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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Οι Νόροϊοι, Ρόταϊοι, Αδένοϊοι και Άστροϊοι αποτελούν σημαντικά παθογόνα του 

ανθρώπου που σχετίζονται με την πρόκληση γαστρεντερίτιδας. Οι Νόροϊοι, Ρόταϊοι 

και Άστροϊοι είναι RNA ιοί γεγονός που τους καθιστά ευμετάβλητους ενώ οι 

Αδένοϊοι έχοντας γονιδίωμα DNA είναι λιγότερο επιρρεπείς στις γενετικές 

αναδιατάξεις. Οι γενετικές ομάδες που έχουν συσχετισθεί με πρόκληση 

γαστρεντερίτιδας στον άνθρωπο είναι για τους Νόροϊους GI, GII και GIV, για τους 

Ρόταϊους της ομάδας Α οι G1, G2, G3, G4, G9 και G12, για τους Αδένοϊους οι 

ορότυποι 40 και 41, για τους Άστροϊούς οι ορότυποι HastV 1-8.

Τα επιδημιολογικά δεδομένα για την Ελλάδα όσον αφορά τις γαστρεντερίτιδες 

ιογενούς αιτιολογίας οφειλόμενες στους Νόροϊους, Ρόταϊους, Αδένοϊους και 

Άστροϊους είναι λιγότερα συγκριτικά με τα αντίστοιχα των αναπτυγμένων χωρών. 

Στην παρούσα διατριβή, πραγματοποιήθηκε έρευνα σε μοριακό επίπεδο για την 

ταυτοποίηση και γονιδιακή ανάλυση των ιικών στελεχών που προκαλούν 

γαστρεντερίτιδα στον άνθρωπο με στόχο να αναγνωριστεί το γενοτυπικό προφίλ 

τους και τυχόν μεταβολές αυτού. Παράλληλα, επιδιώκεται και μία εκτίμηση των 

διαγνωστικών προσεγγίσεων που χρησιμοποιούνται στο κλινικό εργαστήριο για την 

ανίχνευση τους. Για την επίτευξη των στόχων συλλέχθηκαν 640 διαρροϊκά δείγματα 

κοπράνων από νοσηλευόμενους ασθενείς κατά τη χρονική περίοδο 2008-2013 που 

είχαν αποσταλεί από τις κλινικές του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας στο 

εργαστήριο μικροβιολογίας για την αναζήτηση εντεροπαθογόνων. Μέρος του 

δείγματος, συλλέχθηκε και αποθηκεύτηκε σε συνθήκες βαθιάς κατάψυξης (-80 oC). 

Καταγράφηκαν στοιχεία σχετικά με φύλο, ηλικία και ημερομηνία. Στο σύνολο των 

δειγμάτων πραγματοποιήθηκε screening με real time PCR όπου ανιχνεύθηκαν 105 

δείγματα θετικά σε Ρόταϊους, 51 δείγματα θετικά σε Νόροϊους,23 θετικά σε 

Αδένοϊους και 2 θετικά δείγματα σε Άστροϊους. Το υψηλό ποσοστό θετικών 

δειγμάτων σε Ρόταϊους αιτιολογείται από τη μικρή μολυσματική δόση, το μεγάλο 

ιικό φορτίο που αποβάλλεται στα κόπρανα και την αυξημένη ανθεκτικότητα που 

παρουσιάζει ο ιός στις περιβαλλοντικές συνθήκες. Στα θετικά δείγματα ακολούθησε 

συμβατική PCR για τον καθορισμό των γονιδιακών τύπων. Στους Ρόταϊους, ο πιο 

συχνός τύπος που ανιχνεύθηκε ήταν ο G4P[8] και ο αμέσως επόμενος ήταν ο
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G1P[8]. Κατά τη μελέτη μας πραγματοποιήθηκε και η τυποποίηση ενός σημαντικού 

αριθμού θετικών δειγμάτων Ροταϊών με τη χρήση multiplex PCR. Στους Νόροϊους τα 

47 εξ' αυτών τυποποιήθηκαν ως GII και τα 4 ως GI. Σε ενδεικτική περαιτέρω μοριακή 

τυποποίηση θετικών με τη Real Time PCR δειγμάτων, έξι δείγματα τύπου GII 

βρέθηκε ότι ανήκουν στο γενότυπο GII.4 ενώ ένα δείγμα του τύπου GI ανήκε επίσης 

στο γενότυπο GI.2. Η φυλογενετική ανάλυση επέδειξε ότι όλα τα στελέχη των 

οποίων οι αλληλουχίες αναγνώστηκαν είναι όμοια σε μεγάλο βαθμό με στέλεχη που 

κυκλοφορούν παγκοσμίως. Στην εκτίμηση των διαγνωστικών προσεγγίσεων που 

χρησιμοποιούνται στο κλινικό εργαστήριο για την ανίχνευση της παρουσίας 

ρόταϊων πραγματοποιήθηκε σύγκριση ανοσοχρωματογραφικού τεστ ICT, 

συμβατικής PCR, και real time RT-PCR όπου διαπιστώθηκε ότι η ευαισθησία του 

ανοσοχρωματογρα-φικού τεστ (ICT) και της συμβατικής cPCR είναι σχεδόν 

παρόμοια με τιμές 75,24% και 77,14% αντίστοιχα.
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Summary

Noroviruses, Rotaviruses, Adenoviruses and Astroviruses constitute important 

human pathogens which cause gastroenteritis illness. Noroviruses, Rotaviruses and 

Astroviruses contain RNA genome therefore manifesting increased genetic 

variability, while Adenoviruses which are DNA viruses, are less prone to genetic 

variation. The genetic groups correlated to gastroenteritis illness in humans are 

Norovivirus GI, GII and GIV, Rotaviruses group A G1, G2, G3, G4, G9 and G12, and for 

Astroviruses serotypes *HastV 1-8.

Epidemiological data for Greece concerning viral gastroenteritis due to Noroviruses, 

Rotaviruses, Adenoviruses and Astroviruses are less compared to relative data from 

developed countries. In the present dissertation, research was performed at the 

molecular level for the identification and genetic analysis of viral strains which 

cause gastroenteritis in humans with the aim to recognize their genotypic profile and 

genetic variation. In parallel, an attempt was made to evaluate diagnostic methods 

used for their detection in the clinical laboratory. A total of 640 diarrheal stool 

samples were collected from hospitalized patients during the period 2008-2013 and 

sent by clinics of University hospital in Larissa to the microbiology laboratory for the 

detection of enteropathogens. Part of the sample was collected and stored at - 

80oC. Patient data were registered (sex, age, date). All samples were screened 

using real time PCR where there were detected 105 positive samples for 

Rotaviruses, 51 positive for Norovivirus, 23 positive for Adenoviruses and 2 positive 

for Astroviruses. The high number of positive samples to Rotaviruses is explained 

by the low infectious dose, the increased viral load excreted in stools and increased 

resistance Rotaviruses exhibit in environmental conditions. Positive samples were 

screened by conventional PCR to determine genotypes. In Rotaviruses, type G4P[8] 

was mostly detected followed by G1P[8]. During our study there was performed the 

typing of a significant number of Rotaviruses from clinical samples by multiplex 

PCR. In Noroviruses, 47 were typed as GII and 4 as GI. In further molecular typing of 

positive samples by Real Time PCR, six type GII viruses were found to belong to 

genotype GII.4 while one virus of type GI to genotype GI.2. Phylogenetic analysis of
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viral sequences showed that the majority of these viruses were identical to 

circulating viral strains, worldwide. Concerning the evaluation of diagnostic 

approaches to Rotavirus detection employed in the clinical laboratory, there were 

compared an immunochromatography assay (ICT), a conventional PCR, and a real 

time RT-PCR, which showed that the sensitivity of ICT and cPCR are about the same, 

with values of 75,24% and 77,14%, respectively.
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ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΤΩΝ ΡΟΤΑΪΩΝ ΣΕ 
ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΑΠΟ ΚΛΙΝΙΚΟ ΔΕΙΓΜΑ ΚΟΠΡΑΝΩΝ

2.6.1. ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΨΥΞΗΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕΙΡΑΣ VERO(ATCC® 
CCL-81™) ΑΠΟ ΥΓΡΟ ΑΖΩΤΟ ΚΑΙ ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΣΕ ΦΛΑΣΚΕΣ 25 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΤΩΝ ΙΩΝ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ REAL 
TIME PCR

3.1.1 ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΤΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008
2013

3.1.1.1. ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΤΙΚΑ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ 
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ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013, ΑΝΑ ΦΥΛΟ 
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ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΙΙΚΩΝ ΣΩΜΑΤΙΩΝ
7 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΑΣΤΡΟΪΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΗΣ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΙΙΚΩΝ ΣΩΜΑΤΙΩΝ
8 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΘΕΤΙΚΟΥ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΥ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΟΣ 

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΡΟΤΑΪΟΥ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΜΕ REAL 
TIME PCR

9 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΘΕΤΙΚΟΥ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΥ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΟΣ 
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΆΣΤΡΟΪΟΥ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΜΕ 
REAL TIME PCR.

10 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΘΕΤΙΚΟΥ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΥ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΟΣ 
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΆΔΕΝΟΪΟΥ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΜΕ 
REAL TIME PCR

11 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΘΕΤΙΚΟΥ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΥ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΟΣ 
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΡΟΤΑΪΟΥ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΜΕ REAL 
TIME PCR.

12 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΝΟΡΟΪΩΝ GI ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΙΙΚΩΝ ΣΩΜΑΤΙΩΝ

13 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΝΟΡΟΪΩΝ GII ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΙΙΚΩΝ ΣΩΜΑΤΙΩΝ

14 ΣΧΗΜΑΤΙΚΗ ΑΝΑΠΑΡΑΣΤΑΣΗ ΚΑΘΟΡΙΣΜΟΥ ΤΟΥ ΓΟΝΟΤΥΠΟΥ ΤΗΣ VP7 
ΠΕΡΙΟΧΗΣ

15 ΣΧΗΜΑΤΙΚΗ ΑΝΑΠΑΡΑΣΤΑΣΗ ΚΑΘΟΡΙΣΜΟΥ ΤΟΥ ΓΟΝΟΤΥΠΟΥ ΤΗΣ VP4 
ΠΕΡΙΟΧΗΣ

16 ΕΙΚΟΝΑ ΓΕΛΗΣ ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΤΗΣ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗΣ ΤΩΝ ΡΟΤΑΪΩΝ ΚΑΤΑ P
17 ΕΙΚΟΝΑ ΓΕΛΗΣ ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΗ ΤΗΣ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗΣ ΤΩΝ ΡΟΤΑΪΩΝ ΚΑΤΑ G
18 ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΑ ΔΕΝΤΡΑ ΓΙΑ ΘΕΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΡΟΤΑΪΩΝ 

ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΙΣ ΓΕΝΩΜΙΚΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ VP4 (P TYPING) ΚΑΙ VP7 (G 
TYPING)

19 ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΟ ΔΕΝΤΡΟ ΓΙΑ ΘΕΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΡΟΤΑΪΩΝ 
ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΗ ΓΕΝΩΜΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ VP6

20 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΓΙΑ ΝΟΡΟΪΟ GII
21 ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΟ ΔΕΝΤΡΟ ΚΑΤΑΣΚΕΥΑΣΜΕΝΟ ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΙΣ ΜΕΡΙΚΕΣ 

ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ ΤΟΥ ΚΑΨΙΔΙΟΥ ΤΟΥ ΙΟΥ. ΤΑ ΣΤΕΛΕΧΗ 
ΟΜΑΔΟΠΟΙΗΘΗΚΑΝ ΜΕ ΤΗΝ GM.4 ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΟΜΑΔΑ

22 ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΟ ΔΕΝΤΡΟ ΚΑΤΑΣΚΕΥΑΣΜΕΝΟ ΜΕ ΒΑΣΗ ΜΕΡΙΚΕΣ 
ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ VP1. ΤΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΟΜΑΔΟΠΟΙΗΘΗΚΑΝ ΜΕ 
ΤΗΝ GI.2 ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΟΜΑΔΑ
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1. ΡΟΤΑΪΟΙ

1.1. ΔΟΜΗ

Εικόνα 1. Σχηματική αναπαράσταση δομής Ρόταϊου.

Η μορφολογία των ιικών σωματιδίων αποτελεί διακριτικό γνώρισμα των ροταϊών 
μετά από παρατήρηση στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, όπου διαπιστώνονται τρεις 
τύποι σωματιδίων. Το βίριο των ροταϊών (Rotaviruses, RVs), δηλαδή το πλήρως 
μολυσματικό ιικό σωματίδιο, αποτελείται από τρεις στιβάδες πρωτεϊνών (triple
layered particle, TLP). Η εμφάνιση τύπου «τροχού» («rota» στα λατινικά) των 
σωματιδίων των ροταϊών στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, αποτέλεσε την αιτία για να 
δοθεί το όνομα Rotavirus σε αυτό το γένος [1]. Τα TLPs έχουν διάμετρο 100 nm, η 
οποία θεωρείται σχετικά μεγάλη για έναν ιό που δεν φέρει φάκελο και έχει 
εικοσαεδρική συμμετρία. Το βίριο διαθέτει 132 κανάλια κατά μήκος των αξόνων 
πενταπλής (12 κανάλια της κατηγορίας Ι), τριπλής και διπλής συμμετρίας (60 κανάλια 
κατηγορίας II και 60 κανάλια κατηγορίας ΙΙΙ αντίστοιχα) [2].

Τα σωματίδια δύο στιβάδων (double-layered particles, DLPs), διαθέτουν τριμερείς 
υπομονάδες του εσωτερικού καψιδίου οι οποίες προβάλλουν στην επιφάνεια τους. 
Τα DLPs καλύπτονται από 260 τριμερή της ιικής πρωτεΐνης VP7 (Viral Protein 7) και 
60 προεξοχές από τριμερή της VP4 (= 180 μόρια) και σχηματίζουν τα TLPs. Τα 
σωματίδια μονής στιβάδας (single layered particle SLP) αποτελούνται από 120 μόρια 
ιικής πρωτεΐνης VP2 τα οποία είναι διατεταγμένα ως 60 διμερή σε συμμετρία Τ=1. 
Πέντε από τα διμερή σχηματίζουν ένα δεκαμερές γύρω από τον πενταπλό άξονα 
συμμετρίας και 12 δεκαμερή σχηματίζουν το στρώμα της πυρηνικής πρωτεΐνης. Η 
πυρηνική πρωτεΐνη παρουσιάζει ομοιομορφία με εξαίρεση των παρουσία μικρών 
πόρων κατά μήκος του πενταπλού άξονα [3].

Στον πυρήνα βρίσκεται το ιικό γένωμα που αποτελείται από 11 τμήματα διπλής 
έλικας RNA (double stranded RNA, dsRNA), η RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση
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(RNA dependent RNA polymerase, RdRp), η VP1 και το ένζυμο κάλυψης VP3. Τα 
σύμπλοκα των ενζύμων αντιγραφής, που αποτελούνται από την VP1 και την VP3, 
βρίσκονται στο εσωτερικό του πυρήνα, στον άξονα της πενταπλής συμμετρίας 
απέναντι από τα κανάλια της κατηγορίας I [3-5] και βρίσκονται σε επαφή με ένα 
συγκεκριμένο τμήμα του γενώματος του ιού μέσω της VP1 [6].

Έχει προταθεί ότι τα τμήματα RNA του γενώματος του ιού σχηματίζουν κωνικούς 
κυλίνδρους γύρω από τα σύμπλοκα αναδιπλασιασμού [2]. Ωστόσο, μόλις πρόσφατα 
ξεκίνησε η διερεύνηση των λεπτομερειών που αφορούν στη δομή του dsRNA μέσα 
στον πυρήνα του ιικού σωματιδίου. Τα 11 τμήματα RNA του γενώματος του ιού 
έχουν πολύ μικρές, πλήρως συντηρημένες ακολουθίες τερματικών νουκλεοτιδίων 5' - 
GGC · · · ACC-3'. Οι μη μεταφρασμένες περιοχές (Untranslated Regions, UTR) των 
τμημάτων RNA (θετικής πολικότητας) είναι μικρές, 9-48 νουκλεοτίδια στο 5 'άκρο και 
17-182 νουκλεοτίδια στο 3' άκρο. Τα 5' και 3' άκρα είναι μερικής ανεστραμμένης 
συμπληρωματικότητας και υπόκεινται σε αλληλεπιδράσεις μεγάλου εύρους (Long 
Range Interactions, LRI) [7]. Αυτές στο άκρο 3' λειτουργούν ως σήματα αναγνώρισης 
της RdRp [8] και επίσης αλληλεπιδρούν με την NSP3 [9] η οποία εμπλέκεται στην 
ενεργοποίηση της μετάφρασης. Η VP1 σχηματίζει μια δομή τύπου «κλουβί» που 
διακόπτεται από τέσσερεις σήραγγες οι οποίες έχει προταθεί ότι χρησιμεύουν στα 
εξής: (1) την είσοδο ελεύθερων τριφωσφορικών νουκλεοτιδίων (nucleoside 
triphosphates, NTPs) (2) την είσοδο του ssRNA που χρησιμεύει ως πρότυπο, (3) την 
έξοδο του προϊόντος (+) ssRNA και (4) την έξοδο του (-)ssRNA (μεταγραφή) ή dsRNA 
(αναδιπλασιασμός).

1.2. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ

Οι Ροταϊοί ανήκουν στο γένος Rotavirus, ένα από τα 15 γένη της οικογένειας 
Reoviridae η οποία υποδιαιρείται στις υπο-οικογένειες Sedoreovirinae (γένη 
Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus, Seadornavirus) και 
Spinareovirinae (γένη Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, 
Idnoreovirus, Mycoreovirus, Orthoreovirus, Oryzavirus). Με βάση την ορολογική 
αντίδραση και τη γενετική ποικιλομορφία της VP6, έχουν διαφοροποιηθεί 
τουλάχιστον οχτώ διαφορετικές ομάδες, οι οποίες καλούνται επίσης είδη (RVA-RVH) 
[10]. Τα είδη RVA αποτελούνται από 27 τύπους G (σύμφωνα με την αλληλουχία 
νουκλεοτιδίων της VP7) και 27 τύπους P (σύμφωνα με την αλληλουχία νουκλεοτιδίων 
της VP4 [11]. Για τους τύπους G, οι ορότυποι και οι γενότυποι είναι συνώνυμοι π.χ. 
G1, G2, κλπ. Για τους τύπους P, υπάρχουν πολλοί περισσότεροι γενότυποι P σε σχέση 
με τους ορούς αναφοράς που προσδιορίζουν τους ορότυπους P. Κατά συνέπεια, έχει 
εισαχθεί ένα σύστημα διπλής ονομασίας π.χ. το P1A[8] αναφέρεται στον ορότυπο 
P1A και στον γενότυπο P8 κλπ [12]. Για τους RVA έχει προταθεί μια πιο
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ολοκληρωμένη ταξινόμηση που βασίζεται στην αλληλουχία των νουκλεοτιδίων 
ολόκληρου του γωνιδιώματος σύμφωνα με την οποία έχουν αναγνωριστεί και 
διαφοροποιηθεί οι γενότυποι VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3- 
NSP4-NSP5/6 [11]. Πρόσφατα, έχουν αρχίσει να παρουσιάζονται παρόμοιες 
διαφοροποιήσεις και στους γενότυπους των RVBs και των RVCs [13,14].

1.3. ΓΟΝΙΔΙΩΜΑ

Το γονιδίωμα των RVA έχει μέγεθος περίπου 18,500 bp και αποτελείται από 11 
τμήματα dsRNA που κωδικοποιούν έξι δομικές (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7) και έξι 
μη δομικές πρωτεΐνες (NSP1-NSP5/6). Το κάθε τμήμα κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη με 
εξαίρεση το τμήμα 11 που κωδικοποιεί δύο πρωτεΐνες. Τα τμήματα του 
γονιδιώματος έχουν μέγεθος από 667 έως 3302 bp. Το αποπρωτεϊνωμένο γένωμα 
dsRNA του ροταϊού δεν είναι μολυσματικό, υποδεικνύοντας ότι τα ιικά σωματίδια 
περιέχουν τη δική τους RdRp για τη μεταγραφή των μεμονωμένων τμημάτων RNA σε 
ενεργό mRNA. Η συσκευασία των τμημάτων RNA στο καψίδιο του ροταϊού απαιτεί 
στενές αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-RNA [15]. Ωστόσο, οι πρωτεΐνες που είναι άμεσα 
υπεύθυνες για τη συσκευασία των τμημάτων RNA παραμένουν άγνωστες. Αν και οι 
δομικές πρωτεΐνες που υπάρχουν στον πυρήνα των ιικών σωματιδίων (VP1, VP2 και 
VP3) είναι προφανείς υποψήφιοι, οι μη δομικές πρωτεΐνες μπορεί επίσης να 
διαδραματίζουν κάποιο ρόλο.

Οι αλληλουχίες διαφορετικών στελεχών ροταϊού παρουσιάζουν κάποια γενικά 
χαρακτηριστικά ως προς τη δομή κάθε τμήματος του γονιδιώματος. Κάθε τμήμα RNA 
θετικής πολικότητας ξεκινά με μία γουανιδίνη στο 5' άκρο, ακολουθούμενη από ένα 
σύνολο συντηρημένων αλληλουχιών που είναι τμήμα των μη κωδικοποιητικών 
περιοχών του 5' άκρου. Ακολουθεί ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (Open Reading 
Frame, ORF) που κωδικοποιεί το πρωτεϊνικό προϊόν και τελειώνει με το κωδικόνιο 
λήξης. Στη συνέχεια βρίσκεται μια άλλη σειρά μη κωδικοποιητικών αλληλουχιών που 
περιέχει ένα υποσύνολο συντηρημένων αλληλουχιών στο 3' άκρο και τελειώνει με 
δύο τερματικές κυτιδίνες. Σχεδόν όλα τα mRNAs τελειώνουν με την αλληλουχία 5'- 
UGUGACC-3' και αυτές οι αλληλουχίες περιέχουν σημαντικά σήματα για τη γονιδιακή 
έκφραση και την αντιγραφή του γονιδιώματος. Τα τελευταία τέσσερα νουκλεοτίδια 
των mRNAs λειτουργούν ως ενισχυτές της μετάφρασης [9].

Μία από τις πιο ενδιαφέρουσες πτυχές του κύκλου αντιγραφής των ροταϊών 
σχετίζεται με τον μηχανισμό αντιγραφής και συσκευασίας των 11 ιικών mRNAs. Τα 11 
mRNAs πρέπει να μοιράζονται κοινά cis-acting σήματα επειδή όλα αντιγράφονται με 
την ίδια πολυμεράση και η ακολουθία UGUG αναγνωρίζεται από την πολυμεράση με 
βάση την ειδικότητα των βάσεων [16]. Επιπλέον, κάθε mRNA πρέπει να περιέχει ένα
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σήμα που είναι μοναδικό, προκειμένου τα 11 mRNA να διακρίνονται το ένα από το 
άλλο κατά τη διάρκεια της συσκευασίας. Γενικά, οι συντηρημένες τερματικές 
αλληλουχίες στα τμήματα του γονιδιώματος περιέχουν cis-acting σήματα που είναι 
σημαντικά για τη μεταγραφή, τη μετάφραση, τη μεταφορά του RNA, την αντιγραφή, 
τη συσκευασία ή την ενκαψιδίωση των τμημάτων του ιικού γονιδιώματος. Μερικά 
από τα cis-acting σήματα για την αντιγραφή και τη μετάφραση του RNA του ιού 
έχουν αναγνωριστεί, αλλά τα σήματα συσκευασίας ή ενκαψιδίωσης παραμένουν 
άγνωστα [17].

Τα γονίδια των ροταϊων μπορούν να «αναδιατάσσονται» λόγω των μερικών 
επαναλήψεων ή διαγραφών των τμημάτων RNA που παράγονται από ειδικές μορφές 
ενδογενούς ανασυνδυασμού [12]. Οι ιοί κάθε ομάδας είναι ικανοί για γενετική 
αναδιάταξη, αλλά η αναδιάταξη αφορά στους ιούς που ανήκουν σε διαφορετικές 
ομάδες και έτσι οι ομάδες των RVs θεωρούνται μοναδικά είδη. Γενικά, οι ιοί που 
περιέχουν αναδιαταχθέντα τμήματα γονιδιώματος δεν είναι ελαττωματικοί και τα 
αναδιαταχθέντα τμήματα μπορούν να αναδιοργανώσουν και να αντικαταστήσουν τα 
κανονικά τμήματα RNA σε δομικό και λειτουργικό επίπεδο. Αυτοί οι ιοί δεν έχουν 
πλεονέκτημα ανάπτυξης, αλλά παρουσιάζουν ένα πλεονέκτημα επιλογής για την 
ενσωμάτωση σε ιικούς απογόνους [18]. Σε τέτοια σωματίδια μπορούν να 
συσκευαστούν μέχρι 1.800 πρόσθετα ζεύγη βάσεων χωρίς να προκαλούν 
ανιχνεύσιμες αλλαγές στη διάμετρο των σωματιδίων ή εμφανείς τιμές 
ιζηματοποίησης. Η πυκνότητα των σωματιδίων που περιέχουν αναδιαταχθέντα 
τμήματα γονιδιώματος μπορεί ωστόσο να αυξηθεί και είναι ανάλογη με τον αριθμό 
των επιπρόσθετα συσκευασμένων ζευγών βάσεων [15]. Έτσι, οι ροταϊοί μπορούν να 
συσκευάζουν επιπλέον γονιδιωματικό RNA, αν και το ανώτερο όριο είναι άγνωστο.

1.4. ΚΥΚΛΟΣ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ

Οι RVs παρουσιάζουν τροπισμό προς τα διαφοροποιημένα εντεροκύτταρα του 
λεπτού εντέρου, υποδεικνύοντας ότι αυτά τα κύτταρα εκφράζουν ειδικούς υποδοχείς 
για την πρόσδεση του ιού και την είσοδο του στα κύτταρα. Ωστόσο, η εξω-εντερική 
εξάπλωση του ροταϊού που έχει παρατηρηθεί σε ανθρώπους και σε όλα τα ζωικά 
μοντέλα που μελετήθηκαν [15], αποτελούν ενδειξη της ύπαρξης μεγάλου εύρους 
κυττάρων ξενιστών και πρόσθετων πιθανών υποδοχέων. Τα γενικά χαρακτηριστικά 
της αντιγραφής των ροταϊών (με βάση τις μελέτες που έχουν γίνει σε καλλιέργειες 
νεφρικών κυττάρων πιθήκου) είναι τα παρακάτω [12,15]:

1. Η καλλιέργεια των περισσότερων στελεχών του ιού απαιτεί την προσθήκη 
εξωγενών πρωτεασών στο μέσο καλλιέργειας. Αυτό εξασφαλίζει τη μολυσματικότητα

5

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



των ιικών σωματιδίων μέσω της διάσπασης της πρωτεΐνης VP4 του εξωτερικού 
καψιδίου.

2. Η αντιγραφή πραγματοποιείται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασμα.

3. Τα κύτταρα δεν περιέχουν ένζυμα για την αντιγραφή του dsRNA. Ως εκ τούτου, το 
ιικό σωματίδιο πρέπει να περιέχει τα απαραίτητα ένζυμα.

4. Η μεταγραφή λειτουργεί τόσο για την παραγωγή πρωτεΐνών όσο και για την 
παραγωγή αρνητικού κλώνου RNA. Μόλις ο συμπληρωματικός ο κλώνος αρνητικής 
πολικότητας συντεθεί, παραμένει συνδεδεμένος με τον κλώνο θετικής πολικότητας.

5. Τα τμήματα dsRNA σχηματίζονται μέσα στο «εκκολαπτόμενο» υποϊικό σωματίδιο 
και τα ελεύθερα dsRNA ή τα ελεύθερα ssRNA αρνητικής πολικότητας γενικά δεν 
ανευρίσκονται σε μολυσμένα κύτταρα.

6. Η αντιγραφή του RNA συμβαίνει εντός των κυτταροπλασματικών βιροπλασμάτων.

7. Τα υποϊικά σωματίδια σχηματίζονται στα βιροπλάσματα και ωριμάζουν μέσω της 
σύνδεσης με τη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου. Κατά τη διάρκεια της 
διαδικασίας αυτής, τα σωματίδια αποκτούν το εξωτερικό τους πρωτεϊνικό καψίδιο.

8. Τα επίπεδα του ενδοκυτταρικού ασβεστίου είναι σημαντικά για τον έλεγχο της 
συγκρότησης του ιού και της ακεραιότητας των σωματιδίων.

9. Η απελευθέρωση των ιικών σωματιδίων γίνεται μετά από λύση των μολυσμένων 
κυττάρων.

1.4.1. ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ ΤΟΥ ΙΙΚΟΥ ΣΩΜΑΤΙΔΙΟΥ

Η προσρόφηση των RVs είναι μια πολύπλοκη διαδικασία [19]. Αρχικά, το 
μολυσματικό σωματίδιο (TLP), αντιδρά μέσω των προεξοχών της VP4 (VP4 spikes) με 
τους κυτταρικούς υποδοχείς (υποδοχείς προσρόφησης). Οι υποδοχείς περιέχουν 
σιαλικά οξέα (sialic acid, SA) στις τερματικές ή υπο-τερματικές θέσεις [20,21]. Η 
κατεργασία των κυττάρων με νευραμινιδάση εμποδίζει τη μόλυνσή τους από 
συγκεκριμένα στελέχη RVs (π.χ. SA11) τα οποία θεωρούνται ευαίσθητα στα SA [22]. 
Άλλα στελέχη που μπορούν να μολύνουν κύτταρα τα οποία έχουν προηγουμένως 
υποστεί κατεργασία με νευραμινιδάση, αρχικά ονομάστηκαν SA-ανθεκτικά (π.χ. Wa 
και DS-1). Αργότερα όμως φάνηκε ότι προσδένονται σε υποδοχείς που περιέχουν SA 
σε εσωτερικές θέσεις των γλυκολιπιδίων τα οποία δεν είναι ευαίσθητα στη 
νευραμινιδάση π.χ. η γαγγλιοσίδη GM1 [23]. Για την προσρόφηση διαμεσολαβεί η 
υπομονάδα VP8 της VP4 καθώς η ρηχή αύλακα της επιφάνειας της VP8* αντιδρά με
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τα SA των κυτταρικών γλυκανών [20,21]. Πρόσφατα, φάνηκε ότι ορισμένα στελέχη RV 
(π.χ. το G10P[11]) προσδένονται σε μη SA που περιέχουν αντιγόνα ομάδας αίματος 
(histo blood group antigens, HBGA) μέσω του μοτίβου Ga^1-4GlcNAc [24-26]. Όσον 
αφορά στον γενότυπο P[8], η αντίδρασή του με τον υποδοχέα HBGA εξαρτάται από 
ένα λειτουργικό ένζυμο FUT2 [27]. Επίσης ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι κάποιοι 
RVs και νοροϊοί χρησιμοποιούν πολυμορφικούς HBGA υποδοχείς για την 
προσρόφηση [28]. Διάφορα μόρια της κυτταρικής επιφάνειας μπορούν να 
λειτουργούν ως συν-υποδοχείς (μετά την προσρόφηση) όπως είναι ορισμένες 
ιντεγκρίνες (α2β1, ανβ3, αχβ2, α4β1) οι οποίες αντιδρούν με μοτίβα ιντεγκρίνης στην 
VP5 ή την VP7 (μοτίβο DGE για την VP5 ή μοτίβα GRP και CNP στην VP7) [12,29] , ή 
με την συγγενή πρωτεΐνη θερμικού σοκ 70 (heat shock cognate protein 70, Hsc70) 
του ανθρώπου [30]. Όλοι οι συν-υποδοχείς συνδέονται με λιπίδια π.χ. τα λιπίδια που 
είναι ανθεκτικά στα απορρυπαντικά που βρίσκονται κοντά στην κυτταροπλασματική 
μεμβράνη λειτουργούν ως πλατφόρμες στις οποίες συνδέονται τα TLPs [31]. Η 
σημασία διάφορων υποδοχέων για τη μόλυνση των ανθρώπων από RV βρίσκεται υπό 
διερεύνηση [32]. Θα πρέπει επίσης να σημειωθεί ότι ορισμένα στελέχη RV 
προκαλούν αιμοσυγκόλληση [33] και ότι για την αντίδραση αυτή είναι υπεύθυνη η 
VP8 υπομονάδα της VP4 [34].

1.4.2. ΕΙΣΟΔΟΣ ΚΑΙ ΑΠΕΚΔΥΣΗ ΤΟΥ ΙΙΚΟΎ ΣΩΜΑΤΙΔΙΟΥ

Μετά την αρχική πρόσδεση στα κύτταρα, η είσοδος των ιικών σωματιδίων είναι μια 
συντονισμένη διαδικασία πολλαπλών σταδίων που περιλαμβάνει μια σειρά αλλαγών 
στη διαμόρφωση των πρωτεϊνών του καψιδίου και ενδοκυτταρικές οδούς. Επειδή η 
αρχική σύνδεση VP8 - γλυκάνης έχει σχετικά χαμηλή συνάφεια, η είσοδος του ιού 
είναι πιθανώς υπεύθυνη, εν μέρει, για τον τύπο του κυττάρου και την ειδικότητα ως 
προς τον ξενιστή [15]. Οι κρυσταλλογραφικές δομές των συμπλεγμάτων VP8 -SA 
υποδεικνύουν ελάχιστες μεταβολές στη διαμόρφωση της VΡ8 αλλά δεν είναι ακόμα 
ξεκάθαρο αν αυτό ισχύει στο πλαίσιο ολόκληρης της δομής του ροταϊού. Αντίθετα, 
μετά την πρόσδεση, οι μεταβολές στη διαμόρφωση αφορούν την VP5 και την VP7 
[12,15].

Πριν από τη διάσπαση με θρυψίνη, οι προεξοχές της VP4 είναι εύκαμπτες και δεν 
είναι ορατές στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Ωστόσο, είναι παρούσες σε σχεδόν 
πανομοιότυπη δομή όπως επιβεβαιώθηκε πρόσφατα μετά από παρατήρηση του 
μονού σωματιδίου στο κρυο-ηλεκτρονικό μικροσκόπιο [35]. Κατά την επαφή με τον 
κυτταρικό υποδοχέα, οι προεξοχές της VP4 των TLPs υφίστανται μεταβολές ως προς 
τη διαμόρφωσή τους κατά τέτοιο τρόπο ώστε οι λιποφιλικές περιοχές της VΡ5, οι 
οποίες κανονικά βρίσκονται καλυμμένες κάτω από την VΡ8, να εκτίθενται στην 
επιφάνεια με τη μορφή «ομπρέλας» μετά την είσοδο [36]. Η κατεργασία των
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σωματιδίων RV με θρυψίνη φαίνεται να ευνοεί αυτή τη μετάβαση και να προσδίδει 
πλήρη μολυσματικότητα στα TLPs [15,35]. Μεταλλαγμένα RV που είναι μερικώς 
ανθεκτικά στη θρυψίνη παρουσιάζουν καθυστέρηση στην κυτταρική είσοδο, αλλά 
στη συνέχεια αντιγράφονται όπως και οι ιοί άγριου τύπου (wildtype virus, wt) [37].

Η είσοδος και η διείσδυση του ιικού σωματιδίου δεν λαμβάνει χώρα σε 
θερμοκρασίες από 0 ° C έως 4 ° C, υποδηλώνοντας ότι αυτό το βήμα απαιτεί ενεργές 
κυτταρικές διεργασίες. Το ιικό σωματίδιο βρίσκεται ολόκληρο μέσα το κύτταρο του 
ξενιστή 60 έως 90 λεπτά μετά τη σύνδεση [15]. Ωστόσο, ο μηχανισμός διείσδυσης 
του ιού στα κύτταρα παραμένει ακόμα ασαφής. Για να διερευνηθεί ο τρόπος εισόδου 
των ροταϊών στα κύτταρα έχουν χρησιμοποιηθεί μορφολογικές και βιοχημικές 
προσεγγίσεις. Οι τρόποι εισόδου που έχουν προταθεί μέχρι στιγμής είναι η 
ενδοκυττάρωση με τη μεσολάβηση υποδοχέα και η άμεση διείσδυση στη μεμβράνη 
μέσω διαλυτοποίησης των πρωτεϊνών του εξωτερικού καψιδίου λόγω χαμηλών 
συγκεντρώσεων Ca2+ στα ενδοσώματα [38]. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι 
διαφορετικά στελέχη ροταϊού εισέρχονται στα κύτταρα διαμέσου διαφορετικών 
ενδοκυτταρικών οδών [29].

1.4.3. ΣΥΝΘΕΣΗ mRNA

Τα σωματίδια RV διαθέτουν τα δικά τους σύμπλοκα μεταγραφής (Τranscription 
Complexes, TCs), που αποτελούνται από την VP1, RdRp και τη VP3, το ένζυμο 
κάλυψης του ιού (με δραστικότητα φωσφοδιεστεράσης, γουανυλυλοτρανσφεράσης 
και μεθυλάσης). Τα TCs είναι τοποθετημένα στην εσωτερική επιφάνεια του 
στρώματος της VP2 (πυρήνας) στους πενταπλούς άξονες συμμετρίας [2]. Κάθε TC 
συσχετίζεται με ένα τμήμα RNA του ιικού γονιδιώματος [6]. Τα DLPs των ροταϊών στο 
κυτταρόπλασμα παράγουν επικαλυμμένα, μη πολυαδενυλιωμένα (+) ssRNA (από τον 
αρνητικό κλώνο του γονιδιωματικού RNA) τα οποία απελευθερώνονται από το 
σωματίδιο διαμέσου των καναλιών Ι. Τα τμήματα που μεταγράφηκαν χρησιμεύουν 
είτε για τη μετάφραση των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από τον ιό (νωρίς στον 
κύκλο αντιγραφής) είτε ως πρότυπα για την αντιγραφή (αργά στον κύκλο αντιγραφής) 
ώστε να προκύψουν τα dsRNA που θα αποτελέσουν το γονιδίωμα των απόγονων 
σωματιδίων RV [39]. Τα σωματίδια της οικογένειας Reoviridae μπορούν να παράγουν 
mRNAs από 12 διαφορετικά τμήματα του γονιδιώματος (π.χ. το γένος Coltivirus). Για 
τους Ροταϊούς (που έχουν 11 τμήματα γονιδιωματικού RNA) δεν είναι σαφές εάν τα 
επιπλέον TCs «καταλαμβάνονται» από RNA ή είναι «κενά». Τα DLPs των RVs είναι 
«μεταγραφικά δραστικά» στο κυτταρικό κυτταρόπλασμα και in vitro, όπου παράγουν 
μεγάλες ποσότητες mRNAs (σε mg), με την προϋπόθεση ότι υπάρχει επάρκεια τόσο 
σε προρυθμιστές όσο και στην ενεργειακή πηγή (ATP)[16]. Μια λογαριθμική αύξηση 
στην παραγωγή mRNA σε μεταγενέστερα στάδια της μόλυνσης (> 4 ώρες μετά τη 
μόλυνση) υποδηλώνει ότι τα νέα DLPs έχουν γίνει μεταγραφικά ενεργά 
(δευτερογενής μεταγραφή). Τα mRNA που έχουν προκύψει από συγκεκριμένα
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τμήματα του γονιδιώματος των DLPs μεταφράζονται στη συνέχεια σε πρωτεΐνες στο 
κυτταρόπλασμα [40].

1.4.4. ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΒΙΡΟΠΛΑΣΜΑΤΟΣ

Οι πρωτεΐνες του ροταϊού και τα RNA αλληλεπιδρούν στα κυτταροπλασματικά 
σύμπλοκα που ονομάζονται βιροπλάσματα. Για το σχηματισμό του βιροπλάσματος, 
είναι απαραίτητη η παρουσία και η επάρκεια των δύο από τις μη δομικές πρωτεΐνες 
των RV, της NSP2 και της NSP5, καθώς η ταυτόχρονη έκφραση τους σε μη μολυσμένα 
κύτταρα οδηγεί στην παραγωγή δομών τύπου βιροπλάσματος (viroplasm-like 
structures) [41]. Η παρεμπόδιση αυτών των πρωτεϊνών από ειδικά siRNAs, από 
ενδοσώματα ή η χρήση των μεταλλακτών RV ts που είναι ειδικοί για την NSP2 ή την 
NSP5 σε θερμοκρασία αποτρεπτική, παρεμποδίζουν το σχηματισμό βιροπλάσματος, 
τη μορφογένεση των RV και την παραγωγή των απογόνων RVs [39,42]. Η 
κυτταροπλασματική NSP2 σχηματίζει επίσης σύμπλοκα με την VP1, την VP2 και την 
τουμπουλίνη [43], καθιστώντας την τουμπουλίνη συστατικό των βιροπλασμάτων και 
επάγει τον αποπολυμερισμό των μικροσωληνίσκων και τη σταθεροποίηση με 
ακετυλίωση [44,45]. Τα λειτουργικά πρωτεασώματα και τα συστατικά του 
αυτοφαγικού διαύλου είναι απαραίτητα για τον σχηματισμό βιροπλασμάτων και την 
αντιγραφή των RVs [46]. Η NSP2 σχηματίζει οκταμερή και έχει λειτουργίες όπως 
αυτές της νουκλεοσιδικής τριφωσφατάσης, του αποσταθεροποιητή της έλικας RNA 
και της διφωσφορικής νουκλεοσιδικής κινάσης [47]. Οι αύλακες στο οκταμερές της 
NSP2 είναι θέσεις σύνδεσης για τις οποίες ανταγωνίζονται η NSP5 και τα ssRNAs, 
ρυθμίζοντας πιθανώς την ισορροπία μεταξύ της μετάφρασης και της αντιγραφής του 
RNA [47]. Η NSP5 είναι μια πρωτεΐνη πλούσια σε σερίνη και θρεονίνη που βρίσκεται 
σε ολιγομερείς μορφές και γίνεται υπερφωσφορυλιωμένη [43]. Οι ακριβείς 
βιοχημικές λειτουργίες της NSP5 δεν έχουν ακόμα προσδιοριστεί [43,48].

Η NSP4, μια διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη, βρίσκεται κυρίως στο ενδοπλασματικό 
δίκτυο (Endoplasmic Reticulum, ER) και έχει πολλαπλές λειτουργίες:

1) Χρησιμεύει ως ενδοκυτταρικός υποδοχέας για τα DLPs αλληλοεπιδρώντας με την 
VP6 [49],

2) απελευθερώνει Ca2+ από τις ενδοκυτταρικές αποθήκες [50] ενεργώντας ως πορίνη 
[51,52] αυξάνοντας έτσι τα ενδοκυτταρικά επίπεδα Ca2+ που απαιτούνται για την 
σταθεροποίηση του εξωτερικού στρώματος των TLPs. Η λειτουργία της ως πορίνη 
βρέθηκε να οφείλεται στην αλληλεπίδραση της NSP4 με το κυτταρικό μόριο- 
αισθητήρα των Ca2+ , το STIM1 [53].
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3) Η NSP4 σχηματίζει «καλύματα» στα βιροπλασμάτα και εντοπίζεται παράλληλα με 
την πρωτεΐνη αυτοφαγίας LC3 [54]. Η αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Ca2+ 
που προκαλείται από την NSP4, ενεργοποιεί μια οδό η οποία είναι εξαρτώμενη από 
την κινάση και οδηγεί σε αυτοφαγία [55,56].

4) Η NSP4 μεταβάλλει τη διαπερατότητα της μεμβράνης [12] και αποσταθεροποιεί τις 
διακυτταρικές συνδέσεις [50].

5) Το πιο σημαντικό είναι ότι η NSP4 δρα ως ιογενής εντεροτοξίνη [57] καθώς 
εκκρίνεται νωρίς μετά από τη μόλυνση με RV, είτε ως πεπτιδικό τμήμα είτε ως 
ολόκληρο μόριο [58] και αλληλεπιδρά με μη μολυσμένα εντερικά κύτταρα που 
διαθέτουν υποδοχείς ιντεγκρίνης α1β1 και β2β1 [59].

Οι ενεργοποιημένοι υποδοχείς ιντεγκρίνης διεγείρουν την ενδοκυτταρική αντίδραση 
που σχετίζεται με την ενδοκυτταρική απελευθέρωση Ca2+ και τη διάρροια. Η NSP4 
υπάρχει σε τρεις ομάδες στο μολυσμένο κύτταρο [54]:

1) Εντοπίζεται στο ER ως υποδοχέας για τα DLPs,

2) εκκρίνεται από το κύτταρο ως διαλυτό στοιχείο [58,60]

3) σχηματίζει «καλύματα» στα βιροπλάσματα [54].

Η πρωτεΐνη NSP3 των RVs έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά (στο Ν τερματικό της) με το 3' 
άκρο του ιικού ssRNA θετικής πολικότητας και (στο άκρο του C) με τον παράγοντα 
μετάφρασης eIF4G (δεσμευμένο στο 5 'τελικό άκρο του RNA) [12,61]. Δεδομένου ότι 
η NSP3 μπορεί να εξάγει το PABP από τα κυτταρικά mRNAs, εμποδίζει την 
μετάφραση του κυτταρικού mRNA πολύ αποτελεσματικά [61]. Η κυτταρική 
μετάφραση του mRNA παρεμποδίζεται από την έκφραση της NSP3 με αποτέλεσμα τη 
συσσώρευση του PABP και των κυτταρικών mRNAs στον κυτταρικό πυρήνα. Η 
αναστολή της έκφρασης της NSP3 από το si RNA, ωστόσο, καταστέλλει κυρίως την 
επίδρασή της στην κυτταρική μετάφραση του mRNA. Η μετάφραση του ιικού RNA 
δεν υφίσταται βλάβη [62]. Η πρωτεΐνη NSP3 ανταγωνίζεται επίσης μέρος της 
έμφυτης ανοσοαπόκρισης [62,63].

Η NSP1 είναι η πιο μεταβλητή από όλες τις πρωτεΐνες των RVs. Είναι πιθανό να 
εμπλέκεται στον περιορισμό των ειδών των ξενιστών. Μια βασική λειτουργία της 
NSP1 είναι η ικανότητά της να δρα ως ανταγωνιστής της αρχικής ανοσοαπόκρισης 
[64].

Τα βιροπλάσματα προσλαμβάνουν σταγονίδια κυτταρικών λιπιδίων (Lipid Droplets, 
LDs) τα οποία λειτουργούν ως μέσα αποθήκευσης και μεταφοράς στο κύτταρο 
[12,65]. Η παρεμπόδιση της ομοιόστασης των LD και η παρεμπόδιση της διάσπασης
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λιπιδίων μειώνουν τον αριθμό και το μέγεθος των βιροπλασμάτων και την παραγωγή 
και τη μολυσματικότητα των απόγονων ιικών σωματιδίων [65,66].

1.4.5. ΣΥΓΚΡΟΤΗΣΗ RNA, ΣΥΝΘΕΣΗ ssRNA ΑΡΝΗΤΙΚΗΣ ΠΟΛΙΚΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ 
ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ DLP

Τα 11 διαφορετικά (+) ssRNA αναδιαμορφώνονται, αλληλοεπιδρούν με τις ιϊκές 
πρωτεΐνες του πυρήνα και στη συνέχεια συγκροτούνται και αντιγράφονται. Έχει 
διατυπωθεί η υπόθεση [4] ότι τα πρωτεύοντα σύμπλοκα αντιγραφής των VP1 / VP3 / 
ssRNA αλληλοεπιδρούν με ένα δεκαμερές της VP2 (πιθανότατα με τη συμμετοχή των 
NSP5 και NSP2) [67], οδηγώντας στον σχηματισμό σωματιδίων. Κατά τη διάρκεια 
αυτής της διαδικασίας, το αρνητικό φορτίο του RNA πρέπει να εξουδετερωθεί μέσω 
της συσκευασίας είτε δισθενών κατιόντων είτε σπερμιδίνης, μιας κυτταρικής 
τρισθενούς κατιονικής ένωσης [12]. Η Ν-τερματική περιοχή της VΡ2 είναι απαραίτητη 
για την ενκάψωση της VΡ1 (και του συνδεδεμένου ssRNA) [68]. Ο σχηματισμός 
συμπλόκου με την VP2 είναι βασικός και απαραίτητος για τη δράση RdRp της VΡ1, με 
τα σύμπλοκα VΡ1/VΡ2 να αποτελούν τα ελάχιστα σωματίδια αντιγραφάσης in vitro 
[12]. Οι μοριακές λεπτομέρειες της πρώιμης μορφογένεσης των σωματιδίων RV 
(σχηματισμός σωματιδίων του πυρήνα και αντιγραφή RNA) δεν είναι ακόμα πλήρως 
κατανοητές. Ειδικότερα, δεν είναι σαφές ο τρόπος με τον οποίο ελέγχεται η 
συσκευασία του σωστού συνόλου των 11 τμημάτων RNA στα επιμέρους σωματίδια. 
Μόλις σχηματιστούν, τα σωματίδια του πυρήνα διακαψιδώνονται ταχέως μέσω της 
VP6, οδηγώντας στη σύνθεση των DLPs. Η τελευταία διαδικασία έχει μελετηθεί in 
vitro [69].

1.4.6. ΩΡΙΜΑΝΣΗ ΤΩΝ ΙΙΚΩΝ ΣΩΜΑΤΙΔΙΩΝ ΚΑΙ ΑΠΕΛΕΥΘΕΡΩΣΗ

Τα DLPs, κατά την έξοδο από τα βιροπλάσματα, διέρχονται από το ενδοπλασματικό 
δίκτυο για ωρίμανση. Σε αυτή τη διαδικασία, η NSP4 διατηρείται ως ενδοκυτταρικός 
υποδοχέας μέσω της αλληλεπίδρασης της με την VP6 [49]. Μέσα στο ER, τα 
σωματίδια RV αποκτούν περίβλημα παροδικά, το οποίο χάνεται όταν τα σωματίδια 
αποκτήσουν το ανώτερο στρώμα που αποτελείται από την VP4 (60 τριμερή) και την 
VP7 (260 τριμερή) [15]. Η προέλευση, η λειτουργία και η απώλεια του 
«μεταβατικού» φακέλου δεν είναι ακόμα κατανοητές. Εντούτοις, είναι πιθανό ότι τα 
τριμερή της VP4, τα οποία σχηματίζουν προεξοχές, αντιδρούν πρώτα με την VP6 και 
εν συνεχεία ενσωματώνονται σε ένα συνεχές στρώμα τριμερών της VP7 [69]. Οι 
δοκιμασίες διακαψίδωσης in vitro έδειξαν ότι η πλήρης μολυσματικότητα των TLPs 
επιτυγχάνεται μόνο με την αλληλεπίδραση της VP4 με τα DLPs, ακολουθούμενη από 
την αλληλεπίδραση με τη VP7 [69]. Όπως περιγράφηκε παραπάνω, η NSP4 έχει μια
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κρίσιμη λειτουργία στη διαδικασία ωρίμανσης μέσω της αλληλεπίδρασης με τα DLPs. 
Ειδικότερα, η παρεμπόδιση της έκφρασης της NSP4 από siRNA οδηγεί σε ελαττώματα 
στην ωρίμανση των σωματιδίων RV [70] και η αντιγραφή του RNA των RV επίσης 
παρεμποδίζεται, πιθανώς λόγω της αλληλεπίδρασης της NSP4 με το βιρόπλασμα 
[54]. Τα TLPs απελευθερώνονται από μη πολωμένα κύτταρα (MA104) με λύση [71], 
αλλά από επιθηλιακά κύτταρα ^ x C a co -2 ) απελευθερώνονται με ένα είδος 
εκβλάστησης που δεν καταστρέφει άμεσα το κύτταρο [72].

1.4.7. ΕΜΜΕΝΟΥΣΑ ΛΟΙΜΩΞΗ

Η εμμένουσα λοίμωξη από RV έχει επιβεβαιωθεί με την απομόνωση του ιού σε 
κυτταροκαλλιέργειες ενώ έχει βρεθεί και σε ανοσοκατεσταλμένους ξενιστές 
(ανθρώπους και άλλα είδη θηλαστικών) χωρίς ωστόσο να υπάρχουν δεδομένα μέχρι 
στιγμής για τους λεπτομερείς μοριακούς μηχανισμούς αυτής της σχέσης ιού-ξενιστή 
[15].

1.4.8. ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΠΟΥ ΕΜΠΛΕΚΟΝΤΑΙ ΣΤΗΝ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗ ΤΩΝ ΡΟΤΑΙΩΝ

Ως υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά παράσιτα, οι ιοί απαιτούν κυτταρικές λειτουργίες για 
την αντιγραφή τους. Οι περισσότεροι ιοί δεν διαθέτουν το μηχανισμό για να 
μεταφράζουν πρωτεΐνες από τα mRNA τους και βασίζονται στα οργανίδια 
μετάφρασης και τις λειτουργίες του κυττάρου ξενιστή. Πρόσφατα, αποκαλύφθηκε 
μια πολύ ευρύτερη εμπλοκή κυτταρικών στοιχείων και λειτουργιών στην αντιγραφή 
του ιού που για τους RVs είναι [12,15]:

• κυτταρικοί υποδοχείς και συν-υποδοχείς για την προσρόφηση
• κυτταρικά ενδοσώματα για την απέκδυση των TLPs σε DLPs
• αλληλεπίδραση των βιροπλασμάτων, των «εργοστασίων ιών» με τα LDs
• αλληλεπίδραση της NSP3 με στοιχεία του κυτταρικού μηχανισμού 

μετάφρασης
• αλληλεπίδραση της NSP4 με κυτταρικές μεμβράνες που περιέχουν τις 

ενδοκυτταρικές αποθήκες Ca2+
• αλληλεπίδραση των ιικών μη δομικών πρωτεϊνών με κυτταρικές δομικές 

πρωτεΐνες (ακτίνη, μικροΐνες)
• αλληλεπίδραση της NSP1 με διάφορα στοιχεία της αρχικής κυτταρικής 

ανοσοαπόκρισης
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1.5. ΜΟΡΙΑΚΗ ΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ ΚΑΙ ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ

Οι RVs μολύνουν κυρίως τα ώριμα κύτταρα που βρίσκονται στις λάχνες του λεπτού 
εντέρου των θηλαστικών, όπου μπορεί να παρατηρηθεί παρουσία κενοτοπίων και 
απώλεια επιθηλίου, ακολουθούμενη από υπερπλασία της κρύπτης. Αν και η εξω- 
εντερική εξάπλωση του RV συμβαίνει συχνά, όπως αποδεικνύεται από την ανίχνευση 
dsRNA, αντιγόνου και μολυσματικών RVs (περιστασιακά) στον ορό και σε άλλα 
σημεία του σώματος του ξενιστή [73,74], η σημασία αυτών των εντοπίσεων για την 
παρουσία παθολογικών ευρημάτων σε ανοσοικανούς ξενιστές δεν έχει ακόμα 
αποσαφηνιστεί [75]. Αντίθετα, στους ανοσοκατεσταλμένους ξενιστές, οι RVs 
μπορούν να αντιγράφονται στο ήπαρ, στο χολικό σύστημα και στο πάγκρεας και 
έχουν συσχετιστεί με χολική ατρησία και παγκρεατίτιδα [76]. Ένα σημαντικό εύρημα 
(σε ζωικά μοντέλα) είναι η έναρξη της διάρροιας σε ένα πρώιμο χρονικό σημείο, όταν 
ακόμα απουσιάζουν οι ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις του λεπτού εντέρου [77], 
πιθανώς λόγω της πρώιμης δράσης της NSP4 [12,15].

Η παθογένεια της λοίμωξης από ροταϊό είναι πολυπαραγοντική και η έκβαση της 
νόσου εξαρτάται από παράγοντες που αφορούν τόσο τον ιό όσο και τον ξενιστή. Για 
παράδειγμα, η ηλικία που θα συμβεί η μόλυνση επηρεάζει τη σοβαρότητα των 
συμπτωμάτων. Σε νεογέννητα ή θηλάζοντα ποντίκια, η μόλυνση μπορεί να οδηγήσει 
σε χολική ατρησία. Σε ποντίκια και αρουραίους, ηλικίας 0 έως 14 ημερών, 
εμφανίζεται διάρροια και εξω-εντερική αντιγραφή του ιού σε κάποιο βαθμό. Σε 
ενήλικους ποντικούς, η μόλυνση δεν οδηγεί σε πρόκληση διάρροιας. Μετά από 
γενετική ανάλυση επιλεγμένων στελεχών ιών (με αναδιάταξη) αναγνωρίστηκαν 
αρκετές ιικές πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη λοιμογόνο δράση του ιού (VP3, VP4, 
NSP1, VP6, VP7, NSP2, NSP3 και NSP4) [78,79] και προτάθηκε ότι αυτές οι πρωτεΐνες 
παίζουν ρόλο στην αποτελεσματικότητα της αντιγραφής του ιού (VP3, NSP2, VP6, και 
NSP3), στη διακοπή της σύνθεσης των πρωτεΐνών του ξενιστή (NSP3), στην εξω- 
εντερική εξάπλωση και αντιγραφή του ιού (NSP1 και NSP3), στην είσοδο του ιού στα 
κύτταρα (VP4 και VP7), στη ρύθμιση της επαγωγής ιντερφερόνης (NSP1) και στην 
πρόκληση διάρροιας (NSP4)[15].

Από τις μελέτες που έγιναν για την αναγνώριση των παραγόντων που σχετίζονται με 
τον μηχανισμό πρόκλησης του πιο κοινού κλινικού συμπτώματος της νόσου, της 
διάρροιας, προέκυψαν αντιφατικά αποτελέσματα. Οι μηχανισμοί στους οποίους 
αποδόθηκε η πρόκληση διάρροιας ήταν η κακή απορρόφηση λόγω της καταστροφής 
του επιθηλίου του εντέρου, η ισχαιμία των εντερικών λαχνών, η δράση της NSP4, 
μιας ιϊκής εντεροτοξίνης [12,80,81] και η ενεργοποίηση του εντερικού νευρικού 
συστήματος [82]. Ωστόσο, η μείωση της ικανότητας αντιγραφής του ιού από 
οποιαδήποτε αιτία, θα μπορούσε να επηρεάσει κάθε έναν από αυτούς τους 
μηχανισμούς. Στην πραγματικότητα, αρκετές μελέτες που έχουν γίνει σε ανθρώπους, 
έχουν δείξει ότι το επίπεδο της απέκκρισης ιικών σωματιδίων στα κόπρανα

13

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



συνδέεται με τη σοβαρότητα της διάρροιας [15]. Ωστόσο, πρόσφατη μελέτη που 
έγινε στην Ινδία σε συμπτωματικά και ασυμπτωματικά νεογνά, που ήταν μολυσμένα 
με ένα παρόμοιο στέλεχος ροταϊού, δεν οδήγησε σε συσχέτιση μεταξύ της 
σοβαρότητας της διάρροιας και είτε της ποσότητας είτε της διάρκειας της 
απέκκρισης του ιού [75].

Πρόσφατα, η παθογένεια του εμέτου έχει επίσης διασαφηνιστεί μέσω 
παρατηρήσεων ότι ο RV μπορεί να μολύνει τα κύτταρα εντεροχρωμαφίνης στο 
έντερο και να διεγείρει την παραγωγή 5-υδροξυτρυπταμίνης (σεροτονίνης) η οποία 
με τη σειρά της διεγείρει τις δομές του εγκεφαλικού στελέχους που ελέγχουν τον 
έμετο [83,84].

Η χολική ατρησία μπορεί να προκληθεί σε νεογέννητα ποντίκια μετά από μόλυνση με 
RV, οδηγώντας σε αποφρακτική χολαγγειοπάθεια, η σοβαρότητα της οποίας 
εξαρτάται από την ηλικία του ξενιστή κατά τη στιγμή της μόλυνσης καθώς επίσης και 
από την παρουσία και την ισχύ των έμφυτων ανοσοαποκρίσεων [85]. Σε αυτό το 
μοντέλο, τα νεογέννητα ποντίκια φαίνεται να προστατεύονται από τη χολική ατρησία 
μέσω της παθητικής ανοσοποίησης που επιτυγχάνεται είτε με ανοσοποίηση των 
μητέρων με σωματίδια τύπου RV, είτε με έγχυση υπεράνοσου ορού στα νεογέννητα 
πριν από τη μόλυνση [86].

Ένα σχετικά νέο πεδίο έρευνας των εντερικών λοιμώξεων είναι η μεταγονιδιωματική 
ανάλυση των ιών και άλλων μικροβίων που βρίσκονται στο έντερο [87-89] και η 
συσχέτιση της παρουσίας τους με την ασθένεια. Χρησιμοποιώντας αυτή την 
προσέγγιση, μπορεί να ανιχνευθούν γονιδιώματα ιών, τα σωματίδια των οποίων δεν 
είχαν παρατηρηθεί προηγουμένως ούτε είχαν απομονωθεί σε κυτταροκαλλιέργεια. 
Μέχρι στιγμής, έχουν αναλυθεί κυρίως ϋΝΑ ιοί, πολλοί από τους οποίους είναι 
βακτηριοφάγοι. Έχουν αναπτυχθεί πρωτόκολλα για την ανίχνευση τόσο DNA όσο και 
RNA ιών σε δείγματα κοπράνων [90] και έχουν ξεκινήσει εφαρμογές για την ανάλυση 
του πλήρους ιικής προέλευσης γενετικού υλικού του ανθρώπινου εντέρου [91-93]. 
Θα είναι σημαντικό να γνωρίζουμε εάν και σε ποιο βαθμό το μικροβίωμα του 
ανθρώπινου εντέρου, συμπεριλαμβανομένου του βιρώματος, μπορεί να επηρεάσει 
την παθογένεια των χρόνιων παθήσεων του εντέρου (όπως η νόσος του Crohn και η 
ελκωτική κολίτιδα) [94]. Χρησιμοποιώντας το μοντέλο γνωτοβιοτικών χοιριδίων για 
τη λοίμωξη και τη νόσο από RV στους ανθρώπους, παρατηρήθηκε ότι προβιοτικά 
βακτήρια γαλακτικού οξέος σε σωστή δοσολογία μπορούν να ενισχύσουν την 
απόκριση κυτοκίνης Th1 και Th2 και να προλάβουν μερικώς τις αλλοιώσεις που 
προκαλούνται από τους RVs στο επιθήλιο του εντέρου [95,96].

Ίσως ο πιο κρίσιμος παράγοντας που επηρεάζει την ικανότητα μολυσματικότητας των 
στελεχών του ροταϊού είναι η ομολογία ή η ετερολογία του στελέχους με τον ξενιστή. 
Ομόλογα στελέχη (στελέχη που απομονώθηκαν από το εν λόγω είδος ξενιστή)
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τείνουν να αντιγράφονται αποτελεσματικά, προκαλώντας συχνά διάρροια σε πολύ 
χαμηλή δόση ενοφθαλμισμού και να εξαπλώνονται αποτελεσματικά σε αυτόν τον 
ξενιστή. Γενικά, τα ετερόλογα στελέχη (που δεν απομονώνονται συνήθως από τον 
συγκεκριμένο ξενιστή αλλά βρίσκονται συχνά σε άλλο είδος ξενιστή) αντιγράφονται 
ελάχιστα σε σύγκριση με τα ομόλογα στελέχη, προκαλούν διάρροια μόνο μετά από 
μεγάλες δόσεις ενοφθαλμισμού και δεν εξαπλώνονται αποτελεσματικά σε άλλους 
ευπαθείς ξενιστές. Τα εμπόδια που περιορίζουν το εύρος των ξενιστών, μολονότι 
σημαντικά, δεν είναι απόλυτα και υπάρχουν πολυάριθμα παραδείγματα ζωονοτικής 
μετάδοσης σε ανθρώπους [97]. Οι ιϊκοί παράγοντες που σχετίζονται με τον 
περιορισμό του εύρους των ξενιστών δεν έχουν διερευνηθεί διεξοδικά και οι 
μελέτες έχουν περιοριστεί σε πειραματικές μολύνσεις με ανασυνδυασμένους ιούς σε 
χοίρους και ποντικούς [15].

1.6. ΑΝΟΣΟΑΠΟΚΡΙΣΗ

1.6.1. ΕΙΔΙΚΗ ΧΥΜΙΚΗ ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΑΝΟΣΟΑΠΟΚΡΙΣΗ ΕΝΑΝΤΙ ΤΩΝ ΡΟΤΑΪΩΝ

Μετά από λοίμωξη με RVs, ενεργοποιείται η επίκτητη ανοσοαπόκριση τόσο από Β 
κύτταρα που παράγουν αντισώματα που είναι ειδικά έναντι των ιικών πρωτεϊνών, 
όσο και από ειδικά Τ κύτταρα που αναγνωρίζουν επίτοπους του RV στην επιφάνεια 
των μολυσμένων κυττάρων σε σύμπλοκα με αντιγόνα MHC τάξης Ι και II. Πολλά 
αντισώματα που παράγονται έναντι της VP7 και της VP4 είναι εξουδετερωτικά 
(Neutralizing Antibodies, NAb) in vitro και προστατευτικά in νίνο. Αυτή η δράση των 
Nabs έχει αποδειχθεί μέσω παθητικής μεταφοράς σε ζωικά μοντέλα όπως ποντίκια 
και γνωτοβιοτικά χοιρίδια [98,99]. Η παθητική μεταφορά των ειδικών για RV CD8+ Τ 
κυττάρων έχει αποδειχθεί ότι παρέχει προστασία [100]. Τα ειδικά αντισώματα για 
τον RV που έχουν μεταφερθεί διαπλακουντικά πιθανόν να προστατεύουν τα νεογνά 
από τη μόλυνση [101]. Ωστόσο, είναι επίσης πιθανό να παρεμβαίνουν μέσω 
ανοσολογικών αντιδράσεων στον εμβολιασμό έναντι του RV [102,103].

Σχετικά με τη συμβολή της χυμικής και κυτταρικής ανοσοαπόκρισης, μελέτες έχουν 
δείξει ότι τα Τ κύτταρα βοηθούν στην εξάλειψη του RV μετά την πρωτογενή μόλυνση 
ενώ τα Β κύτταρα μνήμης παρέχουν μακροπρόθεσμη προστασία [104]. Τα χυμικά 
αντισώματα που ενισχύονται μετά από επαναλαμβανόμενη μόλυνση, κατευθύνονται 
έναντι επιτόπων ειδικών ως προς τον ορότυπο αλλά παρατηρείται επίσης 
διασταυρούμενη αντίδραση για τα μόρια της VP4 και της VP7, παρέχοντας έτσι 
ετερότυπη προστασία [104]. Τα δενδριτικά κύτταρα βρέθηκε ότι είναι απαραίτητα 
και επαρκή για να επάγουν την ενεργοποίηση των Β κυττάρων μετά από μόλυνση με 
RV σε ποντίκια (in νίνο) και σε ανθρώπινα κύτταρα (in vitro) [105]. Τα CD4 + Τ
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κύτταρα του ανθρώπου που είναι ειδικά για τον RV και κυκλοφορούν στο αίμα, 
εκφράζουν τον εντερικό υποδοχέα α4β7 [106].

Ωστόσο, η προστασία από τη λοίμωξη από RV δεν συσχετίζεται εξ ολοκλήρου με τη 
συγκέντρωση των ειδικών NAbs έναντι της VP4 και της VP7. Κατά τη φυσική μόλυνση 
ή τον εμβολιασμό για RV, τα βρέφη και τα μικρά παιδιά αναπτύσσουν αντισώματα 
έναντι και άλλων δομικών (VP6, VP2) και μη δομικών (NSP4) πρωτεϊνών. Τα ειδικά 
αντισώματα για τη VP6 δεν έχουν εξουδετερωτική δράση in vitro, αλλά όταν 
χρησιμοποιήθηκαν ειδικά για την VP6 αντισώματα της κατηγορίας IgA αποδείχθηκε 
ότι είναι προστατευτικά in νίνο [107]. Προτάθηκε και έχει πρόσφατα αποδειχθεί ότι 
τα ειδικά για τη VP6 IgA αντισώματα απορροφώνται («διακυτταρώνονται») από 
επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου μέσω υποδοχέων της πρωτεΐνης J στη βασική 
μεμβράνη και σχηματίζουν σύμπλοκα με τα νέα DLPs που απελευθερώνονται από το 
βιρόπλασμα, αποτρέποντας έτσι την ωρίμανση τους σε TLPs («ενδοκυτταρική 
εξουδετέρωση») [12,108,109]. Ωστόσο, έχει επίσης αποδειχθεί ότι τα ποντίκια και οι 
ασθενείς με έλλειψη IgA εξαλείφουν τον RV μετά από μόλυνση, πιθανώς λόγω 
αντισταθμιστικής προστατευτικής ανοσίας από αντισώματα IgG [110]. Η παθητική 
μεταφορά αντισωμάτων ειδικών για την NSP4 είχε σαν αποτέλεσμα την παροχή 
μερικής προστασίας σε ποντίκια [111], αλλά τα ειδικά αντισώματα για την NSP4 που 
έχουν παραχθεί από ενεργητική ανοσοαπόκριση δεν φάνηκε να προστατεύουν τα 
γνωτοβιοτικά χοιρίδια από μόλυνση με RVA [112]. Οι προοπτικές μελέτες έχουν 
δείξει ότι, μετά από μια ή δύο φυσικές μολύνσεις με RV, τα παιδιά προστατεύονται 
σε μεγάλο βαθμό από την εκδήλωση σοβαρής νόσου μετά από μόλυνση από 
διάφορους, επίσης ετερότυπους, RVs [113].

1.6.2. ΕΜΦΥΤΗ ΑΝΟΣΟΑΠΟΚΡΙΣΗ

Η λοίμωξη από RV ενεργοποιεί άμεσα διάφορους μηχανισμούς έμφυτης 
ανοσολογικής απόκρισης (Innate Immune Responses, IIR), οι οποίοι, μετά την 
πρωτογενή μόλυνση, εμφανίζονται νωρίτερα από την επίκτητη ανοσολογική 
απόκριση έναντι του RV [114]. Οι μηχανισμοί IIRs φαίνεται να είναι ειδικοί έναντι του 
στελέχους RV και του κυτταρικού τύπου [115]. Προς το παρόν δεν είναι πλήρως 
σαφές σε ποιο βαθμό οι μηχανισμοί IIR, μετά από λοίμωξη με RV, μπορούν να 
συμβάλλουν στην αλλαγή της πορείας της ασθένειας. Έχει αποδειχθεί ότι η NSP1 των 
RVs αλληλοεπιδρά με κυτταρικές πρωτεΐνες όπως είναι οι ρυθμιστικοί παράγοντες 
της ιντερφερόνης 3 (interferon regulatory factors 3, IRF 3) [116], το γονίδιο 5 που 
σχετίζεται με τη διαφοροποίηση του μελανώματος (melanoma differentiation- 
associated gene 5, M DA5)^ μιτοχονδριακή αντιϊκή πρωτεΐνη (mitochondrial antiviral 
signaling protein, MAVS) [116,117], η πρωτεΐνη καταστολής όγκου p53 [118] και ο 
παράγοντας 2 που σχετίζεται με τον υποδοχέα TNF (TNF receptor associated factor
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2, TRAF2) [119]. Το αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης της NSP1 με τις παραπάνω 
κυτταρικές πρωτεΐνες είναι η πρωτεασωματική αποδόμησή τους παρεμποδίζοντας ή 
μειώνοντας με τον τρόπο αυτό την πρώιμη ενεργοποίηση της απόκρισης της IFN. H 
NSP1 προκαλεί επίσης μείωση της ρύθμισης των IRF5 και IRF7 [120] και στοχεύει το 
γονίδιο Ι που επάγεται από ρετινοϊκό οξύ (retinoic acid-inducible gene I, RIG-I) [121] 
του οποίου παρ'όλα αυτά, η ρύθμιση μειώνεται ανεξάρτητα από το πρωτεάσωμα 
[122]. Η NSP1 αλληλεπιδρά επίσης με το IRF3 μέσω δέσμευσής του στο σημείο 
διμερισμού της πρωτεΐνης [123,124]. Η λοίμωξη από RVs αναστέλλει επίσης τη 
φωσφορυλίωση της STAT1 και τη μετάθεση των STAT1/STAT2 στον πυρήνα με 
αποτέλεσμα να παρεμποδίζεται η όποια αντίδραση έναντι του ιού (antiviral state) 
που επάγεται από την IFN [125-128]. Επιπρόσθετα, πρόσφατα αποδείχθηκε ότι η C- 
τερματική περιοχή της VP3, περιέχει μια φωσφοδιεστεράση η οποία διασπά το 2', 5'- 
ολιγοαδενυλικό, εμποδίζοντας έτσι την ενεργοποίηση της ΚΝάσης L με αποτέλεσμα 
να αναστέλλεται μια ισχυρή απόκριση των μηχανισμών IIR των κυττάρων του ξενιστή 
[129]. Το RIG-I βρέθηκε ότι δρα ως κυτταροπλασματικός αισθητήρας για τα ssRNAs 
που εξωθούνται από τα DLPs [130]. Η NSP1 στοχεύει στην προ-αποπτωτική κυτταρική 
πρωτεΐνη p53, οδηγώντας στην πρωτεασωματική αποδόμησή της με αποτέλεσμα να 
καθυστερεί τον κυτταρικό θάνατο κατά τα αρχικά στάδια της αντιγραφής του RV 
[118].

Έχει βρεθεί ότι σε ποντίκια με ανεπάρκεια σηματοδότησης της IFN, η λοίμωξη από 
RV προκαλεί πιο σοβαρή νόσο [76,78,131]. Άλλωστε, έχει αποδειχτεί σε χοίρους 
μολυσμένους με RV [132] αλλά και στους ανθρώπους [133], ότι η παραγωγή IFN είναι 
κυρίαρχος μηχανισμός IIR. Ειδικότερα, τα δενδριτικά κύτταρα του ανθρώπου δεν 
επιτρέπουν την αντιγραφή του RV, αλλά ξεκινούν μια γρήγορη απόκριση της IFN που 
μπορεί να διεγείρει την απόκριση των Β κυττάρων [105].

Η NSP4 που εκκρίνεται από κύτταρα που έχουν μολυνθεί από RV αποδείχθηκε ότι 
επάγει τη σύνθεση προφλεγμονωδών κυτταροκινών σε μακροφάγα ποντικού [134]. 
Τα CD4+ και CD8+ Τ κύτταρα που είναι ειδικά για τον RV και τα Β κύτταρα εκφράζουν 
τον υποδοχέα α4β7. Έτσι, τα συστατικά του RV αλληλεπιδρούν μέσω διάφορων 
μηχανισμών με μόρια και «μονοπάτια» των κυτταρικών μηχανισμών IIR [135,136].

1.6.3. ΣΥΣΧΕΤΙΣΕΙΣ ΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ

Σε γενικές γραμμές, υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της παρουσίας συγκεκριμένων 
επιπέδων ειδικών αντισωμάτων έναντι του RV και της προστασίας που προσφέρουν 
(π.χ. παρουσία ειδικών αντισωμάτων IgA έναντι του RV στα κόπρανα σε τίτλο > 1:80, 
παρουσία ειδικών αντισωμάτων IgA έναντι του RV στον ορό σε τίτλο > 1:200, 
παρουσία ειδικών αντισωμάτων IgG έναντι του RV στον ορό σε τίτλο > 1:800) [100].
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Αν και έχουν διατυπωθεί αντικρουόμενες απόψεις [114], έχει επίσης προταθεί η 
σημασία των επιπέδων των αντισωμάτων IgA έναντι του RV ως προστατευτικών 
[137,138]. Ωστόσο, επειδή υπάρχει έλλειψη συσχέτισης μεταξύ των σχετικά χαμηλών 
τίτλων Nabs μετά από φυσική λοίμωξη με RV ή εμβολιασμό και της παροχής υψηλών 
επιπέδων προστατευτικής ανοσίας, είναι πιθανό να υπάρχουν επιπρόσθετοι 
παράγοντες που είναι σημαντικοί για την παροχή προστασίας [139]. Είναι 
ενδιαφέρον ότι και τα δύο εμβόλια που κυκλοφορούν επί του παρόντος είναι 
εξαιρετικά αποτελεσματικά. Τα εμβόλια αυτά είναι αποτελεσματικά σε χώρες με 
εύκρατο κλίμα αν και οι συσχετίσεις προστασίας δεν έχουν προσδιοριστεί πλήρως 
[139,140].

1.7. ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ, ΔΙΑΦΟΡΙΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ, ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ ΚΑΙ 
ΘΕΡΑΠΕΙΑ

1.7.1. ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ

Η μόλυνση με RV μπορεί να παραμείνει ασυμπτωματική ή να οδηγήσει σε οξεία 
γαστρεντερίτιδα με ήπια έως σοβαρή διάρροια, έμετο και διάφορους βαθμούς 
αφυδάτωσης. Η θερμοκρασία του σώματος είναι συχνά, αλλά μόνο μέτρια, 
αυξημένη. Ο έμετος προηγείται της διάρροιας και διαρκεί για μικρότερο χρονικό 
διάστημα (τρεις έναντι πέντε ημερών). Η ανισορροπία των ηλεκτρολυτών οδηγεί 
συχνά σε σοβαρή αφυδάτωση. Ο θάνατος από την ασθένεια που προκαλεί ο RV 
οφείλεται κυρίως σε σοβαρή αφυδάτωση και καρδιαγγειακή ανεπάρκεια. Παρά το 
γεγονός ότι ο θάνατος από τη νόσο είναι σπάνιος σε ανεπτυγμένες και ημι- 
ανεπτυγμένες χώρες, κυρίως λόγω της έγκαιρης διαθεσιμότητας των μέτρων 
επανυδάτωσης, είναι συχνή έκβαση σε χώρες της υποσαχάριας Αφρικής και της 
νοτιοανατολικής Ασίας [141]. Κατά τη φυσική μόλυνση ή τον μη επιτυγχημενο 
εμβολιασμό, τα παιδιά με σοβαρή συνδυασμένη ανοσοανεπάρκεια (severe 
combined immunodeficiency, SCID) μπορούν να αναπτύξουν χρόνια λοίμωξη και 
νόσο από RV [139,142]. Σε παιδιά με χρόνια λοίμωξη, έχει αναφερθεί η ανάδυση RVs 
με «ασυνήθιστα» πρότυπα μετανάστευσης του RNA λόγω των αναδιατάξεων του 
γονιδιώματος [143].

1.7.2. ΔΙΑΦΟΡΙΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

Για τη διαφορική διάγνωση, οι κύριοι ιοί που πρέπει να ληφθούν υπόψη είναι οι 
καλυκοϊοί (νοροϊός, σαποϊός), οι αστροϊοί και λιγότερο συχνά οι εντερικοί αδενοϊοί 
και ο ιός Aichi. Γ ια την αναζήτηση του αιτίου της νόσου και την τελική διάγνωση είναι 
χρήσιμη η χρήση της multiplex RT-PCR [144]. Άλλοι ιοί του εντέρου που προκαλούν
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ως επί το πλείστον ασυμπτωματική λοίμωξη είναι διαφορετικοί εντεροϊοί και, στους 
ανοσοκατασταλμένους, οι ιοί picobirnavirus, ο κυτταρομεγαλοϊός και ο HIV [12].

1.7.3. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

Οι κλινικές και επιδημιολογικές εκδηλώσεις της νόσου (σοβαρή διάρροια, έμετος, 
αφυδάτωση) δεν επαρκούν για να τεθεί διάγνωση. Η ακριβής διάγνωση απαιτεί 
ανίχνευση του ιού ή του ιικού αντιγόνου ή μιας ειδικής ορολογικής απόκρισης έναντι 
του ιού. Η διάγνωση της λοίμωξης με RV γίνεται με τη χρήση ηλεκτρονικού 
μικροσκοπίου ή ELISA και πιο πρόσφατα με τη χρήση RT-PCR [12,15]. Από αυτές τις 
μεθόδους, η ELISA εφαρμόζεται συχνότερα σε επίπεδο ρουτίνας (λόγω της ευκολίας 
χρήσης και της ταχύτητας λήψης αποτελέσματος). Εντούτοις, η RT-PCR, η οποία είναι 
ιδιαίτερα ευαίσθητη και ειδική [145] και είναι επίσης κατάλληλη για τον 
προσδιορισμό του γονότυπου [146] έχει γίνει η μέθοδος αναφοράς. Λόγω της 
συνεχούς γονιδιακής μετατόπισης με σημειακές μεταλλάξεις, οι εκκινητές που 
χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό του γονότυπου πρέπει να αλλάζονται 
περιοδικά [147].

Σε μια πρόσφατη μελέτη, έγινε σύγκριση των γονιδιωμάτων των G10P[11] που 
ανιχνεύθηκαν σε 20 ασυμπτωματικά και 19 συμπτωματικά νεογνά κατά τη χρονική 
περίοδο 2003-2004 στην Ινδία. Οι αλληλουχίες των γονιδιωμάτων των ιών 
ανακτήθηκαν μετά από προσδιορισμό της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων με 
τεχνολογία Sanger και next generation sequencing και βρέθηκε ότι ήταν 
πανομοιότυπες. Στη μελέτη αυτή, δεν βρέθηκαν διαφορές σε νουκλεοτίδια ή 
αμινοξέα που να σχετίζονται με την παρουσία συμπτωματικής ή ασυμπτωματικής 
λοίμωξης [148]. Επομένως, άλλοι παράγοντες οι οποίοι δεν έχουν ακόμα 
προσδιοριστεί, καθορίζουν την εκδήλωση συμπτωμάτων.

Από το 1973, έχουν αναπτυχθεί πολλές δοκιμές για την ανίχνευση ροταϊού στα 
κόπρανα [15] αν και σήμερα οι ανοσολογικές δοκιμές και οι αναλύσεις που 
βασίζονται σε RT-PCR αποτελούν τα κύρια διαγνωστικά εργαλεία. Τα βέλτιστα 
δείγματα για ανίχνευση του ιού χρησιμοποιώντας παραδοσιακές μεθόδους (π.χ. EM 
ή ELISA) είναι αυτά που λαμβάνονται από την πρώτη έως την τέταρτη ημέρα από την 
εκδήλωση της νόσου. Εντούτοις, η απέκκριση του ιού μπορεί να συνεχιστεί για έως 
και τρείς εβδομάδες, ανάλογα με τη διάρκεια των συμπτωμάτων και μπορεί να 
ανιχνευθεί για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα με τη χρήση της RT-PCR [149]. Η 
απέκκριση ιικών σωματιδίων, όπως ανιχνεύεται με συμβατικές τεχνικές, όπως η 
ELISA, συνήθως συμπίπτει με τη διάρκεια της διάρροιας. Ωστόσο, η διάρροια μπορεί 
να συνεχιστεί για επιπλέον δύο έως τρείς ημέρες και μέχρι την παύση της διάρροιας, 
τα αποτελέσματα της ELISA μπορεί να είναι θετικά [15]. Αρχικά, χρησιμοποιήθηκε η
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άμεση παρατήρηση δείγματος κοπράνων στο ΕΜ για την ανίχνευση ροταϊού [150]. 
Το EM έχει το πλεονέκτημα της υψηλής ειδικότητας επειδή οι ροταϊοί έχουν 
χαρακτηριστική μορφολογική εμφάνιση, αλλά υπάρχουν σημαντικά μειονεκτήματα 
όπως η σχετικά χαμηλή απόδοση και το αυξημένο κόστος του εξοπλισμού. Σε 
πρώιμες μελέτες, η άμεση εξέταση κοπράνων στο ΕΜ επέτρεψε την ανίχνευση του 
ροταϊού σε ποσοστό 80% έως 90% των θετικών δειγμάτων σε σύγκριση με τις 
ανοσολογικές τεχνικές. Πλέον, είναι διαθέσιμες για την ανίχνευση ροταϊών σε 
δείγματα κοπράνων διάφορες μέθοδοι με υψηλότερη απόδοση από το EM [149].

Η μέθοδος εκλογής σε πολλά εργαστήρια είναι η ELISA, επειδή είναι ευαίσθητη, δεν 
απαιτεί εξειδικευμένο εξοπλισμό, διατίθεται εμπορικά, είναι σχετικά οικονομική και 
συχνά έχει ενσωματωμένο μάρτυρα για την ανίχνευση μη ειδικών αντιδράσεων. Στο 
παρελθόν έχουν χρησιμοποιηθεί και άλλες μέθοδοι ανίχνευσης του ιού, όπως η 
ανοσοηλεκτροφόρηση αντίθετης φοράς (Counter immunoelectroosmophoresis), η 
ηλεκτροφόρηση του RNA του ροταϊού σε πήκτωμα, η αντίστροφη παθητική δοκιμή 
αιμοσυγκόλλησης (reverse passive hemagglutination assay, RPHA) και η συγκόλληση 
σωματιδίων latex. Πλέον, διατίθεται μια ποικιλία ευαίσθητων και ειδικών εμπορικών 
κιτ για την ανίχνευση ροταϊών που χρησιμοποιούν κάποια μορφή 
ανοσοπροσδιορισμού τύπου ELISA στερεάς φάσης. Για την ανίχνευση ροταϊων της 
ομάδας Β ή C και για τη μέτρηση των αντισωμάτων έναντι αυτών των ιών, 
αναπτύχθηκαν επίσης διάφορες ανοσοενζυμικές δοκιμές σε ερευνητικά εργαστήρια 
[15].

