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1. BEVEZETES

A jarvanyos gyermekbénulds (poliomyelitis anterior acuta) az emberiség egyik
legrettegettebb betegsége, amit a Picornaviridae csaladba tartozo poliovirusok okoznak.
Magyarorszagon a jarvanyos gyermekbénulas megel6zésére 1959-1992 kozott €16
gyengitett, szajon at adhatdé monovalens oltéanyagot hasznaltak (mOPV), ezzel
megfékezve a jarvanyok terjedését. Hazankban az utolsé vad poliovirus okozta bénulas
1969-ben, az utols6 behurcolt megbetegedés 1972-ben fordult eld. A késdbbiekben
azonban kideriilt, hogy a vakcina virusok is képesek poliomyelitis-t okozni, kis
gyakorisaggal. Magyarorszagon az 1961-1991 kozott végzett becslések szerint az oltasi
poliomyelitis eldfordulasa a Sabin 3 beadasa utan jelentésen gyakoribbnak bizonyult, mint
a Sabin 1 ¢és a Sabin 2 alkalmazasanal.

Napjainkban Afrika, Délkelet-Azsia, India, Pakisztan és Afganisztan teriiletén még
honos a vad poliovirus 1-es és 3-as tipusa. A vad poliovirus 2-es tipus altal okozott bénulas
mar 4 éve nem fordult el6. Ezért gazdasagi okokbol a WHO gy dontott, hogy a
mindharom szerotipust tartalmazo trivalens vakcinat (tOPV) monovalens 1 és 3
oltéanyagra kell levaltani. Az oltéanyagok ujraengedélyeztetése elétt a WHO az mOPV3
hasznalataval kapcsolatos magyarorszagi tapasztalatok alapjan kérte a Magyarorszagon
1960-1967 kozott bénulast okozod poliovirus 3 izolatumok molekularis genetikai
vizsgalatat.

Magyarorszagon hét orszagos méretli enterovirus jarvany eléforduldsarol vannak
adatok. Az 1957-ben és 1959-ben zajlott két poliovirus jarvanyon kiviil a coxsackievirus
B3 okozott Bornholm-betegség (pleurodynia) jarvanyt 1958-ban. A coxsackievirus A16
okozta kéz-lab-szaj betegség jarvanyt utoljara 1976-ban irtak le. Az enterovirus 71 1978-
ban 1550 betegnél okozott savis agyhartya- és agyvelogyulladast 30 halalesettel a hat éven
aluli gyermekekben. Az echovirus 11 ,prime” torzse 386 gyereknél okozott vérzéses
majgyulladast, ami 13 0jsziilott halaldhoz vezetett 1989-ben. A non-polio enterovirusok
napjainkban is stilyos jarvanyokat okoznak a délkelet- azsiai orszagokban.

A laboratoriumi  virusdiagnosztikdban alkalmazott klasszikus enterovirus
azonositasi modszerek (sejttenyészetben, korabban szopds egérben is) nem mindig
alkalmasak a virus szerotipusanak meghatarozasara. Ezért munkankban a molekularis
tipizdlds modszer segitségével hatdroztuk meg a Magyarorszagon 2000-2008. kozott
kimutatott enterovirusok szerotipusait azzal a céllal, hogy betekintést nyerjink a virusok
molekularis  epidemiologiajaba, és  tanulmanyozzuk a  virusok  genetikai

valtozékonysaganak szerepét a betegségek patogenezisében.






2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az enterovirusok rendszertani besorolasa

A gerincesek legkisebb autonéom, burok nélkiili RNS virusai a Picornaviridae
(pico=kis, RNA=RNS) csaladba tartoznak. A csalad fajait filogenetikailag rokon
szerotipusok vagy torzsek alkotjak. Az egy fajba vald besorolas a kovetkezd ismérvek
szerint torténik: a) sziik gazdaspektrum ¢€s sejtreceptor-specificitas; b) jelentés hasonlosag
a proteolitikus szerkesztés, replikacio, enkapszidacié és rekombinacio folyamataiban; c)
viszonylag azonos genetikai térkép (King és mtsai., 2000).

A Picornaviridae csalad taxondmidja az utobbi években nagy valtozasokon ment
keresztiil. Hosszll id6n at 23 fajjal rendelkezé 9 nemzetséget tartottak nyilvan a csaladon
belil: Enterovirus, Rhinovirus, Cardiovirus, Aphtovirus, Hepatovirus, Parechovirus,
Erbovirus, Kobuvirus és Techovirus (Stanway és mtsai., 2005). A fajok és nemzetségek
kozotti rokonsag megallapitasat a szerkezeti fehérje (P1= kapszid) és nem szerkezeti
fehérje (2C+3D= proteaz + polimeraz) régié aminosav szekvencia hasonlosagai alapjan
végezték. A valtozékony Pl-es régio a virusok antigéntulajdonsagait tiikrozi, ami altalaban
a hagyomanyos virus meghatarozas alapja. A 2C+3D régio legtobbszor nagyon konzervalt,
és szoros egyezést mutat a genom kodolta informacioval (Stanway és mtsai., 2005) Az
Enterovirus nemzetségbe a kovetkezd fajokat soroltdk: Human enterovirus A (HEV-A),
Human enterovirus B (HEV-B), Humdan enterovirus C (HEV-C), Human enterovirus D
(HEV-D), Sertés enterovirus A (PEV-A), Sertés enterovirus B (PEV-B), Szarvasmarha
enterovirus (BEV), Majom enterovirus A (SEV-A) (1. abra).

A Human Enterovirus (HEV) nemzetséget egy korabbi (hagyomanyos) osztalyozas
szerint 5 faj és azok szerotipusai alkottak: Poliovirusok (PV), PV1-3; Coxsackie A virusok
(CV-A), CV-A1-22, CV-A24; Coxsackie B virusok (CV-B), CV-B1-6; Echovirusok (echo,
E): E1-7, E9, El1-21, E24-27, E29-33; Enterovirusok (EV), EV68-71. A fajok
elkiilonitésének alapja a virusok antigéntulajdonsaga, valamint emberben, kisérleti allatban
és sejttenyészetben megfigyelt korokozo-képesség volt. A molekularis modszerek
bevezetésével a human enterovirusok hagyomanyos rendszertana megvaltozott. A valtozas
lényege az, hogy korabban a szerotipusokat tekintették species-nek. Az 0ij besorolas szerint
a fajt a fentebb emlitett ismérvek alapjan a hasonlonak talalt szerotipusok csoportjai

alkotjak.



a) P1 kapszid
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1. abra. A Picornaviridae csalad filogenetikai torzsfaja (Stanway és mtsai., 2005).

a) Pl fehérje, b) 2C + 3D fehérjék. A neighbor-joining médszerrel szerkesztett fakat
(1000 ,,bootstrap” replika) a CLUSTALX program és az aminosav sulyozo matrix
(BLOSUM) segitségével készitették. A fakat a TreeView v.1.5.2. programmal
abrazoltak és csak a 90%-nal nagyobb bootstrap értékeket tiintették fel.

A Nemzetkozi Virustaxondomiai Bizottsag Picornavirus Munkacsoportja (ICTV
Picornaviridae Study Group), 2006-ban javaslatot tett az Enterovirus és Rhinovirus
nemzetségek egyesitésére. Torténelmileg a humanpatogén entero- és rhinovirusokat
legfoképpen a hagyomanyos ismérvek alapjan, mint a patogenitas és a savallo képesség (az
enterovirusok savalloak, a rhinovirusok nem) soroltdk be a két nemzetségbe (Enterovirus

és Rhinovirus) [Knowles és mtsai., 2008]. A szekvenciavizsgalatok alapjan viszont



kideriilt, hogy nincs jelents eltérés a két nemzetség genomszerkezete kozott. A
vizsgalatokat a picornavirusok rendszerezésében hasznalt P1 ¢és 2C + 3CD régiokban
végezték. Azt talaltak, hogy a két nemzetség fajai sokkal kozelebbi rokonsagban allnak
egymassal, mint mas Picornaviridae nemzetségek. Kideriilt az is, hogy a savallo képesség
szerinti osztalyozas idejétmult (Blomqvist és mtsai., 2002; Savolainen és mtsai., 2002).
Mindehhez hozzajarult az is, hogy a molekularis diagnosztika a human enterovirus
,szerotipusok” szamat 100-ra ndvelte a szOvettenyészeten nem szaporithaté virusok
jellemzésével. Ennek koszonhetden az egyre boviild Enterovirus nemzetség jelenleg a
kovetkezd emberi fajokbol all: Humdan enterovirus A, Humdn enterovirus B, Humdn
enterovirus C, Human enterovirus D, Human Rhinovirus A, Humdn Rhinovirus B, Humdn

Rhinovirus C, Human Rhinovirus D (1. tablazat).

(Faj: szerotipus)

= Human Enterovirus A (HEV-A): coxsackie A virus (CV-A) CV-A2-10, CV-Al2,
CV-Al4, CV-Al6; enterovirus (EV) EV71, EV76, EV89, EV90, EVI1, EV92.

= Humdn Enterovirus B (HEV-B). coxsackie A virus (CV-A) CV-A9; coxsackie B
virus (CV-B) 1-6; echovirus (echo, E) E1-7, 9, E11-21, E24-27, E29-33;
enterovirus (EV) EV69, EV73-75, EV77-88, EV79-88, EV95, EV97, EV100-101,
EV103.

= Humdan Enterovirus C (HEV-C): coxsackie A virus (CV-A) CV-Al, CV-All, CV-
A CV-Al3, CV-AlS, CV-Al7, CV-A19-22, CV-A24; poliovirus (PV) PV1-3.

= Humdn Enterovirus D (HEV-D): enterovirus (EV) EV68, EV70, EV94; human
rhinovirus (HRV) HRV87.

= Humdan Rhinovirus A

= Humdan Rhinovirus B

= Humdan Rhinovirus C

= Humdn Rhinovirus D

1. tablazat. A human enterovirusok rendszerezése (King és mtsai., 2000; Stanway és
mtsai., 2005).

A szamozasban valo hézagok jelzik a rendszerezésben bekévetkezett valtoztatasokat. Egyes
szerotipusokat azonosnak talaltak (pl. coxsackievirus A15 megegyezik az All-gyel, a
coxsackievirus A18 ugyanaz, mint az A13, a coxsackievirus A23 azonos az echovirus 9-cel,

az echovirus 8, csak a virusneutralizacioban kiilonbozik az echovirus 1-t6l és az echovirus
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34 pedig a CV-A24 variansa). Egyes szerotipusokat vjraosztalyoztak mas Picornaviridae
nemzetségekbe vagy viruscsaladokba. Az echovirus 10-rél mar évtizedekkel ezeldtt
kideriilt, hogy nem enterovirus (reovirus 1, Orthoreovirus nemzetség, Reoviridae csalad),
az echovirus 28 = human rhinovirus 14 (Rhinovirus genus, Picornaviridae), az enterovirus
72 humadn hepatitis A virusnak bizonyult (Hepatovirus genus, Picornaviridae), és az
echovirus 22 és 23 jelenleg a humdn parechovirus 1 és 2-ként keriiltek ujraosztalyozdsra

(Parechovirus nemzetség, Picornaviridae).

A Picornavirus Munkacsoport javaslata szerint a korabban kiilonallo fajt képezd
poliovirusokat a HEV-C fajba soroltak. Ennek 6 indoka az volt, hogy a két enterovirus faj
nagyon hasonld a nem-szerkezeti fehérje kodolo régioban (Supanaranond és mtsai., 1992).
A teljes genom vizsgalatok megerdsitették ezt a rokonsagot (Brown és mtsai., 2003;
Newcombe ¢és mtsai., 2003). A két faj a Picornaviridae rendszertanban vizsgalt P1 és
2C+3D régiokban nem monofiletikus, viszont a konzervalt 2C+3D régidoban az aminosav
azonossag tobb mint 90%. T6bb tanulmany igazolta a poliovirusok és a HEV-C faj kozotti
gyakori homoloég rekombinaciot (Liu és mtsai.,, 2000; Arita és mtsai, 2005), ami
Onmagaban is egy nyomos érv volt az egy fajba valo besorolas mellett. A poliovirusok a
HEV-C fajtol eltérd sejtspecifikus receptorral rendelkeznek; a HEV-B faj tagjainal is
kiilonb6z6 a receptorhasznalat, viszont ennek a jelenségnek nincs kizardlagos szerepe az
Enterovirus taxonémiaban.

2009-t861 a Picornaviridae csaladot 11 nemzetségre osztjak: Enterovirus,
Cardiovirus, Aphthovirus, Hepatovirus, Parechovirus, Erbovirus, Kobuvirus, Teschovirus,
Sapelovirus, Senecavirus, Tremovirus. Egy j nemzetséggel (Avihepatovirus) valo bévités

javaslata még elbiralas alatt van (2. abra).



Teschovirus

schovirus

Cardiovirus

ocarditis virus

K- “Senecavirus”

jne rhinitis B virus
Erbovirus
guine rhinitis A virus

Aphthovirus
and-mouth disease virus
Porcine entero
Human ente
“Simian
an enterovirus A

Enterovirus

Hepatovirus
itis A virus
ian encephalomyelitis virus"

“Tremovirus”

picornavirus 1"

Unnamed

Human parechovirus
“Avihepatovirus”
2. abra. A Picornaviridae csalad torzstaja (Knowles N., 2008).

A Picornaviridae csalad Pl kapszid régio alapjan, neighbor-joining modszerrel

szerkesztett gyokértelen fija.

2.2. A humain enterovirusok biolégiai tulajdonsagai
2.2.1. A virion szerkezete
Az enterovirus részecskék ikozahedralis (kobos) szimmetridju, burok nélkiili

virionok (3. 4bra). Atméréjik az alkalmazott elektronmikroszkopos modszer

figgvényében 28 — 32 nm.

3. abra. (A.) A poliovirus l-es tipus transzmisszios elektronmikroszkoppal késziilt
felvétele (Dr. Fred Murphy és Sylvia Whitfield, CDC).(B.) A poliovirus haromdimenzi6s
képe, rontgenkrisztallografias rekonstrukcié alapjan (Hogle, JM, Chow M, Filman, DJ.
Science, 1985; 229:1358-13635).
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A virion kapszidjanak a feliilletét VP1-VP3 fehérjék képezik, a VP4 a kapszid
belsejében helyezkedik el, és az ott 1évé ribonukleinsavhoz (RNS) kapcsolodik. A
fehérjeszerkezeti egységek (kapszomér, protomér) 60 trimért képeznek, amelyek 12
pentamér egységgé épiilnek Ossze az ikozahedralis téridom kialakitasakor (4. abra). A
pentamérek Osszeépiilése a transzlacid soran spontan moédon megy végbe, azonban a virion
Osszeépiiléséhez az RNS 3’-végén elhelyezkedd ,.enkapszidacios szignalra” van sziikség.
Az RNS genom csak akkor képes beépiilni a virionba, ha a virus RNS 5’-végén egy
alternativ szekunder szerkezet alakul ki, amely megakadalyozza a riboszoma kotodését
(Szendrdi és mtsai., 2000).

A VP1-VP3 fehérjék szekvenciai ugyan nem homologok, mégis mindharom fehérje
hasonl6 térszerkezetet mutat, amelyet 8 lancbol allo antiparalel 3-hordoé alkot. A B-hordok
N-terminalis végzédései részt vesznek a szomszédos domének szoros dsszekapcsolasaban,
ennek a szerkezetnek koszonheti a virion a stabilitasat. A kapszidfehérjék kozotti
szerkezeti eltérést az tn. hurkok (loops) adjak, amelyek 6sszekotik a B-lancokat és a B-
hordok doménjeibdl futé N- és C-terminalis fehérjerészeket. Ezek az aminosavak
biztositjak mindegyik enterovirus szamara az eltér6 morfologiat és antigénszerkezetet
(Mueller és mtsai.,, 2005). A viruskapszidok jellegzetessége az ikozaéder Otszogi
csicsaiban talalhaté arok (canyon). A canyon régid a gazdaszervezet receptor
megkdtésében vesz részt. Az ellenanyagok nem tudnak behatolni az arokba, de lefedhetik

azt, ezaltal megakadalyozva a virus-receptor kotddést (Berencsi és mtsai., 2004).

a) Protomér b) Pentamér c) Kapszid

4. abra. Az enterovirus kapszid szerkezete (Rueckert R., 1996).
a) a virion felszine VP1, VP2 és VP3 fehérjékbol all, a VP4 fehérje a kapszid belsejébe néz.
A négy fehérje egyiitt a protomér egységet képezi; b) az ot protomér egy pentamérben

egyesiil; ¢) az ikozahedralis kapszidot tizenkét pentamér alkotja.



2.2.2. Az enterovirus ciklus molekularis biologiaja

2.2.2.1. A genetikai allomany (genom) szervezédése

Az enterovirusok mintegy 7500 nukleotidbol allo, pozitiv iranyultsagu, egyszali
(+ssRNS) genommal rendelkeznek. A genom 5°-NTR nem-leolvasott régioja 742
nukleotidbol all, ezt koveti egyetlen poliprotein 2209 aminosavat kodolo (nyitott)
leolvasasi kerete (,,open reading frame” - ORF), végiil a 70 nukleotidbol all6 3°-NTR nem-
leolvasott szakasz, amelyet kiilonb6z6 hosszisagu polyA-farok egészit ki.

Az 5’-végi els6 88 nukleotid részt vesz az un. ,,clover-leaf”, azaz 16here szerkezet
kialakitasaban (5. abra), amelynek szerepe van a virusreplikacioban. A genom 5°-végén
egy 22 aminosavbol allo fehérje is megtalalhatdo, ami primerként miikddik az RNS
atirasanal.

A genom P1 szakasza a szerkezeti fehérjéket, a P2 és P3 szakaszok pedig a nem
szerkezeti fehérjéket kodoljak. A poliproteint a viralis és a gazdasejt eredetii proteaz
enzimek daraboljak fel a replikacio soran. A genom 3’-végén az ,.enkapszidacios szignal”
helyezkedik el, és innen indul a replikativ format képez6 komplementer (negativ) RNS szal

szintézise is (5. abra).

5'NTR . . ca
B szerkezeti nem szerkezeti »}:‘ &
i Al régio &
2% 9 A
== P1 P2 P3 (BNTR g A
AU
[VP2 [ vea[ vei[oa B[ 2c BA[lsC | 3p }—T% ce
:
A
IHES VP4 + ﬁCre {2C) Py " géc
An
POLYPROTEIN (2471@)\ e
g ry HA%
P1 (67 P3 (34 [
O —p-O—CHQ (_,A P2(65) + UA u
vpg 537 S 3AB Sy
238 (34) — 2BC (48) _—% A%
—_—— T o L6,
éu -<pN)n & - U
28 A— 307Y52) YA
GAYTGLPNKKPNVPTIRTAKVQ - 2C (38) mmm —— UG
VP4 — AU
VPgpU VP2 (30) (VP ; P
9 cre(2C),

5. dbra. A poliovirusok genomszervezddése €s a proteolitikus szerkesztés folyamata

(Mueller és mtsai., 2005).

A genom Pl-es régidja

A kapszid fehérjék prekurzorat a P/ genetikai régio kodolja. A P1 prekurzor
fehérjét a 3CDP protedz hasitja VPO, VP1 és VP3 fehérje alegységekre, amelyek ezutan

éretlen protomérré épiilnek Gssze. Az 6t protomér egy pentamért alkot. A morfogenezis
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utolso lépésében a VPO fehérje hasad, ebbél lesz a VP2 és a VP4 kapszidfehérje. Mivel a
VPO fehérje vagasi helye az éretlen virion belsejében helyezkedik el, ezért feltételezik,
hogy a hasitasi folyamat autokatalitikus Gton megy végbe. A VP1-3 kapszidfehérjék adjak
a neutralizal6 antitestek szamara az epitopokat.

A genom P2-es régioja

A P2-es régio fehérjéi a sejtmembran atrendezodésében vesznek részt, és a zart
membranvezikulumok kialakitdsaban, ahol a virusreplikacid zajlik. Ezeknek a
membranholyagocskaknak koszonhetéen a viralis RNS a citoplazmaban napokig karosodas
nélkiil megmarad (Berencsi Gy. ¢és Nagy G., 1973). A P2-es régié fehérjéi a kovetkezok:
2A, 2B, 2C, 2BC.

2A Kkis tripszinszerii fehérje: a sajat aminotermindlis végének a hasitasat
katalizalja (2A"), és felszabaditja a P1 kapszidfehérje prekurzorat. Szerepe van a
gazdasejt fehérjeszintézisének leallitdsaban azaltal, hogy hasitja a gazdasejt
transzlaciojahoz sziikséges ,.cap-kotd” fehérjét, szabadda téve a riboszomakat. A virus
RNS szintézisében is részt vesz (Pallai és mtsai., 1989; Gorbalenya és mtsai., 1989b;
Ansardi és mtsai., 1995; Li és mtsai., 2001).

2B fehérje: noveli a gazdasejt intracellularis membranjanak permeabilitasat, és
részt vesz a replikacios vezikulumok képzddésében. A permeabilitas novelése segiti az
Gjonnan kialakult virionok kiszabadulasat a sejtb6l, és egyuttal lehetové teszi az
ellenanyagok bejutasat is (van Kuppeveld és mtsai., 1997; Berencsi Gy. és Nagy G., 1973).

2C fehérje: részt vesz a replikdcidés vezikulumok képzddésében. A 2C-nek
specifikus szerepe van a negativ szali RNS-szintézis iniciaciéjaban. A fehérje egy NTP-az
motivumot tartalmaz, amely hasonlit a DNS-helikaz motivumahoz (Gorbalenya és mtsai.,
1989 a, b). A 2C fehérje a guanidin-hidroklorid célmolekuldja is, amelynek hatasara leall a
virusreplikacié (Pincus és mtsai., 1986).

2BC fehérje: a virusreplikacioban van szerepe.

A genom P3-as régidja

A P3-as régio a 3A, 3B, 3C, 3D fehérjéket kodolja. Elsddleges szerepiikk van a

replikacidban és a proteolitikus folyamatok szabalyozasaban.

3A Kkis hidroféb fehérje: kapcsolatban van az intracellularis vezikulumokkal
(Datta ¢és mtsai., 1994). Részt vesz a replikdcios komplex kialakitasaban, ilyenkor a 3AB
prekurzor formajaban mikodik.

3B fehérje: maga a VPg molekula, amely az RNS molekula 5°-végéhez kovalensen

kotddik és az RNS-szintézis primerjeként szolgal.



3AB prekurzor fehérje: serkenti a 3D polimeraz aktivitasat, valamint a 3CD
proteolitikus aktivitdsat (Lama ¢és mtsai., 1992). A VPg megtaldlhat6 a pozitiv és negativ
szali RNS 5’-végén is. Az in vitro kisérletek bizonyitottak, hogy a VPg fehérjét a 3D
RNS-polimeraz enzim uridilalja, igy az primerként tud szerepelni a virusreplikacioban.

3C/3D fehérje: a virusfehérjék harmadlagos szerkezetének kialakitasaban van
szerepe, ilyenkor a proteaz funkcidja érvényesiil, ezen kiviil részt vesz az RNS-
replikacioban is. A 3C RNS-koté doménnel rendelkezik, és kdlesonhatasba 1ép a pozitiv
szalit RNS molekula masodlagos szerkezetével az 5°-végén. A kialakult komplex a
gazdasejt fehérjéinek megkotésehez sziikséges a virusreplikacio elinditdsaban.

3CD fehérje: szerepe van a pozitiv szald RNS cirkularizaciojaban, valamint a
virdlis és a gazdasejt fehérjék kozotti fehérjehid kialakitasaban a virusreplikacio
megkezdése elott (Herold és mtsai., 2001).

3D fehérje: a virus RNS-fiiggd RNS-polimeraza. A pozitiv és negativ RNS szalak
szintézisében vesz részt.

A fehérjekodolo régiot szegélyezé 5°-NTR és 3’-NTR

Mindketté nagyon konzervativ szekvencia. Az 5’-NTR a transzlacio iniciacidjaért
felelds szignalokat tartalmazza. A virusgenom 3’-NTR nem-leolvasott régidja
poliadenilalt. A poliovirusoknal a polyA szakasz hossza kb. 60 nukleotid. A 3’-végi
szakasz tRNS-szerti alakot vesz fel, amely az RNS-replikdcioban felismerd szignalként

mikodik.

2.2.2.2. A transzlacio iniciacioja

Miutan a pozitiv szali virusgenom bejutott a citoplazmaba, azonnal elkezdédik a
transzlacio. A virusok fehérjeszintézise a fert6zott sejt transzlacids gépezetének
segitségével torténik (Sonenberg és mtsai., 1990).

Az mRNS leolvasasa az eukariétakban riboszomapasztazé6 (scanning)
mechanizmussal megy végbe (Kaminski ¢és mtsai, 1994). Az enterovirusok
fehérjeszintézisének iniciacioja ,,cap”-fliggetlen, mert az RNS-iik nem rendelkezik 7-metil-
guanozin sapkaval (cap) az 5’-végen (ezt ismerik fel az eukaridta iniciacioés faktorok
ahhoz, hogy az mRNS 5’-végét a 40S riboszoma-alegységhez kossék). Az enterovirusok
az RNS leolvasasahoz riboszomakoté mechanizmust hasznilnak, ilyenkor az 5’-NTR
szakaszban talalhato belsd riboszomakoté hely (IRES = internal ribosomal entry site)

segitségével torténik a kapcsolodas (6. abra).



2)

b)

6. abra. Az iniciacios komplex kialakulasa ( http://pathmicro.med.sc.edu/).

a) eukariotakban cap-fiiggd riboszomapdsztazo mechanizmus; b) enterovirusoknal IRES
kozvetitett riboszomakoté mechanizmus. Minkét mechanizmus résztvevéi az eukariota
inicidacios faktorok (elF3, elF4A, elF4E, elF4G). A transzlicios startkodon (AUG) az

eukariota mRNS molekulan (a) és az enterovirus RNS molekuldn (b).

Az enterovirus RNS 5°-NTR szakasza 700 nt hosszu. A szakaszon belil jellegzetes
masodlagos szerkezeti elemek talalhatok, koztik az IRES elemek is, amelyeket még a
riboszéma sem tud felnyitni (Malnou és mtsai., 2002). A belsé kotédés valoszintileg az
egyszalu RNS-szakaszon megy végbe, a folyamat résztvevdi az eukaridta transzlacios
iniciacios faktorok és a cellularis IRES-koté fehérjék. A poliprotein transzlacidja a
poliovirus RNS-en a 743 nt pozicioban lévé AUG startkodont6l indul (Rueckert és mtsai.,
1996).

2.2.2.3. A virus RNS IRES elem szerkezete és funkcidja

A Piconaviridae csaladba tartozo virusok IRES elemei kb. 450 nukleotid hossztak,
¢és az RNS molekula 5’-végének nem-transzlalodo szakaszan belill talalhatok (150-700 nt).
Mindegyik IRES elemnek azonos a szerepe, viszont szerkezetiik eltéré lehet a kiilonb6zo
enterovirus nemzetségeknél. Osszesen harom IRES tipust kiilonbéztetnek meg: I-es tipus
(entero- és rhinovirusok), II-tipus (cardio-, aphto-, kobu- ¢és parechovirusok), Ill-as tipus
(hepatovirusok) [Wimmer és mtsai., 1993]. Az IRES elem ,,hajt{i-hurok”-szer(i masodlagos

szerkezeti elemeket tartalmaz, szamitogépes modellszerkezetét a 7. abra mutatja. Az



IRES, mint korabban is emlitésre keriilt, a viralis RNS-transzlaci6o és a replikacio

kulcseleme (Johansen és mtsai., 2000; Gromeier és mtsai., 1996).

GNRA szekvencia
p

300 régié

AUG 586
1 200

irimidin gazdag régio

T /= AUG

100 743

7. abra. A poliovirusok 5’-NTR-végi I-es tipusu IRES motivuma (Wimmer és mtsai.,
1993).

romai szammal jelolve I.-VI. Az IRES szekvenciat a szaggatott vonallal jelzett keret
dbrazolja. Az IRES elem miikédésének kiemelt motivumai: GNRA szekvencia, A/C gazdag
régio, pirimidinben gazdag régio. A 743-ik triplet AUG, a transzlacio iniciacio

startkodonja.

