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ROVIDITESEK JEGYZEKE

bp bazispar

cDNS komplementer DNS

DE OEC Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum

dsRNS duplaszalu-RNS

EuroRotaNet European Rotavirus Network; Europai Rotavirustorzs-figyelé Halozat
G Glikoprotein antigén

IgA, IgG A- ¢és G-tipusti immunglobulin (ellenanyag)

MADb-EIA monoclonal antibody- based enzyme-immunosorbent assay;

monoklondlis ellenanyag alapu ETA

NSP non-structural protein; nem strukturalis fehérje

nt nukleotida

OEK Orszagos Epidemiologiai Kozpont

P Protedz érzékeny antigén

PCR polymerase chain reaction; polimeraz lancreakcio
RT-PCR reverz transzkripciés PCR

Tris Tris-hidroximetil-aminometan

EDTA etiléndiamin-tetraecetsav

VP viral protein; szerkezeti fehérje



BEVEZETES

A human A-csoportt rotavirusokat (hGARV) az 0jsziilttkori és gyermekkori viralis
gastroenteritisek vilagszerte leggyakoribb korokozoiként tartjuk szdmon. A rotavirusok
globdlisan el6forduld, ubiquiter kérokozok. A virussal torténd fertézodés 5 éves kor elott
biztosan bekovetkezik és életlink soran gyakoriak a reinfekciok (Parashar, 2003; Thapar és
Sanderson, 2004). Evente kb. 130-140 milli6 uj, gastroenteritises tiinetekkel kisért primer
rotavirus-fert6z¢és fordul elé a vilagon. A betegség legjellemzdbb tiinetei az étvagytalansag,
hasi fajdalom, hanyas, hasmenés és a hdemelkedés/laz, leggyakoribb szovodménye pedig a
dehidracio, amely akar életet veszélyeztet stlyossagu is lehet (Estes és Kapikian, 2007). A
fertdz¢s kovetkeztében évente atlagosan kb. 2 millid korhazi felvétel €s 400-600 ezer halaleset
torténik vilagszerte. A halalesetek jelentds része elsdsorban a fejlédd orszdgokban fordul eld,
mig a fejlett orszagokban, igy Magyarorszagon is, a korhéazi apolassal kapcsolatos koltségek
jelentenek sulyos problémat az egészségiigy és a gazdasag szamara (Sziics, 1999; Parashar,
2003). A rotavirus-fertdzés komoly kozegészségiigyi és jarvanytani jelentdségére vald
tekintettel a rotavirusok okozta gyermekkori gastroenteritisek megelézésében a vakcinécio
kapott foszerepet.

A virus szegmentalt, duplaszali RNS genomja altal kodolt fehérjék kozil a két
legfontosabb talan a VP4 és VP7 gének altal meghatdrozott, a viruskapszid kiils¢ burkat
alkoto6 f6 virion (P és G) antigének. Ismereteink szerint rotavirus infekcid sordn e két felszini
antigénnek Kkitiintetett szerepe van a protektiv immunvalasz kialakuldsdban, mivel a
szervezetben neutralizald ellenanyagok termelddését indukaljak (Hoshino, 1985; Estes és
Kapikian, 2007; Yuan, 2009). Ezek az antigének ezért a vakcina fejlesztések legfobb
célpontjaiva valtak. A tobb mint husz éve elkezdddott vakcinafejlesztési kisérletek
eredményeképpen 2006-ban két €16, attenualt oralis rotavirus vakcina keriilt a piacra
vilagszerte és valt elérhetdvé Magyarorszagon is (Dennehy, 2008). Az egyik forgalomban
1évé6 vakcina a monovalens GIP[8] genotipusi torzset tartalmazé Rotarix”
(GlaxoSmithKline). A masik az allati-human reasszortans, pentavalens RotaTeq® (Merck),
amelyben a leggyakoribb human G1, G2, G3, G4 és P[8] tipusu torzsek talalhatok meg
(Bernstein és Ward, 2006; Offit és Clark, 2006, Ruiz-Palacios, 2006, Vesikari, 2006).
Feltételezziik, hogy a vakcindk a legelterjedtebb human torzsek elleni szerotipus-specifikus,
illetve a szerologiailag eltérd torzsek elleni keresztvédelem kialakulasat indukaljak. A
széleskorli és nagy biztonsagu oltashatékonysagi vizsgalatok mindkét vakcinat hatdsosnak €s

biztonsadgosnak talaltak. A rotavirusok heterogenitasa €s valtozatos evolucios stratégiai miatt a



vakcindk bevezetését6l nem varhatjuk a rotavirus-fert6zések teljes visszaszoritasat, de
remélhetjlik a halalesetek szamanak csokkenését €s a korhazi apolasi koltségek mérséklését.

A rotavirus elleni vakcinacié eredményeit szerte a vilagon nagy érdeklédéssel figyelik,
aminek kovetkeztében szamos posztvakcinacids rotavirus surveillance-t végzd konzorcium
jott létre, koztiik az Eurdpai Rotavirustorzs-figyeld Halozat (European Rotavirus Network,
EuroRotaNet), melyhez Magyarorszag is alapitd tagként csatlakozott. A szervezddések
legfobb célja a posztvakcinacids térzsmonitorozds, a vizsgalati modszerek egységesitése, a
hatékony adatcsere és a klinikai szempontbdl fontos rotavirus torzsek gyakorisagaban és
Osszetételében észlelt valtozasok gyors felismerése és nyomon kovetése (Banyai, 2007a;
Nelson, 2008, Iturriza-Gomara, 2009, 2011).

2004-ben még szakdolgozoként keriiltem a Debreceni Egyetem, Orvos- ¢és
Egészségtudomanyi Centrum (DE OEC), Orvosi Mikrobiologiai Intézetének genitalis
fertdzések munkacsoportjahoz, ahol ,,Epigenetikai szabalyozdé mechanizmusok szerepe a
human interleukin-10 gén expresszidjanak szabalyozasdban” cimmel készitettem el a
diplomamunkamat. Otddéves egyetemi hallgatoként, 2007 év elején keriiltem kapcsolatba a
hazai rotavirus surveillance-szel, igy a diploma sikeres megvédése utan, elsd éves
doktoranduszként 1j kutatdsi téma vart ram, amikor csatlakoztam az EuroRotaNet
munkdjahoz. Hazankban 2007 oktoberétdl 2011 végéig igy a DE OEC Orvosi Mikrobioldgiai
Intézetében folytak a magyarorszagi rotavirus torzsdiverzitast feltaré laboratériumi
vizsgalatok a magyarorszagi rotavirus surveillance hazai koordinatora, Dr. Banyai Krisztian

¢s az intézet igazgatdja, Dr. Konya Jozsef kozvetlen feliigyelete mellett.



IRODALMI ATTEKINTES

A rotavirusok felfedezése és jelentosége

A rotavirusok felfedezése az 1960-as évekig nyulik vissza. Hasmenéses dallatok,
els6sorban egerek, majmok és szarvasmarhdk bélszovetét és bélsarat elektronmikroszkopos
¢s irtak le a kutatok. A korai laboratoriumi vizsgélatok a hasmenéses megbetegedésekben ¢és a
tiinetek kialakuldsaban a mikroba etiologiai szerepére utaltak. A korabbi leirasok alapjan
1973-ban Bishop és munkatarsai hasmenésben szenvedd gyermekek vékonybél-mukozajaban
¢s székletében is megfigyelték az 0j virusokat, amely szintén a tiinetek és a korokozo kozotti
kapcsolatra utalt. Elektronmikroszkoppal vizsgéalva ezek a virusok kiillds kerékre emlékeztetd
morfologiat mutatnak, igy végiil az ujonnan azonositott korokozok a rotavirus elnevezést
kaptak (rota= kerék; latin; 1. abra) (Bishop, 1976, 2009; Parashar, 1998; Estes és Kapikian,
2007).

1. abra: Rotavirus partikulumok elektronmikroszképos képe

(forras: http://www.vaccineorb.com; Dr. Erskine Palmer)

Ma, tébb mint 50 évvel elsd megfigyelésiik 6ta mar tudjuk, hogy ezek a virusok

vilagszerte elterjedt, ubiquiter korokozok, melyek szamos allatfajt (sertés, szarvasmarha,



szarnyasok, kutya, macska, kiilonféle haziasitott és vadon €16 patasok és ragcsalok) és az
embert is képesek megfertdzni és megbetegiteni. A haszonallatok rotavirus-fertézése olykor
komoly 4llategészségiigyi problémat okoz (Martella, 2010; Midgley, 2012a). A human
rotavirusokat (elsdsorban az A-csoport) a csecsemd- €s gyermekkori virdlis gastroenteritisek
vilagszerte leggyakoribb kérokozodinak tartjuk. Epidemiologiai adatok alapjan ezek a virusok
az embereket 5 éves koruk eldtt nagy valoszinliséggel megfertdzik, és ¢€letiink soran igen
gyakoriak a reinfekciok. Morbiditasi és mortalitasi adatok alapjdn Parashar és munkatarsai
megkisérelték megbecsiilni a rotavirus-fertézések altal okozott gazdasagi és szocidlis
kihatasokat. A “Parashar piramis” a rotavirusok fontos jarvanyiigyi és kozegészségiigyi

jelentéségét tamasztja ala (2. abra).

25 millié
orvosi vizit

111 millié
otthoni apolas

2. abra: Parashar és munkatarsai szemléltetd piramisa a rotavirus-fertézések jarvanytigyi

jelentdségérol (forras: Parashar, 2003, médositva)

Az adatokbol kideriil, hogy viladgszerte évente mintegy 100-140 millio, qj,
gastroenteritises tiinetekkel kisért primer rotavirus-fertdzés fordul elo, jellemzden az 5 évesnél
fiatalabb gyermekek korében. A rotavirusos gastroenteritisek nagy része enyhe lefolyasu,

otthoni ellatassal gyogyulo eset. A mintegy 25 millié orvosi ellatast igénylé megbetegedés



koziil azonban vilagszerte mintegy 2 milli6 fertézés valik olyan stlyossa, hogy hosszabb-
rovidebb korhazi benntartozkodas valik sziikségessé. Végiil, becslések alapjan évente kozel
400-600 ezer halaleset hozhat6 Osszefliggésbe ezekkel a korokozokkal, amely a hasmenéssel
egylitt jar6 haldlozasok 25-40%-a az 6t évesnél fiatalabb gyermekek korében, és az Gsszes
gyermekkori halalozds mintegy 5%-at jelenti (Parashar, 2003). A halallal végzodo
rotavirus-fertdzések elsésorban a fejlodd orszdgokat érintik, a haldlozasok 63 szazalékan
pedig csupan néhany orszag osztozik (Kongoi Demokratikus Koztarsasag, Uganda, Etiopia,
Nigéria, India, Afganisztdn, Pakisztan, Banglades) (3. abra). Ez egyrészt a higiéniai
koriilmények €s az egészségiigyi ellatas hianyossagainak, masrészt a magas népességszamnak

koszonheto.

Vilagszerte 453 000 rotavirus altal
okozott gyermekkori halaleset 2008-ban

W . Halalesetek szama:
= [ <10
[ 10-10000
I > 10000
[ ] nincs adat

[ ] nem értelmezhets

2012. februar 21.

3. abra: A rotavirus gastroenteritisek okozta gyermekkori halalesetek szama és eloszlasa
2008-ban az Egészségiigyi Viladgszervezet (World Health Organization, WHO) jelentése
alapjan

(forras:http://www.who.int/immunization_monitoring/burden/rotavirus_estimates/en/, modositva)

A fejlett orszagokban, igy Magyarorszagon is, elsdésorban az orvosi és korhazi ellatassal
kapcsolatos koltségek jelentenek sulyos problémat az egészségiigy és a gazdasag szamara

(Sziics, 1999; Banyai, 2006D).



A rotavirusok morfologiaja és nevezéktana

Morfolégidjuk és replikacids stratégiajuk alapjan a rotavirusokat a Reoviridae csalad
Rotavirus genusaba soroljuk. A virionok ~70-75 nm atmérdjliek (a virion sikjabol kinytlod
VP4 fehérje tiiskeszeri nyulvanyai nélkiil), ikozaéderes szimmetridju, tobbrétegli, burok
nélkiili viruskapsziddal rendelkeznek. A kiils6 és belsd kapszid egyenként 132 kapszomerbdl
épiil fel. A tobbrétegli kapszid rejti a 11 génszegmensbdl allo, linearis duplaszala RNS
(dsRNS) genomot. A teljes genom mintegy 18,5 kilobazis méretli, amely hat strukturalis
(VP1- VP4, VP6, VP7) és hat nem-strukturalis (NSP1- NSP6) proteint kodol. A 11.
génszegmensen két, egymadssal atfedd gén helyezkedik el, amelyek két nem-strukturélis
fehérjét (NSP5 és NSP6) kodolnak. (4. abra) (Parashar, 1998; Hoshino és Kapikian, 2000;
Estes és Kapikian, 2007).

GENOM FEHERJEK A VIRUSKAPSZID
SZEGMENSEK SEMATIKUS SZERKEZETE

— F,
—— §N8P1 — -
VPG —'

=10 ~——p. NSP4 ._

-( NSP5 —
T 11 NSPS (a képen nem lathato)

4. abra: A rotavirus partikulum morfologidja €s genomszerkezete.

Az abran lathato a tobbrétegii viruskapszid felépitése, a strukturalis és nem struktaralis fehérjék és az azokat kodold
génszegmensek, valamint a virus térbeli szerkezete. (forras: http://www.reoviridae.org; Figure supplied by Eric Mossel, Mary Estes

and Frank Ramig, médositva)



A VP2 fehérje alkotja a viruskapszid magjat (core) a dsRNS-sel asszocialodott VP1 és
VP3 proteinekkel egyiitt. A VP1 fehérje a virus sajat RNS-fliggd RNS-polimeraz enzime, a
VP3 protein pedig a virus guanilil-transzferaza. A két enzim egymadssal komplexet alkotva
végzi a virus RNS transzkripciot és a dsRNS szintézisét (Sziics, 2005; Estes és Kapikian,
2007).

A viruspartikulum belsé kapszidrétegét felépitd VP6 fehérje trimerjei kapcsolddnak
A VP6 fehérje a csoportspecificitdst meghatarozé antigén, mely alapjan jelenleg hét
egymastol kiillonbozo és egymassal szerologiai keresztreaktivitdst nem mutatd csoportot (A-
G) kiilonboztetink meg. Az A-, B- ¢és C-csoporti rotavirusok emberi ¢és allati
megbetegedéseket egyarant okozhatnak, de a huméin megbetegedések tekintetében az A-
csoportba tarozd virusokat tartjuk a legfontosabbnak. A B-csoportil rotavirusok regionalis,
mig a C-csoportba tartozo torzsek el6fordulasa human megbetegedésekben inkabb sporadikus
jellegi. A D-G csoportba tartozo torzseket eddig allatokbol sikeriilt kimutatni. A jelenlegi
taxondmia a rotavirusokat mar speciesekbe sorolja, amelyek a korabbi szerocsoportok
megfelel6i. Igy a jovében a Rotavirus A, Rotavirus B stb. elnevezés hasznélata indokolt. A
mindennapi gyakorlatban azonban az 0j elnevezés még nem terjedt el, igy a mai napig széles
korben a rotavirus szerocsoportok megjelolését hasznaljuk (Banyai, 2011).

A viruskapszid kiilsé kopenyét két fehérje alkotja. A kiils6 réteg f6 alkotdéeleme a VP7
fehérje, mely a G (Glikoprotein antigén) tipust meghataroz6 antigén. A masik alkotdelem a
VP4 polipeptid, amely dimerek forméjaban tliskeszerti nytlvanyokat képez a virion felszinén.
Ez a fehérje a P (Proteaz érzékeny antigén) tipus meghatarozasaért felelds antigén. A két
felszini fehérje antigéntulajdonsagai, illetve az Oket kodold gének genetikai sajatossagai
alapjan kiilonboz6 szero-, illetve genotipusokat kiillonboztetiink meg. A rotavirusok
szerotipusokba vald sorolasa szerotipus-specifikus monoklonalis ellenanyagokkal és/vagy
hiperimmun savokkal végzett neutralizacids tesztek alapjan torténik. Altalanossagban
elmondhat6, hogy az azonos VP7 szerotipushoz tartozd torzsek fehérjéjének
aminosavsorrendje legalabb 90-91%-0s egyezést mutat, mig a VP4 esetében ez a hatarérték
89%. Ez a felismerés nagy hatdssal volt a rotavirus tozsek jellemzésére is, hiszen megengedte,
hogy a torzsek szerotipusanak predikcidjat az aminosavsorrend alapjan végezzék el
(Gorziglia, 1990, Sziics, 2005; Martella, 2006a; Estes és Kapikian, 2007). A természetes
rotavirus-fert6zés sordn a viruskapszid felszini fehérjéi egymastol fiiggetleniil specifikus
neutralizalo ellenanyagok termelddését indukaljak, igy érthetd, hogy a protektiv immunvalasz

kialakuldsa szempontjabol kiemelked6 jelentdséggel birnak (Gorrell és Bishop, 1999; Yuan,
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2009). A gyakorlatban éppen ezért a kiilonbozé virustdrzsek megjelolésére a kettds
nevezektan terjedt el, melyben a két felszini fehérje betlijele és az utana irt arab szam jelzi a
torzsek szero-/geno-tipusat: pl. GI1P[8], G2P[4], G4P[6]. Mivel a P szerotipusok ¢és
genotipusok csak részben fedik egymast, a nevezéktanban gyakran taldlkozunk a P tipus
kettés megjelolésével is, ekkor a kapcsos zardjelben szerepld genotipus elétt megjelodljik a
torzs szerotipusat is: pl. GIP1A[8] (Hoshino és Kapikian, 2000, Estes és Kapikian, 2007).
Nemrég egy 0j rotavirus klasszifikacio keriilt bevezetésre, amelynek alapjan a rotavirusok
minden egyes génjét kiilonb6z6 genotipusokba sorolhatjuk. Az egyes genotipusok azonositasa
meghatarozasan alapul. Tapasztalati uton meghatarozott szekvenciahasonlosagi hatarértékek
alapjan soroljuk a vizsgalt géneket azonos vagy kiillonbozé genotipusokba. A gének és
genotipusaik megjeldlése a kordbbi nevezéktant tovabb gondolva nagybetiikkel és az azt
kovetd arab szammal torténik. A teljes virusgenom genetikai Osszetételét a kovetkezd séma
alapjan irhatjuk le: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, ahol a betiik sorban a VP7-
VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 géneket, az utanuk irt x pedig a
megfeleld genotipus szamat jelolik (Matthijnssens, 2008a; 2011).

