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BEVEZETES

A virusok vilaga szam, méret, forma és Osszetamlirgt igazi kavalkaddot mutat. A
viralis genom replikacibban mutatott természeterisza jelenleg ismert viruscsaladok 3
csoportba sorolhatok (Flint et al., 2009). Ezek RIS, az RNS/DNS atmenetet mutatd
retrovirusok €s a DNS genomu virusok. Mai tudassm&rint ez a sorrend egyben e
nukleinsav formak idbeli megjelenési sorrendjét is mutathatja a foldt &ialakulasa soran
(Koonin et al.,, 2006). E felosztason belul a jedgnlismert virusgenomok 7 tipusat
kulonboztethetjuk meg (harom RNS genom tipus: Zitpo egyszalid RNS, 2. negativ,
egyszali RNS, 3. késszalu RNS; ket atmeneti RNS-DNS genom tipus revanszkriptaz
(RT) enzim igénybe vételével: pozitiv RNS(RT), keizald DNS(RT); és két DNS genom
tipus: egyszaliu DNS, kéHzali DNS). Mind a 7 csoport tagjai képesek gesaket
megferbzni, de a jelen tudasunk szerint az egyszali RN®mgé (,single-stranded” RNS =
sSRNS) virusok csoportja a legnépesebb (Flint. e2@09).

A ssRNS genomu virusokon belll a pozitiv, egysRllB (+ssRNS) genomu virusok
- melyek evolucids szinten prokaryota mRNS molekalaitanoznak és talan igési virusok
(Koonin et al., 2006; Koonin et al., 2008) — allétja legszamosabb csoportot a planétan; 27
csaladjat ismerjuk (Flint et al., 2009). AArteriviridae, Astroviridae, Caliciviridae,
Coronaviridae, Flaviviridae, Hepeviridae, Nodaviad, Picornaviridae és Togaviridae
csaladokba olyan virusok is tartoznak, melyek ésiitet is ferdznek. Az Astroviridae,
Caliciviridae, Hepeviridaeés Picornaviridae csaladokba tartozé +ssRNS virusok burokkal
(peplon) nem rendelkeznek. Eszre kell venni, hogyéey burok nélkili, pozitiv, egyszalu
RNS genomu (+ssRNS) viruscsaladnak szamtalan kozépk jellem® egyedi
jellegzetessége van: kis virus méret (atm@B8-38 nm); ikozahedralis kapszid szimmetria;
alacsony fedz6 dozis; révid replikaciés 6l a gazdasejtben; magas mutacios rata; extrém

nagy genetikai diverzitas (,kvazispecies”); hevefgytozés és csak atmeneti jelenlét a



gazdasejtben és a gazdaban (azaz a kronikuszdertnem jellem®); soksziri klinikai
szindroma (gastroenteritis, hepatitis, natha, emalégs, paralysis, carditis stb.) és tlnettan;
nagy mennyiséguj virus Urllése a gazdaszervesdétbeggyakrabban a széklettel, részben a
kornyezetben - a kovetkéZogékony aldozatra; igy a nagy ellenallé képessd@rnyezeti
faktorokkal és fefitlenitdé szerekkel szemben; a fogékony gazdaszervezetglk $zéles
spektruma. Szamtalan virus kozulik ismert humahgoein; az altaluk okozott férések
gyakoriak, és jelefis szerepik van a morbiditasban emberben és alktokb (1898-ben, a
foot-and-mouth disease virus (FMDV) volt azée#dlati virus (maAphthovirusnemzetség,
Picornaviridaecsalad), melyet felfedeztek (Loeffler és Fros@99).)

Az altalanos jellegzetességek mellett érdemes edvidtérni az egyes virusok ismert
Klinikai spektrumara. A kilonb&z calicivirusok okozta febizések emberben
gastroenteritissel jarnak, egyes allatokban (sertéka) hodlyagos, masokban (nyulak)
haemorrhagias megbetegedést okoznak. A kil@pizornavirusok (csak emberben jelenleg
>202 picornavirus szerotipust tartunk szamon) a@kddinikai tinettan rendkivil szines.
Okozhatnak léguti, enteralisgy kbzponti idegrendszeri, sziv, maj elvaltozaggailladassal
jaro kérképeket emberben és allatokban is. Talgoliavirusok okozta petyhidt bénulassal
jaro idegrendszeri fafzés (,jarvanyos gyermekbénulas”) és a hepatitisrAsv(HAV) okozta
heveny jarvanyos majgyulladas a legkdzismerteblgbél A hepatitis E virus (HEV)
méjgyulladast okoz, az astrovirusok a gastroergekit koroki tényed emberben
(madaraknal hepatitist is okoznak), bar az utélldbén felmerilt a szerepik kodzponti
idegrendszert érifitfertozésekben is.

A négy viruscsaladba tartoz6 virusok genom szédése és szerkezeti felépitése is
sok hasonlésadgot mutat (1. abra). Genetikai allyménrévid, 6,4-9,7 kb hosszuséagu.

