-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byfz CORE

provided by Pécsi Egyetemi Archivum

A human astrovirusok jellemz6i és szerepiik a hazai gasztroenteralis
fertozésekben — klinikai, molekularis epidemiologiai és filogenetikai
vizsgalatok

Ph.D. tézis

Jakab Ferenc

Programvezetd: Prof. Dr. Emddy Levente
(Bakteridlis fertdzések molekularis pathogenezise)

Témavezeto: Dr. Szlics Gyorgy
(Viralis gasztroenteritiszek jarvanytani vizsgalata)

Pécsi Tudoményegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézet

2005


https://core.ac.uk/display/84479637?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Bevezetés

1975-ben Madeley ¢és Cosgrove egy angliai — csecsemOket érintd - gasztroenteritisz
jarvanybol gytijtott székletmintakban egy 1j gasztroenteralis virust figyeltek meg és irtak le. Az
elektronmikroszkopos képen lathatd csillagszerli struktirdjuk alapjan e kis kerek virusokat
astrovirusoknak nevezték el (astro=csillag). Ezzel a felfedezéssel kezdddott a kbézel negyed-
szazados kutatds, ami alapjan a human astrovirust (HAstV) ma a négy legfontosabb viralis
hasmenést okozd agens kozott emlithetjiilk (a rotavirus, calicivirus €s enteralis adenovirus
mellett). A virus megismerésében jelentds 1épés volt a 80-as évek elején a virusok sikeres
tenyésztése sejtkultirdban és szintén ezekben az években Herrmann és munkatérsai sikeresen
adaptaltadk egy ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) vizsgalatot a virus gyors
kimutatasara. A viralis nukleinsav teljes szekvencidjanak ismeretével nagymértékben fejlodott a
virus molekularis szerkezetének analizise is és a genetikai elemzések alapjan Jiang ¢és
munkatarsai bebizonyitottak, hogy az astrovirusok onall6 csaladot (Astroviridae) alkotnak. 1995-
ben Jonassen és munkatarsai kifejlesztettek egy reverz transzkripcid-polimerdz lancreakcion
(RT-PCR) alapulé moédszert, amivel hatékonyan tudtdk kimutatni az astrovirusok jelenleg is
megismerésében jelentds fordulatot hozott, amikor 1991-ben Japanban tobb mint 4700 személyt,
iskoldsokat ¢és tandraikat egyarant érintd hasmenéses jarvanyban humén astrovirust tudtak
kimutatni, 1997-ben pedig francia kiskatondk kozotti hasmenéses jarvanyban bizonyitottak a

szerepét. Ez alatamasztotta azt a feltételezést, hogy nemcsak gyermekeket fertézhet meg a virus.

A human astrovirusok hozzavetélegesen 28-30 nm atmérdjli, ikozahedralis szimmetriaja,
gomb alaku, burok nélkiili partikulumok, Ot- vagy hatagu csillaghoz hasonlo felszini
struktiraval. E legjellemzdbb morfologiai tulajdonsdguk csupan a virusok kb. 10%-aban
figyelheté meg. Fizikai tulajdonsagai koziil kiemelkedd, hogy aktivitdsat még 60 C°-on is 5-10
percig megdrzi, €s nagyon alacsony hdomérsékleten (-70, -85 C°-on) akar 6-10 évig is
fert6z6képes maradhat. A virus ezen tulajdonsaga lehetdvé teszi, hogy szobahOmérsékleten is
konnyen terjedjen. A virus stabilitasat még rendkiviil savas kornyezetben (pH 3,0) is megorzi,
emellett kloroform, kiilonb6z6 detergensek ¢és lipid-olddszerek hatdsaval szemben is

meglehetdsen ellenallo.

A virusgenom koriilbeliill 6800 nukleotid hosszsagu, egyfonald, pozitiv-szali RNS,
mely egy poly-A farokkal rendelkezik a genom 3° végén. A genomban harom fehérje kodold
régiot (open reading frame: ORF) kiilonboztetiink meg. Az 5° véghez kozelebb allo, ORFla és



ORF1b a virus szaporodasahoz nélkiilozhetetlen nem strukturalis fehérjéket: proteazt (Pro) és
polimerazt (Pol), mig a 3° végnél 1évé ORF2 régido a virion kapszidjat felépitd harom f6
strukturélis fehérjét kodolja. Ezek egyenként koriilbeliil 35, 29 és 26 kDa molekulatomegiiek és a
kapszid prekurzor-fehérje hasitdsa sordn keletkeznek. Talalhatd még egy, genomon kiviili

crer

azonos. Fertdzéskor a sejtben mind a teljes genom, mind pedig a subgenom RNS replikalodik.