Nukleinsav-hibridizacids tanulmanyok alapjan a human rotavirusokon belil két
nagyobb (Wa és DS-1) és egy kisebb (AU-1) genocsoportot kiilonboztetink meg. Az
elkiilonités alapja a génszegmensek hibridizacios tulajdonsdgain, azaz a rotavirus genomok
kozotti kisebb vagy nagyobb fokti homologian alapul. Azonos genocsoportba soroljuk azokat
a torzseket, amelyeknek 11 génszegmense koziil legalabb 7 hibridizal egymassal (Hoshino és
Kapikian, 2000, Estes és Kapikian, 2007).

A szegmentalt RNS genom poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) torténd
vizsgalata sordn a 10. és 11. génszegmens relativ vandorlasi sebessége alapjan rovid és hossza
genom mintazatot kiilonbdztetiink meg. A rotavirusok genommintazatanak (elektroferotipus,
E-tipus) e két alaptipusan beliil a kiillonb6z0 torzsek esetében nagy variabilitast figyelhetiink

meg (Estes és Kapikian, 2007).

A rotavirus-fertozés patogenezise és klinikai megjelenése

A rotavirus-fertdzés jellemzdéen feko-oralis tton terjed, a virust tartalmazo széklettel
szennyezett kéz, targyak, esetleg étel vagy viz kozvetitésével. A beteg a virust székletével

nagy mennyiségben iiriti a kiilvilagba (10°-10"" partikulum/ml), a fertéz6déshez azonban kis
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mennyiségli virus (koriilbeliil 10-100 partikulum) is elegendd lehet. Ennek is kdszonhetd,
hogy egy koOzosségben megjelend rotavirus-fertézés konnyen és gyorsan elterjed. Ehhez
hozzajarul a lipidburok nélkiili virus viszonylag nagy ellendlld képessége is (Sziics, 2005;
Estes es Kapikian, 2007).

A rotavirus a vékonybél differencialt enterocytait fertézi meg. A célsejthez torténd
adhézidoban fontos szerepe van mindkét felszini fehérjének. A VP4 antigén proteolitikus
(tripszines) hasitasa olyan konformaciovaltozast okoz a fehérje szerkezetében, amely eldsegiti
a célsejt és a virion interakcigjat. A célsejthez torténd kapcsolodas és a virus sejtbe jutdsa
soklépéses, komplex folyamat, amelyben a VP4 és VP7 antigének, egymassal szoros
interakcidban, egyarant részt vesznek. A citoplazmdba mar a kiilsd burkat elvesztett
partikulum keriil. A virusfehérjék transzkripcigja és az RNS genom replikacidja a
citoplazmaban torténik, viroplazmaknak nevezett specializalt struktirakban. Replikacio utdn
az érett virionok a bél lumenébe jutva onnan tovabbsodrddnak, és megfertdzik a vékonybél
tovabbi teriileteit is. A fert6zés hatasara a sejtek kdzotti szoros kapcesolatok feloldodnak, sériil
a mikrofilamentaris rendszer ¢és a sejt lizise kovetkezik be. A sejtkarosodas és az
emésztéenzimek elégtelen termelddése kdvetkeztében a tdpanyagok felszivodasi zavara alakul
ki. A rotavirusos hasmenésnek azonban van egy szekretoros komponense is. Ezt a hatast a
NSP4 aktivalja az enteralis idegrendszert valamint cellularis klorid csatornakat, igy fokozott
klorid és egyéb elektrolit szekréciot és kdvetkezményes vizvesztést okoz (Estes és Kapikian,
2007, Greenberg és Estes, 2009).

A rotavirussal vald taladlkozast kovetden 12-48 oréas inkubacids iddszak utan jelennek
meg a klinikai tiinetek. A fertdzés stlyossdga a tiinetmentes allapottdl egészen a halalos
kimenetelli megbetegedésig terjedhet. A betegséget leggyakrabban a hanyéas és hasmenés
jellemzi, mely akar 3-9 napig is eltarthat. Emellett jellemzé még a 14z, hasi fajdalom,
levertség és étvagytalansag. A hanyas és a tobb napig tartd vizes hasmenés nagy mennyiségii
folyadék- és elektrolitvesztést okoz, amely megfeleld folyadékpodtlas nélkiil akar az életet is
vesz€lyeztetheti. A legtobb beteg gyermek kiszaradds miatt vagy azt megelézendd szorul
tobbnapos ambuldns vagy korhazi apolasra. A kezelés elsGsorban szupportiv, specifikus
antiviralis terapia nem all rendelkezésiinkre. A legfontosabb a beteg so- és vizhaztartasanak
rendezése oralis vagy intravénas rehidracios terdpiaval (Sziics, 2005; Estes és Kapikian,
2007). A fertézottek a tiinetek megjelenése eldtti napokban és a betegség lezajlasa utan akar
1-2 hétig még iirithetik a virust. Ugy tiinik, hogy a tiinetmentes és a tiinetekkel kisért

rotavirus-fert6zésekben egyarant altalanos a hosszabb-rovidebb ideig tartd viraemia, és a virus
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kimutathaté az extraintesztinalis szovetekben (vesében, majban) is. Immunkomprimalt
betegeknél azonban mind a betegség mind a virusiirités tobb hétig, honapig is elhuzodhat, és a
viralis antigének expresszidja extraintesztinalisan is hosszabb ideig mutathatéd ki (Franco és
Greenberg, 2002; Blutt, 2003). A rotavirus-infekcio felndttekben altaldban tiinetmentesen
vagy nagyon enyhe tiinetekkel zajlik. A betegek mellett a tiinetmentes virusiiritok is
hozzajarulnak a virus szérodasahoz, igy fertézo forrést jelentenek a kornyezetiik szamara

(Parashar, 1998, Anderson és Weber, 2004).

Diagnosztika

A virus kimutatasa legtobbszor székletbdl torténik. Felfedezésiiket kovetden a
rotavirusok kimutatdsat még elektronmikroszkopos technikdval végezték. Késébb azonban
felmeriilt az igény a gyorsabb, olcsobb és széles korben konnyen alkalmazhaté diagnosztikai
eljarasok irant. Igy a nagy koltség- és eszkozigényl, nehézkesen kivitelezhetd
elektronmikroszkdpos technikét felvaltottak a virdlis antigén- és/vagy nukleinsav-kimutatason
alapuld modszerek (Roberton, 1979, Ibrahim, 1990, Fischer és Gentsch, 2004). A mai rutin
diagnosztikdban elsésorban az olcsd, konnyen és gyorsan kivitelezhetd, ugyanakkor kelléen
specifikus szeroldgiai tesztek haszndlata terjedt el. Ezek els6sorban a csoportspecifikus VP6
antigén elleni monoklonalis és poliklondlis antitestekre épiild latexagglutinacidés vagy
immunkromatografias tesztek, amelyek segitségével a széklettel nagy mennyiségben {iriild
rotavirus partikulumok VP6 antigénjeit detektaljuk (Herring, 1982; Dolan, 1985; Alvarez,
1989).

A diagnosztikai modszerek kozott kordbban szerepelt a virusgenom poliakrilamid
gélelektroforézissel torténd detektilasa is. A 11 szegmensbdl allo virusgenom jellegzetes
mintdzata alapjan a rotavirus-fertézés egyértelmiien igazolhaté (Chudzio, 1989; Ibrahim,
1990). 1doigényessége miatt ezt a modszert azonban leginkdbb csak a molekularis
epidemiologiai vizsgalatokban alkalmaztdk. A modszer ad némi felvildgositdst a genom
felépitésérdl (rovid vagy hossz E-tipus) és alkalmas az azonos genotipuson beliili finomabb
kiilonbségek ¢s a kevert fertézések vizsgalatara.

A felszini antigének elleni specifikus monoklonalis antitestekre ¢€piilé szerologiai
(monoclonal antibody-based enzyme immunoassay (MADb-EIA), kereszt-neutralizacios
probak) vizsgalatok az 1980-as években elsdsorban a G-szerotipusok azonositasara irdnyultak

(Green, 1990). A rotavirus torzsek egy része azonban az alkalmazott monoklonalis
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ellenanyagok segitségével nem tipizalhato, és viszonylag gyakoriak a szeroldgiailag rokon
torzsek kozotti keresztreakciok is, amelyek igy téves eredményekhez vezettek. Az 1990-es
évektdl a molekularis epidemioldgiai kutatdsokban a szerotipus-specifikus monoklonalis
antitestekkel végzett neutralizacidés vizsgalatokat helyettesitve elsdsorban a korszeriibb,
specifikusabb és érzékenyebb nukleinsav-meghatarozason alapuld molekularis bioldgiai
technikak terjedtek el. A rotavirus surveillance vizsgalatokban, a torzsek genotipizalasaban
ma vilagszerte a reverz transzkripcidés polimerdz lancreakciot (RT-PCR) és hibridizacios
technikakat alkalmazzuk (Nakagomi, 1991, Fischer és Gentsch, 2004, Sziics, 2005). A rutin-
diagnosztikai ¢és tipizdld6 modszerek mellett a rotavirusok molekularis epidemiologiai
vizsgalataiban ma mar egyre szélesebb korben hasznaljuk a térzsek nukleinsav-szekvencia és
filogenetikai elemzését (Fischer és Gentsch, 2004). Ezek a modern molekuléris biologiai
vizsgélatok nemcsak a PCR-rel nem tipizalhatd torzsek azonositasaban vagy a PCR
eredmények megerdsitésében segitenek, de lehetdvé teszik a virusok mélyrehatobb vizsgalatat
is. A virusgenom részleges vagy teljes szekvenalasa segithet a torzsek kozotti rokonsagi
kapcsolatok és a ritka vagy potencidlisan zoonotikus térzsek eredetének pontosabb
feltarasaban, bepillantdst enged a virusok genetikai valtozatossdgaba ¢és evolucios
folyamataiba (Matthijnssens, 2011).

A rotavirusok, kiilondsen a human térzsek nehezen adaptalhatok sejtkulturakhoz, ezért
in vitro tenyésztésiiknek a diagnosztikdban nincs helye, elsdsorban a molekularis biologiai

vizsgalatoknal alkalmazzdk ezt a modszert (Sziics, 2005, Estes és Kapikian, 2007).

Molekularis epidemiologia

A rotavirus-fertézések komoly kozegészségiigyi jelentdségére vald tekintettel a torzsek
azonositasat célzd6 molekuldris epidemioldgiai vizsgalatok nem sokkal a virus felfedezése
utan, mar a ’80-as években elkezdddtek. A szegmentalt RNS genom kiilondsen hajlamossa
teszi ezeket a virusokat a folyamatos ¢s idonként gyors genetikai valtozasokra, igy a
fertdzésekbdl izolalt torzsek pontos meghatidrozdsa nem mindig konnyl feladat. Az el6zd
fejezetben ismertetett molekuléris biologiai technikdk segitségével az 1980-as évek végére
vilagossa valt, hogy a viladgszerte cirkulald, klinikailag relevans torzsek 80-90%-at négy G-
tipus alkotja. A sulyosabb, korhazi apolast igényld esetek jelentds részéért felelos G1, G2, G3
¢és G4 torzsek koziil is a G1 genotipusuak bizonyultak a legelterjedtebbnek (csaknem 50%-o0s

14



relativ gyakorisaggal). A P antigén tekintetében az adatok két tipus, a P[4] és foleg a P[§]
torzsek hasonldéan magas aranyat mutattak (Sziics, 1995; Gentsch, 1996; Parashar, 1998).

Az 1990-es években a nukleinsav-alapt vizsgalati modszerek megjelenése és elterjedése
hozzajarult a rotavirusokkal kapcsolatos kutatdsok intenzitdsanak nodvekedéséhez. Ennek
eredményeképpen wjabb, addig nem ismert genotipusokat és antigénkombinaciokat sikeriilt
azonositani allatokbol és emberekbdl egyarant (Gentsch, 2005, Santos és Hoshino, 2005). Két
Uj kombinacid, a GI9P[8] és GIP[6] human megbetegedésekbdl torténd kimutatdsa fontos
felismerés volt, ugyanis ezek a torzsek vilagszerte rendkiviil gyorsan elterjedtek, mara pedig a
G9 genotipust a G1-G4 genotipusok mellett az 6todik leggyakoribb tipusként tartjuk szamon
(Ramachandran, 2000; Banyai, 2004a, 2005a). A 2000-es évek elejétdl egy tjabb, gyorsan
terjedd G12 torzs - elsdsorban P[6] és P[8] tipussal kombinacidban - felbukkanasat és gyors
terjedését dokumentaltak a vildg szamos orszdgaban, amelyrdl ma gy gondoljuk, hogy a G9
torzsekhez hasonléan a leggyakoribb genotipusok k6zé emelkedhet (Uchida, 2006; Banyai,
2007b, 2009a,; Rahman, 2007; Sharma, 2008).

A vilag kiilonbozo részein az egymast kovetd években végzett rotavirus tipizalasi
tanulmanyok eredményei azt is megmutattdk, hogy az egyes torzsek el6forduldsa ¢és
gyakorisaga nemcsak a kiilonb6z6 foldrajzi teriiletek kdzott, de ugyanabban a régidban évrdl-
teriiletén megfigyelték (Santos és Hoshino, 2005; Parra, 2009, Banyai, 2012). Sikeriilt
tovabba olyan lokélisan elterjedt genotipus-kombinacidkat is azonositani, amelyeknek egy
adott teriileten van fontos jarvanytani jelentdségiik az altalanos torzsek mellett (lturriza-
Gomara, 2004; Banyai, 2012). Afrika egyes terliletein példaul G8P[6] és G8P[4] torzsek,
Brazilidban G5P[8] torzsek, Indiaban pedig GOP[6], G12P[6] genotipusok lokalis cirkulacidja
figyelheté meg. Hazankban a G6P[9], G3P[9] és G4P[6] torzsek évrdl-évre megjelennek ¢és
okoznak sporadikus megbetegedéseket (Banyai, 2003a, 2003b, 2004b, 2004c, 2005a,; Santos
és Hoshino, 2005).

A G ¢és P tipust meghatarozé génszegmensek egymastol fiiggetleniil kombinalodhatnak,
igy a természetben potencidlisan szdmos antigénkombinédcié kialakulhat. A valdsdgban
azonban a lehetséges kombinacioknak csak egy része fordul eld. Megfigyelések szerint az
egyes G és P tipusok kozott bizonyos fokil genetikai kapcsoltsig van ¢€s bizonyos
antigénkombinaciok gyakrabban fordulnak eld, mint masok (Heiman, 2008). A G1, G3, G4 ¢és
(9 tipusokat elsésorban P[8] antigénnel (Wa genocsoport), mig a G2 torzseket altalaban P[4]
antigénnel (DS-1 genocsoport) kombinacidéban talaljuk (Parashar, 1998; Matthijnssens és
Van Ranst, 2012). A mai napig mintegy 27 G és 35 P tipust azonositottak, és tobb mint 120
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kiilonféle G-P kombinaciot ismeriink (Gentsch, 2005, Matthijnssens, 2009; Banyai, 2012).
Ezek koziil 12 G és 15 P tipust és tobb mint 70 kiilonbozé antigénkombindciot izolaltak
emberekbdl, de jarvanyligyi jelentdsége csak néhanynak van koziiliik. (Gentsch, 2005, Santos
és Hoshino, 2005, Banyai, 2012).

A rotavirus-fert6zések megjelenése a mérsékelt éghajlati 6vben jellegzetes szezonalitast
mutat. Mig ezeken a teriileteken a téli és kora tavaszi honapokban figyelhetiink meg

halmozédast addig a tropusi-szubtropusi orszagokban a megbetegedések egész évben kozel

egyenletesen fordulnak el6 (Cook, 1990; Banyai, 2006b; Levy, 2009).

A rotavirusok evolucios stratégiai

A rotavirusok sokféleségiiket ¢és  valtozékonysagukat kifinomult evolacids
mechanizmusaiknak koszonhetik (Estes és Kapikian, 2007; Matthijnssens, 2010). A
virusgenom replikacidja soran bekovetkezd pontmuticiok felhalmozodasa kovetkeztében
megvaltozott antigenitdsu torzsek alakulhatnak ki. A fertdzés soran, a neutralizald
ellenanyagok elsddleges célpontjai a virus felszini antigénjei. A VP4 és VP7 variabilis, az
antigéndetermindnsokat kodold génszakaszokban torténd sorozatos nukleotidcserék az
ellenanyagvalaszt kikeriilni képes virusvaltozatok kialakuldsdhoz vezethetnek. Ezt a
folyamatot nevezziik antigén sodrodasnak (drift).

Ha ugyanazt a sejtet azonos idOben két eltérd genotipust rotavirus torzs fertézi meg,
akkor el6fordulhat, hogy a virusreplikéacio soran kiilonb6z6 torzsek a szegmentalt genomnak
koszonhetden egymas kozott kicserélik a  kiilonbozd nukleinsav-szegmentjeiket. A
génszegmens-cserék eredményeképpen 1j antigénkombindcidéji reasszortdns  virusok
alakulnak ki, melyek igy szintén képesek kitérni az immunrendszer tdmadasa eldl. Ezt az
evolucios stratégiat hivjuk antigén valtdsnak (shift) (5. abra). Az antigén shift-nek
koszonhetden a rotavirusok képesek rendkiviil gyorsan megvaltoztatni antigenitasukat
(Iturriza-Gomara, 2001b;, Gentsch, 2005; Estes és Kapikian, 2007). A kozonséges
el6fordulasi human rotavirus genotipusok szokatlan kombindcidja a torzsek kozotti
reasszortacié eredménye, melyet szamos esetben dokumentaltak (lturriza-Gomara, 2001b;

Santos és Hoshino, 2005; Banyai, 2012).

16



G1P1A[8] G2P1B[4]

Ugyanazt a bélhamsejtet
2 kulénbdz6
antigénszerkezetii

torzs fertézi meg

C 0

\ = . o
7 \
« % ot » PR « %
o= TN e e y=\\.}; Utodvirusok
= |ie ”:‘(E " 'k = |i*  lehetséges
B e .a&g e @ Z‘Qggf * antigénszerkezete
Tt YOTe T

G1P1A[8] G1P1B[4] G2P1A[8] G2P1B[4]

5. abra: A rotavirusok egyik f6 evolucids stratégiaja, az antigén valtas (antigén shift)
folyamata.