Mindegyik genomra jelleniz hogy a kddolo részek mellett az 5’ és a 3’ végakem kddolo



részeket (,untranslated region” = UTR) is tartalmaz és a 3’ végen poly(A) veg talalhato.
Ugyancsak jellemiz — a jelen tudasunk alapjan -, hogy a kodolo ré&gegy strukturalis (a
virus kapszidot felépi} és egy nem strukturalis (enzim) fehérjéket kodékrre oszthatok.
Ugyancsak egyezik, hogy a nem strukturalis régtél &dédolt enzimfehérjék egymasnak
megfeleltethet funkcioja fehérjeket kddolnak, melyek 5’-3’ iranglhelyezkedési sorrendje -
a hepatitis E virus kivételével - a génrégiokbdan@d (2A-B, 3A-D) (1. abra). E mellett
kilonbség a viruscsaladok koz6tt az, hogy a straksués nem strukturalis genom régiok
sorrendje eltérhet. A picornavirusok kivételévelean strukturalis régio a genom 5’ végéhez
kozelebb helyezkedik el. Ugyancsak a picornavirusdikvételek abbdl a szempontbdl, hogy
itt a kodolo régio folytonos, azaz lényegében egjit teolvaso keret (,open reading frame” =
ORF) van. Ezzel szemben az astrovirusoknal, calideknal és a hepatitis E virusnal a
leolvasas 2 vagy 3 ORF-ben torténik, és az ORFétk triplet leolvasasi keret eltolédas
(,frame shift”) is van. Mindezek a jellegzetességgjylittesen adjak azt a lebstget, hogy a
fenti virusok genetikai allomanya modulos felépitéS’'UTR/strukturalis régié ~ nem-
strukturalis régio/3’'UTR. Ezek utdn nem mediepogy az RNS virusokra jelledznagy
atirasi hiba, és az ezt javito mechanizmusok hiamgdt kialakuld folyamatos pontmutaciok
mellett (,kvazispecies” tulajdonsag) a rekombinaaidta ugrasszeérvaltozas lehésége is
felmertl. Egyre tobb virusnal alatamaszthatd aetéls; az egyes viruscsaladokon belul a

modulok hatarainal a rekombinacio lebsigével is szamolnunk kell.
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Picornavirales

Picornaviridae
Enterovirus/Enterovirus C (korabban Poliovirus)
Kobuvirus/Aichivirus A
@=L [vea]vP2 [vp3 [ vP1] 2a | 28 B 3A | 3B |BOIERE-=
....... po— . S— .
Dicistroviridae
Aparavirus/Acute bee paralysis virus
ORF1 ORF2
vl sl vpz [V ves [ ver o
* * % k% % *
Caliciviridae
Norovirus/Norwalk virus
ORF1 ORF2 ORF3
* k % ok sk ok *
S frus/S /
apovirus/Sapporo virus — ORF2 ”
—~JUTR VPZ : L‘TRpoI)(;\)
w— [ SO Ve
* * * %k ok ok *
Hepeviridae
Hepevirus/Hepatitis E virus ORF3
ORF1 ‘ |
7m __S'UTR] ORF2
G _| - 3'UTR
* * * % ok ok — poly(A)
3
Astroviridae
Mamastrovirus/Mamastrovirus 1 ORF1b

*

ORFla ORF2
ﬂ:- ;— |ﬂ“pom A)
% %k 3k %k
*

1. abra. Harom viruscsalad és Ricornaviralesrendhez tartozé két viruscsalad genetikai
allomanyanak sematikus felépitése. A struktur@dk szirke szinnel, a nem-strukturalis
régiok fehér, ezen belll a helikaz-proteaz-polimmditdel-Pro-Pol) modul részei piros (2C),

kék (3C), és zold (3D) szinekkel vannak jel6lve. eéxzimfehérjéek mikodéshez esszencialis,

egyes konzervativ aminosav motivumok helyei éslgApfarok csillaggal (*) jel6ltek.
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Ha még kozelebb vizsgaljuk a szébandléirusok genomjait és az altaluk kodolt
fehérjéket, tobb konzervativ nukleotid, illetve A&k aminosav hossz( vagy kotott
elhelyezkedés aminosav motivumot talalunk ésorban a nem strukturdlis régidkban (1.
abra). Ezek allando jelenléte esszencidlis fontpdsa utalnak, és tobbnyire enzimek reakcié
kozpontjaiként szolgalnak a replikacioban, transgldan. Eéfordulnak ilyen konzervativ
aminosav szekvencidk a 2C (helikaz), 3C (proteahgrjékben, de a legtdbb ilyen a 3D
(RNS-figdh RNS polymeraz) régioban talalhato (1. abra) (Menetéal., 2007; Green 2007,
Emerson et al., 2007; Racaniello 2007). Ezt felism&ljabban hasznaljak a Helikaz-Proteaz-
Polimeraz (Hel-Pro-Pol) modul kifejezést is. Masham nézve, éppen ezek a molekularis
"ujjlenyomatok” segitséget jelenthetnek Uj, buroélkiili, pozitiv, egyszali RNS genomu
virusok azonositasaban és e konzervativ helyekdsidelhasznalasaval Gjabb, rokon virusok
kereséseére is felhasznalhatok.

Osszességében a 4 viruscsalad, melyeket sokszam daxonomiai érték,picorna-
szefi virusok” kozott emlegetnek, k6zos (szerkezetifibikai, szekvencia, pathogenetikai
stb.) jellegzetességei, valdsizievollcios rokonsaga érdemessé tesikikt, hogy a kdzos
tulajdonsagaikra épitve egyutt vizsgaljdket. Ne felejtsik el, hogy egészen a legutdbbi
idokig voltak a targyalt virusok kdzo6tt olyanok, mekyedzos viruscsaladba tartoztak és csak
a teljes virus genomok leirasat kdext keriltek elktlonitésre. (A hepatitis E virusokat
példaul a calicivirusok ko6zé soroltak 1998-ig éakc2004-6l alkottak meg a szamukra a
Hepeviridae csaladot (Emerson et al., 2004). Az astrovirusodst calicivirusokat az
elektronmikroszkopos képik alapjan évtizedekig égkézelték — tévesztették Ossze.) A
koz0os jellegzetességeket felismerve a Nemzetkdzistdxondmiai Bizottsag (,International
Committee on Taxonomy of Viruses” = ICTV) 2008-dapést tett a ,picorna-sz€rvirusok
osszefoglalasara (La Gall et al., 2008). Jeleniggthlosan csak &icornaviridae és még

tovabbi 4 viruscsaladDfcistroviridae Marnaviridag Iflaviridae és Secoviridag tartozik az
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ujonnan megalkototicornaviralesrendbe (King et al., 2012). Az ICTV doéntése értahen
a Caliciviridae, AstroviridaeésHepeviridaecsaladokat a hasonlosagok ellenére éggaiem
foglaltak bele az Uj rendbe (La Gall et al., 20QBig et al., 2012).

