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Bevezetés

A molekularis biologiai diagnosztikai moddszerek szerepe az orvosbioldgiai
kutatasban talan sehol nem olyan kifejezett, mint a virolégiaban. A human viralis
fertdzések vonatkozasaban, a hepatitis C virus (HCV), a hepatitis G virus (HGV) és
az enterovirusok direkt kimutatisa fdleg molekularis bioldgiai diagnosztikai
modszereken alapul. Ezek a virusok az egész vilagon komoly problémat jelentenek:
évente tobb millié ember fertézodik meg. A HCV fertdzés sok esetben enyhe vagy
nem specifikus tiinetekkel jelentkezik, majd kronikus hepatitis alakulhat ki. A HGV
kérokozé szerepe nem bizonyitott, és az enterovirus fertozések kevesebb, mint 1%-
ban jelentkezik konkrét megbetegedés, mind gyermekek, mind felndttek esetében
(meningitis, pleurodynia, peri- or myocarditis, conjunctivitis, kéz-lab-szdj betegség,
petyhiidt bénulas, stb.). Megvaltozott immunstatuszi egyének esetén, mint terhes nok
és gyermekek, még bonyolultabb a fertéz6dés megillapitasa. A korrekt diagnézis
felallitisahoz szilkség van a molekularis biologiai diagnosztikai modszerek

alkalmazasara.

Célkitiizések

1. Hepatitis C virus
Célunk volt:

- a HCV fert6zés eloforduldsanak vizsgilata egészségesek (véraddk és terhes
ndk) és riziké csoportba tartozék (egészségiigyi dolgozok és a véraddk anti-
HCV szlirését megel6zben vér- és vérkészitmény kezelésben részesiilt
gyermekek) kozott,

- az enzim immunoassay (EIA) és a reverz transzkriptdz polimeraz lancreakcio
(RT-PCR) moddszerek alkalmassdginak vizsgalata a HCV fertézés

kimutatasara,



- a dél-magyarorszdgi kronikus hepatitis C virussal fertdzott betegek
genotipusinak meghatdrozasa automatizilt 5’NC nuklcotid szckvencia és
filogenetikai analizissel,

- adataink randomizalt szamu délkclet-ausztriai kronikus hepatitis C virussal

fertdzott betegek adataival torténd 6sszehasonlitasa.

2. Hepatitis G virus
- Célunk volt az anti-E2 prevalenciajanak meghatarozdsa egészségesek ¢€s riziké
csoportba tartozék (kronikus HCV-fertdzttek és egészségiigyi dolgozdk)

korében.

3. Enterovirusok
Célunk volt:
- egy qualitativ molekularis biologiai diagnosztikai médszer kidolgozasa, mely
automatizalt RNS extrakci6n és real-time PCR modszeren alapul
- aklinikai mintak detektalasi limit meghatarozasa utani vizsgalata,

- aqualitativ ,,in-house” médszer érzékenységének meghatdrozasa.

"Vizsgalt személyek és modszerek

A dél-magyarorszagi régidban 1992 és 2001 kozdtt véradokat és kronikus
hepatitis C virusfertézésben szenvedd betegeket, 1995 és 1997 kozott a véradok anti-
HCV sziirését megeldzben vér- és vérkészitmény kezelésben részesiilt gyermekeket,
1999 és 2000 kozott egészségiigyi dolgozdkat, 1999 és 2001 kozott terhes noket,
Ujsziildtteket és gyermekeket vizsgiltunk masodik és harmadik genericiés EIA

(Abbott Axsym HCV EIA 2.0, 3.0), RT-PCR és automatizalt szekvencia, és
filogenetikai analizis segitségével. A HGV szerokonverziét anti-E2 HGV ELISA
teszttel vizsgaltuk. A szérummintdkb6l a HCV RNS qualitativ kimutatasdt Amplicor
HCV Test 2.0 illetve Cobas Amplicor HCV Test 2.0 (Roche Molecular Systems,



Pleasanton, California, USA) hasznilataval végeztilk. A genotipus meghatarozast
automatizalt TruGene HCV 5'NC Genotyping Kit (Visible Genetics, Toronto,
Ontario) segitségével végeztiik. A liquorbdl torténd enterovirus kimutatasra két
moédszert hasonlitottunk &ssze: automatizalt RNS extrakciét kovetd real-time PCR
modszert ¢és a qualitativ ,in-house” PCR-t. Az Gjonnan kifejlesztett molekularis
biolégiai mddszerhez az RNS extrakciét Total Nucleic Acid Isolation Kit-tel (Roche)
végeztilk automatizdlt MagNA Pure késziiléken. A real-time PCR LightCycler

késziiléken tortént.

Fontosabb ij eredmények és gyakorlati kiovetkeztetések

1. A vizsgélt 45 719 véradé koézil, 195 (0,42%) bizonyult konfirmaitan HCV
fertdzottnek. Azon véraddk kozott, akik anamnézisében tébb mint harom terhesség,
vagy miitéti beavatkozds, ftranszfuzi6, tetovilas, fiillyukasztis szerepelt,
szignifikdnsan nagyobb esély mutatkozott a HCV fert6zésre. Régionkban a
konfirmaltan HCV fert6zott véradék eléfordulasi aranyat viszonylag alacsonynak
taldltuk; a HCV étvitel foleg nozokomialis Gton tortént.

