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Bevezetés

A rotavirusokat a kapszid struktiraban, a genom szerkezetben ¢€s a
replikacios stratégiaban mutatkozo hasonlosagok alapjan a Reoviridae
csaladba soroljak, amelyen beliil 6nall6 nemzetséget (Rotavirus genus)
alkotnak. A genuson beliili klasszifikacié alapjaul az antigén-
szerkezetben, a génszekvencidban, valamint a genom-mintizatban
mutatkozd  kiilonbségek  szolgdlnak. Szerocsoportokat (réviden
csoportokat), alcsoportokat, szerotipusokat ¢s genotipusokat, valamint
elektroferotipusokat kiilonitiink el. A csoport- és alcsoport-determinans
antigén a VP6 fehérje. Hét csoportot ismeriink (A-G), koziilik az A, B
¢s C csoportu rotavirusok okoznak emberi megbetegedéseket. Az A
csoporti rotavirusokon beliil alcsoportokat kiilonitiink el, melyek
azonositasara — az angol subgroup (sg) elnevezés alapjan — a sgl, sgll,
sgl+Il és sg nonl-nonll jeloléseket haszndljuk. A szerotipus- ¢€s
genotipus-specificitast a ket felszini antigén (VP7 és VP4) hordozza. A
VP7 a G (Glikoprotein antigén) szerotipust/genotipust, a VP4 a P
(Protedz érzékeny antigén) szerotipust/genotipust hatarozza meg. A
szerotipus ¢€s genotipus terminusokat aszerint alkalmazzuk, hogy
antigéntipizalassal (pl., monoklondlis antitest alapti enzyme-linked
immunosorbent assay (MAb-ELISA) vagy kereszt-neutralizacid) vagy
nukleinsav-alapu modszerrel tortént-e a meghatarozas (pl., nukleinsav
szekvencia vizsgélat, reverz transzkripcio-polimerdz lancreakcié (RT-
PCR), nukleinsav hibridizacio). Jelenleg 15 G ¢s 27 P tipust ismeriink;
ezek koziil 11 G és 12 P tipust emberi székletmintakbol is azonositottak.
Mindkét felszini antigén ellen specifikus ellenanyag valasz jon létre. E
felismerés miatt ma a rotavirus torzsek az influenza A virusokéhoz
hasonld kettds jelolést kapnak, ahol a P tipus specificitast vesszovel
elvalasztva koveti a G tipus specificitdas (pl. P[9],G3). A rotavirus
torzsek genom-mintdzatanak (mas néven RNS profil, elektroferotipus,
E-tipus) két alapvaltozata van, melyeket ,hossz0” ¢és ,rovid”
mintazatnak neveznek ¢és a 10. ¢és 11. génszegment poliakrilamid
gélelektroforézissel (PAGE) kimutathatd relativ vandorlasi sebessége
alapjan  kiilonithetok el. Mindkét alaptipuson beliil nagyfoku
valtozatossag figyelhetd meg.

Az elsd, rotavirus okozta emberi fertdzéseket alig harom évtizede, 1973-
ban irtak le. Részben a gyorsdiagnosztikai tesztek -elterjedésének



koszonhetden azoédta kideriilt, hogy ezek a korokozok, azon beliil 1s az A
csoportl rotavirusok a gyermekkori hasmenéses megbetegedések
legfébb okai. A minden évben vilagszerte eloéforduldo 130-140 millid
epizodbol 400-500 ezer végzddik haldllal; az esetek tilnyomo tobbsége
az 5 évesné¢l fiatalabb gyermekek kozott fordul eld. A halalos kimenetel
fertdzések szama az elmult 20 ¢évben ugyan a felére csokkent, de még
igy 1s ezek a virusok felelnek a gyermekkori, hasmenéssel jard
fertozések okozta haldlesetek negyedéért. Noha a rotavirus fertdézések jol
kezelhetOk oralis illetve intravénas elektrolit- €s folyadékpotlassal, az
orvosi ellatas teriileti egyenldtlenségei €s a rotavirus-fertézések okozta
gazdasagi ¢és szocialis kihatasok miatt a WHO a rotavirus elleni
kiizdelemben a vakcina fejlesztésnek adott prioritdst. Az 1980-as
¢vekben megformalodo egyik vezetd vakcina fejlesztési iranyvonalat két
megfigyelés hatarozta meg: (1) az allati torzsek tobbsége természeténeél
fogva attenualt az ember szdmadra, valamint (ii) a szerotipus-specifikus
immunitas fontos a soron kovetkezd fertdzések sulyos tlineteinek
kivédésében. Igy sziilettek meg a multivalens allati-emberi reasszortans
vakcindk, melyek human VP7, esetenként VP4 szerotipusok keverekeét
(G1 — G4, P[8]) tartalmazzak. E vakcina torzsek mindegyikénél a 11
génszegmentbdl 10 allati (majom vagy szarvasmarha) rotavirus eredetii
egy pedig (a VP7-et ¢s/vagy VP4-et kodold gén) emberi rotavirus
eredetli. A majom rotavirus alapu tetravalens vakcina (rhesus-human

