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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

μg mikrogramm 

μl mikroliter 

3’-NTR 3’-nem leolvasott RNS régió (non-translated region) 

5’-NTR 5’-nem leolvasott RNS régió (non-translated region) 

aa aminosav (aminoacid) 

AFP heveny petyhüdt bénulás (acut flaccid paralysis) 

AVM RT madár leukózis vírus reverz transzkriptáz  

aVDPV kétes vakcina eredetű poliovírus (ambiguous vaccine derived 

poliovirus)  

bp bázispár 

BSL-4 4-es biztonsági szintű laboratórium (biosafety level 4) 

CAR coxsackie-adenovírus receptor 

CDC  Betegségmegelőző Központ az Egyesült Államokban (Centers 

for Disease Control and Prevention) 

cDNS  komplementer DNS 

CO2 széndioxid 

CPE citopátiás hatás (cytopathic effect) 

CV-A és -B coxsackievírus A és B 

cVDPV cirkuláló vakcina eredetű poliovírus (circulating vaccine 

derived poliovirus)  

CVID celluláris variábilis immundeficiencia 

DAF enterovírus receptor (decay accelerating factor)  

DNáz dezoxiribonukleáz enzim 

DNS dezoxiribonukleinsav 

dNTP set  dezoxiribonukleotid keverék  

ECHO echovírus (enteric cytopathogenic human orphan) 

EDTA etilén-diamin-tetraacetát 

eIPV  emelt szintű inaktivált poliovírus vakcina 

EV enterovírus 

FBS fötális borjúsavó 

HeLa méhnyakrák eredetű immortalizált sejtvonal 

HEV-A, -B, -C, -D humán enterovírus fajok 
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ICAM-1 intercelluláris adhéziós molekula-1 (intercellular adhesion 

molecule) 

ICTV Nemzetközi Vírustaxonómiai Bizottság (International 

Committee on Taxonomy of Viruses) 

IgA, IgM, IgG immunglobulinok (A), (M), (G) 

IPV inaktivált poliovírus vakcina 

IRES belső riboszómakötő hely (internal ribosomal entry site) 

iVDPV immunhiányos egyénből származó vakcina eredetű poliovírus 

(immunodeficient vaccine derived poliovirus)  

kb  kilobázis 

kV kilovolt 

L20B transzgénikus úton előállított egér sejtvonal, expresszálja a 

human poliovirus receptort (CD 155) 

Master Mix PCR reakcióelegy megnevezése 

mM millimol 

mOPV1 monovalens orális poliovírus vakcina, tartalmazza az élő 

attenuált poliovírus 1-es szerotípusát 

mOPV2 monovalens orális poliovírus vakcina, tartalmazza az élő 

attenuált poliovírus 2-es szerotípusát 

mOPV3 monovalens orális poliovírus vakcina, tartalmazza az élő 

attenuált poliovírus 3-as szerotípusát 

mRNS hírvivő (messenger) RNS  

MuLV  egér leukémia vírus (murine leukemia virus) 

nt nukleotid 

NTP-áz nukleozid trifoszfatáz 

NTR nem leolvasott régió (non-translated region) 

OEK Országos Epidemiológiai Központ 

OKI Országos Közegészségügyi Intézet 

OPV orális poliovírus vakcina 

ORF nyitott leolvasási keret (open reading frame) 

OTU vizsgált taxonómiai egység (operational taxonomic unit) 

PABP polyA kötő fehérje (polyA binding protein) 

PCBP polyC kötő fehérje (polyC binding protein) 

PCR polimeráz-láncreakció (polymerase chain reaction) 
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pM  pikomol 

Polio- poliovírus (gyermekbénulás vírusa) 

PolyA sok adeninből álló farok rész az RNS molekula 3’-végén 

Poly(rC) citozinban gazdag nukleotid szakasz az RNS molekula 5’-

végén 

PVR (CD155) poliovírus receptor 

rct40 reproduktív kapacitás 40ºC-on (reproductive capacity of 

growth on 40ºC) 

RD humán rhabdomyosarcoma folyamatos sejtvonala 

RF replikatív forma (replicative form) 

RI replikatív köztes alak (replicative intermediate) 

RNáz  ribonukleáz enzim 

RNS ribonukleinsav 

RT reverz transzkripció 

RT-PCR reverz transzkripciós PCR 

SDS nátrium-dodecil-szulfát 

ssRNS szimpla szálú RNS molekula 

Taq pol Thermus aquaticus termofil baktérium DNS polimeráz enzime 

TBE tris-bórsav-EDTA  

tOPV trivalens orális poliovírus vakcina, tartalmazza az élő attenuált

 poliovírus mindhárom szerotípusát 

TRIS tris (hidroximetil) aminometán 

tRNS transzfer RNS 

U  (unit) egység, az enzim aktivitásának mértékegysége 

UV ultraibolya 

VAPP oltási poliomyelitis (vaccine associated paralytic poliomyelitis) 

VDPV vakcina eredetű poliovírus (vaccine derived poliovirus) 

VP 1-4 vírus proteinek (kapszomérek 1-4) 

VPgpU a virális RNS 5’-terminális proteinje 

WHO Egészségügyi Világszervezet (World Health Organization) 
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1. BEVEZETÉS 

A járványos gyermekbénulás (poliomyelitis anterior acuta) az emberiség egyik 

legrettegettebb betegsége, amit a Picornaviridae családba tartozó poliovírusok okoznak. 

Magyarországon a járványos gyermekbénulás megelőzésére 1959-1992 között élő 

gyengített, szájon át adható monovalens oltóanyagot használtak (mOPV), ezzel 

megfékezve a járványok terjedését. Hazánkban az utolsó vad poliovírus okozta bénulás 

1969-ben, az utolsó behurcolt megbetegedés 1972-ben fordult elő. A későbbiekben 

azonban kiderült, hogy a vakcina vírusok is képesek poliomyelitis-t okozni, kis 

gyakorisággal. Magyarországon az 1961-1991 között végzett becslések szerint az oltási 

poliomyelitis előfordulása a Sabin 3 beadása után jelentősen gyakoribbnak bizonyult, mint 

a Sabin 1 és a Sabin 2 alkalmazásánál.  

Napjainkban Afrika, Délkelet-Ázsia, India, Pakisztán és Afganisztán területén még 

honos a vad poliovírus 1-es és 3-as típusa. A vad poliovírus 2-es típus által okozott bénulás 

már 4 éve nem fordult elő. Ezért gazdasági okokból a WHO úgy döntött, hogy a 

mindhárom szerotípust tartalmazó trivalens vakcinát (tOPV) monovalens 1 és 3 

oltóanyagra kell leváltani. Az oltóanyagok újraengedélyeztetése előtt a WHO az mOPV3 

használatával kapcsolatos magyarországi tapasztalatok alapján kérte a Magyarországon 

1960-1967 között bénulást okozó poliovírus 3 izolátumok molekuláris genetikai 

vizsgálatát. 

Magyarországon hét országos méretű enterovírus járvány előfordulásáról vannak 

adatok. Az 1957-ben és 1959-ben zajlott két poliovírus járványon kívül a coxsackievírus 

B3 okozott Bornholm-betegség (pleurodynia) járványt 1958-ban. A coxsackievírus A16 

okozta kéz-láb-száj betegség járványt utoljára 1976-ban írtak le. Az enterovírus 71 1978-

ban 1550 betegnél okozott savós agyhártya- és agyvelőgyulladást 30 halálesettel a hat éven 

aluli gyermekekben. Az echovírus 11 „prime” törzse 386 gyereknél okozott vérzéses 

májgyulladást, ami 13 újszülött halálához vezetett 1989-ben. A non-polio enterovírusok 

napjainkban is súlyos járványokat okoznak a délkelet- ázsiai országokban. 

A laboratóriumi vírusdiagnosztikában alkalmazott klasszikus enterovírus 

azonosítási módszerek (sejttenyészetben, korábban szopós egérben is) nem mindig 

alkalmasak a vírus szerotípusának meghatározására. Ezért munkánkban a molekuláris 

tipizálás módszer segítségével határoztuk meg a Magyarországon 2000-2008. között 

kimutatott enterovírusok szerotípusait azzal a céllal, hogy betekintést nyerjünk a vírusok 

molekuláris epidemiológiájába, és tanulmányozzuk a vírusok genetikai 

változékonyságának szerepét a betegségek patogenezisében.  
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1. Az enterovírusok rendszertani besorolása 

A gerincesek legkisebb autonóm, burok nélküli RNS vírusai a Picornaviridae 

(pico=kis, RNA=RNS) családba tartoznak. A család fajait filogenetikailag rokon 

szerotípusok vagy törzsek alkotják. Az egy fajba való besorolás a következő ismérvek 

szerint történik: a) szűk gazdaspektrum és sejtreceptor-specificitás; b) jelentős hasonlóság 

a proteolitikus szerkesztés, replikáció, enkapszidáció és rekombináció folyamataiban; c) 

viszonylag azonos genetikai térkép (King és mtsai., 2000). 

A Picornaviridae család taxonómiája az utóbbi években nagy változásokon ment 

keresztül. Hosszú időn át 23 fajjal rendelkező 9 nemzetséget tartottak nyilván a családon 

belül: Enterovírus, Rhinovírus, Cardiovírus, Aphtovírus, Hepatovírus, Parechovírus, 

Erbovírus, Kobuvírus és Techovírus (Stanway és mtsai., 2005). A fajok és nemzetségek 

közötti rokonság megállapítását a szerkezeti fehérje (P1= kapszid) és nem szerkezeti 

fehérje (2C+3D= proteáz + polimeráz) régió aminosav szekvencia hasonlóságai alapján 

végezték. A változékony P1-es régió a vírusok antigéntulajdonságait tükrözi, ami általában 

a hagyományos vírus meghatározás alapja. A 2C+3D régió legtöbbször nagyon konzervált, 

és szoros egyezést mutat a genom kódolta információval (Stanway és mtsai., 2005) Az 

Enterovírus nemzetségbe a következő fajokat sorolták: Humán enterovírus A (HEV-A), 

Humán enterovírus B (HEV-B), Humán enterovírus C (HEV-C), Humán enterovírus D 

(HEV-D), Sertés enterovírus A (PEV-A), Sertés enterovírus B (PEV-B), Szarvasmarha 

enterovírus (BEV), Majom enterovírus A (SEV-A) (1. ábra). 

A Humán Enterovírus (HEV) nemzetséget egy korábbi (hagyományos) osztályozás 

szerint 5 faj és azok szerotípusai alkották: Poliovírusok (PV), PV1-3; Coxsackie A vírusok 

(CV-A), CV-A1-22, CV-A24; Coxsackie B vírusok (CV-B), CV-B1-6; Echovírusok (echo, 

E): E1-7, E9, E11-21, E24-27, E29-33; Enterovírusok (EV), EV68-71. A fajok 

elkülönítésének alapja a vírusok antigéntulajdonsága, valamint emberben, kísérleti állatban 

és sejttenyészetben megfigyelt kórokozó-képesség volt. A molekuláris módszerek 

bevezetésével a humán enterovírusok hagyományos rendszertana megváltozott. A változás 

lényege az, hogy korábban a szerotípusokat tekintették species-nek. Az új besorolás szerint 

a fajt a fentebb említett ismérvek alapján a hasonlónak talált szerotípusok csoportjai 

alkotják.  
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1. ábra. A Picornaviridae család filogenetikai törzsfája (Stanway és mtsai., 2005). 

a) P1 fehérje, b) 2C + 3D fehérjék. A neighbor-joining módszerrel szerkesztett fákat 

(1000 „bootstrap” replika) a CLUSTALX program és az aminosav súlyozó mátrix 

(BLOSUM) segítségével készítették. A fákat a TreeView v.1.5.2. programmal 

ábrázolták és csak a 90%-nál nagyobb bootstrap értékeket tüntették fel. 

 

A Nemzetközi Vírustaxonómiai Bizottság Picornavírus Munkacsoportja (ICTV 

Picornaviridae Study Group), 2006-ban javaslatot tett az Enterovírus és Rhinovírus 

nemzetségek egyesítésére. Történelmileg a humánpatogén entero- és rhinovírusokat 

legfőképpen a hagyományos ismérvek alapján, mint a patogenitás és a saválló képesség (az 

enterovírusok savállóak, a rhinovírusok nem) sorolták be a két nemzetségbe (Enterovírus 

és Rhinovírus) [Knowles és mtsai., 2008]. A szekvenciavizsgálatok alapján viszont 
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kiderült, hogy nincs jelentős eltérés a két nemzetség genomszerkezete között. A 

vizsgálatokat a picornavírusok rendszerezésében használt P1 és 2C + 3CD régiókban 

végezték. Azt találták, hogy a két nemzetség fajai sokkal közelebbi rokonságban állnak 

egymással, mint más Picornaviridae nemzetségek. Kiderült az is, hogy a saválló képesség 

szerinti osztályozás idejétmúlt (Blomqvist és mtsai., 2002; Savolainen és mtsai., 2002). 

Mindehhez hozzájárult az is, hogy a molekuláris diagnosztika a humán enterovírus 

„szerotípusok” számát 100-ra növelte a szövettenyészeten nem szaporítható vírusok 

jellemzésével. Ennek köszönhetően az egyre bővülő Enterovírus nemzetség jelenleg a 

következő emberi fajokból áll: Humán enterovírus A, Humán enterovírus B, Humán 

enterovírus C, Humán enterovírus D, Humán Rhinovírus A, Humán Rhinovírus B, Humán 

Rhinovírus C, Humán Rhinovírus D (1. táblázat). 

 

(Faj: szerotípus) 

 Humán Enterovírus A (HEV-A): coxsackie A vírus (CV-A) CV-A2-10, CV-A12, 

CV-A14, CV-A16; enterovírus (EV) EV71, EV76, EV89, EV90, EV91, EV92. 

 Humán Enterovírus B (HEV-B): coxsackie A vírus (CV-A) CV-A9; coxsackie B 

vírus (CV-B) 1-6; echovírus (echo, E) E1-7, 9, E11-21, E24-27, E29-33; 

enterovírus (EV) EV69, EV73-75, EV77-88, EV79-88, EV95, EV97, EV100-101, 

EV103. 

 Humán Enterovírus C (HEV-C): coxsackie A vírus (CV-A) CV-A1, CV-A11, CV-

A CV-A13, CV-A15, CV-A17, CV-A19-22, CV-A24; poliovírus (PV) PV1-3. 

 Humán Enterovírus D (HEV-D): enterovírus (EV) EV68, EV70, EV94; humán 

rhinovírus (HRV) HRV87. 

 Humán Rhinovírus A 

 Humán Rhinovírus B 

 Humán Rhinovírus C 

 Humán Rhinovírus D 

 

1. táblázat. A humán enterovírusok rendszerezése (King és mtsai., 2000; Stanway és 

mtsai., 2005).  

A számozásban való hézagok jelzik a rendszerezésben bekövetkezett változtatásokat. Egyes 

szerotípusokat azonosnak találtak (pl. coxsackievírus A15 megegyezik az A11-gyel, a 

coxsackievírus A18 ugyanaz, mint az A13, a coxsackievírus A23 azonos az echovírus 9-cel, 

az echovírus 8, csak a vírusneutralizációban különbözik az echovírus 1-től és az echovírus 
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34 pedig a CV-A24 variánsa). Egyes szerotípusokat újraosztályoztak más Picornaviridae 

nemzetségekbe vagy víruscsaládokba. Az echovírus 10-ről már évtizedekkel ezelőtt 

kiderült, hogy nem enterovírus (reovirus 1, Orthoreovirus nemzetség, Reoviridae család), 

az echovírus 28 = human rhinovírus 1A (Rhinovírus genus, Picornaviridae), az enterovírus 

72 humán hepatitis A vírusnak bizonyult (Hepatovirus genus, Picornaviridae), és az 

echovírus 22 és 23 jelenleg a humán parechovírus 1 és 2-ként kerültek újraosztályozásra 

(Parechovírus nemzetség, Picornaviridae). 

 

A Picornavírus Munkacsoport javaslata szerint a korábban különálló fajt képező 

poliovírusokat a HEV-C fajba sorolták. Ennek fő indoka az volt, hogy a két enterovírus faj 

nagyon hasonló a nem-szerkezeti fehérje kódoló régióban (Supanaranond és mtsai., 1992). 

A teljes genom vizsgálatok megerősítették ezt a rokonságot (Brown és mtsai., 2003; 

Newcombe és mtsai., 2003). A két faj a Picornaviridae rendszertanban vizsgált P1 és 

2C+3D régiókban nem monofiletikus, viszont a konzervált 2C+3D régióban az aminosav 

azonosság több mint 90%. Több tanulmány igazolta a poliovírusok és a HEV-C faj közötti 

gyakori homológ rekombinációt (Liu és mtsai., 2000; Arita és mtsai., 2005), ami 

önmagában is egy nyomós érv volt az egy fajba való besorolás mellett. A poliovírusok a 

HEV-C fajtól eltérő sejtspecifikus receptorral rendelkeznek; a HEV-B faj tagjainál is 

különböző a receptorhasználat, viszont ennek a jelenségnek nincs kizárólagos szerepe az 

Enterovírus taxonómiában.  

2009-től a Picornaviridae családot 11 nemzetségre osztják: Enterovírus, 

Cardiovírus, Aphthovírus, Hepatovírus, Parechovírus, Erbovírus, Kobuvírus, Teschovírus, 

Sapelovírus, Senecavírus, Tremovírus. Egy új nemzetséggel (Avihepatovírus) való bővítés 

javaslata még elbírálás alatt van (2. ábra). 
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2. ábra. A Picornaviridae család törzsfája (Knowles N., 2008). 

A Picornaviridae család P1 kapszid régió alapján, neighbor-joining módszerrel 

szerkesztett gyökértelen fája.  

 

2.2. A humán enterovírusok biológiai tulajdonságai 

2.2.1. A virion szerkezete 

Az enterovírus részecskék ikozahedrális (köbös) szimmetriájú, burok nélküli 

virionok (3. ábra). Átmérőjük az alkalmazott elektronmikroszkópos módszer 

függvényében 28 – 32 nm.  

A.          B.  

  
3. ábra. (A.) A poliovírus 1-es típus transzmissziós elektronmikroszkóppal készült 

felvétele (Dr. Fred Murphy és Sylvia Whitfield, CDC).(B.) A poliovírus háromdimenziós 

képe, röntgenkrisztallográfiás rekonstrukció alapján (Hogle, JM, Chow M, Filman, DJ. 

Science, 1985; 229:1358-1365). 
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A virion kapszidjának a felületét VP1-VP3 fehérjék képezik, a VP4 a kapszid 

belsejében helyezkedik el, és az ott lévő ribonukleinsavhoz (RNS) kapcsolódik. A 

fehérjeszerkezeti egységek (kapszomér, protomér) 60 trimért képeznek, amelyek 12 

pentamér egységgé épülnek össze az ikozahedrális téridom kialakításakor (4. ábra). A 

pentamérek összeépülése a transzláció során spontán módon megy végbe, azonban a virion 

összeépüléséhez az RNS 3’-végén elhelyezkedő „enkapszidációs szignálra” van szükség. 

Az RNS genom csak akkor képes beépülni a virionba, ha a vírus RNS 5’-végén egy 

alternatív szekunder szerkezet alakul ki, amely megakadályozza a riboszóma kötődését 

(Szendrői és mtsai., 2000).  

A VP1-VP3 fehérjék szekvenciái ugyan nem homológok, mégis mindhárom fehérje 

hasonló térszerkezetet mutat, amelyet 8 láncból álló antiparalel ß-hordó alkot. A ß-hordók 

N-terminális végződései részt vesznek a szomszédos domének szoros összekapcsolásában, 

ennek a szerkezetnek köszönheti a virion a stabilitását. A kapszidfehérjék közötti 

szerkezeti eltérést az ún. hurkok (loops) adják, amelyek összekötik a ß-láncokat és a ß-

hordók doménjeiből futó N- és C-terminális fehérjerészeket. Ezek az aminosavak 

biztosítják mindegyik enterovírus számára az eltérő morfológiát és antigénszerkezetet 

(Mueller és mtsai., 2005). A víruskapszidok jellegzetessége az ikozaéder ötszögű 

csúcsaiban található árok (canyon). A canyon régió a gazdaszervezet receptor 

megkötésében vesz részt. Az ellenanyagok nem tudnak behatolni az árokba, de lefedhetik 

azt, ezáltal megakadályozva a vírus-receptor kötődést (Berencsi és mtsai., 2004). 

 
4. ábra. Az enterovírus kapszid szerkezete (Rueckert R., 1996). 

a) a virion felszíne VP1, VP2 és VP3 fehérjékből áll, a VP4 fehérje a kapszid belsejébe néz. 

A négy fehérje együtt a protomér egységet képezi; b) az öt protomér egy pentamérben 

egyesül; c) az ikozahedrális kapszidot tizenkét pentamér alkotja.  
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2.2.2. Az enterovírus ciklus molekuláris biológiája 

 

2.2.2.1. A genetikai állomány (genom) szerveződése 

 Az enterovírusok mintegy 7500 nukleotidból álló, pozitív irányultságú, egyszálú 

(+ssRNS) genommal rendelkeznek. A genom 5’-NTR nem-leolvasott régiója 742 

nukleotidból áll, ezt követi egyetlen poliprotein 2209 aminosavát kódoló (nyitott) 

leolvasási kerete („open reading frame” - ORF), végül a 70 nukleotidból álló 3’-NTR nem-

leolvasott szakasz, amelyet különböző hosszúságú polyA-farok egészít ki. 

Az 5’-végi első 88 nukleotid részt vesz az ún. „clover-leaf”, azaz lóhere szerkezet 

kialakításában (5. ábra), amelynek szerepe van a vírusreplikációban. A genom 5’-végén 

egy 22 aminosavból álló fehérje is megtalálható, ami primerként működik az RNS 

átírásánál. 

 A genom P1 szakasza a szerkezeti fehérjéket, a P2 és P3 szakaszok pedig a nem 

szerkezeti fehérjéket kódolják. A poliproteint a virális és a gazdasejt eredetű proteáz 

enzimek darabolják fel a replikáció során. A genom 3’-végén az „enkapszidációs szignál” 

helyezkedik el, és innen indul a replikatív formát képező komplementer (negatív) RNS szál 

szintézise is (5. ábra).  

 
5. ábra. A poliovírusok genomszerveződése és a proteolitikus szerkesztés folyamata 

(Mueller és mtsai., 2005). 

 

A genom P1-es régiója 

 A kapszid fehérjék prekurzorát a P1 genetikai régió kódolja. A P1 prekurzor 

fehérjét a 3CDpro proteáz hasítja VP0, VP1 és VP3 fehérje alegységekre, amelyek ezután 

éretlen protomérré épülnek össze. Az öt protomér egy pentamért alkot. A morfogenezis 
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utolsó lépésében a VP0 fehérje hasad, ebből lesz a VP2 és a VP4 kapszidfehérje. Mivel a 

VP0 fehérje vágási helye az éretlen virion belsejében helyezkedik el, ezért feltételezik, 

hogy a hasítási folyamat autokatalitikus úton megy végbe. A VP1-3 kapszidfehérjék adják 

a neutralizáló antitestek számára az epitópokat.  

A genom P2-es régiója 

A P2-es régió fehérjéi a sejtmembrán átrendeződésében vesznek részt, és a zárt 

membránvezikulumok kialakításában, ahol a vírusreplikáció zajlik. Ezeknek a 

membránhólyagocskáknak köszönhetően a virális RNS a citoplazmában napokig károsodás 

nélkül megmarad (Berencsi Gy. és Nagy G., 1973). A P2-es régió fehérjéi a következők: 

2A, 2B, 2C, 2BC. 

 2A kis tripszinszerű fehérje: a saját aminoterminális végének a hasítását 

katalizálja (2Apro), és felszabadítja a P1 kapszidfehérje prekurzorát. Szerepe van a 

gazdasejt fehérjeszintézisének leállításában azáltal, hogy hasítja a gazdasejt 

transzlációjához szükséges „cap-kötő” fehérjét, szabaddá téve a riboszómákat. A vírus 

RNS szintézisében is részt vesz (Pallai és mtsai., 1989; Gorbalenya és mtsai., 1989b; 

Ansardi és mtsai., 1995; Li és mtsai., 2001). 

 2B fehérje: növeli a gazdasejt intracelluláris membránjának permeabilitását, és 

részt vesz a replikációs vezikulumok képződésében. A permeabilitás növelése segíti az 

újonnan kialakult virionok kiszabadulását a sejtből, és egyúttal lehetővé teszi az 

ellenanyagok bejutását is (van Kuppeveld és mtsai., 1997; Berencsi Gy. és Nagy G., 1973). 

 2C fehérje: részt vesz a replikációs vezikulumok képződésében. A 2C-nek 

specifikus szerepe van a negatív szálú RNS-szintézis iniciációjában. A fehérje egy NTP-áz 

motívumot tartalmaz, amely hasonlít a DNS-helikáz motívumához (Gorbalenya és mtsai., 

1989 a, b). A 2C fehérje a guanidin-hidroklorid célmolekulája is, amelynek hatására leáll a 

vírusreplikáció (Pincus és mtsai., 1986). 

 2BC fehérje: a vírusreplikációban van szerepe. 

A genom P3-as régiója 

A P3-as régió a 3A, 3B, 3C, 3D fehérjéket kódolja. Elsődleges szerepük van a 

replikációban és a proteolitikus folyamatok szabályozásában. 

 3A kis hidrofób fehérje: kapcsolatban van az intracelluláris vezikulumokkal 

(Datta és mtsai., 1994). Részt vesz a replikációs komplex kialakításában, ilyenkor a 3AB 

prekurzor formájában működik.  

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

kötődik és az RNS-szintézis primerjeként szolgál.  
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 3AB prekurzor fehérje: serkenti a 3D polimeráz aktivitását, valamint a 3CD 

proteolitikus aktivitását (Lama és mtsai., 1992). A VPg megtalálható a pozitív és negatív 

szálú RNS 5’-végén is. Az in vitro kísérletek bizonyították, hogy a VPg fehérjét a 3D 

RNS-polimeráz enzim uridilálja, így az primerként tud szerepelni a vírusreplikációban. 

