételezett Amsterdam/98/NET kkxet egy Ujabb virus hazai azonositasa,

genetikai klaszterként valo megsitése.
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1. &bra. A HUCV-ok genotipusainak a 274 bp hossglisészleges polimeraz régiok alapjan készitettisagi
filogenetikai agrajza (UPGMA mddszer, Jukes-Cakimnrekcios rata figyelembevételével); MEGA2, Kumar
és mtsai 2001), mely tartalmazza a hazai (HUN, MQefjellegzetesebb virusszekvencidk egy-egy
képvisebjét mind a szérvanyos, mind a jarvanyos esdtkekliszonyitasi csoport: PAN-1. HUNSGE:
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GlIb/Hilversum klaszter, HUN680: Amsterdam klasztey. Lordsdale, HV: Hawaii, SMV: Snow Mountain,
MX: Mexico, SOV: Southampton, NV: Norwalk, DSV: D& Shield, SAPP: Sapporo.

OSSZEFOGLALAS ES KOVETKEZTETES

e A HuCV-ok diagnosztikai feltételeinek megteremtégésikerilt hazankban (a kdzeép-
kelet eurdpai régiobdl ézor) a heveny, nem bakterialis gastroenteritigdjayokbodl és szorva-
nyos megbetegedéseéitthuman calicivirusokat kdzvetlentl, molekularisr&A modszerekkel
kimutatni, kéroki szerepiket bizonyitani, és epid#ayiai jelentségiket meghatarozni. Szek-
venalassal a calicivirusok mindkét human nemzebsgdNorwalk-szeii virusok” és ,Sapporo-
szefi virusok”) és a NLV-ok két genocsoportjaba (Gl d$) @laltunk virusokat (koztuk két
NLV genetikai klasztert: Hilversum és Amsterdam).

e A Magyarorszdgon 1998. november és 2002. aprili®#dnegvizsgalt 133 ismeretlen,
nem bakterialis erediegastroenteritis jarvanybol 102 (77%) esetben &lker minden esetben —
a ,Norwalk-szeii virusok” nemzetségébe tartozé virusokat RT-PCR sxénlel azonositani. A
tovabbra is ismeretlen eredgarvanyok korébl (N=31) még tovabbi 27 (87%) esetében lehetett
a NLV-ok jelenlétét rEIA modszerrel kimutatni. Ossgégében a két modszer egyiittes alkalma-
zaséval a megvizsgalt jarvanyok 97%-aban (129/48R)bizonyithaté a NLV-ok koroki szerep,
illetve megnevezhéta kérokozo.

e Bizonyitottuk a HUCV-ok — ,Norwalk-sz@érvirusok” — vezet koroki szerepét hazank-
ban (a kdzép-kelet eurdpai régidobdbsor), az eddig ismeretlen erdietenteritis infectiosa”
néven nyilvantartott, jeleés jarvanyiigyi nehézséget okozo jarvanyok kérébe20@l. évben a
bejelentett felizéses eredétgastroenteritis jarvanyok szama 50%-kéttra megedzé 3 év
adataihoz viszonyitva, melynek oka - a valtozazaamua bakterialis eredefarvany mellett — az
Lenteritis infectiosa” jarvanyok bejelentési fegydinek javulasa. E jarvanyok koérében 1998. és
2001. kozott a céliranyos RT-PCR vizsgalati szamelkeuésével étt a csoporton beltl a HUCV-
ok kimutatasai aranya (2,2%-10,3%-22,5%-42,9%), &2001. évben a bejelentett 149 enteralis
jarvanybol a leggyakrabban azonositott kérokozgklarwalk-szefi virusok” voltak (RT-PCR:
N=42; 28,2%; RT-PCR és rEIA: N=49, 32,8%) és csakl@vették a ,Salmonellak” (N=37;
24,8%). Bizonyitottuk a NLV-ok vezét kéroki szerepét, és feltartuk az epidemiolégiai
jellegzetességeit is a kérhazi (nosocomialis) gastteritis jarvanyokban hazankban. 2001-ben,
az ismertté valt és emelk@dzamu bejelentett nosocomialis enteralis jarvarggkyakrabban
(7/31, 22,5%) kimutatott kérokozdja volt. A NLV-g&lenttsége ugyanakkor még mindig alabe-
csult, hiszen 2002 dis4 honapjaig 62, mindkét médszerrel megvizsgaltegtis infectiosa”
jarvanybol 61 (98,4%) esetében lehetett NLV-okahwdiatni, €s a bejelentett nosocomiélis
jarvanyok minimalisan 66%-at (25/38) ezek a virusdoztak. A novek§ bejelentési szam

