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Π ε ρ ίλ η ψ η

Οι Ν ο ρ ο ιο ί α π ο τε λ ο ύ ν  σ η μ α ν τικ ά  π α θ ο γ ό ν α  το υ  α ν θ ρ ώ π ο υ , γ ν ω σ τά  για  τη ν  

π ρ ό κ λ η σ η  ο ξε ία ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς . Ε ίναι μ έλ η  τη ς  ο ικ ο γ έν ε ια ς  C a lic iv ir id a e  

και μ ε  β ά σ η  τη  γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  τη ς  R N A -ε ξα ρ τώ μ ε ν η ς  R N A  π ο λ υ μ ερ ά σ η ς  

(R d R p ) και π ε ρ ιο χ ώ ν  το υ  κα ψ ιδ ίου , οι Ν ο ρ ο ϊο ί π ο υ  π ρ ο σ β ά λ λ ο υ ν  το ν  

ά ν θ ρ ω π ο  χ ω ρ ίζο ν τα ι σ ε τρ ε ις  γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ε ς  (G S ), G I, G II και G IV , οι 

ο π ο ίες  δ ια χ ω ρ ίζο ν τα ι π ε ρ α ιτέ ρ ω  σ ε γ εν ό τυ π ο υ ς . Τ ο  γ ο ν ιδ ίω μ α  τω ν  ν ο ρ ο ϊώ ν  

είναι π ο ικ ιλ ό μ ο ρ φ ο  κ α θ ώ ς  οι α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ί το υ  ιικού R N A  ε ξα ρ τώ ν τα ι α π ό  

δ ιά φ ο ρ ο υ ς  α ν ο σ ο λ ο γ ικ ο ύ ς  και εν δ ο κ υ ττα ρ ικ ο ύ ς  π ερ ιο ρ ισ μ ο ύ ς , οι οπ ο ίο ι 

μ π ο ρ ε ί να  επ ιτρ έψ ο υ ν  τη ν  α νά δ ε ιξη  β ιώ σ ιμ ω ν  σ τελ εχ ώ ν .

Π α γκο σ μ ίω ς , οι Ν ο ρ ο ϊο ί χ α ρ α κ τη ρ ίζο ν τα ι ω ς  ο β α σ ικό ς  π α ρ ά γ ο ν τα ς  

εμ φ ά ν ισ η ς  γ α σ τρ εν τε ρ ικ ώ ν  λ ο ιμ ώ ξε ω ν  και ευ θ ύ ν ο ν τα ι για  το  9 6 %  τω ν  

π ε ρ ιπ τώ σ εω ν  μη  β α κ τη ρ ια κ ή ς  ο ξε ία ς  επ ιδ η μ ικ ή ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς . Σ ή μ ερ α , η 

ιο γ εν ή ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α  είναι σ ε γ εν ικ ές  γ ρ α μ μ έ ς  κα λά  τεκ μ η ρ ιω μ έ ν η  σ τις 

π ερ ισ σ ό τερ ες  α ν ε π τυ γ μ έ ν ε ς  χ ώ ρ ες , σε α ν τ ίθ εσ η  μ ε  τη ν  Ε λλά δα , ό π ο υ  τα  

επ ιδ η μ ιο λ ο γ ικ ά  σ το ιχεία  π ο υ  α φ ο ρ ο ύ ν  τη ν  ιογενή  γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α  Ν ο ρ ο ϊική ς  

π ρ ο έλ ευ σ η ς  ε ξα κ ο λ ο υ θ ο ύ ν  να  είναι ελλ ιπ ή . Για το  λ ό γ ο  α υ τό  σ τα  π λα ίσ ια  τη ς  

π α ρ ο ύ σ α ς  δ ιδ α κ το ρ ικ ή ς  δ ια τρ ιβ ή ς  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ α ν  μ ελ έτες , σ ε μ ο ρ ια κό  

επ ίπ εδ ο , εν το π ισ μ ο ύ  και ελ έγ χ ο υ  τω ν  κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ ν τω ν  Ν ο ρ ο ϊικ ώ ν  σ τελ εχ ώ ν  

π ρ ο κ ε ιμ έν ο υ  να  π α ρ α χ θ ο ύ ν  σ η μ α ν τ ικ ές  π λ η ρ ο φ ο ρ ίε ς  σ χ ετικά  μ ε  τη ν  ε ξέλ ιξη , 

τη ν  π α θ ο γ έν ε ια  και τη ν  ε ξά π λ ω σ η  τω ν  ιώ ν α υ τώ ν  σ το ν  π λ η θ υ σ μ ό  τη ς  

κ εν τρ ικ ή ς  Ε λ λά δ ο ς . Σ υ λ λ έχ θ η κ α ν  λ ύ μ α τα  και κλ ιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  α π ό  τη ν  

κ εν τρ ικ ή  Ε λ λά δ α  και α ν α π τύ χ θ η κ α ν  τεχ ν ικ ές , οι ο π ο ίες  ε π έ τρ εψ α ν  το ν  

χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ό  τω ν  Ν ο ρ ο ϊικ ώ ν  σ τελ ε χ ώ ν  σ ε μ ο ρ ια κό  επ ίπ εδ ο , τ εκ μ η ρ ίω σ α ν  δε 

τις  μ ε τα ξύ  το υ ς  γ ε ν ε τ ικ έ ς  σ χέσ εις  και κ α τέ τα ξα ν  τα  σ τελ έχ η  σ ε γ εν ε τ ικ ό  και 

γ εν ο τυ π ικ ό  επ ίπ εδ ο .

Τ ο  π ρ ώ το  σ τέλ ε χ ο ς  Ν ο ρ ο ϊώ ν  το  ο π ο ίο  χ α ρ α κ τη ρ ίσ θ η κ ε  κα τά  τη ν  δ ιά ρ κεια  τη ς  

π α ρ ο ύ σ α ς  δ ια τρ ιβ ή ς  α π ο μ ο ν ώ θ η κ ε  α π ό  το  κλ ιν ικό  δ ε ίγμ α  Α 6 . Η α ν ίχν ευ σ η  

δ ιε ξή χ θ η  α ρ χ ικά  μ ε  τη ν  α ν τίδ ρ α σ η  E L IS A  και α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η α ν ίχ ν ευ σ η  και ο 

μ ο ρ ια κό ς  χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ό ς  του  ε φ α ρ μ ό ζο ν τα ς  R T -P C R  και α λλη λο ύ χ ισ η . Η 

μ έ θ ο δ ο ς  R T -P C R  π ο υ  σ τό χ ευ ε  σ τις  σ υ ν τη ρ η μ έ ν ες  π ε ρ ιο χ έ ς  το υ  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς  

τη ς  G II γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς , επ έ τρ ε ψ ε  το ν  χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ό  το υ  σ τελ έχ ο υ ς  A 6  σε 

μ ο ρ ια κό  επ ίπ εδ ο  και τη ν  τα ξ ιν ό μ η σ η  το υ  σ ε γ εν ε τ ικ ό  και γ ε ν ο τυ π ικ ό  επ ίπ εδ ο .

5

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 11:50:19 EEST - 3.145.54.83



Η φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  μ ε  ά λλα  σ τελ έχ η  τη ς  G II 

γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς , τα  ο π ο ία  ε ίχ α ν  ή δ η  ο μ α δ ο π ο ιη θ ε ί σ ε γ εν ό τυ π ο υ ς . Μ ε βά σ η  

τη ν  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  τη ς  α λ λη λο υ χ ία ς , το  σ τέλ ε χ ο ς  Α 6  ά ν η κ ε  σ τη ν  G II 

γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α . Η μ ερ ική  α λ λη λο υ χ ία  το υ  O R F1 γο ν ιδ ίο υ  και η π λ ή ρ η ς  

α λ λη λο υ χ ία  το υ  O R F 2  γο ν ιδ ίο υ  έδ ε ιξα ν  ότι το  O R F1 και το  O R F 2  α ν ή κ α ν  σε 

δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετ ικ ο ύ ς  γ ε ν ό τυ π ο υ ς  G II/9  και G II/6 , αντίσ το ιχα , κ α θ ισ τώ ν τα ς  

π ρ ο φ α ν ές  ότι το  σ τέλ ε χ ο ς  A 6  είνα ι ένα  σ π ά ν ιο  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο  σ τέλ εχ ο ς  

εν τό ς  τη ς  G II γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  μ ε τα ξύ  τω ν  G II.9  και G II.6  γ ε ν ό τυ π ω ν  

αντίσ το ιχα .

Σ τη  σ υνέχεια , σ ε μια π ρ ο σ π ά θ ε ια  μ ε λ έ τη ς  τη ς  κ υ κ λ ο φ ο ρ ία ς  του  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  π ρ ο α ν α φ ερ θ έν το ς  σ τελ έ χ ο υ ς  (Α 6 ), π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  

έρ ευ ν α  για  τη ν  ύ π α ρ ξη  Ν ο ρ ο ϊώ ν  σ ε μη  επ ε ξε ρ γ α σ μ έ ν α  λ ύ μ α τα , για  το  χρ ο ν ικ ό  

δ ιά σ τη μ α  2 0 0 6 -2 0 1 1  και έγ ιν ε  σ ύ γκρ ισ η  τω ν  α π ο τε λ ε σ μ ά τω ν  μ ε  το υ ς  ιούς π ο υ  

α ν ιχ ν εύ θ η κ α ν  α π ό  κλιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  σ τη ν  ίδια π ερ ιο χ ή  και κα τά  τη ν  ίδια 

χ ρ ο ν ικ ή  π ερ ίο δ ο . Χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  δ ύ ο  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν α  ζεύ γ η  εκ κ ιν η τώ ν  τα  

ο π ο ία  σ χ εδ ιά σ τη κ α ν  έτσ ι ώ σ τε  να  εν ισ χ ύ ο υ ν  μία μ ο να δ ικ ή  α λ λ η λ ο υ χ ία  η οπ ο ία  

κα λύ π τε ι το  σ η μ είο  το υ  α να σ υ νδ υ α σ μ ο ύ  μ ε τα ξύ  τω ν  O R F 1 /O R F 2  γο ν ιδ ίω ν. 

Μ ε βά σ η  τη ν  γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  τα υ το π ο ιή θ η κ α ν  δ εκ α τέσ σ ερ α  α π ό  τα  

δ ε κ α π έ ν τε  π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  και ο κ τώ  α π ό  τα  δ έκα  κλιν ικά  δ ε ίγμ α τα , 

επ ιβ ε β α ιώ ν ο ν τα ς  ότι ο  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο ς  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ό ς  κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ σ ε  σ το ν  

π λ η θ υ σ μ ό  τη ς  κ εν τρ ικ ή ς  Ε λ λά δ α ς  α π ό  το  2 0 0 6  έ ω ς  2 0 1 1 . Τ ο  σ ημ είο  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ ή τα ν  ε ν τό ς  τη ς  π ερ ιο χ ή ς  επ ικ ά λ υ ψ η ς  τω ν  O R F 1 /O R F 2  

γο ν ιδ ίω ν  (G N .9 /G N .6 , α ντίσ το ιχα ) και π ρ ο σ δ ιο ρ ίσ τη κ ε  μ ε  τη ν  χ ρ ή σ η  του  

π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  S im P lo t σ τη ν  ν ο υ κ λ εο τιδ ικ ή  θ έσ η  5 0 3 2  bp.

Τ έλ ο ς , τρ ία  α κ ό μ η  σ τελ έχ η  Ν ο ρ ο ϊώ ν  α ν ιχ ν εύ θ η κ α ν  σ ε κλιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  π ο υ  

σ υ λ λ έχ θ η κ α ν  α π ό  το  Π α νεπ ισ τη μ ια κό  Ν ο σ ο κ ο μ ε ίο  Ιω α νν ίνω ν  τα  οπ ο ία  

έφ ερ α ν  σ π ά ν ιο υ ς  α να σ υ νδ υ α σ μ ο ύ ς . Δ ύ ο  δ ε ίγ μ α τα  μ ε τα ξύ  τω ν  G N .9 /G N .4  

γ ε ν ο τύ π ω ν  και ένα  μ ε τα ξύ  τω ν  G II.9 /G I.7  γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν . Ε π ιπ λ έο ν  

α ν ιχ ν εύ θ η κ ε , ένα  σ τέλ ε χ ο ς  σ ε κλ ιν ικό  δε ίγμα , το  ο π ο ίο  ά ν η κ ε  σ τη ν  G II γ εν ε τ ικ ή  

ο μ ά δ α , σ το ν  γ ε ν ό τυ π ο  τέσ σ ερ α , ό π ο υ  μ ετά  α π ό  τη  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ή  α νά λυ σ η  το  

σ τέλ ε χ ο ς  α υ τό  σ χ η μ ά τισ ε  μ ο ν ο φ υ λ ετ ικ ό  κ λ ά δ ο  σ ε σ χέσ η  με τα  υ π ό λ ο ιπ α  G II.4  

σ τελέχη .
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Ε υ χ α ρ ισ τ ίε ς

Η π ρ α γ μ α το π ο ίη σ η  και η σ υ γ γρ α φ ή  τη ς  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η ς  δ ιδ α κ το ρ ικ ή ς  

δ ια τρ ιβ ή ς  θα  α π ο τελ ο ύ σ ε  π ο λ ύ  δ ύ σ κ ο λ ο  έρ γ ο  χ ω ρ ίς  τη ν  α π α ρ α ίτη τη  

σ υ ν δ ρ ο μ ή  και σ υ μ π α ρ ά σ τα σ η  ο ρ ισ μ έν ω ν  α τό μ ω ν .

Π ρ ώ τα  α π ό  ό λ ο υ ς  θα  ή θ ελ α  να  ευ χ α ρ ισ τή σ ω  το ν  επ ιβ λ έπ ο ν τα  κ α θ η γ η τή  μου  

Δρ. Μ α ρ κ ο υ λ ά το  Π α να γ ιώ τη , π ο υ  μου  έδ ω σ ε  τη ν  ευκα ιρ ία  να  α σ χ ο λ η θ ώ  με 

τη ν  έρ ευ ν α  α π ό  τη  π ρ ώ τη  σ τιγμ ή  π ο υ  ή ρ θ α  σ ε επ α φ ή  μ ε  το  Ε ρ γα σ τή ρ ιο  

Ιο λο γ ία ς  -  Μ ικ ρ ο β ιο λ ο γ ία ς  το  2 0 0 9 .

Μ α ζί το υ  έκ α να  τη  μ ε τα π τυ χ ια κ ή  μου  μ ελ έ τη  α λλά  και τη  δ ιδ α κτο ρ ικ ή  δ ια τρ ιβ ή . 

Ό λ α  α υ τά  τα  χρ ό ν ια  μο υ  έμ α θ ε  π ο λ λ ά  π ρ ά γ μ α τα , ό π ω ς  το  π ώ ς  να  

π ρ ο σ εγ γ ίζω  και να  π ρ α γ μ α το π ο ιώ  τα  π ε ιρ ά μ α τα , π ώ ς  να  α ν α λ ύ ω  τα  

α π ο τελ έσ μ α τά , π ώ ς  να  λ ε ιτο υ ρ γ ώ  μέσ α  σ το  ερ γα σ τή ρ ιο , α λλά  κ υ ρ ίω ς  μου  

έμ α θ ε  να  α γ α π ά ω  α υ τό  π ο υ  κά νω , να  το  κ ά νω  σ ω σ τά  και π ρ ο σ εκ τικά .

Θ έλ ω  επ ίσ η ς  να  ευ χ α ρ ισ τή σ ω  ό λα  τα  μ έλη  το υ  Ε ρ γα σ τη ρ ίο υ  Ιο λο γ ία ς  -  

Μ ικρ ο β ιο λ ο γ ία ς , α λλά  κ υ ρ ίω ς  το ν  Δ η μ ή τρ η  Τ σ α κ ο γ ιά ν νη , τη  Ζ α χ α ρ ο ύ λ α  

Κ υ ρ ια κ ο π ο ύ λ ο υ  και το ν  Τ η λ έμ α χ ο  Δ η μ η τρ ίο υ , οι οπ ο ίο ι μ ε  β ο ή θ η σ α ν  τό σ ο  

σ τα  π ε ιρ ά μ α τα  ό σ ο  και μ ε  τη ν  κ α θ η μ ερ ιν ή  π α ρ ο υ σ ία  το υ ς  σ το  ερ γα σ τή ρ ιο . Μ ε 

σ τή ρ ιξα ν  και ή τα ν  π ά ν τα  π ρ ό θ υ μ ο ι να  σ υ ζη τή σ ο υ μ ε  και να  φ έ ρ ο υ μ ε  ε ις  π έ ρ α ς  

ο π ο ιο δ ή π ο τε  θ έμ α  με α π α σ χ ο λ ο ύ σ ε  ερ ευ ν η τ ικ ό  ή π ρ ο σ ω π ικ ό .

Ε π ίσ ης, ευ χ α ρ ισ τώ  το ν  σ ύ ν τρ ο φ ο  τη ς  ζω ή ς  μο υ  Γ ιώ ρ γο  Γ κ ό ρ α  ο ο π ο ίο ς  μου  

έδ ω σ ε  τη ν  ευκα ιρ ία  να  α ρχίσ ω , να  σ υ νεχ ίσ ω  και να  ο λ ο κ λ η ρ ώ σ ω  τη ν  

π α ρ ο ύ σ α  δ ιδ α κτο ρ ικ ή  δ ια τρ ιβ ή  και μ ο υ  π α ρ ε ίχ ε  π ά ν τα  τη ν  α ν ιδ ιο τελή  και 

α ν υ π ο λ ό γ ισ τη  υ π ο σ τή ρ ιξή  του .

Τ έ λ ο ς  θ έλ ω  να  ευ χ α ρ ισ τή σ ω  τη  μ η τέρ α  μου, τη ς  ο π ο ία ς  η α γά π η  και η π ίσ τη  

π ρ ο ς  εμ έν α  α π ο τέ λ εσ α ν  το  έρ ε ισ μ α  να  κ α τα φ έρ ω  να  π ρ α γ μ α τώ σ ω  το  

ο τ ιδ ή π ο τε  σ τη  ζω ή  μου.
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Π ρ ό λ ο γ ο ς

Οι νο ρ ο ϊο ί α π ο τε λ ο ύ ν  σ η μ α ν τικ ά  α ν θ ρ ώ π ιν α  π α θ ο γ ό ν α , τα  οπ ο ία  

εμ π λ έκ ο ν τα ι σ τη ν  π ρ ό κ λ η σ η  επ ιδ η μ ικ ώ ν  εκ δ η λ ώ σ εω ν  σ ο β α ρ ή ς  

γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  σ ε επ ίπ εδ ο  π λ η θ υ σ μ ώ ν . Τ α  κ έν τρ α  ελ έγ χ ο υ  και π ρ ό λ η ψ η ς  

υ π εύ θ υ ν α  για  τα  σ ο β α ρ ά  κ ρ ο ύ σ μ α τα  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  π ο υ  εμ φ α ν ίζο υ ν  τη ν  

α ν α μ ε ν ό μ ε ν η  κλ ιν ική  εικόνα , υ π ο β ά λ λ ο υ ν  ε τή σ ιες  εκ θ έσ εις , σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  τις 

ο π ο ίες  οι ιοί α υ το ί είναι υ π εύ θ υ νο ι το υ λ ά χ ισ το ν  για  το  9 6 %  ό λ ω ν  τω ν  

π ε ρ ιπ τώ σ εω ν  μη  β α κ τη ρ ια κ ή ς  ο ξε ία ς  επ ιδ η μ ικ ή ς  γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς . Μ ό ν ο  σ τις 

Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες  Α μ ε ρ ικ ή ς  κ α τα γ ρ ά φ ο ν τα ι ε τη σ ίω ς  2 3  εκ α το μ μ ύ ρ ια  

μ ο λύ νσ ε ις  και εκ τιμ ά τα ι ότι π α γ κ ο σ μ ίω ς  τα  μισά α π ό  ό λα  τα  κ ρ ο ύ σ μ α τα  

γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  ο φ ε ίλο ν τα ι σ ε Ν ο ρ ο ϊο ύ ς , γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  κ α θ ισ τά το ν  ιό α υ τό , 

ω ς  τη ν  π ερ ισ σ ό τερ ο  κο ινή  α ιτία  εμ φ ά ν ισ η ς  σ π ο ρ α δ ικ ή ς  δ ιά ρ ρ ο ια ς  σ ε επ ίπ εδ ο  

π λ η θ υ σ μ ο ύ .

Σ ή μ ερ α  η ιο γ εν ή ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α  είναι λ ίγο  π ο λ ύ  κα λά  τεκ μ η ρ ιω μ έ ν η  σ τις 

π ερ ισ σ ό τερ ες  α ν ε π τυ γ μ έ ν ε ς  χ ώ ρ ες , σε α ν τίθ εσ η  μ ε  τη ν  Ε λλά δα , ό π ο υ  τα  

επ ιδ η μ ιο λ ο γ ικ ά  σ το ιχεία  π ο υ  α φ ο ρ ο ύ ν  τη ν  ιογενή  γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α  Ν ο ρ ο ϊική ς  

π ρ ο έλ ευ σ η ς  ε ξα κ ο λ ο υ θ ο ύ ν  να  είναι ελλ ιπ ή .

Σ τό χ ο ς  τη ς  π α ρ ο ύ σ α ς  δ ια τρ ιβ ή ς  ή τα ν  η μ ε λ έ τη  σ ε μ ο ρ ια κό  επ ίπ εδ ο  τω ν  

κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ ν τω ν  Ν ο ρ ο ϊικ ώ ν  σ τελ εχ ώ ν , η ο π ο ία  θα  μ π ο ρ ο ύ σ ε  να  σ υ μ β ά λλε ι 

π α ρ έχ ο ν τα ς  σ η μ α ν τ ικ ές  π λ η ρ ο φ ο ρ ίε ς  σ χετικά  μ ε  τη ν  ε ξέλ ιξη , τη ν  π α θ ο γ έν ε ια  

και τη ν  ε ξά π λ ω σ η  τω ν  ιώ ν α υ τώ ν  σ ε ένα  δ ε δ ο μ έ ν ο  π λ η θ υ σ μ ό .
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1. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

1.1 ΙΣ Τ Ο Ρ ΙΚ Η  Α Ν Α Δ Ρ Ο Μ Η

Ε δ ώ  και δ εκ α ε τ ίε ς  οι Ν ο ρ ο ϊο ί α π ο τε λ ο ύ ν  σ η μ α ν τικ ά  π α θ ο γ ό ν α  π ο υ  

π ρ ο σ β ά λ λ ο υ ν  το ν  ά ν θ ρ ω π ο , γ ν ω σ τά  για  τη ν  π ρ ό κ λ η σ η  επ ιδ η μ ικ ώ ν  

εκ δ η λ ώ σ εω ν  σ ο β α ρ ή ς  ο ξε ία ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  σ ε επ ίπ εδ ο  π λ η θ υ σ μ ώ ν  (1 -3 ). 

Η μ ό λυ νσ η  α π ό  Ν ο ρο ϊό  κ α θ ώ ς  και τα  σ υ μ π τώ μ α τα  π ο υ  α υ τή  π ρ ο κα λε ί, είναι 

γ ν ω σ τά  σ τη ν  ια τρ ική  β ιβ λ ιο γρ α φ ία  εδ ώ  και 8 0  π ερ ίπ ο υ  χρόν ια . Σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν α  

α να φ έρ ο ν τα ι σ α ν  τη  ν ό σ ο  του  χ ε ιμ ερ ιν ο ύ  εμ ετο ύ , τη  γρ ίπ η  σ το μ ά χ ω ν  και τη  

γα σ τρ ική  γρ ίπ η , μ ε  τη ν  α ν α φ ο ρ ά  σ τη  γρ ίπ η  να  α π εικο ν ίζε ι τη ν  έλ λ ε ιψ η  γ ν ώ σ η ς  

για  το ν  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο  ιό επ ισ η μ α ίν ο ν τα ς  τα υ τό χ ρ ο ν α  το  γ εγ ο ν ό ς , ότι οι Ν ο ρ ο ϊο ί 

και οι ιοί τη ς  γ ρ ίπ η ς  μ ο ιρ ά ζο ντα ι π α ρ ό μ ο ια  επ ο χ ικ ό τη τα  (4, 5).

Ω σ τόσ ο , μ ε  τη ν  π ά ρ ο δ ο  το υ  χ ρ ό ν ο υ , εν ισ χ ύ θ η κ ε  η υ π ό θ εσ η  ύ π α ρ ξη ς  μη 

β α κ τη ρ ια κ ή ς  και μη  π α ρ α σ ιτ ικ ή ς  α ιτίας εμ φ ά ν ισ η ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  η οπ ο ία  

δ εν  σ χετίζετα ι μ ε  το ν  ιό τη ς  γρ ίπ η ς . Σ ε π ρ ώ τε ς  μ ε λ έ τ ε ς  π ο υ  

π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ α ν  σ τις  Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες , δ ια π ισ τώ θ η κ ε  ότι το  7 5 %  

π ερ ίπ ο υ  τω ν  π ε ρ ιπ τώ σ εω ν  εμ φ ά ν ισ η ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  σ ε π ερ ίο δ ο  3 0  ετώ ν , 

δ εν  ε ίχ ε  επ α ρ κ ή  α ιτ ιο λ ό γη σ η  και π α ρ ο υ σ ία ζε  ο ξε ία  και μ ε τα δ ο τ ικ ή  μ ο ρ φ ή , μη 

β α κ τη ρ ια κ ή ς  π ρ ο έλ ευ σ η ς  (6). Π α ρ ά λ λ η λ ες  κ λ ιν ικ ές  μ ε λ έ τ ε ς  π ο υ  

π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ α ν  σ ε εθ ελ ο ν τές , σ τις  Η ν ω μ έ ν ε ς  Π ο λ ιτε ίες  (7 ) και σ τη ν  

Ια π ω ν ία  (8), ο δ ή γ η σ α ν  σ το  σ υ μ π έρ α σ μ α  ότι ιικής φ ύ σ εω ς  δ ιη θ η το ί 

μ ο λ υ σ μ α τικ ο ί π α ρ ά γ ο ν τες  ε ίχ α ν  τη ν  ικ α νό τη τα  να  π ρ ο κ α λ ο ύ ν  εν τερ ικ ή  

α σ θένεια . Σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν α , σ τις  α ν α φ ερ θ ε ίσ ες  μ ελ έτες , χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  

εκ χ υ λ ίσ μ α τα  κ ο π ρ ά ν ω ν  τα  οπ ο ία  ε ίχ α ν  π ρ ο η γ ο υ μ έ ν ω ς  φ ιλ τρ α ρ ισ τε ί γ ια  τη ν  

α π ο μ ά κ ρ υ ν σ η  τω ν  β α κ τη ρ ίω ν  και κ α τό π ιν  χ ο ρ η γ ή θ η κ α ν  σ ε εν ή λ ικ ες  

εθ ελ ο ν τές , οι οπ ο ίο ι τελ ικά  π α ρ ο υ σ ία σ α ν  τη ν  νό σ ο .

Οι Ν ορο ϊο ί, ο φ ε ίλ ο υ ν  το  ό ν ο μ ά  το υ ς  σ το ν  ιό π ο υ  α ν α κ α λ ύ φ θ η κ ε  π ρ ώ το ς , 

το ν  N o rw a lk . Η π ρ ώ τη  κ α τα γ εγ ρ α μ μ έ ν η  π ερ ίπ τω σ η  σ η μ ε ιώ θ η κ ε  το  19 6 8  κα τά  

τη  δ ιά ρ κεια  επ ιδ η μ ία ς  σ ε δ η μ ο τ ικ ό  σ χ ο λε ίο  σ το  N o rw a lk  του  Ο χά ιο  (9), ό π ο υ  

το  6 0 %  π ερ ίπ ο υ  του  π ρ ο σ ω π ικ ο ύ  και τω ν  μ α θ η τώ ν  νό σ η σ ε, εν ώ  λ ίγο  

α ρ γ ό τερ α  α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  και το  3 2 %  π ερ ίπ ο υ  τω ν  σ υ γ γ εν ώ ν  το υ ς . Η α σ θένεια  

χ α ρ α κ τη ρ ιζό τα ν  α π ό  να υτία  και έμ ε το  σ ε π ο σ ο σ τό  ά νω  το υ  9 0 %  τω ν  α σ θ εν ώ ν  

και α π ό  δ ιά ρρο ια  σ το  38% , εν ώ  η δ ιά ρκειά  α υ τή ς  ή τα ν  σ υ ν ή θ ω ς  α π ό  12 έω ς
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2 4  ώ ρ ες  (10 ). Για τη ν  ε ξα κ ρ ίβ ω σ η  του  α ιτ ιο λο γ ικο ύ  π α ρ ά γ ο ν τα  του  

κ ρ ο ύ σ μ α το ς  α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η χ ο ρ ή γ η σ η  εκ χ υ λ ισ μ ά τω ν  κ ο π ρ ά ν ω ν , ελ εύ θ ερ ω ν  

β α κ τη ρ ίω ν , α π ό  το υ ς  π ρ ο σ β ε β λ η μ έ ν ο υ ς  α σ θ εν ε ίς  σ ε  εθ ελ ο ν τές . Η 

φ υ σ ικο χ η μ ικ ή  επ ε ξερ γ α σ ία  τω ν  π α ρ α σ κ ευ α σ μ ά τω ν  α π ο κ ά λ υ ψ ε  ότι, π ρ ό κε ιτα ι 

για  έν α ν  μ ικρ ό  σ ε μ έ γ ε θ ο ς  (< 3 6 n m ) α ιτ ιο λο γ ικό  π α ρ ά γ ο ν τα  ιικής φ ύσ ης. 

Κ α τόπ ιν , α κ ο λ ο ύ θ η σ α ν  π ρ ο σ π ά θ ε ιες  α ν α π α ρ α γ ω γ ή ς  το υ  π α ρ ά γ ο ν τα  α υ το ύ  

σ ε κ υ ττα ρ ο κ α λ λ ιέρ γ ε ιε ς  και σ ε π ε ιρ α μ α τό ζω α  χ ω ρ ίς  επ ιτυ χ ία  (11 ).

Ο ιός π α ρ α τη ρ ή θ η κ ε  για  π ρ ώ τη  φ ο ρ ά  μ έσ ω  α ν ο σ ο η λ εκ τρ ο ν ικ ή ς  

μ ικ ρ ο σ κο π ία ς  (IE M ) το  1972 , (εικ .1 ).

Εικ.1 Norwalk-type virus (calicivirus), 0.1 μm

Τ α  σ ω μ α τίδ ια  το υ  ή τα ν  μικρά, μ ε γ έθ ο υ ς  α π ό  2 7 n m  έ ω ς  3 2 n m , σ φ α ιρ ικά , με 

έν δ ε ιξη  επ ιφ α ν ε ια κ ή ς  δ ο μ ή ς . Η μ ικ ρ ο σ κό π η σ η  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  σε 

δ ιη θ ή μ α τα  κ ο π ρ ά ν ω ν  α π ό  το υ ς  ε θ ε λ ο ν τέ ς  τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  το υ  N o rw a lk  και 

α π ό  το υ ς  ε θ ε λ ο ν τέ ς  π ο υ  α κ ο λ ο ύ θ ω ς  μ ο λύ νθ η κ α ν . Η δ ιαδ ικασ ία  π ο υ  

α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ ε  για  τη ν  εύ ρ εσ η  το υ  ιού β α σ ίσ τη κε  σ τη ν  κ α τα κ ρ ή μ ν ισ η  τω ν  ιικώ ν 

σ ω μ α τιδ ίω ν , μ ε τά  α π ό  επ εξερ γ α σ ία  μ ε  ο ρ ό  α σ θ εν ώ ν , οι οπ ο ίο ι β ρ ισ κ ό τα ν  σε 

φ ά σ η  α ν ά ρ ρ ω σ η ς  (12 ).

Μ ε τη ν  π ά ρ ο δ ο  το υ  χ ρ ό ν ο υ  α ν α κ α λ ύ φ τη κ α ν  και ά λλο ι ιοί, οι οπ ο ίο ι έχ ο υ ν  

τη ν  ικ α νό τη τα  π ρ ό κ λ η σ η ς  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  και εμ φ α ν ίζο υ ν  

π α ρ α π λ ή σ ια  μ ο ρ φ ο λ ο γ ικ ή  δ ο μ ή  μ ε  το ν  ιό του  N o rw a lk , ό π ω ς  ο H a w a ii και ο
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S n o w  M o u n ta in  (1 3 ,1 4 ), οι οπ ο ίο ι ό μ ω ς  έχ ο υ ν  δ ια χ ω ρ ισ τε ί α π ό  το υ ς  Ν ο ρ ο ϊο ύ ς  

και φ έρ ο υ ν  το  ό ν ο μ α  S L V s  (S a p p o ro - lik e v iru s e s )  (15).

Α π ό  τα  τέλ η  τη ς  δ εκ α ε τία ς  του  ‘80 , ξ εκ ίν η σ ε  η π ρ ο σ π ά θ ε ια  για  τη ν  μ ο ρ ια κή  

α νά λυ σ η  τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν . Έ τσ ι επ ιτεύ χ θ η κ ε  η π ρ α γ μ α το π ο ίη σ η  το υ  α ρ χ ικο ύ  

χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ο ύ  το υ  R N A  γ ε ν ώ μ α το ς  το υ  ιού και εν  σ υνεχεία , ο  χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ό ς  

το υ  ω ς  μ έ λ ο ς  τω ν  C a lic iv ir id a e . Τ α  ε π ό μ ε ν α  χρόν ια , α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η π ερ α ιτέρ ω  

α νά λυ σ η  το υ  γ ε ν ώ μ α το ς  το υ  N o rw a lk  ιού (16 ), κ α θ ώ ς  και η α νά λυ σ η  τω ν  

γ ε ν ω μ ά τω ν  και ά λ λ ω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  π ο υ  εμ π λ έκ ο ν τα ι σ τη ν  μ ο λυ σ μ α τικ ή  

γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α . Τ ο  19 9 3  α ν α κ ο ιν ώ θ η κ ε  η π λ ή ρ η ς  α λ λ η λ ο υ χ ία  του  

S o u th a m p to n  ιού, ο  ο π ο ίο ς  α π ο μ ο ν ώ θ η κ ε  α π ό  ένα  π α ιδ ί 2  ετώ ν , σ ε ένα  

ο ικ ο γ εν ε ια κ ό  κ ρ ο ύ σ μ α  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  σ το  S o u th a m p to n  το υ  Η ν ω μ έν ο υ  

Β ασ ιλείου  το  1991 (17 ). Α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η κ λ ω ν ο π ο ίη σ η  το υ  γ ε ν ώ μ α το ς  ιώ ν π ο υ  

ευ θ ύ ν ο ν τα ι για  π ρ ο σ β ο λ ή  σ ε ζω ικ ο ύ ς  ο ρ γ α ν ισ μ ο ύ ς  εμ π ο ρ ικ ή ς  εκ μ ε τά λ λ ευ σ η ς , 

ό π ω ς  ο S W 4 3  τω ν  χ ο ίρ ω ν  και ο J e n a  τω ν  β ο ο ε ιδ ώ ν  και οι οπ ο ίο ι 

χ α ρ α κ τη ρ ίσ τη κ α ν  επ ίσ η ς  ω ς  Ν ο ρ ο ϊο ί (18 , 19).

Σ ή μ ερ α , για  τη ν  α ν ίχ ν ευ σ η  τω ν  ν ο ρ ο ϊώ ν  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιο ύ ν τα ι οι α ν τιδ ρ ά σ εις  

R T -P C R  (20 ). Ε ν το ύ το ις  η α ν ίχν ευ σ η  π α ρ α μ έν ε ι δ ύ σ κο λη , κ υ ρ ίω ς  λ ό γ ω  τη ς  

ιδ ια ίτερα  μ ε τα β λ η τή ς  φ ύ σ η ς  το υ  ιού α λλά  και λ ό γ ω  τω ν  α λ λ α γ ώ ν  π ο υ  

π ρ ο κ α λ ο ύ ν τα ι κα τά  τη ν  ε ξα γ ω γ ή  το υ  ιού α π ό  το  π ρ ο ς  ε ξέ τα σ η  δείγμα .

1 .2  Τ Α Ξ ΙΝ Ο Μ Η Σ Η

Τ ο  σ ύ σ τη μ α  τα ξ ιν ό μ η σ η ς  π ο υ  εφ α ρ μ ό ζετα ι για  έν α ν  ο ρ γ α ν ισ μ ό  σ υ ν ή θ ω ς  

α ν τα ν α κ λ ά  το  επ ίπ εδ ο  τη ς  γ ν ώ σ η ς  το  ο π ο ίο  είναι δ ια θ έσ ιμ ο  για  τη ν  μ ελ έ τη  

το υ  δ εδ ο μ έν ο υ  ο ρ γα ν ισ μ ο ύ  τη ν  χ ρ ο ν ικ ή  π ερ ίο δ ο  α ν ά π τυ ξη ς  του  

σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο υ  τα ξ ιν ο μ ικ ο ύ  σ χ ή μ α το ς . Έ τσ ι, η τα ξ ιν ό μ η σ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  

α κ ο λ ο υ θ ε ί τη ν  π α ρ α π ά ν ω  δ ια π ίσ τω σ η , κ α θ ώ ς  α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ α ν  δ ιά φ ο ρ α  

τα ξ ιν ο μ ικ ά  σ χ ή μ α τα  μέχρ ι τη ν  α ν ά π τυ ξη  το υ  σ υ σ τή μ α το ς  κ α τά τα ξη ς  π ο υ  είναι 

σ ή μ ερ α  α π ο δ εκ τό  για  το υ ς  Ν ο ρ ο ϊο ύ ς  (21 ).

Για π ερ ίπ ο υ  2 0  χρόν ια , α π ό  τη ν  δ εκα ετία  του  1 9 7 0  έ ω ς  τη ν  δ εκ α ε τία  του  

1990 , το  π ρ ό τυ π ο  σ τέλ ε χ ο ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  N o rw a lk  κ α θ ώ ς  και άλλο ι μ ικρ ο ί 

κυ κ λ ικ ο ί ιοί (S R S V s ) κ α τα τά χ θ η κ α ν  σ ε ένα  π λ ή θ ο ς  ιικώ ν ο μ ά δ ω ν . Ω σ τό σ ο , η 

ιική ο ικ ο γέν ε ια  C a lic iv ir id a e  π ο υ  δ η μ ιο υ ρ γ ή θ η κ ε  το  1 9 7 9  επ ικ ρ ά τη σ ε  και
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π ε ρ ιλ ά μ β α ν ε  το υ ς  ιούς π ο υ  έφ ερ α ν  θ ε τ ικ ή ς  π ο λ ικ ό τη τα ς  R N A  με 

χ α ρ α κ τη ρ ισ τικ ή  μ ο ρ φ ο λ ο γ ικ ή  α π εικό ν ισ η  32  κ υ π ελ λ ο ε ιδ ώ ν  κ ο ιλ ο τή τω ν  σ τη ν  

επ ιφ ά νε ια  το υ  ιοσ ω μα τίου , ε ικ ο σ α εδ ρ ικ ή ς  σ υ μ μ ετρ ία ς  (22).

Μ έχρ ι σ ή μ ερ α , η τεχ ν ο λ ο γ ία  τη ς  R T -P C R  έχει επ ιτρ έψ ε ι το ν  μ ο ρ ια κό  

χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ό  π ο λ λ ώ ν  σ τελ ε χ ώ ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  α π ό  δ ε ίγ μ α τα  γ α σ τρ εν τερ ικ ή ς  και 

ε ν τερ ικ ή ς  εκ κ έν ω σ η ς  και τη ν  κ λ ω ν ο π ο ίη σ ή  του ς , μ ε  α π ο τέ λ εσ μ α  οι σ υ γκρ ίσ ε ις  

τη ς  α κ ο λ ο υ θ ία ς  π ο υ  π ρ ο έκ υ ψ α ν , μ ε τά  τη ν  εφ α ρ μ ο γ ή  α υ τώ ν  τω ν  τεχ ν ικ ώ ν , να  

δ ε ίξο υ ν  ότι οι Ν ο ρ ο ϊο ί μ π ο ρ ο ύ ν  να  τα ξ ιν ο μ η θ ο ύ ν  σ ε το υ λ ά χ ισ το ν  έξι γ ε ν ε τ ικ έ ς  

ο μ ά δ ες , κυ ρ ίω ς  μ ε  β ά σ η  τη ν  ο μ ο ιό τη τα  σ τις  ιδ ια ίτερα  σ υ ν τη ρ η μ έ ν ες  π ερ ιο χ ές  

το υ  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς , ό π ω ς  τη ς  R N A -ε ξα ρ τώ μ ε ν η ς  R N A  π ο λ υ μ ερ ά σ η ς  (R d R p ) 

και τη ς  π ερ ιο χ ή ς  τη ς  VP1 κα ψ ιδ ική ς  π ρ ω τε ΐν η ς  (23, 24 ). Δ ύ ο  α π ό  α υ τές  τις 

γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες , α π ο κ α λ ο ύ μ ε ν ες  g e n o g ro u p s  I και II (G I και G II), π ε ρ ιέχ ο υ ν  

τη ν  π λ ε ιο ψ η φ ία  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  π ο υ  π ρ ο σ β ά λ λ ο υ ν  το ν  ά ν θ ρ ω π ο . Ε π ίσ ης, α π ό  

τη  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ή  α νά λυ σ η  το υ ς , π ρ ο κ ύ π τε ι ότι και άλλο ι C a lic i ιοί οι οπ ο ίο ι 

είναι υ π εύ θ υ νο ι για  τη ν  π ρ ό κ λ η σ η  μ ο λ ύ ν σ ε ω ν  σ ε β ο ο ειδ ή , χ ο ίρ ο υ ς  και 

π ο ντίκ ια , εμ π ίπ το υ ν  επ ίσ η ς  σ το  γ έ ν ο ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν , (2 5 -2 9 ). Οι π α θ ο γ ό ν ο ι 

C a lic i ιοί π ο υ  π ρ ο σ β ά λ λ ο υ ν  κυ ρ ίω ς  τα  β ο ο ειδ ή , σ υ γ κ εν τρ ώ ν ο ν τα ι σ ε μία 

π ρ ο τε ιν ό μ εν η  G III ομ ά δ α , α ν  και τα  μ έλη  τη ς  εμ φ α ν ίζο υ ν  π ιο  π ο λ λ έ ς  

ο μ ο ιό τη τε ς  μ ε  τη ν  ο μ ά δ α  G I (2 5 -2 7 ). Η φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  το π ο θ ε τε ί 

το υ λ ά χ ισ το ν  δ ύ ο  σ τελ έχ η  Ν ο ρ ο ϊώ ν  π ο υ  είναι π α θ ο γ ό ν α  για  το ν  ά νθ ρ ω π ο , σε 

μια π ρ ο τε ιν ό μ εν η  G IV  ομ ά δ α : σ τελ έχ η  A lp h a tro n  ( G e n b a n k  a c c e s s io n  n u m b e r 

A F 1 9 5 8 4 7 ) και Ft. L a u d e rd a le  (G e n b a n k  a c c e s s io n  n u m b e r A F 4 1 4 4 2 6 ) (30 ).

Π ρ ό σ φ α τα , ερ ευ ν η τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες  α ν α φ έρ θ η κ α ν  σ ε Ν ο ρ ο ϊο ύ ς  οι οπ ο ίο ι 

π ρ ο σ β ά λ ο υ ν  σ α ρ κ ο φ ά γα  κατο ικ ίδ ια . Οι C a n in e N o V  (C a N o V s ) α ν ή κ ο υ ν  σ τη  

ν έα  π ρ ο τε ιν ό μ εν η  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  G V I. Οι ιοί α υ το ί β ρ έ θ η κ α ν  σ ε δ ε ίγμ α τα  

κ ο π ρ ά ν ω ν  α π ό  σ κυλιά  μ ε  σ υ μ π τώ μ α τα  δ ιά ρ ρ ο ια ς  σ ε Π ο ρ το γα λ ία  και Ιταλία  

(31 ).
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Εικ.2 :Γενετική ταξινόμηση των Νοροϊων, CDC,2013.

Οι Ν ο ρ ο ιο ί τω ν  γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  G I και G II μ π ο ρ ο ύ ν  να  υ π ο δ ια ιρ εθ ο ύ ν  

π ερ α ιτέρ ω  σ ε γ ε ν ό τυ π ο υ ς  (c lu s te rs ), (π ίνα κα ς  1).

Πίνακας 1. Γενότυποι Νοροϊων

Virus Name Accession Num ber G 9 C Outbreak Site Year Lec H I Le“
C arbohydrate-b inding” 
IV H2 I V  I V H3 A

Norwalk M87661 1 1 Norwalk, OH, USA 1968 0 + 0 4 4 0 4 4 4
Hawaii U07611 II 1 Hawaii, USA 1971 nd 0 0 0 nd nd nd 0 0
Snow Mountain AY134748 II 2 Snow Mountain, CO, USA 1976 nd 0 0 0 nd nd nd 0 0
Mexico U22498 II 3 Mexico City, Mexico 1988 nd 4 8 nd +s nd nd nd nd 4
Grimsby AJ004864 II 4 Grimsby, UK 1995 0 + 0 + 1 0 4 nd 4 1
VA387 AY038600 II 4 Virginia, USA 1998 nd 4s 0 +s nd 0 +s nd +
MOH AF397166 II S Three cities in Hungary 1999 nd 48 0 48 nd 0 n nd
VA207 AY038599 II na Virginia, USA 1997 nd 0 48 0 nd 48 n nd 0

'Abbreviations: G. genogroupigc, genetic cluster Le, Lewis; na, not assigned |4! ornominallyassignedgc8|15l: nd, not done: o, no binding; -t-. binding: +sr, bind 
by saliva and red blood cell binding assays; +s, binding inferred by saliva binding assays.
"Carbohydrates listed below.
Let Htype 1 precursor, Galpi JGIcNAcp-
Hl: Htype 1, Led, FucaUGaldUGIcNAcp-
Le': Galpi,3IFuca1 AIGIcNAcp-
Le": Fucol,2Gal|J1,3IFuco1.4|GlcNAcp-
H2: H type 2, Fuc<.1,2Gal|i1,4GlcNAcp-
Le‘ : Galpi.4IFuca13IGIcNAc|l-
Le': Fucal 2Gal|it 4IFucat.3(GlcNAc|i·
H3: H type3, Fuca1,2Gal|i1,3GalNAta- 
A: GalNAoa1,3|Fuca1,2|Galp- 
B: G ab l,31 Fucali)Galp-
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Έ τσι, γ ια  τη ν  τα ξ ιν ό μ η σ η  τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , χ ρ η σ ιμ ο π ο ιο ύ ν τα ι σ υ σ τή μ α τα  

γ εν ο τυ π ικ ή ς  α ν ά λ υ σ η ς  τω ν  σ τελ εχ ώ ν , π ο υ  εν το π ίζο ν τα ι σ ε κ ά θ ε  π ερ ίο δ ο  του  

έτο υ ς , τα  οπ ο ία  βα σ ίζοντα ι σ τη  γ εν ε τ ικ ή  σ υ γ γένε ια  π ο υ  εμ φ α ν ίζε ι η κύρ ια  

κα ψ ιδ ική  π ρ ω τε ΐν η  (σ τη ν  π λ ή ρ η  ή μερ ική  α λ λ η λ ο υ χ ία  τη ς ) και η οπ ο ία  

α ντισ το ιχ ε ί σ τη ν  α ν τιγο ν ική  μ ο ν α δ ικ ό τη τα  π ο υ  εμ φ α ν ίζε ι το  κ ά θ ε  σ τέλ εχ ο ς . 

Σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  ένα  α π ό  τα  π ιο  π ρ ό σ φ α τα  γ εν ο τυ π ικ ά  σ υ σ τή μ α τα , οι Ν ο ρ ο ϊο ί 

δ ια ιρο ύντα ι σ ε έξ ι γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες  π ο υ  ο ν ο μ ά ζο ν τα ι G I έ ω ς  G V I. Οι ο μ ά δ ες  

G I, G II και G III υ π ο δ ια ιρ ο ύ ντα ι π ε ρ α ιτέ ρ ω  σ ε 8, 19 και 2 γ ε ν ό τυ π ο υ ς  

α ντίσ το ιχα , εν ώ  οι ο μ ά δ ες  G IV , G V  και G V I π ε ρ ιλ α μ β ά ν ο υ ν  α π ό  έν α ν  μ ό νο  

γ εν ό τυ π ο , (31, 32 ), (εικ .2 ).

Τ α  σ τελ έχ η  του  ιού μ π ο ρ ο ύ ν  να  εμ φ α ν ίζο ν τα ι τα υ τό χ ρ ο ν α , κ α θ ώ ς  

δ ια φ ο ρ ετικ ά  σ τελ έχ η  μ π ο ρ ο ύ ν  να  εμ φ α ν ίζο ν τα ι σ ε δ ια φ ο ρ ετ ικ ές  γ εω γ ρ α φ ικ ές  

π ε ρ ιο χ έ ς  και σ ε δ ια φ ο ρ ετ ικ ο ύ ς  χ ρ ό ν ο υ ς , ό μ ω ς  η ο μ ά δ α  G II.4  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  

είναι η κυ ρ ία ρ χη , μ ε  σ τελ έχ η  π ο υ  α ν ιχ ν εύ ο ν τα ι σ το ν  π λ η θ υ σ μ ό  α π ό  τη  

δ εκα ετία  το υ  '8 0  μέχρ ι σ ή μ ερ α  (30 , 32 , 3 3  ).

1 .3  Β ΙΟ Λ Ο Γ ΙΑ  Τ Ω Ν  Ν Ο Ρ Ο ΪΩ Ν

1.3.1 Γεν ικά  χα ρ α κ τη ρ ισ τικ ά

Η επ ιτυ χ ή ς  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η  το υ  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς  το υ  ιού, α π ό  δ ε ίγμ α τα  

κ ο π ρ ά ν ω ν  (34 ), ε π έ τρ ε ψ ε  να  χ α ρ α κ τη ρ ισ τε ί ο  ιός ω ς  C a lic i, δ η λα δ ή  ότι κα τέχει 

ένα  γ ρ α μ μ ικ ό , θ ε τ ικ ή ς  π ο λ ικ ό τη τα ς , μ ο ν ό κ λ ω ν ο  γ έ ν ω μ α  R N A  (ss R N A ), 7 ,7  

κ ιλ ο β ά σ εω ν  π ερ ίπ ο υ , το  ο π ο ίο  π ρ ο σ τα τεύ ετα ι α π ό  το  π ερ ιβ ά λ λ ο ν  α π ό  ένα  

π ρ ω τε ϊν ικ ό  καψ ίδ ιο , α λλά  δ εν  π ερ ιβ ά λ λ ε τα ι α π ό  φ ά κελο . Τ ο  καψ ίδ ιο  αυτό , 

α π ο τελ ε ίτα ι α π ό  μια σ η μ α ν τικ ή  π ρ ω τε ΐν η , γ ν ω σ τή  ω ς  π ρ ω τε ΐν η  1 (V P 1 ) και 

μ ερ ικά  α ν τίγρ α φ α  μ ιας δ ε ύ τερ η ς  μ ικ ρ ή ς  δ ο μ ικ ή ς  π ρ ω τε ΐν η ς  π ο υ  είναι γ ν ω σ τή  

ω ς  V P 2 , (εικ. 3), (3 4 -3 6 ).
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Dimer Monomer

P2-domain

P 1-domain

'  N ,<vJ N terminal arm

Capsid intenor

E ik.3. Η δομή των μορίων Noroviral like particles (NVVLP). Μικροσκοπική αναδημιουργία με χρήση 
κρύο -  ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 22A° και κρυσταλλογραφίας ακτίνων X, σε 3,4A°. Τα NV VLPs 
σχηματίζουν 90 διμερή του πρωτεϊνικού καψιδίου (αριστερά, επάνω διάγραμμα) σε Τ=3 εικοσαεδρική 
συμμετρία. Κάθε μονομερής καψιδική πρωτεΐνη (δεξιά, επάνω διάγραμμα ) διαιρείται σε μία άμινο-τελική 
περιοχή βραχιόνων (πράσινο), που βρίσκεται πρόσωπο με πρόσωπο με το εσωτερικό του VLP, μια 
περιοχή αναδιπλώσεων (S-περιοχή, κίτρινο) η οποία σχηματίζει την συνεχή επιφάνεια του VLP και μια 
προεξέχουσα περιοχή (Ρ-περιοχή) η οποία προέρχεται από την επιφάνεια της S-περιοχής. Η Ρ-περιοχή 
διαιρείται περαιτέρω σε υποπεριοχές, τις P1 και P2 (κόκκινο και μπλε, αντίστοιχα) με την P2- 
υποπεριοχή να βρίσκεται στην πιο ακραία επιφάνεια του VLP (35-37).

Οι Ν ο ρ ο ϊο ί τα ξ ιν ο μ ο ύ ν τα ι ω ς  β ιο λο γ ικ ο ί π α ρ ά γ ο ν τες  κ α τη γ ο ρ ία ς  Β λ ό γ ω  τη ς  

υ ψ η λ ή ς  μ ο λ υ σ μ α τικ ή ς  το υ ς  ικα νό τη τα ς , μ ικ ρ ό τερ η  α π ό  10 ιοσ ω μά τια  ανά  

ά το μ ο  (ID 5 0 ) και λ ό γ ω  τη ς  σ τα θ ερ ό τη τά ς  π ο υ  π α ρ ο υ σ ιά ζο υ ν  σ το  π ερ ιβ ά λλο ν , 

ό π ω ς  τη ς  α ν θ ε κ τ ικ ό τη τα ς  το υ ς  σ ε χ α μ η λ έ ς  και υ ψ η λ ές  θ ερ μ ο κ ρ α σ ίες  (6 0 0C), 

σ τη ν  α π ο λ ύ μ α ν σ η  μ ε  χλώ ρ ιο , μ ε  ο ιν ό π ν ευ μ α  και σ τα  μ έ τρ α  α π ο λ ύ μ α ν σ η ς  τω ν  

χ ερ ιώ ν  (38 ).

Π α ρά  το  σ η μ α ν τικ ό  ο ικ ο νο μ ικ ό  α ν τ ίκ τυ π ο  και τη ν  ιδ ια ίτερη  ν ο σ η ρ ό τη τα  π ο υ  

π ρ ο κα λε ίτα ι α π ό  τη ν  π ρ ο σ β ο λ ή  το υ  α ν θ ρ ώ π ο υ , μέχρ ι σ ή μ ερ α  κ α νένα  

φ ά ρ μ α κ ο  ή εμ β ό λ ιο  δ εν  είνα ι δ ια θ έσ ιμο , για  τη ν  θ ερ α π ε ία  ή τη ν  π ρ ό λ η ψ η  

το υ α ν θ ρ ώ π ο υ  α π ό  το ν  ιό. Ε π ιπ λέο ν , π ο λ λ έ ς  π τυ χ έ ς  τη ς  β ιο λο γ ία ς  το υ  ιού δ εν
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έχ ο υ ν  γίνει π λ ή ρ ω ς  κ α τα ν ο η τές . Τ ο  γ ε γ ο ν ό ς  α υ τό , α π ο δ ίδ ετα ι κ υ ρ ίω ς  σ τη ν  

α π ο υσ ία  εν ό ς  σ υ σ τή μ α το ς  κ υ ττα ρ ο κ α λ λ ιέρ γ ε ια ς  και σ τη ν  εύ ρ εσ η  εν ό ς  

κ α τά λ λ η λ ο υ  μ ικρο ύ  ζω ικ ο ύ  π ρ ο τύ π ο υ  για  π ε ρ α ιτέ ρ ω  μ ε λ έ τε ς  (39 , 40 ). Μ ό νη  

εξα ίρ εσ η  α π ο τε λ ε ί ο  Ν ο ρ ο ϊό ς  τω ν  π ο ν τ ικ ιώ ν  (m u r in e  n o ro v iru s ), ο  ο π ο ίο ς  είναι 

το  μ ό ν ο  μ έ λ ο ς  το υ  γ έ ν ο υ ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  το  ο π ο ίο  α να π τύ σ σ ετα ι ικα νο π ο ιη τικά  

σ ε π ρ ω το γ ε ν ή  κα λλ ιέρ γ ε ια  μ α κ ρ ο φ ά γ ω ν  και δ εν δ ρ ιτ ικ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν  

σ χ η μ α τ ίζο ν τα ς  π λ ά κ ε ς  σ ε κ ύ ττα ρ α  R A W 2 6 4 .7 , μια σ υ ν εχ ή  κ υ ττα ρ ικ ή  σ ειρά  με 

μ ο ρ φ ο λ ο γ ία  μ α κ ρ ο φ ά γ ω ν  π ο ν τ ικ ιο ύ  (41 ).

1 .3 .2  Γον ιδ ια κή  ο ρ γ ά ν ω σ η

Η λ ε π το μ ε ρ ή ς  κ α τα ν ό η σ η  τη ς  γ ο ν ιδ ια κ ή ς  ο ρ γ ά ν ω σ η ς  το υ  ιού ά ρ χ ισ ε  να  

δ ιευ κρ ιν ίζετα ι π ερ ίπ ο υ  το  1990 , ό τα ν  οι J ia n g  και E s te s  κ λ ω ν ο π ο ίη σ α ν  (4 2 ) 

και α λ λ η λ ο ύ χ ισ α ν  το  γ έ ν ω μ α  του  ιού. Π ρ ό κε ιτα ι για  ένα  θ ε τ ικ ή ς  π ο λ ικ ό τη τα ς  

μ ο ν ό κ λ ω ν ο  R N A , π ερ ίπ ο υ  7 .7 0 0  β ά σ εω ν  το  ο π ο ίο  π ερ ιλ α μ β ά ν ε ι τρ ία  α νο ικ τά  

π λα ίσ ια  α ν ά γ ν ω σ η ς  (O R F s ), π ο υ  κ ω δ ικ ο π ο ιο ύ ν  για  τα  δ ο μ ικ ά  και τα  μη 

δ ο μ ικ ά  γονίδ ια , (ε ικ .4 ). Τ ο  ιικό R N A , σ υ νδ έετα ι ο μ ο ιο π ο λ ικ ά  μ ε  μια 

π ρ ο ε ρ χ ό μ ε ν η  α π ό  το ν  ιό π ρ ω τε ΐν η  γ ν ω σ τή  ω ς  V P g , η ο π ο ία  π ρ ο σ δ έν ε τα ι σ το  

5 '  ά κ ρ ο  και ε ικά ζετα ι ότι π α ίζει κ ά π ο ιο  ρ ό λο  σ τη ν  μ ε τα φ ο ρ ά  του  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς  

σ τις  π ε ρ ιο χ έ ς  τη ς  α ρ ν η τ ικ ή ς  σ ύ ν θ εσ η ς  τω ν  κ λ ώ ν ω ν , εν ώ  το  3 '  ά κ ρ ο  του  

γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς  φ έρ ε ι μια π ο λ υ Α  ο υ ρ ά  (43 ). Τ ο  O R F1 είναι π ερ ίπ ο υ  5 KB  και 

α π ο τε λ ε ί τα  π ρ ώ τα  δ ύ ο  τρ ίτα  το υ  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς , (εικ. 4). Τ ο  τελ ευ τα ίο  ένα  τρ ίτο  

το υ  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς  α π ο τελ ε ίτα ι α π ό  τις  δ ύ ο  δ ο μ ικ ές  π ρ ω τε ΐν ες , τη ν  O R F 2 , η 

ο π ο ία  είναι π ερ ίπ ο υ  1 ,8  KB  και κ ω δ ικ ο π ο ιε ί τη ν  57  kD a  δ ο μ ικ ή  καψ ιδ ική  

π ρ ω τε ΐν η  VP 1 και τη ν  O R F 3  π ο υ  είναι 0 ,6  K B  και κ ω δ ικ ο π ο ιε ί μια μ ικ ρ ό τερ η  

βα σ ική  π ρ ω τε ΐν η  τω ν  2 2  kD a , σ τη ν  οπ ο ία  α π ο δ ίδ ετα ι η σ υσ κευ α σ ία  του  

γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς  σ ε ιοσ ω μά τια , (εικ. 4).
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Εικ.4. Η γονιδιακή δομή και οι περιοχές του καψιδίου των Νοροϊών.
Το γονιδίωμα των Νοροϊών αποτελείται από τρία ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης τα: ORF1, κωδικοποιεί 
για τις μη δομικές πρωτεΐνες, O RF2 και ORF3 που κωδικοποιούν τις δομικές πρωτεΐνες 
συμπεριλαμβανομένης της V P 1 , η οποία είναι η σημαντικότερη καψιδική πρωτεΐνη και της VP2, που 
είναι η δευτερεύουσα δομική πρωτεΐνη. Το μη δομικό πολυπρωτεϊνικό μέρος υποβάλλεται σε 
επεξεργασία από την ιική πρωτεάση Pro (3C- like protease) σε έξι ώριμες πρωτεΐνες: τη N-terminal 
πρωτεΐνη, τη NTPase, την p20 της οποίας η λειτουργία παραμένει άγνωστη, την VPg, η οποία 
βρίσκεται ομοιοπολικά συνδεδεμένη στο 5'άκρο του γονιδιώματος και την RNA εξαρτώμενη RNA  
πολυμεράση (POL). Η VP1 πρωτεΐνη, διαιρείται περαιτέρω σε δύο κύριες περιοχές, την περιοχή 
κελύφους (S) και την περιοχή του προεξέχοντος βραχίονα (P). Η περιοχή Ρ διαιρείται περαιτέρω σε 
P1 και P2.

1 .3 .3  Δ ο μ ή  ιοσ ω μ α τίο υ

Έ ν α ς  σ η μ α ν τ ικ ό ς  π ερ ιο ρ ισ μ ό ς  για  τη ν  π ερ α ιτέρ ω  έρ ευ ν α  π ά ν ω  σ το υ ς  

N ο ρ ο ϊο ύ ς  α π ο τε λ ε ί η έλ λ ε ιψ η  εν ό ς  λ ε ιτο υ ρ γ ικ ο ύ  σ υ σ τή μ α το ς

κ υ ττα ρ ο κ α λ λ ιέρ γ ε ια ς  ή εν ό ς  μ ικρ ο ύ  ζω ικ ο ύ  π ρ ο τύ π ο υ . Για το ν  λ ό γ ο  αυτό , 

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιο ύ ν τα ι α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν α  σ υ σ τή μ α τα  έκ φ ρ α σ η ς , τα  οπ ο ία  έχ ο υ ν  ω ς  

σ κ ο π ό  τη ν  ά φ θ ο ν η  π α ρ α γ ω γ ή  τη ς  κ α ψ ιδ ική ς  π ρ ω τε ΐν η ς , η οπ ο ία  μ π ο ρ ε ί και 

μ ε τα τρ έπ ετα ι σ ε "ιικά σ ω μ α τίδ ια ” (v iru s - lik e  p a rtic le s , V L P s ). Τ α  μόρ ια  V L P s  

είναι μ ο ρ φ ο λ ο γ ικ ά  και α ν τιγο ν ικά  ό μ ο ια  μ ε  το ν  εγ γ εν ή  ιό (44 , 45 ), π ερ ιέχ ο υ ν  

δ η λ α δ ή  τις  σ η μ α ν τ ικ ό τερ ες  α ν τ ιγ ο ν ικ ές  ιδ ιό τη τες  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  το υ  ιού π ο υ  

α ν τ ιπ ρ ο σ ω π εύ ο υ ν  και ό τα ν  π α ρ ά γο ν τα ι σ ε επ α ρ κ ε ίς  π ο σ ό τη τες ,
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α π ο τελ ο ύ ν σ η μ α ν τ ικ ά  α ντιδ ρ α σ τή ρ ια  για  τη ν  μ ελ έ τη  τω ν  α λ λ η λ επ ιδ ρ ά σ εω ν  

μ ε τα ξύ  το υ  ιού και τω ν  μ ο ρ ίω ν  σ τό χω ν .

Δ ύ ο  σ υ σ τή μ α τα  έκ φ ρ α σ η ς  έχ ο υ ν  ξεχ ω ρ ίσ ε ι μέχρ ι σ τιγμ ή ς , το  B a c u lo v iru s  

re p lic o n  και το  V e n e z u e la n  e q u in e  e n c e p h a lit is  (V E E ) re p lico n , (46 ). Τ ο  

σ ύ σ τη μ α  re p lic o n  B a c u lo v iru s  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  για  τη ν  π α ρ α γ ω γ ή  εν ό ς  V L P  

το υ  ιού το υ  Ν ό ρ γ ο υ ω κ  (N V ) (G I.1 ). Ο  ιός π ο υ  π ρ ο έκ υ ψ ε  χ α ρ α κ τη ρ ίσ τη κ ε  με 

τη ν  β ο ή θ ε ια  τη ς  C ry o -E M  (κ ρ υ ο -η λ ε κ τρ ο ν ικ ή ς  μ ικ ρ ο σ κο π ία ς ), τη ς  

κ ρ υ σ τα λ λ ο γ ρ α φ ία ς  α κ τίν ω ν  X  και τη ς  υ π ο λ ο γ ισ τ ικ ή ς  α π ε ικό ν ισ η ς  και 

α π ο κ ά λ υ ψ ε  τη  δ ο μ ή  του  καψ ιδ ίου  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  (47, 48 ), (εικ  5). Η 

κρ υ σ τα λλ ικ ή  δ ο μ ή  το υ  ιού, έδ ε ιξ ε  ότι το  ιικό κα ψ ίδ ιο  σ υ γκρ ο τε ίτα ι 

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιώ ν τα ς  180  α ντίγρ α φ α  τη ς  κα ψ ιδ ική ς  π ρ ω τε ΐν η ς , τα  οπ ο ία  

ο ρ γ α ν ώ ν ο ν τα ι σ ε 9 0  δ ιμ ερ ή  μ ε  μια ε ικ ο σ α εδ ρ ικ ή  σ υ μ μ ετρ ία  Τ = 3 , (48 ). 

Ε π ιπ λέο ν , ευ δ ιά κρ ιτα  δ ιμ ερ ή  εν ώ ν ο ν τα ι και δ ια μ ο ρ φ ώ ν ο υ ν  μια υ ψ η λ ό τερ η  

δ ο μ ή  π ρ ο σ δ ίδ ο ν τα ς  σ το  μό ρ ιο  το  σ χ ή μ α  κ υ π έλ λ ο υ  (47 ), (εικ .5 ).