Az ugyanazt a gazdasejtet egyid6ben fert6zo, eltéré genotipusu rotavirus torzsek a szegmentalt genomnak koszoénhetden a
replikéacid soran képesek kicserélni megfelel6 génszegmenseiket, igy 0j antigénszerkezetli reasszortans virusok is
keletkezhetnek. (forras: Banyai K: Reoviridae. Klinikai és jarvanyiigyi virologia, Takacs Maria (szerk.), Vox Medica Kiadéi Kft., 2011.
pp. 467-73., modositva)

A rotavirus torzsdiverzitds masik forrasa az allati eredetii torzsek megjelenése a human
populacidban. Az atfogd genotipizaldsi vizsgalatok meggydz0 bizonyitékok sorat tartak elénk
azzal kapcsolatban, hogy ezek a virusok képesek atlépni a faji hatarokat. Nukleinsav-
szekvencia ¢€s filogenetikai vizsgalatok arra utalnak, hogy emberekbdl kimutatott G5, G6 G8,
G9, G10, G12, P-tipusok koziil a P[3], P[6], P[9] és P[14] genotipusok kiilonb6zd allatokbol
(sertésekbdl, szarvasmarhakbol vagy macskafélékbdl) keriilhettek 4t a human populacioba.
({turriza-Gomara, 2000a, 2001b; Palombo, 2002; Cook, 2004; Hoshino, 2005; Martella,
2006b, 2010). A leghjabb, teljes genom alapt filogenetikai kutatasok eredményei pedig azt a
lehetdséget is felvetik, hogy a gyakori humén torzsek is bizonyos allati eredetli virusokkal
mutatnak szoros evolucids kapcsolatot (Matthijnssens, 2008b). A fajok kozotti direkt
virustranszmisszi6 feltételezhetéen nem tal gyakori jelenség, filogenetikai tanulmanyok
azonban néhany esetben egyértelmii genetikai kapcsolatot irtak le allatokbdl és emberekbdl
izolalt rotavirus torzsek kozott. Igy kozvetett bizonyitékaink vannak egyes G8P[14], G8P[1],
G3P[14], G3P[3] vagy G9P[6] torzsek allati eredetérdl (De Leener, 2004, Matthijnssens,
2006, Tsugawa, 2008, Banyai, 2009b; Ghosh, 201 1a; Midgley, 2012b; Zeller, 2012).
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nem a teljes virusgenom, hanem egyes allati eredetli rotavirus gének keriilnek at a human
populacidba. Ennek feltétele az allati és emberi rotavirus torzzsel torténd egyidejii kevert
fertdzések kialakuldsa. Kevert fertdzések soran a két virustorzs kozott génszegmens-cserék
jatszédhatnak le, igy olyan allati-human reasszortans torzsek alakulhatnak ki, melyek
génszegmenseik egy része allati, mig mas része emberi rotavirusoktdl szarmazik (Cook, 2004,
Gentsch, 2005; Steyer, 2008, Ghosh, 2011b). A kiillonbozd génszegmens-cserék tobbszor is
lejatszodhatnak, igy egyre ujabb antigénkombinacidji, multireasszortans torzsek jelenhetnek
meg. Ezek a torzsek evolucids eldonyre tehetnek szert a vad tipusu torzsekkel szemben, mert a
humén eredetli genetikai hattérnek koszonhetéen jol adaptalodnak és terjednek emberrdl-
emberre, mig az allati eredetli génszegmenseik miatti megvaltozott antigénjiik ellen az
emberek nagy része nem rendelkezik tipus-specifikus ellenanyaggal. Noveli a kevert
fertdzések esélyét, ha adott terlileten egyszerre nagyszamu, kiilonbozé genotipust rotavirus
torzs cirkuldl. Torzsdiverzitasi vizsgalatok szerint a fejlédé orszagokban a reasszortacionak
kedvezo kevert fertdzések gyakrabban fordulnak eld, mint a fejlett orszagokban, ahol az adott
régidban eléforduld genotipus-kombinaciok szdma kisebb. A fejlddd orszagokban az emberek
¢s az allatok szorosabb kontaktusban ¢élnek egymas mellett, tovabba a higiéniai ¢és
kozegészségiigyi problémak is jelentosebbek, ami kiilondsen kedvez az allati-human
reasszortans virusok kialakulasanak (Santos és Hoshino, 2005, Esona, 2010).

Az adott RNS szegmensen beliili részleges duplikaciok, illetve deléciok és a kiilonb6zo
torzsek kozotti génen beliili rekombinacié (intragenic recombination) ugyan ritkdbban
dokumentalt események, mint a reasszortaciok, mégis hozzajarulnak a rotavirusok

diverzitasanak noveléséhez (Phan, 2007; Ghosh, 2011b; Mukherjee, 2012).

Immunvalasz és vakcinacio

Ujsziilott és csecsem&korban a rotavirus-fertdzés elleni védelemben a terhesség alatt
transzplacentarisan, illetve az anyatejes taplaldssal megszerzett anyai ellenanyagok jatsszék a
fészerepet. Ezek az ellenanyagok életiink elsd 3-6 honapja alatt részleges védelmet
biztositanak a rotavirus-infekcidoval szemben. A masik tényezd, amely szerepet jatszhat a
védelemben, hogy az Gjsziilottek bélcsatorndjadban a proteaz szint alacsonyabb, igy a rotavirus
kevésbé képes megfertézni a vékonybél polarizalt sejtjeit. Mindezek azonban nem nyujtanak

teljes korti védelmet a fert6zés és a hasmenés ellen. Az ujsziilottekben zajlo rotavirus-fertdzés
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gyakran tiinetmentes vagy enyhe tiinetek formajaban zajlik, de egyes esetekben csecsemdk
sulyos fertdzését is dokumentaltdk (Bhan, 1993; Widdowson, 2002).

Az anyai ellenanyagok védé hatdsanak megsziintével az elsd, tiinetekkel kisért
rotavirus-infekcio leggyakrabban 12-24 honapos kor kozott jelentkezik. A szerzett immunitas
az elsO fert6zés soran alakul ki és az jabb infekcidk ezt tovabb erésitik, de életre sz6lo
védettséget nem szerziink a rotavirus ellen. Az 6vodas ¢€s kisiskolas korti gyermekek mar
legalabb részben védettek a rotavirus-fertdzéssel szemben a korabban atvészelt fertézések
eredményeként visszamaradt protektiv ellenanyagoknak koszonhetden. Ebben az életkorban
¢s a felnottek korében mar az Gjabb rotavirus-infekciok altaldban enyhébb tiinetekkel vagy
tiinetmentesen zajlanak. Az 1dds korral vagy egyes kronikus betegségekkel egyiitt jard
immunkomprimalt allapot ismét noveli a sulyosabb tiinetekkel kisért rotavirus-fertdzés
lehetdségét (Veldzquez, 1996; Hoshino és Kapikian, 2000).

A rotavirus-fertdzés soran az immunrendszernek mind a cellularis, mind a humoralis
komponensei szerephez jutnak, bar a cellularis immunvaélasz részleteit még kevésbé ismerjiik.
Ugy tiinik, hogy a humoralis immunvalasznak kitiintetett szerepe van a tovabbi rotavirus-
fertdzések és sulyosabb megbetegedések elleni védelemben. A viruskapszid VP4 és VP7
fehérjéi ellen termelddott szérum IgA és IgG, valamint szekretoros IgA ellenanyagok
neutralizaljak a virust. A legfontosabb szerepe a bélcsatornaba kivalasztodd szekretoros IgA
antitesteknek van, amelyek hatékony mukozalis védelmet alakitanak ki. A VP4 és VP7 elleni
antitestek akadalyozzak a virus célsejt-receptorokhoz térténd kapcsolodasat, gatoljak tovabba
a dekapszidaciot. A vakcinafejlesztések emiatt els6sorban a VP4 és VP7 felszini antigéneket
veszik célba. A bels6 kapszidot felépité VP6 antigén igen erds immunogén, de neutralizald
ellenanyagok nem termelddnek ellene. Azonban a szérum VP6 elleni IgA ¢és IgG
ellenanyagok szintje jelzi a védettséget egy atvészelt rotavirus-fertdzést kovetéen. A VP6
ellenes IgA antitestek intracellularisan gétoljak a virus replikaciojat (Sziics, 2005, Estes és
Kapikian, 2007; Dennehy, 2008, Ward, 2008, Greenberg és Estes, 2009).

Az elsO rotavirus-fertézés soran elsdédlegesen homotipusos immunvalasz kialakulasat
¢észlelték, igy a fertdzés atvészelését kdvetden tipus-specifikus ellenanyagok maradnak vissza.
Az ujrafert6zddések soran azonban heterotipusos immunvalasz is kialakul, igy a tipus-
specifikus antitestek mellett keresztreagdlo ellenanyagok termelddése is zajlik (Parashar,
1998, Sziics, 2005).

A rotavirusok valtozékonysagara, diverzitasara, valamint a morbiditasi, mortalitasi
mutatokra és a specifikus terdpia hianyara tekintettel a sulyos rotavirusos gastroenteritis

megeldzésében a vakcinacid kapott foszerepet. A vilagon elészor az USA-ban 1998-ban
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keriilt forgalomba human rotavirus elleni vakcina. Ez volt a RotaShield, amely egy €16,
attenualt tetravalens rhesus-human reasszortans vakcina (RRV-TV). A vakcina alapjat egy
allati (majom) torzs adta, amelyben a VP7 felszini fehérjét kodold génszegmenst kiilonb6zo
humén rotavirus torzsekbdl szarmazoé azonos génszegmenssel cserélték ki. A vakcina
fejlesztése soran human Gl, G2 ¢és G4 tipusu torzsek VP7 génjét tartalmazdé majom
rotavirusokat allitottak eld, igy a vakcina végso soron e harom reasszortans torzsbol, plusz a
G3 szerotipust VP7 gént eredetileg is kifejez6 majom rotavirus térzsbdl allt. A RotaShield-et
az USA-ban bevezették a kotelezé gyermekkori oltasi programba is, azonban mintegy kilenc
hoénappal a bevezetése utan a vakcinat kivontdk a forgalombol. A visszavonas oka az volt,
hogy az oltott gyerekek egy részénél oltasi szovodményként stlyos és életveszélyes
bélbetiiremkedést (intussusceptio) észleltek (Parashar, 1998, Banyai, 2006a; Dennehy, 2008,
Greenberg és Estes, 2009). A bélbetliiremkedés ¢és a vakcinacid kozotti Osszefiiggés maig
tisztazatlan €s vitatott kérdés, a RotaShield tobbé mégsem keriilt ujra a felhasznalokhoz. Az
elsd sikertelenség azonban nem vetette vissza a vakcinafejlesztésekbe vetett hitet. Mivel az
allati rotavirus torzsek tobbsége természetesen attenualt az ember szdmdra, nagyon jo alapot
adnak a vakcindk kifejlesztéséhez. Az allati-human reasszortans vakcindk fejlesztése igy
tovabbra is az egyik f6 iranyat adja a kisérleteknek. Végiil 2006-ban két €10, attenudlt, oralis
rotavirus vakcina keriilt a piacra a vildg szdmos orszagadban ¢és valt elérhetové
Magyarorszagon is (Dennehy, 2008).

Az egyik forgalomban 1évé vakcina a monovalens Rotarix® (GlaxoSmithKline). Az
oltéanyag a G1P[8] genotipusu 89-12 human torzset tartalmazza, amelyet sejtkultiran torténd
sorozatos passzalasokkal attenualtak. A masik az allati-human reasszortdns, pentavalens
RotaTeq” (Merck). Ennek az oltéanyagnak az alapjat egy szarvasmarha eredetli, G6P[5]
genotipusu WC3 torzs adja, amelyben a felszini fehérjéket kodold géneket a leggyakoribb
human G1, G2, G3, G4 és P[8] tipust meghatdrozé génekre cserélték. Igy a vakcina az
emlitett VP4 és VP7 antigéneket expresszald ot allati-human reasszortans torzs keverékébol
all. Mindkét oltéanyag alkalmazhaté a mai gyermekkori kotelezo oltasokkal parhuzamosan. A
rotavirus vakcindk 6 hetes kortol adhatok, de az oltasi sorozatot legkésdbb 24 hetes kor eldtt
be kell fejezni. A monovalens Rotarix™ oltéanyagbél két dozis, mig a RotaTeq"-bél harom
dozis az eldirt mennyiség, két adag beaddsa kozott legalabb 4 hétnek kell eltelnie. A
sz¢éleskorli  oltashatékonysagi  vizsgalatok sordn kiilonds figyelmet forditottak a
bélbetiiremkedés kialakuldsara, azonban a nagyszabasu klinkai probak sordn mindkét vakcinat
biztonsagosnak ¢s hatdsosnak talaltdk. A vakcindktdl a legelterjedtebb human torzsek elleni

szerotipus-specifikus, illetve a szerologiailag eltérd torzsek elleni keresztvédelem kialakulasat
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remélhetjiik (Bernstein, 2006, Offit, 2006; Ruiz-Palacios, 2006, Vesikari, 2006). Tovabbi
vakcinafejlesztési és klinikai kisérletek folynak rekombinans virusszerti partikulumokkal
(virus-like particle, VLP), eldlt virust tartalmazé és DNS vakcindkkal is (Dennehy, 2008;
Ward, 2008).

Surveillance

Az 1990-es évek kozepétdl, a rotavirus vakcindk bevezetése el6tt felerdsodtek a torzsek
azonositasara iranyul6 torekvések és a vilag szamos orszagaban inditottak nemzeti rotavirus
surveillance tevékenységet. A surveillance a vakcinafejlesztések legfobb célpontjai, a felszini
antigének (G és P) geno- és szerotipusainak meghatarozasara irdnyult. A prevakcinacios
torzsmonitorozds sordn a legfébb cél az volt, hogy azonositsdk a kiilonb6zd foldrajzi
terlileteken klinikailag fontos, legelterjedtebb rotavirus torzseket és meghatarozzak a
kiilonbozd genotipusok relativ gyakorisagat. Az intenziv vizsgalatoknak koszonhetden képet
kaptunk arrol, hogy mely torzseknek van helye a fejlesztés alatt all6 vakcindkban, valamint
szamos, korabban nem azonositott antigénkombinacid keriilt leirasra. Megallapitast nyert az
is, hogy a rotavirus torzsek diverzitdsaban komoly regionalis kiilonbségek lehetnek (Gentsch,
2005, 2009; Santos és Hoshino, 2005, Banyai, 2012).

Az Gjgeneraciods rotavirus vakcindk 2006-os bevezetése Ota a surveillance programok
céljai némileg atalakultak, és a lehetséges vakcinalasi programokkal parhuzamosan taldn még
fontosabb, hogy a tdrzsmonitorozas tovabb folytatodjon. A rotavirus elleni vakcindlas
eredményeinek nyomon kovetése céljabol wjabb surveillance programok alakultak és a
kordbbi prevakcinacidés programok immar posztvakcindciés konzorciumként folytatjdk a
munkéjukat. 2007 januarjadban létrejott az Eurdpai Rotavirustorzs-figyeld Haldzat (European
Rotavirus Network; EuroRotaNet), melybe Magyarorszagot is meghivtdk tagnak. A
konzorcium munkdja az els6 évben a kovetkezd 11 eurdpai orszag részvételével indult: Dania,
Finnorszag, Franciaorszag, Németorszdg, Magyarorszag, Olaszorszadg, Hollandia, Szlovénia,
Spanyolorszag, Svédorszdg és Egyesiilt Kiralysdg (Bdnyai, 2007a). 2008 januarjaban
Belgium, Bulgaria és Litvania is csatlakozott a haldézathoz, majd a 2009 év elején csatlakozo
Gorogorszag €s Romania részvételével az adott évben mar 16 tagura béviilt a network.
Ausztria és Torokorszag csatlakozdsaval mara a halézat 18 tagorszaggal biiszkélkedhet
(6. 4bra). Az EuroRotaNet vezetd laboratoriuma az angliai Egészségvédelmi Ugyndkség

(Health Protection Agency; HPA). Hazankban 2007 elsd felében Pécsen, az Allami
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Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat Dél-dunantili Regionalis Intézete, Regionalis
Virologiai Laboratérium, Gasztroenteralis Virusok Nemzeti Referencialaboratoriumaban
zajlottak a rotavirus tdrzsmonitorozasi vizsgélatok, majd az év masodik felében atkeriiltek a
Debreceni Egyetem Orvos- ¢s Egészségtudomanyi Centrum Orvosi Mikrobiologiai

Intézetébe, ahol 2011 év végéig folytattuk a vizsgalatokat.

Ausztria

Résztvevo orszagok
Bulgaria

Finnorszag

1+ 1

Németorszag

Magyarorszag

Litvania

Romania

Spanyolorszag

E

Torokorszag

i

Egyesiilt Kiralysag
I8 Belgium

am Dania

I 1 Franciaorszag

= @Gdrogorszag

I 1 Olaszorszag

== Hollandia
= Szlovénia
E= Svédorszag

6. abra: Az EuroRotaNet munkdjéban résztvevd orszagok (forras: http:/www.eurorota.net; mdositva)

Az EuroRotaNet mindenekeldtt azért jott 1étre, hogy atfogod vizsgalatok alapjan részletes
képet kapjunk az Europaban cirkulald rotavirus torzsek genotipusainak gyakorisagarol és
elterjedésérdl, feltdrva az esetleges regiondlis kiilonbségeket, és a rotavirus vakcinak
bevezetését kovetden a szamos orszdgban évek ota miikddé prevakcinédcios vizsgalatokat
tovabb folytatva hatékony posztvakcindcios surveillance tevékenységet folytasson. A
posztvakcinacids torzsmonitorozas értékes adatokat szolgaltat az adott foldrajzi régidoban

eléforduld rotavirus torzsek gyakorisagarol és Osszetételérdl, azok iddbeli valtozdsarol. A
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vakcinacios adatok tiikrében a kovetkezd fontos kérdésekre kaphatunk valaszt: hogyan
befolyasolja a vakcindk haszndlata az adott teriileten cirkuldlo rotavirus genotipusok
Osszetételét ¢és gyakorisagat; kialakulnak-e az oltdanyagok indukalta ellenanyagvalasz
kikertilésére képes mutans torzsek; 1étrejonnek-e 1j reasszortdnsok az oltdanyagban szerepld
¢s a vad virusok keveredésébdl; a jelenleg kisebbségben cirkulalo, eltérd antigéntulajdonsagu
rotavirusok atveszik-e az oltasok miatt esetlegesen kiszoruld torzsek helyét; milyen uj
antigénkombinécidk jelennek meg. A rotavirusok genetikai dllomanya kiilondsen hajlamos a
gyors genetikai valtozasokra, igy az egységesitett tipizaldo algoritmus bevezetése és az
alkalmazott laboratériumi modszerek hatékonysaganak és megbizhatésaganak folyamatos
nyomon kovetése szintén elengedhetetlen. A résztvevd laboratoriumok igy minden évben
meghatarozott szdmu rotavirus pozitiv mintat dolgoznak fel egységes protokoll alapjan annak
érdekében, hogy az adott orszag teljes teriiletét lefedd, megfeleléen pontos epidemiologiai

hattéradatokhoz jussunk (Bdnyai, 2007a; Iturriza-Gomara, 2009, 2011).
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CELKITUZESEINK

e A korabbi prevakcindcios rotavirus surveillance teriilet kiterjesztése, tovabbi foldrajzi
régiok (kelet-magyarorszagi és nyugati megyék) posztvakcinaciés vizsgalatokba vald
bevonasa

e Rotavirus pozitiv székletmintdkbol azonositott rotavirus torzsek molekularis
epidemioldgiai vizsgalata a {6 felszini antigéneket (G és P) koédolo gének (VP7 és
VP4) multiplex, reverz-transzkripcids nested PCR-rel torténd genotipizalasaval.

e Az azonositott rotavirus torzsek teriileti és idobeli megoszlasanak vizsgalata, a G és P
genotipus-kombindciok gyakorisaganak elemzése és a vakcina torzsgyakorisagra
gyakorolt hatdsanak felmérése.

e A PCR modszerrel nem tipizalhaté mintak genotipusanak meghatirozasa nukleinsav-
szekvenalassal.

e A vakcinakban is megtalalhato, altalanosan elterjedt torzsek VP4 és VP7 génjeinek
nukleinsav szekvenalasa.

e Egyes ritka G-P kombinaciok genotipusanak megerdsitése a VP4 és/vagy VP7 génjeik
részleges nukleinsav szekvencia meghatarozasaval.

e A vakcinacios helyzet és a célpopulacio rotavirus elleni atoltottsaganak felmérése

hazankban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK
Mintak és hattéradatok

Rotavirus térzsmonitorozdsunkhoz székletmintdkat gyijtottink Magyarorszdg hét
Szabolcs-Szatmar-Bereg ¢és Vas megye) valamint Budapest és vonzasteriiletérol a hazai
rotavirus halézatba bevont rendelOintézetek, klinikdk ¢és regiondlis mikrobioldgiai
diagnosztikai laboratoriumok egyiittmiikodése révén 2007. januar 1. és 2011. december 31.
kozotti idészakban. A székletmintdkban az A-csoportil rotavirus antigén kimutatdsat a
regionalis laboratoriumok szakmai személyzete végezte kereskedelmi forgalomban kaphatd
latexagglutinacios (LA, Rotalex, Orion Diagnostica) vagy immunkromatografids (ICh, Rota
Uni-Strip, Coris BioConcept; Vikia Rota-Adeno, Biomerieux) diagnosztikai tesztek
segitségével a gyartok utasitasainak megfeleléen. Kutatasainkhoz a szeroldgiai tesztekkel
igazolt A-csoportu rotavirusra pozitiv székletmintakat gyijtottiikk dssze, melyeket a Debreceni
Egyetem, Orvos- ¢és Egészségtudomanyi Centrum Orvosi Mikrobioldgiai Intézetébe
széllitottunk és felhasznalasig -20 °C-on taroltunk.

