A human parechovirusok klinikai jelentosége sulyos ujsziilott- és csecsemokori fertézésekben hazankban
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Bevezetés: A humén parechovirus (HPeV, Picornaviridae viruscsalad) okozta fertdzések tobbsége tiinetmentes, de gyermekeknél
hasmenéssel jarhatnak. Ujabb megfigyelés, hogy a HPeV-ok a csecsemdk korében sulyos, kozponti idegrendszeri megbetegedést és
szepszisszerl korképet is okozhatnak. A HPeV-ok szerepe a hazai klinikumban nem ismert.

Célkitiizés: A HPeV-ok kimutatasa, meghatarozasa gyermekektdl szarmazo székletmintakbol és a klinikai tiinetek elemzése.

Modszer: A HPeV-ok kimutatasa és tipizalasa a reverz transzkripcio-polimeraz-lancreakcio és a szekvenalas modszereivel tortént harom
betegcsoportban: A) 10 év alatti korhazban kezelt, n = 75; B) 1 év alatti, n = 237; és C) szisztémas/idegrendszeri tiineteket is mutato
hasmenéses gyermekek (<18 év), n = 105 székletmintdibol. Eredmények: Az A csoportban 4% (3/75) volt a HPeV-pozitiv mintak aranya (két
HPeV1, egy nem tipizalhato HPeV), mind gastroenteralis tiineteket mutatd csecsemOkbdl (7-11 honapos). A B csoportban a HPeV-fertdzések
aranya 6,8% (16/237) volt, melyek koziil 6t HPeV1, hat HPeV3 és 6t nem tipizalhaté HPeV volt. E csoportban a HPeV1-fert6zések tobbsége
(4/5) nem igényelt korhazi ellatast, mig a HPeV3-fert6zéses esetek 83%-a (5/6) igényelte azt. A szisztémas/idegrendszeri tiineteket is mutatod
betegekbdl (C csoport) azonositott HPeV-pozitiv mintak (4,8%) két genotipusba tartoztak (harom HPeV1 és két HPeV3), és mind korhdzban
kezelt fiatal (<2 honapos) csecsemoktdl szarmaztak.

Kovetkeztetés: A HPeV1-fertdzések altalaban enyhébb lefolyasuak, és ritkdbban igényelnek korhazi ellatast. A HPeV1-fert6zés vezetd tlinete
a hasmenés, azonban 1-2 honapos csecsemdknél idegrendszeri érintettség (aluszékonysag, bagyadtsag) is tapasztalhatd volt. Az ujsziilottek
korében a HPeV3-megbetegedések gyakoribbak. A stilyos HPeV3-fertdzésre jellemzdek a gastroenteralis tiinetek (7/8), a >38 °C-os 14z (6/7),
az étvagytalansag (6/7), az exanthema (4/7), az aluszékonysag/bagyadtsag (3/7), a szepszisszerl allapot (3/7) és a 1égzdszervi tiinetek (2/7).
Orv Hetil. 2019; 160(10): 386-395.
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The clinical significance of severe human parechovirus infections in newborns and infants in Hungary

Introduction: Most human parechovirus (HPeV, family Picornaviridae) infections are asymptomatic but may cause gastroenteritis in
children. New reports show that HPeVs can be associated with severe central nervous system symptoms and sepsis-like syndromes in infants.

The clinical significance of HPeVs in Hungary has not been investigated before.

*A szerz6k azonos mértékben jarultak hozza a tanulmany elkészitéséhez.

Aim: The aim of this study was to detect genotype HPeV in faecal samples of children and analysis of the clinical symptoms.

Method: For the detection and genotyping of HPeV strains, reverse transcription-polymerase chain reaction and sequencing methods were
used from faecal samples of children with gastroenteritis divided into three groups: group A) hospitalised children younger than 10 years (n
= 75); group B) 0-12 months infants (n = 237) and group C) children less than 18 years of age with sepsis-like/neurological symptoms (n =
105) were tested. Results: Three HPeV positive samples (3/75, 4%) were found in group A, two of them belong to the HPeV type 1, the
third was non-typeable. All positive samples were from infants of 7 to 11 months of age. In group B, HPeV was detected in 6.8% (16/237)
of the samples. Five were HPeV1, six were HPeV3 and five were non-typeable. While most of the infants with HPeV1 (4/5) did not require
hospitalisation, 83% of the HPeV3 infected infants (5/6) did. Five (4.8%) HPeV strains detected from children less than 18 years of age with



sepsis-like/neurological symptoms (group C) belonged to HPeV1 (three) and HPeV3 (two). All positive samples were from hospitalised
infants less than 2 months of age.

Conclusion: HPeV1 infections are less severe in infants than HPeV3 infections. The leading symptom of HPeV1 was diarrhoea, although in
infants less than 1-2 months neurological symptoms (somnolence, lassitude) were also present. HPeV3 infections were more common
among newborns. The main symptoms of severe HPeV3 infection are: gastroenteritis (7/8), fever >38 °C (6/7), loss of appetite (6/7), rash

(4/7), somnolence/lassitude (3/7), sepsis-like syndrome (3/7) and respiratory symptoms (2/7).

