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ROVIDITESEK

BSA Bovine Serum Albumin

ELISA enzim-fiiggd immunoldgiai vizsgalat
EtBr etidium-bromid

GGl: I. genocsoport

GGll: Il. genocsoport

HuCv human calicivirus

IEM immunelektronmikroszkdpia

NLV Norwalk-szerii virusok

Nt nukleotid

ORF nyitott leolvasasi keret

PCR polimeraz-lancreakcio

RNS ribonukleinsav

RT-PCR reverz transzkripcioval kapcsolt polimeraz- lancreakcio



BEVEZETES

A human calicivirus fertézések kozegészségiigyi fontossagat az elmult par évben ismerték fel
A norovirusok tehetok feleldssé a nem bakteridlis eredetii kozosségi jarvanyok 70-90%-aért és
a sporadikus esetek 20%-aért. A jarvanyok gyors terjedésének oka egyrészt a virusok
nagymértékll rezisztencidja homérséklettel, éterrel, savval és fertdtlenitészerekkel szemben
(rezisztensek 60°C-on torténd inkubalasra 30 percig, 20%-os éterrel szemben 4°C-on 18 o6ran
at, pH 2.7-en szobahOmérsékleten 3 6rdn at), masrészt az alacsony infektiv dozis (10-100
virsupartikulum) mar elegendé a fertdzés kialakitasahoz. Nagyon gyakran a fert6zés utin még
rovidtava immunitas sem alakul ki, ezért gyakoria reinfekcio.

A human calicivirusokat 1929-ben Zahorsky fedezte fel, és irta le eldszor az altaluk kivaltott
betegséget, a “winter vomiting disease-t”. 1968-ban az Ohio allambeli Norwalk varosaban az
egyik altalanos iskola tanarai és didkjai fertdzodtek meg a virussal, a betegség jellemzd
tiinetei a hanyas, hasmenés, abdominalis fajdalom ¢és diszkomfortérzEés voltak. A jarvanyt
okozé virust 1972-ben Kapikiannak sikeriilt azonositani immunelektronmikroszkdpos
technika segitségével. A norovirusokat elnevezték kis kerek struktiralt virusoknak (SRSV-
small roud-structured viruses) és ekkor még elkiilonitették a kehelyszerii bemélyedést mutatd
sapporovirusoktol. 1998-ban, a virusgenom szekvenalasa utan deriilt fny arra, hogy a noro-
¢s sapovirusok kiilon nemzetségbe, de ugyanazon csaladba, a Caliciviridae csaladba
tartoznak.

A human calicivirusok 27-40nm &atmérdjli, ikozahedralis szimmetriaji, burok nélkiili
partikulumok, melyeknek genetikai informaciotartalmat pozitiv, egyszala RNS alkotja. A
virus kapszid 90 dimerbdl épiil fel, melyet 180 kapszomer alkot. A genom 3 nyitott leolvasasi
keretb6l 411, az ORF1 kodolja az RNS-fiiggd RNS polimerdzt, az ORF2 a kapszid proteint, az
ORF3 feltehetden szintén strukturdlis fehérjét kodol A virdlis nukleinsavra jellemzé a
nagyfoku genetikai variabilitas, melynek kovetkeztében a norovirus diagnosztika szamos
nehézségbe titkd zik.

A norovirus laboratoriumi diagnosztikara elsdsorban székletminta alkalmas, de lehetéség van
hanyadékbol, anyatejb6l ¢és ¢Elelmiszerekbdl torténd viruskimutatasra is. A virus
szovetkultiran nem szaporithatd, ezért kimutatasa és vizsgalata hossza ideig akadalyokba
iitkozott. A diagnosztika kezdetben IEM segitségével valosult meg, ez azonban koltséges,
szakk épzett személyzetet igényld eljaras, melynek szenzitivitasa alacsony, nagy mennyiségt,
10° partikulum/ml szikséges a sikeres diagnosztikahoz Az utdbbi években kereskedelmi

forgalomban is kaphatd norovirus antigén kimutatasara alkalmas Kitek keriiltek bevezetésre a



norovirusok diagnosztikdjara, melyeknek érzékenysége jobb, mint az IEM, mar 10%-10°
partikulum/ml elegend6é a sikeres kimutatashoz. Jarvanyokbodl szarmazd, nagyszama minta
egyidejli vizsgalatara kivaloan alkalmas az ELISA technika. A norovirus diagnosztika “gold-
standard” moédszere az RT-PCR. A virus nagyfokt variabilitasinak koszonhetéen azonban
ennek a technikdnak is megvannak a buktatoi, kulcsfontossagi a megfeleld specificitasu és

szenzitivitasu primer-par hasznalata a PCR vizsgalat soran.