500 terhes né kozill 5-nek (1%) a szérum mintdjaban mutattunk ki HCV
ellenanyagot, és kozilik 3-nak (0,6%) a mintajaban HCV RNS kimutathaté. A terhes
nék HCV sziirése mindaddig nem ajanlott, mig az elektiv csaszdrmetszés hatésossééa
és hatékonyséaga a perinatalis HCV étvitelben megerdsitést nem nyer. A vizsgalt 120
gyermek kdziil, akik a véradék HCV sziirését megelézéen vér- és vérkészitmény
kezelésben részesiiltek 2 (1,7%) esetben detektaltunk konfirmalt HCV fert6zést. A
kontroll gyermekpopulaciéban (50) HCV fert6zés nem volt kimutathatd. A vizsgalt
2 051 egészségigyi dolgozd kozul 11 (0,53%) esetben konfirmalt ellenanyag
pozitivitds, 10 esetben RT-PCR pozitivitds volt észlelhetd, de 3 tovabbi esetben
bizonytalan szerokonverzié mellett HCV RNS volt kimutathat6. Mivel a vizsgalt dél-
magyarorszégi véradd, terhes nd, és egészségiigyi dolgozé populdciékban a HCV

antitest prevalenciaja alacsony volt, kevés gyermek fert6z6dott HCV-vel a véradok



HCV sziirését megel6zéen vér- és vérkészitmény kezelésben részesiilt gyermekek
kozal.

A vizsgilt 20 esctben csak az l-es tipusi HCV fordult eld, 1b szubtipus
dominanciaval. Eredményeinket 6sszehasonlitva 20 Délkelet-Ausztriabol szarmazo
genotipus credményekkel, ahol 15 beteg 1-es genotipussal, 5 beteg 3-as vagy 2-¢s
genotipussal fertézodott, kitiinik, hogy az l-es genotipus a dominalé mindkét
régidban. Ezt a genotipust jellemzi a legrosszabb progndzis és az eldnytelen reagalas
az antiviralis terapiara, bar az (] teripidkban alkalmazott pegildlt interferon és
ribavirin kombindcidja 44-69% tartés virusmentességet is eredményezhet, még a 1b
genotipus esetén is (44%).

Munkink sorin a HCV RNS-t csak 8.9%-ban lehetett detektalni a hatéreset
pozitiv (S/CO: 0,8-1,5) mintdkbél, mig a konfirmaltan ellenanyag pozitiv mintak
esetén ez 85%. A HCV fertézés diagndzisat soha ne alapozzuk egy pozitiv anti-HCV

eredményre.

2. Az egészséges kontroll populiciéban 26,3% fordult el6 HGV atvészeltség.
Eredményeinket nemzetkdzi irodalomban talalt adatokkal 6sszehasonlitva, ez magas
aranynak tiinik. Az anti-E2 pozitiv vizsgélt személyek anamnézisében transzfiizio és
miitéti beavatkozas szerepelt. HGV fertdzés még magasabb ardnyban fordult el
HCV (50-62,5%), illetve hepatitis B virus (HBV) fert6z6tt betegek (30%) kozott,
habir bizonyiték mely a HGV szerepét egy konkrét betegségben bizonyitand,
hianyzik.

- 3. Két enterovirus torzs, a coxsackievirus B4 és echovirus 7, tizszeres higitasi
sorozatit vizsgilva automatizdlt RNS feltirds és real-time PCR segitségével a
detektalasi limit 0,1 TCIDsy (50% ,.tissue culture infective dose)-nak bizonyult. A
Third European Union Concerted Action Enterovirus Proficiency Panel mintait
vizsgilva automatizdlt RNS feltéras és real-time PCR-rel LightCycler-en valamint

»in-house” PCR médszerrel, az eredmények mindkét médszer esetén megfeleldnek



bizonyultak. Az Osszes vizsgalt 109 liquor minta koziil 23 (21%) ismételten pozitiv
eredményt adott mindkét médszerrel, és 82 negativnak bizonyult. Az enterovirus
RNS gyors kimutatasat teszi lehetévé az j molekuléris bioldgiai mddszer, melynek

érzékenysége is megfeleld.

Végsé kivetkeztetések

1. A krénikus HCV prevalencidja alacsony Dél-magyarorszagon €s a transzfuzid altal
kozvetitett fertdzés lehetdsége csaknem teljesen kizarhaté napjainkban. A nukleinsav
amplifikaciés modszerek bevezetése vagy az tjonnan kifejlesztett antigén kimutatasi
eljaras alkalmazasa tovabb csokkenthetné a HCV vér- és vérkészitmények dtjan
torténd atvitelét. Régionkra a HCV 1 genotipus tilsilya jellemzo. Erre a genotipusra
jellemzo a legrosszabb prognézis és a kedvezdtlen valasz az anitviralis terapidra, bar
az ujonnan kifejlesztett antivirdlis gyégyszerekkel nagyobb aranyii hosszii tiva
viroldgiai valaszt lehet elémi krénikus C hepatitis esetén. A nagymértékben
automatizalt szekvenaldé ~moédszer alkalmas nagy rutin  diagnosztikai
laboratériumokban torténd alkalmazasra. Az 0j rutin diagnosztikai médszerek

alkalmasak terapids dontések eldsegitésére €s a betegek nyomon kdvetésére.

2. A HGYV anti-E2 prevalencidja riziké csoportba tartozék (krénikus HCV-fertzottek.

és egészségiigyi dolgozok) kozdtt magasnak tiinik, habar a virus kéroki szerepe még!

nem tisztazott.

3. Automatizalt RNS ex;rak;:ién ¢és real-time PCR mdédszeren alapulé qualitativ
molekuléris bioldgiai mddszer keriilt kifejlesztésre MagNA Pure és LightCycler
késziilékek segitségével. A késziilékek egyiittes alkalmazaséval lehetdség nyilt gyors
enterovirus kimutatasi eljaras alkalmazasara rutin diagnosztikai laboratériumokban,
amely lehetdvé teszi a betegellatis soran a kérhazi bentfekvési id6 lerdviditését és a-

sziikségtelen antibiotikum és antiviralis terapia kivédését.
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