Από την ποικιλία των ερευνητικών εργαστηριακών τεχνικών που έχουν 
χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση των ροταϊών της ομάδας Α, η σημαντικότερη μετά 
την ανοσολογική δοκιμή στερεάς φάσης είναι η RT-PCR, η οποία είναι ιδιαίτερα 
ευαίσθητη και ειδική και έχει το πρόσθετο πλεονέκτημα ότι μπορεί να επιτευχθεί 
προσδιορισμός των γενότυπων [149]. Για παράδειγμα, με τη χρήση RT-PCR 
ανιχνεύθηκε η απέκκριση του ιού από 4 έως 57 ημέρες μετά την έναρξη της 
διάρροιας και το 30% των παιδιών που βρέθηκαν να είναι ELISA θετικά σε πρώιμο 
στάδιο, απέκκριναν ποσότητες του ιού που μπορούσαν να ανιχνευθούν με ELISA για 
25 σε 57 ημέρες [145]. Η PCR έχει επίσης εφαρμοστεί στην ανίχνευση ροταϊών 
ομάδας Β και C [15].

Η ανάκτηση ροταϊών από δείγματα κοπράνων απευθείας σε κυτταροκαλλιέργεια 
είναι επίσης δυνατή, αλλά αυτή η προσέγγιση δεν είναι πρακτική εκτός αν 
εξυπηρετεί ειδικούς πειραματικούς σκοπούς. Αυτή η μέθοδος φαίνεται να είναι 
περίπου 75% αποτελεσματική σε σχέση με την ανίχνευση αντιγόνου 
χρησιμοποιώντας συμβατικές δοκιμές [15]. Η αποτελεσματικότητα της ανάκτησης 
του ιού από βαμβακοφόρους στειλεούς που χρησιμοποιούνται για λήψη δείγματος 
κοπράνων από το ορθό, σε κυτταροκαλλιέργειες είναι σημαντικά μικρότερη. Η 
ανάπτυξη του ροταϊού σε καλλιέργειες ιστών επιτρέπει τον προσδιορισμό του
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ορότυπου του ιού με δοκιμασία εξουδετέρωσης. Ωστόσο, ο ορότυπος του ροταϊού 
μπορεί να προσδιοριστεί με ανάλυση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων των VP7 
και VP4. Η χρήση της RT-PCR επέτρεψε επίσης τον προσδιορισμό του γενότυπου των 
ροταϊών σε δείγματα τα οποία δεν μπορούσαν να τυποποιηθούν με χρήση ELISA ή να 
καλλιεργηθούν [146].

Στο παρελθόν χρησιμοποιήθηκε ποικιλία τεχνικών για την εκτίμηση της ανοσολογικής 
απόκρισης μετά από λοίμωξη από ροταϊό, όπως οι δοκιμές ΙΕΜ, η σύνδεση 
συμπληρώματος (complement fixation, CF), ο ανοσοφθορισμός, η δοκιμασία της 
αιμοσυγκόλλησης, η ELISA, η οροεξουδετέρωση, η αναστολή αιμοσυγκόλλησης, η 
αναστολή της αντίστροφης παθητικής αιμοσυγκόλλησης, η ELISpot και οι δοκιμασίες 
ανοσοκυτταροχημικής χρώσης. Επί του παρόντος, οι πιο χρήσιμες δοκιμές είναι η 
ELISA για τον προσδιορισμό των IgA και IgG και οι δοκιμασίες εξουδετέρωσης. Η 
μέθοδος CF είναι περίπου εξίσου αποτελεσματική με τις άλλες μεθόδους για την 
ανίχνευση αντισωμάτων σε ασθενείς ηλικίας μεταξύ 6 και 24 μηνών, αλλά δεν είναι 
τόσο αποτελεσματική στους ενήλικες ή στα βρέφη ηλικίας κάτω των 6 μηνών και 
γενικά δεν χρησιμοποιείται σήμερα. Σε βρέφη και ενήλικες, ο ανοσοφθορισμός και η 
ELISA για IgG, IgA και IgM αντισώματα είναι οι πιο αποτελεσματικές και ευαίσθητες 
μέθοδοι [15].

Δεδομένου ότι τα αντισώματα IgA δεν μεταφέρονται διαπλακουντικά στο έμβρυο, η 
ELISA για την ανίχνευση αντισωμάτων IgA αποτελεί τη δοκιμασία επιλογής για την 
εκτίμηση της ανοσολογικής απάντησης σε βρέφη ηλικίας κάτω των 9 μηνών καθώς 
στην ηλικία αυτή έχουν ακόμα μητρικά αντισώματα IgG [151]. Αυτή η δοκιμασία 
μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για τη μέτρηση αντισωμάτων στο σάλιο, σε υγρό 
του δωδεκαδάκτυλου και στα κόπρανα και αποτελεί τη δοκιμή που χρησιμοποιείται 
στις περισσότερες μελέτες που αποσκοπούν στην εκτίμηση του ρυθμού της 
ανοσοαπόκρισης έναντι των εμβολιών για τον ροταϊό [152].

Η διερεύνηση της αντιγονικής ποικιλομορφίας των ροταϊών μπορεί να 
πραγματοποιηθεί με τη χρήση στελεχών προσαρμοσμένων σε κυτταροκαλλιέργειες 
σε δοκιμές διασταυρούμενης εξουδετέρωσης χρησιμοποιώντας μονοκλωνικά 
αντισώματα που είναι ειδικά για τον κάθε ορότυπο (monoclonal antibodies, MAbs) 
και υπεράνοσου ορού έναντι συγκεκριμένου στελέχους [153]. Εντούτοις, η 
προσαρμογή της κυτταροκαλλιέργειας είναι μια ιδιαίτερα απαιτητική μέθοδος και 
κάποια στελέχη δεν είναι δυνατόν να απομονωθούν σε συνήθεις τύπους κυττάρων 
(π.χ. ΜΑ104, CaCO2 και Vero). Επειδή ο ροταϊός απεκκρίνεται μέσω των κοπράνων 
σε μεγάλες ποσότητες (έως 1011 σωματίδια / g κοπράνων), η άμεση ανίχνευση 
αντιγόνου και η τυποποίηση είναι μια ευκολότερη εναλλακτική λύση. Με την πάροδο 
του χρόνου αναπτύχθηκαν πολυάριθμα MAbs που είναι κοινά και άλλα που είναι 
ειδικά ως προς τον τύπο και ο συνδυασμός αυτών σε ανοσοενζυμικές δοκιμές τύπου 
sandwich επέτρεψε την κατανόηση του παγκόσμιου επιπολασμού σημαντικών
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στελεχών του ροταϊού του ανθρώπου [154,155]. Τα πιο χρήσιμα αντισώματα που 
είναι ειδικά για τον ορότυπο του ιού είναι εκείνα που δημιουργούνται έναντι της 
πρωτεΐνης VP7.

Για τον χαρακτηρισμό των ροταϊών, η ανάπτυξη τεχνικών υβριδοποίησης 
προηγήθηκε της ανάπτυξης τεχνικών βασισμένων στην PCR. Σηματοδοτημένα 
τμήματα γονιδιώματος ή τμήματα γονιδίων χρησίμευσαν ως ανιχνευτές (probes) σε 
πρώιμες μελέτες, ενώ μικρά, ειδικά ως προς τον τύπο ολιγονουκλεοτίδια, 
χρησιμοποιήθηκαν για υβριδισμό σε ιικό RNA [156-158]. Η χρήση μικροσυστοιχιών 
που επέτρεψε την ανίχνευση μιας ποικιλίας γνωστών ειδικών χαρακτηριστικών των 
γονότυπων υπήρξε το τελευταίο επίτευγμα των τεχνικών υβριδοποίησης που 
χρησιμοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισμό του ροταϊού [9,159]. Αν και δεν 
χρησιμοποιήθηκαν συστηματικά, μέχρι τα μέσα της δεκαετίας του 2000, οι τεχνικές 
υβριδισμού ολόκληρου του γονιδιώματος αποτέλεσαν πολύτιμο εργαλείο για την 
εκτίμηση της γενετικής σχέσης μεταξύ δύο οποιωνδήποτε στελεχών ροταϊού [160].

Οι πληροφορίες σχετικά με την αλληλουχία του γονιδιώματος των ροταϊών οδήγησε 
ακολούθως στην ανάπτυξη τεχνικών βασιζόμενων στην PCR, συμπεριλαμβανομένων 
των multiplex nested ή hemi-nested αντίστροφης μεταγραφής δοκιμών PCR 
(multiplex nested ή hemi-nested RT-PCR) για τον προσδιορισμό του γενότυπου. Στις 
δοκιμές αυτές, χρησιμοποιούνται μίγματα εκκινητών που είναι ειδικοί για κάθε 
γενότυπο με σκοπό την ανίχνευση των πιο κοινών γενότυπων του ροταϊού. Οι 
διαφορές στο μέγεθος των προϊόντων της PCR που προκύπτουν από τους ειδικούς 
εκκινητές, χρησιμεύουν ως βάση για τον προσδιορισμό του γενότυπου των ροταϊών. 
Στις αρχές της δεκαετίας του 1990, αναπτύχθηκαν διάφορες μορφές ανάλυσης και οι 
πιο δημοφιλείς ενημερώνονταν συνεχώς με την πάροδο του χρόνου [147,161,162]. 
Οι δοκιμές nested multiplex PCR αποτέλεσαν τη συνιστώμενη τεχνική από τον 
Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (ΠΟΥ) για την επιτήρηση των ροταϊών. Η καθολική 
πρόσβαση στις δοκιμές PCR και στα αντιδραστήρια τυποποίησης και η εξαιρετική 
επαναληψιμότητα κατέστησαν αυτή τη μέθοδο την πλέον χρησιμοποιούμενη τα 
τελευταία 25 χρόνια για την παρακολούθηση των στελεχών σε επίπεδο ρουτίνας 
[160].

Η RT-PCR σε συνδυασμό με την αλληλούχιση του DNA είναι ένα εναλλακτικό 
εργαλείο που εφαρμόστηκε πιο πρόσφατα για τον προσδιορισμό των γενότυπων του 
ροταϊού [161,163]. Σε αυτή τη δοκιμή, τα τμήματα γονιδίων που υφίστανται 
προσδιορισμό της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων κυμαίνονται από λίγα 
εκατοντάδες ζεύγη βάσεων έως 1 kilo ζεύγη βάσεων, ανάλογα με τους εκκινητές που 
χρησιμοποιούνται για ενίσχυση. Mετά τη χορήγηση του εμβολίου, η αλληλούχιση 
των νουκλεοτιδίων έχει καταστεί σημαντική εργαστηριακή τεχνική δεδομένου ότι 
δίνεται μεγαλύτερη προσοχή στην επαγόμενη από το εμβόλιο επιλογή στελέχους, 
στην ανίχνευση στελεχών που προέρχονται από εμβόλια και στην πιθανή ανταλλαγή
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γενετικού υλικού μεταξύ των στελεχών του πεδίου και του εμβολίου. Η πρόοδος στις 
τεχνολογίες αλληλούχισης, όπως η διαθεσιμότητα μαζικών πλατφορμών παράλληλης 
αλληλούχησης, φαίνεται να συμπληρώνουν άλλες μεθόδους και ενδέχεται να 
αντικαταστήσουν εντελώς αυτές τις μεθόδους στο μέλλον [160,164-168].

1.7.4. ΘΕΡΑΠΕΙΑ

Η θεραπεία βασίζεται κατά κύριο λόγο στην ενυδάτωση του ασθενούς (από του 
στόματος ή ενδοφλέβια) [12,169]. Έχουν επίσης προταθεί διάφορες συνθέσεις 
διαλυμάτων αλάτων επανενυδάτωσης για χρήση από το στόμα [143,170] ενώ επίσης 
έχουν χρησιμοποιηθεί με επιτυχία διαλύματα με βάση το ρύζι [171]. Η χρήση της 
λοπεραμίδης, των αντιχολινεργικών φαρμάκων και των προσροφητικών δεν 
συνιστάται [172]. Η ρακεκαδοτρίλη, ένας αναστολέας της εγκεφαλινάσης που 
καταστέλλει το εντερικό νευρικό σύστημα που ενεργοποιείται μετά από λοίμωξη με 
RV [82,173], η γρανισετρόνη, ένας ανταγωνιστής του υποδοχέα της σεροτονίνης και 
ανταγωνιστές των αγγειοδραστικών εντερικών πεπτιδίων [174] βρέθηκε επίσης ότι 
βοηθούν στη μείωση της σοβαρότητας της οξείας διάρροιας. Τα διαλύματα που 
περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις αντισωμάτων έναντι του RV βρέθηκε ότι είναι 
ευεργετικά τόσο για τη θεραπεία της νόσου όσο και σαν προληπτικό μέτρο [175,176].

Πρόσφατα, τμήματα αντισώματος μονής αλύσου που προέρχονται από λάμα, τα 
οποία είναι ειδικά για την VP6 του RV, φάνηκε ότι παρέχουν ευρέως 
διασταυρούμενη αντίδραση in vitro και μειώνουν την αποβολή του ιού σε 
μολυσμένα ποντίκια [177-179]. Αυτό το αντίσωμα φαίνεται να είναι αποτελεσματικό 
καθώς προκαλεί μείωση της αντιγραφής του RV στα γνωτοβιοτικά χοιρίδια [180] και 
είχε μέτρια ευεργετική επίδραση στη νόσο από RV σε ανθρώπους [181,182]. Το 
αντίσωμα που έχει μέγεθος μόνο 15 kDa [183] παρέμεινε δραστικό μετά από 
μακροχρόνια αποθήκευση (> 1 έτος) και ήταν ανθεκτικό στη θέρμανση σε 94 °C για 
90 λεπτά [182]. Επίσης εκφράστηκε σε υψηλά επίπεδα σε διαγονιδιακό ρύζι 
(MucoRice-ARP1), σε πειραματικές μελέτες, κατέστειλε το φορτίο RV τόσο σε 
ανοσοϊκανά όσο και σε ανοσοκατεσταλμένα ποντίκια και επίσης παρείχε προστασία 
από μόλυνση με RV [182]. Αυτό και παρόμοια παρασκευάσματα αντισωμάτων έχουν 
ρεαλιστικές δυνατότητες για θεραπευτική και προφυλακτική χρήση στον άνθρωπο 
[184].

Άλλες θεραπευτικές προσεγγίσεις συνίστανται στη χρήση του ευρέος φάσματος 
αντιϊκού νιταζοξανιδίου [185-187] και των προβιοτικών όπως υποστηρίζεται από 
μελέτες σε γνωτοβιοτικά χοιρίδια [188-190].
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1.8. ΜΟΡΙΑΚΗ ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΕΞΕΛΙΞΗΣ

Οι ροταϊοί προκαλούν το 5-10% όλων των περιστατικών οξείας γαστρεντερίτιδας σε 
βρέφη και νεαρά παιδιά ηλικίας <5 ετών και σε ποσοστό 30% η νόσος από RV είναι 
αρκετά σοβαρή ώστε να απαιτείται θεραπεία σε κέντρα πρωτοβάθμιας φροντίδας ή 
νοσοκομεία [191-193]. Στις Ηνωμένες Πολιτείες, πριν από τον εμβολιασμό, οι RVs 
ήταν η αιτία πρόκλησης τριών εκατομμυρίων επεισοδίων νόσου ετησίως, απαιτώντας 
50.000 επισκέψεις σε γιατρό και 60.000 νοσηλείες, αλλά αναφέρθηκαν μόνο 20-40 
θάνατοι [194,195]. Παρόμοιοι αριθμοί αναφέρθηκαν στην Ευρώπη, με εξαίρεση ότι ο 
αριθμός των θανάτων ήταν περίπου 200 [196,197]. Ωστόσο, στις χώρες της υπο- 
σαχάριας Αφρικής και της Νότιας Ασίας, η νόσος από RV συνδέεται με υψηλή 
θνησιμότητα [141,198].

Παρά την μεγάλη γονιδιωματική και αντιγονική ποικιλομορφία των RVs, μόνο ένας 
μικρός αριθμός τύπων RV επικράτησαν στους ανθρώπους κατά τις τελευταίες τρεις 
δεκαετίες παγκοσμίως. Οι τύποι των RVs που κυκλοφορούν σε υψηλή συχνότητα 
είναι οι G1P1A[8], G2P1B[4], G3P1A[8], G4P1A[8] και πιο πρόσφατα οι G9P1A[8] και 
G12P1A[8], προκαλώντας το 80-90% όλων των μολύνσεων με RV στη Βόρεια Αμερική, 
την Ευρώπη και την Αυστραλία [199-201]. Αντίθετα, στις χώρες της Αφρικής, της 
Ασίας και της Νότιας Αμερικής, άλλοι γονότυποι όπως οι G5, G6 και G8 είναι οι 
επικρατέστεροι [184,202-205]. Όσον αφορά την εκτίμηση του επιπολασμού 
συγκεκριμένων γονότυπων RVA, πρέπει πάντα να λαμβάνεται υπόψιν το πρόβλημα 
της μεροληπτικής δειγματοληψίας (sampling bias).

Μετά την εμφάνιση του προσδιορισμού του γονότυπου των RVs μέσω της RT-PCR 
[155,206], έγινε δυνατή η διεξαγωγή λεπτομερών μελετών για τη μοριακή 
επιδημιολογία των RVs. Ο προσδιορισμός του γονότυπου έχει τεράστια αξία για την 
εκτίμηση της εξέλιξης και την επιδημιολογία των RVs στους ανθρώπους, τα 
θηλαστικά και τα πτηνά [207,208]. Ωστόσο, η σημασία της τυποποίησης των RVs για 
την επιτυχία του εμβολιασμού μπορεί να έχει υπερεκτιμηθεί. Μεταξύ άλλων 
γεγονότων, η ευρεία ετερότυπη αποτελεσματικότητα ενός μονοσθενούς εμβολίου 
για τον RV (Rotarix®) θέτει υπό αμφισβήτηση αυτό το «δόγμα». Έχουν παρατηρηθεί 
αυξημένα κρούσματα οξείας γαστρεντερίτιδας που προκλήθηκαν από είδη Β των RVs 
στην Κίνα [209] ενώ επίσης έχουν αναφερθεί μεμονωμένες περιπτώσεις λοιμώξεων 
από είδη Β των RV στο Μπανγκλαντές και την Ινδία [210,211]. Οι μολύνσεις με είδη 
RVC είναι ως επί το πλείστον ασυμπτωματικές ή με ήπια κλινικά συμπτώματα, αλλά 
μπορεί να προκαλέσουν διάρροια σε ενήλικες [212]. Οι λοιμώξεις με τα είδη RVD, 
RVF και RVG εντοπίζονται κυρίως σε πτηνά ενώ οι λοιμώξεις με τα είδη RVH 
ανιχνεύθηκαν σε χοιρίδια [213-215] και σε ανθρώπους [216].

Οι RVs είναι πολύ μεταδοτικοί για τους παρακάτω λόγους: (1) μικρός αριθμός 
σωματιδίων του ιού σε χαμηλή αναλογία (αριθμός των σωματιδίων του ιού /
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μολυσματικές μονάδες) αρκεί για να προκαλέσει παραγωγική μόλυνση σε ένα 
ευπαθές άτομο [217,218], (2) μεγάλη ποσότητα σωματιδίων του ροταϊού
αποβάλλεται στα κόπρανα (έως και 1011 σωματίδια / ml) κατά τη διάρκεια του οξέος 
σταδίου της μόλυνσης [219] ή για μεγαλύτερες περιόδους από μολυσμένους 
ανοσοκατασταλμένους ξενιστές [220]. και (3) τα σωματίδια ροταϊού είναι πολύ 
ανθεκτικά στις περιβαλλοντικές συνθήκες (θερμοκρασία, ρΗ κ.λπ [221,222]. Η 
μετάδοση γίνεται συνήθως μέσω της κοπρανο-στοματικής οδού και η περίοδος 
επώασης είναι σύντομη (1-2 ημέρες). Ένας σημαντικός παράγοντας κινδύνου για την 
πρόκληση συμπτωματικής λοίμωξης από RV είναι η παραμονή σε κέντρα φροντίδας 
παιδιών [223,224]. Ωστόσο, μικρές επιδημίες RV έχουν αναφερθεί σε ηλικιωμένους 
(σε ΚΑΠΗ, στα γηροκομεία, κλπ.) [225]. Τέλος, οι νοσοκομειακές λοιμώξεις με RV 
είναι συχνές και δύσκολο να εξαλειφθούν [226].

Η εξέλιξη των RVs έχει διασαφηνιστεί μετά από προσδιορισμό των γονότυπων με τη 
χρήση RT-PCR [208] και έχουν αναγνωριστεί διάφοροι μηχανισμοί [227] όπως:

- συχνές σημειακές μεταλλάξεις σε όλα τα τμήματα RNA, είτε σποραδικές είτε 
συσσωρευμένες διαδοχικά [228-236].

- αναδιάταξη του γονιδιώματος των RV που εμφανίζεται σε κύτταρα και οργανισμούς 
που έχουν μολυνθεί από δύο τύπους RV in vivo [237] και συχνά εμπλέκονται στο 
ζωονοτικό τύπο μετάδοσης [164,202,205,238-243].

- αναδιατάξεις του γονιδιώματος, που συνίστανται σε μερικές επαναλήψεις ή 
διαγραφές αλληλουχιών νουκλεοτιδίων των επιμέρους τμημάτων, μια ειδική μορφή 
ανασυνδυασμού [244-247].

- πραγματικός ανασυνδυασμός γονιδιώματος που περιλαμβάνει διάφορα τμήματα 
[232,248-252].

- πολλοί από τους προαναφερθέντες μηχανισμούς που δρουν σε συνδυασμό.

Οι κύριοι μηχανισμοί φαίνεται να είναι σημειακές μεταλλάξεις που συμβαίνουν 
συνεχώς λόγω του υψηλού ποσοστού σφάλματος της RdRp των RVs [228] και των 
αναδιατάξεων του γονιδιώματος. Οι RVs των ζώων μπορούν επίσης να μεταδοθούν 
απευθείας στους ανθρώπους [242,253].
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1.9. ΠΡΟΛΗΨΗ: ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΙ ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΩΝ ΕΜΒΟΛΙΩΝ ΕΝΑΝΤΙ ΤΩΝ ΡΟΤΑΪΩΝ, 
ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΠΟΥ ΠΡΟΚΥΠΤΟΥΝ ΑΠΟ ΤΑ ΥΠΑΡΧΟΝΤΑ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ 
ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΥ ΓΙΑ ΤΟΥΣ ΡΟΤΑΪΟΥΣ

Από τη στιγμή που οι RVs ανακαλύφθηκαν ως σημαντικοί παθογόνοι παράγοντες του 
εντέρου στα παιδιά πριν από περισσότερα από 40 χρόνια, επιστήμονες και κλινικοί 
γιατροί συνένωσαν τις δυνάμεις τους για την ανάπτυξη ενός εμβολίου για τον 
ροταϊό. Από μελέτες σε ζωικά μοντέλα κατέστη προφανές ότι η προστασία έναντι της 
νόσου που προκαλούν οι RVs μπορεί να επιτευχθεί με παθητική μεταφορά ειδικών 
προϊόντων ανοσολογικής απόκρισης όπως αντισώματα και Τ κύτταρα ή με 
εμβολιασμό [100,104,254-256]. Οι προοπτικές μελέτες σε μικρά παιδιά ανέδειξαν 
ότι: (1) η πρωτοπαθής λοίμωξη από τον RV εμφανίζεται κυρίως κατά το πρώτο έτος 
της ζωής και γενικά είναι συμπτωματική (2) οι επιμολύνσεις με RV κατά τη διάρκεια 
των πρώτων 2-3 ετών ζωής είναι συχνές αλλά σπάνια συνοδευόμενες από οξεία 
γαστρεντερίτιδα (ακόμα και όταν η μόλυνση οφείλεται σε RVs τύπου G/P που 
διαφέρουν από αυτόν της αρχικής μόλυνσης) [257] (3) η προστασία που 
επιτυγχάνεται μετά από επαναλαμβανόμενες φυσικές λοιμώξεις συσχετίζεται με την 
παρουσία αντισωμάτων έναντι του RV στον ορό και, το πιο σημαντικό, στο έντερο 
(IgA αντισώματα) [258,259]. Έτσι, η νόσος που προκαλείται από RV σε ανθρώπους 
θεωρήθηκε ότι μπορεί να προληφθεί με τη χρήση του εμβολίου. Αρχικά, 
αναπτύχθηκαν εμβόλια απο ζώντες ιούς ελαττωμένης λοιμογόνου δύναμης, καθώς 
φαινόταν ιδανικά λόγω της μίμησης μιας αλληλουχίας επαναλαμβανόμενων φυσικών 
μολύνσεων με αποτέλεσμα την προστασία από σοβαρή νόσο (προσέγγιση Jennerian) 
[260]. Τα αρχικά ελπιδοφόρα αποτελέσματα που προέκυψαν από ένα ζωντανό 
εξασθενημένο βόειο εμβόλιο για τον RV (στέλεχος RIT 4237) στη Φινλανδία δεν 
κατέστη εφικτό να αναπαραχθούν από δοκιμές που έγιναν σε αναπτυσσόμενες 
χώρες και οι δοκιμές πάνω σε αυτό το υποψήφιο εμβόλιο διακόπηκαν [261]. Ένα 
άλλο βόειο στέλεχος RV, το στέλεχος WC3 και ένα στέλεχος RV πιθήκου, το RRV, ήταν 
παρομοίως ανεπαρκή ή μεταβλητής αποτελεσματικότητας στη μονοσθενή μορφή 
τους [262,263]. Στη συνέχεια, χρησιμοποιήθηκε μια τροποποίηση της προσέγγισης 
Jennerian αναπτύσσοντας ένα τετραδύναμο εμβόλιο που αποτελούνταν από 
ανάμειξη του εξασθενημένου RRV (G3P7[5]) και των μονο-ανασυγκροτητών που 
περιείχαν τα γονίδια που κωδικοποιούν την VP7 των ανθρώπινων G1, G2 και G4 
γονότυπων στο γενετικό υπόβαθρο των άλλων 10 RNA τμημάτων του στελέχους RRV 
[260]. Το τετραδύναμο ανθρώπινο ανασυνδυασμένο εμβόλιο που βασίστηκε στο RRV 
ήταν αποτελεσματικό σε αρκετές δοκιμές φάσης III [264-266].

Με βάση τα αποτελέσματα αυτά, το 1998 χορηγήθηκε άδεια για το εμβόλιο αυτό και 
παρήχθη με το όνομα RotaShield® (Wyeth Lederle Vaccines). Κατά τη διάρκεια της 
περιόδου 1998/99 εφαρμόστηκε ως εμβόλιο γενικής χρήσης (universal mass 
vaccination, UMV) σε περισσότερα από 1 εκατομμύριο παιδιά στις ΗΠΑ. Εντούτοις, 
όταν εμφανίστηκαν περιπτώσεις εγκολεασμού του εντέρου σε χρονική συσχέτιση με
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τον εμβολιασμό για RV, ο CDC και ο AAP συνέστησαν τη διακοπή του εμβολιασμού. 
Σε έρευνες παρακολούθησης, βρέθηκε ότι ο κίνδυνος για παρουσία εγκολεασμού 
του εντέρου που να σχετίζεται με τον εμβολιασμό για RV ήταν περίπου 1: 2500 
[267], οδηγώντας στην εθελοντική διακοπή της παραγωγής του εμβολίου από τον 
κατασκευαστή. Ακολούθησε μια σημαντική διαμάχη σχετικά με το μέγεθος του 
κινδύνου εμφάνισης εγκολεασμού του εντέρου λόγω του εμβολίου [268-275], που 
με τη σειρά της οδήγησε σε μια σημαντικά χαμηλότερη εκτίμηση (1:10.000 ή 
χαμηλότερη) αμφισβητώντας την απόφαση για διακοπή της χρήσης του 
τετραδύναμου εμβολίου, θέτοντας παράλληλα το ζήτημα ηθικής που προέκυπτε 
λόγω της στέρησης του εμβολίου από τις αναπτυσσόμενες χώρες στις οποίες η 
θνησιμότητα από τη νόσο που προκαλεί ο RV είναι υψηλή [276].

Μετά από αυτή την αντίδραση, έγιναν εκτενείς προσπάθειες για την ανάπτυξη 
εναλλακτικών εμβολίων για τον RV. Ένα από τα υποψήφια ενναλλακτικά εμβόλια 
ήταν ένα μονοσθενές ελαττωμένης λοιμογόνου δύναμης εμβόλιο (G1P1A[8]), που 
προερχόταν από το ανθρώπινο στέλεχος RV 89-12 και η απώλεια της λοιμογόνου 
δύναμης του προκλήθηκε μετά από σειριακή διέλευση σε κυτταροκαλλιέργειες. Σε 
μια μεγάλη κλινική δοκιμή φάσης ΙΙΙ [277], βρέθηκε ότι αυτό το εμβόλιο είναι 
εξαιρετικά αποτελεσματικό έναντι της σοβαρής νόσου που προκαλείται από ομόλογα 
στελέχη RV καθώς επίσης και ετερόλογα στελέχη όπως τα G3P[8], G4P[8] , αλλά και 
το G2P[4], αν και σε μικρότερο βαθμό [278]. Το εμβόλιο έλαβε άδεια για τον 
εμβολιασμό των βρεφών το 2005, και έκτοτε χρησιμοποιείται σε πολλές χώρες σε 
όλο τον κόσμο (παράγεται ως «Rotarix®» από την Glaxo-SmithKline, και ονομάζεται 
επίσης RV1). Ταυτόχρονα, αναπτύχθηκε ένα πεντασθενές ζωντανό εξασθενημένο 
εμβόλιο, χρησιμοποιώντας το βόειο στέλεχος RV WC3 (G6P7[5]) το οποίο επίσης 
υποβλήθηκε σε μια πολύ επιτυχημένη κλινική δοκιμή φάσης ΙΙΙ [279] και από το 2006 
και μετά χορηγήθηκε άδεια σε πολλές χώρες σε όλο τον κόσμο. Παραμένει ένας πολύ 
μικρός κίνδυνος για πρόκληση εγκολεασμού οφειλόμενος και στα δύο εμβόλια, 
περίπου 1: 50.000 ή λιγότερο, ο οποίος όμως υπερβαίνει τα οφέλη των εμβολίων 
[280-288].

Σε αντίθεση με την υψηλή αποτελεσματικότητα του εμβολιασμού με RV σε 
αναπτυγμένες χώρες, σε μερικές χώρες μεσαίου και χαμηλού εισοδήματος, όπως το 
Μεξικό, η Νικαράγουα, το Μαλάουι, η Νότια Αφρική, η Κένυα, το Μάλι, το 
Μπαγκλαντές και το Βιετνάμ, βρέθηκε ότι η αποτελεσματικότητα του εμβολίου (20%) 
ήταν αισθητά χαμηλότερη [289-291] για λόγους που δεν είναι επί του παρόντος 
πλήρως κατανοητοί [292]. Ένας παράγοντας μπορεί να είναι έλλειψη Βιταμίνης A, 
όπως διερευνήθηκε πειραματικά σε γνωτοβιοτικά χοιρίδια [293-295]. Δεδομένου ότι 
η θνησιμότητα από οξεία γαστρεντερίτιδα που σχετίζεται με τον RV είναι υψηλότερη 
στις χώρες χαμηλού εισοδήματος [141], ο WHO συνιστά από το 2009 ο εμβολιασμός 
για RV να πραγματοποιείται σε όλες τις χώρες, αποδεχόμενοι τη σχετικά χαμηλότερη 
αποτελεσματικότητα εμβολίων σε χώρες χαμηλού εισοδήματος · WHO, 2013).
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Η εύρεση του DNA του κυκλοϊού του χοίρου τύπου 1 και 2 χοίρου που ανιχνεύθηκε 
στα δύο εγκεκριμένα εμβόλια με μεταγονιδιωματικές τεχνικές, αρχικά προκάλεσε 
αντιδράσεις, αλλά στη συνέχεια διερευνήθηκε και η χρήση των εμβολίων δεν 
βρέθηκε επιβλαβής για τους ανθρώπους [296-299].

Αν και το μονοσθενές RV1 εμβόλιο είναι πολύ αποτελεσματικό έναντι των 
εντεροκυτταρικών G2P[4] RVs, η αναλογία των περιστατικών οξείας γαστρεντερίτιδας 
που συνδέεται με τον G2P[4] είναι υψηλότερη σε εμβολιασμένα σε σχέση με μη 
εμβολιασμένα παιδιά που νοσηλεύονται [300]. Άλλες μελέτες δεν βρήκαν σημαντική 
μεταβολή στον επιπολασμό συγκεκριμένων RV γονότυπων λόγω του εμβολίου 
[234,301-303]. Για να επιτευχθεί περισσότερη σαφήνεια σχετικά με αυτό το 
πρόβλημα, συνεχίζεται η επιτήρηση μετά την κυκλοφορία των στελεχών RV και ο 
προσδιορισμός του επιπολασμού των γενότυπων.

Επειδή και τα δύο εμβόλια RV περιέχουν ζωντανό εξασθενημένο ιό, δεν προκαλεί 
έκπληξη η εμφάνιση ανασυνδυασμένων στελεχών του εμβολίου (μεταξύ τόσο των 
στελεχών RV του εμβολίου όσο και στελεχών του εμβολίου και των άγριων στελεχών 
που αναδύθηκαν κατά τη διάρκεια της ταυτόχρονης κυκλοφορίας τους) 
[235,304,305]. Ένα άλλο ζωντανό εξασθενημένο εμβόλιο για τον RV, το ανθρώπινο- 
βόειο φυσικό ανασυνδυσμένο στέλεχος 116E (G9P8[11] που απομονώθηκε αρχικά 
από ασυμπτωματικά μολυσμένα νεογνά στην Ινδία) εξετάστηκε σε κλινική δοκιμή 
φάσης III στην Ινδία και καταγράφηκε αποτελεσματικότητα 56% έναντι της 
εκδήλωσης σοβαρής νόσου [306], η οποία είναι συγκρίσιμη με εκείνη των εμβολίων 
R1 και R5 σε χώρες με χαμηλό εισόδημα. Λόγω της υψηλής αποτελεσματικότητας 
των εμβολιακών προγραμμάτων για τον RV, η κυρίαρχη αιτία της νοσηλείας παιδιών 
με οξεία γαστρεντερίτιδα είναι πλέον οι μολύνσεις από Νοροϊούς [307-310].

Ως εναλλακτικές στα ζωντανά εξασθενημένα εμβόλια, γίνεται έρευνα για τη χρήση 
απενεργοποιημένων ιικών σωματιδίων [216,311,312], σωματίδια που
προσομοιάζουν στον ιό (Virus Like Particles, VPLs) που εκφράζονται σε κύτταρα που 
έχουν μολυνθεί με ανασυνδυασμένα στελέχη βακουλοϊών [313-318] και εμβόλια με 
βάση το DNA [319]. Οι νανοσωληνίσκοι της VP6 του Ροταϊού, σε συνδυασμό με VLP 
νοροϊού, αποτελούν άλλη μια εναλλακτική νέου εμβολίου [320-323].

1.10. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΕΠΙΤΗΡΗΣΗ ΣΤΟΥΣ ΑΝΘΡΩΠΟΥΣ

Οι άνθρωποι είναι ευπαθείς σε λοίμωξη με RVA χωρίς ηλικιακό περιορισμό, παρόλο 
που τα βρέφη και τα μικρά παιδιά ηλικίας 4 μηνών έως 3 ετών είναι πιθανό να 
αναπτύξουν σοβαρή μορφή κλινικών εκδηλώσεων [324]. Υπάρχουν γεωγραφικές 
διαφορές στην επιδημιολογία των λοιμώξεων από ροταϊούς. Ωστόσο, από την ηλικία 
των 5 ετών, τα περισσότερα παιδιά είναι οροθετικά για τον RVA, ανεξάρτητα από τη
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γεωγραφική περιοχή στην οποία ζουν. Στις χώρες με εύκρατο κλίμα, οι λοιμώξεις με 
RVA τείνουν να παρουσιάζουν εποχικά πρότυπα, με τις εξάρσεις κρουσμάτων να 
είναι πιο εμφανείς κατά τους ψυχρούς μήνες. Σε υποτροπικά και τροπικά 
περιβάλλοντα, η εποχικότητα είναι λιγότερο εμφανής [324,325].

Οι ροταϊοί παρουσιάζουν γενετική και αντιγονική ποικιλομορφία και τα 
δημοσιευμένα δεδομένα επιτήρησης υποδεικνύουν ότι πολλαπλά στελέχη 
συνυπάρχουν σε μια περιοχή οποιαδήποτε στιγμή. Συνήθως, στις βιομηχανικές 
χώρες, ένας μόνο γενότυπος κυριαρχεί σε μια γεωγραφική περιοχή σε μία μόνο 
εποχή. Στις αναπτυσσόμενες χώρες, δεν μπορεί να προσδιοριστεί ένα μεμονωμένο 
επικρατέστερο στέλεχος και οι λοιμώξεις συχνότερα προκαλούνται από πολλαπλούς 
γονότυπους ροταϊού (δηλ. Μικτές λοιμώξεις) [326].

Οι μελέτες επιτήρησης έχουν αναγνωρίσει 14 τύπους G (G1-G6, G8-G12, G14, G20 
και G26) και 17 τύπους P (P [1] έως P [11], P [14], P [15] ], Ρ [24], Ρ [25] και Ρ [28]) και 
σχεδόν 90 συνδυασμούς αντιγόνων RVA (δηλ. Συνδυασμοί G-P) σε παιδιά 
παγκοσμίως. Μεταξύ αυτών, ωστόσο, μόνο λίγοι είναι υπεύθυνοι για την 
πλειοψηφία των λοιμώξεων που εκδηλώνονται κλινικά. Σε παγκόσμιο επίπεδο, τα πιο 
κοινά ανθρώπινα στελέχη είναι τα G1P [8] (31 - 53%), G2P [4] (10-13%), G3P [8] (5
11%), G4P [8] (5-14%), G9P [8] (10-11%) και G12P [8] (1-3%). Η ιατρική σημασία των 
G1P [8], G2P [4], G3P [8] και G4P [8] έγινε εμφανής στα τέλη της δεκαετίας του 1980 
[327,328]. Αντίθετα, τα στελέχη G9P [8] και G12P [8] έχουν γίνει κοινά παγκοσμίως 
μόνο από τα μέσα της δεκαετίας του 1990 και μετά. Η περαιτέρω ποικιλία των 
στελεχών προκαλείται, εν μέρει, από την αναδιάταξη μεταξύ των μείζονων στελεχών 
που κυκλοφορούν τοπικά που μπορούν να οδηγήσουν σε ασυνήθιστους 
συνδυασμούς των κοινών G και Ρ γονότυπων [199,328]. Για παράδειγμα, τα στελέχη 
G1P [4] και G2P [8] αναφέρθηκε να συνυπάρχουν συνήθως με στελέχη G1P [8] και 
G2P [4]. Συγκεκριμένα, η επιδημιολογική υπεροχή των έξι κοινών γενότυπων 
φαίνεται να μην έχει αλλάξει μετά την εισαγωγή του εμβολίου, αν και μερικά από τα 
μείζονα στελέχη τείνουν να είναι πιο κοινά από άλλα. Έτσι, τα στελέχη G2P [4] 
εμφανίστηκαν να κυριαρχούν σε διαδοχικές εποχές σε χώρες όπου το ετεροτυπικό 
εμβόλιο G1P [8] (Rotarix) χρησιμοποιείται στα εθνικά προγράμματα ανοσοποίησης 
ρουτίνας [329]. Προς το παρόν, δεν είναι σαφές αν προκλήθηκε μειωμένη 
ετεροτυπική ανοσία από το μονοσθενές εμβόλιο και συνεπώς για το φαινόμενο αυτό 
ευθύνεται ο μηχανισμός επιλογής που σχετίζεται με το εμβόλιο ή η παρατεταμένη 
υπεροχή των στελεχών G2P [4] οφείλεται στις φυσικές διακυμάνσεις των στελεχών 
του ανθρώπινου ροταϊού στον πληθυσμό [330]. Εκτός από τα έξι κύρια στελέχη RVA, 
έχουν εντοπιστεί σημαντικά στελέχη σε ορισμένες περιοχές σε τοπικό επίπεδο. 
Τέτοια στελέχη ανασχημάτισαν παροδικά τον τοπικό επιπολασμό RVA των τεσσάρων 
ιστορικά πιο κοινών στελεχών και των δύο πρόσφατα αναδυόμενων γενότυπων. 
Ιστορικά παραδείγματα για τοπικά κοινά στελέχη είναι οι ιοί G5P [8] και G8P [6] σε 
τμήματα της Νότιας Αμερικής και της Υποσαχάριας Αφρικής, αντίστοιχα [331,332].
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Επίσης, μετά την εισαγωγή του εμβολίου, τα στελέχη G6P [6] και G9P [4] προκάλεσαν 
σημαντικό αριθμό κρουσμάτων, στην Αφρική και τη Λατινική Αμερική, αντίστοιχα 
[165,333].

Διάφοροι άλλοι συνδυασμοί αντιγόνων που ανιχνεύθηκαν σε ανθρώπους 
εντοπίστηκαν κυρίως σε σποραδικές, χωρικά απομονωμένες περιπτώσεις. Ορισμένα 
από αυτά περιγράφηκαν για πρώτη φορά την περίοδο μετά την αδειοδότηση του 
εμβολίου και δεν μπορεί να αποκλειστεί η προέλευσή τους από το στέλεχος του 
εμβολίου. Οι γονοτύποι G1P [5], G2P [5] ή G6P [8] μοιράζονται είτε το γονίδιο που 
κωδικοποιεί την VP7 του G6 είτε την VP4 του Ρ [5] με το στέλεχος βοοειδών στο 
εμβόλιο Rota-Teq [329]. Άλλα σπάνια στελέχη RVA πιστεύεται ότι έχουν εξελιχθεί 
από ζώα ξενιστές που λειτουργούν ως δεξαμενές λόγω μετάδοσης των στελεχών 
μεταξύ διαφορετικών ειδών. Μερικά από αυτά τα σπάνια στελέχη ανιχνεύονται 
ελαφρά συχνότερα από άλλα RVAs. Τέτοια παραδείγματα είναι το στέλεχος G3P [9] 
που προσομοιάζει με στελέχη που έχουν ανιχνευθεί σε γάτα και το στέλεχος G4P [6] 
που μοιάζει με στελέχη που έχουν ανιχνευθεί σε χοίρους και ανιχνεύθηκαν στους 
ανθρώπους τις τελευταίες δύο δεκαετίες από πολλές χώρες παγκοσμίως [164,166
168,334-341]. Αν και τα στελέχη αυτά ανιχνεύονται σχετικά πιο συχνά σε σχέση με 
άλλους σπάνιους γονότυπους, οι οδοί μετάδοσης συνήθως δεν περιγράφονται.
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2. ΝΟΡΟΪΟΙ

Εικόνα 2. Σχηματική αναπαράσταση δομής Νόροϊων

2.1. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ

Τα μέλη της οικογένειας Caliciviridae έχουν γονιδίωμα RNA θετικής πολικότητας το 
οποίο είναι πολυαδενυλιωμένο, μια πρωτεΐνη η οποία είναι συνδεδεμένη με το 
γονιδίωμα (VPg), καψίδιο εικοσαεδρικής συμμετρίας, χωρίς φάκελο, με διάμετρο 27 
έως 40 nm. Το καψίδιο αποτελείται κατά κύριο λόγο από μια δομική πρωτεΐνη, την 
VP1, η οποία είναι περίπου 60.000 D. Η οικογένεια Caliciviridae αποτελείται από τα 
γένη Norovirus, Sapovirus, Lagovirus, Nebovirus και Vesivirus, κάθε ένα από τα οποία 
αντιπροσωπεύει ένα ξεχωριστό φυλογενετικό κλάδο. Σε κάθε γένος, ανήκουν ένα ή 
περισσότερα είδη τα οποία έχουν προσδιοριστεί κυρίως με βάση την γενετική τους 
συγγένεια.

2.2. ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΒΙΡΙΟΥ

Το βίριο των καλικοϊών παρουσιάζει εικοσαεδρική συμμετρία T = 3. Το καψίδιο 
αποτελείται από 90 διμερή της πρωτεΐνης του καψιδίου (VP1) που σχηματίζουν ένα 
κέλυφος. Από το κέλυφος προεξέχουν 90 καψομερίδια στους διπλούς άξονες που 
μοιάζουν με τόξα. [342,343] Αυτά τα τόξα είναι διατεταγμένα κατά τέτοιο τρόπο 
ώστε να παρατηρούνται 32 μεγάλες κοιλότητες οι οποίες δημιουργούν την εικόνα 
δομών που μοιάζουν με «κύπελλα» στην επιφάνεια των ιικών σωματιδίων (το calici 
προέρχεται από τη λατινική λέξη calyx ή "κύπελλο"). Η παρατήρηση στο κρυο- 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο και οι μελέτες στις οποίες έγινε επεξεργασία της εικόνας 
αντιπροσωπευτικών καλικοϊών μέσω υπολογιστή, έδειξαν ότι υπάρχουν μικρές 
διαφορές στη δομή του καψιδίου μεταξύ των καλικοϊών. Οι διαφορές αυτές 
παρατηρήθηκαν επίσης στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο με τη χρήση αρνητικής βαφής.
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Η ατομική δομή του rVLP του ιού Norwalk έχει προσδιοριστεί με κρυσταλλογραφία 
ακτίνων Χ.[343]. Έτσι αναγνωρίστηκαν δύο κύριοι τομείς στην πρωτεΐη VP1, το 
κέλυφος (shell, S) και ο προεξέχον βραχίονας (protruding, Ρ). Ο τομέας S σχηματίζει 
το εσωτερικό τμήμα του καψιδίου που περιβάλλει το γονιδίωμα RNA και διατηρεί τις 
εικοσαεδρικές επαφές της δομής Τ = 3. Ο τομέας Ρ σχηματίζει τις προεξοχές τύπου 
τόξου που προέρχονται από το κέλυφος και περιέχουν τις διμερείς επαφές. [343]. Ο 
ΝΗ2-τερματικός (Ν) βραχίονας, ο οποίος βρίσκεται εντός του τομέα S, αποτελείται 
από τα υπολείμματα αμινοξέων 1 έως 49. Το τμήμα του τομέα S αποτελείται από τα 
αμινοξέα (aa) 50 έως 225. Ολόκληρος ο τομέας S (aa 1 έως 225) αντιστοιχεί στη Ν 
τερματική περιοχή της πρωτεΐνης του καψιδίου που είναι σχετικά συντηρημένη 
μεταξύ των νοροϊών. Ο τομέας Ρ, ο οποίος συνδέεται με τον τομέα S (aa 219 έως 
225), αντιστοιχεί στο C-τελικό ήμισυ της VΡ1, το οποίο παρουσιάζει μεγαλύτερη 
ποικιλομορφία ως προς την αλληλουχία των αμινοξέων. Ο τομέας Ρ διαιρείται στον 
υποτομέα Ρ1, που περιλαμβάνει τα aa 226 έως 278 και 406 έως 520 και τον 
υποτομέα Ρ2, που περιλαμβάνει τα aa 279 έως 405. Οι υποτομείς P1 σχηματίζουν τις 
πλευρές του τόξου των καψομεριδίων και τοποθετούν τον μεταβλητό υποτομέα P2 
στην κορυφή του τόξου. Στη διμερή μορφή της πρωτεΐνης του καψιδίου, οι δύο 
υποτομείς Ρ2 σχηματίζουν μια δίλοβη δομή στην επιφάνεια του βιρίου. Η έκθεση της 
μεταβλητής περιοχής Ρ2 στην επιφάνεια εξυπηρετεί τον σχηματισμό μίας κύριας 
αντιγονικής θέσης και τη δέσμευση στον υποδοχέα [342-347]. Έχει προταθεί ότι η 
εξαιρετικά συντηρημένη περιοχή του τομέα S μπορεί να λειτουργήσει ως 
εικοσαεδρικό ικρίωμα με το Ν-τερματικό βραχίονα παρέχοντας μία μετατόπιση ώστε 
να διευκολυνθεί η δημιουργία της κατάλληλης καμπυλότητας. Επίσης, η περιοχή του 
τομέα Ρ μπορεί να αποτελεί μια αντικαταστάσιμη ενότητα με αποτέλεσμα να 
προκύπτουν διαφορές ως προς το στέλεχος και την ειδικότητα ως προς τα αντιγόνα 
[342,343].

Η γνώση της δομής του καψιδίου συνέβαλε στη μελέτη της συναρμολόγησής του και 
διευκόλυνε την έκφραση υποϊικών μορφών του καψιδίου οι οποίες έχουν αποδειχθεί 
χρήσιμες σε αρκετές περιοχές έρευνας [348]. Το ακραίο Ν-τερματικό άκρο της VP1 
του NV (τα πρώτα 20 aa) δεν φαίνεται να είναι απαραίτητο για τη συναρμολόγηση 
των VLP με φυσικό μέγεθος 38 nm και συμμετρία T = 3. Η έκφραση μόνο της 
περιοχής S της VP1 (ξεκινώντας με το ακραίο Ν-τερματικό άκρο της VP1 και 
περιλαμβάνοντας τα υπολείμματα αμινοξέων 1 έως 227) είχε ως αποτέλεσμα τον 
σχηματισμό λείων σωματιδίων (που ορίζονται ως σωματίδια "S") διαμέτρου περίπου 
30 nm.36 Αν και η αρχική έκφραση μόνο της περιοχής Ρ δεν παρήγαγε VLPs σε 
βακτηριακά συστήματα ή συστήματα βακουλοϊών, [349,350] η φυσική περιοχή του 
τομέα P σχημάτισε διμερή Ρ τα οποία αναγνωρίστηκαν από αντισώματα και 
υδατάνθρακες κατά τον ίδιο τρόπο με τα άθικτα VLPs.[350] Περαιτέρω γενετική 
μηχανική είχε ως αποτέλεσμα τη δημιουργία μικρών, υποϊικών σωματιδίων, τα Ρ 
σωματίδια, τα οποία αποτελούνταν από 12 διμερή του τομέα Ρ και είχαν συμμετρία
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Τ = 1 [348]. Πρόσφατα, η έκφραση της περιοχής Ρ με ένα περαιτέρω τροποποιημένο 
άκρο επέτρεψε την παραγωγή μικρών σωματιδίων Ρ [351].

2.3. ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΟΣ

Οι καλυκοϊοί έχουν γραμμικό, μονόκλωνο γονιδίωμα RNA θετικής πολικότητας το 
μέγεθος του οποίου κυμαίνεται από περίπου 7,3 έως 8,5 kb. Το γονιδίωμα ξεκινά 
χαρακτηριστικά με μια τερματική αλληλουχία pGpU στο 5' άκρο που είναι 
συνδεδεμένη με μια μικρή πρωτεΐνη, την VPg. Οι μη δομικές πρωτεΐνες 
κωδικοποιούνται αρχίζοντας από το 5 ' άκρο του γονιδιώματος, και οι δομικές 
πρωτεΐνες ^ Ρ 1  και VΡ2) κωδικοποιούνται προς το 3' άκρο του γονιδιώματος. Τα 
γονιδιώματα των καλυκοϊών οργανώνονται σε δύο ή περισσότερα σημαντικά ORFs, 
ανάλογα με το γένος. Οι νοροϊιοί κωδικοποιούν τη δομική πρωτεΐνη VΡ1 σε ένα 
ξεχωριστό ORF (ORF2). Όλοι οι καλυκοϊοί έχουν ένα σχετικά μικρό ORF κοντά σ™  
άκρο 3' που κωδικοποιεί τη δομική πρωτεΐνη VP2 η οποία έχει μεταβλητό μέγεθος 
(12.000 έως 29.000 D) και αλληλουχία μεταξύ των καλυκοϊών. 65,418 Τα γενωμικά 
γονίδια των νοροϊών που έχουν αναλυθεί μέχρι στιγμής περιέχουν ένα μοναδικό 
συντηρημένο ORF (ORF4) με μια κωδικοποιημένη πρωτεΐνη 23.800 D (ονομαζόμενη 
VF-1) η οποία εμπλέκεται στη ρύθμιση της έμφυτης ανοσοαπόκρισης του ξενιστή in 
νίνο [352].

2.4. ΙΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ

2.4.1. ΔΟΜΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ

Στα ώριμα βίρια των καλυκοϊών συναντώνται τρεις πρωτεΐνες, οι VP1, VP2 και VPg. Η 
VP1 (~ 60.000 D), η οποία είναι η κύρια δομική πρωτεΐνη του ιού, είναι παρούσα σε 
180 αντίγραφα (90 διμερή) ανά βίριο [353] Η κυριαρχία της VP1 στο σχηματισμό της 
δομής του ιικού καψιδίου είναι σε συμφωνία με τον κρίσιμο ρόλο της για τον 
προσδιορισμό του αντιγονικού φαινότυπου του ιού και των αλληλεπιδράσεών της με 
τα κύτταρα ξενιστές.

Η VP2 (12.000 έως 29.000 D) θεωρείται δευτερεύουσα δομική πρωτεΐνη επειδή 
υπάρχει σε ένα έως δύο αντίγραφα ανά βίριο και η λειτουργία της είναι άγνωστη 
[354,355]. Ωστόσο, έχει αναφερθεί η άμεση αλληλεπίδραση μεταξύ των πρωτεϊνών 
VP1 και VP2 του καψιδίου [354] υποδηλώνοντας ότι παίζει κάποιο ρόλο στην 
ωρίμανση ή τη σταθερότητα των ιικών σωματιδίων.

Η VPg είναι συνδεδεμένη με το γονιδιωματικό και υπογονιδιωματικό RNA σε 
μολυσμένα κύτταρα [356]. Πρόκειται για ένα δευτερεύον συστατικό που βρίσκεται
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σε ένα ή δύο αντίγραφα ανά βίριο [355]. Αν και η VPg είναι παρούσα στα βίρια, 
φαίνεται να λειτουργεί κυρίως ως μη δομική πρωτεΐνη κατά τη διάρκεια της 
αντιγραφής.

2.4.2. ΜΗ ΔΟΜΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ

Οι ώριμες μη δομικές πρωτεΐνες (NS1 έως NS7) των καλυκοϊων προέρχονται από 
πρωτεολυτική διάσπαση μίας μεγάλης πολυπρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το 
ORF1. Το μήκος του μη διασπασμένου πολυπρωτεϊνικού πρόδορμου μορίου είναι 
περίπου 200.000 D. Αυτό το μεγάλο πρόδρομο μόριο δεν έχει παρατηρηθεί ποτέ, 
πιθανότατα επειδή η πρωτεολυτική επεξεργασία είναι ταχεία και γίνεται παράλληλα 
με τη μετάφραση [357-359]. Η πρωτεολυτική διάσπαση διαμεσολαβείται από την 
πρωτεϊνάση κυστεϊνης που κωδικοποιείται από τον ιό (NS6Pro) [360]. Η θέση 
διάσπασης στην πολυπρωτεΐνη του ORF1, που προσδιορίζει τα όρια των τελικών 
προϊόντων διάσπασης των μη δομικών πρωτεϊνών, έχει προσδιοριστεί για στελέχη 
καλυκοϊών που αντιπροσωπεύουν τα γένη Norovirus, [357,358,361,362] Vesivirus, 
[363] Lagovirus, [364] και Sapovirus [365]. Για την πολυπρωτεΐνη του ORF1 των 
νοροϊών έχουν χαρτογραφηθεί μέχρι στιγμής πέντε θέσεις διάσπασης από τις οποίες 
προκύπτουν έξι ώριμα προϊόντα. Στον πίνακα φαίνονται οι λειτουργίες των μη 
δομικών πρωτεϊνών των Νοροϊών όπως έχουν αναγνωριστεί μέχρι στιγμής.

2.5. ΣΤΑΔΙΑ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ

2.5.1. ΣΤΡΑΤΗΓΙΚΗ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ

Οι νοροϊοί προσδένονται και εισέρχονται στο κύτταρο, το γονιδίωμα RNA 
απελευθερώνεται και λαμβάνει χώρα η μετάφραση του γονιδιώματος μέσω των 
μηχανισμών μετάφρασης των κυττάρων ξενιστών. Οι πρωτεΐνες του ιού που 
μεταφράζονται σε πρώιμο στάδιο αλληλεπιδρούν με το κύτταρο ξενιστή για τη 
δημιουργία θέσεων αντιγραφής του ιού (που περιλαμβάνουν αναδιοργανωμένες 
ενδοκυτταρικές μεμβράνες), ενώ άλλες πρωτεΐνες λειτουργούν ως ένζυμα 
αντιγραφής. Τα RNA θετικής πολικότητας που συντίθενται είναι συνδεδεμένα με την 
VPg και συσκευάζονται σε ιικά σωματίδια που απελευθερώνονται μετά από λύση 
των κυττάρων. Ο κύκλος αντιγραφής είναι ταχύς καθώς νέοι ιικοί απόγονοι 
ανιχνεύονται μέσα σε λίγες ώρες μετά τη μόλυνση.
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2.5.2. ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ ΤΟΥ ΙΙΚΟΥ ΣΩΜΑΤΙΔΙΟΥ

Μέσω δομικών μελετών έχει διαπιστωθεί ότι η VP1 των νοροϊών αλληλεπιδρά με 
υδατάνθρακες των αντιγόνων HBG (histo-blood group antigens, HBGAs)[366,367]. 
Σχεδόν όλα τα VLP του νοροϊού δεσμεύονται σε έναν ή περισσότερους υδατάνθρακες 
των HBGA. Υπάρχουν δομικές μελέτες οι οποίες έχουν προσδιορίσει τις 
αλληλεπιδράσεις με ορισμένους σακχαρίτες των HBGA σε επίπεδο αμινοξέων [366]. 
Επίσης, διαπιστώθηκε ότι υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της ευαισθησίας στη λοίμωξη 
από τον ιό Norwalk σε ενήλικους εθελοντές και την κατάσταση έκκρισης των HBGA 
που συνδέεται με το γονίδιο FUT2 [368]. Ωστόσο, τα πειράματα για να εξακριβωθεί 
ότι τα HBGAs μπορούν να χρησιμεύσουν ως λειτουργικός υποδοχέας για τους 
νοροϊούς ήταν ανεπιτυχή, εν μέρει λόγω του ότι δεν υπάρχει διαθέσιμο σύστημα 
κυτταροκαλλιέργειας που να επιτρέπει την απομόνωση των νοροϊών. Αν και η 
έκφραση του ανθρώπινου γονιδιακού προϊόντος FUT2 σε μη επιτρεπτικά κύτταρα 
ενίσχυσε τη δέσμευση των VLPs του ιού Norwalk σε κύτταρα in vitro, δεν επέτρεψε 
την είσοδο του ιού στα κύτταρα. [369].

2.5.3. ΕΙΣΟΔΟΣ ΤΟΥ ΙΙΚΟΥ ΣΩΜΑΤΙΔΙΟΥ

Οι απαιτήσεις των καλυκοϊών για την είσοδό τους στα κύτταρα ξενιστές και την 
επακόλουθη μόλυνση παρουσιάζουν διαφορές. Για παράδειγμα η μολυσματικότητα 
του νοροϊού του ποντικού (στέλεχος MNV-1) δεν εξαρτάται από το όξινο περιβάλλον 
των ενδοσωμάτων. Έχει προταθεί ότι η είσοδος του MNV-1 γίνεται μέσω μιας 
ενδοκυτταρικής οδού που πιθανώς περιλαμβάνει λιπίδια ευαίσθητα στη 
χοληστερόλη και δυναμίνη II (τουλάχιστον σε κύτταρα RAW264.7) [370-372].

2.5.4. ΑΠΕΚΔΥΣΗ

Η διαδικασία που οδηγεί στην απέκδυση του ιικού σωματιδίου και επιτρέπει στο 
γονιδίωμα RNA να γίνει προσιτό από το μηχανισμό μετάφρασης δεν έχει ακόμα 
αποσαφηνιστεί. Η απέκδυση είναι μια ταχεία διαδικασία. Για παράδειγμα, το γένωμα 
του MNV απελευθερώθηκε 1 ώρα μετά τη μόλυνση [371]. Η ανάλυση των VLPs του 
ιού Norwalk με φασματομετρία μάζας έδειξε ότι είναι σταθερά υπό όξινες συνθήκες. 
Έτσι, προτάθηκε ένα μοντέλο αποσυναρμολόγησης στο οποίο σωματίδια με 
συμμετρία Τ = 3 (που περιέχουν 180 αντίγραφα της VP1) αποσυνδέονται σε διμερή 
υπό αλκαλικές συνθήκες.[373]
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2.5.5. ΜΕΤΑΦΡΑΣΗ

Το γονιδιωματικό RNA που βρίσκεται στα βίρια απαιτεί την παρουσία της πρωτεΐνης 
VPg για την εγκατάσταση μόλυνσης στα κύτταρα [374]. Η εκκίνηση της μετάφρασης 
του εισερχόμενου γονιδιώματος θετικής πολικότητας πιθανώς διαμεσολαβείται από 
αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης VPg με τον κυτταρικό μηχανισμό μετάφρασης [375
377]. Από την άλλη μεριά, η αντιγραφή του γονιδιώματος σχετίζεται με την αναστολή 
της μετάφρασης στα κύτταρα ξενιστές. Στο σημείο αυτό, ο ρόλος της ιικής 
πρωτεϊνάσης (NS6Pro) είναι σημαντικός καθώς έχει αποδειχθεί ότι διασπά ορισμένες 
κυτταρικές πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη μετάφραση, γεγονός το οποίο δίνει, εν 
μέρει, ανταγωνιστικό πλεονέκτημα στο ιικό RNA [378]. Αρχικά μεταφράζεται το ORF1 
με αποτέλεσμα την παραγωγή μιας μεγάλης πολυπρωτεΐνης, από την οποία 
προκύπτουν στη συνέχεια πρόδρομες ουσίες και προϊόντα λόγω της διάσπασης που 
προκαλεί η NS6Pro σε αρκετές θέσεις [363]. Ορισμένες από τις μη δομικές 
πρωτεΐνες και οι πρόδρομοι τους που προκύπτουν, ρυθμίζουν τις θέσεις αντιγραφής 
εντός του κυττάρου ξενιστή [379,380], ενώ άλλες (όπως η RdRp και η NS7Pol) 
παίζουν ρόλο στην αντιγραφή του ιικού RNA. Η παρουσία άφθονου 
υπογονιδιωματικού RNA θετικής πολικότητας συνδεδεμένου με τη VPg λειτουργεί 
ως μήνυμα για τη μετάφραση των δομικών πρωτεϊνών VP1 και VP2 [381,382].

2.5.6. ΑΝΤΙΓΡΑΦΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟΥ ΝΟΥΚΛΕΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ

Όπως όλοι οι ιοί RNA θετικής πολικότητας, η αντιγραφή του RNA σχετίζεται με 
μεμβράνες του κυττάρου ξενιστή [383]. Έτσι παρατηρείται αισθητή αναδιάταξη των 
ενδοκυτταρικών μεμβρανών και υπάρχουν ενδείξεις για την έναρξη της αντιγραφής 
του RNA σε μια περιπυρηνική τοποθεσία που περιέχει μεμβράνες που συνδέονται με 
το ενδοπλασμικό δίκτυο, το δίκτυο trans-Golgi, και δείκτες της ενδοσωματικής 
μεμβράνης [361,362]. Η έναρξη της σύνθεσης ενός κλώνου RNA αρνητικής 
πολικότητας από το γονιδιωματικό εκμαγείο RNA αρχίζει στο 3' άκρο του 
γονιδιωματικού RNA θετικής πολικότητας και πιθανώς περιλαμβάνει
αλληλεπιδράσεις με κυτταρικές πρωτεΐνες [384]. Το RNA αρνητικής πολικότητας, με 
τη σειρά του, χρησιμεύει ως εκμαγείο για τη μεταγραφή δύο κύριων RNA θετικής 
πολικότητας που αντιστοιχούν στο γονιδιωματικό RNA πλήρους μήκους και το 
τερματικό 1/3 του γονιδιώματος προς το άκρο 3' που αντιστοιχεί στο 
υπογονιδιωματικό RNA [382].
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2.5.7. ΣΥΓΚΡΟΤΗΣΗ

Έχει προταθεί ότι η διαδικασία την ωρίμανσης των σωματιδίων των καλυκοϊών 
περιλαμβάνει δύο στάδια [385]. Στο πρώτο στάδιο πραγματοποιείται ταχεία 
συσσωμάτωση και συναρμολόγηση των πρόδρομων πρωτεϊνών του καψιδίου σε 
υπομονάδες 5S, οι οποίες στη συνέχεια περνούν μέσω διαφόρων ενδιάμεσων 
μορφών και προκύπτουν οι σταθερές υπομονάδες 15S.

Το δεύτερο στάδιο περιλαμβάνει τη σύνδεση των υπομονάδων 15S με τα 
νεοσυντεθέντα γονιδιώματα RNA για να σχηματίσουν μολυσματικά σωματίδια. Οι 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών έχουν ανιχνευθεί για τη VPg και τον προδρόμο 
του καψιδίου καθώς και μεταξύ της RdRp NS7Pol και του προδρόμου καψιδίου, 
υποδηλώνοντας ότι αυτές οι αλληλεπιδράσεις μπορεί να σχετίζονται με τη 
συσκευασία του πρόσφατα συντιθέμενου RNA στο ιικό καψίδιο [386]. Επιπροσθέτως, 
η επιτυχής συναρμολόγηση των μολυσματικών ιικών σωματιδίων έχει συνδεθεί με 
την αποτελεσματική έκφραση της πρωτεΐνης του καψιδίου του ιού, τη VP2 [387].

Τα συνδεδεμένα με VPg γονιδιωματικά και τα υπογονιδιωματικά RNA θετικής 
πολικότητας ανευρίσκονται σε σωματίδια με διαφορετική πυκνότητα, 
υποδεικνύοντας ότι δεν συσκευάζονται μαζί στο ίδιο βίριο.[388,389] Η ενσωμάτωση 
υπογονιδιωματικού RNA σε σωματίδια χαμηλής πυκνότητας (lower-density, LD) 
υποδηλώνει ότι εντός των 2.400 νουκλεοτιδίων του 3' τερματικού του γονιδιώματος 
εντοπίζεται ένα σήμα που αφορά στη συσκευασία.

2.5.8. ΑΠΕΛΕΥΘΕΡΩΣΗ

Τα μολυσμένα κύτταρα υφίστανται λύση και θεωρείται ότι η πλειοψηφία των ιικών 
απογόνων απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας. Η 
ενεργοποίηση της απόπτωσης έχει συσχετιστεί με μόλυνση από καλυκοϊό τόσο in 
vitro [390] όσο και in vivo [391-394]. Οι αποπτωτικές μεταβολές στις κυτταρικές 
μεμβράνες μπορεί να είναι ένας από τους μηχανισμούς με τους οποίους τα κύτταρα 
λύονται και απελευθερώνονται τα ιικά σωματίδια.

2.6. ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ ΚΑΙ ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ

Οι μελέτες που έχουν γίνει σε ενήλικες εθελοντές βοήθησαν στον προσδιορισμό 
σημαντικών χαρακτηριστικών της γαστρεντερίτιδας που προκαλείται από τους 
νοροϊούς, της παθογένειας και της ανοσολογίας της [395]. Προς τον παρόν, δεν 
υπάρχει κάποιο ζωικό μοντέλο που να αναπαράγει άμεσα όλο το εύρος των κλινικών 
συμπτωμάτων που παρατηρούνται στον άνθρωπο. Ωστόσο, κάποια από τα ζωικά
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είδη στα οποία υπάρχει ένδειξη για μόλυνση από νοροϊούς του ανθρώπου μετά από 
πειραματική μόλυνση, είναι τα γνωτοβιοτικά χοιρίδια [391], οι μόσχοι [396], οι 
πίθηκοι [397] και οι χιμπατζήδες [398].

Νοροϊοί έχουν ανιχνευθεί σε κόπρανα ποντικών (π.χ. στέλεχος MNV-1), [399] χοίρων 
(στέλεχος SW418), [400] βοοειδών (στέλεχος ιού Jena), και σκύλων (στέλεχος 
170/07). Ο νοροϊός των βοοειδών (στέλεχος Jena) αναφέρθηκε ότι προκαλεί 
διάρροια και σοβαρή ελάττωση των εντερικών λαχνών του λεπτού εντέρου σε 
νεογέννητους μόσχους παρόμοια με εκείνη που παρατηρείται στη μόλυνση από 
ανθρώπινο νοροϊό. Επίσης, παρατηρήθηκαν κύτταρα θετικά στην παρουσία 
αντιγόνων του ιού στα επιθηλιακά κύτταρα των λαχνών και στη μεμβράνη του 
βλεννογόνου [401].

2.6.1. ΕΙΣΟΔΟΣ ΣΤΟΝ ΞΕΝΙΣΤΗ

Οι νοροϊοί εισέρχονται στο σώμα κυρίως μέσω της στοματικής οδού. Τα βίρια είναι 
σταθερά στα οξέα, με αποτέλεσμα να έχουν την ικανότητα να επιβιώνουν από τη 
διέλευση από τον στόμαχο. Υπάρχουν έμμεσες ενδείξεις από επιδημιολογικές 
μελέτες ότι η είσοδος των ιών μπορεί να γίνει και μέσω αερολυμάτων, όπως εκείνων 
που παράγονται από τον "εκρηκτικό-ρουκετοειδή" έμετο που συμβαίνει συχνά κατά 
τη διάρκεια της νόσου [402]. Η περίοδος επώασης είναι σύντομη και κυμαίνεται από 
10 έως 51 ώρες, με μέσο όρο τις 24 ώρες [403-407]. Η οξεία νόσος συνήθως διαρκεί 
περίπου 24 έως 48 ώρες. Η περίοδος επώασης που καταγράφηκε σε 22 φυσικά 
εμφανιζόμενες εξάρσεις κρουσμάτων γαστρεντερίτιδας από νοροϊούς ήταν μεταξύ 
24 και 48 ωρών σε 20 από αυτές με εύρος από 4 έως 77 ώρες [408].

Μελέτες κατέδειξαν ότι όταν οι ιοί Norwalk, Hawaii, Montgomery County και Snow 
Mountain χορηγήθηκαν σε εθελοντές μέσω της στοματικής οδού, προκάλεσαν 
γαστρεντερίτιδα [404-407,409]. Η μετάδοση μέσω της αναπνευστικής οδού έχει 
προταθεί αλλά δεν έχει τεκμηριωθεί ακόμα [402]. Ο ιός ανιχνεύθηκε σε έμετο που 
λήφθηκε από μολυσμένους εθελοντές [410] και σε ορισμένες περιπτώσεις 
θεωρήθηκε ως πηγή μετάδοσής του. Η μετάδοση του ιού μέσω της στοματικής οδού 
έχει επίσης προταθεί καθώς το RNA του νοροϊού ανιχνεύθηκε σε εκπλύματα από το 
στόμα ατόμων που ήταν μολυσμένα με νοροϊό (σε μία περίπτωση, μέχρι και δύο 
εβδομάδες μετά το πέρας της νόσου) και σε 10/17 ασθενείς (59%) που 
νοσηλεύτηκαν με γαστρεντερίτιδα από νοροϊό οι οποίοι έκαναν έμετο εντός 24 ωρών 
πριν από τη συλλογή του δείγματος [411]. Τα ρινοφαρυγγικά εκπλύματα από έναν 
εθελοντή με πειραματικά προκληθείσα γαστρεντερίτιδα από τον ιό Norwalk δεν 
προκάλεσαν νόσο σε τρεις εθελοντές [404].
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2.6.2. ΘΕΣΗ ΠΡΩΤΟΓΕΝΟΥΣ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ

Η θέση πρωτογενούς αντιγραφής των νοροϊών δεν έχει τεκμηριωθεί ακόμα, αλλά 
θεωρείται ότι βρίσκεται στην ανώτερη εντερική οδό. Μετά από βιοψία της νήστιδας 
εθελοντών που ανέπτυξαν νόσο του γαστρεντερικού συστήματος ύστερα από 
χορήγηση του ιού Norwalk ή του ιού της Χαβάης από το στόμα, αναδείχθηκε η 
παρουσία ιστοπαθολογικών αλλοιώσεων [412]. Αν και ο βλεννογόνος παρέμενε 
ιστολογικά ανέπαφος, παρατηρήθηκε διεύρυνση και μείωση των λαχνών του λεπτού 
εντέρου. Παρατηρήθηκε επίσης διήθηση από μονοπύρηνα κύτταρα και κενοτοπία 
στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων. Ωστόσο, οι βιοψίες που λαμβάνονται κατά τη 
διάρκεια της ανάρρωσης από τη νόσο φαίνεται να είναι φυσιολογικές. Ενδιαφέρον 
παρουσιάζει το γεγονός ότι η χαρακτηριστική βλάβη της νήστιδας παρατηρήθηκε 
επίσης σε εθελοντές που μολύνθηκαν από τον ιό NV ή Hawaii αλλά δεν ανέπτυξαν 
νόσο [412].

2.6.3. ΕΞΑΠΛΩΣΗ ΣΤΟΝ ΞΕΝΙΣΤΗ

Η κύρια περιοχή αντιγραφής των νοροϊών είναι πιθανώς η ανώτερη εντερική οδός 
(δωδεκαδάκτυλο και άνω νήστιδα), αλλά υπάρχουν ενδείξεις ότι μπορεί να υπάρξει 
εξω-εντερική εξάπλωση του ιού. Το ιικό RNA ανιχνεύθηκε στον ορό και στο 
εγκεφαλονωτιαίο υγρό ενός ασθενή ηλικίας 23 μηνών με εγκεφαλοπάθεια [413]. Σε 
μια ανάλυση που συμπεριλήφθηκαν 39 ασθενείς με οξεία γαστρεντερίτιδα από 
νοροϊούς (επιβεβαιωμένη μετά από ανίχνευση ιϊκού RNA στα κόπρανα), ανιχνεύθηκε 
RNA νοροϊού στον ορό των 6 (15%) ασθενών με real time PCR [414]. Αξίζει επίσης να 
σημειωθεί ότι νοροϊοί του ανθρώπου έχουν οδηγήσει σε μόλυνση του εντέρου σε 
γνωτοβιοτικά χοιρίδια [391] και χιμπατζήδες [398] μετά από ενδοφλέβια χορήγηση.

2.7. ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗ ΑΠΟΚΡΙΣΗ

Η ανοσολογική απόκριση έναντι των νοροϊών στους ανθρώπους δεν έχει 
αποσαφηνιστεί ακόμα. Είναι γεγονός ότι οι ενήλικες επιδεικνύουν σταθερά υψηλό 
βαθμό ευπάθειας τόσο στη φυσική όσο και στην πειραματικά επαγόμενη νόσο. Σε 
ορισμένες εξάρσεις κρουσμάτων, το ποσοστό των ενηλίκων που νόσησε ήταν 
μεγαλύτερο από 80% [408] ενώ περίπου το 50% ενήλικων εθελοντών ανέπτυξαν 
σταθερά νόσο μετά από μόλυνση με τον ιό NV [404,406,407]. Η ανθεκτικότητα στη 
νόσο, που προκύπτει μετά από μόλυνση με νοροϊούς, πιθανώς περιλαμβάνει μια 
πολύπλοκη αλληλεπίδραση μεταξύ της γενετικής και της ανοσολογικής ευαισθησίας 
του ξενιστή και της έκθεσης σε εξελισσόμενα στελέχη του ιού.
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2.7.1. ΕΠΙΚΤΗΤΗ ΑΝΟΣΙΑ

Η πλειονότητα των πληροφοριών που υπάρχουν σχετικά με την ανοσολογική 
απόκριση έναντι των νοροϊών προέρχεται από μελέτες που έχουν γίνει σε εθελοντές 
λόγω της αδυναμίας υπολογισμού του τίτλου των εξουδετερωτικών αντισωμάτων 
του ορού και του εντέρου σε καλλιέργειες κυττάρων. Έτσι, παρά το γεγονός ότι σε 
αυτές τις μελέτες χρησιμοποιήθηκαν υψηλές δόσεις του ιού για την πρόκληση 
μόλυνσης, διαπιστώθηκε ότι υπάρχουν δύο μορφές ανοσολογικής απόκρισης έναντι 
των νοροϊών, η βραχυπρόθεσμη και η μακροπρόθεσμη [404,407,415]. Η 
βραχυπρόθεσμη ανοσολογική απόκριση είναι ειδική ως προς τον ιό (πιθανώς και ως 
προς τον ορότυπο). Έτσι οι εθελοντές που νόσησαν μετά από πρόκληση μόλυνσης με 
νοροϊό παρουσίασαν ανθεκτικότητα στην επαναπρόκληση της νόσου από τον ίδιο ιό 
6 έως 14 εβδομάδες αργότερα. Ωστόσο, όταν η επαναπρόκληση της μόλυνσης 
επιχειρήθηκε με χρήση του ετερότυπου ιού Hawaii, οι εθελοντές ανέπτυξαν νόσο. 
Ομοίως, οι εθελοντές που νόσησαν πρόσφατα μετά από μόλυνση με τον ιό Hawaii, 
ήταν ευπαθείς στη μόλυνση με NV και ανέπτυξαν νόσο [407].

Η μακροχρόνια ανοσολογική απόκριση αποκλίνει από το παραδοσιακό πρότυπο. Σε 
μια μελέτη στην οποία προκλήθηκε μόλυνση σε 12 εθελοντές σε δύο περιπτώσεις, σε 
απόσταση 27 έως 42 μηνών, παρατηρήθηκαν δύο διαφορετικά πρότυπα αντίστασης 
στη διαδοχική πρόκληση [415]. Από αυτούς, έξι άτομα ανέπτυξαν νόσο τόσο μετά 
από την αρχική πρόκληση όσο και μετά την επαναπρόκληση. Αντίθετα, τα άλλα έξι 
άτομα δεν νόσησαν μετά από την αρχική πρόκληση και ήταν επίσης ανθεκτικά μετά 
την επαναπρόκληση 31 έως 34 μήνες αργότερα. Ωστόσο, οι ορολογικές μελέτες κατά 
τις οποίες μετρήθηκαν αντισώματα έναντι του νοροϊού πριν την πρόκληση της 
μόλυνσης δεν οδήγησαν σε αποτελέσματα που να εξηγούν τη διαφορά στην 
ευπάθεια των εθελοντών [415].

Παραδόξως, οι εθελοντές που δεν νόσησαν είχαν χαμηλό τίτλο αντισωμάτων, όταν 
υπήρχαν μετρήσιμα αντισώματα, σε δείγμα ορού πριν την πρόκληση μόλυνσης. 
Επίσης, δεν ανέπτυξαν σημαντική ανοσολογική απόκριση μετά από κάθε πρόκληση. 
Ωστόσο, οι εθελοντές που νόσησαν μετά από κάθε πρόκληση μόλυνσης και για τους 
οποίους έγινε εκτίμηση της ανοσολογικής τους απόκρισης, ανέπτυξαν αντισώματα 
μετά από κάθε πρόκληση. Σε πιο πρόσφατες μελέτες εθελοντών παρατηρήθηκε 
επίσης ότι τα αντισώματα του ορού έναντι του νοροϊού δεν σχετίζονται με την 
αντοχή στη νόσο [416,417]. Σε μελέτες εθελοντών αλλά και κατά τη διάρκεια 
φυσικών εξάρσεων κρουσμάτων βρέθηκε ότι τα επίπεδα αντισωμάτων που 
αναπτύσσονται τοπικά στη νήστιδα επίσης δεν σχετίζονται με την αντοχή στη νόσο. 
Ωστόσο, η ανοσία που αποκτάται μετά από φυσική μόλυνση ίσως να παίζει κάποιο 
ρόλο στην προστασία σε επίπεδο βλεννογόνου. Μια πρόσφατη μελέτη εθελοντών
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έδειξε ότι η ανάπτυξη ταχείας απόκρισης IgA στον βλεννογόνο (που υποδεικνύει 
προηγούμενη έκθεση σε NV ή σε σχετικό νοροϊό) συσχετίστηκε με αντοχή στη νόσο 
μετά από πρόκληση μόλυνσης με τον ιό NV [368]. Επιπλέον, η παρουσία 
αντισωμάτων αποδείχθηκε κρίσιμη για την κάθαρση του MNV στα ποντίκια.

Η ανακάλυψη ότι ο NV και άλλοι ανθρώπινοι νοροϊοί αναγνωρίζουν τα HBGAs 
οδήγησε στην ανάπτυξη δοκιμών που μετρούν τη δραστικότητα δέσμευσης των 
αντισωμάτων του ορού στους υδατάνθρακες των HBGA [418]. Η παρουσία 
αντισωμάτων που παρεμπόδισαν τη δέσμευση των VLPs του ιού Norwalk σε 
γλυκάνες Η τύπου 1 ή Η τύπου 3 κατά την πρόκληση μόλυνσης με τον ιό Norwalk 
φαίνεται να συσχετίζεται με προστασία έναντι της νόσου σε ενήλικες εθελοντές. Έτσι 
προτάθηκε ότι οι δοκιμές αποκλεισμού των HBGA θα ήταν χρήσιμες ως 
υποκατάστατα των παραδοσιακών δοκιμών εξουδετέρωσης δεδομένης της απουσίας 
κυτταροκαλλιεργειών που να μπορούν να απομονωθούν οι νοροϊοί [419]. Η 
εφαρμογή αυτής της τεχνικής στην πρώτη μελέτη αποτελεσματικότητας των 
εμβολίων έναντι του νοροϊού σε ενήλικες εθελοντές έδειξε ότι υπάρχει συσχέτιση 
μεταξύ του επιπέδου των τίτλων δέσμευσης των HBGA πριν την πρόκληση και την 
προστασία από τη νόσο [420]. Η δοκιμή αναστολής αιμοσυγκόλλησης για τη μέτρηση 
αντισωμάτων στον ορό, φάνηκε επίσης να συσχετίζεται με προστασία από τη νόσο σε 
εθελοντές μετά από πρόκληση μόλυνσης με τον ιό Norwalk [421].

2.7.2. ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΑΝΟΣΙΑ

Η κυτταρική ανοσία μελετήθηκε σε εθελοντές μετά από ανοσοποίηση με rVLPs του 
ιού Norwalk από το στόμα [422]. Τα VLPs προκάλεσαν κυτταρική ανοσοαπόκριση. 
Υπήρξε αύξηση της ιντερφερόνης γ (IFN), απουσία παραγωγής IL-4, υποδηλώνοντας 
ένα κυρίαρχο μοτίβο Th-1 για την παραγωγή κυτοκίνης. Σε μελέτη με 15 εθελοντές 
που μολύνθηκαν με τον ιό Snow Mountain, την ημέρα 2 μετά την πρόκληση, 
ανιχνεύθηκε σημαντική αύξηση IFN γ και IL-2 στον ορό, αλλά όχι IL-6 ή IL-10, 
δείχνοντας και πάλι κυρίαρχη Th-1 απόκριση [423].

2.7.3. ΕΜΦΥΤΗ ΑΝΟΣΙΑ

Η έμφυτη ανοσία βρέθηκε ότι είναι σημαντική για τον έλεγχο του νοροϊού του 
ποντικού (στέλεχος MNV-1) σε ποντίκια. Ορισμένα ποντίκια που ήταν ανθεκτικά σε 
συστατικά της έμφυτης ανοσίας (όπως STAT1 ή υποδοχείς για ιντερφερόνη) 
ανέπτυξαν θανατηφόρα νόσο όταν προκλήθηκε μόλυνση με MNV-1 [399]. Έχει 
αναφερθεί ότι ο MDA-5, ένας ενδοκυτταρικός αισθητήρας της διπλής έλικας RNA, 
μπορεί να εμπλέκεται στην αναγνώριση και τον έλεγχο του MNV [424]. Οι καλικοϊοί
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έχει αποδειχθεί ότι είναι ευαίσθητοι σε διάφορους τύπους ιντερφερόνης in vitro 
[425].