CELKITUZESEK

1) Norovirus RT-PCR moédszer alapvetd kovetelménye, hogy megfeleld tisztasagli és
mennyiségll virus RNS alljon rendelkezésiinkre a vizsgalathoz, ezért célul tiztik ki a

leghatékonyabb RNS izolalasi modszer kifejlesztését.

2) A norovirus RT-PCR modszer bevezetése utdn célul tiztik ki a real-time RT-PCR

modszer bevezetését.

3) Mind a hagyomanyos, mind a real-time modszer alkalmazasanal a Jiang és mtsai altal
tervezett primer-parokat hasznaltuk. Vizsgalataink soran deriilt fny arra, hogy sok
aspecifikus terméket kaptunk a reakciok soran, ezért célul tiiztik ki egy vj, specifikus
primer-par tervezését, mellyel a Magyarorszagon cirkulalé toérzsek diagnosztikaja

szenzitivebbé és specifikusabba teheto.

4) A nagyszamu székletminta egyidejli vizsgalatira a PCR technika draga és iddigényes,
ezért célul tliztik ki egy antigén-ELISA teszt bevezetését. Az ELISA modszert
Osszehasonlitottuk két, kereskedelmi forgalomban kaphato PCR kittel is.

5) A megfeleld diagnosztikai eljarasok birtokaban célul tiiztik ki a norovirusok valos
koroki helyzetének megismerését elsdsorban sporadikus esetekben, mert 2002.-ben
még nem volt nemzetkdzi irodalmi adat ilyen megfontolasbdl végzett vizsgalatokra,
tovabba halmozott eléfordulas, valamint lokalis jarvanyos eldfordulds eseteiben

Szegeden és kornyékén.



ANYAGOK és MODSZEREK

Székletmintak

A mintak csecsemoktol, kisdedekektdl, gyermekektol és felnéttektd] szarmaztak (haziorvosok
betegei és/vagy a Szegedi Tudomanyegyetem ambulanciain és osztalyain apolt betegek), akik
akut gastroenteritis miatt kertiltek ellatasra. A tanulmanybodlkizarasra keriiltek azok a mintak,
melyekbdl ismert, enterdlis korokozd (egyéb virus, baktérium, féreg vagy parazita) volt
kimutathatd. Minden betegtl egy székletmintat gytjtottiink a fertézEés akut szakaszaban,
melyet a mintavétel napjan feldolgoztunk, a feldolgozasig +4°C-on taroltuk. A mintakat
feldolgozas utan -20°C-ra helyeztik. Minden székletmintabol 10-50%-0s szuszpenziot
készitettiink 1 ml steril PBS-ben, majd a mintadkat 12.000g-vel 15 percig centrifugdltuk. Az
RNS izolalashoz a mintak feliiliszdjat hasznaltuk.

RNS izolalas
5 kiilonb6zo RNS izolalasi eljarast hasonlitottunk O0ssze a vizsgédlataink soran. Minden
eljarassal ugyanazt a 100 mintat dolgoztuk fel a gyarto altal megadott paraméterekkel. Az
RNS izolalasi metodikak sorrendben a ko vetkezOk voltak:
1. Trizol-alapt modszerek:
a) Trizol-Genetron metodika
b) TRI Reagent (Sigma, Saint Louis, USA)
2. V-Gene Total RNA Preparation kit
3. V-Gene viral RNA/DNA Preparation kit

4. Roche Total RNA Preparation kit

A kereskedelmi forgalomban kaphaté RT-PCR kitekhez a nukleinsav-izolalast a QIAmp Viral
RNA Mini kit-tel végeztikk, mivel a gyartok erre az RNS izolalasi metodikara validaltak a
Kitjeiket.