ellenére 2001-ben kb. 50-55 epidémidbdl tovabbresak bakterioldgiai vizsgalatok torténtek
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korokoz6 kimutatdsa nélkil. Ezek hatterében viruddkoki szerepét valds4inithetjuk.
Szamitasaink szerint évente minimalisan 220-248nfert, jelends, 10 Hnél tdbb megbetege-
déssel jaro, de nem bejelentett gastroenteriti@r kapcsan merilhet fel a HUCV-ok szerepe
hazankban. Hollandiaban 51-szerese a 100 ezentakdé gastroenteritisek morbiditasa a hazai
adatokhoz képest, és ott a haziorvosi gyakorlatbdiV-ok szerepét a betegforgalom 5%-ara
becsulik.

e Feltartuk a NLV-ok okozta gastroenteritis jarvanydiikai és epidemioldgiai jellegze-
tességeit kozel 3 éves, folyamatos jarvanyugyi rauak hazankban. Kiemellégethogy ilyen,
tobb éven keresztil tartd, egy teljes orszagraj&dé diagnosztikai munka, molekularis epidemi-
oldgiai vizsgalat a HuCV-ok kimutatasara az irodaban nem ismert, a vizsgalatuk tovabbra
sem altalanos, és csak néhany, kutatassal fogtallboratoriumban folyik.

e A NLV-ok élelmiszerldl valé kimutatdsa, igy a féizés forrasanak kozvetlen
bizonyitasa szamos nehézségbe (itkozik. Jelenl&gpzsepidemioldgiai médszerek alkalmasak a
fert6zés forrAsanak meghatarozasahoz. Al@gn a metodikai leirasok kidolgozasaval a bakteria-
lis indikatorok mellett a HUCV-ok, mint virdlis indatorok, valoszifileg tokéletesebb bioldgiai
szennyezettségi mutatok lehetnek.

e A jarvanyok hazai szezonalitasat tobb mesterségeged befolyasolhatta. Azonban
adataink azt jelzik, hogy a NLV jarvanyok hazanklismmely évszakban jelentkezhetnek és a
jarvanyok tavaszi, nyari eltolédasa és halmozoédassbfordulhat. A tengerekkel, éceanokkal
hataros orszagokban a szennyezett kagylok a HuC®gykk gyakori és kulon nyilvantartott
fert6zési forrasai, és befolyasoljdk a jarvanyok téézemalis jelentkezését. Hazankban ezzel a
fert6zési forrassal nem kell szamolni, a $edsek eldsorban a higiénés fegyelem hidnyossagaira
vezethebk vissza.

e El6szor alkalmaztunk hazankban a NLV/antigén kozvetkemutatdsara alkalmas
modszert (rEIA), mellyel 27%-kal tdbb NLV jarvangrzonositottunk. Az antigének, antigéntipu-
sok pontos megismeréséig és a kereskedelmi forgpainprhasznalhato EIA tesztek megjelenéseéig
a kisérleti rEIA teszt (tesztek) hasznos kiegégsnibdszerek a diagnosztikaban.

e A GII genocsoporti NLV-ok meghatarozé szerepe aajyokban jOl ismert, de a
hazankban tapasztalt Hawaii-Sketirusok (Gll) tulsulya az irodalmi adatoktdl etiémegfigye-
lés; oka(-i) nem ismert. Az 1990-es évek kozé&patLordsdale-szérvirusok okozta jarvanyok
szama messze meghaladta mas klaszterbe tartot§olkirokozta epidémiak szamat és
vilagmeéreti pandémia okozdéjaként is azonositottak (,95-96 etips Szamos magyarazat
sziletett a Gl csoporttal szemben a Gll NLV-ok gy#dsb kimutataséra (eltérallati rezervoar,
virulencia, rezisztencia killénbség). Figyelembe &ebnban venni, hogy ellenanyagokat a Gl és

Gll genocsoportu virusok ellen hasonlé nagysagrendehet a populacioban kimutatni, illetve,
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hogy a jelenleg haszndlt primereknek nem ismerlitrautatasi spektruma (Nyugat-Eurépaban a
sZirbvizsgélatra hasznalt primerek fals-negativ eredméaghatnak Gl csoportd virusok
vizsgalatakor?).