Az astrovirusok vilagszerte elterjedtek, és szérvanyos, valamint jarvanyos
gasztroenteritiszt egyarant okoznak, foleg korhazban apolt csecsemokben, bolcsédés gyermekek
korében és bizonyos esetekben felndttekben, idésekben és immunszuppresszalt betegekben
valtanak ki klinikai tlineteket. A jelenleg ismert 8 HAstV szerotipus koziil eddig az 1-es tipus
dominancidjat észlelték. Harom tavolalld foldrajzi régié adatai alapjan (Amerikai Egyesiilt
Allamok, Japan, Hollandia) is egyértelmiinek latszik, hogy a fejlett orszagokban a leggyakoribb,
dominédns szerotipus az 1-es, ami ellen mar a két éves korosztilynak is kozel 100%-a
ellenanyagokkal rendelkezik. A 8-as szerotipusu HAstV epidemiologiai szerepérél még keveset
tudunk, de a folyamatos vizsgéalatok azt mutatjdk, hogy az eddigi megitéléssel ellentétben
epidemioldgiai jelentésége ndé mind a fejlett, mind a fejlodo orszagokban egyarant. A HAstV
fert6zés direkt bizonyitékat jelenté székletvizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a fejlédo
orszagokban a HAstV-1 kevésbé dominans és tobb szerotipus is jelen lehet egyszerre a
populacidoban. Emellett kiillonbozé6 HAstV szerotipusok egyidejii fertdzése is eldfordulhat.
Mindez lehetdséget ad a virusok genetikai allomanyéanak rekombinalodasara. A vilag kiilonb6zo
orszagaiban végzett vizsgalatok alapjan a HAstV-ok a sporadikus viralis eredetli hasmenéseknek
4-20%-4at okozzék. Kindban a virusos hasmenéses esetek 8%-aban volt kimutathaté a masodik
leggyakoribb agensként a rotavirus utdn. Hasonl6 szdzalékban volt jelen Thaifoldon, ahol a
megbetegedések 8,6%-at, Guatemalaban 7,6%-at, Finnorszdgban 9%-4t, és Franciaorszagban 6
%-at okozta. Igen magas szazalékban volt kimutathat6 a virus Chilében, ahol a gasztroenteritisz
sulyos kovetkezményei miatt siirgdsségi ellatasban részesiilt gyermekek székletmintdinak 15%-
aban, a korhazi ellatasra szorultak székleteinek pedig mintegy 20%-aban volt human astrovirus.
Az Amerikai Egyesiilt Allamokban végzett tanulméany szerint, az 6vodasok korében eléforduld
jarvanyok 4-6%-aért az astrovirus volt felelés. Magas kockazati csoportot alkotnak a
kisgyermekek mellett az immunoszuppresszaltak ¢s iddsek is. Huméan immunodeficiencia
virussal (HIV) fert6zott felndttekben a virdlis hasmenéses esetek nagy részéért a HAstV-t teszik
feleldssé. HIV fert6zott gyermekek kozott a HAstV gyakrabban fordult eld, mint a nem
fertézottekben, de a HAstV ndvekvd jelenléte nem eredményezett tobb, vagy sulyosabb

hasmenést. Csontveld-transzplantacion atesett betegekben a ,,graft-versus-host” reakcid mellett



enteralis virusok, €s az astrovirus is okozhatnak sulyos hasmenést az esetek 13%-aban.
Anglidban csontveld-transzplantacion atesett gyermekek kozott a HAstV honapokig tartd
jarvanyt okozott. Tobb esetben irtak mar le egyidejli fertézést human calicivirusokkal és
rotavirusokkal is. A virus szezonalitisa még vitatott. Néhany tanulmany szerint a téli

hénapokban magasabb a fertdzottség aranya, mint az €v tobbi részében.

A humén astrovirusok a rotavirus fert6zéshez hasonld, de joval enyhébb tiineteket
okoznak. Leggyakrabban heveny hasmenéssel tarsul a fertézés (72-100%), mely altalaban két-
harom napig tart, de akar 21 napig is elhuzodhat, naponta &tlagosan négyszeri (1-10)
székletiiritéssel. Tovabbi jellemzo tiinetek még az émelygés, hanyinger, hanyas, mely az esetek
20-62%-aban van jelen, 1-4 napig tart, naponta atlagosan 1-2 alkalommal ismétlédve. A
fertdzések 7-25%-a jar egyiitt kb. 37-41 C°-os lazzal. Mindezen jellemzd tiinetek mellett
felléphet még hasi fajdalom (50%), fejfajas és a hasmenés okozta dehidracid (0-5%) is. Egy-
négy napos inkubacios id6 utan jelentkezhetnek a klinikai tiinetek. Bizonyos esetekben azonban

a fert0zés tliinetmentesen is lefolyhat.

A gyermekkori fertézéssel hossza tava védettség alakul ki. Az iddsek kozott eléfordulo
esetek azonban arra utalnak, hogy a szervezet ellenanyagszintje ¢s immunvalasz-ado képessége e
virusra is az Oregedéssel csokken. A betegség legtobbszor enyhe lefolyast; ha sziikséges,
folyadék- ¢€s elektrolit potlassal jol kezelhetd. A megeldzésnek kulcsszerepe van az astrovirus
okozta gasztroenteritiszekben is. A megfeleld higiénés kdvetelmények betartasaval (kézmosas,
tiszta ivoviz, stb.) a fertdézés veszélye csokkenthetd. Gyakran azonban a higiénés intézkedések
onmagukban nem csokkentik eléggé a HAstV okozta hasmenéseket. Végleges megoldast egy

oltdanyag jelentene, de vakcina jelenleg még nincs fejlesztés alatt.