 3C/3D fehérje: a vírusfehérjék harmadlagos szerkezetének kialakításában van 

szerepe, ilyenkor a proteáz funkciója érvényesül, ezen kívül részt vesz az RNS-

replikációban is. A 3C RNS-kötő doménnel rendelkezik, és kölcsönhatásba lép a pozitív 

szálú RNS molekula másodlagos szerkezetével az 5’-végén. A kialakult komplex a 

gazdasejt fehérjéinek megkötéséhez szükséges a vírusreplikáció elindításában.  

 3CD fehérje: szerepe van a pozitív szálú RNS cirkularizációjában, valamint a 

virális és a gazdasejt fehérjék közötti fehérjehíd kialakításában a vírusreplikáció 

megkezdése előtt (Herold és mtsai., 2001). 

 3D fehérje: a vírus RNS-függő RNS-polimeráza. A pozitív és negatív RNS szálak 

szintézisében vesz részt.  

A fehérjekódoló régiót szegélyező 5’-NTR és 3’-NTR  

 Mindkettő nagyon konzervatív szekvencia. Az 5’-NTR a transzláció iniciációjáért 

felelős szignálokat tartalmazza. A vírusgenom 3’-NTR nem-leolvasott régiója 

poliadenilált. A poliovírusoknál a polyA szakasz hossza kb. 60 nukleotid. A 3’-végi 

szakasz tRNS-szerű alakot vesz fel, amely az RNS-replikációban felismerő szignálként 

működik. 

 

 2.2.2.2. A transzláció iniciációja 

Miután a pozitív szálú vírusgenom bejutott a citoplazmába, azonnal elkezdődik a 

transzláció. A vírusok fehérjeszintézise a fertőzött sejt transzlációs gépezetének 

segítségével történik (Sonenberg és mtsai., 1990). 

 Az mRNS leolvasása az eukariótákban riboszómapásztázó (scanning) 

mechanizmussal megy végbe (Kaminski és mtsai., 1994). Az enterovírusok 

fehérjeszintézisének iniciációja „cap”-független, mert az RNS-ük nem rendelkezik 7-metil-

guanozin sapkával (cap) az 5’-végen (ezt ismerik fel az eukarióta iniciációs faktorok 

ahhoz, hogy az mRNS 5’-végét a 40S riboszóma-alegységhez kössék). Az enterovírusok 

az RNS leolvasásához riboszómakötő mechanizmust használnak, ilyenkor az 5’-NTR 

szakaszban található belső riboszómakötő hely (IRES = internal ribosomal entry site) 

segítségével történik a kapcsolódás (6. ábra). 
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6. ábra. Az iniciációs komplex kialakulása ( http://pathmicro.med.sc.edu/). 

a) eukariótákban cap-függő riboszómapásztázó mechanizmus; b) enterovírusoknál IRES 

közvetített riboszómakötő mechanizmus. Minkét mechanizmus résztvevői az eukarióta 

iniciációs faktorok (eIF3, eIF4A, eIF4E, eIF4G). A transzlációs startkodon (AUG) az 

eukarióta mRNS molekulán (a) és az enterovírus RNS molekulán (b). 

 

 Az enterovírus RNS 5’-NTR szakasza 700 nt hosszú. A szakaszon belül jellegzetes 

másodlagos szerkezeti elemek találhatók, köztük az IRES elemek is, amelyeket még a 

riboszóma sem tud felnyitni (Malnou és mtsai., 2002). A belső kötődés valószínűleg az 

egyszálú RNS-szakaszon megy végbe, a folyamat résztvevői az eukarióta transzlációs 

iniciációs faktorok és a celluláris IRES-kötő fehérjék. A poliprotein transzlációja a 

poliovírus RNS-en a 743 nt pozícióban lévő AUG startkodontól indul (Rueckert és mtsai., 

1996). 

 

2.2.2.3. A vírus RNS IRES elem szerkezete és funkciója 

A Piconaviridae családba tartozó vírusok IRES elemei kb. 450 nukleotid hosszúak, 

és az RNS molekula 5’-végének nem-transzlálódó szakaszán belül találhatók (150-700 nt). 

Mindegyik IRES elemnek azonos a szerepe, viszont szerkezetük eltérő lehet a különböző 

enterovírus nemzetségeknél. Összesen három IRES típust különböztetnek meg: I-es típus 

(entero- és rhinovírusok), II-típus (cardio-, aphto-, kobu- és parechovírusok), III-as típus 

(hepatovírusok) [Wimmer és mtsai., 1993]. Az IRES elem „hajtű-hurok”-szerű másodlagos 

szerkezeti elemeket tartalmaz, számítógépes modellszerkezetét a 7. ábra mutatja. Az 

a) 

b) 
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IRES, mint korábban is említésre került, a virális RNS-transzláció és a replikáció 

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

 

 
7. ábra. A poliovírusok 5’-NTR-végi I-es típusú IRES motívuma (Wimmer és mtsai., 

1993). 

Az ábra bemutatja a poliovírus genom 5’-NTR régióját a másodlagos szerkezeti elemeket 

római számmal jelölve I.-VI. Az IRES szekvenciát a szaggatott vonallal jelzett keret 

ábrázolja. Az IRES elem működésének kiemelt motívumai: GNRA szekvencia, A/C gazdag 

régió, pirimidinben gazdag régió. A 743-ik triplet AUG, a transzláció iniciáció 

startkodonja. 

 

 Az enterovírus RNS 5’-végi szakaszán az I.-es hurok a replikációhoz szükséges 

lóhere szerkezetet vesz fel, a II.-VI. hurkok pedig az IRES elem funkcionális részeit 

alkotják. A szerkezeti elemeken kívül az IRES néhány konzervatív motívumot is 

tartalmaz, amelyek az elem megfelelő működésében vesznek részt. Az első motívum Yn-

Xm-AUG, ahol az Yn egy pirimidingazdag szakasz, az Xm pedig egy 15-25 nt-ból álló 

spacer szakasz, és az IRES végét jelző AUG kodon. A pirimidingazdag régiót a gazdasejt 

kötőfehérjéi ismerik fel, ez a kölcsönhatás döntő szerepet játszik abban, hogy a pozitív 

szálú RNS-molekula replikálódni vagy átíródni fog (Egger és mtsai., 2000). 

  A második motívum, a GNRA tetraloop (N = bármelyik nukleotid, R = purin) az 

I.-es típusú IRES szekvencia IV. hurkában helyezkedik el. A mutációs vizsgálatok azt 

mutatták, hogy ennek a motívumnak jelentős szerepe van az IRES aktivitásában. 

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



 19 

 A harmadik motívum az A/C gazdag régió az I.-es típusú IRES IV. és V. 

doménjében helyezkedik el, szerepe van a hajtű-hurok szerkezet kialakításában.  

 Az IRES elem mutációi a transzlációra, replikációra és egyéb vírusfunkciókra 

vannak kihatással, pl. az IRES V. doménjének mutációja mindhárom Sabin 

vakcinatörzsnél a neurovirulencia visszanyerését eredményezi (Minor és mtsai., 1988; 

1992; M'hadheb-Gharbi és mtsai., 2009), vagy pl. a coxsackievírus B3 IRES felcserélése a 

poliovírus IRES elemmel csökkenti a vírus szaporodását sejttenyészetben, valamint gátolja 

a szív- és hasnyálmirigy-betegségek kialakulását kísérleti egerekben (Chapman és mtsai., 

2000; Lee és mtsai., 1997). 

 

2.2.2.4. A vírus RNS szintézise 

 Az enterovírussal fertőzött sejtekben a pozitív szálú genom replikációja negatív 

szálú intermedieren (replikatív forma) keresztül megy végbe. A vírus RNS szintézise 

aszimmetrikus. A replikáció alatt háromféle RNS-alak képződik: a) replikatív forma (RF-

replicative form), duplaszálú RNS; b) replikatív köztes alak (RI-replicative intermediate), 

(-) szálú RNS, amely részlegesen hibridizál a (+) RNS szállal; c) újonnan szintetizált 

egyszálú (+) RNS. 

 

  A vírusreplikáció egyszerűsített útvonala a következő: 

Bejövő (+) szálú virion RNS → (-) szál szintézise → RF → (+) szál szintézise→ RI → (+) 

szálú RNS 

 

Az RNS-függő RNS-polimeráz (3Dpol) egy kizárólagosan primerfüggő enzim (Paul 

és mtsai., 1998), és csak a VPg-fehérje uridilálása után (VPg pU-pU) tudja elvégezni a 

negatív szál szintézisét (8 ábra). Az újonnan megszintetizált negatív szál 5’-végén egy 

jellegzetes lóhere szerkezet képződik (Gamarnik és mtsai., 2000). Ez utóbbi 

kölcsönhatásba lép az RNS 3’-végén a polyA-farokkal, aminek következtében a genom 

cirkularizálódik, és a transzlációt a (-) szál szintézise váltja fel (Teterina és mtsai., 2001; 

Borman és mtsai., 2002; Steil és mtsai., 2008). A vírusgenom cirkularizációjában a 

celluláris kötőfehérjékből (PCBP, PABP) álló ribonukleoprotein komplexnek van szerepe 

(Gamarnik és mtsai., 1998; Mueller és mtsai., 2005).  
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8. ábra. Az enterovírus RNS-replikáció folyamata (http://biochem.med.ufl.edu ). 

Az ábra bemutatja a zárt hurok modell szerkezet kialakulását, amelyben a celluláris 

fehérjék: polyA-kötő fehérje (PABP = polyA binding protein) és a poly(rC)-kötő fehérje  

(PCBP = poly(rC) binding protein) vesznek részt. Az uridilált VPg fehérje a pozitív szálú 

RNS molekula polyA szekvenciájához kötődik, és kijelöli a vírus polimeráz számára a 

replikáció helyét.  

 

Az RNS replikáció a gazdasejt citoplazmájában rozettaszerű 

membránszerkezeteken megy végbe, amelyek kialakulását a 2C és 2BC virális fehérjék 

indukálják (Rust és mtsai., 2001; Belov és mtsai., 2004) A poliovírusok replikációjánál 

például a membránszerkezet az endoplazmatikus retikulumból származik (Mueller és 

mtsai., 2005). 

 

 2.2.2.5. Az enterovírus genom változékonysága és evolúciója 

Pontmutációk  

 A picornavírusok RNS-replikációs mechanizmusa nem teljesen hűséges. Az RNS 

szintézisekor gyakran téves nukleotidok épülnek be az új szálba, mivel az RNS-polimeráz 

enzim nem rendelkezik a hibás bázis eltávolításához szükséges hibajavító (proof-reading) 

mechanizmussal (Holland és mtsai., 1982). A poliovírusok mutációs rátája in vitro és in 

vivo 10-3 és 10-5 szubsztitúció/nukleotid/replikáció, és a tranzíció gyakrabban fordul elő, 
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mint a transzverzió. A magas mutációs ráta a környezeti változásokhoz való gyors 

genetikai adaptációt eredményez. Az így keletkezett RNS vírusok klónjai 

genomszerkezetükre nézve nem homogének, hanem ún. „kvázispecies”-t alkotnak 

(Vignuzzi és mtsai., 1961). A keletkező mutációk nagy része semleges a fenotípusra nézve, 

míg mások befolyással vannak a vírusszaporodására (Kuge és mtsai., 1989). 

Genom átrendeződés  

 A genom átrendeződését intermolekuláris vagy intramolekuláris folyamatok 

okozzák. A rekombináció egy olyan mechanizmus, amely mindkét folyamat során 

okozhat deléciót, inzerciót (beleértve a duplikációt) a genetikai állományban. A 

rekombinációt könnyebb kimutatni kevert fertőzéseknél, ami különböző vírusvariánsok 

vagy egy sejtet megfertőző rokon vírusok között jön létre. A poliovírus vakcinatörzsek 

például rekombinálódhatnak egymással az ember bélrendszerében, de előfordulhat 

rekombináció a vad poliovírusokkal és a non-polio enterovírusokkal is (Dahourou és 

mtsai., 2002, Martin és mtsai., 2002, Oprisan és mtsai., 2002, Santti és mtsai., 1999a). 

a) Replikatív átrendeződés 

 Az enterovírusoknál a replikatív rekombináció láncváltásos (copy choice) 

mechanizmussal meg végbe (9. ábra). Ilyenkor az újonnan keletkező RNS szál szintézise 

az egyik szülői szálon elindul, és a másik szálon fejeződik be. A végeredmény 

rekombináns RNS-molekula. Azt folyamatot, amikor a képződő RNS a 3’-végnél leválik, 

és az RNS-polimerázzal komplexet alkotva pontosan megérkezik a homológ RNS szálra, 

pontos vagy homológ rekombinációnak nevezik. A poliovírus rekombinációja 

leggyakrabban a negatív szál szintézise alatt történik (Kirkegaard és mtsai., 1986).  

 

 
9. ábra. Az RNS genomok rekombinációjának két modellje (Agol V., 2002). 
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Az ábra bemutatja a rekombináció két modelljét az RNS genomok között. A replikatív 

folyamatnál az újonnan keletkező RNS szál szintézise elindul az egyik szülői szálon, majd 

láncváltással a másik szálon fejeződik be. A non-replikatív folyamatnál a két különböző 

szülői szál kovalens kötésen keresztül egyesül. 

 

 Feltételezik, hogy a homológ rekombináció a másodlagos szerkezeti elemek 

közreműködésével megy végbe. Ezek az elemek szoros közelségbe hozzák a két templát 

szál homológ helyeit a rekombináció megkezdése előtt (10. ábra). A homológ 

rekombináció jelensége gyakoribb a nem-homológ rekombinációval szemben (pl. kevert 

vírusfertőzésnél), valószínűleg azért, mert elősegíti a defektív genomok eliminációját 

(Lukashev és mtsai., 2005). 

 
10. ábra. Homológ rekombináció folyamata (Agol V., 2002). 

Az ábrán két homológ RNS molekula heteroduplexet képez a másodlagos szerkezeti 

elemeken keresztül (hajtű-hurok). A heteroduplex határozza meg a homológ rekombináció 

pontos helyét. 

 

b)  Non-replikatív átrendeződés 

 A non-replikatív rekombináció a nem-homológ átrendeződés egyik formája (9. 

ábra). A folyamat kulcslépései a rekombináns partner szálak hasítása és újraegyesítése. 

Elméletileg a rekombinációs partnerek előállításában a celluláris RNázoknak és az 

önhasító kriptikus ribozimeknek van szerepe (Gmyl és mtsai., 1999). 

 A picornavírusok evolúciójával kapcsolatosan sok a megválaszolatlan kérdés, mivel 

nincs információ a feltételezett közös ősre vonatkozóan, amelyikből a későbbiekben 

kialakultak a család nemzetségei. A vad poliovírusok például, amelyek időben vagy térben 
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elkülönülnek, jól körülírható eltérésekkel rendelkeznek nukleotid és/vagy aminosav 

szinten. A poliovírusok természetes evolúciós rátája 1-2% nukleotid/év (Kew és mtsai., 

1984). Azok a genetikai változások, melyek növelik a vírus fitness-ét (szaporodó 

képességét), rögzülnek a genomban, a kevésbé előnyösek pedig kiszelektálódnak. Azonban 

a legtöbb rögzült mutáció fenotípusosan semleges, ami nem jár aminosavcserével. Ha az 

RNS-polimeráz hibázásának gyakorisága állandó, akkor a semleges mutációk 

felhalmozódása a vírus replikációs ciklusok mennyiségétől függ egy időegység alatt, azaz a 

vírus genomok molekuláris óraként viselkednek. Ezt a ténymegállapítást használják a 

picornavírusok divergenciós idejének („kor”) kiszámításánál.  

 

 2.3. Víruskölcsönhatások 

 

 Egy sejtet több vírus is képes egyszerre megfertőzni. A különböző vírusgenomok 

kölcsönhatásba lépnek egymással, rekombináns utódokat produkálva. Másrészt a vírusok 

által megtermelt fehérjék közvetve (pl. az intracelluláris körülmények megváltoztatása 

által) vagy közvetlenül befolyásolják egymás szaporodását.  

Komplementáció 

 Kevert fertőzéskor a két homológ genetikai rendszerben történő olyan kompenzáló 

folyamat, amely fenotípusos változás nélkül csillapítja a mutáns gének defektusát. Az 

enterovírusoknál gyakori a nem allélos (intergenikus) komplementáció. Ilyenkor a 

mutánsok különböző funkciójukban defektívek, szaporodáskor a másik vírusban defektív 

funkciót átadják egymásnak. Kevésbé gyakori az allélos (intragenikus) komplementáció, 

ilyenkor a két szülői vírus ugyanazon fehérjének különböző doménjeiben vannak a hibák. 

Már a 80-as években kialakítottak egy jól működő rendszert a komplementációs 

folyamatok tanulmányozására az enterovírusok nem szerkezeti fehérjéinél (Bernstein és 

mtsai., 1986). Az intergenikus komplementációnak szerepe lehet az enterovírusok 

fajváltásában is (pl. háziállatok és ember). 

Interferencia 

 Az vírusok interferálhatnak egymással, a verseny a sejtreceptorok szintjén vagy a 

sejt belsejében történhet. Az első mechanizmusnál a vírusok speciális fehérjéket 

szintetizáltatnak, amelyek képesek semlegesíteni a koinfekcióban résztvevő partner vírust. 

A másik mechanizmusnál a sejtet elsőként megfertőző vírus átrendezi a 

citoplazmamembránt, és ezzel a később érkező vírus bejutását gátolja (Lago és mtsai., 

2004).  
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2.4. A humán enterovírusok kórokozó képessége és epidemiológiája 

 

 A poliovírusok a járványos gyermekbénulás (Heine-Medin-kór) kórokozói. 

Antigénszerkezetük alapján 3 szerológiai típust különböztetnek meg. Ezek közös 

komplementkötő antigénnel rendelkeznek, de neutralizációs próbával jól elkülöníthetők. A 

poliovírus fertőzés négy formája: inapparens fertőzés, abortív fertőzés, asepticus 

meningitis és paralyticus poliomyelitis (érzészavar nélküli petyhüdt bénulás, amelynek oka 

a gerincvelő mellsőszarvi motoros neuronjainak a károsodása). 

 A coxsackievírusok antigéntulajdonságaik alapján a 30 szerotípust számláló „A” és 

„B” csoportra oszthatók. Az „A” csoportú vírusok egerekben petyhüdt bénulást idéznek 

elő, amíg a B csoportúak spasticus bénulást okoznak. Az emberi fertőzések egy része lehet 

tünetmentes, vagy a következő klinikai formákban nyilvánulhatnak meg: herpangina (láz, 

torokfájás, szájüregi hólyagok), enyhe felső légúti megbetegedések, kéz-láb-száj betegség 

(hólyagos kiütések a végtagokon, afták a szájban), asepticus meningitis, Bornholm-

betegség (fájdalmas bordaközi ideggyulladás), conjuctivitis, iridocyclitis, pericarditis, 

myocarditis. A coxsackievírusoknak szerepet tulajdonítanak az I-es típusú gyermekkori 

inzulinfüggő cukorbetegség (diabetes mellitus) kialakulásában (Sadeharju és mtsai., 2003). 

A vírusok sejtfelszíni receptora a „CAR” (coxsackie-adenovírus-receptor), amelyet 

legfőképpen a hasnyálmirigy és szívizom szövetei expresszálnak. A vírus patogenitásával 

kapcsolatosan két hipotézist dolgoztak ki. Az első szerint a vírusszaporodás közvetlenül 

károsítja a szívizom vagy hasnyálmirigy sejtjeit; a második szerint az ún. molekuláris 

mimikri mechanizmus következtében károsodnak a sejtek. A molekuláris mimikri során a 

vírusantigének keresztreagálnak a szervezet egyes saját antigénjeivel, ennek következtében 

a vírus által indukált ellenanyagok és citotoxikus immunsejtek kötődnek a szervezet 

egészséges sejtjeihez, aminek szerepe lehet a szívizomgyulladás és a diabétesz 

kialakulásában (Thivolet C. és Trepo C., 1988; Salminen és mtsai., 2003;). 

 Az echovírusok antigéntulajdonságuk alapján 31 szerotípussal rendelkeznek. 

Elnevezésük (enteric cythopathogenic orphan) arra utal, hogy kezdetben nem sikerült 

klinikai megbetegedéssel kapcsolatba hozni őket, később azonban fény derült az 

echovírusok szerepére egyes betegségek etiológiájában. Különböző szerotípusok hasonló 

megbetegedéseket okozhatnak, és egy szerotípus több különböző szindróma kialakulásáért 

is felelős lehet. A legjelentősebb megbetegedések a következők: asepticus meningitis, 

bőrkiütéssel járó lázas állapot, uveitis, myocarditis, enyhe légúti megbetegedések, 
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újszülöttek nekrotizáló májgyulladása. Mindazokat a kórképeket tudják létrehozni, mint a 

coxsackievírusok. 

 A számozott enterovírusok közül a humán enterovírus 68-71 típusok enyhe felső-

légúti megbetegedéseket, meningitis-t, vérzéses kötőhártya-gyulladást okozhatnak. Az 

enterovírus 71 (EV71) kéz-láb-száj betegséget, encephalitis-t és acut flaccid paralysis-t 

idézhet elő. Az EV71 magas halálozással járó megbetegedéseket okozott Magyarországon 

és Bulgáriában a 70-es évek közepén és végén (Nagy és mtsai., 1982; Melnick JL.., 1980; 

1984). Jelenleg a délkelet-ázsiai országokat sújtják a neurovirulens EV71 okozta járványok 

(Ho és mtsai., 1999; Qiu J.., 2008).  

 

A vírusok terjedése 

A humán enterovírusok főleg feco-oralis úton terjednek. Egyes szerotípusoknál 

bizonyították az aeroszol útján történő terjedést is. Az enterovírus 70 és a coxsackievírus 

A24 általában hemorrhagiás kötőhártya-gyulladást okoznak, a fertőzés legfőképp 

szemváladékkal terjed. A hólyagos kiütéseket okozó enterovírus szerotípusok a hólyagok 

fertőző tartalmával közvetlenül vagy közvetett módon fertőznek (Kono R., 1975). Az 

enterovírusok bejuthatnak a véráramba és fertőzést okoznak, pl. laboratóriumi baleset 

következtében. 

Az enterovírus okozta fertőzéseknek gyakran járványos jellege van, pl. a vírusok 

elterjedhetnek zárt gyerekközösségekben vagy családon belül. A járványok nagyságát 

mindig a fogékony egyének száma, valamint a szociális és gazdasági körülmények szabják 

meg. Több tanulmány kimutatta az „A” és „B” csoportú coxsackievírusok nosocomialis 

terjedését újszülött osztályokon vagy pl. az enterovírus 70 és coxsackievírus A24 terjedését 

szemészeti klinikán, nem megfelelően fertőtlenített műszereken keresztül. Halálos 

kimenetelű coxsackievírus A1 fertőzéseket közöltek csontvelő transzplantált betegek 

esetében (Townsend és mtsai., 1982). 

Az enterovírusok közegészségügyi, járványügyi jelentősége napról napra nő. 

Rendkívüli ellenálló képességüknek köszönhetően különböző szerotípusokat mutattak ki 

talajvizekből, szennyvizekből és felszíni vizekből egyaránt (Lee C. és Lee G., 2008; 

Lambertini és mtsai., 2008; Schets és mtsai., 2008; Shieh és mtsai., 2008; Chen és mtsai., 

2008). Ugyanakkor izoláltak vírusokat nyers vagy félig elkészített kagylókból és 

rákfélékből is (Milne és mtsai., 2007; Gabrieli és mtsai., 2007; Umesha és mtsai., 2008). 

Az enterovírusok +1ºC és +21ºC között három hétig is „túlélnek” osztrigában (Bouchriti és 

mtsai., 1992). 
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Kórokozó képesség 

Az emberi szervezetbe bejutott vírusok fertőzik az orr-garat nyálkahártya sejtjeit és 

a limfoid szöveteket (mandulákat), ahol megtörténik az elsődleges vírusreplikáció (11. 

ábra). Az inkubációs időt nehéz pontosan meghatározni, mivel klinikai formánként 

változhat, általában 7-14 naposra tehető a jellemző klinikai kép kialakulása. A 

prodromális tünetek 2-5 nap között jelenhetnek meg. A fertőzés az emésztőrendszerben 

terjed tovább. A vírusok rendkívüli saválló képességüknek köszönhetően könnyen bejutnak 

a bélrendszerbe, ahol a nyálkahártyasejtekben és a limfoid szövetekben (Peyer-

plakkokban) tovább szaporodnak. Az előtünetek alatt a vírusok a garatváladékkal is 

ürülnek. A széklettel való ürítés a fertőzést követő 2. napon kezdődik el, és akár egy 

hónapig is eltarthat (Baranyai E. és mtsai., 1994). 

 

 
 

11. ábra. Az enterovírusok kórokozó képessége (http://pathmicro.med.sc.edu). 

Rövidítések: Polio = poliovírus, Echo = echovírus, Cox = coxsackievírusok, CoxA = 

coxsackie A vírus, CoxB = coxsackie B vírus. 

 

Az elsődleges megtapadási helyeken történő vírusszaporodásnak általában 

semmiféle klinikai jele nincs. A poliovírusok példáját nézve, ilyen tünetmentes 

(inapparens) formában zajlik le a fertőzések több mint 99%-a. A fertőzések 4-8%-ában a 
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vírus a nyirokutakon a véráramba jut. A virémia lázreakcióval jár (minor illness), amely 

néhány nap múlva minden következmény nélkül elmúlhat (abortív fertőzés). A 

megbetegedések kis hányadában a nyirokszervekben történő másodlagos szaporodás 

mellett a vírus a központi idegrendszerbe juthat (valószínűleg a makrofágok 

közvetítésével). Ennek legtöbbször csak mérsékelt idegrendszeri következményei vannak: 

meningeális tünetek (non-paralyticus poliomyelitis). Az összes fertőzés 0,01-2%-ában 

alakul ki a másodlagos vírusszaporodás a központi idegrendszer motoros neuronjaiban, és 

ezek elhelyezkedésétől és számától függően alakulnak ki a bénulásos poliomyelitis 

különböző klinikai formái (Grist és mtsai., 1978). 