Keywords: human parechovirus, gastroenteritis, sepsis, newborns, infants

Roviditések

ANTSZ = Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat; BLAST = Basic Local Alignment Search Tool; CRP = C-reaktiv protein; HPeV =
humén parechovirus; IC = (immunochroma-tography) immunkromatografia; MR = (magnetic resonance) magneses rezonancia;, NCBI =
(National Center for Biotechnology Information) az Egyesiilt Allamok Nemzeti Biotechnolégiai Informécids Kozpontja; NoV = norovirus; ORF
= (open reading frame) nyilt leolvasdsi keret; RT-PCR = (reverse transcription-polymerase chain reaction) reverz

transzkripcid-polimeraz-lancreakcid; RV = rotavirus; UTR = (untranslated region) nem kodolo régio; VP = viralis protein



cre

1956-ban, melyeket akkor még mint ECHO-virus (enteric cytopathic human orphan) 22 és 23 néven a Picornaviridae viruscsalad Enterovirus
nemzetségébe soroltak [1]. 1999-ben - 43 évvel késobb -, miutan e virusok teljes genomszekvenciaja ismertté valt, helyezték at dket az ijonnan
l1étrehozott Parechovirus nevii nemzetségbe [2]. A nemzetségbe jelenleg négy faj (Parechovirus A-D) tartozik [3], melyek koziil a Parechovirus
A-fajba tartoznak a human parechovirusok, koztiik az ECHO-virus 22 (ma HPeV1) és 23 (ma HPeV2) is [3]. A HPeV3-at 1999-ben, Japanban,
tranziens paralizissel, magas lazzal és hasmenéssel kérhazba keriilt 1 éves kislany mintajabol azonositottak [4]. Azdta a human parechovirusok
tovabbi 16, 0sszesen 19 (HPeV1-19) kiilonboz6 tipusat irtak le [5]. Ezek koziil a kiilonbdz6 molekularis epidemiologiai vizsgalatok szerint a
leggyakrabban el6forduldo genotipus a HPeVl-es és a HPeV3-as, melyek lokalis jarvanyokat is okozhatnak [5-7]. A HPeV1- ¢és
HPeV4-genotipusok jelenlétét korabban mar hazankban is igazoltak [8, 9].

A HPeV-ok pozitiv polaritasu, egyszala RNS-genom-mal rendelkeznek, melynek hossza 7,1-7,3 kilobazis [2]. A genom egy viralis poliproteint
kodolo nyilt leolvasasi keretbol (ORF), az 5' és 3' végeken nem kodolo régiobol (UTR), valamint a 3' végen poliadeninfarokbdl épiil fel [2]. Az
S'UTR régid6 a HPeV kiilonb6zd genotipusaiban erdsen konzervativ, ezért a kiilonb6z6 RT-PCR-kban alkalmazott szlirOprimerek
célszekvenciaiként alkalmazhatok, azonban az 5'UTR genotipusfiiggetlen konzer-vacidja miatt genotipizaldsra nem hasznalhatok [8, 10]. A
virdlis poliprotein strukturalis P1 (kapszid fehérjéket kodold) és nem strukturalis P2 és P3 (nem strukturalis fehérjéket kodold) részekre oszthato
[11]. A HPeV viri-onja ikozaéder formaju kapszidjat a VPO, VP3 és VP1 kapszid fehérjék alkotjak [12]. A kapszid fehérjéket kodolo régio
variabilis, €s az egyes HPeV-genotipusok szekvenciaszintii elkiilonitésére (genotipizalds) hasznalhatdk [10, 13].

A HPeV-ok vilagszerte elterjedt korokozok. Elsésorban széklettel, fekalis-oralis Gton, részben feltehetden a légutakon keresztiil terjednek. A
csaladban €16 testvérek rizikofaktornak szamithatnak az expozicionak kitett ujsziilottek és csecsemdk szempontjabol [14]. A testvérek kozotti
atvitelt mas tanulmanyok is meger6sitik [15, 16]. A human populdcidban endémidsan jelen vannak, €s
az atfertdz6dés mértéke igen magas. A felndtt lakossag nagy része, 95%-a szeropozitiv HPeVl-re. A legtobb esetben a fert6z6dés mar 18 honapos
korig megtorténik, a fertdzések csak kortilbeliil 20%-a torténik az elsd életév betdltése utan [13]. A HPeV-ok klinikai jelentdségét az irodalmi
adatok alapjan korabban mar részletesen 6sszefoglaltuk [8, 9]. A HPeV-fertdzés klinikai megjelenése igen valtozatos lehet. A tiinetek sulyossaga
az aszimpto-matikus, szubklinikai formaktol egészen a sulyos, akar halalhoz vezetd fert6zésekig terjedhet [S5, 17]. A gastro-intestinalis tiinetek
(példaul hasmenés) gyakoriak, emellett gyakran tapasztalhat6 14z is (,,l4zas viralis fert6zés"). A tiinetek sulyossaga nagyban fiigg az életkortol és
feltehetdleg a HPeV genotipusatol is [2, 5].

A HPeVl-fertézés altalaban csecsemo- és kisgyermekkorban enyhébb lefolyasu, féleg gastroenteralis, illetve 1éguti tlinetekkel jar, ritka a
kozponti idegrendszert érinté korkép. Ezzel ellentétben a HPeV3-fertdzés gyakrabban érint ujsziilotteket, és gyakoribb a hasmenés mellett a
sulyos, valtozatos tiinetekkel és akar szepszisszerli képpel jellemezhetd lefolyas, valamint a kdzponti idegrendszeri érintettség (meningitis,
encephalitis, flaccid para-lizis, gorcsrohamok), ritkdn akar maradandd idegrendszeri kérosodassal [5, 17, 18]. Bar a HPeVI- és
HPeV4-genotipusok hazai jelenléte archivalt szovettenyészetekben mar korabbrdl ismert [8, 9], mivel az egyes HPeV-tipusok csak tipustol
fliggden tenyészthetdk [2], ezek az eredmények nem nytjtanak atfogd képet a hazai HPeV-tipusokrol. A klinikailag legstlyosabb fertézéseket
okoz6 HPeV3 hazai jelenlétét tudomasunk szerint még nem igazoltak.