reassortant tetravalent vaccine, RRV-TV) RotaShield ' néven az USA-
ban keriilt forgalomba 1998 nyaran, de alig kilenc honap mulva a
vakcindlas  mellékhatdsanak  tulajdonitott  sulyos  kimeneteli
bélbetliiremkedési (intussusceptio, invaginatio) esetek miatt visszavontak
a piacrol. Napjainkban egy szarvasmarha alapu pentavalens reasszortans
vakcina (RotaTeq ™, Merck) és egy attenualt human torzset tartalmazo
monovalens, szintén oralis vakcina (RotaRix, GlaxoSmithKline
Biologicals) var licenszre szamos orszagban, igy az Europai Unid
orszagaiban is.

Az 1990-es évek kozepétdl a kiiszobon allo lehetséges vakcinacids
programokkal kapcsolatosan szamos orszag végzett - €s végez ma is -
felmeéréseket a rotavirus okozta fertdzések valodi szerepérdl és inditott
nemzeti rotavirus torzsfigyeld (surveillance) programot. A vakcindcios
stratégiakkal Osszefliggésben a surveillance a ket felszini antigén (VP7
¢s VP4) szero- és genotipusainak elemzésére iranyul. Magyarorszagon,
egyetlen tanulmanytol eltekintve nem folytak olyan atfogd szerotipizalod



vizsgalatok, melyek szisztematikusan elemezték volna a hazankban
keringd human rotavirusok antigén variansait. Az az igény, hogy
atfogdbb ¢€s részletesebb adatokat nyerjiink a hazai rotavirus torzsek
epidemiologiai sajatsagairol, alapvetéen meghatarozta célkitiizéseinket.

Célkituzések

Céljaink kozott szerepelt, hogy:

- a gasztroenteritisszel korhazi apolasban részesiild gyermekek
kozott a rotavirus fertdzések relativ jelentdségérol képet kapjunk
mas, elsosorban bakterialis fertozésekkel vald 6sszehasonlitasban;

- a MADb-ELISA ¢és PAGE modszerek rutinszerti alkalmazasaval
nagyszamu minta elemzéseét végezhessiik el;

- az RT-PCR modszert meghonositsuk a rotavirusok epidemioldgiai
vizsgalataban;

- a fo felszini antigén (szero)tipusainak foldrajzi ¢és 1idobeli
megoszlasarol képet kapjunk;

- a kisebb felszini antigén VP4 (geno)tipusainak valtozatossagat
felmérhessiik;

- az RNS mintizat, alcsoport, €s a felszini antigének tipusainak
egylittes vizsgalataval feltérképezhessiik a leggyakoribb és a
kevésbé gyakori all¢l-kombinacidkat, amivel lehetdvé valhat
reasszortans torzsek azonositasa;

- a ritka rotavirus torzseket szekvencia- és filogenetikai elemzéssel
0sszehasonlitsuk allatokbol 1zolalt torzsekkel, valamint;

- tenyéessziik 6ket tovabbi szeroldgiai és genom vizsgéalatokhoz;

- reagenseket készitsiink és alkalmazzunk a hazai surveillance-hez;

- adatokat szolgaltassunk az egészségiigy dontéshozoinak a hazai
rotavirus torzsek cirkulaciojarol, heterogenitasarol, ami egy
jovobeli rotavirus vakcina bevezetését indokoltta teheti.