A virusok diagnosztizalasanak legelsd ¢és legrégibb modja a székletmintdk direkt
elektronmikroszkopos (EM) vizsgalata. Az EM vizsgalat jo hatasfokkal detektalja az astrovirust,
ha a viruspartikulumok igen nagy szamban vannak jelen a mintdkban (10°-10'%/ ml).
Napjainkban mar e modszer kevésbé alkalmazhatéd rutin diagnosztikai vizsgalatok elvégzésére,
mivel nagyszdmu minta tesztelését nem teszi lehetévé. Az elektronmikroszkopos vizsgalat masik
hatranya, hogy nem ad mindig egyértelmi eredményt, hiszen a virusok mindossze 10%-an
lathato a jellegzetesen csillag alaku struktira. Sokkal inkabb elterjedt a virus kimutatdsara
szolgald immunoldgiai modszer, az ELISA, mely mar kereskedelemben is kaphaté (DAKO,
Dania). Lényege, a virus mono-¢és poliklondlis savokkal torténd kimutatdsa az ugynevezett

szendvics-ELISA rendszerben. A modszer érzékenysége 91%-os, specifitasa pedig 98%-os



érteket mutat. Eldnye, hogy lehetové teszi nagyszamu minta gyors, és megbizhat6 vizsgalatat. A
hagyomanyos viroldgiai modszernek szadmitd tenyésztés rutin diagnosztikai célokra nem
hasznalhato. A virusok nehezen szaporithatok szovetkultaraban, illetve, a mikroszkopos
morfoldgiai kép alapjan egyértelmiien nem lehet kovetkeztetni a virus szaporodasara. Ennek oka
a magas tripszin tartalmu kozeg hatdsa, mely a virus citopatogén hatdsdhoz hasonld
elvaltozasokat okoz a sejteken. Az eddigi tanulmédnyok azt bizonyitjdk, hogy a virus leginkabb
huméan colon carcinoma (CaCo2) sejtvonalon tenyészthetd tripszint tartalmaz6 kozegben.
Napjainkban a legérzékenyebb modszer a viralis RNS-nek specifikus RT-PCR modszerrel valo
kimutatdsa. E modszerrel mind a szovetkultirdban szaporitott, mind pedig a székletmintakban

talalhat6 astrovirusbol kivont RNS jol detektalhato.



Vizsgalataink elozményei

A human astrovirusok szerepe mind a kutatdsban, mind, pedig a klinikumban az elmult
években egyre nétt. 1975-0s felfedezésiik ota a virus jelentdsége egyre nagyobb lett, igy - a
rotavirusok, enterlis adenovirusok és a calicivirusok mellett - mara mar a négy legfontosabb
gyermekkori virdlis gasztroenteralis agens kozott tartjdk szdmon. A tipikus gasztroenteralis
tiineteket (hanyas, hasmenés, hasi fajdalom, dehidracio és bizonyos esetekben 1az) okoz6 virus a
vilag kiilonb6zd orszadgaiban végzett vizsgdlatok alapjdn a jarvanyos és sporadikus viralis
eredetli hasmenéseknek 4-20%-at okozzék. Bizonyos esetekben a virus okozta fert6zés komoly

szovodményekkel is jarhat (pl.: bélbetiiremkedés).

A human astrovirusokkal kapcsolatos kutatasok 1996-ban, kezdédtek a Baranya Megyei
ANTSZ Regionalis Virologiai Laboratoriumaban. Kezdeti munkank soran, foleg egyénileg
végzett kisérleteinkre, tapasztalatainkra és kiilfoldi szakirodalomra tdmaszkodtunk, mivel
ujonnan felfedezett virus 1évén hazankban publikalt kutatasok nem torténtek e témaban. Eldzetes
vizsgélataink azt igazoltadk, hogy HAstV antitestekkel a gyerekek jelentds része rendelkezik
koriilbeliil 3 éves korara. Ez azt jelenti, hogy a fertéz¢s éltalanos a gyermekek kdrében, mégis a
virus tényleges jelenléte csak igen nehezen vagy egyaltalan nem volt igazolhatd a betegektdl
szarmazo6 klinikai mintdkban. Munkank elsé 1épéseként tehat optimalizalni kellett a virus
kimutatasat és tenyésztését szolgaldé moddszereket, amit mind immunologiai, mind, pedig
molekularis biologia technikék egyiittes alkalmazésa tett lehetdvé. Kutatasaink eldrehaladtaval
aztan sikeriilt tobb torzset is kimutatni, szovetkultiran izolalni és részletesebb molekularis
vizsgalatnak alavetni. Vizsgalataink eredményeit a gyakorlati orvoslas szamara is szerettiik volna
felhasznalhatova tenni, igy nagy hangsulyt fektettiink a virus altal okozott klinikai tiinetek

pontosabb megismerésére €s ezek hasznalhatova tételére a gyermekgyogyaszatban is.

Az astrovirusokkal végzett kutatdsokat mind az egyetemi éveim alatt (PTE,
Természettudomanyi Kar), mind pedig a PhD program (PTE, Altalanos Orvostudoményi Kar)
keretén beliil folytatni tudtam, igy az elmult nyolc évben végzett kisérleti eredmények ¢€s a
kiilfoldi osztondijak (Hollandia, Amerikai Egyesiilt Allamok, Belgium) révén mara a
laboratoriumunkban végzett astrovirus kutatds mind hazai mind nemzetkozi szinten elismertté
valt. Laboratoriumunk 2003-ban elnyerte a ,,Gazstroenteralis Virusok Nemzeti Referencia

Laboratériuma” cimet.