Vizsgélataink sordn tobb, kiilonbozd korcsoportba tartozo, 18 év alatti gyermekektdl szarmazo székletmintdkat elemezve arra kerestiik a
valaszokat, hogy: (i) milyen korcsoportii betegekben fordul el6 HPeV-fert6zés hazankban? (i1) Milyen HPeV-tipusok cirkuldlnak Ma-
gyarorszagon? (iii) Milyen tiinetekkel hozhatdk dsszefiiggésbe az azonositott HPeV-tipusok? (iv) A tlinetek sulyossaga, illetve a kérhazi kezelés
sziikségessége alapjan milyen korcsoportok a legveszélyeztetettebbek?

(v) A veszélyeztetett korcsoportokba tartozo betegek milyen kozos tiinetei utalhatnak HPeV-fertézésre, amelyek eldsegithetik az iddbeli és
helyes klinikai diagnozis megallapitasat? Vizsgalatainkhoz sajat tervezésit HPeV-sziird és -tipizald primereket, RT-PCR-modszert hasznaltunk,

valamint nukleotidszekvencia-elemzést és a klinikai hattéradatok elemzését végeztiik el.

Modszer
Vizsgalt mintacsoportok

A vizsgalt székletmintdkat hdrom csoportba soroltuk.

A csoport: A 2011. évben a Dél-Dunantulon (Baranya, Somogy ¢és Tolna megye) gytiijtott dsszesen 75, korhazi ellatast igényld, 10 év alatti
gyermektdl szarmazo székletmintdk, melyek diagnosztikus vizsgalatra érkeztek a laboratoriumunkba.

B csoport: A 2015 juliusa és 2016 juniusa kozott osszesen 237, apolasi helytdl fiiggetleniil (korhazi vagy otthoni apolast egyarant) gytijtott, 1
¢v alatti hasmenéses dél-dunanttli (Baranya, Somogy €s Tolna megye) gyermekektdl szarmazo minta, melyek diagnosztikus vizsgalatra érkeztek

a laboratoriumunkba.



C csoport: Enterovirus és/vagy human parechovirus kimutatasdra a Baranya Megyei Kormanyhivatal Népegészségiigyi Foosztalyanak
Mikrobiolégiai Laboratériumaba (korabban az ANTSZ Dél-dunantali Regionalis Intézete) 2012 és 2018 kozott bekiildott, osszesen 105,
szisztémas/idegrendszeri tiineteket is mutato, 18 év alatti betegektdl szarmazo székletminta. A mintak a déldunantuli régiobdl, illetve a budapesti
Szent Laszlo Korhaz beteganyagabol szarmaztak.

A héarom csoportba tartozo gyermekek egyike esetében sem lehetett a betegellatds soran a kiilonbozé diagnosztikus célokra vett mintakbol
(széklet és/vagy vér, liquor) rutin enteralis bakterioldgiai €s parazitologiai vizsgalatokkal kérokozot kimutatni. A harom csoport székletmintait a

vizsgalatok kezdetéig -20 °C-on taroltuk.

I. tablazat A human parechoyvirusok (HPeV) Kimutatasara (szuresgé és tipizalasara (‘[1plzalas)V alamint a norovirus (NoV)-tarstertozes

azonositasara hasznalt oli-| gonukleotid primerek listaja. #: A termék mérete a HPeV-5UTR-Fgen primerrel k6zos RT-PCR-ra

vonatkozik

A primer neve Szekvencia (5°-3) Felhasznalas (RT-PCR) A termék mérete Referencia

HPeV-SUTR-Rgen 3S1bp -

HPeV-SUTR-Fgen -

HPeV-VPO-Rgen 960 bp# -

HPeV-VP3-Rgen -
968 bp

HPeV-VP3-Fgen -

HPeV-VPI-Rgen -
780 bp

HPeV-VPI-Fgen -

NoV-JV13I-R [20]
289 bp

NoV-JV12Y-F [20]

RT-PCR = reverz transzkripcio-polimeraz-lancreakcio; VP = virdlis protein

Molekularis diagnosztika, HPeV-tipizadlas és filogenetikai analizis

A HPeV-ok kimutatasa RT-PCR-modszerrel tortént. A kimutatési reakciokhoz egy 10j, a virusnak a genotipustdl fiiggetleniil konzervativ
5'UTR régidjahoz kétddo sziird primerpart (HPeV-SUTR-R/F, 1. tabldzat) terveztiink, amely alkalmas lehet az eddig azonositott dsszes
HPeV-genotipus kimutatasara, azonban genotipizalasra nem. A sz{ir@ primerparral azonositott HPeV-torzsek tipizal6 RT-PCR-iban a
kapszidrégio kiillonbozo részeire (VPO, VP3 és VP1) tervezett erdsen degeneralt tipizalo primerparokat hasznaltunk (1. tabldzat). A kapott
PCR-termékeket mindkét iranybdl direkt modon szekvenaltuk, melyhez BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit-et (Applied
Biosystems, Warrington, Egyesiilt Kiradlysag) és automata szekvenatort hasznaltunk
(ABI PRISM 310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems, Foster City, CA, Egyesiilt Allamok). A kapott szekvenciaadatok koziil a filogenetikai
vizsgalatokhoz hasznalt 17 VP3- és 6 VPl-szekvenciat a GenBank-adatbazisba helyeztiik el (VP3-szekvencidk: MH845197-MH845213,
VPI-szekvenciak: MH845214-MH845219).

A HPeV-tipizalasi RT-PCR-k PCR-termékeinek szek-venalasaval kapott szekvencidkat GeneDoc ver. 2.7. programmal, illetve az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) BLAST-programcsalddjaval (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) elemeztiik. A kimutatott

HPeV-torzsek tipizalasakor a BLAST-fut-tatdsok talalati listajabol a legmagasabb szekvenciaegyezést és a legalacsonyabb E-értéket mutato
HPeV-genoti-pust vettiik figyelembe. A HPeV VP3- és VPI-régidinak filogenetikai elemzéséhez a referenciaszekvencidkat a GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) adatbéazisabol oltottiik le. A filogenetikai fak elkészitéséhez a MEGA v7.0 programot hasznaltuk [19]. A

HPeV-pozitiv mintakon a rotavirus és az enteralis adenovirus kimutatdsit immunkromatografias (IC) gyorsteszttel (CerTest, BioTech,

Spanyolorszag), mig a norovirus-tarsfert6zés kimutatasat altalanos sztirdprimerekkel (1. tabldazat) [20] és RT-PCR-modszerrel vizsgaltuk.