Az enterovirus RNS 5’-végi szakaszan az I.-es hurok a replikaciohoz sziikséges
l6here szerkezetet vesz fel, a IL.-VI. hurkok pedig az IRES elem funkcionalis részeit
alkotjak. A szerkezeti elemeken kiviil az IRES néhany konzervativ motivumot is
tartalmaz, amelyek az elem megfeleld mikodésében vesznek részt. Az elsé motivum Yn-
Xm-AUG, ahol az Yn egy pirimidingazdag szakasz, az Xm pedig egy 15-25 nt-bol allo
spacer szakasz, ¢s az IRES végét jelz6 AUG kodon. A pirimidingazdag régiot a gazdasejt
kotéfehérjéi ismerik fel, ez a kolesonhatas dontd szerepet jatszik abban, hogy a pozitiv
szali RNS-molekula replikalodni vagy atirédni fog (Egger és mtsai., 2000).

A masodik motivum, a GNRA tetraloop (N = barmelyik nukleotid, R = purin) az
L-es tipusti IRES szekvencia IV. hurkaban helyezkedik el. A mutacids vizsgalatok azt
mutattak, hogy ennek a motivumnak jelentds szerepe van az IRES aktivitasaban.

(Kaminski és mtsai., 1994; Malnou és mtsai., 2002; M'hadheb-Gharbi és mtsai., 2008).



A harmadik motivum az A/C gazdag régié az l.-es tipusu IRES IV. és V.
doménjében helyezkedik el, szerepe van a hajtii-hurok szerkezet kialakitasaban.

Az IRES elem muticiéi a transzlaciora, replikdciora ¢s egyéb virusfunkciokra
vannak kihatassal, pl. az IRES V. doménjének mutacioja mindharom Sabin
vakcinatorzsnél a neurovirulencia visszanyerését eredményezi (Minor és mtsai., 1988;
1992; M'hadheb-Gharbi ¢és mtsai., 2009), vagy pl. a coxsackievirus B3 IRES felcserélése a
poliovirus IRES elemmel csokkenti a virus szaporodasat sejttenyészetben, valamint gatolja
a sziv- és hasnyalmirigy-betegségek kialakuldsat kisérleti egerekben (Chapman és mtsai.,

2000; Lee és mtsai., 1997).

2.2.2.4. A virus RNS szintézise
Az enterovirussal fert6zott sejtekben a pozitiv szali genom replikacidja negativ
szali intermedieren (replikativ forma) keresztiil megy végbe. A virus RNS szintézise
aszimmetrikus. A replikacio alatt haromféle RNS-alak képzédik: a) replikativ forma (RF-
replicative form), duplaszala RNS; b) replikativ koztes alak (RI-replicative intermediate),
(-) szala RNS, amely részlegesen hibridizal a (+) RNS szallal; ¢) ujonnan szintetizalt

egyszalu (+) RNS.

A virusreplikaci6 egyszerisitett itvonala a kdvetkezd:
Bejovo (+) szalt virion RNS — (-) szél szintézise — RF — (+) szal szintézise— RI — (+)
szal RNS

Az RNS-fliggd RNS-polimeraz (3D") egy kizarélagosan primerfiiggd enzim (Paul
és mtsai., 1998), és csak a VPg-fehérje uridilalasa utan (VPg pU-pU) tudja elvégezni a
negativ szal szintézisét (8 abra). Az ujonnan megszintetizalt negativ szal 5’-végén egy
jellegzetes lohere szerkezet képzodik (Gamarnik és mtsai, 2000). Ez utdbbi
kolcsonhatasba 1ép az RNS 3°-végén a polyA-farokkal, aminek kovetkeztében a genom
cirkularizalodik, és a transzlaciot a (-) szal szintézise valtja fel (Teterina és mtsai., 2001;
Borman és mtsai., 2002; Steil és mtsai.,, 2008). A virusgenom cirkularizaciojaban a
cellularis kotéfehérjékbol (PCBP, PABP) allo ribonukleoprotein komplexnek van szerepe
(Gamarnik és mtsai., 1998; Mueller és mtsai., 2005).
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8. abra. Az enterovirus RNS-replikacié folyamata (http.//biochem.med.ufl.edu ).

Az abra bemutatja a zart hurok modell szerkezet kialakulasat, amelyben a cellularis
fehérjék: polyA-kité fehérje (PABP = polyA binding protein) és a poly(rC)-koté fehérje
(PCBP = poly(rC) binding protein) vesznek részt. Az uridilalt VPg fehérje a pozitiv szalu
RNS molekula polyA szekvenciajahoz kotddik, és kijeloli a virus polimerdz szamdra a

replikdcio helyét.

Az RNS replikacio a gazdasejt citoplazmajaban rozettaszerti
membranszerkezeteken megy végbe, amelyek kialakulasat a 2C és 2BC viralis fehérjék
indukaljak (Rust és mtsai., 2001; Belov és mtsai., 2004) A poliovirusok replikacidjanal
példaul a membranszerkezet az endoplazmatikus retikulumbol szarmazik (Mueller és

mtsai., 2005).

2.2.2.5. Az enterovirus genom valtozékonysaga és evolucidja
Pontmutdciok

A picornavirusok RNS-replikacios mechanizmusa nem teljesen hiiséges. Az RNS
szintézisekor gyakran téves nukleotidok épiilnek be az 11j szalba, mivel az RNS-polimeraz
enzim nem rendelkezik a hibas bazis eltavolitasahoz sziikséges hibajavito (proof-reading)
mechanizmussal (Holland és mtsai., 1982). A poliovirusok mutacids rataja in vitro és in

vivo 107 és 10 szubsztitacié/nukleotid/replikacio, és a tranzicid gyakrabban fordul eld,
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mint a transzverzi6. A magas mutacios rata a kornyezeti valtozasokhoz vald gyors
genetikai  adaptaciot eredményez. Az igy keletkezett RNS virusok klonjai
genomszerkezetilkre nézve nem homogének, hanem un. ,kvazispecies”-t alkotnak
(Vignuzzi és mtsai., 1961). A keletkezé mutaciok nagy része semleges a fenotipusra nézve,
mig masok befolyassal vannak a virusszaporodasara (Kuge és mtsai., 1989).
Genom atrendezddés

A genom atrendezédését intermolekuldris vagy intramolekuldris folyamatok
okozzak. A rekombindcié egy olyan mechanizmus, amely mindkét folyamat soran
okozhat deléciot, inzerciot (beleértve a duplikdciot) a genetikai allomanyban. A
rekombinaciot konnyebb kimutatni kevert fert6zéseknél, ami kiilonb6z6 virusvariansok
vagy egy sejtet megfert6z6 rokon virusok kozott jon létre. A poliovirus vakcinatorzsek
példaul rekombinalédhatnak egymassal az ember bélrendszerében, de eldfordulhat
rekombinacio a vad poliovirusokkal és a non-polio enterovirusokkal is (Dahourou és
mtsai., 2002, Martin és mtsai., 2002, Oprisan €s mtsai., 2002, Santti és mtsai., 1999a).

a) Replikativ atrendezédés

Az enterovirusoknal a replikativ rekombinacio lancvaltasos (copy choice)
mechanizmussal meg végbe (9. abra). Ilyenkor az Gjonnan keletkezé RNS szal szintézise
az egyik sziildi szalon elindul, és a masik szalon fejezédik be. A végeredmény
rekombinans RNS-molekula. Azt folyamatot, amikor a képz6dd RNS a 3’-végnél levalik,
¢és az RNS-polimerazzal komplexet alkotva pontosan megérkezik a homolég RNS szalra,
pontos vagy homolég rekombindcionak nevezik. A poliovirus rekombinacioja

leggyakrabban a negativ szal szintézise alatt torténik (Kirkegaard és mtsai., 1986).

Replikativ Non-replikativ
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9. abra. Az RNS genomok rekombinaciojanak két modellje (Agol V., 2002).
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Az abra bemutatja a rekombindcio két modelljét az RNS genomok kézott. A replikativ
folyamatnal az vijonnan keletkezé RNS szal szintézise elindul az egyik sziildi szdlon, majd
lancvaltassal a masik szalon fejezodik be. A non-replikativ folyamatnal a két kiilonbozé

sziiloi szal kovalens kétésen keresztiil egyesiil.

Feltételezik, hogy a homoloég rekombinaci6o a masodlagos szerkezeti elemek
kozremiikodésével megy végbe. Ezek az elemek szoros kozelségbe hozzak a két templat
szal homolég helyeit a rekombinaci6 megkezdése elott (10. abra). A homolog
rekombinacié jelensége gyakoribb a nem-homolég rekombinaciéval szemben (pl. kevert
virusfertdzésnél), valoszinlileg azért, mert eldsegiti a defektiv genomok eliminacidjat

(Lukashev és mtsai., 2005).

10. abra. Homolog rekombinacio folyamata (Agol V., 2002).
Az dbran két homolég RNS molekula heteroduplexet képez a mdsodlagos szerkezeti
elemeken keresztiil (hajtii-hurok). A heteroduplex hatarozza meg a homoldg rekombindcio

pontos helyét.

b) Non-replikativ atrendezddés
A non-replikativ rekombinacié a nem-homolog atrendezédés egyik formaja (9.
abra). A folyamat kulcslépései a rekombinans partner szalak hasitasa és jraegyesitése.
Elméletileg a rekombinacios partnerek eldallitasaban a cellularis RNazoknak és az
Onhasito kriptikus ribozimeknek van szerepe (Gmyl és mtsai., 1999).
A picornavirusok evoluciojaval kapcsolatosan sok a megvalaszolatlan kérdés, mivel
nincs informacié a feltételezett kdzos Osre vonatkozoan, amelyikb6l a késdbbiekben

kialakultak a csalad nemzetségei. A vad poliovirusok példaul, amelyek idében vagy térben
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elkiiloniilnek, jol koriilirhato eltérésekkel rendelkeznek nukleotid és/vagy aminosav
szinten. A poliovirusok természetes evolicios ratdja 1-2% nukleotid/év (Kew ¢és mtsai.,
1984). Azok a genetikai valtozasok, melyek novelik a virus fitness-ét (szaporodo
képességét), rogziilnek a genomban, a kevésbé elonyosek pedig kiszelektalodnak. Azonban
a legtobb rogzilt mutacio fenotipusosan semleges, ami nem jar aminosavcserével. Ha az
RNS-polimeraz hibazasanak gyakorisiga allando, akkor a semleges mutaciok
felhalmozddasa a virus replikacios ciklusok mennyiségétdl fiigg egy idoegység alatt, azaz a
virus genomok molekularis o6raként viselkednek. Ezt a ténymegallapitast hasznaljak a

picornavirusok divergencios idejének (,.kor”) kiszamitasanal.

2.3. Viruskolcsonhatasok

Egy sejtet tobb virus is képes egyszerre megfertézni. A kiilonboz6 virusgenomok
kolcsonhatasba 1épnek egymassal, rekombinans utédokat produkalva. Masrészt a virusok
altal megtermelt fehérjék kozvetve (pl. az intracellularis koriilmények megvaltoztatasa
altal) vagy kozvetleniil befolyasoljak egymas szaporodasat.

Komplementdacio

Kevert fert6zéskor a két homolog genetikai rendszerben torténd olyan kompenzald
folyamat, amely fenotipusos valtozas nélkiil csillapitja a mutans gének defektusat. Az
enterovirusoknal gyakori a nem allélos (intergenikus) komplementacio. Ilyenkor a
mutansok kiilonb6z6 funkciojukban defektivek, szaporodaskor a masik virusban defektiv
funkciot atadjak egymasnak. Kevésbé gyakori az allélos (intragenikus) komplementacio,
ilyenkor a két sziil6i virus ugyanazon fehérjének kiilonbozé doménjeiben vannak a hibak.
Mar a 80-as években kialakitottak egy jol miikodé rendszert a komplementacios
folyamatok tanulméanyozasara az enterovirusok nem szerkezeti fehérjéinél (Bernstein és
mtsai., 1986). Az intergenikus komplementacionak szerepe lehet az enterovirusok
fajvaltasaban is (pl. haziallatok és ember).

Interferencia

Az virusok interferalhatnak egymassal, a verseny a sejtreceptorok szintjén vagy a
sejt belsejében torténhet. Az elsd mechanizmusnal a virusok specialis fehérjéket
szintetizaltatnak, amelyek képesek semlegesiteni a koinfekcidban résztvevd partner virust.
A masik mechanizmusnal a sejtet els6ként megfert6z6 virus atrendezi a
citoplazmamembrant, és ezzel a kés6bb érkezé virus bejutasat gatolja (Lago és mtsai.,

2004).
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2.4. A humain enterovirusok kérokozoé képessége és epidemiologiaja

A poliovirusok a jarvanyos gyermekbénulas (Heine-Medin-kor) korokozoi.
Antigénszerkezetiik alapjan 3 szerologiai tipust kiilonboztetnek meg. Ezek kozos
komplementkotd antigénnel rendelkeznek, de neutralizacios probaval jol elkiilonithetok. A
poliovirus fert6zés négy formaja: inapparens fertézés, abortiv fertdzés, asepticus
meningitis és paralyticus poliomyelitis (érzészavar nélkiili petyhiidt bénulas, amelynek oka
a gerincveld mellsGszarvi motoros neuronjainak a karosodasa).

A coxsackievirusok antigéntulajdonsagaik alapjan a 30 szerotipust szamlalo ,,A” és
,B” csoportra oszthatok. Az ,,A” csoportu virusok egerekben petyhiidt bénulast idéznek
elo, amig a B csoportuak spasticus bénulast okoznak. Az emberi fertézések egy része lehet
tiinetmentes, vagy a kovetkez6 klinikai formakban nyilvanulhatnak meg: herpangina (laz,
torokfajas, szajliregi holyagok), enyhe felsé 1égiti megbetegedések, kéz-1ab-szaj betegség
(holyagos kiiitések a végtagokon, aftak a szajban), asepticus meningitis, Bornholm-
betegség (fajdalmas bordakozi ideggyulladas), conjuctivitis, iridocyclitis, pericarditis,
myocarditis. A coxsackievirusoknak szerepet tulajdonitanak az I-es tipusi gyermekkori
inzulinfiiggd cukorbetegség (diabetes mellitus) kialakulasaban (Sadeharju és mtsai., 2003).
A virusok sejtfelszini receptora a ,,CAR” (coxsackie-adenovirus-receptor), amelyet
legfoképpen a hasnyalmirigy €s szivizom szovetei expresszalnak. A virus patogenitasaval
kapcsolatosan két hipotézist dolgoztak ki. Az elsé szerint a virusszaporodas kozvetleniil
karositja a szivizom vagy hasnyalmirigy sejtjeit; a masodik szerint az Gn. molekularis
mimikri mechanizmus kovetkeztében karosodnak a sejtek. A molekularis mimikri soran a
virusantigének keresztreagalnak a szervezet egyes sajat antigénjeivel, ennek kovetkeztében
a virus altal indukalt ellenanyagok és citotoxikus immunsejtek kotédnek a szervezet
egészséges sejtjeihez, aminek szerepe Ilehet a szivizomgyulladas és a diabétesz
kialakulasaban (Thivolet C. és Trepo C., 1988; Salminen és mtsai., 2003;).

Az echovirusok antigéntulajdonsaguk alapjan 31 szerotipussal rendelkeznek.
Elnevezésiik (enteric cythopathogenic orphan) arra utal, hogy kezdetben nem sikerilt
klinikai megbetegedéssel kapcsolatba hozni &ket, késébb azonban fény deriilt az
megbetegedéseket okozhatnak, és egy szerotipus tobb kiilonbdzé szindroma kialakulésaért
is felelds lehet. A legjelentdsebb megbetegedések a kovetkezék: asepticus meningitis,

borkiiitéssel jar6 lazas allapot, wveitis, myocarditis, enyhe léguti megbetegedések,
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ujsziilottek nekrotizald majgyulladasa. Mindazokat a korképeket tudjak 1étrehozni, mint a
coxsackievirusok.

A szamozott enterovirusok koziil a humadn enterovirus 68-71 tipusok enyhe fels-
léguti megbetegedéseket, meningitis-t, vérzéses kotOhartya-gyulladast okozhatnak. Az
enterovirus 71 (EV71) kéz-1ab-szaj betegséget, encephalitis-t és acut flaccid paralysis-t
idézhet elo. Az EV71 magas halalozassal jar6 megbetegedéseket okozott Magyarorszagon
¢és Bulgariaban a 70-es évek kozepén és végén (Nagy és mtsai., 1982; Melnick JL.., 1980;
1984). Jelenleg a délkelet-azsiai orszagokat sujtjak a neurovirulens EV71 okozta jarvanyok

(Ho és mtsai., 1999; Qiu J.., 2008).

A virusok terjedése

A human enterovirusok féleg feco-oralis ton terjednek. Egyes szerotipusoknal
bizonyitottak az aeroszol Utjan torténd terjedést is. Az enterovirus 70 és a coxsackievirus
A24 altalaban hemorrhagias kot6hartya-gyulladast okoznak, a fert6zés legfoképp
szemvaladékkal terjed. A holyagos kiiitéseket okozo enterovirus szerotipusok a hdlyagok
fert6z6 tartalmaval kozvetleniil vagy kozvetett modon fertéznek (Kono R., 1975). Az
enterovirusok bejuthatnak a véraramba és fertézést okoznak, pl. laboratoriumi baleset
kovetkeztében.

Az enterovirus okozta fertézéseknek gyakran jarvanyos jellege van, pl. a virusok
elterjedhetnek zart gyerekkozosségekben vagy csalddon belill. A jarvanyok nagysagat
mindig a fogékony egyének szama, valamint a szocialis és gazdasagi koriilmények szabjak
meg. Tobb tanulmany kimutatta az ,,A” és ,B” csoportli coxsackievirusok nosocomialis
terjedését Ujsziilott osztalyokon vagy pl. az enterovirus 70 és coxsackievirus A24 terjedését
szemészeti klinikdn, nem megfelelden fertétlenitett miszereken keresztiil. Halalos
kimenetelti coxsackievirus Al fertézéseket kozoltek csontveld transzplantalt betegek
esetében (Townsend és mtsai., 1982).

Az enterovirusok kozegészségiigyi, jarvanylgyi jelentdsége naprol napra nd.
Rendkiviili ellenalld képességiiknek koszonhetden kiilonbozo szerotipusokat mutattak ki
talajvizekbdl, szennyvizekbol és felszini vizekbdl egyarant (Lee C. és Lee G., 2008;
Lambertini és mtsai., 2008; Schets és mtsai., 2008; Shieh és mtsai., 2008; Chen és mtsai.,
2008). Ugyanakkor izolaltak virusokat nyers vagy félig elkészitett kagylokbol és
rakfélékbol is (Milne és mtsai., 2007; Gabrieli és mtsai., 2007; Umesha és mtsai., 2008).
Az enterovirusok +1°C és +21°C kozott harom hétig is ,,talélnek” osztrigaban (Bouchriti és

mtsai., 1992).
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Korokozo képesség

Az emberi szervezetbe bejutott virusok fertdzik az orr-garat nyalkahartya sejtjeit és
a limfoid szoveteket (mandulakat), ahol megtorténik az elsédleges virusreplikacid (11.
abra). Az inkubaciés id6t nehéz pontosan meghatarozni, mivel klinikai formanként
valtozhat, altalaban 7-14 naposra teheté a jellemzd klinikai kép kialakulasa. A
prodromalis tiinetek 2-5 map kozott jelenhetnek meg. A fertézés az emésztérendszerben
terjed tovabb. A virusok rendkiviili savallo képességiiknek kdszonhetéen kénnyen bejutnak
a bélrendszerbe, ahol a nyalkahartyasejtekben és a limfoid szovetekben (Peyer-
plakkokban) tovabb szaporodnak. Az eldtiinetek alatt a virusok a garatvaladékkal is
triilnek. A széklettel valo irités a fertdzést kovetd 2. napon kezdddik el, és akar egy

honapig is eltarthat (Baranyai E. és mtsai., 1994).
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11. abra. Az enterovirusok korokozo képessége (http://pathmicro.med.sc.edu).
Roviditések: Polio = poliovirus, Echo = echovirus, Cox = coxsackievirusok, Cox4 =

coxsackie A virus, CoxB = coxsackie B virus.
Az elsédleges megtapadasi helyeken torténd virusszaporodasnak 4ltalaban

semmiféle klinikai jele nincs. A poliovirusok példajat nézve, ilyen tiinetmentes

(inapparens) formaban zajlik le a fertézések tobb mint 99%-a. A fert6zések 4-8%-aban a
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virus a nyirokutakon a véraramba jut. A virémia lazreakcioval jar (minor illness), amely
né¢hany nap mulva minden kovetkezmény nélkiil elmulhat (abortiv fertdzés). A
megbetegedések kis hanyadaban a nyirokszervekben torténd masodlagos szaporodas
mellett a virus a kozponti idegrendszerbe juthat (valdszinlileg a makrofagok
kozvetitésével). Ennek legtobbszor csak mérsékelt idegrendszeri kovetkezményei vannak:
meningealis tlinetek (non-paralyticus poliomyelitis). Az Osszes fert6zés 0,01-2%-aban
alakul ki a masodlagos virusszaporodas a kdzponti idegrendszer motoros neuronjaiban, €s
ezek elhelyezkedésétol és szamatol fiiggéen alakulnak ki a bénulasos poliomyelitis
kiilonboz6 klinikai formai (Grist és mtsai., 1978).

Az, hogy a masodlagos virémia soran az enterovirus fertdzés kovetkeztében melyik
szerv fert6zddik meg, fiigg a sejtek felszinén expresszaldodo virusspecifikus receptoroktol.
A poliovirusok receptora, a CDI155 a kozponti idegrendszerben talalhato meg. A
coxsackievirusok receptorait (CAR, ICAM-1, DAF) szamos sejtféleség, foleg a hamsejtek
¢és a limfoid sejtek hordozzak (Staunton és mtsai., 1989). Egyes echovirusok és a coxsackie
B virusok a sejtbe valo bejutashoz koreceptornak integrineket igényelnek (Xing és mtsai,
2004, Ylipaasto és mtsai 2004, Esfandiarei és mtsai, 2006). A kiilonbozé human

enterovirus okozta korképeket a 11. abra foglalja 6ssze.

Az enterovirus fertézések jarvanytana

Az enterovirus fertézések klinikai manifesztacidinak gyakorisagat tobb tényezd is
befolyasolja. Ezek részben a fertdzd virussal, részben a fert6zott szervezettel
kapcsolatosak. CsecsemOk csak akkor betegednek meg, ha az adott virustipussal
édesanyjuk nem talalkozott (el-Sageyer és mtsai,, 1998). A legtobb fertézés fél évnél
idésebb gyermekekben zajlik le. A gyerekek az egyik jelentOs terjesztéi az enterovirus
fertézéseknek, ezért pl. az agyhartyagyulladas jarvanyokban érintettségiik joval magasabb,
mint a felnéttekké. A fejlédd orszagokban a poliovirus fertézések incidenciaja 4-6 honapos
csecsemdknél viszonylag alacsony, mert az anyai ellenanyagok védettséget nyujtanak a
fert6zéssel szemben. Azonban a 6 honapnal id6sebbeknél a paralyticus betegségek
incidencidja jelentosen megugrik. Ennek egyik fo oka a szegényes higiéniai koriilmények
(Pallansch M., 2001).

A poliovirusok mellett a legtobb non-polio enterovirus okozta megbetegedés is
korfiiggs. Példaul a coxsackie A virusok ¢és echovirusok enyhébb tiineteket okoznak
csecsemdkben, mint felnSttekben. Masrészt viszont egyes enterovirusok sulyosabb

betegségeket okoznak ujsziilott korban. Ide tartoznak a myocarditis-szel jaro ,,viralis
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sepsis”, encephalitis, hepatitis, amelyeknek sokszor halalos kimenetele lehet (el-Sageyer és
mtsai., 1998). Az utébbi években az enterovirus 71 okozott sulyos idegrendszeri
szovédménnyel jaré kéz-1ab-szaj betegség jarvanyokat a délkelet-azsiai orszagokban,
magas halalozasi arannyal a gyermekek korében (Zhu és mtsai., 2007; Hosoya és mtsai.,
2006). A kutatasok azt mutatjak, hogy az encephalitis és asepticus meningitis altalaban az
5-14 ¢év koriili gyerekeket érinti. Ennek az a magyarazata, hogy a felndtt korosztalyok mar
immunizalodtak az adott foldrajzi teriileten cirkulalé virusokkal.

Fontos megjegyezni, hogy az enterovirus lirités ténye énmagaban még nem felelds
a betegség kialakuldsaért, mivel a fertdzések nagy része tiinetmentesen zajlik. Az
enterovirusokra nem érvényesek a Koch posztulatumok. A megbetegedések virus-
eredetének bizonyitasahoz sziikséges egy ,jarvanytani ismérv”’ meghatarozasa is. Tobb
hasonlo korképben kell ugyanazt a virust kimutatni, mikézben a koérokozot szamos
egészséges kontaktszemély is Uritheti. Az enterovirusok szérvanyosan vagy jarvanyos
formaban terjednek a populacidban, egyes szerotipusok mindkét formaban képviseltetik
magukat.

Egy adott enterovirus tipus okozta megbetegedés incidencia-, illetve prevalencia
adatainak a kozlésére altalaban a jarvany utan keriil sor. Ilyenkor torténik a betegek
nyomon kovetése, valamint az esetlegesen kocirkulald egyéb virusszerotipus(ok)
felderitése. Ezt tikkrozik a Magyarorszagon 1958-1991 kozott végzett poliovirus és non-
polio enterovirus surveillance adatai (Domok I., Molnar E., 1961a; Domok 1., 1984,
Hargitai R., 1994), amelyeket az Orszagos Kozegészségligyi Intézet (1998-t61 Orszagos
Epidemiologiai Kozpont) gyljtott. A vizsgalatok igazoltak a kiilonboz6 enterovirus
szerotipusok (echovirus 4, 6, 11, 30; coxsackie B3; enterovirus 71) szorvanyos és
jarvanyos el6fordulasi formait. A kozlemények szerint 1958-ban a CV-B3 virus okozott
nagy kiterjedésii jarvanyt Bornholm-betegség formajaban (Lukacs V, Romhanyi J. 1960;
Domok I, Molnar E., 1960a, 1960b), majd 1978-ban az EV71 okozott encephalitis-t
(Baranyai E, Kali G., 1980, Nagy ¢és mtsai, 1982), 1989-ben pedig az echovirus 11 ,prime”
torzse vérzéses majgyulladast okozott csecsemdkben (Kapiller és mtsai., 1998; el-Sageyer
és mtsai., 1998; Szendr6i és mtsai., 2000).

Az enterovirusok valtozatossagat jellemzi, hogy amig egyes szerotipusok foleg zart
kozosségekben okoznak jarvanyt, addig masok orszagos vagy nemzetkdzi szinten
cirkulalnak. Az echovirus 30 az egyik leggyakoribb szerotipus, amely napjainkban is t6bb

eurdpai orszagban jelen van (Brunel és mtsai., 2008; Roth és mtsai., 2007; Cabrerizo és
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mtsai., 2008). Mérsékelt égovon az enterovirusok cirkulaciojara a nyari-6szi szezonalitas
jellemzd, mig a tropusi orszagokban eléfordulasi gyakorisaguk egész évben allando.

Az enterovirusok molekularis vizsgalata korabban nem latott lehetdségeket nyujt a

2.5. Az enterovirus fert6zések laboratériumi diagnosztikaja

Mintagyiijtés és mintatdarolas

A mintakat tiinetes idészakban miel6bb, de legalabb a betegség kezdetétdl szamitott
2 héten beliill kell begytijteni. A vizsgalatra alkalmas mintak: széklet, perikardialis
folyadék, agy-gerincfolyadék, vezikularis folyadék, autopszia, biopszia minta, szérum,
torokmosod/garatvaladék, szemvaladék, stb. A laboratoriumba érkezés utan a mintakat
néhany o6raig +4°C-on, hosszabb ideig fagyasztva -20 vagy -70°C-on kell tarolni (Lennette
E., 1979).