A genotipizald vizsgalatainkhoz gyiijtott rotavirus pozitiv székletmintdk korhdzban
apolt vagy ambulans ellatdsban részesiilt, akut gastroenteritisszel kezelt betegektol
szarmaztak. A betegek életkorat illetden célcsoportunk a rotavirus gastroenteritis altal
leginkdbb veszélyeztetett 5 éven aluli korcsoport volt, de iddsebb gyermekektdl ¢&s
felndttektdl is kaptunk mintakat.

Eredményeink alapvetd epidemiologiai kiértékeléséhez a kdvetkezd héattéradatokat
igyekeztiink Osszegylijteni: a beteg sziiletési datuma, a beteg neme, a betegség kezdete, a
mintavétel datuma, ellatas tipusa (koérhazi/ambulans), a beteg lakohelyének postai
iranyitészama. A rotavirus elleni oltottsdgi allapotra utald értékelhetd informécidkat sajnos
egyetlen esetben sem kaptunk.

A 7. abra szemlélteti a kovetkez6kben ismertetett rotavirus genotipizalési protokollt.
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Rotavirus pozitiv székletmintik sziirése
rutindiagnosztikai médszerekkel

g

székletszuszpenziobol
rotavirus dsRNS extrakcidja

!

multiplex genotipizalé RT-PCR —> negativ PCR eredmény

Y ] 1

tipizalt G és P nemtipizalt G/P
antigének antigének VP6 PCR
genotipizalas szekvenalassal | <— pozitiv negativ

7. abra: A rotavirus pozitiv székletmintdk genotipizalasa soran alkalmazott protokoll
folyamatéabraja

A viralis nukleinsav tisztitasa

A mintakhoz 800-1000 pl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) puffert hozzdadva 10-20 v/v %-os
székletszuszpenziot készitettliink. Centrifugalas utan (3000 g, 10 perc) a mintak feliiluszojanak
200 pl-ébol TriReagent (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) felhaszndlasaval a gyarto
utasitdsainak megfelelden végeztiik el a rotavirus RNS izolalasat. Centrifugéalas utan az RNS-t
tartalmazo fels6 vizes fazishoz azonos térfogati (250-300 pl) izopropanolt adtunk hozza. Az
izopropanollal kicsapott RNS pelletet 75 v/v %-os etanollal mostuk, majd 55 °C-on teljes
szaradasig inkubaltuk. A székletmintakbol nyert RNS-t 40-60 pl nukledzmentes vizben
(Promega, Madison, WI, USA) vagy dietil-pirokarbonattal (DEPC) kezelt vizben oldottuk be.

A mintdkban esetlegesen még jelen 1évé, a PCR-t gatld komponenseket tovabbi
tisztitassal tavolitottuk el. Ehhez a nukledzmentes vizben oldott RNS-t 200 pl 6M guanidin-
izotiocianat (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) jelenlétében silica-matrix (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA) felszinére adszorbealtattuk (inkubalds 450 rpm-en szobahdmérsékleten
10 percig ). A feliiluszo eltavolitdsa utdn a mintdkat 75 v/v %-os etanollal kétszer mostuk,
majd centrifugalas (10000g, 1 perc, szobahdmérséklet) és szaritas (55 °C, 10 perc) utan az
RNS-t nukledzmentes vizzel oldottuk le a silica-matrix felszinérdl (65 °C, 10 perc) és tovabbi

felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.
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A fentebb részletezett RNS extrakciés modszert alkalmaztuk a vizsgalat elsé két évében
(2007-2008) gyljtott székletmintdk esetében. 2009 év elején attértiink a kereskedelmi
forgalomban kaphato nukleinsav izolalé kitek alkalmazéasara. A 2009-2011 idészakban
gyljtott mintdk RNS extrakciojat a High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Basel,
Switzerland) segitségével végeztik a gyarté utasitasait kovetve. Ebben az esetben is a
10-20 v/v %-os székletszuszpenzio feliiliszdjanak 200 pl-€bdl indultunk ki. A nukleinsav-
extrakcio utolsé 1épésében a viralis RNS-t 50 ul DEPC-es vizben elualtuk a silica-matrixot

tartalmaz6 oszlop felszinérdl és tovabbi felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

Genotipizalo multiplex nested PCR

A kiilonboz6 reakcidokban alkalmazott oligonukleotid primerek elnevezését, felismerd
helyét a célgénekben, szekvencidjat, a PCR termékek hosszat és a reakciok homérsékleti

profiljat az 1. tablazat tartalmazza.

Reverz-transzkripciés PCR

A cDNS-szintézishez mintanként 5 pl tisztitott viralis dsRNS-t hasznaltunk, melyet
random hexamer (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) vagy a
virus VP4 és VP7 génjére specifikus VP4-F/con3 és VP7-F konszenzus primerek jelenlétében
97 °C-on 5 percig denaturdltunk (Gentsch, 1992; Iturriza-Gomara, 2001a; Simmonds, 2008).
Az RT-PCR-t AMV reverz-transzkriptdz enzim (AMV reverse transcriptase, Promega,
Madison, WI, USA) segitségével végeztik 42 °C-on 60 percig, 30 ul végtérfogatban
(2U AMV, 50 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol,
egyenként 300 uM deoxiribonukleinsav trifoszfat (ANTP), oligonukleotid primerek: 1,6 uM
random hexamer vagy 0,6uM VP7-F/ VP4-F/con3 primer).

Multiplex nested PCR

A cDNS amplifikacigja és genotipizalasa multiplex nested PCR rendszerben tortént. A
nested PCR elsé korében 5 pl ¢cDNS-t hasznaltunk templéatként, melyben a virus VP4 és VP7
F+VP4-R/con2+con3 és VP7-F+VP7-R) segitségével amplifikaltuk. A reakcidhoz Taq DNS-
polimerdz enzimet (GoTaq DNA-polymerase, Promega, Madison, WI, USA/MyTaq DNA-
polymerase, BioLine, London, UK) haszndltunk (1U Taq polimerdz, 1,5 mM MgCl,
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egyenként 200 uM dNTP, egyenként 0,4 uM primer 50 pl végtérfogatban). A reakcio
homérsékleti profilja a kovetkezd volt: kezdeti denaturacio 94 °C, 3 min; 35 ciklus:
denaturdcio 94 °C, 30 s, annellacio 50 °C, 45 s, elongacio 72 °C, 1 min/30 s; végleges
elongacié 72 °C, 5 min.

A nested PCR masodik korében tortént az amplifikalt DNS szakaszok genotipizalésa,
melyet a virus VP4 és VP7 génjeinek varidbilis régioira tervezett és a legelterjedtebb
genotipusokra specifikus primerek jelenlétében végeztiink. A multiplex genotipizald
reakcioban a G1-G4, G8-G10 és G12 VP7 génre specifikus, illetve a P[4], P[6] és P[8]-P[11]
VP4 génre specifikus primereket hasznaltuk a megfeleld konszenzus primerekkel kombinalva
(VP4-F/con3 és VP7-F/VP7-R) (Gouvea, 1990; Gentsch, 1992; Das, 1994, Iturriza-Gomara,
2000b, 2004, Bdnyai, 2005a). A reakcidban ugyanazt a Taq DNS-polimerdz enzimet
alkalmaztuk, mint az els¢ korben. A reakcidelegy Osszetétele és a reakcid homérsékleti
profilja megegyezett a nested PCR elsé korében leirtakkal, kivéve az annellacios

hémérsékletet, amely a genotipizal6 reakcid esetében 45 °C vagy 42 °C volt.

Agaroz gélelektroforézis

A multiplex PCR masodik korében nyert, az egyes rotavirus genotipusokra jellemz6, de
egymastol kiilonbozé méreti PCR termékeket agaroz gélelektroforézis segitségével
valasztottuk el. Az amplimereket 1,5 v/w %-o0s agar6z gélben (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), 120 V-on, 60-90 percig elektroforetizaltuk (1,5 v/w %-os agar6z TBE [Tris-borsav-
EDTA] pH 8,3 pufferben; ethidium-bromid festés), majd UV-atvilagitds mellett BioRad
GelDoc géldokumentaciés (BioRad, Hercules, CA, USA) rendszerben rogzitettik az

eredményeket.

VP6 génre specifikus PCR

Azoknal a mintdknal, amelyeknél mind a G, mind a P tipizalo PCR eredménytelennek
bizonyult, elvégeztiink a viruskapszid kozépsé rétegét alkotdé VP6 fehérjét kodold génre
specifikus PCR-t. A VP6 génre specifikus reakcioban a VP6-F ¢és VP6-R, A-csoporti
rotavirusokra nézve specifikus, széles reaktivitasi konszenzus primereket alkalmaztuk
(Iturriza-Gomara, 2002). A reakcio6 soran az annellacid 55 °C-on tortént, a PCR reakcidelegy
Osszetétele ¢€s a reakcid hémérsékleti profilja egyebekben megegyezett a fent leirtakkal.
Amennyiben a VP6-specifikus reakci6 is negativ eredményt hozott, ugy az adott mintat

rotavirus RNS negativnak tekintettiik és kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.
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1. tablazat: A PCR-ok soran alkalmazott oligonukleotid primerek ¢és a reakciok homérsékleti

profilja
PCR PCR
Primer neve, target Primer szekvenciija termék homérsékleti
hossza (bp) profilja
VP6-génre specifikus primerek
94°C3m
VP6-F, nt 747-766 5-GACGGVGCRACTACATGGT-3’ 94°C30s7 2
380 55°C45s >
VP6-R, nt 1106-1126 5’-GTCCAATTCATNCCTGGTGG-3’ o o
72°C30s )] S
72°C5m  ~
A nested PCR elsé korében hasznalt konszenzus primerek
VP4-F, nt 132-149 5’-TATGCTCCAGTNAATTGG-3’ 664
VP4-R, nt 775-795 5’-ATTGCATTTCTTTCCATAATG-3’ 94°C3m
con3, nt 11-32 5-TGGCTTCGCCATTTTATAGACA-3’ 94°C30s7 2
877 50°C45s & 24
con2, nt 868-887 5’-ATTTCGGACCATTTATAA-3’ 72°C60s | 2
VP7-F, nt 51-71 5’-ATGTATGGTATTGAATATACCAC-3’ . 72°C 5 m =~
VP7-R, nt 914-932 5’-AACTTGCCACCATTTTTTCC-3’
A nested PCR masodik kérében hasznalt tipus-specifikus primerek
VP4-F/con3
VP4-génre specifikus primerek primerekkel
kombinalva
3T-1 (P[6]), nt 259-278 5’-TGTTGATTAGTTGGATTCAA-3’ 147/268
P[11], nt 305-323 5’-GTAAACATCCAGAATGTG-3’ 192/313 94°C3 m
IT-1D (P[8]), nt 339-356 | 5-TCTACTGGRTTRACNTGC-3’ 225/346 Zg"g 2‘5) 2
4T-1 (P[9]), nt 385-402 5’-TGAGACATGCAATTGGAC-3’ 271/392 72°C 60 s E
2T-1 (P[4]), nt 474-494 | 5’-CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC-3’ 363/484 | 72°C5m
5T-1 (P[10]), nt 575-594 | 5’>-ATCATAGTTAGTAGTCGG-3’ 463/584
VP7-R
VP7-génre specifikus primerek primerrel
kombinalva
G9, nt 757-776 5’-CTTGATGTGACTAYAAATAC-3’ 176
G10, nt 666-687 5’-ATGTCAGACTACARATACTGG-3’ 267
G12, nt 548-567 5’-CCGATGGACGTAACGTTGTA-3’ 385 94°C 3 m
aDT4 (G4), nt 480-499 | 5’-CGTTTCTGGTGAGGAGTTG-3’ 453 24"2 20 s 3
5°C 45 =
aCT2 (G2), nt 411-435 5’-CAATGATATTAACACATTTTCTGTG-3’ 522 72°C 60 2 o
aBT1 (G1), nt 314-335 5’-CAAGTACTCAAATCAATGATGG-3’ 619 72°C5m «
G3, nt 250-269 5’-ACGAACTCAACACGAGAGG-3’ 683
aAT8 (G8), nt 178-198 5’-GTCACACCATTTGTAAATTCG-3’ 755
VP7-F
VP7-génre specifikus primerek primerrel
kombinalva
9T-9B (G9), nt 131-147 5’-TATAAAGTCCATTGCAC-3’ 97
9T1-1 (G1), nt 176-195 5’-TCTTGTCAAAGCAAATAATG-3’ 145 gjg g Orr; ”
=
9T1-2 (G2), nt 262-281 5’-GTTAGAAATGATTCTCCACT-3’ 231 42°C 45 s} ~
R 5]
9T-4 (G4), nt 423-440 5’-GGGTCGATGGAAAATTCT-3’ 390 72 230 sJ o
72°C 5
9T-3P (G3), nt 484-503 5’-GTCCAGTTGCAGTGTTAGC-3’ 453 o
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Nukleinsav-szekvenalas
A PCR termékek tisztitasa

A VP6 specifikus PCR-rel pozitiv, de a VP4 és/vagy VP7 génre nézve a multiplex
PCR-rel nem tipizalhaté torzsek genotipusdt nukleinsav-szekvenaldssal probaltuk
meghatdrozni. Ezen kiviil elvégeztiik a vizsgalt iddszakban azonositott G1P[8] torzsek egy
valogatott, reprezentativ alcsoportjanak szekvencia meghatarozasat is. A szekvenalashoz a
multiplex nested PCR els6 korében nyert, con2+con3 ¢és VP7-F+VP7-R  konszenzus
primerparokkal amplifikalt PCR termékeket hasznaltuk fel. Ahol arra sziikség volt (nem allt
rendelkezésre elegendd PCR termék vagy a meglévd PCR termék nem volt alkalmas a tovabbi
amplifikalasra) a -20 °C-on tarolt székletszuszpenzidokbol ujra elvégeztik a virdlis RNS
extrakcigjat a High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Basel, Switzerland) segitségével a
gyartd utasitasait kovetve. Az igy nyert RNS mintakbol a con3 és VP7-F conszenzus
primerekkel elvégeztiik a reverz transzkripciés PCR-t, majd a con2+con3 és VP7-F+VP7-R
primerkombinacidkkal a nested-PCR els6 korét az el6zéekben mar ismertetett modon. Az elsd
koros amplikonokat preparativ agardz gélelektroforézissel valasztottuk el (1 v/iw %-os
preparativ agardz (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) TBE pufferben; ethidium-bromid
festés, 100 V-on 60 perc). A megfeleld méretli DNS szakaszokat a gélbdl Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) gélextrakcids kit segitségével nyertiik
vissza a gyarto utasitasait kovetve. A tisztitott PCR terméket tovabbi felhasznalasig -20 °C-on

taroltuk.

Szekvenalo PCR

A gélbdl visszanyert, tisztitott PCR termékekbdl 4-4 pl-t hasznéltunk fel a szekvenald
reakcioban, melyet ABI PRISM BigDye Terminator v1l.1 Cycle Sequencing Reaction Kit
(Applied Biosystems, Carlsbad, California) segitségével végeztiink el a gyartd utasitdsait
kovetve. A DNS szakaszok direkt szekvendldsa a VP4 és VP7 génekre specifikus PCR
primerekkel tortént. A reakciot 10 pl végtérfogatban végeztiik, a hdprofil a kdvetkezo volt:
kezdeti denaturacio 96 °C, 1 min; 25 ciklus: denaturacié 96 °C, 20 s, annellacid 50 °C, 5 s,

elongaci6 60 °C, 4 min.
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A szekvenald PCR utan a termékeket etanol-Na-acetat keverékével (96 v/v %-os etanol
+ 3M, pH 5.2 Na-acetat) csaptuk le, majd centrifugalas utan (16000g, 30 min, 4 °C) 75 v/v %-

os etanollal mostuk és szobah6émérsékleten szaritottuk.