Anyagok és modszerek

Mintak: a rotavirus pozitiv székletmintdkat hasmenéses gyermekektol
gyljtottiik két foldrajzi régiobol (Baranya megye ¢s Budapest) 1992 ¢€s
2003 kozott. A diagnosztikai vizsgalatok helyben (az ANTSZ Baranya
Megyei Intézete, Regionalis Viroldgiai Laboratoriumaban €s a Fovarosi
Szent Laszlo Korhaz Virusdiagnosztikai Laboratériumaban) késziiltek.



Rotavirusok azonositasa: a  rutindiagnosztikai vizsgalatok
kereskedelemben kaphatd latex-agglutinacios teszttel (Rotalex, Orion
Diagnostica) és immunkromatografias modszerrel (Rota Uni-Strip, Coris
BioConcept) késziiltek a gyarto altal javasoltak szerint, valamint *hazi’
ELISA segitségével. Részben konfirmacios céllal a rotavirus genom-
mintazatait PAGE modszerrel vizsgaltuk. Kisérleti jelleggel néhany ritka
torzs szovettenyészeten torténd izolalasat is elvégeztiik.

Molekuléris epidemioldgiai vizsgalatok: a PAGE-t az egyes torzsek
kozti eltérések vizsgalatara, kevert fertdzések igazolasara, a torzsek
dominancidjanak foldrajzi és idobeli valtozasainak nyomon kovetésére is
hasznaltuk. Alcsoport (subgroup) meghatarozast veégeztiink alcsoport-
specifikus MAb-ELISA segitségével. A felszini antigének varidnsainak
(szerotipusainak ill. genotipusainak) vizsgalatara szerotipus-specifikus
MADb-ELISA illetve multiplex RT-PCR modszereket alkalmaztunk, a
finomabb eltérések vizsgalatahoz pedig szekvencia meghatarozast ¢€s
filogenetikai analizist végeztiink.

Szamitdgépes analizis: A filogenetikai elemzéshez a nyers szekvenciakat
a GeneDoc programmal szerkesztettiik. Az igy kapott szekvencidkbdl €s
az adatbazisokban (GenBank/EMBL/DDIJB) elérhetd szekvenciakbol a
ClustalX illetve a DAMBE programok segitségével készitettiik az
illesztéseket. A filogenetikai vizsgalatokat a PHYLIP és a TreeView,
valamint a MEGA2 programok segitségével végeztik a ’maximum-
likelihood’ és 'neighbor-joining’ algoritmusokat alkalmazva, statisztikai
megerdsitéssel ("bootstrap’ teszt).

Eredmények

Humén rotavirusok azonositdsa gasztroenteritiszes beteganyagban. Csak
hozzavetdleges informacionk volt arra nézve, hogy mennyi a rotavirus
pozitiv esetek aranya a vizsgalt gasztroenteritiszes beteganyagban. Igy
példaul a Szent Laszl6 Korhazban a hasmenéssel felvett gyermekek
korében a rotavirusok aranya évente atlagosan 20-40% volt [Mihaly 1.,
szobeli kozlés]. A Kerpel-Fronius Odén Gyermekkoérhaz Fert6zd
Osztalyaval kiépiilt széleskorli  egyiittmiikodésnek  koszonhetden
viszonylag megbizhatd adatokhoz jutottunk a sajat diagnosztikai




tevekenységiinkkel osszefliggésben Baranya megyére vonatkozoan. Egy
1996 és 2000 kozott, ceélzottan gyljtott adatok alapjan Osszeallitott
tanulmanyunk szerint a rotavirus pozitiv esetek ardnya a vizsgalt
1ddészakban hozzavetdlegesen 21% volt (tartomany: 15-29%). Az éves
esetszamok Osszehasonlitasaval kimutattuk azt is, hogy a csecsemdk ¢€s
kisgyermekek korében a rotavirussal fertdzottek aranya magasabb, mint
a bakteridlis fertdzéssel felvett gyermekek aranya, €s 6t éves korig a
rotavirus fertdzéssel kapcsolatos korhazi felvétel kumulativ kockazata
kétszer, haromszor ¢s negyvenszer nagyobb, mint a Salmonella,
Campylobacter és Shigella fertézésekkel kapcsolatos riziko. Ezek az
adatok a rotavirusok vezetd szerepét mutattdk a gyermekkori fertdzéses
eredetli hasmenéses megbetegedésekben.