Virusizoldlds és azonositds

A enterovirusok szamtalan eml6sb6l szarmazo sejtkultira-féleségben szaporithatok.
A leggyakrabban hasznalt sejtkultarak: primer majomvese, human embrionalis vese- és
bér-izom fibroblaszt, human amnion kulturak, valamint HeLa ¢és RD-sejtvonalak. A
sejttropizmus  meghatarozd tényezéje a megfeleld sejtreceptorok jelenléte. A
virusszaporodas  sejttenyészetben fénymikroszkoppal észlelheté alaki elvaltozast,
citopatogén hatast (CPE) okoz (sejtlekerckedés, sejtlizis, sejtlevalas a tenyészté edény
falarol).

A szelektiv sejttenyészetek (RD és L20B) lehetové tették a polio- és non-polio
enterovirusok kiilon-kiilon izolalasat (Pipkin és mtsai, 1993). A vizsgalati mintaval
beoltott sejttenyészeteket minimum 14 napig kell inkubdlni, ez id6 alatt két atoltas
(passzazs) végezhetd el. A sejttenyészeteket 37°C-on, 5% széndioxid-tartalom mellett kell
inkubalni. A vizsgalat eredményét a fénymikroszkopos megfigyelés soran tapasztalt CPE
jelenléte (pozitiv) vagy hianya (negativ) adja (WHO, 2004).

A virusszerotipus meghatarozasa a kereskedelemben kaphaté immunsavokkal
végezhetd. Az egyes coxsackie ,,A” csoportu virusok nem szaporodnak sejttenyészetben, a
kimutatasuk szopds egérbe valo oltassal lehetséges. A modszert az OEK Altalanos

virusdiagnosztikai osztalyan 2004-ig alkalmaztak.
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A sejttenyészetben valod virusizolalast jelenleg is ,arany standardnak” tekintik az
enterovirus diagnosztikaban. Hatranya, hogy anyag- és iddigényes modszer, rdadasul
szamtalan enterovirus szerotipus nem is szaporodik sejttenyészetben. Ennek lehetséges
okai a receptor-felismerés hianya, a virus-aggregatumok képzddése, antigén drift vagy
rekombinaciok a kapszid régioban (Oberste és mtsai., 1999a; 1999b). A virustipizalasra
hasznalt kereskedelmi immunsavok is csak néhany szerotipus azonositasat teszik lehet6ve,
ezért a molekularis modszerek egyre nagyobb hangstlyt kapnak a virusdiagnosztikai
laboratoriumokban.

Enterovirus kimutatas reverz-transzkripcios polimerdz-ldancreakcio (RT-PCR) modszerrel

A modszernek az enterovirus diagnosztika tekintetében harom alapvetd valtozata
ismert: univerzalis kimutatds, szerotipus-specifikus kimutatas és csoport-specifikus
kimutatas. Korlatozott szamban egyes virusokat szerotipus-specifikus, vagy szerotipuson
beliili valtozatok megkiilonboztetésére szolgald modszerekkel is lehet vizsgalni. A
virusdiagnosztikai laboratoriumok altaldban az univerzalis kimutatasi modszereket
kimutatasara tervezett oligonukleotidokkal miikddik (Rotbart HA.., 1991; Zoll és mtsai.,
1992; Sawyer és mtsai., 1994;). Ez a modszer kimutatja az Enterovirus genus majdnem
mindegyik tipusat. A modszerre jellemzé a magas szenzitivitas és specificitas, és néhany
ora alatt eredményt ad, aminek kiilonds jelentésége van a virusfertézések differencial-
diagnosztikajaban (Chonmaitree és mtsai., 1988). Az enterovirus tipizalds molekuldris
modszerrel a VP1 genetikai régiora kidolgozott PCR-rel valosithaté meg, mivel ez a régio
szoros korrelaciot mutat a virus szerotipusaval (Oberste és mtsai., 1999b; Santti és mtsai.,
1999a, 1999b).

Szerologiai diagnozis

A szerologiai kimutatasi modszereknek, mint pl. immunoassay, csak korlatozott
lehetdségei vannak az enterovirusok diagnosztikdjaban, mert a szamtalan szerotipus k6zos
antigénjei keresztreagalnak, a virusneutralizacids proba pedig tipus-specifikus. A
vizsgalatot egyidejiileg virussorozatokkal sziikséges elvégezni a korokozo azonositasa
céljabol, ami technikailag nem kivitelezhetd.

Amennyiben a beteg székletébdl, vagy egyéb mintaibol sikeriil izolalni a virust,
akkor annak koroki szerepe a beteg savoparjanak (a két vérminta kozotti mintavételi id6
min. 14 nap) a virusneutralizacids vizsgalataval bizonyithato. A négyszeres titeremelkedés

meger6siti az aktualis enterovirus fert6zés tényét.
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A szerologiai vizsgalatoknak foleg a retrospektiv tanulmanyokban van szerepiik,
amikor egy bizonyos enterovirus szerotipus ellen képzédott ellenanyagszintet kivannak
meghatarozni (pl. védboltas utani anti-poliovirus ellenanyag meghatarozas).

Harom alapveté enterovirus ellenanyag-meghataroz6 modszert hasznalnak:
komplementfixacio, haemagglutinacio-gatlas és virusneutralizacio sejttenyészetben. Ez

utobbi alkalmazasa legelterjedtebb a diagnosztikai laboratériumokban.

2.6. A poliomyelitis elleni megel6z6 védéoltasok

2.6.1. Inaktivalt és attenualt poliovirus vakcinak

Az 50-es évek masodik felében vezették be a vildag szamos orszagaban a
poliomyelitis elleni inaktivalt védéoltast. A formalinnal ellt oltéanyagot (IPV) harom
vad tipusu poliovirusbol - Mahoney (1-es tipus), MEF-1 (2-es tipus) és Saukett (3-as tipus)
- allitottak el6 (Sabin A., 1954). A késdbbiekben kidolgoztak a masodik generacios, emelt
hatékonysagu inaktivalt poliovakcinat (eIPV), amellyel akar az elsé oltas utan is 90%
feletti szerokonverziot lehetett elérni (Salk J., 1960). Salk és munkatarsai bebizonyitottak,
hogy az eIPV tartés immunitast biztosit még akkor is, ha évek multaval az ellenanyagok
kimutathatatlanna valnak, mert az immunologiai memoria megmarad. A poliovirussal valo
esetleges fertdzés okozta antigéningerre ugyanis gyors, szekunder tipusu ellenanyagvalasz
alakul ki, amely meggatolja a virusnak a kozponti idegrendszerbe valo bejutdsat a
véraramon keresztiil (Salk J., 1960, 1977).

Egyik hatranya az IPV-nek, hogy nem indukal szekretoros IgA ellenanyagokat
(12. abra), igy a magas ellenanyag-tartalom a garatban lezajlé virusszaporodast gatolja, de
a vékonybélben szaporodd virusokét mar nem (Schwartz és mtsai, 1989) Az IPV
adagolasa parenterilis, ami gyenge egészségligyi halozattal rendelkezé orszagokban
jelentds gatld tényez6. A legnagyobb hatrany azonban az elPV magas ara, ugyanis a
gyarban kell megtermelni azt az antigén mennyiséget, ami az OPV esetén az oltott egyén
szervezetében termelédik meg. Az elolt vakcina elonye, hogy mem okoz oltasi

poliomyelitis-t, viszont a kialakult jarvanyok lekiizdésére nem hasznalhato.
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Elolt (Salk) oltas K16 (Sabin) oltis
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12. abra. Az elolt (IPV) és az €16 (OPV) gyengitett vakcina altal indukalt immunvalasz
(Baranyai és mtsai., 1994).

Az dabra bemutatja az 1gA, IgM, 1gG tipusii ellenanyagok megjelenését a vérben az eldlt
védooltas (Salk) beaddsat kovetéen, valamint az élé véddoltis indukalta szekretoros

(nazalis IgA, duodenalis 1gA4) ellenanyag titereket.

Ezzel szemben az ¢l6 attenualt oralis poliovirus vakcina (OPV) a természetes
immunizald, inapparens fertézést utanozza. A szajon at torténd bevitel utan a
virusszaporodas a torokban és vékonybélben ugyantigy zajlik, mint a természetes fert6zés
esetében. A vakcinavirus eljut a regionalis nyirokcsomokig, de virémia rendkiviil ritkan és
els6 sorban a Sabin 2-es tipus esetén fordul el6. A virusszaporodas tartama és
nagysagrendje megfelel a természetes fertdzésnek ugyanugy, mint az indukalt
immunvélasz (12. dbra). A vérben megjelend ellenanyagvalasz mellett kialakul a lokalis
immunitas is (Domok 1., 1984). Elonyként és hatranyként egyarant felhozhato, hogy az
oltottak nagy mennyiségben iiritik a vakcinavirust. Ennek elénye, hogy a monovalens
oltdéanyag beadasat kovetden jarulékos immunizalédas jon létre, azaz az oltottak
kornyezetében €16 fogékony személyek is fertdzédnek és immunissa valhatnak. Hatranya,
hogy a szorodas kapcsan a virus véltozhat, neurovirulenssé valhat és bénulast okozhat.
Az oltottakban elsdsorban a Sabin 3-as tipus, a fogékony kdrnyezetben pedig a Sabin 2-es

tipus okoz megbetegedést. A Sabin 1-et tartjak a legstabilabbnak.
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2.6.2. Poliovirus 3 (Sabin) vakcinatorzsek attenuacidéjanak molekularis alapjai

Genom-0sszehasonlitast végeztek a Sabin 3 (P3/Leonl2aib) és a virulens
prekurzora (P3/Leon/37) kozott, amelyet poliomyelitis-ben meghalt betegbdl izolaltak
1937-ben (13. abra).
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13. abra. Genetikai kiilonbségek a vad poliovirus 3 (P3/Leon/37) és az attenualt vakcina
torzs (P3/Leon 12a,b) kozott (Westrop és mtsai., 1989).
Az dbran lathatoak az attenudlo mutdaciok pozicioi a genomban. Az elsé nukleotid a vad

tipusé, a mdsodik az attenudlt virusban kimutatott nukleotid. A szamok mind a mutdaciok,

A két genom szekvencia kozotti kiilonbségek szama meglehetésen alacsonynak
bizonyult, kilenc mutaciét mutattak ki (13. abra). Ezek koziil dsszesen két nukleotid
kiilonbségre van sziikség az attenualt fenotipus fenntartasahoz. Az egyik az 5’-NTR régio
472 nt poziciéjaban talalhato, a masik a 2034 nt poziciét érinti, ez utobbi aminosav
valtozast is okoz a VP3 kapszidfehérjében (szerin cserélédik ki fenilalaninra), amely az
attenualt allapot fenntartasaért felelds allatkisérleti modellben (14. abra).

Az 5’-NTR attenudlé muticiéja az IRES elem V. doménjét érinti. Az
attenudcioban részt vevé mutacio gyengiti a bazisparosodott RNS szerkezetet. Ennek oka,
az hogy a vad poliovirus 3 mutacidja soran a 472 nt poziciéban egy erés G-C bazispar G-
U bazisparra valtozik (Evans és mtsai., 1985; Racaniello és mtsai., 1986). Ez a folyamat

bizonyitja az RNS masodlagos szerkezet valodi élettani jelentdségét a virusszaporodasban.
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14. abra. A poliovirus 3 kapszid szerkezete (Minor PD.,1999).

Az abra bemutatia a termoszenzitiv, attenudlt fenotipus fenntartisaban, valamint a
szuppresszioban résztvevo aminosavak helyét. A kapszidfehérjék szinjelolései: VPI = kék,
VP2 = sdrga, VP3 = piros, VP4 = zold. Attenudlé mutdciok a VP3 régioban (91.

aminosav) = cidan. A szupresszioban résztvevé mutaciok fehér szinnel jelolték..

A Sabin 3 torzsek attenualé mutacioja a VP3-ban a viruskapszid protomér
alegységeinek illesztési feliiletén a szerinnek egy nagy molekulastlyt aminosavval, a
fenil-alaninnal torténé szubsztituciojat eredményezi. Ez utobbi meggatolja a kapszid
szoros Osszeépiilését, igy az instabilla valik és 37°C felett a virusreplikacio leall. Maga a
virusrészecske is hélabilissa valik (14. dbra). A kapszid régié néhany szuppresszor
mutacidja is képes fenntartani a vakcinatorzs termoszenzitiv fenotipusat. A VP3 régio 91.
aminosavanak visszamutalasa viszonylag ritka jelenség, de ha mégis bekovetkezik, akkor
a VP1 régio 54. aminosavanak a megvaltozasaval jar egyiitt. A VP1-ben bekovetkezett
mutacié onmagaban is hatassal van a vakcinavirus termoszenzitiv tulajdonsagainak az

elvesztésére (Minor PD., 1999).

2.6.3. Poliovirus elleni védéoltasok alkalmazasa Magyarorszagon napjainkig
1955-1959

Magyarorszagon 1955-ben, 1957-ben és 1959-ben harom nagy poliovirus jarvany
vonult végig, ezek egyiitt tobb mint 3500 beteg bénulasat és tobb szaz gyermek halalat

(Heine—-Medin kor) okoztak. Ekkor keriilt bevezetésre az inaktivalt poliovirus vakcina
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(IPV). Ezzel a vakcinaval azonban csak mérsékelt eredmények sziilettek, és nem volt ritka,
hogy az elolt vakcina kiterjedt hasznalata ellenére ujabb jarvanyok léptek fel, ezért
Magyarorszag az ¢16 vakcina bevezetése mellett dontétt (Domok 1., 1961b).

1960-1991

Az els6 gyengitett Sabin-vakcina alkalmazasaval (oralis poliovakcina, OPV) 1960-
ban sikeriilt megakadalyozni a poliomyelitis jarvanyos terjedését. Az oltasokat a Sabin altal
javasolt séma szerint végezték: a monovalens OPV-t (mOPV), 1-3-2 tipussorrendben, 5-6
hetes id@intervallummal adtdk kampdnyszeriien 2-38 honapos gyerekeknek. A
véddoltasnak koszonhetden a betegszam altalaban gyorsan csokkent. Magyarorszagon az
utolso vad virus okozta megbetegedés 1969-ben, az utols6é behurcolt betegség 1972-ben
fordult el (D6mok 1.,, 1999).

A virologiai és epidemiologiai vizsgalatok eredményei igazoltak, hogy a gyengitett
vakcinavirus is képes bénulast okozni. Az oltasi poliomyelitis-t Magyarorszagon el6szor
Dr. Domok Istvan irta le (Domok 1., 1984).

1992-2006

A monovalens oralis poliovakcinaval végzett kampanyoltasokat 1992-ben
felvaltotta a gyermekek folyamatos, kombinalt oltéanyaggal végzett immunizalasa. Az
fogékony gyerekeket 3 honapos kortol oltottak egy adag eIPV-vel, majd 6t adag trivalens
vakcinaval (tOPV) 6 éves korig.

Az elPV minimalis ellenanyagvalaszt eredményezett mindhdrom poliovirus
szerotipus ellen annak ellenére, hogy a csecsemOk tobbségének még voltak anyai
ellenanyagai (Herremans és mtsai., 2000). Sok gyerekben szerologiai modszerekkel ezt a
valaszt nem is lehetett kimutatni, azonban az igy kialakult aktiv védettség 1992 éta
megakadalyozta az oltasi poliomyelitis kialakulasat. Az eIPV és tOPV egyiittes
alkalmazasa a minimalisra csokkentette az oltas utani virusok szorddasat, ami a korabbi
oltasi rendszerben gyakran eléfordult (Maldonado és mtsai, 1997). A viruscirkulacio
visszaszoritasaban természetesen szerepet jatszott a lakossag igen magas védettsége is.

Magyarorszagon a védéoltasi rend hatékonysagat 2000-ben ellendrizték. Tobb mint
8000, kiilonb6z6 korcsoportbdl szarmazd savominta szeroepidemiologiai vizsgalatat
végezték el. Az eredmények azt mutattak, hogy a lakossag védettségi szintje mindharom
szerotipussal szemben meghaladja a 98%-ot (Berencsi és mtsai., 2005).

2006-
A poliomyelitis elleni vakcinacio ledllitasanak lehetséges modja, amennyiben a

vakcina eredetli torzsek tartosan cirkulalnak, bizonyos ideig tartdo eIPV alkalmazasa
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(Martin és mtsai., 2003). Mivel az eurdpai régi6 mar 6 éve mentes a honi eredetli vad
poliovirustdl, és a magyarorszagi lakossag immunallapota is kielégitd, a jarvanyos
gyermekbénulas elleni immunizalast az oralis ¢16 poliovirus vakcina helyett inaktivalt
poliovirus tartalmi vakcinaval végzik a 2005. november 1. utan sziiletetteknél.
Magyarorszagon 2006. aprilis 1-t6l az oralis poliovirus tartalmii vakcina hasznalata

megszint.

2.7. A vakcina eredetii poliovirusok csoportjai

A poliovirus izolatumok kovetkezd kategoriait kiilonboztetik meg: 1). OPV-szerii
(oral poliovirus-like vagy Sabin-like) izolatumok, azok amelyek <1%-ban térnek el a VP1
kodolo régioban a sziildi Sabin-torzsektdl; 2). VDPV (vaccine derived poliovirus),
amelyek a sziil6i Sabin-torzsektol 1-15%-ban térnek el a VPI régioban (=10 nukleotid
szubsztitucio); 3). vad poliovirusok, amelyek a VP1 régidban >15%-ban térnek el a
Sabin-torzsektol.

A VDPV virusok harom tipusa ismert: (a) iVDPV (immunodeficient VDPV),
immundeficiens egyénb6l szarmazo izolatumok, amelyek vakcinabeadastol szamitva
hosszu ideig iiriilnek az immunszuppresszalt egyénekbdl; (b) cVDPYV (circulating VDPV),
azok az izolatumok, amelyek tartdsan részt vesznek az emberr6l emberre vald terjedésben;
(c) aVDPV (ambiguous VDPV), kétes eredetli kornyezeti vagy klinikai mintdkbol
szarmazé izolatumok, ahol az immundeficiens vagy jarvannyal 6sszefiiggd etiologiat nem
sikertilt tisztazni (Kew és mtsai.,, 2004; Agol V1., 2006).

Az OPV-szerii és a VDPV izolatumok kozotti, 1%-ot meghaladé eltérés a VP1
régioban arra utal, hogy a vakcinavirus replikacioja mar egy éve vagy esetleg hosszabb
ideig tart, szemben a szabalyos poliovirus iiritéssel, ami altalaban 4-8 hét. A definicié csak
VDPV izolatumok hosszantarto6 iiritésére utal, a virusok biologiai tulajdonsagaira nem tér
ki. Ez azt jelenti, hogy az 1%-nal kevesebb eltéréssel rendelkezé vakcinavirusok is képesek
bénulast okozni vagy cirkulalni az alulimmunizalt populacidban. Az esetek tobbségében a
Sabin-torzsek kritikus attenuald mutacioi revertdlnak még mielott a nukleotid
szubsztituciok szama a VP1 régioban elérné az 1%-ot.

Az iVDPV izolatumok hosszantartd {iiritése a gazdaszervezet immundeficiens
allapotaval fugg Ossze, pl. variabilis immundefektus (CVID), hypogammaglobulinémia,
agammaglobulinémia, HIV okozta immundeficiens allapot, stb. Egyes CVID betegeknél a

vakcinavirus ritése rovid idon beliil magatol megsziinik, egyesek pedig tobb mint 15 évig
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uritik azt (Kew és mtsai., 1984). A hosszantarto virusiirit6k koziil egyesek tiinetmentesen
vészelik 4t a virushordozast, mig masok megbénulnak. Ez iddig a CVID betegekbdl
kimutatott iVDPV leggyakrabban a poliovirus 1 tipusba tartozott (Kew és mtsai., 2004;
Khetsuriani és mtsai., 2003; Shahmahmoodi és mtsai., 2008).

A c¢VDPV izolatumok vilagszerte okoznak jarvanyokat —alulimmunizalt
kozosségekben. Az elsd jarvanyt 2000-2001 kozott mutattak ki Hispaniola szigetén 31
igazolt poliomyelitis megbetegedéssel (Kew és mtsai., 2005). Ezt kdvetden a vilag egyéb
részeirél évente jelentettek ujabb jarvanyokat (Cherkasova és mtsai., 2002; Kojouharova és
mtsai., 2003; Rousset és mtsai., 2003; Yang ¢és mtsai., 2003; Shimizu és mtsai., 2004; Kew
és mtsai., 2005).

Az aVDPV izolatumok zomét eddig kornyezeti mintakbol mutattak ki A
kornyezetbol, tulnyomorészt szennyvizb6él —kimutatott izolatumok az iVDPV
izolatumokhoz hasonlitanak, foleg ha olyan orszagban keriilnek izolalasra, ahol magas a
populacié atoltottsagi aranya (Pertinacova és mitsai., 2004; Pavlov és mtsai., 2005;
Blomgqvist S., 2004).

A neurovirulens vakcina eredetii torzsek szelekcidjaban jelentOs szerepet jatszanak
a természetben megfigyelt rekombinacios folyamatok a non-polio enterovirusokkal, pl. a
coxsackie A csoportiiakkal. Ezen kiviil a vakcina eredetli torzsek rekombinalodnak
(intertipusosan és intratipusosan) a vad poliovirusokkal is, 50%-ban rekombinans genomot
képezve (Arita és mtsai., 2005; Rakoto-Andrianarivelo és mtsai., 2008; Riquet és mtsai.,
2008; Guillot és mtsai., 2000; Santti €s mtsai., 1999a).

2.8. Oltasi poliomyelitis (VAPP)

Az oltasi poliomyelitis (VAPP = vaccine-associated paralytic poliomyelitis) egy
ritka és komoly szovédmény, amely az OPV beadasat kovetSen alakul ki. Az elsé VAPP
megbetegedéseket az 50-es években mutattak ki, kozvetleniil a vakcina forgalomba
hozatala utan (Terry L., 1962). A VAPP elofordulhat egészséges oltottakban vagy a
fogékony kornyezetben. A VAPP rataja alacsony, és a legtobb orszagban koriilbeliil
egyforma. Az Egyesiilt Allamokban a VAPP kockazata a fogékony populacioban az elsé
oltast kovetéen 1 megbetegedés volt 750.000 immunizalt gyerekre nézve (Prevots €s
mtsai., 1994).

A VAPP betegek jellemzésére nincs egységes meghatarozas (Kew és mtsai., 2004).
Altalanosan elfogadott, hogy a VAPP az oltas utani 4-40 nap kozott jelentkezd acut flaccid
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paralysis, amely 60 napnal tovabb is eltarthat. A VAPP betegek két csoportja: a)
recipiens, ha a betegség kezdete el6tt 4-40 nappal kapta az OPV-t; b) kontakt, ha
betegség kezdete eldtt kapesolata volt oltottal, akit 4-75 nappal megel6zéen oltottak be
(Georgescu ¢és mtsai., 1994). A VAPP-ot az OPV recipiensekben ¢és kontaktokban
leggyakrabban a Sabin 3 (71%), utana a Sabin 2 (26%) okozza. A Sabin 1 ritkan és foleg
immundeficiens egyénekben okoz VAPP-ot (Kew és mtsai., 2004).

Magyarorszagon 1961 és 1990 kozott a monovalens kampanyoltasok idészakaban
a 66 bejelentett poliomyelitis megbetegedésbdl 56 oltasi poliomyelitis-nek bizonyult,
ebbdl 44 a 3-as tipusu vakcinatorzzsel volt kapcsolatos. Klinikai vizsgalatok alapjan nem
lehetett megkiilonboztetni a vad virus okozta poliomyelitis-t az oltasi eredet(it6l, kizarolag
a részletes epidemiologiai adatok, a virusizolalasi és szeroldgiai eredmények donthettek a
klinikai képpel egyiitt (Démok 1., 1999). Az 1961-67 iddszakban végzett becslések azt
mutattak, hogy a VAPP esetek szama: 0,77 (polio 1 utan), 0,51 (polio 2 utan) és 2,82
(polio 3 utan) 1 millié vakcinalt gyermekre szamitva (Domok 1., 1971).

A VAPP oka egyeldre ismeretlen, feltételezik, hogy a vakcinavirus reverzioja
okozza. Az OPV beadasa utan az ¢él6 gyengitett vakcinavirusok a gyomor-bélrendszerben
szaporodnak. Az oltottak a székletiikkel tritik a tobbszori genetikai valtozason atesett
virusokat, amelyek potencialis veszélyt jelentenek a recipiens és a fogékony kontaktok
szamara is. A harom vakcina szerotipus koziil a Sabin 3 okozza a legtobb VAPP-ot
(Wright ¢és mtsai., 1991). Toébb elmélet létezik a Sabin 3 torzs megvaltozasaval
kapcsolatosan, amely lehet mutacié, konformaciés valtozas, rekombinacio,
gazdaszervezet okozta tényezé vagy viruskompeticié kovetkezménye. Az elméletek
bizonyos szinten atfedésben vannak egymassal, de igazabol egyikik sem tudja
megmagyarazni valojaban, hogyan okoz a gyengitett poliovirus vakcina oltasi
poliomyelitis-t.

A Sabin 3 mutdcios elmélet

A harom OPV virustorzset a vad poliovirusok sorozatos passzalasaval kiilonb6zo
sejtvonalakon nyerik ki. A passzalas soran a virus elvesziti a virulenciajat. Az OPV
beadasa utan a létrejott mutaciok revertalnak az oltottakban (Almond és mtsai., 1984;
Evans és mtsai., 1985; Minor és mtsai., 1986; Tatem és mtsai., 1991; Chumakov és mtsai.,.
1992; 1994; Chumakov KM.,1996; Lu és mtsai., 1996; Rezapkin és mtsai., 1995; 1998;
Kauder és mtsai., 2004). Feltételezik, hogy ennek a mechanizmusnak van a legnagyobb

szerepe a VAPP kialakulasaban. Az elmélet egyelére csak kevés informaciot szolgaltat a
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mutaciok pontos hatasmechanizmusarél a VAPP patogenezisében (Minor PD., 1992;
1993b; Minor és mtsai., 1993a).

Konformacios valtozas elmélet

Az elmélet azokkal a mutaciokkal foglalkozik, amelyek konformacids valtozasokat
idéznek el6 a belsé riboszomakotd hely szekvenciajaban (IRES). Az IRES jelzi a
riboszéma szamara a transzlacié kezdetét. Az IRES-t érint6 mutaciok a virusreplikacio
megvaltozasat és a neurovirulencia fokozodasat eredményezik (Skinner és mtsai., 1989;
Gromeier ¢s mtsai., 1996).

Rekombindns elmélet

Az elmélet a harom Sabin tipus és mas virusok kozotti rekombinaciot helyezi
elotérbe (Friedrich és mtsai., 1996; Georgescu és mtsai.,, 1994; 1995; Furione ¢és mtsai.,
1993; Chumakov és mtsai., 1994; Li és mtsai,, 1996). A virusreplikacié soran egyes
szekvenciarészek kicserélédnek idegen genetikai informacioval, ami altalaban az ugyanott
szaporodd mas virusoktol szarmazik (Adu és mtsai.,, 2007; Rakoto-Andrianarivelo és
mtsai., 2008). Végtelen szamtl rekombinacio lehetséges (Egger és mtsai., 2000; Oprisan és
mtsai.,, 2002; Liu és mtsai,, 2000; Rousset és mtsai.,, 2003; Arita és mtsai., 2005;
Cherkasova és mtsai., 2005; Paximadi és mtsai., 2006; Rakoto-Andrianarivelo és mtsai.,
2007; Iakovenko és mtsai., 2008; Dedepsidis és mtsai., 2008). Az elmélet foleg azokat a
rekombinaciokat részesiti eldnyben, amelyek az attenualt fenotipus elvesztését okozzak
(Avellon és mtsai., 2008; Martin és mtsai., 2002).