Munkank céljai

e az RT-PCR modszer adaptdldsa a hazai epidemioldgiai vizsgalatok céljabol, illetve a
modszer rutinszerti alkalmazasa a human astrovirusok kimutatasara a klinikai gyakorlatban
18,

e a virus-specifikus RT-PCR modszer optimalizalasa és alkalmazasa a kiilonb6z6 hazdnkban
cirkulalo genotipusok gyakorisaganak felmérésére

e ¢ nehezen szaporithato virusok szovetkultiran torténd tenyésztésének megvalositdsa

e cgy teljes év (2002) beteganyagdnak monitorozésa ¢és az eredmények epidemioldgiai
értékelése, mely a human astrovirusok gyakorisaganak, honapos eloszlasanak, a fertézott
gyermekek koreloszlasanak vizsgélatabol allt,

e a virus altal okozott fertdzés klinikai jellemzdinek leirdsa és azok Osszehasonlitisa egyéb
gasztroenteritiszt okozo virusok (pl. rotavirusok) altal okozott tiinetekkel,

e a hazénkban cirkuladld astrovirus torzsek részletes molekularis jellemzése, filogenetikai
analizise,

e a hazai torzsek genetikai mintdzatanak Osszehasonlitdsa a nemzetkozi szakirodalomban
publikalt torzsekkel,

e a hazai egészségiigyben elsdsorban a gyermekgyogyaszatban dolgozo orvosok, egészségiigyi
alkalmazottak szamdara lehetdséget adni a virus koroki szerepének és egyre nodvekvo

jelentéségének megismerésére.



Vizsgalati anvagok és modszerek

Vizsgéalati mintak

A vizsgalatokhoz hasznalt mintak két f6 csoportbol alltak:

A.

A molekularis epidemiologiai vizsgalatokhoz, a virus molekularis jellemzéséhez illetve a virus
altal okozott klinikai tlinetek elemzéséhez hasznalt mintdk 2002. januar és december kozott a
Fovarosi Onkormanyzat Szent Laszlé Korhazabol érkeztek laboratoriumunkba, f8leg 5 év alatti,
korhazi apolast igényld, gasztroenteritiszben szenvedd gyermekektdl. A székletmintak rotavirust,
illetve korokozé baktériumot nem tartalmaztak. A mintadkat —20 C°-on taroltuk a viruskimutatasi
kisérletek megkezdéséig.

B.

A pontosabb és részletesebb klinikai és filogenetikai jellemzéshez a 2002-ben kimutatott és
elemzett mintdk mellett tovabbi 19 illetve 25 eldzetesen pozitivnak értékelt minta adatait

dolgoztunk fel, melyek 1995 és 2001 kozott vizsgalat, sporadikus esetekbdl szarmaztak.

A virus kimutatasara és jellemzésére haszndlt mddszerek

A molekularis vizsgalatok elvégzéséhez a viralis nukleinsav tisztitasat Trizol® (Gibco BRL, New
York, USA) modszerrel végeztik a gyartd felhasznaldi utasitdsa szerint, majd a human
astrovirusokat virus-specifikus reverz transzkripcié-polimeraz lancreakcié (RT-PCR)
modszerrel azonositottuk a vizsgalati mintdkban. A kiilonb6z6 genotipusok megallapitasa
egyrészt tipus-specifikkus RT-PCR moddszerrel, masrészt szekvencia meghatarozassal tortént.
A hazankban cirkulalé virusok pontosabb és részletesebb molekuldris jellemzésének céljabol

filogenetikai analizist végeztiink.

Szamitdgépes filogenetikai analizis

A filogenetikai analizishez hasznalt ,,nyers” szekvencidkat el6szor GeneDoc v2.3 programmal
szerkesztettiik, majd az azonos szekvencidkat DAMBE illetve ClustalX v1.8 szoftverek
segitségével illesztettiik a megfeleld csoportositas érdekében. A filogenetikai fa létrehozasahoz
sziikséges szekvencia adatokat az elObbiek szerint Osszerendezett nukleinsav szekvencidk
szolgaltattak. A filogenetikai analiziseket PHYLIP és MEGA v2.1 programokkal futtattuk,

,2Maximum likelihood” illetve ,,Neighbor-Joining” algoritmusokat és statisztikai megerdsitést
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(,,bootstrap” analizis) alkalmazva. A filogenetikai analizishez mar elézetesen kozolt (GenBank)

szekvenciakat is hasznaltuk, melyek referenciaként szolgaltak az egyes genotipusok esetében.