2.8. ΑΠΕΛΕΥΘΕΡΩΣΗ ΑΠΟ ΤΟΝ ΞΕΝΙΣΤΗ ΚΑΙ ΜΕΤΑΔΟΣΗ

Οι νοροϊοί απεκκρίνονται μέσω της εντερικής οδού του ξενιστή στα κόπρανα και 
έχουν επίσης ανιχνευθεί σε έμετο [410]. Το ιικό RNA μπορεί να ανιχνευθεί στα 
κόπρανα πριν από την εμφάνιση των συμπτωμάτων και η αποβολή μέσω των 
κοπράνων μπορεί να διαρκέσει αρκετές ημέρες έως εβδομάδες σε ανοσολογικά 
ικανά άτομα [403,416] και ακόμη μεγαλύτερο χρονικό διάστημα σε 
ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς [392]. Σε μια μελέτη που συμπεριλήφθηκαν 13 
ηλικιωμένοι ασθενείς (ηλικίας 60 έως 98 ετών), η μέση διάρκεια της απέκκρισης 
νοροϊών ήταν 14,3 ημέρες, ενώ ορισμένα άτομα απέκκριναν τον ιό έως και 32 
ημέρες. Σε παιδιατρικούς ασθενείς (ηλικίας 3 μηνών έως 7 ετών), ο μέσος όρος της 
απέκκρισης ήταν 16 ημέρες, με τρεις ασθενείς ηλικίας μικρότερης των 6 μηνών να 
απεκκρίνουν τον ιό για περισσότερο από 40 ημέρες [426] Αυτή η παρατήρηση δείχνει 
ότι τα μολυσμένα άτομα που αναρρώνουν από τη νόσο που προκαλείται από τους 
νοροϊούς μπορούν να συνεχίσουν να απεκκρίνουν τον ιό και πέρα από τη 
συμπτωματική περίοδο, γεγονός που έχει επιπτώσεις στη διαχείριση των 
κρουσμάτων [427]. Το RNA του νοροϊού έχει ανιχνευθεί σε εκπλύματα από το στόμα 
ατόμων που εμφάνισαν λοίμωξη από νοροϊό για αρκετές ημέρες μετά την 
υποχώρηση των συμπτωμάτων, γεγονός που υποδηλώνει ότι μπορεί να υπάρχει 
μετάδοση από το στόμα [411]. Η ανίχνευση RNA νοροϊού στον ορό παιδιών με 
γαστρεντερίτιδα έχει επίσης αναφερθεί, αλλά δεν είναι γνωστό αν αυτό το RNA 
αντιστοιχεί σε εκείνο του κυκλοφορούντος μολυσματικού ιού (ιαιμίας) ή του μη 
μολυσματικού (αδρανοποιημένου) ιού που υπάρχει στα κυκλοφορούντα ανοσιακά 
κύτταρα [414].

Οι νοροϊοί μεταδίδονται με διάφορους τρόπους. Οι κυριότεροι τρόποι μετάδοσης για 
τους νοροϊούς είναι η επαφή μεταξύ ατόμων και η τροφιμογενής ή υδατογενής 
μετάδοση. Η μόλυνση των επιφανειών και των αντικειμένων από μολυσμένα άτομα 
μπορεί να οδηγήσει σε έκθεση [427]. Αρκετές επιδημιολογικές έρευνες έχουν 
συνδέσει την έκθεση σε νοροϊούς με τον αέρα ή τα αερολύματα από έμετο [402].

Ο εκρηκτικός χαρακτήρας ορισμένων εξάρσεων κρουσμάτων NV, κατά τη διάρκεια 
των οποίων νόσησε μέσα σε 24 έως 48 ώρες ένας μεγάλος αριθμός ατόμων, δείχνει 
ότι η μόλυνση συχνά προέρχεται από κοινή πηγή. Αυτή η υπόθεση διατυπώθηκε ήδη 
από την αρχική έξαρση κρουσμάτων από τον ιό NV, αλλά δεν μπόρεσε να 
αναγνωριστεί η κοινή πηγή μόλυνσης. Αργότερα, μια ανασκόπηση των 38 εξάρσεων 
κρουσμάτων από τον ιό NV ανέδειξε ότι στις 31 περιπτώσεις (82%) ήταν πιθανή η
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ύπαρξη κοινής πηγής μόλυνσης. Ο τρόπος μετάδοσης αναγνωρίστηκε σε 17 από τις 
31 περιπτώσεις, συμπεριλαμβανομένης της υδατογενούς μετάδοσης στις 13 
περιπτώσεις και της τροφιμογενούς στις άλλες τέσσερεις. Η υδατογενής μετάδοση 
αποδόθηκε στο δημοτικό σύστημα ύδρευσης (δύο φορές), σε ημι-δημόσιο νερό 
(επτά φορές), σε αποθηκευμένο νερό σε κρουαζιερόπλοιο (δύο φορές) και σε 
κολυμβητήρια αναψυχής (δύο φορές). Η τροφιμογενής μετάδοσης συσχετίστηκε με 
την κατανάλωση στρειδιών ή σαλάτας. Η πρωτογενής μετάδοση από άτομο σε άτομο 
αφορούσε σε επτά από τις 38 εστίες [408].

Σε 20 από τις 23 περιπτώσεις που είχαν κοινή πηγή μόλυνσης και σε κάθε μία από τις 
τρείς περιπτώσεις όπου υπήρχε πρωτογενής μετάδοση από άτομο σε άτομο, 
παρατηρήθηκε δευτερογενής μετάδοση με ρυθμό μόλυνσης - λοιμογόνου δύναμης 
από 4% έως 32%. Σε μια μεγάλη έξαρση κρουσμάτων για την οποία υπήρχαν 
διαθέσιμα δεδομένα για την ηλικία των νοσούντων, το δευτερεύον ποσοστό 
μόλυνσης - λοιμογόνου δύναμης ήταν υψηλότερο στα παιδιά ηλικίας κάτω των 10 
ετών. Η μέση διάρκεια των 38 περιπτώσεων ήταν 7 ημέρες (από 1 ημέρα έως 3 
μήνες). Ο αριθμός των ατόμων που νόσησαν κυμάνθηκε από 2 έως 2.000, με το 
ποσοστό εκδήλωσης συμπτωμάτων να είναι υψηλότερο στις κοινές εστίες (μέσος 
όρος 60%, εύρος 23% έως 93%) σε σχέση με τις πρωτογενείς εστίες μετάδοσης από 
άτομο σε άτομο (διάμεσος 39%, έυρος 31% έως 42%) [216]. Στην έξαρση 
κρουσμάτων του Κολοράντο από τον ιό Snow Mountain, το 61% των 418 κρουσμάτων 
που καταγράφηκαν είχαν έναρξη συμπτωμάτων σε μία μόνο ημέρα [428]. Ως 
αιτιολογικός παράγοντας προτάθηκε η υδατογενής μετάδοση επειδή η ταχύτητα 
προσβολής σχετίστηκε άμεσα με την ποσότητα των καταναλωθέντων ποτών που 
περιείχαν νερό ή πάγο. Επιπλέον, η παροχή νερού μολύνθηκε από διαρροή σηπτικής 
δεξαμενής και ήταν ανεπαρκώς χλωριωμένη [429].

Η μολυσματική δόση των νοροϊών είναι μικρή, με διάμεση τιμή 18 ιικών σωματιδίων 
[430]. Έκθεση σε υψηλότερα επίπεδα πιθανότατα αυξάνει τον κίνδυνο εμφάνισης 
νόσου. Σε μια μελέτη που εξετάστηκε το ιικό φορτίο των κοπράνων, ανιχνεύθηκαν 
μεγάλοι αριθμοί (πάνω από 100 φορές) αντιγράφων γονιδιώματος νοροϊού σε άτομα 
που απεκκρίνουν GII (διάμεση 3,0 x 108 γονιδιωματικά αντίγραφα ανά γραμμάριο 
κοπράνων) σε σχέση με GI (διάμεση τιμή, 8,4 x 105 αντίγραφα γονιδιώματος ανά 
γραμμάριο κοπράνων) [431]. Προτάθηκε ότι τα υψηλότερα επίπεδα απέκκρισης GII 
μπορεί να αντιπροσωπεύουν υψηλότερη μεταδοτικότητα αυτών των ιών μέσω της 
κοπρανοστοματικής οδού [431]. Ωστόσο, έχουν αναφερθεί και υψηλά επίπεδα 
απέκκρισης GI καθώς η διάμεση τιμή του ιού που απεκκρίθηκε στα κόπρανα των 16 
εθελοντών ήταν 9,5 x 1010 αντίγραφα γονιδιώματος ανά γραμμάριο κοπράνων [403].

Οι νοροϊοί είναι εξαιρετικά σταθεροί σε φυσικοχημικούς παράγοντες. Σε μελέτη 
εθελοντών βρέθηκε ότι ο NV διατηρεί τη μολυσματικότητα του μετά από (α) έκθεση 
των κοπράνων σε ρΗ 2,7 για 3 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου, (β) κατεργασία με
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20% αιθέρα στους 4 °C επί 18 ώρες, ή (γ) επώαση στους 60 °C για 30 λεπτά [404]. Τα 
βίρια του ιού Norwalk παραμένουν μολυσματικά όταν φυλάσσονται σε υπόγεια 
ύδατα σε θερμοκρασία δωματίου στο σκοτάδι για διάστημα 61 ημερών και το RNA 
μπορεί να ανιχνευθεί σε τέτοια δείγματα μετά από αποθήκευση σε θερμοκρασία 
δωματίου για 3 χρόνια [432]. Ο NV είναι ανθεκτικός σε αδρανοποίηση μετά από 
επεξεργασία με χλωρίνη με συγκέντρωση χλωρίου 3,75 έως 6,25 mg (ελεύθερο 
υπολειμματικό χλώριο από 0,5 έως 1,0 mg / L) /, συγκέντρωση χλωρίου που είναι 
σύμφωνη με εκείνη που διαπιστώθηκε σε δίκτυο διανομής πόσιμου νερού) [433]. Ο 
NV, ωστόσο, απενεργοποιείται μετά από επεξεργασία με 10 mg / L χλωρίου, μια 
συγκέντρωση που χρησιμοποιείται για την επεξεργασία των δικτύων ύδρευσης μετά 
από ανίχνευση μόλυνσης. Ο NV είναι πιο ανθεκτικός στην απενεργοποίηση με χλώριο 
από τον ιό τύπου 1, τον ανθρώπινο ροταϊό (Wa), τον ροταϊό του πιθήκου (SA11) ή τον 
f2 βακτηριοφάγο [433].

2.9. ΛΟΙΜΟΓΟΝΟΣ ΔΥΝΑΜΗ

Οι καθοριστικοί παράγοντες της λοιμογόνου δύναμης των νοροϊών του ανθρώπου 
δεν έχουν προσδιοριστεί ακόμα, αλλά οι διαφορές στην κλινική έκβαση, που 
κυμαίνονται από ασυμπτωματική μόλυνση έως σοβαρή διάρροια, υποδηλώνουν ότι 
υπάρχουν διαφορές στα στελέχη του ιού. Η εντυπωσιακή διακύμανση του 
επιπολασμού της νόσου σε ορισμένα έτη, με απότομες αυξήσεις των εξάρσεων 
κρουσμάτων παγκοσμίως και το εύρος της νόσου αποτελούν χαρακτηριστικά της 
επιδημιολογίας των νοροϊών (ειδικά για τον γονότυπο GII.4) και ένδειξη ότι πράγματι 
υπάρχουν διαφορές στα στελέχη του ιού [429].

2.10. ΕΜΜΕΝΟΥΣΑ ΛΟΙΜΩΞΗ

Οι νοροϊοί έχουν συσχετιστεί με εμμένουσα λοίμωξη σε ανοσοκατεσταλμένους 
ασθενείς, [345,392] και επομένως η νοσοκομειακή μετάδοση νοροϊών σε τέτοιους 
ασθενείς θα πρέπει να προλαμβάνεται με τη λήψη μέτρων προφύλαξης. Σε μια 
μελέτη, εννέα ενήλικες ασθενείς που είχαν λάβει αλλομοσχεύματα νεφρού και ήταν 
ανοσοκατεσταλμένοι, φάνηκε ότι απεκκρίνουν τον ιό για περιόδους που κυμαίνονται 
από 97 σε 898 ημέρες [434]. Σε άλλη μελέτη, καταγράφηκε η παρουσία χρόνιας 
διάρροιας σε έναν ασθενή που υποβλήθηκε σε μεταμόσχευση καρδιάς και 
ανοσοκατασταλτική θεραπεία, ο οποίος απέκκρινε ένα στέλεχος νοροϊού GII για 
διάστημα 2 ετών [345]. Ένας ασθενής 36 ετών εισήχθη στο νοσοκομείο με χρόνια 
διάρροια και αναφέρθηκε ότι απέκκρινε τον ιό για 15 μήνες [435]. Ο θάνατος δύο 
ασθενών με χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία συσχετίστηκε με παρατεταμένη 
διάρροια λόγω λοίμωξης από νοροϊούς [436]. Τέλος, έχει αναφερθεί ότι οι
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ανοσοκατεσταλμένοι ασθενείς με λοίμωξη από νοροϊό, διατρέχουν αυξημένο 
κίνδυνο ανάπτυξης εντερικής πνευμάτωσης [437].

2.11. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ

2.11.1. ΗΛΙΚΙΑ

Οι νοροϊοί έχουν συσχετιστεί με λοιμώξεις και ασθένειες σε όλες τις ηλικιακές 
ομάδες.

Σύμφωνα με πρόσφατη ανασκόπηση των δημοσιευμένων μελετών, ο εκτιμώμενος 
συνολικός επιπολασμός στα βρέφη και στα μικρά παιδιά που νοσηλεύονται για 
θεραπεία γαστρεντερίτιδας είναι περίπου 12%, γεγονός που καθιστά τους νοροϊούς 
το δεύτερο σημαντικότερο αιτιολογικό παράγοντα σοβαρής γαστρεντερίτιδας σε 
αυτή την ηλικιακή ομάδα μετά τους ροταϊούς. Άλλωστε, κατά την περίοδο 
επιτήρησης, μετά την αποτελεσματική χορήγηση του εμβολίου έναντι του ροταϊού σε 
βρέφη στη Φιλανδία, βρέθηκε ότι η μόνη σημαντική αιτία οξείας γαστρεντερίτιδας 
ήταν οι νοροϊοί.

Οι νοροϊοί συσχετίστηκαν πρόσφατα με την πρόκληση γαστρεντερίτιδας σε 
ηλικιωμένους, ιδιαίτερα εκείνους που ζουν σε νοσηλευτικά ιδρύματα [438]. Το 25% 
των 233 εξάρσεων κρουσμάτων μη βακτηριακής γαστρεντερίτιδας που αναφέρθηκαν 
στα Κέντρα Ελέγχου και Πρόληψης Νοσημάτων (Centers for Disease Control and 
Prevention, CDC) από τον Ιούλιο του 1997 έως τον Ιούνιο του 2000, σημειώθηκαν σε 
νοσοκομεία και νοσηλευτικά ιδρύματα.

2.11.2. ΝΟΣΗΡΟΤΗΤΑ - ΘΝΗΣΙΜΟΤΗΤΑ

Παρόλο που δεν είναι διαθέσιμα ακριβή στοιχεία για τη νοσηρότητα και τη 
θνησιμότητα, αρκετές μελέτες εκτιμούν ότι υπάρχει σημαντικό εύρος στις ασθένειες 
που σχετίζονται με τους νοροϊούς [439,440]. Στις Ηνωμένες Πολιτείες, περίπου 
71.000 νοσηλείες συνδέονται κάθε χρόνο με γαστρεντερίτιδα που προκαλείται από 
νοροϊούς, με κόστος που ανέρχεται στα 493 εκατομμύρια δολάρια ετησίως [441]. Σε 
μια ανασκόπηση δημοσιευμένων μελετών, οι νοροϊοί αναφέρθηκαν σταθερά ως η 
δεύτερη πιο σημαντική αιτία σοβαρής γαστρεντερίτιδας σε βρέφη και μικρά παιδιά 
παγκοσμίως, με 200.000 θανάτους ετησίως σε παιδιά ηλικίας κάτω των 5 ετών στις 
αναπτυσσόμενες χώρες [442]. Οι νοροϊοί έχουν συνδεθεί με γαστρεντερικές νόσους 
σε νεογνά. Έχει αναφερθεί μόλυνση από νοροϊούς και εμφάνιση νόσου σε πρόωρα 
βρέφη που λαμβάνουν εντατική φροντίδα σε νοσοκομειακές μονάδες και ότι η 
νεκρωτική εντεροκολίτιδα εμφανίστηκε συχνότερα σε πρόωρα βρέφη με μόλυνση
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από νοροϊό [443]. Σε μια ανάλυση ιατρικών καταχωρίσεων (όπως επισκέψεις σε 
γιατρούς, νοσηλείες και θάνατοι) που σχετίζονταν με γαστρεντερίτιδα μη 
αναγνωρισμένης αιτίας κατά τη διάρκεια περιόδων εξάρσεων κρουσμάτων νοροϊών 
στην Ολλανδία, εκτιμήθηκε ότι τα ηλικιωμένα άτομα (ηλικίας 65 ετών και άνω) 
διατρέχουν αυξημένο κίνδυνο για σοβαρές ασθένειες που απαιτούν ιατρική 
παρέμβαση και θάνατο [444].

Στη Σουηδία, παρατηρήθηκε αυξημένο ποσοστό θνησιμότητας σε ηλικιωμένους 
ασθενείς που νοσηλεύτηκαν για τη θεραπεία σοβαρής γαστρεντερίτιδας λόγω 
λοίμωξης από νοροϊούς [445]. Επιπλέον, θνησιμότητα 2% αναφέρθηκε σε μια 
σημαντική έξαρση κρουσμάτων από νοροϊούς σε έξι νοσηλευτικά ιδρύματα στο 
Ισραήλ [446]. Σε μια ανάλυση για τον ρόλο των διάφορων εντερικών παθογόνων σε 
νοσηλευόμενους ασθενείς στον Καναδά (από το 2001 έως το 2004) εκτιμήθηκε ότι οι 
νοροϊοί ήταν ο υπεύθυνος αιτιολογικός παράγοντας για μέση επίπτωση νοσηλείας 
1,6 περιπτώσεων ανά 100.000 και ότι η μέση ηλικία των νοσηλευόμενων ασθενών 
ήταν 59 ετών [447]. Κατά τη διάρκεια αυτής της τετραετούς περιόδου, αποδόθηκαν 
43 θάνατοι σε νοροϊούς, καθιστώντας τους κύρια αιτία θνησιμότητας μεταξύ των 
εντερικών παθογόνων που μελετήθηκαν. Οι νοροϊοί έχουν συσχετιστεί με αυξημένη 
νοσηρότητα και θνησιμότητα σε ασθενείς με υποκείμενη νόσο, όπως καρδιαγγειακές 
παθήσεις ή ανοσοκατεσταλμένους ή που ασθενείς που λαμβάνουν χημειοθεραπεία 
[392,408,436].

2.11.3. ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ΚΑΙ ΔΙΑΣΠΟΡΑ ΤΩΝ ΕΠΙΔΗΜΙΩΝ

Σε μία μελέτη 233 περιπτώσεων έξαρσης κρουσμάτων μη βακτηριακής 
γαστρεντερίτιδας που αναφέρθηκαν στο CDC από τον Ιούλιο του 1997 έως τον Ιούνιο 
του 2000, οι 217 (93%) συσχετίστηκαν με νοροϊούς [438]. Σε μια μεγαλύτερη έρευνα 
σε 3.714 μη βακτηριακές εστίες γαστρεντερίτιδας που εμφανίστηκαν στην Ευρώπη 
μεταξύ του 1995 και του 2000, το 85% συνδέθηκε με νοροϊούς [448]. Εξάρσεις 
κρουσμάτων εμφανίζονται συχνά σε νοσοκομεία, εγκαταστάσεις μακροχρόνιας 
φροντίδας, στρατόπεδα, χώρους αναψυχής, δημοτικά σχολεία, κέντρα ημερήσιας 
φροντίδας, κρουαζιερόπλοια, κέντρα συνταξιοδότησης, κολέγια, εστιατόρια, 
οικογένειες, κοινωνικές εκδηλώσεις με μενού και φυλακές. Οι εξάρσεις αυτές μπορεί 
να ποικίλουν σε μέγεθος, από μικρές οικογένειες έως εκατοντάδες άτομα.

Αξιοσημείωτος είναι ο κυρίαρχος ρόλος των νοροϊών σε εξάρσεις κρουσμάτων που 
σχετίζονται με τροφιμογενή μετάδοση. Οι νοροϊοί είναι η κύρια αιτία τροφιμογενούς 
νόσου στις ΗΠΑ ακολυθούμενοι από Salmonella [μη-τυφοειδής], Clostridium 
perfringens, Campylobacter spp. και Staphylococcus aureus) καθώς αντιπροσπεύουν 
περίπου το 26% όλων των αναφερόμενων περιπτώσεων [440]. Σε μια μελέτη 8.271
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τροφιμογενών εξάρσεων που αναφέρθηκαν από τον CDC (1991-2000) φάνηκε ότι οι 
εξάρσεις που αποδόθηκαν σε νοροϊούς ήταν συχνά μεγαλύτερες από τις εξάρσεις 
που αποδόθηκαν σε βακτήρια (διάμεση τιμή ατόμων που προσβλήθηκαν: 25 έναντι 
15), με το 10% των ατόμων να χρήζουν ιατρικής περίθαλψης και το 1% να 
νοσηλεύονται σε νοσοκομείο [449]. Σε μια μελέτη υδατογενών εξάρσεων 
κρουσμάτων στη Φινλανδία, οι 18 (64%) από τις 28 περιπτώσεις που αξιολογήθηκαν, 
συσχετίστηκαν με νοροϊούς [450]. Τα δίθυρα μαλάκια (όπως τα στρείδια και μύδια) 
ήταν μια σημαντική πηγή τροφιμογενούς μετάδοσης νοροϊών.

Οι νοροϊοί έχουν επίσης αναφερθεί ως σημαντικοί παράγοντες γαστρεντερίτιδας σε 
στρατόπεδα σε αρκετά διαφορετικές περιοχές του κόσμου [451]. Μεταξύ του 
προσωπικού του στρατού των ΗΠΑ που απασχολούνταν στη Νότια Αμερική ή τη 
Δυτική Αφρική, η λοίμωξη από NV ανιχνεύθηκε στο 10% του νοσούντος προσωπικού, 
ακολουθώντας τα εντεροτοξινογόνα στελέχη Escherichia coli τα οποία ήταν η πιο 
συχνή αιτία (17%) [452]. Επιπλέον σημαντικές εξάρσεις κρουσμάτων
γαστρεντερίτιδας από νοροϊούς έχουν αναφερθεί σε πλοία όπου νόσησαν 
εκατοντάδες μέλη του πληρώματος.

Αν και η πλειοψηφία των περιστατικών διάρροιας των ταξιδιωτών αποδίδεται σε 
εντεροτοξινογόνα στελέχη Ε. coli, ο αριθμός των αναφορών που έχουν συνδέσει τους 
νοροϊούς με τη νόσο αυξάνεται. Έχει επίσης αναφερθεί μετάδοση των νοροϊών σε 
αεροπλάνα και κρουαζιερόπλοια αναδεικνύοντας την πιθανή ευκολία με την οποία 
διασπείρονται τα στελέχη παγκοσμίως.

2.11.4. ΕΠΙΠΟΛΑΣΜΟΣ ΚΑΙ ΟΡΟΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΚΑ ΔΕΔΟΜΕΝΑ

Οι νοροϊοί έχουν παγκόσμια κατανομή. Τόσο σε ανεπτυγμένες όσο και σε 
αναπτυσσόμενες χώρες, τα άτομα που παρουσιάζουν μόλυνση είναι κατά κύριο λόγο 
ανήλικοι αντανακλώντας την παγκόσμια κατανομή και την ενδημική φύση αυτών των 
ιών [453]. Σε μια μελέτη που έγινε σε βρέφη και παιδιά ηλικίας 0 έως 14 ετών στη 
Φιλανδία, διαπιστώθηκε ότι ο επιπολασμός αντισωμάτων έναντι των νοροϊών GII.4 
φθάνει στο 91,2% σε παιδιά ηλικίας άνω των 5 ετών [454]. Ο επιπολασμός 
αντισωμάτων έναντι των νοροϊών GII (Μεξικό, Χαβάη ή Lordsdale) φαίνεται να είναι 
υψηλότερος από εκείνη των ιών GI στις περισσότερες αλλά όχι σε όλες τις μελέτες το 
οποίο πιθανώς αντανακλά την κυριαρχία των στελεχών GII. Ο επιπολασμός των 
αντισωμάτων έναντι των νοροϊών παρουσιάζει χαρακτηριστική αύξηση με την ηλικία 
σε αναπτυγμένες χώρες σε σχέση με τις αναπτυσσόμενες χώρες [453].

Η επίπτωση της γαστρεντερίτιδας από νοροϊούς εκτιμήθηκε σε αρκετές κοινοτικές 
μελέτες. Στις ΗΠΑ μια μελέτη επιτήρησης για την οξεία γαστρεντερίτιδα (που 
περιελάβανε την αναγνώριση του παθογόνου παράγοντα με τη χρήση διαγνωστικών
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δοκιμών) σε μια μόνο πολιτεία (Georgia) ανέδειξε ότι οι νοροϊοί ήταν η κυρίαρχη 
αιτία οξείας γαστρεντερίτιδας, αντιστοιχώντας σε 6.500 (16%) και 640 (12%) 
ανθρωπο-έτη ανά 100.000 σε επίπεδο κοινότητας και επίπεδο ασθενή με οξεία 
γαστρεντερίτιδα αντίστοιχα [439].

Στην Ολλανδία, το 18% των κοινοτικών περιπτώσεων γαστρεντερίτιδας κατά τη 
διάρκεια μίας μόνο χειμερινής περιόδου και τουλάχιστον 5% των περιπτώσεων 
γαστρεντερίτιδας που οδήγησαν σε επίσκεψη σε γιατρό, συνδέθηκαν με λοίμωξη 
από νοροϊό [455]. Επιπλέον, μια διετής προοπτική πληθυσμιακή μελέτη σειράς έδειξε 
ότι οι νοροϊοί ήταν η μόνη σημαντική αιτία γαστρεντερίτιδας συνολικά σε όλες 
σχεδόν τις ηλικιακές ομάδες στην Ολλανδία [456]. Στη Γερμανία, η συχνότητα 
εμφάνισης γαστρεντερίτιδας από νοροϊούς στην κοινότητα που απαιτεί ιατρική 
φροντίδα, αναφέρθηκε σε 626 περιπτώσεις / ανά 100.000 ανθρωπο-έτη, 
καθιστώντας την κυρίαρχη γνωστή αιτία οξείας γαστρεντερίτιδας σε αυτή τη 
χώρα.[457] Στην Αγγλία, η συχνότητα εμφάνισης γαστρεντερίτιδας από νοροϊούς 
ήταν 4,5 περιπτώσεις / ανά 100 ανθρωπο-έτη, που αντιστοιχεί σε περίπου 2 
εκατομμύρια επεισόδια ανά έτος [458].

2.12. ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΠΟΙΚΙΛΟΜΟΡΦΙΑ ΤΟΥ ΙΟΥ

Μοριακές επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει την ύπαρξη σημαντικής γενετικής 
ποικιλομορφίας μεταξύ των κυκλοφορούντων νοροϊών. Η γενετική τυποποίηση των 
κυκλοφορούντων στελεχών έχει αποδειχθεί χρήσιμο εργαλείο για την αποσαφήνιση 
της πηγής και της εξάπλωσης των εξάρσεων κρουσμάτων, [459] και δίκτυα διάχυσης 
δεδομένων έχουν δημιουργηθεί σε διάφορες περιοχές του κόσμου [460]. Τα 
συστήματα γενετικής τυποποίησης που έχουν προταθεί για τους νοροϊούς 
βασίζονται στη συγγένεια ως προς την πρωτεΐνη του καψιδίου VP1, η οποία πιθανώς 
να σχετίζεται με αντιγονική ειδικότητα [459]. Με βάση αυτό το σύστημα, το γένος 
Norovirus διαχωρίζεται σε έξι κύριες φυλογενετικές ομάδες, που χαρακτηρίζονται GI 
έως GV. Οι ομάδες I, II και III υποδιαιρούνται περαιτέρω σε 9, 21 και 3 γονότυπους, 
αντίστοιχα.

Μεγάλου εύρους μοριακές επιδημιολογικές μελέτες παρείχαν πληροφορίες για 
σημαντικά γενετικά χαρακτηριστικά των νοροϊών. Μια ανάλυση των δεδομένων 
γενετικής τυποποίησης από 2.512 νοροϊούς που σχετίζεται με εξάρσεις κρουσμάτων 
στην Ευρώπη από το 2000 έως το 2011, έδειξε τη σημαντική γενετική ποικιλομορφία 
στους γονοτύπους των κυκλοφορούντων στελεχών. Οι νοροϊοί GII, ιδιαίτερα εκείνοι 
της ομάδας GII.4, ήταν οι κυρίαρχοι ιοί που ανιχνεύθηκαν και αυτή η κατανομή 
αντανακλά το επιδημιολογικό πρότυπο που παρατηρείται στα περισσότερα μέρη του 
κόσμου. Σε μια ανάλυση 773 εξάρσεων κρουσμάτων νοροϊών που αναφέρθηκαν στο
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CDC από το 1994 έως το 2006, οι 629 (81,4%) προκλήθηκαν από τους ιούς GII και οι 
342 (44,2%) προκλήθηκαν από τα στελέχη GII.4 [461]. Στο κυρίαρχο στέλεχος μπορεί 
να εμφανιστούν μείζονες μετατοπίσεις [461-463] και οι παράγοντες (ξενιστής ή ιός) 
που είναι υπεύθυνοι για την ανάδυση ενός επιδημικού στελέχους νοροϊού 
βρίσκονται υπό διερεύνηση. Η ανάλυση της αλληλουχίας των νοροϊών GII.4 που 
αναδύθηκαν σε παγκόσμιο επίπεδο στις αρχές της δεκαετίας του 2000, αναγνώρισε 
την εισαγωγή αμινοξέων στην περιοχή VP1 του τομέα P2, υποδηλώνοντας μια πιθανή 
αλλαγή στον φαινότυπο αναγνώρισης του αντιγόνου ή του υποδοχέα [344]. Στην 
ομάδα GII.4 περιγράφηκε περαιτέρω εξέλιξη, 56 και αρκετές μελέτες εξέτασαν την 
πιθανώς μοναδική τάση αυτού του γονότυπου να υποβάλλεται σε γενετική (και 
αντιγονική) μετατόπιση. Η γενετική διαφοροποίηση έχει ανιχνευθεί σε άλλες 
περιοχές του γονιδιώματος όπως η ανάδυση του τύπου πολυμεράσης "GGI Ib-pol" 
που βρέθηκε σε στελέχη νοροϊού σε συνδυασμό με διάφορους διαφορετικούς 
γονότυπους VP1 [463]. Πρόσθετες αναφορές μοναδικών αλληλουχιών πολυμεράσης 
οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι ο ανασυνδυασμός είναι ένας μηχανισμός που οδηγεί 
στην εξέλιξη των νοροϊών [464].

Αποδεικτικά στοιχεία για μικτές λοιμώξεις από νοροϊούς στο ίδιο άτομο ή στην ίδια 
έξαρση κρουσμάτων έχουν αναφερθεί σε πολλές επιδημιολογικές μελέτες. Επιπλέον, 
σημαντική γενετική ποικιλομορφία μεταξύ των στελεχών του νοροϊού έχει 
τεκμηριωθεί σε παιδιατρικούς ασθενείς [465]. Τέτοιες ποικίλες και μικτές μολύνσεις 
μπορεί να επιτρέψουν τον ανασυνδυασμό μεταξύ γονιδιωμάτων RNA, μια 
πιθανότητα που προτείνεται από αναλύσεις αλληλουχίας φυσικά κυκλοφορούντων 
νοροϊών σε αρκετά είδη [464]. Η παρουσία διαφόρων αλληλουχιών νοροϊού σε 
δείγματα οστρακοειδών είναι συνήθης, [466] υποδηλώνοντας μια άλλη πιθανή πηγή 
για μικτή μόλυνση.

2.13. ΚΛΙΝΙΚΕΣ ΕΚΔΗΛΩΣΕΙΣ

Η ιογενής γαστρεντερίτιδα γενικά θεωρείται ότι είναι ήπια και αυτοπεριοριζόμενη, 
αν και η ασθένεια μπορεί να οδηγήσει σε ανικανότητα για εργασία του ασθενή κατά 
τη διάρκεια της συμπτωματικής φάσης που συνήθως διαρκεί 24 έως 48 ώρες. Η 
νόσος μπορεί να είναι αρκετά σοβαρή ώστε να απαιτεί ιατρική παρέμβαση, με 
αυξημένο κίνδυνο για πρόκληση αφυδάτωση απειλητικής για τη ζωή και στα δύο 
άκρα του ηλικιακού φάσματος [408]. Η πιθανότητα νοσηρότητας και θνησιμότητας 
είναι ιδιαίτερα αυξημένη σε ανοσοκατασταλμένους ασθενείς ενώ οι περιπτώσεις 
σύνδεσης της λοίμωξης με νοροϊό και της χρόνιας γαστρεντερίτιδας σε ασθενείς που 
έχουν υποβληθεί σε μεταμόσχευση ή χημειοθεραπεία αυξάνονται συνεχώς [467
469]. Οι κλινικές εκδηλώσεις που καταγράφηκαν σε 31 εθελοντές που μολύνθηκαν 
πειραματικά με νοροϊούς και εκδήλωσαν νόσο, περιελάμβαναν τα ακόλουθα: πυρετό
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άνω του 37,2 °C (45%), διάρροια (81%), έμετο (65%), κοιλιακό άλγος (68%), ανορεξία 
(90%), κεφαλαλγία (81%) και μυαλγίες (58%). Αξίζει να σημειωθεί, ότι υπήρξε μια 
περίπτωση εθελοντή ο οποίος έλαβε υγρά παρεντερικά διότι παρουσίασε έμετο 20 
φορές εντός 24 ωρών. Ο αριθμός των κλινικών συμπτωμάτων και σημείων μπορεί να 
διαφέρει μεταξύ των εθελοντών που μολύνονται με την ίδια δόση ιού.[405] Η νόσος 
που παρουσίασαν οι εθελοντές στους οποίους προκλήθηκε μόλυνση με τους ιούς 
Hawaii, Montgomery County και Snow Mountain δεν μπορεί να διακριθεί κλινικά από 
αυτή που προκαλείται από τον ιό Norwalk [407,428]. Τόσο σε πειραματικές όσο και 
σε φυσικές συνθήκες έχουν επίσης παρατηρηθεί υποκλινικές λοιμώξεις από τον ιό 
Norwalk ή Hawaii. Από τους 16 εθελοντές που εμφάνισαν νόσο μετά από λοίμωξη 
από τον ιό Norwalk ή από τον ιό Hawaii, οι 14 εμφάνισαν παροδική λεμφοπενία. 
Αυτό αποδόθηκε σε μια ανακατανομή των κυκλοφορούντων λεμφοκυττάρων στη 
θέση της ιογενούς μόλυνσης στο λεπτό έντερο. Τα λεμφοκύτταρα που παραμένουν 
στην κυκλοφορία ανταποκρίθηκαν κανονικά ή εμφάνισαν υπερβολική απόκριση στα 
μιτογόνα ερεθίσματα.

Οι κλινικές εκδηλώσεις που παρατηρήθηκαν σε 38 εξάρσεις κρουσμάτων που 
σχετίζονται με τον NV περιελάμβαναν τα ακόλουθα συμπτώματα: ναυτία (79%), 
έμετος (69%), διάρροια (66%), κοιλιακές κράμπες (30%), κεφαλαλγία (22%), πυρετό 
(37%), ρίγη (32%), μυαλγίες (26%) και πονόλαιμο (18%). Δεν αναφέρθηκαν 
αιμορραγικά κόπρανα. Ο έμετος αναφέρθηκε συχνότερα από τη διάρροια στα 
παιδιά, ενώ στους ενήλικες παρατηρήθηκε το αντίστροφο. Η διάρκεια της ασθένειας 
στις 28 εξάρσεις κρουσμάτων κυμάνθηκε από 2 ώρες έως αρκετές ημέρες, με μέση ή 
διάμεση τιμή μεταξύ 12 και 60 ώρες σε 26 από τις 28 εξάρσεις κρουσμάτων. Σε έξι 
περιπτώσεις, η νόσος διήρκεσε περισσότερο από 3 ημέρες σε ποσοστό έως και 15% 
των προσβεβλημένων ατόμων. Τα ποσοστά δεν διαφοροποιήθηκαν σημαντικά με 
βάση την ηλικία ή το φύλο σε έξι περιπτώσεις κατά τις οποίες αναλύθηκαν αυτές οι 
παράμετροι [408].

Μια διετής μελέτη σε παιδιά (ηλικίας έως 5 ετών) συνέκρινε τη σοβαρότητα των 
οξέων διαρροϊκών επεισοδίων που προκαλούνται από νοροϊούς με τα επεισόδια που 
προκαλούνται από ροταϊούς σε νοσοκομείο στο τμήμα των επειγόντων περιστατικών 
και στα εξωτερικά ιατρεία. Οι περισσότερες περιπτώσεις και για τους δύο ιούς 
κυμαίνονταν από μέτριες έως σοβαρές, παρόλο που η ασθένεια ήταν συνολικά 
λιγότερο σοβαρή για τα άτομα που ήταν μολυσμένα με νοροϊό [470]. Η κλινική 
πορεία της νόσου από νοροϊούς σε πρόωρα βρέφη έχει αναφερθεί ότι περιλαμβάνει 
συμπτώματα όπως διάταση κοιλίας, άπνοια ή εμφάνιση τύπου σηψαιμίας ενώ οι 
έμετοι δεν αποτελούν κυρίαρχο σύμπτωμα σε αυτούς τους ασθενείς [471]. Οι 
νοροϊοί έχει αναφερθεί ότι σχετίζονται με σπάνιες παθήσεις ή επακόλουθα όπως 
σπασμοί, [472] εγκεφαλοπάθεια, [413] και νεκρωτική εντεροκολίτιδα [443].
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2.14.ΔΙΑΦΟΡΙΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

Μετά από ανάλυση των κοινών χαρακτηριστικών των 38 εξάρσεων κρουσμάτων από 
NV φάνηκε ότι η διάγνωση της νόσου από τους νοροϊούς μπορεί να τεθεί, εάν 
πληρούνται τα ακόλουθα κριτήρια: α) δεν ανιχνεύονται βακτηριακοί ή παρασιτικοί 
παθογόνοι παράγοντες, (β) ο έμετος συμβαίνει σε περισσότερο από το 50% των 
περιπτώσεων, (γ) η μέση ή διάμεση διάρκεια της ασθένειας κυμαίνεται από 12 έως 
60 ώρες και (δ) η περίοδος επώασης είναι 24 έως 48 ώρες[215]. Αυτά είναι τα 
αποκαλούμενα κριτήρια Kaplan και βρέθηκαν να είναι 99% και 68% ειδικά για την 
αναγνώριση των εξάρσεων κρουσμάτων από νοροϊούς όταν επαναξιολογήθηκαν 
μετά από ανάλυση δειγμάτων που επιβεβαιώθηκαν ως θετικά για το νοροϊό[476]. Η 
διαφορική διάγνωση της νόσου που συμβαίνει σποραδικά σε μεμονωμένους 
ασθενείς είναι δύσκολη λόγω των κοινών κλινικών χαρακτηριστικών με ένα ευρύ 
φάσμα εντερικών παθογόνων παραγόντων και συνδρόμων.

2.15. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

2.15.1. ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ

Επί του παρόντος, η RT-PCR είναι η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη τεχνική για την 
ανίχνευση των νοροϊών.Με αυτή τη μέθοδο, οι νοροϊοί μπορούν να ανιχνευθούν σε 
κλινικά δείγματα (κόπρανα ή έμετος), μολυσμένα τρόφιμα και νερό. Η εφαρμογή της 
Real Time RT-PCR που επιτρέπει την ποσοτικοποίηση του ιικού φορτίου έχει 
αποκτήσει ευρεία χρήση, διότι επιτρέπει την ταχεία ανίχνευση καθώς και τη 
σύγκριση των επιπέδων RNA του ιού [473]. Υπάρχουν διάφορες θεωρήσεις για τις 
βέλτιστες επιδόσεις των τεχνικών RT-PCR [395]. Η διαδικασία εκχύλισης ιικού RNA 
πρέπει να επιτρέπει τον καθαρισμό του RNA ώστε να μην είναι αποικοδομημένο και 
να είναι παράλληλα απαλλαγμένο από αναστολείς της αντίδρασης RT-PCR. Οι 
εσωτερικοί έλεγχοι RNA μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην ανάλυση κλινικών και 
περιβαλλοντικών δειγμάτων για την αποφυγή ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων. Η 
επιλογή των εκκινητών είναι σημαντική, επειδή υπάρχει σημαντική γενετική 
ποικιλομορφία μεταξύ των κυκλοφορούντων στελεχών. Έχουν περιγραφεί αρκετά 
ζεύγη εκκινητών τα οποία συνάγονται από εξαιρετικά συντηρημένες περιοχές του 
γονιδιώματος RNA (συνήθως την περιοχή πολυμεράσης) [474]. Η RT-PCR, σε 
συνδυασμό με τον προσδιορισμό της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων των προϊόντων 
της PCR, έχει χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα για την ανίχνευση και τον χαρακτηρισμό 
νοροϊών σε διάφορες εξάρσεις κρουσμάτων. Η ταυτοποίηση των νοροϊών 
συμπεριλαμβάνεται ολοένα και περισσότερο σε δοκιμές multiplex που ανιχνεύουν 
μια ευρεία σειρά εντερικών παθογόνων και διευκολύνεται από μια βάση δεδομένων
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νοροϊών που έχει επιτρέψει το σχεδιασμό ευρέως δραστικών εκκινητών και 
ανιχνευτών.

2.15.2. ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΕΣ

Έχουν αναπτυχθεί ανοσολογικές δοκιμές για την ανίχνευση νοροϊών οι οποιές 
χρησιμοποιούν υπεράνοσους αντιορούς που παρασκευάζονται έναντι των rVLPs 
[453,475]. Αν και είναι ευαίσθητες, αυτες οι δοκιμές είναι συχνά ιδιαίτερα 
εξειδικευμένες για τα VLP [416,453]. Έχει σημειωθεί πρόοδος στην ανάπτυξη τόσο 
ειδικών για τους νοροϊούς όσο και διασταυρούμενων μονοκλωνικών αντισωμάτων 
[417] για χρήση σε δοκιμές ELISA που μπορούν να ανιχνεύσουν ιικό αντιγόνο σε 
κλινικά δείγματα και είναι διαθέσιμα εμπορικά διαγνωστικά κιτ. Οι ELISAs που 
χρησιμοποιούν rVLPs ως αντιγόνο είναι ειδικές, ευαίσθητες και αποτελεσματικές για 
την ανίχνευση της μόλυνσης από τους καλυκοϊούς και έχουν χρησιμοποιηθεί σε 
αρκετές οροεπιδημιολογικές μελέτες μεγάλης κλίμακας. Η ELISA για τα rVLP του ιού 
Norwalk έχει αποδειχθεί ότι ανιχνεύει διασταυρούμενες αντιδράσεις αντισωμάτων 
σε εθελοντές που μολύνθηκαν με τους ιούς NV, Hawaii ή Snow Mountain, αν και η 
μέγιστη απόκριση παρατηρήθηκε στους εθελοντές που προκλήθηκαν με NV [416]. 
Έτσι, είναι αδύνατον να αναγνωριστεί ο αντιγονικός τύπος ενός μολυσματικού 
στελέχους νοροϊού με ορολογική ανάλυση εξαιτίας των διασταυρούμενων 
αντισωμάτων που ανιχνεύονται διαμέσου της ELISA [476]. Η ύπαρξη ανοσολογικής 
απόκρισης στο 50% ή περισσότερο των ατόμων που εμπλέκονται (ή εξετάστηκαν) σε 
μια έξαρση κρουσμάτων έναντι ενός αντιγόνου καλυκοϊού, είναι ισχυρή ένδειξη που 
συνδέει τον ιό με την έξαρση κρουσμάτων [408].

2.16. ΘΕΡΑΠΕΙΑ, ΕΛΕΓΧΟΣ ΚΑΙ ΠΡΟΛΗΨΗ

2.16.1. ΘΕΡΑΠΕΙΑ

Οι νοροϊοί προκαλούν χαρακτηριστική, αυτοπεριοριζόμενη γαστρεντερίτιδα η οποία 
κανονικά επιλύεται χωρίς επιπλοκές [404-407]. Η νοσηλεία για σοβαρή αφυδάτωση, 
αν και σπάνια, μπορεί να συμβεί σε ασθενείς με γαστρεντερίτιδα από νοροϊό. Η 
θεραπεία με υγρά από το στόμα και η χορήγηση ηλεκτρολυτών είναι συνήθως 
αρκετή για να αντικαταστήσει την απώλεια υγρών [172,427]. Η θεραπεία 
επανυδάτωσης από το στόμα δεν θα πρέπει να χορηγείται σε ασθενείς με απώλεια 
συνείδησης λόγω της πιθανότητας εισρόφησης των χορηγούμενων υγρών. Εάν 
εμφανιστεί σοβαρός έμετος ή διάρροια, η παρεντερική χορήγηση των υγρών μπορεί 
να είναι απαραίτητη.
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Κατά τη διάρκεια πειραματικά επαγόμενης νόσου από νοροϊούς σε ενήλικες, η 
χορήγηση υποσαλικυλικού βισμούθιου μετά την εμφάνιση συμπτωμάτων μείωσε 
σημαντικά τη σοβαρότητα και τη διάρκεια των κοιλιακών κραμπών [406]. Επιπλέον, η 
μέση διάρκεια των συμπτωμάτων του γαστρεντερικού συστήματος μειώθηκε από 20 
σε 14 ώρες. Ο αριθμός, το βάρος και η περιεκτικότητα των κοπράνων σε νερό, καθώς 
και η απέκκριση του ιού, δεν επηρεάστηκαν σημαντικά από τη θεραπεία. Μια 
ανασκόπηση που αφορούσε τη χρήση διαφόρων φαρμάκων για τη συμπτωματική 
θεραπεία της οξείας διάρροιας σε βρέφη και μικρά παιδιά (ηλικίας 1 μήνα έως 5 
ετών) έδειξε ότι η το υποσαλικυλικό βισμούθιο, η λοπεραμίδη, οι αντιχολινεργικοί 
παράγοντες, τα προσροφητικά ή οι ενώσεις που περιέχουν Lactobacillus δεν 
συνιστώται από την Αμερικανική Ακαδημία Παιδιατρικής και επιπλέον, η χρήση 
οπιούχων καθώς και των συνδυασμών οπιούχων και ατροπίνης αντενδείκνυται [172].

Αν και δεν υπάρχουν ακόμη αντι-ιικά φάρμακα για τη θεραπεία της γαστρεντερίτιδας 
από νοροϊούς, τα πρωτόκολλα θεραπείας που εφαρμόστηκαν για άλλους 
παθογόνους παράγοντες έχουν αξιολογηθεί σε μικρό αριθμό ατόμων, με ποικίλη 
επιτυχία. Σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς, έχει αναφερθεί βελτίωση της χρόνιας 
διάρροιας λόγω νοροϊών μετά από μείωση των φαρμάκων της ανοσοκατασταλτικής 
θεραπείας. Ωστόσο, απαιτείται προσεκτική παρακολούθηση αυτών των ασθενών. Οι 
προσπάθειες για την ανάπτυξη αντιιικών φαρμάκων που να στοχεύουν σε 
συγκεκριμένα στάδια του κύκλου ζωής του νοροϊού βρίσκονται σε εξέλιξη, αλλά η 
ασφάλεια και η κλινική αποτελεσματικότητα τους δεν έχουν καθοριστεί [477].

2.16.2. ΕΜΒΟΛΙΑ

Δεν υπάρχει ακόμα διαθέσιμο εμβόλιο για τον έλεγχο της γαστρεντερίτιδας από 
νοροϊούς, αλλά μια μελέτη αποτελεσματικότητας σε ενήλικες εθελοντές έχει 
πρόσφατα δείξει ότι η χορήγηση rVLPs του ιού Norwalk ως εμβόλιο παρείχε 
προστασία έναντι της εκδήλωσης νόσου όταν οι εμβολιασμένοι προκλήθηκαν με τον 
ιό Norwalk [420]. Είναι αναγκαίο να γίνουν επιπλέον δοκιμές για τον προσδιορισμό 
του αριθμού των αντιγονικών συστατικών που απαιτούνται για την παροχή 
προστασίας έναντι ευρέος φάσματος αντιγονικών τύπων και παραλλαγών του 
νοροϊού.

Διάφορες οδοί χορήγησης, συνθέσεις και συστήματα έκφρασης των rVLPs βρίσκονται 
υπό διερεύνηση [348,398,422]. Ένα ασφαλές και αποτελεσματικό εμβόλιο θα 
μπορούσε να μειώσει τη συχνότητα επιδημικής γαστρεντερίτιδας από ιούς. Η 
διαθεσμότητα ενός εμβολίου θα έχει ιδιαίτερη σημασία για τους μαθητές, το 
προσωπικό του στρατού, τους διαμένοντες σε γηροκομεία και σε διάφορα ιδρύματα. 
Επιπλέον, μπορεί να μειώσει τον αριθμό των επεισοδίων σοβαρής γαστρεντερίτιδας
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σε βρέφη και παιδιά. Αν και η γαστρεντερίτιδα από νοροϊό τείνει να είναι ήπια, η 
μείωση των διαρροϊκών επεισοδίων μπορεί να είναι ιδιαίτερα σημαντική σε 
εξασθενημένα, υποσιτισμένα βρέφη, επειδή έχει αποδειχθεί ότι τα 
επαναλαμβανόμενα διαρροικά επεισόδια μπορεί να είναι σημαντικός παράγοντας 
για την ανάπτυξη υποσιτισμού μέσω διαδοχικών βλαβών του εντερικού βλεννογόνου 
[478]. Όταν διασαφηνιστεί η επίδραση της λοίμωξης από νοροϊό στη φυσιολογική 
γαστρεντερική μικροχλωρίδα ή σε υποκείμενες παθήσεις, μπορεί να προκύψουν 
πρόσθετα δεδομένα για την υποστήριξη της ανοσοπροφύλαξης του νοροϊού.

2.16.3. ΕΛΕΓΧΟΣ

Δεν υπάρχουν ειδικές μέθοδοι για την πρόληψη της μόλυνσης ή της νόσου από τους 
νοροϊούς. Η διαχείριση των επιδημιών επικεντρώνεται γενικά στην πρόληψη της 
εξάπλωσης σε άλλες περιοχές από νοσούντα ή εκτεθειμένα άτομα, συχνό πλύσιμο 
των χεριών και αποτελεσματική περιβαλλοντική απολύμανση. Οι νοροϊοί είναι γενικά 
ανθεκτικοί στον καθαρισμό περιβαλλοντικών επιφανειών και υλικών με 
απορρυπαντικά ή αιθανόλη και απαιτούν πρόσθετη χημική απολύμανση [427]. Έχει 
αναφερθεί ότι η χρήση απολυμαντικών για τα χέρια με βάση το οινόπνευμα αντί για 
το πλύσιμο των χεριών έχει ως αποτέλεσμα να αυξάνεται ο κίνδυνος μετάδοσης των 
νοροϊών και της μόλυνσης στις εγκαταστάσεις φροντίδας ασθενών. Ως 
αποτελεσματικά απολυμαντικά έχουν αναφερθεί αυτά που περιλαμβάνουν 
υποχλωριώδες στα 5.000 ppm (το οικιακό λευκαντικό είναι περίπου 5% 
υποχλωριώδες νάτριο και μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως διάλυμα 10%), καθαριστικά 
με βάση το υπεροξείδιο του υδρογόνου και καθαριστικά με βάση τη φαινόλη [427].

Η συχνή εμφάνιση τροφιμογενών επιδημιών αντανακλά την επιτακτική ανάγκη για 
επεξεργασία των τροφίμων σύμφωνα με τους κανόνες υγιεινής. Ο καθαρισμός των 
στρειδιών δεν είναι επαρκής για την απομάκρυνση των ιικών σωματιδίων του NV και 
πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι ο NV συνδέεται με τους ιστούς των στρειδιών μέσω 
δομών υδατανθράκων παρόμοιων με αυτές των HBGAs [479]. Πρέπει να λαμβάνεται 
μέριμνα για την αποφυγή της μόλυνσης των στρειδιών με περιττώματα, έμετο ή 
απόβλητα εργοστασίων επεξεργασίας λυμάτων. Επίσης, η λήψη μέτρων που 
αυξάνουν την καθαρότητα του πόσιμου νερού ή του νερού των πισίνων μπορεί να 
μειώσουν τη συχνότητα εμφάνισης εξάρσεων κρουσμάτων.

Διάφορες τεχνολογικές διεργασίες βρίσκονται υπό εξέλιξη για την αδρανοποίηση των 
νοροοϊών στα γεωργικά προϊόντα διατροφής και στα οστρακοειδή πριν από την 
διάθεση τους στην αγορά. Οι μελέτες σε εθελοντές παραμένουν ένα σημαντικό 
εργαλείο για τον προσδιορισμό της αποτελεσματικότητάς των μέτρων πρόληψης 
απουσία μιας in vitro δοκιμής μολυσματικότητας για τα ανθρώπινα στελέχη.
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3. ΑΣΤΡΟΪΟΙ

Εικόνα 3. Σχηματική αναπαράσταση δομής του Άστροϊου

3.1. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ

Ανάμεσα στα χαρακτηριστικά των αστροϊών είναι η μορφολογία τους, η απουσία 
τομέα που να κωδικοποιεί την RNA-ελικάση στο γονιδίωμα τους και η χρήση ενός 
ριβοσωματικού μηχανισμού για τη μετάφραση της RdRp [480]. Σε ο,τι αφορά στην 
οργάνωση του γονιδιώματος, το ORF που κωδικοποιεί τις μη δομικές πρωτεΐνες 
εντοπίζεται στο 5' άκρο, και το ORF που κωδικοποιεί τις δομικές πρωτεΐνες στο 3' 
άκρο.

Αρχικά, οι αστροϊοί ταξινομούνταν σε γένη και είδη με βάση τον ξενιστή στον οποίο 
εντοπίζονταν. Ωστόσο, ο πρόσφατος χαρακτηρισμός του νέου AstV έδειξε ότι στελέχη 
που παρουσιάζουν γενετική ομοιότητα απομονώθηκαν από διαφορετικά ζωικά είδη, 
και στελέχη που παρουσιάζουν γενετικές διαφορές απομονώθηκαν από τα ίδια ζωικά 
είδη [481-483]. Αυτά τα ευρήματα οδήγησαν σε ένα νέο σχήμα ταξινόμησης που 
βασίζεται στην αλληλουχία αμινοξέων του ORF2 (Ομάδα μελέτης αστροϊών, 9η 
έκθεση ICTV, 2010), [484] το οποίο κωδικοποιεί την πολυπρωτεΐνη του καψιδίου και 
αντιπροσωπεύει την πλέον μεταβλητή περιοχή του γονιδιώματος.

Στην οικογένεια Astroviridae διακρίνονται δύο γένη, τα Mamastrovirus και 
Avastrovirus. Οι ιοί που ανήκουν στο γένος Mamastrovirus περιλαμβάνουν στελέχη 
που απομονώθηκαν από θηλαστικά, συμπεριλαμβανομένων των ανθρώπων, του 
χοίρου (PAstV), της γάτας (FeAstV), των μινκ (MAstV), των προβάτων (OAstV), των 
μόσχων (BoAstV), του σκύλου (CaAstV), των νυχτερίδων (BAstV), των αρουραίων 
(RAstV), των ελαφιών (CcAstV) και των θαλάσσιων θηλαστικών, όπως μεταξύ άλλων 
τα θαλάσσια λιοντάρια (CSlAstV) και τα δελφίνια (BdAstV). Αυτό το γένος 
περιλαμβάνει δύο ομάδες, τις GI και GII, στις οποίες ανήκουν 10 και 9 είδη 
γονότυπου, αντίστοιχα. Και οι δύο ομάδες περιλαμβάνουν ιούς που απομονώθηκαν
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από ανθρώπους και ζώα. Ενδαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι πρόσφατα 
απομονώθηκαν ιοί από ανθρώπους οι οποίοι είναι παρόμοιοι με ιούς που 
απομονώθηκαν από ζώα όπως μινκ και πρόβατα [481]. Ο HAstV ταξινομούνταν 
προηγουμένως σε ένα είδος που περιλάμβανε τους ορότυπους 1 έως 8 (με βάση την 
αντιδραστικότητα τους σε υπεράνοσους ορούς, HAstV-1 έως -8) ενώ πλέον 
ταξινομείται στον προτεινόμενο γονότυπο G1 της ομάδας I. Με βάση τη γενετική 
ποικιλομορφία που παρουσιάζουν, τα στελέχη που έχουν απομονωθεί από χοίρους 
[482], νυχτερίδες [483] και ανθρώπους [481], τοποθετούνται σε αποκλινουσες 
ομάδες, υποδεικνύοντας την ύπαρξη διαφορετικών προγόνων που κατά πάσα 
πιθανότητα προέκυψαν κατά τη μετάδοση μεταξύ ειδών [482].

Οι ιοί του γένους Avastrovirus περιλαμβάνουν στελέχη από γαλοπούλες (TAstV), 
πάπιες (DAstV), κοτόπουλα (CAstV) και φραγκόκοτες. Αυτό το γένος περιλαμβάνει 
δύο προτεινόμενα είδη στη γενετική ομάδα GI (GIA, GIB) και ένα στη γενετική ομάδα 
II (GIIA). Όπως συμβαίνει και με τον HAstV, τα μέλη κάποιων από αυτά τα είδη 
μπορούν να διακριθούν με ορολογικές μεθόδους, υποδεικνύοντας την ύπαρξη ιικών 
οροτύπων σε μερικά, όπως στο TAstV-2 και στο ANV [485,486]. Γενικά, οι ιοί του 
γένους Avastrovirus παρουσιάζουν μεγαλύτερη ποικιλομορφία σε σχέση με τους ιούς 
του γένους Mamastrovirus.

3.2. ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΒΙΡΙΟΥ

Μετά από ανάλυση αστροϊών που προέρχονταν από κυτταροκαλλιέργεια παρουσία 
θρυψίνης στο ΕΜ, φάνηκε ότι τα ιικά σωματίδια παρουσιάζουν εικοσαεδρική 
συμμετρία, έχουν διάμετρο 41 nm και προεξέχουσες αιχμές στην επιφάνεια τους 
[487].

Μόνο μετά από αλκαλική επεξεργασία παρατηρήθηκε η μορφή τύπου αστεριού των 
ιικών σωματιδίων. Πρόσφατες μελέτες με cryo-EM και επεξεργασία της εικόνας των 
σωματιδίων HAstV που έχουν υποστεί επεξεργασία με θρυψίνη και των σωματιδίων 
χωρίς επεξεργασία με θρυψίνη, επιβεβαίωσαν την εικοσαεδρική δομή με 
προεξέχουσες αιχμές των ιικών σωματιδίων. Μεταξύ των δύο τύπων σωματιδίων 
παρατηρούνται αξιοσημείωτες διαφορές. Τα σωματίδια που δεν έχουν υποστεί 
επεξεργασία με θρυψίνη, έχουν διάμετρο 46 nm, διαθέτουν 180 αντίγραφα μίας 
πρωτεΐνης μεγέθους 70kd διατεταγμένων σε εικοσαεδρική συμμετρία T = 3. Σε αυτά 
τα σωματίδια μπορούν να παρατηρηθούν δύο είδη αιχμών, που εντοπίζονται σε 
διπλές και πενταπλές κορυφές. Επίσης διακρίνονται δύο πρωτεϊνικές στιβάδες. Το 
εσωτερικό στρώμα σχηματίζει τον πυρήνα του καψιδίου και είναι σχεδόν ταυτόσημο 
με αυτό των επεξεργασμένων σωματιδίων. Ωστόσο, το περιφερικό στρώμα που 
σχηματίζει τις αιχμές παρουσιάζει δραματικές μεταβολές μετά από επεξεργασία με 
θρυψίνη. Η επεξεργασία αυτή έχει ως αποτέλεσμα τη διάσπαση της πρωτεΐνης 
μεγέθους 70 kd σε τρία πολυπεπτίδια γεγονός που απαιτείται για την εξασφάλιση
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της μολυσματικότητας του ιού. Η κύρια διαφορά μεταξύ των δύο τύπων σωματιδίων 
είναι ο αριθμός των παρατηρούμενων αιχμών, πιθανότατα λόγω αναδιάταξης των 
προεξοχών που βρίσκονται γύρω από τις πενταπλές κορυφές των βιρίων που έχουν 
υποστεί επεξεργασία με θρυψίνη.

3.3. ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΟΥ ΒΙΡΙΟΥ

Τα σωματίδια του αστροϊού αποτελούνται από το γονιδίωμα του ιού το οποίο 
περιβάλλεται από ένα εικοσαεδρικό καψίδιο. Το καψίδιο σχηματίζεται από μία απλή 
πρωτεΐνη 70 έως 90 kd ή από τουλάχιστον τρεις πρωτεΐνες μεταξύ 25 έως 34 kd, 
ανάλογα με την έκταση της πρωτεολυτικής επεξεργασίας του βίριου [488-490]. Τα 
εξωκυτταρικά ιικά σωματίδια, που απελευθερώνονται από κύτταρα που είναι 
μολυσμένα με HAstV-8, αποτελούνται από την πρωτεΐνη VΡ70. Η VP70 προκύπτει 
μετά από την ενδοκυτταρική επεξεργασία της VP90, δηλαδή του πρωτογενούς 
πρωτεϊνικού προϊόντος που κωδικοποιείται από το ORF2 [491]. Τα πλήρως 
μολυσματικά σωματίδια που λαμβάνονται μετά από εξαντλητική επεξεργασία του 
ιού με θρυψίνη αποτελούνται από τρεις πρωτεΐνες, με εύρος 32-34, 27-29 και 25-26 
kd, ανάλογα με το στέλεχος του ιού, με τις δύο τελευταίες πρωτεΐνες να 
παρουσιάζουν αλληλεπικάλυψη στην αλληλουχία τους [489,490]. Έτσι, στα 
σωματίδια του HAstV μπορούν να βρεθούν πρωτεΐνες διαφορετικού μεγέθους 
(μεταξύ 24 και 90 kd) που πιθανώς αντιπροσωπεύουν τα προϊόντα τελικής και 
ενδιάμεσης διάσπασης [488]. Το μέγεθος μερικών από τις πρωτεΐνες που 
αναγνωρίζονται σε ιούς του ζώων είναι παρόμοιο με εκείνο των πρωτεϊνών που 
βρίσκονται στα ανθρώπινα στελέχη. Έτσι, ο PAstV περιέχει πρωτεΐνες των 31, 30 και 
36 kd, [492] και ο OAstV περιέχει δύο πρωτεΐνες περίπου 33 kd 58. Ωστόσο, ο PAstV 
περιέχει επίσης πρωτεΐνες των 39 και 13 kd, [492] που συνήθως δεν ανιχνεύονται σε 
ώριμα σωματίδια του HAstV. Υπάρχει μια μεμονωμένη αναφορά ότι τα σωματίδια 
του HAstV μπορεί να περιέχουν μια μικρή πρωτεΐνη των 5.2kd, αλλά η φύση της δεν 
έχει εξακριβωθεί [493].

Επιπλέον των πρωτεϊνών που προέρχονται από το ORF2, έχει προταθεί ότι στα ιικά 
σωματίδια υπάρχουν επίσης πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από το ORF1a, καθώς 
τα αντισώματα έναντι των σωματιδίων HAstV-1 αναγνωρίζουν μια ανασυνδυασμένη 
πρωτεΐνη που περιέχει τα αμινοξέα 757 έως 899 της nsp1a [494].

3.4. ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΟΣ

Οι αστροϊοί έχουν γονιδίωμα ssRNA θετικής πολικότητας που ποικίλει σε μήκος από 
6.17 kb για το ανθρώπινο στέλεχος MLB-133 έως 7.72 kb για το DAstV-2 [495]. Το
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RNA που εξάγεται από τα σωματίδια του AstV, καθώς και το RNA που μεταγράφεται 
από γονιδιωματικό αντίγραφο πλήρους μήκους συμπληρωματικού κλώνου ϋΝΑ 
(cDNA), είναι ικανό, αν και με διαφορετική αποτελεσματικότητα, να προκαλέσει 
παραγωγική μόλυνση σε κυτταροκαλλιέργειες [496]. Το ιικό γονιδίωμα περιλαμβάνει 
μη μεταφράσιμες περιοχές (UTRs) στο 5' και 3' άκρο και τρία ORFs μεταβλητού 
μήκους στα διαφορετικά στελέχη. Τα δύο ORFs που βρίσκονται προς το 5' άκρο του 
γονιδιώματος, που ονομάζονται ORF1a και ORF1b, κωδικοποιούν μη δομικές 
πρωτεΐνες οι οποίες με βάση τα μοτίβα αλληλουχίας που περιέχουν, θεωρείται ότι 
εμπλέκονται στη μεταγραφή και στην αντιγραφή του γονιδιώματος του ιού. Η 
μεταβολή του μήκους του ORFla του HAstV οφείλεται κυρίως σε εισαγωγές ή 
διαγραφές που υπάρχουν κοντά στο 3' άκρο του ORFla [497,498]. Το τρίτο ORF, που 
βρέθηκε στο 3' άκρο του γονιδιώματος και ονομάζεται ORF2, κωδικοποιεί την 
πολυπρωτεΐνη του καψιδίου. Τα ORF1a και ORF1b αλληλεπικαλύπτονται σε 10 έως 
148 νουκλεοτίδια (nt) στο γονιδίωμα των ιών των θηλαστικών και μεταξύ 10 και 45 nt 
στους ιούς των πτηνών. Η περιοχή αλληλεπικάλυψης περιέχει ένα απαραίτητο σήμα 
για τη μετάφραση της RNA πολυμεράσης του ιού (που κωδικοποιείται από το ORF1b) 
[480].

Σε κύτταρα μολυσμένα με αστροϊό έχουν ταυτοποιηθεί δύο είδη RNA θετικής 
πολικότητας, το γονιδιωματικό RNA πλήρους μήκους (gRNA) και το 
υπογονιδιωματικό RNA (sgRNA) μεγέθους περίπου 2.4 kb [499]. Με βάση τη θέση 
έναρξης της μεταγραφής που προσδιορίστηκε για το sgRNA στους HAstV-1 και HAstV- 
2,[500,501], τα ORF1b και ORF2 αλληλοεπικαλύπτονται σε 8 nt. Ωστόσο, το μήκος 
αυτής της αλληλεπικάλυψης μπορεί να ποικίλει ενώ δεν έχει εντοπιστεί στον DAstV 
[495]. Η εξαιρετικά συντηρημένη αλληλουχία γύρω από το κωδικόνιο έναρξης του 
ORF2 έχει προταθεί ότι είναι τμήμα του προαγωγού μορίου για τη σύνθεση του 
sgRNA [502]. Ωστόσο, αυτή η περιοχή διαφέρει ως προς το μήκος και την αλληλουχία 
μεταξύ των ιών των θηλαστικών και των πτηνών. Μοιάζει αρκετά κατά ένα μέρος με 
το 5' άκρο του gRNA, υποδεικνύοντας ότι έχει σημαντικό ρόλο στη σύνθεση τόσο του 
gRNA όσο και του sgRNA. Η γονιδιακή ανάλυση του ανασυνδυασμένου AstV που 
απομονώθηκε από διαφορετικά είδη, έχει αναδείξει τη σημασία αυτής της περιοχής 
για τον ανασυνδυασμό [485,503,504]. Αξίζει να σημειωθεί ότι τα τελευταία 19 nt του 
ORF2 και το γειτονικό 3'-UTR είναι πολύ συντηρημένες περιοχές στους 
περισσότερους AstV και έχουν παρατηρηθεί ομοιότητες στην αλληλουχία και στην 
αναδίπλωση του 3'-UTR με ιούς άλλων οικογενειών, όπως ο ιός της λοιμώδους 
βρογχίτιδας των πτηνών (κοροναϊός), ο νοροϊός του σκύλου και ο ορότυπος 2 του 
ρινοϊού των ιπποειδών (πικορναϊός), [482,505] υποδηλώνοντας ότι είναι σχετικός με 
την αντιγραφή του γονιδιώματος του αστροϊού.
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3.4.1. ORFla και ORFlb

Στους περισσότερους ιούς των θηλαστικών, το πολυπεπτίδιο που κωδικοποιείται από 
το ORF1a (nsp1a) είναι 874 έως 936 αμινοξέα (aa) σε μήκος. Παρ'όλα αυτά, το μήκος 
του παρουσιάζει διακύμανση μεταξύ των διαφορετικών ιών καθώς μπορει να 
κυμαίνεται από 787 aa σε ένα ανθρώπινο στέλεχος μέχρι και 1.240 aa όπως στους 
ιούς των πτηνών. Το ORF1b κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο από 515 έως 539 aa το 
οποίο περιέχει μοτίβα για την RdRp [480,506]. Στο γονιδίωμα του αστροϊού δεν 
έχουν ταυτοποιηθεί περιοχές που θα μπορούσαν ενδεχομένως να κωδικοποιούν την 
RNA ελικάση και την μεθυλοτρανσφεράση. Δεδομένης της υποθετικής ύπαρξης μιας 
VPg, η απουσία της μεθυλοτρανσφεράσης είναι κατανοητή. Ωστόσο, η απουσία μιας 
RNA ελικάσης είναι ασυνήθιστη για έναν ιό RNA θετικής πολικότητας με μήκος 
γονιδιώματος μεγαλύτερο από 6.000 nt, όπως ο αστροϊός. Το αμινοτελικό άκρο του 
nsp1a δείχνει ομοιότητα με ένα μοτίβο σύνδεσης ΝΤΡ ορισμένων ελικασών3 αλλά 
στερείται άλλων μοτίβων, όπως οι τομείς δεσμεύσεως υποστρώματος και υδρόλυσης 
ΝΤΡ που υπάρχουν σε αυτά τα ένζυμα [507].

3.4.2. ORF2

Η μεγαλύτερη ποικιλομορφία ως προς την αλληλουχία του γονιδιώματος του 
αστροϊού βρίσκεται στο ORF2, το οποίο κωδικοποιεί τη δομική πολυπρωτεΐνη του 
ιού. Αυτό το πολυπεπτίδιο κυμαίνεται από 672 έως 851 aa σε μήκος στον TastV-1 και 
σε ένα στέλεχος χοίρου, αντίστοιχα. Γενικά, το ORF2 των ιών των πτηνών κωδικοποιεί 
πολυπρωτεΐνες μικρότερες σε μήκος. Ο μισός Ν-τερματικός τομέας της 
πολυπρωτεΐνης είναι πιο συντηρημένος σε σχέση με τον C-τερματικό τομέα. 
Περιλαμβάνει μια συντηρημένη περιοχή μεταξύ των αστροϊών, [508,509] και 
θεωρείται ότι αλληλεπιδρά με το γονιδιωματικό RNA στο βίριο [510]. Από την άλλη 
πλευρά, το μισό C-τερματικό της πρωτεΐνης παρουσιάζει σημαντική ποικιλομορφία 
ως προς την αλληλουχία μεταξύ των αστροϊών που έχουν απομονωθεί από 
διαφορετικά είδη, ακόμη και μεταξύ διαφορετικών στελεχών από τα ίδια ζωικά είδη. 
Η ακολουθία αυτής της περιοχής ορίζει τους ορότυπους στον HAstV. Επίσης στο μισό 
καρβοξύ της πρωτεΐνης του καψιδίου υπάρχει μια περιοχή με άφθονες εισαγωγές ή 
διαγραφές μεταξύ των διαφόρων αστροϊών [509]. Τα τελευταία πέντε κατάλοιπα 
αμινοξέων στο C-τερματικό άκρο είναι συντηρημένα, ιδιαίτερα μεταξύ στελεχών των 
ανθρώπων και ορισμένων άλλων στελεχών θηλαστικών. Η συντηρημένη περιοχή της 
δομικής πρωτεΐνης σχηματίζει τον καψιδικό πυρήνα του σωματιδίου, ενώ ο 
υπερμεταβλητός τομέας του C- τερματικού σχηματίζει τις αιχμές του βιρίου. Έτσι, 
αυτός ο τομέας συμμετέχει στις αρχικές αλληλεπιδράσεις του ιού με το κύτταρο 
ξενιστή [511].
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Σε όλους τους ιούς HAstV και μερικούς άλλους ιούς θηλαστικών έχει περιγράφει η 
παρουσία ενός εναλλακτικού ORF (ονομαζόμενο ORF-X) από 91 έως 122 κωδικόνια 
που επικαλύπτει το ORF2 [512]. Το κωδικόνιο έναρξης του, που βρίκεται συνήθως 
41-50 nt μετά το AUG του ORF2 και είναι τοποθετημένο σε μια καλύτερη ακολουθία 
του Kozak από εκείνη του ORF2. Απομένει να καθοριστεί εάν το ORFX μεταφράζεται 
πραγματικά και, αν μεταφράζεται, ποια είναι η σημασία του για την αντιγραφή του 
ιού.

3.5. ΣΤΑΔΙΑ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ ΤΟΥ ΙΟΥ

3.5.1. ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗ ΚΑΙ ΕΙΣΟΔΟΣ

Οι μελέτες που αφορούν στην κατανόηση των αρχικών αλληλεπιδράσεων των 
αστροϊών με τα κύτταρα ξενιστές τους είναι περιορισμένες. Ωστόσο, υπάρχει μια 
γενική άποψη του κύκλου αντιγραφής. Τα μόρια του υποδοχέα του κυττάρου για 
αυτούς τους ιούς δεν έχουν ταυτοποιηθεί ακόμα. Τα διαφορετικά στελέχη του HAstV 
παρουσιάζουν διαφορετικό τροπισμό σε καλλιεργημένα κύτταρα [513]. Επομένως, 
είναι πιθανό οι αρχικές αλληλεπιδράσεις τους με τα κύτταρα ξενιστές να είναι 
διαφορετικές.

Η μολυσματικότητα των ανθρώπινων αστροϊών ενισχύεται σε μεγάλο βαθμό (3 έως 5 
λογαρίθμους) και πιθανόν απαιτεί την επεξεργασία των σωματιδίων του ιού με 
θρυψίνη [489,490,514]. Αν και η πρωτεολυτική οδός της επεξεργασίας της VΡ70 που 
υπάρχει στο βίριο έχει διαλευκανθεί για τον HAstV-8 , [490] ο μηχανισμός με τον 
οποίο αυτή η επεξεργασία ενισχύει τη μολυσματικότητα του ιού είναι ακόμα 
άγνωστος. Η διάσπαση της πρόδρομης πολυπρωτεΐνης με θρυψίνη προκαλεί 
δραστικές δομικές μεταβολές στα σωματίδια 8 και οδηγεί στην παραγωγή τριών 
προϊόντων στον HAstV-8, τις VP34, VP25 και VP27. Η VP34 αντιπροσωπεύει την 
συντηρημένη περιοχή και σχηματίζει τον πυρήνα του καψιδίου, ενώ αμφότερες οι 
VP25 και VP27 σχηματίζουν τις αιχμές στην επιφάνεια του βιρίου. Παρά την μεγάλη 
ποικιλομορφία της, η VP25 περιέχει δύο συντηρημένα δομικά μοτίβα τα οποία έχει 
προταθεί ότι εμπλέκονται στην αλληλεπίδραση του ιού με το κύτταρο ξενιστή, ένα εκ 
των οποίων περιλαμβάνει τα κατάλοιπα Lys455, Ser554, Thr575 και Glu610, που 
προβλέπεται οτι αλληλεπιδρούν με τμήματα ολιγοσακχαριτών που θα μπορούσαν να 
δράσουν ως υποδοχείς κυττάρων ή συν-υποδοχείς. Τα αντισώματα που 
αναγνωρίζουν τις πρωτεΐνες VP25 και VP27 των αιχμών, είναι εξουδετερωτικά, 
[489,514] και πιθανώς παρεμποδίζουν την προσρόφηση του ιού.
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Οι αρχικές μελέτες για την είσοδο του HAstV στα κύτταρα ΗΕΚ-293 Graham με τη 
χρήση παραγόντων αποκλεισμού της ενδοκυττάρωσης (χλωριούχο αμμώνιο, 
μεθυλαμίνη και δανσυλκαδαβερίνη), έδειξαν ότι η είσοδος του ιού στα κύτταρα 
γίνεται μέσω ενδοκυττάρωσης [515]. Πρόσφατα, επιβεβαιώθηκε ότι η εξαρτώμενη 
από την κλαθρίνη ενδοκυττάρωση είναι μια λειτουργική οδός για την είσοδο του 
HAstV-8 σε κύτταρα Caco-2.

Η αλληλεπίδραση του HAstV με το κύτταρο ξενιστή προκαλεί την ενεργοποίηση της 
οδού σηματοδότησης ERK1 / 2 εντός των πρώτων 15 λεπτών μετά την προσρόφηση 
του ιού [516]. Αν και ο μηχανισμός αυτής της ενεργοποίησης είναι άγνωστος, ήταν 
ανεξάρτητος από την αντιγραφή του ιού, υποδηλώνοντας ότι αυτή η οδός 
ενεργοποιείται κατά τη δέσμευση ή την εισαγωγή του ιού στο κύτταρο. Συνεπώς, 
φαίνεται ότι η ERK1 / 2 απαιτείται σε πρώιμους χρόνους για την επίτευξη 
παραγωγικής μόλυνσης, αφού οι αναστολείς αυτής της κινάσης παρεμπόδισαν τη 
σύνθεση των πρωτεϊνών του ιού και του RNA και, κατά συνέπεια, την μειωμένη 
απόδοση του ιού.

3.5.2. ΑΠΕΚΔΥΣΗ

Ο μηχανισμός μέσω του οποίου απελευθερώνεται το ιικό γονιδιωματικό RNA από το 
μολυσματικό σωματίδιο του ιού στο κυτταρόπλασμα για μετάφραση, η κυτταρική 
θέση όπου εμφανίζεται και οι κυτταρικοί και ιικοί παράγοντες που εμπλέκονται σε 
αυτή τη διαδικασία είναι άγνωστοι.

3.5.3. ΜΕΤΑΦΡΑΣΗ

Κατά τη μόλυνση με HAstV, δεν παρατηρούνται ανιχνεύσιμες αλλαγές στην 
πρωτεϊνική σύνθεση του κυττάρου. Όπως και τα περισσότερα κυτταρικά mRNAs, το 
RNA του αστροϊού περιέχει μια polyA ουρά στο 3 ' άκρο, αλλά δεν έχει περιγραφεί η 
παρουσία δομής καλύμματος στο 5' άκρο. Επειδή προτείνεται οτι από το ORFla του 
αστροϊού κωδικοποιείται μια VPg, αυτή η πρωτεΐνη θα μπορούσε να ρυθμίζει τη 
μετάφραση των ιϊκών mRNAs μέσω αληλεπίδρασης με τους παράγοντες έναρξης της 
μετάφρασης [517,518].

3.5.4. ΣΥΝΘΕΣΗ ΚΑΙ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΜΗ ΔΟΜΙΚΩΝ ΠΟΛΥΠΡΩΤΕΙΝΩΝ

Μετά την απέκδυση, το gRNA μεταφράζεται σε μη δομικές πρωτεΐνες που 
παράγονται ως πρόδρομοι πολυπρωτεϊνών και στη συνέχεια μετατρέπονται σε
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πρωτεΐνες μικρότερου μεγέθους μέσω πρωτεόλυσης. Το O R Fla  κατευθύνει τη 
σύνθεση της πρωτεΐνης nspla (περίπου 100kd), ενώ η πρωτεΐνη nsplab (160 kd) 
προέρχεται και από το ORFla και από το ORFlb. Οι πρωτεΐνες nspla και nsplab 
επεξεργάζονται συν-μεταφραστικά στο αμινοτερματικό τους άκρο, με αποτέλεσμα οι 
αναμενόμενες πρωτεΐνες πλήρους μήκους να μην παρατηρούνται ή να 
παρατηρούνται πολύ σπάνια σε κύτταρα που έχουν μολυνθεί με HAstV. Οι 
πληροφορίες σχετικά με την επεξεργασία των μη δομικών πολυπρωτεϊνών έχουν 
ληφθεί μετά από in vitro μετάφραση, παροδική έκφραση κλώνων cDNA και ανάλυση 
κυττάρων που έχουν μολυνθεί με HAstV, χρησιμοποιώντας αντισώματα έναντι 
διαφορετικών περιοχών των nspla και nsplab [5l9-522]. Κατά την in vitro 
μετάφραση των προερχόμενων από cDNA μεταγραφών, δεν παρατηρήθηκε καμία 
ειδική επεξεργασία, υποδεικνύοντας ότι είναι αναγκαία η παρουσία κυτταρικών 
παραγόντων. Η μετάφραση της RdRp λαμβάνει χώρα μέσω ενός μηχανισμού 
μετατόπισης πλαισίου ριβοσώματος-1 στην επικαλυπτόμενη περιοχή μεταξύ του 
ORFla και του ORFlb. Το σήμα που ρυθμίζει αυτό το συμβάν έχει δύο βασικά 
χαρακτηριστικά, που είναι συντηρημένα μεταξύ όλων των αστροϊών: μία επταμερική 
αλληλουχία (AAAAAAC) και τη δυνατότητα σχηματισμού μιας δομής stem-loop στο 
τέλος [523].

Οι πρωτεΐνες των 27, 20, 19, 6.5 και 5.5 kd, καθώς και τα φωσφορυλιωμένα 
πολυπεπτίδια 21 έως 27 kd, αντιπροσωπεύουν τα προϊόντα επεξεργασίας της 
πολυπρωτεΐνης nspla, ενώ η πρωτεΐνη 57 έως 59 kd αντιπροσωπεύει την ώριμη 
πρωτεΐνη που προέρχεται από ORFlb. Οι παρατηρούμενες πρωτεΐνες των 145, 88, 
85, 75 και 34 kd πιθανότατα αντιπροσωπεύουν ενδιάμεσα προϊόντα της 
επεξεργασίας της μη δομικής πρωτεΐνης. Με την εξαίρεση της διάσπασης που 
απελευθερώνει το 20 kd αμινοτερματικό πολυπεπτίδιο, όλες οι άλλες διασπάσεις 
στις πολυπρωτεΐνες nspla και nsplab πιστεύεται ότι εξαρτώνται από τη δράση της v- 
Pro, αν και μόνο αυτές που αναγνωρίζονται στα κατάλοιπα αμινοξέων 410 και 6 5 l 
του nspla έχουν επιβεβαιωθεί [519].

3.5.5. ΣΥΝΘΕΣΗ ΚΑΙ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΔΟΜΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ

Οι δομικές πρωτεΐνες του HAstV, που κωδικοποιούνται από το ORF2, συντίθενται 
από το sgRNA ως πρόδρομο μόριο πολυπρωτεΐνης 87 έως 90 kd. Μελέτες με τον 
HAstV-8 έδειξαν ότι το πρωτογενές προϊόν μετάφρασης μεγέθους 90kd διασπάστηκε 
για να δώσει ένα προϊόν 70 kd (ονομαζόμενο VP70) 7 μέσω ενδιάμεσων ενώσεων 
των 75 έως 85 kd, 94 των οποίων η βιολογική σχέση, αν υπάρχει, είναι άγνωστη. Η 
επεξεργασία της VP90 σε VP70 γίνεται μέσω κυτταρικών ενζύμων (caspases) που 
εμπλέκονται στις αποπτωτικές διεργασίες 7 και των οποίων η δράση ενεργοποιείται 
κατά τη διάρκεια της ιογενούς μόλυνσης από έναν άγνωστο μηχανισμό [524,525].
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Ο αναστολέας Z-VAD-fmk όλων των κασπασών αναστέλλει έντονα αυτή την 
επεξεργασία ενώ οι ειδικοί αναστολείς της δραστηριότητας της κασπάσης την 
εμποδίζουν κατά ένα μέρος. Αντίθετα, μερικοί προαποπτωτικοί παράγοντες (π.χ. 
TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL και η σταυροσπορίνη) ενισχύουν τη 
διάσπαση της VP90 σε VP70 [491]. Πιστεύεται ότι οι κασπάσες είναι σημαντικές για 
την επεξεργασία της δομικής πρόδρομης πολυπρωτεΐνης στους περισσότερους, αν 
όχι σε όλους, τους αστροϊούς, αφού τα μοτίβα αναγνώρισης κασπάσης που 
υπάρχουν στην καρβοξυτερματική περιοχή της VP90 είναι εξαιρετικά συντηρημένα 
μεταξύ των διαφόρων στελεχών. Για τον HAstV-8, η κασπάση-3 και η κασπάση-9 
φαίνεται να είναι ιδιαίτερα σημαντικές για την επεξεργασία της VP90. Ωστόσο, άλλες 
κασπάσες μπορεί επίσης να εμπλέκονται, καθώς η VP90 είναι υπόστρωμα κασπάσης- 
8 και κασπάσης -4 in vitro [524]. Επίσης, δεν μπορεί να αποκλειστεί ότι διαφορετικές 
κασπάσες είναι υπεύθυνες για τη διάσπαση της VP90 σε διαφορετικά στελέχη 
αστροϊού, καθώς τα μοτίβα που αναγνωρίζονται από τις κασπάσες σε αυτήν την 
πρόδρομη πρωτεΐνη διαφέρουν μεταξύ των ιών. Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι η 
επεξεργασία της VP90 σε VP70 είναι σημαντική για την έξοδο του ιού από 
μολυσμένα κύτταρα [524,526].