2. tablazat: A kiilonb6z6 human parechovirusok (HPeV) sziiré (5'UTR oszlop) €s tipizald (VP3, VP1 és VPO oszlopok) RT-PCR-k eredményei, a
kimutatott HPeV genotipusai (Tipus oszlop), valamint a tarsfert6zéses vizsgalatok eredményei (Rotavirus, Adenovirus és Norovirus oszlopok).
n.v.: nem végzett vizsgalat (VPO RT-PCR-t csak akkor végeztiink, ha az adott mintabol nem kaptunk pozitiv RT-PCR-eredményt a VP3 és/vagy
VP1 HPeV-tipizal6 primerekkel). A mintaazonosité elsd betiije a mintacsoportra utal. A mintavétel ideje és az orszag roviditése (év/honap/HUN)

a mintaazonosito végeén talalhatod

Mintacsoport Mintaazonosito 5'UTR VP3 VPl VPO Tipus Rotawrus ~ Adenovirus  Norovirus

A csoport A-524-2011/01/HUN + + - n.v. HPeVl - - -
A-478-2011/01/HUN + - - - HPeV? - - +
A-77141-2011/09/HUN + + + n.v. HPeVl - - -

B csoport B-1885-2015/07/HUN + - - - HPeV? - - -



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

B-7326-2015/08/HUN + + - nv. HPeV3 - - -
B-1746-2015/08/HUN + + - nv. HPeV3 - - -
B-6167-2015/09/HUN + - - - HPeV?  + - -
B-4838-2015/10/HUN + - - - HPeV? - - -
B-4048-2015/10/HUN + + + nv. HPeV3 - - -
B-3539-2015/11/HUN + + - n.v. HPeVl - - -
B-0569-2015/12/HUN + + + nv. HPeVl1 - - -
B-2789-2015/12/HUN + + + n.v. HPeVl - - -
B-21301-2015/12/HUN + - - - HPeV? - - -
B-414-2016/01/HUN + + - n.v. HPeVl - - -
B-176-2016/01/HUN + + - nv. HPeV3 - - -
B-578-2016/02/HUN + - - - HPeV? - - +
B-9792-2016/02/HUN + + + n.v. HPeVl - - -
B-4264-2016/06/HUN + + - nv. HPeV3 - - -
B-3194-2016/06/HUN + + - nv. HPeV3 - - -
C csoport C-2422-2014/04/HUN + + + n.v. HPeVI + - -
C-21611-2012/07/HUN + - - + HPeV1 - - -
C-02502-2016/08/HUN + + - nv. HPeV3 - - -
C-6168-2016/01/HUN + + - nv. HPeV3 - - -
C-383-2018/01/HUN + + - n.v. HPeVl - - -

3. tdblazat: A HPeV (human parechovirus)-fertdzott betegek klinikai adatai életkor szerint novekvo sorban. KIR: kozponti idegrendszeri tlinetek
(aluszékonysag, bagyadtsag); 1égti tiinetek: kohdgés és/vagy hyperaemias torok és/vagy orrfolyds. A mintaazonosito elsd betlije a
mintacsoportra utal. A mintavétel ideje és az orszag roviditése (év/honap/HUN) a mintaazonositd végén talalhato. n.a.: nincs adat, RV: rotavirus;

NoV: norovirus

Mintaazonositd Nem és | Apolas | Tipus Hasmenés | Lz | Etvagytalansag | Kiiitések | KIR | Léguti | Egyéb
kor (tarsfert6zés) (>38 tiinetek
OC)
B-7326-2015/08/HUN | Leany, | Korhazi | HPeV3 - + + + + - Hepatomegalia
2 hét
C-02520-2016/08/HUN | Leany, | Korhazi | HPeV3 + + - - - - Szepszis
3 hét
B-4264-2016/06/HUN | Fit, 6 | Korhazi | HPeV3 + + + + + - Szepszis,
hét tachypnoe,
morbilliform
kititések
C-6168-2016/01/HUN | Leany, | Kérhazi | HPeV3 + + + + + - Szepszis, 3
1 napig magas
hoénap laz
B-3194-2016/06/HUN | Leany, | Koérhazi | HPeV3 + + + - - - Nyugtalansag,
2 tachycardia
honap
C-2422-2014/04/HUN | Leany, | Korhazi | HPeV1 + - + - - - Szivzorej
2 (RV+)
honap
C-21611-2012/07/HUN | Fia, 2 | Korhazi | HPeV1 + - - - + - Icterus
hoénap
C-383-2018/01/HUN Fit,2 | Koérhazi | HPeV1 + + - - - - Hepatomegalia,
hoénap véres szeklet
B-1885-2015/07/HUN | Fi4, 3 | Koérhazi | HPeV? + n.a. n.a n.a n.a n.a. n.a.
honap
B-8438-2015/10/HUN | Fit, 4 | Korhazi | HPeV? + - - - - - Véres széklet
honap
B-9792-2016/02/HUN | Ledny, | Otthoni | HPeV1 + n.a. n.a n.a n.a n.a. n.a.
4
hoénap
B-2789-2015/12/HUN | Fiu, 5 | Otthoni | HPeV1 + n.a. n.a. n.a. n.a. |n.a. n.a.
honap
B-21301-2015/12/HUN | Leédny, | Otthoni | HPeV? + n.a. n.a. n.a. n.a. |n.a. n.a.
5
honap