Human rotavirus torzsek azonositdsa genom mintizat elemzéssel. A
rotavirusok 11 szegmentbdl all6 duplafonali RNS genomjdnak
gélelektroforetikus vizsgalatat részben a diagnosztikaban kiegészitd
modszerként, részben a molekularis epidemioldgiai vizsgalatainkkal
osszefiiggésben, prospektiv modon végeztik. fgy, az 1992 és 2003
kozott gyljtott 6936 minta koziil a biztosan elemezhetd torzsek aranya
egyiittesen 80% volt. A tobbi minta egy részén¢l a 11 gén-szegmentbdl
csak néhany (4ltaldban 7-9 szegment) volt lathatd, mas résziikk pedig
egyaltalan nem mutatta a jellegzetes genom mintazatot. A két alaptipus,
a "hossz’ (H) ¢és ’rovid’ (R) E-tipusok relativ megoszlasa 94% (H) és
6% (R) volt. A két alaptipuson beliil minden évben legalabb 7-10 eltéro
f6 mintdzatot lehetett azonositani, €s legalabb ugyanennyi, aprobb
eltéréseket mutatd valtozatot. A vizsgalt 13 esztendo alatt az uralkodd E-
tipus minden jarvanyos évben, st mindkét teriileten (Budapest ¢€s
Baranya) mas volt. Tobbnyire a "hosszi’ E-tipust torzsek uralkodtak,
kiveve az 1996/1997-es budapesti szezont, amikor a ’rovid’ genom
mintazatl torzsek dominaltak.

Human rotavirusok G szerotipusainak eléforduldsa hazdnkban. Osszesen
3537, 1992 ¢és 2003 kozott gyljtott minta G szerotipusat probaltuk
meghatarozni MADb-ELISA ¢és RT-PCR modszerrel. A vizsgalathoz
elegend6 mennyiségben rendelkezésre allo mintak aranyatol fiiggden az
0sszes, laboratoriumunkba érkez6 minta 15% - 82%-at (atlagosan ~51%-
at) vizsgaltuk a VP7 szerotipusra. Osszesen 2563 torzset vizsgaltunk
meg ELISA-val, és ebbdl 1971-nél (77%) tudtuk sikeresen meghatarozni
a szerotipust, RT-PCR-rel pedig 1604-et elemeztiink (koztiik 530 MAb-




ELISA-val nem tipizdlhat6 mintat), melyek kozil 1556 (97%) volt
tipizalhato. A 3537 feldolgozasra keriilt mintabol az ELISA ¢és az RT-
PCR modszerekkel egylittesen igy 3270 mintaban (93%) tudtuk
sikeresen meghatarozni a rotavirus térzsek G tipusat.

Ezek kozott hat kiillonbozo G tipust mutattunk ki (G1, G2, G3, G4,
G6, és (G9). A hat G tipus megoszlasanak vizsgalata a Gl (58%)
szerotipusu torzsek relativ tulstlyat mutatta. A masodik leggyakoribb
torzs a G9 (16%) volt annak ellenére, hogy az els6 G9 tipusu torzset
csak 1998-ban azonositottuk hazankban és jarvanyos meéretekben csak
2000-ben terjedt el. A vilagszerte kozonséges eléfordulasinak mondhato
G2 (8%), G3 (1,5%), ¢és G4 (6%) szerotipusu torzsek adtdk az Osszes
tipizalt minta 15,5%-4at, vagyis Osszesen nagyjabdl annyit, mint a
viszonylag Ujonnan azonositott G9 szerotipusu torzsek. A vizsgalt
mintdk kozott a legkisebb szdzalékban a G6 (~1%) tipust torzseket
lehetett azonositani.