Τα εξωκυτταρικά σωματίδια του HAstV-8 που σχηματίζονται από την VP70 είναι 
ασθενώς μολυσματικά, αλλά η μολυσματικότητά τους ενισχύεται σημαντικά με την 
επεξεργασία των ιικών σωματιδίων με θρυψίνη, [490,514] που υπάρχει στον 
εντερικό αυλό. Η πρωτεΐνη VΡ70 που υπάρχει στο εξωκυτταρικό βίριο διασπάται 
αρχικά για να δώσει πολυπεπτίδια 41kd (VP41, το Ν-τερματικό προϊόν) και 28kd 
(VP28, το C-τερματικό προϊόν). Η VP41 στη συνέχεια διασπάται στο καρβοξυτελικό 
της άκρο για να δώσει μια ώριμη πρωτεΐνη 34 kd (VP34), ενώ η VP28 διασπάται σε 
προϊόντα 27 και 25kd (VP27 και VP25, αντίστοιχα) που μοιράζονται το καρβοξυτελικό 
τους άκρο. Έτσι, ο πλήρως μολυσματικός ιός αποτελείται από τις VP34, VP27 και 
VP25.

Οι VP25 και VP27 (ή VP26 και VP29 στον HAstV-2) αναγνωρίζονται από 
εξουδετερωτικά αντισώματα, [489,527] ενώ η VP34 (VP32 στον HAstV-2) περιέχει 
επίτοπους που επιτρέπουν τη διασταυρούμενη αντίδραση και έχουν χρησιμοποιηθεί 
για διάγνωση [528]. Αν και δεν έχει εξεταστεί, η μολυσματικότητα άλλων αστροϊών 
μπορεί επίσης να εξαρτάται από την επεξεργασία με θρυψίνη, εφόσον οι θέσεις που 
είναι ευαίσθητες στη διάσπαση με θρυψίνη, είναι συντηρημένες στην πρωτεΐνη του 
καψιδίου των ιών των πτηνών και των θηλαστικών.
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3.5.6. ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ / ΑΝΤΙΓΡΑΦΗ

Η σύνθεση του RNA του αστροϊού έχει μελετηθεί ελάχιστα. Δεδομένης της δομής και 
της οργάνωσης του γονιδιώματος του αστροϊού, πιστεύεται ότι αυτοί οι ιοί 
ακολουθούν μια στρατηγική παρόμοια με εκείνη των αλφαϊών για την αντιγραφή και 
τη μεταγραφή του γονιδιώματός τους [529]. Με βάση αυτή την υπόθεση, το gRNA θα 
χρησιμοποιηθεί ως εκμαγείο για τη σύνθεση ενός πλήρους γονιδιώματος αρνητικής 
πολικότητας, gRNA (-), το οποίο με τη σειρά του θα χρησιμοποιηθεί ως εκμαγείο για 
την παραγωγή τόσο του πλήρους μήκους gRNA όσο και του sgRNA. Αυτά τα μόρια 
RNA θετικής πολικότητας αρχικά παρατηρούνται σε κύτταρα Caco-2 μολυσμένα με 
HAstV-8 στις 8 ώρες μετά τη μόλυνση, υποδεικνύοντας ότι αυτή τη στιγμή το gRNA (-) 
έχει ήδη συντεθεί, αν και σε μη ανιχνεύσιμα επίπεδα. Σε μια διαφορετική μελέτη το 
gRNA (-) ανιχνεύθηκε ξεκινώντας από τις 9 ώρες μετά τη μόλυνση και συσσωρεύτηκε 
στο 0,7% έως 4% του gRNA [530]. Παρόμοια με τον αλφαϊό, πιστεύεται ότι η 
μεταγραφάση του ιού αναγνωρίζει ένα cis-στοιχείο που δρα ως υποκινητής στο gRNA 
(-) για τη σύνθεση του sgRNA, το οποίο στην περίπτωση του HAstV μπορεί να φθάσει 
σε πέντε με δέκα φορές υψηλότερη μοριακή αφθονία σε σχέση με το πλήρες μήκος 
του gRNA [499]. Μια αλληλουχία που βρίσκεται γύρω από το κωδικόνιο έναρξης του 
ORF2 που είναι εξαιρετικά συντηρημένη μεταξύ των περισσότερων γνωστών 
αστροϊών, μπορεί να αντιπροσωπεύει αυτόν τον υποκινητή.

Η σύνθεση του gRNA (-) και η συσσώρευση του gRNA απαιτούν τη σύνθεση 
κυτταρικής πρωτεΐνης, αλλά όχι την κυτταρική μεταγραφή του DNA.[530] Τα v-Pro, 
RdRp, VP90, gRNA (-) και τα ιικά σωματίδια έχει βρεθεί ότι σχετίζονται με εσωτερικές 
κυτταρικές μεμβράνες. Αυτό υποδηλώνει ότι η αντιγραφή του RNA και τα πρώτα 
στάδια μορφογένεσης διεξάγονται σε σχέση με τις παρατηρούμενες μεμβρανώδεις 
δομές που πιθανώς προέρχονται από το ER, αφού οι ιικές φωσφοπρωτεΐνες των 21 
έως 27kd, οι οποίες αλληλεπιδρούν με την RdRp, [531] και είναι πιθανόν 
εμπλεκόμενες στην αντιγραφή του RNA, εντοπίζονται σε αυτό το οργανίδιο [532]. 
Εκτός από τα v-Pro και RdRp, καμία άλλη λειτουργία δεν έχει αποδοθεί στα υπόλοιπα 
προϊόντα των ORF1a και ORF1b.

3.5.7. ΣΥΓΚΡΟΤΗΣΗ ΚΑΙ ΑΠΕΛΕΥΘΕΡΩΣΗ

Η έκφραση του ORF2 σε καλλιεργημένα κύτταρα χρησιμοποιώντας ως φορείς τον 
ανασυνδυασμένο ιό της δαμαλίτιδας [533] ή τον βακουλοϊό [534], οδηγεί στη 
συγκρότηση ιικών σωματιδίων που μοιάζουν με ιούς, υποδεικνύοντας ότι η 
κωδικοποιημένη πρωτεΐνη είναι ικανή να συντεθεί απουσία ιικού RNA. Ωστόσο, αυτά 
τα σωματίδια είναι ασταθή και εμφανίζουν άτυπη μορφολογία, υποδεικνύοντας 
ελαττωματική συγκρότηση [534,535].
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Η συγκρότηση του ιού ανέχεται κάποια διαγραφή ή αλλαγές στα 70 Ν-τερματικά 
βασικά αμινοξέα της VP90 / VP70, τα οποία πιστεύεται ότι αλληλεπιδρούν με το 
gRNA στα ιικά σωματίδια. Για παράδειγμα, η μολυσματικότητα ενός 
ανασυνδυασμένου ιού μειώθηκε περίπου κατά 50% όταν τα υπόλοιπα 11 έως 30 aa 
αντικαταστάθηκαν από 8 ή 9 aa μίας ξένης αλληλουχίας. Αντιθέτως, οι ιοί που 
φέρουν την ίδια ξένη αλληλουχία στη θέση των υπολοίπων 31 έως 50 aa της 
καψιδικής πρωτεΐνης, έδειξαν δραστική μείωση στο 0,1% της μολυσματικότητας. Η 
αντικατάσταση του 5' άκρου του C- τερματικού aa του ORF2 ήταν επίσης πολύ 
επιβλαβής για τη μολυσματικότητα του ιού [510].

Μια θανατηφόρα μονοσημειακή μετάλλαξη περιγράφηκε στη VP34 του HAstV-1 (Thr- 
227 σε Ala ή Ser), [536]. Ωστόσο, δεν μελετήθηκε αν το ελάττωμα της 
μολυσματικότητας οφειλόταν σε ελαττωματική συγκρότηση.

Το πρωτογενές προϊόν του ORF2 του HAstV-8, η VP90, σχηματίζει ενδοκυτταρικά 
σωματίδια τα οποία σχετίζονται με μεμβράνες ή με το κυτοσόλιο. Προφανώς, η VP90 
συγκροτείται σε σωματίδια που συνδέονται με μεμβρανώδεις δομές, όπου οι μη- 
δομικές πρωτεΐνες του ιού και το γονιδίωμα RNA θετικής και αρνητικής πολικότητας 
είναι επίσης παρόντα [526]. Επομένως, η αντιγραφή του RNA θεωρείται ότι 
συμβαίνει και σχετίζεται με αυτές τις δομές. Πιστεύεται ότι η αναδιάταξη των 
εσωτερικών μεμβρανών επάγεται από τη μόλυνση με τον AstV, καθώς παρατηρείται 
στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου σε αρνιά που έχουν μολυνθεί με OAstV αλλά 
όχι σε μη μολυσμένα κύτταρα [537].

Η μόλυνση με HAstV επάγει την ενεργοποίηση των κασπασών στα κύτταρα Caco2 
μέσω ενός άγνωστου μηχανισμού. Η δραστηριότητα του εκκινητικών (caspase 8, 9, 
και 4), και των εκτελεστικών (κασπάσες 3 και 7) καπασών ανιχνεύεται στις 12 ώρες 
μετά τη μόλυνση. Στις 12 ώρες μετά τη μόλυνση ανιχνεύονται επίσης αποπτωτικοί 
δείκτες αν και ο κυτταρικός θάνατος δεν παρατηρείται μέχρι τις 48 ώρες μετά τη 
μόλυνση [524].

Η πρωτεολυτική επεξεργασία από κασπάσες της VP90 που έχει συγκροτηθεί σε ιικά 
σωματίδια, για να δώσει VP70, απαιτείται για την έξοδο του ιού από τα κύτταρα, 
καθώς οι αναστολείς αυτών των πρωτεασών το αποτρέπουν, ενώ προωθείται από 
προ-αποπτωτικούς παράγοντες, όπως το TRAIL [491] Πιστεύεται ότι μετά την αρχική 
συναρμολόγησή τους όπου συνδέονται με μεμβράνες, τα ιικά σωματίδια που 
σχηματίζονται από την VP90 διαχωρίζονται από αυτές τις δομές, έτσι ώστε να είναι 
διαθέσιμα για διάσπαση από κασπάσες [526]. Εκτός από το ρόλο της στη διάσπαση 
του VP90 σε VΡ70, η Cap-3 φαίνεται να είναι αναγκαία για την έξοδο του ιού από το 
κύτταρο [524]. Η κυτταρική διαδικασία που προκαλείται από αυτή την κασπάση για 
να επιτραπεί η έξοδος του ιού δεν είναι γνωστή. Ωστόσο, δεν φαίνεται να είναι 
απαραίτητος ο κυτταρικός θάνατος που προκαλείται από την Cap-3. Έτσι, ένας μη
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ελλειμματικός μηχανισμός φαίνεται να εμπλέκεται στην απελευθέρωση του HAstV. 
Από την άλλη πλευρά, παρατηρήθηκε κυτταροπαθογόνος δράση μετά από μόλυνση 
με στελέχη αστροϊών χοίρων [492] και κοτόπουλου [516]. Επομένως, περισσότεροι 
από ένας μηχανισμοί μπορεί να εμπλέκονται στην έξοδο των αστροϊών από το 
κύτταρο.

3.6. ΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ ΚΑΙ ΠΑΘΟΛΟΓΙΑ

Ως παθογόνος παράγοντας του γαστρεντερικού συστήματος, η μετάδοση του HAstV 
γίνεται μέσω της κοπρανοστοματικής οδού όπως αναδείχθηκε σε μελέτες εθελοντών. 
Παρ'όλα αυτά, η μετάδοση μπορεί επίσης να γίνει από άνθρωπο σε άνθρωπο όπως 
όπως διαπιστώθηκε σε μια έξαρση κρουσμάτων γαστρεντερίτιδας στην Καλιφόρνια 
[538]. Η νόσος στους ενήλικες μπορεί επίσης να οφείλεται από έκθεση σε 
μεγαλύτερη δόση αστροϊού ή σε μικροσταγονίδια και μολυσμένα τρόφιμα ή νερό 
[539,540].

Οι αστροϊοί των θηλαστικών προσβάλλουν κυρίως τα επιθηλιακά κύτταρα του 
εντέρου. Οι ιστοπαθολογικές εξετάσεις που πραγματοποιήθηκαν σε ένα 
ανοσοκατεσταλμένο παιδί που ήταν μόνιμα μολυσμένο και παρουσίαζε έντονη 
διάρροια, έδειξαν ότι η μόλυνση από τον αστροϊό περιοριζόταν στο λεπτό έντερο. Η 
μόλυνση περιελάμβανε τα ώριμα επιθηλιακά κύτταρα κοντά στις κορυφές των 
μικρολαχνών και ήταν πιο εκτεταμένη στη νήστιδα σε σχέση με το δωδεκαδάκτυλο, 
αλλά δεν επεκτεινόταν στο στομάχι [541].

Οι μορφολογικές αλλοιώσεις στο έντερο έδειξαν ότι, παρά την έντονη διάρροια, δεν 
υπάρχει φλεγμονώδης αντίδραση. Μελέτες με άλλους αστροϊούς των θηλαστικών 
έδειξαν ότι ο AstV μπορεί να μολύνει επιθηλιακά κύτταρα (OAstV και BoAstV) καθώς 
και υποεπιθηλιακά μακροφάγα (OAstV) και Μ κύτταρα (BoAstV) του λεπτού εντέρου 
[542,543]. Τα σωματίδια OAstV παρατηρήθηκαν σε κενοτόπια των εντεροκυττάρων, 
παρόμοια με εκείνα που βρέθηκαν κατά τη μόλυνση καλλιεργημένων κυττάρων με 
τον HAstV. Η μόλυνση με OAstV οδήγησε σε διάρροια στις ημέρες 2 έως 4 μετά τη 
μόλυνση και σε παροδική ατροφία των λαχνών και υπερτροφία της κρύπτης [537]. 
Παρόλο που ο BoAstV θεωρήθηκε μη παθογόνος επειδή δεν προκάλεσε διάρροια σε 
γνωτοβιοτικά ζώα, μετά από μόλυνση με αυτόν τον ιό παρατηρήθηκαν φλεγμονώδη 
μονοπύρηνα κύτταρα πάνω από τις λάχνες του θόλου. Επιπρόσθετα, ο συνδετικός 
ιστός της μεμβράνης του βλενογόννου διηθήθηκε με ουδετερόφιλα και περιείχε 
κύτταρα με εκφυλισμένους πυρήνες. Στην κεντρική περιοχή των βλαστικών κέντρων, 
κάτω από τις μολυσμένες λάχνες του θόλου, παρατηρήθηκε καταστροφή των 
λεμφοειδών κυττάρων [543].
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Ο αστροϊός βρέθηκε πρόσφατα ως ο μόνος παθογόνος μικροοργανισμός στο κεντρικό 
νευρικό σύστημα (ΚΝΣ) ενός ανοσοκατεσταλμένου ασθενή ο οποίος πέθανε από 
εγκεφαλίτιδα [544]. Η έκφραση δομικών πρωτεϊνών εντοπίστηκε σε αστροκύτταρα, 
αλλά όχι σε μακροφάγα ή νευρώνες. Στο ΚΝΣ του ασθενούς βρέθηκε διήθηση από 
μακροφάγα και στοιχεία φλεγμονής. Ωστόσο, δεν υπήρχαν ενδείξεις μόλυνσης από 
αστροϊό στα δείγματα του γαστρεντερικού συστήματος που εξετάστηκαν 
μεταθανάτια. Αξίζει να σημειωθεί ότι το ανθρώπινο στέλεχος που συσχετίτηκε με 
εγκεφαλίτιδα παρουσιάζει γενετική συγγένεια με ένα νέο ανθρώπινο αστροϊό που 
συνδέθηκε με μια έξαρση κρουσμάτων γαστρεντερίτιδας (στελέχη VA1) [545] και με 
κοιλιοκάκη [546]. Βρέθηκε επίσης σε κόπρανα παιδιών με χαλαρή παράλυση η οποία 
δεν οφειλόταν σε πολιοϊό, [481] αλλά και σε ένα υγιές παιδί. Επιπλέον, με 
μεταγονιδιωματική ανάλυση βρέθηκε ένα στέλεχος αστροϊού στο ΚΝΣ μινκ που 
έπασχαν από ασθένεια του νευρικού συστήματος [547]. Σε αυτή την τελευταία 
περίπτωση, η μετάδοση έγινε από μολυσμένα σε υγιή ζώα με ενοφθαλμισμό 
ομογενοποιημάτων εγκεφάλου. Αυτά τα ευρήματα δείχνουν ότι το AstV μπορεί να 
προκαλέσει νόσο του νευρικού συστήματος στα θηλαστικά. Ωστόσο, ο μηχανισμός 
με τον οποίο μπορεί να φτάσει στο ΚΝΣ μετά από μόλυνση του γαστρεντερικού 
σωλήνα είναι άγνωστος.

Η απουσία φλεγμονής μετά από εντερική μόλυνση από αστροϊό σε ανθρώπους [541] 
και γαλοπούλες [548] και η ικανότητα του HAstV να επάγει απόπτωση σε 
κυτταροκαλλιέργεια [491,525] υποδηλώνουν ότι αυτή η μορφή προγραμματισμένου 
κυτταρικού θανάτου, στην οποία δεν παρατηρείται συχνά φλεγμονή, μπορεί να 
συμβάλει στη γαστρεντερική νόσο. Εντούτοις, περισσότεροι από ένας μηχανισμοί 
μπορεί να συμμετέχουν στην πρόκληση νόσου από αυτούς τους ιούς δεδομένου ότι, 
για παράδειγμα, παρατηρήθηκε φλεγμονή στο ΚΝΣ κατά την μόλυνση με AstV [544]. 
Η φλεγμονή παρατηρήθηκε επίσης σε παιδιά που γεννήθηκαν πρόωρα με νεκρωτική 
εντεροκολίτιδα που σχετίζεται με HAstV, αν και στην περίπτωση αυτή δεν ήταν 
σαφές εάν η φλεγμονή οφειλόταν σε βακτήρια ή τη διασπορά του HastV [549,550].

Οι δομικές πρωτεΐνες μπορεί επίσης να εμπλέκονται στην παθογένεση, καθώς η 
πρωτεΐνη του καψιδίου είναι ικανή να αυξήσει τη διαπερατότητα των μονοστιβάδων 
των επιθηλιακών κυττάρων στην καλλιέργεια [535]. Προφανώς, δεν χρειάζεται 
αντιγραφή του ιού για να έχει η πρωτεΐνη του καψιδίου αυτή την επίδραση, αλλά 
είναι πιθανόν να εμπλέκονται σήματα μεταγωγής αφού η διαπερατότητα του 
φραγμού αυξήθηκε σαφώς στις 20 ώρες μετά την επεξεργασία με τον 
αδρανοποιημένο ιό ή την καθαρισμένη πρωτεΐνη, αλλά όχι νωρίτερα.

Η πρωτεΐνη καψιδίου HAstV1 δεσμεύει την C1q και τη λεκτίνη, εμποδίζοντας την 
ενεργοποίηση του συμπληρώματος μέσω των κλασικών οδών και των οδών λεκτίνης, 
αντίστοιχα. Η αλληλεπίδραση του βίριου με την C1q πιθανώς είναι συντηρημένη 
μεταξύ των αστροϊών, δεδομένης της υψηλής συντήρησης του συστήματος
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συμπληρώματος στα ζώα καθώς και της περιοχής μέσω της οποίας η καψιδική 
πρωτεΐνη αλληλεπιδρά με τη C1q (υπολείμματα αα 79 έως 108).

3.7. ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗ ΑΠΟΚΡΙΣΗ

Οι παράγοντες που προσδιορίζουν την ανοσολογική απόκριση έναντι των αστροϊών 
δεν έχουν ακόμα αποσαφηνιστεί. Η συμπτωματική μόλυνση εμφανίζεται κυρίως σε 
δύο ηλικιακές ομάδες, τα μικρά παιδιά και τους ηλικιωμένους ασθενείς που 
βρίσκονται σε ιδρύματα. Υπάρχουν έμμεσες ενδείξεις ότι τα αντισώματα έναντι του 
αστροϊού μπορεί να διαδραματίζουν κάποιο ρόλο στον περιορισμό της λοίμωξης 
στον ξενιστή. Η ύπαρξη ορότυπων του αστροϊού σε διαφορετικά ζωικά είδη, που 
ταξινομούνται κυρίως με βάση την εξουδετερωτική δράση των αντισωμάτων έναντι 
της περιοχής του καρβοξέος της καψιδικής πρωτεΐνης, δείχνει ότι τα αντισώματα 
ασκούν ανοσολογική πίεση στον ιό [551]. Η κατανομή της συμπτωματικής μόλυνσης 
σε ακραίες ηλικιακές ομάδες, υποδηλώνει ότι τα αντισώματα που αποκτώνται σε 
μικρή ηλικία παρέχουν κάποιο είδος προστασίας έναντι της νόσου κατά το 
μεγαλύτερο μέρος της ενήλικης ζωής και ότι η ανοσία έναντι του αστροϊού μειώνεται 
αργά με τον χρόνο. Σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς με επίμονη μόλυνση από 
αστροϊό, η θεραπεία με ανοσοσφαιρίνες είχε ως αποτέλεσμα την κάθαρση του ιού 
και την εξάλειψη της διάρροιας [552]. Ωστόσο, ο ρόλος των ειδικών για τον αστροϊό 
αντισωμάτων για την εξάλειψη του ιού δεν είχε προσδιοριστεί επειδή στο 
παρασκεύασμα ανοσοσφαιρίνης που χρησιμοποιήθηκε δεν μετρήθηκαν τα 
εξουδετερωτικά αντισώματα. Από την άλλη πλευρά, οι ασθενείς που είχαν 
υποβληθεί σε μεταμόσχευση μυελού των οστών και παρουσίαζαν χρόνια διάρροια, 
δεν ανταποκρίθηκαν στη θεραπεία με ανοσοσφαιρίνες, αν και αυτό το 
παρασκεύασμα αποδείχθηκε ότι είχε αντισώματα για ομόλογο ορότυπο αστροϊού 
[553]. Έτσι, η ανταπόκριση των ασθενών στη θεραπεία με ανοσοσφαιρίνη για την 
εξάλειψη του ιού μπορεί να εξαρτάται περισσότερο από επιπρόσθετους μη ειδικούς 
παράγοντες σε σχέση με τα ειδικά αντισώματα για τον αστροϊό.

Το φυσιολογικό ανοσοποιητικό σύστημα του βλεννογόνου μπορεί παίζει σημαντικό 
ρόλο στην προστασία από επαναλαμβανόμενες λοιμώξεις με τον αστροϊό [554]. Τα Τ 
κύτταρα τα οποία αναγνωρίζουν τα αντιγόνα του αστροϊού κυρίως μέσω του 
ανθρώπινου λευκοκυτταρικού αντιγόνου (HLA) βρέθηκαν στον συνδετικό ιστό του 
βλενογόννου του εντέρου υγιών ενηλίκων. Αυτά τα CD4 + Τ κύτταρα που είναι ειδικά 
για τον αστροϊό όταν ενεργοποιήθηκαν, παρήγαγαν κυτοκίνες τύπου ΤΗ1, 
ιντερφερόνη γάμα και παράγοντα νέκρωσης όγκου.

Το σύστημα του συμπληρώματος είναι μία από τις αρχικές αποκρίσεις του ξενιστή 
έναντι των παθογόνων παραγόντων, και παίζει σημαντικό ρόλο τόσο για την έμφυτη
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όσο και την επίκτητη ανοσία. Ο HAstV θα μπορούσε να μεταβάλει μια 
αποτελεσματική ανοσοαπόκριση του ξενιστή μέσω της παρεμπόδισης του 
συστήματος συμπληρώματος [555,556]. Από την άλλη πλευρά, η δέσμευση της C1q 
στην πρωτεΐνη του καψιδίου που έχει ήδη συναρμολογηθεί στο βίριο, αν συμβεί, θα 
μπορούσε να διευκολύνει τη φαγοκυττάρωση και την εξάλειψη του ιού από τη C1q 
καθώς δρα ως οψονίνη.

3.8. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ

Οι λοιμώξεις από HAstV έχουν παγκόσμια κατανομή και αφορούν κυρίως, αλλά όχι 
αποκλειστικά, μικρά παιδιά που παρουσιάζουν διάρροια. Σε αρκετές μελέτες οι 
αστροϊοί έχουν συσχετιστεί με διάρροια σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς, 
συμπεριλαμβανομένων των ενηλίκων, [552,553,557-560] και με νεκρωτική 
εντεροκολίτιδα σε παιδιά που έχουν γεννηθεί πρόωρα [549,550]. Σποραδικά 
κρούσματα γαστρεντερίτιδας από αστροϊό έχουν αναφερθεί σε ηλικιωμένους 
ασθενείς [561] και σε στρατόπεδα [540]. Στην Ιαπωνία σημειώθηκαν μεγάλες 
εξάρσεις κρουσμάτων μετά από τροφιμογενή μετάδοση του ιού, που έπληξαν 
χιλιάδες άτομα, από παιδιά σχολικής ηλικίας μέχρι και ενήλικες [562]. Σε μελέτες που 
έγιναν σε παιδιά, σε διάφορους πληθυσμούς [563,564] έδειξαν ότι ο HAstV η 
δεύτερη πιο σημαντική αιτία γαστρεντερίτιδας μετά τον ροταϊό. Η επίπτωση 
κυμαίνονταν από 4,2% έως 7,3%, αν και έχει επίσης αναφερθεί επίπτωση μικρότερη 
από 1%. Σπάνια έχει αναφερθεί υψηλότερη επίπτωση του HAstV σε παιδιά με 
διάρροια, όπως σε γηγενείς πληθυσμούς της Βραζιλίας και του νοτιοανατολικού 
Μεξικού, με ποσοστό 56% 39 και 28%, 87 αντίστοιχα. Η κατανομή του HAstV με 
βάση την ηλικία μπορεί να ποικίλλει, εξαρτώμενη από διάφορους παράγοντες. 
Ωστόσο, σε μία μελέτη που διεξήχθη στην Ισπανία, περίπου το 80% των λοιμώξεων 
από αστροϊούς εμφανίστηκαν σε παιδιά ηλικίας κάτω των 3 ετών [565]. Η επίπτωση 
του HAstV σύμφωνα με την ηλικία (επεισόδια ανά έτος) που βρέθηκε σε μια μελέτη 
στην Αίγυπτο (0,38 για βρέφη <6 μηνών, 0,40 για βρέφη 6 έως 11 μηνών και 0,16 για 
παιδιά μεταξύ 12 και 23 μηνών) ήταν παρόμοια με αυτή που βρέθηκε για τον ροταϊό 
[566] .

Οι περισσότερες λοιμώξεις από αστροϊούς ανιχνεύονται τους χειμερινούς μήνες σε 
εύκρατες περιοχές και σε περίοδο βροχών σε πιο τροπικά κλίματα [564,567]. Τόσο οι 
μολύνσεις που έχουν συμβεί στην κοινότητα όσο και οι νοσοκομειακές μολύνσεις, 
έχουν παρατηρηθεί κυρίως μεταξύ ανοσοκατασταλμένων ασθενών [557,558] και 
παιδιών που έχουν γεννηθεί πρόωρα.

Κυρίως οκτώ ορότυποι έχουν περιγραφεί να κυκλοφορούν στον πληθυσμό. Ο 
ορότυπος 1 του HAstV είναι αυτός που αναφέρεται πιο συχνά στα παιδια [568].
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Ωστόσο, ο κυρίαρχος ορότυπος μπορεί να ποικίλει ανάλογα με τον χρόνο και την 
τοποθεσία. Έτσι, σε μια μελέτη που έγινε στο Ηνωμένο Βασίλειο, το 72% των 
αστροϊών που συνδέθηκαν με λοιμώξεις μεταξύ 1975 και 1987, ανήκαν στον 
ορότυπο 1 [178]. Στην Αυστραλία οι ορότυποι 1, 3 και 4 περιγράφονταν σε τακτική 
βάση σε διάστημα 18 ετών [569]. Αντίθετα, σε μια μελέτη που έγινε στο Μεξικό και 
αφορούσε σε μια ομάδα παιδιών που παρουσίασαν διάρροια, διαπιστώθηκε ότι ο 
ορότυπος 2 (35%) ήταν ο πιο συνήθης [570]. Σε άλλη μελέτη που έγινε σε 
διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές του Μεξικού, βρέθηκαν όλοι οι ορότυποι, εκτός 
από τον ορότυπο 5. Ο ορότυπος 8 αναφέρθηκε στην ίδια συχνότητα με τον ορότυπο 
1 σε μία από τις περιοχές μελέτης [571]. Σε μελέτη που έγινε σε διάφορες περιοχές 
της Ινδίας, θεωρήθηκε ότι οι ανασυνδυασμένοι ιοί ήταν οι πλέον διαδεδομένοι σε 
παιδιά ηλικίας κάτω των 24 μηνών [572]. Οι ανασυνδυασμένοι ιοί που διαθέτουν 
RdRp και πρωτεΐνη καψιδίου από διαφορετικό HAstV έχουν επίσης αναγνωριστεί σε 
διαφορετικούς πληθυσμούς της Κένυας [504].

Οι επιδημιολογικές μελέτες για τον AstV στους ανθρώπους έχουν περιοριστεί μέχρι 
στιγμής στους ορότυπους 1 έως 8 του HAstV. Ωστόσο, η πρόσφατη ταυτοποίηση, με 
εξαιρετικά ευαίσθητες μεθόδους, νέων AstV σε ανθρώπους [87,545,573] 
υπογραμμίζουν την ανάγκη διερεύνησης του επιπολασμού αυτών των νέων ιών 
προκειμένου να προσδιοριστεί ο πραγματικός τους αντίκτυπος στη δημόσια υγεία. 
Άλλωστε διαπιστώθηκε ότι σχετίζονται γενετικά με ιούς των ζώων και μερικοί έχουν 
απομονωθεί από ασθενείς με πιο σοβαρές νόσους, όπως η εγκεφαλίτιδα. 
Περιορισμένες μελέτες υποδεικνύουν ότι αυτοί οι ιοί, όπως και ο HAstV, μπορούν να 
έχουν παγκόσμια κατανομή στον ανθρώπινο πληθυσμό [481,574]. Δεδομένης της 
γενετικής σχέσης τους με τους ιούς των ζώων και της πιθανότητας μετάδοσής τους 
μεταξύ διαφορετικών ειδών, είναι πιθανό τα άγρια ζώα να παίζουν κάποιο ρόλο στην 
επιδημιολογία αυτών των ιών.

3.8.1. ΝΟΣΗΡΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΘΝΗΣΙΜΟΤΗΤΑ

Η γαστρεντερίτιδα που προκαλείται από τον HAstV είναι συνήθως μια ήπια, 
αυτοπεριοριζόμενη νόσος που δεν απαιτεί νοσηλεία. Παρ'όλα αυτά έχει επίσης 
αναφερθεί σοβαρή νόσος του γαστρεντερικού που μπορεί να οδηγήσει σε θάνατο 
[562]. Η μόλυνση από αστροϊό έχει συσχετιστεί και με άλλες παθήσεις του 
γαστρεντερικού συστήματος όπως η νόσος της κοιλιοκάκης [546] και ο εγκολεασμός, 
[575,576]. Επίσης, σε ένα παιδί που παρουσίαζε εγκεφαλίτιδα, ο αστροϊός ήταν ο 
μοναδικός παθογόνος παράγοντας που ανιχνεύθηκε στο ΚΝΣ [544]. Κατά τη διάρκεια 
μιας προοπτικής μελέτης σε έναν πληθυσμό βρεφών των Μάγια, στην οποία 
μελετήθηκε η ανοσολογική απόκριση έναντι του πολιοϊού, ο αστροϊός ήταν ο πιο 
κοινός παθογόνος παράγοντας του εντέρου που ανιχνεύθηκε στα δείγματα
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κοπράνων που συλλέχθηκαν [577]. Στο 61% των βρεφών, ο αστροϊός ανιχνεύθηκε με 
EIA σε τουλάχιστον ένα δείγμα κοπράνων κατά τη διάρκεια των 18 εβδομάδων που 
παρακολουθήθηκε κάθε βρέφος. Από τα 305 επεισόδια διάρροιας που 
αναφέρθηκαν, το 26% συσχετίστηκε με τον αστροϊό. Τα αποτελέσματα των 
ανοσολογικών δοκιμών (ΕΙΑ) επιβεβαιώθηκαν με RT-PCR σε ένα υποσύνολο των ΕΙΑ 
θετικών και αρνητικών δειγμάτων. Ο λόγος για τον υψηλό επιπολασμό μόλυνσης από 
αστροϊό και τον χαμηλό ρυθμός λοίμωξης από ροταϊό (4%) σε αυτήν την κοινότητα 
δεν είναι γνωστός, αλλά μπορεί να σχετίζεται με τη βροχόπτωση, την υγρασία ή 
άλλους περιβαλλοντικούς παράγοντες.

Ο HAstV αποδείχθηκε ότι αποτελεί σημαντική αιτία εμφάνισης εξάρσεων 
κρουσμάτων διάρροιας σε κέντρα φροντίδας παιδιών. Τα παιδιά ηλικίας έως 36 
μηνών που βρίσκονται σε τέτοια κέντρα διατρέχουν τον μεγαλύτερο κίνδυνο 
εκδήλωσης διάρροιας [578]. Μια έρευνα 8 εξάρσεων κρουσμάτων διάρροιας από 
αστροϊούς σε έξι κέντρα φροντίδας παιδιών έδειξε ότι το 20% των παιδιών με 
διάρροια απέκκριναν τον ιό [579].

3.8.2. ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ΚΑΙ ΜΕΤΑΔΟΣΗ

Τα επιδημιολογικά δεδομένα δείχνουν ότι τα μολυσμένα τρόφιμα αποτελούν την 
κύρια πηγή μόλυνσης από τον HAstV. Ο HAstV έχει ανιχνευθεί σε δίθυρα μαλάκια, 
[580] και σε νερό, συμπεριλαμβανομένου του πόσιμου νερού, τα ποτάμια, τα 
φράγματα, τα λύματα και τα απόβλητα από εγκαταστάσεις επεξεργασίας νερού 
[581-584]. Η ανάλυση της αλληλουχίας των στελεχών HAstV που ανακτήθηκαν από 
το νερό και κλινικά δείγματα ασθενών που νοσηλεύονταν, έδειξε ότι τα στελέχη του 
ιού και από τις δύο προελεύσεις ήταν ταυτόσημα, επιβεβαιώνοτας ότι τα 
αποθέματα νερού αποτελούν μια σημαντική πηγή μόλυνσης με HAstV. Στα υπόγεια 
ύδατα, η μολυσματικότητα του αστροϊού μπορεί να διατηρηθεί για μήνες. Άλλωστε, 
είναι εν μέρει ανθεκτικός στη χλωρίωση, [585] που χρησιμοποιείται ευρέως για την 
επεξεργασία των λυμάτων σε πολλές χώρες.

Η αναγνώριση αστροϊών στον πληθυσμό - διαφορετικών από τον HAstV αλλά 
γενετικά συγγενών με τον AstV που απομονώθηκε από τους αρουραίους, [586] τα 
μινκ, [481] τα θαλάσσια θηλαστικά, [587] και τους χοίρους [482]- οδήγησε στην 
πρόταση ότι τα άγρια θηλαστικά θα μπορούσαν να λειτουργήσουν ως δεξαμενές του 
ανθρώπινου AstV και ότι είναι δυνατή η μετάδοση του ιού μεταξύ των διαφορετικών 
ειδών. Η ταυτοποίηση ενός ανασυνδυασμένου ιού που περιέχει αλληλουχίες που 
προέρχονται από τον HAstV-4 και τον CslAstV σε θαλάσσια λιοντάρια υποστηρίζει 
αυτή την υπόθεση [587]. Επιπλέον, έχει βρεθεί μεγάλη ποικιλία AstV σε θηλαστικά,
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όπως οι νυχτερίδες [483] και οι χοίροι, [482] υποδηλώνοντας ότι η εμφάνιση νέων 
ιών σε ανθρώπους είναι πιθανή.

3.8.3. ΟΡΟΕΠΙΠΟΛΑΣΜΟΣ

Τα αντισώματα έναντι του HAstV αποκτώνται στην πρώιμη παιδική ηλικία, γεγονός 
που είναι σε συμφωνία με την ηλικία κυρίως κατά την οποία τα παιδιά είναι 
μολυσμένα. Μια έρευνα σε 87 παιδιά ηλικίας μικρότερης των 10 ετών στο Ηνωμένο 
Βασίλειο, έδειξε ότι ο επιπολασμός των αντισωμάτων αυξάνεται ραγδαία από 7% σε 
βρέφη ηλικίας 6 έως 12 μηνών στο 70% κατά τη σχολική ηλικία [588]. Η μελέτη αυτή 
επικεντρώθηκε στην ανίχνευση αντισωμάτων HAstV με ανοσοφθορισμό σε κύτταρα 
μολυσμένα με αστροϊό. Επομένως, ο επιπολασμός των αντισωμάτων έναντι του 
αστροϊού σε αυτόν τον πληθυσμό μπορεί να έχει υποτιμηθεί. Η παρουσία υψηλών 
τίτλων αντισωμάτων έναντι του HAstV στις Ηνωμένες Πολιτείες, ιδιαίτερα έναντι της 
πρωτεΐνης του καψιδίου του HAstV1, [553] δείχνει ότι η μόλυνση με αυτόν τον 
ορότυπο του HAstV είναι πολύ συχνή. Όπως αναμενόταν με βάση τον ορότυπο του 
HAstV που διαπιστώθηκε ότι προκαλεί λοίμωξη πιο συχνά σε διαφορετικές μελέτες, 
σε μία ορολογική μελέτη μεταξύ παιδιών που υποβλήθηκαν σε θεραπεία σε 
νοσοκομείο στο Ηνωμένο Βασίλειο βρέθηκε ποσοστό οροθετικότητας 86% για τον 
ορότυπο 1, 1% για τον ορότυπο 2, 8% για τον ορότυπο 3 και 6% για τον ορότυπο 4 
[589]. Σε ένα στρωματοποιημένο δείγμα ηλικίας από την Ολλανδία, ο 
οροεπιπολασμός ήταν και πάλι υψηλότερος για τον ορότυπο 1 (91%), αλλά ήταν 
διαφορετικός για τους άλλους ορότυπους.[590] Η διεξαγωγή μελετών για τον 
προσδιορισμό του οροεπιπολσμού έναντι των προσφάτως αναγνωρισμένων 
ανθρώπινων στελεχών -όπως τα HAstV-HMO, -MLB και -VA1- εξακολουθεί να 
εκκρεμεί. Ωστόσο, υπάρχουν κάποιες μελέτες που αφορούν στο στέλεχος του ιού 
τύπου HAstV-MLB που δείχνουν ότι είναι επίσης ευρέως κατανεμημένα στον 
ανθρώπινο πληθυσμό [481,573].

3.9. ΚΛΙΝΙΚΗ ΕΙΚΟΝΑ

Η γαστρεντερίτιδα που προκαλείται από τη μόλυνση με αστροϊό επηρεάζει κυρίως τα 
μικρά παιδιά. Ωστόσο, τα συμπτώματα μπορεί να διαφέρουν ανάλογα με τον 
πληθυσμό που μελετάται. Για παράδειγμα, στην Αργεντινή το 12,4% των ασθενών 
ηλικίας κάτω των 36 μηνών που είχαν μολυνθεί με HAstV παρουσίασε διάρροια, το 
41,6% είχε πυρετό και το 16,6% χρειάστηκε να νοσηλευτεί [591]. Στην Αίγυπτο, η 
διάρροια που προκλήθηκε από HAstV σε παιδιά κάτω των 3 ετών ήταν παρόμοια με 
αυτή που προκλήθηκε από τον ροταϊό και στο 17% αυτών των ασθενών εμφανίστηκε 
σοβαρή αφυδάτωση [566]. Επιπλοκές όπως αφυδάτωση μπορεί να εμφανιστούν σε
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ασθενείς με υποκείμενη γαστρεντερική νόσο, κακή θρεπτική κατάσταση και μικτή 
λοίμωξη [564].

Μελέτες εθελοντών σε ενήλικες έδειξαν ότι η περίοδος επώασης είναι 3 έως 4 
ημέρες και η υψηλότερη αποβολή του ιού συμβαίνει την 6η ημέρα, η οποία φαίνεται 
να είναι ανάλογη με τη σοβαρότητα της νόσου.Η ορομετατροπή συμβαίνει την ημέρα 
28 [538]. Η εκδήλωση της νόσου σε αυτούς τους ασθενείς ήταν περιορισμένη και 
εξαρτώμενη από τη δόση ενοφθαλμισμού. Κατά τη διάρκεια έξαρσης κρουσμάτων 
γαστρεντερίτιδας σε νηπιαγωγείο στην Ιαπωνία, βρεθηκε ότι η περίοδος επώασης 
για τη δευτερογενή εξάπλωση του ιού ήταν συντομότερη, από 24 έως 36 ώρες [592]. 
Γενικά, η διάρροια από αστροϊό είναι ηπιότερη από αυτή που προκαλείται από τον 
ροταϊό και δεν οδηγεί σε σοβαρή αφυδάτωση ή νοσηλεία [567]. Η επίμονη 
γαστρεντερίτιδα από αστροϊό έχει συσχετιστεί με στελέχη που ανήκουν στον 
ορότυπο 3 [593]. Αν και σπάνια, έχουν επίσης αναφερθεί θάνατοι που συνδέονται με 
γαστρεντερική λοίμωξη από αστροϊό [594]. Άλλες ασθένειες του γαστρεντερικού 
συστήματος που συνδέονται με τον HAstV είναι ο εγκολεασμός [575,576] η 
νεκρωτική εντεροκολίτιδα, [549,550] ενώ πρόσφατα ο HAstV- Η VA1 εντοπίστηκε σε 
κοιλιοκάκη [546]. Ο HAstV βρέθηκε σε 3 από τους 6 παιδιατρικούς ασθενείς (μεταξύ 
4 και 7 μηνών) με ειλεοκολικό εγκολεασμό. Στους δύο παιδιατρικούς ασθενείς, ο 
HAstV ήταν ο μόνος παθογόνος παράγοντας που ανιχνεύθηκε ενώ ένας από αυτούς 
κατέληξε [575] Επίσης ήταν ο ιογενής παθογόνος παράγοντας που σχετίστηκε πιο 
συχνά με νεκρωτική εντεροκολίτιδα σε παιδιά που γεννιούνται πρόωρα [549].

Ο HAstV έχει βρεθεί ότι είναι η αιτία χρόνιας διάρροιας μεταξύ 
ανοσοκατασταλμένων ασθενών, παιδιών και ενηλίκων και σε εξάρσεις κρουσμάτων 
σε παιδιατρικούς ασθενείς που υποβάλλονται σε μεταμόσχευση μυελού των οστών 
[553] και σε παιδιατρικές μονάδες πρωτοπαθούς ανοσοανεπάρκειας [558]. Ανάμεσα 
στους ιούς του γαστρεντερικού συστήματος, ο HAstV έχει βρεθεί πιο συχνά σε 
ασθενείς με παθήσεις του ανοσοποιητικού, όπως η ανοσοκαταστολή λόγω HIV, η 
συνδυασμένη ανοσοκαταστολή, η συγγενής ανοσοκαταστολή των Τ κυττάρων, η 
χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία, η μακροσφαιριναιμία του Waldenstrom, και η 
ανοσοκαταστολή απο πολυενδοκρινοπάθεια [552,558-560]. Οι ασθενείς που έλαβαν 
θεραπεία με fludarabine, η οποία είναι γνωστό ότι καταστρέφει τα CD4 + Τ κύτταρα, 
ανέπτυξαν επίμονη διάρροια προκαλούμενη από τον HastV [552].

Οι αστροϊοί έχουν ανιχνευθεί σε κόπρανα παιδιών με χαλαρή παράλυση που δεν 
οφειλόταν σε πολιοϊούς [481] και σε βιοψία του μετωπιαίου φλοιού ενός ασθενούς 
με X-linked ή α-γαμασφαιριναιμία που ανέπτυξε εγκεφαλίτιδα [544].
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3.10. ΔΙΑΓΝΩΣΗ

3.10.1. ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ

Οι αστροϊοί έχουν ανιχνευθεί με άμεση εξέταση δειγμάτων κοπράνων στο 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο μετά από αρνητική χρώση. Η ευαισθησία αυτής της 
μεθόδου εκτιμάται ότι είναι 106 έως 107 σωματίδια ιού ανά γραμμάριο κοπράνων. 
Συνήθως, οι ασθενείς με διάρροια απεκκρίνουν μεγάλη ποσότητα ιικών σωματιδίων 
αστροϊού (ισοδύναμα με περίπου 1010 ή 1011 γονιδιώματα ιού ανά γραμμάριο 
κοπράνων) [497]. Ωστόσο, σε εκείνους τους ασθενείς που απεκκρίνουν μικρότερη 
ποσότητα ιικών σωματιδίων, η χρήση αντιϊικών αντισωμάτων για την 
ανοσοηλεκτρονική μικροσκοπία διευκολύνει την ταυτοποίηση του ιού.

3.10.2. ΕΝΖΥΜΙΚΕΣ ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΕΣ

Οι Herrmann et al. ανέπτυξαν μια ΕΙΑ που βασίζεται σε ένα μονοκλωνικό αντίσωμα 
που αντιδρά έναντι της ομάδας (8Ε7) που αντιστοιχεί στη συντηρημένη περιοχή της 
πρωτεΐνης του καψιδίου των οροτύπων 1 έως 8 του HAstV (υπολείμματα αμινοξέων 
71 έως 260) για τη σύνδεση του ιικού αντιγόνου και σε ένα πολυκλωνικό αντιορό ως 
αντίσωμα ανιχνευτή [595]. Αυτή η EIA είχε συγκρίσιμη ευαισθησία (91%) και 
ειδικότητα (98%) με την ανοσοηλεκτρονική μικροσκοπία. Η ΕΙΑ ήταν χρήσιμη για την 
ταχεία ανίχνευση του αντιγόνου του αστροϊού σε μελέτες στις οποίες εξετάστηκε 
ένας μεγάλος αριθμός ανθρώπινων δειγμάτων. Ωστόσο, τα αντισώματα που 
αναπτύχθηκαν από τον Herrmann δεν αναγνωρίζουν τα πρόσφατα ανιχνευθέντα νέα 
στελέχη HAstV.

3.10.3. ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ

Καθώς έγιναν διαθέσιμες περισσότερες πληροφορίες σχετικά με την αλληλουχία του 
γονιδιώματος του αστροϊού, αναπτύχθηκαν τεχνικές ανίχνευσης που χρησιμοποιούν 
μοριακούς ανιχνευτές και η RT -  PCR. Επί του παρόντος, έχει προσδιοριστεί η πλήρης 
αλληλουχία γονιδιώματος αρκετών ανθρώπινων και ζωικών στελεχών AstV, καθώς 
και οι αλληλουχίες ORF2 από ένα μεγάλο αριθμό απομονώσεων. Η υψηλή 
ποικιλομορφία της αλληλουχίας που υπάρχει μεταξύ αυτών των ιών δεν επιτρέπει τη 
χρήση καθολικών εκκινητών για όλα τα μέλη της οικογένειας Astroviridae. Ωστόσο, 
με βάση αυτές τις αλληλουχίες, ολιγονουκλεοτίδια από επιλεγμένες περιοχές του 
γονιδιώματος έχουν χρησιμοποιηθεί ως εκκινητές για τη διάγνωση συγγενών ιών με 
RT-PCR και αλληλούχιση. Ιδιαίτερα, εκκινητές που προέρχονται από διαφορετικές
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περιοχές κατά μήκος του γονιδιώματος έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς στην RT-PCR 
για την ανίχνευση τυπικών HAstV και των ιών των ζώων. Η ευαισθησία αυτής της 
μεθόδου αυξήθηκε όταν συζεύχθηκε με ένα σύστημα κυτταροκαλλιέργειας σε 
κλινικά και περιβαλλοντικά δείγματα ύδατος. Δεδομένου ότι διάφοροι παθογόνοι 
παράγοντες σχετίζονται με λοιμώξεις του εντέρου σε ανθρώπους και ζώα, έχουν 
αναπτυχθεί πρόσφατα μέθοδοι βασιζόμενες σε RT-PCR για τη διάγνωση πολλαπλών 
ανθρώπινων ή ζωικών ιών, συμπεριλαμβανομένων των αστροϊών [596-599].

Η μεταγονιδιωματική ανάλυση αποκάλυψε την ύπαρξη νέων αστροϊών σε δείγματα 
από ασθενείς με νόσους που δεν είχαν προηγουμένως συνδεθεί με αυτούς τους 
ιούς, [481,544] συμβάλλοντας στην αλλαγή της άποψης σχετικά με τη συμπεριφορά 
και τη σημασία τους. Αυτή η ισχυρή τεχνολογία μπορεί να βοηθήσει στον εντοπισμό 
αναδυόμενων αστροϊών, καθώς και πολλών άλλων νέων παθογόνων, και θα 
αποτελέσει τη βάση για το σχεδιασμό βιολογικών αντιδραστηρίων για συγκεκριμένη 
διάγνωση.

Οι μικροσυστοιχίες ολιγονουκλεοτιδίων έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί για την 
αναγνώριση προηγουμένως άγνωστων ιών που ανήκουν σε διαφορετικές 
οικογένειες. Αυτή η μεθοδολογία έχει αξιολογηθεί για την ανίχνευση και του HAstV 
χρησιμοποιώντας ιικό cDNA ή RNA από στελέχη αναφοράς προσαρμοσμένα σε 
καλλιεργημένα κύτταρα ή στελέχη άγριου τύπου από κόπρανα [600]. Ωστόσο, 
απαιτούνται περισσότερες μελέτες για τον προσδιορισμό της χρησιμότητας και 
ευαισθησίας αυτής της μεθοδολογίας με κλινικά δείγματα.

3.10.4. ΠΡΟΛΗΨΗ ΚΑΙ ΕΛΕΓΧΟΣ

Η γαστρεντερίτιδα που προκαλείται από τον αστροϊό είναι γενικά μια ήπια 
αυτοπεριοριζόμενη νόσος που μπορεί να διαταράξει τις δραστηριότητες ενός ατόμου 
για μερικές ημέρες αλλά δεν απαιτεί ειδική θεραπεία. Σε νεογέννητα παιδιά ή 
ενήλικες ασθενείς που παρατηρείται αφυδάτωση, μπορεί να χρειαστεί από του 
στόματος ή ενδοφλέβια χορήγηση θεραπείας. Η χορήγηση ανοσοσφαιρίνης 
ενδοφλέβια μπορεί να είναι χρήσιμη προσθήκη σε σοβαρά ανοσοκατεσταλμένους 
ασθενείς που δεν ανταποκρίνονται σε συντηρητικά μέτρα, [552] αλλά απαιτούνται 
περισσότερες μελέτες για τον προσδιορισμό της αποτελεσματικότητας της. Αξίζει να 
σημειωθεί ότι η θεραπεία με ανοσοσφαιρίνη έχει προταθεί ως πιθανή αιτία 
εγκεφαλίτιδας σε έναν ανοσοκατεσταλμένο ασθενή, [544] αν και αυτό δεν 
επιβεβαιώθηκε.

Η διακοπή της μετάδοσης είναι ο βασικός παράγοντας για την πρόληψη της 
μόλυνσης από αστροϊό. Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό στα νοσοκομεία και άλλα 
ιδρύματα, στα κέντρα ημερήσιας φροντίδας και στις οικογένειες, όπου είναι πιθανό
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να συμβεί η μετάδοση από άτομο σε άτομο. Ο αστροϊός είναι ανθεκτικός σε μια 
σειρά επεξεργασιών, συμπεριλαμβανομένων των κανονικών απολυμαντικών, 
[601,602] και μπορεί να επιβιώσει στο νερό μετά την χλωρίωση [581,603]. Συνεπώς, 
οι γενικές διαδικασίες υγιεινής πρέπει να επιβληθούν σε αυτά τα ιδρύματα. Δεν 
έχουν αναπτυχθεί εμβόλια για τον αστροϊό σε οποιοδήποτε ζώο ξενιστή. Εν τούτοις, 
ο εμβολιασμός της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης του καψιδίου που εκφράζεται σε 
βακουλιοϊό σε όρνιθες προστατεύει μερικώς τους απογόνους από την παρουσία 
αλλοιώσεων στο έντερο και την απώλεια σωματικού βάρους μετά από πρόκληση 
μόλυνσης με τον ιό [604]. Έτσι, αυτό το είδος αντιγόνου τελικά θα μπορούσε να είναι 
χρήσιμο στην αξιολόγηση υποψηφίων εμβολίων σε άλλα είδη ζώων, καθώς και στους 
ανθρώπους.
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4. ΑΔΕΝΟΪΟΙ

Εικόνα 4. Σχηματική αναπαράσταση δομής του Αδένοϊου

4.1. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ

Οι ιοί που ανήκουν στην οικογένεια Adenoviridae αν και έχουν απομονωθεί μόνο 
από σπονδυλωτά, αφορούν κάθε μεγάλη κατηγορία από τα ψάρια μέχρι τα 
θηλαστικά. Η βιοπληροφορική ανάλυση των αλληλουχιών του γονιδιώματος [605] 
ανέδειξε τέσσερεις μεγάλους κλάδους που αντιστοιχούν σε τέσσερα γένη: το γένος 
Mastadenovirus, στο οποίο ανήκουν οι ιοί που έχουν απομονωθεί από θηλαστικά, 
συμπεριλαμβανομένων όλων των ανθρώπινων αδενοϊών, το γένος Aviadenovirus, στο 
οποίο ανήκουν οι ιοί που έχουν απομονωθεί από πτηνά, το γένος Atadenovirus, που 
ονομάστηκε έτσι λόγω της ασυνήθιστα υψηλής περιεκτικότητάς των ιών σε Α + Τ, και 
περιλαμβάνει ιούς που έχουν απομονωθεί από ερπετά, πτηνά, μαρσιποειδή και 
θηλαστικά και το γένος Siadenovirus, στο οποίο ανήκουν ιοί που έχουν απομονωθεί 
από ερπετά και πτηνά. Μέχρι στιγμής έχουν αναγνωριστεί 57 τύποι αδενοϊού του 
ανθρώπου [606] και έχουν ταξινομηθεί σε επτά είδη (A-G) με βάση ορολογικές 
μεθόδους, την αιμοσυγκόλληση, την ογκογένεση στα τρωκτικά, τον μετασχηματισμό 
των πρωτογενών κυττάρων σε κυτταροκαλλιέργειες και την αλληλούχιση του 
γονιδιώματος [607]. Πρόσφατα, προτάθηκε η συστηματική ονοματολογία των τύπων 
των αδενοϊών του ανθρώπου να γίνεται με βάση τις αλληλουχίες του γονιδιώματος 
αντικαθιστώντας τον όρο «ορότυπος». Έτσι, οι τύποι θα προσδιορίζονται με βάση την 
αλληλουχία των αμινοξέων του εξονίου της μείζονος πρωτεΐνης του καψιδίου η 
οποία περιλαμβάνει τους μείζονες επίτοπους εξουδετέρωσης. Έχει επίσης προταθεί 
τα ανασυνδυασμένα στελέχη των αδενοϊών του ανθρώπου να χαρακτηρίζονται με
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βάση το γονίδιο του εξονίου (H) και το γονίδιο του ινιδίου (F) που κωδικοποιούν το 
δεύτερο σημαντικότερο επίτοπο εξουδετέρωσης. Για παράδειγμα, το στέλεχος HAdV- 
H7 / F3 θα αφορά τον ιό με εξόνιο τύπου 7 και ινίδιο τύπου 3 [608]. Αυτός ο τύπος 
ονοματολογίας καθιστά αχρείαστη την εκχώρηση νέου αριθμού για τους νέους 
τύπους αδενοϊού σε κάθε νέο ανασυνδυασμένο στέλεχος μεταξύ των προηγουμένως 
καθιερωμένων τύπων που έχουν απομονωθεί από ασθενείς που έχουν μολυνθεί 
ταυτόχρονα με δύο ή περισσότερους ιούς.

Στο εξής θα χρησιμοποιήσουμε τον όρο «ορότυπο» όταν αναφερόμαστε στον τύπο 
του ιού καθώς ο ορότυπος έχει χρησιμοποιηθεί σχεδόν σε όλη τη βιβλιογραφία. 
Υπάρχουν 57 ορότυποι στα επτά είδη αδενοϊού του ανθρώπου, στο είδος Α 
(Ad12,18,31), Β (Ad3, 7, 11, 14, 16, 34, 35, 50, 55), C (Ad1, 2, 5, 6) , D (Ad8 έως 10, 13, 
15, 17, 19, 20, 22 έως 30, 32, 33, 36 έως 39, 42 έως 49, 51,53,54,56), Ε (Ad4), F (Ad40 
και 41) και G (Ad52). Το είδος Β μπορεί να χωριστεί περαιτέρω στα είδη Β1 (Ad3, 7, 
11, 16, 21, 50) και Β2 (Ad11, 14, 34, 35). Οι Ad52 έως 57 απομονώθηκαν πρόσφατα. 
Ο Ad52 (είδος G) απομονώθηκε από έναν ασθενή με γαστρεντερίτιδα, οι Ad53 [609] 
και Ad54 ανήκουν στο είδος D και σχετίζονται με επιδημική κερατοεπιπεφυκίτιδα 
(epidemic keratoconjunctivitis, EKC). Ο Ad56, είδος D, έχει συνδεθεί με σπάνιο 
νεογνικό θάνατο και κερατοεπιπεφυκίτιδα και φαίνεται να είναι ένα πολύπλοκο 
ανασυνδυασμένο στέλεχος των Ad9, 15, 26 και 29. Ο Ad55, είδος Β, που 
απομονώθηκε από μια έξαρση κρουσμάτων αναπνευστικής νόσου στην Κίνα, είναι 
ένα ανασυνδυασμένο στέλεχος μεταξύ των Ad14 (97% του γονιδιώματος) και του 
Ad11. Πρόσφατα προτάθηκε ότι το στέλεχος που απομονώθηκε από τα κόπρανα 
ασθενή ηλικίας τεσσάρων ετών είναι το Ad57, είδος C καθώς έχει ινίδιο παρόμοιο με 
τον Ad6 αλλά ένα μοναδικό εξόνιο.

4.2. ΔΟΜΗ ΒΙΡΙΟΥ

Τα ιικά σωματίδια των αδενοϊών δεν διαθέτουν φάκελο, έχουν εικοσαεδρική δομή, 
διάμετρο 90 nm και προεξέχοντα ινίδια. Οι περισσότερες μελέτες που αφορούν στη 
δομή των αδενοϊών εστιάστηκαν σε αδενοϊούς τύπου 2 και 5 του ανθρώπου που 
παρουσιάζουν στενή συγγένεια. Τα ιικά σωματίδια έχουν μάζα περίπου 150 x 106 D 
και περιέχουν DNA (13% της μάζας), πρωτεΐνη (87% της μάζας), δεν έχουν μεμβράνη 
ή λιπίδιο και μικρή ποσότητα υδατανθράκων καθώς η πρωτεΐνη του ινιδίου του 
βίριου τροποποιείται με την προσθήκη γλυκοζαμίνης. Τα βίρια αποτελούνται από ένα 
κέλυφος πρωτεΐνης (καψίδιο) που περιβάλλει τον πυρήνα που περιέχει το DNA. 
Αρχικά, ο χαρακτηρισμός των πολυπεπτιδίων των βιρίων έγινε με διάσπαση των 
απομονωμένων ιικών σωματιδίων με δωδεκυλοθειικό νάτριο και ηλεκτροφόρηση. Η 
σύγκριση των αποτελεσμάτων της ηλεκτροφόρησης με τα γονιδιωματικά ανοικτά
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πλαίσια ανάγνωσης (ORFs) έδειξε ότι υπάρχουν 12 πρωτεΐνες του βιρίου, οι 
πρωτεΐνες ΙΙ-ΙΧ, ΙΙΙα, IVa, μ, η τερματική πρωτεΐνη και η ιική πρωτεάση p23.

Το εικοσαεδρικό κέλυφος αποτελείται κατά κύριο λόγο από 240 καψομερίδια 
τριμερών του εξονίου (12 ανά τριγωνική όψη του εικοσαέδρου), 12 πενταμερικά 
καψομερίδια του πεντονίου σε κάθε κορυφή του εικοσαέδρου και 12 ινίδια που 
εκτείνονται από τα πεντόνια. Οι βρόγχοι στην εξωτερική επιφάνεια των εξονίων, 
έχουν υπερμεταβλητή αλληλουχία και είναι σημαντικοί για την ανοσογονικότητα και 
την εξουδετέρωση που είναι ειδικές ως προς τον τύπο του ιού.

Οι περισσότεροι αδενοϊοί του ανθρώπου κωδικοποιούν έναν μόνο τύπο ινιδίου. 
Ωστόσο, οι τύποι 40,41 [610] και 52 [607] κωδικοποιούν δύο πρωτεΐνες ινιδίου, με το 
ένα ή το άλλο να συνδέεται προς κάθε πεντονική βάση. Αντίθετα, οι αδενοϊοί των 
πτηνών κωδικοποιούν επίσης δύο πρωτεΐνες ινιδίου, αλλά κάθε ινίδιο συνδέεται με 
κάθε πεντονική βάση. Καθώς το ινίδιο αλληλεπιδρά με μια πρωτεΐνη του κυτταρικού 
υποδοχέα, η ενσωμάτωση δύο πρωτεϊνών του ινιδίου μπορεί να επεκτείνει το εύρος 
των κυτταρικών τύπων στους οποίους δεσμεύονται αυτοί οι ιοί.

Οι δευτερεύουσες πρωτεΐνες του καψιδίου IIIa, VIII και IX σταθεροποιούν μη 
ισοδύναμες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των τριμέρων των εξονίων, επιτρέποντας την 
χρήση του ίδιου τριμερούς του εξονίου σε τέσσερα διαφορετικά χημικά 
περιβάλλοντα στην επιφάνεια του καψιδίου. Τα δίκτυα των αλληλεπιδράσεων 
μεταξύ των δευτερευουσών πρωτεϊνών του καψιδίου σταθεροποιούν δύο ομάδες 
καψομερών και τις συγκρατούν μεταξύ τους: μια ομάδα εννέα τριμερών του εξονίου 
σε κάθε τριγωνική επιφάνεια του εικοσαέδρου και μια ομάδα έξι καψομερών σε 
κάθε κορυφή που αποτελείται από πέντε τριμερή του εξονίου με ένα κεντρικό 
πενταμερές πεντονικής βάσης.

Ο πυρήνας του βιρίου περιέχει επτά γνωστές ιικές πρωτεΐνες και το ιικό γονιδίωμα. 
Τα πολυπεπτίδια VII (174 αμινοξέα), η μείζων πρωτεΐνη του πυρήνα με πάνω από 800 
αντίγραφα ανά βίριο, τα πολυπεπτίδια V (368 αμινοξέα) και η μ (36 αμινοξέα) είναι 
βασικές πρωτεΐνες, πλούσιες σε αργινίνη [611] που έρχονται σε επαφή με το ιικό 
DNA και πιθανώς το συμπυκνώνουν εντός του πυρήνα. Η πρωτεΐνη VI σχετίζεται με 
μια κοιλότητα στην εσωτερική επιφάνεια των τριμερών του εξονίου [612] και με την 
πρωτεΐνη V, που προσδένει το εξαιρετικά διατεταγμένο καψίδιο στον λιγότερο 
διατεταγμένο πυρήνα DNA-πρωτεΐνης. Μια βασική μη διατεταγμένη περιοχή 115 
υπολειμμάτων στη μέση κάθε πολυπεπτιδίου VI έχει προταθεί οτι συμβάλλει σε μια 
αλληλεπίδραση με τον πυρήνα. Το Ν-τελικό άκρο κάθε μονομερούς πεντονικής 
βάσης στο πενταμερές αλληλεπιδρά επίσης με τον πυρήνα και το C-τελικό άκρο της 
πρωτεΐνης ΙΙΙα γεγονός που είναι σε συμφωνία με τις αναφορές ότι αυτές οι 
πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν επίσης με την πρωτεΐνη V και ότι η ΙΙΙα είναι υπεύθυνη για 
τη συσκευασία του ιικού DNA στα βίρια που είναι ειδική ως προς τον τύπο. Η
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πρωτεΐνη IVa2 υπάρχει μόνο σε λίγα αντίγραφα σε μία κορυφή του εικοσαέδρου, 
δεσμεύεται στην αλληλουχία της συσκευασίας στο αριστερό άκρο του γονιδιώματος 
και απαιτείται για τη συσκευασία του ιικού DNA στο καψίδιο. Η έκτη πρωτεΐνη στον 
πυρήνα είναι η τερματική πρωτεΐνη, η οποία είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένη με το 5' 
άκρο του ιικού DNA και επομένως υπάρχει μόνο σε δύο αντίγραφα ανά ιικό 
σωματίδιο. Η τερματική πρωτεΐνη χρησιμεύει ως εκκινητής για την αντιγραφή του 
DNA. Ο πυρήνας περιέχει επίσης περίπου 10 μόρια της p23 ιικής πρωτεάσης της 
κυστεΐνης που λειτουργεί για τη διάσπαση αρκετών προδρόμων πρωτεϊνών του 
βιρίου κατά τη διάρκεια της συγκρότησης και της ωρίμανσης του ιικού σωματιδίου 
και στην αποσυναρμολόγηση του ιικού σωματιδίου και την έξοδο από τα 
ενδοσώματα κατά τη διαδικασία μόλυνσης [613].

4.3. ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΚΑΙ ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΟΣ

Το γονιδίωμα του αδενοϊού είναι γραμμικό dsDNA που κυμαίνεται σε μέγεθος από 
26 έως 45 kb [605]. Ένας πρωτεϊνικός εκκινητής της αντιγραφής του DNA που 
ονομάζεται τερματική πρωτεΐνη συνδέεται ομοιοπολικά με το φωσφορικό άλας στο 
5' άκρο κάθε κλώνου. Σε όλους τους αδενοϊούς υπάρχουν ομόλογα γονίδια που 
κωδικοποιούν τις τρεις ιικές πρωτεΐνες οι οποίες απαιτούνται για την αντιγραφή του 
ιικού DNA δηλαδή την τερματική πρωτεΐνη, την DΝΑ πολυμεράση του ιού και την 
πρωτεΐνη δέσμευσης του μονόκλωνου DNA (ssDNA) του ιού και τα κύρια δομικά 
συστατικά του βιρίου. Ωστόσο, τα γονίδια που κωδικοποιούν την πρωτεΐνη V του 
πυρήνα βρίσκονται μόνο στους mastadenoviruses που έχουν απομονωθεί από 
θηλαστικά [605]. Αυτά τα κοινά γονίδια κωδικοποιούνται στο κεντρικό τμήμα του 
γονιδιώματος. Άλλα γονίδια που είναι ειδικά για τους αδενοϊούς διαφορετικών 
σπονδυλωτών κωδικοποιούνται κυρίως στα άκρα του γονιδιώματος. Επίσης, τα 
γονιδιώματα όλων των αδενοϊών έχουν ανεστραμμένες τερματικές αλληλουχίες 
επανάληψης που κυμαίνονται σε μέγεθος από 36 έως πάνω από 200 bp [605] Οι 
ανεστραμμένες τερματικές αλληλουχίες χρησιμοποιούνται για την έναρξη της 
αντιγραφής του DNA σε κάθε άκρο του ιικού γονιδιώματος και επιτρέπουν στις μονές 
αλυσίδες του ιικού DNA που μετατοπίζονται κατά τη διάρκεια της σύνθεσης 
ασύμμετρων κλώνων, να δημιουργούν ένα κυκλικό μόρφωμα λόγω του σχηματισμού 
ζευγών βάσεων στις τελικές αλληλουχίες τους. Οι μορφές που προκύπτουν από αυτά 
τα ζεύγη βάσεων («panhandles») στις κατά τα άλλα μονές αλυσίδες DNA, 
λειτουργούν ως σημεία έναρξης της αντιγραφής των μονών αλυσίδων.

Το γονιδίωμα των αδενοϊών του ανθρώπου περιλαμβάνει αρκετές επαναλήψεις μιας 
cis-acting ακολουθίας που εντοπίζονται μεταξύ της αριστερής τερματικής 
επανάληψης και της πρώτης περιοχής κωδικοποίησης της πρωτεΐνης (Ε1Α) και 
χρησιμεύουν για τη συγκρότηση του βιρίου. Αυτή η ακολουθία πρέπει να βρίσκεται
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μεταξύ αρκετών εκατοντάδων ζευγών βάσεων ενός άκρου του χρωμοσώματος για να 
κατευθύνει τη συσκευασία του ιικού DNA στα μολυσματικά βίρια.

Το γονιδίωμα των αδενοϊών του ανθρώπου περιέχει πέντε πρώιμες μεταγραφικές 
μονάδες (E1A, Ε1Β, Ε2, Ε3 και Ε4), τέσσερις ενδιάμεσες που μεταγράφονται στην 
αρχή της αντιγραφής του ιικού DNA (IX, IVa2, ενδιάμεση L4 και όψιμη E2), και μία 
μονάδα όψιμη μεταγραφής (μείζονα όψιμη) η επεξεργασία της οποίας έχει σαν 
αποτέλεσμα τη δημιουργία πέντε οικογενειών όψιμων mRNAs (L1-L5), τα οποία 
μεταγράφονται από την RNA πολυμεράση II. Νωρίς κατά τη διάρκεια της μόλυνσης, 
μεταγράφεται σε χαμηλά επίπεδα και ο κύριος όψιμος προαγωγός, δημιουργώντας 
ένα από τα mRNA της οικογένειας L1 που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη p52 / 55 kD. 
Επίσης, μετά την έναρξη της αντιγραφής του ιικού DNA, η μονάδα μεταγραφής Ε2 
μεταγράφεται από έναν εναλλακτικό προαγωγό που ονομάζεται όψιμος Ε2 
υποκινητής καθώς επίσης και από τον πρώιμο Ε2 προαγωγό που είναι ενεργός πριν 
και μετά την έναρξη της αντιγραφής του ιικού DNA. Το χρωμόσωμα φέρει επίσης ένα 
ή δύο γονίδια (ανάλογα με τον τύπο) που σχετίζονται με τον ιό και μεταγράφονται 
από την RNA πολυμεράση III. Συμβατικά, το γονίδιο Ε1Α θεωρείται ότι βρίσκεται στο 
αριστερό άκρο. Και οι δύο κλώνοι του ιικού DNA μεταγράφονται με τον δεξιό κλώνο 
ανάγνωσης ως πρότυπο για τις μονάδες μεταγραφής Ε1Α, Ε1Β, ΙΧ, τη μείζονα όψιμη, 
τη VA RNA και την Ε3 και το αριστερό σκέλος ανάγνωσης ως πρότυπο για τις μονάδες 
Ε4, Ε2 και IVa2.

Εκτός από τις μονάδες μεταγραφής IVa2 και pIX, καθένα από τα γονίδια του 
αδενοϊού που μεταγράφονται από την RNA πολυμεράση II δημιουργεί πολλαπλά 
mRNAs που διαφοροποιούνται με εναλλακτικό μάτισμα και στην περίπτωση των 
μείζονων όψιμων μονάδων μεταγραφής, της E2 και Ε3 επίσης με τη χρήση 
εναλλακτικών θέσεων πολυ (Α). Τα L4 ενδιάμεσα mRNA που κωδικοποιούν τις 
πρωτεΐνες L4 22Κ και L4 33Κ (το ματισμένο mRNA) συνάγονται από την πρόσφατη 
ανακάλυψη ενός προαγωγού σε περίπου 72 μονάδες map και την έκφραση αυτών 
των πρωτεϊνών σε ενδιάμεσους χρόνους μετά τη μόλυνση.

Η μονάδα E1A κωδικοποιεί δύο βασικές πρωτεΐνες που ενεργοποιούν τη μεταγραφή 
και προκαλούν το κύτταρο ξενιστή να εισέλθει στη φάση S του κυτταρικού κύκλου. Η 
E1B κωδικοποιεί δύο πρωτεΐνες που εμποδίζουν την απόπτωση, η Ε2 κωδικοποιεί 
τρεις πρωτεΐνες που λειτουργούν άμεσα στην αντιγραφή του DNA, η E3 κωδικοποιεί 
προϊόντα που ρυθμίζουν την απόκριση του ξενιστή στη μόλυνση και η όψιμη 
οικογένεια mRNA αφορά την παραγωγή και τη συναρμολόγηση των στοιχείων του 
καψιδίου. Η μονάδα Ε4 είναι η μοναδική κωδικοποιεί ένα προφανώς διαφορετικό 
σύνολο λειτουργιών. Τα προϊόντα της Ε4 διαμεσολαβούν τη μεταγραφή, το μάτισμα 
του RNA και τη ρύθμιση της μετάφρασης που περιλαμβάνει την εξαγωγή πυρηνικού 
mRNA και την τροποποίηση της αντιγραφής του DNA και της απόπτωσης. Η 
ομαδοποίηση αυτή μπορεί να οφείλεται εν μέρει στο πλεονέκτημα που προκύπτει
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από  τη χρήση ενός μοναδικού στοιχείου ελέγχου της μεταγραφής για τη ρύθμιση της 
έκφρασης πολλαπλών πολυπεπτιδίων που απαιτούνται ταυτόχρονα για την εκτέλεση 
μιας λειτουργίας όπως η αντιγραφή του DNA.

4.4. ΣΤΑΔΙΑ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ

Ο κύκλος αντιγραφής αποτελείται από δύο φάσεις οι οποίες διαχωρίζονται από την 
έναρξη της αντιγραφής του ιικού DNA. Οι πρώϊμες διεργασίες αρχίζουν μόλις ο ιός 
αλληλεπιδρά με το κύτταρο ξενιστή. Περιλαμβάνουν την προσρόφηση, τη διείσδυση, 
την κίνηση μερικώς απεκδυμένων ιικών σωματιδίων σε ένα σύμπλεγμα πυρηνικών 
πόρων (nuclear pore complex, NPC), τη μεταφορά του ιικού DNA μέσω των NPC στον 
πυρήνα και την έκφραση ενός πρώιμου συνόλου γονιδίων. Τα πρώιμα ιικά γονιδιακά 
προϊόντα προκαλούν την περαιτέρω έκφραση γονιδίων του ιού και την αντιγραφή 
του ιικού DNA, την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου (πιθανώς για να ενεργοποιήσουν 
γονίδια των κυττάρων ξενιστών για σύνθεση νουκλεοτιδίων και πρωτεϊνών), 
αποκλείουν την απόπτωση και ανταγωνίζονται μια ποικιλία αντιϊικών μέτρων του 
ξενιστή.

Σε κύτταρα HeLa που έχουν μολυνθεί ΜΟΙ (multiplicity of infection) 10 βιρίων ανά 
κύτταρο, η πρώιμη φάση διαρκεί περίπου 6 ώρες, μετά την οποία, ανιχνεύεται για 
πρώτη φορά η αντιγραφή του ιικού DNA. Συγχρόνως με την έναρξη της αντιγραφής 
του ιικού DNA, αρχίζει η όψιμη φάση του κύκλου με την έκφραση των όψιμων ιικών 
γονιδίων και τη συγκρότηση των απογόνων βιρίων. Ο κύκλος μόλυνσης 
ολοκληρώνεται μετά από 24 έως 36 ώρες σε κύτταρα HeLa. Στο τέλος του κύκλου, 
παράγονται περίπου 105 απόγονα ιικά σωματίδια ανά κύτταρο καθώς και μια 
σημαντική περίσσεια ιικών πρωτεϊνών και DNA που δεν συγκροτούνται σε βίρια. Τα 
κύτταρα που είναι μολυσμένα σε υψηλό ΜΟΙ σπάνια διαιρούνται. Επομένως, κατά 
την ολοκλήρωση του κύκλου αντιγραφής, το περιεχόμενο του μολυσμένου κυττάρου 
σε DNA και πρωτεΐνη έχει αυξηθεί μια με δύο φορές.

Οι μελέτες που αφορούν στον κύκλο αντιγραφής του αδενοϊού του ανθρώπου 
εστιάστηκαν κυρίως στους στενά συγγενείς ιούς HAdV-2 και HAdV-5 (Ad2, Ad5). 
Αυτοί οι τύποι έχουν μελετηθεί περισσότερο καθώς καλλιεργούνται εύκολα και 
έχουν αναπτυχθεί εκτεταμένες συλλογές μεταλλαγμένων ιών. Οι περισσότερες 
μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί μετά από μόλυνση κυττάρων HeLa ή ΚΒ σε αρκετά 
υψηλό ΜΟΙ (περισσότερες από 10 μονάδες σχηματισμού πλακών ανά κύτταρο). 
Έχουν χρησιμοποιηθεί υψηλές πολλαπλότητες μόλυνσης έτσι ώστε όλα τα κύτταρα 
της καλλιέργειας να είναι ταυτόχρονα μολυσμένα, επιτρέποντας την παρατήρηση της 
σειράς των βιοχημικών συμβάντων κατά τη διάρκεια του κύκλου μόλυνσης σε 
χρονική σειρά. Τα κύτταρα HeLa και KB έχουν χρησιμοποιηθεί περισσότερο καθώς
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πολλαπλασιάζονται εύκολα σε μεγάλες ποσότητες και επειδή οι Ad2 και Ad5 
αναπτύσσονται γρήγορα σε αυτά και σε υψηλή απόδοση. Αυτά τα νεοπλασματικά 
κύτταρα υποστηρίζουν την ταχύτερη ανάπτυξη ιού σε σχέση με τους διπλοειδείς 
ινοβλάστες του ανθρώπου, στους οποίους ο κύκλος αντιγραφής παρατείνεται μέχρι 
περίπου δύο φορές περισσότερο λόγω της επέκτασης της πρώιμης φάσης της 
μόλυνσης.

4.4.1. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΠΡΟΣΡΟΦΗΣΗΣ

Ο αδενοϊός χρησιμοποιεί συγκεκριμένους κυτταρικούς υποδοχείς για την 
προσκόλληση και την είσοδο στο κύτταρο ξενιστή. Η αρχική προσκόλληση των HAdVs 
που ανήκουν στα είδη Α, C, D, Ε και F (αλλά όχι το είδος Β) προκαλείται λόγω της 
υψηλής συγγένειας σύνδεσης του τομέα του ινιδίου 75 στη διαμεμβρανική πρωτεΐνη 
CAR (Coxsackie B, adenovirus receptor) του κυττάρου ξενιστή [614]. Η πρωτεΐνη CAR 
εκφράζεται άφθονα σε όργανα όπως είναι η καρδιά, το πάγκρεας, το κεντρικό και 
περιφερικό νευρικό σύστημα, ο προστάτης, οι όρχεις, ο πνεύμονας, το ήπαρ και το 
έντερο, αλλά λίγο ή καθόλου στα αιμοποιητικά κύτταρα ή στους μύες των ενήλικων 
ατόμων. Για να συμβεί η μόλυνση δεν απαιτούνται οι κυτταροπλασμικές ή 
διαμεμβρανικές περιοχές της CAR, υποδεικνύοντας ότι η λειτουργία της στη 
διαδικασία της μόλυνσης έγκειται κυρίως στην δράση της ως μέσο για την 
πραγματοποίηση δέσμευσης υψηλής συγγένειας.

Στις τρεις διασυνδέσεις μεταξύ των μονομερών του ινιδίου, δεσμεύονται τρία μόρια 
της CAR μέσω της ίδιας επιφάνειας που χρησιμοποείται από την CAR για ομοτυπικές 
αλληλεπιδράσεις. Οι ελεύθερες πρωτεΐνες του ινιδίου που παράγονται κατά τη 
διάρκεια της όψιμης φάσης της μόλυνσης σε περίσσεια σε σχέση με τις πρωτεΐνες 
του ινιδίου που ενσωματώνονται στα βίρια, απελευθερώνονται με τα απόγονα βίρια 
από τη βασική επιφάνεια των μολυσμένων επιθηλιακών κυττάρων των αεραγωγών 
και παρεμβάλλονται με ολιγομερισμό της CAR σε στενές ενώσεις. Αυτό πιθανώς 
προάγει την απελευθέρωση των απόγονων βιρίων προς τον αυλό του αεραγωγού. 
Με τον τρόπο αυτό, η αλληλεπίδραση ινιδίου-CAR εξυπηρετεί δύο λειτουργίες, την 
αρχική προσρόφηση των βιρίων στα κύτταρα-ξενιστές κατά τη διάρκεια της μόλυνσης 
και τη διασπορά των απόγονων βιρίων σε νέα κύτταρα-ξενιστές και οργανισμούς- 
ξενιστές.

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, οι HAd40 και 41 ενσωματώνουν ένα από τα δύο 
διαφορετικά ινίδια σε κάθε κορυφή του βιρίου. Το μεγαλύτερο από αυτά συνδέεται 
με την CAR. Ο υποδοχέας της δεύτερης, βραχύτερης πρωτεΐνης του ινιδίου των 
HAdV-40 και -41 δεν είναι γνωστός, αλλά θεωρείται ότι συμβάλλει στον τροπισμό 
αυτών των ιών προς το επιθήλιο του εντέρου και ως εκ τούτου στην εντερίτιδα με

83

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



την οποία έχουν συνδεθεί. Η σταθερότητα των HAdV40 και 41 σε χαμηλό pH 
συμβάλλει αναμφισβήτητα σε αυτόν τον τροπισμό.

Το ινίδιο του HAdV του είδους D του τύπου 37 και πιθανώς και άλλα είδη τύπου D 
μπορούν να δεσμεύσουν τρια μόρια σιαλικού οξέος κοντά στην κορυφή 39 σε 
αντίθεση με την αλληλεπίδραση της CAR και του CD46 με την πλευρική επιφάνεια 
του ινιδίου. Συνεπώς, αυτός ο τερματικός σακχαρίτης που υπάρχει σε πολλές 
γλυκοπρωτεΐνες μπορεί επίσης να λειτουργήσει ως μια αρχική θέση πρόσδεσης για 
τα είδη HAdV του τύπου D. Η λοίμωξη από τους HAdVs προκαλεί μια ισχυρή, 
μακροχρόνια χυμική ανοσοαπόκριση. Ενώ τα περισσότερα εξουδετερωτικά 
αντισώματα δεσμεύονται με το κύριο πρωτεϊνικό εξόνιο του ιού και είναι κυρίως 
υπεύθυνα για την ταξινόμηση των HAdVs σε ορότυπους [615,616] δημιουργούνται 
επίσης εξουδετερωτικά αντισώματα προς το ινίδιο 90 τα οποία δρουν σε συνέργια με 
αντισώματα προς την πεντονική βάση, η οποία αλληλεπιδρά με τον δευτερεύων 
υποδοχέα των HAdV.