Hagyomdnyos RT-PCR vizsgalat
Vizsgalatainkhoz kezdetben a Jiang és mtsai altal 1999-ben tervezett primer part hasznaltuk:
HuCV sense primer p289, 5’-TGACAATGTAATCATCACCATA (nt pozicio: 4865-4886) és

az antisense primer p290/a, melynek nukleotid sorrendje még nem publikalt. Az altalunk



tervezett norovirus primer-par: 5’-CCCTAGAAATCATGGT-3’ (nt pozicid 46-60) és 5°-
CCAGTGGGCGAT-3’ (nt pozicio 196-185).

Reverz-transzkripcio
Az RT-mix végtérfogata 47,5ul volt, melyhez 3yl tisztitott RNS-t mértiink, majd az elegyet
42°C-on 1 6ran at inkubaltuk. Negativ kontrollnak steril PBS-t, pozitiv kontrollnak ismert

szekvenciaji HuCV-t tartalmazé mintat hasznaltunk.

PCR

S0ul PCR master-mixet mértiink a fent emlitett RT-mixhez, majd a kovetkez6 PCR
programot alkalmaztuk a Perkin EImer GeneAmp PCR 9600 System-en: denaturacio 94°C-on
1 perc, annealing 37°C-on 2 percig majd extenzio 72°C-on 1 percig. A végso extenzid 72°C-
on 10 percig tartott.

Agaroz gél elektroforézis

A varhatd6 PCR termékeket 1,5%-0s agardz gélben elektroforetizaltuk, majd UV fény alatt
EtBr-os festéssel vizsgaltuk. A gélfotokat Kodak EDAS 290 késziilékkel készitettiik,
molekulastly markerként 100bp-0s DNS-Iétrat hasznaltunk. A vart DNS termék mérete a
Jiang altal tervezett primer parral dolgozva 310bp, az altalunk tervezett primer parral

dolgozva 130bp volt.

Szekvencia analigs
Az amplifikalt termékek nukeotid sorrend meghatarozasat ABI PRISM Model 3100 Version
3.7-es késziilékkel végeztik, a termékek identifikalasa a BLAST program segitségével tortént.

SybrGreen real-time RT-PCR
A valos-idejii PCR vizsgalatok kivitelezéséhez LightCycler 1.5-6s késziiléket hasznaltunk.

a) Kétlépéses real-time RT-PCR:

A reverz transzkripcid az el6bbiekben leirt modszerrel tortént. A PCR reakcidhoz 9l
master-mixet mértiink 6ssze, melyhez 1 ul cDNS-t mértiink. A PCR ciklusok szama 35
volt a kovetkezo homérsékletekkel €s inkubacios idokkel: elédenaturacio 95°C-on 30mp;

a denaturaciot (95°C Omp) az anellacio kovette (37°C 20mp) minden ciklusban, majd



extenzioval zarult (72°C 15mp). A mintak egyidejileg torténd detektaldasahoz SybrGreen
festéket haszndltunk, az emissziot mindig az extenzido befejeztével mértikk. A mintak

mindségi analizise olvadaspont-gorbe alapjan tortént, a keresett termék olvadaspontja

85,7°C £0,5°C volt.

b) Egylépéses real-time RT-PCR

Azegylépéses real-time RT-PCR technika alkalmazasanal a reverz tarnszkripciot a gyarto
altal ajanlott paraméterekkel végeztiik. A reverz-transzkripciot real-time PCR vizsgalat
kovette. A reverz transzkripcio 43°C-on 60 percig tortént, melyet egy 2 perces 94°C-0s
inkubacios lépés kovetett. A PCR kondiciok a kovetkezok voltak: denaturacios, anellacios
¢s extenzids idok és homérsékletek sorrendben: 94°C 12mp, 42°C 20mp, és 68°C 20mp.
A PCR ciklusok szdma 35 volt. A mintdk egyidejlileg torténd detektalasdhoz SybrGreen
festéket hasznaltunk, keresett termék olvadaspontja 85,7°C +0,5°C volt.

c) Kétlépéses real-time RT-PCR metodika az ujonnan tervezett primer parral

A reverz-transzkripciét a fent emlitett koriillmények kozott végeztik. A PCR master- mix
térfogata 9ul volt, melyhez 1ul cDNS-t mértiink. A PCR reakcié 35 ciklusbol allt, a
kovetkez0 inkubacios idoket és homérsékleteket tartalmazta: elédenaturacio 94°C-on
30mp; minden ciklusban denaturacié 94°C 0mp, anellacioé 42°C 20mp; és extenzio 72°C
15mp. A mintdk egyidejlileg torténd detektdlasdhoz SybrGreen festéket haszndltunk, a
keresett termék olvadaspontja 82°C +0,5°C volt.