B-414-2016/01/HUN Fia, 5 | Korhazi | HPeV1 + n.a. n.a. n.a. n.a. |n.a. n.a.
honap
B-6167-2015/09/HUN | Fia, 5 | Otthoni | HPeV? + n.a. n.a. n.a. n.a. |n.a. n.a.
hénap (RV+)
B-3539-2015/11/HUN | Leany, | Otthoni | HPeV1 + n.a. n.a. n.a. n.a. |n.a. n.a.
6
honap
B-176-2016/01/HUN Fia, 6 | Otthoni | HPeV3 + n.a. n.a. n.a. n.a. |n.a. Véres széklet
honap
A-77141-2011/09/HUN | Leany, | Koérhazi | HPeV1 + + - - - + Hepatomegalia,
7 hanyas
hoénap
B-4048-2015/10/HUN | Fit, 8 | Korhazi | HPeV3 + + + - - + -
hénap
B-1746-2015/08/HUN | Fit, 9 | Korhazi | HPeV3 + - + + - + -
hoénap
B-578-2016/02/HUN Leany, | Koérhazi | HPeV? + + - - - - Elils6
10 (NoV+) garativen
hoénap holyagocsak
A-524-2011/01/HUN Fiu, 11 | Kérhazi | HPeV1 + - - - - + Hepatomegalia,
honap hanyas,
invaginatio
A-478-2011/01/HUN Leany, | Koérhazi | HPeV? + na. |n.a. n.a. n.a. |na. n.a.
11 (NoV+)
hénap
B-0569-2015/12/HUN | Fiu, 12 | Otthoni | HPeV1 + n.a. n.a. n.a. n.a. |n.a. n.a.
hénap
Eredmények
A csoport

A 2011-ben gytjtott osszesen 75, korhazi ellatast igényld dél-dunantali, 10 év alatti gyermek mintdjabol N = 3 volt HPeV-pozitiv az
alkalmazott 5'UTR-szlir6 RT-PCR-moédszerrel, mely 4%-os HPeV-kimutatasi aranyt jelent. A tipizalasi RT-PCR-kban kapott részleges
VP3-és/vagy VP1-kapszidszekvenciak BLAST-analizise alapjan kettd az egyes tipusit HPeV-ok k6zé tartozott (HPeV1, N = 2), a harmadik torzs
pedig egyik tipizalo primerparral sem adott PCR-terméket, ezért nem volt tipizalhato (HPeV?, N = 1). Norovirus-tarsfertdzést egy esetben, a nem
tipizalhato HPeV-fert6zott betegnél talaltunk (2. tablazat). Mindharom HPeV-pozitiv minta 7-11 honap kozotti életkort csecsemoktdl szarmazott

(3. tablazat), ezért ennek alapjan tovabbi vizsgalatainkat az egy év alatti ujsziilottek és csecsemdk csoportjara sziikitettiik le.

B csoport

Apolasi helytél fiiggetleniil (kérhazi vagy otthoni apola-su egyarant), 1 év alatti hasmenéses dél-dunantili gyermekekt6l szarmazo
Osszesen 237 minta koziil 16 HPeV-pozitiv mintat talaltunk, ami 6,8%-os HPeV-el6fordulést jelent. A pozitiv mintdk koziil hat a harmas
genotipushoz (HPeV3, N = 6), 6t az egyeshez tartozott (HPeV1, N = 5), 6t toérzset pedig nem tudtunk a rendelkezésiinkre all6 primerekkel
tipizalni. Korhazi kezelésre a HPeV3-mal fert6zott csecsemdknél hatbol 6t esetben (1), mig az egyes genotipussal fert6zott 6t esetbdl csupan
egyben volt sziikség. Tarsfertdzést két esetben talaltunk, mindkétszer nem tipizadlhato HPeV-fertézés mellé tarsult no-rovirus- vagy

rotavirusfertdzés (2. tablazat).

C csoport

Az idegrendszeri és/vagy szisztémas tiineteket mutatdé 18 év alatti betegektdl szarmazd 105 minta kozil N = 5 (4,8%) bizonyult
HPeV-pozitivnak. A HPeV-torzsek koziil ketté a harmas genotipushoz (HPeV3, N = 2), harom pedig az egyes tipushoz tartozott (HPeV1, N = 3),
tipizalatlan torzs ebben a mintacsoportban nem volt (2. tabldzat). Mind az 6t pozitiv minta 2 hdnapos vagy fiatalabb csecsemdktdl szarmazott (3.
tablazat). A HPeV1-es genotipussal fertézotteknél 2 honapos, a HPeV3-as genotipus esetében 1 honapos kor alatti csecsemdk voltak érintettek

(3. tablazat). Rotavirus-tarsfer-t0zést egy intenziv osztalyos ellatast igénylé HPeV 1-fer-t6zott csecsemodnél talaltunk (2. tablazat).