4.4.2. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΕΙΣΟΔΟΥ ΚΑΙ ΑΠΕΚΔΥΣΗΣ

Μετά την πρόσδεση υψηλής συγγένειας του ινιδίου του HAdV-5 στην CAR, οι 
περιοχές του βρόγχου των τομέων RGD της βάσης του πεντονίου συνδέονται με τις 
ιντεγκρίνες 8νβ3 και 8νβ5 στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή με 50 φορές 
χαμηλότερη συγγένεια σε σχέση με την αλληλεπίδραση του ινιδίου με την CAR. Η 
αλληλεπίδραση της πεντονικής βάσης με τις ιντεγρίνες θεωρείται ότι διευκολύνεται 
από την υψηλή τοπική συγκέντρωσή τους που προκύπτει από τη σύνδεση υψηλής 
συγγένειας του ινιδίου με τη διαμεμβρανική CAR. Η συσσωμάτωση των ιντεγκρινών 
μέσω της δέσμευσης διαφόρων ιντεγκρινών στις υπομονάδες μίας πενταμερούς 
βάσης πεντόνης πυροδοτεί τη σηματοδότηση της διαμεμβρανικής ιντεγκρίνης, 
οδηγώντας στην ενεργοποίηση των οικογενειών των GTPases ΡΙ3Κ, p130CAS και Rho. 
Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τον τοπικό πολυμερισμό της ακτίνης ο οποίος απαιτείται 
κατά τη διαδικασία της κλασσικής ενδοκυττάρωσης του βιρίου μέσω των 
επικαλυμμένων με κλαθρίνη κοιλοτήτων, που επάγεται από υποδοχέα που 
περιλαμβάνει τους προσαρμογείς κλαθρίνης και την μεγάλη GTPase, τη δυναμίνη. Η 
δυναμίνη πολυμερίζεται σε σπειροειδή δομή που προάγει τη σύντηξη της μεμβράνης 
που απαιτείται για το διαχωρισμό του ενδοσώματος από τη μεμβράνη του 
πλάσματος [617].

Η απέκδυση του βιρίου ξεκινά στην κυτταρική επιφάνεια. Η αλληλεπίδραση της 
πεντονικής βάσης με ιντεγκρίνες στην κυτταρική επιφάνεια και κατά την 
ενδοκυττάρωση, οδηγεί στην αποσύνδεση των ινιδίων, έτσι ώστε να 
πραγματοποιηθεί η ενδοκυττάρωση του ιικού σωματιδίου χωρίς ινίδια [618]. Δομικές
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μελέτες αποκάλυψαν σημαντικές μορφολογικές αλλαγές που οδηγούν στην αύξηση 
της διαμέτρου του κεντρικού πόρου της πεντονικής βάσης η οποία διευκολύνει την 
απελευθέρωση του ινιδίου. Μελέτες αποσυναρμολόγησης του βιρίου έδειξαν ότι ο 
χρόνος απόσπασης του ινιδίου είναι 3 λεπτά μετά την προσρόφηση στους 4°, 
ακολουθούμενη από θέρμανση στους 37°.

Μετά την ενδοκυττάρωση των επικαλυμμένων με κλαθρίνη κυστιδίων που περιέχουν 
το ιικό σωματίδιο HAdV-2, τα κυστίδια ωριμάζουν σε ενδοσώματα και υποϊικά 
σωματίδια που στερούνται ινιδίων και διαφεύγουν από τα ενδοσώματα εντός του 
κυτοσολίου 15 λεπτά μετά τη δέσμευση στην κυτταρική επιφάνεια. Μετά την 
ενδοκυττάρωση, η απελευθέρωση από τα ενδοσώματα μπορεί να απαιτεί περαιτέρω 
σηματοδότηση από αν ιντεγκρίνες. Αυτό συμβαίνει διότι η απελευθέρωση 
παρεμποδίζεται από αναστολείς της πρωτεϊνικής κινάσης C, οι οποίοι εμποδίζουν τη 
μεταφορά των κυστιδίων που περιέχουν τα ιικά σωματίδια διαμέσου του φλοιού 
ακτίνης κάτω από τη μεμβράνη του πλάσματος, στο κυτοσόλιο [618,619]. Η 
απελευθέρωση της πεντονικής βάσης, των τριμερών του περιπεντονεϊκού εξονίου 
και των πρωτεϊνών IIIa, VI και VIII του εσωτερικού καψιδίου, πραγματοποιείται στο 
ενδόσωμα. Η διαδικασία αυτή θεωρείται ότι ενεργοποιείται εν μέρει μέσω της 
οξίνισης κατά τη διάρκεια της ενδοσωματικής ωρίμανσης. Η έκθεση σε ένα 
περιβάλλον μείωσης στο ενδόσωμα που είναι σε φάση ωρίμανσης, έχει επίσης ως 
αποτέλεσμα την εκ νέου ενεργοποίηση της ιικής πρωτεάσης που σχετίζεται με το ιικό 
σωματίδιο, η οποία δρα κατά τη διάρκεια της συναρμολόγησης του βιρίου και της 
διάσπασης της πρωτεΐνης VI. Αυτό είναι απαραίτητο για την τελική 
αποσυναρμολόγηση των υποϊικών σωματιδίων στα σύμπλοκα πυρηνικών πόρων και 
την εισαγωγή του DNA στον πυρήνα. Η λύση του ενδοσώματος και η απελευθέρωση 
των μερικώς μη επικαλυμμένων βιρίων στο κυτοσόλιο διαμεσολαβείται από τον 
αμφιπαθητικό ελικοειδή λυτικό τομέα της μεμβράνης της πρωτεΐνης VI που φαίνεται 
να είναι απομονωμένος στο ανέπαφο βίριο σε κοιλότητες στην εσωτερική επιφάνεια 
των τριμερών του εξονίου. Έτσι, το ιικό σωματίδιο, το οποίο είναι πολύ σταθερό έξω 
από το κύτταρο, αποσυναρμολογείται με απομάκρυνση των δομικών πρωτεϊνών κατά 
την είσοδο στο κύτταρο έτσι ώστε να μπορεί να μεταφερθεί το DNA του στον 
πυρήνα.

Τα υποϊικά σωματίδια απελευθερώνονται στο κυτταρόπλασμα και μεταφέρονται 
στον πυρήνα μέσω των μικροσωληναρίων. Η διάμετρος των υποϊικών σωματιδίων 
που συνδέονται με τους NPC (περίπου 90nm) είναι πολύ μεγάλη για να περάσουν 
διαμέσου των διαύλων διάχυσης στον πόρο, που είναι περίπου 5 έως 9 nm.4 Η 
απέκδυση λαμβάνει χώρα στον πυρηνικό πόρο. Η σύνδεση των ακέραιων υποϊικών 
σωματιδίων με τους NPCs συμβαίνει περίπου 60 λεπτά μετά τη μόλυνση και η 
αποσυναρμολόγηση των σωματιδίων συμβαίνει περίπου 120 λεπτά μετά τη μόλυνση 
[620].
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Το ίΐκό DNA που δεσμεύεται από τη μείζονα βασική πρωτεΐνη VII του πυρήνα [621] 
εισέρχεται στον πυρήνα περίπου 120 λεπτά μετά τη μόλυνση, ενώ τα περισσότερα 
εξόνια και η πρωτεΐνη IX παραμένουν συνδεδεμένα με τους NPCs, υποδεικνύοντας 
ότι το σύμπλεγμα ιικού DNA-πρωτεΐνης VII διαχωρίζεται από το καψίδιο κατά τη 
διάρκεια της διαδικασίας εισόδου στον πυρήνα. Η πρωτεΐνη VII και το ιικό DNA με το 
οποίο δεσμεύεται, εισάγονται στον πυρήνα μέσω ενός μηχανισμού εξαρτώμενου 
από Ran, που συνεπάγεται δέσμευση της πρωτεΐνης VII από την ιμπορτίνη που 
βρίσκεται σε αφθονία, την τρανσπορτίνη. Η πρωτεΐνη VII παραμένει συνδεδεμένη με 
το ιικό DNA μετά την εισαγωγή του στον πυρήνα μέχρις ότου αποσυνδεθεί κατά τη 
μεταγραφή του ιικού γονιδιώματος.

4.4.3. ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, κατά τη διάρκεια της μόλυνσης, το DNA του 
αδενοϊού μεταφέρεται στον πυρήνα ενώ είναι δεσμευμένο με την πρωτεΐνη VII [621]. 
Η πρωτεΐνη VII διαδραματίζει τον κρίσιμο ρόλο της καταστολής της ενεργοποίησης 
της κυτταρικής θραύσης του dsDNA (dsDNA break response, DSBR) όταν το ιικό DNA 
που είναι συνδεδεμένο με την πρωτεΐνη VII εισέρχεται στον πυρήνα [622]. Ελλείψει 
τέτοιας προστασίας, το κυτταρικό σύμπλεγμα MRE11-RAD50-NBS1 ενεργοποιείται 
από τα άκρα του ιικού DNA και αποικοδομεί τα άκρα του γονιδιώματος, 
αναστέλλοντας την αντιγραφή του ιικού DNA [622].

Η απελευθέρωση της πρωτεΐνης VII για τη διευκόλυνση της μεταγραφής του ιικού 
γονιδιώματος, διεγείρεται από την αλληλεπίδρασή της με διάφορες όξινες πυρηνικές 
πρωτεΐνες που βρίσκονται σε αφθονία, συμπεριλαμβανομένου του παράγοντα 
ενεργοποίησης εκμαγείου Ι.

Αν και οι όροι πρώιμη και όψιμη χρησιμοποιούνται συμβατικά για την περιγραφή 
των γεγονότων που συμβαίνουν κατά τη διάρκεια του κύκλου αντιγραφής, η 
λειτουργική διάκριση μεταξύ των πρώιμων και των όψιμων γεγονότων δεν είναι 
σαφής. Τα πρώιμα γονίδια συνεχίζουν να εκφράζονται μετά τη μόλυνση, και ο 
προαγωγός που ελέγχει την έκφραση της μείζονος όψιμης μεταγραφικής μονάδας 
κατευθύνει ένα χαμηλό επίπεδο μεταγραφής νωρίς μετά τη μόλυνση. Επίσης, τα ιικά 
γονίδια που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες IVa2, IX, 28L4-22K και L4-33K226 αρχίζουν 
να εκφράζονται σε έναν ενδιάμεσο χρόνο, δημιουργώντας έτσι μια κατηγορία 
όψιμης- πρώιμης φάσης.
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4.4.4. ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗΣ ΤΟΥ ΙΟΥ ΚΑΙ ΤΟΥ ΚΥΤΤΑΡΟΥ ΞΕΝΙΣΤΗ ΑΠΟ ΤΙΣ 
ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ Ε1Α

Υπάρχουν τρεις κύριοι στόχοι της πρώιμης γονιδιακής έκφρασης του αδενοϊού. Ο 
πρώτος στόχος είναι να εισαχθεί το κύτταρο ξενιστής στη φάση S του κυτταρικού 
κύκλου, παρέχοντας το βέλτιστο περιβάλλον για την αντιγραφή του ιού. Τα γονιδιακά 
προϊόντα Ε1Α και Ε4 παίζουν σημαντικό ρόλο σε αυτή τη διαδικασία. Ο δεύτερος 
στόχος είναι η δημιουργία ιικών συστημάτων που προστατεύουν το μολυσμένο 
κύτταρο από διάφορες αντι-ιικές άμυνες του οργανισμού-ξενιστή. Τα γονίδια E1A, 
E1B, E3 και VA RNA συμβάλλουν σε αυτή τη διαδικασί. Ο τρίτος στόχος είναι η 
σύνθεση των ιικών γονιδιακών προϊόντων που απαιτούνται για την αντιγραφή του 
ιικού DNA. Και οι τρεις αυτοί στόχοι εξαρτώνται από την ενεργοποίηση της 
μεταγραφής του ιικού γονιδιώματος και την εισαγωγή των κυττάρων στη φάση S 
προκειμένου να παρασχεθούν τα πρόδρομα dNTP που απαιτούνται για τη σύνθεση 
του ιικού DNA, τις πρωτεΐνες επεξεργασίας ΝΤΡ και RNA που απαιτούνται για τη 
σύνθεση του ιϊκού mRNA και την ενεργοποίηση των διαδρομών που είναι 
απαραίτητες για τη σύνθεση πρωτεϊνών.

Η περιοχή Ε1Α είναι η αυτή που μεταγράφεται μετά την μόλυνση. Νωρίς μετά τη 
μόλυνση εκφράζονται δύο μείζονα E1A mRNAs και κωδικοποιημένες πρωτεΐνες από 
εναλλακτικά ματισμένα mRNAs. Η μεγάλη πρωτεΐνη Ε1Α ενεργοποιεί αυτόματα τη 
μεταγραφή της περιοχής Ε1Α κατά περίπου πέντε φορές και διεγείρει τη μεταγραφή 
από τις θέσεις εκκίνησης Ε1Β, Ε2, Ε3 και Ε4 κατά περισσότερο από δέκα (Ε1Β) έως 
περίπου 100 φορές p e a r ly ,  Ε3 και Ε4) [623,624]. Η περιοχή Ε3 εκφράζει διάφορα 
εναλλακτικά ματισμένα mRNAs που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που αναστέλλουν την 
έμφυτη και την επίκτητη ανοσοαπόκριση έναντι της ιογενούς μόλυνσης. Κατά 
συνέπεια, η ενεργοποίηση της Ε3 μέσω του NFkB, η οποία με τη σειρά της 
ενεργοποιεί πολλαπλά κυτταρικά γονίδια που εμπλέκονται στην έμφυτη και την 
επίκτητη ανοσολογική απόκριση, πιθανότατα προστατεύει τα μολυσμένα κύτταρα 
από αυτούς τους αντι-ιικούς μηχανισμούς του ξενιστή. Οι δύο κύριες πρωτεΐνες Ε1Β 
αναστέλλουν την εξαρτώμενη από την p53 επαγωγή της απόπτωσης. Τα E4orf1 και 
E4orf4 είναι υπεύθυνα για την ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης mTOR 
απουσία θρεπτικής και μιτογενούς σηματοδότησης [625]. Η Ε2 κωδικοποιεί τις τρεις 
ιικές πρωτεΐνες που απαιτούνται για την αντιγραφή του DNA του αδενοϊού, την προ- 
τερματική πρωτεΐνη ^ΤΡ) η οποία εκκινεί τη σύνθεση DNA στο 5 ' άκρο κάθε 
θυγατρικού κλώνου, της DNA πολυμεράσης του αδενοϊού (Ad Ρο) και της πρωτεΐνης 
δέσμευσης του ssDNA του αδενοϊού (ssDNA binding protein, DBP).

Είναι αξιοσημείωτο ότι η έκφραση των ιικών πρωτεϊνών που απαιτούνται για την 
αντιγραφή του ιικού DNA ρυθμίζεται με τέτοιο τρόπο, ώστε εν μέρει να 
ενεργοποιείται η ίδια οικογένεια E2F παραγόντων μεταγραφής που ρυθμίζουν τα 
κυτταρικά γονίδια που απαιτούνται για την είσοδο του κυττάρου στη φάση S. Κατά
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αυτόν τον τρόπο, η Ε1Α ενεργοποιεί αμφότερα τα ιικά και κυτταρικά γονίδια, μια 
διαδικασία που πιθανώς είναι αποτέλεσμα εξέλιξης προκειμένου για λόγους 
«οικονομίας» να συγχρονιστεί η σύνθεση του DNA των ιών με την ενεργοποίηση των 
κυτταρικών γονιδίων που απαιτούνται για τη σύνθεση των τριφωσφορικών 
δεοξυριβονουκλεοτιδίων και άλλων πτυχών της φυσιολογίας των κυττάρων που 
ευνοούν την αντιγραφή του DNA.

4.4.5. ΟΨΙΜΗ ΜΕΤΑΦΡΑΣΗ

Κατά τη διάρκεια της πρώιμης φάσης της μόλυνσης, ο κύριος όψιμος προαγωγός 
(major late promoter, MLP) είναι ενεργός, αλλά εκφράζεται μόνο το μεγαλύτερο L1 
mRNA που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη 52 / 55Κ. Τα όψιμα γονίδια του αδενοϊού που 
κωδικοποιούν πολυπεπτίδια του βιρίου και η πρωτεΐνη L4-100K που εμπλέκεται στη 
ρύθμιση της όψιμης φάσης της μετάφρασης και στη συναρμολόγηση του βιρίου, 
αρχίζουν να εκφράζονται αποτελεσματικά κατά την έναρξη της αντιγραφής του ιικού 
DNA.

Οι όψιμες περιοχές κωδικοποίησης του αδενοϊού είναι οργανωμένες σε μια μεγάλη 
μονάδα μεταγραφής με τον MLP. Αυτή η μονάδα μεταγραφής υποβάλεται σε 
επεξεργασία για να δημιουργηθούν τουλάχιστον 14 διαφορετικά mRNAs. Αυτά τα 
mRNAs ομαδοποιούνται σε πέντε οικογένειες, τις L1 έως L5. Κάθε οικογένεια 
αποτελείται από εναλλακτικά ματισμένα mRNAs που περιέχουν όλα ένα μη 
μεταφρασμένο τριμερή οδηγό 201 νουκλεοτιδίων που παράγεται από το μάτισμα 
τριών βραχέων εξονίων σε ένα μακρύτερο εξόνιο το οποίο περιέχει ένα ανοικτό 
πλαίσιο ανάγνωσης που γενικά δεν διακόπτεται από ιντρόνια, εκτός από την 
περίπτωση του L4-33Κ mRNA. Διαφορετικά ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης σε κάθε 
όψιμη οικογένεια mRNA προσεγγίζονται με εναλλακτικό μάτισμα RNA του 3' άκρου 
του τρίτου τριμερούς οδηγού εξονίου σε διαφορετικές θέσεις ματίσματος. Ο οδηγός 
στο 5' άκρο των L1-53 / 55Κ mRNAs που εκφράζεται σε πρώιμη φάση, περιέχει ένα 
επιπλέον εξόνιο 440 νουκλεοτιδίων που ονομάζεται i-leader και το οποίο 
κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη 135 αμινοξέων. Αυτή η πρωτεΐνη δεν απαιτείται για την 
αντιγραφή του ιού σε κυτταροκαλλιέργεια, αλλά η παρουσία του i-leader μειώνει 
δραματικά την ημιζωή των L1 mRNAs από 26 ώρες για τα L1 mRNA που στερούνται 
το i-leader σε περίπου τέσσερεις ώρες για τα L1 mRNAs που το περιέχουν.

Η έκφραση αυτής της μεγάλης οικογένειας των όψιμων mRNAs ελέγχεται από τον 
MLP. Αυτός ο υποκινητής εμφανίζει χαμηλό επίπεδο δραστηριότητας νωρίς μετά τη 
μόλυνση, αλλά γίνεται αρκετές εκατοντάδες φορές πιο δραστικός ανά μόριο DNA 
στην όψιμη φάση [626]. Φαίνεται ότι υπάρχουν τουλάχιστον δύο διακριτά συστατικά 
που συμβάλλουν στην όψιμη ενεργοποίηση του MLP: μια cis-acting αλλαγή στο ιικό
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χρωμόσωμα που εξαρτάται από την αντιγραφή του ιικού DNA, και η έκφραση δύο 
δραστικών παραγόντων που κωδικοποιούνται από τον ιό σε ενδιάμεσους χρόνους 
μετά τη μόλυνση. Μέχρι τώρα, δεν υπάρχει μοριακή εξήγηση για την απαίτηση για 
αντιγραφή του ιικού DNA. Οι πρωτεΐνες IVa2 και L4-22K διεγείρουν σε μεγάλο βαθμό 
τη μεταγραφή από τον MLP. Αυτές οι δύο πρωτεΐνες δεσμεύονται επίσης 
συνεργατικά με επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες στο αριστερό άκρο του 
γονιδιώματος, προωθώντας τη συσκευασία του ιικού DNA σε υποϊίκά σωματίδια.

4.4.6. ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ ΜΕΤΑΦΡΑΣΗΣ

Κατά τη διάρκεια της πρώιμης φάσης της μόλυνσης, τα ιικά πρώιμα mRNAs 
μεταφράζονται ταυτόχρονα με τη συνεχιζόμενη μετάφραση των mRNA του κυττάρου 
ξενιστή. Ωστόσο, κατά την τελευταία φάση της μόλυνσης, η μετάφραση των mRNA 
των κυττάρων αναστέλλεται και ουσιαστικά ολόκληρος ο μηχανισμός μετάφρασης 
του κυττάρου ξενιστή αφορά στη μετάφραση των όψιμων ιικών mRNAs. Αργότερα 
κατά τη μόλυνση, τα ιικά mRNA μεταφράζονται όταν φτάνουν στο κυτταρόπλασμα. 
Κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου, όταν τα ιϊκά mRNAs αποτελούν περίπου το 
20% της συνολικής κυτταροπλασματικής δεξαμενής, μεταφράζονται με τον 
αποκλεισμό των mRNAs του ξενιστή.

4.4.7. ΑΝΤΙΓΡΑΦΗ DNA

Καθώς τα προϊόντα του γονιδίου Ε2 συσσωρεύονται μετά την ενεργοποίηση της 
μεταγραφής του πρώιμου προαγωγού Ε2 μέσω της μεγάλης Ε1Α και τη διέγερση της 
δέσμευσης του παράγοντα μεταγραφής του E2F από το E4orf6/7, ξεκινά η αντιγραφή 
του ιικού DNA. Η αντιγραφή του DNA των Ad2 και Ad5 ξεκινά περίπου 6 ώρες μετά τη 
μόλυνση των κυττάρων HeLa σε πολλαπλότητα 10 μονάδων σχηματισμού πλάκας 
ανά κύτταρο και συνεχίζεται μέχρι το θάνατο του κυττάρου ξενιστή.

Για την αντιγραφή του DNA του αδενοϊού απαιτείται η παρουσία ενός ελάχιστου 
συνόλου πρωτεϊνών αντιγραφής συμπεριλαμβανομένου του τερματικού πρωτεϊνικού 
εκκινητή της σύνθεσης DNA ^ΤΡ), της DNA πολυμεράσης του ιού ^ d  Ρο Ι) και της 
πρωτεΐνη δέσμευσης του ssDNA (DBP). Οι ανεστραμμένες τερματικές επαναλήψεις 
του ιϊκού χρωμοσώματος λεοτουργούν ως σημεία έναρξης της αντιγραφής. Η 
αντιγραφή του ιικού DNA λαμβάνει χώρα σε δύο στάδια. Η σύνθεση ξεκινά σε κάθε 
άκρο του γραμμικού DNA και προχωρά με συνεχή τρόπο στο άλλο άκρο του 
γονιδιώματος. Μόνο ένας από τους δύο κλώνους του DNA χρησιμεύει ως εκμαγείο 
για τη σύνθεση. Έτσι, τα προϊόντα αυτού του σταδίου αντιγραφής αποτελούνται από 
έναν προγονικό και έναν απόγονο κλώνο καθώς και από έναν μετατοπισμένο κλώνο
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μονής έλικας προγονικού DNA. Στο δεύτερο στάδιο της διαδικασίας αντιγραφής, 
συντίθεται ένας συμπληρωματικός κλώνος του μετατοπισμένου μονού κλώνου. Το 
εκμαγείο μονού κλώνου δημιουργεί μια κυκλική δομή λόγω της 
συμπληρωματικότητας των τελικών άκρων των ανεστραμμένων τελικών 
επαναλήψεων στα άκρα του γονιδιώματος. Αυτό το "panhandle” στην κατά τα άλλα 
μονόκλωνη κυκλική δομή, μοιάζει δομικά με το τελικό άκρο του διπλού ιικού 
γονιδιώματος με αποτέλεσμα να επιτρέπει την αναγνώρισή της από τους ίδιους 
μηχανισμούς εκκίνησης που λειτουργούν στο πρώτο στάδιο αντιγραφής. Τέλος, η 
σύνθεση συμπληρωματικής αλυσίδας οδηγεί στη δημιουργία ενός δεύτερου 
ολοκληρωμένου διπλού μορίου που αποτελείται από έναν προγονικό και έναν 
απόγονο κλώνο.

Οι cis-acting αλληλουχίες που αποτελούν την έναρξη της αντιγραφής, εντοπίζονται 
εντός των ανεστραμμένων τερματικών επαναλήψεων του ιϊκού χρωμοσώματος. 
Μέσα στις τερματικές 51 bp των επαναλήψεων έχουν οριστεί τρεις λειτουργικοί 
τομείς. Ο τομέας Α αποτελείται από τα πρώτα 18 bp του ιικού DNA και λειτουργεί ως 
η ελάχιστη περιοχή έναρξης της αντιγραφής. Αυτός ο τομέας απαιτείται για την 
αντιγραφή, αλλά από μόνος του μπορεί να υποστηρίξει περιορισμένη αντιγραφή. Η 
αλληλουχία των ζευγών βάσεων 9 έως 18 (5'- ATAATATACC-3') είναι συντηρημένη 
μεταξύ των διαφορετικών τύπων αδενοϊού του ανθρώπου και εδώ δεσμεύεται ένα 
σύμπλεγμα δύο ιικών πρωτεϊνών, η προτερματική πρωτεΐνη (ρΤΡ) και η DNA 
πολυμεράση [627]. Η τερματική πρωτεΐνη (TP) που κωδικοποιείται από το E2B 
συντίθεται ως ένα πολυπεπτίδιο 80kD (pTP) το οποίο είναι ενεργό στην έναρξη της 
αντιγραφής του DNA [628] και βρίσκεται ομοιοπολικά συνδεδεμένο με το 5' άκρο του 
ιικού χρωμοσώματος. Στη συνέχεια υφίσταται επεξεργασία με πρωτεόλυση σε τρεις 
θέσεις κατά τη διάρκεια της συναρμολόγησης των βιρίων για την παραγωγή ενός 
τμήματος της TP μεγέθους 55 kD το οποίο είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένο με το 
γονιδίωμα. Ωστόσο, φαίνεται ότι ολόκληρη η πρωτεΐνη με διασπασμένους 
πεπτιδικούς δεσμούς παραμένει συνδεδεμένη με τα γονιδιακά άκρα. H DNA 
πολυμεράση (AdPol) που κωδικοποιείται από το E2B είναι μια πρωτεΐνη 140 kD και 
έχει δραστικότητα τόσο πολυμεράσης 5' προς 3' όσο και εξωνουκλεάσης 3' προς 5', η 
οποία έχει διορθωτική λειτουργία κατά τη διάρκεια του πολυμερισμού.

Υπάρχουν ακόμη δύο θέσεις πρόσδεσης στο αριστερό άκρο της τερματικής 
επανάληψης που δεσμεύονται από τους παράγοντες μεταγραφής NF1 και OCT1 του 
κυττάρου ξενιστή [629] οι οποίες δεν απαιτούνται για την αντιγραφή του DNA του 
αδενοϊού, αλλά ουσιαστικά αυξάνουν την αποτελεσματικότητα της έναρξης. Ο 
τομέας δέσμευσης του DNA του NF1 αλληλεπιδρά με την Ad Pol [629] και ο τομέας 
δέσμευσης του DNA του OCT1 συνδέεται με την pTP [630]. Η δέσμευση του NFI στον 
τομέα Β διεγείρεται από την τρίτη ιική πρωτεΐνη που λειτουργεί στην αντιγραφή του 
DNA, την DBP [631]. Οι προκύπτουσες αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-DNA και 
πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, σταθεροποιούν την πρόσδεση και τοποθετούν σωστά το
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σύμπλοκο ρΤΡ-AdPol στην αρχή. Συνεπώς, το σύμπλεγμα προ-εκκίνησης αποτελείται 
από το άκρο του ιικού DNA που δεσμεύεται από τρεις ιικές πρωτεΐνες, τις pΤΡ, Ad Pol 
και DBP και δύο παράγοντες μεταγραφής του κυττάρου ξενιστή, τους NF1 και OCT1.

Ως πρωτεΐνη εκκινητής, η pΤΡ διατηρεί την ακεραιότητα της τελικής αλληλουχίας του 
ιϊκού χρωμοσώματος κατά τη διάρκεια πολλαπλών γύρων αντιγραφής του DNA. Η 
αντιγραφή και η όψιμη μεταγραφή λαμβάνουν χώρα σε μεγάλες περιοχές του 
πυρήνα που ονομάζονται κέντρα αντιγραφής.

Η επιμήκυνση της αλυσίδας απαιτεί την παρουσία των ιικών Ad Pol και DBP, καθώς 
και της κυτταρικής τοποϊσομεράσης I. Η DBP που εκφράζεται σε αφθονία, είναι μια 
φωσφοπρωτεΐνη μεγέθους 59 kD η οποία συνδέεται στενά με το ssDNA ανεξάρτητα 
από την αλληλουχία του. Ο πολυμερισμός της DBP στο ssDNA οδηγεί στον 
διαχωρισμό των κλώνων, γεγονός που είναι σε συμφωνία με την έλλειψη απαίτησης 
για την παρουσία DNA ελικάσης για την εκτύλιξη της διπλής έλικας του εκμαγείου. 
Παρουσία της DBP, η Ad Pol αφού έχει διαχωριστεί από την pΤΡ, είναι εξαιρετικά 
δραστική ως προς την επεξεργασία της αλληλουχίας και μπορεί να «ταξιδέψει» σε 
όλο το μήκος του χρωμοσώματος. Η τοποϊσομεράση Ι ενισχύει τη σύνθεση των 
αλυσίδων με μέγεθος μεγαλύτερο από 9 kb. Ως εκ τούτου, είναι απαραίτητη για να 
ξεπεραστεί το δομικό πρόβλημα του DNA που προκύπτει μόνο μετά από εκτεταμένη 
αντιγραφή.

Συνοπτικά, έχει αναγνωριστεί ένα σύνολο πρωτεϊνών που μεσολαβεί στην έναρξη της 
αντιγραφής του DNA του αδενοϊού ^ΤΡ, Ad Pol, DBP, NFI και OCT1) και στην 
επιμήκυνση της αλυσίδας (AdPol, DBP και τοποϊσομεράση Ι). Αυτά τα πολυπεπτίδια, 
μαζί με το εκμαγείο που περιέχει την περιοχή έναρξης της αντιγραφής, αρκούν για 
την ανασύσταση της πλήρους αντίδρασης αντιγραφής του DNA in vitro. Η απλότητα 
αυτού του μηχανισμού αντιγραφής του DNA και η θέση των αλληλουχιών της 
συσκευασίας του ιικού DNA στο αριστερό άκρο του γονιδιώματος, επέτρεψαν την 
ανάπτυξη βοηθητικών εξαρτώμενων φορέων αδενοϊού στους οποίους σχεδόν όλο το 
ιικό DNA έχει υποκατασταθεί από τις αλληλουχίες DNA ενδιαφέροντος, ενώ οι 
πρωτεΐνες που απαιτούνται για την αντιγραφή του DNA και τη συσκευασία του DNA 
του φορέα παρέχονται από το γονιδίωμα ενός βοηθητικού ιού από τον οποίο έχει 
αφαιρεθεί η αλληλουχία της συσκευασίας του.

4.4.8. ΣΥΓΚΡΟΤΗΣΗ ΤΩΝ ΒΙΡΙΩΝ

Η αντιγραφή του ιικού DNA, σε συνδυασμό με την παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων 
των δομικών πολυπεπτιδίων του αδενοϊού, θέτει την έναρξη του σταδίου της 
συγκρότησης των ιικών σωματιδίων. Εκτός από την καταστολή της μετάφρασης των 
mRNA του κυττάρου ξενιστή και τη διέγερση της μετάφρασης των όψιμων mRNA, η
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L4-100K συμμετέχει στην αναδίπλωση του εξονίου και στη συγκρότηση των 
τριμερών. Τα καψομερίδια του πεντονίου που αποτελούνται από μια πενταμερική 
βάση πεντονίου και το τριμετρικό ινίδιο, συγκροτούνται στο κυτταρόπλασμα, και εν 
συνεχεία ενώνονται για να σχηματίσουν ένα πλήρες καψομερίδιο πεντόνης. Μετά 
την παραγωγή τους, το εξόνιο και τα καψομερίδια της πεντόνης εισάγονται στον 
πυρήνα, όπου πραγματοποιείται η συγκρότηση του βιρίου.

Το DNA του αδενοϊού συσκευάζεται σε καψίδια με πολωμένο τρόπο ξεκινώντας από 
το αριστερό άκρο του γονιδιώματος. Επτά πλούσιες σε ΑΤ αλληλουχίες με την 
συναινετική αλληλουχία 5'-ΤΤΤG-Ν8-GC-3' που βρίσκεται μεταξύ των ζευγών βάσεων 
200 έως 400bp του Ad5, συμμετέχουν στην ενκάψωση του ιικού DNA [632]. Αυτή η 
αλληλουχία περίπου 200 bp για τη συσκευασία, λειτουργεί επίσης για τη συγκρότηση 
του βιρίου όταν βρίσκεται στο δεξιό άκρο του γονιδιώματος. Οι ιικές IVa2, L4-22K και 
L1 52/55Κ δεσμεύουν την αλληλουχία συσκευασίας και προάγουν τη συσκευασία 
του ιικού DNA σε προ-καψίδια [633]. Η πρωτεΐνη ΙΙΙα αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη 
52/555Κ και συμμετέχει στη διαδικασία της συσκευασίας. Οι IVa2 και L4-22K 
λειτουργούν επίσης στην ενεργοποίηση της όψιμης φάσης του MLP όπου δεσμεύουν 
αλληλουχίες παρόμοιες με την επαναλαμβανόμενη αλληλουχία που είναι πλούσια σε 
ΑΤ και αφορά τη συσκευασία, σε στοιχεία ελέγχου της μεταγραφής στο πρώτο 
ιντρόνιο των όψιμων mRNAs.

Η μείζον πρωτεΐνη του πυρήνα που μοιάζει με ιστόνη, η πρωτεΐνη VII, συντίθεται ως 
πρόδρομο μόριο, την pVII 7, η οποία σχετίζεται με το ιικό DNA κατά τη διάρκεια της 
όψιμης φάσης. Η pVII αλληλεπιδρά με τις IVa2 και 52 / 55Κ. Συνεπώς, το ιικό DNA-με 
τις σχετιζόμενες προ-τερματικές πρωτεΐνες-συσκευάζεται ως σύμπλεγμα με την pVII 
και τις άλλες πυρηνικές πρωτεΐνες του βιρίου και ένα πρόδρομο μόριο της μ.

Τελικά, η διάσπαση των προδρόμων των πρωτεϊνών VI, VII, VIII, μ και της τερματικής 
πρωτεΐνης από μία ιική πρωτεάση που περιλαμβάνεται στα σωματίδια, ολοκληρώνει 
τη συγκρότηση των μολυσματικών ιικών σωματιδίων. Η ιική πρωτεάση μεγέθους 23- 
kD που κωδικοποιείται από την L3, [613] μια πρωτεάση της κυστεΐνης που απαιτεί 
DNA και ένα C-τελικό τμήμα της pVI ως συμπαράγοντες, [634-637] λειτουργεί αργά 
στη διαδικασία της συγκρότησης. Η δράση της είναι απαραίτητη για την 
απομάκρυνση της πρωτεΐνης 52 / 55Κ από τα καψίδια που ωριμάζουν καθώς και για 
την ωρίμανση των ιικών πρωτεϊνών. Αυτές οι διασπάσεις σταθεροποιούν το 
σωματίδιο και το καθιστούν μολυσματικό.

4.4.9. ΑΠΕΛΕΥΘΕΡΩΣΗ ΤΩΝ ΙΙΚΏΝ ΣΩΜΑΤΙΔΙΩΝ

Υπάρχουν αρκετές διαδικασίες που διευκολύνουν την απελευθέρωση των απογόνων 
βιρίων από τα μολυσμένα κύτταρα και την εξάπλωση τους στους μολυσμένους
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ιστούς. Αργότερα στον κύκλο μόλυνσης, η ιική πρωτεάση L3-23K διασπά την 
κυτταρική κυτταροκερατίνη Κ18. Αυτή η διάσπαση λαμβάνει χώρα στο αμινοξύ 74 
της κυτταροκερατίνης, με αποτέλεσμα να μην μπορεί πλέον να πολυμεριστεί και να 
σχηματίσει νήματα. Αντίθετα, συσσωρεύεται σε κυτταροπλασματικές συστάδες. Ένα 
σύνηθες σύστημα ενδιάμεσων νημάτων βοηθά στη διατήρηση της μηχανικής 
ακεραιότητας των κυττάρων και οι διαταραχές στο δίκτυο κάνουν το μολυσμένο 
κύτταρο πιο ευπαθές στη λύση.

Το δεύτερο σύστημα που διευκολύνει την απελευθέρωση των απογόνων βιρίων 
περιλαμβάνει την πρωτεΐνη Ε3 (11.6-kD). Αυτή η πρωτεΐνη, νεκρώνει τα κύτταρα 
καθώς συσσωρεύεται κατά τη διάρκεια του τελευταίου σταδίου μόλυνσης και 
προάγει τη λύση τους [638] Αν και εκφράζεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα από mRNAs 
που μεταγράφονται από τον προαγωγό της Ε3 κατά την πρώιμη φάση, εκφράζεται σε 
πολύ υψηλά επίπεδα αργά κατά τη μόλυνση.

Το σύμπλεγμα E1B-55K-E4orf6-Elongins Β / C-Cul5-RBX1 που προέρχεται από τον ιό, 
επάγει την αποικοδόμηση της ιντεγκρίνης α3, το οποίο φαίνεται να μειώνει την 
προσκόλληση των μολυσμένων κυττάρων στο υπόστρωμα τους. Αυτό πιθανότατα 
αυξάνει την εξάπλωση του ιού στο αναπνευστικό σύστημα. Η αλληλεπίδραση της 
πρωτεΐνης E4orf1 με τον τομέα PDZ διακόπτει τις στενές συνδέσεις μεταξύ των 
επιθηλιακών κυττάρων και, κατά συνέπεια, πιθανώς βοηθά στη διασπορά των 
απόγονων ιών [639] Τέλος, οι στενές συνδέσεις διαταράσσονται επίσης από τα 
ελεύθερα τριμερή των ινιδίων που απελευθερώνονται από τα μολυσμένα κύτταρα τα 
οποία παρεμβαίνουν στον ολιγομερισμό της CAR. Αυτό πιθανότατα προωθεί επίσης 
την απελευθέρωση των απογόνων βιρίων στον αυλό του αεραγωγού στο 
αναπνευστικό σύστημα.

4.5. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ

Τα ανθρώπινα εμβρυϊκά νεφρικά κύτταρα (human embryonic kidney cells, HEK) είναι 
πιθανώς ο καλύτερος ξενιστής για όλους του αδενοϊούς του ανθρώπου αλλά τα 
κύτταρα αυτά έχουν αυξημένο κόστος και μπορεί να είναι μολυσμένα με ιούς που 
σχετίζονται με τους αδενοϊούς. Οι συνεχείς κυτταρικές σειρές επιθηλιακών κυττάρων 
όπως είναι η ΗΕp-2, HeLa, ΚΒ, ΗΕΚ 293 και Α549, είναι επίσης πολύ ευαίσθητες. Οι 
αδενοϊοί προκαλούν χαρακτηριστικό κυτταροπαθητικό αποτέλεσμα (cytopathic 
effect, CPE) σε μονοστοιβάδες κυτταροκαλλιέργειας. Τα κύτταρα παρουσιάζονται 
στρογγυλεμένα, διογκώνονται και αποσπώνται από την επιφάνεια της καλλιέργειας, 
είναι σε συστάδες που μοιάζουν με «σταφύλια» και οι πυρήνες διευρύνονται. Τελικά 
τα κύτταρα λύονται, αφήνοντας κυτταρικά υπολείμματα. Αυτό το κυτταροπαθητικό 
αποτέλεσμα οφείλεται στη μετάβαση στο «τελευταίο» στάδιο της μόλυνσης, όταν το
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DNA του αδενοϊού, το mRNA και οι πρωτεΐνες παράγονται σε μεγάλες ποσότητες και 
τα βίρια συγκροτούνται στον πυρήνα των κυττάρων. Οι αδενοϊοί αυξάνουν τη 
γλυκόλυση σε συνεχείς κυτταρικές σειρές και έτσι προκαλούν την παραγωγή μεγάλης 
ποσότητας οξέος από τα κύτταρα. Η ταχεία κυτταροπαθογόνος δράση μπορεί να 
προκληθεί μερικές ώρες μετά από ενοφθαλμισμό παρασκευάσματος 
συμπυκνωμένου ακατέργαστου ιού και δεν σχετίζεται με την αντιγραφή του ιού. 
Αντίθετα, προκαλείται από συστατικά της πεντονικής βάσης των ελεύθερων ιικών 
πεντονικών καψομεριδίων.

Οι μορφολογικές μεταβολές του πυρήνα στα μολυσμένα κύτταρα μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν για διαγνωστικούς σκοπούς. Οι μεταβολές αυτές περιλαμβάνουν 
τη συνολική διεύρυνση του πυρήνα και την παρουσία ενδοπυρηνικών έγκλειστων τα 
οποία αρχικά είναι Feulgen αρνητικά και εωσινόφιλα, αλλά γίνονται Feulgen θετικά 
και βασεόφιλα καθώς η μόλυνση εξελίσσεται. Τα έγκλειστα που είναι Feulgen θετικά 
περιέχουν αδενοϊούς όπως φαίνεται με ηλεκτρονική μικροσκοπία και το DNA των ιών 
συμβάλλει στη χρώση Feulgen. Επιπλέον, υπάρχουν παρακρυσταλλικά 
συσσωματώματα που περιέχουν ιική πρωτεΐνη χωρίς νουκλεϊνικό οξύ.

4.6. ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ ΚΑΙ ΠΑΘΟΛΟΓΙΑ

Η λοίμωξη από αδενοϊούς προκαλεί αναστολή της σύνθεσης του DNA, των mRNA και 
των πρωτεϊνών του κυττάρου. Το μολυσμένο κύτταρο εκφυλίζεται με ειδικούς 
τρόπους που βοηθούν στη διάγνωση της λοίμωξης από αδενοϊούς μετά από βιοψία ή 
αυτοψία του ιστού. Τα προσβεβλημένα αναπνευστικά επιθηλιακά κύτταρα στην 
πνευμονία που οφείλεται σε αδενοϊό, έχουν διευρυμένους πυρήνες που περιέχουν 
αμφίφιλα ή βασεόφιλα έγκλειστα.

Μία από τις δομικές πρωτεΐνες των αδενοϊών, η πεντονική βάση, που παράγεται σε 
πολύ μεγαλύτερη περίσσεια από ό,τι απαιτείται για τη συγκρότηση των ιικών 
σωματιδίων, δεσμεύεται με τις ιντεγκρίνες αvβ3 και ανβ5 μέσω ενός μοτίβου 
αργινίνης-γλυκίνης-ασπαρτικού (arginine-glycine-aspartate, RGD) στην πεντονική 
βάση 28 και προκαλεί ταχεία αποκόλληση των κυττάρων στα τρυβλία της 
μονοστοιβάδας της κυτταροκαλλιέργειας. Έχει προταθεί ότι αυτή η πρωτεΐνη μπορεί 
να εμπλέκεται στην παθογένεση.

Σε κάποιες περιπτώσεις ο λεμφικός ιστός είναι υπερτροφικός και υπάρχουν ενεργά 
βλαστικά κέντρα. Αυτές οι μεταβολές των λεμφοκυττάρων βρίσκονται συχνά σε 
άμεση γειτνίαση με περιοχές όπου υπάρχουν εκφυλισμένα επιθηλιακά κύτταρα στα 
οποία βρίσκονται τα τυπικά ιικά έγκλειστα. Τα έγκλειστα περιέχουν ιικά σωματίδια 
σε κρυσταλλικές συστοιχίες που απεικονίζονται στο ηλεκτρονικό μιρκοσκόπιο. 
Μερικά από τα λεμφοκύτταρα είναι πιθανώς CD8 + CTL τα οποία αναγνωρίζουν 
πρωτεολυτικά πεπτιδικά προϊόντα των ιικών πρωτεϊνών.
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4.7. ΕΙΣΟΔΟΣ ΣΤΟΝ ΞΕΝΙΣΤΗ

Οι αδενοϊοί εισέρχονται σε ευπαθείς ξενιστές από το στόμα, το ρινοφάρυγγα ή τον 
επιπεφυκότα. Πρόσφατα πειράματα έχουν προσδιορίσει τους υποδοχείς των 
αδενοϊών [640]. Η κυτταρική πρωτεΐνη που ονομάζεται CAR (υποδοχέας coxsackie- 
αδενοϊού) είναι ένας υποδοχέας που μοιράζονται αυτές οι δύο ομάδες μη 
σχετιζόμενων ιών και είναι ο στόχος του ινιδίου σε πολλούς αν όχι σε όλους τους 
ορότυπους των ειδών Α, C, D, Ε και F. Η CAR βρίσκεται στις στενές συνδέσεις των 
πολωμένων κυττάρων όπου επάγει την προσκόλληση μεταξύ των κυττάρων. Οι 
αδενοϊοί του είδους Β μπορούν να διαφοροποιηθούν με βάση τη χρήση των 
υποδοχέων τους. Οι ιοί που ανήκουν στο είδος Β, ομάδα 1, (Ad16, 21, 35, 50) 
χρησιμοποιούν σχεδόν αποκλειστικά το CD46 ως υποδοχέα [632,641]. Αρχικά, 
θεωρούνταν ότι ο Ad37, ένα αδενοϊός που ανήκει στο είδος D, χρησιμοποιεί το CD46, 
αλλά πρόσφατα δεδομένα δείχνουν ότι ο πιο πιθανός κύριος υποδοχέας για αυτόν 
τον ιό είναι η GD1a γλυκάνη. Το CD46 εκφράζεται ουσιαστικά σε όλα τα κύτταρα 
όπου δρα ως συν-παράγοντας για την αδρανοποίηση των συστατικών του 
συμπληρώματος C3b και C46. Οι ιοί του είδους Β, ομάδα 2 (Ad3, Ad7, 14) 
μοιράζονται τη δεσμογλεΐνη 2 ως υποδοχέα υψηλής συγγένειας [640] Η δεσμογλεΐνη 
2 είναι μια διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη που δεσμεύεται με ασβέστιο. Όταν το 
ινίδιο των αδενοϊών δεσμεύεται με τη δεσμογλεΐνη 2, συμβαίνει «διάνοιξη» των 
διακυτταρικών συνδέσεων που οδηγεί σε αυξημένη πρόσβαση στους υποδοχείς που 
είναι παγιδευμένοι βαθιά μέσα στη σύνδεση (δηλ. CD46 και Her2 / neu) [640]. Μια 
τέτοια διάσπαση των διακυτταρικών συνδέσεων μπορεί να διευκολύνει την πλευρική 
εξάπλωση του ιού στα επιθηλιακά κύτταρα και, ενδεχομένως, τη διείσδυση των 
αδενοϊών σε στρώματα υποεπιθηλιακών κυττάρων και στην κυκλοφορία του 
αίματος. Τέλος, οι ιοί του είδους Β, της ομάδας 3 (Ad11) αλληλεπιδρούν κατά 
προτίμηση με το CD46 αλλά επίσης χρησιμοποιούν τη δεσμογλεΐνη 2 εάν το CD46 
είναι αποκλεισμένο [640].

Οι γλυκοζαμινογλυκάνες θειικής ηπαρίνης, μπορούν να διεγείρουν την προσρόφηση 
των Ad2 και Ad5 στα κύτταρα, ανεξάρτητα από τον υποδοχέα CAR. Επίσης, το μόριο 
MHC της κατηγορίας Ι έχει προταθεί ως δεύτερος υποδοχέας για τον Ad5 αλλά δεν 
έχει επιβεβαιωθεί για άλλες ομάδες. Τρία είδη D, οι Ad8, Ad19 και Ad37, που 
προκαλούν EKC, φαίνεται να συνδέονται με το 2,3 συνδεδεμένο σιαλικό οξύ που 
βρίσκεται στο γαγγλιοζίτη GD1a στην επιφάνεια του κερατοειδούς. Αρκετές 
ιντεγκρίνες συμμετέχουν στην πρόσληψη των αδενοϊών στα κύτταρα 
αλληλεπιδρώντας με το μοτίβο RGD στην πεντονική βάση.

Οι περισσότερες από τις μελέτες που περιγράφηκαν προηγουμένως διεξήχθησαν in 
vitro. Πρόσφατες μελέτες μετά από συστηματική χορήγηση φορέων αδενοϊών σε 
ποντίκια έδειξαν ότι υπάρχει αυξημένη πιθανότητα η λοίμωξη των ιστών in vivo να 
είναι διαφορετική. Αυτές οι μελέτες προτείνουν ένα μοντέλο ανεξάρτητο από τον
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υποδοχέα CAR, στο οποίο η μόλυνση των ηπατικών κυττάρων ποντικού από 
αδενοϊούς συμβαίνει μέσω της δέσμευσης των αδενοϊών με παράγοντες του 
αίματος, ειδικά τον παράγοντα Χ, κατευθύνοντας τα σύμπλοκα στους 
ηπατοκυτταρικούς υποδοχείς συμπεριλαμβανομένων των πρωτεογλυκανών της 
θειικής ηπαρίνης. Η πιθανότητα αυτή η οδός να λειτουργεί στον άνθρωπο αποτελεί 
μια βασική ερώτηση. Πρόσφατες μελέτες αποδεικνύουν σαφώς ότι όλα τα είδη 
αδενοϊών εκτός από το είδος D, μπορούν να δεσμευτούν επιτυχώς στον παράγοντα 
X. Η αλληλεπίδραση υψηλής συγγένειας των αδενοϊών με τον παράγοντα Χ μπορεί να 
διευκολύνει τη "γεφύρωση" της πρωτεΐνης του εξονίου που βρίσκεταισστο καψίδιο 
των αδενοϊών με τις πρωτεογλυκάνες της θειικής ηπαρίνης που εκφράζονται στην 
επιφάνεια των ηπατοκυττάρων. Το σύμπλοκο Ad-παράγοντα Χ δεσμεύεται στην 
κυτταρική επιφάνεια μέσω της περιοχής της πρωτεάσης της σερίνης του παράγοντα 
Χ και όχι μέσω άμεσης αλληλεπίδρασης του ιού με την κυτταρική επιφάνεια [642]. 
Μόλις συνδεθεί στην κυτταρική επιφάνεια, η αποτελεσματική και γρήγορη 
ενδοκυτταρική μεταφορά του αδενοϊού, παραμένει εξαρτώμενη από τη δέσμευση 
των αν ιντεγκρινών μέσω της πρωτεΐνης της πεντονικής βάσης [605].

Οι οροτύποι Ad1, 2, 5 και 6 ανιχνεύονται σε αφθονία, ιδιαίτερα σε μικρά παιδιά και 
μπορούν να απεκκρίνονται για μήνες ειδικά μέσω των κοπράνων. Σε αυτό 
πιθανότατα οφείλεται η ενδημική εξάπλωση αυτών των παραγόντων μέσω της 
κοπρανοστοματικής οδού. Ο επιδημικός τύπος κερατοεπιπεφυκίτιδας που 
προκαλείται από αδενοϊούς (EKC), έχει διαδοθεί σε πισίνες μέσω του μολυσμένου 
νερού και σε ιατρικά περιβάλλοντα μέσω των μολυσμένων οφθαλμολογικών 
οργάνων. Ένα τρίτο μοτίβο εξάπλωσης ήταν μοναδικό, αφορούσε σε στρατιωτικό 
περιβάλλον και εμφανίστηκε κατά την αρχική περίοδο μετά την έναρξη λειτουργίας 
του στρατοπέδου. Οι Ad4 και Ad7 προκάλεσαν στους στρατιώτες οξεία
αναπνευστική δυσφορία (acute respiratory distress, ARD), συμπεριλαμβανομένης της 
πνευμονίας, ως αποτέλεσμα ενοφθαλμισμού των ιών στο αναπνευστικό σύστημα 
μέσω του αέρα καθώς και μετά από επαφή με μολυσμένες επιφάνειες.

4.8. ΘΕΣΗ ΠΡΩΤΟΓΕΝΟΥΣ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ

Από την αρχική εντόπιση των αδενοϊών στις αμυγδαλές και τους αδένες, έγινε σαφές 
ότι αυτοί οι ιστοί του οροφάρυγγα αποτελούν τις μείζονες θέσεις πρωτογενούς 
αντογραφής των αδενοϊών. Για τους ορότυπους που προκαλούν αναπνευστική νόσο, 
η αρχική αντιγραφή πιθανότατα συμβαίνει στο αναπνευστικό επιθήλιο, αν και 
περιορισμένη αντιγραφή και επιμονη λοίμωξη μπορούν επίσης να συμβούν στα 
λεμφοκύτταρα [643]. Αυτά τα συμπεράσματα δεν βασίζονται σε παρατηρήσεις των 
κυττάρων in situ αλλά σε κύτταρα στα οποία οι αδενοϊοί αντιγράφονται σε 
ιστοκαλλιέργεια. Το αναπνευστικό επιθήλιο του κατώτερου αεραγωγού είναι
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δύσκολο να μολυνθεί με αδενοϊούς μέσω των κορυφαίων επιφανειών καθώς δεν 
περιέχουν τον υποδοχέα CAR. Εντούτοις, η μεταβολή της ακεραιότητας των 
συνδέσεων μεταξύ των κυττάρων επιτρέπει τη βασοπλευρική μόλυνση τέτοιων 
πολωμένων επιθηλιακών κυττάρων μέσω του υποδοχέα CAR.

4.9. ΔΙΑΣΠΟΡΑ ΤΟΥ ΙΟΥ ΚΑΙ ΤΡΟΠΙΣΜΟΣ ΣΤΟΥΣ ΙΣΤΟΥΣ ΤΟΥ ΞΕΝΙΣΤΗ

Οι περισσότερες από τις εκδηλώσεις της λοίμωξης από αδενοϊούς αφορούν στα 
μάτια και στο φάρυγγα τοπικά, αλλά σε ορισμένες περιπτώσεις υπάρχει επέκταση 
και στους πνεύμονες. Ένας πιθανός μοριακός μηχανισμός που διευκολύνει την 
εξάπλωση του ιού από το αναπνευστικό επιθήλιο είναι ότι η πρωτεΐνη του ινιδίου, η 
οποία συντίθεται σε μεγάλη περίσσεια στο μολυσμένο κύτταρο και απελευθερώνεται 
όταν το κύτταρο λυθεί, συνδέεται με τον υποδοχέα CAR στη βασοπλευρική 
επιφάνεια. Αυτή η δέσμευση διασπά τα ομοδιμερή της CAR στις στενές συνδέσεις 
μεταξύ των κυττάρων, αυξάνοντας έτσι την παρακυτταρική διαπερατότητα. Αυτό με 
τη σειρά του επιτρέπει στον ιό να διαφύγει στην κορυφαία επιφάνεια του 
αναπνευστικού επιθηλίου, καθιστώντας έτσι δυνατή τη μόλυνση άλλων περιοχών της 
αναπνευστικής οδού [644]. Παρομοίως, για τους ιούς του είδους Β που δεσμεύονται 
με τη δεσμογλεϊνη 2, αυτή η δέσμευση έχει ως αποτέλεσμα τη διάσπαση των 
διακυτταρικών συνδέσεων και μπορεί να διευκολύνει την εξάπλωση του ιού τοπικά 
και σε βαθύτερα στρώματα του ιστού, επιτρέποντας την πρόσβαση στην κυκλοφορία 
του αίματος [640]. Ακόμη και στο μοντέλο ποντικού μη αναπαραγόμενης μόλυνσης 
από τον αδενοϊό του ανθρώπου, ο ιός μπορεί να προκαλέσει φλεγμονή στους 
πνεύμονες, γεγονός που αποτελεί ισχυρό αποδεικτικό στοιχείο για την επέκταση σε 
αυτά τα όργανα-στόχους [629]. Οι αδενοϊοί έχουν καλλιεργηθεί από το αίμα κατά τη 
διάρκεια θανατηφόρου αναπνευστικής νόσου, γεγονός που υποδηλώνει την διάδοση 
λόγω της ιαιμίας σε κάποιες καταστάσεις. Καθώς η CAR βρίσκεται στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα, η ιαιμία μπορεί να προάγεται από την πρωτεΐνη του ινιδίου μέσω του 
μηχανισμού που περιγράφηκε προηγουμένως. Η επιτυχής χρήση στους 
στρατιωτικούς ζωντανών, μικροενθυλακωμένων εμβολίων έναντι των αδενοϊών που 
λαμβάνονται από το στόμα για την πρόληψη του ARD, υποδηλώνει ότι εάν η 
αναπνευστική οδός μπορεί να παρακαμφθεί φυσικά από τους Ad4 και Ad7, η 
αντιγραφή του ιού στο έντερο οδηγεί μάλλον σε ανοσοποίηση παρά σε λοίμωξη. Αν 
και οι περισσότεροι αδενοϊοί αντιγράφονται στο έντερο χωρίς να προκαλούν 
γαστρεντερίτιδα, οι Ad40 και 41 είναι υπεύθυνοι για την πρόκληση εντερικής νόσου. 
Η νόσος που προκαλείται στην ουροδόχο κύστη από αδενοϊούς, προκαλείται κατά 
κύριο λόγο από τα είδη Β σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς και υποδεικνύει ότι 
πιαθνώς ο ιός φθάνει σε αυτό το όργανο λόγω της ιαιμίας. Για αυτούς τους 
ορότυπους του είδους Β, οι οποίοι βρίσκονται λιγότερο συχνά στο έντερο και είναι 
πιο συχνοί στους νεαρούς άνδρες από ό,τι στις γυναίκες, δεν υπάρχουν στοιχεία για
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αύξουσα μόλυνση. Η οδός μόλυνσης του ήπατος, ειδικά σε ανοσοκατεσταλμένους 
ασθενείς με μεταμόσχευση ήπατος, είναι άγνωστη, αλλά ορισμένοι ενδέχεται να 
μολυνθούν από αδενοϊούς που βρίσκονται σε λανθάνουσα κατάσταση σε κύτταρα 
όπως τα λεμφοκύτταρα στο μόσχευμα.

4.10. ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗ ΑΠΟΚΡΙΣΗ

Στους αεραγωγούς, ο ιός πρέπει να διεισδύσει στο υγρό της επιφάνειας και το 
σιαλικό οξύ που υπάρχει στην βλέννα μπορεί να δεσμεύσει και να αναστείλει τους 
αδενοϊούς του είδους D που χρησιμοποιούν το σιαλικό οξύ ως υποδοχέα [645]. Ο ιός 
πρέπει επίσης να επιβιώσει από τις χυμικές άμυνες του ξενιστή. Αυτές 
περιλαμβάνουν μια μεγάλη ποικιλία αντιμικροβιακών πεπτιδίων που είναι σε θέση 
να εξουδετερώνουν άμεσα τα μικρόβια. Μεταξύ αυτών των πεπτιδίων είναι οι 
ντεφενσίνες, μια οικογένεια μικρών κατιονικών αμφιπαθητικών πεπτιδίων που 
χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, τις α- και τις β-ντεφενσίνες. Οι α-ντεφενσίνες HNP1 
και HD5 αποδείχθηκε ότι εξουδετερώνουν τους οροτύπους αδενοϊού των ειδών Α, 
Β1, Β2, C και Ε, αλλά όχι των ειδών D και F [646,647]. Οι ντεφενσίνες δεσμεύουν τα 
σωματίδια των αδενοϊών εξωκυτταρικά, εμποδίζουν την απέκδυση τους, και 
περιορίζουν την απελευθέρωση τους από τα ενδοκυτταρικά κυστίδια [646]. Σε έναν 
ευαίσθητο ορότυπο δεσμεύονται χιλιάδες μόρια α-ντεφενσινών και η εξουδετέρωση 
του ιού εξαρτάται από τη δέσμευση τους σε μια περιοχή που καλύπτει τις πρωτεΐνες 
του ινιδίου και της πεντονικής βάσης [647]. Έχει προταθεί ότι η δέσμευση τους σε 
αυτούς τους καθοριστικούς παράγοντες αποτρέπει την απελευθέρωση του ινιδίου 
από το βίριο που αποτελεί το πρώτο βήμα στη διαδικασία απέκδυσης του ιικού 
σωματιδίου στο εσωτερικό του ενδοσώματος [647]. Η HNP1 εκφράζεται πρωτίστως 
σε ουδετερόφιλα, μονοκύτταρα, λεμφοκύτταρα και φυσικά φονικά κύτταρα (Natural 
killing cells, NKC), ενώ η HD5 εκφράζεται κυρίως από τα κύτταρα Paneth στο έντερο 
[646]. Δεν είναι γνωστό εάν αυτές ή άλλες ντεφενσίνες παίζουν κάποιο ρόλο στις 
λοιμώξεις από αδενοϊούς στους ανθρώπους.

Όσον αφορά στην κυτταρική άμυνα, τα κυψελιδικά μακροφάγα και τα κύτταρα 
Kupffer παίζουν σημαντικό ρόλο στην εξάλειψη των φορέων αδενοϊών από τον 
πνεύμονα και το ήπαρ, αντίστοιχα, σε μοντέλα ποντικού. Αυτά τα κύτταρα 
προσλαμβάνουν γρήγορα τους φορείς και εκκρίνουν τις κυτταροκίνες φλεγμονής 
όπως ο TNF, η IL-6 και η IL-8. Στο μοντέλο του ποντικού, σε πνευμονία μετά από 
λοιμώξεις με τους αδενοϊούς του είδους C, έχει περιγραφεί ισχυρή, φλεγμονώδης 
απόκριση που χαρακτηρίζεται από την πρώιμη απελευθέρωση κυτταροκίνης (IL-1b, 
IL-6, ιντερφερόνη-g [IFN-g], IL-12 και TNF) και χημειοκίνης καθώς και διήθηση 
ουδετερόφιλων και μονοκύτταρων [629].
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Η μόλυνση από αδενοϊό στα παιδιά έχει επίσης συσχετιστεί με αυξημένα επίπεδα IL- 
6, IL-8 και TNF. Μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι μπορεί να υπάρχουν συγκεκριμένες 
κυτοκίνες σε παιδιατρικούς ασθενείς που έλαβαν μόσχευμα βλαστοκυττάρων με 
εντοπισμένη και επεμβατική-οφειλόμενη μόλυνση από αδενοϊους. Οι ασθενείς με 
επεμβατική-οφειλόμενη λοιμώξεις είχαν αυξημένα επίπεδα των προ-φλεγμονωδών 
κυτταροκινών IL-13, IL-6, IL-8, IL-12, ΙΡΝ-γ, και TNF-α, καθώς επίσης και IL-17, 
φλεγμονώδους πρωτεΐνης των μακροφάγων 1α (ΜΙΡ1α), ογκοστατίνης Μ (OSM) και 
πρωτεΐνης 10 που επάγεται από την IFN-γ- (IP10). Η επεμβατική λοίμωξη από 
αδενοϊούς σχετίστηκε επίσης με την ταυτόχρονη απελευθέρωση κυτταροκινών IL-13, 
IL-17, IL-18, OSM, MIP-M και IP10.

Η μόλυνση από αδενοϊούς σε καλλιεργημένα καρκινικά κύτταρα, επιθηλιακά κύτταρα 
του αναπνευστικού συστήματος, ηπατοκύτταρα και κύτταρα παρουσίασης 
αντιγόνου, ενεργοποιεί τις οδούς κινάσης NF^B και MAP. Η επαγωγή της IL-6 και της 
IL -8 δεν απαιτεί έκφραση του γονιδίου του αδενοϊού και πιθανώς συμβαίνει μέσω 
της αλληλεπίδρασης του ιικού σωματιδίου με ιντεγκρίνες στην κυτταρική επιφάνεια. 
Σε ζωικό μοντέλο (αρουραίος) η διφασική κυτταρική απόκριση των μονοπύρηνων 
έδειξε ότι συμβαίνει πρώιμη εμφάνιση μονοκυττάρων και κυττάρων ΝΚ 
ακολουθούμενη από ειδικά Τ και Β λεμφοκύτταρα. Μετά από απαλοιφή των αντι-TNF 
γονιδίων της Ε3 του αδενοϊού (14.7k, rida, ridb), η διήθηση των κυττάρων 
μεταβλήθηκε από απόκριση μονοπύρηνων σε απόκριση πολυμορφοπύρηνων 
λευκοκυττάρων. Η διαγραφή της αντι-ΜΗC E3-gp19K πρωτεΐνης του αδενοϊού 
αύξησε την ένταση της φλεγμονώδους απόκρισης στο ζωικό μοντέλο του αρουραίου 
αλλά όχι του ποντικού [627]. Αυτές οι παρατηρήσεις υποδεικνύουν ότι η 
ανοσοπαθολογία παίζει κάποιο ρόλο στην ανταπόκριση του ξενιστή στη λοίμωξη από 
αδενοϊό και αυτή η διαδικασία βελτιώνεται από τους αναστολείς Ε3 της 
φλεγμονώδους απόκρισης του ξενιστή [627]. Μια άλλη πρωτεΐνη του αδενοϊού, η 
πρωτεΐνη L4-100^ η οποία εκφράζεται στα τελευταία στάδια της μόλυνσης, 
αναστέλλει τον θάνατο με τη μεσολάβηση του granzyme Β με τη CTL.16 Επομένως, 
δεν είναι σαφές σε αυτό το σημείο εάν οι επιζήμιες επιδράσεις της λοίμωξης από 
αδενοϊό στο κύτταρο ή οι ανοσοαποκρίσεις του ξενιστή στον παθογόνο παράγοντα 
είναι υπεύθυνες για την παθολογία των ιστών και τις κλινικές εκδηλώσεις.

Η επαγωγή των ιντερφερονών τύπου Ι (α και β) είναι μέρος της έμφυτης απόκρισης 
στη λοίμωξη από αδενοϊό. Οι αδενοϊοί έχουν τουλάχιστον δύο μηχανισμούς για να 
εξουδετερώσουν αυτές τις ιντερφερόνες. Πρώτον, οι πρωτεΐνες Ε1Α αποκλείουν τη 
συναρμολόγηση των παραγόντων μεταγραφής που επάγονται την ιντερφερόνη και 
δεύτερον, το VA-RNAI, ένα RNA 159 νουκλεοτιδίων, δεσμεύεται με την πρωτεϊνική 
κινάση που ονομάζεται PKR, αποτρέπει την ενεργοποίησή της από δίκλωνο RNA και 
έτσι εμποδίζει την PKR να φωσφορυλιώσει τον ευκαρυωτικό παράγοντα έναρξης eIF2 
και να τερματίσει την πρωτεϊνική σύνθεση.
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Μετά τη μόλυνση, οι περισσότεροι ασθενείς αναπτύσσουν ειδικά αντισώματα έναντι 
της ομάδας και του τύπου του μολυσματικού στελέχους του αδενοϊού. Τα 
αντισώματα που είναι ειδικά για την ομάδα του ιού δεν είναι εξουδετερωτικά, αλλά 
είναι χρήσιμα για την εκτίμηση της απόκρισης του ασθενούς όταν υπάρχει υποψία 
μόλυνσης από αδενοϊό, αλλά δεν έχει επιτευχθεί απομόνωση του στελέχους. Σε αυτή 
την περίπτωση, εξετάζονται ζεύγη ορών κατά την οξεία και κατά τη φάση της 
ανάρρωσης με αρκετές εβδομάδες διαφορά μεταξύ τους. Από την εξέταση αυτή 
μπορεί να παρατηρηθεί αύξηση του τίτλου των αντισωμάτων που είναι ειδικά για την 
ομάδα του αδενοϊού όπως αυτά που μετρώνται με CF, IF ή ELISA, χρησιμοποιώντας 
εκχύλισμα καλλιέργειας ιστού μολυσμένου με τον ιό ή κεκαθαρμένο εξόνιο από έναν 
τύπο αδενοϊού. Τα αντισώματα που είναι ειδικά για τον τύπο ανιχνεύονται είτε με τη 
δοκιμή εξουδετέρωσης είτε με την αναστολή αιμοσυγκόλλησης. Είναι σαφές ότι οι 
ασθενείς μπορεί να συνεχίσουν να απεκκρίνουν ιικά σωματίδια κατά διαστήματα, 
ειδικά με τα κόπρανα τους, για πολλούς μήνες μετά την επιτυχή χυμική 
ανοσοαπόκριση. Τα εξουδετερωτικά αντισώματα μπορεί να είναι προστατευτικά 
έναντι της εκδήλωσης της νόσου στον ξενιστή που έχει μολυνθεί προηγουμένως ή 
έναντι της επαναμόλυνσης με τον ίδιο ορότυπο, αλλά δεν είναι ικανά να εξαλείψουν 
την κατάσταση του φορέα. Πρόσφατες μελέτες έχουν αρχίσει να αναγνωρίζουν την 
απόκριση των Τ-κυττάρων στη μόλυνση από αδενοϊούς. Αν και στον άνθρωπο αρχικά 
περιγράφηκαν CD4+ Τ κύτταρα που ήταν ειδικά για τον αδενοϊό, πρόσφατες μελέτες 
ανίχνευσαν και χαρακτήρισαν CD8+ Τ κύτταρα. Αυτά τα CD4+ και CD8+ Τ κύτταρα 
συχνά παρουσιάζουν διασταυρούμενη αντίδραση μεταξύ των διαφορετικών 
ορότυπων αδενοϊών και πολλοί από τους επιτόπους έχουν χαρτογραφηθεί στις 
συντηρημένες περιοχές του εξονίου. Αν και δεν είναι γνωστό εάν αυτοί οι επίτοποι 
των Τ-λεμφοκυττάρων είναι προστατευτικοί εναντίον των αδενοϊών στους 
ανθρώπους, πιθανότατα γενικά τα Τ κύτταρα είναι προστατευτικά επειδή το απόλυτο 
επίπεδο λεμφοκυττάρων και CD4+ Τ κυττάρων συσχετίζονται αντιστρόφως ανάλογα 
στην περίπτωση μόλυνσης από αδενοϊό και παρουσίας ιαιμίας σε ασθενείς με 
ανοσοκαταστολή μετά από μεταμόσχευση [648,649].

Παρόλο που οι εγχύσεις λεμφοκυττάρων από δότη μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε 
ασθενείς μολυσμένους με αδενοϊό που είναι λήπτες μοσχεύματος βλαστοκυττάρων 
με στόχο τη βελτίωση της έκβασης της νόσου, δυνητικά, μπορεί να αναπτυχθεί νόσος 
απειλητική για τη ζωή του ασθενούς (graft-versus-host disease, GVHD). Η μεταφορά 
CTL έναντι του αδενοϊού μπορεί να οδηγήσει σε ταχεία ανασύσταση της ανοσίας 
έναντι των αδενοϊών μετά από μεταμόσχευση βλαστοκυττάρων χωρίς να προκληθεί 
GVHD [648-650]. Πλέον, αναπτύσσονται μέθοδοι για την ενεργοποίηση και την 
επέκταση των Τ κυττάρων in vitro, και αυτές οι παρεμβάσεις φαίνεται να είναι μια 
ελπιδοφόρα πιθανή θεραπεία για τους ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς με σοβαρές 
λοιμώξεις από αδενοϊό [613,649,651,652].
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4.11. ΛΟΙΜΟΓΟΝΟΣ ΔΥΝΑΜΗ

Δεν είναι γνωστό γιατί ορισμένοι ορότυποι προκαλούν χαρακτηριστική νόσο με στόχο 
ορισμένα όργανα και όχι άλλα. Από τα πειράματα σε καλλιέργειες ιστών και στα 
ζωικά μοντέλα δεν έχουν προκύψει απαντήσεις γύρω από τους μηχανισμούς 
τροπισμού στους ιστούς ή την ειδική προς τα όργανα παθογένεια. Από τη 
βιοπληροφορική ανάλυση των γονιδιωμάτων πολλών αδενοϊών δεν έχει προκύψει 
τίποτα προφανές που να εξηγεί τις διαφορές στην παθογένεια, αν και οι 
περισσότερες διαφορές μεταξύ των ειδών εντοπίζονται στην περιοχή E3 [611]. Σε 
σχέση με τον υποδοχέα, οι περισσότεροι αδενοϊοί μπορούν να συνδεθούν στην CAR, 
και επομένως είναι απίθανο αυτός ο υποδοχέας να μπορεί να εξηγήσει τις διαφορές 
στον in vivo τροπισμό των διαφόρων οροτύπων [653].

4.12. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ

Οι οροτύποι αδενοϊού του ανθρώπου γενικά δεν είναι παθογόνοι για τα ζώα και οι 
αδενοϊοί των ζώων είναι παθογόνοι μόνο για το είδος από το οποίο προέρχονται. 
Εντούτοις, κάποια είδη πιθήκων κατά καιρούς έχει αποδειχθεί ότι έχουν αντισώματα 
έναντι του Ad12 του ανθρώπου, και αντισώματα έναντι των αδενοϊών των πιθήκων 
έχουν ανιχνευθεί σε ανθρώπους. Πρόσφατα, ένας νέος αδενοϊός που ονομάζεται 
αδενοϊός των μαϊμούδων Titi, ο οποίος προκάλεσε θανατηφόρο πνευμονία και 
ηπατίτιδα σε μια κλειστή αποικία των μαϊμούδων titi στην Καλιφόρνια, προκάλεσε 
επίσης λοίμωξη του αναπνευστικού συστήματος σε έναν ερευνητή που ήταν σε 
στενή επαφή με τις μαϊμούδες και η μόλυνση εξαπλώθηκε σε ένα μέλος της 
οικογένειας του [617]. Η διερεύνηση 81 τυχαίων δειγμάτων αίματος ενηλίκων έδειξε 
την παρουσία εξουδετερωτικών αντισωμάτων έναντι αυτού του ιού σε δύο άτομα. 
Επιπλέον είναι ενδιαφέρον ότι αδενοϊοί που απονώθηκαν από μεγάλους πιθήκους 
σχετίζονται φυλογενετικά με τους αδενοϊούς του ανθρώπου που ανήκουν στα είδη B, 
C και E, γεγονός που είναι σε συμφωνία με την πιθανότητα μετάδοσης των ιών 
μεταξύ των ειδών κάποια χρονική στιγμή. Ωστόσο, η συχνή μετάδοση των ιών μεταξύ 
διαφορετικών ειδών δεν είναι πιθανή [654].

Στον άνθρωπο, η μετάδοση των αδενοϊών και η νόσος που προκαλούν ποικίλλουν 
από τη σποραδική μέχρι την επιδημική μορφή. Το μοτίβο μετάδοσης συσχετίζεται 
συχνά με τον ορότυπο του ιού και την ηλικία (παιδιά ή ενήλικες) του ευπαθούς 
πληθυσμού. Ένα μεγάλο μέρος της επιδημιολογίας των αδενοϊών έγινε γνωστό από 
μελέτες παρατήρησης όπως αυτή που πραγματοποιήθηκε στη Νέα Υόρκη και στο 
Σιάτλ, συμπεριλαμβανομένης της μεγάλης συχνότητας επαναλαμβανόμενης 
απέκκρισης, ιδιαίτερα των οροτύπων που βρίσκονται σε μικρότερο αριθμό, μέσω των 
κοπράνων. Μέχρι στιγμής, έχει τεκμηριωθεί η ύπαρξη ενός μεγάλου αριθμού
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ασυμπτωματικών λοιμώξεων από αδενοϊούς. Στα παιδιά η πιο συχνή οδός 
μετάδοσης είναι η κοπρανοστοματική. Η αρχική εξάπλωση μπορεί να συμβεί μέσω 
της αναπνευστικής οδού, αλλά η παρατεταμένη μεταφορά στο έντερο καθιστά τα 
κόπρανα την πιο συνήθη πηγή τόσο κατά τη διάρκεια της οξείας φάσης της νόσου 
όσο και κατά την περιοδική φάση απέκκρισης του ιού. Η επιδημιολογική σημασία της 
μεγάλης λανθάνουσας περιόδου στον ιστό των αμυγδαλών δεν είναι γνωστή.

Οι αδενοϊοί εκτιμάται ότι προκαλούν το 8% της κλινικά σχετικής ιογενούς νόσου 
παγκοσμίως. Το ποσοστό αυτό αντιπροσωπεύει πιθανώς το 3% των λοιμώξεων στον 
πληθυσμό και περίπου το 5% έως 10% αν ληφθούν υπόψιν μόνο οι φλεγμονώδεις 
νόσοι. Τα αντίστοιχα ποσοστά για τα μικρά παιδιά είναι περίπου 5% και 10% 
αντίστοιχα. Σε μια πρόσφατη μελέτη που βασίστηκε σε εξέταση δειγμάτων με PCR, το 
4,4% των παιδιατρικών ασθενών με διάρροια στην Ασία είχαν PCR θετικό 
αποτέλεσμα στα κόπρανα, με τους Ad40 και 41 να είναι οι πιο διαδεδομένοι 
ορότυποι.. Σύμφωνα με έρευνα που διεξήχθη στο Μάντσεστερ (Ηνωμένο Βασίλειο), 
το 61,3% των ασθενών με λοίμωξη από αδενοϊό ήταν ηλικίας κάτω των 5 ετών, το 
24,2% ήταν ενήλικες και το 5,6% ήταν παιδιά ηλικίας 5 έως 18 ετών. Οι 
επικρατέστεροι ορότυποι ήταν οι Ad2 (18,6%), Ad3 (14,9%), Ad1 (12,1%) και Ad41 
(10,9%). Ενώ οι Ad2, 1 και 41 απομονώθηκαν κυρίως από βρέφη, ο Ad3 και λιγότερο 
συχνά ο Ad4 (8,3%), ανακτήθηκαν από ενήλικες.

Κάποιες εκτιμήσεις για τον επιπολασμό της λοίμωξης από αδενοϊούς προέκυψαν από 
ορολογικές έρευνες. Οι πρώτες έρευνες έδειξαν ότι τα αντισώματα έναντι των Ad1, 2 
και 5 είναι τα πιο κοινά και είναι παρόντα στο 40% έως 60% των παιδιών. Η επίπτωση 
των αντισωμάτων έναντι των Ad3, 4 και 7 ήταν χαμηλή στις ίδιες ηλικίες. Αυτά τα 
αποτελέσματα εξηγούν πιθανώς γιατί οι ενήλικες δεν μολύνονται συχνά με τους Ad1, 
2 και 5 αλλά είναι πιο ευπαθείς σε λοιμώξεις με τους Ad3, 4 και 7. Κατά τη διάρκεια 
της επιτήρησης του ιού σε μελέτες παρακολούθησης, μόνο στο 75% των 
περιπτώσεων που υπήρξε απομόνωση του αδενοϊού, συνυπήρχε και ανοσολογική 
απόκριση με την ανίχνευση αντισωμάτων μέσω της δοκιμής CF.

Πρόσφατες έρευνες έδωσαν πρόσθετες επιδημιολογικές πληροφορίες. Στην 
Υποσαχάρια Αφρική βρέθηκαν εξουδετερωτικά αντισώματα έναντι του Ad5 στο 80% 
έως 90% του πληθυσμού [655-657]. Σε μία ορολογική μελέτη από την Αφρική, ο 
οροεπιπολασμός έναντι του Ad5 ήταν πολύ υψηλός στα νεογνά (93%, με το 48% να 
παρουσιάζει τίτλους εξουδετερωτικών αντισωμάτων μεγαλύτερους από 1.000) και 
συσχετίστηκε με τον τίτλο αντισωμάτων της μητέρας. Είναι ενδιαφέρον ότι ο 
οροεπιπολασμός ήταν 13% σε άτομα ηλικίας 6 μηνών έως 1 έτους, 28% στην ηλικία 1 
έως 2 ετών και στην ηλικία των 7 ετών έφθασε στα υψηλά επίπεδα των ενηλίκων. 
Αυτά τα δεδομένα υποδεικνύουν ότι τα νεογνά αποκτούν μητρικά αντισώματα, τα 
οποία μειώνονται μετά τη γέννηση, αλλά τα παιδιά αποκτούν νέες λοιμώξεις καθώς 
μεγαλώνουν. Ο οροεπιπολασμός έναντι του Ad5 ήταν 40% έως 70% στην Ιαπωνία,
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περίπου 85% στην Κίνα (το 54% με τίτλους εξουδετερωτικών αντισωμάτων 
υψηλότερους του 1000), 70% έως 80% στη Βραζιλία (το 14% με τίτλους 
εξουδετερωτικών αντισωμάτων υψηλότερους του 1000), [656] σχεδόν 100% στη 
βόρεια Ινδία, με το 25% των ατόμων να έχουν τίτλους εξουδετερωτικών 
αντισωμάτων υψηλότερους του 1000 και το 31% να έχει πολύ υψηλούς τίτλους 
(υψηλότερους από 10.000) [658] και 82% έως 94% στην Ταϊλάνδη [655,656]. Στις 
Ηνωμένες Πολιτείες, ο οροεπιπολασμός έναντι του Ad5 κυμάνθηκε από 30% έως 
70% σε διάφορες μελέτες [655,656]. Στην Ευρώπη, ο οροεπιπολασμός έναντι του Ad5 
ήταν 50% έως 60% [656].

Ο Ad6 (είδος C) είναι υπό αξιολόγηση ως φορέας εμβολίου. Παγκοσμίως, περίπου το 
50% του πληθυσμού έχει εξουδετερωτικά αντισώματα έναντι του Ad6, αλλά κυρίως 
σε χαμηλούς τίτλους [656]. Για τον Ad2, ο οποίος σχετίζεται στενά με τον Ad5 και τον 
Ad6 όσον αφορά τη δομή και τις κλινικές ιδιότητες, διαπιστώθηκε 83% 
οροεπιπολασμός σε ασθενείς από τη Φιλαδέλφεια.

Έχουν επίσης διεξαχθεί ορολογικές μελέτες για πιο σπάνιους ορότυπους, καθώς 
αυτοί οι ορότυποι είναι πιθανόν να χρησιμοποιηθούν ως φορείς. Για τον Ad35 (είδος 
Β), ο οροεπιπολασμός εκτιμάται ότι είναι μεταξύ 0% 25 και 10% στις Ηνωμένες 
Πολιτείες, λιγότερο από 10% στην Ευρώπη, περίπου 15% στην Ιαπωνία και την 
Ταϊλάνδη και περίπου από 3% έως 20% στην Υποσαχάρια Αφρική [655].

Για τον Ad11 (είδος Β), ο οροεπιπολασμός είναι 10% έως 30% στην υποσαχάρια 
Αφρική και την Ιαπωνία αντίστοιχα. Ο οροεπιπολασμός για τον Ad26 (είδος D) είναι 
10% (με χαμηλούς τίτλους αντισωμάτων) στις Ηνωμένες Πολιτείες [656], 44% στη 
Βραζιλία, 10% και 50% στην Ταϊλάνδη [656] και περίπου 20%, 1 έως 50%, [655,656] 
και 60% έως 80% στην Υποσαχάρια Αφρική. Έτσι, ο Ad26 δεν θεωρείται σπάνιος 
ορότυπος. Οι Ad49 και Ad50 είναι σπάνιοι στις περισσότερες περιοχές της 
υποσαχάριας Αφρικής, αλλά ο Ad48 είναι συχνότερος στην Ανατολική Αφρική [655]. 
Για τον Ad36 (είδος D), ο οποίος έχει συνδεθεί με αυξημένη παχυσαρκία, τα 
εξουδετερωτικά αντισώματα ανιχνεύονται σπάνια στις Ηνωμένες Πολιτείες και την 
Ταϊλάνδη, αλλά βρέθηκαν περίπου στο 50% του πληθυσμού στη Βραζιλία και σε μέρη 
της Υποσαχάριας Αφρικής [656]. Ο οροεπιπολασμός για τον Ad28 είναι μικρότερος 
από 10% στις Ηνωμένες Πολιτείες.

Θα πρέπει να σημειωθεί ότι οι ορολογικές μελέτες που περιγράφηκαν 
προηγουμένως αναφέρονται κυρίως στην παρουσία εξουδετερωτικών αντισωμάτων. 
Γενικά, ο επιπολασμός των συνολικών αντισωμάτων έναντι του αδενοϊού είναι 
υψηλότερος. Περαιτέρω, σχεδόν όλα τα ενήλικα άτομα έχουν ειδικά για τους 
αδενοϊούς Τ λεμφοκύτταρα, κυρίως CD4 + αλλά και CD8+ [631,659,660]. Αυτές οι 
αναλύσεις των Τ-λεμφοκυττάρων δεν προσδιορίζουν τον ορότυπο για τον οποίο είναι
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ειδικά και τα Τ λεμφοκύτταρα φαίνεται να είναι ευρέως αντιδραστικά λόγω της 
παρουσίας διασταυρούμενων αντιδραστικών επιτόπων (συχνά στο εξόνιο).