Az Uj burok nélkdli, pozitiv, egyszali RNS genomirugfajok, nemzetségek és
csaladok szama gyorsan novekszik (Kristensen e@09) és a korsziermetagenomikai

modszerek (Ronaghi et al., 1998; Delwart, 2007 haglymértékben ésegitik. Jelenleg az

Viruscsalad Nemzetség Prototipus virusfaj
Astroviridae Mamastrovirus Mamastrovirus 1
Avastrovirus Avastrovirus 1
Caliciviridae Lagovirus Rabbit hemorrhagic disease virus
Nebovirus Newbury-1 virus
Norovirus Norwalk virus
Sapovirus Sapporo virus
Vesivirus Vesicular exanthema of swine virys
Hepeviridae Hepevirus Hepatitis E virus
Unassigned Avian hepatitis E virus
Picornaviridae Aphthovirus Foot-and-mouth disease virus
Aquamavirus (Uj) Aquamavirus A
Avihepatovirus Duck hepatitis A virus
Cardiovirus Encephalomyocarditis virus
Cosavirus (0)) Cosavirus A
Dicipivirus (Uj) Cadicivirus A
Enterovirus Enterovirus C
Erbovirus Equine rhinitis B virus
Hepatovirus Hepatitis A virus
Kobuvirus Aichivirus A
Megrivirus (Uj) Melegrivirus A
Parechovirus Human parechovirus
Salivirus (Uj) Salivirus A
Sapelovirus Porcine sapelovirus
Senecavirus Seneca Valley virus
Teschovirus Porcine teschovirus
Tremovirus Avian encephalomyelitis virus

1. tabldzat Az Astroviridae a Caliciviridae, a Hepeviridae és a Picornaviridae
viruscsaladok hivatalos nemzetségei és fajai ax/ICI Virustaxondmiai Riportja (King et
al.,, 2012) és a 2013. évi modositasahktty://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp

?bhcp=) alapjan.
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ICTV legutolso, 2012-es kiadasu IX. Virustaxonomidportja hivatalosan 2 astrovirus, 5
calicivirus, 2 hepevirus és 12 (2013. februartdl ficornavirus nemzetséget tart nyilvan,
melyek mindegyike gerincesekberdferduld virus (1. tablazat) (King et al., 2012).rnden
nemzetség szamos (koztuk 0j) fajt tartalmakstioviridae 22 faj; Caliciviridae: 7 faj;

Hepeviridae 2 faj ésPicornaviridae 37 faj) (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.

asp?bhcpa)l melyek tobbnyire arrdl a gazdafajrol kaptak aviket, melyekBl elészor
kimutattak 6ket. Az utdbbi idk kutatdsai azonban arra is ramutattak, hogy ezridet is
ovatossagot igényel (ezért kbvetédrsrabalyként az (j virusnevezéktanban a gazdafaiéa
utalast lehdlleg kertlni kell). Ebéfordul, hogy nagyon hasonlo virus, egynél tdbb talla
gazdafajt képes megfémni (hepatitis E virus sertésben és emberbenjyeéllaz is igazolt,
amikor tobb mint egy, rokon, de kulonigogirusfaj mutathatd ki ugyanabbol a gazdafajbadl
(astrovirus, enterovirus). Ezek a felismerésekaalaik meg — a nevezéktani nehézségeken
tul — azt, hogy a virus-gazda kérdéskorben a fd§okotti virusatvitel és a zoondzis
lehetségei felmeriljenek, és ennek bizonyitékait imnudlatosan keressuk. Ezen elindulva
elméletileg minden gazdafajnak (allatfajnak) megnadnaz adott virusnemzetségbe sorolhat6
sajat parazita virusfajai, azaz a lehetséges wajnlsfzama a négy viruscsaladban elérheti az
allatfajok szamat. Ehhez hozzaszamolandé még aatmall kozotti virusatvitel lehéséege

IS.

A négy RNS viruscsalad kozos evollucids eredetekénniai, biofizikai hasonlo
tulajdonsagai, a bemutatott hasonl6 genom szédész az esszencialis konzervativ gén és
aminosav motivumok jelenlétével, - kiegészitve amétetileg kalkulalhaté potencidlisan
eléforduld virusfajok szamaval - a kiulond@zyazdafajokban alapoztdk meg azt, hogy
érdemes szisztematikus munkéat végezni e virusaksksére. Mind a mar ismert virusfajok
molekuléris epidemiolédgiai szerepének feltdrasandmilj virusfajok leirdsa realis célnak

tanik.