Έ τσ ι, τα  C :C  δ ιμ ερ ή  επ ιτελ ο ύ ν  σ η μ α ν τ ικ ό  ρ ό λο  για  τη  δ ια μ ό ρ φ ω σ η  του  

εσ ω τερ ικ ο ύ  κο χυ λ ιο ύ , το υ  κα ψ ιδ ίου  (ε ικ .5 Α ), ε ν ώ  τα  Α :Β  δ ιμ ερ ή  επ εκ τε ίν ο ν τα ι 

π έρ α  α π ό  τη ν  επ ιφ ά νε ια  (ε ικ .5Β , 6 A  και 6 Β ). Τ ο  π λ ή ρ ε ς  καψ ίδ ιο  (εικ. 5 C ) 

εκ μ ε τα λ λ εύ ε τα ι τη ν  σ τρ α τη γ ικ ή  α υ τή  και δ ια μ ο ρ φ ώ ν ε ι ένα  σ φ ιχ τό  ιικό κα ψ ίδ ιο  

μ ε  τις  α π α ρ α ίτη τες  π ρ ο ε ξο χ έ ς  σ τη ν  επ ιφ ά νεια , οι ο π ο ίες  μ π ο ρ ο ύ ν  και 

α λ λ η λ επ ιδ ρ ο ύ ν  μ ε  το ν  κ υ ττα ρ ικ ό  υ π ο δ ο χ έα , κ ά ν ο ν τα ς  έτσ ι εφ ικ τή  τη ν  ιική 

π ρ ό σ δ εσ η  και είσ οδο , (εικ. 5C ).

Τ ο  μ ο ν ο μ ερ ές  δ ια ιρείτα ι π ε ρ α ιτέ ρ ω  σ ε δ ύ ο  π ε ρ ιο χ έ ς  γ ν ω σ τέ ς  ω ς  π ερ ιο χ ή  

κ ο χ υ λ ιώ ν  (S ), η οπ ο ία  δ ια μ ο ρ φ ώ ν ε ι το ν  εσ ω τερ ικ ό  π υ ρ ή ν α  και τη ν  

π ρ ο ε ξέχ ο υ σ α  π ερ ιο χ ή  (P ), π ο υ  σ υ ν δ έετα ι μ ε  μια εύ κ α μ π τη  ά ρ θ ρ ω σ η  (εικ. 4 A  

και Β). Η π ερ ιο χ ή  Ρ, δ ια μ ο ρ φ ώ νε ι τις  χ α ρ α κ τη ρ ισ τ ικ ές  π ρ ο ε ξο χ έ ς  π ο υ  

εκ τε ίν ο ν τα ι μα κρ ιά  α π ό  τη  δ ο μ ή  και δ ια ιρείτα ι μ ε  τη ν  σ ειρά  τη ς  σ ε δ ύ ο  

υ π ο π ερ ιο χ ές , (εικ. 6 A  και 6Β ). Οι υ π ο π ε ρ ιο χ έ ς  α υ τές  π ερ ιλ α μ β ά ν ο υ ν , τη ν  P1 

(α μ ιν ο ξέα  2 2 6 -2 7 8  και 4 0 6 -5 2 0 ), π ο υ  εν ερ γ ε ί ω ς  π ερ ιο ρ ισ τική  π ερ ιο χ ή  μ ε τα ξύ  

το υ  S και τη ς  δ ε ύ τε ρ η ς  Ρ κ α τη γ ο ρ ία ς  και τη ν  P2, η ο π ο ία  είναι η π ε ρ ισ σ ό τερ ο  

εκ τεθ ε ιμ έ ν η  π ερ ιο χ ή  τη ς  κ α ψ ιδ ική ς  π ρ ω τε ΐν η ς  (α μ ιν ο ξέα  2 7 9 -4 0 5 ), (47), 

(ε ικ .6 Α  και 6Β ).

Η α κ ο λο υ θ ία  τη ς  P2 είναι η π ιο  μ ε τα β λ η τή  π ερ ιο χ ή  σ το  γ ο ν ιδ ίω μ α  τω ν  

Ν ο ρο ϊώ ν , π ερ ιέχ ε ι τη ν  π ερ ιο χ ή  δ έσ μ ευ σ η ς  υ δ α τα ν θ ρ ά κ ω ν  ( S ) και ένα  μ ο τίβ ο  

π α ρ ό μ ο ιο  μ ε  μια R N A  -  δ εσ μ εύ ο υ σ α  π ερ ιο χ ή  (47 , 4 9 -5 1 ).
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Εικ. 5. Δομικές υπομονάδες του NV-VLP. Για τον σχηματισμό του VLP απαιτείται η 
αλληλεπίδραση δύο διαφορετικών διμερών. (Α): Η C:C αλληλεπίδραση των διμερών 
διαμορφώνει τον σχηματισμό «σφιχτό κοχύλι», (Β): Α:Β διμερή, (C): Τα Α:Β διμερή 
εισέρχονται στον σχηματισμό C:C σχηματίζοντας ένα σφιχτό καψίδιο με προεξοχές.

Εικ. 6. Οι περιοχές και οι υποπεριοχές του καψιδικού μονομερούς Νον. Το Α:Β διμερές, 
αποτελείται από δύο μονομερή, το ένα από την αλυσίδα Α, παρουσιάζεται στις «ανοιχτές» 
σκιές και η αλυσίδα Β παρουσιάζεται στις σκοτεινότερες σκιές. Το μονομερές διαιρείται σε δύο 
περιοχές, την περιοχή σχηματισμού κοχύλι (πράσινη) και τις προεξέχουσες περιοχές (Ρ). Η 
περιοχή Ρ διαιρείται περαιτέρω σε P1 (μπλε) και P2 (κόκκινο). Η P1 είναι σημαντική για την 
αλληλεπίδραση του διμερούς, ενώ η P2 είναι η περισσότερο εκτεθειμένη υποπεριοχή του ιού. 
Η εύκαμπτη περιοχή (πορτοκαλί) που βρίσκεται μεταξύ της S και της Ρ περιοχής επιτρέπει 
την ευελιξία για τη διαμόρφωση του σχηματισμού του καψιδίου. (Α) απεικόνιση του Α:Β 
διμερούς και (Β) απεικόνιση της επιφάνειας του Α:Β διμερούς.
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1 .3 .4  Μ ετά φ ρ α σ η , επ εξερ γ α σ ία  και λ ε ιτο υ ρ γ ία  τω ν  ιικώ ν π ρ ω τε ϊν ώ ν

Η O R F1 π ρ ω τε ίλ η , μ ε τα φ ρ ά ζε τα ι σ ε μία μ εγ ά λ η  π ο λ υ π ρ ω τε ΐν η , η οπ ο ία  

α υ το δ ια σ π ά τα ι σ ε έξι μη  δ ο μ ικ ές  π ρ ω τε ΐν ε ς  α π ό  τη ν  ιική 3C  -  π ρ ω τεά σ η  

κυ σ τεϊνη ς , (ε ικ .1 ). Τ α  επ ε ξε ρ γ α σ μ έ ν α  π ρ ω τε ϊν ικ ά  π ρ ο ϊό ν τα  α π ό  το  Ν -  ά κρ ο  

π ρ ο ς  C -  ά κ ρ ο  π ε ρ ιλ α μ β ά ν ο υ ν  τα  ε ξή ς : μία Ν -  τελ ική  π ρ ω τε ΐν η  (p 4 8 ) μ ε τα ξύ  

3 7 - 4 8  kD a , μια 2 C  -ν ο υ κ λ ε ο τ ιδ ικ ή  τρ ιφ ω σ φ α τά σ η  (N T P a s e ) π ερ ίπ ο υ  4 0  kD a, 

μια 3 Α  π ρ ω τε ΐν η  π ερ ίπ ο υ  2 0  k D a  (p 2 0 ), τη ν  V P g  π ρ ω τε ΐν η  (1 6  kD a ) η οπ οία  

β ρ ίσ κετα ι σ υ ν δ εδ εμ έν η  σ το  5 'ά κ ρ ο  το υ  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς , τη ν  3C  π ρ ω τεά σ η  ( P ro ) 

19 kD a  και τη ν  3D  -  R N A  ε ξα ρ τώ μ ε ν η  R N A  π ο λ υ μ ερ ά σ η  (P o l) μ εγ έθ ο υ ς  57  

kD a  (52 ).

Η λ ε ιτο υ ρ γ ία  τη ς  Ν -τ ε λ ικ ή ς  π ρ ω τε ΐν η ς  (p 4 8 ) π α ρ α μ έν ε ι α κ ό μ η  ά γνω σ τη , 

ω σ τό σ ο , η έκ φ ρ α σ η  τη ς  p 4 8  in v itro  εν το π ίσ τη κ ε  σ τη ν  σ υ σ κευ ή  G o lg i τω ν  

κ υ ττά ρ ω ν , ο δ η γ ώ ν τα ς  έτσι, σ τη ν  υ π ό θ εσ η  ότι π α ίζει ρ ό λο  σ τη ν  μ εμ β ρ α ν ικ ή  

α ν α δ ιά τα ξη  και σ τη ν  εν δ ο κ υ ττά ρ ια  κ ίνησ η, (5 3 ,5 4 ). Η νο υ κ λ εο τιδ ικ ή  

τρ ιφ ω σ φ α τά σ η  (N T P a s e ) δ εσ μ εύ ε ι και υ δ ρ ο λύ ε ι N T P s, εν ώ  η V P g  π ρ ω τε ΐν η  

είναι υ π εύ θ υ ν η  για  τη ν  μ ε τα γ ρ α φ ή  και είναι π ιθ α ν ό  να  εμ π λ έκ ε τα ι σ τη ν  έν α ρ ξη  

τη ς  μ ε τά φ ρ α σ η ς , ό π ω ς  έδ ε ιξα ν  π ρ ό σ φ α τε ς  μ ε λ έ τ ε ς  (5 5 -5 9 ).

Η π ρ ω τεά σ η  (P ro ), μο ιρ ά ζετα ι ο μ ο ιό τη τε ς  μ ε  τη ν  κ υ ττα ρ ικ ή  χ υ μ ο θ ρ υ ψ ίν η - 

like  π ρ ω τεά σ η  σ ερ ίν η ς  (5 9 ) και π ερ ιέχ ε ι τη ν  ίδια α λ λ η λ ο υ χ ία  α μ ιν ο ξέω ν  π ο υ  

έχει β ρ ε θ ε ί και σ τη ν  3C  π ρ ω τεά σ η  τω ν  p ic o rn a  ιών. Ε π ίσ ης, επ ε ξερ γ ά ζε τα ι 

τη ν  π ο λ υ π ρ ω τε ΐν η  O R F1 τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  σ τις  μ ε μ ο ν ω μ έ ν ε ς  μη  δ ο μ ικ ές  

π ρ ω τε ΐν ες , (6 0 -6 3 ). Η εν ερ γ ή  π λ ευ ρ ά  τη ς  P ro  π ερ ιλα μ β ά ν ε ι τη ν  κα τα λ υ τική  

ο μ ά δ α  τω ν  H is3 0 , G lu 5 4  και C ys 1 3 9 , π ο υ  εν το π ίζο ν τα ι σ το  κ έν τρ ο  μ ίας 

β α θ ιά ς  σ χ ισ μ ή ς  μ ε τα ξύ  του  Ν και το υ  C τελ ικο ύ  ά κ ρ ο υ  ό π ο υ  εν ώ ν ο ν τα ι με 

δ εσ μ ο ύ ς  υ δ ρ ο γ ό ν ο υ  (61 -  63 ). Η H is  157, είναι α π α ρ α ίτη τη  σ το  υ π ό σ τρ ω μ α  

π ρ ό σ δ εσ η ς  (64 ). Η π ρ ω τεά σ η  (P ro ), ε κ τό ς  α π ό  το ν  βα σ ικό  τη ς  ρ ό λο  σ τη ν  

επ εξερ γ α σ ία  τη ς  π ο λ υ π ρ ω τε ΐν η ς , α να σ τέλλε ι επ ίσ η ς  τη ν  κυ ττα ρ ικ ή  μ ε τά φ ρ α σ η  

δ ια σ π ώ ν τα ς  ο ρ ισ μ έν ο υ ς  το μ ε ίς  τω ν  π ο λ υ -Α δ εσ μ ευ τ ικ ώ ν  π ρ ω τε ϊν ώ ν , οι ο π ο ίες  

π ρ ο σ δ έν ο υ ν  το υ ς  π α ρ ά γ ο ν τες  έ ν α ρ ξη ς  τη ς  μ ε τά φ ρ α σ η ς  και το υ  R N A  (64 ).

Η Po l τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , έχει α π ο δ ε ιχ τε ί ότι είναι θ ε μ ε λ ιώ δ η ς  για  τη ν  in v itro  ιική 

α ν τιγρ α φ ή  και εν τά σ σ ετα ι σ αν μ έλ ο ς  τη ς  ο ικ ο γ έν ε ια ς  τω ν  G ly -A s p -A s p  (G D D ) 

π ο λ υ μ ερ α σ ώ ν , ό π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  και π ο λ λ ο ί ά λλο ι θ ε τ ικ ή ς  π ο λ ικ ό τη τα ς  R N A  ιοί 

(65 ). Οι λ ε ιτο υ ρ γ ίες  τη ς  ιικής Po l σ τη ν  α ντιγρ α φ ή  το υ  ιικού γ ε ν ώ μ α το ς , για  τη ν
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σ ύ ν θ εσ η  το υ  R N A , π ρ α γ μ α το π ο ιο ύ ν τα ι μ ε  τη ν  χ ρ η σ ιμ ο π ο ίη σ η  εν ό ς  V P g  -  

εκ κ ινη τικο ύ  μ η χ α ν ισ μ ο ύ  και τη ς  π ο λ υ α δ ε ν υ λ ιω μ έ ν η ς  ο υ ρ ά ς  σ το  3 ’ ά κ ρ ο  ω ς  

εκ μ α γ ε ίο  (65 ).

1 .3 .5  Α ν τιγ ρ α φ ή  το υ  ιικού R N A

Α ν  και οι Ν ο ρ ο ϊο ί π ε ρ ιγ ρ ά φ τη κ α ν  για  π ρ ώ τη  φ ο ρ ά  το  19 72  (66 ), ο 

μ η χ α ν ισ μ ό ς  α ν τ ιγ ρ α φ ή ς  το υ  ιού π α ρ α μ ένε ι, εν  μέρει, ά γ ν ω σ το ς . Π ισ τεύετα ι ότι 

το  γ εν ω μ ικ ό  R N A  λ ε ιτο υ ρ γ ε ί ω ς  εκ μ α γ ε ίο  για  τη ν  σ ύ ν θ εσ η  το υ  α ρ νη τικ ο ύ  

κλώ νο υ , ο ο π ο ίο ς  τελ ικά  χρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι για  τη ν  α ν τιγρ α φ ή  ο λ ό κ λ η ρ ο υ  του  

θ ετ ικο ύ  R N A  γ ε ν ώ μ α το ς , το  ο π ο ίο  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι μ ε  τη ν  σ ειρά  το υ  για  τη ν  

π α ρ α γ ω γ ή  ν έ ω ν  ιικώ ν σ ω μ α τιδ ίω ν  και για  τη ν  π α ρ α γ ω γ ή  υ π ο γ εν ω μ ικ ώ ν  

R N A , κ α τα λ ή γ ο ν τα ς  έτσ ι σ το  σ υ μ π έρ α σ μ α , ότι κα τά  τη  δ ιά ρκεια  τη ς  

α ν τ ιγ ρ α φ ή ς  το υ  γ εν ω μ ικ ο ύ  θ ετ ικο ύ  κ λ ώ ν ο υ  και το υ  υ π ο γ εν ω μ ικ ο ύ  R N A , η 

π ο λ υ μ ερ ά σ η  ο υ ρ ιδ υ λ ιώ νει τη ν  V P g  π ρ ω τε ΐν η , π α ρ ο υ σ ία  του  

π ο λ υ α δ ε ν υ λ ιω μ έν ο υ  γ ε ν ω μ ικ ο ύ  R N A  και έτσ ι η V P g  δ ιεγείρει τη ν  έ ν α ρ ξη  τη ς  

σ ύ ν θ εσ η ς  το υ  α ρ νη τικ ο ύ  κλώ νο υ . Έ τσ ι η π ο λ υ μ ερ ά σ η  δ εν  α π α ιτε ί εκκ ινη τικά  

μόρ ια  για  τη ν  α ν τιγρ α φ ή  το υ  α ρ νη τικ ο ύ  κ λ ώ ν ο υ  R N A . Α κ ο λ ο ύ θ ω ς , η 

α ν τιγρ α φ ή  το υ  γ εν ω μ ικ ο ύ  R N A  εν το π ίζε τα ι σ τη ν  π ερ ιο χ ή  σ υ γ κρ ό τη σ η ς , 

ο δ η γ ο ύ μ ε ν η  π ιθ α ν ό ν  α π ό  το π ικά  σ ή μ α τα  σ τη ν  O R F1 γ εν ω μ ικ ή  π ερ ιο χ ή  (67 ), 

ό π ο υ  και π α κ ετά ρ ετα ι σ ε ιοσ ω μάτια .

Τ α  ε π ό μ ε ν α  σ τά δ ια  τη ς  σ υ ν α ρ μ ο λ ό γ η σ η ς  το υ  ιικού σ ω μ α τιδ ίο υ , τη ς  

ω ρ ίμ α ν σ η ς  και τη ς  π ερ α ιτέρ ω  α π ελ ευ θ έρ ω σ η ς  το υ  α π ό  το  κ ύ ττα ρ ο  ξεν ισ τή  

δ εν  είναι α κ ό μ η  π λ ή ρ ω ς  κα τα ν ο η τά . Έ χει α π ο δ ε ιχ θ ε ί ότι τα  V P g  -  σ υ ν δ εό μ εν α  

γ εν ω μ ικ ά  και υ π ο γ εν ω μ ικ ά  R N A  μόρ ια  δ ε ν  σ υ σ κ ευ ά ζο ν τα ι μα ζί σ το  ίδιο 

ιοσ ω μά τιο , α φ ο ύ  σ ε π ε ιρ α μ α τ ικ ές  π ρ ο σ εγ γ ίσ ε ις  β ρ έθ η κ ε , ότι υ π ά ρχει το  κ ά θ ε  

ε ίδ ο ς  μο ρ ίο υ  σ ε σ ω μ α τίδ ια  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  π υ κ ν ο τή τω ν  (68).
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1 .4  Π Α Θ Ο Γ Ε Ν Ε ΙΑ

1.4.1 Π ρ ό σ δ εσ η  σ το ν  υ π ο δ ο χ έα

Οι α ρ χ ικ ές  α λ λ η λ επ ιδ ρ ά σ ε ις  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  μ ε  τα  κ ύ ττα ρ α  ξεν ισ τές , δ εν  

έχ ο υ ν  α κ ό μ η  α π ο σ α φ η ν ισ τε ί π λ ή ρ ω ς . Ω σ τόσ ο , α π α ρ α ίτη τη  π ρ ο ϋ π ό θ εσ η  για 

τη ν  ε ίσ ο δ ο  το υ  ιού σ τα  κύ ττα ρ α , α π ο τε λ ε ί η α να γνώ ρ ισ η  το υ  υ π ο δ ο χ έα  σ τη ν  

επ ιφ ά νε ια  του ς . Σ υ γκ εκ ρ ιμ ένα , η σ ύ ν δ εσ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  μ ε  τα  κ ύ ττα ρ α  

ξεν ισ τές  π ερ ιλ α μ β ά ν ε ι τη ν  α λλ η λ επ ίδ ρ α σ ή  το υ ς  μ ε  ε ιδ ικ ο ύ ς  υ δ α τα ν θ ρ α κ ικ ο ύ ς  

(H is to b lo o d  G ro u p  A n tig e n s ) υ π ο δ ο χ ε ίς  (69 ). Η ικ α νό τη τα  τω ν  ν ο ρ ο ϊώ ν  να  

π ρ ο σ δ έν ο ν τα ι σ το υ ς  H B G A s  υ π ο δ ο χ είς , π ιθ α νο λο γε ίτα ι ότι κα θ ο ρ ίζετα ι α π ό  

ειδ ικά  α μ ιν ο ξέα , τα  ο π ο ία  εν το π ίζο ν τα ι σ τη ν  Ρ2 υ π ο π ερ ιο χ ή  του  καψ ιδ ίου , 

ό π ω ς  π ερ ιγ ρ ά φ θ η κ ε  και για  τη ν  Ρ δ ο μ ικ ή  π ερ ιο χ ή  το υ  σ τελ έχ ο υ ς  V A 3 8 7  με το  

σ ύ μ π λ ο κ ο  Α  (σ υ ν θ ετικ ό ) και το  Β τρ ισ α κχα ρ ίδ ιο  (51 ), (εικ .7 ).

Εικ.7. Η δομή της Ρ περιοχής ενός καψιδίου G II.4 σε σύνδεση με τον υποδοχέα. Για κάθε Α:Β 
διμερές που αλληλεπιδρά, υπάρχουν δύο πανομοιότυπες περιοχές σύνδεσης που 
διαμορφώνονται από δύο ευδιάκριτες περιοχές στην εκτεθειμένη επιφάνεια. Η περιοχή 1 
(μωβ), αλληλεπιδρά άμεσα με την ομάδα της φουκόζης του Β-τριμερούς, διαμορφώνοντας 
ισχυρούς δεσμούς υδρογόνου. Η περιοχή 2 (ροζ), παρέχει τις απομακρυσμένες 
αλληλεπιδράσεις, που σταθεροποιούν τη δέσμευση.
Β-τριμερές: πράσινο, αλυσίδα Α: μπλε, Αλυσίδα Β: γκρίζο, (51).
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1 .4 .2  Ο π ο λ υ μ ο ρ φ ικ ό ς  υ π ο δ ο χ έα ς  τω ν  Ν ο ρ ο ιώ ν

Εχει π ε ιρ α μ α τικ ά  α π ο δ ε ιχ τε ί ότι τα  ιικά μό ρ ια  V L P s  μ π ο ρ ο ύ ν  και εν ώ ν ο ν τα ι 

μ ε  το υ ς  υ δ α τά ν θ ρ α κ ες  τω ν  ο μ ά δ ω ν  α ίμ α το ς  H B G A s  οι οπ ο ίο ι α π ο τε λ ο ύ ν  

σ η μ α ν τικ ά  μόρ ια  για  τη ν  ιική π ερ ά τω σ η  τη ς  μ ο λ ύ ν σ εω ς  in v iv o  (7 0 -7 6 ). Οι 

υ π ο δ ο χ ε ίς  αυτο ί, α ν ή κ ο υ ν  σ τη ν  ο ικ ο γέν ε ια  εν ό ς  σ υ μ π λ έ γ μ α το ς  

π ο λυ σ α κ χ α ρ ιδ ίω ν , βρ ίσ κο ντα ι σ τη ν  επ ιφ ά νε ια  τω ν  ε ρ υ θ ρ ο κ υ ττά ρ ω ν  και 

εκ φ ρ ά ζο ν τα ι σ το  εν τερ ικ ό  και α ν α π ν ευ σ τικ ό  επ ιθήλ ιο . Ε π ίσ ης, έχ ο υ ν  β ρ εθ ε ί 

και σ ε ά λ λ ες  β ιο λ ο γ ικ ές  εκκρ ίσ εις , ό π ω ς  τη  σ ίελο , (76 ). Η έκ φ ρ α σ η  τω ν  

H B G A s , ρ υ θ μ ίζετα ι α π ό  ένα  μ εγ ά λ ο  α ρ ιθ μ ό  γο ν ιδ ίω ν , τα  ο π ο ία  και κ α θ ο ρ ίζο υ ν  

π ο ιο  α π ό  τα  τρ ία  β ιο χη μ ικά  μ ο ν ο π ά τια  θα  α κο λο υ θ εί. Α υ τή  η π ο ικ ιλ ία  

επ ιλο γ ή ς , ο δ η γ ε ί σ το  π ο λ υ μ ο ρ φ ικ ό  σ ύ σ τη μ α  Α Β Ο , σ το  L e w is  και σ τη ν  π ο ικ ιλ ία  

φ α ινο τύ π ω ν , (εικ. 8). Η σ ύ νθ εσ η  τω ν  H B G A s  ξεκ ινά ε ι μ ε  έν α ν  π ρ ό δ ρ ο μ ο  

δ ισ α κχα ρ ίτη  (G a lb 1 -3 G lc N A c , μ ο νο π ά τι 1) ό π ο υ  σ τη ν  σ υ νέχεια  π ρ ο σ τίθ εν τα ι, 

δ ια δ οχ ικά , μ ο ν ο σ α κ χ α ρ ίτες  α π ό  δ ια φ ο ρ ετ ικ ές  γ λ υ κ ο σ υ λ τρ α ν σ φ ερ ά σ ες  

(g ly c o s y ltra n s fe ra s e s ). Τ ο  π ρ ο ϊό ν  το υ  γο ν ιδ ίο υ  F U T 3 , γ ν ω σ τό  και ω ς  έν ζυ μ ο  

Le w is , κ ω δ ικ ο π ο ιε ί μια fu c o s y ltra n s fe ra s e , η ο π ο ία  π ρ ο σ θ έτε ι κ α τά λ ο ιπ α  

φ ο υ κ ό ζη ς  σ το υ ς  1 ,3  ή 1 ,4  σ υ ν δ έσ μ ο υ ς  το υ  π ρ ό δ ρ ο μ ο υ  μορ ίου  ο δ η γ ώ ν τα ς  

έτσι, σ τη ν  σ ύ ν θ εσ η  το υ  τρ ισ α κχα ρ ιδ ίο υ  (L e a ) το υ  L e w is  Α  φ α ινο τύ π ο υ . Για να  

π ρ α γ μ α το π ο ιη θ ε ί το  μ ο νο π ά τι και να  ο λ ο κ λ η ρ ω θ ε ί ο φ α ινό τυ π ο ς , α π α ρ α ίτη τη  

είναι η σ υ μ μ ε το χ ή  του  F U T 2  γον ιδ ίου , π ο υ  κ ω δ ικ ο π ο ιε ί μ ε  τη ν  σ ειρά  το υ  μια 

fu c o s y ltra n s fe ra s e , η οπ ο ία  π ρ ο σ θ έτε ι μ ο ν ο σ α κ χ α ρ ίτες  σ τη  σ ύ ν δ εσ η  1,2, 

δ η μ ιο υ ρ γ ώ ν τα ς  τελ ικά  το  α ν τιγό νο  Η τύ π ο υ  1. Η π α ρ ο υ σ ία  ή α π ουσ ία  τω ν  

F U T 2  ή F U T 3  α λ λ η λ ό μ ο ρ φ ω ν  γο ν ιδ ίω ν  σ ε έν α ν  ο ρ γα ν ισ μ ό , μ π ο ρ ε ί να  

κα θορ ίσ ει το  εά ν  θα  είναι ε π ιρ ρ επ ή ς  σ τη ν  π ρ ο σ β ο λ ή  α π ό  Ν ο ρο ϊό  (77 ), 

(π ίνα κα ς  2).
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Πίνακας 2. Ενδεικτική λίστα από VLPs ιικά μόρια και συνθετικά HBGAs.

VLP GG Vear LeA Η 1 LeB A B H3 Lex Lev

NJorwalk 1. 1 1968 X X X X
West Chester 1. 1 2001 X
SoV 1.2 1999 X X
DSV 1.3 1999 X X
Chiba 1.4 2000 X
HV II. 1 197 1 X
W e isbaden II. 1 2001
SMV 11.2 1976 X
Buds 11.2 2002
Ina 11.2 2002
TV 11.3 1999 X X
GII.4.1987 11.4 1987 X X
GII.4.1987.D393G 11.4 2007* X X X
GII.4.1997 11.4 1997 X X X X
GII4.2002a 11.4 2002 X X X
GII 4.2002 11.4 2004 X X
Cll.4.2004 11.4 2004
GII 4.2005 11.4 2005
GII 4.2006 11.4 2006 X X X
M 7 11.4 1999
MIN1V V 2004

VLP. virus-like particle: GG, genogroup and genocluster 
* A mutant generated in 2007.

Α π ό  μ ε λ έ τε ς  π ρ ο σ β ο λ ή ς  το υ  ιού σ ε π λ η θ υ σ μ ο ύ ς , κ α θ ώ ς  και α π ό  π ε ιρ ά μ α τα  

π ρ ό κ λ η σ η ς  π ρ ο σ β ο λ ή ς  το υ  ιού σ ε εθ ελ ο ν τές , π ρ ο έκ υ ψ α ν  σ η μ α ν τ ικ ές  εν δ ε ίξε ις  

ότι η έκ φ ρ α σ η  τω ν  υ δ α τά ν θ ρ α κ ικ ώ ν  H B G A s  υ π ο δ ο χ έω ν  α π ο τε λ ε ί ένα ν  

φ υσ ικό  δ έκ τη  ή το υ λ ά χ ισ το ν  έν α ν  α π α ρ α ίτη το  σ υ ν π α ρ ά γ ο ν τα  για  τη ν  

δ έσ μ ευ σ η  το υ  ιού (75 , 7 8 -8 0 ). Μ ε λ έ τε ς  σ το υ ς  Ν ο ρο ϊο ύ ς , έδ ε ιξα ν  ότι κά π οιο ι 

α νθ ρ ώ π ινο ι ο ρ γ α ν ισ μ ο ί δ ε ν  μ π ο ρ ο ύ ν  να  π ρ ο σ β λ η θ ο ύ ν  α π ό  το ν  ιό και 

εν ισ χ ύ θ η κ ε  η υ π ό θ εσ η  ότι, η «α νο σ ία »  ω ς  π ρ ο ς  τη  μ ό λυ νσ η  δ εν  ο φ ε ιλ ό τα ν  σε 

π ιθ α νά  α ν τ ισ ώ μ α τα  τα  οπ ο ία  π ρ ο ϋ π ή ρ χ α ν  σ το ν  ο ρ γα ν ισ μ ό  το υ ς  α λλά  σε 

σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ες  ο μ ά δ ες  α ίμ α το ς  (8 1 -8 3 ). Σ υ γκ εκ ρ ιμ ένα , σ ε μία α π ό  α υ τές  τις 

μ ε λ έ τ ε ς  π α ρ α τη ρ ή θ η κ ε  ότι ό τα ν  α π ό  κά π ο ιο  ο ρ γ α ν ισ μ ό  λε ίπ ει ο  ε ιδ ικό ς  

φ α ιν ό τυ π ο ς  για  τη ν  έκκρ ισ η  τω ν  H B G A s  υ π ο δ ο χ έω ν , εμ φ α ν ίζετα ι 

α ν θ εκ τ ικ ό τη τα  σ τη  μ ό λυ νσ η  α π ό  Ν ο ρο ϊό  (75 ). Π ιο π ρ ό σ φ α τε ς  μ ελ έ τες , έδ ε ιξα ν  

ότι ο ρ γ α ν ισ μ ο ί μ ε  ο μ ά δ α  α ίμ α το ς  0 είναι π ιο  επ ιρ ρ επ ε ίς  σ τη  μό λυ νσ η , σε 

σ χέσ η  μ ε  ό λ ες  τις  ά λ λ ε ς  ο μ ά δ ες  (79 ). Σ ε α ν τίθ εσ η  τω ν  π α ρ α π ά ν ω , σ ε ά λ λ ες  

μ ε λ έ τ ε ς  π α ρ α τη ρ ή θ η κ ε  ότι τα  ά το μ α  π ο υ  δ εν  ε ίχα ν  το ν  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο  

φ α ιν ό τυ π ο  έκκρ ισ η ς , εμ φ ά ν ιζα ν  σ η μ α ν τικ ά  χ α μ η λ ό τε ρ ο  τ ίτλο  α ν τ ισ ω μ ά τω ν  

σ τα  σ τελ έχ η  το υ  ιού (G II.4 ), σ ε σ χέσ η  μ ε  τα  ά το μ α  π ο υ  είχα ν  το ν  φ α ιν ό τυ π ο  

έκ κ ρ ισ η ς  (8 4 ) και ότι τα  ά το μ α  τα  ο π ο ία  είχα ν  ο μ ά δ α  α ίμ α το ς  Β, εμ φ ά ν ιζα ν  τις  

λ ιγ ό τερ ες  επ ιπ τώ σ ε ις  α π ό  τη ν  μ ό λυ νσ η  το υ  ιού (G I)  (80).
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Εικ.8. Τα βιοσυνθετικά μονοπάτια των HBGAs, με ενζυμικές διαφοροποιήσεις από τα FUT1, 
FUT2 και FUT3 γονίδια. (Α) Ο τύπος 1, 2 ή 3 μπορεί να τροποποιηθεί για να παράγει μια 
ποικιλία διαφορετικών αντιγόνων από διαφορετικά ένζυμα, συμπεριλαμβανομένων των FUT1, 
FUT2 ή FUT3 και τα Α και Β ένζυμα. Οι τύποι 1 και 3 έχουν τροποποιηθεί από το FUT2, το 
οποίο προσθέτει φουκόζη από έναν 1,2 σύνδεσμο στο πρόδρομο μόριο για να παραχθεί το Η 
αντιγόνο, τύπου 1. Το Η αντιγόνο μπορεί στην συνέχεια να τροποποιηθεί από το Α ή το Β 
ένζυμο για να παράξει τα Α ή Β αντιγόνα. Στον τύπο 2, το πρόδρομο μόριο τροποποιείται από 
FUT1 στα ερυθροκύτταρα, ενώ από το FUT2 στο βλεννογόνο. GAL: γαλακτόζη, GIcNAc: Ν- 
ακετυλογλυκοζαμίνη, Fuc: φουκόζη, GalNAc: Ν-ακετυλογαλακτοζαμίνη.

1 .5  Ε Τ Ε Ρ Ο Γ Ε Ν Ε ΙΑ  Κ Α Ι Ε Ξ Ε Λ ΙΞ Η

1.5.1 Η ε ξ έ λ ιξη  το υ  καψ ιδ ίου

Μ έχρ ι σ ή μ ερ α , έχ ο υ ν  π ρ α γ μ α το π ο ιη θ ε ί π ο λ λ έ ς  μ ε λ έ τ ε ς  για  να  κ α θ ο ρ ισ τε ί η 

ευ α ισ θησ ία  το υ  α ν θ ρ ώ π ιν ο υ  π λ η θ υ σ μ ο ύ  σ το υ ς  Ν ο ρο ϊο ύ ς , σ υ γ κ ρ ίν ο ν τα ς  

σ τελ έχ η  α π ό  δ ια φ ο ρ ετ ικ ές  γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες  ή /κα ι δ ια φ ο ρ ετ ικ ές  υ π ο ο μ ά δ ες . 

Έ χει π ρ ο τα θ ε ί, ότι τα  σ τελ έχ η  τα  ο π ο ία  υ π ά γο ν τα ι σ ε έν α ν  γ ε ν ό τυ π ο  είναι 

π α ρ ό μ ο ια  και ότι οι δ ια φ ο ρ ές  π ο υ  τυ χ ό ν  υ π ά ρ χ ο υ ν  μ ε τα ξύ  το υ ς , δ εν  

επ α ρ κ ο ύ ν  ώ σ τε  να  π ρ ο κ α λ έ σ ο υ ν  μια μ ο να δ ικ ή  ά νο σ η  α π ά ντη σ η . Ε ν το ύ το ις , η 

επ ικ ρ ά τη σ η  τη ς  G II.4  ο μ ά δ α ς  ω ς  κύρ ια  α ιτία  τη ς  μ ό λυ νσ η ς , κα τά  τη  δ ιά ρκεια  

τω ν  π ρ ο η γ ο ύ μ ε ν ω ν  2 5  ετώ ν , κ α θ ώ ς  και η δ υ ν α τό τη τα  α υ τή ς  να  π ρ ο κα λέσ ει
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π α ν δ η μ ικ ά  κ ρ ο ύ σ μ α τα  σ ε π λ η θ υ σ μ ο ύ ς , έχει σ υ γ κ εν τρ ώ σ ε ι το  μ εγ α λ ύ τερ ο  

εν δ ια φ έρ ο ν  για  το ν  κ α θ ο ρ ισ μ ό  τω ν  χ α ρ α κ τη ρ ισ τ ικ ώ ν  γ ν ω ρ ισ μ ά τω ν  της . Η 

α νά λυ σ η  τη ς  α κ ο λ ο υ θ ία ς  και η μ ο ρ ια κή  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  

τη ς  G II.4  ο μ ά δ α ς , έ χ ο υ ν  δ ε ίξε ι ότι μ π ο ρ ε ί να  δ ια ιρ εθ ε ί π ερ α ιτέρ ω  σε 

υ π ο ο μ ά δ ες , ό π ο υ  η κ ά θ ε μία σ χετίζετα ι μ ε  ένα  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο  π α ν δ η μ ικ ό  

κ ρ ο ύ σ μ α  (85 ), (εικ. 9  και 10).

Εικ. 9. Κάθε χρώμα αντιπροσωπεύει τις αλλαγές του αμινοξέος που προέκυψαν μέσα στις 
G II.4 υποομάδες.
Η ακολουθία του VA387 λήφθηκε ως αναφορά. GN.4.1987. Camberwell κίτρινο G II.4 .1997, 
Grimsby κόκκινο, GN.2002 και GN.2002a Farmington Hills μπλε, GN.2004 Hunter πράσινο, 
GN.2005 Sakai πορτοκάλι και G II.2006 Minerva μωβ. Τα G II.2002 και G II.2002a είναι 
αντιπροσωπευτικές ακολουθίες από την υποομάδα Farmington Hills και διαφέρουν μόνο κατά 
δύο αμινοξέα, ένα από τα οποία εμπίπτει στη P2 περιοχή.

Α υ τέ ς  οι υ π ο ο μ ά δ ες , π ε ρ ιλ α μ β ά ν ο υ ν  τη ν  υ π ο ο μ ά δ α  C a m b e rw e ll, σ τη ν  

ο π ο ία  υ π ά γο ν τα ι οι ιοί π ο υ  α π ο μ ο ν ώ θ η κ α ν  α π ό  το  19 87  ω ς  το  1995, τη ν  

G r im s b y  1 9 9 5  - 2 0 0 2 , τη ν  F a rm in g to n  H ills  2 0 0 2  - 2 0 04 , τη ν  H u n te r 2 0 0 4  -  

2 0 0 6 , τη ν  S a ka i 2 0 0 4  - 2 0 0 6  (8 5 ) και τη ν  υ π ο ο μ ά δ α  M in e rv a  η ο π ο ία  έχει 

π ρ ό σ φ α τα  ο ρ ισ τε ί π ε ρ ιλ α μ β ά ν ο ν τα ς  ιούς π ο υ  α ν ιχ ν εύ τη κ α ν  α π ό  το  2 0 0 6  και 

μετά . Ε π ειδ ή  η υ π ο ο μ ά δ α  C a m b e rw e ll θ εω ρ είτα ι ω ς  η αρχ ική , δ εν  έχει α κ ό μ η
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α π ο σ α φ η ν ισ τε ί εά ν  οι ιοί τη ς  G II.4  π ρ ο έκ υ ψ α ν  κα τά  τη ν  δ εκα ετία  το υ  '8 0  ή 

ή τα ν  εν δ η μ ικ ο ί σ το υ ς  α ν θ ρ ώ π ιν ο υ ς  π λ η θ υ σ μ ο ύ ς  και π ρ ο γ εν έσ τερ α .

Α ν α λ ύ σ ε ις  τω ν  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν τρ ω ν  τη ς  G II.4  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  έδ ε ιξα ν  ότι 

οι ιοί α υ το ί ε ξε λ ίχ θ η κ α ν  ό ν τω ς  μ έσ ω  τη ς  ε ξ έ λ ιξη ς  και π ω ς  μ ερ ικ ές  υ π ο ο μ ά δ ες  

το υ ς  δ ια τη ρ ή θ η κ α ν  για  α ρ κ ετά  έ τη  (C a m b e rw e ll και G r im s b y ) (85 , 8 6 -8 8 ), 

(ε ικ .1 0 ).

Εικ.10. Φυλογενετικό δέντρο της P2 υποπεριοχής που προέκυψε από πολλαπλή 
ευθυγράμμιση χρησιμοποιώντας το Μπεϋζιανό (Bayesian) πειραματικό συμπέρασμα. Το 
δέντρο δείχνει ότι και οι έξι υποομάδες είναι ευδιάκριτες και προέκυψαν από την υποομάδα 
Camberwell. Camberwell κίτρινο, Grimsby κόκκινο, Farmington Hills μπλε, Hunter πράσινο, 
Sakai πορτοκαλί και Minerva μωβ.

Σ ε χ α ρ το γ ρ ά φ η σ η  π ο υ  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  σ τη  δ ο μ ή  το υ  σ τελ έ χ ο υ ς  V A 3 8 7  

τη ς  G II.4  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν , για  τη ν  μ ελ έ τη  τη ς  π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ία ς  μ ε τα ξύ  τω ν  

υ π ο ο μ ά δ ω ν  α π ο δ ε ίχ τη κ ε , ότι ένα  μ εγ ά λ ο  μ έ ρ ο ς  τη ς  π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ία ς  μ ε τα ξύ  

α υ τώ ν  βρ ίσ κετα ι μέσ α  ή κ ο ν τά  σ τις  π ε ρ ιο χ έ ς  δ έσ μ ευ σ η ς , (ε ικ .1 1 ). Α π ό  τις  

π α ρ α τη ρ ή σ ε ις  α υ τές , π ρ ο έ κ υ ψ ε  η υ π ό θ εσ η  ότι, οι μ ε τα β λ η τέ ς  π ερ ιο χ ές
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επ ιτρ έπ ο υ ν  σ ε δ ια φ ο ρ ετ ικ ο ύ ς  ιούς τη ς  G II.4  υ π ο ο μ ά δ α ς  να  π α ρ α κ ά μ ψ ο υ ν  τη ν  

α ν θ ρ ώ π ιν η  ά νο σ η  α π ά ν τη σ η  α λ λ ά ζο ν τα ς  τις π ε ρ ιο χ έ ς  α ν α γ ν ώ ρ ισ η ς  τω ν  

α ν τ ισ ω μ ά τω ν , (π ίνα κα ς  3). Τ έλ ο ς , σ ε π ιο  π ρ ό σ φ α τη  μ ελ έ τη  (85 ), 

π α ρ α τη ρ ή θ η κ ε  ότι η G II.4  ο μ ά δ α  μ π ο ρ ε ί και ε ξελ ίσ σ ετα ι κα τά  τη ν  δ ιά ρκεια  τη ς  

α ν ο σ ο λ ο γ ικ ή ς  α π ά ντη σ η ς .

Εικ.11. Ποικιλομορφία των ιών G II.4 που χαρτογραφούνται επάνω σε διμερή. Οι δομές 
τοποθετούνται από αριστερά προς δεξιά, από την κορυφή προς το κατώτατο σημείο: (A) 
διμερές με δύο πανομοιότυπες κοιλότητες καφέ και εκρού, (B) Camberwell (G II.4.1987) 
κίτρινο, (C) Grimsby (G II.4.1997) κόκκινο, (D) Farmington Hills (G II.4 .2002) μπλε, (E) Hunter 
(G II.4 .2004) πράσινο, (F) Sakai (GN.4.2005) πορτοκάλι, (G) αλλαγές που εμφανίστηκαν στην 
υποομάδα Minerva (G II.4.2006) μωβ.

31

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 11:50:19 EEST - 3.145.54.83



Πίνακας 3. Οι ομάδες Camberwell και Grimsby εμφανίζουν παρόμοια αντιγονικότητα, κίτρινο. 
Farmington Hills μπλε, Hunter πράσινο, Sakai πορτοκάλι. Οι δύο διαφορετικές αποχρώσεις του 
μπλε δείχνουν δύο διαφορετικούς αντιγονικούς τύπους στη υποομάδα Farmington Hills.

GIL4 antisera
VLP C M 1987 C M 1997 G M M li G 114.2002 Gi 14.2004 G 11.4.2005

CM10S7 100 60 10 16 12 VLid

GIL4J997 100 100 17 46 25 19
GM2002a 7L· 1 4 3 4
GII.4.2002 21 7 19 100 21 28
G 11.4.2004 17 8 10 18 27
C l 14.2(H)? 24 9 6 17 32

1 .5 .2  Α ν τ ιγ ο ν ικ έ ς  π α ρ α λ λ α γ έ ς  και α νο σ ο π ο ίη σ η

Η κ α τα ν ό η σ η  τη ς  ε ξ έ λ ιξη ς  τη ς  G II.4  γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  είναι 

κ α θ ο ρ ισ τικ ή ς  σ ημασ ίας , π ρ ο κ ε ιμ έν ο υ  να  δ ιευ κρ ιν ισ τε ί ο  τρ ό π ο ς  με τ ο ν  οπ ο ίο  

οι ιοί α υ το ί μ π ο ρ ο ύ ν  και α π ο φ εύ γ ο υ ν  τη ν  α νο σ ο λο γ ική  α π ά ν τη σ η  του  ξεν ισ τή . 

Τ ο  π ρ ό τυ π ο  τη ς  ε ξ έ λ ιξη ς  π ρ ο τε ίν ε ι, ότι έ ν α ς  π λ η θ υ σ μ ό ς  π ρ ο ε ρ χ ό μ ε ν ο ς  α π ό  

το ν  ιό φ θ ά νε ι σ ε μια π ερ ίο δ ο  φ α ιν ο τυ π ικ ή ς  σ τα σ ιμ ό τη τα ς , κα τά  τη ν  δ ιά ρκεια  

τη ς  οπ ο ία ς , μ π ο ρ ο ύ ν  να  σ υ σ σ ω ρ ευ το ύ ν  ο υ δ έ τερ ε ς  μ ε τα λ λ ά ξε ις , οι ο π ο ίες  δ εν  

α σ κ ο ύ ν  κα μ ία  επ ιρ ρ ο ή  σ τη ν  λ ε ιτο υ ρ γ ία  το υ  ιού (85 , 86-88). Ο  π ρ ο ε ρ χ ό μ ε ν ο ς  

ιικός π λ η θ υ σ μ ό ς  π ερ ν ά  ένα  δ ιά σ τη μ α  κ α τέ χ ο ν τα ς  ο υ δ έ τερ ε ς  μ ε τα λ λ ά ξε ις , 

ώ σ π ο υ  τελ ικά  να  εμ φ α ν ισ τε ί μια σ π ά νια  μ ε τά λ λ α ξη  και να  επ ιτρ έψ ε ι σ το ν  ιό να  

αρχίσ ει και π ά λι να  π ο λλα π λ α σ ιά ζετα ι. Τ ο  σ ύ ν ο λ ο  τη ς  δ ια δ ικασ ίας α υ τή ς  

π ρ ο κ α λ ε ί ένα  τελ ικ ό  εκ λ εκ τ ικ ό  « ξεκ α θ ά ρ ισ μ α »  τω ν  ο υ δ έ τερ ω ν  μ ε τα λ λ ά ξεω ν  

π ο υ  είχα ν  σ υ σ σ ω ρ ευ τε ί π ρ ιν  α π ό  τη ν  κα θ ο ρ ισ τική  μ ε τά λ λ α ξη  και σ τη ν  

π λ ε ιο ψ η φ ία  τω ν  π ερ ιπ τώ σ εω ν , χ ω ρ ίς  να  α σ κ η θ ε ί κά π ο ια  επ ίδ ρ α σ η  σ τη ν  

λ ε ιτο υ ρ γ ικ ή  ικ α νό τη τα  του  ιού (85 , 86-88) ή σ τη ν  α λλα γή  το υ  φ α ιν ο τύ π ο υ  του .

Σ ή μ ερ α , ο σ υ σ χ ετισ μ ό ς  μ ε τα ξύ  τη ς  γ ε ν ε τ ικ ή ς  και φ α ιν ο τυ π ικ ή ς  

δ ια φ ο ρ ο π ο ίη σ η ς  π α ρ α μ έν ε ι μια σ η μ α ν τικ ή  ε κ κ ρ ε μ ή ς  ερ ώ τη σ η , ό σ ο ν  α φ ο ρ ά  

το υ ς  ιούς τη ς  Γρ ίπ η ς , τη ς  Η π α τίτ ιδ α ς  C, τη ς  α ν θ ρ ώ π ιν η ς  α ν ο σ ο α ν επ ά ρ κ ε ια ς  

και το υ ς  Ν ο ρο ϊο ύ ς . Η ερ μ η ν ε ία  τω ν  θ ε μ ελ ιω δ ώ ν  ν ό μ ω ν  π ο υ  δ ιέπ ο υ ν  τη ν  

α ν τιγο ν ική  δ ια φ ο ρ ο π ο ίη σ η  είναι σ η μ α ν τική , για  τη ν  κ α τα ν ό η σ η  το υ  τρ ό π ο υ  με 

το ν  ο π ο ίο ν  οι ιοί κ α τα φ έρ ν ο υ ν  να  π α ρ α κ ά μ π το υ ν  τη ν  α ν θ ρ ώ π ιν η  ά νοσ η  

α π ά ντη σ η . Η επ ίτευ ξη  το υ  π α ρ α π ά ν ω  σ τό χο υ  θα  δ η μ ιο υ ρ γή σ ε ι τη ν  βά σ η  για
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τη ν  π ιθ α νή  π ρ ό β λ ε ψ η  τω ν  μ ελ λ ο ν τ ικ ώ ν  σ τελ εχ ώ ν , μ ε  α π ώ τερ ο  σ κ ο π ό  τη  

σ χεδ ία σ η  α π ο τε λ εσ μ α τ ικ ώ ν  εμ β ο λ ίω ν .

Κ α τά  τη  δ ιά ρκεια  τη ς  εμ φ ά ν ισ η ς  τω ν  ο μ ά δ ω ν  C a m b e rw e ll και G rim sb y , 

εμ φ α ν ίσ τη κ α ν  δ ύ ο  ευ δ ιά κ ρ ιτες  π ερ ίο δ ο ι φ α ιν ο τυ π ικ ή ς  σ τα σ ιμ ό τη τα ς . Η ο μ ά δ α  

C a m b e rw e ll επ ικ ρ ά τη σ ε  α π ό  το  19 87  ω ς  το  1995 , εμ φ α ν ίζο ν τα ς  ελά χ ισ τη  

μ ε τα β λ η τό τη τα . Ε ν το ύ το ις  σ ή μ ερ α , π ο λ ύ  λ ίγ ες  α κ ο λ ο υ θ ίε ς  είναι δ ια θ έσ ιμ ες  

α π ό  α υ τή ν  τη ν  υ π ο ο μ ά δ α , μ ε  α π ο τέλ εσ μ α , η ε ξελ ικ τ ικ ή  τη ς  ε ικό να  να  είνα ι 

ελλ ιπ ή ς . Θ α  π ρ έπ ε ι να  α ν α φ ερ θ ε ί ότι η C a m b e rw e ll α π ο τελ ε ί τη ν  π ρ ώ τη  

ο μ ά δ α  τω ν  ιώ ν G II.4 . Η μ ε τά λ λ α ξη  π ο υ  εμ φ α ν ίσ τη κ ε  σ τη ν  ο μ ά δ α  G rim sb y  

ο δ ή γ η σ ε  σ ε α λ λ α γ ές  σ το  καψ ίδ ιο , ε π ιτρ έπ ο ν τά ς  τη ς  τη ν  π ρ ό κ λ η σ η  

π ρ ο σ β ο λ ή ς  σ ε μια α υ ξα ν ό μ εν η  σ ειρά  ξεν ισ τώ ν . Κ α τά  π α ρ ά δ ο ξο  τρ ό π ο , οι 

ο μ ά δ ες  C a m b e rw e ll και G r im s b y  σ υ ν δ υ ά ζο ν τα ι μ ε τα ξύ  του ς ,

α ν τ ιπ ρ ο σ ω π εύ ο ν τα ς  έτσ ι μια εν ια ία  επ ο χ ή  α ν τ ιγ ο ν ικ ή ς  σ τα σ ιμ ό τη τα ς , κ υ ρ ίω ς 

λ ό γ ω  τη ς  α π ο υ σ ία ς  εμ φ ά ν ισ η ς  α ν ιχ ν εύ σ ιμ η ς  α λ λ α γ ή ς  σ ε επ ίπ εδ ο  

α ν ο σ ο λ ο γ ικ ή ς  α π ά ν τη σ η ς  ένα ντι τω ν  ιώ ν  G II.4  α π ό  το  1 9 8 7  ω ς  το  2 0 0 0 , π α ρ ά  

το υ  ότι 19 σ χ ετικ ές  α λ λ α γ ές  α μ ιν ο ξέ ω ν  εμ φ α ν ίσ τη κ α ν  σ το  καψ ίδ ιο  κα τά  τη  

δ ιά ρ κεια  α υ τή ς  τη ς  π ερ ιό δ ο υ . Η ο μ ά δ α  G rim sb y , π ιθ α νώ ς , ε ξελ ίχ θ η κ ε , με 

α π ο τέ λ εσ μ α  τη ν  μ ό λυ νσ η  μ ιας π ρ ό σ θ ε τη ς  ο μ ά δ α ς  το υ  π λ η θ υ σ μ ο ύ , 

π α ρ α τε ίν ο ν τα ς  έτσ ι και τη ν  π ερ ίο δ ο  τη ς  α ν τ ιγ ο ν ικ ή ς  σ τα σ ιμ ό τη τα ς  και μη 

επ ιτρ έπ ο ν τα ς  το υ ς  ιούς G II.4  να  δ ια τη ρ ή σ ο υ ν  τις  α ν τ ιγ ο ν ικ ές  το υ ς  ιδ ιό τη τες . Οι 

ιοί α π ό  τη ν  G r im s b y  ο μ ά δ α  π ρ ο κ ά λ εσ α ν  μια σ η μ α ν τικ ή  π α νδ η μ ία , γ ε γ ο ν ό ς  

π ο υ  έ δ ε ιξ ε  ότι ένα  μ εγ ά λ ο  π ο σ ο σ τό  το υ  ευ π α θ ή  π λ η θ υ σ μ ο ύ  π ιθ α ν ό ν  

μ ο λ ύ ν θ η κ ε  και σ υ ν επ ώ ς  α ν έ π τυ ξ ε  ανοσ ία . Δ ε δ ο μ έ ν ο υ  ότι η α νοσ ία  α υ ξή θ η κ ε , 

η φ ύσ η  το υ  ιού επ έ β α λ λ ε  και τη ν  α ύ ξη σ η  α λ λ α γ ώ ν  του , ο δ η γ ώ ν τα ς  έτσ ι σ ε ένα  

ν έο  φ α ινό τυ π ο , ο ο π ο ίο ς  εν το π ίσ τη κ ε  σ τη ν  υ π ο ο μ ά δ α  F a rm in g to n  H ills .

Μ ια χ α ρ α κ τη ρ ισ τ ικ ή  δ ια φ ο ρ ά  π ο υ  σ η μ ε ιώ θ η κ ε  κα τά  τη  δ ιά ρ κεια  τη ς  

εμ φ ά ν ισ η ς  τη ς  ο μ ά δ α ς  F a rm in g to n  H ills , ή τα ν  ένα  μ ο ν ό  έ ν θ ε το  α μ ιν ο ξέω ν  

α μ έσ ω ς  μ ετά  α π ό  τη  θ έσ η  3 9 3  σ τη  P2 π ερ ιο χ ή . Η α λλα γή  α υ τή  δ ια τη ρ ή θ η κ ε  

σ ε ό λ ες  τις  π ρ ό σ φ α τε ς  ο μ ά δ ες , εν ώ  σ η μ ε ιώ θ η κ α ν  και δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ο π ο ιή σ ε ις  

σ τις  κα ψ ιδ ικές  α κ ο λο υ θ ίες , π α ρ ά γ ο ν τα ς  V L P s  μ ε  μ εγ ά λ ες  δ ια φ ο ρ ές  σ τις  

ικ α ν ό τη τες  δ έσ μ ευ σ η ς  H B G A s  κ α θ ώ ς  επ ίσ η ς  και σ το ν  α ν τιγο ν ικ ό  φ α ινό τυ π ο . 

Οι δ ια φ ο ρ ές  μ ε τα ξύ  α υ τώ ν  τω ν  α κ ο λ ο υ θ ιώ ν  τω ν  G II.4 -2 0 0 2  και G II.4 -2 0 0 2 a , 

κα θ ο ρ ίζο ν τα ι α π ό  τις  α ν τικ α τα σ τά σ εις  τη ς  P1 υ π ο π ερ ιο χ ή ς  ό π ο υ  μια  π ρ ο λ ίν η  

α ντικα θ ίσ τα τα ι α π ό  μια σ ερ ίνη  σ τη  θ έσ η  2 2 6  και τη ς  P2 υ π ο π ερ ιο χ ή ς  ό π ο υ
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μια α λα ν ίνη  α ντικα θ ίσ τα τα ι α π ό  μια θ ρ εο ν ίν η  σ τη  θ έσ η  395 . Α ν  και η α λλα γή  

σ τη ν  π ερ ιο χ ή  P2 είναι π ερ ισ σ ό τερ ο  εκ τεθ ε ιμ έ ν η  σ τη ν  επ ιφ ά νεια , είναι α π ίθ α νο  

να  δ ιευ κ ο λ υ ν θ ε ί α υ τή  η α λλα γή  σ ε G II.4 -2 0 0 2 a  (π ίνα κα ς  3), γ ια τί η 

α ν τικ α τά σ τα σ η  α υ τή  βρ ίσ κετα ι και σ ε ά λ λ ες  υ π ο ο μ ά δ ες  τη ς  G II.4 , (εικ. 9). 

Κ α τά  σ υνέπ εια , η α λλα γή  τη ς  P1 π ερ ιο χ ή ς  (P 2 2 6 S ) κα θορ ίζει έν α ν  σ η μ α ν τικ ό  

α ντιγο ν ικ ό  κυ ρ ία ρ χ ο  επ ίτο π ο  (85 ), ο  ο π ο ίο ς  είναι η α ρ χ ική  υ π ο μ ο ν ά δ α  εν ό ς  

ά λλο υ  α ντιγο ν ικο ύ  επ ιτό π ο υ . Ο α ρ χ ικ ό ς  α υ τό ς  α ν τ ιγ ο ν ικ ό ς  επ ίτο π ο ς , 

α να γνω ρ ίζετα ι ευ κ ο λ ό τε ρ α  α π ό  το  α νο σ ο π ο ιη τικ ό  σ ύ σ τη μ α  τω ν  ξεν ισ τώ ν  και 

ε π ο μ έ ν ω ς  έχει μ έγ ισ τη  επ ιρ ρ ο ή  σ τη ν  ε ξε ιδ ίκ ευ σ η  τω ν  α ν τισ ω μ ά τω ν .

Α υ τή  η μ ο ρ φ ή  ά ν ο σ η ς  δ ια φ υ γή ς  είναι δ ια φ ο ρ ετ ικ ή  α π ό  τη ν  π ρ ο η γ ο ύ μ εν η , 

λ ό γ ω  το υ  ότι μ ό ν ο  δ ύ ο  α ν τικ α τα σ τά σ εις  ο δ ή γ η σ α ν  σ ε δ ύ ο  φ α ινο τυ π ικ ές  

α λ λ α γ ές  (ν έα  α ν τ ιγ ο ν ικ ό τη τα  και α λ λ α γ μ έν η  σ ύ νδ εσ η  H B G A s ) εν ώ  κα μ ία  α π ό  

τις  π ρ ό σ θ ε τε ς  μ ε τα λ λ ά ξε ις  δ εν  ε ξα λ ε ίφ θ η κ ε . Κ α τά  σ υνέπ εια , σ υ μ π ερ α ίν ε τα ι ότι 

η α ν τιγο ν ική  ε ξ έ λ ιξη  εμ φ α ν ίσ τη κ ε  μέσ α  σ τη ν  υ π ο ο μ ά δ α  F a rm in g to n  H ills , 

δ ιευ κ ο λ ύ ν ο ν τα ς  τη ν  γ ρ ή γ ο ρ η  εμ φ ά ν ισ η  μ ιας ν έ α ς  π α ρ α λ λ α γ ή ς , ικα νή ς  να  

π ρ ο σ δ εθ ε ί μ ε  μια σ ειρά  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  H B G A s . Α ν  και είναι δ υ ν α τό  κα τά  τη  

δ ιά ρ κεια  τη ς  σ τα τ ική ς  π ερ ιό δ ο υ  δ ύ ο  π λ η θ υ σ μ ο ί να  σ ύ γ κλ ινα ν  σ τη ν  ίδια 

σ π ά νια  μ ε τά λ λ α ξη  π ο υ  έδ ω σ ε  το υ ς  ν έ ο υ ς  φ α ιν ό τυ π ο υ ς , θα  ή τα ν  ό μ ω ς  

ιδ ια ίτερα  α π ίθ α ν ο  τα  18 α π ό  τα  20  π ρ ό σ θ ετα  α μ ιν ο ξέα  π ο υ  σ υ ν δ έο ν τα ι μ ε  τη ν  

ο μ ά δ α  F a rm in g to n  H ills  και ε ίχα ν  σ υ σ σ ω ρ ευ τε ί τυχα ία , να  είναι π α ν ο μ ο ιό τυ π α  

και σ το υ ς  δ ύ ο  π λ η θ υ σ μ ο ύ ς . Η π ιθ α ν ό τερ η  υ π ό θ εσ η  είναι ότι η ο μ ά δ α  

F a rm in g to n  H ills  π ρ ο έ κ υ ψ ε  ω ς  μια μ ε τά λ λ α ξη  και σ τη ν  σ υ ν έχ ε ια  η α ν τιγο ν ική  

ε ξ έ λ ιξη  ε π έ τρ ε ψ ε  τη ν  α π ο φ υ γ ή  τη ς  ανοσ ίας.

Τ ο  2 0 0 3  μια μ ελ έ τη  (89 ), σ ε α σ θ εν ή  π ο υ  ε ίχ ε  π ρ ο σ β λ η θ ε ί α π ό  Ν ο ρ ο ϊο ύ ς  

τη ς  ο μ ά δ α ς  G II, έδ ε ιξε  ότι η α ν τίδ ρ α σ η  α ν τ ισ ω μ ά τω ν  μ ε  τα  ιικά σ ω μ α τίδ ια  

μ π ο ρ ε ί σ τα δ ια κά  να  ο δ η γή σ ει το ν  ιό σ ε δ η μ ιο υ ρ γ ία  μ ε τα λ λ ά ξεω ν , κ υ ρ ίω ς  σ το  

καψ ίδ ιο , οι ο π ο ίες  έχ ο υ ν  ω ς  α π ο τέ λ εσ μ α  τη ν  π α ρ εμ π ό δ ισ η  του  

π ρ ο σ β εβ λ η μ έν ο υ  ο ρ γα ν ισ μ ο ύ  να  α ν α π τύ ξε ι α νοσ ία  κ α θ ώ ς  επ ίσ η ς  και τη ν  

μ ε τα τρ ο π ή  τη ς  ο ξε ία ς  μ ό λ υ ν σ η ς  σ ε χρ ό ν ια  λ ο ίμ ω ξη  (89 ). Σ τη ν  π ερ ίπ τω σ η  

α υτή , εν ώ  το  ά το μ ο  ή τα ν  σ ο β α ρ ά  α ν ο σ ο κ α τα σ τα λ μ έν ο  (C D 4 /C D 8  0 .3 7 ), είχε 

δ ια τη ρή σ ει ά θ ικ τη  ο ρ ο λο γ ική  ά νο σ η  α π ά ν τη σ η  μ ε  κ α ν ο ν ικ ές  σ υ γ κ εν τρ ώ σ ε ις  

τω ν  α νο σ ο σ φ α ιρ ινώ ν  (Ig ), IgG , IgA , και IgM .
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Εικ.12. Πιθανοί επίτοποι στην επιφάνεια των G II.4 ιών
(Α) Προβλεπόμενες δεσμευτικές θέσεις χαρτογραφημένες πάνω στο διμερές. Θέση 1, μοβ, θέση 2 
ροζ, υπολείμματα αλυσίδας Α κόκκινο, υπολείμματα Β αλυσίδας, μπλε.
(Β) Χαρτογράφηση τοποθεσιών της θετικής επιλογής και μεταβολής επάνω στην προεξέχουσα δομή 
δίπλα στο θύλακα σύνδεσης στην πιο εκτεθειμένη άκρη του καψιδίου-υποδοχέα. Θέσεις που 
λειτουργούν υπό θετική επιλογή κίτρινο, μεταβλητά τμήματα μπλε, θέση δέσμευσης του υποδοχέα 
μαύρο. Οι θεωρούμενοι επίτοποι σημειώνονται ως Α, Β, C, D, Ε.

Ό π ω ς  και μ ε  το ν  ιό τη ς  Γ  ρ ίπ ης, η σ χέσ η  μ ε τα ξύ  τη ς  ε ξ έ λ ιξη ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  

και τω ν  μ ο ρ ια κώ ν  μ η χ α ν ισ μ ώ ν  τη ς  α ν τιγο ν ικ ή ς  π ο ικ ιλο μ ο ρ φ ία ς , οι οπ ο ίο ι 

επ ιτρ έπ ο υ ν  τη  δ ια φ υ γή  α π ό  τη ν  α νο σ ο λο γ ική  α π ά ν τη σ η  το υ  ξεν ισ τή , είναι 

σ ύνθετο ι. Ε νώ  οι μ ε τα λ λ ά ξε ις  δ ίν ο υ ν  α φ ο ρ μ ή  για  εμ φ ά ν ισ η  ν έ ω ν  σ τελ εχ ώ ν , 

υ π ά ρ χ ο υ ν  επ ίσ η ς  σ το ιχεία  ότι η α ν τιγο ν ική  ε ξ έ λ ιξη  εμ φ α ν ίζετα ι και σ ε μ ερ ικ ές  

ο μ ά δ ες , οι ο π ο ίες  επ ιτρ έπ ο υ ν  τη  δ ια φ υ γή  α π ό  τη ν  α νο σ ο λο γ ική  α π ά ν τη σ η  του  

ξεν ισ τή  δ ιε υ κ ο λ ύ ν ο ν τα ς  έτσ ι τη ν  επ έκ τα σ η  το υ ς  σ ε π ρ ο η γ ο ύ μ εν α  α ν θ εκ τικ ο ύ ς  

π λ η θ υ σ μ ο ύ ς . Ε π ιπ λέο ν , έχει ε ν το π ισ τε ί ότι το υ λ ά χ ισ το ν  π έ ν τ ε  π ε ρ ιο χ έ ς  τη ς  

G II.4  σ τη  κα ψ ιδ ική  επ ιφ ά νε ια  τη ς  π ε ρ ιο χ ή ς  P2, λ ε ιτο υ ρ γ ο ύ ν  κ ά τω  α π ό  θ ετική  

επ ιλο γ ή  και α υ τές  οι π ε ρ ιο χ έ ς  μ π ο ρ ε ί να  α ν τ ιπ ρ ο σ ω π εύ σ ο υ ν  το υ ς  

θ εω ρ η τ ικ ο ύ ς  α ν τ ιγ ο ν ικ ο ύ ς  επ ίτο π ο υ ς  (ε ικ .1 2 ), οι οπ ο ίο ι π ο ικ ίλ λ ο υ ν  τόσ ο , ώ σ τε  

να  επ ιτρ έψ ο υ ν  τη  δ ια φ υ γή  α π ό  τη ν  α νο σ ο λο γ ική  α π ά ν τη σ η  το υ  ξ ε ν ισ τή .