Gazdaszervezet-fiiggd ” elmélet

Az elmélet a gazdaszervezet szerepét hangsulyozza, nem pedig a virusét. Az
immundeficiencia a gazdaszervezet egy olyan allapota, amely noveli a VAPP kockazatat
(Parvaneh ¢és mtsai,, 2007). Feltételezik, hogy immundeficiencian kiviil mas
gazdaszervezeti tényezOk is kozrejatszanak a VAPP kialakulasaban, de egyelére ezeket
még nem sikeriilt azonositani.

Viruskompeticio

Maldonado és mtsai. (1997) kimutattak, hogy a Sabin 1-es és 2-es tipusok jol ndnek
egylitt, viszont a Sabin 2-es ¢és 3-as tipus mar nem. Ebbol kovetkezik, hogy a Sabin 2-es
szelekciés nyomast gyakorol a Sabin 3-as novekedésére. A szelekciés nyomas hatasara
mutaciok keletkeznek az IRES régioban, valamint rekombindcidk sorozata is végbemegy.
Az a gazdaszervezet, ahol a mukozalis immunitds ardanya magasabb a humoralissal

szemben, telitddni fog a neurovirulens mutans vagy rekombinans virusokkal, melyek
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bekeriilve a véraramba megfelelé védettség hianyaban megtamadjak a kozponti
idegrendszert.

A VAPP megbetegedéseket évente 250 és 500 kozottire becsiilik vilagszerte, és a
leggyakrabban a vad poliovirustol mentes orszagokban mutatjak ki. A VAPP kozvetlen
kovetkezménye a Sabin OPV torzsek genetikai instabilitasanak, ezért a leghatékonyabb
modszer ennek kivédésére az OPV alkalmazasanak a leéllitasa lenne (Kew ¢és mtsai.,

2004).
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3. CELKITUZESEK

1. Bénuldast okozo poliovirus 3 izolatumok molekuldris genetikai vizsgalata:

1.1. Magyarorszagon a 60-as ¢években archivalt poliovirus 3  virusizolatumok
epidemiologiai és virologiai adatainak a felkutatasa;

1.2. Annak megallapitasa, hogy a bénult gyermekekbdl 1960 és 1967 kozott izolalt
poliovirus 3-as torzsek vad tipustiak vagy vakcina eredetiick-e;

1.3. Amennyiben a vakcinatorzs okozta a bénulast, annak melyik valtozata, a Sabin-
szerli virus vagy vakcina eredetii poliovirus (VDPV)?

1.4. Amennyiben az oltéanyag torzs okozta a bénulast, milyen molekularis

mechanizmusok jatszhattak kozre a neurovirulencia visszanyerésében?

2. Non-polio enterovirusok molekuldris jellemzése és epidemiolégidaja Magyarorszdagon:

2.1. A molekularis tipizalas modszerének adaptalasa az enterovirusok rutin
laboratoriumi diagnosztikajaban;

2.2. A Magyarorszagon 2000-2008 kozott az 5’-NTR nested RT-PCR-rel kimutatott
enterovirusok molekuldris tipizalasa;

2.3. Az eléforduld szerotipusok molekuldris epidemioldgiai vizsgalata;

2.4. A virusgenom szerkezeti valtozasai és a korokozo képesség kozotti Gsszefiiggés
felkutatasa;

2.5. Az egyedi szerotipusok Osszehasonlitisa a multbeli jarvanyokat okozo

magyarorszagi izolatumokkal filogenetikai elemzés segitségével.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Vizsgalati anyagok

4.1.1. Poliovirus vizsgalati anyagok
Osszesen 18 poliovirus 3-as tipust vizsgaltunk, amelyek 1960-1967 kozott keriiltek
izolalasra. Az archiv iratokban kutatva sikeriilt azonositanunk a 18 izolatum eredetét,
amelyek 15 poliomyelitis-ben szenved6 gyerekt6l szarmaztak. A gyerekek kora 5 honap és
4,5 év kozott volt (median 1,5). A poliovirus 3 izolatumok foldrajzi eloszlasat a 15. dbran

tiintettik fel.

BORSOD-

ABAUJ-

ZEMPLEN

15. abra. A poliovirus 3 okozta gyermekbénulas megbetegedések foldrajzi eloszlasa.

A molekularis vizsgalatokkal parhuzamosan végeztiik a hianyz6 epidemiologiai és
virologiai adatok felkutatasat az archivalt virologiai kartonok alapjan, valamint a 60-as
évekbdl szarmazo tudomanyos kozleményekben. A poliovirus izolatumokat az OEK BSL-

4 szintli laboratoriumaban taroltuk -70°C-on.

4.1.2. Non-polio enterovirus vizsgélati anyagok
Az OEK Altalanos virusdiagnosztikai osztilyara rutindiagnosztikai vizsgalat
céljabol beérkezett mintak koziil (széklet, torokmosd, agy-gerincfolyadék, holyagbennék)
azokat valasztottuk ki, amelyek el6zéleg pozitivnak bizonyultak enterovirus 5’-NTR

nested RT-PCR modszerrel.
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Osszesen 93 eredeti mintat vizsgaltunk 79 betegtdl, amelyek 2000-2008 kozott
keriiltek bekiildésre (16. dbra). A mintak 6-33 éves (medidn 8,25) betegektdl szarmaztak,
akiknek asepticus meningitis, encephalitis, kéz-lab-szaj betegség, herpangina, néhany
esetben pedig atipusos tiinetei (laz, fejfajas, stb.) voltak. Az enterovirus 5’-NTR nested
RT-PCR pozitiv mintak taroldsi hdmérséklete -20°C volt.

30+

25 Bl PCR+ minta
O PCR+ beteg

20+

157

10+

2000 2001 2002 7_003 2004 2005 2005 2007 2008

16. abra. A retrospektiv vizsgalatban résztvevé mintak/betegek szama (2000-2008).

4.2. Modszerek

4.2.1. Vizsgalati mintak feldolgozasa

A sterilnek tekintendé vizsgalati mintakat (agy-gerincfolyadék, holyagbennék)
elokészités nélkiil hasznaltuk a vizsgalatainkhoz. A beérkezett nem steril, folyékony
halmazallapoti mintakat (garatmos6 folyadék, torokmosé folyadék) a mikrobiologiai
szennyezettség csokkentése érdekében a kdvetkezé modon készitettiik elé: 2 ml mintahoz
1 ml antibiotikum tartalmu (streptomycin 50 pl/ml, penicillin 100 U/ml) tapfolyadékot
(Parker-199, OEK) ¢és 0,5 ml kloroformot (Reanal, Budapest) adtunk. A homogenizatum
egy részét Eppendorf-csovekbe pipettaztuk, majd 10 percig +4°C-on centrifugaltuk
(13.000xg). A széklet mintdkat a WHO ajanlasa szerint dolgoztuk fel (WHO, 2004).
Kloroform rezisztens centrifugacsoben homogenizaltunk 1-3 g székletmintat, 4,5 ml
antibiotikumos tapfolyadék és 0,5 ml kloroform (Reanal, Budapest) hozzaadasaval. Az
enterovirusok jellegzetessége, hogy rezisztensek a kloroformos kezelésre, szemben az
egyéb enteralis korokozokkal. A homogenizatumot 20 percig centrifugaltuk (4075xg),
+4°C-on. A feliiliszo egy részét Eppendorf-csdovekbe pipettaztuk, majd 10 percig
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centrifugaltuk (13.000xg) +4°C-on. A mintak feliiliszojat -20°C-on taroltuk a késobbi

felhasznalasig.

4.2.2. Virusizolalas

Az archivalt poliovirus izolatumokat a molekularis vizsgalatok megkezdése el6tt
RD (human rhabdomyosarcoma, ATCC136) folyamatos sejtvonalra oltottuk az infektiv
virionok kimutatasa, valamint a fert6z6 viruspartikulumok novelése céljabol. A
virusizolalast 24-lyukt lemezben (Corning GmbH, Germany) végeztiik. Az egynapos
monolayer sejtkultarardl ledntéttiik a tapfolyadékot [D-MEM, 10% FBS (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)], és ramértiink a 100 pl virusizolatumot. A lemezeket 30 percig
termosztatban inkubaltuk 37+0,5°C-on, 5%-CO, tartalom mellet. Az inkubacios id6
elteltével a lemezekre 0,5 ml tapfolyadékot mértiink [D-MEM, 10% FBS (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)], majd ujra visszahelyeztiik 6ket a termosztatba. A virusszaporodas
indikatora a citopatogén hatas (CPE) megjelenése volt, amit fénymikroszkoppal olvastunk
le. Ot nap elteltével a sejtek feliiliszojaval L20B (NIBSC 910705) sejteket fertéztiink.
Majd tjabb 6t nap elteltével a virusszuszpenzidt fagyasztd ampullakba gytjtottiik és -20°C-

on taroltuk.

4.2.3. A nukleinsav-kivonas méodszerei
A nukleinsav-izolalas el6tt a szobahémérsékleten felengedett virusizolatumokat

centrifugaltuk 6800xg-vel 3 percig. A nukleinsav-kivonast a vizsgalati mintakkal
egyidejiileg a késébbi PCR reakcidkra jellemzé pozitiv és negativ  kontrollok

hozzéaadasaval végeztiik.

Fenol-kloroformos modszer

A nukleinsav-kivonashoz 1,5 ml-es Eppendorf-csdvekbe 395 ul sejtlizalo oldatot
(50 mM TRIS, 0,5 SDS, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl, pH 7,5) mértiink. A csdvekbe 160
pl mintat pipettaztunk, majd minden mintdhoz 4 pl (2 mg/ml) proteinaz K (Sigma-Aldrich,
St.  Louis, MO, USA) oldatot mértiink. A reakcidelegyet kémcsékeverdvel
homogenizaltuk, €s legalabb 1 oran at vizfiirddben 37+1°C-on inkubaltuk. Ezutan minden
mintahoz hozzaadtunk 395 pl fenolt [0,1 M citrat puffer, pH 4,3 + 0,2 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)] és 160 pl kloroformot (Reanal, Budapest), majd 10 masodpercig kevertiik. A
szervetlen és szerves fazisok szétvalasztasat hiithetd (+4°C) centrifugaban 15 percig
13.000xg-n végeztik. A feliliszot pipettaval leszivtuk Gjabb 1,5 ml-es Eppendorf-
csovekbe ugy, hogy legalabb 480 pl legyen, és a szétvalt fazisok kozott talalhato
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kicsapodott fehérjeréteg ne keriiljon bele. Minden cs6hoz 480 pl izopropanolt adtunk,
homogenizaltuk (kémcsdkeverd), majd -20°C-on egy éjszakan at inkubaltuk, hogy az RNS-
kicsapodas teljesen végbemenjen.

A csapadékot hiithet6 centrifugaban +4°C-on 15 percen at 13.000xg tilepitettik. A
feliiliszot ovatosan leontottiik és 400 ul 70%-os etanol (Reanal, Budapest) hozzaadasaval
mostuk. A csapadékot az elézbleg leirt paramétereken Gjra centrifugaltuk. A feliluszo
ledntése utan a mintakat egy oran at szobahdmérsékleten szaritottuk, majd a csapadékot 8
pl DNaz/RNaz-mentes desztillalt vizben (GIBCO, Grand Island, NY, USA) oldottuk. A
nukleinsav oldatot azonnal hasznaltuk a reverz transzkripciohoz, a fel nem hasznalt

mennyiséget izopropanolban -70°C-on taroltuk.

Szilikamembran alapu modszer

Az RNS-kivonashoz QIAamp® Viral RNA Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)

reagenskészlettel dolgoztunk a gyartd utasitasai szerint. Egy 1,5 ml-es Eppendorf-csdbe
140 pl mintat mértiink, majd hozzaadtunk 560 pl ,,hordoz6” RNS tartalmu lizis puffert (a
,hordozd” vagy carrier RNS megvédi a nukleinsavat a lebomlastol, és segiti annak
megkotddését a szilikamembranon). Vortex segitségével az oldatot megkevertiik, és 10
percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Feltdras utan 560 pl abszolut etanolt (Reanal,
Budapest) adtunk az elegyhez, majd az alkoholos kicsapast kovetéen a mintat szilikagél
oszlopra adszorbealtuk gy, hogy a kapott oldat felét centrifugalhatd, sziirével ellatott
oszlopra mértiik, és 6000xg-vel egy percig centrifugaltuk. A szirletet eltavolitottuk, a
maradék reakcioelegyet ujbol a sziirére mértiik, majd ismét centrifugaltuk. Ezutan
kiilonbozé etanol tartalmi mosdoldatokkal eltavolitottuk a szennyezd elemeket, és a
kotédott RNS-t 60 ul eluald pufferrel leoldottuk az adszorbensrél. Az RNS mintakat
felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

4.2.4. Az enterovirus 5’-NTR nested RT-PCR ¢és kimutatas

Reverz transzkripcio

Az RNS virusok vizsgalatakor a mintakbol nyert nukleinsavbol elészor reverz
transzkriptaz enzim segitségével komplementer DNS szalat készitettiink (cDNS).
Primerként az atirandd szakasz kezdépontjanak a kijelolésére Random Hexamert
hasznaltunk. A reverz transzkripcio két 1épésbél tevodott dssze. Elsd 1épésben a reverz

transzkriptaz enzim 42°C-on 15 percen keresztiil szintetizalta a cDNS-t. Masodik 1épésben
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tortént a DNS szalak denaturacidja és az enzim inaktivalasa 99°C-on 5 percig. Az
inkubalas 1épéseit Master Cycler PCR (Eppendorf, Germany) késziilékben végeztiik.

A reakcidelegyet a kovetkezOképpen allitottuk ssze: 2 pl 10x PCR puffer (100
mM Tris-HC, pH 8,3, 500 mM KClI), 1 pl RNaz/DNaz-mentes viz, 8 pl ANTP keverék (10
mM), 4 pl MgCl, (25 mM), 1 pul Random Hexamer (25 pM/ul), 1 pul RNaz Inhibitor (20
U/ul), 1 pl murine leukémia virus reverz transzkriptaz enzim MuLV-RT (50 U/ul), 2 pl
izolalt RNS oldat. A reverz transzkripcios elegy Ossztérfogata 20 pl/minta volt. A

reakciokat az Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) reagenseivel végeztiik.

PCR reakcio

A reverz transzkripciot kovetéen az enterovirusok konzervativ 5’ nem-leolvasott
régiojanak (5’-NTR) egy-egy szakaszat amplifikaltuk pan-enterovirus primerek
segitségével (polio és non-polio enterovirusok kimutatdsat teszik lehetévé) az irodalomban
kozoltek alapjan (Chapman és mtsai., 1997; el-Sageyer és mtsai., 1998; Diedrich és mtsai.,
1995; Zoll és mtsai., 1992). A primereket az Integrated DNA Technologies Inc., USA
szintetizalta, kapcsolodasi helyeit a 17. abra szemlélteti.
Az I. PCR primerei:
Sense: 170 5-AAGCACTTCTGTTTCC-3” (*pozicio:164-184 nt)
Antisense: ,,3”: 5’-CATTCAGGGGCCGAGGA-3 (*pozici6 584-599 nt)
Termék mérete: 440 bp
A Il. PCR primerei.:
Sense:  El: 5’-CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG-3’ (*pozicio 165-602 nt)
Antisense: E2: 5>~ ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’ (*pozicio 470-490 nt)
Termék mérete: 317 bp

5-NTR
! VP kédolé
T T [ [ [ [ T régié
100 200 300 400 500 600 700
”1 ” ”3”
—> E2 <«
E1l <«
—>

17. abra. A pan-enterovirus primerek kapcsolddasi helyei a virusgenom 5’-NTR

régiojaban . ¥4 poziciomegadas referencidja, poliovirus Sabin 3-as tipus (AY184221).
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L, II. PCR reakcio dsszetevoi:
14ul PCR viz (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 0,5-0,5 pl sense és antisense
primer (50 pM), 25 pl REDTaq ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 2-2 pl

cDNS/I. PCR termék. A reakciok végtérfogata 42 pl volt. A reakcidk koriilményeit a 2.

tablazat tartalmazza.

kezdeti denaturaci6 | denaturiacié | anellicio extenzio végso extenzid
2 perc 94°C 1 perc 95°C 1 perc 40°C 1 perc 72°C 7 perc 72°C
1x (ciklus) 30x (ciklus) 1x (ciklus)

2.tablazat. 5’-NTR pan-enterovirus I., II. PCR reakci6 id6/h6 profilja/ciklusszam

PCR termékek kimutatasa

A keletkezett PCR terméket 2%-os agar6z gélben (Invitrogen, CA, USA), 0,5
pg/ml etidium-bromid festék (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hozzdadasaval futtattuk. Az
elektroforézist 150 V-on 30-40 percig végeztiik, 10x TBE (50 mM bazikus Tris, 41.5 mM
borsav, 0.5 mM Na,EDTA) futtatd pufferben. A termék méretét 100 bp-os felbontast
DNA Ladder (Promega, Madison, WI, USA) marker jelenlétében ellendriztik. Az
elektroforézis befejeztével a keletkezett PCR terméket transzilluminatorban 302 nm-es
ultraibolya fény (UV) megvilagitasban tettiik lathatova. Az adatokat digitalis

fényképezogéppel rogzitettiik, és szamitogépes informacid formajaban taroltuk.

vakcinavirust6l) a Poliovirus Diagnosztikus Kit (CDC, GA, USA) segitségével végeztik.
A kit tartalmazta a cDNS szintézishez és a PCR reakcidhoz sziikséges kiilonbozo
specificitasu oligonukleotid primereket (3. tablazat).

A reakciohoz sziikséges pozitiv kontrollokat a kit tartalmazta, negativ kontrollként
fertézetlen sejtek (RD; ATCCI136) feliiliszojat hasznaltuk. A  virusizolatumokat
felhasznalasig jégkasan hiitottilk. A reagenskészlet (kit) Gtmutatojat kovetve elkészitettiik a
primerek higitasat a kijelolt pufferoldatban, majd a mintat bidesztillalt vizben 4x-esére
higitottuk. Az 1-1 pl mintat és a kontrollokat kiilon csévekbe osztottunk szét. A mintakat 5

percig 95°C-on inkubaltuk, majd jégkasan htitottik.
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Primer specificitas Primer szekvencia Termék
mérete

Pan-Enterovirus 5'-ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCC-3' 114 bp

(PanEV) 5'-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC-3'

Pan-Poliovirus* S-TTIAIIGCRTGICCRTTRTT-3' 79 bp

(PanPV) S-CITAITCIMGITTYGAYATG-3'

PV-Szerotipus 1* 5'-ATCATICTYTCIARCATYTG-3' 70 bp
5'-TGCGIGAYACIACICAYAT-3'

PV-Szerotipus 2* 5'-AYICCYTCIACIRCICCYTC-3' 79 bp
5'-TGCGIGAYACIACICAYAT-3'

PV-Szerotipus 3* 5'-CCIAIYTGITCRTTIGYRTC-3' 140 bp
5'-AAYCCITCIRTITTYTAYAC-3'

Sabin 1 5'-TCCACTGGCTTCAGTGTT-3' 97 bp
5'-AGGTCAGATGCTTGAAAGC-3'

Sabin 2 5'-CGGCTTTGTGTCAGGC-3' 71 bp
5'-CCGTTGAAGGGATTACTAAA-3'

Sabin 3 5'-AGTATCAGGTAAGCTATCC-3' 53 bp
5'-AGGGCGCCCTAACTTTG-3'

*Degeneralt primerek: M= A és C; R=A és G; Y =C és T; I = Inozin.

3. tablazat. A poliovirus tipizaldshoz hasznalt primerek nukleotidsorrendjei.

A mintakhoz primer tartalmi puffert és az RT reakcidhoz sziikséges enzimeket
adtuk (0,7 ul IM DTT, 6,9 pul (40 U/ul) placenta RNase Inhibitor, 3,6 ul 25 U/ul AMV RT,
és 13,7 ul 5 U/ul Taq polimeraz). Az RT reakciodt: 42°C/20 perc, 95°C/5 perc kortilmények
kozott végeztikk. Ezt kovetden elinditottuk a kiilonallo PCR reakciokat. Degeneralt
primerek esetén (panPV és szerotipus primerek): 95°C/45 mp, 42°C/45 mp, 60°C/45 mp,
30 ciklus. Nem-degeneralt primerek esetén (panEV és Sabin primerek): 95°C /45 mp,
55°C/45 mp, 70°C/ 45 mp, 30 ciklus. A reakciok végeztével a mintakat +4°C-ra hiitottiik,

majd kozvetleniil ezutan végeztiik az elektroforézist.

PCR termék detektdldsa poliakrilamid gélben

A PCR termékeket bromfenolkék festékkel elegyitve, gyari készitésti 10%-os
poliakrilamid gél zsebeibe toltottik. Az elektroforézist 5x TBE pufferben, 40 mA
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aramerdsséggel, 45 percig végeztiik. A gélt a futtatd kadbol eltavolitva etidium-bromid (1
pg/ml) tartalmi oldatban, billegtetd rendszer hasznélataval 15 percig festettiik. Vizes
oblitést kovetéen UV megvilagitasban a PCR terméket lathatova tettiik. A képet polaroid
kameraval (Fotolyne Incorporated, New Berlin, WI, USA) rogzitettiik.

4.2.6. Poliovirus VP1 RT-PCR és nukletidsorrend meghatarozas

Poliovirus VP1 genetikai régi6janak amplifikalasat a reverz transzkripcioval egy
Iépésben végeztiik. Ehhez olyan primereket hasznaltunk, amelyek kapcsolodasi helyei nem
a VP régioban, hanem a szomszédos génszakaszokban helyezkedtek el. igy az ,)Y7”
jelzésti primer a VP3 kodold régioban, a ,,Q8” jelzésii a 2A régidban kapcsolodott.
Mindezt azzal a céllal tettiik, hogy a teljes VP1 régiot, amelynek varhaté hossza 1,1 kb,

megsokszorozzuk. A reakcioban hasznalt primerek adatait a 4. tablazatban tiintettiik fel.

Primer megnevezése Szekvencia Pozicio*
Y77 (sense) 5’-GGGTTTGTGTCAGCCTGTAATGA-3’ 2399-2421 nt
,,Q8” (antisense) 5’-AAGAGGTCTCTRTTCCACAT-3’ 3485-3504 nt

4. tablazat. Poliovirus VP1 szakasz kimutatasara szolgalo oligonukleotidok (Yang és

mtsai., 1991). *4 poziciomegadds referencidja, poliovirus Sabin 3-as tipus (AY184221).

A reverz transzkripcio a kovetkezokbodl allt: az RNS mintdk 3 pl-¢hez 1 pl
antisense ,,Q8” (10 pM/ul) primert adtunk, 5 perc 95°C-os denaturdcié utdn a mintakat
hozzamértiik a PCR reakcioelegyhez. A PCR elegy osszetétele: 20 mM dNTPs (Roche
Applied Science, Indianapolis Inc., USA), 10x PCR puffer, 40 U/ul RNasin, reverz
transzkriptaz Superscript 11, 25 U/ul (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 ng/pl ,,Y7”
primer, 5 U/ul Tag DNS polimeraz (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA.), desztillalt viz. A
reakcio Ossztérfogata 50 pl volt. A reverz transzkripcio 1épései: 42°C/60 perc, 94°C/5 perc,
amit a PCR reakcié 1épései kovettek: kezdeti denaturacio: 94°C/45 mp, majd 35 ciklus
94°C/45 mp, 42°C/42 mp, 65°C/2 perc, végezetiil 10 perc 65°C.

A vart 1,1 kb nagysagu terméket 1%-os agar6z (Invitrogen CA, USA) gélben futtattuk,
2 pl etidium-bromid (1pg/ml) hozzdadasaval, 5x TBE futtatd pufferben. Molekulatomeg
kontrollként ,,Marker VI”-ot hasznaltuk (Roche, Switzerland). A futtatdshoz a tapegységet
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(Power Pac 300, Bio-Rad, USA) 90 V-ra és 2 orara programoztuk. Az elektroforézis utan a
gelt UV fénnyel megvilagitottuk, és fotodokumentald rendszerrel (Fotolyne Incorporated,
New Berlin, WI, USA) rogzitettiik.

PCR termék tisztitasa, szekvendlasi reakcio

A PCR terméket UV megvilagitasban vagtuk ki a gélbol. A termék tisztitdsahoz
QIAquick® (Qiagen, Valencia, CA, USA) kitet hasznaltunk vikuum rendszerhez, a gyartd
utasitdsai szerint.

A szekvenalasi reakciot didezoxinukleotid modszerrel az ABI Prism Big Dye
nucleotide Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) segitségével végeztik MJ Research PTC-200 (Bio-Rad, USA) gradiens
PCR késziilékben a gyartd utasitasa szerint. A PCR reakci6 primerei mellett (,,Y7”, ,,Q8”),
a szekvenalasi reakciohoz két kiegészit primert is hasznaltunk: PV1A antisense [2935-
2916 nt; 5’-TTIAIIGCRTGICCRTTRTT-3’] ¢és PV2S sense [2855-2875 nt; 5°-
AAGAGGTCTCTRTTCCACAT-3"]. A reakcio dsszetevoi a kovetkezdek voltak: 3,2 pmol
primer, 8 pl Terminator Ready Mix, a templat DNS-t és a desztillalt viz aranyat ugy
valasztottuk, hogy a reakcid Ossztérfogata 20 ul legyen. A reakcid paraméterei a
kovetkezok voltak: 94°C/20mp, 42°C/15 (ramp: 0.4°C/mp.), 60°C/4 perc mp (Kew és
mtsai., 1998).

A szekvenalasi reakcid termékeinek tisztitdsat a feleslegben jelen 1év6 jelolt
nukleotidtol és terminator molekulatdl Centri Sep 96 (Princeton Separations, Inc, NJ,
USA) szeparald gélben végeztiik a gyartd hasznalati itmutatdjat kovetve. A megtisztitott
terméket /2 Oran keresztiil vakuum szaritoban (Integrated Speed vac System Holbrook, Ny)
inkubaltuk. A megszaradt DNS-t 20 pl formamidban (Gibco BRL) oldottuk be. A feloldott
nukleinsavat 2 percig 95°C-on inkubéltuk flithetd rendszerben (Dry-Bath Barnstead
Thermolyne, USA), majd 5 percig hiitottiik.

A mintakat révid ideig centrifugaltuk, majd az ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyzer (Hitachi Ltd. Instruments, Japan) késziilékbe betoltve futattuk. A
nukleotidsorrend meghatarozast a DNS mindkét szalan elvégeztik. A kapott
nukleotidsorrendeket a Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI)

programmal javitottuk.
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4.2.7. Multiplex RT-PCR modszer a poliovirus rekombinansok kimutatasara

A poliovirus 3 izolatumokbol rekombinansok kimutatasara iranyuld vizsgalatot a
P2 és P3 nem szerkezeti fehérjekodolod régioban végeztik el. A reakcido Sabin torzs

specifikus primereit az 5. tablazat tartalmazza (Kilpatrick és mtsai., 1996, 1998).

Primer Szekvencia (5'— 3') “Pozicio (nt) | Termék mérete

SABI-REC-2C-S TGTAACAAAACTTAGACAAC 4284-4303 199 bp
SABI-REC-2C-A TATGTAGTTGTTAATGGTATG 4482-4462
SABI-REC-3D-S TAAGGAAATGCAAAAACTGC 6423-6442 226 bp

SABI-REC-3D-A ATCGCACCCTACTGCTGA 6648-6631
SAB2-REC-2C-S CAAATTCATTAGTTGGTTGC 4224-4243 189 bp
SAB2-REC-2C-A TGGATAGATAGCCACCGC 4412-4395

SAB2-REC-2C-A AGGAAATGCGGAGACTCTTA 6425-6444 225 bp
SAB2-REC-3D-A GGATCACAACCAACTGCACT 6649-6630

SAB3-REC-2C-S TGTAACCAAATTGAAACAGT 4482-4343 199 bp
SAB3-REC-2C-A TATGTAATTATTAATGGTGTG 4482-4462
SAB3-REC-3D-S CAAAGAAATGCAAAGACTTT 64236442 228 bp
SAB3-REC-3D-A GGATCGCATCCAACTGCACT 6650-6631

5. tablazat. Poliovirus VP1 szakasz kimutatasara szolgalo oligonukleotidok.
*A nukleotid poziciokat Nomoto és mtsai., (1984) konszenzus szekvencia alapjan adtuk

meg.