14



A vizsgalatokat élsegitették, hogy az elmult években a bioinformatl&iaanyos
fejlédésen ment (és megy) keresztil. Az U molekulaislobiai modszerek mellett
elérhebvé valtak a nagy mennyiségdat/informacio feldolgozasara, elemzésére alkalma
eszk6zok (pl.: szuperszamitogépek) és szamitogapeggamok (pl.: nukleinsav 6sszetételt
elem# programok) a genetika és a molekularis biologiailééen. Ezek a modszerek
korabban elképzelhetetlenil nagy adattémeg elemeédiéalmasak és altaluk az ,egységnyi
kutatoidbre” szamitott elérhét eredmények megsokszorozédasat latjuk a viroldgiai
kutatasokban is, melyek eredménye jéisah befolyasolja a virusok vilagarol eddig alkotott
képunket. A szekvencia-fuggetlen amplifikacio é&zekvenalas (pl.: pyroszekvenalas; Nyreén,
2007) U] elveivel dolgozé kereskedelmi forgalombarmegjelent moédszerek segitségeével,
korabban nem ismert virusok sokasagat lehet azanogviralis metagenomika; Djikeng et
al., 2008) gyakorlatilag barmilyen kiindulasi mib@. Vizsgalatainkban tamaszkodtunk a
mar hagyomanyosnak szamité és a legkoiitbememzetkdzi szinten is Ujdonsagnak szamito

modszerek és eszkdzok nyujtottérslokre is.
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CELKIT UZESEK

A vizsgalatok célja az volt, hogy a burok nélkigpzitiv, egyszali RNS (+ssRNS)
genomu virusokrél (calicivirusok, picornavirusolephtitis E virus és astrovirusok) szolé
virolégiai, epidemiologiai, jarvanylgyi és klinikaismeretek Bviljenek, a korszér
molekularis epidemiologiai moédszerek segitsegévempexebb képet kapjunk roluk.
Kdzvetlen cél volt a human calicivirusok (noroviskissapovirusok), a hepatitis A virus és a
hepatitis E virus okozta férések, jarvanyok eds hazai, prospektiv molekularis
epidemiologiai vizsgalata. Altalanos cél volt, hogyvizsgalatok kevésbé az orvosi és
allatorvosi virologia altal huzott mesterséges toat kovetve, hanem inkabb - az
alkalmazott korszér modszerek lehéségeildl is adodoan - a virusok evollcids s#int
hasonlosagaibol és kozos jellegzetesséyeitindulva torténjenek, igy valosagosabb képet
kaphassunk egyes +ssRNS virusok gyakorisagardzatkégéél, valosabb gazdaszervezeti
spektrumardl és akar a fajok kozétti atvitel éoarmzis/humanozis lekietegeibl is. Cél volt
a horizontélis né&pont (virusfajok szama, leléseg szerint () virusfajok és virus
nemzetségek azonositadsa és molekularis meghataraggisemioldgia, klinikum, gazdafaj
spektrum stb.) szélesitése mellett a vertikalisopeéat elmélyitése is; azaz a virusok,
lehetleg teljes genomjanak meghatarozasat kiaret az alkoté és atiroddé molekulak
szerkezeti felépitésén, valtozasan keresztil aaokcfonalis/bioldgia szerepének keresése,
megismerése is. E célokat réviden ugy lehetne @mgz2éni, hogy a széles latésabg
nézpont a burok nélkili, pozitiv, egyszali RNS genorifusok vizsgalata kérében a

»molekulaktol az epidemiolégiaig” tartott.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Human és allati vizsgalati mintak

A human vizsgéalatok targya émorban a beteg ember (gastroenteritis, hepatitis)
szeéklete volt, de a hepatitis A és E virus esetebeutin laboratériumi vizsgalatra kuldott
szérum mintakkal, az enterovirus C109 (EV-C109)é&xn (leguti megbetegedés) garatmoso
folyadékokkal is dolgoztunk. A human parechovirusdetében archivalt szévetfellliszo
folyadékot vizsgalatunk, ahol az eredeti tenyészeirsgalati minta a szeklet volt. A mintak
jarvanyokbdl (norovirus, hepatitis A virus) és s&Abyos emberi megbetegedéesikb
egyarant szarmaztak, melyeket rutin klinikai vaggvanytigyi mikrobiolégiai laboratoriumi
vizsgalati kéréssel kildtek a Laboratoriumba, adettben tovabbi referencia laboratoriumi
kivizsgalasra, tipizalasra.

Igyekeztink, minél tobb allati fajpol mintadkat, @erban bélsar (fécesz) mintat
gyijteni, de vizsgaltunk allati vér és bélmintakatAshazi allatok kozil sertés, szarvasmarha,
juh, kecske, nyul, 16, pulyka és csirke, a vadoh @latok kozil6z, szarvas, vaddiszno,
denevér, galamb, flrj, szalakéta és ponty mintaleregeltek a vizsgalatokban. A
mintagyijtésnél el§sorban fiatal életkord, klinikailag egészségediasteket mutatégyedek
mintazasara térekedtink. Mind a hazi, mind a vaelérallatoktdl a mintakat az allomanyt
ismel allatorvos gyjtotte, ahol erre szikség volt, engedélyezést Kévet Az
.Eredmeéenyek” részben természetesen csak azok atolalszerepelnek, melyek vizsgalata
soran Uj eredményt hoz¢ felismerés szlletett. Atakat igyekeztiink a Laboratoriumba
erkezéseét kovéen azonnal feldolgozni, k@lk nukleinsavat izolalni. Az eredeti mintakat -

20°C-on taroltuk.
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Epidemioldgiai és klinikai adatgjtés

A jarvanyos emberi megbetegedések esetében a Ibwgtavanylugyi kivizsgalas
(ANTSZ, Jarvanyiigyi Osztalyok) soran osszZétitt adatokra tamaszkodtunk, de 1999 és
2006 kozott egy altalunk Osszedllitott — 4 oldalakérdivvel is segitettik a megfetel
mélyséd epidemioldgiai és klinikai adatok O0sszéggsét, peldaul az akkor még kevesse
ismert viralis gastroenteritis jarvanyok esetéb&n.egyedi megbetegedések epidemioldgiai-
klinikai hatterének felderitését — az esetek topékén retrospektiv modon - a kezel
orvossal, a mintat szamunkra tovabbkiilaboratorium munkatarsaval tortént konzultaciok és
a kérrajzok segitettek.