Nem-, koreloszlas és szezonalitds

A HPeV-sal fert6zott betegek korcsoporteloszlasanak elemzése azt mutatta, hogy az dsszes pozitiv minta 1 év alatti gyermekektdl szarmazott (1.
dbra, 3. tablazat). Az 1 honapos kor alatti csecsemdk korében csak HPeV3 volt kimutathato (N = 4), amelyeknél minden esetben intenziv
osztalyos kezelés volt sziikséges (1. dabra, 3. tablazat). A HPeV-pozitivitds nemek kozotti eloszlasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget:

HPeV1: fiil N = 6, ledny N = 4; HPeV3: fia N = 4, ledny N = 4; 6sszes HPeV: fil N = 13, leany N = 11 (3. tablazat). Mig a HPeV3 esetében a




vizsgalt mintacsoportokban nem lehetett szezonalitast megfigyelni, addig a HPeV1-esetek enyhe halmozodasat tapasztaltuk a téli honapokban (2.
dbra). Erdekességként jegyzendd meg, hogy Osszesen egy HPeV-pozitiv esetet azonositottunk a tavaszi idészakbol szarmazé mintakbol (2.

abra).
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1. abra: A harom vizsgalati csoportbol (A, B ¢és C) azonositott HPeV-genotipusok
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2. abra: A HPeV-ok szezonalitasa a mintavétel ideje szerint

A HPeV-porzitiv betegek fobb tiinetei

Az 0sszesen nyolc (B csoport N = 6; C csoport N = 2) HPeV3-fertdzésre a legjellemzObb tiinet a hasmenés volt (7/8 esetben).
Megjegyzés: Az egyik otthoni &dpo-lasi HPeV3-pozitiv beteg (B-176-2016/01/HUN, 3. tablazat) klinikai tiinetei koziil a hasmenésen kiviil nem
allt rendelkezésiinkre tovabbi adat, ezért a hasmenésen kiviili tiinetek elemzésekor ezt a beteget nem vettiik figyelembe. A gastroenteralis tiinetek
mellett a HPeV3-fertdzéses esetekre jellemzd volt a 14z (>38 °C, 6/7 esetben), az étvagytalansag (6/7 esetben), az exanthema (4/7 esetben), a
kozponti idegrendszeri érintettség (példaul aluszékonysag, bagyadtsadg, 3/7 esetben), a szep-szisszerti allapot (3/7) és ritkdbban a 1égzdszervi
(kohogés/orrfolyas és/vagy hyperaemids torok, 2/7 esetben) tiinetek (3. tablazat). A 2 honapos csecsemdk kozott eléfordulo HPeV1-fertdzés
esetén a hasmenés mellett silyosabb tiinetek is megjelentek, mint példaul a sargasag vagy az aluszékonysag (3. tablazat). Megjegyzendd az is,
hogy a m4j rendellenességére utal6 jelek (hepato-megalia €s icterus) tobbszor megfigyelhetok voltak mind a HPeV1- (3 esetben), mind a HPeV3-

(2 esetben) fertdzott csecsemok korében (3. tablazat).

A hazai human parechovirusok szekvencia-és filogenetikai elemzése

A BLASTn-analizis eredményei alapjan a tipizalasi RT-PCR-kban kapott, dsszesen 17 részleges VP3-szekvencia koziil 9 a GenBank-ban
talalhatdo HPeV1- (91-98%-0s nukleotid- [nt] egyezés), mig 8 a HPeV3-torzsekkel (98-99%-0s nt-egyezés) mutatta a legmagasabb szek-
venciaegyezést. Az dsszesen meghatarozott 6 részleges VP1-szekvencia koziil 5 a GenBank-ban talalhaté HPeV1- (96-98%-0s nt-egyezés), mig

1 a HPeV3-torzsekkel (98%-0s nt-egyezés) mutatta a legmagasabb szekvenciaegyezést.

A VP3- és VPI-nukleotidszekvenciak filogenetikai elemzése aldtdmasztotta a BLAST-analizisen alapulo HPeV-tipizalast (3. dbra). A
hazai HPeV1- és HPeV3-torzsek tobb kiilonbozd filogenetikai dgon helyezkednek el, ami azt mutatja, hogy egy adott idészakban kiilonféle

leszarmazasi vonalhoz tartoz6 HPeV1- és HPeV3-tor-zsek is cirkuléltak egyidejlileg Magyarorszadgon (3. abra). Kiemelendd a 2015 novembere



¢s 2016 februarja kozott gyiijtdtt mintakbol kimutatott HPeV1-torzsek kozeli genetikai rokonsdga, ami esethalmozoddasra/jarvanyra utalhat (3.
abra).

Megbeszélés

Osszesen 417, ismeretlen etioldgiaju megbetegedésben szenvedd, harom mintacsoportba tartozo (10 év alatti, korhazban kezelt; 1 év alatti,
apolasi helytdl fiiggetlen; és 18 év alatti, idegrendszeri/szisztémas tlineteket mutatd) hazai betegb6l szarmaz6 székletmintat vizsgaltunk human
parechovirus kimutatasa ¢és tipizalasa céljabol.

A vizsgalt mintak kozott 0sszesen 24 HPeV-pozitiv mintat azonositottunk. A HPeV-pozitiv mintak aranya 4% (A csoport) és 6,8% (B csoport)
kozott valtozott, ami Osszhangban all az irodalomban taldlhaté el6forduldsi aranyokkal a hasonld betegcsoportokban [4, 21, 22]. A 24
HPeV-torzsbol 18 (75%) esetében sikeriilt altaldnos VPO-, VPI1- ¢és/vagy VP3-primerparokkal a genotipust meghatarozni.
Szekvencia-Osszehasonlitasi és filogenetikai elemzésekkel Osszesen két HPeV-genotipust (HPeV1 és HPeV3) tudtunk azonositani, melyek

irodalmi adatok
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3. ébra: A hazai HPeV-torzsek filogenetikai elemzése. Vizsgalataink soran azonositott részleges VP3- (894
nt) és VP1- (687 nt) nukleotidszekvenciakbol (vastag betiik) és a HPeV-referenciaszekvenciakbol késziilt
filogenetikai fak 'neighbor joining' médszerrel és Jukes-Cantor-modell felhasznalasaval (bootstrap ismétlések
szama: 1000) késziiltek MEGA 7.0 programmal. A mintaazonosité elsé betlije a mintacsoportra utal. A
mintavétel ideje és az orszag roviditése (év/honap/HUN) a mintaazonositdé végén talalhatd. A
GenBank-azonositoszamok szogletes zardjelben vannak. A sziirke kiemelés a 2015 novembere és 2016
februarja kozott gyijtott mintakbol azonositott, filogenetikailag kdzeli rokonsagot mutatd HPeV1-torzseket