Klinikai adatok feldolgozasa

A virus altal okozott klinikai kép pontosabb megismerése érdekében legfontosabb jellemzdoként
egyrészt a hasmenés iddtartamat (nap) és intenzitdsat (hasmenések szama/nap) masrészt a
hanyasok id6tartamat (nap) vizsgaltuk. Ezeken az adatokon kiviil informativ volt még szamunkra
a laz és a hasmenés kovetkeztében kialakuld dehidracié esetleges jelenléte is. A konnyebb és
precizebb adatfeldolgozas érdekében minden beteg gyermek fertézésének sulyossagat az
Osszegyljtott klinikai adatok tiikrében egy meghatarozott értékkel jellemeztiik egy 1-9-ig terjedd
skalan (severty score), melyett el6zetesen Hjelt és munkatdrsai allapitotta meg egy hasonlo
klinikai tanulmany elvégzésekor. A klinikai adatok statisztikai analizishez Man-Whitney U-

tesztet hasznaltunk.
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Eredmények bemutatasa

Epidemioldgiai eredmények

A vizsgélat idészakban (2002. janudr — december) Osszesen 2758 székletminta keriilt levételre
gasztroenteritsz tlineteket mutaté ot év alatti gyermekektdl. A mintdk 42 %-a (n=1159)
bakterialis korokozot, mig 36 %-a (n=992) rotavirust tartalmazott. A bakterialis korokozokat és
rotavirust nem tartalmazo6 607 székletmintaban a human astrovirusok RNS genomjanak jelenlétét
RT-PCR vizsgalattal igazoltuk. Tiz (1,6%) minta bizonyult HAstV pozitivnak az elvégzett
tesztek alapjan. A fertdzott gyermekek koziil 5 volt fia €s 5 volt lany, akiknek atlagéletkora 18
honap volt. Az alacsony pozitivitds miatt az epidemiologiai vizsgalatokat nehezen tudtuk
elvégezni. Ennek ellenére megvizsgalva a HAstV fertdzés megallapitasara tesztelt (n=607) és
HAstV pozitiv mintdk (n=10) aranyéat, az alacsony pozitiv mintaszam ellenére megallapithato,
hogy HAstV fert6zés szignifikansan gyakrabban fordult el az 5 éves korosztaly korében (5/39)
mint az 1-4 év kozotti gyermekek kozott (5/568); (p<0.001). A virus a téli és tavaszi honapokban
egyarant gyakrabban fordult el (8/309), de a nyari (1/170) és 6szi (1/128) hoénapokban is

kimutathato volt.

Genotipus meghatarozas tipus-specifikus RT-PCR reakcidval és szekvencia meghatarozassal

A virus-specifikus primerekkel tortént pozitiv RT-PCR reakcio utan a keletkezett termékbol az
adott fertdzést okozo astrovirus genotipusat szekvencia meghatdrozassal végeztiik el. Ennek
alapjan HAstV-1 (n=5), HAstV-3 (n=1), HAstV-4 (n=3) és HAstV-8 (n=1) genotipusu human
astrovirusokat mutattunk ki. Ugyanezen tiz pozitiv minta tipus-specifikus RT-PCR modszerrel -
¢és tipus-specifikus primerekkel - tortént amplifikdlasakor kilenc mint esetében a szekvencia
meghatdrozassal azonos eredményt kaptunk, és mindossze egy minta esetében nem kaptunk
eredményt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy mind a virus-specifikus, mind pedig a tipus-
azonos primerekkel torténd RT-PCR kellden specifikus és érzékeny a virus kimutatisara ¢€s

genotipizalasara.

Molekuldris szekvencia analizis és filogenetikai analizis

A komplex filogenetikai analizishez részben a 2002-es beteganyagbol gytijtott pozitiv mintakat
(n=10), részben pedig az eldz6 években (1996-2000) kimutatott sporadikus esetekbdl szdrmazo

virusokat hasznaltuk (n=24). A magyarorszagi torzsek nukleinsav szekvencidit 6sszehasonlitva
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az elérhetd referencia torzsek szekvencia adataival a kiilonb6z0 genotipusok megallapitasa a
legmagasabb nukleinsav homologia alapjan tortént. Hasonléan a nemzetkozi szakirodalomban
kozolt adatokhoz az HAstV-1-es genotipusi human astrovirus folyamatosan kimutathatd volt

(n=23), de az egyéb genotipusok ritkdbb megjelenését is megfigyeltik (HAstV-3; 4; 5; 8).

Az RNS virusokra gyakran jellemzé genetikai sodrédas nagyon jol megfigyelhetd a
HAstV-1 genotipust mintak szekvencia és filogenetikai analizisekor. Ez alapjan a HAstV-1-es
genotipusu virusok jol elkiilonithetd genetikai csoportokra oszthatok a kiilonb6zd éveknek
megfelelden. Ezeket a valtozasokat a HAstV-l-es genotipuson beliili folyamatos genetikai
valtozasok vagy egy 1j, illetve eddig lappango torzs 0jboli megjelenése eredményezheti, és ezzel
ujabb ¢és Ujabb genetikai allomanyu virusok valhatnak dominanssa a populdcidban. Vizsgalataink
soran két egymastol genetikailag jol elkiilonitheté HAstV-4 genotipusu csoportot (alcsoportok:
HAstV-4a és 4b) is sikeriilt leirnunk. Mivel a filogenetikai analizishez hasznalt szakasz a
viruskapszid felszini fehérjéit kodolja, igy elképzelhetd, hogy ez a jelentds genetikai kiilonbség a
szervezet virus elleni védekezd mechanizmusait is befolyasolja, és a két alcsoporttal vald
fertdzésére adott immunologiai valasz kiilonb6zd lehet. Ennek bizonyitadsa azonban még tovabbi

vizsgalatokat igényel.