Κ α τά  σ υνέπ εια , η ε ξ έ λ ιξη  σ ε επ ίπ εδ ο  π λ η θ υ σ μ ώ ν  σ υ νδ έετα ι μ ε  τη ν  

α ν τιγο ν ική  ε ξ έ λ ιξη  το υ  κ ά θ ε  α τό μ ο υ  ξεχ ω ρ ισ τά  μέσ α  σ το ν  π λ η θ υ σ μ ό . 

Π ερ α ιτέρ ω  μ ε λ έ τε ς  μ ε  κ ρ υ σ τα λ λ ικ ές  δ ο μ έ ς  τω ν  m A b s  π ο υ  δ εσ μ εύ ο ν τα ι σ το υ ς  

δ ιά φ ο ρ ο υ ς  ε π ίτο π ο υ ς  τη ς  G II.4  του  Ρ δ ιμ ερ ο ύ ς , είναι α π α ρ α ίτη τες , για  να  

δ ιευ κρ ιν ίσ ο υ ν  τη  σ ύ ν θ ετη  σ χέσ η  μ ε τα ξύ  τη ς  γ ε ν ε τ ικ ή ς  π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ία ς  και του  

α ντιγο ν ικ ο ύ  φ α ινο τύ π ο υ .
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1 .6  Ε Π ΙΔ Η Μ ΙΟ Λ Ο Γ ΙΑ

Σ το ιχε ία  επ ιδ η μ ιο λ ο γ ία ς  μ π ο ρ ο ύ ν  να  π ρ ο κ ύ ψ ο υ ν  α π ό  σ χ ε τικ ές  εκ θ έσ ε ις  

π ο υ  υ π ο β ά λ λ ο ν τα ι ε τη σ ίω ς  α π ό  κ έν τρ α  ελ έγ χ ο υ  και π ρ ό λ η ψ η ς  τα  οπ ο ία  είναι 

υ π εύ θ υ ν α  για  τη ν  κ α τα γ ρ α φ ή  π ε ρ ιπ τώ σ εω ν  και α ν τ ίσ το ιχ ω ν  κ λ ιν ικώ ν  ε ικό νω ν . 

Σ τις  ε τή σ ιες  α υ τές  εκθ έσ εις , οι Ν ο ρ ο ϊο ί κα τα γ ρ ά φ ο ντα ι ε τη σ ίω ς  ω ς  υ π εύ θ υ νο ι 

για  π ά ν ω  α π ό  το  9 6 %  τω ν  π ε ρ ιπ τώ σ εω ν  μη  β α κ τη ρ ια κ ή ς  ο ξε ία ς  επ ιδ η μ ικ ή ς  

γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς , μ ε  το υ λ ά χ ισ το ν  2 3  εκ α το μ μ ύ ρ ια  μ ο λ ύ ν σ ε ις  ε τη σ ίω ς  μ ό νο  

σ τις  Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες  Α μ ερ ικ ή ς , 7 0 .0 0 0  ε ισ α γ ω γ ές  σ ε ν ο σ ο κ ο μ ε ία  και 

σ χ εδ ό ν  8 0 0  θ α νά το υ ς , (90 ). Σ ε π α γ κ ό σ μ ια  κ λ ίμ α κα  τα  μ ισά το υ λ ά χ ισ το ν  α π ό  

ό λα  τα  κ ρ ο ύ σ μ α τα  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  α π ο δ ίδ ο ν τα ι σ ε Ν ο ρο ϊο ύ ς , κ α θ ισ τώ ντα ς  

έτσ ι τη ν  ο μ ά δ α  α υ τή  τω ν  ιώ ν ω ς  τη ν  π ερ ισ σ ό τερ ο  κο ινή  αιτία  εμ φ ά ν ισ η ς  

σ π ο ρ α δ ικ ή ς  δ ιά ρ ρ ο ια ς  σ ε επ ίπ εδ ο  π λ η θ υ σ μ ο ύ  (2, 90 ).

Η π ε ρ ίο δ ο ς  επ ώ α σ η ς , για  τη ν  εμ φ ά ν ισ η  τω ν  π ρ ώ τω ν  χ α ρ α κ τη ρ ισ τ ικ ώ ν  

σ υ μ π τω μ ά τω ν , μ ε τά  α π ό  τη ν  π ρ ο σ β ο λ ή  του  α ν θ ρ ώ π ο υ  α π ό  το ν  ιό, είναι 

γ εν ικά  2 4  -  4 8  ώ ρ ες , μ ε  τα  κλιν ικά  σ υ μ π τώ μ α τα  να  δ ια ρ κ ο ύ ν  α π ό  12 έω ς  72  

ώ ρ ες . Η π α ρ ο υ σ ία σ η  τω ν  σ υ μ π τω μ ά τω ν  μ π ο ρ ε ί να  π α ρ α τα θ ε ί σ ε μ ερ ικ ές  

π ερ ιπ τώ σ εις , ιδ ια ίτερα  μ ε τα ξύ  τω ν  η λ ικ ιω μ έν ω ν  ή α ν ο σ ο κ α τα σ τα λ μ έν ω ν . Τ α  

σ υ μ π τώ μ α τα  τη ς  μ ό λ υ ν σ η ς  π ε ρ ιλ α μ β ά ν ο υ ν  τα  ε ξή ς : εμ ε τό  (6 9 % ), δ ιά ρρο ια  

(66% ), να υ τία  (7 9 % ), χ α μ η λ ό  π υ ρ ε τό  (3 7 % ) και κο ιλ ια κο ύ ς  σ π α σ μ ο ύ ς  (3 0 % ) 

(91 ).

Τ α  π ρ ο ερ χ ό μ εν α  α π ό  το ν  ιό σ ω μα τίδ ια , έχ ο υ ν  α ν ιχ ν ευ θ ε ί μ έχρ ι και 3 

ε β δ ο μ ά δ ε ς  μ ε τά  τη ν  π α ύ σ η  τω ν  σ υ μ π τω μ ά τω ν . Ε π ίσ ης, επ ε ιδ ή  η μ ό λυ νσ η  

α π ό  Ν ο ρο ϊό  χ ρ ε ιά ζετα ι π ο λ ύ  χ α μ η λ ή  μ ο λ υ σ μ α τικ ή  δ ό σ η  και είναι ε ξα ιρ ετικά  

σ τα θ ερ ή  σ το  π ερ ιβ ά λ λ ο ν , η δ ιά δ ο σ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  π ρ α γ μ α το π ο ιε ίτα ι π ο λ ύ  

εύ κ ο λ α  α π ό  ά ν θ ρ ω π ο  σ ε ά νθ ρ ω π ο .

Α ν  και όλο ι οι π λ η θ υ σ μ ο ί είναι ευ α ίσ θ η το ι σ τη  μ ό λυ νσ η , οι ηλ ικ ιω μ ένο ι 

εμ φ α ν ίζο ν τα ι ω ς  οι π ιο  ευ α ίσ θητο ι σ τη ν  π ρ ο σ β ο λ ή  α π ό  το ν  ιό (92 , 93 ). Ε κ τό ς  

α π ό  τη ν  α υ ξη μ έν η  ευα ισ θησ ία  τω ν  η λ ικ ιω μ έν ω ν , μ εγ ά λ ο  κ ίνδ υ νο  δ ια τρ έχ ο υ ν  

οι π ο λ ύ  νέο ι α λλά  και οι α ν ο σ ο κ α τα σ τα λ μ έν ο ι (9 4 -9 6 ). Δ υ σ τυ χ ώ ς , η 

π ρ α γ μ α τ ικ ή  ν ο σ η ρ ό τη τα  κ α θ ώ ς  και τα  π ο σ ο σ τά  θ ν η σ ιμ ό τη τα ς  π ο υ  

π ρ ο κ ύ π το υ ν  α π ό  τις  μ ο λ ύ ν σ ε ις  το υ  ιού σ το υ ς  π λ η θ υ σ μ ο ύ ς  υ ψ η λο ύ  κ ινδ ύ νο υ  

π α ρ α μ έ ν ο υ ν  α κα θ ό ρ ισ τα , κ α θ ώ ς  επ ίσ η ς  και ο α ν τ ίκ τυ π ο ς  τη ς  μ ό λ υ ν σ η ς  του  

ιού σ ε ν ή π ια  και σ ε π α ιδ ιά  σ το ν  α ν α π τυ σ σ ό μ εν ο  κόσ μο .
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Οι μ ο λ ύ ν σ ε ις  α π ό  το ν  ιό, σ υ ν δ έο ν τα ι σ υ χ ν ό τερ α  μ ε  τη ν  κ α τα ν ά λ ω σ η  

μ ο λ υ σ μ έν ω ν  τρ ο φ ώ ν  και ν ερ ώ ν . Η δ ιά δ οσ η  το υ  γ ίνετα ι κ υ ρ ίω ς  μ έσ ω  τη ς  

α ν θ ρ ώ π ιν η ς  επ α φ ή ς , τη ς  έκ θ εσ η ς  σ ε μ ο λ υ σ μ έν α  α ερ ο λ ύ μ α τα  και μ έσ ω  τις  

π ε ρ ιτ τω μ α τ ικ ή ς  ο δ ο ύ  (97 ).

Τ ις  π ερ ισ σ ό τερ ες  φ ο ρ ές , τα  κ ρ ο ύ σ μ α τα  εμ φ α ν ίζο ν τα ι μέσ α  σ ε ιδρύμα τα , 

ό π ω ς  τα  σ χολεία , οι ιδ ιω τικ ές  κλ ιν ικές , τα  γ η ρ ο κ ο μ ε ία , τα  ν ο σ ο κ ο μ ε ία  ή σε 

το π ο θ εσ ίες  ό π ο υ  η σ τενή  α ν θ ρ ώ π ιν η  επ α φ ή  είναι α ν α π ό φ ευ κ τη , ό π ω ς  σε 

κρ ο υ α ζ ιερ ό π λ ο ια , σ ε σ τρ α τιω τικ ά  σ κά φ η  ή και σ τρ α τιω τικ ές  μ ο νά δ ες .

Οι γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες  G I και G II και οι ά νω  τω ν  2 5  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  γ ε ν ε τ ικ ώ ν  

γ ε ν ό τυ π ω ν  π ο υ  α υ τές  π ερ ιλ α μ β ά ν ο υ ν , α π ο τε λ ο ύ ν  τη ν  π λ ε ιο ψ η φ ία  τω ν  

α ν θ ρ ώ π ιν ω ν  π α θ ο γ ό ν ω ν . Ε ν το ύ το ις , τα  κ ρ ο ύ σ μ α τα  τη ς  G II.4  ο μ ά δ α ς , 

εμ φ α ν ίζο ν τα ι σ υ χ ν ό τερ α  α π ό  ο π ο ιο δ ή π ο τε  ά λλη  (92 , 9 8 ,9 9 ). Για το ν  λ ό γ ο  

α υτό , η π λ ε ιο ψ η φ ία  τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  π ο υ  π ρ ο έρ χ ο ν τα ι α π ό  το ν  ιό ο φ ε ίλο ν τα ι 

σ το ν  γ ε ν ό τυ π ο  G II.4 . Η π α ν δ η μ ία  π ο υ  α υ τό ς  π ρ ο κα λε ί, α ν α γ ν ω ρ ίσ τη κ ε  για  

π ρ ώ τη  φ ο ρ ά  σ τα  μέσ α  τη ς  δ εκ α ε τίες  το υ  9 0  (10 0 ). Κ α τά  τη  δ ιά ρκεια  το υ  1 9 9 5 ­

1996 , το  σ τέλ ε χ ο ς  U S 9 5 /9 6  α π ο τέ λ εσ ε  το ν  α ιτ ιο λο γ ικό  π α ρ ά γ ο ν τα  για  το  5 5 %  

τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  σ τις Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες  και για  το  8 5 %  τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  

σ τις  Κ ά τω  Χ ώ ρ ε ς  (1 0 1 ). Μ ε τα ξύ  το υ  2 0 0 0  και το υ  2 0 0 4 , το  σ τέλ ε χ ο ς  U S 9 5 /9 6  

ε ίχ ε  α ν τ ικ α τα σ τα θ ε ί α π ό  δ ύ ο  G II.4  ν έ ε ς  π α ρ α λ λ α γ ές . Σ τις  Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες , 

το  σ τέλ ε χ ο ς  F a rm in g to n  H ills  (1 0 2 ) σ υ ν δ έθ η κ ε  τελ ικά  μ ε  το  8 0 %  τω ν  ο ξ έ ω ν  

κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς .

Τ α υ τό χ ρ ο ν α , σ τη ν  Ε υ ρ ώ π η , μια ν έα  π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ία  τω ν  G II.4  και G II.4 b , 

π ρ ο κ ά λ εσ α ν  κ ρ ο ύ σ μ α τα  κα τά  τη  δ ιά ρκεια  το υ  χ ε ιμ ώ να , τη ς  ά νο ιξη ς , και του  

κα λο κα ιρ ιο ύ  (10 3 , 104). Οι επ ιπ τώ σ ε ις  τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  το υ  ιού κα τά  τη  

δ ιά ρ κεια  το υ  χ ε ιμ ώ ν α  του  2 0 0 2 -2 0 0 3  έχ ο υ ν  το π ο θ ε τη θ ε ί ω ς  οι υ ψ η λ ό τε ρ ες  σε 

κ ρ ο ύ σ μ α τα  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς , ό π ω ς  έχει γ ν ω σ το π ο ιη θ ε ί και κ α τα γ ρ α φ ε ί σ τις 

Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες  και σ τη ν  Ε υ ρ ώ π η  (92 , 105, 106). Τ ο  2 0 0 4 , η 

π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ία  το υ  σ τελ έ χ ο υ ς  G II.4  α ν ιχ ν εύ θ η κ ε  σ τη ν  Α υ σ τρ α λ ία , τη ν  

Ε υ ρ ώ π η , και τη ν  Α σ ία  (10 4 , 107, 108). Τ ο  σ τέλ ε χ ο ς  α υ τό , α ν τ ικ α τα σ τά θ η κ ε  

σ τις  α ρ χ ές  το υ  2 0 0 6  α π ό  δ ύ ο  ν έ ε ς  κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ σ ες  π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ίε ς  του  

G N .4σ τις  Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες , σ τη ν  Ε υ ρ ώ π η , και σ τη ν  Α σ ία  (10 9 ). Μ ια α π ό  

α υ τές  ή τα ν  η S a ka i, η οπ ο ία  α ν τ ιπ ρ ο σ ω π εύ ε ι ένα  κα ινο ύ ρ γ ιο  σ τέλ ε χ ο ς  τη ς  

G II.4  και έχει σ υ ν δ εθ ε ί μ ε  τα  κ ρ ο ύ σ μ α τα  π ο υ  εμ φ α ν ίζο ν τα ι σ τις  εγ κα τα σ τά σ ε ις  

υ γ ε ιο ν ο μ ικ ή ς  π ε ρ ίθ α λ ψ η ς  σ τη  Ν ο τιο α ν α το λ ικ ή  Ασ ία, (95 ). Τ α  σ τελ έχ η  π ο υ
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εμ φ α ν ίζο υ ν  ο μ ο ιό τη τε ς  μ ε  το  σ τέλ εχ ο ς  S a ka i π ρ ο σ δ ιο ρ ίζο ν τα ι επ ίσ η ς  σ τις 

Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες  και τις  Κ ά τω  Χ ώ ρ ε ς . Τ ο  δ ε ύ τερ ο  σ τέλ εχ ο ς , το  ο π ο ίο  

π ρ ο σ δ ιο ρ ίσ τη κ ε  και π ά λι σ τις  Η ν ω μ έ ν ε ς  Π ο λ ιτε ίε ς  ή τα ν  το  σ τέλ εχ ο ς  M in e rva . 

Τ ο  σ τέλ ε χ ο ς  α υ τό , α π ο δ ε ίχ τη κ ε  ότι ή τα ν  τα υ τό σ η μ ο  μ ε  τα  σ τελ έχ η  τα  οπ ο ία  

ε ίχ α ν  α π ο μ ο ν ω θ ε ί σ τις  Κ ά τω  Χ ώ ρ ε ς  (11 0 ).

Κ α τά  τη  δ ιά ρκεια  το υ  2 0 0 6 , σ το  εθ ν ικ ό  ερ γ α σ τή ρ ιο  C a lic i ιώ ν τω ν  Η .Π .Α . 

ε ξ ε τά σ τη κ α ν  μ ε  τη ν  χ ρ ή σ η  τη ς  μ εθ ό δ ο υ  R T -P C R , 761 δ ε ίγ μ α τα  κ ο π ρ ά ν ω ν  τα  

ο π ο ία  π ρ ο έ ρ χ ο ν τα ν  α π ό  126  κ ρ ο ύ σ μ α τα  σ τις Η ν ω μ έ ν ε ς  Π ο λ ιτε ίες . Ο  ιός 

επ ιβ εβ α ιώ θ η κ ε  σ ε 114  (9 0 % ) α π ό  α υ τά  τα  κ ρ ο ύ σ μ α τα  και 87  (7 6 % ) 

σ υ ν δ έθ η κ α ν  μ ε  τις  δ ύ ο  ν έ ε ς  G II.4  π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ίε ς  το υ  ιού (M in e rv a  και S a k a i) 

( 1 1 1 ).

Α π ό  το  2 0 0 6  μέχρ ι σ ή μ ερ α , η εμ φ ά ν ισ η  ν έ ω ν  σ τελ ε χ ώ ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  ανά  

σ υ χ νά  χ ρ ο ν ικ ά  δ ια σ τή μ α τα  είναι σ υχνή . Σ ε π ο λ λ έ ς  χ ώ ρ ε ς  ό π ω ς  είναι η 

Α ίγ υ π το ς , η Ινδ ία  και η Α φ ρ ική , η εμ φ ά ν ισ η  κ α ινο ύ ρ γ ιω ν  σ τελ ε χ ώ ν  τα  οπ ο ία  

α ν ή κ ο υ ν  σ τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  G II.4  α λλά  α π έχ ο υ ν  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ά  μ ε  τα  

υ π ό λ ο ιπ α  σ τελ έχ η  το υ  γ ε ν ο τύ π ο υ  λ α μ β ά ν ε ι χ ώ ρ α  π ερ ίπ ο υ  α νά  δ ύ ο  έ τη  ( 1 1 2 ­

114).

1.6.1 Π ρ ό λ η ψ η  και έλ εγ χ ο ς

Η α ν επ α ρ κ ή ς  γ ν ώ σ η  και κ α τα ν ό η σ η  το υ  μ η χα ν ισ μ ο ύ  δ ρ ά σ η ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  

έχει α π ο τελ έσ ε ι α να σ τα λ τικ ό  π α ρ ά γ ο ν τα  για  τη ν  α ν ά π τυ ξη  α π ο τελ εσ μ α τ ικ ώ ν  

μ ε θ ό δ ω ν  α ν τ ιμ ε τώ π ισ η ς  το υ ς . Μ έχρ ι σ ή μ ερ α , για  τη ν  π ρ ό λ η ψ η  τη ς  

ε ξά π λ ω σ η ς  τη ς  μ ό λ υ ν σ η ς  σ υν ίσ τατα ι η α π ο μ ό ν ω σ η  τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  α π ό  το ν  

π λ η θ υ σ μ ό , εν ώ  η δ ια χείρ ισ η  α υ τώ ν  α ν τ ιμ ε τω π ίζε τα ι α νά  σ ύ μ π τω μ α , ό π ω ς  

π α ρ εν τερ ικ ή  ή δ ια  σ τό μ α το ς  χ ο ρ ή γ η σ η  υ γ ρ ώ ν  και θ ερ α π ε ία  α π ο κ α τά σ τα σ η ς  

η λ ε κ τρ ο λ υ τώ ν  (11 5 ).

Ό π ω ς  έχει ή δ η  α να φ ερ θ εί, οι Ν ο ρ ο ϊο ί,εμ φ α ν ίζο υ ν  μ ικρή  χ ρ ο ν ικ ή  π ε ρ ίο δ ο  

επ ώ α σ η ς , η ο π ο ία  είναι ιδ ια ίτερα  μ ο λυ σ μ α τικ ή . Π α ρ ο υ σ ιά ζο υ ν  χ α ρ α κ τη ρ ισ τικ ή  

σ τα θ ερ ό τη τά  σ το  π ερ ιβ ά λλο ν , σ το  χλώ ρ ιο , σ το  ο ιν ό π ν ευ μ α  και σ τα  μ έτρ α  

α π ο σ τε ίρ ω σ η ς  (38 ). Η δ ια κ ο π ή  τη ς  μ ε τά δ ο σ η ς  τη ς  μ ό λ υ ν σ η ς  α π ο τελ ε ί τη ν  

α ρ χ ική  σ τρ α τη γ ικ ή  για  τη ν  π ρ ό λ η ψ η , ειδ ικά  σ ε ν ο σ ο κ ο μ ε ία  και σ ε κ έν τρ α
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π ερ ίθ α λ ψ η ς  ευ π α θ ώ ν  ο μ ά δ ω ν , ό π ω ς  π αιδ ιά , η λ ικ ιω μ έν ο ι και 

α ν ο σ ο κ α τα σ τα λ μ έν ο ι (10 3 ).

Ε ξίσ ου  σ η μ α ν τικ ή  είναι η μ ε τά δ ο σ η  το υ  ιού α π ό  δ ευ τερ ο β ά θ μ ιο υ ς  

π α ρ ά γ ο ν τες , ό π ω ς  η κ α τα ν ά λ ω σ η  μ ο λ υ σ μ έν ω ν  τρ ο φ ίμ ω ν  και ν ερ ώ ν . Σ τη ν  

π ερ ίπ τω σ η  α υτή , ω ς  α π ο τε λ εσ μ α τ ικ ό τε ρ ο ς  τρ ό π ο ς  μ ε ίω σ η ς  τη ς  μ ε τά δ ο σ η ς  

το υ  ιού είναι η τή ρ η σ η  κ ά π ο ιω ν  α π λ ώ ν  κ α ν ό ν ω ν  υ γ ιε ινή ς  ό π ω ς , χ ρ ή σ η  

σ α π ο υ ν ιο ύ  και ζ εσ το ύ  ν ερ ο ύ  για  2 0  δ ε υ τερ ό λ επ τα . Ω ς α π ο τελ εσ μ α τ ικ ά  

α π ο λ υ μ α ν τ ικ ά  θ εω ρ ο ύ ν τα ι όσ α  π ε ρ ιέχ ο υ ν  υ π ο χ λ ω ρ ιώ δ η , υ π ερ ο ξε ίδ ιο  του  

υ δ ρ ο γ ό ν ο υ  και φ α ινο λ ικά  π α ρ ά γ ω γ α  (11 6 ), η π ό σ η  εμ φ ια λ ω μ έν ο υ  ν ερ ο ύ  και 

π ο τώ ν  χ ω ρ ίς  π ά γ ο  κα τά  τη ν  δ ιά ρκεια  τα ξ ιδ ιώ ν  σ ε π ερ ιο χ ές  ό π ο υ  η υγ ιεινή  του  

ν ερ ο ύ  είναι α μ φ ισ β η το ύ μ εν η , η β ρ ώ σ η  τρ ο φ ίμ ω ν  π ο υ  είναι λ ε π το μ ε ρ ώ ς  

μ α γ ε ιρ ευ μ έν α  και τέλο ς , η α π ο φ υ γ ή  σ τεν ή ς  επ α φ ή ς  μ ε  ά το μ α  τα  οπ ο ία  

εμ φ α ν ίζο υ ν  σ το ιχ εία  τη ς  κλ ιν ική ς  ε ικ ό ν α ς  τη ς  μ ό λ υ ν σ η ς  (116 ).

1 .6 .2  Ε μ β ό λ ια

Κ ύρ ιο  εμ π ό δ ιο  για  τη ν  επ ιτυ χ ή  δ η μ ιο υ ρ γ ία  α π ο τελ εσ μ α τ ικ ο ύ  εμ β ο λ ίο υ  

ένα ντι τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , α π ο τε λ ε ί η έλ λε ιψ η  δ υ ν α τό τη τα ς  κ υ ττα ρ ο κ α λ λ ιέρ γ ε ια ς  

του ς , η ο π ο ία  εμ π ο δ ίζε ι τη ν  α νά λυ σ η  το υ  ρ ό λο υ  τω ν  ο ρ ο ε ξο υ δ ε τε ρ ω τ ικ ώ ν  

α ν τ ισ ω μ ά τω ν  και το  γ ε γ ο ν ό ς  ότι οι ίδιοι οι ιοί δ εν  μ π ο ρ ο ύ ν  να  

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιη θ ο ύ ν  ω ς  π η γ ή  για  τη ν  π α ρ α σ κ ευ ή  ζω ν τα ν ο ύ  ή α δ ρ α ν ο π ο ιη μ έν ο υ  

εμ β ο λ ίο υ .

Τ ο ν  Σ επ τέ μ β ρ ιο  το υ  2 0 0 9  σ ε σ υ ν έδ ρ ιο  π ο υ  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  σ τη ν  

Ισ π ανία , π α ρ ο υ σ ιά σ τη κ ε  ένα  εμ β ό λ ιο  κα τά  τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , το  ο π ο ίο  δ εν  θα  

δ ια τίθ ετα ι σ ε εν έσ ιμ η  μο ρ φ ή , α λλά  σ ε μ ο ρ φ ή  σ κό νη ς . Η κ α τα σ κ ευ ή  του  

εμ β ο λ ίο υ  βα σ ίζετα ι σ τα  μό ρ ια  V L P s , π ο υ  α π ο τε λ ο ύ ν  π η γ ή  π α ρ α γ ω γ ή ς  του  

κα ψ ιδ ια κο ύ  α ν τ ιγ ό ν ο υ  και σ ε έν α  μ ο ν ο φ ω σ φ ο ρ ικ ό  λ ιπ ίδ ιο  Α  (M o n o p h o s p h o ry l 

L ip id  A ) το  ο π ο ίο  εν ισ χύει τη ν  ρ ιν ική  λ ή ψ η  (ε ικ1 3 ).
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Source: Nanomedicine©2012 Future Medicine Ltd

Εικ.13.Τα εμβόλια VLPs σχεδιάζονται για να μιμηθούν την εξωτερική δομή της πρωτεΐνης έτσι 
ώστε να προκαλέσουν μια αποτελεσματική άνοση απάντηση. Επειδή τα VLPs δεν 
ενσωματώνουν το ιικό RNA, είναι ανίκανα να αναπαραχθούν στο σώμα και έτσι δεν μπορούν 
να προκαλέσουν μόλυνση.
Το VLP (δεξιά) αποτελείται από 180 VP1 με τα διμερή P στις εξώτατες επιφάνειες του, ενώ το 
σωματίδιο Ρ (αριστερά) αποτελείται από 12 Ρ διμερή με παρόμοιο προσανατολισμό με εκείνα 
του VLP. Η διακεκομμένη γραμμή δείχνει την περιοχή P2 ενός διμερούς P, που εκπροσωπεί 
τις αντιγονικές δομές επιφάνειας και των δύο σωματιδίων.

Σ ε π ρ ό σ φ α τε ς  κλ ιν ικές  μ ε λ έ τ ε ς  π ο υ  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ α ν  σ τις Η .Π .Α ., ο 

εμ β ο λ ια σ μ ό ς  μ ε  εμ β ό λ ια  V L P -N o V  έδ ε ιξ ε  ότι τα  V L P s  μ π ο ρ ο ύ ν  να  επ ά γ ο υ ν  

α ν τ ισ ώ μ α τα  τα  οπ ο ία  μ π λ ο κ ά ρ ο υ ν  το ν  ιό κα τά  τη ν  π ρ ό σ δ εσ η  το υ  μ ε  το υ ς  

υ δ α τα ν θ ρ α κ ικ ο ύ ς  υ π ο δ ο χ ε ίς  τω ν  ερ υ θ ρ ο κ υ ττά ρ ω ν , μ ε  α π ο τέ λ εσ μ α  τη ν  

κ α τά λ λ η λ η  α νο σ ο π ο ίη σ η  και χ ω ρ ίς  εμ φ ά ν ισ η  σ ο β α ρ ώ ν  επ ιπ λ ο κ ώ ν .

Οι δ ο κ ιμ ές  έχ ο υ ν  π ρ ο γ ρ α μ μ α τ ισ τε ί να  σ υ ν εχ ισ το ύ ν  μ ε  μια μ ελ έ τη  

π ρ ό κ λ η σ η ς  του  ο ρ γα ν ισ μ ο ύ  α π ό  ζ ω ν τα ν ο ύ ς  ιούς, π ρ ο κ ε ιμ έν ο υ  να  α ξ ιο λ ο γ η θ ε ί 

π ερ α ιτέρ ω  η α σ φ ά λεια  και η τα χ ύ τη τα  τη ς  π ρ ο σ τα σ ία ς  π ο υ  π α ρ έχ ε ι το  

εμ β ό λ ιο  κα τά  τη ς  μ ό λ υ ν σ η ς  α π ό  Ν ο ρο ϊο ύ ς , (w w w .d in ic a lt r ia ls .g o v ) , 

(w w w .lig o c y te .c o m , 2 0 1 3 ).

Έ τσ ι, μ ε  τη ν  α ν ά π τυ ξη  εν ό ς  α π ο τελ εσ μ α τ ικ ο ύ  εμ β ο λ ίο υ  θα  μ π ο ρ έσ ε ι να  

μ ε ιω θ ε ί η σ υ χ ν ό τη τα  τη ς  επ ιδ η μ ικ ή ς  ιικής γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς , γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  θα  

ω φ ελή σ ε ι κ υ ρ ίω ς  τα  ά το μ α  τα  οπ ο ία  είναι σ τις  ο μ ά δ ες  υ ψ η λο ύ  κ ινδύνου , 

κ α θ ώ ς  και τις  α ν α π τυ σ σ ό μ εν ες  χ ώ ρ ε ς  ό π ο υ  οι σ υ ν θ ή κ ες  υ γ ιε ινή ς  είνα ι κα τά  

κ α νό να  κ α κ ές  (117 ).
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1.7 ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ

Για τη ν  δ ιά γ νω σ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν , κα τά  τη  δ ιά ρ κεια  τω ν  τελ ε υ τα ίω ν  τρ ιώ ν  

δ εκ α ε τ ιώ ν  π ερ ίπ ο υ , έχ ο υ ν  α ν α π τυ χ θ ε ί κ ά π ο ιες  σ η μ α ν τ ικ ές  δ ο κ ιμ ές  οι οπ ο ίες , 

π α ρ έχ ο υ ν  τη ν  δ υ ν α τό τη τα  το υ  π ρ ο σ δ ιο ρ ισ μ ο ύ  το υ  ιού α κ ό μ α  και α ν  η 

σ υ γ κ έν τρ ω σ η  το υ  σ το  π ρ ο ς  ε ξέ τα σ η  δ ε ίγμ α  είναι σ χετικά  μ ικρή , (11 8 ).

1.7.1 Α ν ίχ ν ευ σ η  ν ο υ κ λ ε ϊκ ο ύ  ο ξέ ο ς

Η κ λ ω ν ο π ο ίη σ η  το υ  ιού το υ  Ν ό ρ γ ο υ ω κ  και η μ ε τέπ ε ιτα  α λ λ η λ ο ύ χ ισ ή  του , 

έχει ο δ η γή σ ει, μ ε  επ ιτυχ ία , σ τη ν  α ν ά π τυ ξη  δ ο κ ιμ α σ ιώ ν  α ν ίχ ν ευ σ η ς  το υ  ιού 

(1 1 9 ). Η γ νώ σ η  το υ  γ ο ν ιδ ιώ μ α το ς  το υ  ιού, ε π έ τρ ε ψ ε  το ν  σ χεδ ια σ μ ό  δ ο κ ιμ ώ ν  

υ β ρ ιδ ο π ο ίη σ η ς  το υ  ν ο υ κ λ ε ϊκ ο ύ  ο ξ έ ο ς  κ α θ ώ ς  και δ ο κ ιμ ώ ν  ό π ω ς  η R T -P C R  και 

η R e a l-T im e  π ο σ ο τικ ή  P C R  έτσ ι ώ σ τε, να  κ α τα σ τε ί εφ ικ τή  η α ν ίχν ευ σ η  το υ  ιού 

σ ε κλ ιν ικά  και π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  δ ε ίγμ α τα .

Η R T -P C R  α π ο τε λ ε ί τη ν  π ιο  ευ α ίσ θ η τη  δ ια γ νω σ τικ ή  δ ο κ ιμ ή  για  τη ν  

α ν ίχν ευ σ η  το υ  ιού (1 1 9 ). Τ ο  π λ ε ο ν έ κ τη μ α  τη ς  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η ς  μ εθ ό δ ο υ  είναι ότι 

μ π ο ρ ε ί να  α ν ιχν εύ σ ε ι τα  ιικά μό ρ ια  σ ε π ο λ ύ  χ α μ η λ έ ς  σ υ γ κ εν τρ ώ σ ε ις  (100 

p a rtic le s /m l)  α κ ό μ α  και μ ε τά  το  π έ ρ α ς  τη ς  ο ξε ία ς  κλ ιν ική ς  μ ό λυ νσ η ς . Ε π ίσ ης, η 

α ν ίχν ευ σ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  είναι δ υ ν α τό ν  να  π ρ α γ μ α το π ο ιη θ ε ί σ ε δ ε ίγ μ α τα  τα  

ο π ο ία  βρ ίσ κο ντα ι α π ο θ η κ ευ μ έν α  σ το υ ς  4°C  και για  π ο λ λ ά  χρ ό ν ια  σ το υ ς  -80°C  

(1 1 9 ). Τ α  σ η μ α ν τ ικ ό τερ α  μ ε ιο ν εκ τή μ α τα  τη ς  μ εθ ό δ ο υ  είναι ότι οι 

σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ες  δ ο κ ιμ ές  α π α ιτο ύ ν  μ εγ ά λ η  π ρ ο σ ο χ ή  έτσ ι ώ σ τε  να  α π ο τρ α π ο ύ ν  

τυ χ ό ν  επ ιμ ο λ ύ ν σ ε ις  τω ν  α ρ ν η τ ικ ώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  λ ό γ ω  τη ς  π ο λ ύ  μ εγ ά λ η ς  

ευ α ισ θ η σ ία ς  τη ς  μ εθ ό δ ο υ  (1 1 9 ) και β έβ α ια  α π α ιτείτα ι α κ ρ ιβ ό ς  ε ξο π λ ισ μ ό ς  και 

υ ψ η λ ό  κ ό σ το ς  α ν α λ ω σ ίμ ω ν  ( 12 0 ).

Κ α τά  σ υνέπ εια , η τεχ ν ικ ή  α υ τή  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι κ υ ρ ίω ς  σ τις  π ερ ιπ τώ σ ε ις  

π ρ α γ μ α το π ο ίη σ η ς  επ ιδ η μ ιο λ ο γ ικ ώ ν  ερ ευ ν ώ ν . Έ τσ ι, σ ε επ ιδ η μ ιο λ ο γ ικ ό  

επ ίπ εδ ο , μ π ο ρ ε ί να  π ρ α γ μ α το π ο ιη θ ε ί η α ν ίχ ν ευ σ η  και ο χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ό ς  

σ τελ εχ ώ ν , τα  ο π ο ία  είναι υ π εύ θ υ ν α  για  δ ιά φ ο ρ α  κ ρ ο ύ σ μ α τα  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  

και τα υ τό χ ρ ο ν α  να  α π ο κα λ ύ ψ ει τυ χ ό ν  μ ε τα λ λ ά ξε ις  τω ν  κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ ν τω ν  

Ν ο ρ ο ϊικ ώ ν  σ τελ εχ ώ ν .
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1 .7 .2  Δ ια γ ν ω σ τικ ές  δ ο κ ιμ ές  π ρ ώ τη ς  γ εν ιά ς

Οι δ ια γ ν ω σ τικ ές  δ ο κ ιμ ές  π ρ ώ τη ς  γ εν ιά ς  π ο υ  α ν α π τύ χ θ η κ α ν  για  να  

α ν ιχ ν εύ ο υ ν  μ ο λ ύ ν σ ε ις  α π ό  Ν ο ρ ο ϊο ύ ς  π ε ρ ιλ α μ β ά ν ο υ ν  τη ν  η λ εκ τρ ο ν ικ ή  

μ ικρ ο σ κο π ία  (ά μ εσ η ), τη ν  α ν ο σ ο η λ εκ τρ ο ν ικ ή  μ ικρ ο σ κο π ία  (έμ μ εσ η ) και τη ν  

ά νο σ η  α ιμ ο σ υ γκ ό λ λη σ η . Η επ ό μ ε ν η  γεν ιά  τω ν  δ ο κ ιμ ώ ν  π ερ ιλ α μ β ά ν ε ι α υ τές  

π ο υ  α ν α π τύ χ θ η κ α ν  για  τη ν  α ν ίχν ευ σ η  τω ν  α ν τ ιγ ό ν ω ν  τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , ό π ω ς  ο 

ρ α δ ιο α ν ο σ ο π ρ ο σ δ ιο ρ ισ μ ό ς  (R IA ) και οι α ν ο σ ο λ ο γ ικ ές  α ντιδρ ά σ εις . Τ έλ ο ς , η 

τεχ ν ικ ή  W e s te rn  B lo t α π ο τε λ ε ί μια α κ ό μ η  π ρ ο σ έγ γ ισ η  για  τη ν  α ξ ιο λ ό γ η σ η  τη ς  

α ν τ ίδ ρ α σ η ς  τω ν  α ν τ ισ ω μ ά τω ν  σ ε μ ο λ υ σ μ έν α  ά το μ α  (119).

1 .7 .3  Η λ εκ τρ ο ν ικ ή  μ ικρ ο σ κο π ία

Η τεχ ν ικ ή  α υτή , μ π ο ρ ε ί να  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιη θ ε ί για  τη ν  α ν ίχν ευ σ η  του  ιού, 

κ α θ ώ ς  βασ ίζετα ι σ τα  μ ο ρ φ ο λ ο γ ικ ά  χ α ρ α κ τη ρ ισ τικ ά  του . Τ ο  ό ν ο μ α  C a lic i ιός 

π ρ ο έρ χ ε τα ι α π ό  τη ν  μ ο ρ φ ή  π ο υ  εμ φ α ν ίζο υ ν  τα  ιικά μόρ ια  κα τά  τη ν  

π α ρ α τή ρ η σ η  μ ε  το  η λ εκ τρ ο ν ικ ό  μ ικρ ο σ κό π ιο , (1 1 8 ). Ω σ τόσ ο , π α ρ ο υ σ ιά ζο ντα ι 

εν ίο τε  εμ π ό δ ια  ό π ω ς  είναι η δυ σ κο λ ία  δ ια χ ω ρ ισ μ ο ύ  το υ  ιού α π ό  ά λλα  

σ φ α ιρ ικά  σ ω μ α τίδ ια  σ τα  δ ε ίγ μ α τα  π ο υ  κ α θ ισ το ύ ν  τη ν  μ έθ ο δ ο  μη  α π ο δ ο τικ ή  

και α κ α τά λ λ η λ η  να  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιη θ ε ί ω ς  δ ια γ νω σ τικ ή  ε ξέ τα σ η  ρ ου τίνα ς.

Εικ.14. Δομή των Νοροϊών στο Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο, (www.pubmed.govPMID: 
13679618).
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1.7 .4  Ανοσοηλεκτρονική μικροσκοπία

Η π ρ ώ τη  μ έ θ ο δ ο ς  π ο υ  εφ α ρ μ ό σ τη κ ε  για  να  π ρ ο σ δ ιο ρ ίσ ε ι το υ ς  ιούς C a lic i 

ή τα ν  η α ν ο σ ο η λ εκ τρ ο ν ικ ή  μ ικρ ο σ κο π ία  (1 1 8 ), μ ε  χ ρ ή σ η  ειδ ικού  α ν τιο ρ ο ύ  για  

τη ν  α να γνώ ρ ισ η  τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , έτσ ι ώ σ τε  να  κ α τα σ τε ί εφ ικ τή  η εν ίσ χυσ η  του  

ιού. Ε ν το ύ το ις , η τεχ ν ικ ή  α υ τή  είναι χ ρ ή σ ιμ η  μ ό ν ο  για  τα  δ ε ίγ μ α τα  π ο υ  

σ υ λ λέγο ν τα ι κα τά  τη  δ ιά ρκεια  τω ν  π ρ ώ τω ν  σ τα δ ίω ν  τη ς  μ ό λ υ ν σ η ς  (π ρ ώ τε ς  24  

-  4 8  ώ ρ ες ) (11 8 , 121).

1 .7 .5  Α ν ο σ ο λ ο γ ικ ές  α ν τιδ ρ ά σ εις

Οι κα ψ ιδ ικές  π ρ ω τε ΐν ε ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  εκ φ ρ ά σ θ η κ α ν  μ ε  επ ιτυ χ ία  σ το  

σ ύ σ τη μ α  έκ φ ρ α σ η ς  τω ν  β α κ ο υ λ ο ϊώ ν  (b a c u lo v iru s e s )  γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  ε π έ τρ εψ ε  

σ τη  σ υ νέχεια  τη ν  α ν ίχν ευ σ η  τω ν  ιώ ν α υ τώ ν  μ ε  ά ν ο σ ο -εν ζυ μ ικ ές  μ ε θ ό δ ο υ ς  

(E L IS A ). Η μ έ θ ο δ ο ς  c a p tu re  E L IS A , π ρ α γ μ α το π ο ιε ίτα ι κ ά ν ο ν τα ς  χ ρ ή σ η  εν ό ς  

ζ εύ γ ο υ ς  υ π ερ ά ν ο σ ω ν  α ν τ ιο ρ ώ ν  και μ π ο ρ ε ί να  α ν ιχνεύσ ει το ν  ιό σ ε σ χετικά  

χ α μ η λ έ ς  σ υ γ κεν τρ ώ σ εις . Η έκ φ ρ α σ η  τω ν  ιικώ ν α ν τ ιγ ό ν ω ν  ε π έ τρ ε ψ ε  επ ίσ η ς  να  

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιη θ ο ύ ν  για  να  π ρ ο σ δ ιο ρ ισ τε ί ο  τ ίτλ ο ς  τω ν  α ν τ ισ ω μ ά τω ν  (Ig G ) σ το  

ο ρ ό  τω ν  α σ θ εν ώ ν . Τ ο  κύρ ιο  μ ε ιο ν έκ τη μ α  τη ς  μ εθ ό δ ο υ , είναι ο π ερ ιο ρ ισ μ ό ς  

τω ν  α ν τ ιγ ο ν ικ ώ ν  τύ π ω ν  π ο υ  β ρ ίσ κο ντα ι μέχρ ι σ ή μ ερ α  σ τη ν  δ ιά θ εσ η  τω ν  

δ ια γ ν ω σ τικ ώ ν  ερ γ α σ τη ρ ίω ν  μ έσ ω  τω ν  ετα ιρ ε ιώ ν  π α ρ α γ ω γ ή ς  τω ν  α ν τίσ το ιχ ω ν  

δ ια γ ν ω σ τικ ώ ν  k its  ( 1 2 1 ).
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Π Ε ΙΡ Α Μ Α Τ ΙΚ Α  Σ Τ Ε Λ Ε Χ Η

2.1 .1  Π ερ ιβ α λλο ν τικ ά  δ ε ίγ μ α τα

Τ α  π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  δ ε ίγμ α τα , λ ή φ θ η κ α ν  α π ό  β ιο λ ο γ ικ ο ύ ς  κ α θ α ρ ισ μ ο ύ ς  του  

ελ λα δ ικ ο ύ  χ ώ ρ ο υ . Σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν α , ε ξ ε τά σ τη κ α ν  5 3  δ ε ίγμ α τα  α π ό  το υ ς  

β ιο λ ο γ ικ ο ύ ς  κ α θ α ρ ισ μ ο ύ ς  τη ς  Λ ά ρ ισ α ς, τω ν  Ιω α νν ίνω ν  και τω ν  Τ ρ ικ ά λω ν , η 

κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η  τω ν  ο π ο ίω ν  π α ρ ο υ σ ιά ζετα ι σ το ν  π ίνα κα  4.

Πίνακας 4. Περιβαλλοντικά δείγματα.

Κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η  δ ε ίγμ α το ς Π ρ ο έλ ευ σ η  δ ε ίγ μ α το ς

LR2F Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR5 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR6F Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR6P Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR7P Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR8 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR9 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR10 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR11 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR12 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR14 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LR16 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LRB1 Βιολ. Καθ. Λάρισας
LRB2F Βιολ. Καθ. Λάρισας
G NIF Βιολ. Καθ. Ιωαννίνων
GN2 Βιολ. Καθ. Ιωαννίνων
TR IF Βιολ. Καθ. Τρικάλων
TR IP Βιολ. Καθ. Τρικάλων
TR2 Βιολ. Καθ. Τρικάλων
TR 3P Βιολ. Καθ. Τρικάλων
TR 3F Βιολ. Καθ. Τρικάλων
TR4 Βιολ. Καθ. Τρικάλων
TR5 Βιολ. Καθ. Τρικάλων
EIS1 Βιολ. Καθ. Λάρισας /είσοδος
EIS2 Βιολ. Καθ. Λάρισας /είσοδος
EIS3 Βιολ. Καθ. Λάρισας /είσοδος
EIS4 Βιολ. Καθ. Λάρισας /είσοδος
EIS5 Βιολ. Καθ. Λάρισας /είσοδος
EIS6 Βιολ. Καθ. Λάρισας /είσοδος
AB7 Βιολ. Καθ. Λάρισας /Α 'βαθμια
AB8 Βιολ. Καθ. Λάρισας/Α'βαθμια
AB9 Βιολ. Καθ. Λάρισας /Α 'βαθμια
AB10 Βιολ. Καθ. Λάρισας /Α 'βαθμια
EX11 Βιολ. Καθ. Λάρισας /έξοδος
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EX12 Βιολ. Καθ. Λάρισας /είσοδος
AB13 Βιολ. Καθ. Λάρισας /Α 'βαθμια
EX14 Βιολ. Καθ. Λάρισας /έξοδος
AB15 Βιολ.Καθ.Λάρισα /Α 'βαθμια
AB18 Βιολ.Καθ.Λάρισα /Α 'βαθμια
AB19 Βιολ.Καθ.Λάρισα /Α 'βαθμια
R1_LUG Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
R2_LUG Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
R3_LUG Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
GNL012 Λύματα/Γ ιάννουλη
KR012A Λύματα /Καρδίτσας
KR012B Λύματα /Καρδίτσας
KR012C Λύματα /Καρδίτσας
LR012A Λύματα /Λάρισας
TR N012A Λύματα/Τύρναβος
MRK012 Λύματα /Οικισμός Μαύρικα Καρδίτσα
TRN012B Λύματα /ΤΥΡΝΑΒ Ο Σ
TR012A Λύματα /ΤΡΙΚΑΛΑ
KR012D Λύματα ΚΑΡΔΙΤΣΑ

2 .1 .2  Κ λιν ικά  δ ε ίγ μ α τα

Τ α  κλ ιν ικά  δ ε ίγμ α τα , λ ή φ θ η κ α ν  α π ό  τα  π α ν επ ισ τη μ ια κ ά  ν ο σ ο κ ο μ ε ία  τη ς  

Λ ά ρ ισ α ς  και τω ν  Ιω α νν ίνω ν . Σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν α , ε ξε τά σ τη κ α ν  2 9  δ ε ίγμ α τα  

κ ο π ρ ά ν ω ν , η κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η  τω ν  ο π ο ίω ν  π α ρ ο υ σ ιά ζετα ι σ το ν  π ίνα κα  5.

Πίνακας 5. Κλινικά δείγματα.

Κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η  δ ε ίγμ α το ς Π ρ ο έλ ευ σ η  δ ε ίγμ α το ς

Α1 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α2 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α3 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α4 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α5 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α6 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α10 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α12 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
Α15 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
ΚΡ1 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας
ΚΡ2 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας
ΚΡ3 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας
ΚΡ4 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας
Ν1 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας
Ν2 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας
Ν3 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας
AG4 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
LR13 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
LR15 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK1 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
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AK2 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK3 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK4 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK5 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK6 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK7 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK8 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK9 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων
AK10 Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων

2 .2  Ε Π Ε Ξ Ε Ρ Γ Α Σ ΙΑ  Δ Ε ΙΓ Μ Α Τ Ω Ν

2 .2 .1  Ε π εξερ γ α σ ία  π ε ρ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν

Η επ εξερ γ α σ ία  τω ν  π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  έλ α β ε  χ ώ ρ α  μ ε  δ ύ ο  

δ ια φ ο ρ ετ ικ ο ύ ς  τρ ό π ο υ ς , τη ν  μ έθ ο δ ο  δ ια χ ω ρ ισ μ ο ύ  δ ύ ο  φ ά σ εω ν  και τη ν  μ έθ ο δ ο  

π ρ ο σ ρ ό φ η σ η ς  -  έκ λ ο υ σ η ς  α π ό  η λ εκ τρ α ρ ν η τ ικ ά  φ ίλτρα .

2 .2 .2  Μ έ θ ο δ ο ς  δ ια χ ω ρ ισ μ ο ύ  δ ύ ο  φ ά σ εω ν

Α ρ χ ικά  φ υ γ ο κ εν τρ ο ύ ν τα ι 5 0 0  m l δ ε ίγ μ α το ς  σ τα  10 0 0  rpm  για  2 m in . Τ ο  

ίζη μ α  φ υ λά σ σ ετα ι σ το υ ς  4 0C, εν ώ  ρ υ θ μ ίζετα ι το  pH  του  υ π ερ κ ε ίμ εν ο υ  σ το  7 -  

7 ,5 . Σ ε 5 0 0  m l υ π ερ κ ε ίμ εν ο υ  (7 -  7 ,5  p H ) π ρ ο σ τίθ εν τα ι 3 9 ,5  m l 2 2 %  (W /V ) 

d e x tra n , 2 8 7  m l 2 9 %  (W /V ) P E G 6 0 0 0  και 3 5  m l N aC I 5 N (S ig m a , U S A ). Τ ο  

μ ε ίγμ α  α ν α δ εύ ετα ι για  1 h σ το υ ς  4 0C και σ τη ν  σ υ νέχε ια  ε ισ ά γετα ι σ ε φ ιάλη  

δ ια χ ω ρ ισ μ ο ύ , ό π ο υ  και π α ρ α μ έν ε ι σ το υ ς  4 0C για  4 8  h. Η κ ά τω  φ άσ η, ό π ο υ  

και σ υ γ κ εν τρ ώ ν ο ν τα ι τα  ιικά σ ω μ ά τια , σ υ λλέγετα ι, π ρ ο σ τίθ ετα ι χ λ ω ρ ο φ ό ρ μ ιο  

2 0 %  v /v  και α κ ο λ ο υ θ ε ί ισ χυρή  α νά δ ευ σ η  και φ υ γ ο κ έν τρ η σ η  σ τις 1 5 0 0  g για  20 

m in. Η π ά ν ω  φ ά σ η  σ υ λ λέγετα ι σ ε π λ α σ τικ ό  σ ω λή να , ό π ο υ  και π ρ ο σ τίθ εν τα ι 

π εν ικ ιλ ίνη  και σ τρ επ το μ υ κ ίν η  σ ε τελ ικ έ ς  σ υ γ κ εν τρ ώ σ ε ις  100  u n its /m l και 

1 0 0 μ g /m l α ντίσ το ιχα  (1 2 2 ). Α κ ο λ ο υ θ ε ί π ερ α ιτέρ ω  σ υ γ κ έν τρ ω σ η  το υ  δ ε ίγ μ α το ς  

μ ε  τη  μ έθ ο δ ο  κα θ ίζη σ η ς  μ ε  P E G : Σ ε δ ε ίγμ α  ό γ κ ο υ  5 0 0  m l π ρ ο σ τίθ ετα ι 10%  

W /V P E G 6 0 0 0  και N a C l (S ig m a , U S A ) σ ε τελ ική  σ υ γ κ έν τρ ω σ η  0 ,5  Μ. Τ ο  

μ ε ίγμ α  α να δ εύ ετα ι για  18h  σ το υ ς  4 0C και α κ ο λ ο ύ θ ω ς  φ υ γ ο κ εν τρ ε ίτα ι σ τις

1 1 .0 0 0  rpm  για  1 h. Τ ο  υ π ερ κ ε ίμ εν ο  α π ο ρ ρ ίπ τετα ι και το  ίζη μ α  δ ια λύετα ι σ ε 5 

m l ρ υ θ μ ισ τικο ύ  δ ια λ ύ μ α το ς  P B S  (pH  7 .4 , 1x: 137  m M  N a C l, 2 .7  m M  K C l, 8 

m M  N a 2H P O 4 και 2  m M  K H 2P O 4).

46

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 11:50:19 EEST - 3.145.54.83



Δ ε ίγ μ α  ό γ κ ο υ  5 0 0  m l φ υ γ ο κ εν τρ ε ίτα ι σ ε 1 0 0 0  rpm  για  2 m in . Τ ο  

υ π ερ κ ε ίμ εν ο  σ υ λ λέγετα ι και ρ υ θ μ ίζετα ι το  pH  σ το  3 ,8  μ ε  τη ν  π ρ ο σ θ ή κ η  3 Ν 

H C l. Σ τη ν  σ υνέχεια , τα  ιικά σ ω μ ά τια  φ ο ρ τίζο ν τα ι θ ε τ ικά  π α ρ ο υ σ ία  M g 2+, μ ε  τη ν  

π ρ ο σ θ ή κ η  M g C l2+ (M e rck , G e rm a n y ) σ ε τελ ική  σ υ γ κ έν τρ ω σ η  0 ,0 5  Μ. 

Α κ ο λ ο υ θ ε ί α ρ γή  α νά δ ευ σ η  και φ ιλ τρ ά ρ ισ μ α  σ ε η λ εκ τρ α ρ ν η τ ικ ά  φ ο ρ τ ισ μ έν ο  

φ ίλ τρ ο  (M F  -  M illip o re ), δ ια μ έτρ ο υ  4 7 m m  και μ έ γ εθ ο ς  π ό ρ ο υ  3μ m , σ τη ν  

επ ιφ ά νε ια  το υ  ο π ο ίο υ  π ρ ο σ ρ ο φ ο ύ ν τα ι τα  ιικά σ ω μά τια . Τ ο  φ ίλ τρ ο  μ ε τα φ έρ ετα ι 

σ ε α π ο σ τε ιρ ω μ έν ο  δ ο χ ε ίο  ζ έσ ε ω ς  2 5 0  m l, ό π ο υ  π ρ ο σ τίθ εν τα ι 10 ml 

δ ια λ ύ μ α το ς  0 ,0 5  Μ T r is  μ ε  pH  9, εμ π λ ο υ τ ισ μ έν ο υ  μ ε  3 %  BS A . Η έκ λο υ σ η  

π ρ α γ μ α το π ο ιε ίτα ι μ ε  α ρ γή  α νά δ ευ σ η  για  10  m in . Α φ ο ύ  α π ο μ α κ ρ υ ν θ ε ί το  

δ ιά λυμα , η δ ιαδ ικασ ία  τη ς  έκ λ ο υ σ η ς  επ α ν α λ α μ β ά ν ε τα ι. Τ ο  φ ίλ τρ ο  φ υλά σ σ ετα ι 

σ το υ ς  4 0C, εν ώ  ρ υ θ μ ίζετα ι το  pH  το υ  σ υ γ κ ε ν τρ ω μ έν ο υ  δ ε ίγ μ α το ς  σ το  7 μ ε  τη  

χ ρ ή σ η  δ ια λ ύ μ α το ς  3 Ν H C l. Α κ ο λ ο υ θ ε ί π ερ α ιτέρ ω  σ υ γ κ έν τρ ω σ η  του  

δ ε ίγ μ α το ς  μ ε  τη  μ έθ ο δ ο  κα θ ίζη σ η ς  μ ε  P E G : Σ ε δ ε ίγμ α  ό γ κ ο υ  5 0 0  ml 

π ρ ο σ τίθ ετα ι 10%  W /V P E G 6 0 0 0  και N a C l (S ig m a , U S A ) σ ε τελ ική  

σ υ γ κ έν τρ ω σ η  0 ,5  Μ. Τ ο  μ ε ίγμ α  α ν α δ εύ ετα ι γ ια  18h  σ το υ ς  4 0C και α κ ο λ ο ύ θ ω ς  

φ υ γ ο κ εν τρ ε ίτα ι σ τις  1 1 .0 0 0  rpm  για  1 h. Τ ο  υ π ερ κ ε ίμ εν ο  α π ο ρ ρ ίπ τετα ι και το  

ίζη μ α  δ ια λύ ετα ι σ ε 5 m l ρ υ θ μ ισ τικο ύ  δ ια λ ύ μ α το ς  P B S  (pH  7 .4 , 1x: 137  m M  

N a C l, 2 .7  m M  KC l, 8 m M  N a 2H P O 4 και 2  m M  K H 2P O 4).

2 .2 .3  Μ έθοδος προσρόφησης -  έκλουσης από ηλεκτραρνητικά φίλτρα.

2 .2 .4  Ε π εξερ γ α σ ία  κλ ιν ικώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν

Τ α  κλιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  (κ ό π ρ α ν α ), α ρ α ιώ θ η κα ν  σ ε 10 m l ρυθ μ ισ τικο ύ  

δ ια λ ύ μ α το ς  P B S  (pH  7 .4 , 1x: 137  m M  N a C l, 2 .7  m M  KC l, 8 m M  N a 2H P O 4 και 

2  m M  K H 2P O 4), ο μ ο γ ε ν ο π ο ιή θ η κ α ν  μ ε  v o r te x  και α π ο θ η κ εύ θ η κ α ν  σ το υ ς  - 

2 0 0C μέχρ ι τη ν  χ ρ ή σ η  το υ ς .
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2 .3  Ε Κ Χ Υ Λ ΙΣ Η  Τ Ο Υ  ΙΙΚ Ο Υ  R N A

Για τη ν  εκ χ ύ λ ισ η  το υ  ιικού R N A  α π ό  τα  επ ε ξε ρ γ α σ μ έ ν α  π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  

και κλ ιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  το  Q IA a m p ®  V ira l R N A  M in i K it τη ς  

ετα ιρ ε ία ς  Q u ia g e n  (G e rm a n y ), α κ ο λ ο υ θ ώ ν τα ς  τα  π ρ ο τε ιν ό μ εν α  σ υ ν ο δ ευ τικά  

π ρ ω τό κ ο λ λ α  το υ  κα τα σ κευ α σ τή .

Για τη ν  επ ιβ εβ α ίω σ η  μη  ύ π α ρ ξη ς  α ν α σ το λ έ ω ν  για  τις  π ε ρ α ιτέ ρ ω  P C R  

εφ α ρ μ ό σ τη κ ε  μία επ ιπ λ έ ο ν  α ντίδ ρ α σ η  P C R . Σ τη ν  α ντίδ ρ α σ η  α υτή , 

χρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι ζ εύ γ ο ς  εκ κ ιν η τώ ν  π ο υ  σ το χεύ ει το  16S  rR N A  γο ν ίδ ιο  τω ν  

β α κ τη ρ ίω ν , τα  ο π ο ία  σ υ ν υ π ά ρ χ ο υ ν  μέσ α  σ το  εκ χ υ λ ισ μ έν ο  δε ίγμα . Οι 

εκ κ ιν η τές  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  σ τη ν  π α ρ ο ύ σ α  ερ γα σ ία  ή τα ν  οι Ρ 1 1Ρ  και 

Ρ 1 3 Ρ  (π ίνα κα ς  6 ) οι οπ ο ίο ι α ν τ ισ το ιχ ο ύ ν  σ ε α λ λ η λ ο υ χ ίες  κ ο ιν ές  για  ό λα  τα  

β α κτήρ ια .

2 .4  Α Ν Τ ΙΣ Τ Ρ Ο Φ Η  Μ Ε Τ Α Γ Ρ Α Φ Η  

(R e v e rs e  T ra n s c r ip t io n  -  R T )

Ό π ω ς  έχει ή δ η  α να φ ερ θ εί, οι Ν ο ρ ο ϊο ί π ερ ιέχ ο υ ν  ένα  θ ε τ ικ ή ς  π ο λ ικ ό τη τα ς  

μ ο ν ό κ λ ω ν ο  R N A , γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  κα θ ισ τά  α π α ρ α ίτη τη  τη ν  μ ε τα τρ ο π ή  το υ  σε 

σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ικ ό  cD N A , π ρ ο κ ε ιμ έ ν ο υ  να  π ρ α γ μ α το π ο ιη θ ε ί η α ν τίδ ρ α σ η  PC R , 

η ο π ο ία  θα  κα τα σ τήσ ει εφ ικ τή  τη ν  εν ίσ χυ σ η  τη ς  π ερ ιο χ ή ς  το υ  γ ε ν ώ μ α το ς  π ο υ  

μ α ς  ενδ ια φ έρ ει.

Έ τσ ι, α ρ χ ικά  ε το ιμ ά ζετα ι το  μ ίγμα  το  ο π ο ίο  π ερ ιέχε ι: τυ χ α ίο υ ς  εκ κ ιν η τές  

(ra n d o m  p r im e rs ) d (N 9 ) (T a k a ra  B io m e d ic a l g ro u p , S h iga , J a p a n ) (5 0 n m o l^ l,  

Ι μ Ι /tu b e ), 10 m M  δ εο ξυ τρ ιφ ω σ φ ο ρ ικ ά  ν ο υ κ λ εο τίδ ια  (d N T P s , Ι μ Ι /tu be , 

In v itro g e n , U K ) και α π ιο ν ισ μ ένο  ν ερ ό  (d d H 2O, S ig m a , U S A ) ε λ εύ θ ερ ο  

ν ο υ κ λ εα σ ώ ν  ^ l / t u b e ) .  Σ ε e p p e n d o r f τω ν  5 0 0  μ! π ρ ο σ τίθ ετα ι 7 μ l/ tu b e  του  

μ ίγ μ α το ς  και 5 μ! το υ  εκ χ υ λ ισ μ έν ο υ  ιικού R N A , α κ ο λ ο υ θ ε ί σ ύ ν το μ η  

φ υ γ ο κ έν τρ η σ η  και επ ώ α σ η  τω ν  e p p e n d o rfs  σ το υ ς  6 5 0C για  5m in . Μ ετά  τη ν  

επ ώ α σ η , τα  e p p e n d o rfs  το π ο θ ε το ύ ν τα ι σ το ν  π ά γ ο  και ετο ιμ ά ζετα ι το  δ εύ τερ ο  

μ ίγμα  το  ο π ο ίο  π ερ ιέχ ε ι 5 X  f irs t  s tra n d  B u ffe r ^ l / t u b e ) ,  0 ,1 M  α ν τ ιο ξε ιδ ω τικ ό
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δ ιθ ε ιο θ ρ ε ϊτό λη  (D T T , 2 p l/tu b e ), α να σ το λ έα  ρ ιβ ο ν ο υ κ λ εα σ ώ ν  (R N A s e  ou t, 

2 0 u n its /p l, 0 ,5 p l/tu b e ), d d H 2O θα! η α ν τίσ τρ ο φ η  μ ε τα γ ρ α φ ά σ η  (0 ,5 p l)  

(R e v e rs e  T ra n s c r ip ta s e ) M -M L V  (2 0 0 u n its /p l, In v itro g e n , U K ). Π ροσ τίθ ετα ι 

π ο σ ό τη τα  (8p l/tu b e ) α π ό  το  δ ε ύ τερ ο  μ ίγμα  και α κ ο λ ο υ θ ε ί φ υ γ ο κ έν τρ η σ η  και 

επ ώ α σ η  α υ τώ ν  σ ε τρ ε ις  δ ια δ ο χ ικ ές  σ υ ν θ ή κ ες : 2 5 0C για  10 m in , 3 7 0C για  50  

m in  και 70°C  για  15 m in.

2 .5  Α Λ Υ Σ ΙΔ Ω Τ Η  Α Ν Τ ΙΔ Ρ Α Σ Η  Π Ο Λ Υ Μ Ε Ρ Α Σ Η Σ  

(P o ly m e ra s e  c h a in  re a c tio n  -  P C R )

2 .5 .1  Ε κκ ινη τικά  μόρ ια

Σ τα  σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ικ ά  c D N A  τμ ή μ α τα  π ο υ  π ρ ο έκ υ ψ α ν  μ ετά  τη ν  

εφ α ρ μ ο γ ή  τη ς  RT, εφ α ρ μ ό ζετα ι η α ν τίδ ρ α σ η  P C R  έτσι ώ σ τε  να  εν ισ χυ θ ο ύ ν . 

Α ρ χ ικά  τα  εκκ ινη τικά  μό ρ ια  τα  ο π ο ία  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  π ρ ο έ ρ χ ο ν τα ν  α π ό  τη ν  

υ π ά ρ χ ο υ σ α  β ιβ λ ιο γρ α φ ία  (π ίνα κα ς  6 ) και σ τη ν  σ υ νέχε ια  σ χ εδ ιά σ τη κ α ν  νέο ι 

εκ κ ιν η τές  α π ό  τις  α λ λ η λ ο υ χ ίες  π ο υ  π ρ ο έκ υ ψ α ν  κα τά  τη ν  δ ιά ρκεια  τω ν  

π ε ιρ α μ ά τω ν  τη ς  π α ρ ο ύ σ α ς  δ ια τρ ιβ ή ς , (π ίνα κα ς  7).