A reverz transzkripciot és a PCR reakciot egy 1épésben végeztik. Az amplifikacio
24 pl reakcidelegyben tortént, mely mintanként tartalmazott: 1 pl virus RNS-t, 1 mM
dNTPs-t (Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.), 10x PCR puffert (Tris-HC], pH 8.3, 5 mM
MgCly, 6 uM EDTA), 10 pmol/ul a Sabin t6rzs rekombinans primereib6l (SAB-REC) és
enzim keveréket [2 U/ul RNaz Inhibitor (Roche), 1,25 U AMV reverz transzkriptazt
(Boerhringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, Ind), 1,25 U Taq polimerazt (Perkin
Elmer, Norwalk Conn., USA)]. A reverz transzkripci6é 42°C-on 30 percig; 95°C-on 3 percig

tortént.
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A PCR reakcidé koriilményei: denaturacio 95°C/1 perc, anellacié 50°C/1 perc,
extenzid 65°C/1 perc, 30 cikluson keresztii, DNA thermal cycler (Perkin Elmer)
késziilékben. Az elektroforézist 10% poliakrilamid gélben végeztiik, a korabban megadott

modon.

4.2.8. Pan-enterovirus VP1 seminested RT-PCR reakcio6 és kimutatas

A pan-enterovirus VPl seminested RT-PCR reakciot Nix és mtsai. (2006)
protokollja alapjan allitottuk be némi modositasokkal. A reakcidohoz sziikséges primereket
a 6. tablazatban foglaltuk 6ssze, az oligonukleotidokat az Integrated DNA Technologies
Inc., USA szintetizalta.

Primer | Szekvencia Aminosav motivum Gén | *Pozicio (nt)
AN32 GTYTGCCA wQT VP1 | 3009-3002
AN33 GAYTGCCA WQs VP1 | 3009-3002
AN35 CCRTCRTA YDG VPI | 3111-3104
AN35 RCTYTGCCA WQs VPI | 3009-3002
S0224 | GCIATGYTIGGIACICAYRT AMLGTH(I/L/M) VP3 | 1977-1996
S0222 | CICCIGGIGGIAYRWACAT M(F/Y)(I/V)PPG(A/G) | VP1 | 2969-2951

ANS89 CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG | PALTA(A/V)E(UT)G VP1 | 2602-2627

ANSS8 TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT | M(F/Y)(I/V)PPGGPV | VP1 | 2977-2951

AN232 | CCAGCACTGACAGCA PALTA VP1 | 2602-2616

AN233 | TACTGGACCACCTGG PALTA VP1 | 2977-2963

6. tablazat. A cDNS készités, a PCR amplifikacio és a szekvenalasi reakcio primerei.

*A poziciok megadasdahoz a PVI1 Mahoney (J02281) referencia torzs szolgalt.

A primereket CODEHOP (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer)
technikaval tervezték (Rose és mtsai., 1998). A CODEHOP primerek jellegzetessége, hogy
a 3’-végikon kb. 9-12 bp-bol allo konszenzus degeneralt mag régiot tartalmaznak,
valamint az 5’-végen nem degeneralt kapocs régiot, amely kb. 15-25 bp. A degeneralt mag
régio a tag spektrumu célszekvenciak irant mutat specificitast, a kapocs régidé pedig
biztositja a primer-templat hélix kialakulasat és lehetévé teszi a magasabb anellacios

homérséklet alkalmazasat a nem specifikus amplifikacid csokkentése érdekében.
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Reverz transzkripcio

A c¢DNS szintézishez SuperScriptlI™ (Invitrogen, CA, USA) reverz transzkriptazt
hasznaltunk. Ez az M-MLV RT polimeraz genetikailag modositott valtozata, csokkentett
RNaseH aktivitassal, amellyel jo hatasfokkal lehet szintetizalni nagy molekulatomegii
cDNS-t. A reverz transzkripcios elegy Osszetétele 10 pl végtérfogatban a kovetkezé volt:
10 mM dNTP (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1 pmol cDNS primer keverék
(AN32, AN33, AN34, AN35), 5 ul vizsgalati minta RNS, steril desztillalt viz (Gibco). A
reakcidelegyet 65°C-on 5 percig inkubaltuk, majd jégkasan hitéttiik. Minden cs6hoz 7 pl
enzimkeveréket adtunk [2 pl 5x PCR puffer (Invitrogen, CA, USA), 0,1 M dithiothreitol
(Invitrogen), 40 U RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 100 U
SuperScript II™ reverz transzkriptaz]. A reverz transzkripciot PCR késziilékben (Hybaid,
Springer) végeztik: 22°C/10 perc, 42°C/60 perc, 95°C/5 perc. A cDNS-t felhasznalasig -
20°C-on taroltuk.

1. PCR reakcio

A reakciot 50 pl végtérfogatban végeztikk, 10 pul cDNS-hez hozzamértiik a PCR
reakcioelegyet: 10x PCR puffer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 25 mM
MgCl,, 200 mM dNTP (Applied Biosystems), 50-50 pmol SO224 és SO222 primer, 2,5 U
Tag DNS polimeraz (Applied Biosystems). A PCR reakciot gradiens PCR késziilékben
TweenCycler1000 (Bio-Rad) végeztiik: kezdeti denaturacié 95°C/1 perc, 95°C/30 mp,
42°C/30 mp, 60°C/45mp, 6sszesen 35 cikluson keresztiil, végsé extenzio 60°C/10 perc.

I1. PCR reakcio

A seminested amplifikacidhoz 1 pl-t mértiink az I.-es PCR termékbél a II.-es PCR
reakcioelegybe: 10x PCR puffer (Applied Biosystems), 25 mM MgCl, 200 mM dNTP
(Applied Biosystems), 40-40 pmol AN89 és ANS88 primer, 200 mM dNTP, 5 pl 10x
FastStart Tag puffer (Roche Applied Science), 2,5 U FastStart 7ag DNS polimeraz (Roche
Applied Science), 50 pl végtérfogatban. A FastStart 7Tag polimerazt 95°C-on 6 percig
aktivaltuk, majd 35 ciklusban elvégeztiik az amplifikaciot: 95°C/30 mp, 60°C/20 mp,
72°C/15 mp, végso extenzid 72°C/10 perc.

Az RT-PCR vizsgalatokat minden esetben pozitiv és negativ kontrollok egyiittes
hasznalataval végeztiik. Pozitiv kontrollként echovirus-11/1989 izolatumot, enterovirus-

71/1978 izolatumot, negativ kontrollként pedig RNaz, DNaz mentes vizet hasznaltunk.
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Elektroforézis

A reakci6 termékeit 1,5% agardz gélben (SeaKem, Sweeden) vélasztottuk el, 0,5
pg/ml etidium-bromid (Sigma-Aldrich Ltd. St. Louis, MO, USA) tartalom mellett. Az
elektroforézist 150 V-on 60 percig végeztiik, 10x TBE (50 mM bazikus Tris, 41,5 mM
borsav, 0,5 mM Na,EDTA) futtatd pufferben. A termék méretét 100 bp-os felbontast

DNA Ladder (Promega) marker jelenlétében ellendriztiik.

4.2.9. Poliovirus 5’-NTR, non-polio enterovirus 5’-NTR és VP1 régio

nukleotidsorrend vizsgalata

PCR termékek tisztitisa

A PCR terméket a feleslegben 1évé nukleotidoktol, primerektdl és sotdl oszlopos
modszerrel tisztitottuk. Ehhez a PCR-M™ Clean Up System kitet (Viogene, Sunnyvale,
CA, USA) hasznaltuk a gyarté utmutatoja szerint. Roviden: a PCR terméket 1,5-ml-es
Eppendorf-csébe mértiik, majd a mintakhoz 0,5 ml PX puffert adtunk és dsszekevertiik. A
reakcioelegyet a kit gytijtécsével ellatott oszlopara mértiik, és 1 percig centrifugaltuk
13.000 xg-vel. A sziirletet ledntve az oszlopokat 0,5 ml WF ¢és 0,7 ml etanol tartalma WS
pufferrel mostuk, kdzben 1-1 perces centrifugalasokat végezve. A mintakat tartalmazo
csoveket 3 percig szelléztettiik, hogy az etanol maradéktalanul elparologjon. A DNS-t 30-
50 ul elacios puffer segitségével oldottuk le az oszlopokrdl, és felhasznalasig -20°C-on

taroltuk.

Szekvendldsi reakcio
A reakcioban hasznalt DNS templat mennyiséget a gélfoton kapott PCR csik
erdssége alapjan valasztottuk ki (1-10 pl).

Szekvenalt régié PCR termék *Szekvenalé primerek
Poliovirusok 5°-NTR 440 bp »17,,37

Non-polio enterovirusok 5’-NTR 317 bp El, E2

Non-polio enterovirusok VP1 348-393 bp AN232, AN233

7. tablazat. A szekvenalasi reakcio primerei.

*A primerek jellemzdit az el6z6 PCR reakcioknal részleteztiik.

54




A megfeleld6 DNS mennyiséget DNaz-mentes vizzel (Gibco BRL) egészitettiik ki
11 plre, és hozzdadtuk a szekvenalasi reakcidelegyhez: 8 pul DYEnamic ET reagens
premix (MegaBACE™, Amersham Biosciences), 1-1 pl megfeleld primer (5
pmol/szekvenalasi reakcio), ossztérfogat 20 pl. A reakcioelegyet inkubaltuk: 95°C/20 mp,
55°C/15 mp, 60°C/1 perc, 35 cikluson keresztiil. A szekvenalasi reakciot a DNS templat

mindkét iranyaban elvégeztiik, a reakcioban hasznalt primereket a 7. tablazat tartalmazza.

A szekvendlasi reakcio tisztitasa

A szekvenalasi reakcio termékeit alkoholos kicsapassal tisztitottuk 96-lyuku
lemezben. A 20 pl termékhez 2 pl ammoénium acetatot (Amersham Pharmacia) és 55 pl
abszolut etanolt (Reanal, Budapest) mértiink, lefedés utan kevertiik (vortex) és 2500xg-n
centrifugaltuk 30 percig. A feliilluszot leontve, a mintakat 120 pl 70% etanollal mostuk és 1
percig centrifugaltuk 2500xg-n. Ot perc szaritds utdn az iiledéket 10 pl, a futtatdshoz
sziikséges oldatban [MegaBACE loading solution (Amersham Pharmacia)] oldottuk fel.

Elektroforézis

Minden egyes futtataishoz 5 pl mintat hasznaltuk. A nukleotidsorrend
meghatarozasa MegaBACE™1000 DNA Sequencer késziilékben (Amersham Biosciences)
tortént. A késziilék poliakrilamid géllel (MegaBACE™ Long Read Matrix) toltott
kapillarisaiban egyidejiileg 16 mintat tudtunk vizsgalni. A futtatast +44°C-on, standard
paraméterek mellett végeztikk (a minta injektalasi fesziiltsége: 3 kV, a minta injektalasi

ideje 60 mp, futtatasi fesziiltség: 9 kV, futtatasi idd: 100 perc).

4.3. A nukleotidsorrend-feldolgozas szamitogépes modszerei

A leolvasott szekvencidk eredményeit a Finch TV v. 1.4.0 program (Geospiza, Inc.,
USA) segitségével ellendriztiik, majd az adatokat BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) keresdprogram (Altschul és mtsai., 1990) segitségével Osszevetettitk a GenBankban
talalhato szekvencia adatokkal. Az egy minta két parhuzamos szekvenalasi eredményeit a

CLUSTAL W (Thompson és mtsai., 1994) program segitségével illesztettiik.
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4.3.1. Filogenetikai elemzés

A filogenetikai vizsgalatba bevont nukleotidszekvencidkat egymashoz illesztettiik,
rokonsagukrol szamitasokat végeztink, és azokat illesztés (alignment) valamint
filogenetikai torzsfa formajaban jelenitettik meg. A vizsgalatokhoz a MEGA 4.0.2
programot (Tamura és mtsai., 2007) hasznaltunk. A programon beliil elvégeztiik a vizsgalt
szekvencidk és a GenBankbol kivalasztott rokon szekvencidk tobbszords illesztését a
ClustalW algoritmus segitségével (Saitou és Nei, 1987; Larkin és mtsai., 2007). A
filogenetikai fa szerkesztés¢hez Kimura két-paraméteres szubsztitucids modellt
melynek értékét 1000 ismétlésre allitottuk be. Az alternativ fak egyesitésébdl szarmazo %o-
os értéket a fa againak kiinduld pontjanal abrazolta a MEGA 4.0.2. program. A
filogenetikai fakat outgroup szekvencia hozzaadasaval szerkesztettiik. Az outgroup egy
kiilsé informacioval rendelkez6 taxondomiai egység (operational taxonomic unit, OTU). A
vizsgalt szekvencidk mellé az enterovirus nemzetségen beliil egy szomszédos faj vagy

ugyanazon faj egy masik szerotipusanak nukleotidsorrendjét hasznaltuk outgroup-ként.
4.3.2. Az 5’-NTR nem-leolvasott régi6 RNS masodlagos szerkezetének becslése

A vizsgalt nukleinsav masodlagos szerkezetének becslését az MFOLD 3.2 program
(Zukker és mtsai, 1999; 2003) segitségével végeztiikk a Mobyle platform on-line szerverén
(Pasteur Intézet, Franciaorszag).

4.3.3. Az 5’-NTR nem-leolvasott régio RNS masodlagos szerkezetének szamitasa

A minimum szabadenergia (minimum free energy = mfe) szamitassal 37°C-on
meghataroztuk a nukleotidsorrendek masodlagos szerkezetét. A szamitasokhoz az
RNAFOLD Vienna RNA Package v. 1.7. programot hasznaltunk a Mobyle platform on-line
szerverén (Pasteur Intézet, Franciaorszag).

4.3.4. Aminosavsorrend elemzése

A vizsgalatokban kapott poliovirus nukleotidsorredeket aminosavsorrendekre

fordittattuk a TRNSEQ program segitségével (Rice és mtsai, 2000).
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5. EREDMENYEK

5.1. A poliovirus 3 izolatumok molekularis vizsgalata

5.1.1 A poliovirus intratipusos differenciacié RT-PCR eredménye

A poliovirus diagnosztikus RT-PCR modszerrel mind a 18 poliovirus izolatum
pozitivnak bizonyult a Sabin 3 specifikus primerekkel, ami azt jelenti, hogy a gyermekek
bénulasat a vakcinatorzs okozta. A VAPP betegek foldrajzi eloszlasa azt mutatta, hogy a

betegek kozott nem allt fent jarvanyiigyi kapcsolat (18. abra).

BORSOD-

ABAUI-

ZEMPLEN

18. abra. A VAPP betegek foldrajzi eloszlasa Magyarorszagon, 1960-1967.

5.1.2. A poliovirus 3 izolatumok multbéli virologiai és epidemiologiai

adatainak eredménye

A poliovirus 3 izolatumokkal kapcsolatos adatok egy részét a kovetkezd
kozlemények szolgaltattdk: Katay A., 1961; Domok 1., 1961b (8. tablazat). E szerint a
poliomyelitis-ben szenvedd 15 gyerek mintait Macacus rhesus majom primer veseszoveten
izolaltak A virusok tipizalasat a ,,.Lim-Benyesh-Melnick” nyul-immunsavo keverékkel
végezték, amelyet az intézetben (OKI) allitottak elé és validaltak (Benyes-Melnick M.,
1959; Melnick és mtsai., 1972).
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Intratipusos

Beteg Lakhely mOPV oltasok | antigén és ret*

Izolatum Kor Betegség

(megye) markerek
1 2 3

1 HUN/1960-1 | Vas 4.5¢év | Poliomyelitis |+ - + PV3-VL, T+
2 HUN/1960-2 | Baranya 4¢év Poliomyelitis |+ - + PV3-VL, T-
3 HUN/1960-3 | Veszprém 1év Poliomyelitis |- - + PV3-VL, ND
4 HUN/1960-4A | Szabolcs- 11 h6 | Poliomyelitis |+ - + PV3-VL, T+

HUN/1960-4B | Szatmar PV3-VL, T+
5 HUN/1960-5 | Fejér 6hé | Poliomyelitis |— - - PV3-VL, T+
6 HUN/1960-6 | Borsod 9hoé Poliomyelitis |+ - - PV3-VL, ND
7 HUN/1960-7A | Veszprém 8 ho Poliomyelitis |+ - - PV3-VL, T+

HUN/1960-7B PV3-VL, T+
8 HUN/1960-8 | Baranya 3év Poliomyelitis |+ - + PV3-VL, ND
9 HUN/1961-1 | Bacs-Kiskun 9 héd Paresis + — + PV3-VL, T+
10 HUN/1961-2 | Somogy 6 ho Flaccid + - + PV3-VL, T+

paralysis

11 HUN/1961-3A | Hajdu-Bihar 11h6 | Poliomyelitis |+ - + PV3-VL, T+

HUN/1961-3B PV3-VL, T+
12 HUN/1962-1 | Gy6r-Sopron | 11 hé | Poliomyelitis |ND |ND |ND |ND
13 HUN/1962-2 | Fejér 7ho Poliomyelitis |[ND |ND |[ND |ND
14 HUN/1962-3 | Tolna 1év Poliomyelitis |ND |ND |ND |ND
15 HUN/1967 Pest 5ho Poliomyelitis | — - - PV3-VL, T+/—

8. tablazat. Az oltasi poliomyelitis-ben szenvedd gyerekek poliovirus 3 izolatumai, 1960-
1967.

*Roviditések: PV3-VL, poliovirus 3-as tipus, Sabin-szerii (vaccine-like) antigén
tulajdonsaggal, ret” (reproduktiv kapacitas 40°C-on), T+ - né 40°C-on, T— : nem né 40°C-

on, ND- nincs meghatarozva (not done).

Az intratipusos differenciaciot, avagy a vakcinavirus megkiilonboztetését a vad
tipustol, az antigén tulajdonsagok és a fenotipusos markerek alapjan végezték (McBride és
mtsai., 1959; Nakano és mtsai., 1966). Ezek koziil az ret*® markerre vonatkozo adatok
voltak fellelhetok (McBride, 1959; Melnick és mtsai, 1972; Agol VI., 2006). Az
intratipusos differenciacié eredményei alapjan 12 beteg virusizolatuma Sabin-szeriinek

bizonyult, 3 beteg izolatumait nem vizsgaltik. Az rct*® marker alapjan 7 beteg izolatuma
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pozitiv (T+) értéket adott. Egy beteg izolatuma negativ (T-) lett, egy beteg izolatuma kétes
(T+/-) eredményt adott. Hat beteg izolatumainak nem volt eredménye (8. tablazat).

A virologiai adatok mellett a 12 beteg esetében az oltasi adatok is rendelkezésre
alltak, 3 beteg adatai azonban ismeretlenek voltak. Azokat a gyerekeket, akik részesiiltek
monovalens poliovirus 3 oltasban (8 beteg) a recipiens csoportba, akik nem kaptak oltast (4

beteg), a kontaktok csoportjaba soroltuk (8. tablazat).

A 18 poliovirus 3 izolatum VP1 RT-PCR vizsgalata soran 1.100 bp nagysagu
termékeket kaptunk, amelyek nukleotidsorrend-vizsgalat eredményeit a 9. tablazatban
foglaltuk 6ssze. A szekvenalassal meghatarozott nukleotidszakaszok hossza 900 nt volt. A
nukleotid szubsztituciok becsléséhez a Sabin 3 referencia torzset hasznaltuk (AY184221).
A nukleotidsorrendeket leforditottuk aminosavsorrendekre is, hogy kimutassuk a nem-

Hét VAPP izolatum nukleotidsorrendjében nem volt mutacio a VP1 régidban.
Harom izolatum (HUN/1960-4A, HUN/1960-7B, HUN/1961-1) csak egy-egy mutacioval
rendelkezett, amely mindegyikben egy-egy aminosav cserét eredményezett. Harom
izolatumban (HUN/1960-3, HUN/1960-7A, HUN/1967) két-két mutacié volt kimutathato.
Két tovabbi izolatumban (HUN/1960-2, HUN/1960-8) harom-harom mutacioé volt jelen. A
legnagyobb szamt mutacioval két izolatum rendelkezett: 5 szubsztitacio (HUN/1960-8) és
7 szubsztiticio (HUN/1961-3B) a vizsgalt 900 nt hosszu szakaszon. A 4. sorszami beteg
elsé (HUN/1960-4A) és masodik (HUN/1960-4B) izolatuma ugyanazt a nem-szinonim
mutaciot hordozta, amelynek kovetkeztében egy aminosavcesere tortént a VP1 szakasz 54.
aminosav pozicidjaban (AS5S4T). A 7. sorszamu beteg mindkét izolatuma az AS54V
aminosav cserét tartalmazta. A 11. szdmu beteg két mintaja kozott 5 nukleotid eltérést
talaltunk, a nukleotid szubsztiticidk kozott nem volt atfedés. Az elsé izolatumban
(HUN/1961-3A) csak szinonim mutaciokat mutattunk ki, a masodik izolatum (HUN/1961-
3B) pedig olyan mutaciokat tartalmazott, amelyeknek 2 aminosavcsere lett a
kovetkezménye (A54T, R107H). Hét izolatumban az 54. aminosav pozicidjaban fordult eld

mutacio.
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Beteg  Izolatum Nukleotid (aminosav) szubsztiticio(k) U472C reverzio,
és poziciéja (nt, aa) a VP1 régioban * 5-NTR
No.1 HUN/1960-1 - +
No.2 HUN/1960-2 C2863U (T141A), A2897G, G3334C +
(R286S)
No.3 HUN/1960-3 U2554C, A2973U (K166M) +
No.4 HUN/1960-4A  G2636A (AS54T) +
HUN/1960-4B  G2636A (A54T),U3226C +
No.5 HUN/1960-5 - +
No.6 HUN/1960-6 - +
No.7 HUN/1960-7A  C2637U (A54V), C3244T +
HUN/1960-7B  C2637U (A54V) +
No.8 HUN/1960-8 G2636A  (A54T), C2644, C2764T, +
G2824A, C3277T
No.9 HUN/1961-1 U3353C (S293P) +
No.10  HUN/1961-2 - +
No.I1 ~ HUN/1961-3A  U2783G, A3265G +
HUN/1961-3B G2636A (A54T), G2796A, A3111G +
(R107H), U3130C, U3211C, A3229G,
T3355A
No.12  HUN/1962-1 - +
No.13  HUN/1962-2 - +
No.14  HUN/1962-3 - +
No.15  HUN/1967 C2637U (A54V), U3130C +

9. tablazat. A VAPP betegektdl szarmazo izolatumok nukleotid és aminosav szubsztiticioi
a VP1 régioban és az U472C reverzi6 az S’NTR-ben.
*A nukleotidok és az aminosavak pozicioit a Sabin 3 (P3/Leon 12 alb, GenBank Ac. No.:

X00925) referencia torzshdz viszonyitva adtuk meg.

Az eredmények azt mutattak, hogy csak egy virusizolatum (HUN/1960-2) tartotta meg

a termoszenzitiv vakcinatipusra jellemzd ret*” tulajdonsagot, ami vakcina recipiensbél (2.-

es szamu beteg) szarmazott. Az izolatumaban két aminosav valtozas tortént, az 54-es
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aminosav poziciotol tavolabb esé helyeken (141 aa és 286 aa). A 15-0s szamu kontakt
virusizolatumaban (HUN/1967) A54V aminosav csere kovetkezett be, amely valdsziniileg

hatassal volt a virus ret**"”

tulajdonsagara. Két kontakt beteg (No. 1 és No. 5) izolatuma
nem tartalmazott mutaciokat a VP1 szekvenciaban, de ret*’” tulajdonsaggal rendelkezett (8.
tablazat).

Az vizsgalt poliovirus 3 izolatumok és a Sabin 3 referenciatorzs kozotti rokonsagi
viszony abrazolasat neighbour-joining modszerrel generalt torzsfan mutatjuk be (19.

abra).

HUN/1961-3A
HUN/1962-1
HUN/1960-1
HUN/1960-5
HUN/1960-2

HUN /1962-2
Sabin-3
HUN/1961-1
HUN/1960-3
HUN/1960-6
HUN/1961-2
HUN/1962-3

HUN/1967

"7 HUN/1960-7A
HUN/1960-7B

HUN/1960-4B
HUN/1960-4A

HUN/1960-8
HUN/1961-3B

0.00m

19. abra. A VAPP betegektdl szarmazé izolatumok filogenetikai torzsfaja a VP1 régioban
(900 nt).
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5.1.4. A poliovirus rekombinans multiplex RT-PCR eredménye

A poliovirus genom P2 és P3 régioira tervezett specifikus primerekkel vizsgaltuk a VAPP
betegektdl szarmazd izolatumokat rekombinansok kimutatasa céljabol. A 10-es szamu
beteg izolatuma (HUN/1961-2) a Sabin 1 vakcinatorzzsel rekombinansnak bizonyult a
polimeraz (3D) kodolod régioban (20. abra). A rekombinans virusizolatum nem hordozott

egyetlen egy mutaciot sem a VP1 régioban.

— ~—

- - S Gl Sabin- 1, 3D (225 bp.)
L - — § L kad Sabin-3,2C (199 bp.)
~

M, S1,No.10 M, 83, No.10

20. abra. A VAPP beteg (No. 10) poliovirus 3 izolatuma (HUN/1961-2).

(A.) rekombinans a Sabin 1-es tipussal a 3D kodold régioban a SABI/REC primer parral;
(B.) a 3D régi6 specifikus termé¢k hianyzik a SEB3/REC primer parral;

Roviditések: M-molekulatomeg kontroll (mérettartomany: 8-587 bp), 2C- protedz kodolo
régio, S1-Sabin 1 pozitiv kontroll, S3-Sabin 3 pozitiv kontroll.

5.1.5. A poliovirus 3-as tipus 5’-NTR régio nukleotidsorrend vizsgalata

A poliovirus 5’-NTR RT-PCR soran mind a 18 izolatum esetében az ,,1” és ,3”
primerek segitségével a vart 440 bp nagysagi PCR termékeket kaptuk. A termékek
nukleotidsorrendjét elemzésnek vetettiik ala, az eredményeket a 21. abran foglaltuk Gssze.
A meghatarozott nukleotidszakaszok hossza 371 nt volt.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a VAPP betegektl szarmazoé izolatumok

egymashoz illesztett nukleotidszakaszai teljesen azonosak voltak, azonban mindegyikiik

62



eltért a 472. nt pozicioban a Sabin-3 referencia torzstdl, a kérdéses helyen ugyanis uracil

helyett citozin volt kimutathatd.

U472 C

SABIN-3 AGUCCUCCGGCCCCUGAAUGCGGCUAAUUCUAACCAUGGAGCAGGCAGCUGCAACCCAGCAGCCAGCCU

nt 444 nt 512
HUN/1960-1 C
HUN/1960-2 C
HUN/1960-3 C
HUN/1960-4A C
HUN/1960-4B C
HUN/1960-5 C
HUN/1960-6 C
HUN/1960-7A. C
HUN/1960-8 C
HUN/1961-1 C
HUN/1961-2 C
HUN/1961-3A C
HUN/1961-3B C
HUN/1962-1 C
HUN/1962-2 C
HUN/1962-3 C
HUN/1967 C
HUN/1960-7B C

21. abra. A poliovirus 3-as VAPP betegektdl szarmazo izolatumok nukleotidsorrendjeinek
illesztése a Sabin 3 referencia torzs (AY184221) megfeleldé szakaszahoz. Az dbra az
illesztett 370 nt hosszi szakasz egy részét mutatja be. A szaggatott vonalak az azonos

bazisokat jelzik.