A human astrovirus fertozés klinikai jellemz6i

Hasonldan a filogenetikai analizishez itt is részben a 2002-es beteganyagbdl gytijtott eseteket
(n=10), részben pedig az eldzé években kimutatott sporadikus esetekbdl szarmazo betegek
adatait vizsgaltuk (n=19). Kontroll populacioként 63 rotavirussal fert6zott gyermek klinikai
adatait hasznaltuk. Vizsgalatainkhoz mindkét virusnal csak azokat az esteket tudtuk felhasznalni,
amelyeknél a lehetd legtobb klinikai adat allt rendelkezésiinkre az analizishez. Eredményeinkbdl
jol lathato, hogy a harom vezetd tlinet (hasmenés, hanyas, 14z) koziil a hasmenés mindkét
virusfert6zés esetében (astrovirus €s rotavirus fertézéskor is) vezetd korkép volt, mig a harom
tiinet egylittes el6fordulasa a rotavirus fertdzott gyermekek kozott gyakrabban fordult eld mind
az astrovirus fert6zottek korében. Az is jol megfigyelhetd, hogy - az irodalmi adatoknak
megfelelden - a hasmenés idOtartama (nap) szignifikdnsan hosszabb volt a rotavirus fertdzés
esetében, de ugyanezen tiinet napi eloszlasa (hasmenéses epizodok szama/nap) hozzavetdlegesen
ugyanolyan volt mindkét virusfertézésnél. Hasonlé eredményeket kapunk akkor is, ha a hanyasra
vonatkoz6 adatokat vizsgaljuk. 37,5 C° feletti testhomérséklet mindkét virusfertdzés esetén a
betegek 70% illetve 72%-nal volt megfigyelhetd. Mindezen tlinetek mellett a fertdzott
gyermekek 34%-a (HAstV) illetve 49%-a (RV) dehidralédott a nagy mennyiségii
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folyadékvesztés miatt és egy gyermeknél feltételezhetden az astrovirus fertézés kdvetkeztében
sulyos, miitéti beavatkozast igénylé bélbetiiremkedést figyeltink meg. Az adatok teljes
feldolgozasa és az el6zdleg mar Hjelt és munkatarsai altal megalkotott mesterséges, 9 pontbol
allo pontrendszerbe valo besoroldsa szerint megallapithato, hogy az astrovirus fertdzéssel kezelt
gyermekek hasonld, de enyhébb tlineteket mutatnak, mint a rotavirus fertézéssel korhazban apolt

hasonl6 koru betegek.

13



A hazai astrovirus kutatashoz kapcsolodé eldaddsok, eléadds kivonatok és publikdciok

listaja:

Nemzetkozi tudomanyos eldadasok

F. Jakab, J.E. Walter, T. Berke, D.O. Matson, D.K. Mitchell, G. Sziics: Molecular
characterization of human astroviruses circulating in Hungary. Eight European Workshop
on Virus Evolution and Molecular Epidemiolgy, 4-11, September, 2002 Leuven, Belgium

F. Jakab, Gy. Sziics, D.K. Mitchell: Hospital-based assessment of human astrovirus
infection. Bridges in Life Sciences (A Networking Workshop for U.S. and Central and
Eastern European Scientists), 8-10, October, 2003, Budapest, Hungary

F. Jakab, L. Varga, Z. Nyul, D. Mitchell, J. Walter, T. Berke, D. Matson, G. Szucs:
Clinical characteristics of rotavirus, enteric adenovirus and astrovirus infections among
hospitalised children in Hungary. European Congress of Clinical Microbiology and

Infectious Diseases, 2-5, April, 2005, Copenhagen,)

Hazai tudoméanyos el6adasok

Jakab F: A human astrovirusok kimutatasa tenyésztéssel és molekuldris biologiai
modszerekkel. XXIV. Orszagos Diakkori Konferencia, 1999, Debrecen

Jakab F., Banyai K., Reuter G., Sziics Gy.. A human astrovirusok kimutatisa
tenyésztéssel és molekularis biologiai modszerekkel. Magyar Higiénikus Tarsasag
Konferenciaja, 2000. oktober, Debrecen

Jakab F., Walter J.E., Berke T., D.O. Matson, Sziics Gy., D.K. Mitchell: A huméan
astrovirusok jellemzése ¢és molekularis szekvencia analizise korhdzban 4polt gyermekek
korében hazankban. Magyar Mikrobioldgiai Tarsasag Konferencidja, 2001. oktober,
Balatonfured

Jakab F., Timar L., Banyai K., Sziics Gy.: A human astrovirus fertézések jellemzdi és
klinikai vonatkozasai. Magyar Mikrobiologiai Tarsasag Konferenciaja, 2002. oktober,
Balatonfured

Jakab F.: A gastroenteralis virusok jellemzdi és szerepiik a mindennapokban. (Felkért
eléadas a ,,Tudomany napja” alkalmabol), Magyar Tudomanyos Akadémia Pécsi

Székhaza, 2004. november 3., Pécs

14



Elbadas kivonatok

F. Jakab, J.E. Walter, E. Parada Richard, M. Staat, P. Azimi, T. Berke, D.O. Matson,
D.K. Mitchell: Hospital-based assassment of human astrovirus infections in the United
States. Journal of Clinical Virology, 2001, 22 (2): 157-158 (Abstract)

F. Jakab, JE. Walter, T. Berke, DO. Matson, Gy. Szilics, DK. Mitchell.: Characterization
and molecular sequence analysis of human astroviruses among hospitalized children in
Hungary. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 2003, 50, 264 (Abstract)