Az itt felvazolt altalanos kép azonban valtozatos szezonalis
mintazatot takart, ahol az egyes szerotipusok el6fordulasa évrdl évre
valtozott ¢€s voltak olyan évek, amikor bizonyos szerotipusok
koziil a G1 szerotipusu torzsek a Baranya megyei nyolc vizsgalt
szezonbol hétben dominaltak, a budapesti 11 szezonbdl pedig kilencben.
Ezzel egyiitt a Gl torzsek relativ gyakorisaga évrdl évre jelentOs
ingadozast mutatott (23% - 100%), amivel Osszefiiggésben bizonyos
rotavirus szezonokban szerotipus valtast tapasztaltunk a cirkulalo
torzsek kozott: egy-egy szezonban a G2 (42%; Budapest, 1996/1997),
G4 (43%; Baranya megye, 1999/2000), és G9 (51%; Budapest,
2002/2003) szerotipusu torzsek relativ dominanciaja volt megfigyelhetd.
Egy eérdekes megfigyelés volt, hogy az 1999/2000-es szezonban,
Baranya megyében a szerotipus valtdst a rotavirussal kapcsolatba
hozhat6 korhazi esetek szamanak emelkedése kisérte.

Humén rotavirus P tipusok el6fordulasa hazankban. A cirkulalo
rotavirusok P tipusait multiplex RT-PCR moddszerrel azonositottuk.
Mintegy 1457 torzs VP4 génjét probaltuk genotipizalni, ebbdl 1413
(97%) torzs P tipusat sikeresen hataroztuk meg.

A viszonylag magas szdmu tipizalt minta ellenére a
mintafeldolgozas egyenldtlen litemezésben ¢és eltérd algoritmus szerint
zajlott. Mig 1992 ¢és 2000 kozott minddssze 284 mintat elemeztiink,
addig 2000 ¢és 2003 kozott Osszesen 1173-at. Ez a fajta,




mintaszelekcidban tantsitott "részrehajlas" ugyan eldsegitette a
kiilonbozo, koztik a ritka P tipusok azonositasat, de a teljes vizsgalati
1ddszakra vonatkoz¢ relativ gyakorisaguk kiértékelését korlatozta.

Osszesen 6t P tipust mutattunk ki (P[4], P[6], P[8], P[9], és P[14]),
melyek koziil - az egyetlen P[14] genotipusu torzs kivételével -
mindegyik cirkulalt csaknem minden esztendoben és mindkét vizsgalt
régioban.

A P tipusok relativ gyakorisagardl csak a 2000 ¢és 2003 kozotti
1dOszakra tudtunk megbizhat6 adatokat szolgaltatni. Ekkor a budapesti
régioban a P[8] genotipust torzsek relativ dominancijjat figyeltiik meg
(89%); a P[4] (3%), P[6] (~1%), és P[9] (~2%) genotipusu torzsek
aranya viszont valamivel kevesebb, mint 6% volt.

Gyakori és ritka genom-mintdzatok és antigén kombinaciok. Hogy
feltarjuk a vizsgalt teriileteken cirkulald torzsek genetikai sokféleségét

crer

osszevontuk az E-, G- ¢s P tipizalasbol szarmazo adatokat. Ehhez
csatoltuk az alcsoport specificitasrol szerzett informdacidkat, bar
megfeleldé adatok az alcsoport-specifikus antitestek korlatozott
mennyisége miatt csak alig tobb, mint kétszaz torzs esetén alltak
rendelkezésre. A genom mintazat és a kiilonb6zd antigén specificitasok
(VP6, VP7 és VP4) egyiittallasdnak tanulmanyozasaval a vilagszerte
elterjedt gyakori gén kombinaciokon (P[8],G1 sgIl H; P[4],G2 sgl R;
P[8],G3 sgll H; P[8],G4 sgIl H; P[8],G9 sgIl H) tulmenden szamos ritka
kombinaciot is azonositottunk (P[4],G2 sgl H; P[6],G4 sgll H; P[8],G9
sgl H; P[9],G6 sgl H; P[9],G3 sgl H; P[14],G6 sgl H; P[4],G1 R).