4.13. ΚΛΙΝΙΚΕΣ ΕΚΔΗΛΩΣΕΙΣ

Οι αδενοϊοί συχνά μολύνουν και αναπαράγονται σε διάφορες θέσεις της 
αναπνευστικής οδού καθώς επίσης και στον οφθαλμό και στο γαστρεντερικό 
σωλήνα. Λιγότερο συχνά, οι αδενοϊοί μολύνουν την ουροδόχο κύστη και το ήπαρ. Σε 
ορισμένες περιπτώσεις μπορεί να προκαλέσουν νόσο σε άλλα όργανα, όπως το 
πάγκρεας, το μυοκάρδιο ή το κεντρικό νευρικό σύστημα, το οποίο μπορεί να 
εμπλέκεται στην πρόκληση μηνιγγειοεγκεφαλίτιδας. Παρόλο που υπάρχουν 
τουλάχιστον 57 διαφορετικοί οροτύποι αδενοϊών του ανθρώπου, η νόσος σχετίζεται 
τις περισσότερες φορές μόνο με το ένα τρίτο αυτών των ορότυπων. Πολλές 
μολύνσεις από αδενοϊούς είναι υποκλινικές και έχουν σαν αποτέλεσμα την 
παραγωγή αντισωμάτων που πιθανώς είναι προστατευτικά έναντι της εξωγενούς 
επανεισαγωγής του ίδιου ορότυπου του αδενοϊού. Ωστόσο, ο ίδιος ο ιός μπορεί να 
αναπτυχθεί, ειδικά από τον γαστρεντερικό σωλήνα και το αναπνευστικό σύστημα, 
μήνες μετά την αρχική μόλυνση και ανοσοαπόκριση. Η συσχέτιση των αδενοϊών με 
την εν λόγω νόσο συχνά αποδίδεται στην ανίχνευση του ιού ή αντισωμάτων έναντι 
του ιού στο αίμα ή στην ανίχνευση του ιού σε συγκεκριμένο ιστό. Συχνά 
χρησιμοποιούνται πολύ ευαίσθητες τεχνικές όπως η ένθετη PCR (nested PCR). Είναι 
σημαντικό να έχουμε κατά νου ότι η παρουσία του ιού ή του ιικού DNA σε κλινικά 
δείγματα δεν συνεπάγεται αναγκαστικά μια σχέση αιτίου-αποτελέσματος μεταξύ του 
ιού και της νόσου, ειδικά όταν έχει χρησιμοποιηθεί PCR ή ένθετη PCR. Δεν έχει 
ακόμα διευκρινιστεί εάν και πώς ο αδενοϊός παραμένει σε πολύ χαμηλά επίπεδα 
στον άνθρωπο, οπότε είναι πιθανό η ανίχνευση του αδενοϊού να είναι απλώς μια 
σύμπτωση. Από την άλλη πλευρά, η ανίχνευση του ιού δεν πρέπει να αγνοείται.

4.13.1. ΔΙΑΡΡΟΙΑ

Η σχέση μεταξύ των αδενοϊών και της διάρροιας είχε ένα μακρύ και περίπλοκο 
ιστορικό αλλά έχει πλέον ξεκαθαριστεί [667]. Επειδή πολλοί αδενοϊοί αντιγράφονται 
αποτελεσματικά στο έντερο και απεκκρίνονται στα κόπρανα, θεωρήθηκε ότι μπορεί 
να είναι πιθανό αίτιο πρόκλησης διάρροιας. Εντούτοις, σε γενικές γραμμές, στις 
περισσότερες παλαιότερες επιδημιολογικές μελέτες δεν βρέθηκε διαφορά ως προς 
την απομόνωση στελεχών μεταξύ των μαρτύρων και των πασχόντων με διάρροια 
υποδεικνύοντας ότι οι αδενοϊοί δεν πρέπει να συνδεθούν με ένα ολόκληρο φάσμα 
νόσων μόνο και μόνο επειδή μπορούν να καλλιεργηθούν από τα κόπρανα ενός 
ατόμου που νοσεί. Τα ασυμπτωματικά παιδιά μπορεί να απεκκρίνουν τους
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αδενοϊούς στα κόπρανα τους και συχνά αναπτύσσουν αντισώματα έναντι του 
συγκεκριμένου τύπου. Αυτές οι υποκλινικές λοιμώξεις πιθανώς έχουν ως 
αποτέλεσμα τη δια βίου ανοσία.

Το θέμα των αδενοϊών ως αιτία παιδικής γαστρεντερίτιδας επανεξετάστηκε με βάση 
την παρατήρηση ότι αρχικά "μη καλλιεργήσιμοι" αδενοϊοί αναγνωρίστηκαν μετά από 
εξέταση επιχρισμάτων κοπράνων προσβεβλημένων παιδιών στο ΕΜ. Αρκετοί από 
αυτούς τους "μη καλλιεργήσιμους " ιούς έχουν αναγνωριστεί με ορολογικές 
μεθόδους όπως η ELISA και εναλλακτικά συστήματα κυτταροκαλλιέργειας κυττάρου 
ξενιστή, όπως η σειρά HEK. Δύο διαφορετικοί εντερικοί αδενοϊοί, οι Ad40 και 41, 
έχουν συσχετιστεί με διάρροια.

Για την εκτίμηση της σημασίας των αδενοϊών έχουν πραγματοποιηθεί 
επιδημιολογικές μελέτες σε διάφορες πληθυσμιακές ομάδες. Μια αναφορά 14 
περιπτώσεων διάρροιας που σχετίστηκαν με αδενοϊούς σε 27 νοσηλευόμενους 
ασθενείς που μελετήθηκαν σε περίοδο 12 εβδομάδων, έδειξε ότι αυτοί οι ιοί μπορεί 
να αποτελέσουν σημαντική αιτία οξείας γαστρεντερικής νόσου σε νοσηλευόμενα 
μικρά παιδιά και μπορεί να μεταδοθούν ενδονοσοκομειακά. Φάνηκε επίσης ότι τα 
αναπνευστικά συμπτώματα μπορεί να είναι ένα σημαντικό μέρος των κλινικών 
εκδηλώσεων. Η επίπτωση της γαστρεντερίτιδας που σχετίζεται με αδενοϊούς 
διαφέρει σημαντικά στις διάφορες μελέτες και τοποθεσίες που αναφέρθηκαν από 
πολλούς συγγραφείς. Γενικά, δεν είναι τόσο διαδεδομένη όσο η διάρροια από 
ροταϊούς, εμφανίζεται συχνότερα σε παιδιά ηλικίας κάτω των 4 ετών και δεν είναι 
εύκολο να διακριθεί κλινικά από τη λοίμωξη από ροταϊούς. Στο Μπαγκλαντές, ήταν 
υπεύθυνοι για το 2,8% των περιπτώσεων διάρροιας, αλλά έφθασε στο 12,3% σε 
μερικούς μήνες μετά από χρήση μονοκλωνικού αντισώματος ειδικού για τους Ad40 
και Ad41 για τη διάγνωση. Στα κέντρα ημερήσιας φροντίδας στο Χιούστον, το 38% 
από τα 249 παιδιά που παρουσιάστηκαν κατά τη διάρκεια 10 ξεχωριστών εξάρσεων 
κρουσμάτων, είχε διάρροια που σχετίστηκε με εντερικούς αδενοϊούς. Από αυτούς 
τους ασθενείς, το 46% ήταν ασυμπτωματικοί, αποδεικνύοντας ότι ακόμη και κατά τη 
διάρκεια των επιδημιών των εντερικών αδενοϊών, πολλά από τα μολυσμένα παιδιά 
δεν αναπτύσσουν γαστρεντερίτιδα. Σε άλλη μελέτη, ο επιπολασμός όλων των 
αδενοϊών στα κόπρανα ήταν 8% και οι Ad40 και Ad41 αποτέλεσαν το 2% και στους 
565 ασθενείς με διάρροια και σε 129 μάρτυρες. Σε μια πρόσφατη μελέτη με 44 
βρέφη σε κέντρο υγείας στο Τόκιο της Ιαπωνίας, ο αδενοϊός βρέθηκε στο 12,5% των 
δειγμάτων κοπράνων από συμπτωματικά και στο 11,5% από ασυμπτωματικά βρέφη. 
Μια έξαρση κρουσμάτων οξείας γαστρεντερίτιδας σε αυτά τα βρέφη συνδέθηκε με 
τον Ad12. Σε μια άλλη πρόσφατη μελέτη που χρησιμοποιήθηκε ELISA σε 3.577 
δείγματα κοπράνων από βρέφη και παιδιά με οξεία γαστρεντερίτιδα στην Ιαπωνία, 
την Κορέα και το Βιετνάμ κατά τη διάρκεια του 1998 και του 2001, το 4.4% ήταν 
θετικά για τον αδενοϊό. Σε περισσότερο από το 50% των αδενοϊών που ανιχνεύθηκαν, 
βρέθηκε ο Ad41, αλλά επίσης ανιχνεύθηκαν οι Ad40, 2, 3, 8 και 31. Οι εντερικοί
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αδενοϊοί ανιχνεύθηκαν σε ένα τμήμα δειγμάτων κοπράνων παιδιών με 
γαστρεντερίτιδα σε ορισμένες χώρες, ως εξής: 6,9% στις Ηνωμένες Πολιτείες, 8% στη 
Σουηδία, 8,3% στη Γερμανία, 7,9% στην Ανατολική Αγγλία, Ηνωμένο Βασίλειο, 9% στο 
Μπέλφαστ, Ηνωμένο Βασίλειο, 1,4% στο Blantyre, Μαλάουι, 1,5% στη Βραζιλία, 6,7% 
στο Ιράν, 4% στην Τζακάρτα, Ινδονησία και 10,8% στο Shenzhen, Κίνα. Σε πολλές από 
αυτές τις μελέτες εντοπίστηκαν και μη εντερικοί αδενοϊοί, αλλά σε χαμηλότερες 
συχνότητες. Στην Ιαπωνία και το Ιράν, αντισώματα έναντι των εντερικών αδενοϊών 
ανιχνεύθηκαν στον ορό από περίπου το 50% των υγιών παιδιών που εξετάστηκαν. 
Έτσι, είναι σαφές ότι ο ρόλος των εντερικών αδενοϊών ως αιτία διάρροιας είναι 
περίπου ο ίδιος σε διάφορες περιοχές του κόσμου.

Πλέον είναι αποδεκτό ότι μεταξύ των 7 υποτύπων, ο HAdV-F που αντιπροσωπεύεται 
από τους τύπους 40 και 41 σχετίζεται με οξεία γαστρεντερίτιδα. Ο δείκτης επίπτωσης 
είναι υψηλότερος στις χώρες με χαμηλό ή μεσαίο εισόδημα (2-31%) σε σύγκριση με 
τις χώρες υψηλού εισοδήματος (1-8%). Άλλοι υπότυποι όπως ο HAdV-A (τύποι 12, 18 
και 31),ο HAdV-C (τύποι 1, 2 και 5), ο HAdV-D (τύποι 28, 29, 30, 32, 37, 43 έως 46) και 
ο HAdV-G (τύπος 52) έχουν επίσης εντοπιστεί σποραδικά σε ασθενείς με 
γαστρεντερίτιδα, ωστόσο, ο ρόλος τους στην πρόκληση διάρροιας παραμένει 
ασαφής.

Οι εντερικοί αδενοϊοί μπορούν να εξαπλωθούν κατά κύριο λόγο μέσω της 
κοπρανοστοματικής οδού. Συνήθως, μετά από μία περίοδο επώασης 8-10 ημερών, η 
περιοδική διάρροια εμφανίζεται μαζί με πυρετό χαμηλού βαθμού, εμετό, κοιλιακό 
πόνο και ήπια αφυδάτωση [668]. Η κλινική πορεία είναι συνήθως ήπια και 
αυτοπεριοριζόμενη και συνήθως διαρκεί 1-2 εβδομάδες. Ένα ξεχωριστό 
χαρακτηριστικό των λοιμώξεων από HAdV-40 και -41 είναι η παρατεταμένη διάρροια.

Κατά τον ίδιο τρόπο όπως και στην γαστρεντερίτιδα που παράγεται από τον ροταϊό, 
οι βλάβες που παράγονται από τους ορότυπους 40 και 41 στα εντεροκύτταρα 
οδηγούν σε ατροφία των λαχνών και αντισταθμιστική υπερπλασία στις κρύπτες, με 
επακόλουθη δυσαπορρόφηση και απώλεια υγρών. Μετά τη μόλυνση, αναπτύσσονται 
ειδικά αντισώματα στις περισσότερες περιπτώσεις και τα μη εξουδετερωτικά 
αντισώματα είναι χρήσιμα για τη μέτρηση της ανοσοαπόκρισης. Τα συγκεκριμένα του 
τύπου εξουδετερωτικά αντισώματα μπορούν να παράσχουν προστασία τόσο στην 
τρέχουσα ασθένεια όσο και στις επιμολύνσεις από τον ίδιο τύπο, παρόλο που οι 
ασθενείς μπορούν να συνεχίσουν να απεκκρίνουν τον ιό στα κόπρανα τους για μήνες 
μετά από μια αποτελεσματική χυμική απόκριση [667].

Μέχρι τώρα, δεν υπάρχουν φάρμακα ή εμβόλια, αλλά συνιστάται η χορήγηση 
αλατούχου διαλύματος από το στόμα όπως και στη διαχείριση άλλων ασθενών με 
διάρροια.
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4.13.2. ΕΓΚΟΛΕΑΣΜΟΣ

Ένα άλλο εντερικό σύνδρομο, ο εγκολεασμός, έχει συνδεθεί σε μερικούς ασθενείς με 
λοίμωξη από αδενοϊούς. Η «τηλεσκοπική» εισχώρηση ενός τμήματος του εντέρου 
στο αμέσως περιφερικότερο τμήμα αυτού, αποτελεί χαρακτηριστικό του 
εγκολεασμού, έχει ως αποτέλεσμα την πρόκληση απόφραξης και μπορεί να 
οφείλεται σε μεσεντερική αδενίτιδα που δρα ως σημείο αναφοράς για τη μηχανική 
απόφραξη. Οι αδενοϊοί (είδη C, ΗΑ ομάδα III, Ad1, 2, 5 και 6) έχουν απομονωθεί τόσο 
από καλλιέργειες κοπράνων όσο και από τους εμπλεκόμενους λεμφαδένες που 
απομακρύνθηκαν χειρουργικά. Το ποσοστό των παιδιών με εγκολεασμό που 
παρουσιάζουν ενδείξεις μόλυνσης από αδενοϊό είναι υψηλό όπως αποδεικνύεται 
μετά από απέκκριση στα κόπρανα, την ανίχνευση μετά από λήψη φαρυγγικού υλικού 
με βαμβακοφοόρο στειλεό, την παρουσία αντισωμάτων ειδικών για τον αδενοϊό, 
κυτταρικών εγκλείστων αδενοϊού σε δείγματα ιστών και την αναγνώριση του 
αδενοϊού στο μικροσκόπιο. Τα ποσοστά που βρέθηκαν σε πολλές μελέτες 
κυμαίνονται από 22% έως 61%. Σχετικά με τους Ad40 και o Ad41, δεν υπάρχουν 
ενδείξεις ότι εμπλέκονται σε αυτό το σύνδρομο. Μια εναλλακτική εξήγηση που 
προτάθηκε είναι ότι η λοίμωξη από αδενοϊό μπορεί να προκαλέσει κάποια 
υπερευερεθιστότητα του λεπτού εντέρου και να οδηγήσει σε εγκολεασμό. Ωστόσο, 
πολλοί ασθενείς με εγκολεασμό δεν έχουν καμία ένδειξη μόλυνσης από αδενοϊό και 
η νόσος είναι πιθανώς πολυπαραγοντική.

4.13.3. ΚΟΙΛΙΟΚΑΚΗ

Η κοιλιοκάκη είναι μια κοινή αυτοάνοση νόσος που θεωρείται ότι προκαλείται από 
την κατανάλωση των πρωτεϊνών των κλάσεων γλιαδίνης, ορντεΐνης και σεκαλίνης 
που βρίσκονται στο σιτάρι, στο κριθάρι και στη σίκαλη. Έχει παρατηρηθεί οτι η 
πρωτεΐνη Ε1Β-55Κ του Ad12 και η Α-γλιαδίνη, ένα κύριο συστατικό των πρωτεϊνών 
γλουτένης που είναι γνωστό ότι ενεργοποιεί την κοιλιοκάκη, παρουσιάζουν δομική 
ομολογία μεταξύ τους. Επιπλέον, τα Τ λεμφοκύτταρα από ασθενείς με κοιλιοκάκη, 
αναγνωρίζουν ένα συνθετικό δωδεκαπεπτίδιο που μοιράζεται η πρωτεΐνη Ε1Β-55Κ 
του Ad12 και η Α-γλιαδίνη. Από την άλλη πλευρά, σε τρεις μελέτες που 
χρησιμοποιήθηκε η PCR για να προσδιοριστεί η παρουσία επίμονης λοίμωξης από 
Ad12 στον εντερικό βλεννογόνο ασθενών με κοιλιοκάκη, οι τέσσερεις από τους 18 
ασθενείς είχαν ανιχνεύσιμο DNA του Ad12, όπως και δύο από τους 24 μάρτυρες, 
οδηγώντας τους συγγραφείς να καταλήξουν στο συμπέρασμα ότι η ανθεκτικότητα 
του Ad12 δεν αποτελεί μείζον στοιχείο στην κοιλιοκάκη.
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4.13.4. ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ ΠΟΥ ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ ΜΕ ΑΝΟΣΟΚΑΤΕΣΤΑΛΜΕΝΟΥΣ ΑΣΘΕΝΕΙΣ

Αν και οι αδενοϊοί δεν είναι τόσο διαδεδομένοι όσο οι διάφοροι ιοί του έρπητα σε 
περιπτώσεις ανοσοκαταστολής, έχουν απομονωθεί από ανοσοκατεσταλμένους 
ξενιστές, συγκεκριμένα από ασθενείς που έχουν υποβληθεί σε μεταμόσχευση, και 
έχουν συμβάλει στη νοσηρότητα και τη θνησιμότητα τους [669-671]. Η ακριβής 
επίπτωση της νόσου που προκαλείται από τον αδενοϊό σε λήπτες μοσχευμάτων δεν 
έχει διευκρινιστεί επειδή οι διαθέσιμες μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει 
διαφορετικούς ορισμούς για τη νόσο. Ειδικότερα, έχουν χρησιμοποιηθεί 
διαφορετικές διαγνωστικές τεχνικές (καλλιέργεια έναντι PCR έναντι ιστοπαθολογίας), 
έχουν αξιολογηθεί διαφορετικοί πληθυσμοί ασθενών και δεν έχουν διεξαχθεί 
μεγάλες προοπτικές μελέτες [669].

Μια άλλη κατάσταση στην οποία ο αδενοϊός συνδέεται με την ανοσοκαταστολή είναι 
το σύνδρομο της επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (acquired immunodeficiency 
syndrome, AIDS). Συνολικά, στο 12% των ασθενών με AIDS αναφέρθηκε η ανίχνευση 
αδενοϊών τύπου Β στα ούρα τους. Η ανάλυση του ιικού DNA από 24 στελέχη που 
απομονώθηκαν σε ούρα, έδειξε ότι σχετίζονταν με τους Ad34 και Ad35. Ωστόσο, 
μερικά από τα στελέχη που απομονώθηκαν από ούρα ασθενών με AIDS έφεραν την 
αιμοσυγκολλητίνη του Ad7 όπως προέκυψε από την ορολογική ταξινόμηση, 
υποδεικνύοντας ανασυνδυασμό μεταξύ των Ad35 και Ad7 του είδους Β (ΗΑ ομάδα Ι).

4.14. ΔΙΑΦΟΡΙΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

Ως αίτιο οξείας γαστρεντερίτιδας, οι αδενοϊοί 40/41 θα πρέπει να διαφοροποιηθούν 
από άλλα αίτια ιογενών αιτιών διάρροιας που συμβαίνουν ιδιαίτερα σε παιδιά 
ηλικίας κάτω των 5 ετών. Αυτοί οι ιοί είναι οι Ροταϊοί, οι Νοροϊοί, οι Αστροϊοί και οι 
Σαποϊοί. Οι αδενοϊοί αποτελούν παγκοσμίως περίπου το 5-10% του ποσοστού των 
ιογενών γαστρεντερίτιδων. Ο κλινικός διαχωρισμός του αιτιολογικού παράγοντα 
μεταξύ των ιών αυτών είναι αδύνατος: Απαιτείται εργαστηριακή διερεύνηση η οποία 
μπορεί να πραγματοποιηθεί με τη χρήση τεχνικών όπως η χρήση ηλεκτρονικού 
μικροσκοπίου (περιορισμένη σε εργαστήρια αναφοράς), ή η κυτταροκαλλιέργεια 
(αργή και ακριβή διαδικασία). Τα τελευταία έτη έδαφος κερδίζουν η ανίχνευση 
γενετικού υλικού των ιών με τη χρήση πρωτοκόλλων PCR που μπορούν να 
ανιχνεύσουν όλα τα αίτια ιογενών διαρροιών σε μία αντίδραση (Multiplex PCR) ή η 
χρήση τεχνικών ανίχνευσης αντιγόνου των ιών αυτών (ELISA, ανοσοχρωματογραφικές 
μέθοδοι, συγκολλητινοαντιδράσεις με χρήση σωματιδίων latex) [668,676].

Τα σύνδρομα του ανώτερου αναπνευστικού συστήματος που προκαλούνται από τους 
αδενοϊούς ή η πνευμονία, είναι αδύνατον να διακριθούν κλινικά από άλλες ιογενείς
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λοιμώξεις αυτών των οργάνων και απαιτείται εργαστηριακή διάγνωση για τον 
προσδιορισμό του αιτιολογικού παράγοντα.

4.15. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ

4.15.1. ΣΥΛΛΟΓΗ ΚΑΙ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ

Η συλλογή δειγμάτων από τις προσβεβλημένες περιοχές νωρίς κατά τη διάρκεια της 
νόσου είναι απαραίτητη για τη βελτιστοποίηση της απομόνωσης του ιού και για την 
ανίχνευση αντιγόνων ή νουκλεϊκού οξέος του αδενοϊού απευθείας σε κλινικά 
δείγματα. Η διάρκεια της απέκκρισης των αδενοϊών κατά την οξεία φάση της 
λοίμωξης είναι περίπου μια έως τρείς ημέρες από το λαιμό σε ενήλικες με κοινό 
κρυολόγημα, τρείς έως πέντε ημέρες από τη μύτη, το λαιμό, τα κόπρανα και τα μάτια 
από ασθενείς με πυρετό φάρυγγα-επιπεφυκότα, δύο εβδομάδες από καλλιέργεια 
δειγμάτων από τον οφθαλμό σε κερατοεπιπεφυκίτιδα, τρείς έως έξι εβδομάδες από 
το λαιμό ή τα κόπρανα των παιδιών με αναπνευστικές ή γενικευμένες νόσους και 
δύο έως 12 μήνες ή περισσότερο από τα ούρα, τα κόπρανα, τον φάρυγγα ή τις 
βιοψίες οργάνων ανοσοκατεσταλμένων ασθενών.

Οι αδενοϊοί που προέρχονται από δείγματα που λήφθηκαν με βαμβακοφόρο στυλεό 
από τον λάρυγγα ή τον επιπεφυκότα ή το απευθυσμένο και από ρινικές πλύσεις είναι 
γενικά σταθεροί σαν παθογόνοι παράγοντες και διατηρούνται στην κατάψυξη και 
στην αποθήκευση στους -70 ° C, εάν δεν είναι δυνατός ο άμεσος ενοφθαλμισμός 
τους. Επειδή σε ορισμένες περιπτώσεις τα ούρα μπορεί να είναι τοξικά στις σειρές 
καλλιέργειας ιστών που χρησιμοποιούνται, είναι καλύτερο να απομακρυνθεί το 
ενοφθάλμισμα εισόδου μετά από 2 έως 4 ώρες επώασης. Αυτός ο χρόνος επιτρέπει 
στον ιό να απορροφηθεί πριν οι καλλιέργειες τροφοδοτηθούν εκ νέου με φρέσκο 
καλλιεργητικό μέσο. Όταν είναι επιθυμητές οι καλλιέργειες μονοπύρηνων κυττάρων 
αίματος, το ηπαρινισμένο αίμα διαχωρίζεται με τη χρήση Ficoll-Hypaque και τα 
κύτταρα μετά την έκπλυση καλλιεργούνται σε μέσο RPMI με τη χρήση ορού εμβρύου 
μόσχου. Τμήματα αυτών των κυττάρων θα πρέπει επίσης να συν-καλλιεργούνται σε 
κύτταρα όπως τα ΗΕΚ, τα οποία είναι ευπαθή στη λοίμωξη από αδενοϊό.

Μια κοινή μέθοδος για την αναγνώριση των αδενοϊών είναι η χρήση 
κυτταροκαλλιέργειας. Για τις αναπνευστικές λοιμώξεις, τα είδη δειγμάτων που 
μπορούν να ληφθούν περιλαμβάνουν το ρινοφαρυγγικό επίχρισμα, το έκπλυμα ή την 
αναρρόφηση, το βρογχοκυψελιδικό ή το βρογχικό έκπλυμα. Για τις οφθαλμικές 
λοιμώξεις, γίνεται λήψη δείγματος με τη χρήση βαμβακοφόρου στειλεού από τον 
μολυσμένο επιπεφυκότα. Το ενοφθάλμισμα τοποθετείται συχνά σε σωληνάρια
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μονοστρωματικών κυττάρων σε περιστροφή. Οι κυτταρικοί τύποι που είναι 
εξαιρετικά επιτρεπτικοί για όλους του αδενοϊούς του ανθρώπου, εκτός από τους 
Ad40 και Ad41, είναι τα ανθρώπινα εμβρυϊκά νεφρικά κύτταρα (ημιμόνιμες 
κυτταρικές σειρές σε πολύ χαμηλή διέλευση) και τα κύτταρα ΗΕΚ. Υψηλά 
επιτρεπτικές μόνιμες ανθρώπινες κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιούνται είναι τα 
Α549 (πνευμονικό αδενοκαρκίνωμα), τα HeLa (καρκίνωμα του τραχήλου), τα ΚΒ 
(ρινοφαρυγγικό καρκίνωμα) και τα ΗΕp-2 (ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα). Οι 
κυτταρικές γραμμές ινοβλαστών είναι λιγότερες επιτρεπτικές για τον αδενοϊό σε 
σχέση με τα προαναφερθέντα επιθηλιακά κύτταρα. Οι εντερικοί Ad40 και Ad41, είναι 
εξαιρετικά απαιτητικοί και μπορούν να αναπτυχθούν σε κύτταρα HEK293. Η 
ικανότητα του Ad40 να αναπτύσσεται σε κύτταρα ΗΕΚ293 είναι αποτέλεσμα της 
λειτουργίας της πρωτεΐνης E1B-55K.

Ένα εμπορικό κιτ ενζυμικής ανοσοδοκιμασίας που έχει εγκριθεί από τον FDA (Food 
and Drug Administration), το Adenoclone (Meridian Biosciences, Inc.), μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση των αδενοϊών απευθείας σε αναπνευστικά και 
οφθαλμικά δείγματα ή σε δείγματα κοπράνων. Η δοκιμή αυτή είναι ικανή να 
ανιχεύσει τους περισσότερους, αν όχι όλους, τους ορότυπους αδενοϊού του 
ανθρώπου, διαρκεί περίπου μία ώρα και μπορεί να πραγματοποιηθεί στο ιατρείο. 
Ωστόσο, απαιτείται υψηλή συγκέντρωση του ιού, όπως συμβαίνει εντός μιας έως 
τριών ημερών από την έναρξη των κλινικών συμπτωμάτων. Επομένως, τα αρνητικά 
αποτελέσματα πρέπει να επιβεβαιωθούν με κυτταροκαλλιέργεια.

Στις περισσότερες περιπτώσεις στο εργαστήριο κλινικής ιολογίας, μόλις γίνει 
διάγνωση για αδενοϊό, δεν διεξάγονται περαιτέρω εργασίες για τον προσδιορισμό 
του ορότυπου. Ωστόσο, καθώς γίνονται γνωστές περισσότερες πληροφορίες σχετικά 
με την παθογένεια συγκεκριμένων οροτύπων του αδενοϊού και για ερευνητικούς 
σκοπούς, έχουν εξελιχθεί πολύ η PCR και η qPCR, καθώς και η χρήση περιοριστικών 
ενζύμων πέψης του ιικού DNA.

4.15.2. ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΜΟΝΩΜΕΝΩΝ ΙΩΝ

Οι παθογόνοι παράγοντες που αναπτύσσονται σε κυτταροκαλλιέργειες και 
επιδεικνύουν την τυπική CPE των αδενοϊών μπορούν να υποβληθούν σε περαιτέρω 
επεξεργασία για τον τελικό προσδιορισμό του στελέχους που απομονώθηκε. 
Παραδοσιακά, οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται είναι οι ορολογικές, αλλά τώρα 
περιλαμβάνουν επίσης τη χρήση περιοριστικών ενζύμων πέψης του ιικού DNA και 
ειδικότερα την ανάλυση με PCR. Η ορολογική επιβεβαίωση στην τυποποίηση των 
αδενοϊών μπορεί να διακριθεί σε δύο κατηγορίες. Στις δοκιμές IF και CF, 
χρησιμοποιούνται ως αντιγόνα τα υλικά της ιστοκαλλιέργειας και αντισώματα
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αναφοράς. Έτσι εξετάζονται τα χαρακτηριστικά των ομάδων των αδενοϊών, τα οποία 
συνήθως είναι κοινά σε όλα τα ανθρώπινα στελέχη που απομονώνονται. Η δοκιμή 
αναστολής της αιμοσυγκόλλησης (hemagglutination inhibition, HAI) και η δοκιμή 
εξουδετέρωσης ορού (serum neutralization, SN) χρησιμοποιούνται για την εκτίμηση 
παραμέτρων που είναι ειδικές για τον τύπο του ιού, οι οποιές μπορούν να 
διακρίνουν τα μέλη της κάθε ομάδας.

Τα τελευταία χρόνια, η ανάλυση του DNA των αδενοϊών έχει αποκτήσει μεγάλη 
σημασία για την ανίχνευση των αδενοϊών σε κλινικά δείγματα και για την 
τυποποίηση των υποομάδων. Ο χαρακτηρισμός του ιικού DNA τόσο με υβριδισμό 
όσο και με τα μοτίβα που προκύπτουν μετά από χρήση περιοριστικών ενζύμων 
πέψης, έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως για κλινικά στελέχη. Λόγω μικρών διαφορών στο 
DNA διάφορων στελεχών, συχνά απαιτούνται πολλαπλά ένζυμα περιορισμού για την 
οριστική ταυτοποίηση. Παρόλο που αυτές οι μικρές διαφορές στο DNA μπορούν να 
κάνουν δύσκολη την ερμηνεία των αποτελεσμάτων, οδηγούν σε ταυτοποίηση των 
στελεχών που παρουσιάζουν ενδιαφέρον για την επιδημιολογία και την παθογένεια 
του αδενοϊού.

Επί του παρόντος, οι δοκιμασίες PCR χρησιμοποιούνται για τη διάγνωση, την 
τυποποίηση και τον ποσοτικό προσδιορισμό του ιικού φορτίου του αδενοϊού σε 
διάφορα δείγματα ιστών και σωματικά υγρά [677,678]. Σε μία μελέτη 
χρησιμοποιήθηκε PCR για την ενίσχυση ενός τμήματος του γονιδίου του εξονίου από 
όλους τους ορότυπους, ακολουθούμενη από ανάλυση πολυμορφισμού μήκους 
θραυσμάτων περιορισμού (restriction fragment length polymorphism, RFLP) και 
προσδιορισμό της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων. Οι περισσότερες αναφορές 
περιγράφουν την τυποποιημένη PCR αλλά με τις αντιδράσεις να έχουν προσαρμοστεί 
σε μορφή multiplex στις οποίες χρησιμοποιούνται μίγματα εκκινητών και ανιχνευτών 
προκειμένου να είναι δυνατή η ταυτόχρονη ανίχνευση πολλαπλών ορότυπων. Οι 
εκκινητές και οι ανιχνευτές είναι ελαφρά εκφυλισμένοι ως προς την αλληλουχία 
τους, προκειμένου να μπορούν να συμπεριλάβουν μικρές διαφορές στις αλληλουχίες 
του DNA μεταξύ των διαφορετικών ορότυπων. Μια προσέγγιση που θα μπορούσε να 
επιτρέψει την ανίχνευση των ορότυπων καθώς και πολλές παραλλαγές του 
γονιδιώματος των αδενοϊών 1, 3, 4, 5, 7, 11, 19, 40 και 41 ήταν η χρήση της PCR με 
εκκινητές ειδικούς για τη συντηρημένη περιοχή του γονιδίου του εξονίου που 
ακολουθείται από πέψη των αλληλουχιών που ενισχύονται με περιοριστικά ένζυμα 
[677]. Αυτή η δοκιμασία PCR επέτρεψε την ανίχνευση των Ad40 και Ad41 σε λωρίδες 
χαρτιού που είχαν προηγουμένως παρασκευαστεί με EDTA και έχουν προταθεί ως 
μέθοδος συλλογής, αποθήκευσης και μεταφοράς αδρανοποιημένων αδενοϊών από 
κόπρανα. Για τα είδη C και D έχουν εφαρμοστεί άλλες multiplex δοκιμές στις οποίες 
έγινε χρήση μόνο PCR με εκκινητές ειδικούς για το ινίδιο. Για το είδος B των 
αδενοϊών έχουν χρησιμοποιηθεί multiplex δοκιμές με εκκινητές ειδικούς για το
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εξόνιο. Άλλες ερευνητικές ομάδες έχουν αναπτύξει multiplex δοκιμές που βασίζονται 
στο ινίδιο και μπορούν να ανιχνεύσουν ορότυπους όλων των ειδών από το Α έως F.

Σε μια δοκιμασία, που ονομάζεται PCR adenovirus consensus, χρησιμοποιούνται δύο 
εκφυλισμένοι εκκινητές ειδικοί προς το γονίδιο VA-RNA για την ενίσχυση του DNA 51 
ορότυπων. Το ενισχυμένο DNA υβριδοποιείται με έναν ανιχνευτή συζευγμένο με 
βιοτίνη και ανιχνεύεται με ένα σύζευγμα υπεροξειδάσης στρεπταβιδίνης. Τα θετικά 
δείγματα μπορούν να αναλυθούν περαιτέρω με τη χρήση εκκινητών που είναι ειδικοί 
για το εξόνιο και ειδικοί ως προς το είδος των αδενοϊών. Αυτή η δοκιμή είναι 
εμπορικά διαθέσιμη (Argene). Έχουν επίσης περιγραφεί multiplex δοκιμές οι οποίες 
μπορούν να ανιχνεύσουν αδενοϊούς, ροταϊούς και ιούς τύπου Norwalk σε μία και 
μόνο αντίδραση.

Ορισμένοι ερευνητές έχουν χρησιμοποιήσει την qPCR για την ανίχνευση και τον 
ποσοτικό προσδιορισμό του DNA του αδενοϊού. Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιήθηκε 
για τον Ad4 σε κλινικά δείγματα και είναι αρκετά ευπροσάρμοστη ώστε να μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί σε συνθήκες πεδίου για τη διάγνωση του ARD που προκαλείται από 
τον Ad4 σε νεοσύλλεκτους στρατιώτες. Η ευρεία ανίχνευση των αδενοϊών 
επιτεύχθηκε με τη χρήση της ένθετης qPCR σε συνδυασμό με ELISA αντιγόνου. Δύο 
ερευνητικές ομάδες έχουν αναπτύξει multiplex qPCR με εκκινητές και ανιχνευτές 
ειδικούς προς εξόνιο που μπορούν να ανιχνεύσουν όλους τους ορότυπους των ειδών 
Α, Β και C [678]. Και οι δύο δοκιμές είχαν ευαισθησία περίπου 50 έως 250 αντίγραφα 
DNA / mL. Σε μια άλλη μελέτη, 51 ορότυποι των ειδών Α έως F μπορούσαν να 
ανιχνευθούν σε μία αντίδραση PCR χρησιμοποιώντας έναν εκκινητή και έναν 
ανιχνευτή που ήταν ειδικοί για μια συντηρημένη περιοχή του εξονίου. Σε μια σειρά 
μελετών που εκμεταλλεύτηκαν την αλληλουχία του DNA των γονιδίων του εξονίου 
και του ινιδίου, οι Ebner et al ανέπτυξαν μια αυστηρή δοκιμασία qPCR που μπορεί να 
ανιχνεύσει όλους τους ορότυπους του αδενοϊού. Οι διαφορές στις αλληλουχίες του 
DNA των συντηρημένων περιοχών των γονιδίων του εξονίου και του ινιδίου δεν 
επέτρεψαν τον σχεδιασμό μιας PCR με βέλτιστη ειδικότητα για όλους τους 
ορότυπους και έτσι αναπτύχθηκε μια δοκιμή PCR δύο αντιδράσεων. Μια αντίδραση 
κάλυψε τους ορότυπους των ειδών Α, C και F και η άλλη ήταν ειδική για τα είδη Β, D 
και Ε.

Οι δοκιμές PCR που επιτρέπουν τον ποσοτικό προσδιορισμό του ιικού φορτίου 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να εκτιμηθεί η αποτελεσματικότητα των αντιικών 
φαρμάκων σε κυτταροκαλλιέργεια και είναι χρήσιμες για την πρόβλεψη της εξέλιξης 
της νόσου σε συστηματική στους παιδιατρικούς και, σε μικρότερο βαθμό, στους 
ενήλικους λήπτες βλαστοκυττάρων [638,670,671,679,680,680]. Τέλος, τέτοιες 
μέθοδοι είναι χρήσιμες για την πρόβλεψη της απόκρισης των ανοσοκατασταλμένων 
ασθενών που υποβλήθηκαν σε θεραπεία για μολύνσεις από αδενοϊό στις εκάστοτε 
παρεμβάσεις [681]. Σε τέτοιες περιπτώσεις, μείωση του ιικού φορτίου μεγαλύτερη ή
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ίση με 1 log στις επτά έως 10 ημέρες μετά την χορήγηση της πρώτης δόσης, αποτελεί 
θετική ένδειξη για την έκβαση της νόσου [681].

Τέλος, έχει αναπτυχθεί μια σειρά μοριακών μεθόδων που επιτρέπουν την 
ταυτόχρονη ταυτοποίηση και τυποποίηση των στελεχών του αδενοϊού από κλινικά 
δείγματα [665,682-684]. Αυτές οι δοκιμές, έχουν χρησιμοποιηθεί για την 
αναγνώριση των επικρατούντων στελεχών αδενοϊού και των παραγόντων κινδύνου 
για την πρόκληση νόσου σε διαφορετικούς πληθυσμούς. Δεδομένης της ευκολίας 
αυτών των συστημάτων, σε σύγκριση με τις παραδοσιακές ορολογικές μεθόδους, τα 
περισσότερα εργαστήρια τις χρησιμοποιούν πλεον για την τυποποίηση των ιών.

Οι διάφορες μέθοδοι PCR και qPCR έχουν χρησιμοποιηθεί για τη διάγνωση και 
μερικές φορές την ποσοτικοποίηση του ιικού φορτίου του αδενοϊού σε αναπνευστικά 
και οφθαλμικά δείγματα και στο αίμα, τον ορό και το περιφερικό αίμα από 
ανοσοκατασταλμένους ασθενείς. Επίσης, υπάρχει ένα πλήθος multiplex δοκιμών, 
που επικεντρώνεται στη διάγνωση αναπνευστικών και γαστρεντερικών ιογενών 
λοιμώξεων, που είναι σε θέση να ανιχνεύσουν τους αδενοϊούς ως μέρος μιας ομάδας 
άλλων ιών που προκαλούν παρόμοια κλινικά σύνδρομα [633,685].

4.15.3. ΆΜΕΣΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΗΣΗ ΤΩΝ ΚΛΙΝΙΚΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ

Η ταχεία διάγνωση με άμεση εξέταση κυττάρων παρουσιάζει διάφορους βαθμούς 
ευαισθησίας. Υπάρχουν αναφορές ότι μέσω της τεχνικής IF ήταν δυνατή η ανίχνευση 
μόνο του ενός τρίτου των ρινοφαρυγγικών εκκρίσεων από τις οποίες οι αδενοϊοί 
απομονώθηκαν στη συνέχεια σε κυτταροκαλλιέργεια. Από την άλλη μερία, υπάρχουν 
αναφορές οτι η IF έχει την ίδια ευισθησία με την απομόνωση σε κυτταροκαλλιέργεια.

Η Ηλεκτρονική Μικροσκοπία έχει χρησιμοποιηθεί σε ειδικές καταστάσεις για την 
ταχεία και ειδική αναγνώριση των ιογενών παραγόντων σε κλινικά δείγματα. Η 
ανακάλυψη των "μη καλλιεργήσιμων" εντερικών αδενοϊών πραγματοποιήθηκε μετά 
από εξέταση εκχυλισμάτων κοπράνων στο ΕΜ. Η μορφολογία των αδενοϊών στο EM 
είναι μοναδική. Οι αδενοϊοί που ανιχνεύονται στα κόπρανα είναι κατά κύριο λόγο οι 
εντερικοί αδενοϊοί, οι τύποι 40 και 41. Άλλη συνήθης μέθοδος για την ανίχνευση των 
αδενοϊών στα κόπρανα είναι η ανοσοενζυμική δοκιμασία όπως το Adenoclone. Αυτοί 
οι εντερικοί αδενοϊοί μπορούν επίσης να αναπτυχθούν σε κύτταρα HEK293 και να 
χαρακτηριστούν περαιτέρω. Όσον αφορά σε δείγματα που λήφθηκαν από άλλα 
σημεία του σώματος, το ανοσολογικό ΕΜ για την ταχεία διάγνωση αναπνευστικών 
λοιμώξεων, ήταν ικανό να ανιχνεύσει αδενοϊούς σε 19 από 25 δείγματα που 
λήφθηκαν με βαμβακοφόρο στειλεό από τον φάρυγγα από τα οποία στη συνέχεια 
απομονώθηκαν οι αδενοϊοί με καλλιέργει. Επομένως, αν και η ΕΜ παρουσίασε 
χαμηλότερη ευαισθησία σε σχέση με την ιστοκαλλιέργεια, ήταν μια εξαιρετικά ταχεία
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μέθοδος διάγωσης. Ωστόσο, αυτές οι προσεγγίσεις δεν χρησιμοποιούνται γενικά για 
τη διάγνωση της λοίμωξης της αναπνευστικής οδού από αδενοϊούς.

4.16. ΠΡΟΛΗΨΗ ΚΑΙ ΘΕΡΑΠΕΙΑ

4.16.1. ΘΕΡΑΠΕΙΑ

Το γεγονός ότι οι αδενοϊοί αποτελούν σοβαρό πρόβλημα για τους 
ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς και αυτούς που πάσχουν από EKC, αποτέλεσε το 
λόγο για το πρόσφατο ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας για την ανάπτυξη 
αντι-αδενοϊικών φαρμάκων [639,669-671,686,687]. Τα ακυκλικά φωσφονικά 
νουκλεοσιδια (acyclic nucleoside phosphonates) αποτελούν μια κατηγορία 
φαρμάκων που είναι αποτελεσματική εναντίον πολλών DNA ιών,
συμπεριλαμβανομένων των αδενοϊών [688,689]. Ένα μέλος αυτής της κατηγορίας, η 
(S) -9- [3- hydroxy2-(phosphonomethyloxy)propyl] κυτοσίνη, γνωστή ως cidofovir, 
έχει μελετηθεί εκτεταμένα για τις λοιμώξεις από αδενοϊούς [688,689].

Η cidofovir είναι ένας ισχυρός αναστολέας της αντιγραφής του αδενοϊού στις 
κυτταροκαλλιέργειες. Σε μια μελέτη, φάνηκε ότι η cidofovir μπορεί να αναστείλει την 
αντιγραφή ορότυπων των ειδών Α, Β, D, Ε και F σε κύτταρα HEp-2 [690].

Η χορήγηση της cidofovir αξιολογήθηκε σε πολλές αναδρομικές μελέτες καθώς και σε 
αναφορές περιπτώσεων, μόνη της ή μερικές φορές σε συνδυασμό με ριμπαβιρίνη (1- 
β-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide), για τη θεραπεία συστηματικών 
λοιμώξεων από αδενοϊούς σε ανοσοκατασταλμένους ασθενείς. Σε πρώιμες μελέτες, 
η cidofovir έδειξε κάποια αποτελεσματικότητα έναντι του αδενοϊού σε 
ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς με HSCT και μεταμόσχευση μυελού των οστών. Η 
cidofovir ήταν αποτελεσματική έναντι της αιμορραγικής κυστίτιδας που σχετίζεται με 
μόλυνση από αδενοϊό σε ασθενείς με μεταμόσχευση μυελού των οστών. Σε οκτώ 
παιδιατρικούς ασθενείς με μεταμόσχευση βλαστοκυττάρων, η cidofovir φάνηκε να 
παρέχει μακροχρόνια καταστολή του αδενοϊού χωρίς να προκαλεί νεφροτοξικότητα 
ώστε να τίθενται περιορισμοί στη δόση χορήγησης. Σε μια μελέτη στην οποία 57 από 
τους 177 παιδιατρικούς ασθενείς με HSCT διαγνώστηκαν με λοίμωξη από αδενοϊό, 
οκτώ από τους οποίους έπασχαν από συστηματική νόσο, η θεραπεία με cidofovir 
οδήγησε σε κλινική ίαση των συμπτωμάτων σε 56 ασθενείς. Σε μια πρόσφατη 
μελέτη, οκτώ ανοσοκατεσταλμένοι ασθενείς (τρεις λήπτες HSCT, δύο λήπτες 
μοσχέυματος ήπατος-λεπτού εντέρου, ένας λήπτης μοσχέυματος ήπατος, ένας 
λήπτης με σοβαρή συνδυασμένη ανοσοκαταστολή και ένας με ανεπάρκεια T- 
λεμφοκυττάρων) με αδενοϊναιμία και επιθετική νόσο από αδενοϊό,
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παρακολουθήθηκαν με qPCR για να προσδιοριστεί η ανταπόκριση τους στη cidofovir 
(5 mg/kg κάθε εβδομάδα για δύο εβδομάδες, στη συνέχεια κάθε δεύτερη εβδομάδα) 
[681]. Πέντε ασθενείς ανταποκρίθηκαν ιολογικά και κλινικά στη cidofovir ενώ στους 
υπόλοιπους τρεις ασθενείς παρατηρήθηκε σταθερά η παρουσία αντιγραφής του ιού 
και τελικά κατέληξαν. Αξίζει να σημειωθεί, ότι υπήρξε μια σημαντική καθυστέρηση 
μεταξύ της έναρξης των συμπτωμάτων και της έναρξης της θεραπείας σε τρεις 
θανατηφόρες περιπτώσεις (μεσος χρόνος θανάτου, 18 ημέρες). Μείωση του ιικού 
φορτίου μεγαλύτερη από ή ίση με 1 log στις 7 έως 10 ημέρες από τη χορήγηση της 
πρώτης δόσης, θεωρήθηκε δείκτης πρόγνωσης για επιτυχή έκβαση [681]. Άλλες 
ομάδες έχουν καταγράψει παρόμοια συσχέτιση της κακής πρώιμης απόκρισης στη 
cidofovir και της εξέλιξης σε θανατηφόρο νόσο. Σε άλλη μελέτη, επτά παιδιατρικοί 
ασθενείς με HSCT ανέπτυξαν μολύνσεις υψηλού κινδύνου από αδενοϊό και 
αντιμετωπίστηκαν προληπτικά με ενδοφλέβια χορήγηση cidofovir (1 mg/kg τρεις 
φορές εβδομαδιαίως για εννέα δόσεις). Οι μολύνσεις υψηλού κινδύνου από αδενοϊό 
αντιμετωπίστηκαν και στους επτά ασθενείς χωρίς να παρουσιαστεί νεφροτοξικότητα.

Σε αναφορές περιπτώσεων, η cidofovir φάνηκε να είναι δραστική έναντι του 
αδενοϊού σε παιδιατρικούς ασθενείς που είχαν υποληθεί σε μεταμόσχευση ήπατος, 
και νεφρού, και λήπτες μοσχευμάτων βλαστοκυττάρων καρδιάς και νεφρού.

Συνοπτικά, από αυτά τα δεδομένα και τις αναφορές περιστατικών, προκύπτει ότι η 
cidofovir μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τις λοιμώξεις από αδενοϊούς καθώς έχει 
σημαντική δραστικότητα, αλλά η τοξικότητα της μπορεί να περιορίσει τη χρήση της. 
Πράγματι, μια ομάδα συγγραφέων έχει περιγράψει μια γενική προσέγγιση σύμφωνα 
με την οποία οι παιδιατρικοί ασθενείς που έχουν υποβληθεί σε μεταμόσχευση 
βλαστοκυττάρων παρακολουθούνται στενά με χρήση qPCR για την παρουσία 
λοίμωξης από αδενοϊούς και οι ασθενείς που είναι θετικοί λαμβάνουν θεραπεία με 
cidofovir προληπτικά [670]. Ωστόσο, τέτοιες προσεγγίσεις δεν έχουν μελετηθεί σε 
ενήλικες ασθενείς. Άλλωστε, πρέπει να σημειωθεί και πάλι ότι μια σημαντική 
ανησυχία για τη συστηματική χρήση της cidofovir είναι η νεφροτοξικότητα και οι 
κυτταροπενίες που προκαλεί [688].

Λόγω της παρουσίας της φωσφορικής ομάδας στη cidofovir, αυτό το φάρμακο 
παρουσιάζει μικρή βιοδιαθεσιμότητα όταν λαμβάνεται από το στόμα [688,689]. 
Ωστόσο, έχει αναπτυχθεί μια νέα σειρά προφαρμάκων της cidofovir και άλλων 
ακυκλικών φωσφονικών νουκλεοσιδίων που αυξάνουν την απορρόφηση της cidofovir 
στο λεπτό έντερο όταν λαμβάνεται από το στόμα και διευκολύνουν την κυτταρική 
πρόσληψη και τον μεταβολισμό [689]. Αυτά τα προφάρμακα εισάγονται αυθόρμητα 
στις κυτταρικές μεμβράνες, το λιπιδικό τμήμα υδρολύεται μακριά από την C 
φωσφολιπάση και η ένωση μετατρέπεται στην δι- και τριφωσφορική μορφή της μέσω 
των κυτταρικών ενζύμων. Αυτές οι δι- και τριφωσφορικές μορφές τείνουν να 
παραμένουν μέσα στο κύτταρο επειδή είναι αρνητικά φορτισμένες και δεν είναι
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εύκολη η διέλευση από την μεμβράνη του πλάσματος. Τα παράγωγα 
αλκοξυαλκυλεστέρων της cidofovir ή της (S)-9-(3- hydroxy-2-phosphonyl - 
methoxypropyl) αδενίνης [(S) -HPMPA] έχει αναφερθεί ότι είναι 2 έως 3 logs πιο 
αποτελεσματικά από τη cidofovir ή την (S)-HPMPA στην αναστολή των οροτύπων του 
αδενοϊού (Ad3,5, 7, 8, 31) σε καλλιέργεια κυτταρων [616]. Αυτές οι ενώσεις είναι 
ευρέως φάσματος, δραστικές έναντι πολλών ιών DNA διπλής έλικας σε σύγκριση με 
τις μη τροποποιημένες νουκλεοβάσεις. Το hexadecyloxypropyl-cidofovir (HDP- 
CDV-που αναπτύχθηκε ως CMX001 από την Chimerix, Inc.) ήταν η πρώτη από αυτές 
τις ενώσεις που συντέθηκαν, έχει χαρακτηριστεί εκτενώς in vitro και σε ζωικά 
μοντέλα και μελετάται σε κλινικές δοκιμές [689]. Σε σύγκριση με τη cidofovir, το 
CMX001 δεν είναι νεφροτοξικό, αν και έχει αναφερθεί κάποια τοξικότητα στο 
γαστρεντερικό σύστημα. Στο ζωικό μοντέλο του Syrian χάμστερ μετά από μόλυνση με 
Ad5, το CMX001 ήταν εξαιρετικά αποτελεσματικό στην εξάλειψη της μόλυνσης από 
Ad5 στο ήπαρ, τους σιελογόνους αδένες και το πάγκρεας όταν χορηγήθηκε 
καθημερινά από το στόμα, ξεκινώντας μία ημέρα πριν ή μέχρι δύο ημέρες μετά από 
ενδοφλέβια χορήγηση δόσης περίπου ίσης με την θανατηφόρο δόση 50 (lethal dose 
50) του Ad5 [691]. Το CMX001 παρουσίασε επίσης αξιοσημείωτη ικανότητα 
εξάλειψης της συστηματικής μόλυνσης από Ad2 σε έναν παιδιατρικό ασθενή με HSCT 
[692]. Σε αυτόν τον ασθενή, τα επίπεδα του DNA του αδενοϊού στο πλάσμα 
αυξήθηκαν σε 109 αντίγραφα/mL παρά τη θεραπεία με cidofovir και ο ασθενής 
παρουσίασε μείωση της νεφρικής λειτουργίας που προκαλείται από τη cidofovir· 
αμέσως μετά τη χορήγηση του CMX001, τα επίπεδα του DNA του αδενοϊού στο 
πλάσμα μειώθηκαν δραματικά και ο ασθενής ανέκαμψε [692]. Τον Ιούλιο του 2011, η 
Chimerix ανακοίνωσε την έναρξη της δοκιμής AdV HALT, η οποία είναι μια 
τυχαιοποιημένη ελεγχόμενη-με εικονικό φάρμακο κλινική δοκιμή πολλαπλής φάσης 
ΙΙ για την αξιολόγηση της ασφάλειας και της αποτελεσματικότητας της προληπτικής 
αγωγής με CMX001 για την πρόληψη της νόσου από αδενοϊό μετά από HSCT. Στη 
δοκιμή, η χορήγηση του CMX001 γίνεται από το στόμα σε ανοσοκατεσταλμένους 
παιδιατρικούς ασθενείς οι οποίοι είναι μολυσμένοι με αδενοϊό, αλλά δεν 
παρουσιάζουν ενδείξεις νόσου. Το CMX001 (και παρόμοια συνδεδεμένα με λιπίδια 
προφάρμακα των ακυκλικών φωσφονικών νουκλεοσιδίων) φαίνεται να είναι πολλά 
υποσχόμενο.

Η ριμπαβιρίνη είναι ένα αντι-ιικό φάρμακο ευρέος φάσματος με δραστικότητα in 
vitro έναντι μιας ποικιλίας ιών, ιδιαίτερα RNA ιών, που χρησιμοποιείται για τη 
θεραπεία των λοιμώξεων από τον ιό της ηπατίτιδας C σε συνδυασμό με ιντερφερόνη- 
α και επίσης των λοιμώξεων του αναπνευστικού συστήματος από τον συγκυτιακό 
αναπνευστικό ιό σε παιδιά. Η δραστικότητα της ριμπαβιρίνης ενάντια στην 
αντιγραφή του αδενοϊού στην κυτταροκαλλιέργεια είναι αμφιλεγόμενη [686]. Γενικά, 
η ριμπαβιρίνη θεωρήθηκε ότι ήταν μέτρια αποτελεσματική μόνο έναντι των ειδών C, 
αλλά σε πιο πρόσφατη μελέτη αναφέρθηκε ότι αναστέλλει την αντιγραφή κλινικά
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απομονωμένων ειδών Α, Β και D καθώς και ειδών C in vitro. Από περίπου δώδεκα 
μελέτες που αφορούσαν σε ανοσοκατασταλμένους ασθενείς έχουν προκύψει μικτά 
αποτελέσματα [686]. Έχει αναφερθεί η επιτυχής χρήση της ριμπαβιρίνης σε 
συνδυασμό με τη cidofovir. Σε μια σειρά περιπτώσεων τεσσάρων ασθενών που 
παρακολουθούνταν για τον προσδιορισμό του φορτίου του DNA του αδενοϊού, η 
ριμπαβιρίνη απέτυχε να έχει σημαντική κλινική ή ιολογική επίδραση, παρόλο που 
τρεις από τους ασθενείς ήταν μολυσμένοι από αδενοϊούς του είδους C [693].

Η διγοξίνη και η φουροσεμίδη είναι εμπορικά διαθέσιμες και παρουσιάζουν 
δραστικότητα έναντι του αδενοϊού in vitro αλλά δεν έχουν μελετηθεί για τη θεραπεία 
των λοιμώξεων από αδενοϊούς. Παρομοίως, η ganciclovir έχει μέτρια δραστικότητα 
έναντι του αδενοϊού, [686] αλλά υπάρχουν περιορισμένα δεδομένα για την 
αποτελεσματικότητα της στη θεραπεία λοιμώξεων από αδενοϊούς [669]. Δύο μελέτες 
έδειξαν ότι οι ασθενείς που δεν έλαβαν ganciclovir για προφύλαξη, ήταν σε 
μεγαλύτερο κίνδυνο να αναπτύξουν λοίμωξη από αδενοϊούς και εκδήλωση νόσου 
(αναλογία πιθανότητας [odds ratio, OR], 3,4, 95% διάστημα εμπιστοσύνης [CI], 2,1 
έως 5,6) [694,695].

Έχει αναγνωριστεί ένας αρκετά μεγάλος αριθμός άλλων ενώσεων που αναστέλλουν 
την αντιγραφή του αδενοϊού στην κυτταροκαλλιέργεια και σε ζωικά μοντέλα [686]. Οι 
6-(2-Hydroxybenzulamino)-2(R)-[[1-hydroxymethyl)propyl]amino]-9-isopropylpurine , 
ζαλσιταβίνη·, αλοβουδίνη·, σταβουδίνη, σανιλβουδίνη; Ιντερφερόνη- β 396; ένα 
πεπτίδιο αντιοστεοποντίνης το NMS03-TO μικροβιοκτόνο N-χλωροταυρίνη [686]·το 
χηλικό διάλυμα κοβαλτίου CTC-96 (Doxovir), και η αριβιδόλη έχουν δείξει 
δραστικότητα κατά του αδενοϊού in vitro αλλά δεν έχουν μελετηθεί κλινικά για τη 
θεραπεία των λοιμώξεων από αδενοϊούς. Επιπλέον, η δεϋδροεπιανδροστερόνη, η 
επιανδροστερόνη και μερικά από τα ανάλογα τους, αναστέλλουν την αντιγραφή του 
Ad5 in vitro. Οι ανθρώπινες α-ντεφενσίνες HNP1 και HD5 αναστέλλουν τη μόλυνση 
από μια ποικιλία οροτύπων αδενοϊού με ανασταλτική συγκέντρωση (IC50) από 3 έως 
4 μM [647]. Οι ντεφενσίνες ή τα ανάλογα τους μπορούν συνεπώς να 
χρησιμοποιηθούν για τη θεραπεία των λοιμώξεων από αδενοϊούς. Παρομοίως, η 
ισοφλαβόνη σόγιας, η γενιστεΐνη, αναστέλλει τη φωσφορυλίωση του p130CAS και την 
όψιμη μεταγραφή του mRNA του αδενοϊού και ως εκ τούτου θα μπορούσε επίσης να 
διερευνηθεί ως αντί-ιϊκο φάρμακο. Επιπλέον, το Α3, το οποίο παρεμποδίζει τη de 
novo βιοσύνθεση της πυριμιδίνης, και το GSK983, έχει φανεί ότι έχουν in vitro 
δραστικότητα έναντι του Ad5.

Μια ενδιαφέρουσα και εναλλακτική προσέγγιση για τα αντί-αδενοϊικά φάρμακα είναι 
να εκμεταλλευτούν βιολογικές πτυχές του ξενιστή που πρέπει να χρησιμοποιήσει ο 
ιός για να αντιγραφεί αποτελεσματικά. Ο Ad5 ενισχύει τη σηματοδότηση μέσω του 
μονοπατιού Ras-αυτή η δραστηριότητα απαιτείται για την αποτελεσματική 
αντιγραφή, στο βαθμό που οι φαρμακολογικοί αναστολείς ΜΕΚ1/2 ή ΕΚΚ1/2
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παρεμπόδισαν αντιγραφή μεγαλύτερη από 100 φορές στην κυτταρική καλλιέργεια. 
[696]. Ίσως τέτοιοι αναστολείς θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για τις μολύνσεις 
από αδενοϊούς. Τέλος, τα ειδικά για τους αδενοϊούς Τ-λεμφοκύτταρα διερευνώνται 
ως θεραπεία κατά της λοίμωξης από αδενοϊούς και είναι πολλά υποσχόμενα 
[613,648-652].

4.16.2. ΕΜΒΟΛΙΟ

Τα εμβόλια τα οποία έχουν αναπτυχθεί αφορούν τους οροτύποπους 4 &7. Για τους 
ορότυπους 40 & 41 δεν έχει αναπτυχθεί κάποιο εμβόλιο.

4.17. ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΑΔΡΑΝΟΠΟΙΗΣΗ ΑΔΕΝΟΙΩΝ

Όντας ιοί χωρίς φάκελο με καλά οργανωμένο καψίδιο και γονιδίωμα DNA διπλής 
έλικας όπως οι αδενοϊοί είναι σταθεροί. Επιβιώνουν για μεγάλο χρονικό διάστημα σε 
υγρό περιβάλλον ή σε επιφάνειες σε κατάσταση ξηρασίας.

Υπάρχουν ελάχιστες πληροφορίες σχετικά με τα επίπεδα των αδενοϊών στο 
περιβάλλον. Ωστόσο, είναι γνωστό ότι οι αδενοϊοί είναι σταθεροί σε επιφανειακά και 
υπόγεια ύδατα για μεγάλο χρονικό διάστημα. Σε μια νέα μελέτη, χρησιμοποιήθηκε η 
μέθοδος της PCR, ο προσδιορισμός της αλληλουχίας του προϊόντος της PCR και η 
real-time PCR για την ανίχνευση, την τυποποίηση και την ποσοτικοποίηση των 
αδενοϊών στο πόσιμο νερό και στο νερό των ποταμών στη Νότιο Αφρική. Οι αδενοϊοί 
ανιχνεύθηκαν στο 5,5% (10 από 188) και 22,2% (10 από 45) των διαφορετικών 
δειγμάτων πόσιμου νερού και νερού ποταμών, αντίστοιχα, σε επίπεδο μικρότερο 
από ένα αντίγραφο ανά λίτρο νερού.
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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1. ΣΚΟΠΟΣ ΚΑΙ ΣΤΟΧΟΙ

Η παρούσα διδακτορική διατριβή έχει ως κεντρικό σκοπό την ανίχνευση και μελέτη 
τεσσάρων εντεροπαθογόνων ιών, των Ρόταϊών, Νόροϊων, Αδένοϊων και Άστροϊων 
ώστε να εκτιμηθεί η συχνότητα της παρουσίας τους, να αναγνωριστεί το γενοτυπικό 
προφίλ τους και τυχόν μεταβολές αυτού και να αξιολογηθεί η κλινική τους επίπτωση. 
Παράλληλα, θα επιδιωχθεί και μία εκτίμηση των διαγνωστικών προσεγγίσεων που 
χρησιμοποιούνται απο το κλινικό μικροβιολογικό εργαστήριο για την ανίχνευσή τους.

Οι επιμέρους στόχοι της παρούσας διατριβής είναι:

1) Η αναζήτηση της παρουσίας των υπό μελέτη ιών σε αρχειακά δείγματα 
νοσηλευόμενων ασθενών στην Ελλάδα

2) Η τυποποίηση των ιών που θα ανιχνευθούν με τη χρήση σύγχρονων μοριακών 
τεχνικών

3) Η φυλογενετική ανάλυση των αποτελεσμάτων και η σύγκριση με μοριακά 
επιδημιολογικά δεδομένα του Ελληνικού και διεθνή χώρου

4) Η σύγκριση των μοριακών τεχνικών ανίχνευσης των ιών σε δείγματα 
κοπράνων σε σχέση με ανοσοδιαγνωστικές τεχνικές προκειμένου να 
εκτιμηθεί η χρήση τους ως διαγνωστικά εργαλεία στα κλινικά μικροβιολογικά 
εργαστήρια.

120

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Για τη διεξαγωγή της παρούσας μελέτης χρησιμοποιήθηκαν δείγματα διαρροϊκών 
κοπράνων από νοσηλευόμενους ασθενείς διαφόρων κλινικών του Πανεπιστημιακού 
Γενικού Νοσοκομείου Λάρισας, κατά τη χρονική περίοδο 2008-2013. Πριν την 
συλλογή τους, όλα τα δείγματα ελέχθηκαν για την παρουσία Sa lm o n e lla  spp., Sh ig e lla  
spp., Yersin ia  enterocolitica, C a m p ylo b a cte r  spp. Μετά τη διενέργεια καλλιέργειας 
κοπράνων, τα αρνητικά δείγματα στα ανωτέρω παθογόνα, συλλέχθηκαν και 
αποθηκεύτηκαν σε συνθήκες βαθιάς κατάψυξης (-80 oC). Για κάθε δείγμα 
καταγράφηκε η ημερομηνία, το φύλο και αν προέρχεται από ανήλικο ή ενήλικα. Για 
όλα τα δείγματα υπάρχει ο περιορισμός της μη ύπαρξης δεδομένων από 
μικροσκοπική εξέταση κοπράνων.

Στον πίνακα 1 καταγράφονται αναλυτικά ο αριθμός των δειγμάτων για κάθε έτος ως 
προς το φύλο και την ηλικία. Μεταξύ των δύο φύλων δεν παρατηρείται σημαντική 
απόκλιση και εντοπίζεται λίγο μεγαλύτερος αριθμός δειγμάτων στις γυναίκες 
συγκριτικά με τους άνδρες. Αντιθέτως παρατηρείται διαφοροποίηση μεταξύ του 
αριθμού των δειγμάτων που προέρχονται από ενήλικες συγκριτικά με τα παιδιατρικά 
δείγματα.

Πίνακας 1: Αριθμός κλινικών δειγμάτων που ελέγχθηκαν για τη παρουσία γενωμικού 
υλικού των υπό διερεύνηση ιών, ανά έτος συλλογής, ηλικιακή κατηγορία και φύλο 
του ασθενή.

2008 2009 2010 2011 2012 2013 Σύνολο

Ν % Ν % Ν % Ν % Ν % Ν % Ν %

Ά νδρες 69 5 0 .36 62 5 4 .39 4 0 4 0 .4 0 5 1 4 6 .7 9 4 5 4 7 .8 7 4 8 5 5 .1 7 3 1 5 4 9 .2 2

Γ υναίκες 68 4 9 .6 4 5 2 4 5 .6 1 5 9 5 9 .60 5 8 5 3 .21 4 9 52.13 39 4 4 .8 3 3 2 5 5 0 .7 8

Ενήλικες 1 1 4 8 3 .21 9 7 8 5 .09 7 5 7 5 .75 8 7 7 9 .81 7 3 7 7 .66 7 1 8 1 .6 0 5 1 7 8 0 .7 8

ΠΔ 23 2 6 .79 17 14.91 2 4 2 4 .25 22 2 0 .19 21 2 2 .3 4 16 18.40 123 19.21

Σύνολο 1 3 7 1 1 4 9 9 109 9 4 8 7 6 4 0
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Γράφημα 1: Ποσοστά ανά φύλο του ασθενή των κλινικών δειγμάτων που ελέγχθηκαν 
για τη παρουσία γενωμικού υλικού των υπό διερεύνηση ιών σε κάθε έτος συλλογής.
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Γράφημα 2: Αριθμοί ανά φύλο του ασθενή των κλινικών δειγμάτων που ελέγχθηκαν 
για τη παρουσία γενωμικού υλικού των υπό διερεύνηση ιών, σε κάθε έτος συλλογής.
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Γράφημα 3: Ποσοστά, ανά ηλικιακή κατηγορία του ασθενή, των κλινικών δειγμάτων 
που ελέγχθηκαν για τη παρουσία γενωμικού υλικού των υπό διερεύνηση ιών σε κάθε 
έτος συλλογής.
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Γράφημα 4: Αριθμός, ανά ηλικιακή κατηγορία του ασθενή, των κλινικών δειγμάτων 
που ελέγχθηκαν για τη παρουσία γενωμικού υλικού των υπό διερεύνηση ιών σε κάθε 
έτος συλλογής.
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Για την ανίχνευση των εντεροπαθογόνων ιών, Ρόταϊων, Νόροϊων, Αδένοϊων και 
Άστροϊων χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες τεχνικές:

2.1. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΡΟΤΑΪΩΝ, ΑΣΤΡΟΪΩΝ, ΝΟΡΟΪΩΝ ΚΑΙ ΑΔΕΝΟΪΩΝ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ REAL
TIME PCR

Για τη πραγματοποίηση της Real-Time PCR χρησιμοποιήθηκαν δύο εμπορικά κιτ one- 
step reverse transcription real-time PCR (rt-PCR) kit (RIDA GENE Viral Stool Panel II και 
RIDA®GENE Norovirus I & II R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany). Το ολικό RNA 
εκχυλίστηκε από τα δείγματα χρησιμοποιώντας ένα εμπορικό κιτ εκχύλισης με τη 
χρήση στηλών με φίλτρα (RIDA Xtract Kit, R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany).

2.1.1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA Η' / ΚΑΙ RNA ΑΠΟ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΚΟΠΡΑΝΩΝ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΤΟΥ 
RIDA XTRACT KIT

1) Προετοιμασία αντιδραστηρίων

• Δεσμευτικό:

Συμπληρώνουμε 120 ml ισοπροπανόλης (μοριακής βιολογικής ποιότητας) στην κενή 
φιάλη Solution Binding Solution

• Ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης 1:

Προσθέτουμε 40 ml αιθανόλης (96-100%) στο ρυθμιστικό διάλύμα πλύσης 1

• Ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης 2:

Προσθέτουμε 120 ml αιθανόλης (96-100%) στις φιάλες του ρυθμιστικού διαλύματος 
πλύσης 2, αναμειγνύουμε καλά και διατηρούμε πάντα τα φιαλίδια σταθερά κλειστά.

2) Προετοιμασία δείγματος

DNA και RNA:

^  δείγμα κοπράνων αραιώνεται 1:3 με νερό. Το διάλυμα αναδεύεται για 30 
δευτερόλεπτα. Το δείγμα φυγοκεντρείται για 30 δευτερόλεπτα στις 3.000 rpm
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3) Λύση δείγματος

• 200 μΙ του υπερκείμενου δείγματος Μεταφέρονται στον παρεχόμενο σωλήνα
αντίδρασης και προσθέτουμε 200 μ! ρυθμιστικού διαλύματος αραιώσεως.

• Ανάδευση για 10 δευτερόλεπτα και επώαση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου.

4) Σύνδεση του DNA και του RNA

• 400 μΙ συνδετικού διαλύματος προσθέτονται στον παρεχόμενο σωλήνα
αντίδρασης και το δείγμα αναδεύεται.

• Το δείγμα μεταφέρεται στο φίλτρο περιστροφής. Επώαση για 1 λεπτό και 
φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στα 9.300 x g (10.000 rpm).

• Ο σωλήνα συλλογής απορρίπτεται το φίλτρο περιστροφής τοποθετείται σε 
νέο σωλήνα συλλογής.

5) Πρώτη πλύση του φίλτρου περιστροφής

• 500 μΙ ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης 1 προστίθενται στο φίλτρο
περιστροφής και φυγοκεντρούμε στα 9.300 x g (10.000 rpm) για 1 λεπτό.

• Ο σωλήνας συλλογής απορρίπτεται το φίλτρο περιστροφής τοποθετείται σε 
νέο σωλήνα συλλογής.

6) Δεύτερη πλύση του φίλτρου περιστροφής

• 700 μΙ ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης 2 προστίθενται στο φίλτρο
περιστροφής και φυγοκεντρείται στα 9.300 x g (10.000 rpm) για 1 λεπτό.
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• Ο σωλήνας συλλογής απορρίπτεται το φίλτρο περιστροφής τοποθετείται σε 
νέο σωλήνα συλλογής.

• Η υπολειμματική αιθανόλη αφαιρείται με τελική φυγοκέντρηση για 4 λεπτά 
στη μέγιστη ταχύτητα. Ο σωλήνας συλλογής απορρίπτεται.

7) Έκλουση του DNA / RNA

• Τοποθετούμε το φίλτρο περιστροφής σε σωλήνα έκλουσης.

• 60 μ! του ρυθμιστικού διαλύματος έκλουσης (προθερμασμένο στους 80 ° C) 
προστίθενται απευθείας στη μεμβράνη του φίλτρου περιστροφής.

• Επώαση για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και φυγοκέντρηση στα 9.300 
x g (10.000 rpm) για 1 λεπτό.

• Το φίλτρο περιστροφής απορρίπτεται και ο σωλήνας έκλουσης με το 
εκλουσμένο ολικό νουκλεϊκό οξύ τοποθετείται αμέσως στον πάγο.

2.1.2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ROTAVIRUS, ADENOVIRUS, ASTROVIRUS ΜΕ 
ΤΗ ΧΡΗΣΗ RIDA®GENE VIRAL STOOL PANEL II

Η ανάλυση RIDA®GENE Viral Stool Panel II είναι μια πολλαπλή PCR πραγματικού 
χρόνου για την άμεση, ποιοτική ανίχνευση και διαφοροποίηση των Ρόταϊων, 
Αδένοϊων και Άστροϊων. Μετά την απομόνωση RNA, επιτυγχάνεται η ενίσχυση 
γονιδιακών θραυσμάτων που είναι ειδικά για τον Ροταϊό (NSP3), τον Αδενοϊό (Hexon) 
και τον Αστροϊό (CAP, πρωτεΐνη καψιδίου), εάν είναι παρόντα στο υπό εξέταση 
δείγμα. Οι ενισχυμένοι στόχοι ανιχνεύονται με ανιχνευτές υδρόλυσης, οι οποίοι 
επισημαίνονται στο ένα άκρο με έναν quencher και στο άλλο άκρο με φθορίζουσα 
χρωστική αναφοράς (φθοροφόρο). Παρουσία του στόχου οι ανιχνευτές 
υβριδοποιούνται με τα προϊόντα. Κατά τη διάρκεια του βήματος επέκτασης η Taq- 
πολυμεράση σπάει την γειτνίαση της χρωστικής αναφοράς-quencher.

Το φθοροφόρο εκπέμπει ένα φθορίζον σήμα το οποίο ανιχνεύεται από την οπτική 
μονάδα ενός οργάνου PCR πραγματικού χρόνου. Το σήμα φθορισμού αυξάνεται με 
την ποσότητα των διαμορφωμένων προϊόντων. Η ανάλυση RIDA®GENE Viral Stool
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Panel II περιέχει ένα Εσωτερικό Control RNA (ICR) για τον έλεγχο της διαδικασίας 
παρασκευής δείγματος και για τον προσδιορισμό πιθανής αναστολής PCR.

1) Παρασκευή Master-Mix

Υπολογίζεται ο συνολικός αριθμός αντιδράσεων PCR (αντιδράσεις δείγματος και 
ελέγχου) που απαιτούνται. Ένας θετικός έλεγχος και ένας αρνητικός μάρτυρας πρέπει 
να συμπεριλαμβάνονται σε κάθε φάση δοκιμασίας.

Παράδειγμα υπολογισμού του Master Mix για 10 αντιδράσεις

Master-Mix συστατικά Όγκος ανά αντίδραση 10 αντιδράσεις (+10 %)
Reaction Mix 12.5 μΙ 137.5 μΙ
PP-Mix (Primer-Probe-Mix) 6.9 μΙ 75.9 μΙ
Enzyme Mix 0.7 μΙ 7.7 μΙ
Totai 20.1 μΙ 221.1 μΙ

Αναδεύουμε με ήπιο τρόπο και για σύντομο χρονικό διάστημα τα συστατικά του 
Master Mix

2) Παρασκευή του μίγματος RT-PCR

Μεταφέρουμε 20 μΙ του Master-Mix σε κάθε φιαλίδιο αντίδρασης (σωλήνα ή πλάκα).

Αρνητικός μάρτυρας: 5 μΙ νερό προστίθενται σε ένα φιαλίδιο με Master-Mix ως 
αρνητικός μάρτυρας.

Σημείωση: Εάν το ICR χρησιμοποιείται ως έλεγχος εκχύλισης για τη διαδικασία 
παρασκευής δείγματος και ως έλεγχος αναστολής PCR, συνιστάται η προσθήκη 1 μΙ 
του ICR στο μίγμα αρνητικού μάρτυρα RT-PCR.

Δείγμα: 5 μΙ RNA-Εκχύλισμα προστίθενται σε κάθε φιαλίδιο με Master-Mix.

Θετικός μάρτυρας: 5 μΙ θετικού μάρτυρα προστίθενται σε ένα φιαλίδιο με Master- 
Mix.

Σημείωση: Εάν το ICR χρησιμοποιείται ως έλεγχος εκχύλισης για τη διαδικασία 
παρασκευής δείγματος και ως έλεγχος αναστολής PCR, συνιστάται η προσθήκη 1 μΙ 
του ICR στο μίγμα θετικού μάρτυρα RT-PCR.

Οι σωλήνες ή η πλάκα τοποθετείται στη συσκευή Rea!-TiiTie PCR.
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3) Ρύθμιση συσκευής real-time PCR ABI 7500

Real-time RT-PCR profile

Αντίστροφη μεταγραφή 10 min, 58 °C

Αρχική αποδιάταξη 1 min, 95 °C

45 Cycles

Κύκλοι PCR
15 se c , 95 ° C

Αποδιάταξη
30 sec, 55 °C

Προσκόληση/Επιμήκυνση
Ρυθμός μεταβολής Μέγιστος

θερμοκρασιών

Κανάλια ανίχνευσης σε συσκευή ABI 7500:

Rotavirus: FAM, ICR: VIC, Astrovirus: ROX, Adenovirus: Cy5

4) Ανάγνωση αποτελεσμάτων

Ο θετικός και ο αρνητικός μάρτυρας πρέπει να παρουσιάζουν σωστά αποτελέσματα 
(βλ. Σχήμα). Ο θετικός έλεγχος έχει συγκέντρωση 103 αντιγράφων / μ!. Σε κάθε 
εκτέλεση PCR χρησιμοποιείται σε συνολική ποσότητα 5 x 103 αντίγραφα.

Ρόταϊοι Αδένοϊοι Άστροϊοι ICR Αποτέλεσμα

θετικό α ρ ν η τ ικ ό α ρ ν η τ ικ ό θετικό/αρνητικό Ροταϊός

α ρ ν η τ ικ ό θετικό α ρ ν η τ ικ ό θετικό/αρνητικό Αδένοϊος

α ρ ν η τ ικ ό α ρ ν η τ ικ ό θετικό θετικό/αρνητικό Άστροϊος

α ρ ν η τ ικ ό α ρ ν η τ ικ ό α ρ ν η τ ικ ό θετικό Αρνητικό (δεν 

ανιχνεύθηκαν 

γονίδια στόχοι)
α ρ ν η τ ικ ό α ρ ν η τ ικ ό α ρ ν η τ ικ ό α ρ ν η τ ικ ό Δεν αξιοογείται
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Το δείγμα αξιολογείται αρνητικά, εάν δεν δείχνει σήμα ενίσχυσης στο σύστημα 
ανίχνευσης, αλλά το RNA εσωτερικού ελέγχου (ICR) είναι θετικό. Η αναστολή της 
αντίδρασης PCR ή η αποτυχία στη διαδικασία εκχύλισης μπορεί να αποκλειστεί με 
την ανίχνευση του RNA εσωτερικού ελέγχου (ICR).

Το δείγμα αξιολογείται θετικά εάν και το δείγμα και το RNA εσωτερικού ελέγχου 
(ICR) παρουσιάζουν ένα σήμα ενίσχυσης στο σύστημα ανίχνευσης.

Το δείγμα αξιολογείται θετικά, εάν το δείγμα παρουσιάζει ένα σήμα ενίσχυσης στο 
σύστημα ανίχνευσης, αλλά το RNA εσωτερικού ελέγχου (ICR) είναι αρνητικό. Η 
ανίχνευση του ελέγχου εσωτερικής ενίσχυσης δεν είναι απαραίτητη, επειδή υψηλές 
συγκεντρώσεις του αμπλικονίου μπορεί να προκαλέσουν ένα ασθενές ή απουσιάζον 
σήμα του εσωτερικού ελέγχου ενίσχυσης.

Το δείγμα αξιολογείται ως μη έγκυρο εάν και το δείγμα και το RNA εσωτερικού 
ελέγχου (ICR) δεν δείχνουν σήμα ενίσχυσης στο σύστημα ανίχνευσης. Το δείγμα ίσως 
περιείχε αναστολέα PCR ή προέκυψε αποτυχία στη διαδικασία εκχύλισης. Το 
εκχυλισμένο δείγμα πρέπει να αραιωθεί περαιτέρω με νερό PCR (1:10) και να 
ενισχυθεί εκ νέου, ή η απομόνωση και ο καθαρισμός του δείγματος πρέπει να 
βελτιωθούν.

Η τεχνική έχει δυνατότητα ανίχνευσης 50 RNA αντιγράφων (copies) ανά αντίδραση.

Εικόνα 5. Ενδεικτική εικόνα ανίχνευσης Ροταιών σε δείγματα διαφορετικής 
συγκέντρωσης ιικών σωμάτιων (105 -  101 RNA copies per μ!)
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Εικόνα 6. Ενδεικτική εικόνα ανίχνευσης Αδενοϊών σε δείγματα διαφορετικής 

συγκέντρωσης ιικών σωμάτιων (105 -  101 RNA copies per μ!)

Εικόνα 7. Ενδεικτική εικόνα ανίχνευσης Αστροϊών σε δείγματα διαφορετικής 

συγκέντρωσης ιικών σωμάτιων (105 -  101 RNA copies per μ!)
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Εικόνα 8: Ενδεικτική εικόνα θετικού εργαστηριακού αποτελέσματος ανίχνευσης
Ρόταϊου μετά από ενίσχυση γενωμικού υλικού με real time PCR.

Εικόνα 9: Ενδεικτική εικόνα θετικού εργαστηριακού αποτελέσματος ανίχνευσης 
Άστροϊου μετά από ενίσχυση γενωμικού υλικού με real time PCR.
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Εικόνα 10: Ενδεικτική εικόνα θετικού εργαστηριακού αποτελέσματος ανίχνευσης
Άδενοϊου μετά από ενίσχυση γενωμικού υλικού με real time PCR.

Εικόνα 11: Ενδεικτική εικόνα θετικού εργαστηριακού αποτελέσματος ανίχνευσης 
Ρόταϊου μετά από ενίσχυση γενωμικού υλικού με real time PCR.
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2.1.3. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΝΟΡΟΪΩΝ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ RIDA®GENE VIRAL 
STOOL PANEL II

Το RIDA®GENE Norovirus I & II είναι μια πολλαπλή (multiplex) RT-PCR πραγματικού 
χρόνου για την άμεση, ποιοτική ανίχνευση και διαφοροποίηση του GI και GII του 
Nόροϊου σε δείγματα ανθρώπινων κοπράνων. Η ανίχνευση γίνεται σε μορφή RT-PCR 
σε πραγματικό χρόνο ενός σταδίου όπου η ανάστροφη μεταγραφή ακολουθείται από 
την PCR στον ίδιο σωλήνα αντίδρασης. Το απομονωμένο RNA μεταγράφεται σε cDNA 
με αντίστροφη μεταγραφάση. Θραύσματα γονιδίου ειδικά για GI και GII Νοροϊών στη 
συνέχεια ενισχύονται με PCR σε πραγματικό χρόνο. Οι ενισχυμένοι στόχοι (περιοχή 
συνδέσεως ORF1 / ORF2) ανιχνεύονται με ανιχνευτές υδρόλυσης, οι οποίοι 
επισημαίνονται στο ένα άκρο με έναν quencher και στο άλλο άκρο με φθορίζουσα 
χρωστική αναφοράς (φθοροφόρο). Παρουσία ενός στόχου οι ανιχνευτές 
υβριδοποιούνται με τα προϊόντα. Κατά τη διάρκεια του σταδίου επέκτασης η Taq- 
πολυμεράση σπάει την γειτνίαση του quencher-φθοροφόρου. Το φθοροφόρο 
εκπέμπει ένα φθορίζον σήμα το οποίο ανιχνεύεται από την οπτική μονάδα ενός 
οργάνου PCR πραγματικού χρόνου. Το σήμα φθορισμού αυξάνεται με την ποσότητα 
των διαμορφωμένων προϊόντων. Η δοκιμασία RIDA®GENE Norovirus I & II περιέχει 
ένα εσωτερικό έλεγχο RNA (ICR) ως εσωτερικό έλεγχο της διαδικασίας παρασκευής 
δείγματος και / ή για τον προσδιορισμό πιθανής αναστολής PCR.