Szekvencia- és filogenetikai elemzés

A jelolt termékek kapillaris elektroforézise és a szekvenciaadatok gyiijtése automata
szekvenciaanalizalo6 ABIPrism 3100 Avant vagy ABI3500 (Applied Biosystems, Carlsbad,
California) berendezéssel tortént, a Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudoményi Kar,
Orvosi Genetikai Intézetében ¢és a Magyar Honvédség Dr. Raddé Gyorgy Honvéd
Egészségiigyi Kozpont laboratériumaban. A nyers szekvenciakromatogramokat a BioEdit
(Hall, 1999) program segitségével ellendriztiik és tisztitottuk, majd a génbankban (GenBank)
elérheto rotavirus szekvenciakhoz hasonlitottuk a Blast program (A/tschul, 1990) segitségével.
A szekvencidk manudlis illesztését a GeneDoc programcsomag segitségével végeztiik
(Nicholas, 1997). A filogenetikai analizishez a MEGAS5 programban a neighbor-joining
algoritmust €és a p-distance modelt hasznaltuk (7amura, 2011). Eredményeink statisztikai

megerdsitése érdekében bootstrap analizist is végeztiink.
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EREDMENYEK

Mintak és epidemiologiai hattérinformaciok

A 2007-2011 kozotti vizsgélati idOszakban Osszesen 2615 rotavirus pozitiv
sz€kletmintat gyljtottiink, tobbségében 5 éven aluli, akut gastroenteritisben szenvedd
betegektdl. A mintdk Magyarorszag 7 kiilonb6z6 foldrajzi régidjabol, valamint a févarosbol
¢és vonzaskorzetébdl szarmaztak. A hazai surveillance els6 évében a rotavirus pozitiv mintak
tulnyomo6 tobbsége még a fovarosi €s baranya megyei sentinel korhazakbol érkezett, tovabba
Csongrad megy¢bdl is jelentds szamu mintat kaptunk. A kdvetkezd években tovabbi foldrajzi
terlileteket vontunk be a vizsgélatokba (Hajdu-Bihar, Heves ¢€s Szabolcs megyék), igy egyre
novekvo szamu rotavirus torzset tudtunk vizsgalni az orszag keleti régiojabol is. A kiillonb6zé
foldrajzi régiok az egymast kovetd években eltéré mértékben, valtozo szami mintaval jarultak
hozza a vizsgalatokhoz. Ot foldrajzi régiobol mindegyik évben kaptunk feldolgozasra varo
mintakat, a tobbi teriiletr6l azonban rendszerteleniil érkeztek a székletmintak. A 8. abra
szemlélteti, hogy az 6t év alatt a kiilonb6z6 foldrajzi régidk milyen ardnyban jarultak hozza a

vizsgalatokhoz.
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8. abra: A 2007-2011 kozott feldolgozott 2380 székletminta bekiildonkénti megoszlasa
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A 2615 pozitiv mintabdl 2526 esetében allt rendelkezésiinkre elegendd mennyiség a
molekuléris biologiai vizsgalatok elvégzéséhez. Tovabbi 146 mintat kizartunk a végso
analizisbdl, mert nem sikertilt A-csoportu rotavirus RNS-t detektalnunk a bekiildott vizsgélati
anyagban. Munkank sordn igy Osszesen 2380 székletmintabol izoldlt rotavirus torzs
genotipizalasat végeztiik el.

Az alapvetd epidemiologiai hattéradatok koziil az ellatas tipusara vonatkozo adatok
2213 (92,9%) minta esetében alltak rendelkezésiinkre. Adataink alapjan a mintdk 84%-a
(N=1859) fekvdbetegektdl szarmazott, mig a paciensek 16%-a (N=354) jarobeteg ellatasban
részesiilt.

Osszesen 2228 (93,6%) minta esetében voltak informécidink a betegek életkorat
illetéen. A koreloszlas azt mutatta, hogy a rotavirus-fertézések 79,0 %-a az 5 évesnél
fiatalabbak korében zajlott le, ezen beliil a 0,5-2,0 éves korosztaly volt a leginkébb érintett
(40,5%). Az infekciok kisebb része, mintegy 21%-a zajlott az 5 évesnél idésebb
korosztalyban, a serdiil6k és felndttek korében 465 tiinetekkel kisért esetet figyelhettiink meg
(max. életkor 91 év) (9. abra).
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9. abra: A rotavirus-fertdzések életkor szerinti eloszlasa
N=2228

A rotavirus pozitiv székletmintdk mintavételi idOpontjai alapjan megvizsgaltuk a
rotavirus-fertdzések iddbeli eloszlasat az egyes években. A rotavirus-fertézések jellegzetes
szezonalitdst mutatnak (10. abra). A rotavirus-infekciok nagy része a téli-tavaszi honapokban
zajlott, februdr-majusi jarvanycsucsokkal. Az egyes genotipus-kombinaciok relativ
gyakorisdga nem mutatott jelentds kiilonbséget a jarvanyos id6szakban a tobbi honap

torzsgyakorisagi adataival Gsszevetve.
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10. abra: A rotavirus-fertdzések szezonalis eléforduldsa 2007-2011 kozott Magyarorszagon
N=2278

Rotavirus G és P tipusok elofordulasa Magyarorszagon

A 2380 feldolgozasra keriilt mintabol 2338 (98,23%) minta esetében sikeriilt a
genotipizald6 PCR moddszerrel és/vagy nukleinsav szekvenalassal a G felszini antigént kodold
VP7 gén genotipusat meghataroznunk. A vizsgalat 6t éve alatt 7 kiilonbozé G-tipust sikertilt
kimutatnunk, amelyek a G1, G2, G3, G4, G6, G9 és G12 genotipusok voltak. A hét genotipus
relativ gyakorisdganak vizsgilata a G1 tdrzsek dominancidjat mutatta, a tipizalt mintak
46,34%—a ehhez a genotipushoz tartozott. A masodik leggyakoribb genotipusnak a G4 torzsek
bizonyultak, amelyek a vizsgalt mintak 24,03%-aban voltak kimutathatéak, ezt kovették a G2
(15,50%), G9 (7,48%), G12 (2,10%), G3 (1,47%) és G6 (0,34%) tipusu torzsek. A vilagszerte
leggyakrabban elterjedtként szamon tartott 6tféle genotipushoz (G1-G4 és (9) tartozott a
tipizalt mintdk 94,91%-a. A genotipizalod vizsgalataink sordn néhdny esetben egynél tobb,
kiilonb6z6 antigéntulajdonsagh rotavirus torzset sikeriilt kimutatni ugyanabbdl a mintabol,
ami tobb kiilonbozo tipush rotavirus torzzsel torténd egyidejl fertézésre utal. Az ilyen kevert
fertdzések aranya a vizsgalt betegcsoportban nem érte el az 1%-ot. A kovetkezd kevert G-
tipusokat azonositottuk: G1+2, G1+4, G149, G2+4, G2+12, G4+9 és G4+12. 42 (1,77%)
minta esetében nem sikeriilt a G tipust megallapitanunk.

A P felszini fehérjét kodold VP4 gén tipusanak meghatidrozasat szintén 2338 minta
esetében végeztiik el sikeresen. A kovetkezd négyféle P tipust tudtuk kimutatni a vizsgalt
mintdkban: P[4], P[6] P[8] és P[9]. A leggyakoribb genotipusnak a P[8] bizonyult, a térzsek

78,95%-anal ezt a genotipust talaltuk. A masik harom tipus eléforduldsa 6sszesen nem érte el
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a 20%-ot: P[4] (15,55%), P[6] (2,18%) és P[9] (0,80%). A vizsgalt mintdk 0,76%-aban
talaltunk egynél tobb, kiillonbozé P tipust. A kovetkezd kevert P-tipusokat azonositottuk:
P[4]+[6], P[4]+[8], P[6]+[8] és P[8]+[9]. 42 (1,77%) minta esetében nem sikeriilt a P tipust
megallapitanunk.

A vizsgédlt mintdk egy része az alkalmazott multiplex PCR rendszerrel nem volt
genotipizalhato, ami leggyakrabban azt jelentette, hogy az agar6z gélelektroforézis soran nem
tudunk detektalni méretspecifikus terméket a nested PCR masodik korében. Abban az
esetben, ha detektalhaté mennyiségii elsé kords amplifikacios termék allt rendelkezésiinkre, a
genotipus megallapitasat nukleinsav-szekvenaldssal kiséreltiik meg. Ha sem az els6, sem a
masodik amplifikaciés kor utan nem tudtunk PCR terméket detektalni, akkor a wvirdlis
nukleinsav Ujraizoldlasa utdn megismételtiik a PCR-t és/vagy szekvendlast végeztiink. Ha
mégis maradt nem tipizalhatd minta, az a kovetkezd okok valamelyikére vezethetd vissza:
1: nem allt rendelkezésiinkre elegendé mennyiségili székletszuszpenzid a nukleinsav extrakcio
ismétléséhez; 2: az ismételt nukleinsav-izolalas utan sem sikeriilt szekvenalhatd PCR
terméket nyerniink az alkalmazott PCR primerekkel; 3: az els6 koros PCR termék mennyisége
¢s mindsége nem volt alkalmas a tovabbi amplifikdldshoz és szekvenalashoz; 4: a szekvenalo
reakci6 elvégzése és tisztitdsa utdn a szekvencia leolvasdsa sikertelen volt. Osszességében, a
2380 mintabol 41 torzsnél nem sikeriilt a G tipus meghatarozéasa, ismét 41 mintanal nem
tudtunk P tipust megallapitani, mig egy olyan rotavirus pozitiv mintaval talalkoztunk,

amelynél egyik felszini antigént sem tudtuk genotipizalni.

Antigénkombinaciok

Osszességében 2297 (96,5%) minta esetében sikeriilt mindkét felszini antigén
genotipusat meghataroznunk, a részlegesen tipizalt mintdk ardnya 3,5% maradt. A vizsgalt
iddszakban 17 kiilonbozd antigénkombinécio el6fordulasat detektaltuk, amelyek kozott akadt
néhany olyan is, amelyeknek jelenlétét korabban még nem mutattdk ki hazankban. A
feldolgozott 2380 mintabol izolalt rotavirus torzs csaknem 91%-a az o6t, vilagszerte elterjedt
genotipus kombinacié valamelyikéhez tartozott. A hazankban is eléforduld leggyakoribb
genotipus-kombinaciok relativ gyakorisaga a kovetkezd volt: G1P[8] 44,9%; G4P[8] 23,4%;
G2P[4] 14,8%; GIP[8] 6,8%; G3P[8] 0,9%. Annak ellenére, hogy a G3P[8] rotavirus torzs
vilagszerte altalanosan elterjedtnek mondhat6, hazankban ennek az antigénkombinacionak az
eléforduldsa nem érte el az 1%-ot, és a gyakori tipusok koziil ez volt az egyetlen, amelyet

nem sikeriilt kimutatnunk minden évben.
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Az altalanos elterjedést mutatd torzseken kiviil ritkdbban eléforduld torzseket is ki
tudtunk mutatni a mintdk kisebb (4,12%) részében. Ezek a torzsek egyrészt a gyakori torzsek
reasszortacidja révén kialakult ritka kombinaciok (G1P[4] 0,38%; G2P[8] 0,30%; G3P[4]
0,08% ¢és G9P[4] 0,08%), részben pedig egyeb ritka, szokatlan antigénkombinaciét hordozo
virusok (G1P[6] 0,04%; G2P[6] 0,04%; G3P[9] 0,38%; G4P[6] 0,38%; G6P[9] 0,30% ¢és
G9P[6] 0,17%), amelyek kozott Magyarorszdgon endémiasnak szamitd és/vagy
feltételezhetden allati eredetii torzsek is vannak. Figyelmet érdemel a G12P[6] és G12P[8]
torzsek megndvekedett jelenléte a 2009-2010 években, amelyek relativ gyakorisaga (1,97%)
hazénkban igy meghaladja az egyébként altalanosan elterjedt G3P[8] torzsekét. A vizsgalt
id6szakban kimutatott G-P genotipus kombinaciokat és azok relativ gyakorisagat az egymast

kovetd években az 2. tablazat mutatja.

2. tablazat: Altaldnos és ritka genotipus-kombinaciok eléfordulasi gyakorisaga 2007-2011

ko6zott Magyarorszégon (forras: Laszlo ef al. Surveillance of human rotaviruses in 2007-2011, Hungary: exploring the genetic

relatedness between vaccine and field strains. J Clin Virol. 2012;55(2):140-6., médositva)

Evenkénti mintaszamok N (%)

Genotipus kombinaciok

2007 2008 2009 2010 2011 Osszes
Altaldnos genotipusok
GI1P[8] 139 (28,60) 259 (49,81) 319 (62,92) 52 (12,53) 299 (66,15) 1068 (44,87)
G2P[4] 95 (19,55) 75 (14,42) 15 (2,96) 112 (26,99) 54 (11,95) 351 (14,75)
G3P[8] 2(0,41) 7 (1,35) 10 (1,97) 3 (0,72) 0 (0,00) 22 (0,92)
G4P[8] 157 (32,30) 99 (19,04) 79 (15,58) 198 (47,71) 24 (5,31) 557 (23,40)
G9P[8] 50 (10,29) 43 (8,27) 10 (1,97) 9 (2,17) 50 (11,06) 162 (6,81)
Subtotal 443 (91,15) 483 (92,88) 433 (85,40) 374 (90,12) 427 (94,47) 2160 (90,75)
Ritka genotipusok
G1P[4] 2(0,41) 4 (0,77) 2 (0,39) 1 (0,24) 0 (0,00) 9 (0,38)
G1P[6] 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,20) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,04)
G2P[6] 0 (0,00) 1(0,19) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (0,04)
G2P[8] 6 (1,23) 1(0,19) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 7 (0,29)
G3P[4] 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (0,39) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (0,08)
G3P[9] 1 (0,21) 1 (0,19) 2 (0,39) 0 (0,00) 5(1,11) 9 (0,38)
G4P[6] 4 (0,82) 2 (0,38) 0 (0,00) 2 (0,48) 1(0,22) 9 (0,38)
G6P[9] 2 (0,41) 1(0,19) 3 (0,59) 1 (0,24) 0 (0,00) 7 (0,29)
G9P[4] 1 (0,21) 1 (0,19) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (0,08)
G9P[6] 4 (0,82) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 4 (0,17)
G12P[6] 0 (0,00) 2 (0,38) 15 (2,96) 14 (3,37) 1(0,22) 32 (1,34)
G12P[8] 2 (0,41) 3 (0,58) 5 (0,99) 5 (1,20) 0 (0,00) 15 (0,63)
Subtotal 22 (4,53) 16 (3,08) 30 (5,92) 23 (5,54) 7 (1,55) 98 (4,12)
NT 16 (3,29) 13 (2,50) 23 (4,54) 15 (3,61) 16 (3,54) 83 (3,49)
Kevert 5(1,03) 8 (1,54) 21 (4,14) 3 (0,72) 2 (0,44) 39 (1,64)
Osszes 486 520 507 415 452 2380

NT: nem tipizalhat6 torzsek
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A magyarorszagi gyakori torzsek foldrajzi és idobeli dinamikaja

Az egyes mintakhoz tartozé hattéradatok (postai iranyitdszam, bekiildo betegellatoé vagy
diagnosztikai intézmény, a betegség €s a mintavétel ideje) alapjan megprobaltuk feltérképezni
a hazankban leggyakrabban eldforduld genotipus-kombindciok foldrajzi és iddbeli
megoszlasat. A mintagyiijtés teriileti egyenldtlenségeinek ellenére, az 6t altalanos rotavirus
torzs relativ gyakorisdgdnak regionalis ¢és évenkénti kiilonbségeit vizsgalva értékes
informaciokat nyerhetiink a torzsek idobeli és térbeli megjelenésének ¢€s terjedésének
dinamikajarol.

Az egyes antigénkombinaciok megjelenése €s relativ gyakorisdga nemcsak évrdl évre

valtozott, de ugyanabban az évben a kiilonboz0 fOldrajzi teriiletek kozott is eltéréseket
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mutatott (11. abra).
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11. abra: A 2007-2011 kozott Magyarorszagon genotipizalt altalanos torzsek relativ

gyakorisdgaban tapasztalhat6 idébeli és foldrajzi kiillonbségek (forras: Laszl6 et al. Surveillance of human

rotaviruses in 2007-2011, Hungary: exploring the genetic relatedness between vaccine and field strains. J Clin Virol. 2012;55(2):140-6.,

modositva)
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A surveillance elsé évében a G1P[8] volt a dominans genotipus az orszag északkeleti
teriiletén, mig a nyugati orszagrészben valamint a fOvarosban és vonzasteriiletén G4P[8]
torzsek fordultak eld leggyakrabban. Baranya megyében ezzel szemben G2P[4] genotipusokat
talaltunk tobbségben, mig Csongradban kiegyenlitettebb volt az egyes tipusok eléforduldsa. A
kovetkezo két évben csaknem az egész orszag teriiletén a G1P[8] bizonyult a legelterjedtebb
genotipusnak, emellett a G2P[4] és G4P[8] torzsek fordultak eld az orszag kiilonb6zo
régidiban masodik leggyakoribb genotipusként. 2010-ben az azt megel6zd évekhez képest a
G1P[8] torzsek szdmanak dramai csokkenését tapasztaltuk, ezzel parhuzamosan pedig
elotérbe keriiltek a G2P[4] és G4P[8] tipusu virusok. A G2P[4] torzsek Budapesten és az
¢szaki megyékben tudtak jelentOsen elterjedni, mig az orszag keleti és déli-délnyugati
teriileteirdl érkezett mintdkban G4P[8] genotipusu torzseket tudtunk nagy szamban kimutatni.
2011-ben a rotavirus-fertézésekért ismét a G1P[8] torzsek voltak a feleldsek a legtobb érintett
régidoban. Ennek hatasara a G2P[4] és G4P[8] virusok a legtobb helyen ismét visszaszorultak
a masodik és harmadik helyre. A G9P[8] genotipust térzsek nagyobb aranyban 2008-ban az
orszag ¢szakkeleti teriiletén okoztak betegséget, 2011-ben Budapesten ¢és Kozép-

Magyarorszagon pedig ez volt a masodik leggyakoribb antigénkombindacio.

Szekvenalasok és filogenetikai elemzések eredményei

Szekvencia- és filogenetikai elemzéseinket a VP4 és VP7 gének részleges (500-700 bp
hosszisagu) nukleinsav-sorrendjének meghatarozasa alapjan végeztiik el. Ezek a vizsgalatok
részben a nem tipizadlhaté mintdk genotipusanak megallapitdsaban, egyes esetekben a PCR
eredményeink alatdmasztasaban segitettek. Ezeknek a szekvendldsoknak az eredményei az
el6zd fejezetben targyalt G és P tipusok gyakorisdgi adataiban megjelennek. Filogenetikai
elemzéseket végeztiink azért is, hogy az ujonnan felbukkano ritka genotipus-kombinaciok
eredetét megallapitsuk, a monovalens €s pentavalens vakcindkban is megtalalhato, altalanos
torzsek szekvenciavizsgalataval pedig valaszt kerestiink arra, hogy a hazankban is

forgalomban 1év0 oltdanyagok hogyan befolyasoljak a cirkulalo torzsek genetikai Osszetételét.