e A HUCV-0k genetikai klasztereinek és szerotipudageama nem ismert. A valds#in
en nagy mutacios rataju virusok a ,kvazispecies’paipulacidjat alkotjak. Vizsgalataink a
hazankban cirkuléld virusok genetikai sok#izggét és a populacié fogékonysagéat bizonyitjak.
Az Uj Glib/Hilversum klaszter Nyugat-Eurépaval edfjfben tortént kimutatasa alatamasztja a
HuCV-ok gyors terjedését, illetve masfiehzt, hogy a kilénbdz geno-/szerotipusok (részben
megujulva) egyidben, iddszakosan és folyamatosan is képesek a populacibdiatélni.

e A HuCV-ok kulonb6s ,ORF” régioi altalaban konzekvensen az adott kkse
jellemz filogenetikai mintazatot adnak. Az étivalo eltérés oka lehet a genotipusok taréaert
se vagy a természetes rekombinacio l&detie (Isd.: Glib/Hilversum; eli@polimeraz és kapszid
régid). A Leeds-szér virusok filogenetikai helyvaltoztatasa rairanyigafigyelmet, hogy a
polimeradz régio vizsgalata rendkivil hasznos mdéisi epidemiologiai szempontbdl, de a
virusok jellemzése csak a 3 ORF, illetve a kapsayi ismeretében lehet teljes.

e Vizsgalataink és eredményeink egyik legfontosablakgylati kovetkezményének
tartjuk, hogy hazdnkban megvaltozott a jarvanyiggakemberek szemlélete és gyakorlata a
gastroenteralis tlinetekkel jar6 esethalmozédasakdgalasaban és a jarvanylgyi intézkedések
elrendelése terén, kulonésen a korhazi jarvanyatébsen. Az egészsegugyi intézmeényekben
adataink szerint 2-4-szer hosszabb ideig tartanak/anyok, tobb osztalyt érintenek, nosocomia-
lis eredelfek és jelerits koltségekkel jarnak.

e A laboratériumunkba érkezett nem bakterialis, neota-f adenovirus eredet
szorvanyos gastroenteritiséiklatlagosan 23,4%-ban azonositottunk NLV-okat riEiddszerrel
Baranya megyal). Jelenésnek mondhaté a SLV-ok ardnya az RT-PCR modszégeaolt
HuCV-ok koérében. Utobbi oka a igdvizsgalatra alkalmazott primer tulajdonsaga, ikets
mintavalasztas lehet. A SLV-ok ugyanis enyhébbikdintiineteket okoznak. A 7 SLV tartalmu
minta kozul 5 ambulansan ellatott beteg gyeridieddarmazott.

e Ma mar vizsgalatainkkal és eredményeinkkel bizdmatt, hogy a hanyassal-
hasmenéssel jard gastroenteritis jarvanyokdddgies korokozéi - a visszaszorulé baktériumok
elétt - a virusok, ezen belll is kiemelkeklbzegészségugyi jelérseédiek a HUCV-ok (,Norwalk-
szefi virusok”). Ez szemléletvaltozast inditott el had@am az egyoldalu, disorban a bakterialis
koreredetet szemddt tartd diagnosztikai sorrendben is.

A NLV-ok a leggyakoribb kéroki tényék a gastroenteritis jarvanyokban, a leggyakoribb
virdlis agensek az élelmiszerrel tefef@rtozésekben, és a masodik legfontosabb viralis kéroko-

z6k a — a rotavirusok mellett — a sulyos lefolyggérmekkori gastroenteritisekben. Jeteséigik
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négy tényedre vezethet vissza: az alacsony fémési dozisra, a kornyezeti hatasokkal szembeni
ellenall6 képességlikre, a virusok sokézémgére (genetikai instabilitasara) és a hosszu tavu
immunitas hianyara. Meg kell jegyezni, hogy az talkes emberi calicivirusok elkilénitése
mesterséges. Az utobbididen valt ismertté a calicivirusok faji hatarok ktizétjarasa, & egyes
veszélyes allati calicivirusok emberi kérképekkaldvkapcsolata is (zoondzis), melyek Ujabb
kihivast jelentenek a human gyogyaszatban. Tula@igaik és evollcios alkalmazkodd képessé-
guk miatt a calicivirusok ,modellvirusnak” is jawdisatok az ember és kdrnyezet kélcsdnhata-
sanak vizsgalatara. Szerepik felismerése oda Vezetgy az Eurdpai Unié immar évek ota
kiloén és kiemelten tAmogatja e virusok kutatdsara &erbézéesek atvitelének visszaszoritdsara
tett ebfeszitéseket, a nemzetek kdzotti egyiitidest, beleértve laboratériumunk csatlakozasi

lehetségeét is.
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