1) Παρασκευή Master-Mix

Υπολογίζεται ο συνολικός αριθμός αντιδράσεων PCR (αντιδράσεις δείγματος και 
ελέγχου) που απαιτούνται. Ένας θετικός έλεγχος και ένας αρνητικός μάρτυρας πρέπει 
να συμπεριλαμβάνονται σε κάθε φάση δοκιμασίας.

Παράδειγμα υπολογισμού όγκων για 10 αντιδράσεις του Master Mix

Kit code Master-Mix components Volume per reaction 10 reactions (10 % extra)
1 Reaction Mix 12.5 μΙ 137.5 μΙ
2 PP-Mix (Primer-Probe-Mix) 6.9 μΙ 75.9 μΙ
3 Enzyme Mix 0.7 μΙ 7.7 μΙ

Total 20.1 μΙ 221.1 μΙ

Αναμιγνύουμε ήπια για σύντομο χρονικό διάστημα τα συστατικά του Master Mix.

2) Παρασκευή του μίγματος RT-PCR

Μεταφέρουμε 20 μΙ του Master-Mix σε κάθε φιαλίδιο αντίδρασης (σωλήνα ή πλάκα).

Αρνητικός μάρτυρας: 5 μΙ νερό προστίθενται σε ένα φιαλίδιο με Master-Mix ως 
αρνητικός μάρτυρας.
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Σημείωση: Εάν το ICR χρησιμοποιείται ως έλεγχο ς  εκχύλισης για τη διαδικασία 
παρασκευής δείγματος και ως έλεγχος αναστολής PCR, συνιστάται η προσθήκη 1 μ! 
του ICR στο μίγμα αρνητικού μάρτυρα RT-PCR.

Δείγμα: 5 μ! RNA-Εκχύλισμα προστίθενται σε κάθε φιαλίδιο με Master-Mix.

Θετικός μάρτυρας: 5 μ! θετικού μάρτυρα προστίθενται σε ένα φιαλίδιο με Master- 
Mix.

Σημείωση: Εάν το ICR χρησιμοποιείται ως έλεγχος εκχύλισης για τη διαδικασία 
παρασκευής δείγματος και ως έλεγχος αναστολής PCR, συνιστάται η προσθήκη 1 μ! 
του ICR στο μίγμα θετικού μάρτυρα RT-PCR.

Οι σωλήνες ή η πλάκα τοποθετείται στη συσκευή Real-Time PCR.

3) Ρύθμιση συσκευής real-time PCR ABI 7500

Real-time RT-PCR profile

Αντίτροφη μεταγραφή 10 min, 58 °C

Αρχική αποδιάταξη 1 min, 95°C

Κύκλοι PCR 45 Cycles

Αποδιάταξη 15 sec, 95 °C

Προσκόληση/Επιμήκυνση 30 sec, 55 °C

Ρυθμός μεταβολής Μέγιστος

θερμοκρασιών

Κανάλια ανίχνευσης σε συσκευή ABI 7500: 

Norovirus GII: FAM, ICR: VIC, Norovirus GI: Cy5

4) Ανάγνωση αποτελεσμάτων

Ο θετικός και ο αρνητικός μάρτυρας πρέπει να παρουσιάζουν σωστά αποτελέσματα 
(βλ. Σχήμα). Ο θετικός έλεγχος έχει συγκέντρωση 103 αντιγράφων / μΙ Σε κάθε 
εκτέλεση PCR χρησιμοποιείται σε συνολική ποσότητα 5 x 103 αντίγραφα.
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Νόροϊος GI Νόροϊος GII ICR Αποτέλεσμα
θετικό αρνητικό αρνητικό/θετικό Ανιχνεύθηκε Νόροϊος GI

αρνητικό positive αρνητικό/θετικό Ανιχνεύθηκε Νόροϊος GII

θετικό θετικό αρνητικό/θετικό Ανιχνεύθηκε Νόροϊος GI & GII

αρνητικό αρνητικό θετικό Δεν ανιχνεύθηκαν γονίδια

στόχοι

αρνητικό αρνητικό αρνητικό Δεν αξιολογείται

Το δείγμα αξιολογείται αρνητικά, εάν το δείγμα δεν δείχνει σήμα ενίσχυσης στο 
σύστημα ανίχνευσης, αλλά το RNA εσωτερικού ελέγχου (ICR) είναι θετικό. Η 
αναστολή της αντίδρασης PCR ή η αποτυχία στη διαδικασία εκχύλισης μπορεί να 
αποκλειστεί με την ανίχνευση του RNA εσωτερικού ελέγχου (ICR).

Το δείγμα αξιολογείται θετικά εάν και το δείγμα και το RNA εσωτερικού ελέγχου 
(ICR) παρουσιάζουν ένα σήμα ενίσχυσης στο σύστημα ανίχνευσης.

Το δείγμα αξιολογείται θετικά, εάν το δείγμα παρουσιάζει ένα σήμα ενίσχυσης στο 
σύστημα ανίχνευσης, αλλά το RNA εσωτερικού ελέγχου (ICR) είναι αρνητικό. Η 
ανίχνευση του ελέγχου εσωτερικής ενίσχυσης δεν είναι απαραίτητη, επειδή υψηλές 
συγκεντρώσεις του αμπλικονίου μπορεί να προκαλέσουν ένα ασθενές ή απουσιάζον 
σήμα του εσωτερικού ελέγχου ενίσχυσης.

Το δείγμα αξιολογείται ως μη έγκυρο εάν και το δείγμα και το RNA εσωτερικού 
ελέγχου (ICR) δεν δείχνουν σήμα ενίσχυσης στο σύστημα ανίχνευσης. Το δείγμα 
περιείχε αναστολέα PCR ή προέκυψε αποτυχία στη διαδικασία εκχύλισης. Το 
εκχυλισμένο δείγμα πρέπει να αραιωθεί περαιτέρω με νερό PCR (1:10) και να 
ενισχυθεί εκ νέου, ή η απομόνωση και ο καθαρισμός του δείγματος πρέπει να 
βελτιωθούν.

Η τεχνική έχει δυνατότητα ανίχνευσης 50 RNA copies ανά αντίδραση.
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Εικόνα 12. Ενδεικτική εικόνα ανίχνευσης Νοροϊών GI σε δείγματα διαφορετικής 

συγκέντρωσης ιικών σωμάτιων (105 -  101 RNA αντίγραφα ανά μl)

Εικόνα 13. Ενδεικτική εικόνα ανίχνευσης Νοροϊών GII σε δείγματα διαφορετικής 

συγκέντρωσης ιικών σωμάτιων (105 -  101 RNA αντίγραφα ανά μ!)

2.2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΝΤΙΓΟΝΟΥ ΡΟΤΑΙΩΝ ΜΕ ΤΗΝ ΤΑΧΕΙΑ ΑΝΟΣΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΗ 
ΕΞΕΤΑΣΗ RIDA®QUICK

Η εν λόγω ταχεία εξέταση της εταιρείας R-Biopharm AG, διενεργείται σε ένα στάδιο 
και πρόκειται για ανοσοχρωματογραφική εξέταση πλευρικής ροής, κατά την οποία 
γίνεται ζεύξη των ιών Rota με ειδικά αντισώματα σε σωματίδια λάτεξ, ενώ στη 
μεμβράνη τοποθετούνται σταθερά επιπλέον ειδικά αντισώματα ενάντι του 
παθογόνου. Τα σωματίδια λάτεξ συνδεδεμένα με αντιγόνα περνούν μέσω της 
μεμβράνης και δεσμεύονται σε συγκεκριμένες ταινίες.
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1) Προετοιμασία αντιδραστηρίων και δείγματος

1. Πριν από τη χρήση, τα δείγματα, τα αντιδραστήρια και οι κασσέτες εξέτασης 
πρέπει να έρθουν σε θερμοκρασία δωματίου (20 - 25 °C). Η συσκευασία 
ανοίγεται λίγο πριν τη χρήση.

2. Μεταφέρουμε σε σωληνάριο τύπου eppendorf 1 ml αραιωτικού διαλύματος 
(diluent)

3. Μεταφέρονται στο σωληνάριο με το αραιωτικό 100μ! διαρροϊκών κοπράνων 
(στην περίπτωση στερεών κοπράνων διαλύονται 50mg στο αραιωτικό)

4. Ομογενοποιούμε το δείγμα με τη βοήθεια αναδευτήρα
5. Αφήνουμε σε ηρεμία το διάλυμα ώστε να καθιζάνουν τυχόν στερεά

2) Εξέταση του δείγματος

1. Η κασέτα αφαιρείται από την ατομική συσκευασία και τοποθετείται στον 
πάγκο

2. Μεταφέρουμε 200 μΙ απο το υπερκείμενο του αραιωμένου δείγματος στην 
ειδική υποδοχή της κασσέτας

3. Επωάζουμε για 5 λεπτά και ελέγχουμε το αποτέλεσμα

3) Αξιολόγηση και ερμηνεία

Ο μέγιστος αριθμός των ταινιών που ενδέχεται να εμφανιστούν είναι δύο με την 
ακόλουθη σειρά: Μία κόκκινη ταινία θετικής αντίδρασης και μία μπλε ταινία 
ελέγχου.

Σε περίπτωση που απουσιάζει η μπλε ταινία απορρίπτουμε την κασσέτα και 
επαναλαμβάνουμε

Οι ακόλουθες ερμηνείες είναι πιθανές:

Θετικό για ιούς Rota : η κόκκινη και η μπλε ταινία είναι ορατές.

Αρνητικό για ιούς Rota : μόνο η μπλε ταινία είναι ορατή.

Άκυρο: καμία ταινία ή κανένας άλλος συνδυασμός ως περιγράφονται παραπάνω δεν 
είναι ορατός
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2.3. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΡΟΤΑΪΩΝ ΜΕ IN-HOUSE ΣΥΜΒΑΤΙΚΗ RT-PCR KAI 
ΑΝΑΓΝΩΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ

2.3.1. ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΤΟΥ PURELINK® RNA 
MINI KIT (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., USA)

Υλικά και Εξοπλισμός

• Αιθανόλη 96-100%
• Αποστειρωμένα φιαλίδια με πιεστό πώμα (eppendorfs) των 1,5ml
• Genomic Lysis/Binding Buffer 10 mL
• Genomic Digestion Buffer 9 mL
• Genomic Wash Buffer 1 10 mL
• Genomic Wash Buffer 2 7.5 mL
• Genomic Elution Buffer (10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 0.1 mM EDTA)10 mL
• Spin Columns with Collection Tubes 50
• PureLink® Collection Tubes (2.0 mL) 100
• Phosphate Buffered Saline (PBS), 0,1 M, pH 7,4

1) Προετοιμασία Δείγματος

1. Σε δείγμα κοπράνων προσθέτουμε κατάλληλη ποσότητα PBS, έτσι ώστε το 
διάλυμα να έχει τελική συγκέντρωση κοπράνων 10-20 %.

2. Φυγοκεντρούμε στις 8,000 g για 15 λεπτά, στους 4°C.
3. Μεταφέρουμε 1 ml του υπερκείμενου υγρού σε αποστειρωμένο φιαλίδιο με 

πιεστό πώμα (eppendorfs) των 2,5ml.

2) Προετοιμασία προϊόντος λύσης

1. Προσθέτουμε 0,3 ml Lysis Buffer, στο οποίο περιέχεται 2-μερκαπτοαιθανόλη 
σε τελική συγκέντρωση 1%, στο φιαλίδιο των 2,5 ml που περιέχει το 1 ml 
υπερκείμενου υγρού.

2. Αναδεύουμε το διάλυμα μέχρι την πλήρη διασπορά και λύση των κυττάρων.
3. Πραγματοποιούμε ομογενοποίηση του διαλύματος σε θερμοκρασία 

δωματίου.
4. Προσθέτουμε 1000 μL αιθανόλης 96-100% στο προϊόν λύσης. Αναμειγνύουμε 

καλά με περιδίνηση για 5 δευτερόλεπτα για να προκύψει ένα ομοιογενές 
διάλυμα.

5. Προχωρούμε αμέσως στη διαδικασία της δέσμευσης RNA.
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3) Δέσμευση RNA (Binding RNA)

1. Μεταφέρουμε μια στήλη PureLink® Spin σε έναν σωλήνα συλλογής από τη 
συσκευασία.

2. Προσθέτουμε 350 μL από το προϊόν λύσης που παρασκευάσαμε με το 
Genomic Lysis/Binding Buffer και την αιθανόλη, στη στήλη Spin.

3. Φυγοκεντρούμε τη στήλη (12.000 g για 15 δευτερόλεπτα) σε θερμοκρασία 
δωματίου.

4. Απορρίπτουμε το περιεχόμενο του σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε την 
στήλη (spin column) στο ίδιο σωλήνα συλλογής.

5. Επαναλαμβάνουμε τα βήματα 2, 3 και 4 μέχρι τη φόρτωση και φυγοκέντρηση 
του συνόλου του προϊόντος λύσης.

6. Μετά την τελευταία φυγοκέντρηση, απορρίπτουμε τον σωλήνα συλλογής και 
τοποθετούμε την στήλη (spin column) σε ένα καθαρό PureLink® σωλήνα 
συλλογής που παρέχεται με το κιτ.

7. Προχωρούμε στη διαδικασία έκπλυσης του RNA (Washing RNA).

4) Έκπλυση RNA (Washing RNA)

1. Προσθέτουμε στη στήλη 700μ! Wash Buffer 1 που παρασκευάσαμε με 
αιθανόλη.

2. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 12.000 g για 15 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία 
δωματίου.

3. Απορρίπτουμε τον σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε τη στήλη (spin column) 
σε ένα καθαρό PureLink® σωλήνα συλλογής που παρέχεται με το κιτ.

4. Προσθέτουμε στη στήλη 500μ! Wash Buffer 2 που παρασκευάσαμε με 
αιθανόλη.

5. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 12.000 g για 15 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία 
δωματίου. Απορρίπτουμε το σωλήνα συλλογής.

6. Επαναλαμβάνουμε τα βήματα 4 και 5 μία φορά ακόμη.
7. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 12.000 g για 1-2 λεπτά, προκειμένου να 

στεγνώσει η μεμβράνη με το δεσμευμένο RNA.
8. Απορρίπτουμε το σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε τη στήλη (spin column) 

σε σωλήνα ανάκτησης.
9. Προχωρούμε στη διαδικασία Έκλουσης του DNA.
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5) Έκλουση RNA (Eluting RNA)

1. Προσθέτουμε στη στήλη 30-100 μΙ RNase-free water. Συνήθως η ποσότητα 
που επιλέγεται είναι τα 50 μ!.

2. Αφήνουμε να επωαστεί σε θερμοκρασία δωματίου για 1 λεπτό.
3. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 12.000g για 2 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 

για τη εκχύλιση του RNA από τη μεμβράνη της στήλης στο σωλήνα 
ανάκτησης. Ο σωλήνας περιέχει καθαρισμένο γενωμικό υλικό.

4. Για να ανακτήσουμε επιπλέον RNA, είναι δυνατό να εκτελέσουμε 3 
διαδοχικές εκπλύσεις της μεμβράνης με τον ίδιο όγκο RNase-free water 
συλλέγοντας το προϊόν των εκπλύσεων στον σωλήνα ανάκτησης.

6) Αποθήκευση RNA (Storing RNA)

1. Γ ια άμεση χρήση του καθαρισμένου RNA τοποθετούμε τον περιέκτη σε πάγο.
2. Για την αποφυγή επαναλαμβανόμενης ψύξης-απόψυξης του RNA, 

αποθηκεύουμε το RNA στους 4° C, αν πρόκειται να χρησιμοποιηθεί άμεσα ή 
το μοιράζουμε σε κλάσματα και το αποθηκεύουμε στους -20°C για 
παρατεταμένη αποθήκευση.

2.3.2 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΠΡΑΓΜΑΤΟΠΟΙΗΣΗΣ 1-STEP RT-PCR ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ 
ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΡΟΤΑΪΩΝ

Υλικά και Εξοπλισμός

• 5x Ρυθμιστικό QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer: (Tris-HCl, KCl, (NH4)2SO4, pH
8.7, 12.5 mM MgCl2

• 10 μΜ Εμπρόσθιος εκκινητής ( Forward primer)
• 10 μΜ Οπίσθιος εκκινητής (Reverse primer)
• Qiagen dNTP Mix 10 mM κάθε Δεοξυριβονουκλεοτιδίου (dNTPs: dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP
• Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix
• Νερό χωρίς ριβονουκλεάσες (RNase free water)
• Αποστειρωμένα πλαστικά φιαλίδια με πιεστό πώμα των 200 μΙ, 500 μΙ, 1,5 ml
• Μονοκάναλες Πιπέττες μεταβλητού όγκου των 10μΙ, 100 μΙ, 1000μΙ
• Αποστειρωμένα ρύγχη πιπέττας των 10μΙ, 100 μΙ, 1000μΙ
• Θερμοκυκλοποιητής (Thermocyder)
• Μικροφυγόκεντρος (Microcentrifuge)
• Αναδευτήρας (Vortex)
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Πρωτόκολλο Νο 1 : Πρωτόκολλο ταυτοποίησης μέσω ενίσχυσης γενωμικής περιοχής 
που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη VP6 του ιού.

Ακολουθία των εκκινητών

• VP6-F: 5' GAC GGV GCR ACT ACA TGG T 3'
• VP6-R: 5' GTC CAA TTC ATN CCT GGT GG 3'

Product: 379bp

Iturriza Gomara M, Wong C, Blome S, Desselberger U, Gray J. Molecular 
characterization of VP6 genes of human rotavirus isolates: Correlation of genogroups 
with subgroups and evidence of independent segregation. J Virol. 2002; 76:6596
6601.

1) Δημιουργία Μίγματος αντίδρασης PCR τελικού όγκου 25μ!

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΑΡΧΙΚΗ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

ΤΕΛΙΚΗ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

ΟΓΚΟΣ

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟΥ 

ΑΝΑ ΔΕΙΓΜΑ

Qiagen OneStep

RT-PCR Buffer

5x 1x 5 μ!

Qiagen dNTPs Mix 10 mM 0.4 mM 1 μl

Primer VP6-F 10 μΜ 20 pmoles 0,75 μl

Primer VP6-R 10 μΜ 20 pmoles 0,75 μl

Qiagen OneStep

RT-PCR Enzyme Mix

1 μl

RNase-free H2O 6,5 μl

Μήτρα RNA 10 μl

Συνολικός όγκος 25 μl
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1. Υπολογίζεται η συνολική ποσότητα που απαιτείται από το κάθε 
αντιδραστήριο για το συνολικό αριθμό των δειγμάτων και των 
θετικών/αρνητικών controls προς επεξεργασία και καταγράφεται.

2. Σε αποστειρωμένο φιαλίδιο με πιεστό πώμα όγκου 500 μ! ή 1,5 ml και 
δουλεύοντας σε πάγο, εισάγουμε τη συνολική ποσότητα του κάθε 
αντιδραστηρίου που υπολογίσαμε παραπάνω, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή 
στην αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από το ένα αντιδραστήριο στο άλλο. 
Το διάλυμα που παρασκευάζεται, καλείται Master Mix.

3. Τοποθετούμε αριθμό αποστειρωμένων φιαλιδίων με πιεστό πώμα 
χωρητικότητας 200μΙ ίσο με τον αριθμό των δειγμάτων και των controls. 
Σημαίνονται κατάλληλα.

4. Σε κάθε φιαλίδιο εισάγονται 22,5 μ! Master Mix και 2,5 μ! μήτρας RNA, ώστε ο 
τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 25 μΙ, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή στην 
αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από τον ένα σωλήνα με εκχυλισμένο 
γενωμικό υλικό στον άλλο και χωρίς το σώμα της πιπέττας να ακουμπήσει στα 
τοιχώματά τους.

2) Προετοιμασία Θερμοκυκλοποιητή

5. Τοποθετούμε τους σωλήνες συλλογής χωρητικότητας 200μΙ στο 
θερμοκυκλοποιητή και καταγράφουμε τη σειρά με την οποία τους 
τοποθετήσαμε.

6. Κλείνουμε το καπάκι του μπλοκ που επιλέξαμε και το ασφαλίζουμε.
7. Ενεργοποιούμε τον θερμοκυκλοποιητή.
8. Επιλέγουμε το κατάλληλο πρόγραμμα στο θερμοκυκλοποιητή με 

θερμαινόμενο καπάκι (heated lid).

3) Πρόγραμμα θερμοκυκλοποιητή

1. 50oC για 30 λεπτά
2. 95οC για 15 λεπτά
3. 94°C για 1 λεπτό
4. 55°C για 1 λεπτό
5. 72°C για 1 λεπτό
6. Επανάληψη των βημάτων 3, 4, 5 για 34 πρόσθετες φορές
7. 72°C για 10 λεπτά
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4) Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε πήκτωμα συγκέντρωσης αγαρόζης 2% με 
βρωμιούχο αιθίδιο 0.5 μg/ml (200 V για 20 λεπτά). Η μπάντα που αναμένουμε έχει 
μέγεθος 379 bp.

Πρωτόκολλο Νο 2: Πρωτόκολλο G τυποποίησης μέσω ενίσχυσης γενωμικής περιοχής 
που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη VP7 του ιού.

Ακολουθία των εκκινητών

• Beg 9 (Forward): 5' GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G 3'
• End 9 (Reverse): 5' GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG 3'

Product: 1062 bp

Gouvea V., Glass R.I., Woods P., Taniguchi K., Clark H.F., Forrester B., Fang Z.Y., 1990. 
Polymerase chain reaction amplification and typing of rotavirus nucleic acids from 
stool specimens. J. Clin. Microbiol. 28, 276-282.

1) Δημιουργία Μίγματος αντίδρασης PCR τελικού όγκου 25μ!

Α Ν Τ ΙΔ Ρ Α Σ Τ Η Ρ ΙΟ Α Ρ Χ ΙΚ Η  Σ Υ Γ Κ Ε Ν Τ Ρ Ω Σ Η Τ Ε Λ ΙΚ Η  Σ Υ Γ Κ Ε Ν Τ Ρ Ω Σ Η Ο ΓΚ Ο Σ

Α Ν Τ ΙΔ Ρ Α Σ Τ Η Ρ ΙΟ Υ  Α Ν Α  

Δ Ε ΙΓ Μ Α

Q ia g e n  O n e S te p  R T- 

P C R  B u ffe r

5x 1x 5 μ!

Q ia g e n  d N T P s  M ix 10 m M 0 .4  m M 1 μ!

P rim e r B e g 9 20  μΜ 15 p m o le s 0 ,7 5  μ!

P rim e r End 9 20  μΜ 15 p m o le s 0 ,7 5  μ!

Q ia g e n  O n e S te p  R T- 

P C R  E n zy m e  M ix

1 μ!

R N a se -fre e  H 2O 6 ,5  μ!

Μ ή τρ α  R N A 10  μ!

Συνολικός όγκος 25 μ!
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1. Υπολογίζεται η συνολική ποσότητα που απαιτείται από το κάθε 
αντιδραστήριο για το συνολικό αριθμό των δειγμάτων και των 
θετικών/αρνητικών controls προς επεξεργασία και καταγράφεται.

2. Σε αποστειρωμένο φιαλίδιο με πιεστό πώμα όγκου 500 μ! ή 1,5 ml και 
δουλεύοντας σε πάγο, εισάγουμε τη συνολική ποσότητα του κάθε 
αντιδραστηρίου που υπολογίσαμε παραπάνω, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή 
στην αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από το ένα αντιδραστήριο στο άλλο. 
Το διάλυμα που παρασκευάζεται, καλείται Master Mix.

3. Τοποθετούμε 12μΙ μήτρας RNA κάθε δείγματος σε ξεχωριστό αποστειρωμένο 
φιαλίδιο με πιεστό πώμα.

4. Βυθίζουμε το φιαλίδια που περιέχουν τη μήτρα RNA σε προθερμασμένο 
υδατόλουτρο, στους 95οC για 3 λεπτά.

5. Αποσύρουμε γρήγορα τα φιαλίδια από το υδατόλουτρο και τα τοποθετούμε 
αμέσως σε πάγο, για διάστημα τουλάχιστον 2 λεπτών.

6. Τοποθετούμε αριθμό αποστειρωμένων φιαλιδίων με πιεστό πώμα 
χωρητικότητας 200μΙ ίσο με τον αριθμό των δειγμάτων και των controls. 
Σημαίνονται κατάλληλα.

7. Σε κάθε φιαλίδιο εισάγονται 15 μ! Master Mix και 10 μ! μήτρας RNA, ώστε ο 
τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 25 μΙ, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή στην 
αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από τον ένα σωλήνα με εκχυλισμένο 
γενωμικό υλικό στον άλλο και χωρίς το σώμα της πιπέττας να ακουμπήσει στα 
τοιχώματά τους.

2) Προετοιμασία Θερμοκυκλοποιητή

1. Τοποθετούμε τους σωλήνες συλλογής χωρητικότητας 200μΙ στο 
θερμοκυκλοποιητή και καταγράφουμε τη σειρά με την οποία τους 
τοποθετήσαμε.

2. Κλείνουμε το καπάκι του μπλοκ που επιλέξαμε και το ασφαλίζουμε.
3. Ενεργοποιούμε τον θερμοκυκλοποιητή.
4. Επιλέγουμε το κατάλληλο πρόγραμμα στο θερμοκυκλοποιητή με 

θερμαινόμενο καπάκι (heated lid).
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3) Πρόγραμμα θερμοκυκλοποιητή

1. 50oC για 30 λεπτά
2. 95οC για 15 λεπτά
3. 94°C για 30 δευτερόλεπτα
4. 45°C για 30 δευτερόλεπτα
5. 72°C για 3 λεπτά
6. Επανάληψη των βημάτων 3, 4, 5 για 34 πρόσθετες φορές
7. 72°C για 10 λεπτά

4) Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε πήκτωμα συγκέντρωσης αγαρόζης 2% με 
βρωμιούχο αιθίδιο 0.5 μg/ml (200 V για 20 λεπτά). Η μπάντα που αναμένουμε έχει 
μέγεθος 1062 bp.

Πρωτόκολλο Νο3: Διαδικασία P τυποποίησης Ροταϊών μέσω ενίσχυσης γενωμικής 
περιοχής που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη VP4 του ιού και ανάγνωσης της γενετικής 
αλληλουχίας.

Ακολουθία των εκκινητών

• Con 3: 5' TGG-CTT-CGC-TCA-TTT-ATA-GAC-A 3'
• Con 2: 5' ATT-TCG-GAC-CAT-TTA-TAA-CC 3'

Product: 876 bp

Gentsch JR, Glass RI, Woods P, Gouvea V, Gorziglia M, Flores J, Das BK,BhanMK.1992. 
Identification of groupArotavirus gene 4 types by polymerase chain reaction. J Clin 
Microbiol 30:1365-1373.
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1) Δημιουργία Μίγματος αντίδρασης PCR τελικού όγκου 25μΙ

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΑΡΧΙΚΗ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

ΤΕΛΙΚΗ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

ΟΓΚΟΣ

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟΥ 

ΑΝΑ ΔΕΙΓΜΑ

Qiagen OneStep

RT-PCR Buffer

5x 1x 5 μl

Qiagen dNTPs Mix 10 mM 0.4 mM 1 μl

Primer Con3 20 μΜ 15 pmoles 0,75 μl

Primer Con2 20 μΜ 15 pmoles 0,75 μl

Qiagen OneStep

RT-PCR Enzyme Mix

1 μl

RNase-free H2O 6,5 μl

Μήτρα RNA 10 μl

Συνολικός όγκος 25 μl

1. Υπολογίζεται η συνολική ποσότητα που απαιτείται από το κάθε 
αντιδραστήριο για το συνολικό αριθμό των δειγμάτων και των 
θετικών/αρνητικών controls προς επεξεργασία και καταγράφεται.

2. Σε αποστειρωμένο φιαλίδιο με πιεστό πώμα όγκου 500 μ! ή 1,5 ml και 
δουλεύοντας σε πάγο, εισάγουμε τη συνολική ποσότητα του κάθε 
αντιδραστηρίου που υπολογίσαμε παραπάνω, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή 
στην αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από το ένα αντιδραστήριο στο άλλο. 
Το διάλυμα που παρασκευάζεται, καλείται Master Mix.

3. Τοποθετούμε αριθμό αποστειρωμένων φιαλιδίων με πιεστό πώμα 
χωρητικότητας 200μΙ ίσο με τον αριθμό των δειγμάτων και των controls. 
Σημαίνονται κατάλληλα.

4. Σε κάθε φιαλίδιο εισάγονται 15 μ! Master Mix και 10 μ! μήτρας RNA, ώστε ο 
τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 25 μΙ, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή στην 
αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από τον ένα σωλήνα με εκχυλισμένο 
γενωμικό υλικό στον άλλο και χωρίς το σώμα της πιπέττας να ακουμπήσει στα 
τοιχώματά τους.

2) Προετοιμασία Θερμοκυκλοποιητή
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1. Τοποθετούμε τους σωλήνες συλλογής χωρητικότητας 200μΙ στο 
θερμοκυκλοποιητή και καταγράφουμε τη σειρά με την οποία τους 
τοποθετήσαμε.

2. Κλείνουμε το καπάκι του μπλοκ που επιλέξαμε και το ασφαλίζουμε.
3. Ενεργοποιούμε τον θερμοκυκλοποιητή.
4. Επιλέγουμε το κατάλληλο πρόγραμμα στο θερμοκυκλοποιητή με 

θερμαινόμενο καπάκι (heated lid).

3) Πρόγραμμα θερμοκυκλοποιητή

1. 50°C για 30 λεπτά
2. 95°C για 15 λεπτά
3. 94°C για 1 λεπτό
4. 40°C για 1 λεπτό
5. 72°C για 1 λεπτό
6. Επανάληψη των βημάτων 3, 4, 5 για 29 πρόσθετες φορές
7. 72°C για 10 λεπτά

4) Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε πήκτωμα συγκέντρωσης αγαρόζης 2% με 
βρωμιούχο αιθίδιο 0.5 μg/ml (200 V για 20 λεπτά). Η μπάντα που αναμένουμε έχει 
μέγεθος 876 bp.

2.3.3. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΓΕΛΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ

Υλικά και εξοπλισμός 

Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

• Αγαρόζη
• 10x Ρυθμιστικό διάλυμα Tris base, acetic acid, EDTA (TAE Buffer)
• Απιονισμένο νερό
• Βρωμιούχο αιθίδιο 10mg/ml
• Κωνική φιάλη των 500 ml
• Ογκομετρικός κύλινδρος των 1000ml
• Συσκευή ηλεκτροφόρησης
• DNA κλίμακα των 100 kb (100 Kb DNA Ladder)
• Βαφή φόρτωσης γέλης (Gel Loading Dye)
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Φωτογράφηση της γέλης αγαρόζης μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης

• Φωτογραφική μηχανή συνδεδεμένη με ηλεκτρονικό υπολογιστή
• Ηλεκτρονικός υπολογιστής με εγκατεστημένο πρόγραμμα προβολής και 

επεξεργασίας φωτογραφιών, συνδεδεμένος με την φωτογραφική μηχανή
• Συσκευή υπεριώδους διαφανοσκόπησης

1) Παρασκευή γέλης αγαρόζης

Σε ογκομετρικό σωλήνα χωρητικότητας 1L προσθέτουμε 450 ml απιονισμένου νερού 
και 50 ml ΤΑΕ 10X.

Από το ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ 1Χ χρησιμοποιούμε 100ml για την παρασκευή της 
γέλης αγαρόζης ως εξής:

1. Σε κωνική φιάλη χωρητικότητας 500ml προσθέτουμε 100ml ρυθμιστικού 
διαλύματος ΤΑΕ 1Χ και ποσότητα σκόνης αγαρόζης ανάλογη με τη 
συγκέντρωση αγαρόζης στο πήκτωμα, που απαιτείται (π.χ. για πήκτωμα με 
συγκέντρωση αγαρόζης 2%, θα προσθέσουμε 2 gr σκόνης αγαρόζης).

2. Κρατώντας την κωνική φιάλη και με κυκλικές κινήσεις αναδεύουμε το 
περιεχόμενό της.

3. Τοποθετούμε την κωνική φιάλη στον φούρνο μικροκυμάτων.
4. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα παρακολουθούμε το περιεχόμενο της φιάλης 

ώστε να μην ξεκινήσει ο βρασμός του και τη βγάζουμε από τον φούρνο 
μικροκυμάτων, όταν πλέον η σκόνη έχει λιώσει και το περιεχόμενο είναι 
διαυγές.

5. Αφήνουμε το διάλυμα να κρυώσει. Για να επιταχύνουμε τη διαδικασία 
μπορούμε να κρατήσουμε την φιάλη κάτω από κρύο νερό, ώστε αυτό να 
έρχεται σε επαφή με την επιφάνειά της.

6. Εφόσον το διάλυμα έχει κρυώσει και δεν εξατμίζεται, προσθέτουμε την 
ποσότητα του βρωμιούχου αιθιδίου που απαιτείται (τελική συγκέντρωση 0,5 
μg/ml) με προσοχή και φορώντας γάντια υποχρεωτικά).

7. Τοποθετούμε τους δίσκους χύτευσης με τρόπο τέτοιο ώστε οι λαστιχένιες 
άκρες τους να σφραγίζουν με τα τοιχώματα του κουτιού της γέλης στη 
συσκευή ηλεκτροφόρησης.

8. Τοποθετούμε το χτενάκι στην ειδική εγκοπή.
9. Αδειάζουμε μέρος του διαλύματος (περίπου 50ml) στους δίσκους χύτευσης.
10. Αφήνουμε τη γέλη αγαρόζης να στερεοποιηθεί σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος περίπου για 20 λεπτά.
11. Γεμίζουμε την κωνική φιάλη με νερό βρύσης ώστε να αραιωθεί το 

εναπομείναν διάλυμα.
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12. Αδειάζουμε το περιεχόμενό της σε κάδο απορριμμάτων ώστε να αποφύγουμε 
την στερεοποίηση της γέλης στις σωληνώσεις του δικτύου ύδρευσης αλλά και 
την επαφή του προσωπικού του εργαστηρίου με το βρωμιούχο αιθίδιο.

13. Μετά τη στερεοποίηση της γέλης αγαρόζης, αδειάζουμε τα υπόλοιπα 400ml 
του διαλύματος στη συσκευή ηλεκτροφόρησης.

2) Φόρτωση των προϊόντων της PCR στη γέλη αγαρόζης

1. Τοποθετούμε 1μ! dye για κάθε προϊόν PCR και 5μ! για ladder σε 
αποστειρωμένη ταινία (parafilm).

2. Αναμειγνύουμε τα 5pl dye με τα 5μ! ladder με πιπέττα με αποστειρωμένο 
ρύγχος με φίλτρο.

3. Ρυθμίζουμε την πιπέττα στα 10μ! και φορτώνουμε το ladder στο πρώτο 
πηγαδάκι της στερεοποιημένης γέλης αγαρόζης.

4. Αναμειγνύουμε κάθε φορά το 1pl dye με 9μl προϊόν PCR με πιπέττα με 
αποστειρωμένο ρύγχος με φίλτρο και αφού ρυθμίσουμε την πιπέττα στα 
10μ!, φορτώνουμε το κάθε προϊόν PCR σε διαφορετικό πηγαδάκι, αλλάζοντας 
το ρύγχος της πιπέττας από το ένα προϊόν PCR στο άλλο.

5. Για την αποφυγή δημιουργίας οπής στη στερεοποιημένη γέλη αγαρόζης με το 
ρύγχος της πιπέττας, δεν ακουμπάμε με το ρύγχος της πιπέττας τη γέλη στον 
πυθμένα του κάθε πηγαδιού αλλά ούτε και στα τοιχώματα του. Τοποθετούμε 
το ρύγχος στο χείλος του πηγαδιού και αδειάζουμε το περιεχόμενο του.

3) Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

1. Θέτουμε σε λειτουργία τη συσκευή ηλεκτροφόρησης.
2. Ρυθμίζουμε την τάση στα κατάλληλα Volts (π.χ. 200).
3. Αφήνουμε τη γέλη αγαρόζης να τρέξει για τον απαιτούμενο χρόνο (π.χ. 20 

λεπτά), παρακολουθώντας ανά τακτά χρονικά διαστήματα την πορεία της 
διαδικασίας.

4. Απενεργοποιούμε τη συσκευή ηλεκτροφόρησης.
5. Αφαιρούμε τη στερεοποιημένη γέλη αγαρόζης από τους δίσκους χύτευσης.
6. Προχωρούμε στη διαδικασία φωτογράφησης της γέλης αγαρόζης.

4) Φωτογράφηση της γέλης αγαρόζης μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης

1. Τοποθετούμε το πήκτωμα αγαρόζης στη συσκευή υπεριώδους 
διαφανοσκόπησης.

2. Κλείνουμε το γυάλινο καπάκι.
3. Κλείνουμε τα φώτα στο χώρο.
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4. Ενεργοποιούμε την υπεριώδη ακτινοβολία στη συσκευή .
5. Ενεργοποιούμε τη φωτογραφική μηχανή.
6. Ενεργοποιούμε τον ηλεκτρονικό υπολογιστή.
7. Ανοίγουμε το πρόγραμμα φωτογράφησης που είναι αποθηκευμένο στον 

υπολογιστή.
8. Επεξεργαζόμαστε την φωτογραφία.
9. Αποθηκεύουμε την φωτογραφία στον ηλεκτρονικό υπολογιστή.

2.3.4. ΑΝΑΓΝΩΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

Τα θετικά προϊόντα PCR καθαρίστηκαν χρησιμοποιώντας το PureLink PCR Kit 
καθαρισμού (Invitrogen) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και η 
αλληλουχία τους αναγνώστηκε αμφίδρομα χρησιμοποιώντας το φθορίζον Σύστημα 
προσδιορισμού αλληλουχίας Cycle sequencing του BigDye Terminator v3.1 (Applied 
Biosystems), ακολουθούμενo από διαχωρισμό θραυσμάτων με έναν 3.730xl 
αναλυτής DΝΑ (Applied Biosystems).

Η φυλογενετική ανάλυση διεξήχθη με τη χρήση του προγράμματος MEGA 3.1. 
Αλληλουχίες νουκλεοτιδίων των γονιδίων VP6, VP7 και VP4 από άλλα στελέχη 
ροταϊών γνωστών G και P τύπων ανακτήθηκαν από την Genbank (NCBI). Neighboor
Joining φυλογενετικά δέντρα δημιουργήθηκαν χρησιμοποιώντας τη μήτρα 
απόστασης παραμέτρων Kimura-2, και τα οποία επιδείκνυαν τον τύπο στον οποίο 
ανήκει το κάθε εντοπισμένο στέλεχος σύμφωνα με την αναγνωσμένη αλληλουχία 
των VP7 και VP4 γενωμικών περιοχών.

2.4. ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΡΟΤΑΙΩΝ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 2-STEP MULTIPLEX RT-PCR 
ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΜΙΓΜΑ ΕΙΔΙΚΩΝ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΠΟΥ ΟΔΗΓΟΥΝ ΣΤΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ PCR 
ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΟΥ ΜΕΓΕΘΟΥΣ ΑΝΑ ΤΥΠΟ ΡΟΤΑΪΟΥ.

Το πρωτόκολλο αποτελεί τροποποίηση του πρωτοκόλλου το οποίο προτάθηκε από το 
European Regional Rotavirus Laboratory, London, UK (WHO, Manual of rotavirus 
detection and characterization methods, Version 08.17)
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Πίνακας 2: Εκκινητές VP7 γονιδίου Ρόταϊων

Primer Sequence (5 'Λ3 ') Position

Forward

9con1 TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG nt 37-56

9con2 GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA Nt922-941
9con1-L TAG CTC CTT TTA ATG TAT GGT AT nt 37-59

Beg 9 GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G n t 1-28

sBeg9 G G CTTTAAAAG AGAG AATTTC nt1-21

VP7-F ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC nt51-71

Reverse

End 9 GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG n t 1062-1036

RVG9 GGTCACATCATACAATTCT n t 1062-1044

dAnEnd9 GGTCACATCWWACARYTCTA n t 1062-1045

VP7-R AAC TTG CCA CCA TTT TTT CC 3 nt 914-932

VP7-RINT ANA YNG ANC CWG TYG GCC A nt 331-344

VP7-Rdeg AAC TTG CCA CCA TYT YTT CC Nt 914-33

Πίνακας 3: Εκκινητές VP4 γονιδίου Ρόταϊων

Primer Sequence (5 'Λ 3') Position

Forward con3 TGG CTT CGC TCA TTT ATA GAC A nt 11-32

VP4-F TAT GCT CCA GTN AAT TGG nt 132-149

Reverse con2 ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC nt 868-887

VP4-R ATT GCA TTT CTT TCC ATA ATG n t 775-795
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Πίνακας 4: Εκκινητές για την τυποποίηση Ρόταϊων τύπου G

Primer Sequence (5 'Λ3 ') Position Type

9T-1 TCT TGT CAA AGC AAA TAA TG nt176-195 G1

aBT1 CAA GTA CTC AAA TCA ATG ATG G nt 314-335 G1

9T-2 GTT AGA AAT GAT TCT CCA CT nt 262-281 G2

aCT2 CAA TGA TAT TAA CAC ATT TTC TGT G nt411-435 G2

9T-3 GTC CAG TTG CAG TGT AGC nt 484-501 G3

G3 or 
mG3

ACG AAC TCA ACA CGA GAG G nt 250-269 G3

G3-Aust ACG AAC TCA ACA CGA GAR G nt250-269 G3

aET3 CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG nt 689-709 G3

9T-4 GGG TCG ATG GAA AAT TCT nt 423-440 G4

aDT4 CGT TTC TGG TGA GGA GTT G nt 480-498 G4

aAT8 GTC ACA CCA TTT GTA AAT TCG nt 178-198 G8

MW-8 TCTTCAAAAGTCGTAGTG nt 670 - 688 G8

9T-9 TAT AAA GTC CAT TGC AC nt 131-147 G9

aFT9 CTA GAT GTA ACT ACA ACT AC nt 757-776 G9

G9 or 
mG9

CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC nt 757-776 G9

G10 or 
mG10

ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG nt 666-687 G10

G12 CCG ATG GACGTAACGTTGTA nt 548 - nt567 G12
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Πίνακας 5: Εκκινητές για την τυποποίηση Ρόταϊων τύπου P

Primer Sequence (5 'Λ3 ') Position Type

pNCDV CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG nt 269-289 P[1]

2T-1 CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC nt 474-494 P[4]

pUK GCCAGGTGTCGCATCAGAG nt 336-354 P[5]

3T-1 TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA nt 259-278 P[6]

pGott G CTTCAACGTCCTTTAACATCAG nt 465-487 P[6]

pOSU CTTTATCGGTGGAGAATACGTCAC nt 389-412 P[7]

1T-1 TCT ACT TGG ATA ACG TGC n t339 -356 P[8]

1T-1Wa TCT ACT GGG TTA ACG TGC N t339-356 P[8]

1T1-VN TCT ACT GGA TCG ACG TGC N t339-356 P[8]

1T-1D TCT ACT GGR TTR ACN TGC n t339-356 P[8]

4T-1 TGA GAC ATG CAA TTG GAC nt 385-402 P[9]

5T-1 ATC ATA GTT AGT AGT CGG nt 575-594 P[10]

ND2 AGC GAA CTC ACC AAT CTG nt 116- 133 P[11]

P[11] or 
mP[11]

GTA AAC ATC CAG AAT GTG nt 305-323 P[11]

pB223 GGAACGTATTCTAATCCGGTG nt 574-594 P[11]

p4943 GGTGTAGTTCCTGCGTA nt 538-554 P[14]

SE-1 CTCTG CTACTCTACCT ATTTG nt 271-291 P[14]
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1) Αντίστροφη Μεταγραφή

1. Αποδιάταξη ιϊκού dsRNA στους 97oC για 5 λεπτά. Ψύξη σε πάγο για 2 λεπτά

Μίγμα για την πραγματοποίηση RT αντίδρασης:

Υλικό 1 αντίδραση
Random Hexamer 1 μΙ
10mM dNTP mix 1 μΙ
5x RT Buffer 4 μΙ
RiboSafe RNase Inhibitor 1 μΙ
Tetro Reverse 
Transcriptase (200u^l)

1 μΙ

Water 7 μΙ
dsRNA 5 μΙ

2. Επώαση για 10 min στους 25°C ακολουθούμενη από 45°C για 30 min
3. Τερματισμός αντίδρασης με επώαση στους 85°C για 5 min, ψύξη σε πάγο.

2) PCR -  Πρώτος γύρος (Τυποποίηση G, VP7)

Προετοιμασία PCR Mix πρώτου γύρου χρησιμοποιώντας MyTaq HS Red Mix (Bioline)

Υλικό 1 reaction
MyTaq HS Red Mix, 2x 25 μΙ
Primer VP7-F (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer VP7-R (20 pm o^s^!) 1.0 μΙ
RNase-free H2O 18 μΙ
cDNA 5 μΙ

1. Αρχική αποδιάταξη: 95 °C για 5 min
2. 35 κύκλοι:

a. Αποδιάταξη: 95 ^  για 1 min
b. Υβριδισμός: 52 ^  για 1 min
c. Επέκταση: 72 ^  για 1 min

3. Τελική επέκταση: 72 ^  για 7 min
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3) PCR -  Δεύτερος γύρος (Τυποποίηση G, VP7)

Προετοιμασία PCR Mix δεύτερου γύρου χρησιμοποιώντας MyTaq HS Red Mix

Υλικό 1 reaction
MyTaq HS Red Mix, 2x 25 μl
Primer VP7-R (20 pmoles/μΙ) 1.0 μl
Primer G1 (20 pmoles/μΙ) 1.0 μl
Primer G2 (20 pmoles/μΙ) 1.0 μl
Primer G3 (20 pmoles/μΙ) 1.0 μl
Primer G4 (20 pmoles/μΙ) 1.0 μl
Primer G8 (20 pmoles/μ!) 1.0 μl
Primer G9 (20 pmoles/μ!) 1.0 μl
Primer G10 (20 pmoles/μθ 1.0 μl
Primer G12 (20 pmoles/μθ 1.0 μl
RNase-free H2O 14 μl
Προϊόν PCR πρώτου γύρου 2 μl

1. Αρχική αποδιάταξη: 95 °C για 3 min
2. 30 κύκλοι:

a. Αποδιάταξη: 95 °C για 1 min
b. Υβριδισμός: 42 ^  για 1 min
c. Επέκταση: 72 ^  για 1 min

3. Τελική επέκταση: 72 ^  για 7 min

Εικόνα 14 : Σχηματική αναπαράσταση καθορισμού του γονοτύπου της VP7 περιοχής

1 1062

ΝΑ « 250 314 411 4(B0 757 932

5' »  > >  > <■ 3’
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4) PCR -  Πρώτος γύρος (Τυποποίηση P, VP4)

Προετοιμασία PCR Mix πρώτου γύρου χρησιμοποιώντας MyTaq HS Red Mix

Υλικό 1 reaction
MyTaq HS Red Mix, 2x 25 μΙ
Primer VP4-F (20 pmoles/μΙ) 1.0 μΙ
Primer VP4-R (20 pmoles/μΙ) 1.0 μΙ
RNase-free H2O 18 μΙ
cDNA 5 μΙ

1. 1. Αρχική αποδιάταξη: 95 °C για 2 min
2. 35 κύκλοι:

a. Αποδιάταξη: 95 °C για 1 min
b. Υβριδισμός: 50 ^  για 1 min
c. Επέκταση: 72 ^  για 1 min

3. Τελική επέκταση: 72 ^  για 7 min

5) PCR -  Δεύτερος γύρος (Τυποποίηση P, VP4)

Προετοιμασία PCR Mix δεύτερου γύρου χρησιμοποιώντας MyTaq HS Red Mix

Υλικό 1 reaction
MyTaq HS Red Mix, 2x 25 μΙ
Primer VP7-R (20 ριτιο^/μΙ) 1.0 μΙ
Primer G1 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer G2 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer G3 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer G4 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer G8 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer G9 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer G10 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
Primer G12 (20 p m o ^ s ^ ) 1.0 μΙ
RNase-free H2O 14 μΙ
Προϊόν PCR πρώτου γύρου 2 μΙ

1. Αρχική αποδιάταξη: 95 ^  για 3 min
2. 30 κύκλοι:

d. Αποδιάταξη: 95 ^  για 1 min
e. Υβριδισμός: 42 ^  για 1 min
f. Επέκταση: 72 ^  για 1 min

3. Τελική επέκταση: 72 ^  για 7 min
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Εικόνα 15. Σχηματική αναπαράσταση καθορισμού του γονοτύπου της VP4 περιοχής

2.5. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΝΟΡΟΙΩΝ ΜΕ IN-HOUSE ΣΥΜΒΑΤΙΚΗ RT-PCR KAI 
ΑΝΑΓΝΩΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ

2.5.1. ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΤΟΥ QIAAMP® VIRAL 
RNA MINI KIT (QIAGEN)

Υλικά και Εξοπλισμός

• Αιθανόλη 96-100%
• Αποστειρωμένα φιαλίδια με πιεστό πώμα (eppendorfs) των 1,5ml
• Buffer AVL
• Buffer AW1
• Buffer AW2
• Buffer AVE
• Carrier RNA (poly A)
• QIAamp Mini Spin Columns
• Collection Tubes (2 ml)
• Φίλτρα διήθησης πόρων διαμέτρου 220 nm
1) Προετοιμασία Δείγματος
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1. Σε δείγμα κοπράνων ποσότητας 100 μΙ προσθέτουμε ποσότητα 900 μΙ PBS, 
έτσι ώστε το διάλυμα να έχει τελική συγκέντρωση κοπράνων 10-20 %.

2. Φυγοκεντρούμε στις 3,000 g για 5 λεπτά, στους 4°C.
3. Διηθούμε το υπερκείμενο από φίλτρα διήθησης πόρων διαμέτρου 220 nm.

2) Προετοιμασία προϊόντος λύσης

1. Μεταφέρουμε 140 μ! του διηθημένου υγρού σε αποστειρωμένο φιαλίδιο με 
πιεστό πώμα (eppendorfs) των 1,5ml όπου περιέχονται 560 μΙ έτοιμου Buffer 
AVL το οποίο περιέχει 5,6 μΙ carrier RNA .

2. Αναδεύουμε το διάλυμα (vortexing) για 15 sec.
3. Επωάζουμε σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά.
4. Προσθέτουμε 560 μL αιθανόλης 96-100% στο προϊόν λύσης. Αναμειγνύουμε 

καλά με περιδίνηση για 15 δευτερόλεπτα για να προκύψει ένα ομοιογενές 
διάλυμα.

5. Προχωρούμε αμέσως στη διαδικασία της δέσμευσης RNA.

3) Δέσμευση RNA (Binding RNA)

1. Μεταφέρουμε μια στήλη QIAamp Mini column σε έναν σωλήνα συλλογής 2 
ml από τη συσκευασία.

2. Προσθέτουμε 630 μL από το προϊόν λύσης που παρασκευάσαμε στη στήλη 
QIAamp Mini column.

3. Φυγοκεντρούμε τη στήλη (6.000 g για 1 λεπτό) σε θερμοκρασία δωματίου.
4. Απορρίπτουμε το περιεχόμενο του σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε την 

στήλη σε ένα καθαρό σωλήνα συλλογής που παρέχεται με το κιτ.
5. Προχωρούμε στη διαδικασία έκπλυσης του RNA (Washing RNA).

4) Έκπλυση RNA (Washing RNA)

1. Προσθέτουμε στη στήλη 500μl Buffer AW1 που παρασκευάσαμε με αιθανόλη 
σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.

2. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 6.000 g για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου.
3. Απορρίπτουμε τον σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε τη στήλη σε ένα 

καθαρό σωλήνα συλλογής που παρέχεται με το κιτ.
4. Προσθέτουμε στη στήλη 500μl Buffer AW2 που παρασκευάσαμε με αιθανόλη 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.
5. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 20.000 g για 3 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Απορρίπτουμε το σωλήνα συλλογής.
6. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 20.000 g για 1 λεπτό, προκειμένου να 

στεγνώσει η μεμβράνη με το δεσμευμένο RNA.
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7. Απορρίπτουμε το σωλήνα συλλογής και τοποθετούμε τη στήλη σε σωλήνα 
ανάκτησης 1.5 ml (δε παρέχεται από το κατασκευαστή).

8. Προχωρούμε στη διαδικασία Έκλουσης του DNA.

5) Έκλουση RNA (Eluting RNA)

1. Προσθέτουμε στη στήλη 60 μΙ Buffer AVE.
2. Αφήνουμε να επωαστεί σε θερμοκρασία δωματίου για 1 λεπτό.
3. Φυγοκεντρούμε τη στήλη στα 6.000g για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου 

για τη εκχύλιση του RNA από τη μεμβράνη της στήλης στο σωλήνα 
ανάκτησης. Ο σωλήνας περιέχει καθαρισμένο γενωμικό υλικό.

6) Αποθήκευση RNA (Storing RNA)

1. Γ ια άμεση χρήση του καθαρισμένου RNA τοποθετούμε τον περιέκτη σε πάγο.
2. Για την αποφυγή επαναλαμβανόμενης ψύξης-απόψυξης του RNA, 

αποθηκεύουμε το RNA στους 4° C, αν πρόκειται να χρησιμοποιηθεί άμεσα ή 
το μοιράζουμε σε κλάσματα και το αποθηκεύουμε στους -20°C για 
παρατεταμένη αποθήκευση.

2.5.2 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΠΡΑΓΜΑΤΟΠΟΙΗΣΗΣ 1-STEP RT-PCR ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ 
ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΝΟΡΟΪΩΝ

Υλικά και Εξοπλισμός

• 5x Ρυθμιστικό QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer: (Tris-HCl, KCl, (NH4)2SO4, pH
8.7, 12.5 mM MgCl2

• 10 μΜ Εμπρόσθιος εκκινητής ( Forward primer)
• 10 μΜ Οπίσθιος εκκινητής (Reverse primer)
• Qiagen dNTP Mix 10 mM κάθε Δεοξυριβονουκλεοτιδίου (dNTPs: dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP
• Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix
• Νερό χωρίς ριβονουκλεάσες (RNase free water)
• Αποστειρωμένα πλαστικά φιαλίδια με πιεστό πώμα των 200 μΙ, 500 μΙ, 1,5 ml
• Μονοκάναλες Πιπέττες μεταβλητού όγκου των 10μΙ, 100 μΙ, 1000μΙ
• Αποστειρωμένα ρύγχη πιπέττας των 10μΙ, 100 μΙ, 1000μΙ
• Θερμοκυκλοποιητής (Thermocyder)
• Μικροφυγόκεντρος (Microcentrifuge)
• Αναδευτήρας (Vortex)
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Πρωτόκολλο ταυτοποίησης μέσω ενίσχυσης γενωμικής περιοχής που κωδικοποιεί το 
καψίδιο του ιού.

Κατά τη παρούσα διατριβή αναπτύχθηκε πρωτόκολλο 1-step RT-PCR για τη 
ταυτόχρονη ανίχνευση Νοροιών τύπου GI και GII, χωρίς την ανάγκη χρονοβόρας 
δημιουργίας cDNA από το εκχυλισθέν ιϊκό RNA του δείγματος.

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν επιλέχθηκαν από τη σχετική βιβλιογραφία και 
είναι οι ακόλουθοι:

Norovirus GII

COG2F: CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG ATG AG 

G2SKR: CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT 

Προϊόν: 387 bp

Norovirus GI

G1SKF: CTG CCC GAA TTY GTA AAT GA 

G1SKR: CCA ACC CAR CCA TTR TAC A 

Προϊόν: 330 bp

Yan, H., Yagyu, F., Okitsu, S., Nishio, O., Ushijima, H., 2003. Detection of norovirus (GI, 
GII) Sapovirus and astrovirus in fecal samples using reverse transcription single-round 
multiplex PCR. J. Virol. Methods 114, 37-44.
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1) Δημιουργία Μίγματος αντίδρασης PCR τελικού όγκου 50μΙ

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ ΑΡΧΙΚΗ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

ΤΕΛΙΚΗ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

ΟΓΚΟΣ

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟΥ 

ΑΝΑ ΔΕΙΓΜΑ

Qiagen OneStep

RT-PCR Buffer

5x 1x 10 μl

Qiagen dNTPs Mix 10 mM 0.4 mM 2 μl

Primer COG2F 10 μM 30 pmoles/reaction 3 μl

Primer G2SKR 10 μM 30 pmoles/reaction 3 μl

Primer G1SKF 10 μM 30 pmoles/reaction 3 μl

Primer G1SKR 10 μM 30 pmoles/reaction 3 μl

Qiagen OneStep

RT-PCR Enzyme Mix

2 μl

RNase-free H2O 20 μl

Μήτρα RNA 4 μl

Συνολικός όγκος 50 μl

1. Υπολογίζεται η συνολική ποσότητα που απαιτείται από το κάθε 
αντιδραστήριο για το συνολικό αριθμό των δειγμάτων και των 
θετικών/αρνητικών controls προς επεξεργασία και καταγράφεται.

2. Σε αποστειρωμένο φιαλίδιο με πιεστό πώμα όγκου 500 μ! ή 1,5 ml και 
δουλεύοντας σε πάγο, εισάγουμε τη συνολική ποσότητα του κάθε 
αντιδραστηρίου που υπολογίσαμε παραπάνω, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή 
στην αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από το ένα αντιδραστήριο στο άλλο. 
Το διάλυμα που παρασκευάζεται, καλείται Master Mix.

3. Τοποθετούμε αριθμό αποστειρωμένων φιαλιδίων με πιεστό πώμα 
χωρητικότητας 200μΙ ίσο με τον αριθμό των δειγμάτων και των controls. 
Σημαίνονται κατάλληλα.

4. Σε κάθε φιαλίδιο εισάγονται 46 μ! Master Mix και 4 μ! μήτρας RNA, ώστε ο 
τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 50 μ!, δίνοντας ιδιαίτερη προσοχή στην
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αλλαγή του ρύγχους της πιπέττας από τον ένα σωλήνα με εκχυλισμένο 
γενωμικό υλικό στον άλλο και χωρίς το σώμα της πιπέττας να ακουμπήσει στα 
τοιχώματά τους.

2) Προετοιμασία Θερμοκυκλοποιητή

1. Τοποθετούμε τους σωλήνες συλλογής χωρητικότητας 200μ! στο 
θερμοκυκλοποιητή και καταγράφουμε τη σειρά με την οποία τους 
τοποθετήσαμε.

2. Κλείνουμε το καπάκι του μπλοκ που επιλέξαμε και το ασφαλίζουμε.
3. Ενεργοποιούμε τον θερμοκυκλοποιητή.
4. Επιλέγουμε το κατάλληλο πρόγραμμα στο θερμοκυκλοποιητή με 

θερμαινόμενο καπάκι (heated lid).

3) Πρόγραμμα θερμοκυκλοποιητή

1. 50oC για 30 λεπτά
2. 95°C για 15 λεπτά
3. 94 ^  για 1 λεπτό
4. 50 ^  για 1 λεπτό
5. 72 ^  για 1 λεπτό
6. Επανάληψη των βημάτων 3, 4, 5 για 34 πρόσθετες φορές
7. 72°C για 10 λεπτά

4) Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε πήκτωμα συγκέντρωσης αγαρόζης 2% με 
βρωμιούχο αιθίδιο 0.5 μg/ml (200 V για 20 λεπτά). Η μπάντα που αναμένουμε έχει 
μέγεθος 387 bp για Νοροϊούς τύπου GII και 330 bp για Νοροϊούς τύπου GI.

2.5.3. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΓΕΛΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 

Υλικά και εξοπλισμός 

Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

• Αγαρόζη
• 10x Ρυθμιστικό διάλυμα Tris base, acetic acid, EDTA (TAE Buffer)
• Απιονισμένο νερό
• Βρωμιούχο αιθίδιο 10mg/ml
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• Κωνική φιάλη των 500 ml
• Ογκομετρικός κύλινδρος των 1000ml
• Συσκευή ηλεκτροφόρησης
• DNA κλίμακα των 100 kb (100 Kb DNA Ladder)
• Bαφή φόρτωσης γέλης (Gel Loading Dye)

Φωτογράφηση της γέλης αγαρόζης μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης

• Φωτογραφική μηχανή συνδεδεμένη με ηλεκτρονικό υπολογιστή
• Ηλεκτρονικός υπολογιστής με εγκατεστημένο πρόγραμμα προβολής και 

επεξεργασίας φωτογραφιών, συνδεδεμένος με την φωτογραφική μηχανή
• Συσκευή υπεριώδους διαφανοσκόπησης

1) Παρασκευή γέλης αγαρόζης

Σε ογκομετρικό σωλήνα χωρητικότητας 1L προσθέτουμε 450 ml απιονισμένου νερού 
και 50 ml ΤΑΕ 10X.

Από το ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ 1Χ χρησιμοποιούμε 100ml για την παρασκευή της 
γέλης αγαρόζης ως εξής:

1. Σε κωνική φιάλη χωρητικότητας 500ml προσθέτουμε 100ml ρυθμιστικού 
διαλύματος ΤΑΕ 1Χ και ποσότητα σκόνης αγαρόζης ανάλογη με τη 
συγκέντρωση αγαρόζης στο πήκτωμα, που απαιτείται (π.χ. για πήκτωμα με 
συγκέντρωση αγαρόζης 2%, θα προσθέσουμε 2 gr σκόνης αγαρόζης).

2. Κρατώντας την κωνική φιάλη και με κυκλικές κινήσεις αναδεύουμε το 
περιεχόμενό της.

3. Τοποθετούμε την κωνική φιάλη στον φούρνο μικροκυμάτων.
4. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα παρακολουθούμε το περιεχόμενο της φιάλης 

ώστε να μην ξεκινήσει ο βρασμός του και τη βγάζουμε από τον φούρνο 
μικροκυμάτων, όταν πλέον η σκόνη έχει λιώσει και το περιεχόμενο είναι 
διαυγές.

5. Αφήνουμε το διάλυμα να κρυώσει. Για να επιταχύνουμε τη διαδικασία 
μπορούμε να κρατήσουμε την φιάλη κάτω από κρύο νερό, ώστε αυτό να 
έρχεται σε επαφή με την επιφάνειά της.

6. Εφόσον το διάλυμα έχει κρυώσει και δεν εξατμίζεται, προσθέτουμε την 
ποσότητα του βρωμιούχου αιθιδίου που απαιτείται (τελική συγκέντρωση 0,5 
μg/ml) με προσοχή και φορώντας γάντια υποχρεωτικά).

7. Τοποθετούμε τους δίσκους χύτευσης με τρόπο τέτοιο ώστε οι λαστιχένιες 
άκρες τους να σφραγίζουν με τα τοιχώματα του κουτιού της γέλης στη 
συσκευή ηλεκτροφόρησης.

8. Τοποθετούμε το χτενάκι στην ειδική εγκοπή.
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9. Αδειάζουμε μέρος του διαλύματος (περίπου 50ml) στους δίσκους χύτευσης.
10. Αφήνουμε τη γέλη αγαρόζης να στερεοποιηθεί σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος περίπου για 20 λεπτά.
11. Γεμίζουμε την κωνική φιάλη με νερό βρύσης ώστε να αραιωθεί το 

εναπομείναν διάλυμα.
12. Αδειάζουμε το περιεχόμενό της σε κάδο απορριμμάτων ώστε να αποφύγουμε 

την στερεοποίηση της γέλης στις σωληνώσεις του δικτύου ύδρευσης αλλά και 
την επαφή του προσωπικού του εργαστηρίου με το βρωμιούχο αιθίδιο.

13. Μετά τη στερεοποίηση της γέλης αγαρόζης, αδειάζουμε τα υπόλοιπα 400ml 
του διαλύματος στη συσκευή ηλεκτροφόρησης.

2) Φόρτωση των προϊόντων της PCR στη γέλη αγαρόζης

1. Τοποθετούμε 1μ! dye για κάθε προϊόν PCR και 5μ! για ladder σε 
αποστειρωμένη ταινία (parafilm).

2. Αναμειγνύουμε τα 5μ! dye με τα 5μ! ladder με πιπέττα με αποστειρωμένο 
ρύγχος με φίλτρο.

3. Ρυθμίζουμε την πιπέττα στα 10μ! και φορτώνουμε το ladder στο πρώτο 
πηγαδάκι της στερεοποιημένης γέλης αγαρόζης.

4. Αναμειγνύουμε κάθε φορά το 1μ! dye με 9μ! προϊόν PCR με πιπέττα με 
αποστειρωμένο ρύγχος με φίλτρο και αφού ρυθμίσουμε την πιπέττα στα 
10μ!, φορτώνουμε το κάθε προϊόν PCR σε διαφορετικό πηγαδάκι, αλλάζοντας 
το ρύγχος της πιπέττας από το ένα προϊόν PCR στο άλλο.

5. Για την αποφυγή δημιουργίας οπής στη στερεοποιημένη γέλη αγαρόζης με το 
ρύγχος της πιπέττας, δεν ακουμπάμε με το ρύγχος της πιπέττας τη γέλη στον 
πυθμένα του κάθε πηγαδιού αλλά ούτε και στα τοιχώματα του. Τοποθετούμε 
το ρύγχος στο χείλος του πηγαδιού και αδειάζουμε το περιεχόμενο του.

3) Ηλεκτροφόρηση γέλης αγαρόζης

1. Θέτουμε σε λειτουργία τη συσκευή ηλεκτροφόρησης.
2. Ρυθμίζουμε την τάση στα κατάλληλα Volts (π.χ. 200).
3. Αφήνουμε τη γέλη αγαρόζης να τρέξει για τον απαιτούμενο χρόνο (π.χ. 20 

λεπτά), παρακολουθώντας ανά τακτά χρονικά διαστήματα την πορεία της 
διαδικασίας.

4. Απενεργοποιούμε τη συσκευή ηλεκτροφόρησης.
5. Αφαιρούμε τη στερεοποιημένη γέλη αγαρόζης από τους δίσκους χύτευσης.
6. Προχωρούμε στη διαδικασία φωτογράφησης της γέλης αγαρόζης.

4) Φωτογράφηση της γέλης αγαρόζης μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης
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1. Τοποθετούμε το πήκτωμα αγαρόζης στη συσκευή υπεριώδους 
διαφανοσκόπησης.

2. Κλείνουμε το γυάλινο καπάκι.
3. Κλείνουμε τα φώτα στο χώρο.
4. Ενεργοποιούμε την υπεριώδη ακτινοβολία στη συσκευή .
5. Ενεργοποιούμε τη φωτογραφική μηχανή.
6. Ενεργοποιούμε τον ηλεκτρονικό υπολογιστή.
7. Ανοίγουμε το πρόγραμμα φωτογράφησης που είναι αποθηκευμένο στον 

υπολογιστή.
8. Επεξεργαζόμαστε την φωτογραφία.
9. Αποθηκεύουμε την φωτογραφία στον ηλεκτρονικό υπολογιστή.

2.5.4. ΑΝΑΓΝΩΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

Τα θετικά προϊόντα PCR καθαρίστηκαν χρησιμοποιώντας το PureLink PCR Kit 
καθαρισμού (Invitrogen) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και η 
αλληλουχία τους αναγνώστηκε αμφίδρομα χρησιμοποιώντας το φθορίζον Σύστημα 
προσδιορισμού αλληλουχίας Cycle sequencing του BigDye Terminator v3.1 (Applied 
Biosystems), ακολουθούμενo από διαχωρισμό θραυσμάτων με έναν 3.730xl 
αναλυτής DΝΑ (Applied Biosystems).

Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες μελετήθηκαν ως προς την ομοιότητα συγκριτικά με 
αλληλουχίες στελεχών των Νοροϊών, οι οποίες βρίσκονται καταχωρημένες στην 
παγκόσμια γονιδιακή τράπεζα δεδομένων (GenBank), με τη βοήθεια του 
προγράμματος βιοπληροφορικής BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Ο 
αλγόριθμος BLAST, αναζητά κατατεθειμένες αλληλουχίες ή τμήματα αυτών, στη 
GenBank, οι οποίες παρουσιάζουν υψηλή ομολογία με την υπό μελέτη αλληλουχία. Η 
ποιότητα κάθε στοίχισης ποσοτικοποιείται σε μία κλίμακα και οι τοπικές στοιχίσεις 
με την υψηλότερη βαθμολογία συσχέτισης (HSPs -  high scoring segment pairs) 
καταγράφονται σε μορφή πίνακα. Ο πίνακας αυτός, παρουσιάζει τελικά τις πιο 
«συγγενικές» αλληλουχίες, κατά σειρά μειωμένης βαθμολογίας συσχέτισης κατά 
συνέπεια και ομολογίας.

Η φυλογενετική ανάλυση διεξήχθη με τη χρήση του προγράμματος MEGA 3.1. Η 
κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων έλαβε χώρα με τη μέθοδο Neighbor Joining 
(NJ) χρησιμοποιώντας την παράμετρο Kimura 2. Η μέθοδος Neighbor Joining είναι μία 
μέθοδος πολλαπλής στοίχισης αλληλουχιών με ταυτόχρονη μετατροπή της 
διαφοροποίησης αυτών, όπως για παράδειγμα του ποσοστού των καταλοίπων που 
διαφέρουν μεταξύ των δύο αλληλουχιών, σε εξελικτική απόσταση. H μέθοδος 
λειτουργεί ως εξής: Αρχικά, στοιχίζονται οι δύο πιο συγγενικές αλληλουχίες, ενώ εν 
συνεχεία, για την προσθήκη των επόμενων αλληλουχιών, οι δύο πρώτες αλληλουχίες 
αντιμετωπίζονται ως μία. Μετά τη στοίχιση της επόμενης συγγενικής αλληλουχίας, οι 
τρεις πρώτες αλληλουχίες αντιμετωπίζονται ως μία και ούτω καθεξής.
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2.6. ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΤΩΝ ΡΟΤΑΪΩΝ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΑΠΟ 
ΚΛΙΝΙΚΟ ΔΕΙΓΜΑ ΚΟΠΡΑΝΩΝ

Η απομόνωση των Ρόταϊων από κλινικά δείγματα κοπράνων μπορεί να γίνει 
χρησιμοποιώντας συνεχείς κυτταρικές σειρές επιθηλιακών κυττάρων. Η 
απομάκρυνση των βακτηρίων μπορεί να επιτευχθεί με φυγοκέντρηση, επεξεργασία 
με αντιβιοτικά και διήθηση. Υπάρχουν περιπτώσεις όπου δεν είναι δυνατή η 
απομόνωση του Ρόταϊου χωρίς να ανευρίσκεται η αιτία. Σε κάποιες περιπτώσεις 
χρειάζονται αρκετές ανακαλλιέργειες ώστε να διαπιστωθεί η ανάπτυξη του ιού με τη 
βοήθεια κυτταρικών αλλοιώσεων. Επιπλέον, το δείγμα των κοπράνων πρέπει να 
αραιώνεται πριν τον ενοφθαλμισμό ώστε τυχόν τοξίνες/αναστολείς να μην 
επηρεάσουν τα κύτταρα.

2.6.1 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΨΥΞΗΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕΙΡΑΣ VERO(ATCC® CCL-81™) ΑΠΟ ΥΓΡΟ 
ΑΖΩΤΟ ΚΑΙ ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΣΕ ΦΛΑΣΚΕΣ 25 CM2

Απαραίτητα υλικά

1. Φλάσκες κυτταροκαλλιεργειών 25 cm2
2. Αποστειρωμένα σιφώνια 2ml, 5ml, 10ml, 25ml
3. Ανάστροφο Μικροσκόπιο
4. Θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιεργειών DΜΕΜ w L-Glut., High glucose 4g/lt
5. Εμβρυϊκός βόϊος ορός FBS
6. Επωαστικός κλίβανο 37 oC με παροχή CO2
7. Αιθανόλη 90%
8. Υδατόλουτρο
9. Αποστειρωμένα κωνικά σωληνάρια με πώμα 10 ή 15 ml
10. Θάλαμος BSL2

Εκτέλεση

• Αποστείρωση θαλάμου νηματικής ροής για τουλάχιστον 30' με χρήση UV
• Θέρμανση DMEM & FBS στους 37οC
• Αφαίρεση του κρυοφιαλιδίου με τα κύτταρα απο το άζωτο και μεταφορά στο 

υδατόλουτρο στους 37 οC για την απόψυξη των κυττάρων
• Μετά την απόψυξη του περιεχομένου, απολύμανση του κρυοφιαλιδίου 

εξωτερικά με αιθανόλη
• Μεταφορά του κρυοφιαλιδίου εντός του θαλάμου νηματικής ροής βιολογικής 

ασφάλειας ΙΙ
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• Αναρρόφηση του εναιωρήματος των κυττάρων με σιφόνι και μεταφορά σε 
κωνικό σωληνάριο με πώμα αποστειρωμένο.

• Φυγοκέντρηση του εναιωρήματος στις 1000 στροφές για 5 λεπτά
• Απόρριψη του υπερκειμένου
• Προσθήκη 7ml DMEM στο σωληνάριο, ομογενοποίηση και μεταφορά σε 

φλάσκα 25cm2
• Προσθήκη στη φλάσκα 700μ! FBS
• Μεταφορά της φλασκας στον επωαστικό κλίβανο στους 37οC με 5% CO2
• Εκτίμηση την επομένη σε ανάστροφο μικροσκόπιο της ανάπτυξης των 

κυττάρων

2.6.2 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕΙΡΑΣ VERO(ATCC® CCL-81™) ΣΕ 
ΦΛΑΣΚΕΣ 25 CM2

Απαραίτητα υλικά

1. Φιάλες κυτταροκαλλιεργειών 25 cm2

2. Αποστειρωμένα σιφώνια 2ml, 5ml, 10ml, 25ml

3. Ανάστροφο Μικροσκόπιο

4. Θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιεργειών ϋΜΕΜ w L-Glut., High glucose 4g/lt

5. Εμβρυϊκός βόϊος ορός FBS

6. Επωαστικός κλίβανο 37 oC με παροχή CO2

7. Αιθανόλη 90%

8. Υδατόλουτρο

9. Διάλυμα Trypsin + EDTA

10. Διάλυμα PBS

11. Θάλαμος BSL2 

Ανακαλλιέργεια σε δυο (2) φλάσκες

Εκτέλεση τεχνικής

Αποστειρώνουμε το θαλάμου νηματικής ροής βιολογικής ασφάλειας ΙΙ για 

τουλάχιστον 30' με χρήση UV
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• Προθερμαίνουμε τα διαλύματα Trypsin + EDTA, DMEM, FBS στους 370C

• Απόψυξη ορού FBS

• Μακροσκοπικός και μικροσκοπικός έλεγχος της κυτταροκαλλιέργειας στο 

ανάστροφο μικροσκόπιο για βακτηριακή μόλυνση.

• Σε περίπτωση βακτηριακής μόλυνσης απόρριψη και καταστροφή της φιάλης

• Έλεγχος στο ανάστροφο μικροσκόπιο για την πληρότητα της φιάλης 

(κυτταρική μονοστοιβάδα)

• Μεταφορά της φιάλης εντός του θαλάμου νηματικής ροής

• Έντονη ανακίνηση μια φορά της φιάλης ώστε να αποκολληθούν τα νεκρά 

κύτταρα από τον πυθμένα

• Απόρριψη του υπερκειμένου της καλλιέργειας

• Πλύση της κυτταρικής μονοστοιβάδας με 5 ml PBS 2 φορές ώστε να 

απομακρυνθούν υπολείμματα FBS

• Προσθήκη 1.5 ml διαλύματος Trypsin + EDTA και ελαφρά ανακίνηση

• Πωματισμό της φιάλης και επώαση για 3'-5' στο κλίβανο στους 37°C για 

επιτάχυνση της αποκόλλησης των κυττάρων

• Μετά από 3 λεπτά έλεγχος της φιάλης για την αποκόλληση των κυττάρων. Σε 

περίπτωση μερικής αποκόλλησης επανατοποθέτηση στο κλίβανο και 

επανέλεγχο σε 2 λεπτά.

• Μετά την πλήρη αποκόλληση τοποθέτηση της φιάλης εντός του θαλάμου 

νηματικής ροής

• Φυγοκέντρηση των αποκολληθέντων κυττάρων σε 700 x g για 4'ώστε να 

απομακρύνουμε τη θρυψίνη

• Μεταφορά στο θάλαμο και απόρριψη του υπερκειμένου.

• Προσθήκη 7 ml DMEM, ομογενοποίηση και μεταφορά του κυτταρικού 

εναιωρήματος σε φλάσκα.

• Προσθήκη επιπλέον 7 ml DMEM και 1,4 ml FBS.

• Ομογενοποίηση και μεταφορά του μισού όγκου σε νέα φλάσκα

• Κλείσιμο της φιάλης και καθαρισμός εξωτερικά με αιθανόλη σε ύπαρξη 

υπολειμμάτων ΜΕΜ στην περιοχή του πώματος

• Τοποθέτηση της φιάλης στον επωαστικό κλίβανο στους 37 ^  με 5% CO2 

παρουσία υγρασίας.
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Έλεγχος σε 24 ώρες σε ανάστροφο μικροσκόπιο της ανάπτυξης των 

κυττάρων

2.6.3 ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΕΝΟΦΘΑΛΜΙΣΜΟΥ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ VERO(ATCC® CCL- 
81™) ΚΛΙΝΙΚΟΥ ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ ΚΟΠΡΑΝΩΝ ΓΙΑ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΡΟΤΑΪΩΝ

Απαραίτητα υλικά

• Φλάσκες κυτταροκαλλιεργειών 25 cm2
• Αποστειρωμένα σιφώνια 2ml, 5ml, 10ml, 25ml
• Ανάστροφο Μικροσκόπιο
• Θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιεργειών DΜΕΜ w/L-Glut., High glucose 4g/lt
• Εμβρυϊκός βόϊος ορός FBS
• Επωαστικός κλίβανο 37 oC με παροχή CO2
• Αιθανόλη 90%
• Υδατόλουτρο
• Αποστειρωμένα κωνικά σωληνάρια με πώμα 10 ή 15 ml
• Διάλυμα Trypsin + EDTA 10mg/ml
• Θάλαμος BSL2

Εκτέλεση

• Αποστείρωση θαλάμου νηματικής ροής για τουλάχιστον 30' με χρήση UV

• Θέρμανση DMEM & FBS στους 37°C

• Μεταφέρουμε 3 ml διαρροϊκών κοπράνων σε αποστειρωμένο κωνικό 

δοκιμαστικό σωλήνα με πώμα και φυγοκεντρούμε σε 2.000 x g για 10 λεπτά 

στους 4 ^  ώστε να καθιζάνουν βακτήρια και στερεά.

• Λαμβάνουμε προσεκτικά το υπερκείμενο και διηθούμε με φίλτρο 200nm για 

την κατακράτηση βακτηρίων.

• Λαμβάνουμε προσεκτικά το υπερκείμενο και διηθούμε με φίλτρο 200nm για 

την κατακράτηση βακτηρίων.

• Σε σωληνάριο 1,5ml ετοιμάζουμε 1 ml διαλύματος κοπράνων 15% (w/v) 

χρησιμοποιώντας ως αραιωτικό DMEM χωρίς FBS.

• Αφαιρούμε το θρεπτικό υλικό από την φλάσκα με τα κύτταρα τα οποία 

έχουν καλύψει περίπου το 85% της διαθέσιμης επιφάνειας.
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• Ενεργοποιούμε τον ιό προσθέτοντας θρυψίνη με τελική συγκέντρωση του 

ενζύμου στο διάλυμα να είναι 10μg/ml

• Αναδεύουμε και επωάζουμε σε υδατόλουτρο στους 37οC για 60'.

• Μετά την ενεργοποίηση του ιού κάνουμε αραίωση στο δείγμα 1:5 με DMEM 

ώστε η τελική συγκέντρωση της θρυψίνης να μην υπερβαίνει τα 2μg/ml.

• Ξεπλένουμε την κυτταρική μονοστοιβάδα 2-3 φορές με 5 ml DMEM χωρίς 

FBS προθερμασμένου στους 37οΟ (Το FBS αναστέλλει την ενεργοποίηση 

των Ρόταϊων για αυτό και δεν πρέπει να υπάρχει στο υλικό καλλιέργειας)

• Ενοφθαλμίζουμε στη φλάσκα το κλινικό δείγμα και επωάζουμε για 60'σε 

θερμαινόμενο αναδευτήρα (πλάκα ανάδευσης) στους 37οC για να 

προσκολληθούν οι ιοί στα κύτταρα.

• Μετά την επώαση απορρίπτουμε το υπερκείμενο της κυτταροκαλλιέργειας 

και ξεπλένουμε με 4 ml DMEM χωρίς FBS

• Προσθέτουμε τέλος 7 ml DMEM χωρίς FBS με συγκέντρωση θρυψίνης 

0 ^ g / m l και επωάζουμε στους σε κλίβανο στους 37οC με 5% CO2 παρουσία 

υγρασίας έως 7 ημέρες ή μέχρι την εμφάνιση κυτταρικών αλλοιώσεων. Οι 

κυτταρικές αλλοιώσεις διαπιστώνονται με την εμφάνιση διόγκωσης των 

κυττάρων, κενοτοπίων και εν τέλει νέκρωσης και αποκόλλησης.

• Μετά την εμφάνιση των κυτταρικών αλλοιώσεων μεταφέρουμε 

καταψύχουμε τη φλάσκα (κατά προτίμηση -80). Επαναλαμβάνουμε τον 

κύκλο ψύξης απόψυξης 3 φορές ώστε να διαρραγούν όλα τα κύτταρα και να 

εξέλθουν οι ιοί.

• Απομακρύνουμε τα υπολείμματα των κυττάρων με φυγοκέντρηση σε 300 x g 

στους 4°C για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο συλλέγεται και αποθηκεύεται στους 

-80°C ή για μακροχρόνια συντήρηση σε υγρό άζωτο.

• Εάν χρειάζεται περεταίρω αύξηση του ιικού φορτίου αραιώνουμε το 

υπερκείμενο που συλλέξαμε παραπάνω 1:2 με DMEM 0,5% θρυψίνη και 

ενοφθαλμίζουμε σε νέα κυτταροκαλλιέργεια
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Για την διεξαγωγή της παρούσας διατριβής χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 640 
δείγματα διαρροϊκών κοπράνων τα οποία είχαν συλλεχθεί από νοσηλευόμενους 
ασθενείς στο Πανεπιστημιακό Γενικό Νοσοκομείο Λάρισας, κατά τη χρονική περίοδο 
2008-2013 και αποθηκεύτηκαν σε συνθήκες βαθιάς κατάψυξης (-80 oC). Η συλλογή 
των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε καθ' όλη τη διάρκεια του έτους. Τα δείγματα τα 
οποία συλλέχθηκαν ήταν αρνητικά για την παρουσία Sa lm o n e lla  spp., Sh ig e lla  spp., 
Yersin ia  enterocolitica, C a m p ylo b a cte r  spp.

3.1. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΤΩΝ ΙΩΝ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ REAL TIME PCR
3.1.1. ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΤΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013

Συλλέχθηκαν συνολικά 640 δείγματα διαρροϊκών κοπράνων. Μετά τον μοριακό 
έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με real time PCR ανιχνεύθηκαν και οι 4 ιοί που 
αναζητούνταν. Πιο συγκεκριμένα ανιχνεύθηκαν 105 δείγματα θετικά σε Ρόταϊους, 51 
δείγματα θετικά σε Νόροϊους,23 θετικά σε Αδένοϊους και 2 θετικά δείγματα σε 
Άστροϊους. Στα ανωτέρω θετικά δείγματα υπάρχουν 3 σύγχρονες μολύνσεις 
Αδένοϊου με Νόροϊο και 4 σύγχρονες μολύνσεις απο Ρόταϊο και Αδένοϊο.

Γράφημα 5: Συνολικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού 
των τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, για τη περίοδο 2008
2013.
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Από τα 640 συλλεχθέντα δείγματα, τα 315 προέρχονταν από άνδρες και τα 325 από 
γυναίκες. Ανιχνεύθηκαν σε δείγματα ανδρών 48 Ρόταϊοι, 28 Νόροϊοι, 8 Αδένοϊοι και 1 
Άστροϊος ενώ σε δείγματα γυναικών 57 Ρόταϊοι, 23 Νόροϊοι, 5 Αδένοϊοι και 1 
Άστροϊος. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ανδρών 
και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact test, p=0.46, 0.47, 0.20, 1 για 
Ρόταϊους, Νόροϊους, Αδένοϊους, Άστροϊους αντίστοιχα). Στον πίνακα που ακολουθεί 
καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.