G9IP[6] genotipusu torzsek szekvenciaelemzése — egy Indiabol behurcolt torzs?

Nem sokkal a konzorcium induldsa utdn, a surveillance els6 évében négy olyan

rotavirus-fert6ézést detektaltunk, melyeknél GOP[6] genotipusu virustorzset tudtunk kimutatni
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a sz€kletmintakbol. A fert6zések mind Baranya-megyében zajlottak, a mintak ugyanabbdl a
pécsi korhdzbol szarmaztak, a mintavételi idépontok csupan néhany nap eltérést mutattak. A
figyelmiinket a fertdzések teriileti és idObeli egybeesése is. Ezért tovabb vizsgalddtunk, hogy
kideritsiik, lehet-e Osszefliggés az esetek kozott. A paciensek anamnézisének feltarasa soran, a
korhazi személyzettel €és a sziilokkel torténd informaciocserék utan rajzolodott ki eldttiink a
GIP[6] torzs Indiabdl torténd behurcolasanak és transzmisszidjanak lehetdsége.

Az esetek rovid leirasa és a fertdzések/tiinetek megjelenésének iddbeli egymasutanisaga
a témat feldolgoz6 publikacionkban részletesen olvashato, itt most csak vazlatosan, néhany
mondatban szeretnék szolni a hattérinformaciokrol. A kérhazban apolt betegek egy lany (4 €s
7 évesek), és egy fia (10 honapos €s 3 éves) testvérpar voltak. A rotavirus-fert6zés a lanyok
¢desapjatdl szadrmazhatott, aki indiai utazdsarol hazatérve, mar a repiiléut alatt akut
gastroenteritises tiineteket produkalt. Az apa a fertdzést tovabbadta feleségének és két
lanygyermekének, a gyerekek esetén korhazi felvétel valt sziikségessé. Korhazi
benntartézkodéasuk alatt ugyanazon az osztalyon fekiidt a fia testvérpar idésebb tagja, aki itt

fert6zodhetett a virussal és adta at késébb fiatalabb testvérének a koérokozot (12. abra).

Magyarorszag

India 26 (H) 3

Februar Marcius

12. abra: A G9P[6] torzs behurcolasaval kapcsolatos események idObeli egymasutanisdga. A

datumok a tiinetek megjelenését és idOtartamat jelzik.

A kék szin jelzi az Indiabol hazatéré apat és mindkét gyermekeét. A zold szin jelzi a korabbi korhazi apoldsa soran

megfert6z6d6é gyermeket és annak fititestvérét. H: korhazi felvételek iddpontja.

Két kivalasztott torzs VP4 és VP7 génjének részleges szekvencia- ¢€s filogenetikai
elemzését végeztik el, hogy az elméletiinket molekularis biologiai vizsgalatokkal 1is

alatamasszuk. A filogenetikai elemzés 100%-os szekvenciaegyezést mutatott a vizsgalt
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génszakaszok (VP7: nt 95-791 és VP4: nt 62-637) kozott, igy megerdsitette az elsd és a

masodik eset kozotti epidemioldgiai Osszefiiggést. A GI9P[6] torzsek VP7 génjének

nukleinsav-szekvencidja szoros genetikai hasonlosagot (=99% nt azonossag, 95-791 bp

kozotti génszakaszon) mutatott a vildg szamos mas részén (Eurdpaban, Amerikaban,

Azsidban és Afrikaban) azonositott human G9 térzsekével, de valamivel alacsonyabb szintii

nukleotid azonossagot (98-99% nt azonossag, 95-628 bp kozotti génszakaszon) taldltunk a

korabbi években (2000-2006), ugyanabban a régidban cirkuldlé hazai G9 izolatumokkal

Osszehasonlitva. A szekvenalt torzsek VP4 génjei a P[6] genotipuson beliil a Magyarorszagon

eddig még azonositatlan Ia filogenetikai vonalhoz tartoztak, és szoros rokonsagot (>99% nt

azonossag, 42-794 bp kozotti génszakaszon) mutattak Dél-Azsiabol (Banglades) szarmazo

P[6] torzsekkel (13. abra).
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13. abra: A G9P[6] torzsek filogenetikai analizise a VP4 ¢s VP7 gének részleges szekvencia

meghatarozasa alapjan.

A genotipusokon beliili térzsfejlddési vonalakat romai szamok jeldlik. A 2007-ben azonositott G9P[6] torzseket bekeretezve

tiintettiik fel. A korabbi évekbdl szdrmazé hazai G9 és P[6] torzseket csillaggal jeloltiik. A sertés eredetii torzsek dolt betiivel

olvashatok. (forras: Lészl6 et al. First detection of P[6],G9 rotaviruses in Hungary--an imported strain from India? J Travel Med.

2009;16(2):141-3.)
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Sajnos nem tortént viruskimutatds az Indiabol hazatéré apa hasmenéses székletébol, és
nem volt elérhetd szekvencia adat sem a térségbdl az adott rotavirus szezonbol, igy a vizsgalt
torzsek pontos eredetére nem deriilt fény. Szekvencia- és filogenetikai elemzésiink azonban
szorosabb genetikai rokonsagot tart fel a Dél-Azsiabol szarmazod rotavirus torzsek és a
magyarorszagi G9P[6] torzsek kozott, mint a kordbban azonositott hazai G9 és P[6]
specificitasi virusokkal. Genetikai elemzésiinkkel ugyan nem tudtuk minden kétséget
kizaréan bizonyitani, de a kortorténet ¢és a fertdzések megjelenésének iddbeli

egymaésutanisaga alapjan feltételezhetjitk a GOP[6] torzsek Dél-Azsiabol torténd behurcolasat.

G1P[8] genotipusu torzsek filogenetikai elemzése

A vakcina eladasi adatok elemzésébdl kitlinik, hogy hazankban elsésorban a
monovalens, G1P[8] specificitisu torzset tartalmazé Rotarix” vakcina hasznalata terjedt el, de
a kisebb szamban alkalmazott pentavalens RotaTeq" oltéanyagban is megtalalhatok a G1 és
P[8] tipusi gének. Az altalunk azonositott, Magyarorszdgon dominans GI1P[8] torzsek
szekvencia- ¢és filogenetikai elemzését azért végeztiik el, hogy megvizsgaljuk, van-e kozvetlen
genetikai kapcsolat a cirkuldlé vad torzsek és a vakcina torzsek kozott, illetve képes-e a
vakcina torzs virulenciajat visszanyerve betegséget okozni a kozosségben. Ezért a 2007-2011
kozott kimutatott, kiillonbozé foldrajzi teriiletekrdl szarmazo nagyszami GI1P[8] torzs egy
reprezentativ alcsoportjanak vizsgalatat és a vakcina torzsekkel valo 6sszehasonlitasat tliztiik
ki célul. Osszehasonlitd vizsgalatainkat a VP4 gén esetében egy 530 bp (nt 305-834
génszakasz) hosszusdgu, mig a VP7 gén esetében 503 bp (nt 372-874 génszakasz)
hosszlisagu, az antigénspecificitast meghatarozo variabilis génszakasz részleges szekvencia
sorrendje alapjan végeztiik el. A 318 sikeresen szekvenalt torzs filogenetikai elemzése soran
mind a VP4, mind a VP7 gén esetében az adott genotipuson beliil két toérzsfejlddési vonalat
sikeriilt kimutatnunk. A G1 VP7 gének az I és II filogenetikai vonalhoz tartoztak, mig a P[8§]

VP4 gének az I és III leszarmazasi vonalat képviselték (14. abra).
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14. abra: A G1P[8] torzsek filogenetikai analizise a VP4 és VP7 gének részleges

Outgroup Qutgroup

szekvenciameghatarozésa alapjan.

A genotipusokon beliili torzsfejlodési vonalakat romai szdmok jeldlik. A vakcindk pozicidjat nyilakkal jeldltiik. Outgroup-
ként a DS-1 (G2P[4]) torzs szerepel. (forras: Laszl6 et al. Surveillance of human rotaviruses in 2007-2011, Hungary: exploring the

genetic relatedness between vaccine and field strains. J Clin Virol. 2012;55(2):140-6.)

A vizsgalt GI1P[8] torzsek mindkét gén esetében egyértelmiien elkiiloniiltek a RotaTeq"
vakcinaban talalhaté G1 VP7 (max. nt azonossag 93%) és P[8] VP4 (max. nt azonossag 94%)
génektdl. Ezzel szemben négy kozosségi torzs esetében a VP7 gén szorosabb kapcsolatot
mutatott a Rotarix® oltbanyagban talalhatdo 89-12 vakcina trzs Gl génjével, itt mintegy
97,9%-0s szekvencia homolégiat tudtunk kimutatni. Tovabbi 51 torzs VP4 génje azonos
filogenetikai vonalba tartozott a Rotarix® eredetli VP4 génnel, amelyek kozott 98,3-98,5%-o0s
szekvenciahasonldsagot talaltunk. Az emlitett 55 torzs mindegyike 2007 és 2009 kozotti
id6szakban kertiilt azonositasra, de ezek egyike sem hordozta egyszerre a 89-12 torzs VP4 és
VP7 szekvencidihoz nagyon hasonlé G1 és P[8] géneket. Az 55 torzs VP4 és VP7
szekvencidiban tobb, eltérdé pozicioban 1évd nukleotidcserét talaltunk, amely azt jelzi

szamunkra, hogy ezek a torzsek a vakcina torzshoz ugyan nagyon hasonld, de azzal mégsem
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azonos génekkel rendelkeznek, és ezek a gének feltehetéen mar hosszabb ideje cirkulalhatnak

a kozosségben.

G2, G3 és G4 genotipusu torzsek szekvenciaelemzése

Osszesen 36 darab G2, G3 és G4 genotipusi tdérzs VP7 génjének részleges
nukleinsav-sorrendjét hatdroztuk meg és hasonlitottuk ossze a RotaTeq” vakcindban
megtalalhaté azonos genotipusu térzsek VP7 génszekvencidival. Célunk ugyanaz volt, mint a
G1P[8] torzsek szekvenalasa esetén, tehat megallapitani, hogy taldlunk-e olyan, a
kozdsségben cirkulald rotavirus torzset, amelynek VP7 génje esetleg a RotaTeq” vakcina
torzsek valamelyikétdl szarmazhat. Osszehasonlitod vizsgéalatainkat a VP7 gén ~ 680 bp (G2:
669 bp, nt 219-887; G3: 679 bp, nt 212-890; G4: 679 bp, nt 220-895) hosszisagl, az
antigenitast meghatiroz¢ varidbilis régiokat is tartalmazo szakaszai alapjan végeztiik el. A
nukleinsav-szekvencidk 0Osszehasonlitdsakor a surveillance sordn azonositott torzsek
mindharom genotipus esetén egyértelmien elkiiloniiltek a vakcina torzsektdl (15. abra). A G2
torzsek VP7 génjei  93,4-94,9% nukleotidegyezést, a G3 torzsek 89,6-93,9%
nukleotidegyezést, végiil a G4 torzsek 94,8-95,1%-0s szekvenciaazonossagot mutattak a
RotaTeq" vakcindban megtalalhaté G2, G3 és G4 torzsek azonos génjeivel. A G1 torzseknél
¢szlelt vakcina torzzsel vald szorosabb genetikai kapcsolatot egyik torzs esetében sem
talaltunk. A vizsgalt kozosségi G4 torzsek esetében egy nukleotid triplet inszercidjat
aznositottunk a vakcina torzs szekvencidjdhoz képest, amely a kodolt fehérje aminosav
sorrendjében egy aszparaginsav beépiiléséhez vezetett a 76-os aminosav pozicidban.
Osszességében a G2 torzseknél 10, a G3 torzseknél 13, a G4 tdrzsek estén pedig tovabbi 5
olyan nukleotidszubsztiticiét azonositottunk a gének szekvenciaiban a vakcina torzs
szekvencidjahoz képest, amelyek a kodolt fehérjében aminosavcseréhez vezettek. A
valtozasok egy része érinti a variabilis régiokat, és a beépitett aminosavak fizikokémiai

tulajdonsagait is.
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15. abra: A G2, G3 és G4 genotipust torzsek VP7 génjének részleges

szekvenciameghatarozasa alapjan késziilt filogenetikai torzsfa

Outgroup-ként az L.26 (G12P[4]) torzs szerepel. Az alacsony mintaszam miatt a genotipusokon beliili filogenetikai vonalakat

nem vizsgaltuk.
Metodikai megfontolasok

A multiplex PCR moddszerrel azonositott ritka genotipus-kombinaciok esetében VP4
¢s/vagy VP7 gének részleges szekvenciaclemzését végeztik azért, hogy eredményeinket
megerdsitsilk. A szekvendldsok sok esetben alatamasztottdk a PCR modszerrel kapott
eredményeket, néhany torzsnél azonban a szekvenciaelemzés a PCR-tdl eltéré eredményt
mutatott.

Az egyik ilyen kiilonbségre akkor bukkantunk ra, amikor 6t, a PCR alapjan G12P[9]
genotipusként azonositott torzsek szekvenciaelemzését végeztiikk. A szekvendlas alapjan a
vizsgalt torzsek valodi genotipusa G6P[9] specificitdstinak bizonyult. A VP4 gén esetében

tehat a PCR ¢és a szekvenalas eredménye Osszhangban allt egymadssal, a VP7 gén esetében
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azonban kivancsiak voltunk a hibas PCR tipizalds okara. Részletesen megvizsgalva a G6
torzsek VP7 génjének részleges szekvenciajat kideriilt, hogy a multiplex genotipizald
rendszeriinkben alkalmazott G12 specificitast primer a G12 torzsek VP7 szekvencidjanak
megfeleld primerkotd helyen szinte pontosan illeszkedik az altalunk taldlt G6 torzsek
szekvenciajara is. A primer és a G6 torzsekben a primerkotd hely szekvencidjanak kozépso
régidjaban (a 20 bp hosszusagu primerben az 5°-végtél a 10-es nukleotid pozicidban)
talaltunk csupan egy guanin—adenin (G—A) nukleotidcserét a két szekvencia kozott, ami

nem akadalyozta a primer annellaciojat a PCR soran (16. abra).
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16. abra: A 2007-2011 kozott azonositott magyarorszagi G6 torzsek, egy G6 referencia torzs

(MG6.01) és a G12 specifikus tipizal6 primer szekvencia homologidja.

Az abran a bekarikazott régioban lathatd, hogy a G6 torzsek és a G12 primer szekvenciaja kdzott csupan egy nukleotid

eltérés van, amely hibas PCR tipizalashoz vezetett.

Ujabb két esetben, egy G2P[6] és egy G4P[6] torzs genotipusanak szekvenalassal
torténd megerdsitése soran deriilt ki, hogy mindkét mintdban G12P[6] genotipusu rotavirus
talalhatd. A részletes szekvenciaelemzés ugyan nem tart fel olyan figyelemre méltd
szekvenciahomologiat a G2 ¢és G4 specificitast tipizald primerek €s a célszekvencidk kozott,
mint a G6 tipusu torzseknél, néhany nukleotidazonossagot azért talaltunk. A 20 bp hossza G2

primer és a primerkotd helye, valamint a 18 bp hosszisagu G4 primer és a primerkotd helye

45



kozott a G12 torzsek szekvencidjaban egyarant 9-9 nukleotid egyezést talaltunk. Bar a
primerek 3’-vége ¢€s a G12 torzsek szekvenciaja kozott nem volt nukleotidegyezés, a PCR
soran mégis megtorténhetett a hibas primerannellacio.

Végiil egy G8P[8] torzs genotipusa a szekvenalds soran G4P[8] tipustnak bizonyult. A
szekvenalas soran nyert adatok nem magyaraztdk a PCR tipizalasi hibat, a 21 bp hosszisagu

G8 tipizalo primer és a célszekvencia primerkotd helye kozott 10 nukleotid egyezést talaltunk.

A rotavirus elleni vakcinacio helyzete Magyarorszagon

A rotavirus vakcinak eladési statisztikai és a vizsgalt idészakban a Kozponti Statisztikai
Hivatal (KSH) éaltal nyilvantartott élvesziiletések szama alapjan megprobaltuk felmérni az
orszag kiilonbozo teriiletein a rotavirus elleni atoltottsdg mértékét. Az oltdoanyag eladasi
adatok a magyarorszagi kistérségek szerinti havi bontasban 2008 majusatol 2011 aprilisaig
allnak rendelkezésiinkre. Az éves vakcina eladasi adatok alapjan hazénkban a célcsoport
atoltottsaga 2007 ¢és 2010 kozotti iddszakban 4%-r6l 18%-ra nétt. Az eladott ddzisok
szamabol az is kideriilt, hogy a két oltbanyag koziil a monovalens Rotarix™ iranti kereslet
sokkal nagyobb (kozel 94%-os relativ gyakorisig) a pentavalens, reasszortins RotaTeq”

vakcinaval szemben (17. abra).
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17. abra: A rotavirus oltdanyagok eladasi adataibdl készitett grafikon 2008/05 és 2011/03

kozotti idészakban Magyarorszagon
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A célcsoport atoltottsaga orszagos atlagban évrol-évre nd, de még mindig elég alacsony.
Magyarorszagon a rotavirus elleni vakcina nem része a gyermekkori rutin immunizacios
programnak, és a vakcinédldssal jar6 magas koltségeket a sziiléknek kell megfizetniiik.
Részben ez is oka lehet annak, hogy a sziildk els6sorban a monovalens oltdéanyagot keresik,
amelybdl csak két dozist kell kapnia a gyermeknek, szemben a pentavalens vakcina harom
eldirt dozisaval. Az adatainkat kistérségi bontasban vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az orszag
legtobb teriileti egységén az atoltottsag joval 20% alatt marad. A févarosban valamint néhany
kozép-magyarorszagi és nyugat-magyarorszagi kistérségben tapasztaltunk 20-40% kozotti
lefedettséget, és csupan néhany févarosi keriiletben és a budadrsi kistérségben sikertilt elérni

kiemelkedd atoltottsagot (43-93%).
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MEGBESZELES

A human A-csoporti rotavirus-fertdzések vildgszerte komoly kozegészségiigyi
jelentéséggel birnak. Eppen ezért felfedezésiik utin nem sokkal, mar az 1980-as évektdl
kezdve a vilag szamos orszagéaban folytattak a torzsdiverzitas feltardsara irdnyuld molekularis
epidemiologiai vizsgalatokat (Gentsch, 1996, Parashar, 1998; Estes és Kapikian, 2007). A
hazankban végzett rotavirus torzs surveillance tevékenység is egészen erre az iddszakra
nyulik vissza.