Az, hogy a másodlagos virémia során az enterovírus fertőzés következtében melyik 

szerv fertőződik meg, függ a sejtek felszínén expresszálódó vírusspecifikus receptoroktól. 

A poliovírusok receptora, a CD155 a központi idegrendszerben található meg. A 

coxsackievírusok receptorait (CAR, ICAM-1, DAF) számos sejtféleség, főleg a hámsejtek 

és a limfoid sejtek hordozzák (Staunton és mtsai., 1989). Egyes echovírusok és a coxsackie 

B vírusok a sejtbe való bejutáshoz koreceptornak integrineket igényelnek (Xing és mtsai, 

2004, Ylipaasto és mtsai 2004, Esfandiarei és mtsai., 2006). A különböző humán 

enterovírus okozta kórképeket a 11. ábra foglalja össze. 

 

Az enterovírus fertőzések járványtana 

 Az enterovírus fertőzések klinikai manifesztációinak gyakoriságát több tényező is 

befolyásolja. Ezek részben a fertőző vírussal, részben a fertőzött szervezettel 

kapcsolatosak. Csecsemők csak akkor betegednek meg, ha az adott vírustípussal 

édesanyjuk nem találkozott (el-Sageyer és mtsai., 1998). A legtöbb fertőzés fél évnél 

idősebb gyermekekben zajlik le. A gyerekek az egyik jelentős terjesztői az enterovírus 

fertőzéseknek, ezért pl. az agyhártyagyulladás járványokban érintettségük jóval magasabb, 

mint a felnőttekké. A fejlődő országokban a poliovírus fertőzések incidenciája 4-6 hónapos 

csecsemőknél viszonylag alacsony, mert az anyai ellenanyagok védettséget nyújtanak a 

fertőzéssel szemben. Azonban a 6 hónapnál idősebbeknél a paralyticus betegségek 

incidenciája jelentősen megugrik. Ennek egyik fő oka a szegényes higiéniai körülmények 

(Pallansch M., 2001). 

 A poliovírusok mellett a legtöbb non-polio enterovírus okozta megbetegedés is 

korfüggő. Például a coxsackie A vírusok és echovírusok enyhébb tüneteket okoznak 

csecsemőkben, mint felnőttekben. Másrészt viszont egyes enterovírusok súlyosabb 

betegségeket okoznak újszülött korban. Ide tartoznak a myocarditis-szel járó „virális 
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sepsis”, encephalitis, hepatitis, amelyeknek sokszor halálos kimenetele lehet (el-Sageyer és 

mtsai., 1998). Az utóbbi években az enterovírus 71 okozott súlyos idegrendszeri 

szövődménnyel járó kéz-láb-száj betegség járványokat a délkelet-ázsiai országokban, 

magas halálozási aránnyal a gyermekek körében (Zhu és mtsai., 2007; Hosoya és mtsai., 

2006). A kutatások azt mutatják, hogy az encephalitis és asepticus meningitis általában az 

5-14 év körüli gyerekeket érinti. Ennek az a magyarázata, hogy a felnőtt korosztályok már 

immunizálódtak az adott földrajzi területen cirkuláló vírusokkal. 

 Fontos megjegyezni, hogy az enterovírus ürítés ténye önmagában még nem felelős 

a betegség kialakulásáért, mivel a fertőzések nagy része tünetmentesen zajlik. Az 

enterovírusokra nem érvényesek a Koch posztulátumok. A megbetegedések vírus-

eredetének bizonyításához szükséges egy „járványtani ismérv” meghatározása is. Több 

hasonló kórképben kell ugyanazt a vírust kimutatni, miközben a kórokozót számos 

egészséges kontaktszemély is ürítheti. Az enterovírusok szórványosan vagy járványos 

formában terjednek a populációban, egyes szerotípusok mindkét formában képviseltetik 

magukat.  

 Egy adott enterovírus típus okozta megbetegedés incidencia-, illetve prevalencia 

adatainak a közlésére általában a járvány után kerül sor. Ilyenkor történik a betegek 

nyomon követése, valamint az esetlegesen kocirkuláló egyéb vírusszerotípus(ok) 

felderítése. Ezt tükrözik a Magyarországon 1958-1991 között végzett poliovírus és non-

polio enterovírus surveillance adatai (Dömök I., Molnár E., 1961a; Dömök I., 1984, 

Hargitai R., 1994), amelyeket az Országos Közegészségügyi Intézet (1998-től Országos 

Epidemiológiai Központ) gyűjtött. A vizsgálatok igazolták a különböző enterovírus 

szerotípusok (echovírus 4, 6, 11, 30; coxsackie B3; enterovírus 71) szórványos és 

járványos előfordulási formáit. A közlemények szerint 1958-ban a CV-B3 vírus okozott 

nagy kiterjedésű járványt Bornholm-betegség formájában (Lukacs V, Romhanyi J. 1960; 

Domok I, Molnar E., 1960a, 1960b), majd 1978-ban az EV71 okozott encephalitis-t 

(Baranyai E, Káli G., 1980, Nagy és mtsai, 1982), 1989-ben pedig az echovírus 11 „prime” 

törzse vérzéses májgyulladást okozott csecsemőkben (Kapiller és mtsai., 1998; el-Sageyer 

és mtsai., 1998; Szendrői és mtsai., 2000).  

Az enterovírusok változatosságát jellemzi, hogy amíg egyes szerotípusok főleg zárt 

közösségekben okoznak járványt, addig mások országos vagy nemzetközi szinten 

cirkulálnak. Az echovírus 30 az egyik leggyakoribb szerotípus, amely napjainkban is több 

európai országban jelen van (Brunel és mtsai., 2008; Roth és mtsai., 2007; Cabrerizo és 
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mtsai., 2008). Mérsékelt égövön az enterovírusok cirkulációjára a nyári-őszi szezonalitás 

jellemző, míg a trópusi országokban előfordulási gyakoriságuk egész évben állandó. 

 Az enterovírusok molekuláris vizsgálata korábban nem látott lehetőségeket nyújt a 

vírusbetegségek epidemiológiájának a megértésében. 

 

2.5. Az enterovírus fertőzések laboratóriumi diagnosztikája 

Mintagyűjtés és mintatárolás 

A mintákat tünetes időszakban mielőbb, de legalább a betegség kezdetétől számított 

2 héten belül kell begyűjteni. A vizsgálatra alkalmas minták: széklet, perikardiális 

folyadék, agy-gerincfolyadék, vezikuláris folyadék, autopszia, biopszia minta, szérum, 

torokmosó/garatváladék, szemváladék, stb. A laboratóriumba érkezés után a mintákat 

néhány óráig +4ºC-on, hosszabb ideig fagyasztva -20 vagy -70ºC-on kell tárolni (Lennette 

E., 1979). 

Vírusizolálás és azonosítás  

 A enterovírusok számtalan emlősből származó sejtkultúra-féleségben szaporíthatók. 

A leggyakrabban használt sejtkultúrák: primer majomvese, humán embrionális vese- és 

bőr-izom fibroblaszt, humán amnion kultúrák, valamint HeLa és RD-sejtvonalak. A 

sejttropizmus meghatározó tényezője a megfelelő sejtreceptorok jelenléte. A 

vírusszaporodás sejttenyészetben fénymikroszkóppal észlelhető alaki elváltozást, 

citopatogén hatást (CPE) okoz (sejtlekerekedés, sejtlízis, sejtleválás a tenyésztő edény 

faláról).  

 A szelektív sejttenyészetek (RD és L20B) lehetővé tették a polio- és non-polio 

enterovírusok külön-külön izolálását (Pipkin és mtsai., 1993). A vizsgálati mintával 

beoltott sejttenyészeteket minimum 14 napig kell inkubálni, ez idő alatt két átoltás 

(passzázs) végezhető el. A sejttenyészeteket 37ºC-on, 5% széndioxid-tartalom mellett kell 

inkubálni. A vizsgálat eredményét a fénymikroszkópos megfigyelés során tapasztalt CPE 

jelenléte (pozitív) vagy hiánya (negatív) adja (WHO, 2004).  

 A vírusszerotípus meghatározása a kereskedelemben kapható immunsavókkal 

végezhető. Az egyes coxsackie „A” csoportú vírusok nem szaporodnak sejttenyészetben, a 

kimutatásuk szopós egérbe való oltással lehetséges. A módszert az OEK Általános 

vírusdiagnosztikai osztályán 2004-ig alkalmazták. 
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 A sejttenyészetben való vírusizolálást jelenleg is „arany standardnak” tekintik az 

enterovírus diagnosztikában. Hátránya, hogy anyag- és időigényes módszer, ráadásul 

számtalan enterovírus szerotípus nem is szaporodik sejttenyészetben. Ennek lehetséges 

okai a receptor-felismerés hiánya, a vírus-aggregátumok képződése, antigén drift vagy 

rekombinációk a kapszid régióban (Oberste és mtsai., 1999a; 1999b). A vírustipizálásra 

használt kereskedelmi immunsavók is csak néhány szerotípus azonosítását teszik lehetővé, 

ezért a molekuláris módszerek egyre nagyobb hangsúlyt kapnak a vírusdiagnosztikai 

laboratóriumokban. 

Enterovírus kimutatás reverz-transzkripciós polimeráz-láncreakció (RT-PCR) módszerrel  

 A módszernek az enterovírus diagnosztika tekintetében három alapvető változata 

ismert: univerzális kimutatás, szerotípus-specifikus kimutatás és csoport-specifikus 

kimutatás. Korlátozott számban egyes vírusokat szerotípus-specifikus, vagy szerotípuson 

belüli változatok megkülönböztetésére szolgáló módszerekkel is lehet vizsgálni. A 

vírusdiagnosztikai laboratóriumok általában az univerzális kimutatási módszereket 

alkalmazzák. A módszer az enterovírus genom konzervatív régiójára pl. 5’-NTR 

kimutatására tervezett oligonukleotidokkal működik (Rotbart HA.., 1991; Zoll és mtsai., 

1992; Sawyer és mtsai., 1994;). Ez a módszer kimutatja az Enterovirus genus majdnem 

mindegyik típusát. A módszerre jellemző a magas szenzitivitás és specificitás, és néhány 

óra alatt eredményt ad, aminek különös jelentősége van a vírusfertőzések differenciál-

diagnosztikájában (Chonmaitree és mtsai., 1988). Az enterovírus tipizálás molekuláris 

módszerrel a VP1 genetikai régióra kidolgozott PCR-rel valósítható meg, mivel ez a régió 

szoros korrelációt mutat a vírus szerotípusával (Oberste és mtsai., 1999b; Santti és mtsai., 

1999a, 1999b). 

Szerológiai diagnózis  

 A szerológiai kimutatási módszereknek, mint pl. immunoassay, csak korlátozott 

lehetőségei vannak az enterovírusok diagnosztikájában, mert a számtalan szerotípus közös 

antigénjei keresztreagálnak, a vírusneutralizációs próba pedig típus-specifikus. A 

vizsgálatot egyidejűleg vírussorozatokkal szükséges elvégezni a kórokozó azonosítása 

céljából, ami technikailag nem kivitelezhető.  

 Amennyiben a beteg székletéből, vagy egyéb mintáiból sikerül izolálni a vírust, 

akkor annak kóroki szerepe a beteg savópárjának (a két vérminta közötti mintavételi idő 

min. 14 nap) a vírusneutralizációs vizsgálatával bizonyítható. A négyszeres titeremelkedés 

megerősíti az aktuális enterovírus fertőzés tényét.  
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 A szerológiai vizsgálatoknak főleg a retrospektív tanulmányokban van szerepük, 

amikor egy bizonyos enterovírus szerotípus ellen képződött ellenanyagszintet kívánnak 

meghatározni (pl. védőoltás utáni anti-poliovírus ellenanyag meghatározás).  

 Három alapvető enterovírus ellenanyag-meghatározó módszert használnak: 

komplementfixáció, haemagglutináció-gátlás és vírusneutralizáció sejttenyészetben. Ez 

utóbbi alkalmazása legelterjedtebb a diagnosztikai laboratóriumokban. 

 

2.6. A poliomyelitis elleni megelőző védőoltások 

 

2.6.1. Inaktivált és attenuált poliovírus vakcinák 

Az 50-es évek második felében vezették be a világ számos országában a 

poliomyelitis elleni inaktivált védőoltást. A formalinnal elölt oltóanyagot (IPV) három 

vad típusú poliovírusból - Mahoney (1-es típus), MEF-1 (2-es típus) és Saukett (3-as típus) 

- állították elő (Sabin A., 1954). A későbbiekben kidolgozták a második generációs, emelt 

hatékonyságú inaktivált poliovakcinát (eIPV), amellyel akár az első oltás után is 90% 

feletti szerokonverziót lehetett elérni (Salk J., 1960). Salk és munkatársai bebizonyították, 

hogy az eIPV tartós immunitást biztosít még akkor is, ha évek múltával az ellenanyagok 

kimutathatatlanná válnak, mert az immunológiai memória megmarad. A poliovírussal való 

esetleges fertőzés okozta antigéningerre ugyanis gyors, szekunder típusú ellenanyagválasz 

alakul ki, amely meggátolja a vírusnak a központi idegrendszerbe való bejutását a 

véráramon keresztül (Salk J., 1960, 1977).  

Egyik hátránya az IPV-nek, hogy nem indukál szekretoros IgA ellenanyagokat 

(12. ábra), így a magas ellenanyag-tartalom a garatban lezajló vírusszaporodást gátolja, de 

a vékonybélben szaporodó vírusokét már nem (Schwartz és mtsai., 1989) Az IPV 

adagolása parenterális, ami gyenge egészségügyi hálózattal rendelkező országokban 

jelentős gátló tényező. A legnagyobb hátrány azonban az eIPV magas ára, ugyanis a 

gyárban kell megtermelni azt az antigén mennyiséget, ami az OPV esetén az oltott egyén 

szervezetében termelődik meg. Az elölt vakcina előnye, hogy nem okoz oltási 

poliomyelitis-t, viszont a kialakult járványok leküzdésére nem használható.  
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12. ábra. Az elölt (IPV) és az élő (OPV) gyengített vakcina által indukált immunválasz 

(Baranyai és mtsai., 1994).  

Az ábra bemutatja az IgA, IgM, IgG típusú ellenanyagok megjelenését a vérben az elölt 

védőoltás (Salk) beadását követően, valamint az élő védőoltás indukálta szekretoros 

(nazális IgA, duodenális IgA) ellenanyag titereket. 

 

Ezzel szemben az élő attenuált orális poliovírus vakcina (OPV) a természetes 

immunizáló, inapparens fertőzést utánozza. A szájon át történő bevitel után a 

vírusszaporodás a torokban és vékonybélben ugyanúgy zajlik, mint a természetes fertőzés 

esetében. A vakcinavírus eljut a regionális nyirokcsomókig, de virémia rendkívül ritkán és 

első sorban a Sabin 2-es típus esetén fordul elő. A vírusszaporodás tartama és 

nagyságrendje megfelel a természetes fertőzésnek ugyanúgy, mint az indukált 

immunválasz (12. ábra). A vérben megjelenő ellenanyagválasz mellett kialakul a lokális 

immunitás is (Dömök I., 1984). Előnyként és hátrányként egyaránt felhozható, hogy az 

oltottak nagy mennyiségben ürítik a vakcinavírust. Ennek előnye, hogy a monovalens 

oltóanyag beadását követően járulékos immunizálódás jön létre, azaz az oltottak 

környezetében élő fogékony személyek is fertőződnek és immunissá válhatnak. Hátránya, 

hogy a szóródás kapcsán a vírus változhat, neurovirulenssé válhat és bénulást okozhat. 

Az oltottakban elsősorban a Sabin 3-as típus, a fogékony környezetben pedig a Sabin 2-es 

típus okoz megbetegedést. A Sabin 1-et tartják a legstabilabbnak. 
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2.6.2. Poliovírus 3 (Sabin) vakcinatörzsek attenuációjának molekuláris alapjai  

 

Genom-összehasonlítást végeztek a Sabin 3 (P3/Leon12a1b) és a virulens 

prekurzora (P3/Leon/37) között, amelyet poliomyelitis-ben meghalt betegből izoláltak 

1937-ben (13. ábra). 

 
 

13. ábra. Genetikai különbségek a vad poliovírus 3 (P3/Leon/37) és az attenuált vakcina 

törzs (P3/Leon 12a1b) között (Westrop és mtsai., 1989). 

Az ábrán láthatóak az attenuáló mutációk pozíciói a genomban. Az első nukleotid a vad 

típusé, a második az attenuált vírusban kimutatott nukleotid. A számok mind a mutációk, 

mind az aminosavak esetében a megváltozott nukleotid pozícióját mutatják.  

 

A két genom szekvencia közötti különbségek száma meglehetősen alacsonynak 

bizonyult, kilenc mutációt mutattak ki (13. ábra). Ezek közül összesen két nukleotid 

különbségre van szükség az attenuált fenotípus fenntartásához. Az egyik az 5’-NTR régió 

472 nt pozíciójában található, a másik a 2034 nt pozíciót érinti, ez utóbbi aminosav 

változást is okoz a VP3 kapszidfehérjében (szerin cserélődik ki fenilalaninra), amely az 

attenuált állapot fenntartásáért felelős állatkísérleti modellben (14. ábra).  

Az 5’-NTR attenuáló mutációja az IRES elem V. doménjét érinti. Az 

attenuációban részt vevő mutáció gyengíti a bázispárosodott RNS szerkezetet. Ennek oka, 

az hogy a vad poliovírus 3 mutációja során a 472 nt pozícióban egy erős G-C bázispár G-

U bázispárra változik (Evans és mtsai., 1985; Racaniello és mtsai., 1986). Ez a folyamat 

bizonyítja az RNS másodlagos szerkezet valódi élettani jelentőségét a vírusszaporodásban.  
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14. ábra. A poliovírus 3 kapszid szerkezete (Minor PD.,1999). 

Az ábra bemutatja a termoszenzitív, attenuált fenotípus fenntartásában, valamint a 

szuppresszióban résztvevő aminosavak helyét. A kapszidfehérjék színjelölései: VP1 = kék, 

VP2 = sárga, VP3 = piros, VP4 = zöld. Attenuáló mutációk a VP3 régióban (91. 

aminosav) = cián. A szupresszióban résztvevő mutációk fehér színnel jelölték..  

A Sabin 3 törzsek attenuáló mutációja a VP3-ban a víruskapszid protomér 

alegységeinek illesztési felületén a szerinnek egy nagy molekulasúlyú aminosavval, a 

fenil-alaninnal történő szubsztitúcióját eredményezi. Ez utóbbi meggátolja a kapszid 

szoros összeépülését, így az instabillá válik és 37ºC felett a vírusreplikáció leáll. Maga a 

vírusrészecske is hőlabilissá válik (14. ábra). A kapszid régió néhány szuppresszor 

mutációja is képes fenntartani a vakcinatörzs termoszenzitív fenotípusát. A VP3 régió 91. 

aminosavának visszamutálása viszonylag ritka jelenség, de ha mégis bekövetkezik, akkor 

a VP1 régió 54. aminosavának a megváltozásával jár együtt. A VP1-ben bekövetkezett 

mutáció önmagában is hatással van a vakcinavírus termoszenzitív tulajdonságainak az 

elvesztésére (Minor PD., 1999). 

 

2.6.3. Poliovírus elleni védőoltások alkalmazása Magyarországon napjainkig 

1955-1959 

Magyarországon 1955-ben, 1957-ben és 1959-ben három nagy poliovírus járvány 

vonult végig, ezek együtt több mint 3500 beteg bénulását és több száz gyermek halálát 

(Heine–Medin kór) okozták. Ekkor került bevezetésre az inaktivált poliovírus vakcina 
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(IPV). Ezzel a vakcinával azonban csak mérsékelt eredmények születtek, és nem volt ritka, 

hogy az elölt vakcina kiterjedt használata ellenére újabb járványok léptek fel, ezért 

Magyarország az élő vakcina bevezetése mellett döntött (Dömök I., 1961b). 

1960-1991 

 Az első gyengített Sabin-vakcina alkalmazásával (orális poliovakcina, OPV) 1960-

ban sikerült megakadályozni a poliomyelitis járványos terjedését. Az oltásokat a Sabin által 

javasolt séma szerint végezték: a monovalens OPV-t (mOPV), 1-3-2 típussorrendben, 5-6 

hetes időintervallummal adták kampányszerűen 2-38 hónapos gyerekeknek. A 

védőoltásnak köszönhetően a betegszám általában gyorsan csökkent. Magyarországon az 

utolsó vad vírus okozta megbetegedés 1969-ben, az utolsó behurcolt betegség 1972-ben 

fordult elő (Dömök I.,, 1999). 

 A virológiai és epidemiológiai vizsgálatok eredményei igazolták, hogy a gyengített 

vakcinavírus is képes bénulást okozni. Az oltási poliomyelitis-t Magyarországon először 

Dr. Dömök István írta le (Domok I., 1984).  

1992-2006 

 A monovalens orális poliovakcinával végzett kampányoltásokat 1992-ben 

felváltotta a gyermekek folyamatos, kombinált oltóanyaggal végzett immunizálása. Az 

fogékony gyerekeket 3 hónapos kortól oltották egy adag eIPV-vel, majd öt adag trivalens 

vakcinával (tOPV) 6 éves korig.  

 Az eIPV minimális ellenanyagválaszt eredményezett mindhárom poliovírus 

szerotípus ellen annak ellenére, hogy a csecsemők többségének még voltak anyai 

ellenanyagai (Herremans és mtsai., 2000). Sok gyerekben szerológiai módszerekkel ezt a 

választ nem is lehetett kimutatni, azonban az így kialakult aktív védettség 1992 óta 

megakadályozta az oltási poliomyelitis kialakulását. Az eIPV és tOPV együttes 

alkalmazása a minimálisra csökkentette az oltás utáni vírusok szóródását, ami a korábbi 

oltási rendszerben gyakran előfordult (Maldonado és mtsai., 1997). A víruscirkuláció 

visszaszorításában természetesen szerepet játszott a lakosság igen magas védettsége is. 

 Magyarországon a védőoltási rend hatékonyságát 2000-ben ellenőrizték. Több mint 

8000, különböző korcsoportból származó savóminta szeroepidemiológiai vizsgálatát 

végezték el. Az eredmények azt mutatták, hogy a lakosság védettségi szintje mindhárom 

szerotípussal szemben meghaladja a 98%-ot (Berencsi és mtsai., 2005). 

2006- 

A poliomyelitis elleni vakcináció leállításának lehetséges módja, amennyiben a 

vakcina eredetű törzsek tartósan cirkulálnak, bizonyos ideig tartó eIPV alkalmazása 
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(Martin és mtsai., 2003). Mivel az európai régió már 6 éve mentes a honi eredetű vad 

poliovírustól, és a magyarországi lakosság immunállapota is kielégítő, a járványos 

gyermekbénulás elleni immunizálást az orális élő poliovírus vakcina helyett inaktivált 

poliovírus tartalmú vakcinával végzik a 2005. november 1. után születetteknél. 

Magyarországon 2006. április 1-től az orális poliovírus tartalmú vakcina használata 

megszűnt. 

 

2.7. A vakcina eredetű poliovírusok csoportjai 

 

A poliovírus izolátumok következő kategóriáit különböztetik meg: 1). OPV-szerű 

(oral poliovirus-like vagy Sabin-like) izolátumok, azok amelyek <1%-ban térnek el a VP1 

kódoló régióban a szülői Sabin-törzsektől; 2). VDPV (vaccine derived poliovírus), 

amelyek a szülői Sabin-törzsektől 1-15%-ban térnek el a VP1 régióban (≥10 nukleotid 

szubsztitúció); 3). vad poliovírusok, amelyek a VP1 régióban >15%-ban térnek el a 

Sabin-törzsektől. 

A VDPV vírusok három típusa ismert: (a) iVDPV (immunodeficient VDPV), 

immundeficiens egyénből származó izolátumok, amelyek vakcinabeadástól számítva 

hosszú ideig ürülnek az immunszuppresszált egyénekből; (b) cVDPV (circulating VDPV), 

azok az izolátumok, amelyek tartósan részt vesznek az emberről emberre való terjedésben; 

(c) aVDPV (ambiguous VDPV), kétes eredetű környezeti vagy klinikai mintákból 

származó izolátumok, ahol az immundeficiens vagy járvánnyal összefüggő etiológiát nem 

sikerült tisztázni (Kew és mtsai.,, 2004; Agol VI., 2006). 

Az OPV-szerű és a VDPV izolátumok közötti, 1%-ot meghaladó eltérés a VP1 

régióban arra utal, hogy a vakcinavírus replikációja már egy éve vagy esetleg hosszabb 

ideig tart, szemben a szabályos poliovírus ürítéssel, ami általában 4-8 hét. A definíció csak 

VDPV izolátumok hosszantartó ürítésére utal, a vírusok biológiai tulajdonságaira nem tér 

ki. Ez azt jelenti, hogy az 1%-nál kevesebb eltéréssel rendelkező vakcinavírusok is képesek 

bénulást okozni vagy cirkulálni az alulimmunizált populációban. Az esetek többségében a 

Sabin-törzsek kritikus attenuáló mutációi revertálnak még mielőtt a nukleotid 

szubsztitúciók száma a VP1 régióban elérné az 1%-ot.  