Argene Calici/astrovirus Consensus kit
AzRNS izolalast és a PCR reakciot a gyartd altal megadott koriilmények kozt végeztik. A kit
internalis kontrollt is tartalmaz, mellyel az esetleges inhibitorok jelenléte is vizsgalhato a

mintakban.

Cepheid Norovirus Primer and Probe Set

Az RNS izolalast és a PCR reakciot a gyart6 dltal megadott koriilmények ko zt végeztik. A kit
interndlis kontrollt is tartalmaz, mellyel az esetleges inhibitorok jelenléte is vizsgalhatd a
mintdkban. A hibridizacios probaknak koszonhetden a két leggyakoribb genotipus, a GI ¢€s
GII egymastol elkiilonithetd Vol



IDEIA™ Norovirus ELISA Test

Az ELISA teszt segitségével a sz¢kletmintdbodl kimutathato mind a norovirus GGI mind a

GGl feliileti antigénje. A vizsgalatokat a gyart6 utasitdsaialapjan végeztiik el.

EREDMENYEK

1)

2)

3)

4)

Az RNS izolalo (Roche), és a V-Gene kiteket hasonlitottuk 6ssze a hagyomanyos, Trizol-
alapu RNS izolalasi eljarasokkal. Tapasztalataink szerint a Roche RNS izolalé kit nem
tavolitotta el az elvart hatékonysaggal az inhibitorokat a mintakbol, és a koltségeket
tekitve sem volt megfeleld, a V-Gene kittel 6sszehasonlitva. A Trizol-alapu izolalasi
eljaras olcsd, azonban szakképzett munkaerd és Iényegesen tobb id0 szikséges a

megfeleld tisztasadgl nukleinsav eléallitdsdhoz.

30 mintdit a hasonlitottunk Ossze hagyomanyos RT-PCR és a real-time RT-PCR
modszerrel. Mindkét metodikaval pozitivnak bizonyult 4 (13,3%) minta, negativnak 3
(10%) minta. A real-time RT-PCR modszerrel pozitivnak bizonyult 20 (66,7%) minta,
melyek hagyomanyos RT-PCR moédszerrel negativnak bizonyult. Mindéssze 3 (10%)
olyan mintat talaltunk, mely pozitivnak bizonyult a hagyomanyos médszerrel, de negativ

lett a real-time technikaval.

A Jiang és mtsai altal tervezett primer-parral dolgozva szamos aspecifikus terméket
kaptunk a PCR reakciok soran, igy célul tiiztik ki egy 0j primer-par tervezését, mellyel a
norovirus diagnosztika specifikusabba ¢és szenzitivebbé tehetd. Az 0j primer-parral ismét
optimalizaltuk a kétlépéses real-time RT-PCR reakcio koriilményeit, majd bevezettik az
egylépéses real-time RT-PCR modszert is. Osszesen 110 mintat hasonlitottunk ssze a két
kiilonboz6 primer parral. Mindkét primerrel pozitivnak bizonyult 5 (4,5%) minta, negativ
lett 72 (65,5%) minta. Az 0j primer parral dolgozva 32 (29,1%) minta lett pozitiv, melyek
a Jiang-fele primerrel dolgozva negativ eredményt adtak. MindGssze egy olyan mintat
(0,9%) talaltunk, mely a Jiang-féle primer parral pozitiv lett, de negativ az Gjonnan

tervezett primerekkel.