jelzi HPeV = human parechovirus; VP = viralis protein

alapjan is a leggyakrabban kimutathato genotipusok a human populédciokban [2, 5, 7]. A HPeV3-at el6szor sikeriilt hazankban leirni. Bar az eddig
ismert 19 HPeV-genotipusbdl hazankban mar a HPeV1 mellett a HPeV4-et is kimutatta munkacsoportunk [8, 9], a jelen tanulményban az egyéb
HPeV-tipusok hianya talan az alacsony mintaszamnak koszonhetd. Bar az altalunk alkalmazott 5'UTR-szlird és VPI1- és VP3-tipizalo
primer-parok elméletileg képesek az 0sszes, ismert genommal rendelkez6 HPeV-genotipus, koztilk a HPeV4 kimutatasara is, irodalmi adatok
alapjan tudjuk, hogy mas genotipusokat is ritkdbban azonositanak [5, 7]. A tipizalatlan HPeV-torzsek kozott elméletileg 0y tipus(ok) is eléfor-
dulhatnak, bar a tipizalasi reakciok sikertelenségének hatterében a virus alacsony kdpiaszdma a mintdban vagy a tipizald primerparok tapadasi
helyének eltérd nukleo-tidszekvenciai is allhatnak.

A kimutatott HPeV-ok VP3-as és VP1-es kapszid-nukleotidszekvencidkon alapulo filogenetikai vizsgalatai, részben az adott genotipuson beliil,
kiilonb6zd filogenetikai 4ghoz/altipushoz tartoz6 HPeV1- és HPeV3-vi-rustorzsek kocirkuldcidjara utalnak hazankban. Ugyanakkor a
filogenetikailag igen kozeli rokonsagot mutatd6 HPeV1-torzsek - retrospektivan - egy esetleges, 2015 novembere és 2016 februarja kozott
lezajlott dél-dunantali HPeV1-es esethalmozodasra/jarvanyra is utalhatnak. A HPeV1 jarvanyokozod képességére vannak nemzetkodzi irodalmi
adatok [5-7], eddigi ismereteink szerint azonban a feltart HPeV1-es esethalmozddas az elsé magyarorszagi dokumentalt HPeV1-jarvany lehet.

Az egyes HPeV-tipusok szezonalitasarol csak ellentmond6 irodalmi adatok allnak rendelkezésre. A HPeV1 esetében vagy nem volt
kimutathat6 évszak-preferencia, vagy tavaszi/nyari (példaul Anglia), nyari/3szi szezona-litast (példaul Egyesiilt Allamok), vagy éppen a tavaszi/

nyari idészak alacsony HPeV1-eléfordulasat (példaul Hollandia) talaltak [5-7, 18, 21]. A hollandiai HPeV-el6forduldshoz hasonldan [7] a mi

vizsgalatainkban is csak a HPeV1 esetén talaltunk enyhe pozitivmintaszamemelkedést a téli iddszakban.



A HPeV-fertdzés és a gastrointestinalis tiinetek megjelenése kozotti ok-okozati kapcsolat nem mindig bizonyithatd egyértelmiien [2], és ez
fokozottan igaz, ha a HPeV-on kiviil més ismert, heveny gastroenteritist okoz6 virus is jelen van a mintdban. A HPeV jelenléte azonban a
gyermekkori hasmenéses esetekben mas gastroen-teralis korokozé mikroba hidnya esetén korjelzo lehet. Kiilondsen fontos ez a megallapitas a
HPeV3-fertdzé-sekre a csecsemOkori idegrendszeri és/vagy szisztémas megbetegedésekben, amelyeknél viszont a HPeV3 kimutatdsa ezekben a
korképekben diagnosztikus értékii lehet [10, 23]. Virdlis tarsfertdzést dsszesen négy esetben mutattunk ki. Két esetben HPeV/norovirus ¢€s to-
vabbi két esetben HPeV/rotavirus tarsfert6zést azonositottunk. Korhazi kezelésre a tarsfertézések haromnegyedében volt sziikség, ami a
tarsfert6zések sulyosabb lefolyasara utalhat.

Vizsgalataink sordn a HPeV-fertdzések genotipustdl fiiggetleniil kizarolag az 1 év alatti gyermekeket érintették. Ez hasonlé mas irodalmi
adatokhoz, amelyeknél a sporadikus esetektdl és a HPeV3-jarvanytol eltekintve a klinikai tiinetekkel jar6 HPeV-fertézések tobbsége (~73%-a) az
1 év alatti csecsemdkorban jelentkezett [2, 8, 9, 24]. Mig a hazai HPeVI-fert6zott csecsemdk atlagéletkora 5,6 honap (2-12 hénap), addig a
HPeV3-pozi-tivak atlagéletkora kevesebb, 4,1 honap (<1-9 honap) volt, ami 6sszhangban van a HPeV1 és HPeV3 eltérd életkori eléforduldsaval
[2, 5].

A vizsgalt mintacsoportokban a HPeV3 a leggyakrabban az tjsziilottkorban (1 honapos kor alatt) okozott megbetegedéseket. Ezzel szemben a
HPeV1-fertézések inkabb 4 honapos kor felett mutattak halmozddast. Az azonositott 0jsziilottkori HPeV3-fertézések mindegyike korhazi, ezen
belill is intenziv osztalyos kezelést tett sziikségessé. Hasonloan sulyosabb korképek jelentkeztek azokban az esetekben, amikor a HPeV1 igen
fiatal korban (<2 hdonap) okozott fertdzést.