Az iVDPV izolátumok hosszantartó ürítése a gazdaszervezet immundeficiens 

állapotával függ össze, pl. variábilis immundefektus (CVID), hypogammaglobulinémia, 

agammaglobulinémia, HIV okozta immundeficiens állapot, stb. Egyes CVID betegeknél a 

vakcinavírus ürítése rövid időn belül magától megszűnik, egyesek pedig több mint 15 évig 
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ürítik azt (Kew és mtsai., 1984). A hosszantartó vírusürítők közül egyesek tünetmentesen 

vészelik át a vírushordozást, míg mások megbénulnak. Ez idáig a CVID betegekből 

kimutatott iVDPV leggyakrabban a poliovírus 1 típusba tartozott (Kew és mtsai., 2004; 

Khetsuriani és mtsai., 2003; Shahmahmoodi és mtsai., 2008). 

A cVDPV izolátumok világszerte okoznak járványokat alulimmunizált 

közösségekben. Az első járványt 2000-2001 között mutatták ki Hispaniola szigetén 31 

igazolt poliomyelitis megbetegedéssel (Kew és mtsai., 2005). Ezt követően a világ egyéb 

részeiről évente jelentettek újabb járványokat (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 izolátumok zömét eddig környezeti mintákból mutatták ki. A 

környezetből, túlnyomórészt szennyvízből kimutatott izolátumok az iVDPV 

izolátumokhoz hasonlítanak, főleg ha olyan országban kerülnek izolálásra, ahol magas a 

populáció átoltottsági aránya (Pertinacová és mtsai., 2004; Pavlov és mtsai., 2005; 

Blomqvist S., 2004).  

A neurovirulens vakcina eredetű törzsek szelekciójában jelentős szerepet játszanak 

a természetben megfigyelt rekombinációs folyamatok a non-polio enterovírusokkal, pl. a 

coxsackie A csoportúakkal. Ezen kívül a vakcina eredetű törzsek rekombinálódnak 

(intertípusosan és intratípusosan) a vad poliovírusokkal is, 50%-ban rekombináns genomot 

képezve (Arita és mtsai., 2005; Rakoto-Andrianarivelo és mtsai., 2008; Riquet és mtsai., 

2008; Guillot és mtsai., 2000; Santti és mtsai., 1999a). 

 

2.8. Oltási poliomyelitis (VAPP)  

 

 Az oltási poliomyelitis (VAPP = vaccine-associated paralytic poliomyelitis) egy 

ritka és komoly szövődmény, amely az OPV beadását követően alakul ki. Az első VAPP 

megbetegedéseket az 50-es években mutatták ki, közvetlenül a vakcina forgalomba 

hozatala után (Terry L., 1962). A VAPP előfordulhat egészséges oltottakban vagy a 

fogékony környezetben. A VAPP rátája alacsony, és a legtöbb országban körülbelül 

egyforma. Az Egyesült Államokban a VAPP kockázata a fogékony populációban az első 

oltást követően 1 megbetegedés volt 750.000 immunizált gyerekre nézve (Prevots és 

mtsai., 1994). 

 A VAPP betegek jellemzésére nincs egységes meghatározás (Kew és mtsai., 2004). 

Általánosan elfogadott, hogy a VAPP az oltás utáni 4-40 nap között jelentkező acut flaccid 
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paralysis, amely 60 napnál tovább is eltarthat. A VAPP betegek két csoportja: a) 

recipiens, ha a betegség kezdete előtt 4-40 nappal kapta az OPV-t; b) kontakt, ha 

betegség kezdete előtt kapcsolata volt oltottal, akit 4-75 nappal megelőzően oltottak be 

(Georgescu és mtsai., 1994). A VAPP-ot az OPV recipiensekben és kontaktokban 

leggyakrabban a Sabin 3 (71%), utána a Sabin 2 (26%) okozza. A Sabin 1 ritkán és főleg 

immundeficiens egyénekben okoz VAPP-ot (Kew és mtsai., 2004). 

 Magyarországon 1961 és 1990 között a monovalens kampányoltások időszakában 

a 66 bejelentett poliomyelitis megbetegedésből 56 oltási poliomyelitis-nek bizonyult, 

ebből 44 a 3-as típusú vakcinatörzzsel volt kapcsolatos. Klinikai vizsgálatok alapján nem 

lehetett megkülönböztetni a vad vírus okozta poliomyelitis-t az oltási eredetűtől, kizárólag 

a részletes epidemiológiai adatok, a vírusizolálási és szerológiai eredmények dönthettek a 

klinikai képpel együtt (Dömök I., 1999). Az 1961-67 időszakban végzett becslések azt 

mutatták, hogy a VAPP esetek száma: 0,77 (polio 1 után), 0,51 (polio 2 után) és 2,82 

(polio 3 után) 1 millió vakcinált gyermekre számítva (Dömök I., 1971). 

 A VAPP oka egyelőre ismeretlen, feltételezik, hogy a vakcinavírus reverziója 

okozza. Az OPV beadása után az élő gyengített vakcinavírusok a gyomor-bélrendszerben 

szaporodnak. Az oltottak a székletükkel ürítik a többszöri genetikai változáson átesett 

vírusokat, amelyek potenciális veszélyt jelentenek a recipiens és a fogékony kontaktok 

számára is. A három vakcina szerotípus közül a Sabin 3 okozza a legtöbb VAPP-ot 

(Wright és mtsai., 1991). Több elmélet létezik a Sabin 3 törzs megváltozásával 

kapcsolatosan, amely lehet mutáció, konformációs változás, rekombináció, 

gazdaszervezet okozta tényező vagy víruskompetíció következménye. Az elméletek 

bizonyos szinten átfedésben vannak egymással, de igazából egyikük sem tudja 

megmagyarázni valójában, hogyan okoz a gyengített poliovírus vakcina oltási 

poliomyelitis-t.  

A Sabin 3 mutációs elmélet 

A három OPV vírustörzset a vad poliovírusok sorozatos passzálásával különböző 

sejtvonalakon nyerik ki. A passzálás során a vírus elveszíti a virulenciáját. Az OPV 

beadása után a létrejött mutációk revertálnak 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 kialakulásában. Az elmélet egyelőre csak kevés információt szolgáltat a 
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mutációk pontos hatásmechanizmusáról a VAPP patogenezisében (Minor PD., 1992; 

1993b; Minor és mtsai., 1993a). 

Konformációs változás elmélet 

 Az elmélet azokkal a mutációkkal foglalkozik, amelyek konformációs változásokat 

idéznek elő a belső riboszómakötő hely szekvenciájában (IRES). Az IRES jelzi a 

riboszóma számára a transzláció kezdetét. Az IRES-t érintő mutációk a vírusreplikáció 

megváltozását és a neurovirulencia fokozódását eredményezik (Skinner és mtsai., 1989; 

Gromeier és mtsai., 1996).  

Rekombináns elmélet 

 Az elmélet a három Sabin típus és más vírusok közötti rekombinációt helyezi 

előtérbe (Friedrich és mtsai., 1996; Georgescu és mtsai., 1994; 1995; Furione és mtsai., 

1993; Chumakov és mtsai., 1994; Li és mtsai., 1996). A vírusreplikáció során egyes 

szekvenciarészek kicserélődnek idegen genetikai információval, ami általában az ugyanott 

szaporodó más vírusoktól származik (Adu és mtsai., 2007; Rakoto-Andrianarivelo és 

mtsai., 2008). Végtelen számú rekombináció 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 főleg azokat a 

rekombinációkat részesíti előnyben, amelyek az attenuált fenotípus elvesztését okozzák 

(Avellón és mtsai., 2008; Martin és mtsai., 2002). 

„Gazdaszervezet-függő” elmélet 

 Az elmélet a gazdaszervezet szerepét hangsúlyozza, nem pedig a vírusét. Az 

immundeficiencia a gazdaszervezet egy olyan állapota, amely növeli a VAPP kockázatát 

(Parvaneh és mtsai., 2007). Feltételezik, hogy immundeficiencián kívül más 

gazdaszervezeti tényezők is közrejátszanak a VAPP kialakulásában, de egyelőre ezeket 

még nem sikerült azonosítani.  

Víruskompetíció 

Maldonado és mtsai. (1997) kimutatták, hogy a Sabin 1-es és 2-es típusok jól nőnek 

együtt, viszont a Sabin 2-es és 3-as típus már nem. Ebből következik, hogy a Sabin 2-es 

szelekciós nyomást gyakorol a Sabin 3-as növekedésére. A szelekciós nyomás hatására 

mutációk keletkeznek az IRES régióban, valamint rekombinációk sorozata is végbemegy. 

Az a gazdaszervezet, ahol a mukozális immunitás aránya magasabb a humorálissal 

szemben, telítődni fog a neurovirulens mutáns vagy rekombináns vírusokkal, melyek 
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bekerülve a véráramba megfelelő védettség hiányában megtámadják a központi 

idegrendszert. 

 A VAPP megbetegedéseket évente 250 és 500 közöttire becsülik világszerte, és a 

leggyakrabban a vad poliovírustól mentes országokban mutatják ki. A VAPP közvetlen 

következménye a Sabin OPV törzsek genetikai instabilitásának, ezért a leghatékonyabb 

módszer ennek kivédésére az OPV alkalmazásának a leállítása lenne (Kew és mtsai., 

2004). 
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3. CÉLKITŰZÉSEK 
 
 
1. Bénulást okozó poliovírus 3 izolátumok molekuláris genetikai vizsgálata: 

 

1.1. Magyarországon a 60-as években archivált poliovírus 3 vírusizolátumok 

epidemiológiai és virológiai adatainak a felkutatása; 

1.2. Annak megállapítása, hogy a bénult gyermekekből 1960 és 1967 között izolált 

poliovírus 3-as törzsek vad típusúak vagy vakcina eredetűek-e;  

1.3. Amennyiben a vakcinatörzs okozta a bénulást, annak melyik változata, a Sabin-

szerű vírus vagy vakcina eredetű poliovírus (VDPV)? 

1.4. Amennyiben az oltóanyag törzs okozta a bénulást, milyen molekuláris 

mechanizmusok játszhattak közre a neurovirulencia visszanyerésében? 

 

2. Non-polio enterovírusok molekuláris jellemzése és epidemiológiája Magyarországon: 

 

2.1. A molekuláris tipizálás módszerének adaptálása az enterovírusok rutin 

laboratóriumi diagnosztikájában; 

2.2. A Magyarországon 2000-2008 között az 5’-NTR nested RT-PCR-rel kimutatott 

enterovírusok molekuláris tipizálása; 

2.3. Az előforduló szerotípusok molekuláris epidemiológiai vizsgálata; 

2.4. A vírusgenom szerkezeti változásai és a kórokozó képesség közötti összefüggés 

felkutatása; 

2.5. Az egyedi szerotípusok összehasonlítása a múltbeli járványokat okozó 

magyarországi izolátumokkal filogenetikai elemzés segítségével. 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

4.1. Vizsgálati anyagok 

 

4.1.1. Poliovírus vizsgálati anyagok 

Összesen 18 poliovírus 3-as típust vizsgáltunk, amelyek 1960-1967 között kerültek 

izolálásra. Az archív iratokban kutatva sikerült azonosítanunk a 18 izolátum eredetét, 

amelyek 15 poliomyelitis-ben szenvedő gyerektől származtak. A gyerekek kora 5 hónap és 

4,5 év között volt (medián 1,5). A poliovírus 3 izolátumok földrajzi eloszlását a 15. ábrán 

tüntettük fel. 

 
15. ábra. A poliovírus 3 okozta gyermekbénulás megbetegedések földrajzi eloszlása. 

 

A molekuláris vizsgálatokkal párhuzamosan végeztük a hiányzó epidemiológiai és 

virológiai adatok felkutatását az archivált virológiai kartonok alapján, valamint a 60-as 

évekből származó tudományos közleményekben. A poliovírus izolátumokat az OEK BSL-

4 szintű laboratóriumában tároltuk -70oC-on. 

 

4.1.2. Non-polio enterovírus vizsgálati anyagok 

Az OEK Általános vírusdiagnosztikai osztályára rutindiagnosztikai vizsgálat 

céljából beérkezett minták közül (széklet, torokmosó, agy-gerincfolyadék, hólyagbennék) 

azokat választottuk ki, amelyek előzőleg pozitívnak bizonyultak enterovírus 5’-NTR 

nested RT-PCR módszerrel.  
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Összesen 93 eredeti mintát vizsgáltunk 79 betegtől, amelyek 2000-2008 között 

kerültek beküldésre (16. ábra). A minták 6-33 éves (medián 8,25) betegektől származtak, 

akiknek asepticus meningitis, encephalitis, kéz-láb-száj betegség, herpangina, néhány 

esetben pedig atípusos tünetei (láz, fejfájás, stb.) voltak. Az enterovírus 5’-NTR nested 

RT-PCR pozitív minták tárolási hőmérséklete -20oC volt. 
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16. ábra. A retrospektív vizsgálatban résztvevő minták/betegek száma (2000-2008). 

 

4.2. Módszerek 

 

4.2.1. Vizsgálati minták feldolgozása 

 A sterilnek tekintendő vizsgálati mintákat (agy-gerincfolyadék, hólyagbennék) 

előkészítés nélkül használtuk a vizsgálatainkhoz. A beérkezett nem steril, folyékony 

halmazállapotú mintákat (garatmosó folyadék, torokmosó folyadék) a mikrobiológiai 

szennyezettség csökkentése érdekében a következő módon készítettük elő: 2 ml mintához 

1 ml antibiotikum tartalmú (streptomycin 50 μl/ml, penicillin 100 U/ml) tápfolyadékot 

(Parker-199, OEK) és 0,5 ml kloroformot (Reanal, Budapest) adtunk. A homogenizátum 

egy részét Eppendorf-csövekbe pipettáztuk, majd 10 percig +4ºC-on centrifugáltuk 

(13.000xg). A széklet mintákat a WHO ajánlása szerint dolgoztuk fel (WHO, 2004). 

Kloroform rezisztens centrifugacsőben homogenizáltunk 1-3 g székletmintát, 4,5 ml 

antibiotikumos tápfolyadék és 0,5 ml kloroform (Reanal, Budapest) hozzáadásával. Az 

enterovírusok jellegzetessége, hogy rezisztensek a kloroformos kezelésre, szemben az 

egyéb enterális kórokozókkal. A homogenizátumot 20 percig centrifugáltuk (4075xg), 

+4ºC-on. A felülúszó egy részét Eppendorf-csövekbe pipettáztuk, majd 10 percig 
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centrifugáltuk (13.000xg) +4ºC-on. A minták felülúszóját -20ºC-on tároltuk a későbbi 

felhasználásig. 

4.2.2. Vírusizolálás 
Az archivált poliovírus izolátumokat a molekuláris vizsgálatok megkezdése előtt 

RD (human rhabdomyosarcoma, ATCC136) folyamatos sejtvonalra oltottuk az infektív 

virionok kimutatása, valamint a fertőző víruspartikulumok növelése céljából. A 

vírusizolálást 24-lyukú lemezben (Corning GmbH, Germany) végeztük. Az egynapos 

monolayer sejtkultúráról leöntöttük a tápfolyadékot [D-MEM, 10% FBS (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)], és rámértünk a 100 μl vírusizolátumot. A lemezeket 30 percig 

termosztátban inkubáltuk 37±0,5ºC-on, 5%-CO2 tartalom mellet. Az inkubációs idő 

elteltével a lemezekre 0,5 ml tápfolyadékot mértünk [D-MEM, 10% FBS (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)], majd újra visszahelyeztük őket a termosztátba. A vírusszaporodás 

indikátora a citopatogén hatás (CPE) megjelenése volt, amit fénymikroszkóppal olvastunk 

le. Öt nap elteltével a sejtek felülúszójával L20B (NIBSC 910705) sejteket fertőztünk. 

Majd újabb öt nap elteltével a vírusszuszpenziót fagyasztó ampullákba gyűjtöttük és -20ºC-

on tároltuk.  

4.2.3. A nukleinsav-kivonás módszerei 
A nukleinsav-izolálás előtt a szobahőmérsékleten felengedett vírusizolátumokat 

centrifugáltuk 6800xg-vel 3 percig. A nukleinsav-kivonást a vizsgálati mintákkal 

egyidejűleg a későbbi PCR reakciókra jellemző pozitív és negatív kontrollok 

hozzáadásával végeztük. 

Fenol-kloroformos módszer 

 A nukleinsav-kivonáshoz 1,5 ml-es Eppendorf-csövekbe 395 μl sejtlizáló oldatot 

(50 mM TRIS, 0,5 SDS, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl, pH 7,5) mértünk. A csövekbe 160 

μl mintát pipettáztunk, majd minden mintához 4 μl (2 mg/ml) proteináz K (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) oldatot mértünk. A reakcióelegyet kémcsőkeverővel 

homogenizáltuk, és legalább 1 órán át vízfürdőben 37±1ºC-on inkubáltuk. Ezután minden 

mintához hozzáadtunk 395 μl fenolt [0,1 M citrát puffer, pH 4,3 ± 0,2 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA)] és 160 μl kloroformot (Reanal, Budapest), majd 10 másodpercig kevertük. A 

szervetlen és szerves fázisok szétválasztását hűthető (+4ºC) centrifugában 15 percig 

13.000xg-n végeztük. A felülúszót pipettával leszívtuk újabb 1,5 ml-es Eppendorf-

csövekbe úgy, hogy legalább 480 μl legyen, és a szétvált fázisok között található 
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kicsapódott fehérjeréteg ne kerüljön bele. Minden csőhöz 480 μl izopropanolt adtunk, 

homogenizáltuk (kémcsőkeverő), majd -20ºC-on egy éjszakán át inkubáltuk, hogy az RNS-

kicsapódás teljesen végbemenjen. 

 A csapadékot hűthető centrifugában +4ºC-on 15 percen át 13.000xg ülepítettük. A 

felülúszót óvatosan leöntöttük és 400 μl 70%-os etanol (Reanal, Budapest) hozzáadásával 

mostuk. A csapadékot az előzőleg leírt paramétereken újra centrifugáltuk. A felülúszó 

leöntése után a mintákat egy órán át szobahőmérsékleten szárítottuk, majd a csapadékot 8 

μl DNáz/RNáz-mentes desztillált vízben (GIBCO, Grand Island, NY, USA) oldottuk. A 

nukleinsav oldatot azonnal használtuk a reverz transzkripcióhoz, a fel nem használt 

mennyiséget izopropanolban -70°C-on tároltuk. 

 

Szilikamembrán alapú módszer  

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

reagenskészlettel dolgoztunk a gyártó utasításai szerint. Egy 1,5 ml-es Eppendorf-csőbe 

140 μl mintát mértünk, majd hozzáadtunk 560 μl „hordozó” RNS tartalmú lízis puffert (a 

„hordozó” vagy carrier RNS megvédi a nukleinsavat a lebomlástól, és segíti annak 

megkötődését a szilikamembránon). Vortex segítségével az oldatot megkevertük, és 10 

percig szobahőmérsékleten inkubáltuk. Feltárás után 560 μl abszolút etanolt (Reanal, 

Budapest) adtunk az elegyhez, majd az alkoholos kicsapást követően a mintát szilikagél 

oszlopra adszorbeáltuk úgy, hogy a kapott oldat felét centrifugálható, szűrővel ellátott 

oszlopra mértük, és 6000xg-vel egy percig centrifugáltuk. A szűrletet eltávolítottuk, a 

maradék reakcióelegyet újból a szűrőre mértük, majd ismét centrifugáltuk. Ezután 

különböző etanol tartalmú mosóoldatokkal eltávolítottuk a szennyező elemeket, és a 

kötődött RNS-t 60 μl eluáló pufferrel leoldottuk az adszorbensről. Az RNS mintákat 

felhasználásig -70°C-on tároltuk. 

 

4.2.4. Az enterovírus 5’-NTR nested RT-PCR és kimutatás 

Reverz transzkripció 

 Az RNS vírusok vizsgálatakor a mintákból nyert nukleinsavból először reverz 

transzkriptáz enzim segítségével komplementer DNS szálat készítettünk (cDNS). 

Primerként az átírandó szakasz kezdőpontjának a kijelölésére Random Hexamert 

használtunk. A reverz transzkripció két lépésből tevődött össze. Első lépésben a reverz 

transzkriptáz enzim 42°C-on 15 percen keresztül szintetizálta a cDNS-t. Második lépésben 
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történt a DNS szálak denaturációja és az enzim inaktiválása 99°C-on 5 percig. Az 

inkubálás lépéseit Master Cycler PCR (Eppendorf, Germany) készülékben végeztük. 

 A reakcióelegyet a következőképpen állítottuk össze: 2 μl 10x PCR puffer (100 

mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl), 1 μl RNáz/DNáz-mentes víz, 8 μl dNTP keverék (10 

mM), 4 μl MgCl2 (25 mM), 1 μl Random Hexamer (25 pM/μl), 1 μl RNáz Inhibitor (20 

U/μl), 1 μl murine leukémia vírus reverz transzkriptáz enzim MuLV-RT (50 U/μl), 2 μl 

izolált RNS oldat. A reverz transzkripciós elegy össztérfogata 20 μl/minta volt. A 

reakciókat az Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) reagenseivel végeztük. 

 

PCR reakció 

A reverz transzkripciót követően az enterovírusok konzervatív 5’ nem-leolvasott 

régiójának (5’-NTR) egy-egy szakaszát amplifikáltuk pan-enterovirus primerek 

segítségével (polio és non-polio enterovírusok kimutatását teszik lehetővé) az irodalomban 

közöltek alapján (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 

szintetizálta, kapcsolódási helyeit a 17. ábra szemlélteti. 

Az I. PCR primerei:  

Sense:        „1”: 5’-AAGCACTTCTGTTTCC-3’ (*pozíció:164-184 nt)  

Antisense:  „3”: 5’-CATTCAGGGGCCGAGGA-3 (*pozíció 584-599 nt) 

Termék mérete: 440 bp 

A II. PCR primerei: 

Sense:       E1: 5’-CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG-3’ (*pozíció 165-602 nt) 

Antisense: E2: 5’-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’ (*pozíció 470-490 nt) 

Termék mérete: 317 bp 

 

 
17. ábra. A pan-enterovírus primerek kapcsolódási helyei a vírusgenom 5’-NTR 

régiójában .*A pozíciómegadás referenciája, poliovírus Sabin 3-as típus (AY184221). 

 

VP kódoló 
régió 

    100              200             300           400             500              600           700 
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I., II. PCR reakció összetevői:  

14μl PCR víz (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 0,5-0,5 μl sense és antisense 

primer (50 pM), 25 μl REDTaq ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 2-2 μl 

cDNS/I. PCR termék. A reakciók végtérfogata 42 μl volt. A reakciók körülményeit a 2. 

táblázat tartalmazza. 

 

kezdeti denaturáció denaturáció anelláció extenzió végső extenzió 

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.táblázat. 5’-NTR pan-enterovírus I., II. PCR reakció idő/hő profilja/ciklusszám 

 

PCR termékek kimutatása 

A keletkezett PCR terméket 2%-os agaróz gélben (Invitrogen, CA, USA), 0,5 

μg/ml etídium-bromid festék (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hozzáadásával futtattuk. Az 

elektroforézist 150 V-on 30-40 percig végeztük, 10x TBE (50 mM bázikus Tris, 41.5 mM 

bórsav, 0.5 mM Na2EDTA) futtató pufferben. A termék méretét 100 bp-os felbontású 

DNA Ladder (Promega, Madison, WI, USA) marker jelenlétében ellenőriztük. Az 

elektroforézis befejeztével a keletkezett PCR terméket transzilluminátorban 302 nm-es 

ultraibolya fény (UV) megvilágításban tettük láthatóvá. Az adatokat digitális 

fényképezőgéppel rögzítettük, és számítógépes információ formájában tároltuk. 

 

 4.2.5. Poliovírusok intratípusos differenciációja RT-PCR-rel és kimutatás 

A poliovírusok intratípusos differenciációját (a vad vírus megkülönböztetése a 

vakcinavírustól) a Poliovírus Diagnosztikus Kit (CDC, GA, USA) segítségével végeztük. 

A kit tartalmazta a cDNS szintézishez és a PCR reakcióhoz szükséges különböző 

specificitású oligonukleotid primereket (3. táblázat). 

A reakcióhoz szükséges pozitív kontrollokat a kit tartalmazta, negatív kontrollként 

fertőzetlen sejtek (RD; ATCC136) felülúszóját használtuk. A vírusizolátumokat 

felhasználásig jégkásán hűtöttük. A reagenskészlet (kit) útmutatóját követve elkészítettük a 

primerek hígítását a kijelölt pufferoldatban, majd a mintát bidesztillált vízben 4x-esére 

hígítottuk. Az 1-1 μl mintát és a kontrollokat külön csövekbe osztottunk szét. A mintákat 5 

percig 95°C-on inkubáltuk, majd jégkásán hűtöttük.  
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Primer specificitás Primer szekvencia Termék 

mérete 

Pan-Enterovírus  

(PanEV) 

5'-ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCC-3' 

5'-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC-3' 

114 bp 

 

Pan-Poliovírus*  

(PanPV) 

5'-TTIAIIGCRTGICCRTTRTT-3' 

5'-CITAITCIMGITTYGAYATG-3' 

79 bp 

PV-Szerotípus 1*  

 

5'-ATCATICTYTCIARCATYTG-3' 

5'-TGCGIGAYACIACICAYAT-3' 

70 bp 

 

PV-Szerotípus 2*  5'-AYICCYTCIACIRCICCYTC-3' 

5'-TGCGIGAYACIACICAYAT-3' 

79 bp 

PV-Szerotípus 3*  5'-CCIAIYTGITCRTTIGYRTC-3' 

5'-AAYCCITCIRTITTYTAYAC-3' 

140 bp 

Sabin 1  

 

5'-TCCACTGGCTTCAGTGTT-3' 

5'-AGGTCAGATGCTTGAAAGC-3' 

97 bp 

Sabin 2  

 

5'-CGGCTTTGTGTCAGGC-3' 

5'-CCGTTGAAGGGATTACTAAA-3' 

71 bp 

Sabin 3  

 

5'-AGTATCAGGTAAGCTATCC-3' 

5'-AGGGCGCCCTAACTTTG-3' 

53 bp 

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

 

3. táblázat. A poliovírus tipizáláshoz használt primerek nukleotidsorrendjei. 