A hazi és vadon 8l allatok esetében minden esetben torekedtink aaratit
allatallomany egyedszamardl, a mintazott allato&tkélrardl és egészségi allapotardl is
adatokat gijteni a foldrajzi helyszin és égont ismeretén tul. Klinikai szempontbol azokat
az egyedeket, melyek az allatorvos altal betegsétp® lathatdo jeleket nem mutattak
egészségesnek tekintettiik. A gyakorlatban a mietgkészt kifejezetten fiatal (a szezonalis
ellési idket is figyelembe véve néhany napostdl 2-3 héonapglszséges allatokat ndvel
farmokrdl szarmaztak. Masrészt — mas farmokrolfejé&ketten patolégias korképet mutato,
olyan ismeretlen koroku, beteg vagy elpusztulttéjgedekil szarmazo bélsar mintakat is
vizsgaltunk, ahol az allategészségugyi rutin (nmskk@pos, parazitologiai, bakterioldgiai)
laboratoriumi vizsgalatok soran kérokozét nem dikesizonositani.

Nukleinsav izolalas

A virdlis ribonukleinsav (RNS) extrakciéja mindesetben 0,1M PBS-sel 25-40%-ra
higitott széklet-, bélsar-szuszpenzidbdl torténtlzBR R (Invitrogen, Carlsbad, USA)
felhasznaldsaval a gyarto leirdsa szerint. Szémuigaéatmoso folyadék esetén TRIzol LS-t
(Invitrogen, Carlsbad, USA) hasznaltunk. Az RNSikledz-mentes vizben oldva -80°C-on

taroltuk.
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Hagyomanyos RT-PCR

A viradlis RNS genom kimutatasara a reverz-tranpeki polimeraz lancreakcio (RT-
PCR) alapmddszerét hasznaltuk. Az alapprotokolibeetkes receptlél allt egy mintara
vonatkoztatva: a cDNS 5@ végtérfogatu volt, mely .l 10xPCR buffert (Sigma, St Louis,
MI, USA), 1 ul 25 mM-os MgC}-ot, 2ul 10 mM-os dNTP-t (Promega, Madison, WI, USA),
2 ul 10 pmol-os antisense (R) primert, 0,2640U/ul rekombinans ribonukleaz inhibitort
(rRNasin, Promega, Madison, WI, USA), 50U M-MLV gz transzkriptaz enzimet
(Promega, Madison, WI, USA) ésibvirdlis RNS-t tartalmazott. A reverz transzkripgRT)
37-42°C kozott zajlott egy oran keresztil. A PCBkmd az RT teljes térfogatat felhasznalva
100l vegtérfogatban tortént. Enhez a PCR mixubben 5ul 10xPCR buffert, ul 25 mM-
0s MgChb-ot, 2 ul 10 pmol-os sense (F) primert ésull2,5U DNS polimerazt (DuplA-Taq,
ZenonBio, Szeged, Magyarorszag) hasznaltunk fel. akmealing Bmeérsékleti eérték
meghatarozasanal alkalmaztuk a primer olvadaspm)-(maximum 5°C szabalyt. A PCR
ciklus 1 perc 94°C-os &ldenaturaciobdl, 40 ciklusszamu reakciobol (94°Cngsodperc,
primer Tm-maximum 5°C 30 masodperc, 72°C 1 perc) 16s perc 72°C-0s Vvéfs
elongéacidbdl allt. Az egyes reakciok esetében aaonb a koérulményebt fliggéen - az
alapprotokolltol (ciklusszam,dmérseklet, Tm émérséklet és reakciddl) eltértiink.
Teljes viralis genomok meghatarozasa 5’ és 3' RAG@Ag-range PCR és ,,genome walking”
modszerekkel

Az RNS virusok teljes genomjanak meghatarozasekélien tébbféle elméleti hattér
mobdszert vettiink alapul. Ezek gyakorlati kidolg@ésptimalizalasat magunknak kellett
elvégezni, mert azt tapasztaltuk, hogy az irodamBordbban leirt modszerek leiraséat
kovetve azok és ugy ,nemiikddnek”. Hasznaltuk a ,genome walking” modszert|yns®ran
az adott virus ismert nukleotid szekvenciaira, vagyek ismerete hianyaban lehetséges

rokon virusok ismert konzervativ régioira tervezmimerekkel a genom részeket lé@ésr
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lépésre (<1500 nt-nal révidebb szakaszokkal) o€gzekhataroztuk meg az ismeretlen
nukleotid sorrendet normal RT-PCR reakciokkal. yabb (>1500 nt-nal hosszabb) genom
hianyok athidalasa érdekében a Long-range PCR raddgkzong PCR Enzyme Mix,
Fermentas, Vilnius, Litvania) alkalmaztuk Pfu DN&#imeradz enzim (Fermentas, Vilnius,
Litvania) segitségével az RNS szal RNAseH enzim(@etmentas, Vilnius, Litvania) tortént
elbontasat kovéen, mellyel akar 4,7 kilobazis hosszu szakaszuhidétirva felsokszorozni.
Ugyancsak meghatarozé vizsgalati médszer volt a RAZapid amplification of cDNA
ends”) modszer a virusok teljes és/vagy 5’ és &ji viukleotid részeinek meghatarozasara
(5'/3' RACE kit, Roche, Mannheim, Németorszag). Rié&n: a 3’ vég meghatarozasa soran
az RNS-I6l a cDNS készitése Oligo dT-anchor primerrel tdrtahasznalva azt, hogy a
targyalt +ssRNS virusok 3’ végén poly(A)-farok thkd), majd a PCR reakcié soran gén-
specifikus sense és PCR-anchor primerrel soksadedet a kérdéses genom szakaszt. Az 5’
vég (vagy 5 iranyban lév genomrész) meghatarozasa soran a cDNS-t egy ras#ise
primerrel (R1) készitettik, melyet az ismert szakagerveztink. Ezt koévéen az RNS
lancot RNaseH enzimmel (Fermentas, Vilnius, Litedrglbontottuk és a cDNS-t tisztitottuk.
A cDNS 3’ végét poliadenilaltuk dATP jelenlétébesrnhinal deoxynucleotidyl transzferaz
enzim (Promega, Madison, WI, USA) segitségével.dVajpoliadenylalt cDNS-t Pfu DNS
polimeraz enzim, Oligo dT-anchor primer és egyilisanse (bety primer (R2) segitségével
sokszoroztuk fel.
Szekvencia, faj, nemzetség és konzervativ génsakiastervezett grd, specifikus,
Luniverzalis” és degenerativ primerek