A késobbi életkorban (>4 honap) okozott fertdzések a HPeV1 esetében ritkdbban (3/7 esetben, 43%), a HPeV3 esetében azonban gyakrabban
(2/3 esetben, 67%) igényeltek koérhazi kezelést. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a HPeV-fertézések, kivaltképp a HPeV3-fertdzések
gyakoribbak és sulyosabb lefolyasuak (akar intenziv osztdlyos ellatast igényld) ujsziilott- és korai csecsemOkorban (<2 honap), igy ezt a
korcsoportot tekinthetjiik a legveszélyeztetettebbnek, amelyben a HPeV3 esetleges jelenléte a virus koroki szerepére és az eset silyossdgara is
utalhat. Egy 2015-ben megjelent japan tanulmény azt mutatja, hogy 0sszefliggés van az anyai HPeV-atvészeltség (anyai HPeV-ellenanyagok je-
lenléte vagy hianya) és az ujsziilottek/csecsemok HPeV-tiinetekkel jar6 megbetegedései kozott. Az anyai HPeV3-ellenanyagok jelenléte
csokkenti a stlyos kimeneteli 0jsziilottkori HPeV3-fertézés veszElyét, éppen ezért felmeriil az intravénas immunglobulin (IVIG)-ke-zelés a
sulyos HPeV-fertdzések esetében [25, 26].

A rendelkezésiinkre 4ll6 adatok alapjan a valtozo sulyossadgu gastroenteralis tiinetek voltak a leggyakoribbak, amelyek tipustol fiiggetleniil
szinte barmely HPeV-fer-t6zésnél jelen voltak. Ezt az eredményt azonban feltehetden a mintaszelekcid is befolyasolta. A HPeV-fertézott
csecsemoknél hanyas nélkiili enyhe hasmenést (HPeV1), illetve akar napi tobbszori (~15x) hasmenéssel és hanyassal (3x) jaro eseteket (HPeV3)
is talaltunk. A betegek epidemioldgiai adataibol az is kideriilt, hogy mind az 0jsziilottkorban és korai csecsemdkorban (<2 hénap), mind pedig a
késobbi csecsemOkorban (8-9 honap) a HPeV3-fertdzésekre jellemz6 a gastroenteralis tlinetek mellett megjelend, lazzal, étvagytalansaggal,
kititéesekkel vagy akar kozponti idegrendszeri, illetve 1égzdszervi tiinetekkel jard valtozatos klinikai kép. Ha azonban a HPeV1 a korai ¢életkorban
okoz fertdzést, akkor a korhazi ellatast igénylo hasmenés mellett sulyosabb tiinetek is jelentkeztek, mint a sargasag vagy az aluszékonysag. Fel-
tehetden az ismeretlen eredetli gyermekkori, ladzas virdlis fert6zések korében - gastroenteralis tiinetek nélkiil - a HPeV-fertézéseknek tovéabbi
szerepiik lehet. Vizsgélatunkban az eszk6zo6s (példaul MR, echokardiografia stb.), kémiai laboratoriumi (példaul siillyedés, CRP, vérkép stb.),
illetve az egyéb kiegészitd vizsgalatok eredményeire €s jellegzetességeire nem térhettiink ki, mert ezek az adatok nem alltak a rendelkezésiinkre
az adatvédelmi szabalyok miatt. Vizsgalataink hazankban els6ként irjak le €s finomitjak a HPeV-fertézések klinikumat, de a HPeV-ok okozta
klinikai koérképek spektruma minden bizonnyal még nem teljesen feltart. Erdemes lenne a stilyos HPeV-fertézott tjsziilottek nyomon kovetése is
az esetleges késdbbi maradvanytiinetek feltarasa érdekében.

Bar a HPeV-ok mar tobb mint 60 éve ismertek, csak a kozelmult molekularis virologiai tanulményai tarjak fel e virusok sokszinliségét és
szerepét az egyes emberi fert6z0 megbetegedésekben [2, 5, 6, 13, 18]. Természetesen még szamos megvalaszolatlan kérdés felmeriil a
HPeV-okkal kapcsolatban, de mar a meglévd ismeretek is elégségesek arra, hogy a klinikusok (els6sorban az 1jsziilott-, csecsemd- és
gyermekorvosok) figyelmét felhivjuk a HPeV-ok okozta korképekre, a fertézés jellegzetességeire és a differencidldiagnosztika fontossagara,
mely a kezelést (példaul antibiotikum addsa vagy elhagydsa szepszisszerii korképben) is befolyasolja. Csecsemd-, de kiilondsen ujsziilottkorban,
amennyiben a gast-rointestinalis tiinetek mellett 14z, étvagytalansag, aluszékonysdg, exanthema, 1égzdszervi tiinetek, valamit
megmagyarazhatatlan szepszisszerli allapot, esetleg stlyos kozponti idegrendszeri elvaltozasok is jelentkeznek, a klinikai gyakorlatban

(kiilonosen, ha mas ismert korokozoé jelenléte kizarhatd) gondoljunk a human parechovirusfertézés lehetdségére is.

Anyagi tamogatas: A munka az Orszdgos Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok OTKA/NKFIH K111615. szamu palyazatanak anyagi

tamogatasaval késziilt. B. A. és P.P.az MTA Bolyai Janos Kutat6i Osztondij tamogataséban részesiil.



Szerz6i munkamegosztds: B. A., R. G.: A vizsgalat megtervezése és iranyitasa. B. A., H. Zs., R. G.: A kozlemény megirasa. H. Zs., B. A, P.P.,
F. H.: A laboratériumi vizsgélatok kivitelezése. B. A., H. Zs., F. H.: A vizsgalati eredmények elemzése. L. Z., Ny. Z.: Mintakiildés és a klinikai

hattéradatok Gsszegylijtése. A cikk végleges valtozatat valamennyi szerz0 elolvasta és jovahagyta.
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