 

A mintákhoz primer tartalmú puffert és az RT reakcióhoz szükséges enzimeket 

adtuk (0,7 μl 1M DTT, 6,9 μl (40 U/μl) placenta RNase Inhibitor, 3,6 μl 25 U/μl AMV RT, 

és 13,7 μl 5 U/μl Taq polimeráz). Az RT reakciót: 42°C/20 perc, 95°C/5 perc körülmények 

között végeztük. Ezt követően elindítottuk a különálló PCR reakciókat. Degenerált 

primerek esetén (panPV és szerotípus primerek): 95°C/45 mp, 42°C/45 mp, 60°C/45 mp, 

30 ciklus. Nem-degenerált primerek esetén (panEV és Sabin primerek): 95°C /45 mp, 

55°C/45 mp, 70°C/ 45 mp, 30 ciklus. A reakciók végeztével a mintákat +4°C-ra hűtöttük, 

majd közvetlenül ezután végeztük az elektroforézist. 

 

PCR termék detektálása poliakrilamid gélben 

A PCR termékeket brómfenolkék festékkel elegyítve, gyári készítésű 10%-os 

poliakrilamid gél zsebeibe töltöttük. Az elektroforézist 5x TBE pufferben, 40 mA 



 49 

áramerősséggel, 45 percig végeztük. A gélt a futtató kádból eltávolítva etídium-bromid (1 

μg/ml) tartalmú oldatban, billegtető rendszer használatával 15 percig festettük. Vizes 

öblítést követően UV megvilágításban a PCR terméket láthatóvá tettük. A képet polaroid 

kamerával (Fotolyne Incorporated, New Berlin, WI, USA) rögzítettük. 

 

4.2.6. Poliovírus VP1 RT-PCR és nukletidsorrend meghatározás  

 
Poliovírus VP1 genetikai régiójának amplifikálását a reverz transzkripcióval egy 

lépésben végeztük. Ehhez olyan primereket használtunk, amelyek kapcsolódási helyei nem 

a VP1 régióban, hanem a szomszédos génszakaszokban helyezkedtek el. Így az „Y7” 

jelzésű primer a VP3 kódoló régióban, a „Q8” jelzésű a 2A régióban kapcsolódott. 

Mindezt azzal a céllal tettük, hogy a teljes VP1 régiót, amelynek várható hossza 1,1 kb, 

megsokszorozzuk. A reakcióban használt primerek adatait a 4. táblázatban tüntettük fel. 

 

 

4. táblázat. Poliovírus VP1 szakasz kimutatására szolgáló oligonukleotidok (Yang és 

mtsai., 1991). *A pozíciómegadás referenciája, poliovírus  Sabin 3-as típus (AY184221). 

 

A reverz transzkripció a következőkből állt: az RNS minták 3 μl-éhez 1 μl 

antisense „Q8” (10 pM/μl) primert adtunk, 5 perc 95oC-os denaturáció után a mintákat 

hozzámértük a PCR reakcióelegyhez. A PCR elegy összetétele: 20 mM dNTPs (Roche 

Applied Science, Indianapolis Inc., USA), 10x PCR puffer, 40 U/μl RNasin, reverz 

transzkriptáz Superscript II, 25 U/μl (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 ng/μl „Y7” 

primer, 5 U/μl Taq DNS polimeráz (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA.), desztillált víz. A 

reakció össztérfogata 50 μl volt. A reverz transzkripció lépései: 42ºC/60 perc, 94ºC/5 perc, 

amit a PCR reakció lépései követtek: kezdeti denaturáció: 94ºC/45 mp, majd 35 ciklus 

94ºC/45 mp, 42ºC/42 mp, 65ºC/2 perc, végezetül 10 perc 65ºC.  

A várt 1,1 kb nagyságú terméket 1%-os agaróz (Invitrogen CA, USA) gélben futtattuk, 

2 μl etídium-bromid (1μg/ml) hozzáadásával, 5x TBE futtató pufferben. Molekulatömeg 

kontrollként „Marker VI”-ot használtuk (Roche, Switzerland). A futtatáshoz a tápegységet 

Primer megnevezése Szekvencia  Pozició* 

„Y7” (sense) 5’-GGGTTTGTGTCAGCCTGTAATGA-3’ 2399-2421 nt 

„Q8” (antisense) 5’-AAGAGGTCTCTRTTCCACAT-3’ 3485-3504 nt 
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(Power Pac 300, Bio-Rad, USA) 90 V-ra és 2 órára programoztuk. Az elektroforézis után a 

gélt UV fénnyel megvilágítottuk, és fotodokumentáló rendszerrel (Fotolyne Incorporated, 

New Berlin, WI, USA) rögzítettük. 

 

PCR termék tisztítása, szekvenálási reakció 

A PCR terméket UV megvilágításban vágtuk ki a gélből. A termék tisztításához 

QIAquick® (Qiagen, Valencia, CA, USA) kitet használtunk vákuum rendszerhez, a gyártó 

utasításai szerint.  

A szekvenálási reakciót didezoxinukleotid módszerrel az ABI Prism Big Dye 

nucleotide Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) segítségével végeztük MJ Research PTC-200 (Bio-Rad, USA) grádiens 

PCR készülékben a gyártó utasítása szerint. A PCR reakció primerei mellett („Y7”, „Q8”), 

a szekvenálási reakcióhoz két kiegészítő primert is használtunk: PV1A antisense [2935-

2916 nt; 5’-TTIAIIGCRTGICCRTTRTT-3’] és PV2S sense [2855-2875 nt; 5’-

AAGAGGTCTCTRTTCCACAT-3’]. A reakció összetevői a következőek voltak: 3,2 pmol 

primer, 8 μl Terminator Ready Mix, a templát DNS-t és a desztillált víz arányát úgy 

választottuk, hogy a reakció össztérfogata 20 μl legyen. A reakció paraméterei a 

következők voltak: 94oC/20mp, 42oC/15 (ramp: 0.4oC/mp.), 60oC/4 perc mp (Kew és 

mtsai., 1998). 

A szekvenálási reakció termékeinek tisztítását a feleslegben jelen lévő jelölt 

nukleotidtól és terminátor molekulától Centri Sep 96 (Princeton Separations, Inc, NJ, 

USA) szeparáló gélben végeztük a gyártó használati útmutatóját követve. A megtisztított 

terméket ½ órán keresztül vákuum szárítóban (Integrated Speed vac System Holbrook, Ny) 

inkubáltuk. A megszáradt DNS-t 20 μl formamidban (Gibco BRL) oldottuk be. A feloldott 

nukleinsavat 2 percig 95oC-on inkubáltuk fűthető rendszerben (Dry–Bath Barnstead 

Thermolyne, USA), majd 5 percig hűtöttük. 

A mintákat rövid ideig centrifugáltuk, majd az ABI PRISM® 3100 Genetic 

Analyzer (Hitachi Ltd. Instruments, Japan) készülékbe betöltve futattuk. A 

nukleotidsorrend meghatározást a DNS mindkét szálán elvégeztük. A kapott 

nukleotidsorrendeket a Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) 

programmal javítottuk. 
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4.2.7. Multiplex RT-PCR módszer a poliovírus rekombinánsok kimutatására 

 

A poliovírus 3 izolátumokból rekombinánsok kimutatására irányuló vizsgálatot a 

P2 és P3 nem szerkezeti fehérjekódoló régióban végeztük el. A reakció Sabin törzs 

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

 

Primer Szekvencia (5'  3') *Pozíció  (nt) 

 

Termék mérete  

SAB1-REC-2C-S 

SAB1-REC-2C-A 

SAB1-REC-3D-S 

SAB1-REC-3D-A 

TGTAACAAAACTTAGACAAC 

TATGTAGTTGTTAATGGTATG 

TAAGGAAATGCAAAAACTGC 

ATCGCACCCTACTGCTGA 

4284-4303 

4482-4462 

6423-6442 

6648-6631 

199 bp 

 

226 bp 

SAB2-REC-2C-S 

SAB2-REC-2C-A 

SAB2-REC-2C-A 

SAB2-REC-3D-A 

CAAATTCATTAGTTGGTTGC 

TGGATAGATAGCCACCGC 

AGGAAATGCGGAGACTCTTA 

GGATCACAACCAACTGCACT 

4224-4243 

4412-4395 

6425-6444 

6649-6630 

189 bp 

 

225 bp 

SAB3-REC-2C-S 

SAB3-REC-2C-A 

SAB3-REC-3D-S 

SAB3-REC-3D-A 

TGTAACCAAATTGAAACAGT 

TATGTAATTATTAATGGTGTG 

CAAAGAAATGCAAAGACTTT 

GGATCGCATCCAACTGCACT 

4482-4343 

4482-4462 

64236442 

6650-6631 

199 bp 

 

228 bp 

 

5. táblázat. Poliovírus VP1 szakasz kimutatására szolgáló oligonukleotidok.  
*A nukleotid pozíciókat Nomoto és mtsai., (1984) konszenzus szekvencia alapján adtuk 

meg.  

 

A reverz transzkripciót és a PCR reakciót egy lépésben végeztük. Az amplifikáció 

24 μl reakcióelegyben történt, mely mintánként tartalmazott: 1 μl vírus RNS-t, 1 mM 

dNTPs-t (Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.), 10x PCR puffert (Tris-HCl, pH 8.3, 5 mM 

MgCl2, 6 μM EDTA), 10 pmol/μl a Sabin törzs rekombináns primereiből (SAB-REC) és 

enzim keveréket [2 U/μl RNáz Inhibitor (Roche), 1,25 U AMV reverz transzkriptázt 

(Boerhringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, Ind), 1,25 U Taq polimerázt (Perkin 

Elmer, Norwalk Conn., USA)]. A reverz transzkripció 42ºC-on 30 percig; 95ºC-on 3 percig 

történt.  
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A PCR reakció körülményei: denaturáció 95ºC/1 perc, anelláció 50ºC/1 perc, 

extenzió 65ºC/1 perc, 30 cikluson keresztül, DNA thermal cycler (Perkin Elmer) 

készülékben. Az elektroforézist 10% poliakrilamid gélben végeztük, a korábban megadott 

módon. 

4.2.8. Pan-enterovírus VP1 seminested RT-PCR reakció és kimutatás 
 

A pan-enterovírus VP1 seminested RT-PCR reakciót Nix és mtsai. (2006) 

protokollja alapján állítottuk be némi módosításokkal. A reakcióhoz szükséges primereket 

a 6. táblázatban foglaltuk össze, az oligonukleotidokat az Integrated DNA Technologies 

Inc., USA szintetizálta. 

  

6. táblázat. A cDNS készítés, a PCR amplifikáció és a szekvenálási reakció primerei. 

*A pozíciók megadásához a PV1 Mahoney (J02281) referencia törzs szolgált. 

 

 A primereket CODEHOP (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) 

technikával tervezték (Rose és mtsai., 1998). A CODEHOP primerek jellegzetessége, hogy 

a 3’-végükön kb. 9-12 bp-ból álló konszenzus degenerált mag régiót tartalmaznak, 

valamint az 5’-végen nem degenerált kapocs régiót, amely kb. 15-25 bp. A degenerált mag 

régió a tág spektrumú célszekvenciák iránt mutat specificitást, a kapocs régió pedig 

biztosítja a primer-templát hélix kialakulását és lehetővé teszi a magasabb anellációs 

hőmérséklet alkalmazását a nem specifikus amplifikáció csökkentése érdekében. 

 

Primer Szekvencia Aminosav motívum Gén *Pozíció (nt) 

AN32 GTYTGCCA WQT VP1 3009-3002 

AN33 GAYTGCCA WQS VP1 3009-3002 

AN35 CCRTCRTA YDG VP1 3111-3104 

AN35 RCTYTGCCA WQS VP1 3009-3002 

SO224 GCIATGYTIGGIACICAYRT AMLGTH(I/L/M) VP3 1977-1996 

SO222 CICCIGGIGGIAYRWACAT M(F/Y)(I/V)PPG(A/G) VP1 2969-2951 

AN89 CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG PALTA(A/V)E(I/T)G VP1 2602-2627 

AN88 TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT M(F/Y)(I/V)PPGGPV VP1 2977-2951 

AN232 CCAGCACTGACAGCA PALTA VP1 2602-2616 

AN233 TACTGGACCACCTGG PALTA VP1 2977-2963 
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Reverz transzkripció 

A cDNS szintézishez SuperScriptII™ (Invitrogen, CA, USA) reverz transzkriptázt 

használtunk. Ez az M-MLV RT polimeráz genetikailag módosított változata, csökkentett 

RNaseH aktivitással, amellyel jó hatásfokkal lehet szintetizálni nagy molekulatömegű 

cDNS-t. A reverz transzkripciós elegy összetétele 10 μl végtérfogatban a következő volt: 

10 mM dNTP (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1 pmol cDNS primer keverék 

(AN32, AN33, AN34, AN35), 5 μl vizsgálati minta RNS, steril desztillált víz (Gibco). A 

reakcióelegyet 65ºC-on 5 percig inkubáltuk, majd jégkásán hűtöttük. Minden csőhöz 7 μl 

enzimkeveréket adtunk [2 μl 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 transzkriptáz]. A reverz transzkripciót PCR készülékben (Hybaid, 

Springer) végeztük: 22ºC/10 perc, 42ºC/60 perc, 95ºC/5 perc. A cDNS-t felhasználásig -

20ºC-on tároltuk.  

 

I. PCR reakció  

A reakciót 50 μl végtérfogatban végeztük, 10 μl cDNS-hez hozzámértük a PCR 

reakcióelegyet: 10x PCR puffer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 25 mM 

MgCl2, 200 mM dNTP (Applied Biosystems), 50-50 pmol SO224 és SO222 primer, 2,5 U 

Taq DNS polimeráz (Applied Biosystems). A PCR reakciót grádiens PCR készülékben 

TweenCycler1000 (Bio-Rad) végeztük: kezdeti denaturáció 95°C/1 perc, 95°C/30 mp, 

42°C/30 mp, 60°C/45mp, összesen 35 cikluson keresztül, végső extenzió 60°C/10 perc. 

 

II. PCR reakció  

A seminested amplifikációhoz 1 μl-t mértünk az I.-es PCR termékből a II.-es PCR 

reakcióelegybe: 10x PCR puffer (Applied Biosystems), 25 mM MgCl2, 200 mM dNTP 

(Applied Biosystems), 40-40 pmol AN89 és AN88 primer, 200 mM dNTP, 5 μl 10x 

FastStart Taq puffer (Roche Applied Science), 2,5 U FastStart Taq DNS polimeráz (Roche 

Applied Science), 50 μl végtérfogatban. A FastStart Taq polimerázt 95°C-on 6 percig 

aktiváltuk, majd 35 ciklusban elvégeztük az amplifikációt: 95°C/30 mp, 60°C/20 mp, 

72°C/15 mp, végső extenzió 72°C/10 perc.  

Az RT-PCR vizsgálatokat minden esetben pozitív és negatív kontrollok együttes 

használatával végeztük. Pozitív kontrollként echovírus-11/1989 izolátumot, enterovírus-

71/1978 izolátumot, negatív kontrollként pedig RNáz, DNáz mentes vizet használtunk. 
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Elektroforézis 

A reakció termékeit 1,5% agaróz gélben (SeaKem, Sweeden) választottuk el, 0,5 

μg/ml etídium-bromid (Sigma-Aldrich Ltd. St. Louis, MO, USA) tartalom mellett. Az 

elektroforézist 150 V-on 60 percig végeztük, 10x TBE (50 mM bázikus Tris, 41,5 mM 

bórsav, 0,5 mM Na2EDTA) futtató pufferben. A termék méretét 100 bp-os felbontású 

DNA Ladder (Promega) marker jelenlétében ellenőriztük.  

 

4.2.9. Poliovírus 5’-NTR, non-polio enterovírus 5’-NTR és VP1 régió 

nukleotidsorrend vizsgálata 

 

PCR termékek tisztítása 

A PCR terméket a feleslegben lévő nukleotidoktól, primerektől és sótól oszlopos 

módszerrel tisztítottuk. Ehhez a PCR-MTM Clean Up System kitet (Viogene, Sunnyvale, 

CA, USA) használtuk a gyártó útmutatója szerint. Röviden: a PCR terméket 1,5-ml-es 

Eppendorf-csőbe mértük, majd a mintákhoz 0,5 ml PX puffert adtunk és összekevertük. A 

reakcióelegyet a kit gyűjtőcsővel ellátott oszlopára mértük, és 1 percig centrifugáltuk 

13.000 xg-vel. A szűrletet leöntve az oszlopokat 0,5 ml WF és 0,7 ml etanol tartalmú WS 

pufferrel mostuk, közben 1-1 perces centrifugálásokat végezve. A mintákat tartalmazó 

csöveket 3 percig szellőztettük, hogy az etanol maradéktalanul elpárologjon. A DNS-t 30-

50 μl elúciós puffer segítségével oldottuk le az oszlopokról, és felhasználásig -20°C-on 

tároltuk. 

 

Szekvenálási reakció 

A reakcióban használt DNS templát mennyiséget a gélfotón kapott PCR csík 

erőssége alapján választottuk ki (1-10 μl).  

 

Szekvenált régió PCR termék *Szekvenáló primerek 

Poliovírusok 5’-NTR 440 bp „1”, „3” 

Non-polio enterovírusok 5’-NTR 317 bp E1, E2 

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

 

7. táblázat. A szekvenálási reakció primerei. 

*A primerek jellemzőit az előző PCR reakcióknál részleteztük. 
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A megfelelő DNS mennyiséget DNáz-mentes vízzel (Gibco BRL) egészítettük ki 

11 μl-re, és hozzáadtuk a szekvenálási reakcióelegyhez: 8 μl DYEnamic ET reagens 

premix (MegaBACE™, Amersham Biosciences), 1-1 μl megfelelő primer (5 

pmol/szekvenálási reakció), össztérfogat 20 μl. A reakcióelegyet inkubáltuk: 95°C/20 mp, 

55°C/15 mp, 60°C/1 perc, 35 cikluson keresztül. A szekvenálási reakciót a DNS templát 

mindkét irányában elvégeztük, a reakcióban használt primereket a 7. táblázat tartalmazza. 

 

A szekvenálási reakció tisztítása 

A szekvenálási reakció termékeit alkoholos kicsapással tisztítottuk 96-lyukú 

lemezben. A 20 μl termékhez 2 μl ammónium acetátot (Amersham Pharmacia) és 55 μl 

abszolút etanolt (Reanal, Budapest) mértünk, lefedés után kevertük (vortex) és 2500xg-n 

centrifugáltuk 30 percig. A felülúszót leöntve, a mintákat 120 μl 70% etanollal mostuk és 1 

percig centrifugáltuk 2500xg-n. Öt perc szárítás után az üledéket 10 μl, a futtatáshoz 

szükséges oldatban [MegaBACE loading solution (Amersham Pharmacia)] oldottuk fel. 

 

Elektroforézis 

Minden egyes futtatáshoz 5 μl mintát használtuk. A nukleotidsorrend 

meghatározása MegaBACE™1000 DNA Sequencer készülékben (Amersham Biosciences) 

történt. A készülék poliakrilamid géllel (MegaBACE™ Long Read Matrix) töltött 

kapillárisaiban egyidejűleg 16 mintát tudtunk vizsgálni. A futtatást +44ºC-on, standard 

paraméterek mellett végeztük (a minta injektálási feszültsége: 3 kV, a minta injektálási 

ideje 60 mp, futtatási feszültség: 9 kV, futtatási idő: 100 perc).  

 

4.3. A nukleotidsorrend-feldolgozás számítógépes módszerei 

 

A leolvasott szekvenciák eredményeit a Finch TV v. 1.4.0 program (Geospiza, Inc., 

USA) segítségével ellenőriztük, majd az adatokat BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) keresőprogram (Altschul és mtsai., 1990) segítségével összevetettük a GenBankban 

található szekvencia adatokkal. Az egy minta két párhuzamos szekvenálási eredményeit a 

CLUSTAL W (Thompson és mtsai., 1994) program segítségével illesztettük.  
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4.3.1. Filogenetikai elemzés 

 

A filogenetikai vizsgálatba bevont nukleotidszekvenciákat egymáshoz illesztettük, 

rokonságukról számításokat végeztünk, és azokat illesztés (alignment) valamint 

filogenetikai törzsfa formájában jelenítettük meg. A vizsgálatokhoz a MEGA 4.0.2 

programot (Tamura és mtsai., 2007) használtunk. A programon belül elvégeztük a vizsgált 

szekvenciák és a GenBankból kiválasztott rokon szekvenciák többszörös illesztését a 

ClustalW algoritmus segítségével (Saitou és Nei, 1987; Larkin és mtsai., 2007). A 

filogenetikai fa szerkesztéséhez Kimura két-paraméteres szubsztitúciós modellt 

használtunk. A fa topológiájának a valószínűségét bootstrap elemzéssel vizsgáltuk, 

melynek értékét 1000 ismétlésre állítottuk be. Az alternatív fák egyesítéséből származó %-

os értéket a fa ágainak kiinduló pontjánál ábrázolta a MEGA 4.0.2. program. A 

filogenetikai fákat outgroup szekvencia hozzáadásával szerkesztettük. Az outgroup egy 

külső információval rendelkező taxonómiai egység (operational taxonomic unit, OTU). A 

vizsgált szekvenciák mellé az enterovírus nemzetségen belül egy szomszédos faj vagy 

ugyanazon faj egy másik szerotípusának nukleotidsorrendjét használtuk outgroup-ként.  

 

4.3.2. Az 5’-NTR nem-leolvasott régió RNS másodlagos szerkezetének becslése 

 

A vizsgált nukleinsav másodlagos szerkezetének becslését az MFOLD 3.2 program 

(Zukker és mtsai, 1999; 2003) segítségével végeztük a Mobyle platform on-line szerverén 

(Pasteur Intézet, Franciaország). 

 

4.3.3. Az 5’-NTR nem-leolvasott régió RNS másodlagos szerkezetének számítása 

 

A minimum szabadenergia (minimum free energy = mfe) számítással 37°C-on 

meghatároztuk a nukleotidsorrendek másodlagos szerkezetét. A számításokhoz az 

RNAFOLD Vienna RNA Package v. 1.7. programot használtunk a Mobyle platform on-line 

szerverén (Pasteur Intézet, Franciaország). 

 

4.3.4. Aminosavsorrend elemzése 

 

A vizsgálatokban kapott poliovírus nukleotidsorredeket aminosavsorrendekre 

fordíttattuk a TRNSEQ program segítségével (Rice és mtsai, 2000). 
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5. EREDMÉNYEK 

 
 

5.1. A poliovírus 3 izolátumok molekuláris vizsgálata  
 

5.1.1 A poliovírus intratípusos differenciáció RT-PCR eredménye 

 
A poliovírus diagnosztikus RT-PCR módszerrel mind a 18 poliovírus izolátum 

pozitívnak bizonyult a Sabin 3 specifikus primerekkel, ami azt jelenti, hogy a gyermekek 

bénulását a vakcinatörzs okozta. A VAPP betegek földrajzi eloszlása azt mutatta, hogy a 

betegek között nem állt fent járványügyi kapcsolat (18. ábra). 

 

 
18. ábra. A VAPP betegek földrajzi eloszlása Magyarországon, 1960-1967. 

 

5.1.2. A poliovírus 3 izolátumok múltbéli virológiai és epidemiológiai 

adatainak eredménye  

 
A poliovírus 3 izolátumokkal kapcsolatos adatok egy részét a következő 

közlemények szolgáltatták: Kátay A., 1961; Dömök I., 1961b (8. táblázat). E szerint a 

poliomyelitis-ben szenvedő 15 gyerek mintáit Macacus rhesus majom primer veseszöveten 

izolálták A vírusok tipizálását a „Lim-Benyesh-Melnick” nyúl-immunsavó keverékkel 

végezték, amelyet az intézetben (OKI) állítottak elő és validáltak (Benyes-Melnick M., 

1959; Melnick és mtsai., 1972). 
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mOPV oltások 

Intratípusos 

antigén és  rct40 

markerek  

 

Beteg 
Izolátum 

Lakhely 

(megye) 
Kor Betegség 

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 1 év Poliomyelitis – – + PV3-VL, ND 

4 HUN/1960-4A 

HUN/1960-4B 

Szabolcs-

Szatmár 

11 hó Poliomyelitis + – + PV3-VL, T+ 

PV3-VL, T+ 

5 HUN/1960-5 Fejér 6 hó Poliomyelitis – – – PV3-VL, T+ 

6 HUN/1960-6 Borsod 9 hó Poliomyelitis + – – PV3-VL, ND 

7 HUN/1960-7A 

HUN/1960-7B  

Veszprém 8 hó Poliomyelitis 

 

+ – – PV3-VL, T+ 

PV3-VL, T+ 

8 HUN/1960-8 Baranya 3 év Poliomyelitis + – + PV3-VL, ND 

9 HUN/1961-1 Bács-Kiskun 9 hó Paresis + – + PV3-VL, T+ 

10 HUN/1961-2 Somogy 6 hó Flaccid 

paralysis 

+ – + PV3-VL, T+ 

11 HUN/1961-3A 

HUN/1961-3B 

Hajdú-Bihar 11 hó Poliomyelitis + – + PV3-VL, T+ 

PV3-VL, T+ 

12 HUN/1962-1 Győr-Sopron 11 hó Poliomyelitis ND ND ND ND 

13 HUN/1962-2 Fejér 7 hó Poliomyelitis ND ND ND ND 

14 HUN/1962-3 Tolna 1 év Poliomyelitis ND ND ND ND 

15 HUN/1967 Pest 5 hó Poliomyelitis – – – PV3-VL, T+/– 

 
8. táblázat. Az oltási poliomyelitis-ben szenvedő gyerekek poliovírus 3 izolátumai, 1960-

1967.  