Πίνακας 6. Εκκινητικά μόρια από την υπάρχουσα βιβλιογραφία

P R IM E R Α Λ Λ Η Λ Ο Υ Χ ΙΑ  5 ’-3 ’ Tm Θ Ε Σ Η
GI

Θ Ε Σ Η
G II

mon381 CCAG AATGTACAATG GTTATG C 49.1 5647 -  5668 5362 -  5383

mon383 CAAG AG ACT GT GAAGACAT CAT C 48 4163 -  4185 5 6 6 1 - 5683

SRI-2 AAAT G ATG ATG G CG TCTA 42.8 5356 -  5373 5380 -  5397

SRI-1 CCAACCCARCCATTRTACAT - 5652 -  5671 5 4 6 7 - 5486

SRI-3
(seminested) AAAAYRTCACCG G G KG TAT 54 5578 -  5596 5653 -  5681
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SRII-2 TW C T C Y TTYT ATG G TG AT GAT GA 58 4856 -  4878 4583 -  4605

SRII-1 C G CC AT CTT CATT CACAAA 53 5 3 5 1 - 5369 5078 -  5096

SRII-3
(seminested) TTW CCAAACCAACCW G CTG 55 3179 -  3197 4 7 6 7 - 4785

P290 G ATTA CTCCAAG TG G G ACTCCAC 65 4568 -  4589 4295 -  4317

P289 T G ACAATGTAAT CAT CACCAT A 55 4865 -  4884 4592 -  4613

Calman-1 G C A C A C TG TG TT AC ACTTCC 58 4840 -  4858 4194 -  4212

Calman-2 A C A TTG G C T C TTG TC T GG 54 3668 -  3683 4998 -  5016

Calm an-29 TATG G TG ATG ATG AAATAG TG TC 58 4865 -  4887 4592 -  4611

Calm an-32 ATTTCG G G CAG AAG ATTG 52 5335 -  5352 6863 -  6880

P78 G G G CC CCC TG G TA TAG G TAA 54.3 1 6 8 2 - 1701 2 5 1 1 - 2530

P80
T G G TG AT G ACT AT AG CAT CAGACA  

CAAA
57.9

1943 -  1970 1748 -  1775

GV6 TTT AT CAATTNAAGCCT G - 6886 -  6903 5 5 2 7 - 5544

GV5 TN TA A TG G C TG G A G C TTT - 1603 -  1620 6700 -  6717

GV7 NA TCA TCTC NTTN TCA TG - 7 0 9 1 - 7108 6868 -  6885

G1F1 CTG CCCG AATTYG TAAATG AT 56.0 5342 -  5362 7475 -  7492

G1R1 CC AAC CCARCCATTRTACATTT 58.0 5650 -  5671 5366 -  5386

G2F1 G TG G G AG G G CG ATCG CAA TCT 65.0 5320 -  5340 5 0 4 7 - 5067

G2R1 TG CA T AACCATTRT ACATT CT 53.0 2 9 3 1 - 2951 1404 -  1423

G1SKF CTG CCCG AATTYG TAAATG A 55.0 5342 -  5361 7474 -  7492
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G 1SKR CCAACCCARCCATTRTACA 55.0 5653 -  5671 5368 -  5386

JJVMF CCAT G TTC C G TT G GATGC 60.0 - 528 3 -5 300

G2SKF C N TG G G AG G G CG ATCG CAA 63.0 5 3 2 1 - 5337 5046 -  5064

Q NIF2 ATG TTCAG  RTGGATGAG RTTC  
TC W G A

65.0 - 501 2 -5 037

G 2SKR C C R C C N G C A TR H C C R TTR TA C A T 64.0 5652 -  5671 5 3 6 7 - 5389

M R3 nested
1st CC G TCAG AG TG G G TA TG A A

57.0 4485 -  4503 4212 -  4230

M R4 nested
1st A G TG G G TTTG A G G C C G TA

56.0 4937 -  4953 4664 -  4680

YU R I22F
nested2nd

ATG AATG AG G ATG G ACCCAT 56.0 4 9 9 1 - 5010 4232 -  4251

Y U R I22R
nested

nd
CAT CATCCCCG TAGAAAG AT

56.0 4858 -  4977 4585 -  4604

Πίνακας 7. Εκκινητικά μόρια τα οποία σχεδιάστηκαν με βάση τις αλληλουχίες που προέκυψαν από τα
θετικά δείγματα στην παρούσα διατριβή

PR IM ER Α Λ ΛΗ Λ Ο Υ ΧΙΑ  5 ’-3 ’ Tm Θ ΕΣΗ

NVLR52 G TC C AAG CC CAC TCC TG TT 59.0 4523 -  4541

NLVR871 AG AC G G TA AAC TCG CC CTG T 60.0 5258 -  5279

NLVR58 G C C C A C TC C T G TTTTT CATT 56.0 4529 -  4548

NLVR756 TG CC ATAA CC TCATTG TTG G 56.0 5143 -  5162

NLVR166 ACCCG ACCTG ACAAAATG  A 55.0 4637 -  4652

NLVORF1041 GGCAAAAACACTGGCTCAAG 58.0 5493 -  5512
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NLVO RF1260 G G AT G G G G AG T GT GAAAG G 59.0 5714 -  5733

NLVR166 ACCCG ACCTG ACAAAATG  A 55.0 4637 -  4652

NLVO RF1955 CAG GAAT G G G TT CAG CACTT 58.0 6429 -  6448

NLVO RF2902 C TTTG G G G A CG G TTG AG AC 59.0 7403 -  7385

NLVO RF2029 TC C T GACACTGGGAGAAACA 58.0 6537 -  6555

NLVO RF2902 C TTTG G G G A CG G TTG AG AC 59.0 7403 -  7385

NLVORF941 G TTC C A C C A C A TTTC C C TG T 58.0 5412 -  5431

NLVO RF1928 ACCCATAACCACCAG CAG AT 58.0 6402 -  6384

NLVO RF769 TT  CACCAAGGAACT CACCT G 58.0 5240 -  5259

NLVO RF1753 G G G CTG TCCATCATCAAAAT 56.0 6227 -  6208

NLVO RF1290 G ATTC CCC G C TCC AATAG AC 60.0 5 7 6 1 - 5779

NLVO RF1974 AA G TG C T G AAC CCA TTC CT G 58.0 6448 -  6429

NLVO RF2029 TC C T GACACTGGGAGAAACA 58.0 6537 -  6555

NLVO RF2703 CG TTG AA TG G G TTG ATTG TG 56.0 7 2 2 1 - 7203

NLVO RF1252 A C TC C C C A TC C T G ACT CTT G 60.0 5724 -  5743

NLVO RF1974 AA G TG C T G AAC CCA TTC CT G 58.0 6448 -  6429

NLVH144 T G ACCAAGAT ACAG GAAG ATTG C 61.0 1845 -  1867

NLVH901 T CAAG TG CCAT AACCT CATTG T 58.0 5 1 4 7 - 5168

NLVH297 AA G C C C A C TC C T G TTTTT CA 56.0 4 5 2 7 - 4546
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NLVH896 TG CC ATAA CC TCATTG TTG G 56.0 5143 -  5162

NLVC463 C TTC TG C C C C TC C C TG A TA 59.0 5577 -  5559

NLVC1430 G G TG CTG C TTCC TG G TA AA A 58.0 6508 -  6489

NLVC560 G G G CTA AC TCTG G TG A G G AT 60.0 5638 -  5657

NLVC1522 T G AG G AACCCTT CT CTG TG C 60.0 6600 -  6581

NLVC775 CAACCCCAAAATG GTAG GTG 58.0 5853 -  5872

NLVC1489 AG AT G TT AC G CCCAG TATCG 58.0 6567 -  6548

NLVC615 C G CC CCA G A TTTTG A G TTC 57.0 5693 -  5711

NLVC1376 ATG TA G C CAG AC CC G TA G C C 63.0 6454 -  6473

Σ ε ό λ ες  τις  α ν τιδ ρ ά σ εις  P C R  το  π ρ ω τό κ ο λ λ ο  π ο υ  εφ α ρ μ ό σ τη κ ε  για  τη ν  

π α ρ α σ κ ευ ή  το υ  μ ίγ μ α το ς  τη ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  ή τα ν  το  ίδιο:

c D N A  (3μ Ι)

d N T P s  10m M , In v itro g e n , UK, (5μ Ι)

T a q  re a c tio n  b u ffe r  10x, (5 μ Ι)

T a q  D N A  π ο λ υ μ ερ ά σ η  (5 u /μ l, P a q 5 0 0 0 , S tra ta g e n e , U S A ), (0 ,5 μ Ι)

P rim e rs  (1 μΙ α π ό  tov κα θ έν α  μ ε  σ υ γ κ έν τρ ω σ η  5 0  p m o l), (2 μ Ι) και 

d d H 2O (n u c le a s e  fre e ), (μ έχρ ι τελ ικ ό  ό γ κ ο  5 0 μ Ι)

σ ε ο ρ ισ μ έν ες  α ν τιδ ρ ά σ εις  π ρ ο σ τέ θ η κ ε  επ ιπ λ έ ο ν  M g C l2 (5 0 m M ) ω ς  

σ υ ν π α ρ ά γ ο ν τα ς , έτσ ι ώ σ τε  να  εν ισ χ υ θ εί η π ο σ ό τη τα  το υ  π ρ ο ϊό ν το ς  τη ς  PC R .

Για κ ά θ ε  α ντίδ ρ α σ η  P C R  π ρ α γ μ α το π ο ιε ίτα ι έν α  α ρ χ ικό  σ τά δ ιο  α π ο δ ιά τα ξη ς  

το υ  μο ρ ίου  σ τό χο υ , σ το υ ς  95°C  για  2 m in  και α κ ο λ ο υ θ ε ί η εφ α ρ μ ο γ ή  τω ν  

δ ια φ ο ρ ετικ ώ ν , για  κ ά θ ε  ζ εύ γ ο ς  εκ κ ινη τώ ν , σ υ ν θ η κ ώ ν  α π ο δ ιά τα ξη ς , 

υ β ρ ιδ ο π ο ίη σ η ς  και επ ιμ ή κ υ νσ η ς . Τ ο  τελ ικό  σ τά δ ιο  σ ε ό λ ες  τις α ν τιδ ρ ά σ εις
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π ερ ιλ α μ β ά ν ε ι επ ώ α σ η  για  5 m in  σ το υ ς  72°C  για  π λ ή ρ η  σ ύ ν θ εσ η  τω ν  μη 

ο λ ο κ λ η ρ ω μ έ ν ω ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  PC R .

Για τη ν  π ερ α ιτέρ ω  α ύ ξη σ η  τη ς  ευ α ισ θησ ία ς  τη ς  α ν τίδ ρ α σ η ς , εφ α ρ μ ό σ τη κ α ν  

δ ύ ο  επ ιπ λ έ ο ν  α ντιδρ ά σ εις , η A u to n e s te d  και η S e m in e s te d  P C R . Και σ τις  δ ύ ο  

π ερ ιπ τώ σ εις , εφ α ρ μ ό ζετα ι μια α π λ ή  P C R  για  2 5  κ ύ κ λ ο υ ς  και σ τη ν  σ υ νέχε ια  το  

π ρ ο ϊό ν  α υ τή ς  υ π ο β ά λλ ετα ι, κ α τό π ιν  α ρ α ίω σ η ς , σ ε μια δ ε ύ τερ η  P C R . Σ τη ν  

π ρ ώ τη  π ερ ίπ τω σ η  μ ε  το υ ς  ίδ ιους  α ρ χ ικ ο ύ ς  εκ κ ιν η τές , εν ώ  σ τη ν  δ εύ τερ η  

π ερ ίπ τω σ η  μ ε  ένα  ζ εύ γ ο ς  εκ κ ιν η τώ ν  ό π ο υ  ο έν α ς  είναι ο π ρ ώ το ς  εκ κ ιν η τή ς  

τη ς  P C R  και ο δ ε ύ τερ ο ς  είναι εσ ω τερ ικό ς .

2 .5 .2  Σ υ ν θ ή κ ες  α π ο δ ιά τα ξη ς , υ β ρ ιδ ο π ο ίη σ η ς  και επ ιμ ή κ υ ν σ η ς

Σ το ν  π α ρ α κ ά τω  π ίνα κα  π α ρ α τίθ εν τα ι, οι σ υ ν θ ή κ ες  α π ο δ ιά τα ξη ς , 

υ β ρ ιδ ο π ο ίη σ η ς  και επ ιμ ή κ υ ν σ η ς  τω ν  εκ κ ιν η τώ ν  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  για 

τη ν  ο λ ο κ λ ή ρ ω σ η  τη ς  π ε ιρ α μ α τικ ή ς  δ ια δ ικασ ίας, σ τη ν  π α ρ ο ύ σ α  δ ια τρ ιβ ή , 

(π ίνα κα ς  8).

Πίνακας 8. Συνθήκες αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιμήκυνσης.

Ζ εύ γ η  εκ κ ιν η τ ικ ώ ν  

μ ο ρ ίω ν

Σ υ ν θ ή κ ες  P C R
Κ ύκλο ι

Σ υ ν θ ή κ ες Α ϋ Ιο π β ε Ιβ

d P C R κ α ιS e m in e s te

d P C R
Κ ύκλο ι

JV12Y - JV13I
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 3 7 ^  γ ι α ^ ^  
Επιμήκυνση: 7 2 ^  για30sec

25 Ομοίως με PCR 40

SRII-1
SRII-2
SRII-3

Αποδιάταξη: 9 5 ^  για 30sec
Υβριδοποίηση: 5 0 ^  για 30sec 
Επιμήκυνση: 7 2 ^  για 30sec

25

Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  
(SR II-2 -  SRII-3)

40

P78 -  Ρ80
Αποδιάταξη: 9 5 ^  για 30sec
Υβριδοποίηση: 5 5 ^  για 30sec 
Επιμήκυνση: 7 2 ^  για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40
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G 1SK R -  G1SKF
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec

Υβριδοποίηση: 55°C Yia30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25
Ομοίως με PCR

40

G 1SK R -  JJSKF
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 60°C για30sec 

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec
25

Ομοίως με PCR
40

G 2SK R -  G2SKF
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 

Υβριδοποίηση: 55°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

G 2 S K F - P290
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 

Υβριδοποίηση: 60°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

Q N IF2 -  G 2SKR
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 

Υβριδοποίηση: 60°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

CALMAN 1 -  2

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 50°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25
Ομοίως με PCR

40

CALMAN 29 -  32
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 

Υβριδοποίηση: 50°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25
Ομοίως με PCR

40

M R3 -  MR4  
YU R I22F  -  Y U R I22R

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για30sec

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec
25

Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(Y U R I2 2 F -  
Y U R I22R )

40

P289 -  P290
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 

Υβριδοποίηση: 50°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40
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MON  
381 -  383

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C Yia30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

SRI-2
SRI-1
SRI-3

(seminested)

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 50 °C Y^30sec  
Επιμήκυνση: 72 °C για 30sec

25
Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(SRI-2 SRI-3)
40

NLVORF  
2029 -  2902

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για30sec 

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec
25 Ομοίως με PCR 40

NLVORF  
941 - 1928

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25
Ομοίως με PCR

40

NLVORF  
2029 - 2703

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 50°C για30sec 

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec
25

Ομοίως με PCR
40

NLVR  
58 -  756

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 50°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVC  
463 -  1430

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 55°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVH  
297 -  896

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 50°C για30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVR 166 -  
NLVO RF 1262

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 50°C για30sec 

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec
25 Ομοίως με PCR 40

NLVR 166 -  NLVORF  
1041

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 50°C για 30sec 

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec 25
Ομοίως με PCR

40
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NLVR  
52 -  871

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C Yia30sec 

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec
25

Ομοίως με PCR
40

NLVORF  
1955 -  2902

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25
Ομοίως με PCR

40

NLVORF  
769 -  1753

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVORF  
1290 -  1974

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVORF  
1252 - 1974

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVC  
560 -  1522

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 5 5 ^ γ ια  30sec

Επιμήκυνση: 72°C για 30sec
25 Ομοίως με PCR 40

NLVC  
775 -  1489

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 50°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVC  
615 -  1376

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40

NLVH  
144 -  901

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25 Ομοίως με PCR 40
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NLVR 166 -  
NLVO RF 1262 

&
NLVR 166 -1041

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 50°C για 30sec
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25

Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(NLVR 166 -  
NLVO RF 1041)

40

NLVR 52 -  
NLVO RF 871 

&
NLVR 58 -  756

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 50°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25
Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(NLVR 58 -  756)
40

NLVORF  
1955 -2 9 0 2  

&
NLVORF  

2029 -  2902

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25

Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(NLVORF  
2029 -  2902)

40

NLVC 463 -  1430 
&

NLVC  
615 -  1376

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25

Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(NLVC  
615 -  1376)

40

NLVC  
560 -  1522 

&
NLVC  

615 -  1376

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25

Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(NLVC  
615 -  1376)

40

NLVH  
144 -  901 

&
NLVH  

297 -  896

Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Υβριδοποίηση: 55°C για 30sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 30sec

25
Seminested PCR  
Ομοίως με PCR  

(NLVH  
297 -  896)

40
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2 .6  Κ Λ Ω Ν Ο Π Ο ΙΗ Σ Η

2 .6 .1 Κ α θ α ρ ισ μ ό ς  τω ν  π ρ ο ϊό ν τω ν

Τ α  θ ετικά  π ρ ο ϊό ν τα  τη ς  κ ά θ ε  a u to n e s te d  ή s e m in e s te d  PC R , 

η λ εκ τρ ο φ ο ρ ο ύ ν τα ι α ν ά λ ο γ α  μ ε  το  μ ο ρ ια κό  το υ ς  β ά ρ ο ς  σ ε π ή κ τω μ α  α γ α ρ ό ζη ς  

α π ό  1 έ ω ς  2% . Ο π ρ ο σ δ ιο ρ ισ μ ό ς  το υ  μ ή κ ο υ ς  τω ν  ε π ιθ υ μ η τώ ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  

π ρ α γ μ α το π ο ιε ίτα ι μ ε  χ ρ ή σ η  μ ά ρ τυ ρ α  μ ο ρ ια κο ύ  β ά ρ ο υ ς , 100  bp  D N A  L a dde r, 

ο  ο π ο ίο ς  εμ φ α ν ίζε ι το  μ ο ρ ια κό  β ά ρ ο ς  τη ς  κ ά θ ε  ζώ ν η ς , η ο π ο ία  α π έχ ε ι α π ό  τη ν  

γ ε ιτο ν ικ ή  τη ς  100  bp. Οι α ν τίσ το ιχ ες  ζώ ν ες  σ τα  π ρ ο ϊό ν τα  τω ν  a u to n e s te d  ή 

s e m in e s te d  P C R , α π ο μ ο ν ώ ν ο ν τα ι α π ό  το  π ή κ τω μ α  και μ ε τα φ έρ ο ν τα ι σε 

α π ο σ τε ιρ ω μ έν α  tu b e s  τω ν  2 m l. Α κ ο λ ο υ θ ε ί κ α θ α ρ ισ μ ό ς  τω ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  α π ό  

το  π ή κ τω μ α  α γ α ρ ό ζη ς  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιώ ν τα ς  το  Q IA q u ic k ®  G e l E x tra c tio n  K it 

(Q u ia g e n , G e rm a n y ), ε φ α ρ μ ό ζο ν τα ς  το  εσ ώ κλε ισ το , σ υ ν ισ τώ μ εν ο  

π ρ ω τό κ ο λ λ ο  το υ  κα τα σ κευ α σ τή .

2 .6 .2  Π ρ ο σ θ ή κ η  σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ικ ώ ν  ά κ ρ ω ν

Μ ετά  το ν  κ α θ α ρ ισ μ ό  τω ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  α π ό  το  π ή κ τω μ α  α γα ρ ό ζη ς , 

εφ α ρ μ ό ζετα ι η α ν τίδ ρ α σ η  π ρ ο σ θ ή κ η ς  κ α τά λ λ η λ ω ν  σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ικ ώ ν  ά κρ ω ν. 

Σ τη ν  π α ρ ο ύ σ α  δ ια τρ ιβ ή  εφ α ρ μ ό σ τη κ α ν  δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετικ ά  π ρ ω τό κ ο λ λ α  ανά  

π ερ ίπ τω σ η .

Σ τη ν  π ερ ίπ τω σ η  π ο λ ύ  μ ικρ ή ς  σ υ γ κ έν τρ ω σ η ς  το υ  π ρ ο ϊό ν το ς  

εφ α ρ μ ό σ τη κ ε  η G o T a q  P C R , σ κ ο π ό ς  τη ς  ο π ο ία ς  είναι η εκ θ ε τ ικ ή  εν ίσ χυ σ η  

τω ν  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ω ν  π ερ ιο χ ώ ν , χ ρ η σ ιμ ο π ο ιώ ν τα ς  τη ν  α λυ σ ιδ ω τή  α ντίδ ρ α σ η  

τη ς  π ο λ υ μ ερ ά σ η ς . Η α ντίδ ρ α σ η  ξεκ ιν ά  μ ε  ένα  α ρ χ ικό  σ τά δ ιο  α π ο δ ιά τα ξη ς  του  

D N A  σ το υ ς  95°C  για  2 m in , α κ ο λ ο υ θ ε ί η εφ α ρ μ ο γ ή  τω ν  σ υ ν θ η κ ώ ν  

α π ο δ ιά τα ξη ς  σ το υ ς  9 5 0C για  1 m in , υ β ρ ιδ ο π ο ίη σ η ς  για  3 0  sec, η θ ερ μ ο κ ρ α σ ία  

τη ς  ο π ο ία ς  ε ξα ρ τά τα ι κ ά θ ε  φ ο ρ ά  α π ό  το  ζ εύ γ ο ς  τω ν  εκ κ ιν η τώ ν  και 

επ ιμ ή κ υ ν σ η ς  σ το υ ς  7 2 0C για  1 m in , για  2 0  κ ύ κλο υ ς . Τ ο  τελ ικό  σ τά δ ιο  τη ς  

α ν τ ίδ ρ α σ η ς  π ερ ιλ α μ β ά ν ε ι τη ν  επ ώ α σ η  τω ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  για  5 m in  σ το υ ς  72°C.
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Α κ ο λ ο υ θ ε ί η η λ εκ τρ ο φ ό ρ η σ η  α υ τώ ν  σ ε 2 %  σ υ γ κ έν τρ ω σ η  α γ α ρ ό ζη ς  και ο 

δ ε ύ τερ ο ς  κ α θ α ρ ισ μ ό ς  το υ ς  α π ό  το  π ή κ τω μ α , μ ε  χ ρ ή σ η  του  π ρ ο α ν α φ ερ θ έν το ς  

κιτ.

Σ τη ν  π ερ ίπ τω σ η  ό π ο υ  η σ υ γ κ έν τρ ω σ η  το υ  δ ε ίγ μ α το ς  ή τα ν  επ α ρ κ ή ς  για  να  

κ λω νο π ο ιη θ ε ί, ε φ α ρ μ ό σ τη κ ε  η π ρ ο σ θ ή κ η  Α -ά κ ρ ω ν  σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  το  

εσ ώ κ λε ισ το , σ υ ν ισ τώ μ εν ο  π ρ ω τό κ ο λ λ ο  τη ς  T O P O ® T A C lo n in g K it ( In v itro g e n , 

U S A ).

2 .6 .3  Μ ο ρ ια κή  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η  τω ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  P C R

Η δ ιαδ ικασ ία  έλ α β ε  χ ώ ρ α  κ α θ ώ ς  υ π ή ρ χ ε  η υ π ο ψ ία  για  τα υ τό χ ρ ο ν η  ύ π α ρ ξη  

ά νω  το υ  εν ό ς  σ τελ έ χ ο υ ς  Ν ο ρ ο ϊώ ν  σ ε αυτά . Έ τσ ι, κ ά θ ε  κ λ ώ ν ο ς  

μ ε τα σ χ η μ α τ ισ μ έν ω ν  β α κ τη ρ ια κ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν  π ο υ  π ρ ο έκ υ ψ ε , π ερ ιε ίχ ε  

κ λ ω ν ο π ο ιη μ έ ν ο  το  γ εν ω μ ικ ό  τμ ή μ α  α π ό  μ ό νο  ένα  δ ια κρ ιτό  σ τέλ εχ ο ς . Για τη ν  

π ρ α γ μ α το π ο ίη σ η  τη ς  μ ο ρ ια κή ς  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς  τω ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  κ α θ ώ ς  και τη ν  

ο π τικ ή  επ ιβ εβ α ίω σ η  τη ς  δ ιαδ ικασ ίας, α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ α ν  τέσ σ ερ α  δ ια δ οχ ικά  

β ή μ α τα .

Α . Α ν τίδ ρ α σ η  λ ιγ ά σ η ς  ή το π ο ϊσ ο μ ερ ά σ η ς

Σ κ ο π ό ς  τη ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  α υ τή ς  είναι να  επ ιτρ α π ε ί η εν σ ω μ ά τω σ η  του  

εν ισ χ υ μ ένο υ , π λ έο ν , γ εν ω μ ικ ο ύ  τμ ή μ α το ς  σ ε π λ α σ μ ίδ ιο  (φ ο ρ έα  

κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς ). Οι φ ο ρ ε ίς κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  σ τη ν  

π α ρ ο ύ σ α  εργα σ ία  είναι ο p G E M ® -T E a sy  V e c to r  S y s te m  (P ro m e g a , U S A ) και ο 

p C R  2 .1 -T O P O ® V E C T O R  (In v itro g e n ,U S A ).

Β. Π α ρ α γ ω γ ή  δ εκ τ ικ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν  μ ε  χ η μ ικ ή  μ έθ ο δ ο  (χ λ ω ρ ιο ύ χ ο  α σ β έσ τιο  -

C a C l2)

Για τη ν  α ν ά π τυ ξη  τω ν  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ω ν  φ ο ρ έ ω ν  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς  

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  β α κ τη ρ ια κ ά  κ ύ ττα ρ α  E .c o li D H 5 . Τ ο  σ τέλ ε χ ο ς  α υ τό  δ εν
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είναι ικα νό  να  π ρ ο κα λ έσ ε ι α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ ς  και κ α τα σ τα λ τ ικ ές  μ ε τα λ λ ά ξε ις  

a m b e r. Ε π ίσ ης, η φ 8 0  la c Z  Δ Μ 1 5  μ ε τά λ λ α ξη  σ τη ν  α λλη λο υ χ ία  το υ  γ ε ν ώ μ α τό ς  

του , επ ιτρ έπ ε ι α -σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ικ ό τη τα  μ ε  το  α μ ιν ο τελ ικ ό  τμ ή μ α  τη ς  β -  

γ α λ α κ το σ ιδ ά σ η ς  (τμ ή μ α  α) π ο υ  κω δ ικο π ο ιε ίτα ι α π ό  το ν  φ ο ρ έα  κλω νο π ο ίη σ η ς . 

Τ ο  τμ ή μ α  Ω τη ς  β -γ α λ α κ το σ ιδ ά σ η ς  κω δ ικο π ο ιε ίτα ι α π ό  το  β α κ τη ρ ια κ ό  γ έν ω μ α . 

Τ έλ ο ς , για  το ν  σ χ η μ α τισ μ ό  εν ερ γ ο ύ  εν ζύ μ ο υ , α π α ιτείτα ι και το  τμ ή μ α  α, το  

ο π ο ίο  κ ω δ ικο π ο ιε ίτα ι α π ό  το ν  φ ο ρ έα , εσ ω τερ ικ ά  το υ  ο π ο ίο υ  υ π ά ρ χ ει η 

π ερ ιο χ ή  π ο λ υ σ υ ν δ έτη , π ο υ  η π α ρ ο υ σ ία  τη ς  δ εν  δ ια τα ρά σ σ ει το  α ν α γνω σ τικ ό  

π λαίσ ιο .

Η π ε ιρ α μ α τικ ή  δ ιαδ ικασ ία  ξεκ ιν ά  μ ε  τη ν  σ υ λ λ ο γ ή  β α κ τη ρ ια κ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν , τα  

ο π ο ία  είναι α π ο θ η κ ευ μ έν α  σ το υ ς  -8 0 0C και τη  μ ε τα φ ο ρ ά  το υ ς  σ το  

α π ο σ τε ιρ ω μ έν ο  θ ρ επ τ ικ ό  υ π ό σ τρ ω μ α  LB  B ro th  (2 0 g /L , S ig m a , U S A ). 

Α κ ο λ ο υ θ ε ί η επ ώ α σ η  το υ ς  για  16h  (o v e rn ig h t)  σ το υ ς  3 7 0C σ τις 2 1 0  

σ τρ ο φ ές /λ επ τό  και σ τη ν  σ υ νέχε ια  μ ετρ ιέτα ι η α π ο ρ ρ ό φ η σ η  το υ ς  σ ε O D 600, έτσ ι 

ώ σ τε  να  δ ια κ ο π ε ί η κ υ ττα ρ ικ ή  α ν ά π τυ ξη  (το π ο θ έ τη σ η  σ ε π ά γ ο ) ό τα ν  τα  

κ ύ ττα ρ α  φ τά σ ο υ ν  σ τη ν  εκ θ ετ ικ ή  φ ά σ η  τη ς  α ν ά π τυ ξη ς  το υ ς  (0 ,4 5 0 -0 ,5 5 0 Α ). 

Σ τη ν  σ υνέχεια , φ υ γ ο κ εν τρ ο ύ ν τα ι σ τις  4 0 0 0  rpm  για  1 0 m in  σ το υ ς  4 0C, 

α π ο ρ ρ ίπ τετα ι το  υ π ερ κ ε ίμ εν ο , δ ια λ υ το π ο ιε ίτα ι το  ίζη μ α  σ ε π α γ ω μ έν ο υ  C a C h  

σ υ γ κ έν τρ ω σ η ς  0,1 M (S ig m a , U S A ) και η δ ιαδ ικασ ία  επ α ν α λ α μ β ά ν ε τα ι α κ ό μ η  

μία φ ορά .

Γ. Μ ε τα σ χ η μ α τ ισ μ ό ς  επ ιδ εκ τ ικ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν

Η δ ιαδ ικασ ία  εν σ ω μ ά τω σ η ς  το υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  φ ο ρ έα  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς  

σ τα  επ ιδ εκ τ ικ ά  β α κ τη ρ ια κ ά  κύ ττα ρ α , ξεκ ιν ά  μ ε  τη  μ ε τα φ ο ρ ά  α υ τώ ν  σ ε 

α π ο σ τε ιρ ω μ έν α  tu b e s . Α κ ο λ ο υ θ ε ί η π ρ ο σ θ ή κ η  του  μ ισ ού π ο σ ο ύ  τη ς  

α ν τ ίδ ρ α σ η ς  τη ς  λ ιγάσ η ς, του  κ ά θ ε  δ ε ίγ μ α το ς , σ ε α ν τίσ το ιχ ο  tu b e  και μ ε τά  α π ό  

ήπ ια  α νά δ ευ σ η , το π ο θ ε το ύ ν τα ι σ το ν  π ά γ ο  για  3 0  m in . Σ τη ν  σ υνέχεια , 

επ ω ά ζο ν τα ι σ ε υ δ α τό λ ο υ τρ ο  σ το υ ς  4 2 0C για 9 0  s e c  και α κ ο λ ο ύ θ ω ς  

μ ε τα φ έρ ο ν τα ι και π ά λ ι σ το ν  π ά γ ο  για  2 m in  (h e a t sh o ck ). Μ ετά  τη ν  

ο λ ο κ λ ή ρ ω σ η  τη ς  δ ια δ ικασ ίας h e a t sh o ck , μ ε τα φ έρ ετα ι π ο σ ό τη τα  τω ν  

μ ε τα σ χ η μ α τ ισ μ έν ω ν  δ εκ τ ικ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν  σ ε fa lc o n  μ ε  LB  B ro th  και επ ω ά ζο ν τα ι 

σ το υ ς  3 7 0C σ τις  18 0  σ τρ ο φ ές /λ επ τό  για  1h, ο σ κ ο π ό ς  α υ τή ς  τη ς  επ ώ α σ η ς  

είναι η « επ ο ύ λ ω σ η »  τη ς  π λ α σ μ α τικ ή ς  μ ε μ β ρ ά ν η ς  τω ν  β α κ τη ρ ια κ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν .
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Τ έλ ο ς , επ ισ τρ ώ νετα ι π ο σ ό τη τα  α π ό  τη ν  κ ά θ ε κ α λλ ιέρ γε ια  σ ε τρ ιβλ ίο , το  ο π ο ίο  

π ερ ιέχ ε ι LB  A g a r  (3 0 g /L , S c h a rla u , S p a in ) και α μ π ικ ιλ ίνη  (6 ,6m g /m l) και 

κ α τό π ιν  π ρ ο σ τίθ ετα ι π ο σ ό τη τα  τη ς  ο ρ γ α ν ικ ή ς  ε ν ώ σ εω ς  X -g a l (5 0 m g /m l, 

P ro m e g a , U S A ). Τ α  τρ ιβλ ία  επ ω ά ζο ν τα ι για  16 h  σ το υ ς  3 7 0C.

Ο φ ο ρ έα ς  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς  π ερ ιέχ ε ι γο ν ίδ ιο  α ν θ ε κ τ ικ ό τη τα ς  σ το  α ντιβ ιο τικό  

α μ π ικ ιλ ίνη , η οπ ο ία  π α ρ εμ β α ίν ε ι σ τη  σ ύ ν δ εσ η  τω ν  μ ο ν ά δ ω ν  π ε π τ ιδ ο γ λ υ κ ά ν η ς  

και α να σ τέλλε ι τη  σ ύ ν θ εσ η  κ υ ττα ρ ικ ο ύ  το ιχ ώ μ α το ς , έτσι, α π ο τρ έπ ετα ι η 

α ν ά π τυ ξη  ά λ λ ω ν  β α κ τη ρ ια κ ώ ν  κ υ ττά ρ ω ν  σ το  τρ ιβ λ ίο  κα λλ ιέρ γε ια ς , π έ ρ α ν  

ό σ ω ν  έχ ο υ ν  μ ε τα σ χ η μ α τισ τε ί μ ε  το ν  φ ο ρ έα  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς . Ε π ίσ ης, σ τα  

β α κ τή ρ ια  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν , ό τα ν  α υ τά  α να π τύ σ σ ο ντα ι σ ε θ ρ επ τ ικ ό  

μ έσ ο  π ο υ  π ερ ιέχ ε ι τη ν  ουσ ία  X -g a l, η δ ιά σ π α σ η  τη ς  α π ό  τη ν  β -γ α λα κτο σ ιδ ά σ η  

π α ρ ά γει ένα  α δ ιά λυ το  π ρ ο ϊό ν  μ π λ ε  χ ρ ώ μ α το ς .

Έ τσ ι, ό τα ν  σ το ν  φ ο ρ έα  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς  δ εν  έχει ε ισ α χθ εί σ τη ν  π ερ ιο χ ή  

π ο λ υ σ υ ν δ έ τη  το  επ ιθ υ μ η τό  έν θ εμ α , π α ρ ά γετα ι το  τμ ή μ α  α τη ς  β -  

γα λα κ το σ ιδ ά σ η ς , σ χ η μ α τ ίζο ν τα ς  το  εν ερ γ ό  έν ζυ μ ο  και η X -g a l δ ιασ π άτα ι 

π α ρ ά γ ο ν τα ς  μ π λ ε  α π ο ικ ίες . Σ τη ν  π ερ ίπ τω σ η  π ο υ  έχει γίνει έν θ εσ η  του  

π ρ ο ϊό ν το ς  P C R  σ τη ν  π ερ ιο χ ή  π ο λ υ σ υ ν δ έτη , το  α ν α γ ν ω σ τικ ό  π λα ίσ ιο  του  

τμ ή μ α το ς  α τη ς  β -γ α λ α κ το σ ιδ ά σ η ς  δ ια τα ρά σ σ ετα ι, μ ε  α π ο τέ λ εσ μ α  να  μ η ν  

π α ρ α χ θ ε ί το  ε ν ερ γ ό  έν ζυ μ ο  και οι α π ο ικ ίες  να  εμ φ α ν ίζο ν τα ι λ ευ κ ές .

Η π ε ιρ α μ α τικ ή  δ ιαδ ικασ ία  σ υ νεχ ίζε ι μ ε τη ν  σ υ λ λ ο γ ή  τω ν  λ ε υ κ ώ ν  α π ο ικ ιώ ν, 

τη ν  ε ισ α γω γή  το υ ς  σ το  υ γ ρ ό  θ ρ επ τ ικ ό  υ π ό σ τρ ω μ α  LB  B ro th , τ ο  οπ ο ίο  

π ερ ιέχ ε ι α μ π ικ ιλ ίνη  και α κ ο λ ο υ θ ε ί η επ ώ α σ η  το υ ς  για  16h  σ το υ ς  3 7 0C σ ε 2 1 0  

σ τρ ο φ ές /λ επ τό . Α κ ο λ ο υ θ ε ί η εκ χ ύ λ ισ η  το υ  π λ α σ μ ιδ ια κ ο ύ  D N A  μ ε  τη  χ ρ ή σ η  

το υ  N u c le o S p in ® P la sm id  (M a c h e re y -N a g e l, G e rm a n y ), σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  το  

σ υ ν ο δ ευ τ ικ ό  π ρ ο τε ιν ό μ εν ο  π ρ ω τό κ ο λ λ ο  του  κα τα σ κ ευ α σ τή , έτσ ι ώ σ τε  να  

α π ο μ ο ν ω θ ε ί ο α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο ς  φ ο ρ έα ς  α π ό  τις  λ ε υ κ έ ς  α π ο ικ ίες , (ε ικ .1 5).
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Εικ.15. Διάκριση μεταξύ μπλε και λευκών αποικιών για τον εντοπισμό ανασυνδυασμένων 
φορέων κλωνοποίησης (www.bio.davidson.edu)

Δ. Π έψ η  μ ε  E coR I

N ael 2707

pGEM  -Τ  Easy tacZ 
Vector

(3 0 1 5b p )

Kmnl 2009
T7 1 1 start 

14 
20 
26  
31 
37 
43  
43  
49  
52

Seal 1890 Apal
A atll
Spill
BstZI
N col
BstZI
Not I
S acll
EcoRI

Spel
EcoRI
Notl
BstZI
Pst I
Sail
N d e l
Sacl
BstXI
Nsil

64
70
77
77
88
9 0
97

109
118
127
141

SR

Εικόνα 16: Ο φορέας κλωνοποίησης pG EM ®-T Easy Vector System. Φαίνονται το γονίδιο 
ανθεκτικότητας στην αμπικιλίνη και το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης καθώς και οι θέσεις 
κοπής με το ένζυμο περιορισμού EcoRI.
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Η π ρ α γ μ α το π ο ίη σ η  α υ τή ς  τη ς  α ν τ ίδ ρ α σ η ς  είναι σ η μ α ν τ ικ ή  για  τη ν  

επ ιβ εβ α ίω σ η  τη ς  έ ν θ εσ η ς  ο λ ό κ λ η ρ ο υ  το υ  εν θ έ μ α το ς  σ το ν  π ο λ υ σ υ ν δ έ τη  του  

φ ο ρ έα  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς . Η π έ ψ η  γ ίνετα ι μ ε  το  έ ν ζυ μ ο  π ερ ιο ρ ισ μ ο ύ  E coR I 

(R e s tr ic t io n  E n zym e  E coR I, T a k a ra  B io m e d ic a l g ro u p , S h iga , Ja p a n ), του  

ο π ο ίο υ  θ έσ εις  α ν α γ ν ώ ρ ισ η ς  σ το ν  π λ α σ μ ιδ ια κ ό  φ ο ρ έα  υ π ά ρ χ ο υ ν  μ ό νο  

ε κ α τέρ ω θ ε ν  τη ς  θ έσ η ς  εν σ ω μ ά τω σ η ς  σ το ν  π ο λ υ σ υ ν δ έτη .

Για τη ν  α ν τίδ ρ α σ η  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  π ο σ ό τη τα  α π ό  το  εκ χ υ λ ισ μ έν ο  

π λ α σ μ ιδ ια κ ό  D N A , 1 0 x  H B u ffe r, έ ν ζυ μ ο  E c o R I και d d H 2O. Α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  

επ ώ α σ η  σ το υ ς  37°C  για  2h , εν ώ  μ ε  το  π έ ρ α ς  τη ς  επ ώ α σ η ς  π ρ ο σ τέ θ η κ α ν  3μΙ 

10 x  L o a d in g  B u ffe r έτσ ι ώ σ τε  να  σ τα μ α τή σ ει η α ντίδρ α σ η . Η π ο σ ό τη τα  π ο υ  

π ρ ο κ ύ π τε ι η λ εκ τρ ο φ ο ρ ε ίτα ι σ ε π ή κ τω μ α  α γ α ρ ό ζη ς  2% , (ε ικ .1 7 ).

Εικ.17 Ενδεικτική εικόνα πέψης με EcoRI

2 .6 .4  Ε ύ ρ εσ η  ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ή ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς  τω ν  κ λ ω ν ο π ο ιη μ έ ν ω ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  

(α λλη λο ύ χ ισ η )

Η α λ λη λο ύ χ ισ η  τω ν  κ λ ω ν ο π ο ιη μ έ ν ω ν  π ρ ο ϊό ν τω ν  τη ς  a u to n e s te d  

G o T a q  P C R  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  α π ό  τη ν  ετα ιρ εία  M a c ro g e n  Inc. (S e o u l,
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K o re a ), μ ε  εκ κ ιν η τές  το υ ς  π ρ ο α γ ω γ ε ίς  T 7  και S P 6  το υ  φ ο ρ έα  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η ς , 

οι οπ ο ίο ι β ρ ίσ κο ντα ι ε κ α τέ ρ ω θ ε ν  τη ς  θ έσ η ς  εν σ ω μ ά τω σ η ς .

2 .6 .5  Ε π εξερ γ α σ ία  τω ν  ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν

Οι ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ές  α λ λ η λ ο υ χ ίες  π ο υ  κ λ ω ν ο π ο ιή θ η κ α ν , μ ε λ ε τή θ η κ α ν  ω ς  

π ρ ο ς  τη ν  ο μ ο ιό τη τα  και ε ξε λ ικ τ ικ ή  το υ ς  σ χέσ η  σ υ γκρ ιτικά  μ ε  τις  α λ λ η λ ο υ χ ίες  

π ρ ο τύ π ω ν  και κ λ ιν ικώ ν  σ τελ ε χ ώ ν  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν , οι ο π ο ίες  βρ ίσ κο ντα ι 

κ α τα χ ω ρ η μ έ ν ες  σ τη ν  π α γ κ ό σ μ ια  γο ν ιδ ια κή  τρ ά π εζα  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  (G e n B a n k ).

Η φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  τω ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  α υ τώ ν  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  με 

χ ρ ή σ η  π ρ ο γ ρ α μ μ ά τω ν  β ιο π λ η ρ ο φ ο ρ ικ ή ς  π ο υ  δ ια τίθ εντα ι δ ω ρ ε ά ν  σ το  

δ ια δ ίκτυο .

2 .6 .6  Δ ιό ρ θ ω σ η  ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν

Εικ. 18. Οι «κορυφές» του χρωματογραφήματος αντιστοιχούν στις διαφορετικές βάσεις της 
αλληλουχίας του DNA.
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Τ α  α π ο τε λ έσ μ α τα  τη ς  α λλη λο ύ χ ισ η ς , π α ρ α λ α μ β ά ν ο ν τα ι μ ε  τη  μ ο ρ φ ή  

χ ρ ω μ α το γ ρ α φ ή μ α το ς  (ε ικ .1 8 ) π ρ ιν  τη ν  επ ε ξερ γ α σ ία  το υ  οπ ο ίο υ , α π α ιτείτα ι ο 

έ λ εγ χ ο ς  και η δ ιό ρ θ ω σ η  π ιθ α ν ώ ν  λα θ ώ ν . Τ έτο ια  λά θ η  μ π ο ρ ε ί να  α π ο τε λ ο ύ ν  

π ιθ α νά  κ ενά  σ τη ν  α λλη λο υ χ ία , δ η λ α δ ή  κ ο ρ υ φ ές  το υ  χ ρ ω μ α το γ ρ α φ ή μ α το ς  π ο υ  

δ εν  έχ ο υ ν  δ ια β α σ τε ί και υ π ο λ ε ίπ ο ν τα ι α π ό  το  κ ε ίμ ενο  π ο υ  α ντισ το ιχ ε ί σ τη ν  

π ρ ω το δ ιά τα ξη  τη ς  α λλη λο υ χ ία ς , κ α θ ώ ς  και κ ά π ο ιες  κ ο ρ υ φ ές  να  

α να γνω ρ ίζο ν τα ι ω ς  Ν, δ η λ α δ ή  ω ς  π ιθ α νή  ύ π α ρ ξη  σ τη ν  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η  θέσ η, 

ο π ο ια σ δ ή π ο τε  α π ό  τη ς  Α , Τ, G  ή C βά σ η ς. Σ τις  π ερ ιπ τώ σ ε ις  ό π ο υ  δ εν  είναι 

δ υ ν α τή  η α σ φ α λ ή ς  δ ιό ρ θ ω σ η  κά π ο ια ς  α λλη λο υ χ ία ς , ζη τε ίτα ι η επ α ν ά λ η ψ η  τη ς  

α λ λ η λ ο ύ χ ισ η ς  (re s e q u e n c in g ).

2 .6 .7  Α ν α ζή τη σ η  ο μ ό λ ο γ η ς  α λ λη λο υ χ ία ς

Η α ν α ζή τη σ η  τη ς  κ ο ν τ ιν ό τερ η ς  ή ό μ ο ια ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς  π ρ α γ μ α το π ο ιε ίτα ι 

μ έσ α  α π ό  ένα  σ ύ ν ο λ ο  α λλη λο υ χ ιώ ν , π ο υ  βρ ίσ κο ντα ι κ α τα τεθ ε ιμ έν ες  σ τις 

δ ιεθ νε ίς  τρ ά π εζ ε ς  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  (G e n B a n k ), μ ε  τη  β ο ή θ ε ια  το υ  π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  

β ιο π λ η ρ ο φ ο ρ ικ ή ς  B L A S T  (B a s ic  L o ca l A lig n m e n t S e a rc h  T o o l), το  οπ ο ίο  

δ ια τίθ ετα ι ελ εύ θ ερ α  σ το  δ ια δ ίκτυο . Ο  α λ γ ό ρ ιθ μ ο ς  B L A S T , α ν α ζη τά  

κ α τα τεθ ε ιμ έν ες  α λ λ η λ ο υ χ ίες  ή τμ ή μ α τα  α υ τώ ν , σ τη  G e n B a n k , οι ο π ο ίες  

π α ρ ο υ σ ιά ζο υ ν  υ ψ η λή  ο μ ο λ ο γ ία  μ ε  τη ν  υ π ό  μ ελ έ τη  α λλη λο υ χ ία . Η π ο ιό τη τα  

κ ά θ ε  σ το ίχ ισ ης  π ο σ ο τικ ο π ο ιε ίτα ι σ ε μία κ λ ίμ α κ α  και οι το π ικ ές  σ το ιχ ίσ εις  με 

τη ν  υ ψ η λ ό τερ η  β α θ μ ο λο γ ία  σ υ σ χ έτισ η ς  (H S P s  -  h ig h  s c o r in g  s e g m e n t p a irs ) 

κ α τα γ ρ ά φ ο ντα ι σ ε μ ο ρ φ ή  π ίνα κα . Ο π ίν α κ α ς  α υ τό ς , π α ρ ο υ σ ιά ζε ι τελ ικά  τις  π ιο  

« σ υ γ γ εν ικ ές»  α λλη λο υ χ ίες , κα τά  σ ειρά  μ ε ιω μ έ ν η ς  β α θ μ ο λ ο γ ία ς  σ υ σ χ έτισ η ς  

κα τά  σ υ ν έπ ε ια  και ο μ ο λο γ ία ς .

2 .6 .8  Ο μ ο π α ρ ά θ εσ η  ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ώ ν  και α μ ιν ο ξ ικ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν

Τ ο  π ρ ώ το  β ή μ α  σ τη ν  α νά λυ σ η  τω ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  και τη ν  κα τα σ κ ευ ή  

φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν τρ ω ν  είναι η σ το ίχ ισ η  τω ν  υ π ό  μ ελ έ τη  γ ε ν ω μ ικ ώ ν  

τμ η μ ά τω ν . Σ τη  π α ρ ο ύ σ α  εργα σ ία  η δ ιαδ ικασ ία  α υ τή  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  με το  

π ρ ό γ ρ α μ μ α  C lu s ta lW , το  ο π ο ίο  δ ια τίθ ετα ι ελ εύ θ ερ α  σ το  δ ια δ ίκ τυ ο  

( ftp :/ / f tp .e b i.a c .u k /p u b /s o ftw a re /) . Τ α  α π ο τελ έσ μ α τα  π ο υ  π ρ ο έκ υ ψ α ν  α π ό  το  

C lu s ta lW  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  για  τη ν  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  μ ελ έ τη , η οπ ο ία  α π α ιτε ί
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το π ο λ ο γ ικ ή  ο μ ο λο γ ία . Α υ τό  σ ημα ίνει ότι, τα  ν ο υ κ λ εο τίδ ια  π ο υ  π α ρ α τη ρ ο ύ ν τα ι 

σ ε μία σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η  θ έσ η  σ τις  δ ιά φ ο ρ ες  τα ξ ιν ο μ ικ ές  β α θ μ ίδ ες  « κ α τά γο ν τα ι»  

α π ό  μία σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η  θ έσ η  εν ό ς  κο ινο ύ  π ρ ο γ ό ν ο υ . Ό τα ν  λο ιπ ό ν , δ ύ ο  ή 

π ερ ισ σ ό τερ ες , υ π ο θ ε τ ικ ά  ο μ ό λ ο γ ε ς  α λ λ η λ ο υ χ ίες  έχ ο υ ν  δ ια φ ο ρ ετ ικ ό  μ ή κο ς , 

τό τ ε  η το π ο θ έ τη σ η  τω ν  κ εν ώ ν  επ ιτρ έπ ε ι τη ν  α ν ά κ τη σ η  α υ τή ς  τη ς  το π ο λ ο γ ικ ή ς  

ο μ ο λο γ ία ς .

Ε π ίσ ης, μ ε  το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  C lu s ta lW  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ α ν  οι σ το ιχ ίσ εις  

τω ν  ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  τω ν  Ν ο ρ ο ϊικ ώ ν  σ τελ ε χ ώ ν  τω ν  

π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  π ο υ  μ ε λ ε τή θ η κ α ν , μ ε  τις  ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ές  

α λ λ η λ ο υ χ ίες  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  μ ε  τα  οπ ο ία  εμ φ α ν ίζο υ ν  τη ν  υ ψ η λ ό τερ η  ο μ ο ιό τη τα  

α λ λ η λ ο υ χ ία ς  το  κα θ ένα , κ α θ ώ ς  επ ίσ η ς  και μ ε  τω ν  π ρ ο τύ π ω ν  σ τελ ε χ ώ ν  

N o rw a lk  (A F 0 9 3 7 9 7 .1 )  ό τα ν  α να μ ένετα ι το  σ τέλ ε χ ο ς  να  α νήκε ι σ τη ν  γ εν ε τ ικ ή  

ο μ ά δ α  G I και L o rd s d a le  (X 8 6 5 5 7 .1 ) ό τα ν  α να μ ένετα ι να  α νήκε ι σ τη ν  γ εν ετ ικ ή  

ο μ ά δ α  G II.

Ε π ιπ ρ ό σ θ ετα , χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  G e n e  R u n n e r V . 3 .0 5  για 

τη ν  α ν ά κ τη σ η  τω ν  α μ ιν ο ξ ικ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  α π ό  τις  ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ές  

α λ λ η λ ο υ χ ίες  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  τω ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  π ο υ  μ ελ ετή θ η κ α ν .

2 .6 .9  Κ α τα σ κ ευ ή  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έν δ ρ ω ν

Η κ α τα σ κ ευ ή  τω ν  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν τρ ω ν  έλ α β ε  χ ώ ρ α  μ ε  τη  μ έθ ο δ ο  

N e ig h b o r J o in in g  (N J ) χ ρ η σ ιμ ο π ο ιώ ν τα ς  τη ν  π α ρ ά μ ε τρ ο  p -d is ta n c e . Τ ο  

π ρ ό γ ρ α μ μ α  π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  για  τη  κ α τα σ κ ευ ή  τω ν  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ώ ν  

δ έ ν τρ ω ν  ή τα ν  το  M E G A  4  .

Η N e ig h b o r J o in in g  α νήκε ι σ τις  μ ε θ ό δ ο υ ς  π ο υ  υ π ο λ ο γ ίζο υ ν  ανά  ζεύ γη  

α π ο σ τά σ εις , β ά σ η  τω ν  ο π ο ίω ν  κα τα σ κ ευ ά ζετα ι το  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έν τρ ο . Π ιο 

σ υ γ κεκρ ιμ ένα , εισ άγει δ ια δ ο χ ικά  κλα δ ιά  σ ε έν α  ζ εύ γ ο ς  κ ο ν τ ιν ό τερ ω ν  γ ε ιτό ν ω ν , 

οι οπ ο ίο ι ο υ σ ια σ τικά  είνα ι οι π ιο  α π ο μ ο ν ω μ έν ο ι. Τ ο  βα σ ικό  π λ ε ο ν έ κ τη μ α  τη ς  

μ εθ ό δ ο υ  NJ είναι ότι δ εν  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ί κ ά π ο ιο  υ π ο θ ε τ ικ ό  μ ο ρ ια κό  ρολό ι, μ ε 

α π ο τέ λ εσ μ α  να  α π ο δ ίδ ε ι π ιο  σ ω σ τά  τη ν  φ υ λ ο γ έν εσ η , ό τα ν  δ ια φ ο ρ ετ ικ ές  γ εν ιέ ς  

( lin e a g e s ) π α ρ ο υ σ ιά ζο υ ν  ε τερ ο γ έν ε ια  ω ς  π ρ ο ς  το ν  ε ξελ ικ τ ικ ό  το υ ς  ρ υ θ μ ό .
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Τ έλ ο ς , η π α ρ ά μ ε τρ ο ς  p -d is ta n c e  ή o b s e rv e d d is ta n c e  (π α ρ α τη ρ ο ύ μ εν η  

α π ό σ τα σ η ), εκφ ρ ά ζε ι τη ν  α να λο γ ία  τω ν  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  ο μ ό λ ο γ ω ν  θ έσ εω ν  

μ ε τα ξύ  τω ν  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  και εκ φ ρ ά ζετα ι ω ς  ο α ρ ιθ μ ό ς  τω ν  

ν ο υ κ λ εο τ ιδ ικ ώ ν  δ ια φ ο ρ ώ ν  α νά  θέσ η . Σ τη ρ ίζετα ι σ τη  βα σ ική  α ρ χή  τη ς  

α π λ ο ύ σ τερ η ς  π ρ ο σ έγ γ ισ η ς  για  το ν  υ π ο λ ο γ ισ μ ό  τη ς  α π ό κ λ ισ η ς  μ ε τα ξύ  δ ύ ο  

κ λ ώ ν ω ν  σ το ιχ ισ μ έν ω ν  D N A  α λλη λο υ χ ιώ ν , η οπ ο ία  είναι η μ έ τρ η σ η  τω ν  

θ έσ εω ν  ό π ο υ  α υ το ί δ ια φ έρ ο υ ν .

2 .6 .1 0  Α ν α ζή τη σ η  α να σ υ νδ ια σ μ ώ ν

Η α ν α ζή τη σ η  τυ χ ό ν  α να σ υ νδ ια σ μ ώ ν  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  σ τελ ε χ ώ ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  

π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  μ ε  τα  π ρ ο γ ρ ά μ μ α τα  β ιο π λ η ρ ο φ ο ρ ικ ή ς  B L A S T  (B a s ic  

L o ca l A lig n m e n t S e a rc h  T o o l), M E G A 4  και S im P lo t. Α ρ χ ικά  χ ω ρ ίζο ν τα ι τα  

γο ν ίδ ια  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  π ο υ  α λ λ η λ ο υ χ ή θ η κ α ν  μ ε  β ά σ η  τα  π ρ ό τυ π α  σ τελέχη . 

Σ τη ν  σ υ νέχε ια  κ α τα σ κ ευ ά ζο ν τα ι φ υ λ ο γ εν ετ ικ ά  δ έν τρ α  για  το  κ α θ ’ ένα  

ξεχ ω ρ ισ τά  μ ε  τα  σ τελ έχ η  π ο υ  μ ε  βά σ η  το  B L A S T , εμ φ ά ν ιζα ν  μ εγ α λ ύ τερ η  

ο μ ο ιό τη τα . Τ έλ ο ς , σ τη ν  π ερ ίπ τω σ η  π ο υ  τα  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ά  δ έν τρ α  έδ ε ιχ ν α ν  

δ ια φ ο ρ ετικ ή  κ α τα ν ο μ ή  τω ν  γο ν ιδ ίω ν  σ το υ ς  κ λ ά δ ο υ ς  μ ε  τα  δ ια θ έσ ιμ α  σ τελέχη , 

ο λ ό κ λ η ρ ες  οι α λ λ η λ ο υ χ ίες  τω ν  σ τελ εχ ώ ν  κ α θ ώ ς  και ο λ ό κ λ η ρ ες  οι α λ λ η λ ο υ χ ίες  

τω ν  δ ια θ έσ ιμ ω ν  σ τελ ε χ ώ ν  ε ισ ά γ ο ν τα ν  σ το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  S im P lo t για  τη ν  

επ ιβ εβ α ίω σ η  ύ π α ρ ξη ς  το υ  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ  κ α θ ώ ς  και τη ς  α κ ρ ιβ ο ύ ς  θ έσ η ς  

α υτού .
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3. Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α

3.1 Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α  P C R , A U T O N E S T E D K A IS E M IN E S T E D

Α ρ χ ικά , ό λα  τα  δ ε ίγ μ α τα  υ π ο β λ ή θ η κ α ν  σ ε μία P C R  και μία A u to N e s te d  P C R  με 

δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετικ ά  εκ κ ινη τικά  ζεύ γ η  Μ Ο Ν 3 8 1 -Μ Ο Ν 3 8 3  και Ρ 7 8 -Ρ 8 0  π ο υ  με 

β ά σ η  τη ν  β ιβ λ ιο γρ α φ ία  είναι ειδ ικά  σ τη ν  α ν ίχν ευ σ η  τω ν  δ ύ ο  κύ ρ ιω ν  

π α θ ο γ ό ν ω ν  γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  G II και G I α ντίσ το ιχα .

Α π ό  τα  5 3  π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  δ ε ίγ μ α τα  19 ή τα ν  θ ετ ικά  για  τη ν  γ ε ν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  II 

και 8  α π ό  α υ τά  ή τα ν  επ ίσ η ς  θ ε τ ικά  και τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  I. Α π ό  τα  2 9  κλ ιν ικά  

δ ε ίγ μ α τα  τα  ο π ο ία  ε ξε τά σ τη κ α ν , 2 0  ή τα ν  θ ε τ ικά  για  τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  II και 3 

δ ε ίγ μ α τα  ή τα ν  επ ίσ η ς  θ ετ ικά  και για  τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  I.

Σ τη ν  σ υνέχεια , ό λα  τα  θ ε τ ικά  δ ε ίγμ α τα , α ν ε ξα ρ τή το υ  γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς , 

ελ έχ θ η σ α ν  μ ε  ό λα  τα  υ π ό λ ο ιπ α  εκ κ ινη τικά  μόρια , έτσ ι ώ σ τε  να  επ ιτευ χ τε ί η όσ ο  

το  δ υ ν α τό  μ εγ α λ ύ τερ η  κά λυ ψ η  το υ  γ ε ν ώ μ α το ς  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  τα  οπ ο ία  

α ν ιχ ν εύ θ η κ α ν , τα  α π ο τελ έσ μ α τα  τω ν  ο π ο ίω ν  π α ρ α τίθ εν τα ι σ το υ ς  π ίν α κ ε ς  9 και 

10.

Πίνακας 9. Στην πρώτη στήλη παρατίθενται όλα τα περιβαλλοντικά δείγματα που εξετάστηκαν στην παρούσα 
διατριβή, στην δεύτερη στήλη, τα εκκινητικά ζεύγη με τα οποία ενισχύθηκαν τα θετικά δείγματα, στην τρίτη στήλη 
οιπεριοχές του γενώματος των στελεχών που αλληλουχήθηκαν και στην τέταρτη στήλη η γενετική ομάδα και ο 
γενότυπος που άνηκαν τα στελέχη που ενισχύθηκαν.

Π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά
Δ ε ίγ μ α τα

Ζ εύ γ η  εκ κ ιν η τώ ν  εν ίσ χ υ σ η ς
Σ υ ν ο λ ικ ή
π ερ ιο χ ή

εν ίσ χ υ σ η ς
γ εν ώ μ α το ς

Γ ενετ ικ ή  ο μ ά δ α  -  
Γ εν ό τυ π ο ς

LR2F - - -

LR5 - - -
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NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126, G II.9 / G II.6

NLVR52 -  NLVR871, 4557 -  5275 G II.9 / G II.6
LR6F

NLVO RF1290 -  NLVO RF1974, 5761 -  6448 GII.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

LR6P - - -

LR7P - - -

LR8 - - -

LR9 - - -

LR10 - - -

LR11 - - -

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126, G II.9 / G II.6

LR12 NLVR52 -  NLVR871, 4557 -  5275 G II.9 / G II.6

NLVO RF2029 - NLVO RF2902, 6565 -  7420 GII.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

LR14 - - -

LR16 - - -

LRB1 - - -

LRB2F - - -

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126 G II.9 / G II.6

Q N IF2 -  G2SKR, 4971 -  5348 G II.9 / G II.6
G NIF

NLVO RF2029 -  NLVO RF2703 6546 -  7221 GII.6

ΜΟΝ381 -  M ON383, 5361 -  5674 GII.6

Ρ78 -  Ρ80 1682 -  1970 GI
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GN2
SR II1-SR II2-S R II3  

NLVH297 -  NLVH896, 

ΜΟΝ381 -  383

4579 -  4781 

4527 -  5126  

5361 -  5674

GII.4

G II.9 / G II.6  

GII.6

TR IF

TR IP

TR2

TR 3P

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126 G II.9 / G II.6
TR 3F

Q N IF2 -  G2SKR, 4971 -  5348 G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  M ON383 5361 -  5674 GII.6

TR4

TR5

SR II1-SR II2-S R II3 4579 -  4781 GII.4

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126, G II.9 / G II.6

EIS1 NLVR52 -  N LVR 871, 4557 -  5275 G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126, G II.9 / G II.6

EIS2 NLVR52 -  N LVR 871, 4557 -  5275 G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

EIS3

EIS4 - - -

EIS5

SR II1-SR II2-S R II3  

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871, 

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383  

Ρ78 -  Ρ80

4579 -  4781 

4527 -  5126, 

4557 -  5275  

5361 -  5674  

1682 -  1970

GII.4

G II.9 / G II.6  

GII.6

GI
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EIS6

SR II1-SR II2-S R II3  

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871, 

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383  

Ρ78 -  Ρ80

4579 -  4781 

4527 -  5126, 

4557 -  5275  

5361 -  5674  

1682 -  1970

GII.4

G II.9 / G II.6

G II.6

GI

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126, G II.9 / G II.6

AB7

NLVR52 -  NLVR871, 

NLVO RF2029 -  NLVO RF2703,

4557 -  5275  

6546 -  7221 GII.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383, 

Ρ78 -  Ρ80

5361 -  5674  

1682 -  1970 GI

AB8

AB9

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  N LVR 871, 

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383,

4527 -  5126, 

4557 -  5275  

5361 -  5674

G II.9 / G II.6  

GII.6

Ρ78 -  Ρ80 1682 -  1970 GI

AB10

E X 11

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  N LVR 871, 

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383,

4527 -  5126, 

4557 -  5275  

5361 -  5674

G II.9 / G II.6  

GII.6

NLVO RF1955 -  NLVO RF2902 6429 -  7385 GII.6

Ρ78 -  Ρ80 1682 -  1970 GI

EX12

AB13 - - -

EX14

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  N LVR 871, 

NLVO RF1955 -  NLVO RF2902  

ΜΟΝ381 -  M ON383

4527 -  5126, 

4557 -  5275  

6429 -  7385  

5361 -  5674

G II.9 / G II.6  

GII.6
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AB15 - - -

AB18 - - -

SR II1-SR II2-S R II3 4579 -  4781 GII.4

AB19
NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  N LVR 871,

4527 -  5126, 

4557 -  5275
G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

R1_LUG NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871,

4527 -  5126, 

4557 -  5275
G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

R2_LUG

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871,

4527 -  5126, 

4557 -  5275
G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

R3_LUG
NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871, 

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383

4527 -  5126, 

4557 -  5275  

5361 -  5674

G II.9 / G II.6  

GII.6

GNL012 - - -

KR012A - - -

KR012B - - -

KR012C - - -

LR012A - - -
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SR II1-SR II2-S R II3 4579 -  4781 GII.4

TR N012A ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.4

Ρ78 -  Ρ80 1682 -  1970 GI

MRK012
- - -

TRN012B
- - -

TR012A
- - -

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6
KR012D

Ρ78 -  Ρ80 1682 -  1970 GI

Πίνακας 10 Στην πρώτη στήλη παρατίθενται όλα τα κλινικά δείγματα που εξετάστηκαν στην παρούσα διατριβή, 
στην δεύτερη στήλη, τα εκκινητικά ζεύγη με τα οποία ενισρύθηκαν τα θετικά δείγματα, στην τρίτη στήλη οι 
περιοχές του γενώματος των στελεχών που αλληλουχήθηκαν και στην τέταρτη στήλη η γενετική ομάδα και ο 

γενότυπος που άνηκαν τα στελέχη που ενισχύθηκαν.

Κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η
δ ε ίγ μ α το ς

Ζ εύ γ η  εκ κ ιν η τώ ν  εν ίσ χ υ σ η ς Σ υ ν ο λ ικ ή
π ερ ιο χ ή

εν ίσ χ υ σ η ς
γ εν ώ μ α το ς

Γ ενετ ικ ή  ο μ ά δ α  -  
Γ εν ό τυ π ο ς

Α1 - - -

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126,
G II.9 / G II.6

Α2 NLVR52 -  NLVR871, 4557 -  5275

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

Α3

Α4

Α5

NLVR 58 -  NLVR 756 4529 -  5162
NLVH297 -  NLVH896 4 5 2 7 -  5162

NLVR52 -  NLVORF871 4 5 2 3 -  5279
Α6 G 2SKF -  G 2SKR 5046 -  5389

ΜΟΝ381 -  383 5361 -  5674 G II.9 / G II.6
NLVORF941 -  NLVO RF1928 5 4 1 2 - 6402

NLVC463 -  NLVC1430 5577 -  6508
NLVO RF1955 -  NLVO RF2902 6429 -  7385
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Α10

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871,

4527 -  5126, 

4557 -  5275
G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

Α12 NLVO RF2029 -  NLVO RF2703 6546 -  7221 GII.6

Μ Ο Ν 3 8 1 - M O N383 5361 -  5674 GII.4

Α15
Μ Ο Ν 3 8 1 - M O N383 5361 -  5674 GII.4

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126, G II.9 / G II.6

ΚΡ1 NLVR52 -  NLVR871, 

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383

4557 -  5275  

5361 -  5674
GII.6

ΚΡ2

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871,

4527 -  5126, 

4557 -  5275
G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

ΚΡ3

NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871, 

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383,

4527 -  5126, 

4557 -  5275  

5361 -  5674

G II.9 / G II.6  

GII.6

Ρ78-Ρ80 1682 -  1970 GI

ΚΡ4
NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871,

4527 -  5126, 

4557 -  5275
G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6

Ν1 - - -

Ν2
NLVH297 -  NLVH896, 

NLVR52 -  NLVR871,

4527 -  5126, 

4557 -  5275
G II.9 / G II.6

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383 5361 -  5674 GII.6
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NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126,
G II.9 / G II.6

Ν3 NLVR52 -  NLVR871, 4557 -  5275

ΜΟΝ381 -  Μ ΟΝ383, 5361 -  5674 GII.6

Ρ78-Ρ80 1682 -  1970 GI

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126
G II.9 / G II.4

NLVR52 -  NLVR871 4557 -  5275

LR13 Q NF2 -  G 2SKR 5012 -  5389 GII.4

Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674

NLVH297 -  NLVH896, 4527 -  5126
G II.9 / G II.4

NLVR52 -  NLVR871 4557 -  5275
LR15

Q NF2 -  G 2SKR 5012 -  5389
GII.4

Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674

NLVR52 -  NLVR871 4557 -  5275 G II.9 /G I.7

AG4 Μ Ο Ν381-383, 5361 -  5674 GII.9

Ρ78-Ρ80 1682 -  1970 GI

P290 -  G2SKR 4295 -  5370 GII.4
AK1

Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674 GII.4

AK2 Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674 GII.4

AK3 - - -

AK4 Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674 GII.6

AK5 Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674 GII.6

AK6
Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674 GII.4

AK7 - - -

AK8 - - -
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AK9 Μ Ο Ν 381-383 5361 -  5674 GII.4

AK10 - - -

3 .2  Φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ή  α ν ά λ υ σ η  σ τ ε λ ε χ ώ ν

Μ ετά  τη ν  κ λ ω ν ο π ο ίη σ η  και α λλη λο ύ χ ισ η  τω ν  θ ε τ ικ ώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  

α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η κ α τα σ κ ευ ή  τω ν  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν δ ρ ω ν  π ο υ  ε ίχ ε  ω ς  σ κ ο π ό  

τη ν  τα ξ ιν ό μ η σ η  το υ  κ ά θ ε  σ τελ έχ ο υ ς , π ο υ  εν το π ίσ τη κ ε , σ ε επ ίπ εδ ο  γ ε ν ε τ ικ ή ς  

ο μ ά δ α ς  και γ εν ο τύ π ο υ . Έ τσ ι, κ ά θ ε  σ τέλ ε χ ο ς  σ υ γ κ ρ ίθ η κ ε  μ ε  τα  σ τελ έχ η  όπ ο υ , 

μ ε  β ά σ η  το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  β ιο π λ η ρ ο φ ο ρ ικ ή ς  B L A S T , εμ φ ά ν ιζ ε  μ εγ α λ ύ τερ η  

ο μ ο ιό τη τα  κ α θ ώ ς  και π ρ ό τυ π α  σ τελ έχ η  π ο υ  ά ν η κ α ν  σ τις  γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες  GI 

και G II, τα  ο π ο ία  α π ο τε λ ο ύ ν  σ η μ α ν τικά  π α θ ο γ ό ν α  για  το ν  ά ν θ ρ ω π ο .

3 .3  Α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έ ν α  σ τε λ έ χ η  ν ο ρ ο ϊώ ν

3.3 .1  Κ λ ιν ικό  δ ε ίγμ α  Α 6

Τ ο  π ρ ώ το  σ τέλ ε χ ο ς  ν ο ρ ο ϊώ ν  το  ο π ο ίο  χ α ρ α κ τη ρ ίσ θ η κ ε  κα τά  τη ν  δ ιά ρκεια  

τη ς  π α ρ ο ύ σ α ς  δ ια τρ ιβ ή ς  α π ο μ ο ν ώ θ η κ ε  α π ό  το  κλ ιν ικό  δ ε ίγμ α  Α 6 . Τ ο  δε ίγμα  

σ υ λ λ έχ θ η κ ε  α π ό  ένα  π α ιδ ί δ ύ ο  ετώ ν , θ η λ υ κ ο ύ  γ ένο υ ς , το  ο π ο ίο  ε ισ ή χθ η  σ το  

π α ν επ ισ τη μ ια κ ό  ν ο σ ο κ ο μ ε ίο  Ιω α νν ίνω ν  φ έρ ο ν τα ς  ό λα  τα  τυ π ικά  κλινικά  

σ υ μ π τώ μ α τα  π ρ ο σ β ο λ ή ς  το υ  ιού.

Α ρ χ ικά , π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  η α ν τίδ ρ α σ η  E L IS A , η ο π ο ία  έδ ω σ ε  θ ετ ικά  

α π ο τελ έσ μ α τα . Σ τη ν  σ υ νέχεια  το  γ έ ν ω μ α  του  σ τελ έ χ ο υ ς  εν ισ χ ύ θ η κ ε  μ ε  μία 

σ ειρά  α λ λ η λ επ ικ α λ υ π τό μ εν ω ν  εκ κ ιν η τώ ν  μ ε  α π ο τέ λ εσ μ α  να  α λ λ η λ ο υ χ η θ ε ί ένα  

σ η μ α ν τ ικ ό  τμ ή μ α  του , α π ό  τη ν  θ έσ η  4 5 2 7  -  73 8 5 , (π ίνα κα ς  10, εικ. 19).
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0RF1 ORFI ORF3

Περιοχή του 
ανοιχτού πλαισίου 
ανάγνωσης 1, που 
χρησιμοποιείται 
στην φυλογένεση 
για εύρεση 
γενότυπου.(Μερικό 
τμήμα της 
RdRπολυμεράσης)

Περιοχή του ανοιχτού πλαισίου 
ανάγνωσης 2, που 
χρησιμοποιείται στην φυλογένεση 
για εύρεση γενότυπου.(περιοχή 
καψιδίου)

Εικ. 19 Στέλεχος Α6. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται το τμήμα του γενώματος που ενισχύθηκε στην 
παρούσα εργασία.

Η α ν α ζή τη σ η  τη ς  κ ο ν τ ιν ό τερ η ς  ή ό μ ο ια ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  

μέσ α  α π ό  ένα  σ ύ ν ο λ ο  α λλη λο υ χ ιώ ν , π ο υ  βρ ίσ κο ντα ι κ α τα τεθ ε ιμ έν ες  σ τη ν  

δ ιεθ νή  τρ ά π εζα  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  (G e n B a n k ), μ ε  τη  β ο ή θ ε ια  το υ  π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  

β ιο π λ η ρ ο φ ο ρ ικ ή ς  B L A S T  (B a s ic  Lo ca l A lig n m e n t S e a rc h  T o o l), το  οπ ο ίο  

δ ια τίθ ετα ι ελ εύ θ ερ α  σ το  δ ια δ ίκτυ ο . Σ τη ν  σ υνέχεια , ο λ ό κ λ η ρ η  η υ π ό  μ ελ έτη  

α λ λη λο υ χ ία  το υ  σ τελ έχ ο υ ς , υ π ο β λ ή θ η κ ε  σ ε ο μ ο π α ρ ά θ εσ η  μ ε  τις  δ ια θ έσ ιμ ες  

α λ λ η λ ο υ χ ίες  π ο υ  π α ρ ο υ σ ία σ α ν  υ ψ η λή  ο μ ο λο γ ία , με β ά σ η  τα  α π ο τε λ έσ μ α τα  

το υ  B L A S T , κ α θ ώ ς  και μ ε  τα  π ρ ό τυ π α  σ τελ έχ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  μ ε  τη ν  χ ρ ή σ η  του  

π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  c lu s ta lW , το  ο π ο ίο  δ ια τίθ ετα ι ελ εύ θ ερ α  σ το  δ ια δ ίκτυ ο  

( ftp :/ / f tp .e b i.a c .u k /p u b /s o ftw a re /) . Η ο μ ο π α ρ ά θ εσ η  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  ε ίχ ε  ω ς  

σ κ ο π ό  να  δ ια χ ω ρ ισ το ύ ν  σ ω σ τά  τα  δ ύ ο  γο ν ίδ ια  (O R F 1  και O R F 2 ). Α φ ο ύ  τα  

δ ύ ο  γο ν ίδ ια  δ ια χ ω ρ ίσ τη κα ν , α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η κα τα σ κ ευ ή  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν τρ ω ν  

για  το  κ α θ ’ ένα  γο ν ίδ ιο  ξεχ ω ρ ισ τά , με τα  σ τελ έχ η  π ο υ  μ ε  βά σ η  το  B L A S T  

εμ φ ά ν ιζα ν  μ εγ α λ ύ τερ η  ο μ ο ιό τη τα  κ α θ ώ ς  και μ ε  τα  π ρ ό τυ π α  σ τελέχη .
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ORF1

Τ ο  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έ ν τρ ο  π ο υ  κ α τα σ κ ευ ά σ τη κ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τη ς  μ ερ ικ ή ς  

α λ λ η λ ο υ χ ία ς  το υ  O R F 1 , κ α τέ τα ξ ε  το  γο ν ίδ ιο  το υ  σ τελ έχ ο υ ς  Α 6  μ ε  τα  σ τελ έχ η  

π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  σ τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  δ ύ ο  και σ το ν  γ ε ν ό τυ π ο  ενν ιά . Ε π ίσ ης, το  

σ τέλ ε χ ο ς  Α 6 , σ χ η μ ά τισ ε  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  κ λ ά δ ο  μ ε  το  σ τέλ εχ ο ς  

H u /G II.9 /A lin g s a s /p 1 /2 0 0 9 /S W E , το  ο π ο ίο  α π ο μ ο ν ώ θ η κ ε  σ τη ν  Σ ου η δ ία  το  

2 0 0 9 , α π ό  κλ ιν ικό  δ ε ίγμα , (εικ. 20 ).

Εικ. 20. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση τη μερική αλληλουχία, (4527-5062bp) του 
Α6 ORF1 γονιδίου {accession number: HM 172493) j !0 κοντινότερες συγγενικά αλληλουχίες με 
βάση το πρόγραμμα BLAST και τα πρότυπα στελέχη των γενετικών ομάδων I και II. Στην 
υποομάδα Α (subgroupA) ομαδοποιούνται τα στελέχη που ανήκουν στην γενετική ομάδα II και 
γενότυπο 9. Στην υποομάδα Β (subgroupB) ομαδοποιούνται στελέχη που ανήκουν στην γενετική 
ομάδα II και γενότυπο 6. Τέλος, ομαδοποιούνται τα πρότυπα στελέχη της γενετικής ομάδας I.
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O R F2

Τ ο  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έ ν τρ ο  π ο υ  κ α τα σ κ ευ ά σ τη κ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τη ς  α λλη λο υ χ ία ς  

το υ  O R F 2 , κ α τέ τα ξ ε  το  γο ν ίδ ιο  το υ  σ τελ έ χ ο υ ς  Α 6  μ ε  τα  σ τελ έχ η  π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  

σ τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  δ ύ ο  και σ το ν  γ ε ν ό τυ π ο  έξι. Σ χ η μ ά τισ ε  μ ο ν ο φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  

σ χέσ η  μ ε  τα  υ π ό λ ο ιπ α  σ τελ έχ η  τη ς  ο μ ά δ α ς , α λλά  έ δ ε ιξ ε  σ α φ ή  δ ια χ ω ρ ισ μ ό  α π ό  

το ν  γ ε ν ό τυ π ο  ενν ιά  και μ εγά λη  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α π ό σ τα σ η  α π ό  το  σ τέλ εχ ο ς  

H u /G II.9 /A lin g s a s /p 1 /2 0 0 9 /S W E , μ ε  το  ο π ο ίο  σ χ η μ ά τισ ε  κ λ ά δ ο  σ το  

φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έ ν τρ ο  π ο υ  κ α τα σ κ ευ ά σ τη κ ε  για  το  γο ν ίδ ιο  O R F 1 , (εικ. 21 ).

Εικ. 21. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση ολόκληρη την αλληλουχία (5043-6689bp) 
του Α6 O RF2 γονιδίου (accession number: HM 172494). Στο γκρι πλαίσιο ομαδοποιούνται όλα τα 
στελέχη της γενετικής ομάδας II, γενότυπου 6. Οι τρεις υπόλοιποι κλάδοι που σχηματίζονται (από 
πάνω προς τα κάτω) περιέχουν τα στελέχη της γενετικής ομάδας II, γενότυπου 9, δύο πρότυπα 
στελέχη της γενετικής ομάδας II και τα πρότυπα στελέχη της γενετικής ομάδας I.
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Μ ετά  τη ν  σ α φ ή  έν δ ε ιξη  τω ν  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν τρ ω ν  για  τη ν  ύ π α ρ ξη  

α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ  μ ε τα ξύ  δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  γ εν ο τύ π ω ν , σ τα  δ ύ ο  γο ν ίδ ια  του  

σ τελ έ χ ο υ ς  Α 6 , ε φ α ρ μ ό σ τη κ ε  το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  β ^ Ρ Ιο ίγ ια  τη ν  επ ιβ εβ α ίω σ η  

ύ π α ρ ξη ς  το υ  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ  κ α θ ώ ς  και το ν  κ α θ ο ρ ισ μ ό τη ς  α κ ρ ιβ ο ύ ς  θ έσ η ς  

α υ τού , (εικ. 22 ). Α π ό  τα  α π ο τε λ έσ μ α τα  τη ς  α ν ά λ υ σ η ς  φ ά ν η κ ε  ότι το  σ τέλ εχ ο ς  

Α 6 , είναι ό ν τω ς  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο  μ ε τα ξύ  τω ν  δ ύ ο  γ ο ν ιδ ίω ν  O R F1 και O R F 2 , 

σ τη ν  θ έσ η  5 .0 4 3  το υ  γ ε ν ώ μ α το ς , μ ε τα ξύ  τω ν  δ ύ ο  γ ε ν ο τύ π ω ν  ενν ιά  και έξι τη ς  

γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  δ ύ ο  τω ν  νο ρ ο ϊώ ν .

AF414407

SimPlot · Query: Α6

α am
-αα«
: 237971:
cn 90920
am:::·

Position
Εικ. 22 Ανάλυση Simplot για τη μερική ακολουθία της RdRp και την ολόκληρη αλληλουχία του γονιδίου του 
καψιδίου του στελέχους Α6. Η κάθετη κόκκινη γραμμή δείχνει το σημείο διασταύρωσης στη θέση 5.043  
μεταξύ των O R F1/O R F2 γονιδίων. Το μέγεθος του παραθύρου ήταν 100 bp με μέγεθος βήματος 50 bp. Ο 
κατακόρυφος άξονας δείχνει την ομοιότητα μεταξύ των νουκλεοτιδίων (παράθυρο στο αριστερό κάτω άκρο 
του σχήματος), εκφρασμένα ως ποσοστά. Ο οριζόντιος άξονας υποδεικνύει τις θέσεις νουκλεοτιδίων της 
περιοχής του γονιδιώματος που αναλύθηκαν.
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Ε π ιπ ρ ό σ θ ετα  και δ ε δ ο μ έν ο υ  ότι το  τμ ή μ α  τη ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς  π ο υ  εν ισ χ ύ θ η κ ε  

ή τα ν  μ εγ ά λ ο  και μ α ς  ε π έ τρ ε π ε  τη ν  α νά λυσ η , εφ α ρ μ ό σ τη κ ε  και η α νά λυ σ η  

B o o tS c a n , ω ς  επ ιπ λ έ ο ν  επ ιβ εβ α ίω σ η  ύ π α ρ ξη ς  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ . Η 

σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η  α νά λυ σ η  σ τηρ ίζετα ι σ τη ν  ο μ ο π α ρ ά θ εσ η  τη ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς  π ο υ  

ε ξε τά ζ ε τα ι μ ε  ένα  σ ύ ν ο λ ο  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  α να φ ο ρ ά ς . Η ο μ ο π α ρ ά θ εσ η  

π ρ α γ μ α το π ο ιε ίτα ι α νά  μ ικρά  δ ια δ ο χ ικά  τμ ή μ α τα  τω ν  π ρ ο ς  ε ξέ τα σ η  

α λλη λο υ χ ιώ ν , δ η μ ιο υ ρ γ ώ ν τα ς  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ά  δ έν τρ α . Έ τσ ι, δ η μ ιο υ ρ γε ίτα ι για  

κ ά θ ε  δ έ ν τρ ο  π ο υ  π α ρ ά γετα ι μία τιμή , η ο π ο ία  το π ο θ ε τε ί το  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο  

τμ ή μ α  μ ε  κ ά θ ε  ένα  α π ό  τα  δ έν τρ α  τω ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  α να φ ο ρ ά ς . Τ ο  

α π ο τέ λ εσ μ α  δ ίδετα ι υ π ό  τη  μ ο ρ φ ή  γ ρ α φ ή μ α το ς  το  ο π ο ίο  π α ρ ο υ σ ιά ζε ι τη  

μ ε τα β ο λ ή  τη ς  ο μ ο ιό τη τα ς  μ ε τα ξύ  τω ν  σ τελ εχ ώ ν , κα τά  μ ή κ ο ς  τη ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς  

του ς , (εικ. 23 ).

BootScan · Query: Α6

—  AT414407
Νχηβτπ

-AB C 67537
—AB067S39
—ΑΥ038599
— DQ379715

GFinra
- c u t  31223

Position

Εικ. 23.Ανάλυση BootScan τηςγονιδιωματικής περιοχήςτου ανασυνδυασμού στη θέση5.043 του στελέχους 
A6 με τα στελέχη των Νοροϊών που συμμετείχαν στην φυλογενετική ανάλυση.
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3 .3 .2  Α ν α σ υ ν δ ια σ μ έν α  σ τελ έχ η  Ν ο ρ ο ϊώ ν  G II.9 /G II.6

Η εμ φ ά ν ισ η  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ  μ ε τα ξύ  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  ν ο ρ ο ϊκ ώ ν  γ ο ν ιδ ιω μ ά τω ν , 

ό π ω ς  το υ  σ τελ έ χ ο υ ς  Α 6 , α π ο τε λ ε ί ένα  σ η μ α ν τικ ό  χ α ρ α κ τη ρ ισ τ ικ ό  τω ν  ν ο ρ ο ϊώ ν  

ω ς  π ρ ο ς  τη ν  ε ξ έ λ ιξη  το υ ς . Έ χει α π ο δ ε ιχ θ ε ί ότι, οι α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ί μ π ο ρ ο ύ ν ν α  

επ η ρ εά σ ο υ ν  κα θ ο ρ ισ τικά  τη  μ ο λ υ σ μ α τ ικ ό τη τα  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  και να  το υ ς  

π ρ ο σ δ ώ σ ο υ ν  έν α ν  α π ο τελ εσ μ α τ ικ ό  μ η χ α ν ισ μ ό  για  τη  δ ια τή ρ η σ η  το υ ς  σ ε ένα  

δ ε δ ο μ έ ν ο  π λ η θ υ σ μ ό . Η εμ φ ά ν ισ η  και η π ερ ε τα ίρ ω  ε ξά π λ ω σ η  εν ό ς  

σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  σ τελ έ χ ο υ ς  σ το ν  π λ η θ υ σ μ ό , α π ο δ εικ νύ ε ι ότι, 

ο  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ό ς  όχι μ ό νο  δ εν  εμ π ο δ ίζε ι τη ν  λ ο ιμ ο γ ό ν ο  δ ύ ν α μ η  του  

σ τελ έ χ ο υ ς  α λλά  εν δ ε χ ο μ έ ν ω ς  και να  τη ν  ευνοεί.

Μ ε β ά σ η  τα  π α ρ α π ά ν ω , π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  μία π ρ ο σ π ά θ ε ια  εν το π ισ μ ο ύ  

και π α ρ α κ ο λ ο ύ θ η σ η ς  τη ς  κ υ κ λ ο φ ο ρ ία ς  το υ  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  

σ τελ έ χ ο υ ς  (Α 6 ), μ ε  το υ ς  εκ κ ιν η τές  N L V H 2 9 7 -N L V H 8 9 6  και N V L R 5 2 -N L V R 8 7 1  

(π ίνα κα ς  7). Οι εκ κ ιν η τές  α υ το ί κ α λ ύ π το υ ν  το  σ η μ είο  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ , χ ω ρ ίς  να  

εν ισ χ ύ ο υ ν  ο λ ό κ λ η ρ ες  τις  α λ λ η λ ο υ χ ίες  π ο υ  α π ο τε λ ο ύ ν  τα  δ ύ ο  γονίδ ια  

(O R F 1 /O R F 2 ), (εικ. 24 ). Σ υ γκ εκ ρ ιμ ένα , ε ξ ε τά σ τη κ α ν  15 π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  και 10 

κλ ιν ικά  δ ε ίγμ α τα , τα  οπ ο ία  σ υ λ λ έχ θ η κ α ν  α π ό  το  2 0 0 6  έ ω ς  το  2011 α π ό  τη ν  

ίδια γ εω γ ρ α φ ικ ή  π ερ ιο χ ή , (π ίνα κα ς  11 και 12).

Εικόνα 24. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται το σημείο πάνω στο γονιδίωμα που ενισχύθηκε στα 
περιβαλλοντικά και κλινικά δείγματα με τους εκκινητές NLVH297-NLVH 896 και NVLR52-NLVR871.
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Πίνακας 11. Αναλυτικός πίνακας όλων των περιβαλλοντικών δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για τον εντοπισμό 
του ανασυνδυασμένου στελέχους Α6. Στην πρώτη στήλη παρατίθενται όλα τα περιβαλλοντικά δείγματα που 
εξετάστηκαν, στην δεύτερη στήλη,ο αριθμός κατάθεσης των αλληλουχιών που κατατεθήκαν στην παγκόσμια 
τράπεζα δεδομένων GenBank, στην τρίτη στήλη η προέλευση του κάθε δείγματος, στην τέταρτη στήλη η 
ημερομηνία συλλογής τους, στην πέμπτη στήλη τα εκκινητικά ζεύγη με τα οποία ενισχύθηκαν τα θετικά δείγματα, 
στην έκτη στήλη οι περιοχές του γενώματοςτων στελεχών που αλληλουχήθηκαν και στην έβδομη στήλη η γενετική 
ομάδα και ο γενότυπος που άνηκαν τα στελέχη που ενισχύθηκαν.

Κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η
π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ο ύ

δ ε ίγ μ α το ς

A c c e s s io n
no

Π ρ ο έλ ευ σ η
δ ε ίγ μ α το ς

Η μ ερ ο μ η ν ία
σ υ λ λ ο γ ή ς

Ε κ κ ιν η τές
εν ίσ χ υ σ η ς

Π ερ ιο χ ή  
εν ίσ χ υ σ η ς  
Γ εν ώ μ α το ς

Γ ενετικ ή
ο μ ά δ α /

Γ εν ό τυ π ο ς

EIS5 KC212141 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009
N L V H 297-
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

E X 11 KC212142 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009
NLVH297 -  
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

EX14 KC212143 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009

NLVH297 -  
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

EIS6 KC212144 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009

NLVH297 -  
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

LR6F KC212145 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2006
NLVH297 -  
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

AB9
KC212146 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009

NLVH297 -  
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

84

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 11:50:19 EEST - 3.145.54.83



AB19 KC212147 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  
5126, G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  
5275

AB7 KC212148 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  
5126, G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  
5275

EIS1 KC212154 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2009
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  
5126, G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  
5275

LR12 KC212155 Βιολ.Καθ.Λάρισα
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  
5126, G II.9 / G II.6

2007 NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  
5275

EIS2 KC212156 Βιολ.Καθ.Λάρισα
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  
5126, G II.9 / G II.6

2009 NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  
5275

R1_LUG
KC662398 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2010

NLVH297 -  
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

R2_LUG
KC662399 Βιολ.Καθ.Λάρισα

2010

NLVH297 -  
NLVH896,

NLVR52 -  
NLVR871

4527 -  
5126,

4557 -  
5275

G II.9 / G II.6

R3_LUG KC662400 Βιολ.Καθ.Λάρισα 2010
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  
5126, G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  
5275

LR5 - Βιολ.Καθ.Λάρισα 2006
- - -
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Πίνακας 12. Αναλυτικός πίνακας όλων των κλινικών δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για τον εντοπισμό του 
ανασυνδυασμένου στελέχους Α6. Στην πρώτη στήλη παρατίθενται όλα τα κλινικά δείγματα που εξετάστηκαν, στην 
δεύτερη στήλη,ο αριθμός κατάθεσης των αλληλουχιών που κατατεθήκαν στην παγκόσμια τράπεζα δεδομένων 
GenBank, στην τρίτη στήλη η προέλευση του κάθε δείγματος, στην τέταρτη στήλη η ημερομηνία συλλογής τους, 
στην πέμπτη στήλη τα εκκινητικά ζεύγη με τα οποία ενισχύθηκαν τα θετικά δείγματα, στην έκτη στήλη οι περιοχές 
του γενώματος των στελεχών που αλληλουχήθηκαν και στην έβδομη στήλη η γενετική ομάδα και ο γενότυπος που
άνηκαν τα στελέχη που ενισχύθηκαν.

Κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η
π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ο ύ

δ ε ίγ μ α το ς

A c c e s s io n
no

Π ρ ο έλ ευ σ η
δ ε ίγ μ α το ς

Η μ ερ ο μ η ν ία
σ υ λ λ ο γ ή ς

Ε κκ ιν η τές
εν ίσ χ υ σ η ς

Π ερ ιο χ ή  
εν ίσ χ υ σ η ς  
Γ εν ώ μ α το ς

Γ ενετικ ή
ο μ ά δ α /

Γ εν ό τυ π ο ς

KR2 KC212149 ΠΝΛ 2006
N L V H 297-
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

KR3 KC212150 ΠΝΛ 2006
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

N3 KC212151 ΠΝΛ 2011
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

A2 KC212152 ΠΝΙ 2008
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

A10 KC212153 ΠΝΙ 2008
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

KR1 KC212157 ΠΝΛ 2006
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

KR4 KC212158 ΠΝΛ 2006
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

86

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 11:50:19 EEST - 3.145.54.83



N2 KC212159 ΠΝΛ 2011
NLVH297 -  
NLVH896,

4527 -  5126
G II.9 / G II.6

NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275

A1 - - - - - -

A3 - - - - - -

Α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η α λλη λο ύ χ ισ η  τω ν  θ ε τ ικ ώ ν  ζ ω ν ώ ν  π ο υ  εν ισ χ ύ θ η κ α ν  μ ε  τα  

επ ιλ εγ μ έν α  εκ κ ινη τικά  ζεύ γ η  N L V H 2 9 7 -N L V H 8 9 6  και N V L R 5 2 -N L V R 8 7 1 . Σ τη ν  

σ υνέχεια , π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  η α ν α ζή τη σ η  τη ς  κ ο ν τ ιν ό τερ η ς  ή ό μ ο ια ς  

α λ λ η λ ο υ χ ία ς  μ έσ α  α π ό  ένα  σ ύ ν ο λ ο  α λλη λο υ χ ιώ ν , π ο υ  βρ ίσ κο ντα ι 

κ α τα τεθ ε ιμ έν ες  σ τη ν  δ ιεθ νή  τρ ά π εζα  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  (G e n B a n k ), μ ε  τη  β ο ή θ ε ια  του  

π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  β ιο π λ η ρ ο φ ο ρ ικ ή ς  B L A S T  (B a s ic  L o ca l A lig n m e n t S e a rc h  T o o l). 

Α π ό  τα  15 π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  δ ε ίγ μ α τα  και α π ό  τα  10 κλιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  τα  14 και 8 

α ντίσ το ιχ α  ή τα ν  θ ετ ικά  για  το ν  ίδιο τύ π ο  α να σ υ νδ υ α σ μ ο ύ  G II.9 /G II.6

Κ α τόπ ιν , ο λ ό κ λ η ρ ες  οι α λ λ η λ ο υ χ ίες  υ π ο β λ ή θ η κ α ν  σ ε ο μ ο π α ρ ά θ εσ η  μ ε  τις 

δ ια θ έσ ιμ ες  α λ λ η λ ο υ χ ίες  π ο υ  π α ρ ο υ σ ία σ α ν  υ ψ η λή  ο μ ο λο γ ία , μ ε  βά σ η  τα 

α π ο τε λ έσ μ α τα  το υ  B L A S T  κ α θ ώ ς  και μ ε  τα  π ρ ό τυ π α  σ τελ έχ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  με 

τη ν  χ ρ ή σ η  το υ  π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  c lu s ta lW  ( ftp :/ / f tp .e b i.a c .u k /p u b /s o ftw a re /) , έτσ ι 

ώ σ τε  να  δ ια χ ω ρ ισ το ύ ν  σ ω σ τά  τα  δ ύ ο  γο ν ίδ ια  (O R F 1  και O R F 2 ). Α φ ο ύ  τα  δ ύ ο  

γο ν ίδ ια  δ ια χ ω ρ ίσ τη κα ν , σ ε ό λ ε ς  τις  α λ λη λο υ χ ίες , α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η κα τα σ κ ευ ή  

φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν τρ ω ν  για  το  κ ά θ ε  γο ν ίδ ιο  ξεχ ω ρ ισ τά  και μ ε  δ ύ ο  

α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ευ τ ικ ά  σ τελ έχ η  α π ό  κ ά θ ε  γ ε ν ό τυ π ο  τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν.

O R F1

Τ ο  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έ ν τρ ο  π ο υ  κ α τα σ κ ευ ά σ τη κ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τω ν  μ ερ ικ ώ ν  

α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  π ο υ  ά ν η κ α ν  σ το  γο ν ίδ ιο  O R F 1 , κ α τέ τα ξ ε  τα  σ τελ έχ η  μ ε  α υ τά  π ο υ  

α ν ή κ ο υ ν  σ τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  δ ύ ο  και σ το ν  γ ε ν ό τυ π ο  εννιά , σ χ η μ α τίζο ν τα ς  

έν α ν  μ ο ν ο φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ό  κ λ ά δ ο  μ ε τα ξύ  το υ ς  και μ ε  σ α φ ή  δ ια χ ω ρ ισ μ ό  α π ό  το υ ς
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υ π ό λ ο ιπ ο υ ς  γ ε ν ό τυ π ο υ ς  τη ς  γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  II τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν , π ο υ  

χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  σ τη ν  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η  α νά λυ σ η , (ε ικ .2 5 ).

Εικ. 25. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση τις μερικές αλληλουχίες του ORF1 γονιδίου 
(4523-5061bp). ΥποομάδαΑ (SubgroupA): Μονοφυλογενετικός κλάδος των στελεχών που
χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση, ομαδοποιημένος με τα δύο αντιπροσωπευτικά στελέχη του γενότυπου 
9. ΥποομάδαΒ (SubgroupB): όλα τα υπόλοιπα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν, από όλους τους 
διαθέσιμους γενότυπους της γενετικής ομάδας II των Νοροϊών.
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O R F 2

Τ ο  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έ ν τρ ο  π ο υ  κ α τα σ κ ευ ά σ τη κ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τω ν  μ ερ ικ ώ ν  

α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  π ο υ  ά ν η κ α ν  σ το  γο ν ίδ ιο  O R F 2 , κ α τέ τα ξ ε  τα  σ τελ έχ η  μ ε  τα  

σ τελ έχ η  π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  σ το ν  γ ε ν ό τυ π ο  έξι τη ς  γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  I I . Σ χη μ ά τισ α ν  

μ ο ν ο φ υ λ ετ ικ ή  σ χέσ η  μ ε  τα  δ ύ ο  α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ευ τ ικ ά  σ τελ έχ η  το υ  γ εν ό τυ π ο υ , και 

έδ ε ιξα ν  σ α φ ή  δ ια χ ω ρ ισ μ ό  α π ό  το ν  γ ε ν ό τυ π ο  ενν ιά  π ο υ  ε ίχ α ν  ο μ α δ ο π ο ιη θ ε ί 

σ το  γο ν ίδ ιο  O R F1 κ α θ ώ ς  και μ εγ ά λ η  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α π ό σ τα σ η  α π ό  ό λ ο υ ς  το υ ς  

υ π ό λ ο ιπ ο υ ς  γ εν ό τυ π ο υ ς , (εικ. 26 ).
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Εικ. 26. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση τις μερικές αλληλουχίες του O RF2 γονιδίου. Πλαίσιο 
με γκρι ανοιχτό χρώμα: Μονοφυλογενετικός κλάδος των στελεχών που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση, 
ομαδοποιημένος με τα δύο αντιπροσωπευτικά στελέχη του γενότυπου 6. Πλαίσιο με γκρι περίγραμμα : τα 
δύο αντιπροσωπευτικά στελέχη του γενότυπου 6. Πλαίσιο με γκρι σκούρο χρώμα : τα δύο αντιπροσωπευτικά 
στελέχη του γενότυπου 9 της γενετικής ομάδας II των νοροϊών.

I IS6
Ν2

A 10
ΕΧ14

-  Α Β 1 Μ

ΛΒ7

ΑΒ9
ΕΧ11

EIS5
Α2

KR2
Η KR3

-  EIS2

EIS1

9 LR12
LR 6F

R2 LUG
(VI 11 Μ ,
R3 U IG

I- R 1
ΙΟΟ 1 KR4

100 ΑΒ084071 1 GII 6
bH99 ' SA ITAM A U3 GII 6

MB I IRF2

JQ751043 GII 7100
L H M 635119 GII 7

GU969059 GII. 13
100 G U 017907 G II.13

JF802498 GII 8
m i l A B 039780 .1 GII 8

JX459908 GII.4i no
GQ845369 GII.4

GU131223 GII 9
100 > AB542918 GII 9

GU980585 GII.3i no
EF670649 2 GII 3

JO751044 GII 17100
JF802507 GII. 17

AF414418 GII 1100
JX289822 GII. 1

JO320072 GII 2
L100 AY682549 GII 2

o on
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Μ ετά  τα  α π ο τε λ έσ μ α τα  τη ς  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ή ς  α ν ά λ υ σ η ς  και τη ν  σ α φ ή  έν δ ε ιξη  π ο υ  

α υ τά  έδ ω σ α ν  για  τη ν  ύ π α ρ ξη  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ  μ ε τα ξύ  δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  

γ ε ν ο τύ π ω ν , εφ α ρ μ ό σ τη κ ε  το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  S im P lo t για  τη ν  επ ιβ εβ α ίω σ η  

ύ π α ρ ξη ς  το υ  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ  κ α θ ώ ς  και το ν  κ α θ ο ρ ισ μ ό τη ς  α κ ρ ιβ ο ύ ς  θ έσ η ς  

α υ τού , (εικ. 27 ). Η α νά λυ σ η  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε , ενδ ε ικ τικά , σ ε δ ύ ο  σ τελ έχ η  

π ο υ  α π ο μ ο ν ώ θ η κ α ν  α π ό  ένα  π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ό  (E IS 6 ) και ένα  κλ ιν ικό  δ ε ίγμ α  

(Α 1 0 ), δ ε δ ο μ έν ο υ  ότι η ν ο υ κ λ εο τιδ ικ ή  ο μ ο ιό τη τα  π ο υ  εμ φ ά ν ιζα ν  ό λα  τα  σ τελ έχ η  

μ ε τα ξύ  το υ ς  κ υ μ α ιν ό τα ν  α π ό  9 7 -9 9 % . Α π ό  τα  α π ο τε λ έσ μ α τα  τη ς  α ν ά λ υ σ η ς  

φ ά ν η κ ε  ότι τα  σ τελ έχ η , ή τα ν  ό ν τω ς  α να σ υ ν δ υ α σ μ έν α  μ ε τα ξύ  τω ν  δ ύ ο  γο ν ιδ ίω ν  

O R F1 και O R F 2 , σ τη ν  θ έσ η  5 .0 2 3  το υ  γ εν ώ μ α το ς .

SimPiot - Query; EISs

AB54131S ο : 3
GUI 31223 GIS
Saftama U3 <3 6
AB084071 Gte

Posrt on «wcrw 80 bp. See Xbo.G«(iSbc 2.0

Εικ. 27 Ανάλυση SimPlot για τις ακολουθίες της RdRp και του καψιδίου του περιβαλλοντικού στελέχους 
EIS5 και του κλινικού στελέχους A10. Η κάθετη κόκκινη γραμμή δείχνει το σημείο ανασυνδιασμού 
μεταξύ των δύο γονιδίων O R F1/O R F2 στη θέση 5.023. Το μέγεθος του παραθύρου ήταν 80 bp με 
μέγεθος βήματος 20 bp. Ο κατακόρυφος άξονας δείχνει την ομοιότητα μεταξύ των νουκλεοτιδίων 
(παράθυρο αριστερά του σχήματος), εκφρασμένα ως ποσοστά. Ο οριζόντιος άξονας υποδεικνύει τις 
θέσεις των νουκλεοτιδίων της περιοχής του γονιδιώματος που αναλύθηκαν, (4527 -  5275bp).
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3 .3 .3  Ά λλο ι α να σ υ νδ υ α σ μ ο ί

Ε κ τό ς  τω ν  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ώ ν  το υ  τύ π ο υ  G II.9 /G II.6 , εν το π ίσ τη κ α ν  τρ ία  α κ ό μ η  

σ τελ έχ η , τα  οπ ο ία  σ ύ μ φ ω ν α  με τη ν  υ π ά ρ ρ ο υ σ α  β ιβλ ιο γρ α φ ία , έφ ερ α ν  

κ α ινο ύ ρ γ ιο υ ς  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ ς  μ ε τα ξύ  τω ν  δ ύ ο  γο ν ιδ ίω ν  O R F 1 /O R F 2 . Τ α  

σ τελ έχ η  α υ τά  (L R 1 3 , L R 1 5  και A G 4 ) α π ο μ ο ν ώ θ η κ α ν  α π ό  κλιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  και 

π ρ ο ή ρ χ ο ν το  α π ό  το  π α ν επ ισ τη μ ια κ ό  ν ο σ ο κ ο μ ε ίο  Ιω α νν ίνω ν  α π ό  ά το μ α  τα 

ο π ο ία  ε ισ ή χ θ η σ α ν  φ έρ ο ν τα ς  ό λα  τα  τυ π ικά  κλ ιν ικά  σ υ μ π τώ μ α τα  π ρ ο σ β ο λ ή ς  

το υ  ιού. Τ α  σ τελ έχ η  L R 1 3  και L R 1 5  ή τα ν  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν α  μ ε τα ξύ  δ ύ ο  

δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  γ ο ν ο τύ π ω ν  τη ς  ίδ ιας γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν α  μ ε τα ξύ  τω ν  

G II.9 /G II.4  ν ο ρ ο ϊκ ώ ν  γ ο ν ιδ ιω μ ά τω ν  (O R F 1 /O R F 2  α ντίσ το ιχα ), σ τη ν  θ έσ η  5 0 3 9 , 

εν ώ  το  σ τέλ ε χ ο ς  A G 4  ή τα ν  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο  μ ε τα ξύ  δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  

γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  G II.9 /G I.7  ν ο ρ ο ϊκ ώ ν  γ ο ν ιδ ιω μ ά τω ν  (O R F 1 /O R F 2  

α ντίσ το ιχα ), σ τη ν  θ έσ η  4 9 82 .

Σ υ γκ εκ ρ ιμ ένα , α ν α λ ύ θ η κ α ν  π έ ν τ ε  κλ ιν ικά  δ ε ίγμ α τα , τα  οπ ο ία  σ υ λ λ έχ θ η κ α ν  

α π ό  π έ ν τ ε  ν εα ρ ά  ά το μ α  (α γόρ ια  και κορ ίτσ ια ), ηλ ικ ία ς  14 -  17 ετώ ν , τα  οπ ο ία  

ε ισ ή χ θ η σ α ν  σ το  π α ν επ ισ τη μ ια κ ό  ν ο σ ο κ ο μ ε ίο  Ιω α νν ίνω ν  φ έρ ο ν τα ς  ό λα  τα  

τυ π ικά  κλ ιν ικά  σ υ μ π τώ μ α τα  π ρ ο σ β ο λ ή ς  το υ  ιού. Η α νά λυ σ η  

π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  μ ε  τη ν  χ ρ ή σ η  τω ν  π ρ ο α ν α φ ερ θ έν τω ν  εκ κ ιν η τ ικ ώ ν  μ ο ρ ίω ν  

N L V H 2 9 7 -N L V H 8 9 6  και N V L R 5 2 -N L V R 8 7 1  και εν ό ς  α κ ό μ α  ζ εύ γ ο υ ς  Q N IF 2  -  

G 2 S K R . Τ ο  ζ εύ γ ο ς  Q N IF 2 -G 2 S K R  είναι α λ λ η λ επ ικ α λ υ π τό μ εν ο  μ ε  τα  

π ρ ο η γ ο ύ μ εν α  και χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  έτσ ι ώ σ τε  να  α υ ξή σ ει το  μ ή κ ο ς  τη ς  τελ ικ ή ς  

α λ λ η λ ο υ χ ία ς  π ο υ  θα  π ρ ο έ κ υ π τε  ώ σ τε  η α λ λη λο υ χ ία  να  είνα ι κ α τα λ λ η λ ό τερ η  

για  τη ν  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α νά λυσ η , (εικ. 29 , π ίν. 13).
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Εικόνα 29. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεταιτο σημείο πάνω στο γονιδίωμα που ενισχύθηκε 
σταπεριβαλλοντικά και κλινικά δείγματα με τους εκκινητές NLVH297-NLVH 896, NVLR52-NLVR871 και Q N IF2 -  
G 2SKR

Πίνακας 13.Αναλυτικός πίνακας των κλινικών δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν

Κ ω δ ικ ο π ο ίη σ η
δ ε ίγ μ α το ς A c c e s s io n

no

Π ρ ο έλ ευ σ η
δ ε ίγ μ α το ς

Η μ ερ ο μ η ν ία
σ υ λ λ ο γ ή ς

Ε κκ ιν η τές
εν ίσ χ υ σ η ς

Π ερ ιο χ ή  
εν ίσ χ υ σ η ς  
Γ εν ώ μ α το ς

Γ ενετικ ή
ο μ ά δ α /

Γ εν ό τυ π ο ς

N L V H 297-
NLVH896 4527 -  5126

LR13 KC212149 ΠΝΙ 2012 NLVR52 -  
NLVR871 4557 -  5275

G II.9 / G II.4

Q NIF2 -  
G 2SKR

5012 -  5389

LR14_n
- ΠΝΙ 2012

NLVH297 -  
NLVH896

NLVR52 -  
NLVR871

- -

Q NIF2 -  
G 2SKR

NLVH297 -  
NLVH896 4527 -  5126

LR15 KC212151 ΠΝΙ 2012 NLVR52 -  
NLVR871

4557 -  5275 G II.9 / G II.4

Q NIF2 -  
G 2SKR

5012 -  5389
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NLVH297 -  
NLVH896 4527 -  5126

AG4 KC212152 ΠΝΙ 2012 NLVR52 -  
NLVR871 4557 -  5275

G II.9 / G I.7

Q NIF2 -  
G 2SKR

5012 -  5389

NLVH297 -  
NLVH896

AG5_n KC212153 ΠΝΙ 2012 NLVR52 -  
NLVR871

- -

Q NIF2 -  
G 2SKR

Α π ό  τα  π έ ν τ ε  κλ ιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  τα  τρ ία  ή τα ν  θ ετ ικά  σ τη ν  ύ π α ρ ξη  Ν ο ρ ο ϊκο ύ  

σ τελ έχ ο υ ς . Α φ ο ύ  ο λ ο κ λ η ρ ώ θ η κ ε  η α λλη λο ύ ρ ισ η  τω ν  θ ε τ ικ ώ ν  ζω ν ώ ν , σ τη ν  

σ υνέχεια , π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  η α ν α ζή τη σ η  τη ς  κ ο ν τ ιν ό τερ η ς  ή ό μ ο ια ς  

α λ λ η λ ο υ χ ία ς  μ έσ α  α π ό  ένα  σ ύ ν ο λο  α λλη λο υ χ ιώ ν , π ο υ  βρ ίσ κο ντα ι 

κ α τα τεθ ε ιμ έν ες  σ τη ν  δ ιεθ νή  τρ ά π εζα  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  (G e n B a n k ), μ ε  τη  β ο ή θ ε ια  του  

π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  β ιο π λ η ρ ο φ ο ρ ικ ή ς  B L A S T  (B a s ic  L o ca l A lig n m e n t S e a rc h  T o o l). 

Κ α τόπ ιν , ο λ ό κ λ η ρ ες  οι α λ λ η λ ο υ χ ίες  υ π ο β λ ή θ η κ α ν  σ ε  ο μ ο π α ρ ά θ εσ η  μ ε  τις 

δ ια θ έσ ιμ ες  α λ λ η λ ο υ χ ίες  π ο υ  π α ρ ο υ σ ία σ α ν  υ ψ η λή  ο μ ο λο γ ία , μ ε  βά σ η  τα 

α π ο τε λ έσ μ α τα  το υ  B L A S T  κ α θ ώ ς  και μ ε  τα  π ρ ό τυ π α  σ τελ έχ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  με 

τη ν  χ ρ ή σ η  το υ  π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  c lu s ta lW  ( ftp :/ / f tp .e b i.a c .u k /p u b /s o ftw a re /) , έτσ ι 

ώ σ τε  να  δ ια χ ω ρ ισ το ύ ν  σ ω σ τά  τα  δ ύ ο  γο ν ίδ ια  (O R F 1  και O R F 2 ). Α φ ο ύ  τα  δ ύ ο  

γο ν ίδ ια  δ ια χ ω ρ ίσ τη κα ν , και σ τις  τρ ε ις  α λ λ η λ ο υ χ ίες , α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η κα τα σ κ ευ ή  

φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ώ ν  δ έ ν τρ ω ν  για  το  κ ά θ ε  γο ν ίδ ιο  ξεχ ω ρ ισ τά , μ ε  δ ύ ο  

α ν τ ιπ ρ ο σ ω π ευ τ ικ ά  σ τελ έχ η  α π ό  κ ά θ ε  γ ε ν ό τυ π ο  τω ν  ν ο ρ ο ϊώ ν  α π ό  τρ εις  

γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες  G I, G II και G V.
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ORF1

Τ ο  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έ ν τρ ο  π ο υ  κ α τα σ κ ευ ά σ τη κ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τω ν  μ ερ ικ ώ ν  

α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  π ο υ  ά ν η κ α ν  σ το  γο ν ίδ ιο  O R F 1 , κ α τέ τα ξ ε  και τα  τρ ία  σ τελ έχ η  

A G 4 , L R 1 3  και L R 1 5 ^  α υ τά  π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  σ τη ν  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  δ ύ ο  και σ το ν  

γ ε ν ό τυ π ο  εννιά , σ χ η μ α τ ίζο ν τα ς  έν α ν  μ ο ν ο φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  κ λ ά δ ο  μ ε τα ξύ  το υ ς  

και μ ε  σ α φ ή  δ ια χ ω ρ ισ μ ό  α π ό  το υ ς  υ π ό λ ο ιπ ο υ ς  γ ε ν ό τυ π ο υ ς  τη ς  γ εν ε τ ικ ή ς  

ο μ ά δ α ς  II τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , π ο υ  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ α ν  σ τη ν  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν η  

α νά λυσ η , (ε ικ .2 9 ).

Εικ. 29. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση τις μερικές αλληλουχίες του ORF1 
γονιδίου (4523-5061bp). Γκρι πλαίσιο: τα στελέχη που ομαδοποιήθηκαν στον G II.9  
γενότυπο.
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O R F2

Τ ο  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  δ έ ν τρ ο  π ο υ  κ α τα σ κ ευ ά σ τη κ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τω ν  μ ερ ικ ώ ν  

α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  π ο υ  ά ν η κ α ν  σ το  γο ν ίδ ιο  O R F 2 , ο μ α δ ο π ο ίη σ ε  τα  δ ύ ο  σ τελέχη , 

L R 1 3  και LR 15 , μ ε  τα  σ τελ έχ η  π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  σ το ν  γ ε ν ό τυ π ο  τέσ σ ερ α  τη ς  

γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  II, ε ν ώ  το  σ τέλ ε χ ο ς  A G 4  ο μ α δ ο π ο ιή θ η κ ε  μ ε  τη ν  γ εν ε τ ικ ή  

ο μ ά δ α  I τω ν  νο ρ ο ϊώ ν , δ η μ ιο υ ρ γ ώ ν τα ς  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν α  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  κ λ ά δ ο  με 

ένα  σ τέλ ε χ ο ς  το υ  γ ε ν ο τύ π ο υ  7, (εικ. 30 ).

Εικ. 30. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση τις μερικές αλληλουχίες του O RF2  
γονιδίου. GII.4: Τα στελέχη LR13 LR15 που ομαδοποιήθηκαν στην συγκεκριμένη ομάδα. GI.7: Το 
στέλεχος AG4 ομαδοποιημένο με την GI γενετική ομάδα.
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Για τη ν  επ ιβ εβ α ίω σ η  τω ν  α π ο τε λ ε σ μ ά τω ν  τη ς  φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ή ς  α ν ά λ υ σ η ς  και για  

τη ν  ύ π α ρ ξη  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ  μ ε τα ξύ  δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  γ ε ν ο τύ π ω ν  σ τη ν  

π ερ ίπ τω σ η  τω ν  δ ύ ο  σ τελ ε χ ώ ν  (L R 1 3  και L R 1 5 ) και μ ε τα ξύ  δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  

γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  (A G 4 ), ε φ α ρ μ ό σ τη κ ε  το  π ρ ό γ ρ α μ μ α  S im P lo t για  τη ν  

επ ιβ εβ α ίω σ η  ύ π α ρ ξη ς  τω ν  α να σ υ νδ ια σ μ ώ ν  κ α θ ώ ς  και το ν  κ α θ ο ρ ισ μ ό  τη ς  

α κ ρ ιβ ο ύ ς  θ έσ η ς  α υ τώ ν , (ε ικ .3 1 ). Η α νά λυ σ η  π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  και σ τα  τρ ία  

σ τελ έχ η  τα υ τό χ ρ ο ν α , μ ε  έν α  σ τέλ εχ ο ς  α π ό  το ν  κ ά θ ε  γ ε ν ό τυ π ο  π ο υ  

ο μ α δ ο π ο ιή θ η κ α ν  σ ε κ ά θ ε  π ερ ίπ τω σ η , (φ υ λ ο γ εν ετ ικ ά  δ έν τρ α  O R F1 και O R F 2 ). 

Α π ό  τα  α π ο τε λ έσ μ α τα  τη ς  α ν ά λ υ σ η ς  φ ά ν η κ ε  ότι και τα  τρ ία  σ τελ έχ η  είναι 

ό ν τω ς  α να σ υ ν δ υ α σ μ έν α  μ ε τα ξύ  τω ν  δ ύ ο  γο ν ιδ ίω ν  O R F1 και O R F 2 , τα  L R 1 3  

και L R 1 5  σ τη ν  θ έσ η  5 0 3 9  μ ε τα ξύ  τω ν  γ ε ν ό τυ π ω ν  ενν ιά  και τέσ σ ερ α  τη ς  

γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  δ ύ ο  και το  σ τέλ ε χ ο ς  A G 4  σ τη ν  θ έσ η  4 9 8 2  μ ε τα ξύ  τω ν  

γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  ένα  και δύο.

Εικ. 31. Ανάλυση SimPlot για τις μερικές ακολουθίες της RdRp και του καψιδίου των στελεχών LR13 LR15 
και AG4. Η κάθετη κόκκινη γραμμή δείχνει το σημείο διασταύρωσης του στελέχους AG 4 στη θέση 4982  
μεταξύ των O R F1/O R F2 γονιδίων. Η διακεκομμένη κάθετη κόκκινη γραμμή δείχνει το σημείο διασταύρωσης 
των στελεχών LR13 LR15 στη θέση 5039 μεταξύ των O R F1/O R F2 γονιδίων. Το μέγεθος του παραθύρου 
ήταν 100 bp με μέγεθος βήματος 40 bp. Ο κατακόρυφος άξονας δείχνει την ομοιότητα μεταξύ των 
νουκλεοτιδίων (παράθυρο άνω δεξιά του σχήματος), εκφρασμένα ως ποσοστά. Ο οριζόντιος άξονας 
υποδεικνύει τις θέσεις των νουκλεοτιδίων της περιοχής του γονιδιώματος που αναλύθηκαν.
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3 .3 .4  Ε ύ ρ εσ η  ν έο υ  κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ ν το ς  σ τελ έχ ο υ ς

Τ ο  σ τέλ ε χ ο ς  ΑΚ1 α ν ιχ ν εύ τη κ ε  σ ε κλ ιν ικό  δ ε ίγμ α  το  ο π ο ίο  σ υ λ λ έχ θ η κ ε  α π ό  

ένα  π α ιδ ί δ ύ ο  ετώ ν , θ η λ υ κ ο ύ  γ έν ο υ ς , το  ο π ο ίο  ε ισ ή χθ η  σ το  π α ν επ ισ τη μ ια κ ό  

ν ο σ ο κ ο μ ε ίο  Ιω α νν ίνω ν  φ έρ ο ν τα ς  ό λα  τα  τυ π ικά  κλ ιν ικά  σ υ μ π τώ μ α τα  

π ρ ο σ β ο λ ή ς  το υ  ιού. Π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  η εν ίσ χυ σ η  εν ό ς  μ εγά λο υ  τμ ή μ α το ς  

το υ  γ ε ν ώ μ α το ς  το υ  Ν ο ρο ϊο ύ  μ ε  το υ ς  ε κ κ ιν η τέ ς  Ρ 2 9 0  -  G 2 S K R  (π ίνα κα ς  6, εικ. 

32 ), το  ο π ο ίο  κα λύ π τε ι τη ν  θ έσ η  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ  μ ε τα ξύ  O R F 1 /O R F 2  και 

α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  επ εξερ γ α σ ία . Α ρ χ ικά , η α λ λ η λ ο υ χ ία  ε ξ ε τά σ τη κ ε  για  

τη ν  ύ π α ρ ξη  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ , ε ν δ ε χ ό μ ε ν ο  το  ο π ο ίο  α π ο ρ ρ ίφ τη κ ε , λ ό γ ω  το υ  ότι 

και τα  δ ύ ο  γο ν ίδ ια  (O R F 1 και O R F 2 ), ο μ α δ ο π ο ιή θ η κ α ν  μ ε  τα  ίδια σ τελέχη . 

Σ υ γκ εκ ρ ιμ ένα , ο μ α δ ο π ο ιή θ η κ α ν  μ ε  τα  σ τελ έχ η  τη ς  γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  δύο, 

γ ε ν ό τυ π ο υ  τέσ σ ερ α . Σ τη ν  σ υνέχεια , ε ξ ε τά σ τη κ ε  ο λ ό κ λ η ρ η  η α λ λη λο υ χ ία  μ ε  όλα  

τα  δ ια θ έσ ιμ α  σ τελ έχ η  τη ς  ο μ ά δ α ς , τα  ο π ο ία  λ ό γ ω  υ ψ η λο ύ  ρ υ θ μ ο ύ  

σ υ σ σ ώ ρ ευ σ η ς  μ ε τα λ λ ά ξε ω ν  μ π ο ρ ο ύ ν  και δ ια χ ω ρ ίζο ντα ι μ ε τα ξύ  του ς , 

α π ο τε λ ώ ν τα ς  έτσι, κ α ινο ύ ρ γ ιες  π α ρ α λ λ α γ έ ς  το υ  ίδιου γ εν ό τυ π ο υ . Τ α  

α π ο τε λ έσ μ α τα  π ο υ  π ρ ο έκ υ ψ α ν  μ ετά  τη ν  επ εξερ γ α σ ία  α π έδ ε ιξα ν  π ω ς  το  

σ τέλ ε χ ο ς  α υ τό  α νήκε ι σ τη ν  G II.4  γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  τω ν  νο ρ ο ϊώ ν , α λλά  

δ ια χ ω ρ ίζετα ι α π ό  ό λα  τα  ά λλα  σ τελ έχ η  δ η μ ιο υ ρ γ ώ ν τα ς  έτσ ι,ένα  μ ο να δ ικό  

φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ό  κ λ ά δ ο  μ ε  μ εγ ά λ η  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ή  α π ό σ τα σ η , (εικ. 33 ). Γ εγο νό ς , 

π ο υ  το  κα τα τά σ σ ει ω ς  μια  ν έα  π α ρ α λ λ α γ ή  τη ς  γ ε ν ε τ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  δυο, 

γ ε ν ό τυ π ο υ  τέσ σ ερ α .

Εικόνα 32. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται το σημείο πάνω στο γονιδίωμα που ενισχύθηκε. Τέλος 
του γονιδίου ORF1 και αρχής του γονιδίου O RF2 στο κλινικό δείγμα ΑΚ1 με τους εκκινητές Ρ290 -  
G2SKR, (4295 -  5370bp).
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I I i i / O I I  - l / l  I n n a  K u n o / c u n f t n i  4 n / 7 n n a / C I  l l - J  I Ι Μ Π Π 7 « 4  7  
I l u / o i i  A t  I I n n  a  K o n o / c u a e o i  4  1 / 2 n n f i / C H N  I Ι Μ Π Π 3 Λ 4 η  

M U / O I I  4 / M o n o  K O h t i / C U l 3 4 1  2 1  3 / 2 0 0 4 / O H N  M M  8 0  2 6 4  1
__. Mu/OII- 4/K«t OrW(J4  1 UUH/2 UU4 /JM ΑΒ 2 0 4 /Θ3

1 OO I Mu/ChllJa/U4  I UUU/3 UU4 /JI · AfcJ7 2 UU3 B
--------------------------------------------------------------------------- LONDBDAUt

Εικ .33. Φυλογενετικό δέντρο 
κατασκευασμένο με βάση όλα 
τα διαθέσιμα στελέχη της 
γενετικής ομάδας II, 
γενότυπου 4.
Γκρι: Το στέλεχος ΑΚ1 
Κόκκινο: Φυλογενετική 
απόσταση στελέχους στον 
φυλογενετικό κλάδο.
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4. Σ υ ζή τη σ η

Οι Ν ορο ϊο ί, α π ο τε λ ο ύ ν  τη ν  π ιο  κο ινή  αιτία π ρ ό κ λ η σ η ς  ο ξε ία ς  μη  β α κ τη ρ ια κ ή ς  

γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς , μ ε  π ο λ λ ά  κ ρ ο ύ σ μ α τα  τη ς  νό σ ο υ  π α γ κ ο σ μ ίω ς  (1 2 3 ). Τ ο  

γ ο ν ιδ ίω μ α τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  υφ ίσ τα τα ι σ υ ν εχ ε ίς  α λλα γές , μ ε τα λ λ ά ξε ις  και 

α να σ υ νδ υ α σ μ ο ύ ς . Τ α  υ ψ η λά  π ο σ ο σ τά  τω ν  ν ο υ κ λ εο τιδ ικ ώ ν  υ π ο κ α τα σ τά σ εω ν , 

λ ό γ ω  τω ν  μ ικ ρ ώ ν  χ ρ ό ν ω ν  α ντιγρ α φ ή ς , κ α θ ώ ς  και η α δ υ ν α μ ία  δ ιό ρ θ ω σ η ς  

λ α θ ώ ν  τα  οπ ο ία  ε ισ ά γοντα ι α π ό  τη ν  R N A  ε ξα ρ τώ μ ε ν η  R N A  π ο λ υ μ ερ ά σ η  του  

ιού, σ υ μ β ά λ λ ο υ ν  ώ σ τε  οι Ν ο ρ ο ιο ί να  π α ρ ά γ ο υ ν  μ ε τα λ λ α γ μ έν α  γο ν ιδ ιώ μ α τα ,

(1 2 4 )  . Οι α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ί σ το  R N A  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  είναι γ ν ω σ τό  ότι ε ξα ρ τώ ν τα ι 

α π ό  δ ιά φ ο ρ ο υ ς  α ν ο σ ο λ ο γ ικ ο ύ ς  και ε ν δ ο κ υ ττα ρ ικ ο ύ ς  π ερ ιο ρ ισ μ ο ύ ς , οι οπ ο ίο ι 

μ π ο ρ ο ύ ν  να  επ ιτρ έψ ο υ ν  τη ν  α ν ά δ ε ιξη  β ιώ σ ιμ ω ν  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ω ν  σ τελ εχ ώ ν

(1 2 5 )  . Α π ό  τη ν  π ρ ώ τη  α ν α φ ο ρ ά  του  ιού (1 2 6 ) μέχρ ι και σ ή μ ερ α , π α γ κ ο σ μ ίω ς , 

οι α ν α φ ο ρ ές  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ω ν  σ τελ εχ ώ ν , ε ίτε  μ ε τα ξύ  τω ν  γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  

ό π ω ς  G I/G II, ε ίτε  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  γ ε ν ο τύ π ω ν  ό π ω ς  G II.1 /G II.1 2 , G II.b /G II.1 8 , 

G II.b /G II.4 , G II.b /G II.4 , G II.d /G II.3 , G II.3 /G II.1 3 , G II.7 /G II.1 3 , G II.b /G II.7 , 

G N .4/G N .8, G N .5/G N .12 , G I.3 /G II.4 , G N .1 /G N .12 , GM .4/GM.2 και G N 4./G N .3 

α νά μ εσ α  σ τη ν  R N A  ε ξα ρ τώ μ ε ν η  R N A  π ο λ υ μ ερ ά σ η  του  ιού (R d R p ) και σ το  

γο ν ίδ ιο  το υ  κα ψ ιδ ίου  αντίσ το ιχα , είναι π ο λ λ έ ς  (11 3 , 1 2 7 -1 3 0 ).

Τ ο  π ρ ώ το  σ τέλ εχ ο ς  Ν ο ρο ϊώ ν , το  ο π ο ίο  χ α ρ α κ τη ρ ίσ θ η κ ε  κα τά  τη ν  δ ιά ρκεια  τη ς  

π α ρ ο ύ σ α ς  δ ια τρ ιβ ή ς , π ρ ο έρ χ ο ν τα ν α π ό  το  κλ ιν ικό  δ ε ίγμ α  Α 6 . Α ρ χ ικά , μ ε  βά σ η  

τη ν  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ή  επ ε ξερ γ α σ ία  τη ς  δ ια θ έσ ιμ η ς  α λ λ η λ ο υ χ ία ς  του , 

π ρ ο σ δ ιο ρ ίσ τη κ ε  ότι ά ν η κ ε  σ τη ν  G II γ εν ε τ ικ ή  ομ ά δ α . Σ τη ν  σ υνέχεια , ό τα ν  τα  

δ ύ ο  γο ν ίδ ια  δ ια χ ω ρ ίσ τη κ α ν  και π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  φ υ λ ο γ εν ε τ ικ ή  α νά λυ σ η  στη 

μ ερ ική  α λ λη λο υ χ ία  το υ  O R F1 και σ τη ν  π λ ή ρ η  α λ λ η λ ο υ χ ία το υ  γο ν ιδ ίο υ  O R F 2  

α π ο κ α λ ύ φ θ η κ ε  ότι τα  δ ύ ο  γο ν ίδ ια  (O R F 1 και O R F 2 ) α ν ή κ α ν  σ ε δύο  

δ ια φ ο ρ ετ ικ ο ύ ς  γ εν ό τυ π ο υ ς , G II.9  και G II.6  α ντίσ το ιχα . Ε π ιπ ρ ό σ θ ετα , ό τα ν  

π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  S im P lo t α νά λυ σ η  επ ιβ εβ α ιώ θ η κ ε  ότι το  σ τέλ ε χ ο ς  A 6  ή τα ν  

π ρ ά γ μ α τι ένα  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο  σ τέλ εχ ο ς , μ ε  τη ν  θ έσ η  α να σ υ νδ ια σ μ ο ύ  να  

σ υνάδ ει μ ε  το  « c ro s s o v e r»  σ η μ είο  π ο υ  α να φ έρ ετα ι σ τη ν  π α γκ ό σ μ ια  

β ιβ λ ιο γρ α φ ία  (13 1 ).

Η κ υ κ λ ο φ ο ρ ία  μ ια ς  ευ ρ ε ία ς  π ο ικ ιλ ία ς  δ ια φ ο ρ ετ ικ ώ ν  σ τελ ε χ ώ ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  

εν τό ς  εν ό ς  δ εδ ο μ έν ο υ  π λ η θ υ σ μ ο ύ  α υ ξά ν ε ι τ ις  π ιθ α ν ό τη τε ς  για  τη ν  εμ φ ά ν ισ η
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μ ικ τώ ν  λ ο ιμ ώ ξε ω ν , οι ο π ο ίες  εν  σ υ ν εχ ε ία  μ π ο ρ ο ύ ν  να  ο δ η γ ή σ ο υ ν  σε 

γ ε γ ο ν ό τα α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ  (13 1 ). Η α ν ίχν ευ σ η  το υ  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο υ  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  σ τελ έχ ο υ ς , υ π ο σ τη ρ ίζε ι τη ν  υ π ό θ εσ η  ότι ο ρ ισ μ ένα  σ τελ έχ η  

τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν , μ π ο ρ ο ύ ν  να  κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ ν  σ ε σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ες  γ ε ω γ ρ α φ ικ ές  

π ε ρ ιο χ έ ς  χ ω ρ ίς  κλ ιν ικ ές  εκ δ η λ ώ σ ε ις  σ το υ ς  π λ η θ υ σ μ ο ύ ς  και π ερ ισ τα σ ια κά  να  

α λ λ ά ξο υ ν  τις  γ ε ν ε τ ικ έ ς  το υ ς  ιδ ιό τη τες  δ ια μ έσ ο υ  γ ε γ ο ν ό τω ν  α να σ υ νδ υ α σ μ ο ύ . Ο 

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ό ς  επ ιτρ έπ ε ι σ το ν  ιό να  α λλά ξε ι τη  γ ε ν ε τ ικ ή  του  

δ ο μ ή , να  ε ξε λ ιχ θ ε ί και να  ε ξα π λ ω θ ε ί σ ε ένα  δ ε δ ο μ έν ο  π λ η θ υ σ μ ό  

π α ρ α κ ά μ π το ν τα ς  τη ν  α νο σ ο λο γ ική  π ίεσ η  το υ  ξεν ισ τή .

Σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  τα  σ το ιχεία  του  π ρ ο γ ρ ά μ μ α το ς  τη ς  Ε υ ρ ω π α ϊκ ή ς  

π α ρ α κ ο λ ο ύ θ η σ η ς  « τω ν  τρ ο φ ιμ ο γ ε ν ώ ν  λ ο ιμ ώ ξε ω ν  σ τη ν  Ε υ ρ ώ π η » , μια ο μ ά δ α  

φ υσ ικά  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ω ν  Ν ο ρ ο ϊκ ώ ν  σ τελ εχ ώ ν , εμ φ α ν ίσ τη κ ε  σ τη ν  Ε υ ρ ώ π η  

και π ρ ο κ ά λ ε σ ε  δ ιη π ε ιρ ω τικ ές  λ ο ιμ ώ ξε ις , οι ο π ο ίες  μ ε τα δ ό θ η κ α ν  μ έσ ω  του  

π ό σ ιμ ο υ  ν ερ ο ύ  και τω ν  τρ ο φ ώ ν , (1 3 2 ). Π ρ ό σ φ α τες  μ ε λ έ τ ε ς  έδ ε ιξα ν  ότι ένα  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο  σ τέλ ε χ ο ς  (G II.b ) π ο υ  εμ φ α ν ίσ τη κ ε  για  π ρ ώ τη  φ ο ρ ά  το  2 0 0 0  

σ τη  Γαλλία , έγ ιν ε  κυ ρ ία ρ χο , π ρ ο κ α λ ώ ν τα ς  σ π ο ρ α δ ικ ά  κ ρ ο ύ σ μ α τα  σ τη ν  

Ισ π ανία , τη  Σ ο υ η δ ία  και τη ν  Ο υ γγα ρ ία , (1 3 3 ). Η εμ φ ά ν ισ η  ν έ ω ν  α ν τ ιγ ο ν ικ ώ ν  

π α ρ α λ λ α γ ώ ν  σ το υ ς  Ν ο ρ ο ϊο ύ ς  είναι κα τά  σ υ ν έπ ε ια  α ν ά λ ο γ η  μ ε  εκ ε ίνη  τω ν  ιώ ν 

τη ς  γρ ίπ η ς , γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  υ π ο δ η λ ώ ν ε ι ότι η α νοσ ία  π ο υ  εμ φ α ν ίζε ι έν α ς  

δ ε δ ο μ έ ν ο ς  π λ η θ υ σ μ ό ς  εμ μ έ σ ω ς  μ π ο ρ ε ί να  π ρ ο ά γ ε ι τη ν  ε ξ έ λ ιξη  τω ν  ιώ ν (13 4 ). 

Μ ε β ά σ η  τα  π α ρ α π ά ν ω , π ρ α γ μ α το π ο ιή θ η κ ε  π ρ ο σ π ά θ ε ια  εν το π ισ μ ο ύ  και 

π α ρ α κ ο λ ο ύ θ η σ η ς  τη ς  κ υ κ λ ο φ ο ρ ία ς  το υ  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  

σ τελ έ χ ο υ ς  (Α 6 ), α π ό  το ν  Ο κ τώ β ρ ιο  το υ  2 0 0 6  έ ω ς  και το ν  Δ εκ έμ β ρ ιο  το υ  20 1 1 . 

Σ υ λ λ έχ θ η κ α ν  π α ρ ά λ λ η λ α  π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  και κλ ιν ικά  δ ε ίγ μ α τα  α π ό  τη ν  ίδια 

γ εω γ ρ α φ ικ ή  π ερ ιο χ ή , τη ς  Κ. Ε λ λ ά δ α ς  κα τά  τη ν  α ν ω τέρ ω  χ ρ ο ν ικ ή  π ερ ίο δ ο  και 

ε ξ ε τά σ τη κ α ν  ω ς  π ρ ο ς  τη ν  ύ π α ρ ξη  το υ  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο υ  α να σ υ νδ υ α σ μ ο ύ  

(G II.9 /G II.6 ) . Η ύ π α ρ ξη  το υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  σ τελ έχ ο υ ς  εν το π ίσ τη κ ε  σ το  

8 0 %  τω ν  ε ξ ε τα σ θ έ ν τω ν  κ λ ιν ικώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν  και σ το  9 3 ,3 %  τω ν  

π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ώ ν  δ ε ιγ μ ά τω ν , α π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τα ς  ότι, η εμ φ ά ν ισ η , η π ερ α ιτέρ ω  

ε ξά π λ ω σ η  και η λ ο ιμ ο γ ό ν ο ς  δ ύ ν α μ η  εν ό ς  σ υ γ κ εκ ρ ιμ έν ο υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ο υ  

σ τελ έ χ ο υ ς  σ ε έν α ν  δ ε δ ο μ έ ν ο  π λ η θ υ σ μ ό , δ εν  π α ρ εμ π ο δ ίζ ε τα ι α π ό  το ν  τύ π ο  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ  α λλά  α ν τ ιθ έ τω ς  ευ νο ε ίτα ι α π ό  α υ τό ν , (1 3 5 -1 3 7 ). Α κ ο λ ο ύ θ ω ς  

δ έκα  κλ ιν ικά  δ ε ίγμ α τα , τα  οπ ο ία  σ υ λ λ έχ θ η κ α ν  το ν  Δ εκ έμ β ρ ιο  το υ  2 0 1 2  α π ό  το  

π α ν επ ισ τη μ ια κ ό  ν ο σ ο κ ο μ ε ίο  Ιω α νν ίνω ν  ε λ έγ χ θ η κ α ν  για  το ν  εν το π ισ μ ό  θ έσ εω ν
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α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ  και εν το π ίσ τη κ α ν  τρ ία  α κ ό μ η  σ τελ έχ η  τα  οπ ο ία  έφ ερ α ν  

κ α ινο ύ ρ γ ιο υ ς  α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ ς  μ ε τα ξύ  τω ν  δ ύ ο  γο ν ιδ ίω ν  O R F 1 /O R F 2  και 

α να φ έρ ο ν τα ι για  π ρ ώ τη  φ ο ρ ά  σ τη ν  δ ιεθ νή  β ιβ λ ιο γρ α φ ία . Σ υ γκ εκ ρ ιμ ένα , δ ύ ο  

σ τελ έχ η  π ο υ  εν το π ίσ τη κ α ν  σ τα  δ ε ίγ μ α τα  L R 1 3  και L R 1 5  ε ίχ α ν  το ν  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ό  G II.9 /G II.4  και ένα  π ο υ  εν το π ίσ τη κ ε  σ το  δ ε ίγμ α  A G 4  το ν  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ ό  G II.9 /G I.7 .

Τ έλ ο ς , ε ν το π ίσ τη κ ε  και ένα  σ τέλ ε χ ο ς  σ το  δ ε ίγμ α  Α Κ 1 , το  ο π ο ίο  ά ν η κ ε  σ τη ν  

γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  II και σ το  γ ε ν ό τυ π ο  4, α λλά  μ ετά  α π ό  φ υ λ ο γ εν ετ ικ ή  

επ εξερ γ α σ ία  α π ο δ ε ίχ θ η κ ε  ότι π ρ ό κε ιτα ι για  μία κα ινο ύ ρ γ ια  π α ρ α λ λ α γ ή  του  

γ ε ν ό τυ π ο υ  G II.4 .

Υ π ά ρ χ ο υ ν  δ ύ ο  α ν α γ ν ω ρ ισ μ έν ο ι μ η χ α ν ισ μ ο ί π ο υ  εμ π λ έκ ο ν τα ι σ τη ν  

α ν θ εκ τ ικ ό τη τα  τω ν  Ν ο ρ ο ϊκ ώ ν  λ ο ιμ ώ ξε ω ν : οι γ ε ν ε τ ικ ο ί π α ρ ά γ ο ν τες  και η 

επ ίκ τη τη  ανοσ ία . Ο  π ιθ α ν ό ς  ρ ό λ ο ς  τη ς  α ν θ ε κ τ ικ ό τη τα ς  α ν α γ ν ω ρ ίσ τη κ ε  για  

π ρ ώ τη  φ ο ρ ά  ό τα ν  π ε ιρ α μ α τικ ές  μ ε λ έ τ ε ς  με το  σ τέλ ε χ ο ς  N o rw a lk , έδ ε ιξα ν  ότι οι 

σ υ μ μ ε τέ χ ο ν τε ς  εμ φ ά ν ιζα ν  επ α ν ε ιλ η μ μ έν α  ευ α ισ θησ ία  ή α ν θ ε κ τ ικ ό τη τα  σ τη  

σ υ μ π τω μ α τ ικ ή  λ ο ίμ ω ξη  μ ετά  α π ό  επ α ν α λ α μ β α ν ό μ εν η  έκ θ εσ η  σ το ν  ιό (82 ). 

Σ τη  σ υνέχεια , μ ε  χ ρ ή σ η  τω ν  V L P s , α π ό  το  ίδιο σ τέλ εχ ο ς , φ ά ν η κ ε  ότι 

σ υ ν δ έο ν τα ι μ ε  δ ια φ ο ρ ετ ικ ο ύ ς  υ π ο δ ο χ ε ίς  H B G A , α π ο δ ε ικ ν ύ ο ν τα ς  έτσ ι ότι το  

δ εσ μ ευ τικ ό  μ ο τ ίβ ο  σ υ σ χ ετίζετα ι μ ε  τη ν  ευ α ισ θησ ία  σ τη  μ ό λ υ ν σ η  και τη ν  

ε κ δ ή λ ω σ η  α σ θ έν ε ια ς  (75 , 79 ). Έ τσ ι, είναι π ιθ α ν ό  κ ά θ ε  ά το μ ο  να  είναι γ εν ε τ ικ ά  

ευ π α θ ές  σ ε έν α ν  ή π ερ ισ σ ό τερ ο υ ς  ν ο ρ ο ϊκ ο ύ ς  γ ε ν ό τυ π ο υ ς .

Κ α θ ώ ς  το  σ ύ σ τη μ α  τω ν  ο μ ά δ ω ν  α ίμ α το ς  Α Β Ο  σ υ να ντιέτα ι σ το  8 0 %  του  

Ε υ ρ ω π α ϊκ ο ύ  και Β ό ρ ειο  Α μ ερ ικ ά ν ικ ο υ  π λ η θ υ σ μ ο ύ , σ τελ έχ η  Ν ο ρ ο ϊώ ν  τα  οπ ο ία  

α ν α γ ν ω ρ ίζο υ ν  α υ τές  τις  π λ έ ο ν  σ υ ν ή θ ε ις  ο μ ά δ ες  α ίμ α το ς  θα  π ρ έπ ε ι να  

υ π ερ ισ χ ύ ο υ ν  ένα ν τι ά λ λ ω ν  σ τελ ε χ ώ ν  τα  οπ ο ία  α ν α γ ν ω ρ ίζο υ ν  π ιο  σ π ά ν ιες  

ο μ ά δ ες  α ίμ α το ς  (13 8 ). Σ ύ μ φ ω ν α  λ ο ιπ ό ν  μ ε  α υ τή  τη ν  υ π ό θ εσ η  τα  σ τελ έχ η  

Ν ο ρ ο ϊώ ν  π ο υ  σ υ ν δ έο ν τα ι μ ε  τη ν  ο μ ά δ α  α ίμ α το ς  A /B  σ υ ν δ έο ντα ι μ ε  τη ν  ο μ ά δ α  

A  ή και B α λλά  όχι μ ε  τη ν  ο μ ά δ α  O και κα τά  σ υ ν έπ ε ια  σ το χ εύ ο υ ν  σ ε μ ικ ρ ό τερ ο  

εύ ρ ο ς  ξεν ισ τώ ν  δ εδ ο μ έν ο υ  ότι η ο μ ά δ α  Ο είναι η π ερ ισ σ ό τερ ο  κο ινή  ο μ ά δ α  σε 

σ ύ ν ο λ ο  π λ η θ υ σ μ ο ύ . Σ η μ α ν τικ ό  ρ ό λο  σ τη  σ ύ ν δ εσ η  π α ίζει η ύ π α ρ ξη  του  

α ν τιγό νο υ  Η, το  ο π ο ίο  κ α τέχ ε ι λ ίγ ες  α ν τ ιγ ο ν ικ ές  θ έσ εις  σ τις  ο μ ά δ ες  α ίμ α το ς  Α, 

Β α λλά  τη ν  π λ ε ιο ψ η φ ία  σ τη ν  ο μ ά δ α  Ο μ ε  α π ο τέ λ εσ μ α  να  π ρ ο σ δ ίδ ε ι 

π λ ε ο ν έ κ τη μ α  σ τα  σ τελ έχ η  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  π ο υ  σ υ ν δ έο ν τα ι μ ε  α υ τό  (13 8 ).
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Έ τσι, σ τελ έχ η  τα  ο π ο ία  π ρ ο σ δ έν ο ν τα ι σ τη ν  ο μ ά δ α  α ίμ α το ς  A /B  π ρ έπ ε ι να  

σ υ να ν τιό ντα ι π ιο  σ π ά νια  σ ε σ χέσ η  μ ε  τα  σ τελ έχ η  τα  οπ ο ία  π ρ ο σ δ έν ο ν τα ι σ τη ν  

ο μ ά δ α  α ίμ α το ς  Ο  ό π ω ς  τα  σ τελ έχ η  π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  σ το  G II.4  γ εν ό τυ π ο . 

Π ρ ά γμ α τι η σ ύσ τα σ η  τω ν  α μ ιν ο ξέω ν  τα  οπ ο ία  α λ λ η λ επ ιδ ρ ο ύ ν  μ ε  το  σ ύ σ τη μ α  

H B G A  έχει σ χ ε δ ό ν  δ ια τη ρ η θ ε ί σ το  1 0 0 %  μ ε τα ξύ  ό λ ω ν  τω ν  γ ν ω σ τώ ν  

π α ρ α λ λ α γ ώ ν  G II.4  π ο υ  έχ ο υ ν  εν το π ισ θ ε ί τη ν  τελ ευ τα ία  δ εκα ετία  (13 9 ), 

γ ε γ ο ν ό ς  το  ο π ο ίο  δ η λ ώ ν ε ι ότι ο  γ ε ν ό τυ π ο ς  G II.4  ίσ ω ς είναι ο μ ό ν ο ς  γ ε ν ό τυ π ο ς  

μ ε  το ν  β έλ τ ισ το  φ α ιν ό τυ π ο  επ ιβ ίω σ η ς  (1 4 0 ). Έ τσ ι λ ο ιπ ό ν  τα  σ τελ έχ η  G II.4  τα  

ο π ο ία  μ π ο ρ ο ύ ν  να  π ρ ο σ δ έν ο ν τα ι σ τις  ο μ ά δ ες  α ίμ α το ς  A /B /O  α να μ ένετα ι να  

είναι τα  επ ικ ρ α το ύ ν τα  σ τελ έχ η  και τω ν  ε π ό μ ε ν ω ν  ε π ιδ η μ ιώ ν .Τ α  γ ε γ ο ν ό τα  α υτά  

ο δ ή γ η σ α ν  σ τη ν  α ντίλη ψ η  τη ς  σ υ γ κλ ίνο υ σ α ς  ε ξ έ λ ιξη ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  και τω ν  

H B G A s . Ό μ ω ς  για  τη ν  π λ η ρ έσ τερ η  κ α τα ν ό η σ η  τω ν  έ λ ξ ε ω ν  μ ε τα ξύ  Ν ο ρ ο ϊώ ν  

και ξ ε ν ισ τώ ν  π ερ ισ σ ό τερ η  έρ ευ ν α  α π α ιτείτα ι κ υ ρ ίω ς  μ ε τα ξύ  τω ν  

α ν α σ υ ν δ υ α σ μ έν ω ν  σ τελ ε χ ώ ν  σ τη  γ εν ω μ ικ ή  π ερ ιο χ ή  O R F 1 /O R F 2  σε 

σ υ ν δ υ α σ μ ό  μ ε  το ν  χ α ρ α κ τη ρ ισ μ ό  ε ν δ ε χ ο μ έ ν ω ς  και ά λ λ ω ν  υ π ο δ ο χ έω ν  και 

σ υ ν -υ π ο δ ο χ έ ω ν  οι οπ ο ίο ι μ π ο ρ ο ύ ν  να  επ η ρ εά σ ο υ ν  τη ν  ευα ισ θησ ία  τω ν  

ξεν ισ τώ ν . Ε π ιπ λ έο ν  η α νο σ ο λο γ ική  α π ά ν τη σ η  τω ν  ξεν ισ τώ ν  εν δ έχ ε τα ι να  

εμ π λ έκ ε τα ι σ τη ν  ε ξ έ λ ιξη  και τη ν  επ ιδ η μ ιο λ ο γ ία  τω ν  Ν ο ρο ϊώ ν.

Τ α  α μ ιν ο ξέα  τα  ο π ο ία  εμ π λ έκ ο ν τα ι σ τη  σ ύ ν δ εσ η  μ ε  το υ ς  H B G A s  μέσ α  σ τη ν  

ίδια γ εν ε τ ικ ή  ο μ ά δ α  είναι ιδ ια ίτερα  σ υ ν τη ρ η μ έ ν α  σ τη ν  υ π ερ μ ε τα β λ η τή  P2 

γ εν ω μ ικ ή  υ π ό  π ερ ιο χ ή , (1 4 1 ). Α ν ά λ υ σ η  τω ν  μ ε τα λ λ ά ξε ω ν  σ ε β ά θ ο ς  χ ρ ό ν ο υ  

τη ς  P2 γ ε ν ω μ ικ ή ς  υ π ό  π ε ρ ιο χ ή ς  τω ν  G II.4  π α ρ α λ λ α γ ώ ν  οι ο π ο ίες  

κ υ κ λ ο φ ό ρ η σ α ν  μ ε τα ξύ  τω ν  ε τώ ν  1 9 7 4  και 2 0 0 6  έδ ε ιξα ν  ότι τα  εμ π λ ε κ ό μ εν α  

α μ ιν ο ξέα  τω ν  σ τελ ε χ ώ ν  G II.4  σ τη ν  σ ύ ν δ εσ η  μ ε  τη ν  φ ο υ κ ό ζη  ή τα ν  

α ξ ιο σ η μ ε ίω τα  σ υ ν τη ρ η μ έν α  α ν ε ξά ρ τη τα  τω ν  π α ρ α λ λ α γ ώ ν  G II.4  (85, 142). 

Α υ τ έ ς  οι έ λ ξ ε ις  α κ ο λ ο υ θ ο ύ ν  τη ν  α ρ χή  κλειδ α ρ ιά -κλειδ ί. Έ να  δ ο μ ικ ό  σ το ιχ ε ίο  

π ρ ο σ α ρ μ ό ζετα ι σ το  χ ώ ρ ο  (κλε ιδ α ρ ιά ) και π ρ ο σ δ έν ε ι σ το ιχ ε ία  τω ν  H B G A  

(κλειδ ί). Α υ τά  τα  σ το ιχεία  α π ο τε λ ο ύ ν  τη ν  βά σ η  τη ς  σ υ γ κλ ίνο υ σ α ς  ε ξ έ λ ιξη ς  τω ν  

Ν ο ρ ο ϊώ ν  ε ξη γ ώ ν τα ς  ότι οι δ ιά φ ο ρ ες  ο μ ά δ ες  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  είναι α π ο τέλ εσ μ α  

επ ιλ ο γ ή ς  τη ς  π ο λ υ μ ο ρ φ ικ ό τη τα ς  τω ν  H B G A s  σ το ν  ξεν ισ τή .

Η α λ λη λο υ χ ία  τω ν  γ ο ν ιδ ιω μ ά τω ν  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν , οι δ ια φ ο ρ ές  σ τη  δ ο μ ή  τω ν  

κα ψ ιδ ίω ν  και κα τά  σ υ ν έπ ε ια  σ τη  δ ο μ ή  τω ν  α μ ιν ο ξέ ω ν  και σ το υ ς  δ ια φ ο ρ ετ ικ ο ύ ς  

τρ ό π ο υ ς  σ ύ ν δ εσ η ς  τω ν  H B G A  μ ε τα ξύ  τω ν  γ ε ν ε τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  G I και G II 

σ υ ν η γ ο ρ ο ύ ν  ότι ή τα ν  δ υ ο  δ ια φ ο ρ ετ ικ ά  είδη  τα  ο π ο ία  ε ξελ ισ σ ό μ εν α
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σ υ ν δ έθ η κ α ν  μ ε  το  σ ύ σ τη μ α  H B G A  και α υ τό  μ π ο ρ ε ί να  σ υ ν έβ η  ε ίτε  π ρ ιν  ή 

μ ό λ ις  έγ ινα ν  π α θ ο γ ό ν α  το υ  α ν θ ρ ώ π ο υ . Η υ π ό θ εσ η  α υ τή  εν ισ ρύετα ι α π ό  το  

γ ε γ ο ν ό ς  ότι οι δ ύ ο  ο μ ά δ ες , G I και G II, σ ε επ ίπ εδ ο  φ υ λ ο γ έν εσ η ς  δ ια χ ω ρ ίζο ντα ι 

α π ό  τη ν  ο μ ά δ α  τω ν  β ο ο ε ιδ ώ ν  (G III)  και τω ν  τρ ω κ τ ικ ώ ν  (G V ), (32 , 143). Ω ς εκ  

το ύ το υ  π ιθ α νο λο γε ίτα ι ότι οι δ υ ο  γ ε ν ε τ ικ έ ς  ο μ ά δ ες  σ υ ν έκ λ ινα ν  μ ετά  τη ν  

σ ύ ν δ εσ η  το υ ς  μ ε  το υ ς  H B G A s  το υ ς  ο π ο ίο υ ς  χ ρ η σ ιμ ο π ο ίη σ α ν  ω ς  κο ιν ο ύ ς  

π α ρ ά γ ο ν τες  σ ύ ν δ εσ η ς  και π ρ ό κ λ η σ η ς  λ ο ιμ ώ ξε ω ν  σ το ν  ά ν θ ρ ω π ο , με 

α π ο τέ λ εσ μ α  οι δ υ ο  γ ε ν ε τ ικ ές  ο μ ά δ ες  να  α ν α π τύ ξο υ ν  δ υ ο  δ ια φ ο ρ ο π ο ιο ύ μ εν ες  

θ έσ εις  σ ύ ν δ εσ η ς  σ το  σ ύ σ τη μ α  H B G A s  το υ  α νθ ρ ώ π ο υ .

Π ρ ό σ φ α τα  δ ε δ ο μ έν α  δ η λ ώ ν ο υ ν  ότι οι υ δ α τά ν θ ρ α κ ες  ω ς  υ π ο δ ο χ ε ίς  ή ω ς  

π α ρ ά γ ο ν τες  δ έσ μ ευ σ η ς  είναι ένα  κο ινό  χ α ρ α κ τη ρ ισ τ ικ ό  τω ν  c a lic i ιώ ν κ α θ ώ ς  

έχ ο υ ν  εν το π ισ θ ε ί σ τα  μ έλη  το υ ς  ό π ω ς  σ το υ ς  : L a g o  ιούς, R e co  ιούς, V e s i 

ιούς και Ν ο ρ ο ϊο ύ ς  (13 9 , 1 4 4 -1 4 9 ). Η α να γνώ ρ ισ η  π λ έ ο ν  τω ν  υ δ α τα ν θ ρ ά κ ω ν  

ω ς  υ π ο δ ο χ έω ν  οι οπ ο ίο ι μ π ο ρ ο ύ ν  να  π ρ ο ά γ ο υ ν  σ υ γ κλ ίνο υ σ α  ε ξ έ λ ιξη  εισ άγει 

ν έα  δ ε δ ο μ έν α  σ τη  κ α τα ν ό η σ η  τη ς  ε ξ έ λ ιξη ς  τω ν  π α θ ο γ ό ν ω ν  το υ  α ν θ ρ ώ π ο υ  τα  

ο π ο ία  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιο ύ ν  α υ το ύ  το υ  τύ π ο υ  το υ ς  υ π ο δ ο χ είς . Κ α τά  σ υ νέπ ε ια  η 

α νά λυ σ η  τη ς  σ υ γ γ έν ε ια ς  τω ν  έ λ ξ ε ω ν  τω ν  ν ε ο εμ φ α ν ιζ ό μ εν ω ν  σ τελ ε χ ώ ν  

Ν ο ρ ο ϊώ ν  μ ε  το  σ ύ σ τη μ α  H B G A s  μ π ο ρ ε ί σ το  μ έ λ λ ο ν  να  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιη θ ε ί για  τη ν  

π ρ ό β λ ε ψ η  επ ιδ η μ ιώ ν  και ε ν δ ε χ ο μ έ ν ω ς  μ έ τρ ω ν  για  τη ν  π ρ ό λ η ψ η  α υ τώ ν  τω ν  

επ ιδ η μ ιώ ν .

Τ α  τελ ευ τα ία  χρ ό ν ια  ο G II.4  γ ε ν ό τυ π ο ς  είναι ο π ιο  δ ια δ εδ ο μ έν ο ς  και έν α ς  

μ εγ ά λ ο ς  α ρ ιθ μ ό ς  τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  ιο γ εν ο ύ ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς  σ χετίζετα ι μ ε  

τη ν  εμ φ ά ν ισ η  τω ν  ν έ ω ν  G II.4  π α ρ α λ λ α γ ώ ν  του . Η π ρ ώ τη  π α ν δ η μ ία  

ο φ ε ιλ ό μ εν η  σ το ν  G II.4  γ ε ν ό τυ π ο  α ν α γ ν ω ρ ίσ τη κ ε  σ τα  μέσ α  τη ς  δ εκ α ε τία ς  του  

1990 , (10 0 ). Κ α τά  τη  δ ιά ρκεια  το υ  1996 , το  σ τέλ εχ ο ς  U S 9 5 /9 6  ή τα ν  υ π εύ θ υ ν ο  

για  το  8 5 %  τω ν  κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  σ τις  Κ ά τω  Χ ώ ρ ε ς  και π ερ ίπ ο υ γ ια  το  6 0 %  

τω ν κ ρ ο υ σ μ ά τω ν  σ τις  Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες  (1 5 0 ). Μ ε τα ξύ  το υ  2 0 0 0  και του  

2 0 0 4 , το  σ τέλ ε χ ο ς  α υ τό  α ν τ ικ α τα σ τά θ η κ ε  α π ό  δ ύ ο  ν έ ε ς  G II.4  π α ρ α λ λ α γ ές . 

Σ τις  Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες , μ ε  το  σ τέλ ε χ ο ς  F a rm in g to n  H ills  (15 1 ), το  ο π ο ίο  

σ υ ν δ έθ η κ ε  μ ε  π ερ ίπ ο υ  το  8 0 %  τω ν  π ε ρ ιπ τώ σ εω ν  ο ξε ία ς  γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς ,κ α ι 

τη ν  ίδια σ τιγμ ή  σ τη ν  Ε υ ρ ώ π η  (15 2 ), το  σ τέλ εχ ο ς  G II.4 b , εμ φ α ν ίσ τη κ ε  και 

π ρ ο κ ά λ ε σ ε  επ ιδ η μ ίες . Τ ο  2 0 0 4 , η π α ρ α λ λ α γ ή  H u n te r G II.4  εν το π ίσ τη κ ε  σ τη ν  

Α υ σ τρ α λ ία , τη ν  Ε υ ρ ώ π η  και τη ν  Α σ ία  (1 0 7 ). Τ ο  σ τέλ ε χ ο ς  α υ τό  

α ν τ ικ α τα σ τά θ η κ ε  σ τις  α ρ χ ές  το υ  2 0 0 6  μ ε  δ ύ ο  ν έ ε ς  π α ρ α λ λ α γ έ ς  G II.4 , σ τις
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Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίες , τη ν  Ε υ ρ ώ π η  και τη ν  Α σ ία  και α π ό  το  2 0 0 6  και μετά , έγ ινε  

το  κ υ ρ ία ρ χο  ε μ φ α ν ιζό μ εν ο σ τέλ εχ ο ς  σ ε π ο λ λ έ ς  χ ώ ρ ε ς  ό π ω ς  η Κίνα, η Ινδία, η 

Ια π ω νία , η Κ ο ρ έα , το  Β ιε τνά μ , η Α ίγ υ π το ς , η Τ ο υ ρ κ ία  και η Ιταλ ία  (1 5 3 ). Έ να  

α π ό  α υ τά  τα  δ ύ ο  σ τελ έχ η  ή τα ν  το  σ τέλ ε χ ο ς  S a ka i, το  ο π ο ίο  α ν τ ιπ ρ ο σ ω π εύ ε ι 

μία κα ινο ύ ρ γ ια  π α ρ α λ λ α γ ή  το υ  γ ε ν ό τυ π ο υ  G II.4  π ο υ  σ χ ε τίσ τη κ ε  μ ε  κ ρ ο ύ σ μ α τα  

σ ε εγ κα τα σ τά σ ε ις  υ γ ε ιο ν ο μ ικ ή ς  π ε ρ ίθ α λ ψ η ς  σ τη  Ν ο τιο α να το λ ικ ή  Ασ ία , (95 ), 

εν ώ  το  δ ε ύ τερ ο  σ τέλ ε χ ο ς  ή τα ν  το  σ τέλ ε χ ο ς  M in e rva , το  ο π ο ίο  ε ίχ ε  

π ρ ο σ δ ιο ρ ισ τε ί σ τις  Η ν ω μ έν ε ς  Π ο λ ιτε ίε ς  και σ τις  Κ ά τω  Χ ώ ρ ες , (1 1 0 ). Ω σ τόσ ο, 

σ ε π ο λ λ έ ς  χ ώ ρ ες , μ ε τα ξύ  τω ν  ε τώ ν  2 0 0 6  -  2 0 0 8 , εν το π ίσ τη κ α ν  και 

κυ ρ ιά ρ χ η σ α ν  και ά λ λ ες  π α ρ α λ λ α γ έ ς  το υ  γ ε ν ό τυ π ο υ  G II.4 . Για π α ρ ά δ ε ιγ μ α  

σ τη ν  Α ίγ υ π το  κα τά  τη ν  π ερ ίο δ ο  2 0 0 6 -2 0 0 7 , η π α ρ α λ λ α γ ή  G II.4 /2 0 0 6 a  

α ν ιχ ν εύ θ η κ ε  π ιο  σ υχνά , εν ώ  σ τη ν  Ινδία, κα τά  τη  δ ιά ρ κεια  το υ  2 0 0 6  -  2 0 0 7  και 

σ τη  Ν ότια  Α φ ρ ικ ή  το  2 0 0 8 , η π α ρ α λ λ α γ ή  G II.4 /2 0 0 7  και G II.4 /2 0 0 8  ή τα ν  

α ντίσ το ιχ α  κ υ ρ ία ρ χ ες  (1 1 2 -1 1 4 ).

Ό λ α  τα  π α ρ α π ά ν ω  ευ ρ ή μ α τα  επ ικ ύ ρ ω σ α ν  τη ν  π ρ ο α ν α φ ερ θ ε ίσ α  έννο ια  τη ς  

σ υ γ κλ ίνο υ σ α ς  ε ξ έ λ ιξη ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  μ έσ ω  επ ιλ ο γ ή ς  σ ύ ν δ εσ η ς  μ ε  το υ ς  

υ π ο δ ο χ ε ίς  H B G A , α λλά  α υ τή  η έννο ια  ε ξη γ ε ί μ ό νο  εν  μέρ ει τ ις  δ ιά φ ο ρ ες  

σ η μ α ν τ ικ ές  π τυ χ έ ς  τη ς  επ ιδ η μ ιο λ ο γ ία ς , τη ς  τα ξ ιν ό μ η σ η ς  κ α θ ώ ς  και το ν  έ λ εγ χ ο  

τη ς  νό σ ου .

Η α ν ά π τυ ξη  εμ β ο λ ίω ν  ένα ν τι τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  είναι σ ε π λ ή ρ η  ε ξ έ λ ιξη  α ν  και το  

μ έγ ισ το  π ρ ό β λ η μ α  είναι η γ εν ε τ ικ ή  π ο ικ ιλ ο μ ο ρ φ ία  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν . Η 

επ ικ ρ α το ύ σ α  ά π ο ψ η  τη ς  α νο σ ία ς  σ ε επ ίπ εδ ο  π λ η θ υ σ μ ο ύ  ω θ ε ί π ρ ο ς  τη ν  

α ν ά π τυ ξη  εμ β ο λ ίω ν  κ υ ρ ίω ς  ένα ν τι το υ  επ ικ ρ α τέσ τερ ο υ  γ εν ό τυ π ο υ , ό π ω ς  του  

G II.4 , ο  ο π ο ίο ς  σ υ γ κ εν τρ ώ ν ε ι τις  π ερ ισ σ ό τερ ες  π ιθ α ν ό τη τε ς  να  π ρ ο κα λ έσ ε ι τις 

ε π ό μ ε ν ε ς  επ ιδ η μ ίες  ό σ ο  η α νοσ ία  σ ε επ ίπ εδ ο  π λ η θ υ σ μ ο ύ  θα  π α ρ α μ έν ε ι 

χ α μ η λ ή . Για τη ν  επ ιτυ χ ή  έκ β α σ η  εν ό ς  σ χεδ ίου  εμ β ο λ ια σ μ ώ ν  θα  π ρ έπ ε ι να  

σ υ μ π ερ ιλ η φ θ ο ύ ν  όχι μ ό ν ο  οι ο μ ά δ ες  π λ η θ υ σ μ ο ύ  οι ο π ο ίες  μ π ο ρ ο ύ ν  να  

σ υ μ β ά λ ο υ ν  σ τη ν  ε ξά π λ ω σ η  τη ς  λ ο ίμ ω ξη ς  ό π ω ς , ερ γ α ζό μ εν ο ι σ ε νο σ η λ ευ τ ικ ά  

ιδ ρ ύ μ α τα , π α ιδ ικ ο ύ ς  σ τα θ μ ο ύ ς  και σ τη ν  α λυσ ίδα  π α ρ α γ ω γ ή ς  -  π α ρ α σ κ ευ ή ς  

τρ ο φ ίμ ω ν , α λλά  και σ τις  ευ π α θ ε ίς  ο μ ά δ ες  ό π ω ς  ά το μ α  ν ε α ρ ή ς  ηλικίας, 

η λ ικ ιω μ έν α  και α ν ο σ ο κ α τα σ τα λ μ έν α  ά το μ α . Π α ρ ά λ λ η λ α  οι έ ρ ε υ ν ες  θα  π ρ έπ ε ι 

να  εν τα θ ο ύ ν  για  τη ν  α ν ά π τυ ξη  σ υ ν θ ε τ ικ ώ ν  α ν τα γ ω ν ισ τώ ν  ικ α νώ ν  να  

π α ρ εμ β ά λ λ ο ν τα ι α π ο φ α σ ισ τικά  μ ε τα ξύ  τω ν  έ λ ξ ε ω ν  ιϊκού κα ψ ιδ ίου  και 

υ δ α τα ν θ ρ ά κ ω ν  το υ  επ ιθ η λ ίο υ  το υ  εν τερ ικ ο ύ  σ υ σ τή μ α το ς  τω ν  ξεν ισ τώ ν .
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Τ έλ ο ς , δ ε δ ο μ έ ν η ς  τη ς  σ η μ α σ ία ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  ω ς  αιτία επ ιδ η μ ία ς  ιο γ ενο ύ ς  

γα σ τρ εν τερ ίτ ιδ α ς , επ ιβ ά λλ ετα ι η π ε ρ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ή  π α ρ α κ ο λ ο ύ θ η σ η  τη ς  

κ υ κ λ ο φ ο ρ ία ς  τω ν  Ν ο ρ ο ϊώ ν  ω ς  ένα  ιδ ια ίτερα  χ ρ ή σ ιμ ο  ερ γα λ ε ίο  

επ ιδ η μ ιο λ ο γ ικ ή ς  επ α γ ρ ύ π ν η σ η ς  και ε ν δ ε χ ο μ έ ν ω ς  π ρ ό β λ ε ψ η ς  Ν ο ρ ο ϊικ ώ ν  

εξά ρ σ εω ν . Ο έ λ ε γ χ ο ς  το υ  π ε ρ ιβ ά λ λ ο ν το ς  έχει χ ρ η σ ιμ ο π ο ιη θ ε ί μ ε  επ ιτυ χ ία  σε 

π ο λ λ έ ς  π ερ ιπ τώ σ ε ις  για  το ν  π ρ ο σ δ ιο ρ ισ μ ό  τη ς  κ υ κ λ ο φ ο ρ ία ς  ιικώ ν σ τελ ε χ ώ ν  

ω ς  π ρ ο γ ν ω σ τικ ό  ερ γα λείο , μ ια ς  και σ τελ έ χ η  ν ο ρ ο ϊώ ν  α λλά  και ά λ λ ω ν  ιώ ν 

ό π ω ς  εν τερ ο ϊώ ν , έχ ο υ ν  α ν ιχ ν ευ τε ί σ ε π ερ ιβ α λ λ ο ν τ ικ ά  δ ε ίγ μ α τα  π ο λ ύ  π ρ ιν  τη ν  

α π ο μ ό ν ω σ η  το υ ς  α π ό  κλ ιν ικά  π ερ ισ τα τικά , (11 6 ).

Σ ή μ ερ α  η ιο γ ενή ς  γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α  είναι σ ε γ εν ικ ές  γ ρ α μ μ έ ς  κα λά  

τεκ μ η ρ ιω μ έ ν η  σ τις  π ερ ισ σ ό τερ ες  α ν ε π τυ γ μ έ ν ε ς  χ ώ ρ ες , σ ε α ν τίθ εσ η  μ ε  τη ν  

Ε λλά δα , ό π ο υ  τα  επ ιδ η μ ιο λ ο γ ικ ά  σ το ιχ εία  π ο υ  α φ ο ρ ο ύ ν  τη ν  ιογενή  

γ α σ τρ εν τερ ίτ ιδ α  Ν ο ρ ο ϊική ς  π ρ ο έλ ευ σ η ς  ε ξα κ ο λ ο υ θ ο ύ ν  να  είναι ελλ ιπ ή . Η 

μ ελ έ τη  σ ε μ ο ρ ια κό  επ ίπ εδ ο  τω ν  κ υ κ λ ο φ ο ρ ο ύ ν τω ν  Ν ο ρ ο ϊικ ώ ν  σ τελ ε χ ώ ν  θα  

μ π ο ρ ο ύ σ ε  να  π α ρ έχ ε ι σ η μ α ν τ ικ ές  π λ η ρ ο φ ο ρ ίε ς  σ χετικά  μ ε  τη ν  ε ξέλ ιξη , τη ν  

π α θ ο γ έν ε ια  και τη ν  ε ξά π λ ω σ η  τω ν  ιώ ν α υ τώ ν  σ ε ένα  δ ε δ ο μ έν ο  π λ η θ υ σ μ ό .
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A b s tra c t

N o ro v iru s e s  (N o V s ) a re  a m a jo r c a u s a tiv e  a g e n t o f a c u te  g a s tro e n te r it is  in 

h u m a n s . N o ro v iru s e s  a re  m e m b e rs  o f th e  C a lic iv ir id a e  fa m ily  a n d  b a s e d  on  

th e  g e n e tic  a n a ly s is  o f th e  R d R p  a n d  c a p s id  re g io n s , h u m a n  N o V s  a re  d iv id e d  

in to  th re e  g e n o g ro u p s  (G s), G I, G II, a n d  G IV , w h ic h  fu r th e r  s e g re g a te  in to  

d is t in c t lin e a g e s  c a lle d  g e n o ty p e s . T h e  N o V  g e n u s  is g e n e tic a lly  d iv e rs e  a n d  

re c o m b in a tio n  o f v ira l R N A  is k n o w n  to  d e p e n d  u p o n  v a r io u s  im m u n o lo g ic a l 

a n d  in tra c e llu la r  c o n s tra in ts  th a t m a y  a llo w  th e  e m e rg e n c e  o f v ia b le  

re c o m b in a n ts .

N o ro v iru s e s  (N o V s ) a re  a m a jo r c a u s e  o f e p id e m ic  a c u te  g a s tro e n te r it is  

a ffe c tin g  9 6 %  o f p e o p le  w o r ld w id e . V ira l g a s tro e n te r it is  is n o w  w e ll 

d o c u m e n te d  in m o s t o f th e  in d u s tr ia liz e d  c o u n tr ie s , in c o n tra s t to  G re e c e  

w h e re  e p id e m io lo g ic a l d a ta  c o n c e rn in g  N o V s  a re  s till la ck in g .

F o r th is  p u rp o s e , in th e  p re s e n t P h D  th e s is , th e  d e te c t io n  a n d  m o le c u la r  

c h a ra c te r is a tio n  o f c irc u la tin g  re c o m b in a n t N o ro v iru s e s  w a s  p e rfo rm e d , in 

o rd e r  to  c re a te  im p o rta n t in fo rm a tio n o n  th e  e v o lu tio n , p a th o g e n e s is  a n d  

s p re a d  o f th e s e  v iru s e s  in th e  p o p u la tio n  o f c e n tra l G re e ce . S e w a g e  s a m p le s  

a n d  fe c a l s p e c im e n s  w e re  c o lle c te d  fro m  c e n tra l G re e c e  a n d  m o le c u la r 

te c h n iq u e s , th a t d o c u m e n te d  th e  g e n e tic  re la tio n s h ip s  b e tw e e n  th e  c irc u la tin g  

re c o m b in a n t a n d  n o n  re c o m b in a n t s tra in s  w e re  a s s e s s .

T h e  f irs t  N o ro v ira l s ta in  w h ic h  w a s  c h a ra c te r iz e d  d u r in g  th e  p re s e n t s tu d y  w a s  

is o la te d  fro m  th e  c lin ic a l s a m p le  A 6 . T h e  d e te c t io n  w a s  c a rr ie d  o u t in it ia lly  by  

e n z y m e - lin k e d  im m u n o s o rb e n t a s s a y  (E L IS A ) a n d  th e  s u b s e q u e n t d e te c t io n  

a n d  m o le c u la r  c h a ra c te r iz a tio n  o f N o V  s tra in  w a s  a c h ie v e d  b y  re v e rs e  

tra n s c r ip t io n -P C R  a n d  s e q u e n c in g . R T -P C R  a s s a y  fo r  G II N o V s  th a t ta rg e ts  

c o n s e rv e d  re g io n s  o f th e  g e n o m e , a llo w e d  th e  c h a ra c te r iz a tio n  o f A 6  s tra in  a t 

th e  m o le c u la r  leve l, e s ta b lis h e d  its  g e n e tic  re la tio n s h ip  a t th e  s u b -g e n o g ro u p  

le ve l a n d  c la s s if ie d  A 6  s tra in  a t th e  s u b -g e n o ty p e  le ve l b y  p e rfo rm in g  

p h y lo g e n e tic  a n a ly s e s  w ith  o th e r  G II N o V s  th a t h a v e  p re v io u s ly  b e e n  g ro u p e d  

in to  g e n o ty p e s . B a se d  on  th e  s e q u e n c e  a n a ly s is , A 6  s tra in  w a s  re v e a le d  to  

b e lo n g  to  th e  G II g e n o g ro u p  o f N oV s. P a rtia l O R F1 g e n e  s e q u e n c in g  a n a ly s is  

a n d  c o m p le te  O R F 2  g e n e  s e q u e n c in g  re v e a le d  th a t O R F1 a n d  O R F 2  

b e lo n g e d  to  tw o  d is t in c t g e n o ty p e s  G II/9  a n d  G II/6 , re s p e c tiv e ly , m a k in g
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o b v io u s  th a t A 6  s tra in  w a s  a ra re  in te rg e n o ty p ic  re c o m b in a n t w ith in  th e  

g e n o g ro u p  G II b e tw e e n  G II.9  a n d  G II.6  g e n o ty p e s .

S u b s e q u e n tly , in an  a tte m p t to  d is c e rn  th e  c irc u la tio n  o f th e  a b o v e  

in te rg e n o ty p ic  re c o m b in a n t G II.9 /G II.6 , w e  in v e s tig a te d  N o V s  fro m  s a m p le s  

c o lle c te d  fro m  ra w  s e w a g e s  b e tw e e n  th e  y e a rs  2 0 0 6  to  2011 a n d  c o m p a re d  

th e  re s u lts  w ith  N o ro v iru s e s  d e te c te d  fro m  c lin ic a l s a m p le s  in th e  sa m e  a re a  

a n d  in th e  sa m e  tim e  p e rio d . T w o  s p e c if ic  p r im e r p a irs  fo r  N o V s  w e re  

d e s ig n e d  w h ic h  a m p lif ie d  in a s in g le  P C R  fra g m e n t fro m  p o ly m e ra s e  to  c a p s id  

g e n e  c o v e r in g  th e  w id e s p re a d  re c o m b in a tio n  p o in t in O R F 1 /O R F 2  ju n c tio n . 

B a se d  on  th e  g e n e tic  a n a lys is , re c o m b in a n t N o V  s tra in s  G II.9 /G II.6  w e re  

id e n tifie d . F o u rte e n  o u t o f 15 e n v iro n m e n ta l a n d  e ig h t o u t o f te n  c lin ica l 

s a m p le s  th a t w e re  u s e d  in th e  p re s e n t s tu d y  w e re  p o s itive , w ith  b o th  p r im e r 

pa irs , c o n firm in g  th a t th e  in te rg e n o ty p ic  re c o m b in a n t G II.9 /G II.6  w a s  

c irc u la tin g  in th e  p o p u la tio n  o f c e n tra l G re e c e  fro m  2 0 0 6  to  2 0 1 1 . T h e  

c ro s s o v e r  p o in t w a s  id e n tif ie d  to  be  w ith in  th e  o v e r la p p in g  re g io n  o f 

O R F 1 /O R F 2  (G II.9 /G II.6 , re s p e c tiv e ly )  a n d  w a s  d e te rm in e d  b y  S im p lo t a t 

n u c le o tid e  p o s itio n  5 ,0 3 2  bp.

F in a lly , th re e  m o re  N o ro v ira l s tra in s  w e re  d e te c te d  in c lin ic a l s a m p le s  

c o lle c te d  in th e  U n iv e rs ity  H o s p ita l o f Io a n n in a , G re e c e  th a t re v e a le d  a 

h ith e r to  u n o b s e rv e d  re c o m b in a tio n  e v e n t b e tw e e n  G II.9 /G II.4  a n d  G II.9 /G I.7  

g e n o g ro u p s . M o re o v e r a n o ve l s tra in  w a s  a ls o  d e te c te d  in c lin ic a l s a m p le  AK1 

b e lo n g in g  to  G II.4  g e n o c lu s te r. P h y lo g e n e tic  a n a ly s is  c la s s if ie d  AK1 s tra in  as  

G II.4  g e n o ty p e , b u t fo rm in g c le a r ly  a n e w  c lu s te r  a t th e  n u c le o tid e  leve l, 

a c c o rd in g  to  B L A S T  c lu s te r in g .
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c h a ra c te r iz a tio n . S c ie n c e  1 9 9 0 ;2 5 0 :1 5 8 0 -1 5 8 3 .

44 . B a ric  RS, e t al. E x p re s s io n  a n d  s e lf-a s s e m b ly  o f N V  c a p s id  p ro te in  fro m  

V e n e z u e la n  e q u in e  e n c e p h a lit is  v iru s  re p lico n s . J V iro l 2 0 0 2 ;7 6 :3 0 2 3 -3 0 3 0 .

45 . G re e n  KY, L e w  JF, J ia n g  X, K a p ik ia n  A Z , E s te s  M K. C o m p a r is o n  o f th e  

re a c tiv it ie s  o f b a c u lo v iru s -e x p re s s e d  re c o m b in a n t N V  c a p s id  a n tig e n  w ith  

th o s e  o f th e  n a tiv e  N V  a n tig e n  in s e ro lo g ic  a s s a y s  a n d  so m e  e p id e m io lo g ic  

o b s e rv a tio n s . J C lin  M ic ro b io l 1 9 9 3 ;3 1 :2 1 8 5 -2 1 9 1 .

4 6 . J ia n g  X , W a n g  M, G ra h a m  D, E s te s  M. E x p re s s io n , s e lf-a s s e m b ly  a n d  

a n tig e n ic ity  o f th e  N V  c a p s id  p ro te in . J V iro l 1 9 9 2 ;6 6 :6 5 2 7 -6 5 3 2 .

4 7 .  P ra s a d  BV, H a rd y  M E, D o k la n d  T, B e lla  J, R o s s m a n n  M G , E s te s  M K. X - ra y  

c ry s ta llo g ra p h ic  s tru c tu re  o f th e  N V  ca p s id . S c ie n c e  1 9 9 9 ;2 8 6 :2 8 7 -2 9 0 .

48 . P ra s a d  BV, R o th n a g e l R, J ia n g  X, E s te s  M K. T h re e -d im e n s io n a l s tru c tu re  

o f b a c u lo v iru s e x p re s s e d  N V  ca p s id s . J V iro l 1 9 9 4 ;6 8 : 5 1 1 7 -5 1 2 5 .

49 . V e n k a ta ra m  P ra sa d  BV, H a rd y  M E, E s te s  M K. S tru c tu ra l s tu d ie s  o f 

re c o m b in a n t N o rw a lk  ca p s id s . J In fe c t D is  2 0 0 0 ;1 8 1  (S u p p l. ) :S 3 1 7 -S 3 2 1 .

50 . T a n  M, H u a n g  P, M e lle r  J, Z h o n g W , F a rk a s  T, J ia n g  X. M u ta tio n s  w ith in  th e  

P2 d o m a in  o f n o ro v iru s  c a p s id  a ffe c t b in d in g  to  h u m a n  h is to b lo o d  g ro u p  

a n tig e n s : e v id e n c e  fo r  a  b in d in g  p o cke t. J V iro l 2 0 0 3 ;7 7 :1 2 5 6 2 -1 2 5 7 1 .

51 . C a o  S, e t a l. S tru c tu ra l b a s is  fo r  th e  re c o g n itio n  o f b lo o d  g ro u p  

tr is a c c h a r id e s  b y  n o ro v iru s . J V iro l 2 0 0 7 ;8 1 :5 9 4 7 -5 9 5 7 .

52 . S e a h  EL, M a rs h a ll JA , W r ig h t PJ. T ra n s  a c tiv ity  o f th e  n o ro v iru s  

C a m b e rw e ll p ro te in a s e  a n d  c le a v a g e  o f th e  N -te rm in a l p ro te in  e n c o d e d  by  

O R F 1 . J V iro l 2 0 0 3 ;7 7 :7 1 5 0 -7 1 5 5 .
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53. E tta ye b i K, H a rd y  M E. N V  n o n s tru c tu ra l p ro te in  p 4 8  fo rm s  a c o m p le x  w ith  

th e  S N A R E  re g u la to r  V A P -A  a n d  p re v e n ts  ce ll s u rfa c e  e x p re s s io n  o f v e s ic u la r  

s to m a tit is  v iru s  G  p ro te in . J V iro l 2 0 0 3 ;7 7 :1 1 7 9 0 -1 1 7 9 7 .

54 . F e rn a n d e z -V e g a  V, e t a l. N V  N -te rm in a l n o n s tru c tu ra l p ro te in  is a s s o c ia te d  

w ith  d is a s s e m b ly  o f th e  G o lg i c o m p le x  in tra n s fe c te d  ce lls . J V iro l 

2 0 0 4 ;7 8 :4 8 2 7 -4 8 3 7 .

55 . D a u g h e n b a u g h  KF, F ra s e r CS , H e rs h e y  JW , H a rd y  M E. T h e  g e n o m e - 

lin k e d  p ro te in  V P g  o f th e  N V  b in d s  e IF 3 , s u g g e s tin g  its  ro le  in tra n s la tio n  

in it ia tio n  c o m p le x  re c ru itm e n t. E M B O  J 2 0 0 3 ;2 2 :2 8 5 2 -2 8 5 9 .

56 . D a u g h e n b a u g h  K F ,W o b u s  CE , H a rd y  M E. V P g  o f  m u rin e  n o ro v iru s  b in d s  

tra n s la tio n  in it ia tio n  fa c to rs  in in fe c te d  ce lls . V iro l J 2 0 0 6 ;3 :3 3 .

57 . R o h a y e m  J, R o b e l I, J a g e r K, S c h e ff le r  U, R u d o lp h  W . P ro te in -p r im e d  a n d  

d e  n o v o  in it ia tio n  o f R N A  s y n th e s is  b y  n o ro v iru s  3 D p o l. J V iro l 2 0 0 6 ;8 0 :7 0 6 0 -  

7 0 69 .

58 . R o h a y e m  J, J a g e r  K, R o b e l I, S c h e ff le r  U, T e m m e  A, R u d o lp h  W . 

C h a ra c te r iz a tio n  o f n o ro v iru s  3 D p o l R N A -d e p e n d e n t R N A  p o ly m e ra s e  a c tiv ity  

a n d  in it ia tio n  o f R N A  s y n th e s is . J G e n  V iro l 2 0 0 6 ;8 7 :2 6 2 1  -2 6 3 0

59. B la k e n e y  SJ, C a h ill A , R e illy  PA. P ro c e s s in g  o f N V  n o n s tru c tu ra l p ro te in s  

b y  a 3 C - lik e  c y s te in e  p ro te in a s e . V iro lo g y  2 0 0 3 ;3 0 8 :2 1 6 -2 2 4 .

60 . L iu  B, C la rk e  IN, L a m b d e n  PR . P o ly p ro te in  p ro c e s s in g  in S o u th a m p to n  

v iru s : id e n tif ic a tio n  o f 3 C - lik e  p ro te a s e  c le a v a g e  s ite s  b y  in v itro  m u ta g e n e s is . 

J V iro l 1 9 9 6 ;7 0 :2 6 0 5 -2 6 1 0 .

61 . L iu  BL, L a m b d e n  PR , G u n th e r  H, O tto  P, E ls c h n e r M, C la rk e  IN. M o le c u la r 

c h a ra c te r iz a tio n  o f a  b o v in e  e n te r ic  c a lic iv iru s : re la tio n s h ip  to  th e  N o rw a lk - lik e  

v iru s e s . J V iro l 1 9 9 9 ;7 3 :8 1 9 -8 2 5 .

62 . S e a h  EL, M a rs h a ll JA , W r ig h t PJ. O p e n  re a d in g  fra m e  1 o f th e  N o rw a lk - lik e  

v iru s  C a m b e rw e ll: c o m p le tio n  o f s e q u e n c e  a n d  e x p re s s io n  in m a m m a lia n  

ce lls . J V iro l 1 9 9 9 ;7 3 :1 0 5 3 1 -1 0 5 3 5 .

63 . S o s n o v ts e v  SV , e t al. C le a v a g e  m a p  a n d  p ro te o ly t ic  p ro c e s s in g  o f th e  

m u rin e  n o ro v iru s  n o n s tru c tu ra l p o ly p ro te in  in in fe c te d  ce lls . J V iro l 

2 0 0 6 ;8 0 :7 8 1 6 -7 8 3 1 .

64 . Z e it le r  CE , E s te s  M K, V e n k a ta ra m  P ra s a d  BV. X - ra y  c ry s ta llo g ra p h ic  

s tru c tu re  o f th e  N V  p ro te a s e  a t 1 .5 -A  re s o lu tio n . J V iro l 2 0 0 6 ;8 0 :5 0 5 0 -5 0 5 8 .
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65 . F u ku sh i S, e t a l. P o ly (A )-  a n d  p r im e r- in d e p e n d e n t R N A  p o ly m e ra s e  o f 

N o ro v iru s . J V iro l 2 0 0 4 ;7 8 :3 8 8 9 -3 8 9 6 .

66 . K a p ik ia n  A Z . T h e  d is c o v e ry  o f th e  2 7 -n m  NV: an  h is to r ic  p e rs p e c tiv e . J 

In fe c t D is  2 0 0 0 ;1 8 1  (S u p p l) :S 2 9 5 -S 3 0 2 .

67 . A s a n a k a  M, A tm a r  RL, R u v o lo  V, C ra w fo rd  SE, N e ill FH , E s te s  M K. 

R e p lic a tio n  a n d  p a c k a g in g  o f N V  R N A  in c u ltu re d  m a m m a lia n  ce lls . P ro c  N atl 

A c a d  S c i U S A  2 0 0 5 ;1 0 2 :1 0 3 2 7 -1 0 3 3 2 .

68 . N e illJ .D . 

T h e s u b g e n o m ic R N A o ffe lin e c a lic iv iru s is p a c k a g e d in to v ira lp a r t ic le s d u r in g in fe c ti 

on . V iru s R e s  2 0 0 2 ;8 7 :8 9 -9 3 .

6 9 .  M a r io n n e a u  S., R u v o e n  N., Le  M o u lla c -V a id y e  B., e t a l. N o rw a lk  v iru s  b in d s  

to  h is to -b lo o d  g ro u p  a n tig e n s  p re s e n t on  g a s tro d u o d e n a l e p ith e lia l c e lls  o f 

s e c re to r  in d iv id u a ls . G a s tro e n te ro lo g y  2 0 0 2 ;1 2 2 :1 9 6 7 -1 9 7 7 .

70 . H a rr in g to n  PR , Y o u n t B, J o h n s to n  RE, D a v is  N, M o e  C, B a r ic  RS. 

S y s te m ic , m u co sa l, a n d  h e te ro ty p ic  im m u n e  in d u c tio n  in m ic e  in o c u la te d  w ith  

V e n e z u e la n  e q u in e  e n c e p h a lit is  re p lic o n s  e x p re s s in g  N V - lik e  p a rtic le s . J V iro l 

2 0 0 2 ;7 6 :7 3 0 -7 4 2 .

71 . H a rr in g to n  PR , L in d e s m ith  L, Y o u n t B, M o e  CL, B a r ic  RS. B in d in g  o f N V - 

like  p a rtic le s  to  A B H  h is to -b lo o d  g ro u p  a n tig e n s  is b lo c k e d  b y  a n tis e ra  fro m  

in fe c te d  h u m a n  v o lu n te e rs  o r  e x p e r im e n ta lly  v a c c in a te d  m ice . J V iro l 

2 0 0 2 ;7 6 :1 2 3 3 5 -1 2 3 4 3 .

72 . H a rr in g to n  PR , V in je  J, M o e  CL, B a r ic  RS. N o ro v iru s  c a p tu re  w ith  h is to -  

b lo o d  g ro u p  a n tig e n s  re v e a ls  n o ve l v iru s - lig a n d  in te ra c tio n s . J V iro l 

2 0 0 4 ;7 8 :3 0 3 5 -3 0 4 5 .

73 . H u ts o n  A M , A tm a r  RL, M a rc u s  DM , E s te s  M K. D e p a rtm e n t o f m o le c u la r  V, 

m ic ro b io lo g y  B C o M H T U S A . N V -lik e  p a rtic le  h e m a g g lu t in a tio n  b y  b in d in g  to  h 

h is to -b lo o d  g ro u p  a n tig e n s . J V iro l 2 0 0 3 ;7 7 :4 0 5 -4 1 5 .

74 . M a rio n n e a u  S, e t al. N V  b in d s  to  h is to -b lo o d  g ro u p  a n tig e n s  p re s e n t on 

g a s tro d u o d e n a l e p ith e lia l ce lls  o f s e c re to r  in d iv id u a ls . G a s tro e n te ro lo g y  

2 0 0 2 ;1 2 2 :1 9 6 7 -1 9 7 7 .

75 . L in d e s m ith  L, e t a l. H u m a n  s u s c e p tib ility  a n d  re s is ta n c e  to  N V  in fe c tio n . 

N a t M e d  2 0 0 3 ;9 :5 4 8 -5 5 3 .
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76. M a rio n n e a u  S, e t al. A B H  a n d  L e w is  h is to b lo o d  g ro u p  a n tig e n s , a m o d e l fo r  

th e  m e a n in g  o f o lig o s a c c h a r id e  d iv e rs ity  in th e  fa c e  o f a  c h a n g in g  w o rld . 

B io c h im ie  2001 ;8 3 :5 6 5 -5 7 3 .

77 . Le  P e n d u  J, R u v o e n -C lo u e t N, K in d b e rg  E, S v e n s s o n  L. M e n d e lia n  

re s is ta n c e  to  h u m a n  n o ro v iru s  in fe c tio n s . S e m in  Im m u n o l 2 0 0 6 ;1 8 :3 7 5 -3 8 6 ) .

78 . H e n n e s s y  EP, G re e n  A D , C o n n o r M P , D a rb y  R, M a c D o n a ld  P. N V  in fe c tio n  

a n d  d is e a s e  is a s s o c ia te d  w ith  A B O  h is to -b lo o d  g ro u p  typ e . J In fe c t D is  

2 0 0 3 ;1 8 8 :1 7 6 -1 7 7

79. H u ts o n  A M , A tm a r  RL, G ra h a m  DY, E s te s  M K. N V  in fe c tio n  a n d  d is e a s e  is 

a s s o c ia te d  w ith  A B O  h is to -b lo o d  g ro u p  typ e . J In fe c t D is  2 0 0 2 ;1 8 5 :1 3 3 5 -  

1337.

80 . R o c k x  BH , V e n n e m a  H, H o e b e  CJ, D u iz e r E, K o o p m a n s  M P. A s s o c ia tio n  

o f h is to -b lo o d  g ro u p  a n tig e n s  a n d  s u s c e p tib ility  to  n o ro v iru s  in fe c tio n s . J In fe c t 

D is  2 0 0 5 ;1 9 1 : 7 4 9 -7 5 4 .

81 . K o o p m a n  JS , E c k e rt EA, G re e n b e rg  HB, S tro h m  BC, Is a a c s o n  RE, M o n to  

A S . N V  e n te r ic  illn e s s  a c q u ire d  b y  s w im m in g  e x p o s u re . A m  J E p id e m io l 

1 9 8 2 ;1 1 5 :1 7 3 -1 7 7 .

82 . P a rr in o  TA , S c h re ib e r  DS, T r ie r  JS , K a p ik ia n  A Z , B la c k lo w  NR. C lin ica l 

im m u n ity  in a c u te  g a s tro e n te r it is  c a u s e d  b y  N o rw a lk  ag e n t. N E ng l J M e d  

1 9 7 7 ;2 9 7 :8 6 -8 9 .

83 . J o h n s o n  PC , M a th e w s o n  JJ, D u P o n t HL, G re e n b e rg  HB. M u lt ip le -c h a lle n g e  

s tu d y  o f h o s t s u s c e p tib ility  to  N o rw a lk  g a s tro e n te r it is  in U S  a d u lts . J In fe c t D is  

1 9 9 0 ;1 6 1 : 1 8 -2 1 .

84 . L a rs s o n  M M , e t a l. A n t ib o d y  p re v a le n c e  a n d  t ite r  to  N o ro v iru s  (G e n o g ro u p  

II) c o rre la te  w ith  s e c re to r  (F U T 2 ) b u t N o t w ith  A B O  p h e n o ty p e  o r  L e w is  

(F U T 3 ) g e n o ty p e . J In fe c t D is  2 0 0 6 ;1 9 4 :1 4 2 2 -1 4 2 7 .

85 . L in d e s m ith  LC , e t al. M e c h a n is m s  o f G II.4  n o ro v iru s  p e rs is te n c e  in h u m a n  

p o p u la tio n s . P L oS  M e d  2 0 0 8 ;5 :e 3 1 .

8 6 .  K o e lle  K, C o b e y  S, G re n fe ll B, P a scu a l M. E p o c h a l e v o lu tio n  s h a p e s  th e  

p h y lo d y n a m ic s  o f in te rp a n d e m ic  in f lu e n z a  A  (H 3 N 2 ) in h u m a n s . S c ie n c e  

2 0 0 6 ;3 1 4 :1 8 9 8 -1 9 0 3 .

8 7 . V a n  N im w e g e n  E. E p id e m io lo g y . In f lu e n z a  e s c a p e s  im m u n ity  a lo n g  n e u tra l 

n e tw o rk s . S c ie n c e  2 0 0 6 ;3 1 4 :1 8 8 4 -1 8 8 6 .
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88. S ie b e n g a  JJ, e t al. E p o ch a l e v o lu tio n  o f G G II.4  n o ro v iru s  c a p s id  p ro te in s  

fro m  1 9 9 5  to  2 0 0 6 . J V iro l 2 0 0 7 ;8 1 :9 9 3 2 -9 9 4 1 .

89 . N ils s o n  M, e t al. E v o lu tio n  o f h u m a n  c a lic iv iru s  R N A  in v ivo : a c c u m u la tio n  

o f m u ta tio n s  in th e  p ro tru d in g  P2 d o m a in  o f th e  c a p s id  le a d s  to  s tru c tu ra l 

c h a n g e s  a n d  p o s s ib ly  a n e w  p h e n o ty p e . J V iro l 2 0 0 3 ;7 7 :1 3 1 1 7 -1 3 1 2 4 .

90 . S c a lla n  E, H o e k s tra  RM , A n g u lo  FJ, T a u x e  RV, W id d o w s o n  M A, R o y  SL, 

J o n e s  JL, G riffin  PM . F o o d b o rn e  illn e s s  a c q u ire d  in th e  U n ite d  S ta te s --m a jo r  

p a th o g e n s .E m e rg  In fe c t D is. 2011 J a n ;1 7 (1 ):7 -1 5 .

9 1 .  K a p la n  JE , S c h o n b e rg e r LB, V a ra n o  G, J a c k m a n  N, B ie d  J, G a ry  G W . A n  

o u tb re a k  o f a c u te  n o n b a c te r ia l g a s tro e n te r it is  in a n u rs in g  hom e. 

D e m o n s tra tio n  o f p e rs o n -to p e rs o n  tra n s m is s io n  b y  te m p o ra l c lu s te r in g  o f 

ca se s . A m  J E p id e m io l 1 9 8 2 ;1 1 6 :9 4 0 -9 4 8 .

92 . Ike  A C , B ro c k m a n n  SO , H a rte lt K, M a rs c h a n g  RE, C o n tz e n  M, O e h m e  RM . 

M o le c u la r  e p id e m io lo g y  o f n o ro v iru s  in o u tb re a k s  o f g a s tro e n te r it is  in 

s o u th w e s t G e rm a n y  fro m  2001 to  2 0 0 4 . J C lin  M ic ro b io l 2 0 0 6 ;4 4 :1 2 6 2 -1 2 6 7 .

93 . J ia n g  X , e t al. O u tb re a k s  o f g a s tro e n te r it is  in e ld e r ly  n u rs in g  h o m e s  a n d  

re t ire m e n t fa c ilit ie s  a s s o c ia te d  w ith  h u m a n  c a lic iv iru s e s . J M e d  V iro l 

1 9 9 6 ;5 0 :3 3 5 -3 4 1 .

94 . M u ra ta  T, K a ts u s h im a  N, M iz u ta  K, M u ra k i Y , H o n g o  S, M a ts u z a k i Y. 

P ro lo n g e d  n o ro v iru s  s h e d d in g  in in fa n ts  o o r= 6  m o n th s  o f a g e  w ith  

g a s tro e n te r it is . P e d ia tr  In fe c t D is  J 2 0 0 7 ;2 6 :4 6 -4 9 .

95 . O k a d a  M, T a n a k a  T, O s e to  M, T a k e d a  N, S h in o z a k i K. G e n e tic  a n a ly s is  o f 

n o ro v iru s e s  a s s o c ia te d  w ith  fa ta lit ie s  in h e a lth c a re  fa c ilit ie s . A rc h  V iro l 

2 0 0 6 ;1 5 1 :1 6 3 5 -1 6 4 1 .

96 . M a ttn e r  F, S o h r D, H e im  A, G a s tm e ie r  P, V e n n e m a  H, K o o p m a n s  M. R is k  

g ro u p s  fo r  c lin ic a l c o m p lic a tio n s  o f n o ro v iru s  in fe c tio n s : an  o u tb re a k  

in v e s tig a tio n . C lin  M ic ro b io l In fe c t 2 0 0 6 ;1 2 :6 9 -7 4 .

97 . P a ra s h a r UD , M o n ro e  S S  “ N o rw a lk  - lik e  v iru s e s ’’ a s  a c a u s e  o f fo o d b o rn e  

d is e a s e  o u tb re a k s . R e v  M e d  V iro l 2001 ;1 1 :2 4 3 -2 5 2 .