F. Jakab, J.E. Walter, T. Berke, D.O. Matson, D.K. Mitchell, G. Sziics: Molecular
characterization of human astroviruses circulating in Hungary. Infection, Genectics and
Evolution, 2003, 2, 217-218 (Abstract)

F. Jakab, L. Timar, K. Banyai, G. Sziics: Characterisation and clinical features of human
astrovirus infection. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 2004, 51, 178
(Abstract)

Publikécidk:

Jakab F., Walter E.J., Szlics Gy.: A human astrovirusok jelentdsége a gyermekkori
gastroenteritisekben. (6sszefoglald) Klinikai Mikrobioldgia és Immunologia , VIII.évf. 3.
szam 2001. oktober, 118-122.

Jakab F., Timar L., Szlics Gy.: A human astrovirusok okozta gastroenteritisek jellemzdi
és klinikuma korhazban apolt gyermekek korében. Gyermekgyogyéaszat , 53. évf. 4. szam
2002. jalius, 419-424.

F. Jakab, J.E. Walter, T. Berke, David O. Matson, Douglas K. Mitchell , Gy. Sziics:
Molecular characterization of human astroviruses circulating in Hungary. FEMS
Immunology and Medical Microbiology, 2003, 39, 97-102.

F. Jakab, E. Meleg, K. Banyai, B. Melegh, L. Timar, J. Péterfai, Gy. Sziics: One year
survey of astrovirus infection in children with gastroenteritis in a large hospital in
Hungary - Occurence and genetic analysis of astroviruses. Journal of Medical Virology
2004, 74(1), 71-77.

F. Jakab, J. Péterfai, E. Meleg, K. Banyai, DK. Mitchell, G. Sziics: Clinical
characteristics of HAstV-associated infections diagnosed in 1997 to 2002 in Hungary.
Acta Paediatrica, 2005, 94(6), 667-671.

15



e F. Jakab, J. Péterfai, T. Verebély, E. Meleg, K. Banyai, DK. Mitchell, G. Szlics: Human
astrovirus infection associated with childhood intussusception. (kozlésre elfogadva -

Pediatrics International, No#R100049-2005)

Konyvfejezetek

e Sziics Gy, Banyai K, Reuter G, Jakab F: Gastroenteritist okoz6 virusok. Orvosi
Molekularis Virologia. Szerkesztd: Berencsi Gyorgy, Convention Kft, 2005, 22-39
Fejezetek: Rotavirusok; Human calicivirusok (norovirusok, sapovirusok); Human
astrovirusok; Human enteralis adenovirusok; Feltételezetten gastroenteritist okozé

egy¢éb virusok

16



A szerz6 nemzetkozi astrovirus Kkutatisban és egyéb kutatisi témakban elért

eredményeinek ismertetése (eldaddsok, eléadds kivonatok és publikdaciok listaja):

Nemzetkozi tudomanyos eldadasok

F. Jakab, J.E. Walter, E. Parada Richard, M. Staat, P. Azimi, T. Berke, D.O. Matson,
D.K. Mitchell: Hospital-based assessment of human astrovirus infections in the United
States. 8" Annual Pediatric Research Day, 7 June, 2001, Norfolk, VA, USA (poster
presentation)

F. Jakab, J.E. Walter, E. Parada Richard, M. Staat, P. Azimi, T. Berke, D.O. Matson,
D.K. Mitchell: Hospital-based assassment of human astrovirus infections in the United
States. 5" Annual Meeting of the European Society for Clinical Virology (ESCV),
September 2001, Lahti, Finland

E. Parada, T. Berke, J. Jiang, J. Walter, F. Jakab, M. Staat, P. Azimi, D.O. Matson:
Human calicivirus infection in hospitalized children with gastroenteritis: a challance to
virus detection methods. 39" Annual Meeting of the Infectious Diseases Society of
America (IDSA), October, 2001, San Francisco, CA, USA

Q.Snyder, J.E. Walter, F. Jakab, T. Wierzba, D.O. Matson, D.K. Mitchell: Detection and
genetic characterization of the human astrovirus among hospitalized children in Egypt.
9™ Annual Pediatric Research Day, June, 2001, Norfolk, VA, USA (poster presentation)
J.E. Walter, Q. Snyder, F. Jakab, T Wierzba, D.O. Matson, D.K. Mitchell: Detection and genetic
characterization of the human astrovirus among children treated for diarrhea at two
hospitals in Egypt. Annual Meeting of the Southern Society for Pediatric Research,
February, 2002, New Orleans, LA, USA

J.E. Walter, F. Jakab, E.P. Ricart, C. Afflerbach, T. Berke, D.O. Matson, M. Staat, P.
Azimi, D.K. Mitchell: Comparative analysis of infection caused by human astrovius
types among children hospitalized in the United States. Annual Meeting for the Society
for Pediatric Research, 4-7 May, 2002, Baltimore, Maryland, USA (poster presentation)
E. Parada, J. Walter, F. Jakab, C. Afflerbach, X. Jiang, M. Staat, P. Azimi, T. Berke,
D.K. Mitchell, D.O. Matson: Comparison of clinical features of enteric viral infections
among hospitalized children in the USA. International Conference of Virology (ICV), 27
July — 1 August, 2002, Paris, France