A nagyszami székletminta egyidejii laboratoriumi vizsgalata PCR modszerrel nem
kivitelezhet6 az id6igényessége illetve a kdltsége miatt, ezért a virus antigén kimutatasara

alkalmas ELISA teszt bevezetése mellett dontdttink (IDEIA™ mivel korabbi



5)

tanulmanyokban a teszt megbizhatonak bizonyult). Az ELISA tesztet 6sszehasonlitottuk
két, kereskedelmi forgalomban kaphaté PCR kittel is. Az eredményeink azt mutattik,
hogy az ELISA teszt érzékenysége (78,9%) bar alacsonyabb, mint a PCR moddszeré,
mégis, jarvanyokbdl és sporadikus esetekbdl szarmazo mintak sziirdvizsgalatara nagyfok
specificitdsa (100%) miatt alkalmas. A két, kereskedelmi forgalomban kaphaté PCR
(Argene Calici/Astrovirus Kit és Cepheid Norovirus Primer and Probe Set) kit koziil az
Argene cég altal gyartott rendszer bizonyult érzékenyebbnek (Argene Kit szenzitivitas:
92,8%, specificitas: 100%; Cepheid kit szenzitivitas: 91,2%, specificitas: 100%).

2003. januar 1.-2011. junius 16. kozott 5.031 szEkletmintat vizsgaltunk meg norovirus
kimutatasa céljabol. A mintak 16,6%-a bizonyult pozitivnak. Habar rotavirus vizsgalatra
kozel kétszer ennyi minta érkezett ezen iddintervallum alatt, a rotavirus pozitivitas
minddssze 12,1% volt. A 14 év alatti gyermekektdl szarmazd mintak dontd tobbsége
fekvobeteg int€zménybdl, elsésorban a Gyermekkorhaz Fertdzo Osztalyardl szarmazott.
Kozel haromszor annyi norovirus pozitiv eredményt regisztaltunk a fekvébeteg
int¢ézményekben, mint a jarobeteg gyermekgydgyasz haziorvosok altal bekiildott
mintakban. Esethalmozodast a Szegedi Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Klinikai

Kozpont fekvobeteg osztalyain az elmult 9 évben 10 esetben észleltiink.

MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

1)

A PCR modszer nagyon fontos alapkove a mikrobiologiai diagnosztikanak. Az
eredményes PCR reakcid optimalizalas ellenére is negativ marad, megfeleld mennyiségii
¢s mindségi nukleinsav nélkiil, melynek elengedhetetlen feltétele a megfeleldé nukleinsav
izolalds. A hagyomanyos, Trizol alapu moddszerekkel nagyon nagy tisztasigu RNS
izolalhato biologiai mintakbdl, azonban rendkiviil idéigényes, nagyszamui minta egyideji
vizsgalatdnal nehezen kivitelezhetd. A prepardlas sordn haszndlt vegyszerek egy része
erésen mérgezd. A kereskedelmi forgalomban kaphato kiteket hasznalva a preparalasi ido
lényegesen lerdvidiil, azonban nem mindegy, milyen mintdhoz melyik mindségii izolalo
kitet haszndlunk. Tobb tanulmany foglalkozik a kiilonb6z6, bioldgiai eredetli mintak
inhibitorainak eltdvolitdsaval. A székletben szamos komponens van, melyek gatolhatjak a
PCR reakcidt (lipidek, vér, stb.), igy ezek eltavolitasa a mintakbol nélkiilozhetetlen.
Megfigyelték, hogy a felndttek székletében tobb inhibitor talalhatd, mint a kisgyermekek
mintaiban, s6t, 6 honapos korndl fiatalabbak székletében egyaltaldn nem taldltak a



2)

3)

4)
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molekularis vizsgalatokat gatld anyagokat. Néhany tanulmany foglalkozik a BSA
inhibitor-gatlo hatasaval. Bar a BSA csokkenti a PCR reakcié szenzitivitasat, ugyanakkor
100%-ban gatolta az inhibitorokat. Tanulmanyunk sordn megvizsgaltuk a hagyomanyos
nukleinsav izolalasi modszereket, illetve kiteket, és azt talaltuk, hogy a kiilonb6z6 kitek
hasznalatdval egyszerre tobb minta kezelhetd, id6takarékosabb, és a megfeleld kiindulasi
anyaghoz valasztott kittel dolgozva nagy tisztasagli nukleinsav allithato el6, és kozben a

kdrnyezeti terhelés is minimalizalhato.