98 . F a n k h a u s e r RL, e t al. E p id e m io lo g ic  a n d  m o le c u la r  t r  e n d s  o f “ N o rw a lk - lik e  

v iru s e s ’’ a s s o c ia te d  w ith  o u tb re a k s  o f g a s tro e n te r it is  in th e  U n ite d  S ta te s . J 

In fe c t D is  2 0 0 2 ;1 8 6 : 1 -7 .
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99. W a te rs  A , C o u g h la n  S, D u n fo rd  L, H a ll W W . M o le c u la r  e p id e m io lo g y  o f 

n o ro v iru s  s tra in s  c irc u la tin g  in Ire la n d  fro m  2 0 0 3  to  2 0 0 4 . E p id e m io l In fe c t 

2 0 0 6 ;1 3 4 : 9 1 7 -9 2 5 .

100. N o e l JS , F a n k h a u s e r RL, A n d o  T, M o n ro e  SS, G la s s  RI. Id e n tif ic a tio n  o f a 

d is t in c t c o m m o n  s tra in  o f “ N o rw a lk - lik e  v iru s e s ’’ h a v in g  a g lo b a l d is tr ib u tio n . J 

In fe c t D is  1 9 9 9 ;1 7 9 : 1 3 3 4 -1 3 4 4 .

101. V in je  J, A lte n a  SA , K o o p m a n s  M P. T h e  in c id e n c e  a n d  g e n e tic  v a r ia b ility  o f 

s m a ll ro u n d -s tru c tu re d  v iru s e s  in o u tb re a k s  o f g a s tro e n te r it is  in T h e  

N e th e rla n d s . J In fe c t D is  1 9 9 7 ;1 7 6 :1 3 7 4 -1 3 7 8 .

102. W id d o w s o n  M A , e t a l. O u tb re a k s  o f a c u te  g a s tro e n te r it is  on  c ru is e  s h ip s  

a n d  on  land : id e n tif ic a tio n  o f a  p re d o m in a n t c irc u la tin g  s tra in  o f n o ro v iru s  -  

U n ite d  S ta te s , 2 0 0 2 . J In fe c t D is 2 0 0 4 ;1 9 0 :2 7 -3 6 .

103. W ilh e lm i I, R o m a n  E, S a n c h e z -F a u q u ie r  A . V iru s e s  c a u s in g  g a s tro e n te r it is . 

C lin ic a l M ic ro b io lo g y  a n d  In fe c tio n  2 0 0 3 ;9 : 2 4 7 -2 6 2 .

104. P h a n  T G , e t al. D e te c tio n  a n d  g e n e tic  c h a ra c te r iz a tio n  o f n o ro v iru s  s tra in s  

c irc u la tin g  a m o n g  in fa n ts  a n d  c h ild re n  w ith  a c u te  g a s tro e n te r it is  in J a p a n  

d u r in g  2 0 0 4 -2 0 0 5 . C lin  Lab  2 0 0 6 ;5 2 :5 1 9 -5 2 5 .

105. N o ro v iru s  a c t iv ity -U n ite d  S ta te s , 2 0 0 2 . M o rb  M o rta l W k ly  R e p  2 0 0 3 ;5 2 : 4 1 ­

45 .

106. V a in io  K, M y rm e l M. M o le c u la r  e p id e m io lo g y  o f n o ro v iru s  o u tb re a k s  in 

N o rw a y  d u r in g  2 0 0 0  to  2 0 0 5  a n d  c o m p a ris o n  o f fo u r  n o ro v iru s  re a l- t im e  

re v e rs e  tra n s c r ip ta s e  P C R  a s sa ys . J C lin  M ic ro b io l 2 0 0 6 ;4 4 : 3 6 9 5 -3 7 0 2 .

1 0 7 . B u ll RA, T u  ET, M c Iv e r  CJ, R a w lin s o n  W D , W h ite  PA. E m e rg e n c e  o f a  n e w  

n o ro v iru s  g e n o ty p e  II.4  v a r ia n t a s s o c ia te d  w ith  g lo b a l o u tb re a k s  o f 

g a s tro e n te r it is . J C lin  M ic ro b io l 2 0 0 6 ;4 4 :3 2 7 -3 3 3 .

108. K ro n e m a n  A, e t a l. In c re a s e  in n o ro v iru s  a c tiv ity  re p o rte d  in E u ro p e . E u ro  

S u rv e ill 2 0 0 6 ;1 1 :E 0 6 1 2 1 4 1 .

1 0 9 . N o ro v iru s  a c t iv ity -U n ite d  S ta te s , 2 0 0 6 -2 0 0 7 . M o rb  M o rta l W k ly  R e p  

2 0 0 7 ;5 6 :8 4 2 -8 4 6 .

110. S ie b e n g a  JJ, e t a l. E p o ch a l e v o lu tio n  o f G G II.4  n o ro v iru s  c a p s id  p ro te in s  

fro m  1 9 9 5  to  2 0 0 6 . J V iro l 2 0 0 7 ;8 1 :9 9 3 2 -9 9 4 1 .

111. C D C . M o rb  M o rta l W k ly  R e p  2 0 0 7 ;5 6 :8 4 2 -8 4 6 .

112. A .H . K a m e l, M .A . A li, H .G . E I-N a d y , A . d e  R o u g e m o n t, P. P o th ie r, G. 

B e llio t. J. C lin . M ic ro b io l. 4 7 (4 ) :1 0 3 7 -4 5  (20 09 ).
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113. M .K . N a ya k , D. C h a tte r je e , S .M . N a ta re ju , M. P a tiva d a , U. M itra , M .K . 

C h a tte r je e , e t al. J. C lin . V iro l. 4 5 (3 ) :2 2 3 -9  (2 0 0 9 ).

114. J. M a ns , J .C . d e  V illie rs , N .M . du  P le ss is , T. A v e n a n t, M .B . T a y lo r. J. C lin . 

V iro l. 4 9 (4 ) :2 5 8 -6 4  (20 10 ).

1 1 5 . C ra n e  J .K ., G u e rra n t R .L . A c u te  W a te ry  D ia rrh e a . N e w  Y o rk : R a ve n  P ress ; 

1995.

1 1 6 . B a rk e r J., V ip o n d  I.B ., B lo o m fie ld  S .F . E ffe c ts  o f c le a n in g  a n d  d is in fe c tio n  in 

re d u c in g  th e  s p re a d  o f n o ro v iru s  c o n ta m in a t io n  v ia  e n v iro n m e n ta l su rfa c e s . J 

H o sp  In fe c t 2 0 0 4 ;5 8 :4 2 -1 2 2 . O u tb re a k s  o f N o rw a lk - lik e  v ira l g a s tro e n te r it is  - 

A la s k a  a n d  W is c o n s in , 1999. M o rb id ity  a n d  M o rta lity  W e e k ly  R e p o rt 

2 0 0 0 ;4 9 :2 0 7 -2 1 1 .

117. E s te s  M .K ., B a ll J .M ., G u e rre ro  R .A .. N o rw a lk  v iru s  v a c c in e s : c h a lle n g e s  

a n d  p ro g re s s . J In fe c t D is  2 0 0 0 ;1 8 1 :S 3 6 7 -3 7 3 .

118. T re a n o r  JJ, D o lin  R. N o rw a lk  V iru s  a n d  O th e r C a lic iv iru s e s . In: M a n d e ll G L, 

B e n n e tt JE , 5 th  E d itio n  ed . P r in c ip le s  a n d  P ra c tic e  o f In fe c tio u s  D ise a se s , 

V o l. 2. P h ila d e lp h ia : C h u rc h h ill L iv in g s to n e ; 2 0 0 0 . 1 9 4 9 -1 9 5 6 .

119. A tm a r  RL, E s te s  M K. D ia g n o s is  o f n o n c u lt iv a ta b le  g a s tro e n te r it is  v iru se s , 

th e  h u m a n  c a lic iv iru s e s . C lin ic a l M ic ro b io lo g y  R e v ie w s  2 0 0 1 ;1 4 :1 5 -3 7 .

120. C D C  N o ro v iru s  A c t iv ity -  U n ite d  S ta te s  2 0 0 2 . M o rb id ity  a n d  M o rta lity  W e e k ly  

R e p o rt 2 0 0 3 ;5 2 :4 1 -4 5 .

121. P a ra s h a r UD , Q u iro z  ES, M o u n ts  A W , e t al. "N o rw a lk - lik e  v iru s e s :” P u b lic  

h e a lth  c o n s e q u e n c e s  a n d  o u tb re a k  m a n a g e m e n t. M o rb id ity  a n d  M o r ta lity  

W e e k ly  R e p o rt 2001 ;50: 1 -17.

122. va n  O lp h e n  M, K a p s e n b e rg  JG , v a n  de  B a a n  E, K ro o n  W A . R e m o va l o f 

e n te r ic  v iru s e s  fro m  s u rfa c e  w a te r  a t e ig h t w a te rw o rk s  in T h e  

N e th e r la n d s .A pp l E n v iro n  M ic ro b io l. 1 9 8 4 ;4 7 (5 ):9 2 7 -3 2 .

123. A lle n  DJ, G ra y  JJ, G a llim o re  C I, X e rry  J, Itu rr iz a -G 0 m a ra  M. A n a ly s is  o f 

a m in o  a c id  v a r ia tio n  in th e  P2 d o m a in  o f th e  G II-4  n o ro v iru s  VP1 p ro te in  

re v e a ls  p u ta tiv e  v a r ia n t-s p e c if ic  e p ito p e s .P LoS  O n e . 2 0 0 8  Ja n  2 3 ;3 (1 ):e 1 4 8 5 .

1 2 4 . K .Y . G re e n , F ie ld s  v iro lo g y , 5 th  ed n . (L ip p in c o tt W illia m s  &  W ilk in s , 

P h ila d e lp h ia , 2 0 0 7 ), pp. 9 4 9 -9 7 9 .

125. W o ro b e y  M, H o lm e s  EC . E v o lu tio n a ry  a s p e c ts  o f re c o m b in a tio n  in R N A  

v iru s e s .J  G e n  V iro l. 1 9 9 9 ;8 0 (P t 1 0 ):2 5 3 5 -4 3 .R e v ie w .
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126. M .E . H a rd y , S .F . K ra m er, J .J . T re a n o r, M .K . E s tes . H u m a n  c a lic iv iru s  

g e n o g ro u p  II c a p s id  s e q u e n c e  d iv e rs ity  re v e a le d  b y  a n a ly s e s  o f th e  p ro to ty p e  

S n o w  M o u n ta in  a g e n t.A rch  V iro l. 1 9 9 7 ;1 4 2 (7 ) :1 4 6 9 -7 9

127. R .A . B u ll, M .M . T a n a k a , P .A . W h ite . N o ro v iru s  re c o m b in a tio n .J  G e n  V iro l. 

2 0 0 7  D e c ;8 8 (P t 1 2 ):3 3 4 7 -5 9 .

128. C h h a b ra  P, W a lim b e  A M , C h ita m b a r SD . M o le c u la r  c h a ra c te r iz a tio n  o f 

th re e  n o ve l in te rg e n o ty p e  n o ro v iru s  G II re c o m b in a n t s tra in s  fro m  w e s te rn  

In d ia .V iru s  R es. 2 0 1 0  F e b ;1 4 7 (2 ):2 4 2 -6 .

129. N a k a m u ra  K, Iw a i M, Z h a n g  J, O b a ra  M, H o r im o to  E, H a s e g a w a  S, K u ra ta  

T, T a k iz a w a  T. D e te c tio n  o f a  n o ve l re c o m b in a n t n o ro v iru s  fro m  s e w a g e  w a te r  

in to y a m a  p re fe c tu re , J a p a n .J pn J In fe c t D is. 2 0 0 9  S e p ;6 2 (5 ):3 9 4 -8 .

130. D e y  SK, P h a n  TG , M iz u g u c h ia  M, O k its u a  S, U sh ijim a  H. N o ve l 

re c o m b in a n t n o ro v iru s  in Ja p a n . V iru s  G e n e s . 2 0 1 0  J u n ;4 0 (3 ):3 6 2 -4 .

131. T .G . P han , K. K a n e sh i, Y . U e da , S. N a ka ya , S. N ish im u ra , A . Y a m a m o to , 

K. S u g ita , S. T a la n a s h i, S. O k itsu , H. U sh ijim a . G e n e tic  h e te ro g e n e ity , 

e v o lu tio n , a n d  re c o m b in a tio n  in n o ro v iru s e s . J. M ed. V iro l. 7 9 (9 ), 1 3 8 8 -1 4 0 0  

(2 0 0 7 )

132. M. K o o p m a n s , H. V e n n e m a , H. H e e rsm a , E. va n  S tr ie n , Y . va n  D u y n h o v e n , 

D. B ro w n , E u ro p e a n  C o n s o rt iu m  on  F o o d b o rn e  V iru s e s  e t a l., E m erg . In fec t. 

D is. 9 (9 ), 1 1 3 6 -1 1 4 2  (2 0 0 3 ).

133. G. R e u te r, H. V e n n e m a , M. K o o p m a n s , G. S z u c s ,  E p id e m ic  s p re a d  o f 

re c o m b in a n t n o ro v iru s e s  w ith  fo u r  c a p s id  ty p e s  in H u n g a ry .J . C lin . V iro l. 

3 5 (1 ), 8 4 - 8 8  (2 0 0 6 )

134. S ie b e n g a  JJ, V e n n e m a  H, Z h e n g  DP, V in je  J, L e e  BE, P a n g  X L , H o EC, 

L im  W , C h o u d e k a r A , B ro o r S, H a lp e r in  T, R a so o l NB, H e w itt J, G re e n in g  G E, 

J in  M, D u a n  ZJ, L u c e ro  Y , O 'R y a n  M, H o e h n e  M, S c h re ie r  E, R a tc lif f  RM , 

W h ite  PA, Ir ita n i N, R e u te r G, K o o p m a n s  M. N o ro v iru s  illn e s s  is a g lo b a l 

p ro b le m : e m e rg e n c e  a n d  s p re a d  o f n o ro v iru s  G II.4  v a r ia n ts , 2 0 0 1 -2 0 0 7 .J  

In fe c t D is. 2 0 0 9  S e p  1 ;2 0 0 (5 ):8 0 2 -1 2

135. M o to m u ra  K, Y o k o y a m a  M, O d e  H, N a k a m u ra  H, M o ri H, K a n d a  T, O k a  T, 

K a ta y a m a  K, N o d a  M, T a n a k a  T, T a k e d a  N, S a to  H; N o ro v iru s  S u rv e illa n c e  

G ro u p  o f Ja p a n . D iv e rg e n t e v o lu tio n  o f n o ro v iru s  G II/4  b y  g e n o m e  

re c o m b in a tio n  fro m  M a y  2 0 0 6  to  F e b ru a ry  2 0 0 9  in J a p a n .J  V iro l. 2 0 1 0  

A u g ;8 4 (1 6 ):8 0 8 5 -9 7 .
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136. S. F u ku d a , Y . S a sa k i, S .J. T a ka o . R e c o m b in a n t n o ro v iru s  im p lic a te d  in 

g a s tro e n te r it is  o u tb re a k s  in H iro s h im a  P re fe c tu re , J a p a n .J  M e d  V iro l. 2 0 0 8  

M a y ;8 0 (5 ):9 2 1 -8 .

137. R. V id a l, P. R o e ss le r, V . S o la ri. N o ve l re c o m b in a n t n o ro v iru s  c a u s in g  

o u tb re a k s  o f g a s tro e n te r it is  in S a n tia g o , C h ile .J . C lin  M ic ro b io l. 2 0 0 6  

J u n ;4 4 (6 ):2 2 7 1 -5 .

138. Le  P e n d u  J. H is to -b lo o d  g ro u p  a n tig e n  a n d  h u m a n  m ilk  o lig o s a c c h a r id e s : 

g e n e tic  p o ly m o rp h is m  a n d  r is k  o f in fe c tio u s  d is e a s e s .A d v  E xp  M e d  B io l. 

2 0 0 4 ;5 5 4 :1 3 5 -4 3 . R e v iew .

139. Z a k h o u r  M, R u v o e n -C lo u e t N, C h a rp ilie n n e  A , L a n g p a p  B, P o n c e t D, 

P e te rs  T, B o v in  N, Le P e n d u  J. T h e  a lp h a G a l e p ito p e  o f th e  h is to -b lo o d  g ro u p  

a n tig e n  fa m ily  is a lig a n d  fo r  b o v in e  n o ro v iru s  N e w b u ry 2  e x p e c te d  to  p re v e n t 

c ro s s -s p e c ie s  tra n s m is s io n .L oS  P a th o g . 2 0 0 9  J u l;5 (7 ) :e 1 0 0 0 5 0 4 .

140. D o n a ld s o n  EF, L in d e s m ith  LC , L o b u e  A D , B a r ic  RS. V ira l s h a p e -s h ift in g : 

n o ro v iru s  e v a s io n  o f th e  h u m a n  im m u n e  s y s te m .N a t R e v  M ic ro b io l. 2 0 1 0  

M a r;8 (3 ):2 3 1 -4 1 .

141. T a n M , X ia  M, C h e n  Y, e t al. C o n s e rv a tio n  o f c a rb o h y d ra te  b in d in g  

in te rfa c e s : e v id e n c e  o f h u m a n  H B G A  s e le c tio n  in n o ro v iru s  e v o lu tio n . P LoS  

O n e  2 0 0 9 ; 4: e 5 058 .

142. B o k  K, A b e n te  EJ, R e a lp e -Q u in te ro  M, e t al. E v o lu tio n a ry  d y n a m ic s  o f G II.4  

n o ro v iru s e s  o v e r a 3 4 -y e a r  p e rio d . J o u rn a l o f V iro lo g y  2 0 0 9 ; 83 : 1 1 8 9 0 ­

11 901 .

143. W o b u s , C .E . e t al. (2 0 0 6 ) M u rin e  n o ro v iru s : a  m o d e l s y s te m  to  s tu d y  

n o ro v iru s  b io lo g y  a n d  p a th o g e n e s is . J. V iro l. 80, 5 1 0 4 -5 1 1 2

144. F a rka s , T. e t al. (2 0 1 0 ) G e n e tic  d iv e rs ity  a n d  h is to -b lo o d  g ro u p  a n tig e n  

in te ra c tio n s  o f rh e s u s  e n te r ic  c a lic iv iru s e s . J. V iro l. 84, 8 6 1 7 -8 6 2 5 .

145. M a g a lh a e s , A . e t a l. (2 0 0 9 ) F u t2 -n u ll m ic e  d is p la y  an  a lte re d  g ly c o s y la tio n  

p ro file  a n d  im p a ire d  B a b A -m e d ia te d  H e lic o b a c te r  p y lo ri a d h e s io n  to  g a s tr ic  

m u co sa . G ly c o b io lo g y  19, 1 5 2 5 -1 5 3 6

146. R u v o e n -C lo u e t, N. e t al. (2 0 0 0 ) B in d in g  o f ra b b it h e m o rrh a g ic  d is e a s e  v iru s  

to  a n tig e n s  o f th e  A B H  h is to -b lo o d  g ro u p  fa m ily . J. V iro l. 74 , 1 1 9 5 0 -1 1 9 5 4

147. S tu a rt, A .D . a n d  B row n , T .D . (2 0 0 7 ) A lp h a 2 ,6 - lin k e d  s ia lic  a c id  a c ts  a s  a 

re c e p to r  fo r  fe lin e  c a lic iv iru s . J. G en . V iro l. 8 8  (P t 1), 1 7 7 -1 8 6 .
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148. T a u b e , S. e t al. (2 0 0 9 ) G a n g lio s id e - lin k e d  te rm in a l s ia lic  a c id  m o ie tie s  on 

m u rin e  m a c ro p h a g e s  fu n c tio n  a s  a tta c h m e n t re c e p to rs  fo r  m u rin e  

n o ro v iru s e s . J. V iro l. 83, 4 0 9 2 -4 1 0 1 .

149. Z a k h o u r, M. e t a l. B o v in e  n o ro v iru s : c a rb o h y d ra te  lig a n d , e n v iro n m e n ta l 
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Abstract Human noroviruses (NoVs) of the Caliciviridae 
family are a major cause of epidemic gastroenteritis. The 
NoV genus is genetically diverse and recombination of 
viral RNA is known to depend upon various immunolog­
ical and intracellular constraints that may allow the emer­
gence of viable recombinants. In the present study, we 
report the development of a broadly reactive RT-PCR 
assay, which allowed the characterization of strain A6 at 
molecular level, established its genetic relationship at the 
sub-genogroup level and classified A6 strain at the sub­
genotype level. The detection was carried out initially by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the 
subsequent detection and molecular characterization of 
NoV strain was achieved by reverse transcription-PCR and 
sequencing. Based on the sequence analysis, A6 strain was 
revealed to belong to the GII genogroup of NoVs. Partial 
ORF1 gene sequencing analysis and complete ORF2 gene 
sequencing revealed that ORF1 and ORF2 belonged to two 
distinct genotypes GII/9 and GII/6, respectively, making 
obvious that A6 strain is a rare intergenotypic recombinant
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within the genogroup GII between GII.9 and GII.6 geno­
types. A6 strain represents the first human NoV from 
Greece, whose genome has been partially (ORF1&ORF3) 
and completed (ORF2) sequenced. To our knowledge the 
recombination event GII.9/GII.6 in RdRp and capsid gene, 
respectively, that was revealed in the present study is 
reported for the first time.

Keywords Noroviruses · Phylogenetic analysis · 
Genotyping · Recombination · Greece

Introduction

Noroviruses (NoVs) belonging to Caliciviridae family are 
recognized as a worldwide cause of epidemic acute gas­
troenteritis [1, 2]. NoVs are non-enveloped viruses, 
27-35 nm in diameter, with a single-stranded positive 
sense polyadenylated RNA genome of 7.5-7.7 kb [3]. The 
genome of NoVs comprises 3 ORFs. ORF1 at the 50-end of 
the genome encodes for six nonstructural proteins (p48, 
NTPase, p22, Vpg, 3CL, and RdRp). ORF2 encodes the 
major structural capsid protein (VP1) and ORF3 the minor 
capsid protein (VP2) at the 30-end of the genome [4, 5]. 
Currently, NoVs are divided into five major genogroups 
(GI to GV) according to the amino acid sequence diversity 
of the VP1 gene. GI, GII, and GIV infect humans, while 
GIII and GV infect bovine and murine species [6]. These 
five genogroups are further subdivided into at least 32 
phylogenetic clusters or genotypes: Nine in GI, nineteen in 
GII, two in GIII, and one in GIV and GV [4].

Genotype GII-4 is the most common type causing out­
breaks [7- 10]. Viruses belonging to other NoV genotypes 
are found less consistently, causing sporadic outbreaks or 
temporary epidemics [11- 14].
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Most of the previous genetic analyses have been based 
on partial nucleotide sequence analyses of the genome, 
mainly derived from a relatively small region of either the 
ORF1 or ORF2 gene, differentiating a number of NoVs 
into their distinct lineages [15- 18].

In the present study a stool specimen from a 2-year-old 
female child, suffering from typical clinical symptoms of 
viral gastroenteritis was collected in the University Hos­
pital of Ioannina, Greece. Acute gastroenteritis was defined 
as consecutively episodes of diarrhea (watery or loose 
stools in a 24 h period), accompanied with vomiting. The 
detection was carried out initially by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and the subsequent detec­
tion and molecular characterization of NoV strain was 
achieved by reverse transcription-PCR and DNA 
sequencing. RT-PCR assay for GII NoVs that targets 
conserved regions of the genome, allowed the character­
ization of A6 strain at molecular level, established its 
genetic relationship at the sub-genogroup level and clas­
sified A6 strain at the sub-genotype level by performing 
phylogenetic analyses with other GII NoVs that have pre­
viously been grouped into genotypes [16]. Overall, A6 
strain represents the first human NoV from Greece, whose 
genome has been partially (ORF1 and ORF3) and com­
pletely (ORF2) sequenced and for which its relationship 
with other NoVs was established.

Materials and methods

Viral RNA extraction from fecal specimen

The stool specimen was diluted into 10 ml of complete 
solution of phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.4), 
which was homogenized by vortex and stored at —20°C.

Viral RNA was extracted from 140 pl of the supernatant 
using the QIAamp® Viral RNA Mini Kit according to the 
manufacturer’s instructions (Qiagen, Germany).

Reverse transcription

Reverse Transcription was carried out as follows: 7 pl 
consisting of random primers (d N9), (Takara Biomedical 
group, Shiga, Japan), (50 nmol/pl), 1 pl/tube, 10 mM 
dNTPs, 1 pl/tube,(Invitrogen, UK), ddH2O 5 pl/tube, 
(Sigma,USA), and 5 pl of isolated RNA were incubated at 
65°C for 5 min. Reverse Transcription was carried out in a 
final volume of 20 pl containing the 12 pl of the previous 
mixture and 8 pl of a mixture containing 5x first strand 
buffer (4 pl/tube), 0.1 M, DTT (2 pl/tube), RNAse Out 
(20 U/pl, 0.5 pl/tube), ddH2O (1 pl/tube), and 0.5 pl 
reverse transcriptase M-MLV (200 U/pl, Invitrogen, UK). 
The samples were sequentially incubated at 25°C for 
10 min, at 37°C for 50 min and finally at 70°C for 15 min.

PCR

Three pl of the reverse transcription product was used for 
PCR in a total volume of 50 pl containing 10x PCR buffer, 
2 mM MgCl2, 1 mM dNTPs, 0.5 pl of Paq polymerase 
(Stratagene), (5 U/pl) and 100 pmol of primers (Table 1). 
After an initial denaturation step at 95°C for 2 min, 25 
amplification cycles (denaturation at 95°C for 30 s, 
annealing temperature according to Table 1 for 30 s and 
extension at 72°C for 1 min) were performed followed by a 
final extension step at 72°C for 5 min.

Auto Nested PCR with the same set of primers and 
under the same conditions for 40 cycles of amplification 
was used to further increase the sensitivity of the assay 
[19].

Primers

The primer pairs used in the present study are shown in 
Table 1. Initially, partial amplification of the ORF2 gene 
was performed using the published primer pair Mon381/ 
Mon383 [20]. Specific primers for Norovirus were

Table 1 Primers used to detect 
NoV by RT-PCR Primer Tm Target genogroup ORF Location DNA Sequence (5'-3')

NLVR58 56.0 GII 1 4529-4548 GCCCACTCCTGTTTTTCATT
NLVR756 56.0 GII 2 5143-5162 TGCCATAACCTCATTGTTGG
NLVH297 56.0 GII 1 4527-4546 AAGCCCACTCCTGTTTTTCA
NLVH896 56.0 GII 2 5143-5162 TGCCATAACCTCATTGTTGG
MON381 49.1 GII 2 5362-5383 CCAGAATGTACAATGGTTATGC
MON383 48.0 GII 2 5661-5683 CAAGAGACTGTGAAGACATCATC
NLVC463 59.0 GII 2 5577-5559 CTTCTGCCCCTCCCTGATA
NLVC1430 58.0 GII 3 6508-6489 GGTGCTGCTTCCTGGTAAAA
NLVORF 1955 58.0 GII 3 6429-6448 CAGGAATGGGTTCAGCACTT
NLVORF 2902 59.0 GII 3 7403-7385 CTTTGGGGACGGTTGAGAC
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designed by Primer3 software (http://fokker.wi.mit.edu/ 
primer3/) using published nucleotide sequences of GII viral 
genomes, (strains: NLV/Miami/292/1994/US, Hu/L154/ 
2000/France, Hu/HCMC204/2006/VNM and Norwalk-like 
virus, GenBank accession numbers: AF414410, AY921623, 
EU137732 and AB078337, respectively).

Molecular cloning

After electrophoresis in 2% agarose gel in TBE buffer PCR 
amplicons were excised from agarose gel, purified using 
the QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) and 
cloned into the pGEM®-T Easy Vector System (Promega, 
USA), according to the manufacturer’s instructions.

Phylogenetic analysis

Sequence identity was achieved through BLAST (http: 
www.ncbi.nlm.gov/blast). The relationships among the 
strains were determined using the multiple alignment 
program CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 
clustalw2) and the program MEGA (Molecular Evolu­
tionary Genetic Analysis, version 4.1 Beta3).

Nucleotide sequence accession numbers

The sequences were submitted to GenBank with the 
accession numbers: HM172493 (A6ORF1), HM172494 
(A6ORF2), and HM172495 (A6ORF3).

The GenBank accession numbers used in this study are 
as follows:

GI: L07418 (Southampton), AF093797 (Norwalk virus), 
HM87661 (CVXRNA), and AB042808 (Chiba).

GII: GU131223 (Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE),
EF190920 (Hu/NLV/DjiboutiVdG66/2003/Dj ibouti), AY0 
38599 (NLV/VA97207/1997), DQ379715 (Hu/GII/Goul- 
burnValleyG5175C/1983/AUS), AB067537 (U3GII), AB0 
39776 (SaitamaU3), AF414407 (NLV/Florida/269/1993/ 
US), AB067539 (U16GII), AY134748 (Snow Mountain), 
x 86557 (Lordsdale), and U07611 (Hawaii).

Results

Initially the primers used for the detection of A6 strain 
have been designed to amplify partial amplification of the 
ORF2 gene [21, 22]. Other regions of the genome have 
been also selected as targets for amplification, including 
the RNA-dependent RNA polymerase region and the ORF3 
one.

In order to confirm the solely presence of A6 strain, 
nucleotide sequences were assembled in not conserved 
regions of the genome, using the multiple alignment

program MEGA. The 3' end of each fragment was 100% 
homologous with the 5' end of the following fragment. 
With this approach, due to the great genetic diversity in 
these regions, the probability of coupling different strains 
that might coexist in the sample was minimized.

Four overlapping cDNAs fragments: Fragment A, from 
nucleotides 4529-5126; fragment B, from nucleotides 
5044-5638; fragment C, from nucleotides 5505-6501 and 
fragment D, from nucleotides 6466-7376, encompassing 
the viral RNA from the 3' end of ORF1 to the 3' end of 
ORF3, were assembled. Amplicons were cloned and three 
independent clones from each amplicon were sequenced to 
avoid any selection that might occur during cloning. The 
joining together of these four overlapping fragments was 
performed in non-conserved regions [16], using the mul­
tiple alignment program MEGA. The 3'end of each frag­
ment was 100% homologous with the 5' end of the 
following fragment.

The partial genome sequence was organized into three 
ORFs, with ORF2 overlapping ORF1 by 19 nucleotides 
and ORF3 by one nucleotide; spanning nucleotides 
4527-5062, 5043-6689, and 6689-7376 for ORF1, ORF2, 
and ORF3, respectively.

Phylogenetic analysis

The relationship of A6 strain characterized in the present 
study, with other strains was assessed using sequences 
available from GenBank (Fig. 2). Phylogenetic analyses 
were conducted using the partial length of nucleotide 
sequences of ORF1 and the full length of nucleotide 
sequences of ORF2 with completely sequenced NoVs 
strains. The length of ORF3 was short enough to be com­
pared without segregation. Moreover, we used partially 
sequenced NoVs strains that were genetically close 
according to BLAST clustering.

Our initial phylogenetic analysis revealed that ORF1 
clustered with GII/9 strains, whereas ORF2 branched out­
side of the above cluster, clustering with GII/6 strains.

ORF1

The phylogenetic tree of ORF1 partial gene was con­
structed using the neighbor-joining method based on part 
of the RdRp region, corresponding to 4527-5027 nucleo­
tides. The analysis revealed that strain A6 was genetically 
closed and clustered together with GII strains (Fig. 1). 
Specifically, the phylogenetic tree revealed two distinct 
phylogenetic groups with reliable bootstrap support, which 
matched two genogroups, GI and GII [23]. GI, contained 
four human NoVs from; USA (CYXRNA), UK (South­
ampton), Germany (Norwalk), and Japan (Chiba), whereas 
GII consisted of twelve strains closely related NoVs that
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Fig. 1 Phylogenetic tree 
construct based on partial 
sequences of the ORF1 open 
reading frame of NVs. The 
analysis was performed using 
MegAlign, version 4.1 (BETA 
3). The distance was calculated 
by the neighbor-joining method. 
Numbers at each branch indicate 
bootstrap values for the clusters 
supported by that branch

for the purpose of discussion were divided into major 
subgroups: Subgroup A, contained five strains, A6ORF1, 
Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE, Hu/NLV/DjiboutiVdG66/ 
2003/Djibouti, NLV/VA97207/1997, and Hu/GII/Goul- 
burnValleyG5175C/1983/AUS, all of which were classified 
to genotype GII.9. Subgroup B consisted of the remaining 
seven strains that were closely related to each other, but it 
formed a significant number of clusters and single branches. 
Within subgroup A strain, A6 was most closely related 
to NoVs strains: Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE with 
nucleotide identity 94%, Hu/NLV/DjiboutiVdG66/2003/ 
Djibouti with nucleotide identity 93%, NLV/VA97207/1997 
with nucleotide identity 92%, and Hu/GII/GoulburnVal- 
leyG5175C/1983/AUS with nucleotide identity 91%.

ORF2

The phylogenetic analysis of complete ORF2 gene was 
constructed using the neighbor-joining method based upon 
capsid sequences available from GenBank. A total of 15 
capsid sequences from NoVs genogroups GI and GII 
strains were used. The ORF2-based phylogenetic tree was 
constructed with the nucleotide sequences of four strains 
[34- 36] that were genetically close to A6 strain ORF2 
gene, plus seven other GII NoVs, in conjunction with four 
human GI NoVs as above for ORF1. From the phyloge­
netic tree presented in Fig. 2 was deduced that A6 strain 
belonged to the GII genogroup of NoVs and was geneti­
cally close to: NLV/Florida/269/1993/US with nucleotide 
identity 95%, U3GII with nucleotide identity 93%, Saitama 
U3 with nucleotide identity 93%, and U16GII strain

with nucleotide identity 90%. It is noteworthy that the 
three strains (Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE, Hu/NLV/ 
DjiboutiVdG66/2003/Djibouti and NLV/VA97207/1997) 
which were most closely related to A6 strain in the ORF1- 
based phylogeny, belonged to genotype GII.9 regarding 
ORF2 gene. On the other hand, as it is pointed out in 
Fig. 2, four strains (NLV/Florida/269/1993/US, U3GII, 
SaitamaU3 and U16GII), which were most closely related 
to A6 strain in the phylogenies based on the ORF2 gene, 
belonged to genotype GII.6 regarding the ORF1 gene. 
These findings suggest that A6 strain is an intergenotypic 
recombinant within the genogroup GII between the GII.9 
and GII.6 strains.

Recombination event

To identify the putative parent-like strains and potential 
recombination sites, phylogenetic profile analysis was 
performed using SimPlot program [24]. The plots of the 
nucleotide sequences are depicted in Fig. 3. When a sim­
ilarity plot for the A6 strain was generated, with strains 
available from GenBank, a recombination breakpoint at 
nucleotide position 5,043 of the sequence alignment was 
visible between two different genotypes within the same 
genogroup.

These findings were further confirmed by boot scanning 
of the same genome sequences, demonstrating higher lev­
els of phylogenetic relatedness between the A6 genome 
sequence and the Hu/GII.9/alingsas/p1/2009/SWE and 
U16GII genome sequence on the upstream and downstream 
side of the recombination site, respectively (Fig. 4).
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Fig. 2 Phylogenetic tree 
construct based on complete 
sequences of the ORF2 open 
reading frame of NVs. The 
analysis was performed using 
MegAlign, version4.1 (BETA3). 
The distance was calculated by 
the neighbor-joining method. 
Numbers at each branch indicate 
bootstrap values for the clusters 
supported by that branch

Fig. 3 SimPlot analysis for partial RdRp and capsid sequences. 
Vertical red line indicates the crossover point at position 5,043 in the 
0RF1/ORF2 junction. The window size was 100 bp with a step size of 
50 bp. The vertical axis indicates the nucleotide identities between

the query sequence (A6) and the strains (listed on the window on the 
right of the figure), expressed as percentages. The horizontal axis 
indicates the nucleotide positions of the analyzed genome region

Discussion

Recombination of viral RNA is known to depend upon 
various immunological and intracellular constraints that 
may allow the emergence of viable recombinants [25].

Since its first reporting [26], many recombinant NoVs from 
different genotypes and genogroups have been described 
worldwide. Recombination intergenotype events have been 
reported between GIL1/GIL12, GILb/GIL18, GILb/GIL4, 
Gn.b/GII.4, Gn.d/GII.3, GIL3/GIL13, GII.7/GII.13, GII.b/
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Fig. 4 Bootscan analysis of the genomic region involved in the VdG66/2003/Djibouti, NLV/VA97207/1997, Hu/GII/GoulburnVal-
recombination event at position 5,043 of A6 strain with eight groups leyG5175C/1983/AUS, U3GII, Saitama U3, NLV/Florida/269/1993/
of Noroviruses: Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE, Hu/NLV/Djibouti US and U16GII

GII.7, GII.4/GII.8, GII.5/GII.12, GI.3/GII.4, GII.1/GII.12, 
GII.4/GII.2, and GII4./GII.3 in RdRp and capsid gene, 
respectively [27- 31].

Based on the sequence analysis, A6 strain was revealed 
belonging to the GII genogroup of NoVs. Partial ORF1 and 
complete ORF2 gene sequencing analysis revealed that 
ORF1 and ORF2 belonged to two distinct genotypes GII/9 
and GII/6, respectively, and SimPlot plus boot scanning 
analysis confirmed that strain A6 was indeed a recombi­
nant. The recombination site was also consistent with the 
fact that most of the recombinant strains have a crossover 
point within or around the junction of ORF1 and ORF2
[32] .

To our knowledge the recombination event GII.9/GII.6 
in RdRp and capsid gene, respectively, that was revealed in 
the present study is reported for the first time.

The circulation of a wide variety of different NoVs 
within a population increases the potential for mixed 
infections, which could result to recombination events
[33] . The findings of the present report support the 
hypothesis that certain NoVs strains may circulate in 
specific areas without clinical manifestations and occa­
sionally may change their genetic properties by recom­
bination events.

As recombination allows the virus to increase its genetic 
fitness, to evolve, to spread in the population and probably 
escape the host immune response, our findings suggest that 
the huge capacity for genetic changes displayed by the 
NoVs will continue to generate new recombination types.
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Abstract Noroviruses (NoVs) are members of the Cali- 
civiridae family and are recognized as a worldwide cause 
of acute nonbacterial gastroenteritis. Based on the genetic 
analysis of the RdRp and capsid regions, human NoVs are 
divided into three genogroups (Gs), GI, GII, and GIV, 
which further segregate into distinct lineages called geno­
types. In this study, in an attempt to discern the circulation 
of an intergenotypic recombinant GII.9/GII.6, which was 
previously reported by our group in central Greece, we 
investigated NoVs in raw sewages from 2006 to 2011 and 
compared the results with the viruses detected from clinical 
samples in the same area and in the same time period. Two 
specific primer pairs for NoVs were designed which 
amplified in a single PCR fragment from polymerase to 
capsid gene covering the widespread recombination point 
in ORF1/ORF2 junction. Based on the genetic analysis, 
recombinant NoV strains GII.9/GII.6 were identified. 
Fourteen out of 15 environmental and eight out of ten 
clinical samples that were used in the present study were 
positive, with both primer pairs, confirming that the inter­
genotypic recombinant GII.9/GII.6 was circulating in the 
population of central Greece from 2006 to 2011. The 
crossover point was identified to be within the overlapping 
region of ORF1/ORF2 (GII.9/GII.6, respectively) and was 
determined by Simplot at nucleotide position 5,032 bp.
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Introduction

Noroviruses (NoVs) are members of the Caliciviridae 
family and are recognized as a worldwide cause of acute 
nonbacterial gastroenteritis [1]. NoVs are composed of a 
30-40-nm non-enveloped icosahedral particle that contains 
a positive-sense, single-stranded RNA genome of approx­
imately 7.5-7.7 kb organized into three open reading 
frames (ORFs). ORF1 encodes nonstructural proteins 
which include the RNA-dependent RNA polymerase 
(RdRp). The ORF2 encodes the major capsid protein, VP1, 
which consists of a shell (S) and two protruding 
(P) domains, P1 and P2. The S domain is responsible for 
assembly of VP1, and the P1 domain enhances the stability 
of virus particles [2, 3]. The P2 domain, the most exposed 
surface of the viral particle [2] is involved in interaction 
with both potential neutralizing antibody and histo-blood 
group antigens (HBGAs), which are the presumptive initial 
binding site in establishing human infection [4- 6]. ORF3 
encodes a minor capsid protein which plays a role in the 
stability of VP1 [7]. Currently, classification of noroviral 
strains beneath the species level has been based on 
sequences from different regions of the viral genome [8]. 
To provide a consistent and reliable scientific basis for 
classifying NoVs, Zheng and colleagues analyzed the 
amino acid sequences for the major capsid protein of 164 
noroviral strains using an alignment based on the predicted 
3D structures. Subsequently a Bayesian tree was generated, 
and the maximum likelihood pairwise distances of the
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aligned sequences were used to evaluate the results from 
the uncorrected pairwise distance method. Analyses of the 
pairwise distances demonstrated three clearly resolved 
peaks, suggesting that NoV strains beneath the species 
level can be classified at three levels: strain (S), cluster (C), 
and genogroup (G). A scheme with 29 genetic clusters (8 in 
genogroup GI, 19 in GII, 2 in GIII, and 1 each in GIV, GV 
and GVI) were defined on the basis of the tree topology and 
was supported by the distance analysis [9, 10].

The GII.4 genotype, which is represented by the 
Lordsdale/93/UK strain, has been the most commonly 
identified genotype worldwide in recent years [11, 12]. 
Viruses belonging to other NoV genotypes are found less 
consistently and are involved in sporadic outbreaks or 
temporary epidemics in a limited geographic region and 
time period [11, 13].

The diversity of noroviral genotypes may indicate co­
circulation of multiple genotypes in the nearby areas and 
suggests that contamination of water by multiple genotypes 
may facilitate the emergence of new recombinants via co­
infections [14]. The presence of enteric viruses in aquatic 
environments is of great concern to issues of public health 
[15]. Raw sewages are a suitable material for follow up 
NoVs, circulating in the population and the environment, 
as enteric viruses are shed by infected people. NoVs are 
present in feces at 105—109 viral particles per gram during 
the symptomatic phase [16] and viruses continue to shed 
from patients for some weeks after cessation of the 
symptoms [16, 17]. Asymptomatic individuals, as well as 
those who recover from the acute symptomatic phase of the 
disease, can shed virus particles for up to 3 weeks after 
exposure and these virus carriers can transmit the disease 
[17- 19]. In addition, recent reports showed also relatively 
high levels of shedding of viruses from asymptomatic 
individuals [16, 20]. Far less is known about the population 
composition of these variants and it is believed that NoVs 
can circulate in the area without clinical manifestations and 
occasionally may change their genetic properties by 
recombination events [21]. The genetic analysis of NoVs 
genotypes, other than GII.4, will improve our understand­
ing for the epidemiology of NoVs. According to a recent 
study by our group in central Greece, partial ORF1 and 
complete ORF2 gene sequencing analysis of the clinical 
sample A6 revealed that ORF1 and ORF2 belonged to two 
distinct genotypes GII.9 and GII.6 making obvious that this 
clinical strain was at that time a rare intergenotypic 
recombinant GII.9/GII.6 in RdRp and capsid gene, 
respectively [22].

In the present study, we investigated for the presence of 
these intergenotypic recombinant GII.9/GII.6 NoVs in raw 
sewage that were collected from October 2006 to Decem­
ber 2011 from the wastewater-treatment plants in central 
Greece and from clinical samples that were collected from

the same area and from the same time period, to reveal the 
circulation in the community of the intergenotypic 
recombinant GII.9/GII.6.

Materials and methods

Wastewater sample collection and processing

Five hundred (500) ml of 15 raw sewage samples collected 
once every 3-4 months from October 2006 to December 
2011 from the wastewater-treatment plants in central 
Greece were investigated in the present report [23]. Each 
raw sewage was centrifuged at 1,000 rpm for 2 min (4 °C) 
and the supernatants were applied for subsequent concen­
tration of viruses using the conventional filter adsorption- 
elution method [24]. The suspension was centrifuged at 
11,000 rpm for 1 h (4 °C), the pellet was collected and 
dissolved in 4 ml of complete solution of phosphate-buf­
fered saline (PBS) (pH 7.4, 1x working concentration: 
137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4 and 2 mM 
KH2PO4) and used for viral RNA extraction.

Viral RNA was extracted from 140 pl of the supernatant 
using the QIAamp Viral RNA Mini Kit according to the 
manufacturer’s instructions (Qiagen, Germany).

Stool samples collection and processing

Fecal specimens were collected from ten children, suffer­
ing from typical clinical symptoms of viral gastroenteritis 
at the University Hospital of Ioannina, Greece. The spec­
imens were diluted into 10 ml of complete solution of PBS 
(pH 7.4, 1x working concentration: 137 mM NaCl, 
2.7 mM KCl, 8 mM Na2 HPO4  and 2 mM KH2 PO4), 
homogenized by vortex and stored at -2 0  °C.

Viral RNA was extracted from 140 pl of the supernatant 
using the QIAamp® Viral RNA Mini Kit according to the 
manufacturer’s instructions (Qiagen, Germany).

Reverse transcription

Reverse transcription was carried out as follows: 7 pl 
consisting of random primers (d N9) (50 nmol/pl) 
1 pl/tube (Takara Biomedical group, Shiga, Japan), 10 mM 
dNTPs, 1 pl/tube (Invitrogen, UK), ddH2O, 5 pl/tube 
(Sigma, USA), and 5 pl of isolated RNA were incubated at 
65°C for 5 min. Reverse transcription was carried out in a 
final volume of 20 pl containing the 12 pl of the previous 
mixture and 8 pl of a mixture containing 5x first 
strand buffer (4 pl/tube), 0,1 M, DTT (2 pl/tube), RNAse 
Out (20units/pl, 0,5 pl/tube, Invitrogen, UK), ddH2 O 
(1 pl/tube) and 0,5 pl Reverse transcriptase M-MLV 
(200units/pl, Invitrogen, UK). The samples were
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Table 1 Primers used for the detection of intergenotypic recombinant noroviruses GII9/GII6

Primer Target genogroup/genotype ORF Location Ref. strain DNA sequence (5'-3')

NLVH297 GII.9 1 4527-4546 A6ORF1 AAGCCCACTCCTGTTTTTCA
ACC.NO. HM172493

NLVH896 GII.6 2 5191-5162 A6ORF2 TGCCATAACCTCATTGTTGG
ACC.NO. HM172494

NVLR52 GII.9 1 4523-4541 Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE GTCCAAGCCCACTCCTGTT
ACC.NO.GU131223

NLVR871 GII.6 2 5258-5277 Norwalk-like virus AAACAGTAAACTCGCCCTGT
ACC.NO. AB084071

sequentially incubated at 25°C for 10 min, at 37°C for 
50 min and finally at 70°C for 15 min, according to man­
ufacturer’s instructions.

Primers

The primer pairs used in the present study are shown in 
Table 1.

Knowing from a previous report by our group that a rare 
intergenotypic recombinant GII.9/GII.6 was circulating in 
central Greece [22], we initially used the specific primer 
pair NLVH297-NLVH896 which enable us to retrace this 
recombination for the first time. Then, for all the positive 
samples, a new primer pair NVLR52-NLVR871 was 
designed by Primer3 software (http://fokker.wi.mit.edu/ 
primer3/) using published nucleotide sequences of GII viral 
genomes, as well as strains A6ORF1 and A6ORF2 acces­
sion numbers HM172493 and HM172494, respectively, 
that were previously characterized by our group [22], 
covering a more suitable length in ORF2 gene, for phy- 
logeny purposes [25].

PCR

Three microliters of the reverse transcription product was 
used for PCR in a total volume of 50 pl containing 10 x 
PCR buffer (5 pl/tube), 2 mM MgCl2, 10 mM dNTPs 
(5 pl/tube), 0.5 pl of Paq 5000 DNA polymerase (Strata- 
gene) (5u/pl), and 50 pmol of primers (1 pl/tube) 
(Table 1). After an initial denaturation step at 95 °C for 
2 min, 20 amplification cycles were performed (denatur- 
ation at 95 °C for 30 s, annealing temperature at 60 °C for 
30 s and extension at 72 °C for 30 s), followed by a final 
extension step at 72 °C for 5 min.

Auto Nested PCR with the same set of primers and 
under the same conditions for 40 cycles of amplification 
was then applied to increase the sensitivity of the assay 
[22, 26].

Molecular cloning: sequencing

Two independent PCR assays, with both primer pairs, were 
carried out for each individual sample and amplicons from 
the four distinct PCR assays were subjected to cloning. 
PCR amplicons were purified using the QIAquick® Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Germany) and cloned into the 
TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen, USA), according to 
the manufacturer’s instructions.

Three clones from each individual amplicon were iso­
lated and sequenced bidirectionally at CEMIA (Larissa, 
Greece).

Phylogenetic analysis

Sequence identity was determined through BLAST (http:// 
www.ncbi.nlm.gov/blast). The relationships among the 
strains were determined using the multiple alignment pro­
gram CLUSTALW (available at http://www.ebi.ac.uk/ 
Tools/msa/clustalw2) and the program MEGA (Molecu- 
larEvolutionaryGeneticAnalysis, version4.1, Beta3). The 
sequences were submitted to GenBank and their corre­
sponding accession numbers are shown in Table 2.

Results

Fourteen out of fifteen environmental and eight out of ten 
clinical samples that were used in the present study were 
NoVs positive, with both primer pairs, confirming that the 
intergenotypic recombinant GII.9/GII.6 that was initially 
reported in the clinical sample A6 in 2011 was circulating 
in the population of central Greece from 2006 to 2011 
(Table 2).

Each sample was amplified in a single PCR fragment 
from polymerase to capsid covering the widespread 
recombination point in ORF1/ORF2 junction [27], since 
these PCR fragments cover from nucleotides 4527 to 5162 
and from 4523 to 5279 (primer pairs NLVH297-NLVH896
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Table 2 Nucleotide sequence accession numbers of environmental 
and clinical strains, detected in this study

Environmental Accession no. Clinical Accession no.
samples samples

EIS5 KC212141 KR2 KC212149
EX11 KC212142 KR3 KC212150
EX14 KC212143 N3 KC212151
EIS6 KC212144 A2 KC212152
LR6F KC212145 A10 KC212153
AB9 KC212146 KR1 KC212157
AB19 KC212147 KR4 KC212158
AB7 KC212148 N2 KC212159
EIS1 KC212154
LR12 KC212155
EIS2 KC212156
R1_LUG KC662398
R2_LUG KC662399
R3_LUG KC662400

and NLVR52-NLVR871, respectively). Four independent 
PCR assays were carried out for each individual sample 
and amplicons from the four distinct PCR assays were 
subjected to cloning. Three clones from each individual 
amplicon were selected and sequenced bidirectionally. The 
results of the sequencing revealed that all three clones from 
each amplicon were NoVs with nucleotide identity ranging 
from 98 to 100 %, carrying the intergenotypic recombinant 
GIL9/GIL6. The sequence of one clone from amplicons 
generated with primers NLVR52-NLVR871 was submitted 
to GenBank (Table 2).

Phylogenetic analysis

The phylogenetic relationship of fourteen environmental 
with the eight clinical samples characterized in the present 
study, with other noroviral sequences available from 
GenBank (Figs. 1, 2) was investigated. Phylogenetic ana­
lysis was conducted using the partial length of nucleotide 
sequences of ORF1 (4,523-5,061 bp) and ORF2 
(5,042-5,279 bp) obtained in the present report, with 
sequenced noroviral strains available in Genbank data base. 
Moreover, partially sequenced noroviral strains that were 
genetically close to the sequenced strains of the present 
study according to BLAST clustering were used.

Our initial phylogenetic analysis revealed that ORF1 
sequences in clinical strains: KR1, KR2, KR3, KR4, N2, 
N3, A2, A10, A6, and in environmental strains: AB7, AB9, 
LR6F, EIS6, AB19, EX14, EX11, EIS5, EIS1, EIS2, LR12, 
R1_LUG, R2_LUG, R3_LUG clustered with GII.9 strains, 
whereas the same strains in ORF2 sequences branched 
outside of the above cluster, clustering with GII.6 strains.

ORF1

The phylogenetic tree of ORF1 partial gene was con­
structed using the neighbor-joining method based on part 
of the RdRp region, corresponding to 4,527-5,042 nucle­
otides. The analysis revealed two distinct phylogenetic 
groups (subgroup A and B) with reliable bootstrap support 
(1,000 Bootstrap Replications) (Fig. 1).

Subgroup A, contained all the environmental and clini­
cal strains, all of which were classified to genotype GII.9. 
Subgroup B, consisted of strains, GIFU’99, SaitamaU3,Hu/ 
Gn.13/8686/Maizuru/2008/JPN,Hu/Gn.13/8594/Maizuru/ 
2008/JPN,Hu/Gn.7/Seoul/0342/2008/KOR,Hu/GIL7/ 
Wuhan/E2124/CHN/2010,

Hu/GIL8/A155/Limbe/2009/Cameroon,SaitamaU25,Hu/ 
GII. 17/Wuhan/Z776/CHN/2007,Hu/GII.17/C15b/Bonaberi/ 
Cameroon,Hu/GII.2/NF2002/USA/2002,Hu/NLV/PontdeR- 
oide673/2004/Francethat,Hu/GII.4/Sydney/NSW0514/2012/ 
AU,Hu/GII.4/Armidale/NSW390I/2008/AU,Hu/Gn.1/7EK/ 
Hawaii/1971/USA,NLV/Westover/302/1994/US,Hu/Hebei/ 
48580/2006/CHN, and Hu/GII.3/CBNU1/2006/KOR 
deposited in GenBank under accession numbers AB084071, 
AB039776, GU969059, GU017907, HM635119,
JQ751043, JF802498, AB039780, JQ751044, JF802507, 
JQ320072, AY682549, JX459908, GQ845369, JX289822, 
AF414418, EF670649, and GU980585, respectively, which 
were closely related to each other, but formed a significant 
number of clusters and single branches.

Within subgroup A, all clinical strains: KR1, KR2, KR3, 
KR4, N2, N3, A2, A10, A6, and environmental strains: 
AB7, AB9, LR6F, EIS6, AB19, EX14, EX11, EIS5, EIS1, 
LR12, EIS2, R1_LUG, R2_LUG, R3_LUG were most 
closely related to: Hu/OH07011/2007/JP with nucleotide 
identity 91-96 % and Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE 
with nucleotide identity 93-96 %.

ORF2

The phylogenetic analysis of partial ORF2 gene was also 
constructed using the Statistical Method neighbor-joining 
(1,000 Bootstrap Replications) based upon capsid sequences 
available from GenBank (Fig. 2). The ORF2-based phylo­
genetic tree was constructed with the nucleotide sequences 
of strains that were genetically close to environmental and 
clinical strains, plus 18 other GII NoVs, as above for ORF1. 
From the phylogenetic tree presented in Fig. 2, was deduced 
that strains were genetically close to: Norwalk-like virus- 
GIFU’99 with nucleotide identity 95-97 %, and Saitama U3 
with nucleotide identity 93-97 %.

It is noteworthy that the strains Hu/OH07011/2007/JP 
and Hu/GII.9/Alingsas/p1/2009/SWE which were most 
closely related to environmental and clinical strains in the 
ORF1-based phylogeny, belonged to genotype GII.9

^  Springer

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 11:50:19 EEST - 3.145.54.83



Virus Genes

Fig. 1 Phylogenetic tree 
construct based on partial 
sequences of the ORF1 open 
reading frame of NoVs. The 
analysis was performed using 
MegAlign, version 5.1 
(BETA3). The distance was 
calculated by the neighbor­
joining method. Numbers at 
each branch indicate bootstrap 
values for the clusters supported 
by that branch
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Fig. 2 Phylogenetic tree 
construct based on partial 
sequences of the ORF2 open 
reading frame of NoVs. The 
analysis was performed using 
MegAlign, version 5.1 
(BETA3). The distance was 
calculated by the neighbor­
joining method. Numbers at 
each branch indicate bootstrap 
values for the clusters supported 
by that branch
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Fig. 3 Simplot analysis for partial RdRp and capsid sequences. 
Vertical red line indicates the crossover point at position 5,023 in the 
0RF1/ORF2 junction. The window size was 80 bp with a step size of 
20 bp. The vertical axis indicates the nucleotide identities between

the query sequences (EIS5 and A10) and the strains (listed on the 
window on the right of the figure), expressed as percentages. The 
horizontal axis indicates the nucleotide positions of the investigated 
genome region

regarding ORF2 gene. On the other hand, as it is pointed 
out in Fig. 2, strains (Norwalk-like virus-GIFU’99 and 
SaitamaU3), which were most closely related to strains in 
the phylogenies based on the ORF2 gene, belonged to 
genotype GII.6 regarding the ORF1 gene.

These findings suggest that both groups of environ­
mental and clinical strains were intergenotypic recombi­
nants within the genogroup GII between GII.9 and GII.6.

Recombination event

In an attempt to identify the putative parent-like strains and 
potential recombination sites, phylogenetic profile analysis 
was performed using SimPlot program. The plots of the 
nucleotide sequences are depicted in Fig. 3. Since the 
environmental and clinical strains shared 97-99 % nucle­
otide similarity, we used one of each group, EIS5 from the 
environmental group and A10 from the clinical group. A 
similarity plot for strains EIS5 and A10 was generated, 
with the strains Hu/OH07011/2007/JP and Hu/GII.9/ 
Alingsas/p1/2009/SWE, accession numbers AB542918 and 
GU131223, respectively, and GIFU’99 and SaitamaU3 
accession numbers AB084071 and AB039776, respec­
tively. A recombination breakpoint at nucleotide position

5023 of the sequence alignment was evident between the 
two different genotypes within the same genogroup.

Discussion

NoVs are the most common cause of nonbacterial acute 
gastroenteritis, causing numerous outbreaks worldwide [1]. 
The NoV genome undergoes continuous changes by 
mutation and recombination. High rates of nucleotide 
substitutions, due to short replication times, high multi­
plicity and a lack of proofreading activity of RdRp, allow 
NoVs to continuously generate mutant genomes [7].

Recombination between noroviral genomes occurs fre­
quently and is another important feature of the NoVs 
evolution [7]. Recombination may influence virulence as 
well as being an essential mechanism for maintenance of 
the virus in the population. Spread and occurrence of 
recombinant NoVs in symptomatic persons validate their 
infectivity in human hosts and shows that recombination 
does not prevent virulence [28]. Molecular epidemiological 
studies provide vital information on the circulating strains 
in any region and can aware of emergence of new 
recombinant strains [29, 30]. According to data of the
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established European surveillance project ‘‘Food-borne 
Viruses in Europe’’ [31], an emerging group of natural 
recombinant noroviral strains appeared in Europe and 
caused transcontinental infections, which were thought to 
be linked via water-borne and food-borne spread [32]. 
Recent studies have indicated that a novel recombinant 
strain which first emerged in 2000 in France became pre­
dominant the following seasons with outbreaks and spo­
radic cases in Spain, Sweden, and Hungary [32]. The 
emergence of new variants is analogous to what is seen 
with influenza viruses, suggesting that population immu­
nity may be driving the evolution of the viruses [33]. The 
antigenic variations encountered in the P2 domain are 
believed to allow NoVs to evade herd immunity in the 
population [12].

There are two recognized mechanisms involved in 
resistance to noroviral infection: genetic factors and 
acquired immunity. The potential role of genetic resistance 
was first recognized when experimental studies with Nor­
walk virus showed that participants were repeatedly sus­
ceptible or resistant to symptomatic infection following 
repeated virus challenge [34]. Subsequently, VLPs from 
Norwalk virus were shown to differentially bind to 
HBGAs, and the binding pattern correlates with suscepti­
bility to infection and illness [35, 36]. Thus, it is likely that 
every person is genetically susceptible to one or more 
noroviral genotypes.

The selection of human NoVs by HBGAs might be 
multifunctional due to the polymorphic nature of the 
human HBGAs. Each of the three types of saccharides of 
the HBGAs the A/B, H, and Lewis epitopes represents one 
such selection within each of the two major human NoV 
genogroups GI and GII. This assumption is supported by 
the finding that A/B-, H-, and Lewis are binding NoVs in 
both GI and GII genogroups. Thus, each cluster (genotype) 
is expected to have a common HBGA binding profile that 
fits in one of the three binding groups [37]. The GI Nor­
walk virus interacts with HBGAs where less saccharide is 
involved in binding through fewer interactions to the 
capsids, while HBGAs bind to the GII viruses, resulting in 
more interactions with optimal or maximal binding affini­
ties to GII NoVs and therefore, with higher epidemiologic 
consequences [6, 38].

As ABO secretors are the most popular blood type, 
representing 80 % of the European and North American 
populations [39], strains recognizing these blood types 
should be more prevalent than other strains binding to less 
popular HBGA types. According to this assumption, NoVs 
in the A/B binding group bind the A and/or B but not O 
secretors, and thus might have a narrower target population 
compared with those in the H binding group. As a result, 
strains in the A/B binding group might be less prevalent 
compared to strains in the H binding groups, such as many

members of the GII.4 cluster. In fact, the amino acid 
compositions of the HBGA binding interfaces are nearly 
100 % conserved among all known GII.4 variants found 
during the past decade [40]. This suggests that the GII.4 
genotype could be the only genotype with an optimal 
survival phenotype [41]. Thus, GII.4 strains with the cur­
rent H binding phenotype that is able to bind A/B/O sec- 
retors would be expected to continue to be a predominant 
cause of epidemics.

These findings led to the concept of convergent evolu­
tion of NoVs via selection by human HBGAs. But this 
concept partially explains several important aspects of 
human NoVs, including epidemiology, classification, and 
disease control. However, for understanding NoVs-host 
interactions and their clinical outcomes more research is 
needed in the future on the structures of the HBGA binding 
interfaces with more NoVs genotypes and particularly with 
those NoVs found recombinant in ORF1/ORF2 genomic 
region in correlation with the identification and character­
ization of other host receptors or co-receptors that could 
also affect the host susceptibility. Furthermore, it should be 
noted that additional factors, such as the host immunity, 
could also play a role in NoV evolution and epidemiology.

Viral gastroenteritis is now well documented in most of 
the industrialized countries, in contrast to Greece where 
epidemiological data concerning NoVs are still lacking. To 
date, there have been only two epidemiological studies in 
North Eastern Greece covering the year 2006 [42, 43] 
which refer to a waterborne outbreak due to contaminated 
potable water, although no viruses were detected in any 
tested water samples [42]. Furthermore, evaluation of 22 
PCR products targeting a 213 bp region of GI and GII 
RdRps presented an average homology of 94.8 % to GII 
strains in GenBank [42].

In this report, we describe the molecular characteriza­
tion of recombinant NoVs GII.9/GII.6 associated with 
gastroenteritis in clinical samples and revealed the pre­
sence of these same recombinant strains in raw sewages 
during the same time period. According to a recent study 
by our group in central Greece, the same recombination 
event between GII.9/GII.6 in polymerase and capsid genes, 
respectively, was reported in a clinical sample in 2011 
proving that this group of recombinant NoVs was circu­
lating from to 2006 to at least 2011 in the population of 
central Greece [22]. Sequence analysis of the eight clinical 
and of 14 environmental recombinant strains, which were 
detected in the present study, revealed naturally inter­
genotype recombination between NoV GII strains. The 
crossover point was restricted at the overlapping region of 
ORF1/ORF2 (GII.9/GII.6, respectively) and was deter­
mined by Simplot at nucleotide position 5,032 bp (Fig. 3). 
The discovery of this novel recombination, GII.9/GII.6, is 
another illustration of the enormous diversity among the
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noroviral strains, and may have important implications for 
future vaccine strategies.

Thus, circulation of recombinant strains such as GII.9/ 
GII.6 NoVs, even at low rates, may provide a good 
opportunity to viruses to recombine with other co-infecting 
NoVs, generating consequently novel genotype strains 
[32].

In conclusion, given the importance of NoVs as a cause 
of epidemic gastroenteritis, environmental surveillance of 
NoVs could be a useful tool illustrating the circulation and 
the epidemiology of these viruses. Greater community 
surveillance and further investigation of NoVs could pro­
vide further insights into noroviral transmission and path­
ogenesis and may help to identify different approaches 
used by the NoVs to evolve, sustain, and spread in the 
population.
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49

so N o r o v i r u s e s  ( N o V s ) ,  c l a s s i f i e d  a s  m e m b e r s  o f  t h e  C a l i c i v i r i d a e

51 f a m i l y ,  a r e  a  m a j o r  c a u s a t i v e  a g e n t  o f  a c u t e  g a s t r o e n t e r i t i s  in

52  h u m a n s  [1 ] .  N o V s  a r e  n o n - e n v e l o p e d  a n d  p o s s e s s  a  s i n g l e - s t r a n d

53  p o s i t i v e - s e n s e  R N A  g e n o m e  o f  7 . 5 - 7 . 7  k b ,  c o n s is t i n g  o f  t h r e e

54 o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  ( O R F s )  [2 ] .  B a s e d  o n  t h e  a m i n o  a c i d

55  s e q u e n c e  d i v e r s i t y  o f  O R F 2  ( d e s i g n a t e d  a s  V P 1  g e n e ) ,  N o V s  a r e

56 c l a s s i f i e d  in to  s i x  m a j o r  g r o u p s ,  g e n o g r o u p  I ( G I )  t o  g e n o g r o u p  V I

57  ( G V I )  w h ic h  f u r t h e r  s e g r e g a t e  in to  d is t in c t  l i n e a g e s ,  c a l l e d

58 g e n o t y p e s  [ 3 - 5 ] .  T o  d a t e ,  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  N o V s  h a s

59  r e v e a l e d  e i g h t  g e n o t y p e s  o f  G I ,  n i n e t e e n  g e n o t y p e s  o f  G I I ,  t w o

60  g e n o t y p e s  o f  G I I I  a n d  o n e  g e n o t y p e  e a c h  f o r  G I V ,  G V  a n d  G V I  [4 ,

61 5 ] .  T h e  d i v e r s i t y  a m o n g  N o V s  is  m a i n t a i n e d  t h r o u g h  r a p id

62  a c c u m u l a t i o n  o f  p o in t  m u t a t i o n s  d u e  t o  t h e  e r r o r - p r o n e  n a t u r e  o f

63 R N A  r e p l ic a t i o n ,  t h e  l a c k  o f  p r o o f r e a d i n g  a c t i v i t y  o f  t h e i r  R N A

64 p o l y m e r a s e  a n d  a l s o  d u e  t o  g e n e t i c  r e c o m b i n a t i o n  in v o lv in g  t h e

65 e x c h a n g e  o f  s e q u e n c e  f r a g m e n t s  b e t w e e n  t w o  R N A  v i r u s e s  c o -

66 i n f e c t in g  t h e  s a m e  c e l l  w i t h  n o n s e g m e n t e d  g e n o m e s  [6 ];  t h e  a b o v e

67 m e c h a n i s m s  a r e  r e c o g n i z e d  a s  t h e  d r iv in g  f o r c e s  o f  R N A  v i r u s

68 e v o lu t i o n ,  l e a d i n g  t o  t h e  e s t a b l i s h m e n t  a n d  o n g o in g  e v o lu t i o n  o f  a

69 n e w  r e c o m b i n a n t  s t r a in  [7 ] .  T o  d a t e ,  a  l a r g e  n u m b e r  o f
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70 r e c o m b i n a n t  N o r o v i r a l  s t r a in s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  w i t h in  G I ,  G I I ,

71 a n d  G I I I  g e n o g r o u p s  [ 8 - 2 2 ] .  H o w e v e r ,  o u t b r e a k s  o f  G I I . 4  g e n o t y p e

72  o c c u r  m u c h  m o r e  f r e q u e n t l y  t h a n  a n y  o t h e r  g e n o t y p e  w i t h i n  t h e  G I I

73  g e n o g r o u p  w h i l e  G I  o u t b r e a k s  o c c u r  l e s s  f r e q u e n t l y  [ 2 3 ,  2 4 ] .