A korai vizsgéalatok a leggyakoribb tipusok (G1-G4) hazai eléforduldsat igazoltak
(Sziics, 1995, 1999, 2005). Ebben az idészakban a torzsek azonositasa elsdsorban
monoklondlis ellenanyagokra ¢épiilé szerologiai tesztek (MADb-EIA) segitségével tortént,
melyek a leggyakoribb human tipusok kimutatdsat céloztdk. A rotavirusok szerologiai
azonositasakor azonban gyakoriak voltak a rokon torzsek kozotti keresztreakciok, és a torzsek
egy részének a szerotipusa az alkalmazott ellenanyagok segitségével nem volt
meghatarozhatd (Sziics, 1995). A késObbiekben, ahogy a nagyobb fajlagossdgii ¢és
érzékenyebb génszekvencia-alapti molekularis bioldgiai technikék elterjedtek, a gyakori
huméan torzsek mellett mas, ritka genotipus-kombindcidkat, wjonnan felbukkand ¢és
epidemioldgiailag fontossa valo torzseket is sikerililt azonositani. Ezzel parhuzamosan
csokkent a nem tipizalhat6 torzsek aranya is. A rotavirus vakcinak megjelenése elotti
idészakban a torzsdiverzitasra vonatkozd magyarorszagi adatok két sentinel régiobol
(Budapest és Baranya-megye) szarmaztak. A prevakcindcids iddszak mintegy 22 éves
id6északa alatt kozel 7000 rotavirus torzs szero- és genotipizalasa tortént meg (Banyai, 2003a,
2003b, 2004a, 2004b, 2004c, 2004d, 2005a, 2005b, 2009a, 2009c, 2010). Az EuroRotaNet-
hez torténd csatlakozédskor célul tiiztiik ki a vizsgdlati teriilet kiterjesztését, hogy az orszag
nagy részét lefedd, atfogobb ¢és pontosabb epidemioldgiai adatokhoz jussunk. A
posztvakcinacids rotavirus surveillance 2007-2011 kozotti idészakaban tobb mint 2400, az
orszag nyolc kiilonb6z6 régiojabol érkezd rotavirus torzs feldolgozasat végeztiik el
molekularis genetikai modszerekkel, az EuroRotaNet 4altal javasolt tipizalasi protokoll
alapjan. A mintabekiildés teriileti egyenldtlenségei ellenére a hazdnkban cirkuldl6 rotavirusok
epidemiologidjardl relevans adatok gytltek dssze.

A rotavirus-fertézések ¢letkor szerinti eloszldsat vizsgalva a varakozdsainknak
megfeleld eredményeket kaptuk. Jol ismert, hogy az elsé tiinetekkel kisért rotavirus-infekcio
jellemzden a 6-24 honapos kor kozott jelentkezik, de 5 éves kor eldtt biztosan bekovetkezik

(Parashar, 1998, Estes és Kapikian, 2007). Ennek megfeleléen a betegeink csaknem 80%-a
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5 évesnél fiatalabb volt. Az életkor elérehaladtaval a korabbi fert6zések soran termelddott
szerotipus-specifikus és keresztreagald antitesteknek koszonhetden részben védetté valunk a
rotavirus okozta megbetegedéssel szemben, igy az Ujabb infekciok enyhe tiinetekkel vagy
tiinetmentesen zajlanak. A jelenlegi vakcinacids stratégidk is arra épiilnek, hogy lehetéleg
még a betegségre fogékony életkor elérése elott torténjen meg a védettség kialakitasa. Ennek
megfelelden legkésébb 26 hetes korra ajanlott befejezni a rotavirus elleni vakcinalast.

A 2380 rotavirus torzs molekularis vizsgalata a G1P[8], G2P[4] és G4P[8] genotipusok
nagyobb gyakorisagat mutattdk orszagszerte. Emellett az altalanos torzsek kozott szamon
tartott G3P[8] virusok hazankban kisebb jelentdséglinek bizonyultak, relativ gyakorisdguk az
ot év Osszesitett adatai alapjan nem érte el az 1%-ot. Osszességében a negyedik leggyakoribb
genotipusként azonositottuk a G9P[8] torzseket. Ezek a torzsek az 1990-es évek kozepén
jelentek meg ¢és terjedtek el vilagszerte, aminek kovetkeztében ma mar az o6tddik
leggyakoribb, klinikailag fontos torzsként tartjuk szamon (Ramachandran, 2000; Armah,
2003; Samajdar, 2008, Martinez-Laso, 2009). Magyarorszagon elsé alkalommal 1998-ban
keriilt azonositasra ez az antigénkombinacio, ¢s néhany ¢év alatt a GI1P[8] torzsek mellett a
masodik leggyakoribb genotipusként lehetett azonositani (Banyai, 2004a, 2005a). A
posztvakcinacios idészakban e torzsek jelentdsége némileg visszaszorult, de minden
vizsgalati évben, és Szabolcs valamint Vas megyék kivételével mindegyik régiobdl keriiltek
el ilyen genotipusu virusok. Az emlitett két megyébdl csak szérvanyosan és korlatozott
szamban érkeztek hozzank a rotavirus pozitiv székletmintdk, igy feltételezhetden ez lehetett
az oka annak, hogy ezeken a teriileteken nem tudtunk G9 torzseket kimutatni.

A legujabb, gyors globalis terjedést mutatd genotipus, a G12, elsé alkalommal 2005-ben
keriilt itthon azonositasra (Bdnyai, 2007b, 2009a). A 2000-es évek elején a vildg szamos
orszagabdl jelentették ennek a térzsnek a megjelenését és novekvd gyakorisagat. A G12 tipus
elsdsorban P[6] és P[8] antigén specificitdssal kombinaciéban fordul elé (Rahman, 2007;
Sharma, 2008; Uchida, 2006). Hazankban els6sorban G12P[8] torzsek keriiltek azonositasra,
¢és ezidaig ezek a torzsek nem tettek szert komolyabb jelentdségre ndlunk. Figyelemre mélto
azonban, hogy a G12P[6] és G12P[8] torzsek relativ gyakorisdga a vizsgalt idészakban
meghaladja a G3P[8] torzsekét, a G12P[6] torzsek eléfordulasa pedig 2009 és 2010-ben is
felilmulta a GI12P[8] torzsek gyakorisagat. Adataink alapjan a G12 térzsek 2009-ben a
harmadik, 2010-ben pedig a negyedik leggyakoribb genotipusként cirkuldltak hazankban.
Novekvo eléfordulasuk miatt ezek a torzsek a jovoben nagyobb figyelmet érdemelnek.

Az altalanosan elterjedt torzsek mellett szamos egyéb, ritka antigénkombindciot is

talaltunk a vizsgalat 6t éve alatt, ezek Osszesitett relativ gyakorisdga még a fent emlitett G12
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torzseket beleértve is alig valamivel haladja meg a 4%-ot. A ritka kombindciok koziil
kiemelném a 2007 év elején azonositott GOP[6] torzseket, melyek megjelenése az adott
mintak részletesebb vizsgalatara 0sztonzott minket. Szekvencia- és filogenetikai elemzéseink
soran egyértelmiien kideriilt, hogy az azonos helyen, azonos idében detektalt négy eset
Osszefiigg egymadssal, és er6s a gyanunk, hogy ez a torzs Indiabol keriilt behurcolasra. A
GIP[6] genotipus kombinacié India egyes teriiletein elterjedtnek mondhatd, azonban a vilag
szamos mas részén, igy Eurdpdban és Magyarorszagon is, ez a genotipus-kombinacié nem
jellemzd okozoja a rotavirus gastroenteritiseknek (Gentsch, 2005, Santos és Hoshino, 2005,
Banyai, 2012). Adott foldrajzi teriileten megjelend szokatlan genotipusu rotavirusok ellen a
populécid nagy része esetleg nem rendelkezik protektiv ellenanyagokkal, igy ezek a torzsek
nem csak az 5 évesnél fiatalabbak korében, de az iddsebb korosztilyokban is képesek
tiinetekkel kisért rotavirus-fertézést okozni (Cubitt, 2000; Widdowson, 2000, Estes és
Kapikian, 2007). Igy volt ez a jelenlegi esetben is, ahol a sziilék is a rotavirus-fertdzés tiineteit
produkaltak a gyermekek betegségét megeldzden. A rotavirussal fertézott ember, legyen az
tiinetekkel kisért vagy tiinetmentes infekcid, székletével iiriti a koérokozot. Az egzotikus
orszagokbodl hazatérd, és ritka genotipusu torzzsel fertdzott, akér tiinetmentes utazok igy
hozzajarulhatnak a kiilonbozd rotavirus torzsek terjesztéséhez, igy novelve a lokalis
torzsdiverzitast. A hazankban szokatlan genotipus-kombinacid eléfordulasat a késébbiekben
nem tudtuk kimutatni, ami arra utal, hogy az adott térzsnek nem volt meg a kellé potencialja
ahhoz, hogy elterjedjen a fogékony populécioban.

A bekiildott mintdk postai irdnyitészdma alapjan meghatarozott regionalis
torzsgyakorisagi adatokat elemezve jelentOs teriileti kiilonbségeket észleltiink az egyes
torzsek foldrajzi megoszlasaban. A hazankban leggyakoribb genotipus-kombinaciok relativ
gyakorisdga évrél évre és ugyanabban a rotavirus szezonban foldrajzi teriiletenként is
valtozott. A vildgszerte dokumentalt, torzsgyakorisagokban megfigyelhetd fluktuacid6 nem
meglepd, ha arra gondolunk, hogy néhany egymast kovetd rotavirus szezonban domindns
torzs ellen a fogékony populacié mar rendelkezik ellenanyagokkal, igy egy kovetkezd évben
egy masik genotipust rotavirus térzs eredményesebben fertézheti a gyermekeket (Santos és
Hoshino, 2005; Parra, 2009). Ugyanakkor egy kozosségben megjelend és fertéz0 rotavirus
torzs az alacsony fert6z6 dozisnak és a konnyt atvitelnek kdszonhetden lokélisan viszonylag
gyorsan elterjedhet, igy konnyen az adott genotipus valik uralkodova az adott foldrajzi
terlileten. Ezt a képet természetesen tovabb arnyalja, hogy a legtobb vizsgalati teriileten

szamos torzs cirkulalt egyidejiileg.
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A vildg szamos orszagiban elérhetd Rotarix® és RotaTeq® é16, attenualt rotavirus
vakcindk a leggyakoribb huméan korokozdé G1-G4 VP7 ¢és P[8] VP4 genotipusokat
tartalmazzék. A vakcindknak az altaldnos torzsek mellett cirkulald, de a vakcindkbdl hianyzo,
példaul a vilagszerte terjedd6 G9 és G12 genotipusok elleni hatékonysagat nem ismerjiik
pontosan. A vakcindk széleskori hatékonysagi vizsgalatai soran nyert adatok azt mutattak,
hogy a szerologiailag rokon torzsek ellen is szamithatunk védettség kialakulasara. A
monovalens G1P[8] Rotarix” oltéanyaggal végzett kisérletek azt mutattak, hogy a vakcina az
azonos VP4 gént hordozd és nagyrészt azonos vagy hasonld genetikai Osszetételii (Wa
genocsoportu) G3P[8], G4P[8] és GIP[8] ellen is hatékony védelmet biztositott, az eltérd
genomosszetételi (DS-1  genocsoport) G2P[4] torzsek elleni hatékonysdga azonban
szignifikansan alacsonyabb volt. A RotaTeq® vakcina hatékony védelmet biztositott nemcsak
a G1-G4 ¢és P[8], de a G9 genotipusu rotavirusok ellen is, habar ez utdbbi genotipus nincs
reprezentalva a pentavalens oltdéanyagban (Ward, 2008; Greenberg és Estes, 2009). Az
oltashatékonysagi vizsgalatok soran ugyan mindkét vakcina esetében a GOP[8] torzsek elleni
keresztvédelem kialakuldsat figyelték meg, néhany tanulmany oltott gyermekek G9
rotavirussal torténd tlinetekkel kisért Gjrafert6zddésérdl szamol be. Egy masik tanulményban
G12 torzzsel torténd fertdzés utani keresztvédelem kialakulasat figyelték meg a
Wa-genocsoportba tartozé G1 és G9 torzsek ellen, ami azt sugallja, hogy a G12 torzsek elleni
részleges védelem kialakuldsa remélhetd egy Wa genom Osszetételli torzset tartalmazd
vakcinatol (Madhi, 2010; Sharma, 2010; Steele, 2012). A pentavalens vakcina alapjat képezd
WC3 torzs egy szarvasmarha eredeti rotavirus, igy elképzelhetd, hogy ez a vakcina képes
legalabb részleges védelmet biztositani azokkal a rotavirus torzsekkel torténd talalkozasok
soran is, amelyek valamilyen szarvasmarha eredetii génszegmenst hordoznak. Erre vonatkozo
adataink azonban egyeldre nem allnak rendelkezésre, mint ahogyan nem tudjuk azt sem, hogy
a vakcina torzsektdl esetleg teljesen kiilonb6zd neutralizacios antigéneket hordozo allati-
human reasszortans torzsek és megjelend 0j genotipusok ellen varhatunk-e védelmet.

A 2006-2007-ben bevezetett két rotavirus vakcina Magyarorszagon is elérhetd, azonban
nem része a kotelezd oltasi programnak. A vakcina eladasi adatokat és az adott iddszakban
regisztralt élve sziiletések szamat dsszevetve kiszamitottuk, hogy 2007-2010 kdzott orszagos
atlagban 4%-r6l 18%-ra nétt a célpopulacid atoltottsdga. Ez az alacsony atoltottsagi arany
sajnos nem elegendd egy kozosségi immunitas kialakuldsahoz, és ahhoz sem, hogy a rotavirus
elleni vakcinacio hatasat Magyarorszdgon érdemben tapasztaljuk. Azokban az orszagokban,
ahol mar bevezették valamelyik vakcinat a nemzeti oltdsi programba, egyes genotipusok

gyakoribb eléfordulasat észlelték. Néhany tanulmény arrél szamol be, hogy a Rotarix”
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oltdanyagot alkalmazd orszagokban a G2P[4] torzsek megemelkedett jelenlétét tapasztaltak,
mig ott, ahol elsdsorban a RotaTeq"-el vakcinalnak, a G3P[8] genotipusil virusok keriiltek
elétérbe. Tekintve, hogy a vakcindk bevezetése 6ta csupan néhany év telt el, nem egyértelmdi,
hogy a genotipusok relativ gyakorisdgaban megfigyelhetd véltozasok ténylegesen a vakcindk
hatasanak tulajdonithatok-e, vagy csupan az egyes torzsek gyakorisdgaban megfigyelhetd
természetes 1d6- és térbeli fluktudciordl van szd (Gurgel, 2007; Carvalho-Costa, 2009;
Borges, 2011; Hull, 2011, Kirkwood, 2011). Ilyen jellegli kovetkeztetéseket tehat hazankkal
kapcsolatban sem tehetiink.

A vizsgalataink soran feldolgozott székletmintakkal kapcsolatban sajnos egyetlen
esetben sem kaptunk a betegek rotavirus elleni oltottsagi allapotara vonatkozd informécidkat,
igy nem tudtuk azt sem értékelni, hogy a vakcinalas ellenére zajlott-e stlyosabb, korhazi
apolast igényld rotavirus-fertdzés a vizsgalt teriileteken és idében. A vakcindk tényleges
hatdsanak megitélését tovabb neheziti az a tény is, hogy hazénkban a laboratériumi
vizsgalatokkal is igazolt rotavirus-gastroenteritisek egyedi jelentése az Orszagos
Epidemiologiai Kozpontba csupan 2012 aprilisatol valdsul meg, a fertézo betegségek és a
jarvanyok megeldzése érdekében sziikséges jarvanyiigyi intézkedésekrdl szold 18/1998.
(VL. 3.) NM rendelet modositdsa alapjan. Ezt megel6zden a rotavirus-gastroenteritisek
illetve — kisebb szamban — ilyen iranyban nem vizsgalt, valamint 6nall6 néven nem jelentendd
gastroenteritis megbetegedések” szamaba (OEK, Epinfo, 2012 (16)). Az OEK Magyarorszag
jarvanyligyi helyzetét bemutatd éves beszamoldi alapjan orszdgosan 2007-ben 2878,
2008-ban 4078, 2009-ben 3740, 2010-ben 3896 és 2011-ben 4835 laboratoriumi vizsgalattal
bizonyitott vagy epidemiolédgiai Osszefiiggések alapjan rotavirus gastroenteritisnek mindsitett
esetet regisztraltak (OEK, Epinfo, 2011 (2,3,7,26-27), 2012 (25)). A rotavirus etiologiaju
gastroenteritisek terliletenkénti tényleges szdmanak alakuldsat, a jaro- és fekvObeteg
esetszamokat a vizsgalt id6szakban nem tudtuk nyomon kovetni. A rotavirus-fertézések egy
része csupan otthoni apolést igényld — vélhetéen inkabb az 5 évesnél idosebb korosztalyokban
— enyhe tiinetekkel zajlo esetek, amelyek nem keriilnek a kezel6orvos elé, igy ezek szama
szintén rejtve marad szemiink el6tt.

Az alacsony atoltottsagi arany és a betegek vakcinaltsagi statuszara vonatkozé adatok
hidnyaban ugy gondoltuk, hogy az egyetlen mddja annak, hogy megvizsgaljuk, van-e a
rotavirus elleni vakcinaknak valamilyen hatasa a kdzosségben cirkuldlo torzsek Osszetételére,
az lehet, ha megvizsgaljuk és Osszehasonlitjuk a kozdsségi torzsek és a vakcina torzsek

genetikai Osszetételét. G1, G2, G3, G4 és P[8] genotipusu, a vizsgalati idészakban a
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kiilonboz6 foldrajzi régidkban azonositott rotavirus torzseket valasztottunk ki és végeztiik el a
VP4 és VP7 génjeik részleges szekvencia ¢és filogenetikai elemzését 0sszevetve a vakcina
torzsek azonos szekvencidival. Mivel hazankban kozel 94%-os relativ gyakorisaggal a
Rotarix” oltbanyag hasznalata terjedt el, ezért genetikai vizsgalataink soran elsésorban a
G1P[8] genotipusu torzsek elemzésére koncentraltunk, de kisebb szamban a G2, G3 és G4
torzsek VP7 génjét is megvizsgaltuk. A G1P[8] torzsek elemzése soran mindkét gén esetében
két torzsfejlodési vonalat tudtunk azonositani a magyarorszagi virusok kozott. A vizsgalt
torzsek nagy része a neutralizacios antigéneket kodold génjeik alapjan nem mutatott
szorosabb genetikai kapcsolatot a vakcindkban megtaldlhatdé G1 és P[8] génekkel. Kivételt
képezett ez alol négy olyan torzs, amely a Rotarix™ vakcina torzs VP7 génjével magasabb,
mintegy 97,9%-0s szekvenciaazonossagot mutatott, tovabbi 51 torzs esetében pedig a
szekvenciaelemzés 98,5%-o0s nukleotidhomologiat tart fel a kozosségben cirkulaléd torzsek és
a Rotarix” torzsVP4 génjei kozott. Az 55 torzs kozott azonban egy olyat sem talaltunk, amely
egyszerre hordozta volna a vakcina torzshdz nagyon hasonld VP4 és VP7 géneket, €s az eltérd
poziciokban taldlhato kiilonb6zé nukleotidcserék miatt sem valdszinusitjiik, hogy ezek a
virusok a vakcina torzs szorodasaval jutottak volna a kozosségbe. A G2, G3 és G4 torzsek
esetében a vizsgalt gének egyértelmiien elkiiloniiltek a pentavalens vakcinaban taldlhato
rotavirusok génjeitél. Tekintettel arra, hogy ezekben a torzsekben tobb olyan nukleotidcserét
is sikeriilt azonositanunk, amelyek a felszini fehérjék antigéntulajdonsagait meghatarozo
variabilis régiokban aminosavcserékhez vezettek, felmeriil a kérdés, hogy vajon milyen
hatékonysaggal tudja kivédeni a vakcina a stlyosabb betegség kialakuldsat egy ilyen torzzsel
torténd talalkozas alkalmaval.