Ritka €s ujonnan felbukkand torzsek felszini antigénjeinek szekvencia és
filogenetikai elemzése. Jellemeztilk az emberben ritka G6 szerotipusu
torzsek €s az Ujonnan egyre sz€lesebb korben terjedd G9 szerotipusu
torzsek felszini antigénjeit, valamint néhany, hazankban viszonylag ritka
P[6] genotipust torzs VP4 génjét is.

P[9],G6 és P[14],G6 torzsek molekularis elemzése. A G6 VP7 génnek
harom filogenetikai vonalat azonositottuk. A filogenetikai elemzések
szerint a leirt torzsek koziil az egyik kecske, a masik szarvasmarha, a
harmadik szintén szarvasmarha, illetve bivaly eredetli rotavirus
torzsekkel mutat szoros rokonsagot.



Az egyetlen nem P tipizalhato G6 szerotipusi torzs esetében a
szekvencia- ¢és filogenetikai elemzés P[14] genotipusu VP4 specificitast
tart fel, a P[9] genotipusu torzsek VP4 génjei pedig két genetikai vonalat
képviseltek.

P[8],G9 torzsek molekularis elemzése. Hazankban el6szor 1998-bol
szarmazd mintdk kozott azonositottunk G9 szerotipusu torzset. A 2002-
2003 évi budapesti rotavirus jarvany soran a G9 szerotipusu torzsek
dominanciajat allapitottuk meg.

A szamitogépes elemzés eredményei szerint a magyarorszagi G9
torzsek VP7 génje megegyezik azzal az Gjonnan felbukkant filogenetikai
vonallal, amelynek képviseldi vilagszerte (Egyesiilt Allamok, India,
Ausztralia, Malawi, Anglia, Hollandia, Olaszorszag, Albania, D¢l-
Afrikai Koztarsasag, Thaifold, Japan, Belgium, Szlovénia, Svédorszag)
elterjedtek az elmult évtizedben; ezek a torzsek tisztan elkiiloniilnek az
1980-as években azonositott indiai, japan ¢s egyesiilt allamokbeli
variansoktol. E globalisan elterjedt torzsek feltételezett Oseit sertésekben
talaltdk meg.

P[6].G4 tbrzsek VP4 génjének molekularis elemzése. A hazai
viszonylatban ritkanak mondhat6 P[6] genotipust torzsek kozott két
genetikai vonalat azonositottunk, melyek egyike sem volt ismert korabbi
tanulmanyokbol. Késébb, olasz munkatarsainkkal egyiittmikoédve, kb.
egy tucatnyi, de¢l-eurdpai eredetli sertés P[6] genotipusi rotavirus
részleges szekvencia elemzeésével deriilt fény e torzsek lehetséges
eredetére. A sertés torzseket is magdba foglald filogenetikai elemzésiink
mar azt mutatta, hogy legalabb egy, altalunk leirt human térzs azonos
leszarmazasi vonalba tartozik a Dé¢l-Eurdpaban azonositott sertés torzsek
n¢hany képviseldjével.

Sajat szekvencia- €s filogenetikai elemzéseink €s a masok altal publikalt
eredmények azt mutatjak, hogy akarcsak a parosujju patasokbol
eredeztetheté G6 szerotipust torzsek esetében, a sertés eredeti G9 VP7
gén ¢és P[6] VP4 gén is tobb, egymastol fliggetlen transzmisszios
esemeny soran keriilhetett 4t az emberbe.



Osszefoglalas; az ij eredmények bemutatisa

Az 1990-es ¢évek kozepétdl, a rotavirusok elleni vakcindcios
torekvésekkel Osszhangban szamos orszdgban inditottak surveillance
programot a betegség kihatdsainak megismerése és a cirkulald torzsek
antigén valtozatainak felmérése érdekében.