A virdlis RNS kimutatdsara a szekvencia-specifiquémerek mellett, fajra és
nemzetségre (pl.: enterovirus), valamint csaladéolgllemz konzervativ genomszakasz-
specifikus (pl.: picornavirus-calicivirus) primeatk terveztiink és hasznaltunk. 6Bibi

esetében egy adott virusfajba, vagy nemzetségioe darirusokra jellemz nukleotid sorrend
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képezte a primerek alapjat. Utobbi esetben a céladlz hogy az elméletileg lehetséges
nukleotid variaciok figyelembe vételével tervezzid&genarativ primereket esszencialis,
ezért konzervativ virdlis RNS nukleotid motivumakra virusok kimutatasahoz, hosszabb
génszakaszuk, illetve teljes genomjuk meghatarboasdsszesen tobb mint 2500 féle
primerrel dolgoztunk. Ezek nukleotid szekvencidinadegadasa meghaladja a dolgozat
terjedelmi kereteit. Azonban a megievsmereteink és a célnak megféleprimerek
megfontolt elméleti tervezése volt vizsgalatainkestnek a kulcsa, és ez vezetett el a nem
vart viruskimutatasokhoz, eredményekhez. Ezért shbkéek soran a jeleés eredményre
vezeb ,kulcs-primerek” kiemelésre és megnevezésre kekiln
Agaréz-gélelektroforézis

A PCR termékeket 0,7-1,5%-0s agar6éz gélben (N&Si8l Agarose, Lonza,
Rockland, ME, USA) tris-borat-EDTA (TBE) pufferbedlasztottuk el (90-120V, 0,5-1 6ra)
és UV-fény alatt ethidium bromiddal (Promega, MadisWI, USA) tettik lathatova.
Szekvenalas (Sanger)

A PCR termékek alkoholos tisztithsa vagy agardaég@ald extrakcidja (QIAquick
Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden, NémetorszaggruBigDye Terminator kittel (v. 1.1, PE
Applied Biosystems, Warrington, Egyesilt Kiralysagindkét iranybol direkt szekvenalast
végeztink, amelyet 2005-ig Hollandidban (RIVM, Bdven), majd ezt kovéen
Laboratériumunk automata kapillaris szekvenatorABI(PRISM 310 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Stafford, USA) futtattunk.
Szekvencia-fuggetlen viralis nukleinsav amplifik&es 454-pyroszekvenalas

A PBS-ben higitott mintakat 0,4pm-es steril sirén (Ultrafree-MC HV 0.45um,
Millipore) vezettik at, majd centrifugaltuk (6,000 g, 5 min). A filtratumot nukledzok
keverékével (TurboDNase, Appl. Biosystems; Baselfe#o DNase, Epicentre Biotech.;

Benzonase nuclease, Novagen; RNase A, Fermentas)tike hogy a kapsziddal védett
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viralis nukleinsavakon kivil a mintaban &vminden egyéb nukleinsavtol leliktg
2009). A virdlis nukleinsavat QlAamp Viral RNA MiKittel (QlAgen, Hilden, Germany)
izolaltuk a gyarto leiras szerint. A virdlis RNS BSIS konyvtarakat szekvencia-fiiggetlen
random primerekkel (képlete: 5'vég - 20 ismert mokid+Ns-3'vég) parhuzamosan RT-PCR
eés PCR amplifikaciokkal készitettik a korabbantd&iszerint (Victoria et al., 2009). A 454-
pyroszekvenalas a 454 GS FLX Titanium (Roche) teldgia felhasznalasaval a korabbiak
szerint tortént (Kapoor et al., 2008; Victoria bt 2009). A pyroszekvenalas soran leolvasott,
illetve Osszeillesztett szekvencia darabokat erreéla fejlesztett szoftver (Delwart E.,
szemelyes kozlés) és a Stanford Egyetem szupeitsmg@pé (Stanford University, Stanford,
CA, USA) segitségével hasonlitottuk dssze a GenBauklkeotid és fehérje adatbazisaival a
BLASTn és BLASTx kerask felhasznalasaval. A keletkezett adatok felhasebarat

formaban, védett web-oldalorht{ps://pronghorn.stanford.edu/virus/indgxérhetk el. A

meghatarozott virdlis nukleotid €és aminosav szetéddat a GenBankban

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbankhelyeztik el.