5.1.6. A poliovirus 3-as tipus RNS masodlagos szerkezetének vizsgalata az 5°-NTR

régioban

A vizsgalt 18 izolatum és a Sabin 3 referencia toérzs masodlagos szerkezetének

becslését az MFOLD programmal végeztiik a 370 nt hosszu szakaszon (22. dbra).
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22. abra. A poliovirus RNS masodlagos szerkezete az 5’-NTR-ben, 385 nt (pozicid a
genomban: 190-575 nt). 4 vizsgdlt poliovirus 3 izolatumok RNS mdsodlagos szerkezete

(A.), dsszehasonlitva a Sabin 3 referencia torzs (AY184221) szerkezetével (B.).

A masodlagos szerkezetek Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a VAPP izolatumok
mindegyikében az RNS-molekula eggyel tobb szerkezeti hurkot tartalmaz, mint a Sabin 3

referencia torzs. Ennek a szerkezetnek a megvaltozasa minden bizonnyal a poliovirus 3

vakcinatorzseknek a neurovirulens fenotipushoz vald reverzidjat okozta.
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5.2. A non-polio enterovirusok kimutatisa és a molekuldris tipizalas

eredménye az 5’-NTR és a VP1 régioban

Az enterovirus 5°-NTR nested RT-PCR soran 93 minta esetén az E1 és E2 nested
primerekkel 317 bp nagysagi terméket kaptunk. A termékeket nukleotidsorrend-
elemzésnek vetettiik ald. Ugyanazon mintak RNS-ébol végeztiik el az enterovirus VP1
seminested RT-PCR vizsgalatat is. Osszesen 29 minta esetén kaptunk PCR terméket,
méreteik a protokoll szerinti megengedett tartomanyban 348-393 bp voltak.

A nukleotidsorrend-vizsgalat soran meghataroztuk az enterovirusok szerotipusat
mindkét genetikai régio alapjan. Az oszlopdiagram a molekularis tipizalassal
meghatarozott enterovirusok szamat (N = 29) szamat mutatja évenkénti eloszlasban, a

kisérletben résztvevo dsszes enterovirus-pozitiv mintahoz (N = 93) viszonyitva (23. abra).

30+

OVizsgalati minta
OMol. tipizalas

25+

20+

151

101

5

0
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

23. abra. Az 5’-NTR ¢és VP1 régioban molekularis modszerrel tipizalt enterovirus-pozitiv
mintak szama (fehér oszlopok), a vizsgalatban résztvevé enterovirus-pozitiv mintak szama

(sziirke oszlopok).

Az 5-NTR és a VPl régidban végzett nukleotidsorrend meghatarozasa
egybehangzd eredményt adott az enterovirusok szerotipusara vonatkozéan. A vizsgalat azt
mutatta, hogy 12 minta a coxsackie A16 (CV-A16), 6 minta az enterovirus 71 (EV71) és
11 minta az echovirus 30 (echo30) tipusba tartozott (24. abra).
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24. abra. Molekularis modszerrel tipizalt non-polio enterovirusok évenkénti megoszlasa,

2000-2008.

A vizsgalt 93 enterovirus-pozitiv mintabol 45 mintanak (koztiik 5 beteg mintai
duplikatumban) egyelére csak az 5°-NTR régiéra vonatkozd eredményei allnak a
rendelkezésiinkre. Az 5°-NTR el6zetes eredményei alapjan a virusok az echovirus 4, 6, 9,
11, valamint a CV-B1, CV-B5 szerotipusokba tartoznak. Ennek megerdsitésére sziikség
van a VPI régidé nukleotidsorrend-vizsgalatok eredményeire is, mivel ez a régid mutat
szoros korrelaciot a szerotipussal. Tizenkilenc minta esetén a szekvenalasi kisérlet az 5°-

NTR régioban sikertelen volt.

5.3. Az molekularis modszerrel tipizalt non-polio enterovirusok Kklinikai,

epidemiologiai és filogenetikai eredményei

5.3.1. Coxsackie A16 okozta megbetegedések klinikai és epidemiologiai

vizsgalata
Osszesen 12 mintdbol (torokmosé folyadék, holyagbennék, széklet) hataroztunk

meg coxsackie Al6 virust a nukleotidsorrend vizsgalattal. A mintdk 11 betegtol

szarmaztak, atlagéletkoruk 5,5 év volt (10. tablazat).
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Minta GenBank . K L e Virusizolalas
Szerotipus gorszama szam Minta (év) Nem Betegség/tiinetek sejttenyészeten
CV-Al6 355_681_2000_ FN 298939 torokmosé 15 N facialis paresis Negativ
CV-AL6 H[IN-71 1-2000-  FN 298940 széklet 7 N kez-lat’)-szaj Negativ
Siojut betegség
CV-AL6 HUN—716—2OOQ— FN 298941 széklet 6 N kez—lal?—sza_] Negativ
Balatonszabadi betegség
CV-AL6 HUN—7I9—2OOQ— FN 298947 széklet 5 0N kez—lal?—szaj Negativ
Balatonszabadi betegség
CV-Al6 HUN—721—2009— FN 298950  széklet 5 F kez—laky)—sza] Negativ
Balatonszabadi betegség
HUN-4069- FN 298948 széklet Negativ
CV-Al6  2004- 8 F encephalitis
Tiszakécske
HUN-6838- FN 298949 Negativ
CV-Al6  2004- torokmosé 15 F encephalitis
Szazhalombatta
HUN-2991- FN 298946 X fejfajas, laz, Negativ
CV-Al6 2007-Gétye széklet 6 F arcideg gores
HUN-3118- FN 298942 s . Negativ
CV-Al6 2008-Budapest végbeél 1 F exitus
HUN-2340-VF-  FN 298944 vezikuléris kéz-lab-szaj Negativ
CV-AL6 5008-Atkar folyadsk ¢+ N betegség
HUN-2346LI- FN 298945 vezikularis Negativ
VF-2008-Atkar folyadék kéz-1ab-szaj
CV-AI6 HUN2347LI- PN 298943 4 N etesség Negativ
torokmoso

Ths-2008-Atkar

10. tablazat. A CV-A16 okozta megbetegedések Magyarorszagon, 2000-2008.
Roviditések: F = férfi, N = n6.

A kimutatott coxsackie Al6 virusok jarvanyos formaban kéz-lab szaj betegséget
okoztak, a sporadikus megbetegedéseket pedig kiilonbozo idegrendszeri tiinetek kisérték.

A coxsackie A16 okozta betegségek foldrajzi eloszlasat a 25. abra mutatja.

25. abra. A coxsackie Al6 virus okozta jarvanyok (sziirke haromszog) és egyedi

megbetegedések (fehér haromszog) foldrajzi eloszlasa, 2000-2008.
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Osszesen két CV-A16 okozta kéz-ldb-szaj betegség jarvanyt sikeriilt felderiteni a
molekularis tipizalas segitségével. Az egyik 2000-ben, egy balatoni tidiiléhelyen fordult
eld, a masik 2008-ban, egy Heves megyei ovodai kdzosségben. A megbetegedések majus
és oktober kozott jelentkeztek. A 2000-2008 kozott kimutatott CV-Al6  virusok

szezonalitasat a 26. abra mutatja be.

Betegek szama

5
4
@2000 | 3
B 2004
52007
@ 2008

Betegség kezdete (h6nap)

26. abra. A coxsackie A16 virus okozta megbetegedések havonkénti eloszlasa 2000.06.01-

2008.08.31.

Részletes epidemioldgiai eredményeket a 2008-ban lezajlott kéz-lab-szaj jarvany
soran sikeriilt begyiijteniink. A jarvany Atkaron (Heves megye) egy 53 fos 6vodaban tort
ki, a gyerekek életkora 3-6 év kozott volt. Majus 23-an, 2008-ban egy gyermek betegedett
meg, Ot nap elteltével tovabbi 12 gyermeknél fordult elé holyagos kiiités tenyéren, talpon,
illetve aftak a szdjban, 2 gyermeknél hdemelkedés is jelentkezett. A jarvanyban Osszesen
21 gyermek betegedett meg. Ot stlyosabban érintett gyerek mintait (holyagbennék,
torokmoso folyadék, széklet) vizsgalta a laboratorium.

Az epidemiologiai adatok ismeretében kiszamitottuk a CV-Al6 virus tamadasi

ratajat (attack rate) az 6vodai kozosségben (11. tablazat).
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Csoport Korosztaly (évek) Gyermekek szama Megbetegedések szama

(tamadasi rata, %)

I 35 26 12 (6.2 %)
1I. 5-6 27 9 (33.3%)
Osszesen 3-6 53 21 (39,6%)

11. tablazat. A CV-Al6 tamadasi rataja az atkari 6vodaban, 2008.

A sporadikus megbetegedéseknél a coxsackie A16 virus reverzibilis neuroldgiai
tiineteket okozott (1.-es, 7.-es, és 9.-es beteg), kivéve a 2008-ban elhunyt 10-es szamu

beteget (10. tablazat).

5.3.2. A coxsackie A16 filogenetikai vizsgalata

A CV-A16 mintdknal az 5’-NTR régio 255 nukleotidbol allo szakaszan és a VP1
régio 237 nt szakaszan filogenetikai elemzést végeztiink. A rokonsagi fok megéllapitasa a
GenBankban fellelheté CV-A16 izolatumok nukleotidsorrendjének hozzaadasaval tortént.
A filogenetikai fa szerkesztését neighbour-joining algoritmussal, Kimura 2-paraméteres
modell alapjan végeztiik (27., 28. abrak).

A 5-NTR szekvencia eredmények azt mutattak, hogy a magyarorszagi CV-Al6
mintak 4 kiilonbozé alcsoportot (clustert) képeznek, ami egyben a kimutatasuk
idopontjaval is egybeesik. A vizsgalt szekvenciak kozil a 2004-bdl szarmazo mintak
kivételével mindegyik a tavol-keleti izolatumok nukleotidsorrendjével mutatott kozeli
rokonsagot (27. abra).

A VPl régioban a magyarorszagi szekvencidk 3 alcsoportba (cluster)
csoportosultak (28. abra). A szekvencidk tobbsége a tavol-keleti izolatumok
szekvenciaival mutatott kozeli rokonsagot. Csak a 2004-ben kimutatott CV-A16 térzsek
mutatnak kozeli rokonsagot a német (AY956576) és egy franciaorszagi virussal

(AM492504).
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A HUN-719-2000-Balatonszabadi

A HUN-721-2000-Balatonszabadi

A HUN-711-2000-Si6jut

A HUN-681-2000-Baja

A HUN-716-2000-Balatonszabadi

China-CAV16-shzh00-AY790926.1
China-CAV16-shzh00-1-AY790926.1
Taiwan-CAV16-C87-DQ231360.1

A HUN-2346L1-VF-2008-Atkar

A HUN-2347L1-ThS-2008-Atkar
A HUN-2340-VF-2008-Atkar
Ireland-CAV 16-Hu/mussels/Mo04-30/2004b/I

Malaysia-CAV16-ENT/PM/SHA39-AJ238526.1

Taiwan-CAV16-C63-DQ230090. 1
100

Taiwan-CAV16-C98-DQ231367.1
Taiwan-CAV16-C94-DQ231364.1
A HUN-2991-2007-Gétye
A HUN-3118EX-2008-Budapest
A HUN-4069-2004-Tiszaké cske
30 [A HUN-6838-2004-Szazhalombatta

39| China-FY18-CAV16-EU812514.1

| CAV16-G10-U05876

Human enterovirus 71 BrCr-CA-70

27. abra. A coxsackie A16 virus 5’-NTR filogenetikai torzsfaja, 255 nt hosszl szakaszon.

Az elagazasokndl csak a 60%-nal magasabb bootstrap értékek keriiltek feltiintetésre. A

skdla mutatja a 0,01 genetikai tavolsagot. Outgroup: EV71-BrCr-CA-70 (AB204853).
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China-shzh01-CAV16-AY895097
China-shzh02-11-CAV16-AY895106
China-shzh01-17-CAV16-AY821794
Taiwan-CAV16-AF177911
China-shzh02-124-CAV16-AY895094
Japan-05-10274-CAV16-AB292123

A HUN-681-2000 Baja

A HUN-719-2000-Balatonszabadi

A HUN-716-2000-Balatonszabadi

A HUN-721-2000-Balatonszabadi

A HUN-711-2000-Si6jut

\_— Malaysia-CAV16-MY823-3/SAR/97-AM292433
France-CAV16-98/01192-40/99-AY208083
China-shzh02-14-CAV16-AY895110
China-shzh02-111gi-CAV16-AY895099
Japan-98-00648-CAV16-AB292119
France-0249-06-CAV16-DQ993173
China-shzh02-38-CAV16-AY821795
China-shzh02-75-CAV16-AY895102

Saudi Arabia-CAV16-2055/SA/01-AM292442
Japan-03-00065-CAV16-AB292122
France-CAV16-FR-10-2005-164-AM492504
Vietnam-CAV16-1018T/VNM/05-AM292441
Germany-CAV16-757/2003-AY956576
A HUN-4069-2004-Tiszakecske

93L A HUN-6838-2004-Szazhalombatta
Malaysia-CAV16-CNS041904/SAR/00-AM292447
Australia-CAV16-0033/AUS/05-AM292435
HUN-3118EX-2008-Budapest

A HUN-2346LI-VF-2008-Atkar

A HUN-2991-2007-Gétye
China-shzh04-J31-CAV16-AY821796
A HUN-2347LI-ThS-2008-Atkar

99 A HUN-2340-VF-2008-Atkar
Malaysia-CAV16-UM16809/MAL/98-AM292483
China-shzh00-2-CAV16-AY895127

coxsackievirus A16 G-10 U05876
Human enterovirus 71 BrCr-CA-70
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28. abra. A coxsackie A16 virus VPI filogenetikai torzsfaja, 237 nt hossza szakaszon.
Az elagazasoknal csak a 60%-nal magasabb bootstrap értékek keriiltek feltiintetésre. A

skala mutatja a 0,05 genetikai tavolsagot. Outgroup: EV71-BrCr-CA-70 (AB204853).
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5.3.3. A coxsackie A16 virus RNS 5’-NTR masodlagos szerkezete

Az RNAFOLD program segitségével az 5’-NTR régioban modelleztiik a szekvenalt
CV-A16 virusok RNS masodlagos szerkezetét (29. abra).
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1. 2. 3.
HUN-716-2000-Balatonszabadi HUN-681-2000-Baja, HUN-4069-2004-Tiszakécske,

HUN-721-2000-Balatonszabadi, HUN-6838-2004-Szazhalombatta

HUN-711-2000-Sidjut,

HUN-719-2000-Balatonszabadi
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o3

4. 5. 6.
HUN-2991-2007-Gétye HUN-3118EX-2008-Budapest HUN-2346LI-VF-2008-Atkar,

7.

HUN-2347LI-Ths-2008-Atkar,

HUN-2340-VF-2008-Atkar

29. abra. A CV-A16 RNS masodlagos szerkezete az 5°’-NTR-ben (255 nt, pozicio a

genomban: 193-447 nt a CV-A16 G10 (U05876) prototipus tdrzshdz viszonyitva).
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Az eredmények azt mutattak, hogy a 10-es szammal jegyzokonyvezett betegnél (5.

szerkezet), akinek a betegsége halalos kimenetelii volt, a CV-A16 virus 5’-NTR RNS-ének

masodlagos szerkezete jelentdsen megvaltozott az el6z6 évek virusaihoz képest.

Ugyanakkor a 2008-as kéz-lab-szaj jarvanybol szarmazo mintak egymashoz viszonyitva is

nagyon kiilonb6zéek voltak (6., 7. szerkezet).

5.3.4. Az enterovirus 71 és echovirus 30 okozta megbetegedések klinikai és

epidemiologiai vizsgalata

N . . e Virusizoldlas
Szerotipus Minta sorszama ggl:fank Minta 23; Nem Betegség/tiinetek sejttenyészeten
gv7i HUN-792-2000- FN298933 o gy s laz, fejféjas negativ
Miskolc
HUN-5702-2004-  FN 298934  széklet asepticus pozitiv/nem
EV71 . 6 o AR
Veszprém meningitis tipizalhato
HUN-5522-2004-  FN 298935 széklet F acut flaccid pozitiv/nem
EV71 o 2 ; S
Pilis paralysis tipizalhato
EVT1 HUN’—7007—2004— FN 298936  széklet 4 F meningitis po;ityiv/nerm
Csatar tipizalhato
EVT1 HUN-7195-2004-  FN 298937  széklet 1 F kititések, meningo-  pozitiv/nem
Pétfiirdd encephalitis tipizalhato
EV71 HUN-5756-2005- FN 298938  széklet 7 N encephalitis negativ
Ujcsanélos
E30 HUN-368-2000- FN 298951 széklet 10 F meningitis pozitiv/nem
Eger tipizalhato
E30 HUN-370-2000- FN 298952 széklet 8 N meningitis pozitiv/nem
Eger tipizalhato
E30 HUN-423-2000- FN 298953  széklet 11 F meningitis pozitiv/nem
Eger tipizalhato
E30 HUN-519-2000- FN 298954  széklet 2 F meningitis pozitiv/nem
Recsk tipizalhato
E30 HUN-520-2000- FN 298955  széklet 1 F meningitis pozitiv/nem
Recsk tipizalhato
E30 HUN-638-2000- FN 298956  széklet 4 F meningitis pozitiv/nem
Jaszberény tipizalhato
E30 HUN-852-2001- FN 298957 széklet 8 N tarkokotottség pozitiv/
Budapest E30
E30 HUN-6913-2004-  FN 298961 széklet 5 N asepticus negativ
Budapest meningitis
E30 HUN-4940-2005-  FN 298958 széklet 26 N asepticus pozitiv/nem
Miskolc meningitis tipizalhato
E30 HUN-5419-2005-  FN 298959 liquor 27 N asepticus negativ
Varpalota meningitis
E30 HUN-4737-2006-  FN 298960 széklet 15 F meningitis pozitiv/
Székesfehérvar E30

12. tablazat. Az EV 71 és E30 okozta megbetegedések Magyarorszagon, 2000-2008.
Roviditések: F = férfi, N = nd.
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Osszesen 6 vizsgalati mintabol mutattuk ki az EV71-et és 11 betegtdl az echovirus
30 szerotipust (12. tdblazat). A tablazatot kiegészitettik a sejttenyészeten torténd
tablazat, jobb szélsé oszlop). Azt talaltuk, hogy a hat EV71-bdl ketté negativnak bizonyult,
anégy pozitiv EV71 izolatum pedig nem volt tipizalhaté sejttenyészetben. Az 11 echovirus
30 koziil kettd negativ volt, 9 virus citopatogén hatast mutatott sejttenyészeten, ebbdl 7
nem volt tipizalhato, két izolatum esetében viszont sikeriilt meghatarozni a virus
szerotipusat a klasszikus modszertant kovetve.

Az enterovirus 71 idegrendszeri megbetegedéseket okozott 6 ¢év alatti
gyermekekben. Az echovirus 30 altalaban az iskolaskorti gyerekeket és felnétteket
betegitette meg. A kimutatott virusszerotipusok foldrajzi megoszlasat a 30. abra

szemlélteti.

2000
2001
2004
2005
2006

O EVT1 /\ ECHO30

30. abra. Az enterovirus 71 (kor) és echovirus 30 (haromszog) foldrajzi eloszlasa, 2000-

2008.

5.3.5. Az enterovirus 71 filogenetikai vizsgalata az 5’-NTR és VP1 régidban

A kapott enterovirus 71 nukleotidsorrendeket Osszehasonlitottuk a GenBankbol
kivalasztott EV71 szekvenciakkal, beleértve a magas neurovirulenciaju bulgariai (BGR-
1975-AB059821) és magyarorszagi (HUN-EV71-78-AB059822) EV71 szekvenciakat. Az
EV71 nukleotidsorrendeket dsszehasonlitottuk a HEV-A faj prototipus torzseivel az 5’-
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NTR konzervativ régidban és a VP1 variabilis régioban (31., 32. abrak). A filogenetikai
torzsfat neighbour-joining modszerrel, Kimura 2-paraméteres modell alapjan

szerkesztettiik a MEGA 4.0.2 program felhasznalasaval.
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31. abra. A HEV-A faj gyokértelen filogenetikai torzsfaja az 5’-NTR régioban, 269 nt
hossztt szakaszon. Prototipus torzsek: CV-A2/Fleetwood (AY421760), CV-A3/Olson
(AY421761), CV-A4/High Point (AY421762), CV-A5/Swartz (AY421763), CV-A6/Gdula
(AY421764), CV-A7/Parker (AY421765), CV-A8/Donovan (AY421766) CV-A10/Kowalik
(AY421767), CV-Al2/Texas-12 (AY421768), CV-A14/G-14 (AY421769), CV-A16/G-10
(U05876). Az enterovirus 71 szekvenciak jelélései: zéld szinnel vannak kiemelve a
magyarorszdgi  virusok csoportjai, feketével az egyéb enterovirus 71 tipusok

nukleotidsorrendjei.

75



o
3 2 1
2 2
[ @
VP1 o & 8 /)
ENENR T
% o T 5
%
e, % iz
e 2 ¢ 02
. e, 2, %, % 2%
45"'&/,, é"’a,, »ae"’% NP X
Say, N 25 :

9626114V 86/9802/]

32. abra. A HEV-A faj gyokértelen filogenetikai torzsfaja a VP1 régioban, 255 nt hosszu
szakaszon. Prototipus torzsek: CV-A2/Fleetwood (AY421760), CV-A3/Olson (AY421761),
CV-A4/High Point (AY421762), CV-A5/Swartz (AY421763), CV-A6/Gdula (AY421764),
CV-A7/Parker (AY421765), CV-A8/Donovan (AY421766), CV-A10/Kowalik (AY421767),
CV-A12/Texas-12 (AY421768), CV-A14/G-14 (AY421769), CV-A16/G-10 (U05876). Az
enterovirus 71 szekvenciak jelolései: zéld szinnel vannak kiemelve a magyarorszagi

virusok csoportjai, feketével az egyéb enterovirus 71 tipusok nukleotidsorrendjei.

A két genetikai région alapuld filogenetikai torzsfak vizsgalataval egyezd
eredmények sziilettek az EV71 csoportok eloszlasat illetden (31., 32. abrak). Az Gjonnan
kimutatott magyarorszagi virusok genetikailag tavol helyezkednek el a magas
neurovirulenciaju virusoktol (EV71 BGR-1975-AB059821, HUN-EV71-78-AB059822),
és két kiilon csoportot alkotnak a torzsfan.

a 33. abra mutatja. A rokonsagi fok megallapitasa a GenBankban fellelhetd EV71
izolatumok nukleotidsorrendjének hozzaadasaval tortént. A filogenetikai fa szerkesztése

neighbour-joining algoritmussal, Kimura 2-paraméteres modell alapjan tortént.
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EV-71-C1 EP/2353/2002 AM939579
EV-71-C1 EP/12105/2001 EP/12 AM939595
GER 2003 AY956570

1M/AUS/12/00 AF376098

GER 2003 AY956567
EV-71-C1-4575/SIN/98 AF376120
EV71-C1-EP/11168/2000 EP/AM939590
HUN-792-2000-Miskolc
S11051/SAR/98 AF376081
USA-2246-NY-87 AF009542

9'1| 2916-TAI-98 AF286526

1 EVv71.C2 Tainan/5746/08

c1

03750-MAA-97 AY207615
2M/AUS/3/99 AF376103
THA-08-12883 FJ151501
FRA AY20810
GER AY208096
USA DQ42185
FRA AY208099
EV-71-C2 EP/7414/1999 EP/74 AM939585
KOR-EV71-01 AY 125966
KOR-EV71-09 AY 125973
KOR-EV71-13 AY 125976
90| EV-71-C3-KOR-EV71-02 AY 125967
SHZH98 AF302996
H26-CHN-00 AB115493
F2-CHN-00 AB115491
THA-08-17461 FJ151502
3254-TAI-98 AF286531
DTID/ZJU-74 FJ158601
Xinhui-9 EU999179
EV71-C4 SHZHO3 AY465356
87 | Yamagata-03 AB213641
EV71-C4-1799-Yamagata-03 AB213641
HUN-7007-2004-Csatar
HUN-7195-2004-Pétfurd6
HUN-5756-2005-Ujcsanalos
5 | HUN-5702-2004-Veszprém
HUN-5522-2004-Pilis
100-Yamagata-03 AB177814
75-Yamagata-03 AB177813
641452-yamagata-03 AB213630
EV71-A-BrCr U22521

98 EV71-B1-AUS74 AF135883
AUS-74 AF135883
Japan 73 AB059813
258/Bulgaria 75 B1
97 HUN-EV71-1978

USA-2232-NY-77 AF135871
EV71-B1-EV71-78 AB059815
FRA AY208096
EV71-B2 7631-PA-87 VP1 AF009533
EV71-B2-U22522
USA-2222-1A-88 AF009540
USA-7673-CT-87 AF009535
USA-7633-PA-87 AF009534
82, 0899-MAA-97 AY207642
MY16//SAR/97 AF376073
MYS 97 DQ341368 B3
EV71-B3 4350/SIN/98 AF376119
o1 ! 4350/SiiN/98 AF376119
SYD-00 AY940109
SIN/OO AF376128
EV71-B4 5865/sin/AF316321
5536/SIN/00 AF376122
S21082/SAR/00 AF376084 B4
739-Yamagata-00 AB213621
738-Yamagata-00 AB213620
96 | 786-Yamagata-00 AB213622
MAL 01 DQ341365
Hiroshima/03 AB121042
S110031-SAR-03 AY258307
2934-Yamagata-03 AB213649 BS
2972-Yamagata-03 AB213650
84! EV71-B5 2972-Yamagata-03 AB213650
CAV16 G-10-CAUO5876

c2

c3

ca

64

B2

98

‘0.02'
33. abra Az enterovirus 71 VPI filogenetikai torzsfaja, 255 nt hosszi szakaszon.
Az elagazasoknal csak az 60%-nal magasabb bootstrap értékek keriiltek feltiintetésre. A
skala mutatia a 0,02 genetikai tavolsagot. Outgroup: coxsackievirus A16 G-10 prototipus
torzs (CAU05876).
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A magas neurovirulenciaju torzsek a B1 genotipusba, mig a Magyarorszagon az

elmult néhany év soran izolalt virusok a C1 és C4 genotipusba tartoztak (33. 4bra).

5.3.6. Az enterovirus 71 RNS 5°-NTR masodlagos szerkezete

1. HUN-EV71-78-AB05982 (B1 genotipus) 2. HUN-792-2000-Miskolc (C1 genotipus)

5
&

3. HUN-7007-2004- Csatar (C4 genotipus)
34. abra. Az EV71 5°-NTR RNS masodlagos szerkezetének becslése MFOLD
programmal, 269 nt (pozicié a genomban: 178-447 nt az EV71 BrCr (U22521) prototipus

torzshoz viszonyitva).

A kapott szerkezetek koziil az els6é (1.) egy magas neurovirulenciaju, 1978-ban

izolalt magyarorszagi torzs RNS-ének masodlagos szerkezete (B1 genotipus). A masodik
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szerkezetet (2.) a 2000-ben kimutatott EV71 adja, ez a virus a VPl régié alapjan
antigénszerkezetileg a németorszagi izolatumokkal mutatott szoros rokonsagot, és a Cl1
genotipusba tartozott. A 2004-b61 és 2005-b61 szarmazo 6sszes EV71 RNS szerkezete a

(3.) szerkezetet mutatta, mindegyikiik a C4 genotipusba tartozott (34. abra).
5.3.7. Az echovirus 30 torzsek filogenetikai vizsgalata

A magyarorszagi echovirus 30 mintak 5’-NTR és VP1 régié nukleotidsorrendjének
filogenetikai elemzését is elvégeztiik (35., 36. abrak). A filogenetikai fak szerkesztését
neighbour-joining algoritmussal, Kimura 2-paraméteres modell alapjan végeztik.
Outgroup-nak az echovirus 21 Farina nukleotidszekvenciajat valasztottunk, az echovirus

30-hoz kozel allo torzset a HEV-B fajbol.

o I HUN-368-2000-Eger
1
_: HUN-370-2000-Eger

1
B 1+ HUN-520-2000-Recsk
1

—:- HUN-638-2000-Jaszbereny

1 HUN-519-2000-Recsk

L HUN-423-2000-Eger
" CHAN FDJS03 84 DQ246620
CHN FDJS03-f2 DQ184811

CHN FDJS03-102 DQ184910

99

75

92

CHN Zhejiang/17/03 DQ246620

HUN-4737-2006-Szekesfeherva
HUN-6913-2004-Budapest
98 - HUN-4940-2005-Miskolc

65

EV 30 strain Bastianni-AF311938
E21 strain Farina-AF405317

35. abra. Az echovirus 30 5’-NTR filogenetikai torzsfaja, 246 nt hosszll szakaszon. Az
elagazdsoknadl csak az 50%-nal magasabb bootstrap értékek keriiltek feltiintetésre.