A betegség szocidlis és gazdasagi hatasainak feltardsa fontos
tampontot nyujt az egészségligy dontéshozoi szamara arra vonatkozoan,
hogy hol, milyen hatast varhatunk a vakcinatol (csokkentheti-e a
halalozasok szamat €s/vagy meérsékelheti-e az apolasi koltsegeket), és
egyaltalan érdemes-e foglalkozni a vakcina bevezetésének gondolataval
egy adott terlileten. Hazdnkban eddig egyetlen ilyen irdnya vizsgalat
folyt, melynek eredményeit Szlics €¢s mtsai 1999-ben az Acta Paediatrica
kiilonszamaban jelentették meg. Eszerint, hazankban a legmagasabbak
kozott van a rotavirus fert6zéssel korhdzi apolasra felvett beteg
gyermekek aranya Eurdpa-szerte, €s a korhazi apolas koltseégei atlagosan
évente 5 millio US$-nak megfeleld Osszeget tesznek ki.

A cirkuldlé torzsek szerotipusainak, genotipusainak jobb
megismerésére vonatkozd igény akkor fogalmazodott meg, amikor
felismerték a szerotipus-specifikus (homotipusos) védelem jelentdségét.
Ez a megfigyelés vezetett az 1980-as évek kozepén a polivalens
vakcinak kifejlesztésének iranyaba, és ez adott Uj lendiiletet az ezirdnyu
epidemiologiai vizsgalatoknak egy évtizeddel késébb, amikor az elsd
polivalens, reasszortans vakcina, az RRV-TV (RotaShield™)
bevezetéseéhez a vilag karny(jtasnyi tavolsagba keriilt. Jelen tanulmény a
surveillance aktivitas e teriiletének hazai meghonositasa céljabol késziilt.

Ezek a vizsgalatok gyakorlatilag mindeniitt a vilagon a felszini
antigének varidnsainak felmérésére iranyulnak. Ugyanakkor a torzsek
szorodasanak nyomon kovetésére, kevert fertdzések igazolasara,
Uj(szerll) torzsek azonositasdra mas moddszerekre is sziikség lehet (pl.
alcsoport meghatarozas, elektroferotipizalas, nukleinsav szekvencia
meghatarozas). A nemzetkozi gyakorlat szerint mind a szerotipus-
specifikus MAb-ELISA, mind a genotipus-specifikus oligonukleotid
keverékekre ¢€piild6 multiplex RT-PCR rendszerek elfogadottak.
Vizsgalatainkban  mindkét modszert alkalmaztuk a  G-tipus
meghatarozasra. A P tipus meghatarozasra — mivel megbizhato tipus-
specifikus monoklondlis antitesteket eddig még nem sikertilt eléallitani —
csak a multiplex RT-PCR moédszert alkalmaztuk. Konfirmécios
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eszkozkeént esetenként a nukleinsav szekvencia meghatarozast ¢s
filogenetikai elemzést valasztottuk.

E moddszertani arzenal kombinalt alkalmazasaval a célkitizéseink

tikkrében az alabbi j(szerll) felismeréseket tettiik:

A gasztroenteritisz miatt korhdzi apolasban részesiild gyermekek
kozott a rotavirus fertdzeéssel apoltak szama magasabb, mint az
enteralis baktérium (Salmonella, Shigella és Campylobacter)
fertdzéssel apoltake.

A PAGE modszer rutinszerli alkalmazasaval a laborunkba érkez6
mintak nagy része (~80%-a) esetében lehetdve valt a molekularis
epidemiologiai  vizsgélatok elinditdsa; a vizsgalatot sziird
modszerként hasznaltunk a gyakori €s ritka torzsek elkiilonitésére.
A szerotipizal6 MADb-ELISA technikaval nagyszdmu minta
elemzését tudtuk elvégezni.

A genotipizalo, multiplex RT-PCR moddszert meghonositottuk a
rotavirusok epidemioldgiai vizsgalatdban. (Ez nagy attorést
jelentett az érzékenység €s a fajlagossag fokozasaban is.) Szamos,
MADb-ELISA modszerrel nem tipizalhatd térzs genotipusat RT-
PCR-rel meg tudtuk hatarozni.

A  MADb-ELISA ¢és RT-PCR moddszerek eredményeinek
Osszefésiilésével atfogd képet kaptunk a f6 felszini antigén
(szero)tipusainak foldrajzi €s id6beli megoszlasarol.