Szekvencia és filogenetikai elemzés

A nukleotid, illetve aminosav szekvenciakat Clusk (version 1.83) program
segitseégével illesztettik és GeneDoc (Multiple ®aga Alignment Editor & Shading Utility
version 2.6.003) programmaltékeltik. A filogenetikai vizsgalatokhoz MEGA (Macular
Evolutionary Genetics Analysis, version 3.1 és ioer$) programot hasznaltunk (Tamura et
al., 2011). A filogenetikai agrajzok megrajzolasatdPGMA, neighbor-joining, maximum-
likelihood mddszereket és Jones-Taylor-ThorntonT§Jés Whelan and Goldman (WAG)
szubsztituciés modelleket alkalmaztunk. Az egyemjagkhoz alkalmazott médszerek az

abraaldirasokban szerepelnek. A norovirus szelkdengenotipusba soroldsa a NoroNet

22



Sequence typing tool web-alapu adatbazisa alagjéent (ttp://www.rivm.nl/en/Topics/

Topics/N/NoroNet/Databases/Seqguence typing).tool

Az RNS masodlagos szerkezetének elemzése

A +ssRNS virusok RNS genomjanak 5’UTR, 3'UTR és I@&ioi lehetséges
termodinamikailag stabil masodlagos RNS szerkee&téelrajzolasat a ,thermodinamic
folding energy minimization” algoritmus alapjan ltfold program (Zucker, 2003) segitette.
Az elem? program ,tokéletlenségét’” — a rendelkezésre ghiécrlis szerkezeti ismeretek
maximalis figyelembe vételével - manudlisan igahito ki az RNS mar ismert szerkezeti
hasonlosagait keresve.

Rekombinéacio elemzés

A virusgenomok és genomrészek hasonlésagi elemzeaetukleinsav szekvenciakat
rekombinacié vizsgalatanak is alavetettik, mely@Fot (similarity plot) (version 3.5.1)
(Lole et al., 1999) valamint RDP (bootscanning elég) (version 4.14) (Martin et al., 2010)
szamitogépes eleprogramok segitségével végeztik el.

Nukleotid 6sszetétel elemzés (,Nucleotide ComposAinalysis” - NCA).

Az elemzés arra a — jelenleg még nem megmagyaraawgfigyelésre épil, hogy az
egyes virusok gazdafajok szerint hasonlé dinulkdegtiakorisaggal jellemezléetk (Kapoor
et al., 2010). Példakéent az é&ml ereddt egyszali RNS virusok CpG és UpA
alulreprezentécidval és CpA felllreprezentacitaidelkeznek (Kapoor et al., 2010). Az
NCA elemzés Osszesen 352 reprezentativ, a picam@-wvirusok kulonboé fajaba,
nemzetségébe és csaladjaba tartozé pozitiv, egyRBIS virus komplett vagy 3000
nukleotidnédl hosszabb nukleotid szekvenciajanakafetnalasaval tortént (Kapoor et al.,
2010: a felhasznalt szekvenciak listaja az eredefierencidban megtalalhat). A
virusszekvenciakat csalad, nemzetség és gazda&faptsgoroltuk be. Az egyes szekvenciak

mono- és dinukleotid gyakorisagat “Composition ScéBSE version 1.0) programmal

23



hataroztuk meg (Simmonds P., a kdzlemény iras)aldihden egyes dinukleotid eltérés
meghatarozasa a 16 dinukleotid (pl.: UA, UG, UC)sthegfigyelt gyakorisaganak és a ket
mononukleotid alapelem elvart gyakorisaganak araalgpjan tortént az egyes virusoknal.
NCA-hoz az elkulon& elem® programot (“discriminant analysis program”) hadné a
SYSTAT statisztikai programcsomagbol. A virus-szstcidkat 4 gazdaszervezeti kategoria
szerint osztottuk el: ed$ (n=117), izeltlabu (n=63), névény (n=167) és (mal5) ereddt
virus. A csoportok virusainak mono- és dinukleagfydkorisaganak eloszlasat hasznaltuk fel
egy-egy Uj virus lehetséges gazdaszervezeténekatdeghasahoz.
Polyprotein vagasi helyek elemzése

A transzlacio soran keletk&zicornavirus polyprotein lehetséges vagasi hegfein
meghatarozasahoz és elleréséhez, a referencia szekvenciak GeneDoc programalo
Osszeillesztése (,alignment”) mellett, a NetPicoRpragram (Blom et al., 1996) predikcioit
is figyelembe vettlk.
Uj picornavirus nemzetség definicidja

Az ICTV Picornaviridae Study Group 3 pontban foglalta 6ssze azokat a
szempontokat, melyek segitenek eldénteni egy @rpavirusrol, hogy mar meglévvagy U

nemzetségbe tartozhdtitp://www.picornastudygroup.com/definitions/gendsfinition.htm

Ezek: 1) az L, 2A, 2B és 3A proteinek az azonoszetsggbe tartozok kdzott homoldgok, 2)
az egy nemzetségbe tartozo virusok ala@rehomolog IRES (internal ribosomal entry site)
szerkezettel jellemezhidt (ha az 1. pont érvényes a 2. pont masodieéd 3) a nemzetség
tagjainak P1, P2 és P3 régioi filogenetikailag né&ak, és ez aminosav hasonlésagban tébb
mint 40%, 40% és 50%. Természetesen Uj ismeretetéresaz osztalyozas szempontjai

modosulhatnak, valtozhatnak.
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Virustenyésztés

A vizsgalati mintédkat (széklet, liquor, garatmosmlyddék) az altalanos
virustenyésztésre leggyakrabban alkalmazott Veroiggh green monkey kidney; ATCC
CRL1586), GMK (Green monkey kidney) és ,293” (hunembryonic kidney) sejtkultirara
fertéztik. A -80°C-on 2,5ml virdlis transzport médiumbi@nolt mintakat felolvasztas utan
centrifugaltuk és 0,4hm-es steril sirén (Millex-HV, Millipore, Bedford, MA) ats#rtik. A
savémentes inokulummal 25 erelilleti szévettenyéséatpalackra fetiztiink, kozvetlenil az
egyréteg sejtrétegre. Masfél oras, 37°C-os inkubaciot kémeta ferdz6 inokulumot
eltavolitottuk és a tenyészetet savOmentes mininegsential medium (Sigma, Steinheim,
Németorszag) fenntartdé tapfolyadékot hozzdadvaCa3#f inkubaltuk. A vizsgalati minta
nélkali negativ kontrollt, minden féizéskor hasznaltunk. A tenyészetet naponta
fénymikroszkoppal ellefriztik. Egyes esetekben 12 napos inkubaciot K@rea tenyészetet

tovabboltottuk. A tenyésztés végéen a tenyészet&apyasztottuk/olvasztottuk és RNS

izolalas céljara -80°C-on taroltuk.