*Rövidítések: PV3-VL, poliovírus 3-as típus, Sabin-szerű (vaccine-like) antigén 

tulajdonsággal, rct40 (reproduktív kapacitás 40˚C-on), T+ : nő 40˚C-on, T– : nem nő 40˚C-

on, ND- nincs meghatározva (not done). 

 

Az intratípusos differenciációt, avagy a vakcinavírus megkülönböztetését a vad 

típustól, az antigén tulajdonságok és a fenotípusos markerek alapján végezték (McBride és 

mtsai., 1959; Nakano és mtsai., 1966). Ezek közül az rct40 markerre vonatkozó adatok 

voltak fellelhetők (McBride, 1959; Melnick és mtsai., 1972; Agol VI., 2006). Az 

intratípusos differenciáció eredményei alapján 12 beteg vírusizolátuma Sabin-szerűnek 

bizonyult, 3 beteg izolátumait nem vizsgálták. Az rct40 marker alapján 7 beteg izolátuma 
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pozitív (T+) értéket adott. Egy beteg izolátuma negatív (T-) lett, egy beteg izolátuma kétes 

(T+/-) eredményt adott. Hat beteg izolátumainak nem volt eredménye (8. táblázat). 

A virológiai adatok mellett a 12 beteg esetében az oltási adatok is rendelkezésre 

álltak, 3 beteg adatai azonban ismeretlenek voltak. Azokat a gyerekeket, akik részesültek 

monovalens poliovírus 3 oltásban (8 beteg) a recipiens csoportba, akik nem kaptak oltást (4 

beteg), a kontaktok csoportjába soroltuk (8. táblázat). 

 

5.1.3. A poliovírus 3-as típus VP1 régiójának vizsgálata  

 

A 18 poliovírus 3 izolátum VP1 RT-PCR vizsgálata során 1.100 bp nagyságú 

termékeket kaptunk, amelyek nukleotidsorrend-vizsgálat eredményeit a 9. táblázatban 

foglaltuk össze. A szekvenálással meghatározott nukleotidszakaszok hossza 900 nt volt. A 

nukleotid szubsztitúciók becsléséhez a Sabin 3 referencia törzset használtuk (AY184221). 

A nukleotidsorrendeket lefordítottuk aminosavsorrendekre is, hogy kimutassuk a nem-

szinonim szubsztitúciókat a vírus kapszid régiójában.  

Hét VAPP izolátum nukleotidsorrendjében nem volt mutáció a VP1 régióban. 

Három izolátum (HUN/1960-4A, HUN/1960-7B, HUN/1961-1) csak egy-egy mutációval 

rendelkezett, amely mindegyikben egy-egy aminosav cserét eredményezett. Három 

izolátumban (HUN/1960-3, HUN/1960-7A, HUN/1967) két-két mutáció volt kimutatható. 

Két további izolátumban (HUN/1960-2, HUN/1960-8) három-három mutáció volt jelen. A 

legnagyobb számú mutációval két izolátum rendelkezett: 5 szubsztitúció (HUN/1960-8) és 

7 szubsztitúció (HUN/1961-3B) a vizsgált 900 nt hosszú szakaszon. A 4. sorszámú beteg 

első (HUN/1960-4A) és második (HUN/1960-4B) izolátuma ugyanazt a nem-szinonim 

mutációt hordozta, amelynek következtében egy aminosavcsere történt a VP1 szakasz 54. 

aminosav pozíciójában (A54T). A 7. sorszámú beteg mindkét izolátuma az A54V 

aminosav cserét tartalmazta. A 11. számú beteg két mintája között 5 nukleotid eltérést 

találtunk, a nukleotid szubsztitúciók között nem volt átfedés. Az első izolátumban 

(HUN/1961-3A) csak szinonim mutációkat mutattunk ki, a második izolátum (HUN/1961-

3B) pedig olyan mutációkat tartalmazott, amelyeknek 2 aminosavcsere lett a 

következménye (A54T, R107H). Hét izolátumban az 54. aminosav pozíciójában fordult elő 

mutáció.  
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Beteg Izolátum  Nukleotid (aminosav) szubsztitúció(k) 

és pozíciója (nt, aa) a VP1 régióban * 

U472C reverzió, 

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 

HUN/1960-4B 

G2636A (A54T) 

G2636A (A54T),U3226C 

+ 

+ 

No.5 HUN/1960-5 – + 

No.6 HUN/1960-6 – + 

No.7 HUN/1960-7A 

HUN/1960-7B 

C2637U (A54V), C3244T 

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.11 HUN/1961-3A 

HUN/1961-3B 

U2783G, A3265G 

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. táblázat. A VAPP betegektől származó izolátumok nukleotid és aminosav szubsztitúciói 

a VP1 régióban és az U472C reverzió az 5’NTR-ben. 

*A nukleotidok és az aminosavak pozícióit a Sabin 3 (P3/Leon 12 a1b, GenBank Ac. No.: 

X00925) referencia törzshöz viszonyítva adtuk meg. 

 

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

a termoszenzitív vakcinatípusra jellemző rct40- tulajdonságot, ami vakcina recipiensből (2.-

es számú beteg) származott. Az izolátumában két aminosav változás történt, az 54-es 
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aminosav pozíciótól távolabb eső helyeken (141 aa és 286 aa). A 15-ös számú kontakt 

vírusizolátumában (HUN/1967) A54V aminosav csere következett be, amely valószínűleg 

hatással volt a vírus rct40+/- tulajdonságára. Két kontakt beteg (No. 1 és No. 5) izolátuma 

nem tartalmazott mutációkat a VP1 szekvenciában, de rct40+ tulajdonsággal rendelkezett (8. 

táblázat). 

Az vizsgált poliovírus 3 izolátumok és a Sabin 3 referenciatörzs közötti rokonsági 

viszony ábrázolását neighbour-joining módszerrel generált törzsfán mutatjuk be (19. 

ábra).  

 

 

 

19. ábra. A VAPP betegektől származó izolátumok filogenetikai törzsfája a VP1 régióban 

(900 nt).  
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5.1.4. A poliovírus rekombináns multiplex RT-PCR eredménye 
 
A poliovírus genom P2 és P3 régióira tervezett specifikus primerekkel vizsgáltuk a VAPP 

betegektől származó izolátumokat rekombinánsok kimutatása céljából. A 10-es számú 

beteg izolátuma (HUN/1961-2) a Sabin 1 vakcinatörzzsel rekombinánsnak bizonyult a 

polimeráz (3D) kódoló régióban (20. ábra). A rekombináns vírusizolátum nem hordozott 

egyetlen egy mutációt sem a VP1 régióban.  

 

 

 

20. ábra. A VAPP beteg (No. 10) poliovírus 3 izolátuma (HUN/1961-2). 

 

(A.) rekombináns a Sabin 1-es típussal a 3D kódoló régióban a SAB1/REC primer párral; 

(B.) a 3D régió specifikus termék hiányzik a SEB3/REC primer párral; 

Rövidítések: M-molekulatömeg kontroll (mérettartomány: 8-587 bp), 2C- proteáz kódoló 

régió, S1-Sabin 1 pozitív kontroll, S3-Sabin 3 pozitív kontroll.  

 

5.1.5. A poliovírus 3-as típus 5’-NTR régió nukleotidsorrend vizsgálata  

 

A poliovírus 5’-NTR RT-PCR során mind a 18 izolátum esetében az „1” és „3” 

primerek segítségével a várt 440 bp nagyságú PCR termékeket kaptuk. A termékek 

nukleotidsorrendjét elemzésnek vetettük alá, az eredményeket a 21. ábrán foglaltuk össze. 

A meghatározott nukleotidszakaszok hossza 371 nt volt.  

Az eredmények azt mutatták, hogy a VAPP betegektől származó izolátumok 

egymáshoz illesztett nukleotidszakaszai teljesen azonosak voltak, azonban mindegyikük 

A.  B.  
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eltért a 472. nt pozícióban a Sabin-3 referencia törzstől, a kérdéses helyen ugyanis uracil 

helyett citozin volt kimutatható. 

 

      
 

SABIN-3          AGUCCUCCGGCCCCUGAAUGCGGCUAAUUCUAACCAUGGAGCAGGCAGCUGCAACCCAGCAGCCAGCCU 

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. ábra. A poliovírus 3-as VAPP betegektől származó izolátumok nukleotidsorrendjeinek 

illesztése a Sabin 3 referencia törzs (AY184221) megfelelő szakaszához. Az ábra az 

illesztett 370 nt hosszú szakasz egy részét mutatja be. A szaggatott vonalak az azonos 

bázisokat jelzik.  

 

5.1.6. A poliovírus 3-as típus RNS másodlagos szerkezetének vizsgálata az 5’-NTR 

régióban  

 

A vizsgált 18 izolátum és a Sabin 3 referencia törzs másodlagos szerkezetének 

becslését az MFOLD programmal végeztük a 370 nt hosszú szakaszon (22. ábra). 

U 472 C 

nt 444 nt 512 
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22. ábra. A poliovírus RNS másodlagos szerkezete az 5’-NTR-ben, 385 nt (pozíció a 

genomban: 190-575 nt). A vizsgált poliovírus 3 izolátumok RNS másodlagos szerkezete 

(A.), összehasonlítva a Sabin 3 referencia törzs (AY184221) szerkezetével (B.). 

 

A másodlagos szerkezetek összehasonlítása azt mutatja, hogy a VAPP izolátumok 

mindegyikében az RNS-molekula eggyel több szerkezeti hurkot tartalmaz, mint a Sabin 3 

referencia törzs. Ennek a szerkezetnek a megváltozása minden bizonnyal a poliovírus 3 

vakcinatörzseknek a neurovirulens fenotípushoz való reverzióját okozta. 
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5.2. A non-polio enterovírusok kimutatása és a molekuláris tipizálás 

eredménye az 5’-NTR és a VP1 régióban 

 

Az enterovírus 5’-NTR nested RT-PCR során 93 minta esetén az E1 és E2 nested 

primerekkel 317 bp nagyságú terméket kaptunk. A termékeket nukleotidsorrend-

elemzésnek vetettük alá. Ugyanazon minták RNS-éből végeztük el az enterovírus VP1 

seminested RT-PCR vizsgálatát is. Összesen 29 minta esetén kaptunk PCR terméket, 

méreteik a protokoll szerinti megengedett tartományban 348-393 bp voltak.  

A nukleotidsorrend-vizsgálat során meghatároztuk az enterovírusok szerotípusát 

mindkét genetikai régió alapján. Az oszlopdiagram a molekuláris tipizálással 

meghatározott enterovírusok számát (N = 29) számát mutatja évenkénti eloszlásban, a 

kísérletben résztvevő összes enterovírus-pozitív mintához (N = 93) viszonyítva (23. ábra). 
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23. ábra. Az 5’-NTR és VP1 régióban molekuláris módszerrel tipizált enterovírus-pozitív 

minták száma (fehér oszlopok), a vizsgálatban résztvevő enterovírus-pozitív minták száma 

(szürke oszlopok). 

 

Az 5’-NTR és a VP1 régióban végzett nukleotidsorrend meghatározása 

egybehangzó eredményt adott az enterovírusok szerotípusára vonatkozóan. A vizsgálat azt 

mutatta, hogy 12 minta a coxsackie A16 (CV-A16), 6 minta az enterovírus 71 (EV71) és 

11 minta az echovírus 30 (echo30) típusba tartozott (24. ábra). 



 66 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008.VIII.

CV-A16
echo30
EV71

 
24. ábra. Molekuláris módszerrel tipizált non-polio enterovírusok évenkénti megoszlása, 

2000-2008. 

 

A vizsgált 93 enterovírus-pozitív mintából 45 mintának (köztük 5 beteg mintái 

duplikátumban) egyelőre csak az 5’-NTR régióra vonatkozó eredményei állnak a 

rendelkezésünkre. Az 5’-NTR előzetes eredményei alapján a vírusok az echovírus 4, 6, 9, 

11, valamint a CV-B1, CV-B5 szerotípusokba tartoznak. Ennek megerősítésére szükség 

van a VP1 régió nukleotidsorrend-vizsgálatok eredményeire is, mivel ez a régió mutat 

szoros korrelációt a szerotípussal. Tizenkilenc minta esetén a szekvenálási kísérlet az 5’-

NTR régióban sikertelen volt. 

 

5.3. Az molekuláris módszerrel tipizált non-polio enterovírusok klinikai, 

epidemiológiai és filogenetikai eredményei  

 

5.3.1. Coxsackie A16 okozta megbetegedések klinikai és epidemiológiai 

vizsgálata  

 

Összesen 12 mintából (torokmosó folyadék, hólyagbennék, széklet) határoztunk 

meg coxsackie A16 vírust a nukleotidsorrend vizsgálattal. A minták 11 betegtől 

származtak, átlagéletkoruk 5,5 év volt (10. táblázat).  
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Szerotípus 

Minta 
sorszáma 

GenBank 
szám Minta Kor 

(év) Nem Betegség/tünetek 
Vírusizolálás 
sejttenyészeten  

CV-A16 HUN-681-2000-
Baja 

FN 298939 torokmosó 15  N facialis paresis Negatív 

CV-A16 HUN-711-2000-
Siójut 

FN 298940 
 széklet 7 N kéz-láb-száj 

betegség 
Negatív 

CV-A16 HUN-716-2000-
Balatonszabadi  

FN 298941 
 

széklet 6 N kéz-láb-száj 
betegség 

Negatív 

CV-A16 HUN-719-2000-
Balatonszabadi 

FN 298947 
 

széklet 5 N kéz-láb-száj 
betegség 

Negatív 

CV-A16 HUN-721-2000-
Balatonszabadi 

FN 298950 
 

széklet 5 F kéz-láb-száj 
betegség 

Negatív 

CV-A16 
HUN-4069-
2004-
Tiszakécske 

FN 298948 
 

széklet 
8 F encephalitis 

Negatív 

CV-A16 
HUN-6838-
2004-
Százhalombatta 

FN 298949 
 torokmosó 15  F encephalitis 

Negatív 

CV-A16 HUN-2991-
2007-Gétye 

FN 298946 
 széklet 6 F fejfájás, láz, 

arcideg görcs 
Negatív 

CV-A16 HUN-3118-
2008-Budapest 

FN 298942 
 végbél 1 F exitus Negatív 

CV-A16 HUN-2340-VF-
2008-Atkár 

FN 298944 
 

vezikuláris 
folyadék 4 N kéz-láb-száj 

betegség 
Negatív 

HUN-2346LI-
VF-2008-Atkár 

FN 298945 
 

vezikuláris
folyadék 

Negatív 
CV-A16 HUN-2347LI-

Ths-2008-Atkár 
FN 298943 
 torokmosó 

4 N kéz-láb-száj 
betegség Negatív 

 

10. táblázat. A CV-A16 okozta megbetegedések Magyarországon, 2000-2008. 

Rövidítések: F = férfi, N = nő. 

 

A kimutatott coxsackie A16 vírusok járványos formában kéz-láb száj betegséget 

okoztak, a sporadikus megbetegedéseket pedig különböző idegrendszeri tünetek kísérték. 

A coxsackie A16 okozta betegségek földrajzi eloszlását a 25. ábra mutatja. 

 
25. ábra. A coxsackie A16 vírus okozta járványok (szürke háromszög) és egyedi 

megbetegedések (fehér háromszög) földrajzi eloszlása, 2000-2008. 
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Összesen két CV-A16 okozta kéz-láb-száj betegség járványt sikerült felderíteni a 

molekuláris tipizálás segítségével. Az egyik 2000-ben, egy balatoni üdülőhelyen fordult 

elő, a másik 2008-ban, egy Heves megyei óvodai közösségben. A megbetegedések május 

és október között jelentkeztek. A 2000-2008 között kimutatott CV-A16 vírusok 

szezonalitását a 26. ábra mutatja be. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
2000
2004
2007
2008

0

1

2

3

4

5

Betegek száma

Betegség kezdete (hónap)

2000

2004

2007

2008

 
 

26. ábra. A coxsackie A16 vírus okozta megbetegedések havonkénti eloszlása 2000.06.01-

2008.08.31.  

 

Részletes epidemiológiai eredményeket a 2008-ban lezajlott kéz-láb-száj járvány 

során sikerült begyűjtenünk. A járvány Atkáron (Heves megye) egy 53 fős óvodában tört 

ki, a gyerekek életkora 3-6 év között volt. Május 23-án, 2008-ban egy gyermek betegedett 

meg, öt nap elteltével további 12 gyermeknél fordult elő hólyagos kiütés tenyéren, talpon, 

illetve afták a szájban, 2 gyermeknél hőemelkedés is jelentkezett. A járványban összesen 

21 gyermek betegedett meg. Öt súlyosabban érintett gyerek mintáit (hólyagbennék, 

torokmosó folyadék, széklet) vizsgálta a laboratórium.  

Az epidemiológiai adatok ismeretében kiszámítottuk a CV-A16 vírus támadási 

rátáját (attack rate) az óvodai közösségben (11. táblázat). 
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11. táblázat. A CV-A16 támadási rátája az atkári óvodában, 2008. 

 

A sporadikus megbetegedéseknél a coxsackie A16 vírus reverzibilis neurológiai 

tüneteket okozott (1.-es, 7.-es, és 9.-es beteg), kivéve a 2008-ban elhunyt 10-es számú 

beteget (10. táblázat). 

 

5.3.2. A coxsackie A16 filogenetikai vizsgálata  

 

A CV-A16 mintáknál az 5’-NTR régió 255 nukleotidból álló szakaszán és a VP1 

régió 237 nt szakaszán filogenetikai elemzést végeztünk. A rokonsági fok megállapítása a 

GenBankban fellelhető CV-A16 izolátumok nukleotidsorrendjének hozzáadásával történt. 

A filogenetikai fa szerkesztését neighbour-joining algoritmussal, Kimura 2-paraméteres 

modell alapján végeztük (27., 28. ábrák).  

A 5’-NTR szekvencia eredmények azt mutatták, hogy a magyarországi CV-A16 

minták 4 különböző alcsoportot (clustert) képeznek, ami egyben a kimutatásuk 

időpontjával is egybeesik. A vizsgált szekvenciák közül a 2004-ből származó minták 

kivételével mindegyik a távol-keleti izolátumok nukleotidsorrendjével mutatott közeli 

rokonságot (27. ábra). 

A VP1 régióban a magyarországi szekvenciák 3 alcsoportba (cluster) 

csoportosultak (28. ábra). A szekvenciák többsége a távol-keleti izolátumok 

szekvenciáival mutatott közeli rokonságot. Csak a 2004-ben kimutatott CV-A16 törzsek 

mutatnak közeli rokonságot a német (AY956576) és egy franciaországi vírussal 

(AM492504).  

 

Csoport Korosztály (évek) Gyermekek száma Megbetegedések száma 

(támadási ráta, %) 

I. 3-5 26 12 (46.2 %) 

II. 5-6 27 9 (33.3%) 

Összesen 3-6 53 21 (39,6%) 
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27. ábra. A coxsackie A16 vírus 5’-NTR filogenetikai törzsfája, 255 nt hosszú szakaszon. 

Az elágazásoknál csak a 60%-nál magasabb bootstrap értékek kerültek feltüntetésre. A 

skála mutatja a 0,01 genetikai távolságot. Outgroup:  EV71-BrCr-CA-70 (AB204853). 
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28. ábra. A coxsackie A16 vírus VP1 filogenetikai törzsfája, 237 nt hosszú szakaszon. 

Az elágazásoknál csak a 60%-nál magasabb bootstrap értékek kerültek feltüntetésre. A 

skála mutatja a 0,05 genetikai távolságot. Outgroup:  EV71-BrCr-CA-70 (AB204853). 
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5.3.3. A coxsackie A16 vírus RNS 5’-NTR másodlagos szerkezete 

 

Az RNAFOLD program segítségével az 5’-NTR régióban modelleztük a szekvenált 

CV-A16 vírusok RNS másodlagos szerkezetét (29. ábra).  

   

1. 
HUN-716-2000-Balatonszabadi 

2.  
HUN-681-2000-Baja,  
HUN-721-2000-Balatonszabadi, 
HUN-711-2000-Siójut,  
HUN-719-2000-Balatonszabadi 

3. 
HUN-4069-2004-Tiszakécske, 
HUN-6838-2004-Százhalombatta 

 

 
 

4. 

HUN-2991-2007-Gétye 

5.  

HUN-3118EX-2008-Budapest 

6.  

HUN-2346LI-VF-2008-Atkár, 

 
7.  

HUN-2347LI-Ths-2008-Atkár, 

HUN-2340-VF-2008-Atkár 

29. ábra. A CV-A16 RNS másodlagos szerkezete az 5’-NTR-ben (255 nt, pozíció a 

genomban: 193-447 nt a CV-A16 G10 (U05876) prototípus törzshöz viszonyítva). 



 73 

Az eredmények azt mutatták, hogy a 10-es számmal jegyzőkönyvezett betegnél (5. 

szerkezet), akinek a betegsége halálos kimenetelű volt, a CV-A16 vírus 5’-NTR RNS-ének 

másodlagos szerkezete jelentősen megváltozott az előző évek vírusaihoz képest. 

Ugyanakkor a 2008-as kéz-láb-száj járványból származó minták egymáshoz viszonyítva is 

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

 

5.3.4. Az enterovírus 71 és echovírus 30 okozta megbetegedések klinikai és 

epidemiológiai vizsgálata  

 
 
Szerotípus Minta sorszáma GenBank 

szám Minta Kor 
(év) Nem Betegség/tünetek 

Vírusizolálás 
sejttenyészeten  

EV71 HUN-792-2000-
Miskolc 

FN 298933 széklet 5 F láz, fejfájás negatív 

EV71 HUN-5702-2004-
Veszprém  

FN 298934 széklet 6 F asepticus 
meningitis 

pozitív/nem 
tipizálható 

EV71 HUN-5522-2004-
Pilis 

FN 298935 széklet 2 F acut flaccid 
paralysis 

pozitív/nem 
tipizálható 

EV71 HUN-7007-2004- 
Csatár 

FN 298936 széklet 4 F meningitis pozitív/nem 
tipizálható 

EV71 HUN-7195-2004- 
Pétfürdő 

FN 298937 széklet 1 F kiütések, meningo-
encephalitis 

pozitív/nem 
tipizálható 

EV71 HUN-5756-2005- 
Újcsanálos 

FN 298938 széklet 7 N encephalitis negatív 

E30 HUN-368-2000-
Eger 

FN 298951 széklet 10 F meningitis pozitív/nem 
tipizálható 

E30 HUN-370-2000-
Eger 

FN 298952 széklet 8 N meningitis pozitív/nem 
tipizálható 

E30 HUN-423-2000-
Eger 

FN 298953 széklet 11 F meningitis pozitív/nem 
tipizálható 

E30 HUN-519-2000-
Recsk 

FN 298954 széklet 2 F meningitis pozitív/nem 
tipizálható 

E30 HUN-520-2000-
Recsk 

FN 298955 széklet 1 F meningitis pozitív/nem 
tipizálható 

E30 HUN-638-2000-
Jászberény 

FN 298956 széklet 4 F meningitis pozitív/nem 
tipizálható 

E30 HUN-852-2001-
Budapest 

FN 298957 széklet 8 N tarkókötöttség pozitív/ 
E30 

E30 HUN-6913-2004-
Budapest 

FN 298961 széklet 5 N asepticus 
meningitis 

negatív 

E30 HUN-4940-2005-
Miskolc 

FN 298958 széklet 26 N asepticus 
meningitis 

pozitív/nem 
tipizálható 

E30 HUN-5419-2005-
Várpalota 

FN 298959 liquor 27 N asepticus 
meningitis 

negatív 

E30 HUN-4737-2006-
Székesfehérvár 

FN 298960 széklet 15 F meningitis pozitív/ 
E30 

12. táblázat. Az EV 71 és E30 okozta megbetegedések Magyarországon, 2000-2008. 

Rövidítések: F = férfi, N = nő. 
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Összesen 6 vizsgálati mintából mutattuk ki az EV71-et és 11 betegtől az echovírus 

30 szerotípust (12. táblázat). A táblázatot kiegészítettük a sejttenyészeten történő 

vírusizolálási és tipizálási kísérletekre vonatkozóan rendelkezésünkre álló adatokkal (12. 

táblázat, jobb szélső oszlop). Azt találtuk, hogy a hat EV71-ből kettő negatívnak bizonyult, 

a négy pozitív EV71 izolátum pedig nem volt tipizálható sejttenyészetben. Az 11 echovírus 

30 közül kettő negatív volt, 9 vírus citopatogén hatást mutatott sejttenyészeten, ebből 7 

nem volt tipizálható, két izolátum esetében viszont sikerült meghatározni a vírus 

szerotípusát a klasszikus módszertant követve.  

Az enterovírus 71 idegrendszeri megbetegedéseket okozott 6 év alatti 

gyermekekben. Az echovírus 30 általában az iskoláskorú gyerekeket és felnőtteket 

betegítette meg. A kimutatott vírusszerotípusok földrajzi megoszlását a 30. ábra 

szemlélteti.  

 

 
 

30. ábra. Az enterovírus 71 (kör) és echovírus 30 (háromszög) földrajzi eloszlása, 2000-

2008. 

 

5.3.5. Az enterovírus 71 filogenetikai vizsgálata az 5’-NTR és VP1 régióban 

 

A kapott enterovírus 71 nukleotidsorrendeket összehasonlítottuk a GenBankból 

kiválasztott EV71 szekvenciákkal, beleértve a magas neurovirulenciájú bulgáriai (BGR-

1975-AB059821) és magyarországi (HUN-EV71-78-AB059822) EV71 szekvenciákat. Az 

EV71 nukleotidsorrendeket összehasonlítottuk a HEV-A faj prototípus törzseivel az 5’-
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NTR konzervatív régióban és a VP1 variábilis régióban (31., 32. ábrák). A filogenetikai 

törzsfát neighbour-joining módszerrel, Kimura 2-paraméteres modell alapján 

szerkesztettük a MEGA 4.0.2 program felhasználásával. 