QOutgroup, echovirus 21 Farina (AY302547) prototipus torzs.
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NED AF236579
CHN DQ205336
77[|CHN 2003 DQ118688
CHN 2003 DQ118687
CHN DQ205335
CHN FDJS03 84 DQ246620
CHN Zhejiang/17/03 DQ246620
HUN-852-2001-Budapest | Lineage 2
RUS 2004 EU280300
FRA-06-2000-89 AM492377
FR-08-2003-185 AM492374
FRA-07-2005-153 AM492376
FRA-08-2005 AM492380
99 ' FRA-08-2005 AM492375
USA AY903642
ITA98-011 AJ295178
NED AF236577
ITA99-022 AJ295185
USA/COL 95 AF 152886
NED 17570net87 AF236578
HUN-520-2000-Recsk
HUN-638-2000-Jaszberény
100 | HUN-519-2000-Recsk
HUN-370-2000-Eger
HUN-368-2000-Eger
HUN-423-2000-Eger
RUS 2003 EU280304
HUN-4737-2006-Székesfehérvar
HUN-4940-2005-Miskolc
80 [l HUN-6913-2004-Budapest Lineage 3
HUN-5419-2005-Varpalota
MOL 2003 EU280301
RUS 2003 EU280303

100

80

Lineage 1
61

98

81— UKR 2003 EU280302
EV 30 strain Bastianni
—95|— NED 13600net75 AF236579
USA/COL 95 AF152887

a7 | UKR 2005 EU280311

) 100 ' UKR 2005 EU280308
Echovirus 21 Farina

0.05
36. abra. Az echovirus 30 VPI filogenetikai torzsfaja, 303 nt hosszi szakaszon. Az

elagazasoknal csak az 60%-ndl magasabb bootstrap értékek keriiltek feltiintetésre. A skala
mutatjia a 0,05 genetikai tavolsagot. Outgroup: echovirus 21 Farina (AY302547)

prototipus torzs.
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6. MEGBESZELES

A poliomyelitis megel6zésére két alapvetd oltoanyagot dolgoztak ki, az inaktivalt
emelt szintli vakcinat és szajon at adhato €16 vakcinat (Salk J.,1960; 1977; Sabin és
mtsai.,1960). A trivalens OPV harom gyengitett vad poliovirusbol: Sabin 1, Sabin 2, Sabin
3 all, amelyek a vad poliovirus 1-3 gyengitett, termoszenzitiv mutansai.

A Poliovirus Eradikacios Program az OPV-t elényben részesiti, mert aktiv
szaporodasa az emberi bélrendszerben hosszantartdé immunvalaszt eredményez, és az
eloallitasi koltsége is alacsonyabb, mint az IPV-nek. Az OPV indukalta lokalis immunitas
védelmet biztosit az ujrafert6zéssel szemben, és csokkenti a vad poliovirus cirkulaciot is.
Ezeknek a tulajdonsagoknak koszonhetéen az OPV az egyik leghatékonyabb eszkoze a vad
poliovirus okozta fert6zések felszamolasanak (Ghendon és mtsai., 1994; Strebel és mtsai.,
1992; Shulman és mtsai., 2006; Swartz és mtsai., 1989).

Az inaktivalt poliovirus vakcinak az eradikacios végjaték szakaszaban toltenek be
majd fontos szerepet (Kew és mtsai., 2005; Kew O., 2006; Shulman és mtsai., 2006). A
Sabin torzsek alapvetéen jo biztonsagi tulajdonsagokkal rendelkeznek, bar a genetikai
valtozasok kovetkeztében kiszelektalodott neurovirulens variansok valodi veszélyforrast
jelentenek. Az OPV kutatdsok korai szakaszaiban ezeket a genetikai valtozasokat a
kiilonb6zé genetikai markerek segitségével mutattak ki, mint pl. a virusszaporodas
héérzékenysége (ret™” marker), vagy az antigéntulajdonsagok megvéltozasa szulfatalt
poliszacharidok jelenlétében.

Az attenuacié molekularis alapjait tobb munkacsoport is behatoan tanulmanyozta,
mindharom szerotipusnal. A genom kiilénb6z6 régidiban keletkezett mutaciok kiilonb6zo
modon hatnak a vakcinavirus attenualt fenotipusara. Ilyen mutacidkat mutattak ki a
vakcinavirus genom 5°-NTR végén, amely a virus replikaciojahoz és a fehérjeszintézis
iniciaciojahoz sziikséges masodlagos szerkezeti elemeket tartalmazza (Minor PD., 1992;
1992; 1993b; Minor és mtsai., 1993a; 2005; Mueller és mtsai., 2005; Skinner és mtsai.,
1989). Az 5’-NTR attenualé mutacidja csokkenti az IRES elem V-6s doménjének
termodinamikai stabilitasat (Cann és mtsai., 1983; 1984; Contreras és mtsai., 1992; Evans
és mtsai., 1985; Laassri és mtsai., 2006; Macadam és mtsai., 1989; 1992; 2006; Malnou és
mtsai., 2002; 2004). A reverzid 2-5 nap alatt végbemegy, és egy U472C mutaciot
eredményez a genomban, ilyenkor egy gyenge U-G bazisparosodast egy magas energiaju

C-G bazisparosodas valt fel (Almond és mtsai., 2007; Cherkasova és mtsai., 2002;
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Contreras és mtsai., 1992; Westrop és mtsai., 1989, Oogra és mtsai., 1991; Macadam ¢és
mtsai., 2006; Pliaka és mtsai., 2007).

Az attenuaci6 masodik lehetséges mechanizmusat a kapszid régioban létrejott
aminosavvaltozasok jelentik. Ebben a régioban csak két kiilonbség van a poliovirus 3
vakcinatérzs és a neurovirulens vad tipus ko6zott. Ezek aminosav-valtozasok a VP3
régioban szerinrdl fenilalaninra (C2034T nt) és a VP1 régioban lizinrdl argininre (A3333G
nt). Egyéb aminosav-valtozasok, amelyek részt vesznek a revertans virusok kialakulasaban
a VP2 kapszomérban ¢és a VP1 protomérban taldlhatok: csere argininrdl lizinre (G1548A
nt) és csere alaninrdél valinra (C2637T nt). Ezek a valtozasok részt vesznek a
vakcinatorzsek attenualt fenotipusanak a szupresszidjaban (Kew és mtsai., 2002; 2004).

A WHO Globalis Poliovirus Eradikacios Program keretében bevezették a vakcina-
eredetli poliovirus (VDPV) fogalmat is. A VDPV izolatumok elsésorban a hosszantarto
virusiirités soran alakulnak ki (Yakovenko és mtsai., 2006). A VDPV tipusok molekularis
meghatarozasa a genom VPI régidjaban az 1%-ot meghaladd aranyban eléfordulo
mutaciok alapjan torténik (Kew és mtsai., 2002; 2004). Az immundeficiens betegekbdl
szarmazd izolatumok az iVDPV csoportot képezik. A Sabin torzsek egyéb valtozatait
olyan orszagokban mutattak ki, ahol az eradikacios program mar korabban véget ért, és az
atoltottsag csokkenése miatt szeronegativ populacio alakult ki. Az OPV térzsek szabad
cirkulacioja egy alulimmunizalt populacioban a cVDPV vakcinatorzsek kialakulasahoz
vezetett. Egyre tobb olyan orszdgban mutattak ki kétes eredetli aVDPV izolatumokat
szennyvizbdl vagy felszini vizekb6l, amelyek mentesek a vad poliovirus cirkulaciétol
(Vinjé és mtsai., 2004).

Magyarorszagon rutin immunizalas céljabol 1959 decemberétél 1992-ig
monovalens, szajon at adhaté vakcinat (mOPV) alkalmaztak. 1960-ban 6sszesen 36 oltasi
poliomyelitis-t jelentettek az mOPV beadésat koveten. Ot megbetegedés (2 recipiens és 3
kontakt) az 1-es tipussal, 1 megbetegedés (recipiens) a 2-es tipussal, 8 megbetegedés (5
recipiens és 3 kontakt) a 3-as tipussal fliggott Ossze. Tizenkilenc beteg mintai negativak
voltak, 3 minta esetén nem tortént vizsgalat (Katay A., 1961). 1961 és 1990 kozott tovabbi
54 VAPP megbetegedést jelentettek. Ebb6l 3 az 1-es tipussal, 7 a 2-es tipussal és 44 a 3-as
tipussal fliggott 6ssze (Baranyai és mtsai., 1994). A VAPP betegek diagnosztizalasat végzo
kollégak az akkoriban rendelkezésre 4116 virologiai kimutatasi modszerekkel bizonyitottak
a bénulast okozd poliovirusok oltasi eredetét (Domok I, 1984).

A magyarorszagi VAPP megbetegedésekbdl, amelyeket a poliovirus 3-as tipusa

okozott, munkacsoportunk molekularis bioldgiai modszerekkel 18 izolatumot vizsgalt. Az
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izolatumok 15 gyerektdl szarmaztak (8 recipiens, 4 kontakt és 3 gyerek ismeretlen oltasi
torténettel), akik 1960-1967 kozott bénultak meg. A VAPP betegek kozott nem allt fent
jarvanytigyi kapcsolat (Baranyai és mtsai., 1994).

6.1. A VAPP betegektol szarmazo poliovirus 3-as tipus nukleotidsorrend és

aminosavsorrend tulajdonsagai

Oltasi poliomyelitis-t (VAPP) mindharom Sabin szerotipussal kapcsolatban
regisztraltak, azonban kockdazata a 3-as tipusnal bizonyult a legmagasabbnak (Domok I.
1971; Prevots és mtsai., 1994).

A VAPP betegektdl szarmazo valamennyi poliovirus 3 tipus esetén intratipusos RT-
PCR modszerrel bizonyitottuk az izolatumok Sabin 3 (Leon 12 a;b) eredetét. Mindegyik
izolatumban kimutattuk az U472C nukleotid reverziét az 5°-NTR-ben, ami az attenualt
fenotipus elvesztését, és a termoszenzitiv tulajdonsagok részleges kiesését eredményezte.

A korai vizsgalatok id8szakabol sikeriilt felkutatnunk 8 izolatum ret* fenotipusos

40+ 40+/-

marker vizsgélati eredményeit. Ebb31 6 izolatum ret*®" (T+), egy ret*” (T-), és egy ret
(T+/-) jelleget mutatott. Az eredmény egyértelmiien alatamasztja azt, hogy a
termoszenzitiv fenotipus elvesztését az U472C mutaciéo okozza mas, a kapszid régioban
keletkezett mutaciok kiséretében (lasd késobb). A vizsgalt 370 nt hossza 5°-NTR
szakaszon mas mutdcidk nem voltak kimutathatok.

A 18 poliovirus 3 izolatum VP1 régidjaban 0-7-ig terjed6 szama nukleotid
szubsztituciot detektaltunk. Egy izolatum sem tartalmazott tiznél tobb nukleotid
szubsztituciot a VP1 régioban, tehat mindegyik <1%-ban tért el a sziildi Sabin torzstol és
ezért a vakcina-szerti (Sabin-like) csoportba lett besorolva.

A poliovirusok molekularis 6raja ~1% VP1 szubsztitiicio/évvel szamol (Kew ¢és
mtsai., 2005; Yang és mtsai., 2005; Shahmahmoodi ¢s mtsai., 2008). Az 1%-nal nagyobb
eltérés a vakcinavirus elhtizod6 replikaciojara utal (1 év, vagy hosszabb id6), ami joval
meghaladja az oltas utani altalanos virusiiritést (3-6 hét). Feltételezik, hogy egyes
szubsztituciok, foleg az irités korai szakaszaban, pozitivan szelektalodnak (Odoom és
mtsai., 2008), ezért az egy poliovirus 3 izolatumban (HUN/1961-3B) kimutatott 7 mutacio
a VP1 régioban nem feltétleniil a hosszantart6 tiritésre utal.

A VPI nukleotidsorrend alapjan a 18 Sabin-szerli virus 12 csoportot alkotott. A
legnagyobb csoport (n = 7) nem tartalmazott szubsztituciot a VP1-ben, ezeket a virusokat 5

mOPV3 recipiensb6l és 2 kontaktbol izolaltak. A tobbi izolatum egyedi mintazatot
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mutatott a VP1 szubsztiticiokat illetden. A véletlenszerli eloszlasban 1évé szinonim
mutaciok mellett 8 kiilonb6zé nem-szinonim szubsztituciot is sikeriilt kimutatnunk. Az 54.
aminosav szubsztiticioja 7 izolatumban jott létre (4 esetben A54T, 3 alkalommal A54V).
Az A54L aminosavcsere egy szuppresszor mutacio eredménye, ami dnmagaban is képes
megvaltoztatni a Sabin 3-as tipus termoszenzitiv tulajdonsagait (Minor PD., 1986).
Feltételezziik, hogy az A54T mutacionak is hasonlé hatéasa lehet.

Rekombinansok kimutatasa céljabol 18 izolatumot vizsgaltuk multiplex RT-PCR
modszerrel a P2 és P3 kodolo régioban. Ezzel a modszerrel csak egy poliovirus 3 vakcina-
szeri izolatum (HUN/1961-2) bizonyult rekombindnsnak, a Sabin 1 tdrzzsel a 3D
régioban. A klinikai eredmények azt mutattak, hogy a gyermek az mOPV3 oltas eldtt 6
héttel részesiilt az mOPV1-ben. Valoszinileg az 1-es tipust mOPV még nem frilt ki
teljesen a szervezetébdl, amikor az mOPV3-t kapta, és emiatt volt lehetséges a
vakcinatorzsek rekombinacidja. Feltehetoen a tobbi beteg az mOPV1 beadas utani 5-6
héttel mar nem iiritette az 1-es tipusu vakcinavirust.

A Sabin torzsek rekombinaciojat a természetben mar tobben is leirtdk (Arita és
mtsai., 2005; Furione és mtsai., 1993; Georgescu és mtsai., 1994; Guillot és mtsai., 2000;
Karakasiliotis és mtsai., 2004; Lipskaya és mtsai., 1995; Martin és mtsai., 2002; Yang ¢és
mtsai., 2005; Kilpatrick és mtsai., 2004; Lukashev és mtsai., 2005; Shulman ¢s mtsai.,
2006). Néhany esetben a rekombindci6 a vakcinatorzs és vad tipust poliovirus kozott is
eléfordul (Georgescu és mtsai., 1994; 1995). A VAPP betegektdl szarmazo Sabin 2
rekombinansokat mar korabban leirtak, az esetek tobbségében a rekombinacio a P3 kodolo
régioban tortént (Furione és mtsai., 1993; Friedrich és mtsai 1996; Lipskaya és mtsai.,
1991). Az altalunk vizsgalat VAPP betegbdl szarmaz6 Sabin 3-szerli izolatum Sabin 1
rekombinansnak bizonyult a 3D polimerazt kodolod régioban. Ezt a jelenséget elsoként
sikertilt kozdInlink az irodalomban.

Az eredményeink azt mutattdk, hogy a magyarorszagi VAPP betegekt6l szarmazo
poliovirus 3 izolatumok mind vakcina revertansok voltak. Az irodalmi adatok igazoljak,
hogy a revertansok az oralis poliovakcina beadasat kovetden mar néhany nap utan
megjelennek az ember gyomor- és bélrendszerében (Evans és mtsai., 1984; Gmyl és mtsai.,
1993; Gnanashanmugam és mtsai., 2007; Macadam és mtsai., 1992; Malnou és mtsai.,
2004; Melnick és mtsai., 1972). Kovetkeztetésként elmondhatd, hogy a 60-as években
VAPP-ot okozo revertans virusok valosziniileg a primovakcinaltak kés6i immunvalaszaval

hozhatok Gsszefliggésbe, aminek az oka ismeretlen maradt.
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6.2. A vakcinavirusok iiritése az egészséges mOPV recipiensek altal

A poliovirus elleni oltasi korszak kezdetén Magyarorszagon az mOPV-t
alkalmaztak (Fornosi és mtsai., 1965). Az oltas eredményességét évente ellendrizték 1962-
1972 kozott. Osszesen 1000 teljes mintasorozatot vizsgéltak 11 év alatti primovakcinalt
gyerekekbol a védooltas eldtti héten, majd a vakcina beadasat kovetden. Az Osszesitett
adatokat a 37. dbra mutatja be. Egyetlen VAPP megbetegedés sem fordult el azokban a

kozosségekben, ahol a vizsgalatokat végezték (Dr. Berencsi Gyorgy, nem kozolt adatok).
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37. abra. A non-polio enterovirusok (NPEV) és az oltds utani vakcinavirusok

iritése a primovakcinalt gyermekkozosségekben, 1962-1972.

A védboltast megel6z6 héten vették az ,oltas elétti” székletmintdkat, majd az
oltasokat kovetéen 3-3 székletmintat vettek. Minden monovalens OPV beadasat kovetden
6 hét sziinetet tartottak. Ot héttel az mOPV 1 beadasat kovetden mér csak az oltottak 14%-
abol mutattak ki a Sabin 1 virust, melynek {iritése teljesen megsziint az mOPV3 beadasat
kovetden. Ot héttel az mOPV3 bead4sa utan a gyermekek 32%-a még firitette a Sabin 3
virust és az mOPV2 beadasat kovetden is még 12%-nak a szeklete volt pozitiv a Sabin 3
virusra. Fontos megfigyelés volt, hogy a non-polio enterovirusok (NPEV) szama majdnem
négyszeresére csokkent az él6 poliovakcina beadasat kovetden. A vizsgalatok soran

bizonyitast nyert az is, hogy a Sabin 3 vakcinatorzs hosszabb ideig iirtil, mint a Sabin 1 és
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Sabin 2-es tipus. Megfigyelték, hogy az elhuzodo Sabin 3 iirités felelds az oltas utani Sabin
2 tirités csokkenéséért (68,8%, szemben a 80,8% ¢és 90,8% a Sabin 1 és Sabin 3 esetében).
Feltehetéen az OPV3 tartés szaporodasa miatt az U472C reverzio kialakulasanak a
valoszinlisége is nagyobb (Martinez és mtsai., 2004). A neurovirulencia vizsgalatok (amit
majmok intracerebralis oltasaval végeztek) csak akkor adtak volna pozitiv eredményt, ha a
mintaban 1évé bénitd virusmutansok szama meghaladta volna a 100TCIDsp-et. Nem
zarhato ki, hogy a revertansok megsokszorozddhatnak egyes betegekben még mieldtt az
immunvélasz megkezdddne, és elindithatjdk a VAPP-ot. A Sabin 2 virusiirités kovetését 3
héttel az oltas utan fejezték be, ezért a 3-as és 2-es virustipus kolcsonhatasanak
tanulmanyozasara nem volt lehet6ség (Dr. Berencsi Gyorgy, nem kozolt eredmények).

A trivalens ¢él6 oltdanyag (tOPV) alkalmazasa lehetdvé tette a virusok kiegyenlitett
szaporodasat az oltottakban. Magyarorszagon 1992 és 2006 kozott kombinalt (eIPV és
tOPV) védooltast alkalmaztak. Az 1999-2000-ben végzett szeroepidemiologiai
sziirfvizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy az els6 adag inaktivalt poliovirus (eIPV)
védooltas, valamint a két trivalens él6 oltdanyag beadasat kovetéen a szeronegativ
gyermekek aranya: 12,1% a Sabin 1, 9,6% Sabin 2 és 20,0% Sabin 3 esetében. A masodik
tOPV oltasban részesiilt gyermekek kozott (3-5 év), a szeronegativok aranya Sabin 1,
Sabin 2 és Sabin 3 estben lecsokkent: 1,7%, 0,76% és 2,7%-ra. Annak ellenére, hogy az
elsé emelt szintli IPV beadasa utan a mérhetd ellenanyagszint csak a gyermekek 60%-aban
volt kimutathat6, 1992 6ta egyetlen egy VAPP megbetegedés sem fordult eld az 1,4 millio

primovakcinalt korében (Berencsi és mtsai., 2005).

6.3. Az OPV és a non-polio enterovirusok kolcsonhatasa

A virustenyésztés Osszesitett eredményei azt mutattdk, hogy 167 non-polio
enterovirus (NPEV) tenyészett ki az oltasi kampanyok megkezdése el6tt (37. dbra). A
védooltasi sorozatok végén azonban mar csak 33, illetve 42 NPEV-t mutattak ki. Ezért a
20-25%-ra torténd csokkenésért a véddoltas interferald tulajdonsaga, valamint a non-polio
enterovirusoknak a téli honapokban valo alacsonyabb cirkulacioja lehetett a felel6s (Dr.
Berencsi  Gyorgy, nem kozolt eredmények). Az enterovirusok interferenciajat
Magyarorszagon eldszor az 1958-ban lezajlott Bornholm-jarvany soran irtdk le, amit a
coxsackie B3 virus okozott, és a bénulassal jard poliomyelitis megbetegedések szamat
97%-kal csokkentette (Domok ¢és mtsai.,, 1960 a, b; 1962). Hasonlo jelenség zajlott le
1989-ben, amikor a 450 ezer gyermeknek beadott monovalens OPV két héten beliil
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megallitotta az echovirus 11' prime torzs terjedését (el-Sageyer és mtsai., 1998).
Kovetkeztetésként szamolni lehet azzal, hogy az inaktivalt véddoltds kizardlagos

bevezetését kovetéen a non-polio enterovirusok jarvanytigyi jelentésége is néni fog.

6.4. Uton a globalis poliomyelitis felszaimolasa felé

2002. junius 21-én az Eurdpai régiot poliomyelitis-mentesnek nyilvanitottak. Az
Amerikai és a Nyugat-Csendes-Ocedni régiok ugyszintén mentesek a honi eredetii
poliovirusoktol, szemben a fennmaradt harom endémias WHO régioval: a Kelet-
Mediterran, a Délkelet-Azsiai és az Afrikai. A mentesség azonban csak addig maradhat
fenn, amig a lakossag vakcina eredetli védettsége meghaladja a 95%-ot. A védettség
csokkenése ugyanis lehetévé teszi a cVDPV virulencia novekedését az emberrél emberre
valé terjedés soran (CDC, 2001). Ahhoz, hogy a behurcolt virus terjedése és ujboli hazai
meghonosodasa megakadalyozhato legyen, sziikséges miikdtetni a behurcolds azonnali
felderitésére alkalmas AFP surveillance-t (WHO, 1998), amelyet Magyarorszagon 1988-
ban vezettek be (Domok 1., 1999).

6.5. A non-polio enterovirusok tipizalasi eredménye

Az OEK Altalanos virusdiagnosztikai osztalyan 2000-2008 kozott 2569
betegmintat vizsgaltunk enterovirus-kimutatds céljabol. A vizsgélat elsé 1épésében a
mintakat 5’-NTR enterovirus nested RT-PCR moédszerrel ,szlrtiik”, aminek
eredményképpen 459 pozitiv mintat (PCR+) kaptak. Masodik 1épésben a PCR pozitivnak
bizonyult mintak eredetijét fogékony sejtvonalakra oltottuk (RD, L20B) virusizolalas
céljabol. A citopatogén hatiast mutaté6 (CPE+) mintakbol non-polio enterovirus
szerotipus-meghatarozast kiséreltiink meg a kereskedelemben kaphaté poliklonalis
immunsavo keverékkel (RIVM, Hollandia, Bilthoven). 2000-2004 kozott azokat az
enterovirus PCR pozitiv mintakat, amelyek nem okoztak citopatogén hatast (CPE-), egérbe
oltottuk.

A klasszikus enterovirus-tipizalas modszerei (sejttenyészeten és egérbe oltva)
eszkoz- és munkaigényesek. Tobb hetet, idoként honapokat sziikséges varni, amig
értékelhetd eredmény sziiletik. Szamos enterovirus szerotipus nem  szaporithatd
sejttenyészeten, ennek lehetséges okai a receptor felismerés hianya, virusaggregatumok

kialakulasa, antigén drift vagy rekombinaciok a kapszid régioban. A virustipizalasra
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hasznalt kereskedelmi immunsavok is csak egyes szerotipusok azonositasat teszik
lehetdvé. Ezért a molekuldris tipizaldsi modszereknek egyre nagyobb jelentésége van a
laboratoriumok szamara (Oberste és mtsai., 1999a; 1999b; 2000; 2003; 2006; Norder és
mtsai., 2001; 2003; Pliaka és mtsai., 2007). Az enterovirus tipizalas a VP1 genetikai
régiora kidolgozott PCR-rel valosithato meg, mivel ez a régid szoros korrelaciot mutat a
virus szerotipusaval (Caro ¢és mtsai., 2001; Oberste és mtsai., 1999a; 1999b Thoelen és
mtsai., 2004).

A molekularis tipizalas elvégzésének fo indokai voltak: a) jarvanyiigyi okokbol
tisztdzni milyen non-polio enterovirusok cirkuldlnak Magyarorszagon; b) annak
ismeretében, hogy kiilonb6z6 enterovirusok egy és ugyanazon korkép kialakulasaért
felelosek, vagy egy szerotipus tobb kiilonbozé korképet okozhat, a virusfert6zések
differencialdiagnosztikaja a laboratorium egyik fontos feladata.

Az  enterovirus VPl seminested RT-PCR modszer alkalmazasa a
laboratoriumunkban sikeresnek bizonyult. A VP1 variabilis régio molekularis tipizalasan

A 459 PCR-pozitiv minta szeroldgiai és molekularis tipizalasi eredményét a 13.

tablazat tartalmazza.

Virus 2000 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005| 2006| 2007 2008| N (%)
szerotipus/év

E2 I° 1(0.2)
E4 8 8 (1.7)
E6 S 2 12 (2.6)
E7 1° 1(0.2)
E9 27 2(0.4)
Ell ER 3(0.6)
EI3 S 1° 3(0.6)
E25 3 2 5 (1.0)
E30 6" [ 2° 2 ]2 13 (2.8)
EV71 1° £ 17 6(1.3)
CV-B5 1° 1° 2(0.4)
CV-Al6 1%, 4° 2° 1 (1520 [ 113)
CV-A19 I* 1(0.2)
Nem 44 [156 | 61 | 29 [ 54 | 15 | 4 13 15 | 391 (85)
tenyésztheté/nem

tipizalhatd

Osszesen 66 | 172 ] 63 | 37 | 61 | 18 | 10 14 18 [ 459 (100)

13. tablazat. A non-polio enterovirusok (NPEV) kimutatasa Magyarorszagon és az altaluk
okozott megbetegedések.
Roviditések: a= asepticus meningitis, b= encephalitis, c= Guillain-Barré Syndroma/AFP

(acut flaccid paralysis), d= myocarditis, e= kéz-lab-szaj betegség.
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A 2000-2008 kozott 5°-NTR PCR modszerrel kimutatott 459 enterovirus koziil 68
minta virus szerotipusat sikeriilt azonositani, ebbdl 39-et szerologiai és 29-et molekularis
modszerrel. Az eredmények alapjan a Magyarorszagon el6forduld leggyakoribb NPEV
szerotipusok a kovetkezok: E30 (2,8%), E6 (2,6%), CV-A16 (2,3%), E4 (1,7%), EV71
(1,3%), E25 (1,0%), E11(0,6%), E13 (0,6%), E9 (0,4%), CV-B5 (0,4%), E2 (0,2%), E7
(0,2%) és CV-A19 (0,2%).