74 R e c e n t  s t u d i e s  o n  G I I . 4  g e n o t y p e  s u g g e s t  t h a t  s o m e  N o r o v i r a l

75  o u t b r e a k s  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  g e n e t i c  c h a n g e s  o f  t h e s e  e m e r g i n g

76 s t r a in s  a n d  e v e r y  2  -  3  y e a r s  n e w  G I I . 4  v a r i a n t s  e m e r g e ,  w h ic h  a r e

77  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e c e n t  i n c r e a s e  in  t h e  f r e q u e n c y  o f  n o r o v i r u s

78 g a s t r o e n t e r i t i s  [ 2 3 ] .  O v e r  t h e  l a s t  d e c a d e ,  G I I . 4  w a s  t h e  m o s t

79  c o m m o n  g e n o t y p e  c i r c u l a t i n g  w o r l d w i d e ,  w h e r e a s  e m e r g e n t  G I I . 4

80  s t r a in s  t h a t  r e s u l t e d  f r o m  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  O R F 1  a n d  O R F 2

81 h a v e  b e e n  r e p o r t e d  [ 2 4 ] .

82  In  t h is  r e p o r t ,  t h r e e  N o r o v i r a l  s t r a in s ,  L R 1 3 ,  L R 1 5  a n d  A G 4 ,  w e r e

83 d e t e c t e d  in  c l in ic a l  s a m p l e s  a n d  t h e i r  a n a l y s e s  r e v e a l e d  t w o

84 h i t h e r t o  u n o b s e r v e d  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t s  b e t w e e n  G I I . 9 / G I I . 4  a n d

85 G I I . 9 / G I . 7  g e n o g r o u p s .  T o  o u r  k n o w l e d g e  t h e s e  i n t e r g e n o t y p e  a n d

86 i n t e r g e n o g r o u p  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t s  ( G I I . 9 / G I I . 4  a n d  G I I . 9 / G I . 7 ,  in

87 O R F 1  a n d  O R F 2  r e s p e c t i v e l y )  a r e  r e p o r t e d  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  a n d

88 h ig h l ig h t  t h e  o n g o in g  e v o lu t i o n  o f  N o r o v i r u s e s .

89

90

91 2. M aterials and M ethods
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92

93 2 .1  S t o o l  s a m p l e s  c o l l e c t io n  a n d  p r o c e s s i n g

94 F i v e  f e c a l  s p e c i m e n s  w e r e  c o l l e c t e d  in  D e c e m b e r  2 0 1 2  f r o m  f iv e

95  c h i l d r e n  ( 2  m a l e s  a n d  3  f e m a l e s  o f  1 4 - 1 7  y e a r s  o ld ) ,  s u f f e r in g  f r o m

96 t y p ic a l  c l in ic a l  s y m p t o m s  o f  v i r a l  g a s t r o e n t e r i t i s  a t  t h e  U n iv e r s i t y

97  H o s p i t a l  o f  I o a n n i n a ,  G r e e c e .  T h e  s p e c i m e n s  w e r e  d i lu t e d  in t o  1 0

98 m l o f  c o m p l e t e  s o lu t io n  o f  P B S  ( p H  7 . 4 ,  1 x  w o r k in g  c o n c e n t r a t i o n :

99  1 3 7  m M  N a C l ,  2 . 7  m M  K C l ,  8  m M  N a 2 H P O 4 a n d  2  m M  K H 2 P O 4),

100 h o m o g e n i z e d  b y  v o r t e x  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 0C  u n t i l  u s e .  V i r a l  R N A

101 w a s  e x t r a c t e d  f r o m  1 4 0  μ ! o f  t h e  s u p e r n a t a n t  u s in g  t h e  Q I A a m p ®

102  V i r a l  R N A  M in i  K i t  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ’s  i n s t r u c t io n s

103 ( Q i a g e n ,  G e r m a n y ) .

104

105 2 . 2  R e v e r s e  T r a n s c r ip t i o n

106 F i v e  μ l o f  R N A  w e r e  s u b j e c t e d  t o  c D N A  s y n t h e s i s  b y  R e v e r s e

107 T r a n s c r i p t a s e  M - M L V  ( 2 0 0 u n i t s ^ l ,  I n v i t r o g e n ,  U K ) ,  a c c o r d i n g  t o

108 t h e  m a n u f a c t u r e r ’s  in s t r u c t io n s ,  u s in g  r a n d o m  p r i m e r s  ( d N 9 ) ,

109 ( T a k a r a  B i o m e d i c a l  g r o u p ,  S h i g a ,  J a p a n ) ,  ( 5 0 n m o l ^ l ) . T h r e e  μ l o f

110 e a c h  c D N A  w e r e  u s e d  in  s u b s e q u e n t  P C R  a s s a y s .

111

112 2 . 3  P r i m e r s
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113  In i t ia l ly ,  P C R  w a s  c a r r i e d  o u t  u s in g  t h e  p u b l i s h e d  p r i m e r  p a i r

114 M O N 3 8 1 - 3 8 3  f o r  G I I  g e n o g r o u p  [ 2 5 ]  a n d  P 7 8 - P 8 0  f o r  G I

u s  g e n o g r o u p  [ 2 6 ] .  T h r e e  o u t  o f  f i v e  s a m p l e s  w e r e  N o r o v i r u s  p o s i t iv e .

116  T w o  s a m p l e s ,  L R 1 3  a n d  L R 1 5 ,  w e r e  p o s i t iv e  f o r  G I I  N o V  a n d  o n e

117 s a m p l e ,  A G 4 ,  w a s  p o s i t iv e  f o r  b o t h  g e n o g r o u p s ,  G I  a n d  G I I .

u s  T o  s c r e e n  f o r  r e c o m b i n a n t  N o V s ,  a l r e a d y  p u b l i s h e d  s p e c i f i c  p r i m e r

119 p a i r s  N V L R 5 2 - N L V R 8 7 1  [ 2 7 ]  a n d  N L V H 2 9 7 - N L V H 8 9 6  [ 2 0 ]  w e r e

120  u s e d .  T h e s e  p r i m e r  p a i r s  w e r e  l o c a t e d  in  h ig h ly  c o n s e r v e d  r e g i o n s

121  o f  t h e  v i r a l  g e n o m e .  M o r e o v e r  f o r  p h y l o g e n y  p u r p o s e s  t h e

122  p u b l i s h e d  p r i m e r  p a i r  Q N I F 2 - G 2 S K R  [ 2 8 ]  w a s  u s e d  a s

123 s u p p l e m e n t a r y  f o r  N L V H 2 9 7 - N L V H 8 9 6  p r i m e r  p a i r ,  c o v e r in g  a

124 m o r e  s u i t a b l e  l e n g t h  in  O R F 2 .

1 2 s

126 2 . 4  P C R

127 T h r e e  μ ! o f  t h e  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  p r o d u c t  w e r e  u s e d  f o r

1 2 8  s u b s e q u e n t  P C R  a s s a y s  in  a  t o t a l  v o l u m e  o f  5 0 μ ^  c o n t a i n i n g  1 0 x

129 P C R  b u f f e r ,  2  m M  M g C l 2 , 1 0  m M  d N T P s ,  0 ^ l  o f  P a q  D N A

130 p o l y m e r a s e  ( S t r a t a g e n e ) ,  ( 5  U /μ Ο  a n d  5 0 p m o l  o f  e a c h  p r i m e r  p a i r .

131 A f t e r  a n  in it ia l  d e n a t u r a t i o n  s t e p  a t  9 5 0C  f o r  2 m i n ,  2 5  a m p l i f i c a t io n

132 c y c l e s  ( d e n a t u r a t i o n  a t  9 5 0C  f o r  3 0 s ,  a n n e a l i n g  t e m p e r a t u r e  a t

133 6 0 0C  f o r  2 0 s  a n d  e x t e n s i o n  a t  7 2 0C  f o r  3 0 s )  w e r e  p e r f o r m e d ,

134 f o l l o w e d  b y  a  f in a l  e x t e n s i o n  s t e p  a t  7 2 0C  f o r  5  m in .  A u t o  N e s t e d
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135  P C R  w a s  p e r f o r m e d  f o r  4 0  c y c le s ,  in  t h e  s a m e  c o n d i t io n s ,  t o

136 f u r t h e r  i n c r e a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  [ 2 9 ] .  T h e  a m p l i f i c a t io n

137 o f  a  s i n g l e  P C R  f r a g m e n t  o f  e a c h  s a m p l e  f r o m  p o l y m e r a s e  t o

138 c a p s id  e l i m i n a t e s  t h e  r is k  o f  c o - i n f e c t i o n  w i t h  d i f f e r e n t  N o V

139 g e n o g r o u p s  a n d  c o v e r s  t h e  u s u a l  r e c o m b i n a t i o n  p o in t

140 ( O R F 1 / O R F 2 )  [ 3 0 ] .

141

142  2 . 5  M o l e c u l a r  c l o n i n g  -  S e q u e n c i n g

143 T w o  i n d e p e n d e n t  P C R  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a n d  a m p l i c o n s

144 f r o m  t h e  t w o  d is t in c t  P C R  a s s a y s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  c lo n in g .  P C R

145 a m p l i c o n s  w e r e  p u r i f i e d  u s in g  t h e  Q IA q u i c k ®  G e l  E x t r a c t i o n  K it

146 ( Q i a g e n ,  G e r m a n y )  a n d  c l o n e d  in t o  t h e  T O P O ®  T A  C l o n i n g  K it

147 ( I n v i t r o g e n ,  U S A ) ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ’s  in s t r u c t io n s .

148 T h r e e  c l o n e s  f r o m  e a c h  in d iv id u a l  a m p l i c o n  w e r e  i s o l a t e d  a n d

149 s e q u e n c e d  b i d i r e c t i o n a l l y  a t  C E M I A  ( L a r i s s a ,  G r e e c e ) .  S e q u e n c e

150 id e n t i t y  w a s  d e t e r m i n e d  t h r o u g h  B L A S T

151 ( h t t p : w w w . n c b i . n l m . g o v / b l a s t ) .

152

153 2 . 6  P h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s

154 T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  R d R p  g e n e  a n d  o f

155 t h e  5 '  p a r t  o f  t h e  c a p s i d  g e n e  o f  t h e  N o r o v i r a l  s t r a in s  w e r e

156 s e p a r a t e l y  u s e d  f o r  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  in

7

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 11:50:19 EEST - 3.145.54.83

http://www.ncbi.nlm.gov/blast


1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

157  o r d e r  t o  s c r e e n  f o r  r e c o m b i n a n t s .  M u l t i p l e  a l i g n m e n t s  o f  N o V s

158 w e r e  g e n e r a t e d  b y  C l u s t a l W  ( a v a i l a b l e  a t

159 h t t p : / / w w w . e b i . a c . u k / T o o l s / m s a / c l u s t a l w 2 )  a n d  t h e  p h y l o g e n e t i c

160  t r e e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  b y  t h e  n e i g h b o r - j o i n in g  m e t h o d  w i t h  1 0 0 0

161  b o o t s t r a p  r e p l i c a t e s ,  u s in g  t h e  M E G A  4 . 1  s o f t w a r e .  F in a l ly ,

162  s im i l a r i t y  p lo t s  w e r e  g e n e r a t e d  f o r  a s s e s s i n g  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t s

163 w i t h  t h e  S i m P l o t  s o f t w a r e .

164

165 3. Results

166

167 O f  t h e  f i v e  c l in ic a l  s a m p l e s ,  t h r e e  w e r e  p o s i t iv e  f o r  N o r o v i r u s e s ,

1 6 8  L R 1 3 ,  L R 1 5  ( w i t h  p r i m e r  p a i r s  M O N 3 8 1 - M O N 3 8 3 , N L V H 2 9 7 -

169 N L V H 8 9 6  a n d  Q N I F 2 - G 2 S K R )  a n d  A G 4  ( w i t h  p r i m e r  p a i r s

170 M O N 3 8 1 - M O N 3 8 3 ,  P 7 8 - 8 0  a n d  N L V R 5 2 - N L V R 8 7 1 ) .  T h e  t w o

171 s p e c i f i c  p r i m e r  p a i r s  ( N L V H 2 9 7 - N L V H 8 9 6  a n d  N L V R 5 2 - N L V R 8 7 1 )

172 u s e d  in  t h is  s t u d y  a m p l i f i e d  b o t h  v i r a l  r e g i o n s  ( p o l y m e r a s e  a n d

173 c a p s i d )  in  t h e  s a m e  a m p l ic o n ,  e l im i n a t in g  t h e  r is k  t h a t  s e q u e n c e s

174 f r o m  p o l y m e r a s e  a n d  c a p s id  g e n e s  c a m e  f r o m  d i f f e r e n t  n o r o v i r a l

175 g e n o m e s  p r e s e n t  in  t h e  s a m e  s a m p l e .  M o r e o v e r  t h e  u s u a l

176 r e c o m b i n a t i o n  p o in t  in  O R F 1 / O R F 2 ,  f r o m  n u c l e o t i d e s  4 5 2 3 - 5 2 7 7

177 ( s t r a i n  H u / G I I . 9 / A l i n g s a s / p 1 / 2 0 0 9 / S W E ,  a c c e s s i o n  n o  G U 1 3 1 2 2 3

178 a n d  s t r a in  N o r w a l k - l i k e  v i r u s ,  a c c e s s i o n  n o  A B 0 8 4 0 7 1 )  a n d  f r o m
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179  n u c l e o t i d e s  4 5 2 7 - 5 1 6 2  ( s t r a i n  A 6 O R F 1 ,  a c c e s s i o n  n o  H M 1 7 2 4 9 3  

is o  a n d  s t r a in  A 6 O R F 2 ,  a c c e s s i o n  n o  H M 1 7 2 4 9 4 )  w a s  c o v e r e d  b y

181 p r i m e r  p a i r s  N L V R 5 2 - N L V R 8 7 1  a n d  N L V H 2 9 7 - N L V H 8 9 6 ,

182  r e s p e c t i v e l y .

183 T h r e e  i n d e p e n d e n t  c l o n e s  f r o m  e a c h  a m p l i c o n  w e r e  s e q u e n c e d

184 a n d  a l l  t h r e e  ( o f  t h e  s a m e  a m p l i c o n )  h a d  a  n u c l e o t i d e  id e n t i t y

185 a m o n g  t h e m  r a n g i n g  f r o m  9 9  t o  1 0 0 % .  T h e  s e q u e n c e  o f  o n e  c l o n e

186  f r o m  e a c h  a m p l i c o n  w a s  s u b m i t t e d  t o  G e n B a n k .

187

1 8 8  3 .1  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a c c e s s i o n  n u m b e r s
189
190
191 T h e  s e q u e n c e s  w e r e  s u b m i t t e d  t o  G e n B a n k  w i t h  t h e  a c c e s s i o n

192 n u m b e r s :  L R 1 3  ( p r i m e r s  M O N 3 8 1 - 3 8 3 ) :  K F 8 4 8 6 5 6 ,  L R 1 3  ( p r i m e r s

193 N L V H 2 9 7 - N L V H 8 9 6  a n d  Q N I F 2 - G 2 S K R ) :  K F 8 4 8 6 5 8 ,  L R 1 5

194 ( p r i m e r s  M O N 3 8 1 - 3 8 3 ) :  K F 8 4 8 6 5 7 ,  L R 1 5  ( p r i m e r s  N L V H 2 9 7 -

195 N L V H 8 9 6  a n d  Q N I F 2 - G 2 S K R ) :  K F 8 4 8 6 5 9  a n d  A G 4  ( p r i m e r s  P 7 8

196 -  P 8 0 ) :  K F 3 6 9 9 8 5 ,  A G 4  ( p r i m e r s  M O N 3 8 1 - 3 8 3 ) :  K F 3 6 9 9 8 6 ,  A G 4

197 ( p r i m e r s  N L V R 5 2 - N L V R 8 7 1 ) :  K C 6 6 2 4 0 1 .

198 T h e  G e n B a n k  a c c e s s i o n  n u m b e r s  u s e d  in  t h is  s t u d y ,  f o r  t h e

199 p h y l o g e n e t i c  a n a l y s e s ,  a r e  a s  f o l lo w s :

2 0 0  G I : H u / G I . 7 / S 2 1 / 2 0 0 8 / L i l l a _ E d e t / S w e d e n ( J N 6 0 3 2 6 4 ) , H u / G I . 3 / S 2 9 /

2 0 1  2 0 0 8 / L i l l a _ E d e t / S w e d e n ( J N 6 0 3 2 4 4 ) , H u / G I . 6 / K i n g s t o n / A C T 1 6 0 D / 2
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2 0 2  0 1 0 / A U ( J Q 3 8 8 2 7 4 ) , H u / N L V / A p p a l a c h i c o l a _ B a y / 3 1 8 / 1 9 9 5 / U S ( A F 4

203 1 4 4 0 6 ) ,  H u / G I . 4 / S 3 2 / 2 0 0 8 / L i l l a _ E d e t / S w e d e n  ( J N 6 0 3 2 6 6 ) .

204 G I I : H u / G N . 1 3 / 8 6 8 6 / M a i z u r u / 2 0 0 8 / J P N ( G U 9 6 9 0 5 9 ) , H u / G N . 1 4 / 8 5 9 4

205 / M a i z u r u / 2 0 0 8 / J P N ( G U 0 1 7 9 0 7 ) , H u / G I I . 7 / S e o u l / 0 3 4 2 / 2 0 0 8 / K O R ( H

2 0 6  M 6 3 5 1 1 9 ) , H u / G I I . 7 / W u h a n / E 2 1 2 4 / C H N / 2 0 1 0 ( J Q 7 5 1 0 4 3 ) , S A I T A M

207 A U 3 ( A B 0 3 9 7 7 6 ) , H u / G I I . 6 / E h i m e 0 9 0 3 7 1 / 2 0 0 9 / J P ( A B 6 8 2 7 3 6 ) , H u / G

2 0 8  I I . 9 / A l i n g s a s / p 1 / 2 0 0 9 / S W E ( G U 1 3 1 2 2 3 ) , H u / O H 0 7 0 1 1 / 2 0 0 7 / J P ( A B

209 5  4  2 9  1 8 ) , H u / G I I . 8 / A 1 5 5 / L i m b e / 2 0 0 9 / C a m e r o o n ( J F 8 0 2 4 9 8 ) , N o r w a l

2 1 0  k - l i k e _ v i r u s ( A B 0 3 9 7 8 0 ) , H u / G M . 1 7 / W u h a n / Z 7 7 6 / C H N / 2 0 0 7

2 11 ( J Q 7 5 1 0 4 4 ) , H u / G I I . 1 7 / C 1 5 b / B o n a b e r i / C a m e r o o n ( J F 8 0 2 5 0 7 ) ,

2 1 2  H u / G I I . 2 / N F 2 0 0 2 / U S A / 2 0 0 2 ( J Q 3 2 0 0 7 2 ) , H u / N L V / P o n t _ d e _ R o i d e _

213 6 7 3 / 2 0 0 4 / F  r a n c e ( A Y 6 8 2 5 4 9 ) , N  L V / W e s t o v e r / 3 0 2 / 1 9 9 4 / U S ( A F 4 1 4 4

214 1 8 ) , H u / H e b e i / 4 8 5 8 0 / 2 0 0 6 / C H N ( E F 6 7 0 6 4 9 ) , H u / G I I . 3 / C B N U 1 / 2 0 0 6 /

215 K O R ( G U 9 8 0 5 8 5 ) , H u / G I I . 4 / S y d n e y / N S W 0 5 1 4 / 2 0 1 2 / A U ( J X 4 5 9 9 0 8 )

2 1 6  , H u / G I I . 4 / A r m i d a l e / N S W 3 9 0 I / 2 0 0 8 / A U  ( G Q 8 4 5 3 6 9 ) ,

217 G V :  M u r i n e  n o r o v i r u s  1 ( K C 7 8 2 7 6 4 ) ,  M u r i n e  n o r o v i r u s

218 G V / C R 6 / 2 0 0 5 / U S A  ( J Q 2 3 7 8 2 3 ) .

219

220

2 2 1  3 . 2  P h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s

222
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223  P h y l o g e n e t i c  a n a l y s e s  w e r e  c o n d u c t e d  u s in g  t h e  f r a g m e n t s  o f  t h e

2 2 4  t h r e e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  O R F 1  a n d  O R F 2  o b t a i n e d  in  t h e

225  p r e s e n t  r e p o r t ,  t o g e t h e r  w i t h  p u b l i c ly  a v a i l a b l e  s e q u e n c e s  f r o m

2 2 6  G e n B a n k  t h a t  w e r e  r e p r e s e n t a t i v e s  o f  e a c h  g e n o t y p e  a v a i l a b l e .

2 2 7  N e x t  w e  e n s u r e d  t h a t  t h e s e  p u b l ic ly  a v a i l a b l e  r e p r e s e n t a t i v e

2 2 8  s e q u e n c e s  h a d  a n  h o m o l o g o u s  r e g io n  in  b o t h  O R F 1  a n d  O R F 2 .

2 2 9  T h e  t w o  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  o f  O R F 1  p a r t ia l  g e n e  a n d  o f  O R F 2

230 p a r t ia l  g e n e  w e r e  c o n s t r u c t e d  u s in g  t h e  n e i g h b o r - j o i n in g  m e t h o d

231 w i t h  1 , 0 0 0  B o o t s t r a p  R e p l i c a t i o n s .

2 3 2  T h i s  a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h a t  O R F 1 ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  n u c l e o t i d e s

233  4 5 2 7 - 5 0 9 4  f o r  A G 4  s t r a in  a n d  4 5 2 7 - 5 0 6 2  f o r  L R 1 3  a n d  L R 1 5 ,

234 c l u s t e r e d  w i t h  G I I / 9  s t r a in s ,  ( d e p i c t e d  in  F ig .  1 ) .  F o r  O R F 2 ,  t h e

235  A G 4  f r a g m e n t  c o r r e s p o n d i n g  t o  n u c l e o t i d e s  5 0 7 8 - 5 3 4 0  a n d  L R 1 3

236 a n d  L R 1 5  f r a g m e n t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  n u c l e o t i d e s  5 0 4 3 - 5 4 9 9

237 c l u s t e r e d  w i t h  G I / 7  a n d  G I I / 4  s t r a in s  r e s p e c t i v e l y ,  ( d e p i c t e d  in  F ig .

238 2 ) .  T h e r e f o r e ,  b a s e d  o n  O R F 1  p h y lo g e n y ,  a l l  t h r e e  s t r a in s  w e r e

239 c l a s s i f i e d  a s  G I I . 9  g e n o t y p e  a n d  w e r e  m o s t  c l o s e l y  r e l a t e d  t o :

240 H u / G I I . 9 / A l i n g s a s / p 1 / 2 0 0 9 / S W E  ( a c c e s s i o n  n o  G U 1 3 1 2 2 3 )  a n d

241 H u / O H 0 7 0 1 1 / 2 0 0 7 / J P  ( a c c e s s i o n  n o  A B 5 4 2 9 1 8 )  w i t h  a n  a v e r a g e

2 4 2  n u c l e o t i d e  id e n t i t y  o f  9 2 , 7 3 % ,  9 1 , 9 4 %  a n d  8 8 , 1 2 %  r e s p e c t i v e l y .

243  B a s e d  o n  O R F 2  p h y lo g e n y ,  A G 4  w a s  c l a s s i f i e d  a s  G I . 7  w h e r e a s

244 L R 1 3  a n d  L R 1 5  s t r a in s  w e r e  c l a s s i f i e d  a s  G I I . 4  g e n o t y p e  a n d  w e r e
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245  m o s t  c l o s e l y  r e l a t e d  to :  H u / G I . 7 / S 2 1 / 2 0 0 8 / L i l l a  E d e t / S w e d e n

246 ( a c c e s s i o n  n o  J N 6 0 3 2 6 4 ) ,  H u / G I I . 4 / A r m i d a l e / N S W 3 9 0 I / 2 0 0 8 / A U

2 4 7  ( a c c e s s i o n  n o  G Q 8 4 5 3 6 9 )  a n d

248 H u / G I I . 4 / S y d n e y / N S W 0 5 1 4 / 2 0 1 2 / A U  ( a c c e s s i o n  n o  J X 4 5 9 9 0 8 )

2 4 9  w i t h  a n  a v e r a g e  n u c l e o t i d e  id e n t i t y  o f  9 5 , 1 6 % ,  9 6 , 0 4 %  a n d

250 8 4 , 6 3 % ,  r e s p e c t i v e l y .

251

2 5 2  3 . 3  D e t e c t i o n  o f  R e c o m b i n a t i o n  e v e n t s

253

2 5 4  In  a n  a t t e m p t  t o  i d e n t i f y  t h e  p u t a t i v e  p a r e n t - l i k e  s t r a in s  a n d

255 p o t e n t i a l  r e c o m b i n a t i o n  s i t e s ,  c o m p u t a t i o n a l  a n a l y s e s  ( d e p i c t e d  in

256 F i g . 3 )  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  S i m P l o t  s o f t w a r e .  W h e n  a  s i m i l a r i t y

2 5 7  p lo t  w a s  g e n e r a t e d  f o r  s t r a in s  L R 1 3 ,  L R 1 5  a n d  A G 4 ,  t o g e t h e r  w i t h

258 s t r a in s  a v a i l a b l e  f r o m  G e n B a n k ,  t w o  r e c o m b i n a t i o n  b r e a k p o i n t s

2 5 9  w e r e  d e t e c t e d :  f o r  L R 1 3  a n d  L R 1 5  f r a g m e n t s  a t  a l i g n m e n t  p o s i t io n

2 6 0  5 1 2  ( n u c l e o t i d e  p o s i t io n  5 0 3 9  in  s t r a in

2 6 1  H u / G I I . 9 / A l i n g s a s / p 1 / 2 0 0 9 / S W E )  a n d  f o r  A G 4  a t  a l i g n m e n t

2 6 2  p o s i t io n  4 5 5  ( n u c l e o t i d e  p o s i t io n  4 9 8 2  in  s t r a in

263 H u / G I I . 9 / A l i n g s a s / p 1 / 2 0 0 9 / S W E ) .

264 T h e s e  f in d in g s  s u g g e s t  t h a t  t w o  o f  t h e  c l in ic a l  s t r a in s  ( L R 1 3  a n d

265 L R 1 5 )  w e r e  i n t r a g e n o g r o u p  r e c o m b i n a n t s  b e t w e e n  G I I . 9  a n d  G I I . 4
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2 6 6  g e n o t y p e s .  In  a d d i t io n ,  s t r a in  A G 4  w a s  i n t e r g e n o g r o u p

267 r e c o m b i n a n t  b e t w e e n  G I I . 9  a n d  G I . 7  g e n o t y p e s .

268

269 4 .  D i s c u s s i o n

270

2 7 1  R e c o m b i n a t i o n  in  R N A  v i r u s e s  is  a  d r iv in g  f o r c e  f o r  e v o lu t i o n ,

2 7 2  l e a d i n g  t o  t h e  e m e r g e n c e  o f  n e w  s t r a in s .  O v e r  t h e  p a s t  f e w  y e a r s ,

273  r e c o m b i n a n t  N o V s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  c a u s e  o u t b r e a k s  o f

2 7 4  g a s t r o e n t e r i t i s  in  h u m a n  p o p u la t i o n  [8 ,  1 0 - 1 3 ,  1 5 - 2 2 , ] .  M o r e o v e r ,  a

275  n o v e l  r e c o m b i n a n t  s t r a in  w h ic h  f i r s t  e m e r g e d  in  2 0 0 0  in  F r a n c e

276 g r a d u a l l y  b e c a m e  p r e d o m i n a n t  a n d  s h a d o w e d  G G I I - 4 / L o r d s d a l e

277 v i r u s  t h e  f o l l o w in g  y e a r s  w i t h  o u t b r e a k s  a n d  s p o r a d i c  c a s e s  in

278 S p a i n ,  S w e d e n ,  a n d  H u n g a r y ,  [ 3 1 ] .  T o  d a t e  m o r e  t h a n  2 5

279 i n t e r g e n o t y p e  a n d  9  i n t r a g e n o t y p e  r e c o m b i n a t i o n s  h a v e  b e e n

2 8 0  r e p o r t e d  a m o n g  N o V s  w o r l d w i d e  [ 8 - 2 2 ] ,  b u t  o n l y  o n e

2 8 1  i n t e r g e n o g r o u p  r e c o m b i n a n t  b e t w e e n  G I . 3  R d R p  a n d  G I I . 4  c a p s id

2 8 2  g e n e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  [ 1 6 ] .

283 S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  o v e r  t h e  l a s t  d e c a d e ,  G I I . 4  a n d  G I I . b

284 w e r e  t h e  m o s t  c o m m o n  p o l y m e r a s e  g e n o t y p e s  c i r c u l a t i n g

285 w o r l d w i d e  [ 2 4 ] .  In  m o s t  o f  s t u d i e s  G I I . 4  w a s  p r e d o m i n a n t  a l t h o u g h

2 8 6  t h e  r e l a t i v e  f r e q u e n c y  o f  G I I . 4  v a r i e d  f r o m  2 7 %  in  A u s t r a l i a  [ 3 2 ]  t o

287 9 8 %  in  M e x i c o  [ 3 3 ] .  In  s o m e  o t h e r  c o u n t r i e s ,  o t h e r  g e n o t y p e s  w e r e
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2 8 8  p r e d o m i n a n t  s u c h  a s  G l l . b  in  J a p a n  a n d  I n d i a  [ 1 2 ,  3 4 ] ,  G l l . e  in

289 I n d i a  [ 1 6 ]  a n d  G I I . 1 2  in  J a p a n  a n d  C h i n a  [ 1 1 ,  3 5 ] .  O n  t h e  o t h e r

290 h a n d ,  c a p s i d - b a s e d  g e n o t y p in g  d a t a  h a v e  s h o w n  t h a t  G I I . 4  a n d

291 G I I . 3  w e r e  p r e d o m i n a n t  in  m o s t  o f  t h e  c o u n t r i e s  d u r in g  t h e  s t u d y

2 9 2  p e r i o d ,  f r o m  2 0 0 5  u n t i l  n o w a d a y s  [ 2 4 ] ,  w i t h  a  r e l a t i v e  f r e q u e n c y  o f

293  G I I . 4  g e n o t y p e  r a n g i n g  f r o m  1 9 %  t o  1 0 0 %  in  B a n g l a d e s h  a n d

2 9 4  L i b y a  [ 3 6 ,  3 7 ]  a n d  f r o m  3 5 %  t o  7 6 %  in  J a p a n . F o r  G I I . 3  g e n o t y p e ,

295  w h ic h  w a s  t h e  s e c o n d  m o s t  d o m i n a n t  g e n o t y p e  in  m a n y  c o u n t r i e s ,

296 t h e  r e l a t i v e  f r e q u e n c y  w a s  4 1 %  in  J o r d a n  [ 3 8 ] ,  4 6 %  in  C h i n a  [ 3 9 ]

2 9 7  a n d  f r o m  4 3  t o  5 3 %  in  J a p a n  [ 1 1 ,  1 2 ] .

298 In  t h is  r e p o r t ,  w e  d e s c r i b e  t h e  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h r e e

2 9 9  N o r o v i r a l  s t r a in s  w i t h  i n t e r g e n o g r o u p  a n d  i n t e r g e n o t y p e

300 r e c o m b i n a t i o n s ,  o n e  b e t w e e n  G I I . 9  R d R p  a n d  G I . 7  c a p s id  g e n e

301 a n d  t w o  b e t w e e n  G I I . 9  R d R p  a n d  G I I . 4  c a p s i d  g e n e .  T o  o u r

302 k n o w l e d g e  t h is  is  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  t h e s e  n o v e l  r e c o m b i n a t i o n

303 e v e n t s  a r e  r e p o r t e d .

304 G e n e t i c  r e c o m b i n a t i o n  a n d  m u t a t i o n  in  t h e  g e n o m e  o f  N o V s  is  a n

305 e v e n t  t h a t  a t t r i b u t e s  t o  t h e  g e n e t i c  d i v e r s i t y  o f  t h e s e  v i r u s e s  [ 4 0 ] .

306 P r e s u m a b l y  N o V s  G I I . 4 ,  G I I . 9  a n d  G I . 7  w e r e  c i r c u l a t i n g  in  t h e  a r e a

307 w i t h o u t  c l in ic a l  m a n i f e s t a t i o n s  u n t i l  r e c o m b i n a t i o n s  o c c u r r e d .

308 T h e s e  e v e n t s  s u g g e s t  t h a t  c o - c i r c u l a t i o n  o f  g e n e t i c a l l y  d i v e r g e n t
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3 0 9  s t r a in s  w i t h in  a  s m a l l  g e o g r a p h i c a l  r e g i o n ,  m a y  b o o s t  u p  t h e

310 g e n o m i c  d i v e r s i t y  o f  N o V s .

311

3 1 2  5 .  C onclusions

313 O u r  f in d in g s  s h e d  l ig h t  o n  t h e  l a r g e  c a p a c i t y  f o r  g e n e t i c  e x c h a n g e s

314 a n d  t h e  e m e r g e n c e  o f  n e w  r e c o m b i n a n t  f o r m s  d i s p l a y e d  b y

315 N o r o v i r u s e s .  In  t u r n ,  t h is  e l e v a t e d  p o t e n t i a l  f o r  r e c o m b i n a t i o n

316 e m p h a s i z e s  t h e  i m p o r t a n c e  f o r  s u r v e i l l a n c e ,  in  o r d e r  t o  d e t e c t  t h e

317 e m e r g e n c e  o f  n e w  r e c o m b i n a n t  N o r o v i r a l  s t r a i n s  w i t h  a l t e r e d

318 p r o p e r t i e s  a n d  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  m o l e c u l a r  b a s is  o f

319 p a t h o g e n i c i t y

320

321

3 2 2  A cknow ledgem ents

3 2 3  T h i s  w o r k  w a s  s u p p o r t e d  b y  r e s e a r c h  g r a n t s  o f  t h e  P o s t g r a d u a t e

3 2 4  P r o g r a m m e s  ‘A p p l i c a t i o n s  o f  M o l e c u l a r  B i o l o g y - G e n e t i c s .

3 2 5  D i a g n o s t i c  B i o m a r k e r s ’ , c o d e  3 8 1 7  a n d  “ B i o t e c h n o l o g y ” , c o d e

3 2 6  3 4 3 9 ,  o f  t h e  U n iv e r s i t y  o f  T h e s s a l y ,  S c h o o l  o f  H e a l t h  S c i e n c e s ,

3 2 7  D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m is t r y  &  B i o t e c h n o lo g y .

328

3 2 9  A l l  a u t h o r s  d e c l a r e  t h a t  t h e y  h a v e  n o  c o n f l ic t in g  o r  d u a l  in t e r e s t s .

330

331
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Figure

Fig. 1 P h y lo g e n e tic  tre e  c o n s tru c t b a se d  on  p a rtia l s e q u e n c e s  o f th e  O R F1 

o p e n  re a d in g  fra m e  o f N o V s . T h e  a n a ly s is  w a s  p e rfo rm e d  u s in g  M e g A lig n , 

v e rs io n  5.1 (B E T A 3 ). T h e  d is ta n c e  w a s  c a lc u la te d  b y  th e  n e ig h b o r- jo in in g  

m e th o d . N u m b e rs  a t e a c h  b ra n c h  in d ic a te  b o o ts tra p  v a lu e s  fo r  th e  c lu s te rs  

s u p p o rte d  b y  th a t b ra n ch .

F ig. 2  P h y lo g e n e tic  tre e  c o n s tru c t b a se d  on  p a rtia l s e q u e n c e s  o f th e  O R F 2  

o p e n  re a d in g  fra m e  o f N o V s . T h e  a n a ly s is  w a s  p e rfo rm e d  u s in g  M e g A lig n , 

v e rs io n  5.1 (B E T A 3 ). T h e  d is ta n c e  w a s  c a lc u la te d  b y  th e  n e ig h b o r- jo in in g  

m e th o d . N u m b e rs  a t e a c h  b ra n c h  in d ic a te  b o o ts tra p  v a lu e s  fo r  th e  c lu s te rs  

s u p p o rte d  b y  th a t b ra n ch .

F ig. 3  S im P lo t a n a ly s is  fo r  p a rtia l R d R p  a n d  c a p s id  s e q u e n c e s . F irs t v e rtic a l 

re d  line  in d ic a te s  th e  c ro s s o v e r  p o in t a t p o s it io n  4 9 8 2  in th e  0 R F 1 /O R F 2  

ju n c t io n  fo r  s tra in  A G 4 ; th e  s e c o n d  v e rtic a l red  line  in d ic a te s  th e  c ro s s o v e r 

p o in t a t p o s it io n  5 0 3 9  in th e  0 R F 1 /O R F 2  ju n c tio n  fo r  s tra in s  L R 1 3  a n d  LR 15. 

T h e  w in d o w  s iz e  w a s  18 0  bp  w ith  a s te p  s iz e  o f 6 0 b p . T h e  v e rtic a l a x is  

in d ic a te s  th e  n u c le o tid e  id e n tit ie s  b e tw e e n  th e  q u e ry  s e q u e n c e s  (A G 4 , L R 1 3  

a n d  L R 1 5 ) a n d  th e  s tra in s  ( lis te d  on  th e  w in d o w  on  th e  r ig h t o f th e  fig u re ), 

e x p re s s e d  a s  p e rc e n ta g e s . T h e  h o r iz o n ta l a x is  in d ic a te s  th e  n u c le o tid e  

p o s it io n s  o f th e  in v e s tig a te d  g e n o m e  reg ion .
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30 A b s tra c t

31

32 N o ro v iru s e s  a re  c o n s id e re d  a s  th e  m a jo r  c a u s e  o f  e p id e m ic  a n d  s p o ra d ic

33 n o n -b a c te r ia l a c u te  g a s tro e n te r it is . In th is  re p o rt a  n o v e l s tra in  w a s  d e te c te d

34 in c lin ic a l s a m p le  A K 1  b e lo n g in g  to  G I I .4  g e n o c lu s te r . P h y lo g e n e t ic  a n a ly s is

35 c la s s if ie d  A K 1  s tra in  a s  G II .4  g e n o ty p e , fo rm in g  c le a r ly  a  n e w  c lu s te r  a t  th e

36 n u c le o tid e  le v e l, a c c o rd in g  to  B L A S T  c lu s te rin g .

37

38

39 K e y w o rd s : N o ro v iru s e s ; G I I .4 -2 0 1 3 ;  G a s tro e n te r it is ;  G re e c e .

40

41

42

43

44

45

46

47 N o ro v iru s e s  c o n s titu te  a  la rg e  g ro u p  o f  s m a ll ro u n d  s tru c tu re d  v iru s e s

48 b e lo n g in g  to  th e  C a lic iv iru s  fa m ily  w ith  a  p o s it iv e  s e n s e  s in g le -s tra n d e d  R N A

49 g e n o m e , o f 7 .5 - 7 .7 k b ,  c o n s is tin g  o f th re e  o p e n  re a d in g  f ra m e s  (O R F s ) ,

50 O R F 1 ,  O R F 2  (S ie b e n g a , 2 0 0 7 )  a n d  O R F 3 ,  (B e r to lo tt i-C ia r le t, 2 0 0 3 ) .  N o V s

51 a r e  g e n e tic a lly  d iv e rs e , c o n ta in in g  s ix  g e n o g ro u p s  G I to  G V I (M a r te lla , 2 0 0 9 ) .

52 E a c h  g e n o g ro u p  is fu r th e r  s u b d iv id e d  in to  d iffe re n t g e n o ty p e s  in c lu d in g  e ig h t

53 g e n o ty p e s  o f  G I, n in e te e n  g e n o ty p e s  o f G II,  o f  w h ic h  G II .4  is th e  p re d o m in a n t

54 o n e  c a u s in g  th e  m a jo r ity  o f o u tb re a k s  a n d  s p o ra d ic  in fe c tio n s  w o r ld w id e  (H o a
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55 T ra n , 2 0 1 3 ) ,  tw o  g e n o ty p e s  o f G II I  a n d  o n e  g e n o ty p e  e a c h  fo r  G IV , G V  a n d

56 G V I,  (M a r te lla , 2 0 0 9 ) .

57 O v e r  th e  p a s t 2 5  y e a rs  G II .4  c lu s te r  w a s  im p lic a te d  in m a n y  N o ro v ira l

58 o u tb re a k s  w o r ld w id e , (D o n a ld s o n , 2 0 0 8 ) .  A n a ly s e s  o f  th e  p h y lo g e n e t ic  t re e s

59 fo r  G I I .4  N o V s  r e v e a le d  th a t  G I I .4  N o V s  e v o lv e d  v ia  e p o c h a l e v o lu tio n ,

60  fo llo w e d  b y  b u rs ts  o f  e v o lu tio n  a lte rn a te d  b y  m o re  s ta s is , (S ie b e n g a , 2 0 0 7 ;

61  L in d e s m ith , 2 0 0 8 ) .  In te re s tin g ly , m o d e rn  c lu s te rs  a p p e a r  to  b e  e v o lv in g  m o re

62  rap id ly , g iv in g  ris e  to  a n t ig e n ic a lly  n o v e l c lu s te rs  e v e ry  2 - 3  y e a rs ,

63 (D o n a ld s o n , 2 0 0 8 ) .

64 In th is  re p o rt a  n u c le o tid e  s e q u e n c e  (A K 1 ) o f a  n o v e l s tra in  w a s  d e te c te d  in

65 c lin ica l s a m p le , b e lo n g in g  to  G I I .4  g e n o c lu s te r . S to o l s p e c im e n  w a s  c o lle c te d

66 in J a n u a ry  2 0 1 3  in th e  U n iv e rs ity  H o s p ita l o f  Io a n n in a , G r e e c e  fro m  a  2 - y e a r -

67 o ld  fe m a le  ch ild  s u ffe r in g  fro m  ty p ic a l c lin ic a l s y m p to m s  o f v ira l

68 g a s tro e n te r it is . T h e  s to o l s p e c im e n  w a s  d ilu te d  in to  1 0 m l o f  c o m p le te  s o lu tio n

69 o f p h o s p h a te -b u f fe re d  s a lin e  P B S  a n d  h o m o g e n iz e d  b y  v o rte x in g . V ira l R N A

70 w a s  e x tra c te d  fro m  1 4 0 μ ! o f  th e  s u p e rn a ta n t  u s in g  th e  Q IA a m p ® V ira l  R N A

71 M in iK it  a c c o rd in g  to  th e  m a n u fa c tu re r ’s in s tru c tio n s  (Q ia g e n , G e r m a n y ) .F iv e

72 μ! o f  R N A  w e r e  s u b je c te d  to  c D N A  s y n th e s is  b y  R e v e r s e  Τ r a n s c r ip ta s e  M -

73 M L V  (2 0 0 u n it s ^ l ,  In v itro g e n , U K ), a c c o rd in g  to  th e  m a n u fa c tu re r ’s

74 in s tru c tio n s , u s in g  ra n d o m  p r im e rs  (d N 9 ) ,  (T a k a r a  B io m e d ic a l g ro u p , S h ig a ,

75 J a p a n ) , ( 5 0 n m o l^ l ) .T h r e e  μl o f  e a c h  c D N A  w e r e  u s e d  in s u b s e q u e n t  P C R

76 a s s a y s .

77 In itia lly  P C R  w a s  c a rr ie d  o u t u s in g  th e  p u b lis h e d  p r im e r  p a ir  M O N 3 8 1 - 3 8 3

78 fo r  G II g e n o g ro u p  (N o e l, 1 9 9 7 )  a n d  P 7 8 -P 8 0  fo r  G I g e n o g ro u p  (W a n g , 1 9 9 4 ) .

79 T h e  s a m p le  w a s  p o s itiv e  fo r  G II g e n o g ro u p .
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80  T o  s c re e n  fo r  re c o m b in a n t  N o V s , a lr e a d y  p u b lis h e d  s p e c if ic  p r im e rs  P 2 9 0 ­

81  G 2 S K R  (S c h u ltz , 2 0 1 1 )  w e r e  u s e d . T h is  p r im e r  p a ir  w a s  lo c a te d  in h ig h ly

82  c o n s e rv e d  re g io n s  o f  th e  v ira l g e n o m e  a n d  c o v e rs  th e  u s u a l re c o m b in a tio n

83 p o in t O R F 1 /O R F 2 ,  (A m b e r t -B a la y , 2 0 0 5 ) ,  (fro m  n u c le o tid e s  4 2 9 5  to  5 3 8 9 ,

84 s tra in  H u /N L V /G I I /M D 1 4 5 - 1 2 /1 9 8 7 /U S ,  a c c e s s io n  n o  A Y 0 3 2 6 0 5 ) .

85 T h r e e  μ! o f th e  re v e rs e  tra n s c r ip tio n  p ro d u c t w e r e  u s e d  fo r  s u b s e q u e n t

86 P C R  a s s a y s  in a  to ta l v o lu m e  o f 5 0 m ! c o n ta in in g  1 0 x  P C R  b u ffe r, 2 m M  M g C l2,

87 1 0 m M  d N T P s , 0 .5 μ Ι  o f  P a q  D N A  p o ly m e ra s e  (S t ra ta g e n e ) ,  ( 5 υ /μ Ι )  a n d

88 5 0 p m o l o f e a c h  p r im e r  pa ir. A f te r  a n  in itia l d e n a tu ra t io n  s te p  a t  9 5 0C  fo r  2 m in ,

89 2 5  a m p lif ic a t io n  c y c le s  (d e n a tu ra t io n  a t  9 5 0C  fo r  3 0 s , a n n e a lin g  te m p e ra tu re

90 6 0 0C  fo r  2 0 s  a n d  e x te n s io n  a t  7 2 0C  fo r  3 0 s )  w e r e  p e r fo rm e d  fo llo w e d  b y  a

91 fin a l e x te n s io n  s te p  a t 7 2 0C  fo r  5 m in . A u to  N e s te d  P C R  w a s  p e r fo rm e d  fo r  4 0

92 c y c le s , in th e  s a m e  c o n d itio n s , to  fu r th e r  in c re a s e  th e  s e n s it iv ity  o f  th e  a s s a y ,

93 (G r e e n , 1 9 9 8 ) .  T h e  a m p lif ic a t io n  o f  a  s in g le  P C R  f ra g m e n t  fro m  p o ly m e ra s e

94 to  c a p s id  e l im in a te s  th e  risk  o f c o -in fe c tio n  w ith  d iffe re n t N o V  g e n o g ro u p s  a n d

95 c o v e rs  th e  u s u a l re c o m b in a tio n  p o in t ( O R F 1 /O R F 2 ) .

96 P C R  a m p lic o n s  w e r e  p u rifie d  u s in g  th e  Q IA q u ic k ® G e l E x tra c tio n  K it

97 (Q ia g e n , G e r m a n y )  a n d  a m p lic o n s  fro m  tw o  d is tin c t P C R  a s s a y s  w e r e  c lo n e d

98 in to  th e  T O P O ® T A  C lo n in g  K it ( In v itro g e n , U S A ) ,  a c c o rd in g  to  th e

99 m a n u fa c tu re r ’s in s tru c tio n s . T h r e e  c lo n e s  fro m  e a c h  in d iv id u a l a m p lic o n  w e r e

100  s e q u e n c e d  b id ire c tio n a lly  a t  C E M IA  (L a r is s a , G re e c e ) .  S e q u e n c e  id e n tity  w a s

101  d e te rm in e d  th ro u g h  B L A S T  (h ttp :w w w .n c b i.n lm .g o v /b la s t ). T h e  s e q u e n c e  w a s

102  s u b m itte d  to  G e n B a n k  u n d e r  th e  a c c e s s io n  n u m b e r  K F 8 9 0 1 7 7 .

103 In itia lly  th e  n u c le o tid e  s e q u e n c e  o f  th e  3 'e n d  o f th e  R d R p  g e n e  a n d  th e

104 5 'p a r t  o f th e  c a p s id  g e n e  o f th e  N o ro v ira l s tra in  w e r e  s e p a r a te ly  a p p lie d  fo r
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105  th e  c o n s tru c tio n  o f th e  p h y lo g e n e t ic  t re e s  in o rd e r  to  s c re e n  fo r  re c o m b in a n ts .

106  M u lt ip le  a lig n m e n ts  o f N o V s  w e r e  g e n e r a te d  b y  C lu s ta lW

107 ( h t tp : / /w w w .e b i.a c .u k /T o o ls /m s a /c lu s ta lw 2 ) a n d  th e  p h y lo g e n e t ic  t re e s  w e r e

1 0 8  c o n s tru c te d  b y  th e  n e ig h b o r-jo in in g  m e th o d  w ith  1 0 0 0  b o o ts tra p  re p lic a te s  in

109 th e  m u ltip le  a l ig n m e n t p ro g ra m  M E G A  4 .1 .  S in c e  n o  re c o m b in a tio n  w a s

110  fo u n d , th e  e n t ire  n u c le o tid e  s e q u e n c e  w a s  u s e d , w ith  th e  s a m e  a lig n m e n ts ,

111  fo r  th e  c o n s tru c tio n  o f  th e  p h y lo g e n e t ic  t re e  w ith  all G I I .4  a v a ila b le  s e q u e n c e s

112  o f w h ic h  G I I .4  g e n o ty p e  w a s  th e  m o s t g e n e tic a lly  c lo s e  a c c o rd in g  to  B L A S T

113 c lu s te r in g . G e n o ty p in g  w a s  a ls o  c o n firm e d  u s in g  th e  N o V  g e n o ty p in g  too l

114 (v e rs io n  1 .0 ) ,(K r o n e m a n , 2 0 1 1 ) ,  w h ic h  r e v e a le d  s im ila r  resu lts .

115 B L A S T  re s u lts  u s in g  th e  A K 1  n u c le o tid e  s e q u e n c e  a s  q u e ry  s h o w e d  th a t

116  th e  to p  th re e  s e q u e n c e s  w ith  h ig h e s t s im ila rity  w e r e

117 H u /G I I .4 /C 0 0 0 0 7 9 5 2 /2 0 1 1 /U K ,  H u /G I I .4 /C 0 0 0 0 7 9 0 5 /2 0 1 1 /U K  a n d

1 1 8  H u /G I I .4 /C 0 0 0 0 7 8 9 3 /2 0 1 1 /U K  (q u e ry  c o v e r a g e = 9 8 %  a n d  m a x im u m

119 id e n t ity = 9 7 % ). T w o  O R F s  w e r e  in c lu d e d  s p a n n in g  n u c le o tid e s  4 2 9 5 - 5 1 0 4

120  a n d  5 0 8 5 - 5 3 7 0 ,  re s p e c tiv e ly . O R F 1  a n d  O R F 2  h a d  a n  o v e r la p  o f m o re  th a n

121  1 5  n u c le o tid e s  (n t 5 ,0 8 5 - 5 ,1 0 4 ) .

122  P h y lo g e n e t ic  a n a ly s is  b a s e d  o n  th e  p a rtia l g e n o m e , w a s  p e r fo rm e d , (F ig .1 )

123 a n d  A K 1  s tra in  w a s  c la s s if ie d  a s  G I I .4  g e n o ty p e  m o s t c lo s e ly  re la te d  to

124 H u /G I I .4 /C 0 0 0 0 7 9 5 2 /2 0 1 1 /U K ,  b u t fo rm in g  a  n e w  c lu s te r . T h u s , th e  n o v e l

125 c lu s te r  w a s  n a m e d  A K 1 /G I I .4 - 2 0 1 3 .

126  G I I .4  g e n o ty p e  w a s  in itia lly  re c o g n iz e d  in th e  m id -1 9 9 0 s ,  (N o e l, 1 9 9 9 ) .

127 D u rin g  1 9 9 6 , s tra in  U S 9 5 /9 6  w a s  re s p o n s ib le  fo r  8 5 %  o f th e  N o ro v ira l

1 2 8  o u tb re a k s  in th e  N e th e r la n d s  a n d  a p p ro x im a te ly  in 6 0 %  o f th e  o u tb re a k s  in

129 U n ite d  S ta te s , (V in je , 1 9 9 7 ) .  B e tw e e n  2 0 0 0  a n d  2 0 0 4 ,  U S 9 5 /9 6  w a s  re p la c e d
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130 b y  tw o  n e w  G I I .4  v a r ia n ts . In U n ite d  S ta te s , F a rm in g to n  H ills  s tra in

131 (W id d o w s o n , 2 0 0 4 )  w a s  a s s o c ia te d  w ith  a p p ro x im a te ly  8 0 %  o f a c u te

132 g a s tro e n te r it is  o u tb re a k s  o f N o ro v ira l o r ig in e  a n d  a t  th e  s a m e  t im e  in E u ro p e ,

133 a  n e w  G I I .4  v a r ia n t, G II .4 b , e m e r g e d  a n d  c a u s e d  o u tb re a k s , (L o p m a n , 2 0 0 4 ) .

134 In 2 0 0 4 ,  th e  H u n te r  G I I .4  v a r ia n t  w a s  d e te c te d  in A u s tra lia , E u ro p e , a n d  A s ia ,

135 (B u ll, 2 0 0 6 ) .  T h is  s tra in  w a s  re p la c e d  in e a r ly  2 0 0 6  b y  tw o  n e w  c o c irc u la tin g

136 G I I .4  v a r ia n ts  in U n ite d  S ta te s , E u ro p e , a n d  A s ia  a n d  fro m  2 0 0 6  a n d  o n w a rd s

137 b e c a m e  th e  p re d o m in a n t  c irc u la tin g  s tra in  in m a n y  c o u n tr ie s  in c lu d in g  C h in a ,

138 In d ia , J a p a n , K o re a , V ie tn a m , E g y p t, T u r k e y  a n d  Ita ly ,(R im o ld i,  2 0 1 1 ) .

139 In th is  re p o rt a  n o v e l s tra in  w a s  d e te c te d  in c lin ic a l s a m p le  A K 1  b e lo n g in g

140 to  G II .4  g e n o c lu s te r . P h y lo g e n e t ic  a n a ly s is , c la s s if ie d  A K 1  s tra in  a s  G II .4

141 g e n o ty p e  b u t fo rm in g  c le a r ly  a  n e w  c lu s te r  w ith  th e  m o s t g e n e tic a lly  c lo s e

142 v ira l s tra in s  ( H u /G I I .4 /C 0 0 0 0 7 9 5 2 /2 0 1 1 /U K ,H u /G I I .4 /C 0 0 0 0 7 9 0 5 /2 0 1 1 /U K  a n d

143 H u /G I I .4 /C 0 0 0 0 7 8 9 3 /2 0 1 1 /U K ,  q u e ry  c o v e r a g e = 9 8 %  a n d  m a x im u m

144 id e n t ity = 9 7 % ), a c c o rd in g  to  B L A S T  c lu s te r in g , a t  th e  n u c le o tid e  leve l.

145 T h e  re s u lts  o f  th e  p re s e n t  re p o rt p u t fo rw a rd  th a t  A K 1 /G I I .4 - 2 0 1 3  is th e  firs t

146 N o V  v a r ia n t  c h a ra c te r iz e d  in G r e e c e  a n d  m a y  b e  u s e d  fu r th e r  fo r  p h y lo g e n e tic

147 s tu d ie s  o n  N o V s  c irc u la tio n .

148

149 F ig . 1 P h y lo g e n e t ic  t re e  c o n s tru c t b a s e d  o n  p a rtia l s e q u e n c e s  o f  th e

150 O R F 1 a n d  O R F 2  o p e n  re a d in g  f ra m e s  o f N o V s . T h e  a n a ly s is  w a s  p e r fo rm e d

151 u s in g  M e g A lig n , v e rs io n  5 .1  (B E T A 3 ) .  T h e  d is ta n c e  w a s  c a lc u la te d  b y  th e

152 n e ig h b o r-jo in in g  m e th o d . N u m b e rs  a t  e a c h  b ra n c h  in d ic a te  b o o ts tra p  v a lu e s

153 fo r  th e  c lu s te rs  s u p p o rte d  b y  th a t  b ra n c h .

154
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155 A c k n o w le d g m e n ts . This w ork  w as  supported by research  G ran ts  of the

156 P o stg raduate  P rog ram m es ‘‘A pplications of M o lecu lar Biology- G enetics . D iagnostic

157 B iom arkers ,’’ code 3 8 1 7  and ‘‘B io technology,’’ code 3 4 3 9 , of the University of

158 Thessa ly , School of H ealth  S c ien ces, D ep artm en t of B iochem istry &  B iotechnology.

159

160

161 C o n flic t  o f  in te re s t. All authors dec lare  that they have no conflicting or dual

162 interests.

163

164 R e fe re n c e s

165

166  A m b e r t -B a la y  K, B o n  F, L e  G u y a d e r  F, P o th ie r  P, K o h li E. C h a ra c te r iz a t io n  o f

167 n e w  re c o m b in a n t  n o ro v iru s e s . J C lin  M ic ro b io l. 2 0 0 5 ; 4 3 ( 1 0 ) : 5 1 7 9 -8 6 .

1 6 8  B e r to lo tt i-C ia r le t  A , C ra w fo rd  S E , H u ts o n  A M , E s te s  M K . T h e  3 ' e n d  o f

169 N o rw a lk  v iru s  m R N A  c o n ta in s  d e te rm in a n ts  th a t  re g u la te  th e  e x p re s s io n

170 a n d  s ta b ility  o f th e  v ira l c a p s id  p ro te in  V P 1 :  a  n o v e l fu n c tio n  fo r  th e  V P 2

171 p ro te in . J V iro l. 2 0 0 3 ;7 7 (2 1  ) : 1 1 6 0 3 -1 5 .

172 B u ll R A , T u  E T , M c Iv e r  C J , R a w lin s o n  W D , W h ite  P A . E m e r g e n c e  o f a  n e w

173 n o ro v iru s  g e n o ty p e  II .4  v a r ia n t  a s s o c ia te d  w ith  g lo b a l o u tb re a k s  o f

174 g a s tro e n te r it is . J C lin  M ic ro b io l. 2 0 0 6 ;4 4 (2 ) : 3 2 7 - 3 3 .

175 D o n a ld s o n  E F , L in d e s m ith  L C , L o b u e  A D , B a ric  R S . N o ro v iru s  p a th o g e n e s is :

176 m e c h a n is m s  o f p e rs is te n c e  a n d  im m u n e  e v a s io n  in h u m a n  p o p u la tio n s .

177 Im m u n o l R e v . 2 0 0 8 ; 2 2 5 : 1 9 0 -2 1 1 .

178 G re e n  J, H e n s h ilw o o d  K, G a llim o re  C I, B ro w n  D W , L e e s  D N . A  n e s te d

179 re v e rs e  tra n s c r ip ta s e  P C R  a s s a y  fo r  d e te c t io n  o f s m a ll ro u n d -s tru c tu re d

180  v iru s e s  in e n v iro n m e n ta lly  c o n ta m in a te d  m o llu s c a n  s h e llfis h . A p p l E n v iro n

181  M ic ro b io l. 1 9 9 8 ;6 4 (3 ) : 8 5 8 - 6 3 .
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182  H o a  T r a n  T N , T r a in o r  E, N a k a g o m i T , C u n lif fe  N A , N a k a g o m i O . M o le c u la r

183 e p id e m io lo g y  o f  n o ro v iru s e s  a s s o c ia te d  w ith  a c u te  s p o ra d ic  g a s tro e n te r it is

184 in c h ild re n : g lo b a l d is trib u tio n  o f g e n o g ro u p s , g e n o ty p e s  a n d  G II .4  v a r ia n ts .

185 J C lin  V iro l. 2 0 1 3 ; 5 6 ( 3 ) :1 8 5 -9 3 .

186  K ro n e m a n  A , V e n n e m a  H , D e fo rc h e  K, v  d A v o o rt  H , P e n a r a n d a  S , O b e rs te

187 M S , V in je  J, K o o p m a n s  M . A n  a u to m a te d  g e n o ty p in g  to o l fo r  e n te ro v iru s e s

1 8 8  a n d  n o ro v iru s e s . J C lin  V iro l. 2 0 1 1 ;5 1 (2 ) : 1 2 1 - 5 .

189 L in d e s m ith  L C , D o n a ld s o n  E F , L o b u e  A D , C a n n o n  JL , Z h e n g  D P , V in je  J,

190 B a ric  R S . M e c h a n is m s  o f G I I .4  n o ro v iru s  p e rs is te n c e  in h u m a n

191 p o p u la tio n s . P L o S  M e d . 2 0 0 8  ;5 (2 ) :e 3 1 .

192 L o p m a n  B A , R e a c h e r  M H , V ip o n d  IB , S a ra n g i J, B ro w n  D W . C lin ic a l

193 m a n ife s ta tio n  o f n o ro v iru s  g a s tro e n te r it is  in h e a lth  c a r e  s e ttin g s . C lin  In fe c t

194 D is . 2 0 0 4 ; 3 9 ( 3 ) : 3 1 8 -2 4 .

195 M a r te l la  V , D e c a r o  N , L o ru s s o  E, R a d o g n a  A , M o s c h id o u  P, A m o r is c o  F,

196 L u c e n te  M S , D e s a r io  C , M a r i V , E lia  G , B a n y a i K, C a rm ic h a e l LE ,

197 B u o n a v o g lia  C . G e n e t ic  h e te ro g e n e ity  a n d  re c o m b in a tio n  in c a n in e

198 n o ro v iru s e s . J V iro l. 2 0 0 9 ;8 3 (2 1  ) : 1 1 3 9 1  -6 .

199 N o e l J S , A n d o  T , L e ite  J P , G re e n  K Y , D in g le  K E , E s te s  M K , S e to  Y , M o n ro e

2 0 0  S S , G la s s  R I. C o rre la t io n  o f  p a t ie n t im m u n e  re s p o n s e s  w ith  g e n e tic a lly

2 0 1  c h a ra c te r iz e d  s m a ll ro u n d -s tru c tu re d  v iru s e s  in v o lv e d  in o u tb re a k s  o f

2 0 2  n o n b a c te r ia l a c u te  g a s tro e n te r it is  in th e  U n ite d  S ta te s , 1 9 9 0  to  1 9 9 5 . J M e d

203 V iro l. 1 9 9 7 ;5 3 (4 ) : 3 7 2 - 8 3 .

204 N o e l J S , F a n k h a u s e r  R L , A n d o  T , M o n ro e  S S , G la s s  R I. Id e n tif ic a tio n  o f a

205 d is tin c t c o m m o n  s tra in  o f " N o rw a lk -l ik e  v iru s e s ” h a v in g  a  g lo b a l d is trib u tio n .

2 0 6  J In fe c t D is . 1 9 9 9 ; 1 7 9 ( 6 ) : 1 3 3 4 -4 4 .
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209

210 

211 

212

213

214

215

216

217

218

219

220 

221 

222

223

224

225

226

227

228

R im o ld i SG , S te fa n i F, P a g a n i C, C h e n a l LL, Z a n c h e tta  N, D i B a rto lo  I, 

L o m b a rd i A , R u g g e ri FM , Di L illo  D, Z u c c o tti G V , G is m o n d o  M R . 

E p id e m io lo g ic a l a n d  c lin ic a l c h a ra c te r is t ic s  o f p e d ia tr ic  g a s tro e n te r it is  

a s s o c ia te d  w ith  n e w  v ira l a g e n ts . A rc h  V iro l. 2 0 1 1 ;1 5 6 (9 ) :1 5 8 3 -9 .

S c h u ltz  A C , V e g a  E, D a ls g a a rd  A , C h r is te n s e n  LS, N o rru n g  B, H o o rfa r  J, 

V in je  J. D e v e lo p m e n t a n d  e v a lu a tio n  o f n o ve l o n e -s te p  T a q M a n  re a lt im e  

R T -P C R  a s s a y s  fo r  th e  d e te c t io n  a n d  d ire c t g e n o ty p in g  o f g e n o g ro u p  I a n d  

II n o ro v iru s e s . J C lin  V iro l. 2 0 1 1 ;5 0 (3 ) :2 3 0 -4 .

S ie b e n g a  JJ, V e n n e m a  H, R e n c k e n s  B, d e  B ru in  E, va n  d e r V e e r  B, S ie ze n  

RJ, K o o p m a n s  M. E p o c h a l e v o lu tio n  o f G G II.4  n o ro v iru s  c a p s id  p ro te in s  

fro m  19 9 5  to  2 0 0 6 . J V iro l. 2 0 0 7 ;8 1 (1 8 ):9 9 3 2 -4 1 .

V in je  J, A lte n a  SA , K o o p m a n s  M P . T h e  in c id e n c e  a n d  g e n e tic  v a r ia b ility  o f 

s m a ll ro u n d -s tru c tu re d  v iru s e s  in o u tb re a k s  o f g a s tro e n te r it is  in T h e  

N e th e rla n d s . J In fe c t D is. 1 9 9 7 ;1 7 6 (5 ):1 3 7 4 -8 .

W a n g  J, J ia n g  X, M a d o re  HP , G ra y  J, D e s s e lb e rg e r U, A n d o  T, S e to  Y , O ish i

I, L e w  JF , G re e n  KY, e t al. S e q u e n c e  d iv e rs ity  o f sm a ll, ro u n d -s tru c tu re d  

v iru s e s  in th e  N o rw a lk  v iru s  g ro u p . J V iro l. 1 9 9 4 ;6 8 (9 ):5 9 8 2 -9 0 .

W id d o w s o n  M A , C ra m e r EH , H a d le y  L, B re s e e  JS , B e a rd  RS, B u le n s  SN , 

C h a r le s  M, C h e g e  W , Is a k b a e v a  E, W r ig h t JG , M in tz  E, F o rn e y  D, M a s s e y

J, G la s s  RI, M o n ro e  SS. O u tb re a k s  o f a c u te  g a s tro e n te r it is  on  c ru is e  s h ip s  

a n d  on  land : id e n tif ic a tio n  o f a  p re d o m in a n t c irc u la tin g  s tra in  o f n o ro v iru s --  

U n ite d  S ta tes , 2 0 0 2 . J In fe c t D is. 2 0 0 4 ;1 9 0 (1 ) :2 7 -3 6 .
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