 

 

 
 

31. ábra. A HEV-A faj gyökértelen filogenetikai törzsfája az 5’-NTR régióban, 269 nt 

hosszú szakaszon. Prototípus törzsek: 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 enterovírus 71 szekvenciák jelölései: zöld színnel vannak kiemelve a 

magyarországi vírusok csoportjai, feketével az egyéb enterovírus 71 típusok 

nukleotidsorrendjei. 
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32. ábra. A HEV-A faj gyökértelen filogenetikai törzsfája a VP1 régióban, 255 nt hosszú 

szakaszon. Prototípus törzsek: 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 

enterovírus 71 szekvenciák jelölései: zöld színnel vannak kiemelve a magyarországi 

vírusok csoportjai, feketével az egyéb enterovírus 71 típusok nukleotidsorrendjei. 

 

A két genetikai régión alapuló filogenetikai törzsfák vizsgálatával egyező 

eredmények születtek az EV71 csoportok eloszlását illetően (31., 32. ábrák). Az újonnan 

kimutatott magyarországi vírusok genetikailag távol helyezkednek el a magas 

neurovirulenciájú vírusoktól (EV71 BGR-1975-AB059821, HUN-EV71-78-AB059822), 

és két külön csoportot alkotnak a törzsfán.  

A magyarországi EV71 vírusok VP1 régiójának filogenetikai vizsgálati eredményét 

a 33. ábra mutatja. A rokonsági fok megállapítása a GenBankban fellelhető EV71 

izolátumok nukleotidsorrendjének hozzáadásával történt. A filogenetikai fa szerkesztése 

neighbour-joining algoritmussal, Kimura 2-paraméteres modell alapján történt.  
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33. ábra Az enterovírus 71 VP1 filogenetikai törzsfája, 255 nt hosszú szakaszon.  

Az elágazásoknál csak az 60%-nál magasabb bootstrap értékek kerültek feltüntetésre. A 

skála mutatja a 0,02 genetikai távolságot. Outgroup: coxsackievírus A16 G-10 prototípus 

törzs (CAU05876). 
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A magas neurovirulenciájú törzsek a B1 genotípusba, míg a Magyarországon az 

elmúlt néhány év során izolált vírusok a C1 és C4 genotípusba tartoztak (33. ábra). 

 

5.3.6. Az enterovírus 71 RNS 5’-NTR másodlagos szerkezete 

 
 

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

 
3. HUN-7007-2004- Csatár (C4 genotípus) 

34. ábra. Az EV71 5’-NTR RNS másodlagos szerkezetének becslése MFOLD 

programmal, 269 nt (pozíció a genomban: 178-447 nt az EV71 BrCr (U22521) prototípus 

törzshöz viszonyítva). 

 

A kapott szerkezetek közül az első (1.) egy magas neurovirulenciájú, 1978-ban 

izolált magyarországi törzs RNS-ének másodlagos szerkezete (B1 genotípus). A második 
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szerkezetet (2.) a 2000-ben kimutatott EV71 adja, ez a vírus a VP1 régió alapján 

antigénszerkezetileg a németországi izolátumokkal mutatott szoros rokonságot, és a C1 

genotípusba tartozott. A 2004-ből és 2005-ből származó összes EV71 RNS szerkezete a 

(3.) szerkezetet mutatta, mindegyikük a C4 genotípusba tartozott (34. ábra). 

 

5.3.7. Az echovírus 30 törzsek filogenetikai vizsgálata 

 

A magyarországi echovírus 30 minták 5’-NTR és VP1 régió nukleotidsorrendjének 

filogenetikai elemzését is elvégeztük (35., 36. ábrák). A filogenetikai fák szerkesztését 

neighbour-joining algoritmussal, Kimura 2-paraméteres modell alapján végeztük. 

Outgroup-nak az echovírus 21 Farina nukleotidszekvenciáját választottunk, az echovírus 

30-hoz közel álló törzset a HEV-B fajból.  

 
 

35. ábra. Az echovírus 30 5’-NTR filogenetikai törzsfája, 246 nt hosszú szakaszon. Az 

elágazásoknál csak az 50%-nál magasabb bootstrap értékek kerültek feltüntetésre. 

Outgroup, echovírus 21 Farina (AY302547) prototípus törzs. 
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36. ábra. Az echovírus 30 VP1 filogenetikai törzsfája, 303 nt hosszú szakaszon. Az 

elágazásoknál csak az 60%-nál magasabb bootstrap értékek kerültek feltüntetésre. A skála 

mutatja a 0,05 genetikai távolságot. Outgroup: echovírus 21 Farina (AY302547) 

prototípus törzs. 
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6. MEGBESZÉLÉS  

 

 A poliomyelitis megelőzésére két alapvető oltóanyagot dolgoztak ki, az inaktivált 

emelt szintű vakcinát és szájon át adható élő vakcinát (Salk J.,1960; 1977; Sabin és 

mtsai.,1960). A trivalens OPV három gyengített vad poliovírusból: Sabin 1, Sabin 2, Sabin 

3 áll, amelyek a vad poliovírus 1-3 gyengített, termoszenzitív mutánsai. 

  A Poliovírus Eradikációs Program az OPV-t előnyben részesíti, mert aktív 

szaporodása az emberi bélrendszerben hosszantartó immunválaszt eredményez, és az 

előállítási költsége is alacsonyabb, mint az IPV-nek. Az OPV indukálta lokális immunitás 

védelmet biztosít az újrafertőzéssel szemben, és csökkenti a vad poliovírus cirkulációt is. 

Ezeknek a tulajdonságoknak köszönhetően az OPV az egyik leghatékonyabb eszköze a vad 

poliovírus okozta fertőzések felszámolásának (Ghendon és mtsai., 1994; Strebel és mtsai., 

1992; Shulman és mtsai., 2006; Swartz és mtsai., 1989).  

Az inaktivált poliovírus vakcinák az eradikációs végjáték szakaszában töltenek be 

majd fontos szerepet (Kew és mtsai., 2005; Kew O., 2006; Shulman és mtsai., 2006). A 

Sabin törzsek alapvetően jó biztonsági tulajdonságokkal rendelkeznek, bár a genetikai 

változások következtében kiszelektálódott neurovirulens variánsok valódi veszélyforrást 

jelentenek. Az OPV kutatások korai szakaszaiban ezeket a genetikai változásokat a 

különböző genetikai markerek segítségével mutatták ki, mint pl. a vírusszaporodás 

hőérzékenysége (rct-40 marker), vagy az antigéntulajdonságok megváltozása szulfatált 

poliszacharidok jelenlétében. 

Az attenuáció molekuláris alapjait több munkacsoport is behatóan tanulmányozta, 

mindhárom szerotípusnál. A genom különböző régióiban keletkezett mutációk különböző 

módon hatnak a vakcinavírus attenuált fenotípusára. Ilyen mutációkat mutattak ki a 

vakcinavírus genom 5’-NTR végén, amely a vírus replikációjához és a fehérjeszintézis 

iniciációjához szükséges másodlagos szerkezeti elemeket tartalmazza (Minor PD., 1992; 

1992; 1993b; Minor és mtsai., 1993a; 2005; Mueller és mtsai., 2005; Skinner és mtsai., 

1989). Az 5’-NTR attenuáló mutációja csökkenti az IRES elem V-ös doménjének 

termodinamikai stabilitását (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 reverzió 2-5 nap alatt végbemegy, és egy U472C mutációt 

eredményez a genomban, ilyenkor egy gyenge U-G bázispárosodást egy magas energiájú 

C-G bázispárosodás vált 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 attenuáció második lehetséges mechanizmusát a kapszid régióban létrejött 

aminosavváltozások jelentik. Ebben a régióban csak két különbség van a poliovírus 3 

vakcinatörzs és a neurovirulens vad típus között. Ezek aminosav-változások a VP3 

régióban szerinről fenilalaninra (C2034T nt) és a VP1 régióban lizinről argininre (A3333G 

nt). Egyéb aminosav-változások, amelyek részt vesznek a revertáns vírusok kialakulásában 

a VP2 kapszomérban és a VP1 protomérban találhatók: csere argininről lizinre (G1548A 

nt) és csere alaninról valinra (C2637T nt). Ezek a változások részt vesznek a 

vakcinatörzsek attenuált fenotípusának a szupressziójában (Kew és mtsai., 2002; 2004).  

A WHO Globális Poliovírus Eradikációs Program keretében bevezették a vakcina-

eredetű poliovírus (VDPV) fogalmát is. A VDPV izolátumok elsősorban a hosszantartó 

vírusürítés során alakulnak ki (Yakovenko és mtsai., 2006). A VDPV típusok molekuláris 

meghatározása a genom VP1 régiójában az 1%-ot meghaladó arányban előforduló 

mutációk alapján történik (Kew és mtsai., 2002; 2004). Az immundeficiens betegekből 

származó izolátumok az iVDPV csoportot képezik. A Sabin törzsek egyéb változatait 

olyan országokban mutatták ki, ahol az eradikációs program már korábban véget ért, és az 

átoltottság csökkenése miatt szeronegatív populáció alakult ki. Az OPV törzsek szabad 

cirkulációja egy alulimmunizált populációban a cVDPV vakcinatörzsek kialakulásához 

vezetett. Egyre több olyan országban mutattak ki kétes eredetű aVDPV izolátumokat 

szennyvízből vagy felszíni vizekből, amelyek mentesek a vad poliovírus cirkulációtól 

(Vinjé és mtsai., 2004). 

Magyarországon rutin immunizálás céljából 1959 decemberétől 1992-ig 

monovalens, szájon át adható vakcinát (mOPV) alkalmaztak. 1960-ban összesen 36 oltási 

poliomyelitis-t jelentettek az mOPV beadását követően. Öt megbetegedés (2 recipiens és 3 

kontakt) az 1-es típussal, 1 megbetegedés (recipiens) a 2-es típussal, 8 megbetegedés (5 

recipiens és 3 kontakt) a 3-as típussal függött össze. Tizenkilenc beteg mintái negatívak 

voltak, 3 minta esetén nem történt vizsgálat (Kátay A., 1961). 1961 és 1990 között további 

54 VAPP megbetegedést jelentettek. Ebből 3 az 1-es típussal, 7 a 2-es típussal és 44 a 3-as 

típussal függött össze (Baranyai és mtsai., 1994). A VAPP betegek diagnosztizálását végző 

kollégák az akkoriban rendelkezésre álló virológiai kimutatási módszerekkel bizonyították 

a bénulást okozó poliovírusok oltási eredetét (Dömök I, 1984). 

A magyarországi VAPP megbetegedésekből, amelyeket a poliovírus 3-as típusa 

okozott, munkacsoportunk molekuláris biológiai módszerekkel 18 izolátumot vizsgált. Az 
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izolátumok 15 gyerektől származtak (8 recipiens, 4 kontakt és 3 gyerek ismeretlen oltási 

történettel), akik 1960-1967 között bénultak meg. A VAPP betegek között nem állt fent 

járványügyi kapcsolat (Baranyai és mtsai., 1994). 

 

6.1. A VAPP betegektől származó poliovírus 3-as típus nukleotidsorrend és 

aminosavsorrend tulajdonságai 

 

Oltási poliomyelitis-t (VAPP) mindhárom Sabin szerotípussal kapcsolatban 

regisztráltak, azonban kockázata a 3-as típusnál bizonyult a legmagasabbnak (Dömök I. 

1971; Prevots és mtsai., 1994).  

A VAPP betegektől származó valamennyi poliovírus 3 típus esetén intratípusos RT-

PCR módszerrel bizonyítottuk az izolátumok Sabin 3 (Leon 12 a1b) eredetét. Mindegyik 

izolátumban kimutattuk az U472C nukleotid reverziót az 5’-NTR-ben, ami az attenuált 

fenotípus elvesztését, és a termoszenzitív tulajdonságok részleges kiesését eredményezte.  

A korai vizsgálatok időszakából sikerült felkutatnunk 8 izolátum rct40 fenotípusos 

marker vizsgálati eredményeit. Ebből 6 izolátum rct40+ (T+), egy rct40- (T-), és egy rct40+/- 

(T+/-) jelleget mutatott. Az eredmény egyértelműen alátámasztja azt, hogy a 

termoszenzitív fenotípus elvesztését az U472C mutáció okozza más, a kapszid régióban 

keletkezett mutációk kíséretében (lásd később). A vizsgált 370 nt hosszú 5’-NTR 

szakaszon más mutációk nem voltak kimutathatók.  

A 18 poliovírus 3 izolátum VP1 régiójában 0-7-ig terjedő számú nukleotid 

szubsztitúciót detektáltunk. Egy izolátum sem tartalmazott tíznél több nukleotid 

szubsztitúciót a VP1 régióban, tehát mindegyik <1%-ban tért el a szülői Sabin törzstől és 

ezért a vakcina-szerű (Sabin-like) csoportba lett besorolva. 

A poliovírusok molekuláris órája ~1% VP1 szubsztitúció/évvel számol (Kew és 

mtsai., 2005; Yang és mtsai., 2005; Shahmahmoodi és mtsai., 2008). Az 1%-nál nagyobb 

eltérés a vakcinavírus elhúzódó replikációjára utal (1 év, vagy hosszabb idő), ami jóval 

meghaladja az oltás utáni általános vírusürítést (3-6 hét). Feltételezik, hogy egyes 

szubsztitúciók, főleg az ürítés korai szakaszában, pozitívan szelektálódnak (Odoom és 

mtsai., 2008), ezért az egy poliovírus 3 izolátumban (HUN/1961-3B) kimutatott 7 mutáció 

a VP1 régióban nem feltétlenül a hosszantartó ürítésre utal. 

A VP1 nukleotidsorrend alapján a 18 Sabin-szerű vírus 12 csoportot alkotott. A 

legnagyobb csoport (n = 7) nem tartalmazott szubsztitúciót a VP1-ben, ezeket a vírusokat 5 

mOPV3 recipiensből és 2 kontaktból izolálták. A többi izolátum egyedi mintázatot 
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mutatott a VP1 szubsztitúciókat illetően. A véletlenszerű eloszlásban lévő szinonim 

mutációk mellett 8 különböző nem-szinonim szubsztitúciót is sikerült kimutatnunk. Az 54. 

aminosav szubsztitúciója 7 izolátumban jött létre (4 esetben A54T, 3 alkalommal A54V). 

Az A54L aminosavcsere egy szuppresszor mutáció eredménye, ami önmagában is képes 

megváltoztatni a Sabin 3-as típus termoszenzitív tulajdonságait (Minor PD., 1986). 

Feltételezzük, hogy az A54T mutációnak is hasonló hatása lehet.  

 Rekombinánsok kimutatása céljából 18 izolátumot vizsgáltuk multiplex RT-PCR 

módszerrel a P2 és P3 kódoló régióban. Ezzel a módszerrel csak egy poliovírus 3 vakcina-

szerű izolátum (HUN/1961-2) bizonyult rekombinánsnak, a Sabin 1 törzzsel a 3D 

régióban. A klinikai eredmények azt mutatták, hogy a gyermek az mOPV3 oltás előtt 6 

héttel részesült az mOPV1-ben. Valószínűleg az 1-es típusú mOPV még nem ürült ki 

teljesen a szervezetéből, amikor az mOPV3-t kapta, és emiatt volt lehetséges a 

vakcinatörzsek rekombinációja. Feltehetően a többi beteg az mOPV1 beadás utáni 5-6 

héttel már nem ürítette az 1-es típusú vakcinavírust.  

A Sabin törzsek rekombinációját a természetben már többen is leírták (Arita és 

mtsai., 2005; Furione és mtsai., 1993; Georgescu és mtsai., 1994; Guillot és mtsai., 2000; 

Karakasiliotis és mtsai., 2004; Lipskaya és mtsai., 1995; Martín és mtsai., 2002; Yang és 

mtsai., 2005; Kilpatrick és mtsai., 2004; Lukashev és mtsai., 2005; Shulman és mtsai., 

2006). Néhány esetben a rekombináció a vakcinatörzs és vad típusú poliovírus között is 

előfordul (Georgescu és mtsai., 1994; 1995). A VAPP betegektől származó Sabin 2 

rekombinánsokat már korábban leírták, az esetek többségében a rekombináció a P3 kódoló 

régióban történt (Furione és mtsai., 1993; Friedrich és mtsai 1996; Lipskaya és mtsai., 

1991). Az általunk vizsgálat VAPP betegből származó Sabin 3-szerű izolátum Sabin 1 

rekombinánsnak bizonyult a 3D polimerázt kódoló régióban. Ezt a jelenséget elsőként 

sikerült közölnünk az irodalomban. 

Az eredményeink azt mutatták, hogy a magyarországi VAPP betegektől származó 

poliovírus 3 izolátumok mind vakcina revertánsok voltak. Az irodalmi adatok igazolják, 

hogy a revertánsok az orális poliovakcina beadását követően már néhány nap után 

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). Következtetésként elmondható, hogy a 60-as években 

VAPP-ot okozó revertáns vírusok valószínűleg a primovakcináltak késői immunválaszával 

hozhatók összefüggésbe, aminek az oka ismeretlen maradt.  
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6.2. A vakcinavírusok ürítése az egészséges mOPV recipiensek által 

 

A poliovírus elleni oltási korszak kezdetén Magyarországon az mOPV-t 

alkalmazták (Fornosi és mtsai., 1965). Az oltás eredményességét évente ellenőrizték 1962-

1972 között. Összesen 1000 teljes mintasorozatot vizsgáltak 11 év alatti primovakcinált 

gyerekekből a védőoltás előtti héten, majd a vakcina beadását követően. Az összesített 

adatokat a 37. ábra mutatja be. Egyetlen VAPP megbetegedés sem fordult elő azokban a 

közösségekben, ahol a vizsgálatokat végezték (Dr. Berencsi György, nem közölt adatok). 
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37. ábra. A non-polio enterovírusok (NPEV) és az oltás utáni vakcinavírusok 

ürítése a primovakcinált gyermekközösségekben, 1962-1972. 

 

A védőoltást megelőző héten vették az „oltás előtti” székletmintákat, majd az 

oltásokat követően 3-3 székletmintát vettek. Minden monovalens OPV beadását követően 

6 hét szünetet tartottak. Öt héttel az mOPV1 beadását követően már csak az oltottak 14%-

ából mutatták ki a Sabin 1 vírust, melynek ürítése teljesen megszűnt az mOPV3 beadását 

követően. Öt héttel az mOPV3 beadása után a gyermekek 32%-a még ürítette a Sabin 3 

vírust és az mOPV2 beadását követően is még 12%-nak a széklete volt pozitív a Sabin 3 

vírusra. Fontos megfigyelés volt, hogy a non-polio enterovírusok (NPEV) száma majdnem 

négyszeresére csökkent az élő poliovakcina beadását követően. A vizsgálatok során 

bizonyítást nyert az is, hogy a Sabin 3 vakcinatörzs hosszabb ideig ürül, mint a Sabin 1 és 
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Sabin 2-es típus. Megfigyelték, hogy az elhúzódó Sabin 3 ürítés felelős az oltás utáni Sabin 

2 ürítés csökkenéséért (68,8%, szemben a 80,8% és 90,8% a Sabin 1 és Sabin 3 esetében). 

Feltehetően az OPV3 tartós szaporodása miatt az U472C reverzió kialakulásának a 

valószínűsége is nagyobb (Martinez és mtsai., 2004). A neurovirulencia vizsgálatok (amit 

majmok intracerebrális oltásával végeztek) csak akkor adtak volna pozitív eredményt, ha a 

mintában lévő bénító vírusmutánsok száma meghaladta volna a 100TCID50-et. Nem 

zárható ki, hogy a revertánsok megsokszorozódhatnak egyes betegekben még mielőtt az 

immunválasz megkezdődne, és elindíthatják a VAPP-ot. A Sabin 2 vírusürítés követését 3 

héttel az oltás után fejezték be, ezért a 3-as és 2-es vírustípus kölcsönhatásának 

tanulmányozására nem volt lehetőség (Dr. Berencsi György, nem közölt eredmények). 

A trivalens élő oltóanyag (tOPV) alkalmazása lehetővé tette a vírusok kiegyenlített 

szaporodását az oltottakban. Magyarországon 1992 és 2006 között kombinált (eIPV és 

tOPV) védőoltást alkalmaztak. Az 1999-2000-ben végzett szeroepidemiológiai 

szűrővizsgálatok eredményei azt mutatták, hogy az első adag inaktivált poliovírus (eIPV) 

védőoltás, valamint a két trivalens élő oltóanyag beadását követően a szeronegatív 

gyermekek aránya: 12,1% a Sabin 1, 9,6% Sabin 2 és 20,0% Sabin 3 esetében. A második 

tOPV oltásban részesült gyermekek között (3-5 év), a szeronegatívok aránya Sabin 1, 

Sabin 2 és Sabin 3 estben lecsökkent: 1,7%, 0,76% és 2,7%-ra. Annak ellenére, hogy az 

első emelt szintű IPV beadása után a mérhető ellenanyagszint csak a gyermekek 60%-ában 

volt kimutatható, 1992 óta egyetlen egy VAPP megbetegedés sem fordult elő az 1,4 millió 

primovakcinált körében (Berencsi és mtsai., 2005).  

 

6.3. Az OPV és a non-polio enterovírusok kölcsönhatása 

 

A vírustenyésztés összesített eredményei azt mutatták, hogy 167 non-polio 

enterovírus (NPEV) tenyészett ki az oltási kampányok megkezdése előtt (37. ábra). A 

védőoltási sorozatok végén azonban már csak 33, illetve 42 NPEV-t mutattak ki. Ezért a 

20-25%-ra történő csökkenésért a védőoltás interferáló tulajdonsága, valamint a non-polio 

enterovírusoknak a téli hónapokban való alacsonyabb cirkulációja lehetett a felelős (Dr. 

Berencsi György, nem közölt eredmények). Az enterovírusok interferenciáját 

Magyarországon először az 1958-ban lezajlott Bornholm-járvány során írták le, amit a 

coxsackie B3 vírus okozott, és a bénulással járó poliomyelitis megbetegedések számát 

97%-kal csökkentette (Domok és mtsai., 1960 a, b; 1962). Hasonló jelenség zajlott le 

1989-ben, amikor a 450 ezer gyermeknek beadott monovalens OPV két héten belül 
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megállította az echovírus 11' prime törzs terjedését (el-Sageyer és mtsai., 1998). 

Következtetésként számolni lehet azzal, hogy az inaktivált védőoltás kizárólagos 

bevezetését követően a non-polio enterovírusok járványügyi jelentősége is nőni fog. 

 

6.4. Úton a globális poliomyelitis felszámolása felé 

 

 2002. június 21-én az Európai régiót poliomyelitis-mentesnek nyilvánították. Az 

Amerikai és a Nyugat-Csendes-óceáni régiók úgyszintén mentesek a honi eredetű 

poliovírusoktól, szemben a fennmaradt három endémiás WHO régióval: a Kelet-

Mediterrán, a Délkelet-Ázsiai és az Afrikai. A mentesség azonban csak addig maradhat 

fenn, amíg a lakosság vakcina eredetű védettsége meghaladja a 95%-ot. A védettség 

csökkenése ugyanis lehetővé teszi a cVDPV virulencia növekedését az emberről emberre 

való terjedés során (CDC, 2001). Ahhoz, hogy a behurcolt vírus terjedése és újbóli hazai 

meghonosodása megakadályozható legyen, szükséges működtetni a behurcolás azonnali 

felderítésére alkalmas AFP surveillance-t (WHO, 1998), amelyet Magyarországon 1988-

ban vezettek be (Dömök I., 1999). 

 

6.5. A non-polio enterovírusok tipizálási eredménye 

 

Az OEK Általános vírusdiagnosztikai osztályán 2000-2008 között 2569 

betegmintát vizsgáltunk enterovírus-kimutatás céljából. A vizsgálat első lépésében a 

mintákat 5’-NTR enterovírus nested RT-PCR módszerrel „szűrtük”, aminek 

eredményképpen 459 pozitív mintát (PCR+) kaptak. Második lépésben a PCR pozitívnak 

bizonyult minták eredetijét fogékony sejtvonalakra oltottuk (RD, L20B) vírusizolálás 

céljából. A citopatogén hatást mutató (CPE+) mintákból non-polio enterovírus 

szerotípus-meghatározást kíséreltünk meg a kereskedelemben kapható poliklonális 

immunsavó keverékkel (RIVM, Hollandia, Bilthoven). 2000-2004 között azokat az 

enterovírus PCR pozitív mintákat, amelyek nem okoztak citopatogén hatást (CPE-), egérbe 

oltottuk.  

A klasszikus enterovírus-tipizálás módszerei (sejttenyészeten és egérbe oltva) 

eszköz- és munkaigényesek. Több hetet, időként hónapokat szükséges várni, amíg 

értékelhető eredmény születik. Számos enterovírus szerotípus nem szaporítható 

sejttenyészeten, ennek lehetséges okai a receptor felismerés hiánya, vírusaggregátumok 

kialakulása, antigén drift vagy rekombinációk a kapszid régióban. A vírustipizálásra 



 88 

használt kereskedelmi immunsavók is csak egyes szerotípusok azonosítását teszik 

lehetővé. Ezért a molekuláris tipizálási módszereknek egyre nagyobb jelentősége van a 

laboratóriumok számára (Oberste és mtsai., 1999a; 1999b; 2000; 2003; 2006; Norder és 

mtsai., 2001; 2003; Pliaka és mtsai., 2007). Az enterovírus tipizálás a VP1 genetikai 

régióra kidolgozott PCR-rel valósítható meg, mivel ez a régió szoros korrelációt mutat a 

vírus szerotípusával (Caro és mtsai., 2001; Oberste és mtsai., 1999a; 1999b Thoelen és 

mtsai., 2004).  