A norovirusok szovettenyészeten nem szaporithatok, igy kezdetben a fertézEs igazoldsa
kizarolag TEM segitségével tortént. Ez az eljards azonban kdltséges, nagy mennyiségii
intakt partikulumot igényel, ezért a kutatok a molekularis modszerek fel¢ fordultak, és igy
valt a norovirus diagnosztika “gold-standard” metodikaja az RT-PCR. Kezdetben
hagyomanyos RT-PCR modszerrel tortént a nukleinsav amplifikacio, melyet egy agardz-
gélelektroforézis utani termékazonositas kovetett. Lévén iddigényes metodika, a klinikus
kollégak részér6l felmeriilt az igény a real-time RT-PCR modszer bevezetésére a
norovirus diagnosztikaban. Egyszeriisége miatt a SybrGreen alapt real-time RT-PCR
modszer bevezetése mellett dontottiink, szZimos mas laboratériumhoz hasonloan. Néhany
diagnosztikai laboratoriumban TaqMan probaval torténik a specifikus termékek
detektaldsa. Vizsgalataink egyértelmiilen igazoltdk, hogy Szeged ¢s vonziskorzete
teriiletén a ll-es genocsoport okozta a norovirus infekciok tobbségét mind sporadikus

esetekben, mind az esethalmozodasokban, jarvanyok alkalmaval.

A norovirusok genetikailag magas variabilitassal rendelkeznek. Ezért volt nehéz a
genomjukban olyan szakaszt talalni, mely relative konzervativnak tekinthetd. A norovirus
diagnosztikaban hasznalt primerek dontd tobbsége az RNS-fliggd RNS polimeraz egy
darabjat ismeri fel, azonban vannak primerek, melyeket a kapszidot kodold régiora
terveztek. Ujonnan bevezetett és alkalmazott matematikai algoritmust felhasznilva
generaltunk egy 1) primer-part, mellyel az eurdopai régiéban cirkulalo torzsek

kimutathatdak.

A norovirusok okozta jarvanyok felhivtdk a figyelmet a korokozo etiopatologiai
fontossagara, melynek kdszonhetéen a vizsgalatkérések szama jelentésen megemelkedett.

Nagyszaml minta egyidejli vizsgalatdra a PCR mddszer nem alkalmas, ezért az antigén-



5)
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ELISA teszt bevezetése mellett dontdttiink. Az antigén kimutatdsara szolgalo tesztek
kozill a szakirodalom az IDEIA™ kitet taldlta a legmegbizhatobb gyorsdiagnosztikai
tesztnek. Az ELISA kitet 6sszehasonlitottuk két magas érzékenységii és specificitasi PCR
teszttel, és bar az ELISA teszt szenzitivitisa alacsonyabb, mint a PCR teszteké, de
specificitdsa 100%-o0s, igy alkalmas jarvanyokbol és halmozodésokbdl szarmazo klinikai
mintdk vizsgdlatara, €s a betegség akut szakaszaban a sporadikus esetek székletmintaibol

is nagy valoszinlisé ggel kimutathat6 a viralis antigén.

Mar régota ismert a szakirodalomban, hogy a gastroenteritises jarvanyok tobbségéért a
norovirusok felelések. Szakirodalmi adatok alapjan, sporadikus esetekbdl szarmazo
mintaknal a norovirusok csak a masodik helyet foglaljak el a rotavirusok mogott. Az
elmult 9 év vizsgalati anyagat feldolgozva elmondhatjuk, hogy régidonkban a norovirusok
altal okozott sporadikus gastroenteritisek szama magasabb, mint a sporadikus rotavirus
gastroenteritiseké. Kor- vagy nemek szerinti eloszlasban szignifikans kiilonbség nem volt
kimutathatd. Az elmuilt 9 évben mindossze 10 esethalmozodast figyeltiink meg a Szegedi
Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont klinikdinak kiilonbozo
osztalyain. Annak koszonhetéen, hogy a gyors mikrobiologiai diagnosztikai modszerek
segitségével a fertdzott betegek kiszlirhetok, az egészségesektdl elkiilonithetdk, igy a

nagyobb jarvanyok megelézhetdvé valtak.
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