Irodalmi adatokbol ismert, hogy az adott genotipuson beliil eltérd torzsfejlodési
vonalhoz tartozo rotavirusok neutralizacios antigénjei altal kivaltott ellenanyag termelddés
kozott is van kiilonbség, ilyen értelemben nem csak genotipus-specifikus, de un. lineage-
specifikus immunitas is 1étezik (Jin, 1996, Hoshino, 2004; Banyai, 2009¢c). A kiilonb6zo
leszarmazasi vonalhoz tartoz6 azonos genotipusu torzsek VP4 ¢s VP7 génjeiben a variabilis
régiokban taldlhatd nukleotidcserék meghatdrozott aminosavcserékhez vezetnek a
fehérjeszintézis soran, amik befolyasoljak az ellenanyagvalasz hatékonysagat is. A rendkiviil
nagyfoku genotipuson beliili valtozatossag tette lehetdvé egy hazai tanulmanyban vizsgalt 16
¢v alatt, és feltehetden azt kovetden is, a GIP[8] torzsek figyelemre méltdé folyamatos
jelenlétét és dominancidjat a hazai torzsadllomanyban (Bdnyai, 2009c). A genotipuson beliili
leszarmazasi vonalak kozotti genetikai kiilonbségek igy értheté médon meghatarozzak, illetve

befolyasoljak a vakcinaciok sikerességét is. Emellett a természetes intragenotipusos diverzitas
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mellett a vakcindk is olyan nyomast gyakorolhatnak a kozdsségben cirkulalod rotavirusokra,
amely az ellenanyag valaszt kikeriilni képes mutans torzsek szelektalodasa felé hajthatja a

Vizsgalataink o6t éve alatt Osszesen 17 kiilonbozd genotipus kombindcidt sikertilt
kimutatnunk, és figyelembe véve a prevakcindcios iddszak eredményeit is, a hazdnkban ez
ideig kimutatott antigénkombinaciok szama meghaladja a 20-at (Sziics, 1995, 1999, 2005;
Banyai, 2003a, 2003b, 2004a, 2004b, 2004c, 2004d, 2005a, 2005b, 2009a, 2009¢, 2010). A
rotavirusok nagyfokt diverzitdsdhoz, 0ij antigénkombindciok megjelenéséhez a lokalisan
elterjedt torzsek kozotti reasszortdcid, mas teriiletrél torténd behurcolasa, illetve allati
rotavirusok human populaciéban valdo megjelenése egyarant hozzajarul (Gentsch, 2005;
Ghosh, 2011b). A posztvakcinacids torzsmonitorozas elsé 6t évében azonositott rotavirus
torzsek esetében mindharom lehetdség felmeriil. Az allati eredeti géneket hordozd
reasszortans virusok olyan neutralizacios antigéneket hordozhatnak, amelyek ellen a
populacidénak nincsenek protektiv ellenanyagai. Feltételezések szerint a populacié ellenallo-
képessége hianyanak jelentds szerepe lehetett a sertés eredetinek vélt G9 tipusu torzsek
globalis elterjedésében és ugyanez szerepet jatszhat a szintén sertés eredetiinek tartott G12
torzsek novekvo eléfordulasaban is (Ramachandran, 2000; Gentsch, 2005; Rahman, 2007).
Az altalunk azonositott genotipusok koziil a G6, P[6] és P[9] tipusok esetében mertil fel a
lehetséges allati eredet. Az emlitett torzsek genotipusat megerdsitd szekvenaldsok mellett a
virusgenom teljes vagy részleges szekvencia- ¢és filogenetikai elemzése segithet tisztazni
ezeknek a torzseknek a pontos eredetét.

A nemrég kidolgozott uj rotavirus klasszifikacié mind a 11 génszegmens szekvencia és
kovetkezetes genotipus-meghatarozasan alapul. A teljes rotavirus genom vagy legaldbb a
szolgaltat a kiillonb6zd rotavirus torzsek kozotti genetikai kapcsolatrol, a torzsek kozotti
reasszortaciokrol (Matthijnssens, 2008a, 2011). A teljes genom szekvenalas segitségével
feltarhatjuk a ritka genotipusok pontos eredetét és méginkabb betekintést nyerhetiink a
aranyat ¢és felismerésre keriilnek olyan szokatlan genotipusok is, amelyek kimutatasara
specifikus primerek nincsenek az altalunk alkalmazott multiplex PCR rendszerben. A torzsek
szekvenciaelemzése felhivhatja tovabba a figyelmet a tipizald primerek téves bekotddése
miatti PCR tipizalasi hibakra is.

Az EuroRotaNet altal a rendelkezésiinkre bocsatott genotipizalasi protokoll a

leggyakoribb hat P és nyolc G tipusra specifikus oligonukleotid primereket tartalmazza. A
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hazankban cirkuldl6 torzsek nagy része beletartozik e genotipusok valamelyikébe. Kivételt
képeznek ez aldl a G6 genotipust torzsek, amelyek jelenléte Magyarorszagon endemikusnak
mondhatd (Banyai, 2003a, 2003b). Ezeket a torzseket néhany PCR modszerrel nem
tipizalhat6, valamint tévesen G12 genotipusként azonositott mintdban szekvenalés
segitségével azonositottuk. Tovabbi harom esetben is tortént téves PCR tipizalas. A
szekvenalassal két G12, egy esetben pedig G4 genotipusu torzset hibadsan azonositott a PCR,
noha az adott genotipusra specifikus tipizald primerek jelen voltak a PCR reakcidelegyekben.
A torzsmonitorozasok soran fontos feladat a jelenleg alkalmazott tipizald rendszerek
pontossaganak ¢s megbizhatosaganak folyamatos ellenérzése is, hiszen a rotavirusok
genetikai valtozatossaga €s valtozasa iddvel sziikségessé teheti Ujabb tipizalé primerek
tervezését €s hasznalatat. A tobb ezer genotipizalt mintank koziil kivalasztott altalanos ¢és a
ritka torzsek szekvenciaelemzésébdl kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy az egységes
multiplex PCR tipizald protokoll tobbségében megbizhatéan miikddik. A néhany esetben
tapasztalt PCR ¢és szekvencia eredmények kozotti ellentmondasok azonban felhivjak a
figyelmiinket arra, hogy amennyiben szokatlan genotipus-kombinacidéra bukkanunk,
eredményiink valodisagat mindenképpen érdemes és sziikséges szekvenciameghatarozassal is
megerdsiteni.

Az Gjgeneracios rotavirus vakcinakat a vilag szdmos orszagaban, koztiikk az USA-ban,
Brazilidban, Ausztralidban, Finnorszagban, Belgiumban ¢és Ausztridban is bevezették a
nemzeti vagy regionalis immunizacids programokba. Ezek koziil jonéhany orszagban jelentds,
atlagosan mintegy 72-97% kozotti atoltottsdgi ardnyt sikeriilt elérni a célcsoportban. A
vakcindk bevezetése utani iddszakban szignifikdnsan csokkent (60-96%) a korhazi apolast
igényld, stlyos rotavirus gastronteritisek eléfordulasa az 6t év alatti korosztalyban.
Belgiumban jelentds csokkenést tapasztaltak (>80%) tovabba a rotavirus-fertézések szamaban
az egy ¢évesnél fiatalabbak korében a vakcinaciot kdvetd masodik rotavirus szezonban.
Csokkent a betegség miatt kezeléssel, illetve korhazban t6ltott id6 is, és jelentdsen (~87%)
visszaszorult a koérhazi rotavirus-infekciok ardnya is. Ezen feliil enyhébb és rovidebb
jarvanyos iddszakokrol valamint a rotavirus szezon tobbhetes (4-6 hét) késésérdl szdmolnak
be a témat feldolgoz6 tanulmanyok (O'Ryan, 2011, Giaquinto, 2012; Usonis, 2012).
cirkulalé rotavirus torzsek nagyfoka diverzitasat tarta fel. A Magyarorszagon leggyakrabban
eléforduld, jarvanytani szempontbol legjelentdsebb rotavirus torzsek részleges vagy teljes
atfedést mutatnak a vakcindkban is megtalalhatd antigéntipusokkal. A ma mar

Magyarorszagon is elérhetd rotavirus vakcindkban képviselt genotipusok (Gl és P[8] a
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Rotarix®-ben; G1, G2, G3, G4, G6, P[8] ¢és P[5] a RotaTeq®-ben) a hazai torzsek kozel
90%-anak mindkét vagy legalabb egyik neutralizacios antigénjével tipusazonossagot
mutatnak. A rotavirus vakcindkkal végzett oltashatékonysagi vizsgalatok és a nemzetkdzi
tapasztalatok tiikrében, a rotavirus elleni vakcinacid szélesebb korben torténd magyarorszagi
hasznalatatdl joggal varjuk, hogy mérsékelje a rotavirus-fertézések okozta szocidlis és
gazdasagi terheket.

A jelenleg alacsony hazai rotavirus elleni vakcinildas miatt még nem tapasztaltuk a
forgalomban 1év6 vakcindknak a fertdzések szamara és azok stlyossagéra, a torzsdinamikara
elterjedésével parhuzamosan a rotavirus torzsek epidemioldgiai monitorozdsanak folytatdsa a
jovében segit megdallapitani a vakcina torzsdiverzitisra gyakorolt lehetséges szelekcids
hatasat, és idovel valaszt kaphatunk a ma még nyitott kérdésekre is.

A hazai posztvakcindcios torzsmonitorozas soran nyert adatainkrol és eredményeinkrdl
éves beszamolokat kiildtiink az EuroRotaNet kdzponti laboratériumaba (Health Protection
Agency, London), hogy az europai adatokat 0sszesitve azok a vakcinagyartd cégek szdmara is
elérhetdek legyenek. Igy ezek az adatok fontos informéacidval szolgilnak a vakcinak
hatékonysaganak felmérése szempontjabol, a klinikai szempontbdl fontos térzsek nyomon
kovetése pedig segit megvalaszolni azt a kérdést, hogy a jovoben sziikség lesz-e a rotavirus
vakcindk Osszetételének moddositdsara. Az EuroRotaNet munkéjanak koszonhetden a
vakcinagyartokkal egyiittmiikddve lehetdségiink van arra, hogy a rotavirus torzsek
Osszetételében bekdvetkezd valtozasokat idoben felismerjiik és képesek legylink azokra minél

gyorsabban ¢s hatékonyabban reagalni.

Néhany szo6 a jovorol

2012-t61 a genotipizalasokkal kapcsolatos laboratériumi munka atkeriilt a Magyar
Tudomanyos Akadémia, Agrartudomanyi Kutatokozpont, Allatorvos-tudomanyi Intézetébe,
ahol a jovoében is folytatodnak tovabb a hazai rotavirus torzsdiverzitasi vizsgalatok. A
genotipizalasban azonban egyre nagyobb hangsulyt kap a nukleinsav-szekvenaldssal torténd
azonositas, hogy az esetleges hibakat elkeriiljiik, tovabba lehetdségiink nyilik részletesebb
filogenetikai elemzések elvégzésére is. JovObeni terveink kozott szerepel, hogy a lehetséges
allati eredetli torzsek genetikai Osszetételét mélyrehatobban megvizsgaljuk és feltarjuk a

torzsek pontos eredetét. Szeretnénk részletesebb adatokat gylijteni az egyes fOldrajzi
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régiokbol a rotavirus-fertdzések gyakorisaganak és sulyossaganak alakulasardl, hogy ezekkel
az adatokkal is arnyaljuk a vakcinaci6 hatasardl kialakitott képet azokon a teriileteken, ahol

magasabb az atoltottsagi arany a gyermekek korében.
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OSSZEFOGLALAS

Az A-csoportu rotavirusok okozta gyermekkori akut gastroenteritisek megeldzésében a
vakcinacio jatssza a foszerepet. Az Uj generaciés Rotarix™ és RotaTeq” rotavirus vakcinak
2006-0s bevezetése Ota a torzsmonitorozas vildgszerte még fontosabba valt. Ezért 2007-ben
Magyarorszag részvételével megalakult az FEurdpai Rotavirustorzs-figyelé Halozat
(EuroRotaNet), melynek célja, hogy a konzorcium tagorszagaiban &sszehangolt
posztvakcinacids torzsmonitorozast végezzen. A haldzat tagjaként a mi munkdnk célja a
Magyarorszdgon cirkuldld rotavirus torzsek relativ gyakorisaganak, térbeli és iddbeli
valtozasanak és a vakcinak torzsgyakorisagokra gyakorolt hatasanak felmérése volt.

Vizsgalatainkhoz akut gastroenteritises, tobbségében 5 éven aluli betegektdl szarmazo
rotavirus pozitiv székletmintdkat gyiijtottiink az orszag 8 régidjabol 2007-2011 kozott.
Genotipizalasi vizsgalatainkat a virus G és P felszini antigénjeire specifikus multiplex reverz-
transzkripcids nested-PCR segitségével végeztik. A torzsek kozotti genetikai kapcsolatok
megallapitdsdhoz szekvencia- €s filogenetikai elemzéseket is végeztiink.

Munkank sordn 2380 rotavirus torzs felszini antigénjeinek genotipizalasat végeztiik el.
A vizsgalt idészakban 0sszesen 17 kiilonbozd antigénkombindciot irtunk le, amelyek kozott a
leggyakoribbak a globalis elterjedést mutaté G1P[8] 44,9%; G4P[8] 23,4%; G2P[4] 14,8% ¢s
G9P[8] 6,8% voltak. Az egyébként vilagszerte gyakori G3P[8] torzs eléfordulasa hazankban
nem érte el az 1%-ot. Az altalanos torzsek mellett kisebb szamban ritka antigénkombinacidkat
is azonositottunk: G1P[4], G1P[6], G2P[6], G2P[8], G3P[4], G3P[9], G4P[6], G6P[I],
G9P[4], GIP[6], G12P[6] és G12P[8]. Ezek egyiittes eléfordulasa azonban alig haladta meg a
4%-ot. A leggyakoribb genotipusok relativ gyakorisaga évrdl évre és foldrajzi teriiletenként is
valtozott. Szekvencia- és filogenetikai elemzéseinkbdl kideriilt, hogy a 2007-ben azonositott
G9P[6] genotipust torzsek Indidbdl keriiltek behurcolasra, és fény deriilt néhany PCR
tipizalasi hibara is (pl. G6 és G12 torzsek esetében). A kozdsségi torzsek és a vakcinatorzsek
VP4 ¢és VP7 génjeinek szekvencia Osszehasonlitasa nem tart fel kozvetlen genetikai
kapcsolatot a két csoport kozott, habar talaltunk a Rotarix® torzshoz hasonlé G1 és P[8]
tipust virusokat. Magyarorszagon a Rotarix® vakcina hasznalata terjedt el elsésorban, de a
célpopulécio atoltottsaga alacsony (~18%).

A Magyarorszagon cirkulald, jarvanytani szempontbol fontos rotavirus térzsek a
vizsgalat adatai szerint szinte teljes atfedést mutatnak a vakcindkban is megtaldlhat6
antigéntipusokkal, igy a rotavirus elleni vakcinécio szélesebb korben torténd hazai elterjedése

segithet mérsékelni a rotavirus-fertézések okozta szocidlis és gazdasagi terheket.
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SUMMARY

Vaccination is the main strategy to control severe dehydrating gastroenteritis caused by
rotaviruses in early childhood. The introduction of new generation rotavirus vaccines,
Rotarix” and RotaTeq", has resulted in an intensification of strain surveillance worldwide to
monitor strain prevalence across countries. An international strain surveillance network
(EuroRotaNet) was launched in 2007 in Europe with the participation of Hungary. In the
present study, the geographical and temporal distribution of human rotavirus G and P types
and the impact of vaccine use on strain prevalence and diversity in Hungary is reported.

Rotavirus positive stool samples were collected from patients, mostly children <5 years
of age with gastroenteritis in 8 geographic areas of Hungary between 2007-2011. Viral RNA
was amplified by multiplex genotyping RT-PCR assay, targeting the medically most
important G and P types. Sequencing of the VP4 and VP7 genes was performed to monitor
the genetic relatedness of rotavirus strains.

In total, 2380 strains were genotyped. During the five-year surveillance 17 different
antigen combinations were identified with the dominating prevalence of genotype G1P[§]
(44,9%) strains, followed by G4P[8] (23,4%), G2P[4] (14,8%) and GOP[8] (6,8%). The
prevalence of common G3P[8] strain remained below 1% in our country. Additional rare
genotypes were identified in a low percentage of samples (4.12%): G1P[4], G1P[6], G2P[6],
G2P[8], G3P[4], G3P[9], G4P[6], G6P[9], GIP[4], GIP[6], G12P[6] ¢és GI12P[8]. The
prevalence of common strains fluctuated both in the consecutive years and between
geographical regions in the same rotavirus season. Sequence and phylogenetic analyses
revealed evidence for the imported G9P[6] strains from India and some primer mistyping in
our PCR assay (G6 and G12 strains). The sequence determination and comparison of VP4 and
VP7 genes of selected field strains and vaccine strains did not prove direct genetic relatedness
between them. However, G1 and P[8] types closely related but not identical with Rotarix®
parental strain were determined, their vaccine origin was unlikely. Rotarix” was purchased
more often, but the nationwide vaccine coverage among infants remained low (~ 18%).

Our data indicates that the antigen specificities of medically important rotavirus strains
identified in our country are represented in the vaccines available in the pharmaceutical
private market in Hungary. The intensification of vaccine use in the forthcoming years may

help to decrease the socio-economic burden of rotavirus infections.
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