D.K. Mitchell, J.LE. Walter, F. Jakab, C. Afflerbach, B. Austin, Q. Snyder, L. Lawson, T.
Wierzba, S. Fouad, I.A.A. Messih, M. Staat, P. Azimi, D.O. Matson: Astrovirus detection

17



by EIA and RT-PCR. American Society for Virology (ASV), 20-24, July, 2002, Lexington,
Kenthaky, USA

e K. Banyai, J.R. Gentsch, R. Schipp, F. Jakab, J. Bene, B. Melegh, R.1. Glass, Gy. Sz{cs:
Molecular epidemiology of human P[8],G rotaviruses in Hungary between 1998 and
2001. 8" International Symposium on ds-RNA Viruses, 13-18, September, 2003, Lucca,
Italy

Hazai tudomanyos el6adasok

e Sziics Gy., Jakab F., Uj M.: 40-es tipust enteralis adenovirusok elsd kimutatasa és
tenyésztése hazankban. Magyar Infektologiai Tarsasag Konferenciaja, 1999, Debrecen

e Qy. Szilics, G. Reuter, K. Banyai, F. Jakab, M. Uj: Importance, detection and taxonomic
classification of human caliciviruses. First Joint Meeting of the Slovenian Society for
Microbiology and the Hungarian Society for Microbiology, 24-26 August, 2000,
Keszthely, Hungary

e Banyai K., J. Gentsch, R. Glass, Sziics Gy., Reuter G., Jakab F.: G6 szerotipusu
rotavirusok kimutatdsa Magyarorszagon — masodikként Europaban. Magyar Infektologiai
Tarsasag Konferenciaja, 2000, Budapest

e Sziics Gy., Reuter G., Banyai K., Jakab F., Uj M.: A molekularis vizsgalatok
megvaltoztattak a human calicivirusok klinikai jelentdségét ¢és rendszertanat. Magyar
Infektoldgiai Tarsasag Konferencidja, 2000, Budapest

e Bényai K., Jakab F., Uj M., Sziics Gy.: G9 szerotipusi humén rotavirusok azonositdsa
¢és filogenetikai elemzése. Magyar Mikrobiolégiai Tarsasag Konferenciaja, 2002.
oktober, Balatonfiired

e Stranczinger Sz., Jakab F., Borhidi A.: Molekularis filogenetikai tanulményok a
Rubiaceae csaladban. V. Magyar Genetikai Konferencia, 2003. aprilis 13-15, Siéfok

Kozlemények, abstractok

e Sziics Gy., Reuter G., Béanyai K., Jakab F., Uj M.: A molekularis vizsgalatok
megvaltoztattdk a human calicivirusok klinikai jelent0ségét és rendszertanat. Klinikai

Mikrobiologia és Immunologia , VII1.évf. 1. supplementum, S11, 2000. oktdber.

18



Banyai K., J. Gentsch, R. Glass, Sziics Gy., Reuter G., Jakab F.. G6 szerotipusu
rotavirusok  kimutatdsa Magyarorszagon — masodikként Europaban. Klinikai
Mikrobiologia és Immunologia , VIII.évf. 1. supplementum, S26, 2000. oktdber.

Gy. Sziics, G. Reuter, K. Banyai, F. Jakab, M. Uj: Importance, detection and taxonomic
classification of human caliciviruses. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica,
2001, 48, 209-10 (Abstract)

van Kooij A., Middel J, Jakab F, Elfferich P, Koedijk D, Feijlbrief M, Scheffer A,
Degener J, The T, Scheek R, Welling G, Welling-Wester S: High level expression and
secretion of truncated forms of herpes simplex virus type 1 and 2 glycoprotein D
produced in the methylotropic yeast Pichia pastoris. Protein. Expr. Purif., 25 (3): 400-
408, 2002

K. Banyai, F. Jakab, G. Reuter, J. Bene, M. Uj, B. Melegh, Gy. Sziics: Sequence
heterogeneity among human picobirnaviruses detected in a gastroenteritis outbreak.
Archives of Virology, 2003. 148, 2281-2291.

K. Bényai, J.R. Gentsch, R. Schipp, F. Jakab, J. Bene, B. Melegh, R.I. Glass, Gy. Szics:
Molecular epidemiology of human P[8],G9 rotaviruses in Hungary between 1998 and
2001. Journal of Medical Microbiology, 2004. 53, 791-801.

K. Banyai, JR. Gentsch, R. Schipp, F. Jakab, E. Meleg, 1. Mihaly, G: Szlics Dominating
prevalence of P[8],G1 and P[8],G9 rotavirus strains among hospitalized children between
2000 and 2003 in Budapest, Hungary. Journal of Medical Virology, 2005, 76(3), 414-
423.

K. Banyai, V. Martella, F. Jakab, B. Melegh, G: Sziics: Sequence and phylogenetic
analysis of human genotype P[6] rotavirus strains detected in Hungary: evidence for
genetic heterogeneity within the P[6] VP4 gene. Journal of Clinical Microbiology , 2004,
42 (9), 4338-4343,.

K. Banyai, F. Jakab, M. Uj, G. Sziics: Identification and phylogenetic analysis of human
serotype G9 rotaviruses. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 2004, 51, 179
(Abstract)

19