3.1.1.1, ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΤΙΚΑ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ
ΥΠΟ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013,
ΑΝΑ ΦΥΛΟ ΑΣΘΕΝΗ, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ REAL TIME PCR

Πίνακας 6: Συγκεντρωτικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού 
υλικού των τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για 
την περίοδο 2008-2013. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί 
το σύνολο, 95% CI = Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

Ρόταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 315 48/267 15.24 11.69 -  19.63 315 28/287 8.89 6.22 -  12.55
Γ υναίκες 325 57/268 17.54 13.79 -  22.05 325 23/302 7.08 4.76 -  10.40

Σύνολο 640 105/535 16.41 13.74 -  19.48 640 51/589 7.97 6.11 -  10.33

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 315 8/307 2.54 1.29 -  4.93 315 1/314 0.32 0,06 -  1.78
Γ υναίκες 325 15/310 4.62 2.82 -  7.48 325 1/324 0.31 0.06 -  1.73

Σύνολο 640 23/617 3.59 2.40 -  5.33 640 2/638 0,31 0.08 -  1.13
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Γράφημα 6: Συνολικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού
των τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο του ασθενή,
για τη περίοδο 2008-2013.
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Από τα 640 συλλεχθέντα δείγματα, τα 517 προέρχονταν από ενήλικες και τα 123 από 
γυναίκες. Μετά τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με real time PCR 
ταυτοποιήθηκαν και οι 4 ιοί που αναζητούνταν. Πιο συγκεκριμένα ανιχνεύθηκαν 79 
Ρόταϊοι, 40 Νόροϊοι 13 Αδένοϊοι και 1 Άστροϊος σε δείγματα ενηλίκων και 26 Ρόταϊοι, 
11 Νόροϊοι, 10 Αδένοϊοι και 1 Άστροϊος σε δείγματα παιδιών. Δεν παρουσιάστηκαν 
στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ενηλίκων και των παιδιών ως προς τα 
θετικά δείγματα (Fisher exact test, p=0.14, 0.71, 0.35 για Ρόταϊους, Νόροϊους, και 
Άστροϊους αντίστοιχα) εκτός από τους Αδενοϊούς όπου τα θετικά είναι περισσότερα 
στα παιδιά (p=0.006). Στον πίνακα που ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα 
αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.

3.1.1.2, ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΤΙΚΑ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ
ΥΠΟ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013,
ΑΝΑ ΗΛΙΚΙΑΚΗ ΚΑΤΗΓΟΡΙΑ ΑΣΘΕΝΗ, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ REAL TIME PCR

Πίνακας 7: Συγκεντρωτικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού 
υλικού των τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά ηλικιακή 
κατηγορία, για την περίοδο 2008-2013. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, 
%=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI = Διάστημα εμπιστοσύνης επί του 
ποσοστού.

3όταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Ενήλικες 517 79/438 15.28 12.44 -  18.64 517 40/477 7.74 5.74 -  10.37
ΠΔ 123 26/97 21.14 14.85 -  29.17 123 11/112 8.94 5.06 -  15.30

Σύνολο 640 105/535 16.41 13.74 -  19.48 640 51/589 7.97 6.11 -  10.33

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Ενήλικες 517 13/504 2.51 1.47 -  4.25 517 1/516 0.19 0.03 -  1.08
ΠΔ 123 10/113 8.13 4.48 -  14.32 123 1/122 0.81 0.14 -  4.46

Σύνολο 640 23/617 3.59 2.40 -  5.33 640 2/638 0.31 0.08 -  1.13
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Γράφημα 7 . Κλινικά δείγματα θετικά για τους 4 ιούς, συνολικά και για τις 2 ηλικιακές 
κατηγορίες με real time PCR συγκεντρωτικά για τα έτη 2008 - 2013

700

600

500

400

300

200

100

0

ΠΔ
■ Ενήλικες

3.1.2. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΝΑ ΕΤΟΣ ΣΥΛΛΟΓΗΣ

3.1.2.1. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟ
ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΟ ΕΤΟΣ 2008, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 
REAL TIME PCR

Κατά το έτος 2008 συλλέχθηκαν 137 δείγματα εκ των οποίων τα 69 προέρχονταν από 
άνδρες και τα 65 από γυναίκες. Μετά τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με 
real time PCR ταυτοποιήθηκαν οι 3 από τους 4 ιούς που αναζητούνταν. Πιο 
συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 20 Ρόταϊοι, 9 Νόροϊοι και 3 Αδένοϊοι ενώ δεν βρέθηκε 
κανένα θετικό δείγμα για Άστροϊο. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές 
διαφορές μεταξύ των ανδρών και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact 
test p=0.63, 0.50, 0.12, 1 για Ρόταϊους, Νόροϊους, Άδενοϊους και Άστροϊους 
αντίστοιχα) . Στον πίνακα που ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα 
του μοριακού ελέγχου.
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Σημ: Ανευρέθηκε μία ταυτόχρονη μόλυνση από Αδένοϊο και Νόροϊο σε παιδιατρικό 
δείγμα

Πίνακας 8: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για το έτος
2008. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI =
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

Ρόταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 69 9/60 13.04 7.01 - 22.96 69 6/63 8.70 4.05 -  18.61
Γυναίκες 68 11/57 16.18 9.28 - 26.69 68 3/65 4.11 1.51 -  12.18

Σύνολο 137 20/117 14.60 9.65 - 21.48 137 9/128 6.57 3.49 -  12.01

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 69 0/69 0.00 0.00 -  5.27 69 0/69 0.00 0.00 -  5.27
Γυναίκες 68 3/65 4.11 1.51 -  12.18 68 0/65 0.00 0.00 -  5.35

Σύνολο 137 3/134 2.19 0.75 -  6.24 137 0/137 0.00 0.00 -  2.73

Γράφημα 8: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των 
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, για το έτος 2008.

■ Αρνητικά
■ Θετικά
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Κατά το έτος 2009 συλλέχθηκαν 114 δείγματα εκ των οποίων τα 62 προέρχονταν από 
άνδρες και τα 52 από γυναίκες. Μετά τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με 
real time PCR ταυτοποιήθηκαν και οι 4 ιοί που αναζητούνταν. Πιο συγκεκριμένα 
ταυτοποιήθηκαν 18 Ρόταϊοι, 11 Νόροϊοι και 5 Αδένοϊοι και 1 θετικό δείγμα για 
Άστροϊο. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ανδρών 
και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact test p=0.61, 0.34, 0.37, 1 
Ρόταϊους, Νόροϊους, Αδένοϊους Άστροϊους αντίστοιχα). Στον πίνακα που ακολουθεί 
καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.

3.I.2.2. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟ
ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΟ ΕΤΟΣ 2009, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ
REAL TIME PCR

Πίνακας 9: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των 
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για το έτος 
2009. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI = 
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

Σημ: Ανευρέθηκαν 4 ταυτόχρονες μολύνσεις: Ρόταϊου και Αδένοϊου σε δείγμα 
ενήλικα, Αδένοϊου και Νόροϊου σε δείγμα ενήλικα, Αδένοϊου και Νόροϊου σε 
παιδιατρικό δείγμα.

Ρόταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 62 11/51 17.74 10.20 -  29.04 62 8/54 .8.90 6.68 -  23.45
Γυναίκες 52 7/45 13.46 6.68 -  25.27 52 3/49 5.77 1.98 -  15.64

Σύνολο 114 18/96 15.79 10.23 -  23.58 114 11/103 9.65 5.47 -  16.46

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 62 4/58 6.45 2.54 -  15.45 62 1/61 1.61 0.28 -  8.58
Γυναίκες 52 1/51 1.92 0.34 -  10.12 52 0/52 0.00 0.00 -  6.88

Σύνολο 114 5/109 4.39 1.89 -  9.86 114 1/113 0.88 0.16 -  4.81
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Γράφημα 9: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, για το έτος 2009.

■ Αρνητικά
■ Θετικά

3.Ι.2.3. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟ
ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΟ ΕΤΟΣ 2010, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 
REAL TIME PCR

Κατά το έτος 2010 συλλέχθηκαν 99 δείγματα εκ των οποίων τα 40 προέρχονταν από 
άνδρες και τα 59 από γυναίκες. Μετά τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με 
real time PCR ταυτοποιήθηκαν και οι 4 ιοί που αναζητούνταν. Πιο συγκεκριμένα 
ταυτοποιήθηκαν 15 Ρόταϊοι,12 Νόροϊοι και 4 Αδένοϊοι και 1 θετικό δείγμα για 
Άστροϊο. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ανδρών 
και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact test p=0.59, 0.76, 1, 1 
Ρόταϊους, Νόροϊους Αδένοϊους και Άστροϊους αντίστοιχα). Στον πίνακα που 
ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.
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Σημ: Ανευρέθηκαν 2 σύγχρονες μολύνσεις Ρόταϊου και Αδένοϊου σε δείγματα 
ενήλικα.

Πίνακας 10: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για το έτος
2010. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI =
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

Ρόταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 40 7/33 17.50 8.75 -  31.95 40 4/36 10.00 3.96 -  23.05
Γυναίκες 59 8/51 13.56 7.03 -  24.54 59 8/51 13.56 7.03 -  24.54

Σύνολο 99 15/84 15.15 9.40 -  23.50 99 12/87 12.12 7.07 -  20.00

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 40 2/38 5.00 1.38 -  16.50 40 0/40 0.00 0.00 -  8.76
Γυναίκες 59 2/57 3.39 0.93 -  11.54 59 1/58 1.69 0.30 -  8.99

Σύνολο 99 4/95 4.04 1.58 -  9.93 99 1/98 1.01 0.18 -  5.50

Γράφημα 10: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των 
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, για το έτος 2010.
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Κατά το έτος 2011 συλλέχθηκαν 109 δείγματα εκ των οποίων τα 51 προέρχονταν από 
άνδρες και τα 58 από γυναίκες. Μετά τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με 
real time PCR ταυτοποιήθηκαν οι 3 από τους 4 ιούς που αναζητούνταν. Πιο 
συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 21 Ρόταϊοι, 5 Νόροϊοι και 4 Αδένοϊοι ενώ δεν βρέθηκε 
κανένα θετικό δείγμα για Άστροϊο. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές 
διαφορές μεταξύ των ανδρών και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact 
test p=1, 0.37, 0.62, 1 για Ρόταϊους, Νόροϊους, Αδένοϊους και Άστροϊους αντίστοιχα). 
Στον πίνακα που ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του 
μοριακού ελέγχου.

Πίνακας 11: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των 
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για το έτος 
2011. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI = 
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

Σημ: Ανευρέθηκε 1 σύγχρονη μόλυνση Ρόταϊου και Αδένοϊου σε δείγμα ενήλικα.

3.I.2.4. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟ
ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΟ ΕΤΟΣ 2011, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ
REAL TIME PCR

Ρόταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 51 10/41 19.61 11.02 -  32.46 51 1/50 1.96 0.35 -  10.30
Γυναίκες 58 11/47 18.97 10.94 -  30.86 58 4/54 6.90 2.72 -  16.44

Σύνολο 109 21/88 19.27 12.96 -  27.67 109 5/104 4.59 1.98 -  10.29

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 51 1/50 1.96 0.35 -  10.30 51 0/51 0.00 0.00 -  7.00
Γυναίκες 58 3/55 5.17 1.77 -  14.14 58 0/58 0.00 0.00 -  6.21

Σύνολο 109 4/105 3.81 1.49 -  9.39 109 0/109 0.00 0.00 -  3.40

180

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



Γράφημα 11: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, για το έτος 2011.

3.Ι.2.5. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟ
ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΟ ΕΤΟΣ 2012, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 
REAL TIME PCR

Κατά το έτος 2012 συλλέχθηκαν 94 δείγματα εκ των οποίων τα 45 προέρχονταν από 
άνδρες και τα 49 από γυναίκες. Μετά τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με 
real time PCR ταυτοποιήθηκαν οι 3 από τους 4 ιούς που αναζητούνταν. Πιο 
συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 19 Ρόταϊοι, 8 Νόροϊοι και 3 Αδένοϊοι ενώ δεν βρέθηκε 
κανένα θετικό δείγμα για Άστροϊο. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές 
διαφορές μεταξύ των ανδρών και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact 
test p=0.13, 1, 0.61 και 1 για Ρόταϊους, Νόροϊους, Αδένοϊους και Άστροϊους 
αντίστοιχα). Στον πίνακα που ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα 
του μοριακού ελέγχου.
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Σημ: Ανευρέθηκε 1 σύγχρονη μόλυνση Ρόταϊου και Αδένοϊου σε δείγμα ενήλικα.

Πίνακας 12: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για το έτος
2012. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI =
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

Ρόταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 45 6/39 13.33 6.25 -  26.17 45 4/41 8.89 3.51 -  20.73
Γυναίκες 49 13/36 26.53 16.21 -  40.26 49 4/45 8.16 3.22 -  19.18

Σύνολο 94 19/75 20.21 13.34 -  29.42 94 8/86 8.51 4.38 -  15.90

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 45 2/43 4.44 1.23 -  14.82 45 0/45 0.00 0.00 -  7.87
Γυναίκες 49 1/48 2.04 0.36 -  10.69 49 0/49 0.00 0.00 -  7.27

Σύνολο 94 3/91 3.19 1.09 -  8.97 94 0/94 0.00 0.00 -  3.93
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Γράφημα 12: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, για το έτος 2012.

■ Αρνητικά
■ Θετικά

3.Ι.2.6. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟ
ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΙΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΟ ΕΤΟΣ 2013, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 
REAL TIME PCR

Κατά το έτος 2013 συλλέχθηκαν 87 δείγματα εκ των οποίων τα 48 προέρχονταν από 
άνδρες και τα 39 από γυναίκες. Μετά τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με 
real time PCR ταυτοποιήθηκαν οι 3 από τους 4 ιούς που αναζητούνταν. Πιο 
συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 12 Ρόταϊοι, 6 Νόροϊοι και 5 Αδένοϊοι ενώ δεν βρέθηκε 
κανένα θετικό δείγμα για Άστροϊο. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές 
διαφορές μεταξύ των ανδρών και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact 
test p=0.36, 0.22, 1 Ρόταϊους Νόροϊους και Άστροϊους αντίστοιχα) εκτός των 
Άδενοϊων όπου τα θετικά ήταν περισσότερα στις γυναίκες (p=0.02). Στον πίνακα που 
ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.
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Σημ: Ανευρέθηκε 1 σύγχρονη μόλυνση Ρόταϊου και Αδένοϊου σε δείγμα ενήλικα.

Πίνακας 13: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για το έτος
2013. Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI =
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

Ρόταϊοι Νόροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 48 5/43 10.42 4.53 -  22.17 48 5/43 10.42 4.53 -  22.17
Γυναίκες 39 7/32 17.95 8.98 -  32.67 39 1/38 2.56 0.45 -  13.17

Σύνολο 87 12/75 13.79 8.07 -  22.58 87 6/81 6.90 3.20 -  14.24

Αδένοϊοι Άστροϊοι
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 48 0/48 0.00 0.00 -  7.41 48 0/48 0.00 0.00 -  7.41
Γυναίκες 39 5/34 12.82 5.60 -  26.71 39 0/39 0.00 0.00 -  8.97

Σύνολο 87 5/82 5.78 2.48 -  12.76 87 0/87 0.00 0.00 -  4.23
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Γράφημα 13: Εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού υλικού των
τεσσάρων υπό διερεύνηση ιών με τη χρήση real time PCR, για το έτος 2013.

■ Αρνητικά
■ Θετικά
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3.2 ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΝΑ ΤΥΠΟ ΙΟΥ

3.2.1 ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΆ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΡΟΤΑΪΩΝ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 

ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ REAL TIME PCR

Κατά το έτη 2008- 2013 συλλέχθηκαν 640 δείγματα από άνδρες και γυναίκες. Μετά 
τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με real time PCR ταυτοποιήθηκαν 105 
δείγματα θετικά σε Ρόταϊο. Πιο συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 20 θετικά δείγματα το 
έτος 2008, 18 θετικά δείγματα το έτος 2009, 15 θετικά δείγματα το έτος 2010, 21 
θετικά δείγματα το έτος 2011, 19 θετικά δείγματα το έτος 2012, 12 θετικά δείγματα 
το έτος 2013. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των 
ανδρών και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact test, p=0.63, 0.61, 
0.58, 1, 0.13, 0.36 για κάθε έτος 2008-2013 αντίστοιχα). Στον πίνακα που ακολουθεί 
καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.

Πίνακας 14: Συγκεντρωτικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού 
υλικού Ρόταϊων με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για την περίοδο 2008-2013. 
Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI = 
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

2008 2009
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 69 9/60 13.04 7.01 - 22.96 62 11/51 17.74 10.20 -  29.04
Γ υναίκες 68 11/57 16.18 9.28 - 26.69 52 7/45 13.46 6.68 -  25.27

Σύνολο 137 20/117 14.60 9.65 - 21.48 114 18/96 15.79 10.23 -  23.58

2010 2011
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 40 7/33 17.50 8.75 -  31.95 51 10/41 19.61 11.02 -  32.46
Γ υναίκες 59 8/51 13.56 7.03 -  24.54 58 11/47 18.97 10.94 -  30.86

Σύνολο 99 15/84 15.15 9.40 -  23.50 109 21/88 19.27 12.96 -  27.67

2012 2013
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 45 6/39 13.33 6.25 -  26.17 48 5/43 10.42 4.53 -  22.17
Γ υναίκες 49 13/36 26.53 16.21 -  40.26 39 7/32 17.95 8.98 -  32.67
Σύνολο 94 19/75 20.21 13.34 -  29.42 87 12/75 13.79 8.07 -  22.58
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Γράφημα 14: Κλινικά δείγματα θετικά και αρνητικά για Ρόταϊο ανά φύλο με real time 
PCR συγκεντρωτικά για τα έτη 2008 - 2013
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3.2.2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗΣ ΡΟΤΑΙΩΝ ΠΟΥ ΑΝΙΧΝΕΥΧΘΗΚΑΝ ΣΤΑ 
ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Ένας συνολικός αριθμός 51 δειγμάτων θετικών στη παρουσία Ροταϊών 
τυποποιήθηκαν ως προς τη VP4 και VP7 γενωμική περιοχή (G και P) μετά την 
εφαρμογή τεχνικής multiplex PCR όπως περιεγράφηκε στην ενότητα της 
Μεθοδολογίας.

Ο πιο συχνός τύπος που ανιχνεύθηκε ήταν ο G4P[8] (13 από τα 51 δείγματα) και ο 
αμέσως επόμενος ήταν ο G1P[8] (11 από τα 51). Οι τύποι G2P[4] και G4P[4] 
ακολούθησαν με 10 και 7 θετικά δείγματα αντίστοιχα, ενώ υπήρξαν μερικά θετικά 
δείγματα τύπων G3P[8], G10P[4], G2P[8] και G12P[4]. Στον Πίνακα A13 αναγράφονται 
αναλυτικά οι τύποι και η συχνότητα αυτών.
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Πίνακας 18: Τυποποίηση των Ρόταϊων με multiplex PCR συγκεντρωτικά για τη 
περίοδο 2008 - 2013

G10P[4] G12P[4] G1P[8] G4P[4] G2P[4] G2P[8] G3P[8] G4P[8] Σύν
2008 1 2 3
2009 1 1 1 1 2 3 9
2010 1 1 1 1 1 3 8
2011 2 5 1 2 1 2 13
2012 1 2 2 1 1 3 10
2013 4 1 1 2 8

Σύνολο 3 2 11 7 10 2 3 13 51
5,88% 3,92% 21,57% 13,73% 19,61% 3,92% 5,88% 25,49

%

Γράφημα 18: Συγκεντρωτικά αποτελέσματα τυποποίησης των Ρόταϊων με multiplex 
PCR για τη περίοδο 2008-2013. Ποσοστά του κάθε τύπου επί του συνόλου των 
τυποποιημένων στελεχών.
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Γράφημα 19: Αριθμός του κάθε τύπου Ρόταϊου που τυποποιήθηκε με multiplex PCR 
για τη περίοδο 2008-2013.
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Γράφημα 20: Αποτελέσματα τυποποίησης των Ρόταϊων με multiplex PCR, ανά έτος 
συλλογής. Ποσοστά του κάθε τύπου επί του συνόλου των τυποποιημένων στελεχών.
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Γράφημα 21: Αριθμός του κάθε τύπου Ρότάίου που τυποποιήθηκε με multiplex PCR, 
ανά έτος συλλογής.
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Εικόνα 16. Εικόνα γέλης ενδεικτική της τυποποίησης των Ροταϊών κατά P
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Εικόνα 17. Εικόνα γέλης ενδεικτική της τυποποίησης των Ροταϊών κατά G

Εκτός των 51 πλήρως τυποποιημένων στελεχών των Ρόταϊων υπήρξαν και 7 στελέχη 
στα οποία υπήρξε μερική τυποποίηση. Συγκεκριμένα 3 στελέχη τυποποιήθηκαν 
μερικώς ως G4, 1 στέλεχος ως G1, ένα στέλεχος ως P4 και ένα στέλεχος ως P8.

Πίνακας 19: Τυποποίηση Ρόταϊων (ανά τύπο, μερικώς τυποποιημένα) 2008 - 2013

G4 G1 P4 P8
Ρόταϊοι 3 1 2 1

%

3.2.3. ΑΝΑΓΝΩΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΡΟΤΑΙΩΝ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ 
ΑΝΑΛΥΣΗ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ

Σε έναν μικρό αριθμό θετικών δειγμάτων στην παρουσία Ροταϊών πραγματοποιήθηκε 
η ανάγνωση των γενετικών αλληλουχιών που προέκυψαν κατά την εφαρμογή των 
πρωτοκόλλων PCR με τη χρήση εκκινητών που στόχευσαν τις γενωμικές περιοχές VP4 
και VP7, από τις οποίες προκύπτει η τυποποίηση G και P των Ροταϊών. Κατά την 
ανάγνωση των αλληλουχιών επιβεβαιώθηκαν τα αποτελέσματα τυποποίησης όπως 
αυτά προέκυψαν κατά την εφαρμογή των πρωτοκόλλων multiplex PCR. Το μεγάλο 
κόστος της τεχνικής sequencing καθιστά απαγορευτική την εφαρμογή της σε όλο το 
φάσμα των θετικών δειγμάτων, παρά σε έναν ενδεικτικό αριθμό προς επιβεβαίωση 
των αποτελεσμάτων της multiplex PCR.
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Ενδεικτικά παρουσιάζονται δύο φυλογενετικά δέντρα τα οποία δημιουργήθηκαν με 
τη χρήση όμοιων αλληλουχιών άλλων ροταϊών διαφόρων οροτύπων όπως 
ανακτήθηκαν από τη γενετική βάση δεδομένων GenBank (NCBI). Τα θετικά δείγματα 
αποτέλεσαν κοινούς κλάδους με ροταϊούς ιδίων τύπων οι οποίοι έχουν απομονωθεί 
τα προηγούμενα χρόνια από ανθρώπινα δείγματα, επιβεβαιώνοντας τα 
αποτελέσματα της τυποποίησης μέσω multiplex PCR.

Εικόνα 18:. Φυλογενετικά δέντρα για θετικά δείγματα Ροταϊών χρησιμοποιώντας τις 
γενωμικές περιοχές VP4 (P Typing) και VP7 (G Typing) με τη χρήση της μεθόδου 
Neighbour Joining (NJ) και έλεγχο της αξιοπιστίας με τη μέθοδο bootstrap με 100 
επαναλήψεις.

Παράλληλα πραγματοποιήθηκε η ανάγνωση της γενετικής αλληλουχίας της 
γενωμικής περιοχής VP6 σε θετικά δείγματα και δημιουργήθηκε αντίστοιχο 
φυλογενετικό δέντρο χρησιμοποιώντας αλληλουχίες Ροταϊών τύπου I1 και I2 όπως 
ανακτήθηκαν από τη GenBank. Όπως παρατηρείται στο σχετικό γράφημα, η 
πλειονότητα των δειγμάτων που ελέγχθηκαν ανήκουν στον τύπο Ι1 και λίγα μόνο 
ανήκουν στον τύπο Ι2. Επιπρόσθετα όλα τα δείγματα ήταν φυλογενετικά συγγενή με 
στελέχη τα οποία έχουν απομονωθεί αποκλειστικά από ανθρώπους τα πρόσφατα έτη 
ανά τον κόσμο.
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Εικόνα 19: Φυλογενετικό δέντρο για θετικά δείγματα Ροταϊών χρησιμοποιώντας τη 
γενωμική περιοχή VP6 με τη χρήση της μεθόδου Neighbour Joining (NJ) και έλεγχο 
της αξιοπιστίας με τη μέθοδο bootstrap με 100 επαναλήψεις.

92TV317 

« Π  V428

21. ' —  gi|472763591|gb|KC152926.11:708-1064 Rolavrus A RVA/Human-vvMTA/PG01/2011/G2P4 inner capsid protein (VP 6) gene partial cds 

L  gip58523563|gb|GQ414544,11:737-1093 Human rotayrus A strain GER1H-Q9 major inner capsid protein (VP6) gene complete cds G8P4 

r- gi|383868061|gb|JN116523,11 Rotavirus A strain RVA/Human-v4/BFA/283-BF/2C10/G6P6 VP6 gene parlial cds 

to il gi|383868065|gb|JN116525.11 Rotavirus A strain RVA/Humarvvd/BFA/272-BF/2010/G6P6 VPS gene partial cds

__________ P  gl|66774342|gb|DQ005110.1 PQ005104S07 Rotavirus A strain RVA/Humat>iM/COD/DRC88/2C03/G8P8 VP6 gene complete cds

3  gi[78064505[gb|DQ005121.1|DQ005115S07 Rotavirus A strain RVA/Human-wt/COD/DRC86/2003/G8P6 VP6 gene complete cds 

1QC r  gi|472763383|gb|KC152910.1| RotaMrus A RVA/Human-wt/ITA/CEC06/2C11/G6P6 inner capsid protein (VP 6) gene parlial cds 

L gi|383868063|gb|JN116524.11:1-1249 Rotavirus A strain RVAMiman-wVBFA/265-BF/2010/G6P6 VP6 gene partial cds

gi|186910039|gb|EUG36929.11 Rotavirus A strain RVA/Simian-tcAJSA/RRV/1975/G3P3 middle layer protein gene complete cds

i ] r ------- 011!
Til------- gi!2l

-  g!|156118443|gb|EF554141 11 Rotavirus A strain RVA/Human-wt/lTA/111 -05-27/2005/G6P14 VP6 gene complete cds

721----------gi|209974224|gb|AF411322.2| Bovine rotavirus strain WC3 inner capsid protein VP6 mRNA complete cds RVA/Cow-tciUSAMC3/1981/G6P5

-  gi|294471548|gb|GU827410.1| Rotavirus A strain RVA/Cail-wt/ITA/BA222/2005/G3P9 VP6 gene complete cds

---------gi|284517190|gb|GU296428.11 Rotavirus A strain RVA/Hum an-wt/l TA/PAH136/1996/G3P9 VP6 gene complete cds

|— gi[333408605|gb|JF421979.11 Human rolaurus A strain KF17 inner capsid (VP6) gene complete cds G6P9

741

ggli— gi(472763525|gb|KC152918.1|:583-939 Rotavirus A RVA/Hurrran-wMTA/PG95/2011/G6P9 inner capsid protein (VP6) gene partial cds 

47I— V496

gi|156617931|gb|EF583028.1| Human rotavirus A genotype G2P4 USA DS 1 inner capsid protein VP6 gene complete cds

-------- gi[404517757|gb|JX406752.1| Rotavirus A strain Human-tcAJSA/Wa/1974/G1P8 segment 6 complete sequence

4fi V19 

V449 

■ V107 

1 V32 

100.V604 

■V251

-  V21 

V358 

V256

-  V376 

V548 

V72

193

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



3.2.4. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΝΟΡΟΪΩΝ ΣΕ 

ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 

REAL TIME PCR

Κατά το έτη 2008- 2013 συλλέχθηκαν 640 δείγματα από άνδρες και γυναίκες. Μετά 
τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με real time PCR ταυτοποιήθηκαν 51 
δείγματα θετικά σε Νόροϊο. Πιο συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 9 θετικά δείγματα το 
έτος 2008, 11 θετικά δείγματα το έτος 2009, 12 θετικά δείγματα το έτος 2010, 5 
θετικά δείγματα το έτος 2011, 8 θετικά δείγματα το έτος 2012, 6 θετικά δείγματα το 
έτος 2013. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ανδρών 
και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact test p=0.49, 0.34, 0.76, 0.37, 
1, 0.22 για κάθε έτος 2008-2013 αντίστοιχα). Στον πίνακα που ακολουθεί 
καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.

Πίνακας 15: Συγκεντρωτικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού 
υλικού Νόροϊων με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για την περίοδο 2008-2013. 
Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI = 
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

2008 2009
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 69 6/63 8.70 4.05 -  18.61 62 8/54 .8.90 6.68 -  23.45
Γυναίκες 68 3/65 4.11 1.51 -  12.18 52 3/49 5.77 1.98 -  15.64

Σύνολο 137 9/128 6.57 3.49 -  12.01 114 11/103 9.65 5.47 -  16.46

2010 2011
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 40 4/36 10.00 3.96 -  23.05 51 1/50 1.96 0.35 -  10.30
Γυναίκες 59 8/51 13.56 7.03 -  24.54 58 4/54 6.90 2.72 -  16.44

Σύνολο 99 12/87 12.12 7.07 -  20.00 109 5/104 4.59 1.98 -  10.29

2012 2013
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 45 4/41 8.89 3.51 -  20.73 48 5/43 10.42 4.53 -  22.17
Γυναίκες 49 4/45 8.16 3.22 -  19.18 39 1/38 2.56 0.45 -  13.17

Σύνολο 94 8/86 8.51 4.38 -  15.90 87 6/81 6.90 3.20 -  14.24
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Γράφημα 15: Κλινικά δείγματα θετικά και αρνητικά για Νόροϊο ανά φύλο με real time 
PCR συγκεντρωτικά για τα έτη 2008 - 2013
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3.2.5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗΣ ΝΟΡΟΙΩΝ ΠΟΥ ΑΝΙΧΝΕΥΧΘΗΚΑΝ ΣΤΑ 
ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Κατά την εκτέλεση της Real Time PCR, το χρησιμοποιούμενο πρωτόκολλο επέτρεψε, 
πέραν της ανίχνευσης των θετικών, και τη τυποποίηση αυτών στους τύπους GI και 
GII.

Από τα 51 συνολικά θετικά δείγματα, τα 47 εξ' αυτών τυποποιήθηκαν ως GII και τα 4 
εξ αυτών ως GI.

Πίνακας 20: Αποτελέσματα τυποποίησης Νόροϊων που ανιχνεύθηκαν με real time 
PCR σε δείγματα που συλλέχθηκαν τη περίοδο 2008 - 2013

G Ι G ΙΙ
Νόροϊοι 4 47

% 7,8 92,2
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3.2.6. ΑΝΑΓΝΩΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΝΟΡΟΪΩΝ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ 
ΑΝΑΛΥΣΗ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ

Σε έναν μικρό αριθμό θετικών δειγμάτων στην παρουσία Νοροϊών με τη χρήση της 
Real Time PCR, πραγματοποιήθηκε η ανάγνωση των γενετικών αλληλουχιών που 
προέκυψαν κατά την εφαρμογή των πρωτοκόλλων cPCR με τη χρήση εκκινητών που 
στόχευσαν γενωμική περιοχή του καψιδίου του ιού, όπως περιγράφηκε στη σχετική 
μεθοδολογία. Κατά την ανάγνωση των αλληλουχιών επιβεβαιώθηκαν τα 
αποτελέσματα τυποποίησης όπως αυτά προέκυψαν κατά την εφαρμογή των 
πρωτοκόλλων Real Time PCR. Το μεγάλο κόστος της τεχνικής sequencing καθιστά 
απαγορευτική την εφαρμογή της σε όλο το φάσμα των θετικών δειγμάτων, παρά σε 
έναν ενδεικτικό αριθμό προς επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων της Real Time PCR.

Ενδεικτικά παρουσιάζεται φυλογενετικό δέντρο το οποίο δημιουργήθηκε με τη 
χρήση αλληλουχιών άλλων Νοροϊών διαφόρων τύπων όπως ανακτήθηκαν από τη 
γενετική βάση δεδομένων GenBank (NCBI). Τα θετικά δείγματα αποτέλεσαν κοινούς 
κλάδους με νοροϊούς ιδίων τύπων οι οποίοι έχουν απομονωθεί τα προηγούμενα 
χρόνια από ανθρώπινα δείγματα, επιβεβαιώνοντας τα αποτελέσματα της 
τυποποίησης μέσω Real Time PCR.

Πιο συγκεκριμένα: Κατά την εφαρμογή της συμβατικής PCR σε 6 θετικά με τη Real 
Time PCR δείγματα για τη παρουσία Νοροϊών τύπου GII, υπήρξε παραγωγή 
προϊόντος του αναμενόμενου μεγέθους (387 bp) (εικόνα 11)

Εικόνα 20. Αποτέλεσμα ηλεκτροφόρησης προϊόντων για Νόροϊο GII.

1 3  4 5 6 7 8 9 NC

400
300

200

100

387 είναι το GII

196

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



Οι αλληλουχίες αναγνώστηκαν και μετά από αναζήτηση στην γενετική βάση Genbank 
με τη χρήση της μηχανής αναζήτησης BLAST, βρέθηκε ότι όλες οι ελεχθείσες 
αλληλουχίες ανήκουν στον τύπο GII-4.

Οι ακόλουθες αλληλουχίες αντοπίστηκαν:

Δείγμα V25:

TGGATGAGATTCTCGGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGT
GAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCAACCCATCTGATGGGTCCGCAGCCAACCTCGTCCCA
GAGGTCAACAATGAGGTTATGGCTTTGGAGCCCGTTGTTGGTGCCGCTATTGCGGCGCCTGT
AGCGGG CCAACAAAATGTAATTGACCCCTG G ATTAG AAATAATTTTG TACAAG CCCCTGGTG
GAGAGTTCACAGTATCCCCTAGAAACGCTCCAGGTGAAATACTATGGAGCGCGCCCTTAGGC
CCTGATCTGAATCCCTACCTATCTCATTTGGCCAGAATGTA

Δείγμα V54:

TGGATGAGATTCTCGGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGT
GAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCAACCCATCTGATGGGTCCGCAGCCAACCTCGTCCCA
GAGGTCAACAATGAGGTTATGGCTTTGGAGCCCGTTGTTGGTGCCGCTATTGCGGCGCCTGT
AGCGGGCCAACAAAATGTAATTGACCCCTGGATTAGAAATAATTTTGTACAAGCCCCTGGTG
GAGAGTTCACAGTATCCCCTAGAAACGCTCCAGGTGAAATACTATGGAGCGCGCCCTTAGGC
CCTGATCTGAATCCCTACCTATCTCATTTGGCCAGAATGTA

Δείγμα V93:

TGGATGAGATTCTCGGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGT
GAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCAACCCATCTGATGGGTCCGCAGCCAACCTCGTCCCA
GAGGTCAACAATGAGGTTATGGCTTTGGAGCCCGTTGTTGGTGCCGCTATTGCGGCGCCTGT
AGCGGGCCAACAAAATGTAATTGACCCCTGGATTAGAAATAATTTTGTACAAGCCCCTGGTG
GAGAGTTCACAGTATCCCCTAGAAACGCTCCAGGTGAAATACTATGGAGCGCGCCCTTAGGC
CCTGATCTGAATCCCTACCTATCTCATTTGGCCAGAATGTA

Δείγμα V146:

TGGATGAGATTCTCGGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGT
GAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCAACCCATCTGATGGGTCCGCAGCCAACCTCGTCCCA
GAGGTCAACAATGAGGTTATGGCTTTGGAGCCCGTTGTTGGTGCCGCTATTGCGGCGCCTGT
AGCGGGCCAACAAAATGTAATTGACCCCTGGATTAGAAATAATTTTGTACAAGCCCCTGGTG
GAGAGTTCACAGTATCCCCTAGAAACGCTCCAGGTGAAATACTATGGAGCGCGCCCTTAGGC
CCTGATCTGAATCCCTACCTATCTCATTTGGCCAGAATGTA
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Δείγμα V477:

TGGATGAGATTCTCGGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGT
GAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCAACCCATCTGATGGGTCCGCAGCCAACCTCGTCCCA
GAGGTCAACAATGAGGTCATGGCTTTGGAGCCCGTTGTTGGTGCCGCTATTGCGGCGCCTGT
GGCGGG CCAACAAAATGTAATTGACCCCTG G ATTAG AAATAATTTTG TACAAG CCCCTGGTG
GAGAGTTCACAGTATCCCCTAGAAACGCTCCAGGTGAAATACTATGGAGCGCGCCCTTAGGC
CCTGATCTGAATCCCTACCTATCTCATTTGGCCAGAATGTA

Δείγμα V523:
TTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCAACCCATCTGATGGGTCCGCAGCCAACCTC 
GTCCCAGAGGTCAACAATGAGGTTATGGCTTTGGAGCCCGTTGTCGGTGCCGCTATTGCGGC 
GCCTGTAGCGGGCCAACAAAATGTAATTGACCCCTGGATTAGAAATAATTTTGTACAAGCCC 
CTGGTGGAGAGTTCACAGTATCCCCTAGAAACGCTCCAGGTGAAATACTATGGAGCGCGCCC 
TTAGGCCCTGATCTGAAT CCCTACCTATCTCATTTG G CCAGAATGTA

Οι 4 αλληλουχίες ήταν πανομοιότυπες (Δείγμα V54, V25, V93, V146), το δείγμα V477 
είχε 2 SNPs σε σχέση με αυτές και το δείγμα V523 είχε ένα SNP σε σχέση με τις 
τέσσερις πανομοιότυπες.

H κατασκευή φυλογενετικού δέντρου εύκολα κατέδειξε και επιβεβαίωσε αυτό που 
διαφάνηκε και από τη χρήση της μηχανής αναζήτησης BLAST: Τα στελέχη ανήκουν 
στον γενότυπο GII.4. Το φυλογενετικό δέντρο κατασκευάστηκε με την ανάκτηση από 
την GenBank χαρακτηριστικών για τους γενοτύπους GII.1 -  GII.22 στελεχών, με τα 
δείγματα της παρούσας μελέτης να δημιουργούν ξεχωριστό κλάδο με το G II.4 
στέλεχος (U46500.1) (Εικόνα 12)
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Εικόνα 21. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση τις μερικές αλληλουχίες 
του γονιδίου του καψιδίου του ιού. Τα στελέχη ομαδοποιήθηκαν με την GIL4 
γενετική ομάδα

Κατά την εφαρμογή της συμβατικής PCR σε 1 θετικό με τη Real Time PCR δείγμα για 
τη παρουσία Νοροϊών τύπου GI, υπήρξε παραγωγή προϊόντος του αναμενόμενου 
μεγέθους (330 bp). Μετά από ανάγνωση της αλληλουχίας (sequencing) εντοπίστηκε 
η ακόλουθη γενετική ακολουθία:

CCCGAATTTGTAAATGATGATG G CGTCTAAGGACG CCCCTCAAAG CG CTGATGGCG CAAG C 
GGCGCAGGTCAACTGGTGCCGGAGGTTAATACAGCTGACCCCTTACCCATGGAACCTGTGG 
CTG G G CCCACAACAG CCGTAG CCACTG CTG G G CAAGTTAATATG ATTGACCCCTG G ATTG TT 
AATAATTTTGTCCAGTCACCTCAAGGTGAGTTCACAATCTCTCCTAACAATACCCCCGGTGAT 
ATTTTGTTTGATTTACAATTAGGTCCA

Η αλληλουχία μετά τη χρήση της αναζήτησης BLAST, βρέθηκε να διαφέρει μόλις σε 
μία νουκλεοτιδική θέση, χωρίς αλλαγή αμινοξέος (synonymous SNP) από αλληλουχία
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στελέχους που εντοπίστηκε στην Νότια Ελλάδα (Norovirus GI.2 isolate 
66230/ATH/GI.2 RdRp and VP1 genes, partial cds) το 2014. H κατασκευή 
φυλογενετικού δέντρου εύκολα κατέδειξε και επιβεβαίωσε αυτό που διαφάνηκε και 
από τη χρήση της μηχανής αναζήτησης BLAST: Το στέλεχος ανήκει στον γενότυπο 
GI.2. Το φυλογενετικό δέντρο κατασκευάστηκε με την ανάκτηση από την GenBank 
χαρακτηριστικών για τους γενοτύπους GI.1 -  GI.9 στελεχών, με το αναγνωσθέν 
δείγμα της παρούσας μελέτης να δημιουργεί ξεχωριστό κλάδο με το G Ι.2 στελέχη 
(Εικόνα 13)

Εικόνα 22. Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο με βάση μερικές αλληλουχίες του 
γονιδίου VP1. Τα στελέχη ομαδοποιήθηκαν με την GI.2 γενετική ομάδα
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3.2.7. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΔΕΝΟΪΩΝ ΣΕ 

ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 

REAL TIME PCR

Κατά το έτη 2008 - 2013 συλλέχθηκαν 640 δείγματα από άνδρες και γυναίκες. Μετά 
τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με real time PCR ταυτοποιήθηκαν 24 
δείγματα θετικά σε Αδένοϊο. Πιο συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 3 θετικά δείγματα το 
έτος 2008, 5 θετικά δείγματα το έτος 2009, 4 θετικά δείγματα το έτος 2010, 4 θετικά 
δείγματα το έτος 2011, 3 θετικά δείγματα το έτος 2012, 5 θετικά δείγματα το έτος 
2013. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ανδρών και 
γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact test, df=1 p= 0.12, 0.37, 1, 0.62, 
0.61, για κάθε έτος 2008-2012 αντίστοιχα) εκτός του 2013 όπου υπήρξαν 
περισσότερα κρούσματα στις γυναίκες (Fisher exact test p=0.01). Στον πίνακα που 
ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.

Πίνακας 16: Συγκεντρωτικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού 
υλικού Αδένοϊων με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για την περίοδο 2008-2013. 
Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI = 
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

2008 2009

Σ Θ/Α % 95%  CI Σ Θ /Α % 95%  CI

Ά νδρες 69 0 / 6 9 0 .0 0 0 .0 0  -  5 .2 7 62 4 / 5 8 6 .4 5 2 .5 4  -  1 5 .4 5
Γ υναίκες 68 3 /6 5 4 .1 1 1 .5 1  -  1 2 .1 8 5 2 1 /5 1 1 .9 2 0 .3 4  -  1 0 .1 2

Σύνολο 1 3 7 3 / 1 3 4 2 .1 9 0 .7 5  -  6 .2 4 1 1 4 5 / 1 0 9 4 .3 9 1 .8 9  -  9 .8 6

2010 2011
Σ Θ/Α % 95%  CI Σ Θ /Α % 95%  CI

Ά νδρες 4 0 2 /3 8 5 .0 0 1 .3 8  -  1 6 .5 0 5 1 1 /5 0 1 .9 6 0 .3 5  -  1 0 .3 0
Γ υναίκες 5 9 2 /5 7 3 .3 9 0 .9 3  -  1 1 .5 4 5 8 3 /5 5 5 .1 7 1 .7 7  -  1 4 .1 4

Σύνολο 9 9 4 / 9 5 4 .0 4 1 .5 8  -  9 .9 3 1 0 9 4 / 1 0 5 3 .8 1 1 .4 9  -  9 .3 9

2012 2013
Σ Θ/Α % 95%  CI Σ Θ /Α % 95%  CI

Ά νδρες 4 5 2 /4 3 4 .4 4 1 .2 3  -  1 4 .8 2 4 8 0 / 4 8 0 .0 0 0 .0 0  -  7 .4 1
Γ υναίκες 4 9 1 /4 8 2 .0 4 0 .3 6  -  1 0 .6 9 39 5 / 3 4 1 2 .8 2 5 .6 0  -  2 6 .7 1

Σύνολο 9 4 3 /9 1 3 .1 9 1 .0 9  -  8 .9 7 8 7 5 / 8 2 5 .7 8 2 .4 8  -  1 2 .7 6
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Γράφημα 16: Κλινικά δείγματα θετικά και αρνητικά για Αδένοϊο ανά φύλο με real
time PCR συγκεντρωτικά για τα έτη 2008 - 2013
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3.2.8. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΆΣΤΡΟΙΩΝ ΣΕ 

ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΣΥΛΛΕΧΘΗΚΑΝ ΤΗ ΠΕΡΙΟΔΟ 2008-2013, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ 

REAL TIME PCR

Κατά το έτη 2008- 2013 συλλέχθηκαν 640 δείγματα από άνδρες και γυναίκες. Μετά 
τον μοριακό έλεγχο που πραγματοποιήθηκε με real time PCR ταυτοποιήθηκαν 2 
δείγματα θετικά σε Άστροϊο. Πιο συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν 1 θετικό δείγμα το 
2009 και 1 θετικό δείγμα το 2010. Δεν παρουσιάστηκαν στατιστικά σημαντικές 
διαφορές μεταξύ των ανδρών και γυναικών ως προς τα θετικά δείγματα (Fisher exact 
test, p= 1, 1, 1, 1, 1 και 1 για κάθε έτος 2008-2013 αντίστοιχα). Στον πίνακα που 
ακολουθεί καταγράφονται αναλυτικά τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου.
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Πίνακας 17: Συγκεντρωτικά εργαστηριακά αποτελέσματα ανίχνευσης γενωμικού 
υλικού Άστροϊων με τη χρήση real time PCR, ανά φύλο, για την περίοδο 2008-2013. 
Σ=Σύνολο, Θ=Θετικά, Α=Αρνητικά, %=Ποσοστό θετικών επί το σύνολο, 95% CI = 
Διάστημα εμπιστοσύνης επί του ποσοστού.

2008 2009
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 69 0/69 0.00 0.00 -  5.27 62 1/61 1.61 0.28 -  8.58
Γυναίκες 68 0/68 0.00 0.00 -  5.35 52 0/52 0.00 0.00 -  6.88

Σύνολο 137 0/137 0.00 0.00 -  2.73 114 1/113 0.88 0.16 -  4.81

2010 2011
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 40 0/40 0.00 0.00 -  8.76 51 0/51 0.00 0.00 -  7.00
Γυναίκες 59 1/58 1.69 0.30 -  8.99 58 0/58 0.00 0.00 -  6.21

Σύνολο 99 1/98 1.01 0.18 -  5.50 109 0/109 0.00 0.00 -  3.40

2012 2013
Σ Θ/Α % 95% CI Σ Θ/Α % 95% CI

Άνδρες 45 0/45 0.00 0.00 -  7.87 48 0/48 0.00 0.00 -  7.41
Γυναίκες 49 0/49 0.00 0.00 -  7.27 39 0/39 0.00 0.00 -  8.97

Σύνολο 94 0/94 0.00 0.00 -  3.93 87 0/87 0.00 0.00 -  4.23
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Γράφημα 17: Κλινικά δείγματα θετικά και αρνητικά για Άστροϊο ανά φύλο με real
time PCR συγκεντρωτικά για τα έτη 2008 - 2013
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3.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΣΥΓΚΡΙΣΗΣ ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗΣ ΑΞΙΑΣ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 
ΡΟΤΑΪΩΝ

Στον πίνακα 21 καταγράφονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κάθε τεχνικής 
που εφαρμόστηκε ενώ στον πίνακα 22 καταγράφονται η ευαισθησία, η ειδικότητα, η 
θετική προγνωστική αξία, η αρνητική προγνωστική αξία του ανοσοχρωματογραφικού 
τεστ (ICT) και της cPCR σε αντιπαραβολή με την rt-PCR.

H rt-PCR έδωσε τα περισσότερα θετικά αποτελέσματα και θεωρικά λαμβάνοντας 
υπόψη την πολύ υψηλή ευαισθησία της τεχνικής, τα αποτελέσματα αυτά 
θεωρούνται ως πραγματικά θετικά. Λαμβάνοντας υπόψη τα ανωτέρω, η ευαισθησία 
του ανοσοχρωματογραφικού τεστ (ICT) και της συμβατικής cPCR είναι σχεδόν 
παρόμοια με τιμές 75,24% και 77,14 αντίστοιχα.
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Πίνακας 21: Α π ο τ ε λ έ σ μ α τ α  γ ι α  κ ά θ ε  τ ε χ ν ι κ ή  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε

Δ ε ί γ μ α τ α Α ν ο σ ο χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ι κ ή R e a l- t im e  P C R Σ υ μ β α τ ι κ ή  P C R

δ ο κ ιμ ή  ( IC T )

Θ ε τ ι κ ό Α ρ ν η τ ι κ ό Θ ε τ ι κ ό Α ρ ν η τ ι κ ό Θ ε τ ι κ ό Α ρ ν η τ ι κ ό

Σ ύ ν ο λ ο 8 9 5 5 1 1 0 5 5 3 5 8 1 5 5 9

Πίνακας 22: Σ ύ γ κ ρ ι σ η  δ ι α γ ν ω σ τ ι κ ή ς  α ξ ί α ς  τ ε χ ν ι κ ώ ν  λ α μ β ά ν ο ν τ α ς  υ π ό ψ η  ω ς  τ ιμ ή  

α ν α φ ο ρ ά ς  τ α  α π ο τ ε λ έ σ μ α τ α  τ η ς  r t - P C R

Α π ο τ ε λ έ σ μ α τ α

rt-P C R

Α ρ ιθ μ ό ς  δ ε ιγ μ ά τ ω ν 0

IC T IC T %  Ε υ α ισ θ η σ ία %  Ε ιδ ικ ό τ η τ α Θ Π Α  (9 5 % Α Π Α  (9 5 %

Θ ε τ ικ ά Α ρ ν η τ ικ ά (9 5 %  CI) (9 5 %  C I) C I) C I)

Θ ε τ ι κ ά 7 9 2 6 7 5 ,2 4 9 8 ,1 3 8 8 ,7 6 9 5 ,2 8

Α ρ ν η τ ι κ ά 1 0 5 2 5 ( 6 6 ,9 8 - ( 9 6 ,9 8 - 9 9 ,2 8 ) ( 8 2 ,2 0 - ( 9 3 ,5 1 -

8 3 ,4 9 ) 9 5 ,3 3 ) 9 7 ,0 5 )

c P C R c P C R

Θ ε τ ικ ά Α ρ ν η τ ικ ά

Θ ε τ ι κ ά 8 1 2 4 7 7 ,1 4 1 0 0 1 0 0 9 5 ,7 1

Α ρ ν η τ ι κ ά 0 5 3 5 ( 6 9 ,1 1 - ( 9 4 ,0 3 -

8 5 ,1 7 ) 9 7 ,3 9 )

Ε π ι π ρ ό σ θ ε τ α  ε φ α ρ μ ό σ τ η κ ε  μ ία  α ν ά λ υ σ η  τ ω ν  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν  θ ε ω ρ ώ ν τ α ς  κ ά θ ε  

δ ε ί γ μ α  π ο υ  β ρ έ θ η κ ε  θ ε τ ι κ ό  μ ε  2 δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ έ ς  τ ε χ ν ι κ έ ς  ω ς  π ρ α γ μ α τ ι κ ά  θ ε τ ι κ ό  (9 3  

δ ε ί γ μ α τ α )  κ α ι  ό λ α  τ α  υ π ό λ ο ι π α  ω ς  π ρ α γ μ α τ ι κ ά  α ρ ν η τ ι κ ά  ( 5 4 7  δ ε ί γ μ α τ α )  

υ π ο λ ο γ ί σ τ η κ ε  η δ ι α γ ν ω σ τ ι κ ή  α ξ ί α  ( π ί ν α κ α ς  2 3 )  τ η ς  κ ά θ ε  τ ε χ ν ι κ ή ς .  Κ α ι  μ ε  α υ τ ή  τ η  

π ρ ο σ έ γ γ ι σ η ,  ο ι  ε υ α ι σ θ η σ ί ε ς  τ ο υ  α ν ο σ ο χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ι κ ο ύ  τ ε σ τ  ( IC T )  κ α ι  τ η ς  

σ υ μ β α τ ι κ ή ς  c P C R  ε ί ν α ι  ε π ί σ η ς  σ χ ε δ ό ν  π α ρ ό μ ο ι ε ς  κ α ι  υ ψ η λ έ ς ,  μ ε  τ ι μ έ ς  8 2 ,9 8 %  κ α ι  

8 9 ,0 1 %  α ν τ ίσ τ ο ι χ α .
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Κατά τη γνώση μας, η παρούσα μελέτη αποτελεί τη πρώτη ταυτόχρονη διερεύνηση 
δειγμάτων για τη παρουσία των κύριων ιών που προκαλούν γαστρεντερίτιδες σε 
δείγματα τα οποία συλλεχθηκαν από ενήλικες και παιδιά στην περιοχή της 
Θεσσαλίας. Για όλα τα δείγματα υπάρχει ο περιορισμός της μη ύπαρξης δεδομένων 
από μικροσκοπική εξέταση κοπράνων. Η διερεύνηση αφορούσε ένα αρκετά μεγάλο 
αριθμό δειγμάτων τα οποία επιτρέπουν μια ασφαλή εκτίμηση επί της παρουσίας των 
ιών αυτών σε ασθενείς που νοσηλεύονται στα νοσοκομεία και οι οποίοι 
παρουσίασαν εντερίτιδες.

Τα ευρήματά μας συμφωνούν συνολικά με παρόμοιες μελέτες οι οποίες έχουν 
πραγματοποιηθεί σε άλλες χώρες αλλά και με αποτελέσματα μικρότερης κλίμακας 
μελετών στον Ελληνικό χώρο.

4.1. ΠΕΡΙ ΡΟΤΑΙΩΝ

Ο κύριος ιός ο οποίος εντοπίστηκε στα συλλεχθέντα δείγματα ήταν ο Ροταϊός. Το 
εύρημα αυτό δε προκαλεί εντύπωση, καθώς οι ροταϊοί αποτελούν το 5-10% όλων 
των περιστατικών οξείας γαστρεντερίτιδας σε βρέφη και νεαρά παιδιά [191-193]. Η 
θετικότητα σε συνολικό ποσοστό της τάξεως του 21% σε δείγματα παιδιών κατά τη 
μελέτη μας αν και υψηλή θεωρείται αναμενόμενη αν αναλογιστούμε ότι η συλλογή 
των δειγμάτων αφορούσε δείγματα ήδη νοσηλευόντων με εντερίτιδα ανηλίκων και 
όχι το συνολικό πληθυσμό, στον οποίο η πλειονότητα των περιστατικών 
αντιμετωπίζονται χωρίς νοσηλεία [324]. Η υψηλή θετικότητα σε ροταϊούς 
αιτιολογείται από τη μικρή μολυσματική δόση [217,218], το μεγάλο ιικό φορτίο που 
αποβάλλεται στα κόπρανα [219] και τη μεγάλη ανθεκτικότητα που παρουσιάζει ο ιός 
στις περιβαλλοντικές συνθήκες [221,222]. Η μόλυνση με ρόταϊο αποτελεί την πιο 
συχνή ιογενή γαστρεντερίτιδα, κάτι που επιβεβαιώθηκε και στη περιοχή της μελέτης 
μας.

Παρόμοια εικόνα παρατηρήθηκε και στους ενήλικες, με το ποσοστό θετικότητας να 
φτάνει το 15% και να είναι το υψηλότερο όσον αφορά τους υπό διερεύνηση ιούς. Το 
ποσοστό θεωρείται αρκετά υψηλό, αν αναλογιστούμε ποσοστά θετικότητας που 
έχουν αναφερθεί μέχρι στιγμής σε διάφορες Ευρωπαικές χώρες: Σε μια μικρής 
κλίμακας μελέτη στην Αγγλία, οι Ροταϊοί ευθύνονταν για το 4% των διαρροιών σε 
ενήλικες που νοσηλεύτηκαν σε νοσοκομείο [697]. Το ποσοστό αυτό κυμάνθηκε στο 
3% στην Ελβετία και στη Σουηδία [698,699]. Σε άλλες μη Ευρωπαϊκές γεωγραφικές 
περιοχές παρατηρήθηκαν παρόμοια ποσοστά: της τάξεως του 5% (Ταϋλάνδη) [700],

206

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 17:31:22 EEST - 3.147.49.107



2-4% σε ενήλικες άνω των 45 ετών στο Μίσιγκαν [701]. Υπάρχουν όμως και μελέτες 
όπου έχουν αναφερθεί πολύ υψηλότερα ποσοστά όπως 14% στην Ιαπωνία, 17% στην 
Αυστραλία και το ακραίο ποσοστό του 42% στην Ινδονησία ή 63% στο Μεξικό [702
705]. Πάντως αξίζει να αναφερθεί ότι ακόμη και αυτά τα ποσοστά μπορεί να 
υποτιμούν την συχνότητα, καθώς συνήθως οι Ροταϊοί της Ομάδας C δεν 
αναζητούνται σε συνθήκες ρουτίνας και σε μια μελέτη στην Αγγλία υπήρξε 
οροθετικότητα 42% σε ασθενείς [706]. Επομένως, το ποσοστό του 15% σε ενήλικες 
που νοσηλεύτηκαν με διάρροια αποτελεί ένα υψηλό ποσοστό για τα Ευρωπαϊκά 
δεδομένα, όχι όμως και σε παγκόσμιο επίπεδο. Επιπρόσθετα, σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα της μελέτης μας δε προκύπτει κάποια στατιστικώς σημαντική 
διαφορά μεταξύ των δειγμάτων που προήλθαν από άνδρες ή γυναίκες.

Κατά τη μελέτη μας πραγματοποιήθηκε και η τυποποίηση ενός σημαντικού αριθμού 
θετικών δειγμάτων Ροταϊών με τη χρήση multiplex PCR. H τυποποίηση είναι ιδιαίτερα 
σημαντική καθώς ως γνωστόν οι ροταϊοί παρουσιάζουν μεγάλη γενετική και 
αντιγονική ποικιλομορφία και συνήθως πολλαπλά στελέχη συνυπάρχουν σε μια 
περιοχή οποιαδήποτε στιγμή. Συνήθως, στις ανεπτυγμένες χώρες, υπάρχει ένας μόνο 
γενότυπος ο οποίος κυριαρχεί σε μια γεωγραφική περιοχή σε αντιθέση με τις 
αναπτυσσόμενες όπου δεν μπορεί να προσδιοριστεί ένα μεμονωμένο επικρατέστερο 
στέλεχος [326]. Κάτι παρόμοιο παρατηρήθηκε και στα αποτελέσματά μας: 1 στα 4 
θετικά δείγματα περιείχε τον G4P[8], υψηλά ποσοστά (21,57% και 19,61%) περιείχαν 
τον G1P[8] και G2P[4] αντίστοιχα, για να ακολουθήσουν σε μικρότερα ποσοστά οι 
G3P[8], G10P[4], G2P[8] και G12P[4]. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν σε ένα 
βαθμό με τη παρούσα ερευνητική βιβλιογραφία: Ένας μικρός αριθμός διαφορετικών 
γονοτύπων Ροταϊών επικράτησαν στους ανθρώπους κατά τις τελευταίες τρεις 
δεκαετίες παγκοσμίως. Οι γονότυποι που κυκλοφορούν σε υψηλή συχνότητα είναι οι 
G1, G2, G3, G4 και πιο πρόσφατα οι G9 και G12, προκαλώντας το 80-90% όλων των 
μολύνσεων με ροταϊούς στη Βόρεια Αμερική, την Ευρώπη και την Αυστραλία [199
201]. Αντίθετα, στις χώρες της Αφρικής, της Ασίας και της Νότιας Αμερικής, άλλοι 
γονότυποι όπως οι G5, G6 και G8 είναι οι επικρατέστεροι [184,202-205]. Οι μελέτες 
επιτήρησης έχουν αναγνωρίσει 14 τύπους G (G1-G6, G8-G12, G14, G20 και G26) και 
17 τύπους P (P[1] έως P[11], P[14], P[15], Ρ[24], Ρ[25] και Ρ[28]) και σχεδόν 90 
συνδυασμούς αντιγόνων ροταιών τύπου Α σε παιδιά παγκοσμίως. Μεταξύ αυτών, 
ωστόσο, μόνο λίγοι είναι υπεύθυνοι για την πλειοψηφία των λοιμώξεων που 
εκδηλώνονται κλινικά. Σε παγκόσμιο επίπεδο, τα πιο κοινά ανθρώπινα στελέχη είναι 
τα G1P[8] (31 - 53%), G2P[4] (10-13%), G3P[8] (5-11%), G4P[8] (5-14%), G9P[8] (10
11%) και G12P[8] (1-3%). Παρατηρούμε λοιπόν, ότι κατά τη μελέτη μας 
παρατηρήθηκε ένα αρκετά σημαντικό ποσοστό παρουσίας του τύπου G4P[8], 
διπλάσιο από τη συνήθη συχνότητα σε παγκόσμιο επίπεδο. Παρόλα αυτά, σε 
προηγούμενη μελέτη στον Ελληνικό χώρο τα ποσοστά που ανιχνεύχθηκαν σε 
δείγματα συλλεχθέντα από τη Στερεά Ελλάδα τη περίοδο 2008-2010 όσον αφορά
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τους διάφορους τύπους ήταν: G4P[8] (70.7%), G1P[8] (10.9%), G2P[4] (5.4%) και 
G9P[8] (2.2%) [707]. Η αλλαγή στη συχνότητα των γενοτύπων είναι κάτι που έχει ήδη 
αναφερθεί πολλάκις ανά τον κόσμο και αποτελεί ένα αναμενόμενο εύρημα και σε 
επίπεδο χώρας, μέσα στο πέρασμα των ετών [201]. Πέραν αυτού όμως, 
παρατηρούμε και στη παρούσα μελέτη ότι οι τρεις επικρατούντες γενότυποι 
παραμένουν οι G4P[8], G1P[8] και G2P[4] σε όλη τη περίοδο (2008-2013).

Όσον αφορά τη διακύμανση της παρουσίας των γενοτύπων ανά έτος, δεν 
παρατηρήθηκε καμμία σημαντική αυξομείωση. Μοναδικό ίσως εύρημα μπορεί να 
θεωρηθεί η σχετικά μεγαλύτερη παρουσία θετικών δειγμάτων τύπου G1P[8] μετά το 
2011. Στα τρία πρώτα έτη της μελέτης (2008-2010) ο τύπος G1P[8] αντιπροσωπεύει 
το 10% των θετικών δειγμάτων, ενώ από το 2011-2013 αντιπροσωπεύει το 29% των 
θετικών δειγμάτων. Ο μικρός σχετικά αριθμός τυποποιημένων θετικών δειγμάτων 
δεν επιτρέπει την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων.

Η επιδημιολογική υπεροχή των έξι κοινών γενότυπων φαίνεται να μην έχει αλλάξει 
μετά την εισαγωγή του εμβολίου, αν και μερικά από τα μείζονα στελέχη τείνουν να 
είναι πιο κοινά από άλλα.

Η ιατρική σημασία των G4P[8], G1P[8], G2P[4] και G3P[8] έγινε εμφανής στα τέλη της 
δεκαετίας του 1980 [327,328]. Αντίθετα, τα στελέχη G9P[8] και G12P[8] έχουν γίνει 
κοινά παγκοσμίως μόνο από τα μέσα της δεκαετίας του 1990 και μετά. Στελέχη 
G1P[4] και G2P[8] αναφέρθηκε να συνυπάρχουν συνήθως με στελέχη G1P[8] και 
G2P[4] [199,328]. Στελέχη G2P[4] εμφανίστηκαν να κυριαρχούν σε διαδοχικές εποχές 
σε χώρες όπου το ετεροτυπικό εμβόλιο G1P[8] (Rotarix) χρησιμοποιείται στα εθνικά 
προγράμματα ανοσοποίησης ρουτίνας [329].

Κατά τη διερεύνηση των δειγμάτων για τη παρουσία Ροταϊών, χρησιμοποιήθηκαν η 
Real-time PCR, η συμβατική PCR με πολλαπλασιασμό γενωμικής περιοχής του 
γονίδιου VP6 αλλά και τεστ ταχείας ανοσοχρωματογραφίας για ανίχνευση αντιγόνου 
του ιού. Συγκρίνοντας τις τρεις αυτές διαγνωστικές τεχνικές και θεωρώντας τη real 
time-PCR ως μέθοδο αναφοράς, η σημαντική διαπίστωση είναι οι σχετικά χαμηλές 
ευαισθησίες των δύο άλλων τεχνικών. Πιθανότατα αυτό οφείλεται στη δυνατότητα 
της real-time PCR να ανιχνεύει πολύ χαμηλές ποσότητες ιϊκού φορτίου. Ένας άλλος 
περιορισμός της μελέτης μας ήταν ότι υπήρχαν μόνο 84 αληθώς θετικά δείγματα και 
αυτό μπορεί να επηρεάσει την ασφάλεια γύρω από τους υπολογισμούς ευαισθησίας, 
όπως απεικονίζεται από τα μεγάλα διαστήματα εμπιστοσύνης που σχετίζονται με 
αυτά τα δεδομένα.

Όσον αφορά το κόστος των τεχνικών και την ευκολία χρήσης, είναι προφανές ότι η 
ταχεία ανοσοχρωματογραφία παρέχει ένα φθηνό (το κόστος μπορεί να είναι ακόμη 
και 2 ευρώ ανά δείγμα, ενώ είναι περίπου 4-6 ευρώ για τη συμβατική PCR και τη real
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time PCR), γρήγορο και αξιόπιστο τρόπο για τον έλεγχο των δειγμάτων με σχετικά 
ικανοποιητικά αποτελέσματα. Σε αντίθεση με τις κλασικές μεθόδους ανίχνευσης για 
τα ιϊκά παθογόνα, όπως το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο, την ανοσοενζυμική τεχνική και 
τη PCR, η ταχεία ανοσοχρωματογραφία μπορεί να πραγματοποιηθεί χωρίς ακριβό 
εργαστηριακό εξοπλισμό και είναι επομένως κατάλληλο για χρήση σε χαμηλού 
κόστους κλινική πρακτική. Αντίθετα, οι μοριακές τεχνικές είναι δύσκολο να 
εκτελεστούν την ημέρα της δειγματοληψίας σε ένα σχήμα ρουτίνας σε νοσοκομείο, 
και απαιτούν ειδικό εξοπλισμό και προσωπικό. Συνήθως, ύποπτα δείγματα 
συλλέγονται από διάφορες ημέρες και αποστέλλονται για μοριακή ανίχνευση σε μια 
παρτίδα. Αυτό μειώνει σημαντικά τις δυνατότητες ταχείας διάγνωσης, κάτι 
σημαντικό σε περιπτώσεις γαστρεντερίτιδας.

Ωστόσο, ένα αρνητικό αποτέλεσμα ταχείας ανοσοχρωματογραφίας δεν αποκλείει την 
παρουσία ροταϊών, όπως φαίνεται στη μελέτη αυτή. Είναι γνωστό ότι η PCR είναι η 
πλέον ευαίσθητη μέθοδος για την ανίχνευση των ροταϊών. Ειδικά στη real time PCR 
μπορεί να ανιχνευχθεί ένα εξαιρετικά χαμηλό ιϊκό φορτίο. Η βέλτιστη προσέγγιση θα 
ήταν η εφαρμογή της ταχείας ανοσοχρωματογραφίας, όσο και μια μοριακή τεχνική, 
real-time PCR κατά προτίμηση. Η συμβατική PCR μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε θετικά 
δείγματα για την απόκτηση σχετικά μεγάλου μεγέθους προϊόντος PCR για ανάγνωση 
της γενετικής αλληλουχίας και ανάλυση μοριακής επιδημιολογίας. Τα αποτελέσματα 
της μελέτης μας συμφωνούν με άλλες πρόσφατες μελέτες αξιολόγησης τεχνικών 
ανίχνευσης, οι οποίες επίσης διαπίστωσαν ότι ο έλεγχος του αντιγόνου παρέμεινε 
κατάλληλη τεχνική για την ταχεία διάγνωση της λοίμωξης από ροταϊό σε κλινικά 
δείγματα [708,709].

4.2. ΠΕΡΙ ΝΟΡΟΙΩΝ

Κατά τη διερεύνηση των συλλεχθέντων δειγμάτων για τη παρουσία Νοροϊών, 51 
δείγματα ευρέθησαν θετικά, ένα ποσοστό της τάξης του 8%. Τόσο στους ενήλικες 
όσο και τα παιδιά τα ποσοστά ήταν παρόμοια (7,74% και 8,94% αντίστοιχα) ενώ δε 
παρουσιάστηκαν και στατιστικώς σημαντικές διαφορές μεταξύ δειγμάτων ανδρών 
και γυναικών (8,89% και 7,08% αντίστοιχα). Τα ευρήματα αυτά συμφωνούν με 
παρόμοιες μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί ανά τον κόσμο. Οι Νοροϊοί 
παρουσιάζουν παγκόσμια κατανομή και ο εκτιμώμενος συνολικός επιπολασμός στα 
βρέφη και στα μικρά παιδιά που νοσηλεύονται για θεραπεία γαστρεντερίτιδας είναι 
περίπου 12% [371], γεγονός που καθιστά τους νοροϊούς το δεύτερο σημαντικότερο 
αιτιολογικό παράγοντα σοβαρής γαστρεντερίτιδας σε αυτή την ηλικιακή ομάδα μετά 
τους ροταϊούς. Σε μια ανασκόπηση δημοσιευμένων μελετών, οι νοροϊοί 
αναφέρθηκαν σταθερά ως η δεύτερη πιο σημαντική αιτία σοβαρής γαστρεντερίτιδας 
σε βρέφη και μικρά παιδιά παγκοσμίως, με 200.000 θανάτους ετησίως σε παιδιά
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ηλικίας κάτω των 5 ετών στις αναπτυσσόμενες χώρες [442]. Στην Ελλάδα στο 
παρελθόν σε παρόμοια μελέτη το ποσοστό παρουσίας των Νοροϊών σε κόπρανα 
παιδιών που νοσηλεύτηκαν με γαστρεντερίτιδα, κυμάνθηκε στο 4% [710].

Παρόμοια ποσοστά όμως αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία και όσον αφορά 
τους ενήλικες. Στην Ολλανδία, το 18% των κοινοτικών περιπτώσεων γαστρεντερίτιδας 
κατά τη διάρκεια μίας μόνο χειμερινής περιόδου και τουλάχιστον 5% των 
περιπτώσεων γαστρεντερίτιδας που οδήγησαν σε επίσκεψη σε γιατρό, συνδέθηκαν 
με λοίμωξη από νοροϊό [455]. Στη Σουηδία, παρατηρήθηκε αυξημένο ποσοστό 
θνησιμότητας σε ηλικιωμένους ασθενείς που νοσηλεύτηκαν για τη θεραπεία 
σοβαρής γαστρεντερίτιδας λόγω λοίμωξης από νοροϊούς [445]. Επιπλέον, 
θνησιμότητα 2% αναφέρθηκε σε μια σημαντική έξαρση κρουσμάτων από νοροϊούς 
σε έξι νοσηλευτικά ιδρύματα στο Ισραήλ [446]. Στη Γερμανία, η συχνότητα 
εμφάνισης γαστρεντερίτιδας από νοροϊούς στην κοινότητα που απαιτεί ιατρική 
φροντίδα, αναφέρθηκε σε 626 περιπτώσεις / ανά 100.000 ανθρωπο-έτη, 
καθιστώντας την κυρίαρχη γνωστή αιτία οξείας γαστρεντερίτιδας σε αυτή τη χώρα 
[457]. Στην Αγγλία, η συχνότητα εμφάνισης γαστρεντερίτιδας από νοροϊούς ήταν 4,5 
περιπτώσεις / ανά 100 ανθρωπο-έτη, που αντιστοιχεί σε περίπου 2 εκατομμύρια 
επεισόδια ανά έτος [458].

Κατά την τυποποίηση των 51 θετικών δειγμάτων, με τη χρήση Real time PCR, 
ανευρέθησαν 47 δείγματα του τύπου GN και 4 δείγματα του τύπου GI, κάτι το οποίο 
συμφωνεί με τη διεθνή βιβλιογραφία: Σε μια μελέτη που έγινε σε βρέφη και παιδιά 
ηλικίας 0 έως 14 ετών στη Φιλανδία, διαπιστώθηκε ότι ο επιπολασμός αντισωμάτων 
έναντι των νοροϊών GII φθάνει στο 91,2% σε παιδιά ηλικίας άνω των 5 ετών [454]. Ο 
επιπολασμός αντισωμάτων έναντι των νοροϊών GII (Μεξικό, Χαβάη ή Lordsdale) 
φαίνεται να είναι υψηλότερος από εκείνη των ιών GI στις περισσότερες αλλά όχι σε 
όλες τις μελέτες το οποίο πιθανώς αντανακλά την κυριαρχία των στελεχών GII. Στον 
ελληνικό xώρο, σε μία μεγάλη έξαρση κρουσμάτων γαστρεντερίτιδας στη περιοχή της 
Ξάνθης πριν μία δεκαετία (1640 κρούσματα σε μία περίοδο 3 μηνών), ως 
αιτιολογικός παράγοντας αναγνωρίστηκε ο Νοροϊός τύπου GII με την απομόνωση 15 
διαφορετικών στελεχών [711]. Ως αίτιο θεωρήθηκε το μολυσμένο πόσιμο νερό. Σε 
μία μεγάλη μελέτη η οποία πραγματοποιήθηκε στην Νότια Ελλάδα για τη περίοδο 
2013-2015, από 69 μοριακά θετικά δείγματα κοπράνων παιδιών, ανιχνεύθηκαν οι 
εξής γενότυποι: Ο GII.4 σε ποσοστό 74%, ο GII.2 σε ποσοστό 8.7%, ο GII.3 σε ποσοστό 
5.8%, ο GII.6 σε ποσοστό 2.9%, ενώ εντοπίστηκαν και 2 στελέχη τύπου GI.2 (2.9%). 
Στη παρούσα μελέτη σε ενδεικτική περαιτέρω μοριακή τυποποίηση μερικών θετικών 
με τη Real Time PCR δειγμάτων, έξι δείγματα τύπου GII βρέθηκε ότι ανήκουν στο 
γενότυπο GII.4 ενώ ένα δείγμα του τύπου GI ανήκε επίσης στο γενότυπο GI.2, 
συμφωνώντας σε μεγάλο βαθμό με τα αποτελέσματα της μελέτης στη Νότια Ελλάδα 
[712]. Η σύγκριση μέσω της μηχανής αναζήτησης BLAST με άλλα στελέχη ανά τον 
κόσμο, καθώς και η φυλογενετική ανάλυση επέδειξε ότι όλα τα στελέχη των οποίων
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οι αλληλουχίες αναγνώστηκαν είναι όμοια σε μεγάλο βαθμό με στέλεχη που 
κυκλοφορούν παγκοσμίως και εμπλέκονται σε εξάρσεις ή σποραδικά κρούσματα 
γαστρεντερίτιδας τη τελευταία δεκαετία.

4.3. ΠΕΡΙ ΑΔΕΝΟΙΩΝ

Όσον αφορά την ανίχνευση των Αδενοϊών, ανευρέθησαν μόλις 23 θετικά δείγματα 
(3,59%) με τα 13 να εντοπίστηκαν σε ενήλικες και τα 10 σε παιδιά. Εντοπίστηκε μία 
στατιστικώς σημαντική διαφορά καθώς τα 10 θετικά δείγματα στα παιδιά 
εντοπίστηκαν σε ένα σύνολο μόλις 113 δειγμάτων (8,13%) ενώ στους ενήλικες το 
ποσοστό είναι 2,51% (13/504). Το εύρημα αυτό συμφωνεί με μελέτες που έχουν 
πραγματοποιηθεί στο παρελθόν σε άλλες χώρες και κατά τις οποίες οι αδενοϊοί 
εντοπίζονται με μεγαλύτερη συχνότητα στα κόπρανα παιδιών [713,714]. Στον 
άνθρωπο, η μετάδοση των αδενοϊών και η νόσος που προκαλούν ποικίλλουν από τη 
σποραδική μέχρι την επιδημική μορφή. Το μοτίβο μετάδοσης συσχετίζεται συχνά με 
τον ορότυπο του ιού και την ηλικία (παιδιά ή ενήλικες) του ευπαθούς πληθυσμού. 
Μέχρι στιγμής, έχει τεκμηριωθεί η ύπαρξη ενός μεγάλου αριθμού ασυμπτωματικών 
λοιμώξεων από αδενοϊούς. Στα παιδιά η πιο συχνή οδός μετάδοσης είναι η 
κοπρανοστοματική.

Οι αδενοϊοί εκτιμάται ότι προκαλούν το 8% ιογενών γαστρεντερίτιδων παγκοσμίως. 
Σε μια πρόσφατη μελέτη που βασίστηκε σε εξέταση δειγμάτων με PCR, το 4,4% των 
παιδιατρικών ασθενών με διάρροια στην Ασία είχαν PCR θετικό αποτέλεσμα στα 
κόπρανα, για Ad40 και 41. Οι εντερικοί αδενοϊοί ανιχνεύθηκαν σε ένα τμήμα 
δειγμάτων κοπράνων παιδιών με γαστρεντερίτιδα σε ορισμένες χώρες, ως εξής: 6,9% 
στις Ηνωμένες Πολιτείες, 8% στη Σουηδία. 8,3% στη Γερμανία. 7,9% στην Ανατολική 
Αγγλία, Ηνωμένο Βασίλειο, 9% στο Μπέλφαστ, Ηνωμένο Βασίλειο. 1,4% στο Blantyre, 
Μαλάουι. 1,5% στη Βραζιλία. 6,7% στο Ιράν. 4% στην Τζακάρτα, Ινδονησία και 10,8% 
στο Shenzhen, Κίνα. Οι Levidiotou et al. σε εξαετή μελέτη, εξέτασαν 4604 δείγματα 
κοπράνων από παιδιά που προσήλθαν στο νοσοκομείο και το ποσοστό θετικών 
δειγμάτων για αδενοϊό ανέρχονταν σε 3.5% [710]. Τα ποσοστά αυτά είναι όμοια τόσο 
μεταξύ τους όσο και με τη συχνότητα εντόπισης της μελέτης μας.

4.4. ΠΕΡΙ ΑΣΤΡΟΙΩΝ

Η παρουσία των Αστροϊών στα δείγματα ήταν πολύ μικρή: Μόλις δύο δείγματα 
βρέθηκαν θετικά, το ένα αφορούσε ενήλικα και το άλλο ανήλικο, σε ποσοστά 
μικρότερα του 1%. Παρόμοια όμως αποτελέσματα υπήρξαν και σε μια προηγούμενη 
μελέτη στον Ελληνικό χώρο, κατά την οποία εντοπίστηκαν μόλις 70 θετικά δείγματα 
Αστροϊών σε 4604 συνολικά δείγματα κοπράνων [710]. Οι λοιμώξεις από Αστροϊούς 
έχουν παγκόσμια κατανομή και αφορούν κυρίως, αλλά όχι αποκλειστικά, μικρά
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παιδιά που παρουσιάζουν διάρροια. Οι αστροϊοί έχουν επίσης συσχετιστεί με 
διάρροια σε ανοσοκατεσταλμένους ανήλικες και ενήλικες ασθενείς [552,553,557
560] και με νεκρωτική εντεροκολίτιδα σε παιδιά που έχουν γεννηθεί πρόωρα 
[549,550]. Η κατανομή του HAstV με βάση την ηλικία μπορεί να ποικίλλει, 
εξαρτώμενη από διάφορους παράγοντες. Ωστόσο, σε μία μελέτη που διεξήχθη στην 
Ισπανία, περίπου το 80% των λοιμώξεων από αστροϊούς εμφανίστηκαν σε παιδιά 
ηλικίας κάτω των 3 ετών [565].

Η επίπτωση του HAstV σύμφωνα με την ηλικία (επεισόδια ανά έτος) που βρέθηκε σε 
μια μελέτη στην Αίγυπτο (0,38 για βρέφη <6 μηνών, 0,40 για βρέφη 6 έως 11 μηνών 
και 0,16 για παιδιά μεταξύ 12 και 23 μηνών) ήταν παρόμοια με αυτή που βρέθηκε 
για τον ροταϊό [566].

Οι περισσότερες λοιμώξεις από αστροϊούς ανιχνεύονται τους χειμερινούς μήνες σε 
εύκρατες περιοχές και σε περίοδο βροχών σε πιο τροπικά κλίματα [564,567]. Η 
γαστρεντερίτιδα που προκαλείται από τον HAstV είναι συνήθως μια ήπια, 
αυτοπεριοριζόμενη νόσος που δεν απαιτεί νοσηλεία.

Πρόσφατη ταυτοποίηση, με εξαιρετικά ευαίσθητες μεθόδους, νέων AstV σε 
ανθρώπους [87,545,573] υπογραμμίζουν την ανάγκη διερεύνησης του επιπολασμού 
αυτών των νέων ιών προκειμένου να προσδιοριστεί ο πραγματικός τους αντίκτυπος 
στη δημόσια υγεία. Περιορισμένες μελέτες υποδεικνύουν ότι αυτοί οι ιοί, όπως και ο 
HAstV, μπορούν να έχουν παγκόσμια κατανομή στον ανθρώπινο πληθυσμό.[481,574] 
Δεδομένης της γενετικής σχέσης τους με τους ιούς των ζώων και της πιθανότητας 
μετάδοσής τους μεταξύ διαφορετικών ειδών, είναι πιθανό τα άγρια ζώα να παίζουν 
κάποιο ρόλο στην επιδημιολογία αυτών των ιών.

4.5. ΕΠΙΛΟΓΟΣ

Τα αποτελέσματα της διατριβής επιβεβαιώνουν την αναγνώριση των ιικών 
εντεροπαθογόνων ως μία από τις κυριότερες αιτίες γαστρεντερίτιδας στον άνθρωπο: 
Σχεδόν ένα στα τέσσερα κλινικά δείγματα διαρροϊκών κοπράνων τα οποία 
εξετάστηκαν στα πλαίσια της παρούσας διατριβής περιείχε κάποιον ή κάποιους από 
τους τέσσερις σημαντικότερους εντερικούς ιούς. Σε κάποιες περιπτώσεις όπως η 
παρουσία των ροταϊών, τα ποσοστά συχνότητας βρέθηκαν να είναι ασυνήθιστα 
υψηλά σε σύγκριση με Ευρωπαϊκές χώρες. Η χρήση σύγχρονων μοριακών τεχνικών 
κατά τη διερεύνηση κλινικών δειγμάτων αποδεικνύεται ένα σημαντικό εργαλείο 
βελτιώνοντας σημαντικά την ευαισθησία των διαγνωστικών μας προσεγγίσεων. Η 
περαιτέρω μοριακή διερεύνηση και τυποποίηση των δειγμάτων επέδειξε μία 
σημαντική γενετική ποικιλομορφία των κυκλοφορούντων στελεχών. Αυτό προφανώς 
και εγείρει σημαντικά θέματα όσον αφορά την αποτελεσματικότητα των
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εφαρμοζόμενων θεραπευτικών και προληπτικών μέτρων π.χ. τη χρήση εμβολίων 
συγκεκριμένων τύπων. Η διατριβή επέδειξε μία συνεχή διακύμανση στην συχνότητα 
εμφάνισης των διαφόρων τύπων, ιδίως των Ροταϊών, στη περιοχή της μελέτης, με 
σημαντικές εναλλαγές μεταξύ των ετών.

Τα δεδομένα και ευρήματα τα οποία παρουσιάζονται μέσα από τη διατριβή αυτή 
αφορούν ένα συγκεκριμένο χρονικό και χωρικό πλαίσιο (περίοδος 2008-2013, 
περιοχή Θεσσαλίας) και αποτελούν έτσι μία σημαντική προσθήκη στη σχετική 
βιβλιογραφία. Τα δεδομένα αυτά γίνονται πλέον διαθέσιμα για μετα-αναλύσεις οι 
οποίες θα σχετίζονται με την εξέλιξη της παρουσίας των ιών αυτών αλλά και με τη 
μελέτη των παραγόντων που μπορεί να τις προκαλούν. Παράλληλα, η συγκέντρωση 
στοιχείων τυποποίησης των παθογόνων αποτελεί μια διαρκώς αναγκαία διαδικασία 
η οποία επιτρέπει την καλύτερη δυνατή πρόληψη και αντιμετώπιση των σχετικών 
νοσημάτων, επιτυγχάνοντας τον απώτερο σκοπό της προάσπισης της Δημόσιας 
Υγείας.
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