Az azonositott torzsek kozott eloszor igazoltuk a pandémias G9
szerotipusu torzsek hazai el6fordulasat, els6 alkalommal 1998-ban,
majd az 1999/2000-es rotavirus szezontol folyamatosan.
Szekvencia ¢és filogenetikai elemzéssel igazoltuk, hogy a
hazdnkban 1998 ¢s 2001 kozott cirkulalo G9 rotavirusok a
dominans genetikai vonalhoz tartoznak ¢€s jol elkiilonithet0k mind
az 1980-as ¢évek torzseitdl, mind a napjainkban “egzotikus”
tajakon felbukkano torzsektol.

A kisebb felszini antigén, a VP4 (geno)tipusainak vizsgalataval
sikeriilt azonositanunk 6t P genotipus hazai eléfordulasat, bar a G
tipustol eltérden, ezek foldrajzi €és idObeli valtozasait nem sikertilt
teljes egészében feltarnunk.

Az RNS mintazat, alcsoport, €és a felszini antigének tipusainak
egyiittes vizsgalataval feltérképeztiik a leggyakoribb és a kevésbé
gyakori génkombindcidkat, és ezzel lehetové valt a kozonséges
eléfordulasa torzsekhez képest ritka, reasszortans torzsek
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azonositasa 1s. A vizsgalt id0szakban (1992 és 2003 kozott),
részben a molekularis technikak bevezetésének koszonhetden
Magyarorszagon korabban nem azonositott torzsek keriiltek eld
(pl. P[9],G3; P[9],G6; P[14],G6; P[6],G4; P[4],G1).

A ritka rotavirus torzsek (P[14],G6; P[9],G6 ¢és P[6],G4) koziil
n¢hanynak a felszini antigénjeit szekvencia- ¢€s filogenetikai
elemzésnek vetettiik ald. E torzsek egy része allati, féleg sertés- €s
bivaly/szarvasmarha-eredeti ~ torzsekkel = mutatott kozelebbi
rokonsagot, ami az egyes rotavirus torzsek zoonozisos eredetére
vonatkoz6 elképzeléseket tdmasztja ala. Tobb, altalunk kimutatott
torzs sehol masutt a vildgon emberben nem keriilt azonositasra,
ugyanakkor lehetséges allati Oseiket mar megtalaltak.
Vilagviszonylatban is egyediilallo az a megfigyelésiink, hogy a G6
szerotipusu torzsek, noha alacsony gyakorisaggal (~1%), de 1995-
tol kezdve folyamatosan kimutathatdéak voltak egészen az utolso
vizsgalt esztendoig, 2003-ig. A felszini antigének szekvencia- ¢€s
filogenetikai elemzésével azt is feltartuk, hogy a G6 VP7
specificitds valosziniileg tobb, egymastdl fiiggetlen zoondzis
esemény eredményeként keriilt 4t az emberbe.

A ritka magyarorszagi human torzsek egy részét sejtkulturahoz
adaptaltuk és e torzsek ma mar az NIH rotavirus torzskollekcio
részét képezik.

Sajat tapasztalatunk, de a szakirodalombdl is jol ismert, hogy a
tipus meghatarozasba vont rotavirus torzsek 5-40%-a nem-
tipizalhato a rendelkezésre allo reagensekkel. Feltételezheto tehat,
hogy e mintdk egy része talan a Magyarorszdgon endémiasnak
szamitd G6 szerotipusba tartozik. Hogy megprobaljuk segiteni e
torzsek epidemiologiai jelentoségének felmeérését, tipus-specifikus
primereket terveztiink, melyeket sikerrel alkalmaztunk nemcsak a
hazai, hanem néhéany, a vildg kiilonb6z6 részein azonositott G6
szerotipusu torzs kimutatasaban is.

Vizsgalatainkrdl konferencia prezentaciokkal, valamint magyar €s
angol nyelvli ismeretterjesztd ¢s tudomanyos kozleményekkel
kivantunk adatokat szolgaltatni az egészségligy dontéshozdinak a
hazai rotavirus torzsek cirkulacidjarol, heterogenitasarol, amelyek
remeényeink szerint elegend0 epidemioldgiai hattér informaciot
nyyjtanak ahhoz, hogy kelld idében megfeleld dontés sziilessen
majd a rotavirus vakcina jovobeli bevezetéseérol.
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