 A molekuláris tipizálás elvégzésének fő indokai voltak: a) járványügyi okokból 

tisztázni milyen non-polio enterovírusok cirkulálnak Magyarországon; b) annak 

ismeretében, hogy különböző enterovírusok egy és ugyanazon kórkép kialakulásáért 

felelősek, vagy egy szerotípus több különböző kórképet okozhat, a vírusfertőzések 

differenciáldiagnosztikája a laboratórium egyik fontos feladata. 

Az enterovírus VP1 seminested RT-PCR módszer alkalmazása a 

laboratóriumunkban sikeresnek bizonyult. A VP1 variábilis régió molekuláris tipizálásán 

kívül a genom 5’-NTR konzervatív régiójának nukleotidsorrend-vizsgálatát is elvégeztük. 

 A 459 PCR-pozitív minta szerológiai és molekuláris tipizálási eredményét a 13. 

táblázat tartalmazza. 

Vírus 
szerotípus/év  

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 N (%) 

E2    1a      1 (0.2) 
E4  8a        8 (1.7) 
E6 5a 5a     2a   12 (2.6) 
E7   1c       1 (0.2) 
E9    2d      2 (0.4) 
E11    3 a      3 (0.6) 
E13 1a 1 a  1b      3 (0.6) 
E25 3a      2a   5 (1.0) 
E30 6a 2a   1a 2a 2a   13 (2.8) 
EV71 1b    4b 1b    6 (1.3) 
CV-B5 1a   1b      2 (0.4) 
CV-A16 1a, 4e    2b   1b 1b, 2e 11 (2.3) 
CV-A19   1a       1 (0.2) 
Nem 
tenyészthető/nem 
tipizálható 

44 156 61 29 54 15 4 13 15 391 (85) 

Összesen 66 172 63 37 61 18 10 14 18 459 (100) 

13. táblázat. A non-polio enterovírusok (NPEV) kimutatása Magyarországon és az általuk 

okozott megbetegedések.  

Rövidítések: a= asepticus meningitis, b= encephalitis, c= Guillain-Barré Syndroma/AFP 

(acut flaccid paralysis), d= myocarditis, e= kéz-láb-száj betegség. 
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A 2000-2008 között 5’-NTR PCR módszerrel kimutatott 459 enterovírus közül 68 

minta vírus szerotípusát sikerült azonosítani, ebből 39-et szerológiai és 29-et molekuláris 

módszerrel. Az eredmények alapján a Magyarországon előforduló leggyakoribb NPEV 

szerotípusok a következők: 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 molekuláris módszerrel vizsgált 93 PCR minta közül 12 esetben CV-A16-ot, 6 

esetben EV71-et és 11 esetben echovírus 30-at sikerült azonosítanunk. A molekuláris 

tipizálást a PCR-pozitív minták csak egy részénél sikerült végrehajtani, technikai és anyagi 

okok miatt. A jövő feladatai közé tartozik a többi PCR-pozitív mintának a tipizálása is, 

mivel a klasszikus módszertan alkalmazásával a 2000-2008-as időszakból származó 

minták 85%-a nem tenyészthetőnek, illetve nem tipizálhatónak bizonyult. A nem 

tipizálható enterovírusok molekuláris jellemzésének kiemelkedő jelentősége van a vírusok 

terjedési útvonalainak és epidemiológiájának megértésében a polio eradikáció 

korszakában. 

  

6.6. A molekuláris módszerekkel tipizált non-polio enterovírusok klinikai, 

epidemiológiai és filogenetikai eredményei 

 

6.6.1. A coxsackie A16 vírus vizsgálatok 

 

Vizsgálataink azt mutatták, hogy a CV-A16 típusú vírusok mind sporadikus, mind 

pedig járványos formában cirkulálnak a magyarországi populációban. Az általunk vizsgált 

esetekben a megbetegedések az 5 év alatti gyerekeket érintették. Járványos formában a 

vírus kéz-láb-száj betegséget okozott, sporadikus formában pedig enyhe, reverzibilis 

neurológiai tüneteket. Kéz-láb-száj betegséget más non-polio enterovírusok is tudnak 

okozni: a coxsackie A5, A9, A10, A16, B2, B5 valamint az enterovírus 71 (Barlean és 

mtsai., 1994; M'hadheb-Gharbi és mtsai., 2008; Hughes és mtsai., 1972; Itagaki és mtsai., 

1983). A betegség viszonylag enyhe tünetekkel jár, a szájban megjelenő hólyagok főleg a 

táplálkozás során okoznak gondot. A betegségnek ugyan ritkán, de lehetnek 

szövődményei, mint pl. asepticus meningitis, letális myocarditis, rhabdomyolysis vese 

szindrómával, 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-láb-száj járvány során, amelynek spontán vetélés lehet a következménye 
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(Ogilvie és mtsai., 1980). Magát a vírust ki lehet mutatni a kéz-láb-száj betegek székletéből 

több héttel a kiütések elmúlása után is. Mivel a CV-A16 főleg feco-oralis úton terjed, ezért 

a betegeket a kiütések elmúlása után is szükséges lenne karanténban tartani, mert a 

vírusürítés több hétig is eltarthat (Chemez és mtsai., 1976; Ooi és mtsai., 2007). Az 

irodalmi adatok alapján halálos kimenetelű CV-A16 fertőzéseket 1,1%-ban mutattak ki 

világszerte (Khetsuriani és mtsai., 2006). 

2000-ben a CV-A16 okozta kéz-láb-száj betegség járvány egy Balaton melletti 

üdülőhelyen tört ki, a betegek járványügyi nyomonkövetéséről nem álltak a 

rendelkezésünkre adatok. A 2008-as atkári kéz-láb-száj járvány során viszont részletes 

tájékoztatást kaptunk. Ennek megfelelően kiszámítottuk a CV-A16 támadási rátáját az 

óvodai közösségben, ami 46,5%-nak bizonyult a 3-5 éves gyerekek csoportjában és 33,3%-

nak az 5-6 éves korcsoportban. Az eredmények egyezést mutattak az irodalomban közölt 

adatokkal a CV-A16 támadási rátájára vonatkozóan (Ferson és mtsai., 1991; Froeschle és 

mtsai., 1967; Chemez és mtsai., 1976). Az atkári óvodai közösségben a gyerekek 

maradványtünet nélkül meggyógyultak. Feltételezzük, hogy a helyi járvány kitörésének 

lehetséges oka az volt, hogy a CV-A16 szerotípus az elmúlt időszakban nem került 

behurcolásra az adott földrajzi területre. 

Sporadikus CV-A16 fertőzést 2004-ből, 2007-ből és 2008-ból mutattunk ki (n = 3). 

Két betegnek reverzibilis neurológiai tünetei voltak. Egy esetben coxsackie A16 vírust 

mutattunk ki egy 2008-ban elhunyt csecsemő végbélmintájából, ahol a halál oka 

tisztázatlan maradt. A CV-A16 lehetséges kóroki szerepéről nem született állásfoglalás a 

szakemberek részéről. 

A VP1 régió filogenetikai vizsgálata azt mutatta, hogy a 2000-ből, 2007-ből és 

2008-ból származó magyarországi CV-A16-ok az ázsiai izolátumokkal mutatnak 

rokonságot, amelyek kéz-láb száj betegséget okoztak Japánban (Mizuta és mtsai., 2005) és 

Szingapúrban 2001-2007 között (Ang és mtsai., 2009). A VP1 szekvencia alapján két CV-

A16 vírus 2004-ből (HUN-4069-2004-Tiszakécske, HUN-6838-2004-Százhalombatta) 

együtt csoportosul a filogenetikai törzsfán egy 2003-as németországi izolátummal 

(AY956576) és egy franciaországi izolátummal (AM492504) 2005-ből. Viszonylag kevés 

genetikai adat áll rendelkezésre az európai CV-A16 előfordulásáról, valószínűleg a vírusok 

által okozott általában enyhe klinikai kép miatt.  
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A coxsackie A16 5’-NTR és VP1 régió nukleotidsorrend vizsgálatai szinte 

egybehangzó eredményeket adtak a 2000-2008 között kimutatott vírusok csoportosulásait 

illetően mindkét genetikai régióban. Az 5’-NTR szerint 4 csoportot, a VP1 vizsgálatok 

alapján pedig 3 csoportot különböztettünk meg. A GenBankban viszonylag kevés 5’-NTR 

adat áll a rendelkezésre, ezért ez is befolyásolja a helyes következtetéseket. 

 

Csoport 5’-NTR VP1 

I. HUN-681-2000-Baja 

HUN-711-2000-Siójut 

HUN-716-2000-Balatonszabadi 

HUN-719-2000-Balatonszabadi 

HUN-721-2000-Balatonszabadi 

HUN-681-2000-Baja 

HUN-711-2000-Siójut 

HUN-716-2000-Balatonszabadi 

HUN-719-2000-Balatonszabadi 

HUN-721-2000-Balatonszabadi 

II. HUN-2340-VF-2008-Atkár 

HUN-2346LI-VF-2008-Atkár 

HUN-2347LI-Ths-2008-Atkár 

HUN-2340-VF-2008-Atkár 

HUN-2346LI-VF-2008-Atkár, 

HUN-2347LI-Ths-2008-Atkár 

HUN-2991-2007-Gétye 

HUN-3118-2008-Budapest 

III. HUN-2991-2007-Gétye 

HUN-3118-2008-Budapest 

HUN-4069-2004-Tiszakécske 

HUN-6838-2004-Százhalombatta 

IV. HUN-4069-2004-Tiszakécske 

HUN-6838-2004-Százhalombatta 

 

 

Az RNAFOLD programmal kapott CV-A16 vírusok RNS 5’-NTR régió másodlagos 

szerkezetei alapján elmondható, hogy az 5-ös számú, halálos kimenetelű fertőzésből 

származó vírus RNS szerkezete eltérő volt az atkári járványból származó vírusok 

szerkezetétől (6. és 7. szerkezet, 29. ábra). Feltételezzük, hogy a szerkezetek mutáció vagy 

rekombináció következtében térnek el egymástól. Ezek a változások valószínűleg hatással 

lehetnek a vírusok virulenciájára. Irodalmi adatok szerint a virulenciaváltozások érinthetik 

a CV-A16 IRES elem ún. GNRA tetraloop motívumát, melynek szerepe van a vírus 

replikációjában (Malnou és mtsai., 2002; Gharbi és mtsai., 2006; M'hadheb-Gharbi és 

mtsai., 2007; 2008). Azonban az ezzel a kérdéssel foglalkozó tudományos közlemények 

száma egyelőre elenyésző, a feltételezések bizonyítására további kísérleti munka elvégzése 

szükséges. 
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6.6.2. Az enterovírus 71 vizsgálatok 

 

A 90-es évek elején az ázsiai-csendes-óceáni régióban az enterovírus 71 számos 

kéz-láb-száj betegség járványt okozott súlyos idegrendszeri szövődményekkel és magas 

halálozási aránnyal az 5 év alatti gyermekek körében. A korábbi járványokból (Bulgária, 

1975; Magyarország, 1978), már sikerült bizonyítani a magas neurovirulenciájú EV71 

törzsek terjedését (Nagy és mtsai., 1982, Tariska és mtsai., 1980). Halálos kimenetelű 

EV71 fertőzéseket leírtak számos ázsiai országban: Malajziában (1997), Tajvanon (1998), 

Vietnamban (2005) és nemrégiben (2008) Kínában (Ang és mtsai., 2009; Chua és mtsai., 

2007; Chen és mtsai., 2007; Hamaguchi és mtsai., 2008; Li és mtsai., 2005). 

Az enterovírus 71 a HEV-A faj tagja, 3 genocsoporttal rendelkezik: A, B, C (Brown 

és mtsai., 1999). A BrCr prototípus törzs az A genocsoport egyetlen tagja. A többi 

enterovírus izolátum a B és C genocsoportba tartozik, amelyek további 

szubgenocsoportokra vagy genotípusokra oszthatók: 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 genocsoportú EV71 vírusok dominálnak Európában: a C1-es és C2-es 

genotípus az Egyesült Királyságban; a C1-es és C4-es genotípus Ausztriában és 

Németországban (Bible és mtsai., 2008; Ortner és mtsai., 2009; Diedrich és mtsai., 2009). 

Más EV71 genotípusok okoznak járványokat a Távol-Keleten és az ázsiai-csendes-óceáni 

országokban. A B3-as genotípust először Malajziában mutatták ki 1998-ban, majd 1998-

ban a C4-es genotípust Kínában, és a B3, C2 genotípusokat 1999-ben Perthben 

(Ausztrália). A B5 és C5 genotípusokat 2003-ban Japánban, és 2005-ben Dél-Vietnamban, 

mutatták ki (Mizuta és mtsai., 2005; Tu és mtsai., 2007). 

Az EV71 vírusok filogenetikai vizsgálata azt mutatta, hogy a korábbi járványokból 

(Bulgária, 1975 és Magyarország, 1975) származó bulbaris encephalitis-t okozó EV71 

izolátumok a B1 genotípusba tartoznak. A Magyarországon 2000-ben kimutatott EV71 C1 

genotípusúnak bizonyult. A megbetegedett gyermeknek enyhe neurológiai tünetei voltak, 

ami különös jelentőséggel bír, mivel hasonlóan alacsony patogenitású, C1 genotípusba 

tartozó EV71 vírust mutattak ki egy tünetmentes gyermekből Norvégiában. Feltételezik, 

hogy a neurovirulencia megváltozásáért az 5’-NTR és a 3D konzervatív genetikai régiók 

változásai a felelősek (Witsǿ és mtsai., 2007). A Magyarországon 2004-2005 között 

cirkuláló EV71 vírusok (n = 5) mindegyike a C4-es genotípusba tartozott. Az EV71 

prevalencia adatai szerint Európában a C1 genotípus dominál. Az Egyesült Királyságban 

végzett vizsgálatok alapján a C1 genotípus az érintett esetek 78%-ában, a C2 pedig 12%-



 93 

ban volt kimutatható (Bible és mtsai., 2008). A nemrégiben közölt adatok alapján a C1 

genotípus 2003-ig dominált Németországban is (Diedrich és mtsai., 2009). 2002-2003-ban 

egy EV71 okozta kisebb járvány tört ki a Magyarországgal szomszédos Ausztriában, amit 

a C1 genotípus okozott, valamint sporadikus idegrendszeri megbetegedéseket is leírtak, 

amit a C4-es genotípus okozott 2004-ben (Ortner és mtsai., 2009). A populáció 

tünetmentes, magas arányú átvészeltségét az EV71-gyel szemben a németországi 

szeroprevalencia vizsgálatok igazolják (Diedrich és mtsai., 2009). 

Az EV71 fertőzések a legnagyobb közegészségügyi gondot jelentik az ázsiai-

csendes-óceáni régió fejlett és fejletlen országaiban, mert a betegség kezelésére nem áll 

rendelkezésre megfelelő antivirális szer, és a vakcina bevezetése is még várat magára. A 

C4-es genotípus 2008-ban került a figyelem középpontjába Kínában, amikor magas 

halálozással járó járványt okozott. Magyarországon összesen öt C4 genotípusú vírust 

mutattunk ki 2004 és 2005 között, amelyek különböző földrajzi helyekről származtak. A 

betegek mindegyike encephalitis-ben szenvedett. 

Az enterovírus 71 a poliovírusok eradikációja után a neurológiai betegséget okozó 

egyik legkomolyabb kórokozóvá növi majd ki magát, mivel a poliovírusokhoz hasonlóan 

acut flaccid paralysis-t tud okozni (Melnick JL., 1984). Az EV71 mindegyik genotípusa 

képes súlyos kórképeket előidézni, viszont egyelőre nem sikerült határozott összefüggést 

találni a genotípusok szerkezeti eltérései és a neurovirulencia között (Shih és mtsai., 2000).  

Vizsgálataink során az RNS másodlagos szerkezetének számítógépes 

modellezésével az EV71 5’-NTR régiójában alapvetően 3 szerkezetet kaptunk, amelyek 

összefüggést mutattak a különböző genotípusba tartozó EV71 izolátumokkal. Az 5’-NTR 

másodlagos szerkezetének szerepét kiemelték az enterovírus 71 virulenciájában (AbuBakar 

és mtsai., 1999). Ezen kívül az enterovírus 71 virulenciaváltozásában az intratípusos, 

különösen a coxsackie A16 típusú vírusokkal történő rekombinációnak is szerepet 

tulajdonítottak a HEV-A fajon belül (Chan YF, AbuBaker S., 2004; Yoke-Fun és mtsai., 

2006). 

Ugyanakkor feltételezik, hogy a neurovirulencia fokozódását a gyermek populáció 

immunstátusza és genetikai hajlama, valamint esetleges más vírusokkal való koinfekció 

magyarázza (Shih és mtsai., 2004). A vírus terjedési útjának megváltozása szintén 

megnövekedett víruscirkulációhoz vezet, mint azt kimutatták az ázsiai-csendes-óceáni 

régióban, ahol az elsősorban feco-oralis úton terjedő EV71 légúti terjedésbe kezdett. Az 

EV71 fertőzések mérsékelt égövi szezonalitása, valamint a demográfiai különbségek 

magyarázattal szolgálhatnak az EV71 nagyfokú cirkulációjára a trópusi és szubtrópusi 
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területeken. Ezzel talán megmagyarázható, hogy a Magyarországon kimutatott genotípusok 

hogyan okozhattak enyhébb vagy kisebb számú megbetegedést, amikor ugyanazon 

genotípus az ázsiai országokban súlyos járványokat idézett elő. 

 

6.6.3. Az echovírus 30 vizsgálatok 

 

Összesen 12 mintában mutattuk ki az echovírus 30 (echo30) szerotípust. Mindkét 

genetikai régióban (5’NTR, VP1) egybehangzó eredményt kaptunk a vírus típusára 

vonatkozóan. Az echovírus 30 az asepticus meningitis leggyakoribb kórokozója a non-

polio enterovírusok közül Magyarországon. A betegség leginkább a 10 év körüli 

gyerekeket érinti. Irodalmi adatok igazolták, hogy az echovírus 30 iskoláskorú gyerekeknél 

és felnőtteknél gyakoribb (66,8%), mint az 5 év alattiakban (33,2%) (Khetsuriani és mtsai., 

2006; Begier és mtsai., 2008). 

Az echovírus 30 aktivitása folyamatosan nő, ami nagy kiterjedésű asepticus 

meningitis járványokat 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 

echovírus 30 aktivitásának a mértékét a vírus különböző genomváltozatai idézik elő, 

amikor egy új cirkuláló vonulat (lineage) felváltja a másikat (Oberste és mtsai., 1999c; 

Palacios és mtsai., 2002).  

A Magyarországon 2000-2008 között kimutatott echovírus 30 izolátumok európai 

eredetűnek bizonyultak, és a kimutatás éve szerint csoportosultak (35., 36. ábra). A VP1 

genetikai régió vizsgálata alapján 3 genetikai lineage megjelenését sikerült kimutatnunk. 

Az első lineage-be 6 magyarországi vírus tartozott, amelyek meningitis-ben szenvedő 

gyerekektől származtak 2000-ből. Ezek a vírusok közeli rokonságot mutattak a 

Hollandiában 1999-ben (AF236578), Olaszországban 1999-ben (AI 295185) és az USA-

ban 1994-ben (AF152886) kimutatott vírusokkal. A második lineage-be csak egy 

szekvencia tartozott 2001-ből, amely szoros rokonságot mutatott a 2000-ben kimutatott 

franciaországi izolátummal (AM492377), és egy oroszországi E30 szekvenciával (EU 

280300) 2004-ből. A harmadik lineage-be tartozó vírusok közül kettő 2004-ből, 2 vírus 

2005-ből és egy 2006-ból a VP1 szekvencia alapján együtt csoportosult a szomszédos 

országokban – Ukrajna (EU280302), Moldova (EU280301) és Oroszország (EU280304) – 

meghatározott vírus szekvenciákkal.  
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Az echovírus 30 az egyik leggyakoribb szerotípus más európai országokban is 

(Paananen és mtsai., 2007; Roth és mtsai., 2007; Brunel és mtsai., 2008; Cabrerizo és 

mtsai., 2008). Az echovírus 30 új vonulatainak (lineage) kialakulásában nagy szerepe van a 

rekombinációs folyamatoknak. Az elméletek szerint az echovírus 30 különböző 

genomrégiói egymástól függetlenül cirkulálnak, aminek következtében mozaik genomok 

alakulnak ki (Mirand és mtsai., 2007; Lukashev és mtsai., 2008).  

Kimutatták, hogy az echovírus 30 evolúciós változása kapcsolatban van az 1-es 

típusú diabetes incidenciájának a növekedésével (Sadeharju és mtsai., 2003). Feltételezik, 

hogy a patogenitás fokozódásában más, a kapszidfehérjét kódoló régiótól távol eső 

genetikai szakaszok vesznek részt (Hviid és mtsai., 2004; Paananen és mtsai., 2007).  

Összességében elmondható, hogy az általunk alkalmazott enterovírus tipizálási 

módszerrel egybehangzó eredményt kaptunk mindkét genetikai régióban a vírus 

szerotípusára vonatkozóan, azonban a filogenetikai vizsgálathoz informatívabbnak 

bizonyultak a szerotípussal szoros korrelációt mutató variábilis VP1 régió 

eredményei a konzervatív 5-NTR-hez képest.  
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10. ÖSSZEFOGLALÁS 

Tizennyolc Magyarországon 1960-1967 között kimutatott, gyermekbénulást okozó 
poliovírus 3 izolátumot vizsgáltunk. Az archivált minták 15 oltási poliomyelitis-ben 
szenvedő gyerektől származtak. Molekuláris módszerekkel igazoltuk a poliovírus 3 
izolátumok vakcina eredetét.  

Valamennyi genom 5’-NTR szakasza egyetlen pontmutációt szenvedett (U472C az 
IRES elem V. RNS-hurkában), ami az OPV3 vakcinavírus neurovirulens fenotípusának 
visszanyerését eredményezte. A nukleotidsorrend-vizsgálat megerősítette, hogy az A54V 
aminosavcsere a VP1 kapszomérben szintén kimutatható volt, ami az U472C mutációval 
együtt az oltási törzset, a vad poliovírus 3 példájára, hőrezisztenssé változtatta. Néhány 
izolátumban A54T aminosav cserét tudtunk kimutatni, amiről feltételezzük, hogy szintén 
szerepe lehet a hőrezisztencia visszanyerésében. Az izolátumok VP1 régiójában kimutatott 
mutációk száma egyetlen esetben sem haladta meg az 1%-ot, ezért mindegyiket a Sabin-
szerű csoportba soroltuk. A VDPV (vakcina-eredetű poliovírus) csoportba, amely a 
hosszantartó vírusürítés indikátora, csak az 1%-ot meghaladó mutációval rendelkező 
vírusok tartoznak. 

Az vizsgált izolátumok közül egy rekombinánsnak bizonyult. A rekombináns 
partner a Sabin 1-es típus volt, a 3D polimeráz régióban. VAPP betegből származó Sabin 3 
rekombinánst az irodalomban elsőként mutattunk ki. 

A korábbi Sabin oltásokkal kapcsolatos eredmények (1962-1972) újraértékelése azt 
mutatta, hogy az OPV interferáló tulajdonsága miatt az oltási kampányok csaknem 5 
hónapja alatt a non-polio enterovírust ürítő gyermekek száma a negyedére csökkent. 
Számolni lehet azzal, hogy az inaktivált védőoltás (IPV) bevezetését követően a non-polio 
enterovírusok járványügyi jelentősége nőni fog. 

A non-polio enterovírus diagnosztikát 2000-től 2008-ig molekuláris módszerekkel 
végeztük. Így a nem tenyészthető vírusokat is vizsgálni lehetett. A mintákban az 
enterovírusok jelenlétét az 5’-NTR nested RT-PCR segítségével mutattuk ki. A 
vírustipizálást az 5’-NTR konzervatív régióban, és a szerotípussal szoros korrelációt 
mutató VP1 régióban nukleotidsorrend-meghatározással végeztük. 

Tizenkét mintából coxsackievírus A16 (CV-A16) típus volt kimutatható. 
Magyarországon a CV-A16 2000-ben és 2008-ban okozott kéz-láb-száj betegség járványt. 
A vírus sporadikus formában szinte minden évben megjelent, és idegrendszeri 
megbetegedéseket okozott az 5 év alatti gyermekekben. A 2008-as óvodai járványban a 
vírus támadási rátája a vizsgált korcsoportokban 40% körül volt. Összefüggést kerestünk a 
CV-A16 okozta különböző klinikai kép, és a vírus RNS másodlagos szerkezetének 
módosulatai között. Az 5’-NTR RNS másodlagos szerkezetek vizsgálata alapján 
feltételezzük, hogy a szerkezetek közötti különbségek mutációk vagy rekombinációk 
következményei, ami hatással lehetett a vírusok kórokozó képességére.  

Hat mintában enterovírus 71 (EV71) típus volt kimutatható. Magyarországon az 
EV71 idegrendszeri megbetegedéseket okozott. A 2000-2008 között izolált EV71 vírusok 
a C1 és C4 genotípusba tartoztak, szemben az 1978-ban Magyarországon izolált magas 
neurovirulenciájú EV71 vírussal, amely a B1 genotípusba tartozott. Az 5’-NTR RNS 
másodlagos szerkezetének vizsgálatával 3 különböző másodlagos struktúrát kaptunk, 
amelyek a C1, C4 és B1 genotípusokhoz kapcsolódtak. 

Az echovírus 30 (echo30) típus 11 mintában volt jelen. Az echo30 az egyik 
leggyakoribb kórokozója az asepticus meningitis-nek a 10 év körüli gyermekekben. Az 
echovírus 30 epidemiológiájára jellemző, hogy egy adott járványt a világon cirkuláló egy 
lineage okoz, amelyet idővel egy másik vált fel. Vizsgálataink azt mutatták, hogy a 
Magyarországon 2000-2008 között kimutatott vírusok 3 lineage-be csoportosultak, és az 
európai izolátumokkal mutattak szoros rokonságot. 
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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 B1 
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. 