A molekularis modszerrel vizsgalt 93 PCR minta koziil 12 esetben CV-Al6-ot, 6
esetben EV71-et ¢és 11 esetben echovirus 30-at sikeriilt azonositanunk. A molekuldris
tipizalast a PCR-pozitiv mintak csak egy részénél sikeriilt végrehajtani, technikai és anyagi
okok miatt. A jovo feladatai kozé tartozik a tobbi PCR-pozitiv mintanak a tipizalasa is,
mivel a klasszikus moédszertan alkalmazasaval a 2000-2008-as idészakbol szarmazo
mintak 85%-a nem tenyészthetének, illetve nem tipizalhatéonak bizonyult. A nem
tipizalhat6 enterovirusok molekularis jellemzésének kiemelkedd jelentésége van a virusok
terjedési utvonalainak ¢s epidemiologidjanak megértésében a polio eradikacio

korszakaban.

6.6. A molekularis médszerekkel tipizalt non-polio enterovirusok klinikai,

epidemiologiai és filogenetikai eredményei

6.6.1. A coxsackie A16 virus vizsgalatok

Vizsgalataink azt mutattak, hogy a CV-Al16 tipusu virusok mind sporadikus, mind
pedig jarvanyos formaban cirkulalnak a magyarorszagi populacidban. Az altalunk vizsgalt
esetekben a megbetegedések az 5 év alatti gyerekeket érintették. Jarvanyos formaban a
virus kéz-lab-szaj betegséget okozott, sporadikus formaban pedig enyhe, reverzibilis
neurologiai tlineteket. Kéz-lab-szaj betegséget mas non-polio enterovirusok is tudnak
okozni: a coxsackie A5, A9, A10, A16, B2, B5 valamint az enterovirus 71 (Barlean ¢és
mtsai., 1994; M'hadheb-Gharbi és mtsai., 2008; Hughes és mtsai., 1972, Itagaki és mtsai.,
1983). A betegség viszonylag enyhe tiinetekkel jar, a szajban megjelend holyagok féleg a
taplalkozas soran okoznak gondot. A betegségnek ugyan ritkan, de lehetnek
szovédményei, mint pl. asepticus meningitis, letalis myocarditis, rhabdomyolysis vese
szindromaval, pneumonitis, stb. (Wright és mtsai., 1963; Cooper ¢és mtsai., 1989; Wang és
mtsai., 2004; Legay és mtsai., 2007). A terhes asszonyok fokozott veszélynek vannak

kitéve egy kéz-lab-szaj jarvany soran, amelynek spontan vetélés lehet a kovetkezménye
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(Ogilvie és mtsai., 1980). Magat a virust ki lehet mutatni a kéz-1ab-szaj betegek székletébdl
tobb héttel a kiiitések elmulasa utan is. Mivel a CV-A16 féleg feco-oralis titon terjed, ezért
a betegeket a kilitések elmulasa utan is szikséges lenne karanténban tartani, mert a
virusiirités tobb hétig is eltarthat (Chemez és mtsai., 1976; Ooi és mtsai., 2007). Az
irodalmi adatok alapjan halalos kimeneteli CV-A16 fertézéseket 1,1%-ban mutattak ki
vilagszerte (Khetsuriani és mtsai., 2006).

2000-ben a CV-Al6 okozta kéz-lab-szaj betegség jarvany egy Balaton melletti
udiléhelyen tort ki, a betegek jarvanyiigyi nyomonkovetésérdl nem alltak a
rendelkezésiinkre adatok. A 2008-as atkari kéz-lab-sz4j jarvany soran viszont részletes
tajékoztatast kaptunk. Ennek megfelelden kiszamitottuk a CV-Al16 tamadasi ratajat az
ovodai k6zosségben, ami 46,5%-nak bizonyult a 3-5 éves gyerekek csoportjaban és 33,3%-
nak az 5-6 éves korcsoportban. Az eredmények egyezést mutattak az irodalomban kozolt
adatokkal a CV-A16 tamadasi ratajara vonatkozoan (Ferson és mtsai., 1991; Froeschle és
mtsai., 1967; Chemez és mtsai., 1976). Az atkari 6vodai kozosségben a gyerckek
maradvanytiinet nélkiil meggyogyultak. Feltételezziik, hogy a helyi jarvany kitorésének
lehetséges oka az volt, hogy a CV-Al6 szerotipus az elmult idészakban nem keriilt
behurcolasra az adott foldrajzi teriiletre.

Sporadikus CV-A16 fert6zést 2004-b6l, 2007-bo1 és 2008-bo1 mutattunk ki (n = 3).
Két betegnek reverzibilis neurologiai tiinetei voltak. Egy esetben coxsackie A16 virust
mutattunk ki egy 2008-ban elhunyt csecsemd végbélmintdjabol, ahol a halal oka
tisztazatlan maradt. A CV-A16 lehetséges koroki szerepérél nem sziiletett allasfoglalas a
szakemberek részérdl.

A VPI régi6 filogenetikai vizsgalata azt mutatta, hogy a 2000-b6l, 2007-bdl és
2008-bol szarmazoé magyarorszagi CV-Al6-ok az azsiai izolatumokkal mutatnak
rokonsagot, amelyek kéz-1ab szaj betegséget okoztak Japanban (Mizuta és mtsai., 2005) és
Szingapurban 2001-2007 kozott (Ang és mtsai., 2009). A VP1 szekvencia alapjan két CV-
Al6 virus 2004-bél (HUN-4069-2004-Tiszakécske, HUN-6838-2004-Szazhalombatta)
egylitt csoportosul a filogenetikai torzsfan egy 2003-as németorszagi izolatummal
(AY956576) és egy franciaorszagi izolatummal (AM492504) 2005-bol. Viszonylag kevés
genetikai adat all rendelkezésre az europai CV-A16 eléfordulasarol, valosziniileg a virusok

altal okozott altalaban enyhe klinikai kép miatt.
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A coxsackie Al6 5-NTR ¢és VPI régi6 nukleotidsorrend vizsgalatai szinte
egybehangz6 eredményeket adtak a 2000-2008 kozott kimutatott virusok csoportosuldsait
illetden mindkét genetikai régioban. Az 5’-NTR szerint 4 csoportot, a VP1 vizsgalatok
alapjan pedig 3 csoportot kiilonboztettiink meg. A GenBankban viszonylag kevés 5°-NTR

adat all a rendelkezésre, ezért ez is befolyasolja a helyes kovetkeztetéseket.

Csoport | 5>-NTR VP1
L HUN-681-2000-Baja HUN-681-2000-Baja
HUN-711-2000-Sidjut HUN-711-2000-Sidjut
HUN-716-2000-Balatonszabadi HUN-716-2000-Balatonszabadi
HUN-719-2000-Balatonszabadi HUN-719-2000-Balatonszabadi
HUN-721-2000-Balatonszabadi HUN-721-2000-Balatonszabadi
11 HUN-2340-VF-2008-Atkar HUN-2340-VF-2008-Atkar
HUN-2346LI-VF-2008-Atkar HUN-2346LI-VF-2008-Atkar,
HUN-2347LI-Ths-2008-Atkar HUN-2347LI-Ths-2008-Atkar
HUN-2991-2007-Gétye
HUN-3118-2008-Budapest
1L HUN-2991-2007-Gétye HUN-4069-2004-Tiszakécske
HUN-3118-2008-Budapest HUN-6838-2004-Szazhalombatta
V. HUN-4069-2004-Tiszakécske
HUN-6838-2004-Szazhalombatta

Az RNAFOLD programmal kapott CV-A16 virusok RNS 5°-NTR régi6é masodlagos
szerkezetei alapjan elmondhatd, hogy az 5-0s szamu, haldlos kimenetelii fert6zésbol
szarmazd virus RNS szerkezete eltérd volt az atkari jarvanybol szarmazoé virusok
szerkezetétol (6. és 7. szerkezet, 29. abra). Feltételezziik, hogy a szerkezetek mutacio vagy
rekombinacié kovetkeztében térnek el egymastol. Ezek a valtozasok valdsziniileg hatassal
lehetnek a virusok virulenciajara. Irodalmi adatok szerint a virulenciavaltozasok érinthetik
a CV-Al6 IRES elem Gn. GNRA tetraloop motivumat, melynek szerepe van a virus
replikaciojaban (Malnou és mtsai., 2002; Gharbi ¢és mtsai., 2006; M'hadheb-Gharbi ¢és
mtsai., 2007; 2008). Azonban az ezzel a kérdéssel foglalkozo tudomanyos kozlemények
szama egyelore elenyész0, a feltételezések bizonyitasara tovabbi kisérleti munka elvégzése

sziikséges.
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6.6.2. Az enterovirus 71 vizsgalatok

A 90-es évek elején az azsiai-csendes-Oceani régioban az enterovirus 71 szamos
kéz-lab-szaj betegség jarvanyt okozott stlyos idegrendszeri szovédményekkel és magas
halalozasi arannyal az 5 év alatti gyermekek korében. A korabbi jarvanyokbol (Bulgaria,
1975; Magyarorszag, 1978), mar sikeriilt bizonyitani a magas neurovirulenciaju EV71
torzsek terjedését (Nagy ¢és mtsai., 1982, Tariska és mtsai., 1980). Haldlos kimenetelii
EV71 fertdzéseket leirtak szamos azsiai orszagban: Malajzidban (1997), Tajvanon (1998),
Vietnamban (2005) ¢s nemrégiben (2008) Kinaban (Ang ¢és mtsai., 2009; Chua és mtsai.,
2007; Chen és mtsai., 2007; Hamaguchi és mtsai., 2008; Li és mtsai., 2005).

Az enterovirus 71 a HEV-A faj tagja, 3 genocsoporttal rendelkezik: A, B, C (Brown
és mtsai., 1999). A BrCr prototipus torzs az A genocsoport egyetlen tagja. A tobbi
enterovirus izolatum a B és C genocsoportba tartozik, amelyek tovabbi
szubgenocsoportokra vagy genotipusokra oszthatok: B1-B5 és C1-C5 (Jee és mtsai., 2003;
Herrero és mtsai., 2003; Li és mtsai., 2005; Podin és mtsai., 2006; Yoke-Fun és mtsai.,
2006). Jelenleg a C genocsoportu EV71 virusok dominalnak Eurépaban: a Cl-es és C2-es
genotipus az Egyesiilt Kiralysagban; a Cl-es és Cd4-es genotipus Ausztridban és
Németorszagban (Bible és mtsai., 2008; Ortner és mtsai., 2009; Diedrich és mtsai., 2009).
Mas EV71 genotipusok okoznak jarvanyokat a Tavol-Keleten ¢és az azsiai-csendes-oceani
orszagokban. A B3-as genotipust eldszor Malajzidban mutattak ki 1998-ban, majd 1998-
ban a C4-es genotipust Kinaban, és a B3, C2 genotipusokat 1999-ben Perthben
(Ausztralia). A B5 és C5 genotipusokat 2003-ban Japanban, és 2005-ben Dél-Vietnamban,
mutattak ki (Mizuta és mtsai., 2005; Tu és mtsai., 2007).

Az EV71 virusok filogenetikai vizsgalata azt mutatta, hogy a korabbi jarvanyokbol
(Bulgaria, 1975 és Magyarorszag, 1975) szarmazo6 bulbaris encephalitis-t okozd EV71
izolatumok a B1 genotipusba tartoznak. A Magyarorszagon 2000-ben kimutatott EV71 C1
genotipusunak bizonyult. A megbetegedett gyermeknek enyhe neurologiai tiinetei voltak,
ami kiillonds jelentdséggel bir, mivel hasonléan alacsony patogenitasu, C1 genotipusba
tartozd6 EV71 virust mutattak ki egy tiinetmentes gyermekbdl Norvégiaban. Feltételezik,
hogy a neurovirulencia megvaltozasaért az 5°-NTR ¢és a 3D konzervativ genetikai régiok
valtozasai a felelések (Wits¢ ¢és mtsai, 2007). A Magyarorszagon 2004-2005 kozott
cirkulalo EV71 virusok (n = 5) mindegyike a C4-es genotipusba tartozott. Az EV71
prevalencia adatai szerint Europaban a C1 genotipus dominal. Az Egyesiilt Kiralysagban

végzett vizsgalatok alapjan a C1 genotipus az érintett esetek 78%-aban, a C2 pedig 12%-
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ban volt kimutathaté (Bible és mtsai., 2008). A nemrégiben ko6zolt adatok alapjan a C1
genotipus 2003-ig dominalt Németorszagban is (Diedrich és mtsai., 2009). 2002-2003-ban
egy EV71 okozta kisebb jarvany tort ki a Magyarorszaggal szomszédos Ausztriaban, amit
a Cl genotipus okozott, valamint sporadikus idegrendszeri megbetegedéseket is leirtak,
amit a C4-es genotipus okozott 2004-ben (Ortner és mtsai., 2009). A populacio
tiinetmentes, magas aranyu atvészeltségét az EV71-gyel szemben a németorszagi
szeroprevalencia vizsgalatok igazoljak (Diedrich és mtsai., 2009).

Az EV71 fertézések a legnagyobb kozegészségligyi gondot jelentik az azsiai-
csendes-Oceani régio fejlett és fejletlen orszagaiban, mert a betegség kezelésére nem all
rendelkezésre megfelelé antiviralis szer, és a vakcina bevezetése is még varat magara. A
C4-es genotipus 2008-ban keriilt a figyelem kozéppontjaba Kinaban, amikor magas
halalozassal jar6 jarvanyt okozott. Magyarorszagon Osszesen 6t C4 genotipusu virust
mutattunk ki 2004 és 2005 kozott, amelyek kiilonbozé foldrajzi helyekrdl szarmaztak. A
betegek mindegyike encephalitis-ben szenvedett.

Az enterovirus 71 a poliovirusok eradikacidja utan a neurologiai betegséget okozo
egyik legkomolyabb korokozova novi majd ki magat, mivel a poliovirusokhoz hasonléan
acut flaccid paralysis-t tud okozni (Melnick JL., 1984). Az EV71 mindegyik genotipusa
képes sulyos korképeket eldidézni, viszont egyelére nem sikeriilt hatarozott dsszefliggést
talalni a genotipusok szerkezeti eltérései és a neurovirulencia kozott (Shih és mtsai., 2000).

Vizsgalataink sordn az RNS masodlagos szerkezetének szamitogépes
Osszefliggést mutattak a kiilonboz6 genotipusba tartozé EV71 izolatumokkal. Az 5°-NTR
masodlagos szerkezetének szerepét kiemelték az enterovirus 71 virulenciajaban (AbuBakar
és mtsai.,, 1999). Ezen kiviil az enterovirus 71 virulenciavaltozasaban az intratipusos,
kiilondsen a coxsackie Al6 tipusti virusokkal torténé rekombinacionak is szerepet
tulajdonitottak a HEV-A4 fajon beliil (Chan YF, AbuBaker S., 2004; Yoke-Fun és mtsai.,
20006).

Ugyanakkor feltételezik, hogy a neurovirulencia fokozodasat a gyermek populacid
immunstatusza és genetikai hajlama, valamint esetleges mas virusokkal valé koinfekcio
magyarazza (Shih és mtsai., 2004). A virus terjedési utjanak megvaltozasa szintén
megndvekedett viruscirkulaciohoz vezet, mint azt kimutattdk az azsiai-csendes-Oceani
régioban, ahol az elsGsorban feco-oralis Gton terjed6 EV71 léguti terjedésbe kezdett. Az

EV71 fert6zések mérsékelt égovi szezonalitisa, valamint a demografiai kiilonbségek
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teriileteken. Ezzel talan megmagyarazhato, hogy a Magyarorszagon kimutatott genotipusok
hogyan okozhattak enyhébb vagy kisebb szami megbetegedést, amikor ugyanazon

genotipus az azsiai orszagokban stlyos jarvanyokat idézett el6.

6.6.3. Az echovirus 30 vizsgalatok

Osszesen 12 mintaban mutattuk ki az echovirus 30 (echo30) szerotipust. Mindkét
genetikai régioban (5’NTR, VP1) egybehangzd eredményt kaptunk a virus tipusara
vonatkozoan. Az echovirus 30 az asepticus meningitis leggyakoribb korokozoja a non-
polio enterovirusok koziil Magyarorszagon. A betegség leginkabb a 10 év koriili
gyerekeket érinti. Irodalmi adatok igazoltak, hogy az echovirus 30 iskolaskoru gyerekeknél
és felndtteknél gyakoribb (66,8%), mint az 5 év alattiakban (33,2%) (Khetsuriani és mtsai.,
2006; Begier és mtsai., 2008).

Az echovirus 30 aktivitdasa folyamatosan nd, ami nagy kiterjedésii asepticus
meningitis jarvanyokat eredményez (Zhao és mtsai., 2005; Hauri és mtsai., 2005; Bernit és
mtsai., 2000; Wang és mtsai., 2002; Rice és mtsai., 1995; Carberizo és mtsai., 2008). Az
echovirus 30 aktivitasanak a mértékét a virus kiilonbozé genomvaltozatai idézik eld,
amikor egy uj cirkulalo vonulat (lineage) felvaltja a masikat (Oberste és mtsai., 1999c;
Palacios és mtsai., 2002).

A Magyarorszagon 2000-2008 kozott kimutatott echovirus 30 izolatumok eurdpai
eredetiinek bizonyultak, és a kimutatas éve szerint csoportosultak (35., 36. abra). A VP1
genetikai régid vizsgalata alapjan 3 genetikai lineage megjelenését sikeriilt kimutatnunk.
Az elsé lineage-be 6 magyarorszagi virus tartozott, amelyek meningitis-ben szenvedd
gyerekektl szarmaztak 2000-b6l. Ezek a virusok kozeli rokonsagot mutattak a
Hollandiaban 1999-ben (AF236578), Olaszorszagban 1999-ben (Al 295185) és az USA-
ban 1994-ben (AF152886) kimutatott virusokkal. A masodik lineage-be csak egy
szekvencia tartozott 2001-bdl, amely szoros rokonsagot mutatott a 2000-ben kimutatott
franciaorszagi izolatummal (AM492377), és egy oroszorszagi E30 szekvenciaval (EU
280300) 2004-bSl. A harmadik lineage-be tartozd virusok koziil ketté 2004-bél, 2 virus
2005-bol és egy 2006-bol a VP1 szekvencia alapjan egyiitt csoportosult a szomszédos
orszagokban — Ukrajna (EU280302), Moldova (EU280301) és Oroszorszag (EU280304) —

meghatarozott virus szekvenciakkal.
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Az echovirus 30 az egyik leggyakoribb szerotipus mas eurdpai orszagokban is
(Paananen és mtsai., 2007; Roth és mtsai., 2007; Brunel és mtsai., 2008; Cabrerizo és
mtsai., 2008). Az echovirus 30 0j vonulatainak (lineage) kialakulasaban nagy szerepe van a
rekombinacioés folyamatoknak. Az elméletek szerint az echovirus 30 kiilonbozd
genomrégioi egymastol fiiggetleniil cirkulalnak, aminek kovetkeztében mozaik genomok
alakulnak ki (Mirand és mtsai., 2007; Lukashev ¢és mtsai., 2008).

Kimutattak, hogy az echovirus 30 evolicios valtozasa kapcsolatban van az 1-es
tipust diabetes incidencidjanak a novekedésével (Sadeharju és mtsai., 2003). Feltételezik,
hogy a patogenitas fokozddasidban mas, a kapszidfehérjét kodold régiotol tavol esd
genetikai szakaszok vesznek részt (Hviid és mtsai., 2004; Paananen és mtsai., 2007).

Osszességében elmondhato, hogy az altalunk alkalmazott enterovirus tipizalasi
modszerrel egybehangzé eredményt kaptunk mindkét genetikai régioban a virus
szerotipusiara vonatkozéan, azonban a filogenetikai vizsgalathoz informativabbnak
bizonyultak a szerotipussal szoros korrelaciot mutaté variabilis VP1 régio

eredményei a konzervativ 5-NTR-hez képest.
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10. OSSZEFOGLALAS

Tizennyolc Magyarorszagon 1960-1967 kozott kimutatott, gyermekbénulast okozd
poliovirus 3 izolatumot vizsgaltunk. Az archivalt mintdk 15 oltasi poliomyelitis-ben
szenvedd gyerektdl szarmaztak. Molekularis modszerekkel igazoltuk a poliovirus 3
izolatumok vakcina eredetét.

Valamennyi genom 5’-NTR szakasza egyetlen pontmutaciot szenvedett (U472C az
IRES elem V. RNS-hurkdban), ami az OPV3 vakcinavirus neurovirulens fenotipusanak
visszanyerését eredményezte. A nukleotidsorrend-vizsgalat megerdsitette, hogy az AS4V
aminosavesere a VP1 kapszomérben szintén kimutathatd volt, ami az U472C mutacioval
egylitt az oltasi torzset, a vad poliovirus 3 példajara, hbrezisztenssé valtoztatta. Néhany
izolatumban AS54T aminosav cserét tudtunk kimutatni, amirdl feltételezziik, hogy szintén
szerepe lehet a hérezisztencia visszanyerésében. Az izolatumok VP1 régiojaban kimutatott
mutaciok szama egyetlen esetben sem haladta meg az 1%-ot, ezért mindegyiket a Sabin-
szerli csoportba soroltuk. A VDPV (vakcina-eredetli poliovirus) csoportba, amely a
hosszantart¢ virusiirités indikatora, csak az 1%-ot meghaladd mutaciéval rendelkezd
virusok tartoznak.

Az vizsgalt izolatumok koziil egy rekombinansnak bizonyult. A rekombinans
partner a Sabin 1-es tipus volt, a 3D polimeraz régioban. VAPP betegbdl szarmazé Sabin 3
rekombinanst az irodalomban elséként mutattunk ki.

A korabbi Sabin oltasokkal kapcsolatos eredmények (1962-1972) tjraértékelése azt
mutatta, hogy az OPV interferald tulajdonsaga miatt az oltasi kampanyok csaknem 5
honapja alatt a non-polio enterovirust irit6 gyermekek szama a negyedére csokkent.
Szamolni lehet azzal, hogy az inaktivalt véddoltas (IPV) bevezetését kovetden a non-polio
enterovirusok jarvanyiigyi jelent6sége ndni fog.

A non-polio enterovirus diagnosztikat 2000-t61 2008-ig molekularis modszerekkel
végeztiik. fgy a nem tenyészthetd virusokat is vizsgilni lehetett. A mintakban az
enterovirusok jelenlétét az 5’-NTR nested RT-PCR segitségével mutattuk ki, A
virustipizalast az 5°-NTR konzervativ régidban, és a szerotipussal szoros korrelaciot
mutatdé VP1 régioban nukleotidsorrend-meghatarozassal végeztiik.

Tizenkét mintabol coxsackievirus Al16 (CV-Al16) tipus volt kimutathato.
Magyarorszagon a CV-A16 2000-ben és 2008-ban okozott kéz-lab-szaj betegség jarvanyt.
A virus sporadikus formaban szinte minden évben megjelent, és idegrendszeri
megbetegedéseket okozott az 5 év alatti gyermekekben. A 2008-as 6vodai jarvanyban a
virus tAmadasi ratdja a vizsgalt korcsoportokban 40% koriil volt. Osszefliggést kerestiink a
CV-Al6 okozta kiilonbéz6é klinikai kép, és a virus RNS masodlagos szerkezetének
modosulatai  kozott. Az 5’-NTR RNS masodlagos szerkezetek vizsgalata alapjan
feltételezziik, hogy a szerkezetek kozotti killonbségek mutaciok vagy rekombinaciok
kovetkezményei, ami hatassal lehetett a virusok korokozo képességére.

Hat mintaban enterovirus 71 (EV71) tipus volt kimutathaté. Magyarorszagon az
EV71 idegrendszeri megbetegedéseket okozott. A 2000-2008 kozott izolalt EV71 virusok
a C1 és C4 genotipusba tartoztak, szemben az 1978-ban Magyarorszagon izolalt magas
neurovirulenciaji EV71 virussal, amely a B1 genotipusba tartozott. Az 5’-NTR RNS
masodlagos szerkezetének vizsgalataval 3 kiilonbdzé masodlagos strukturat kaptunk,
amelyek a C1, C4 és B1 genotipusokhoz kapcsolodtak.

Az echovirus 30 (echo30) tipus 11 mintaban volt jelen. Az echo30 az egyik
leggyakoribb korokozoja az asepticus meningitis-nek a 10 év koriili gyermekekben. Az
lineage okoz, amelyet idével egy masik valt fel. Vizsgalataink azt mutattak, hogy a
Magyarorszagon 2000-2008 kozott kimutatott virusok 3 lineage-be csoportosultak, és az
eurdpai izolatumokkal mutattak szoros rokonsagot.
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11. SUMMARY

Eighteen poliovirus type 3 isolates, isolated between 1960 and 1967 from paralytic
patients in Hungary, were examined. The archived viruses were obtained from 15 VAPP
patients. The objective of the examinations was based on the observation that the VAPP
risk had been much higher after administration of Sabin type 3 vaccine, than that for types
1 and 2, but the molecular technologies had not been available at the time of vaccination.

First, it has been confirmed that all isolates were of vaccine origin. The nucleotide
sequence of the 5°’-NTR region of all genomes harbored one single point mutation (U472C
within the hairpin-loop V. of the IRES element) responsible for the reversion of OPV3
viruses to wild type phenotype.

The nucleotide sequencing confirmed that the amino acid change A54V within the
VP1 capsomere protein was also present. It was shown that it could change the PV3
thermosensitive properties together with the U472C mutation. An A54T replacement could
be detected in some thermoresistant isolates, suggesting similar effect to the heat
resistance. The number of mutations did not exceed 1% within the VP1 region, therefore,
all isolates were classified as Sabin-like. Isolates can be grouped into the VDPV cluster in
case the mutation rate is above 1%, indicating prolonged virus shedding.

One of eighteen isolates was shown to be a recombinant. The recombinant partner
was Sabin type 1 within the 3D polymerase coding region. This is a first detection of Sabin
3 recombinant from VAPP patient.

In connection with the re-evaluation of the findings obtained in connection with the
mOPV vaccination campaigns, the number of children shedding non-polio enteroviruses
was reduced by a factor of 4 during the 5 months of the campaigns. One has to be aware,
that upon the introduction of inactivated poliovirus vaccines the epidemiological
importance of non-polio enteroviruses will increase.

Molecular methodology was used between 2000 and 2008 for the detection of non-
polio enteroviruses in order to detect uncultivable viruses. The presence of enteroviruses
was detected using 5’-NTR nested RT-PCR. The typing of the viruses was done by
nucleotide sequencing of conservative 5’-NTR and the variable VP1 region being in good
correlation with serotypes. The typing proved to be successful in the case of 29 samples.

Coxsackievirus A16 was present in 12 samples. CV-A16 caused epidemics of hand-
foot and mouth disease in 2000 and 2008 in Hungary. Sporadic infections were identified
in almost every year causing neurologic illnesses of children under 5 years of age. The
attack rate in different age groups was about 40% in the outbreak in 2008. We suppose an
association between the clinical manifestation and the secondary structure of the 5’-NTR
regions of CV-A16. We also presume that the differences between the secondary structures
of virus RNAs were probably caused by mutations or recombinations that may influence
the pathogenic properties of the viruses.

Enterovirus 71 was detected in 6 samples. EV71 caused neurological illnesses in
Hungary. EV71 isolates detected between 2000 and 2008 were defined taxonomically as
genotypes C1 and C4. The enterovirus 71 with high neurovirulence isolated in 1978 in
Hungary had been classified as genotype B1. Nucleotide sequence data revealed that 5°-
NTR secondary structures belonged to 3 three different genotypes: C1, C4 and Bl
respectively.

Echovirus type 30, which is one of the most common non-polio enterovirus types
that can cause aseptic meningitis in children around 10, was detected from 11 samples.
Waves of echovirus 30 activity are associated with distinct new genomic lineages, which
usually replace previously circulating ones. Three different echovirus lineages causing
neurologic illnesses were detected between 2000 and 2008 in Hungary, all of which were
closely related to other European strains.
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