25



EREDMENYEK

A dolgozatban bemutatott vizsgalatok eredményeit dészre osztottam. Ezek kozul
négy egy-egy ismert +ssRNS viruscsaladh@ali€iviridae, Picornaviridae, Hepeviridaes
Astroviridag kapcsolhato virusokrol szol (kimutatas, Uj fajok,nemzetségek, molekuléaris-
epidemioldgiai-klinikai jellegzetességek stb.), alsé rész egy jelenleg taxonomiailag
bizonytalan besorolasu Uj, dicistronos +ssRNS geénoritus bemutatasat tartalmazza.
Felépitésében minden egyes rész tartalmaz egy bividzetést, mely az adott viruscsoport
(csalad, nemzetség, faj) legfontosabb ismeretgitja 6ssze a vizsgalataink kezdetéig, ezt
koveti a vizsgalati mintak és a felhasznalt modszerdvid ismertetése (a részletek az

Anyagok és Modszerek fejezetben talalhatok), majdradmények részletes bemutatasa.

CALICIVIRIDAE

A calicivirusok (calix, calices — latin: kehelyfa) irott torténete 1957-ben kéddtt
(Smith et al., 1990), a léguti megbetegedést okietide (macska) calicivirus leirasaval
(Fastier 1957), bar akkor még az elektronmikrospkOpép alapjan tortént osztalyozas
kovetkeztében ez a virus is csak a ,kis, kerekykairalt virusok” nagy — dedkeg
taxonOmiailag bizonytalan - csoportjaba kertlt. A emberi (huméan) calicivirust, a
Norwalk &agenst/virust, Albert Kapikian és munkatérgimmun)elektronmikroszképos
vizsgalattal mutattak ki egy Norwalk (Ohio) rieamerikai kisvarosban, 1968-ban lezajlott
altalanos iskolai, nem bakterialis erddegjastroenteritis jarvany szeékletmintaibdl 1972-ben
(Kapikian et al., 1972; Kapikian, 2000). Az 199%bemegalkotott Caliciviridae
viruscsaladnak (Pringle, 1999) jelenleg 5 elfogadots tbbb javasolt - nemzetsége van:
Lagovirus Nebovirus Norovirus SapovirusésVesivirus(Clarke et al., 2012). Ezek kozul a

norovirusok és a sapovirusok kozott talalunk israetberi korokozokat.
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Vizsgalatokat &Caliciviridae csaladNorovirus Sapovirusés Nebovirusnemzetségei

korében végeztink.

Norovirusnemzetseg

Norovirusok emberben

Bar az el§ emberi calicivirus, a Norwalk agens (= Norwalkugir= ,Norwalk-szek
virusok” = norovirus) mar 1972 ota ismert, de csak1990-es évek kozepkta virus
genetikai allomanyanak meghatarozasa utan (Jiarad.,e1990) és a molekularis bioldgiai
modszerek megjelenésével valtak vizsgalhatova,wimasoktol valdban elkulonithéitke. In
vitro kérilmények k6zott a norovirus ma sem tenghéestd. Korulbeltl 2000-re tehéf amikor
az el$ molekularis epidemioldgiai vizsgalatok eredméngejteni engedték a norovirusok
valodi epidemiologiai szerepét a gastroenteriti@rjgiok koroki tényed kozott. Az elmult 15
évben az egyes orszagok, nagyobb foldrajzi régibkedlance eredményei vezettek el annak
felismeréséhez és bizonyitasahoz, hogy a norovdruszéklettel terjefl gastroenteritis
jarvanyok, és nem csak a nem bakteridlis gastrogstgarvanyok vezét korokozoja,
jelentbs nemzeti és nemzetkozi jarvanyigyi €s élelmiseaohisagi problémat is okozva. Az
ismert norovirusokat 2007-re 6t genocsoportra (8)-Gs 30 genotipusra) osztjuk, melyek
kozul a Gl emberi (G1.1-8), a Gll emberi (GII.1-86 GIl.12-17) és sertés (GII.11, GIl.18 és
GIl.19 genotipusok), a Glll szarvasmarha (GlIl.1-3) GIV emberi (GIV.1) és Ujabban
macskafélékbl szarmazo, a GV egér (GV.1) norovirusokat tartalif@reen, 2007).

e Norovirus jarvanyok hazankban

A ,calicivirusok” hazai diagnosztikajanak megterésd, jelenlétének vizsgalata és

1999-6l kezdidott a szer& Ph.D. munkajanak (cime: ,A human calicivirusok ekailaris

epidemiolégiaja Magyarorszagon”, védés: PTE 200®retében dr. Szs Gyodrgy
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témavezetéseével és az Egészségigyi TudomanyossT@RE 118/2000) palyazat pénzigyi
segitségével. Azonban mar a vizsgalatok kezélegettéma nemzetkdzi tekintgjkutatoi
(USA, Hollandia) segitették a munkankat, melyne&derényeként tanulmanyutak, a hazai
mellett k6z6s nemzetkdzi palyazatok és kozleméngellettek. 1999 és 2003 kozott a
vizsgalatok az Europai Unié altal tamogatott ,Fdumne Viruses in Europe” (FBVE,
European Union Framework 5, QLRT-1999-00594) térsagjaiként, 2004 és 2008 kozott a
.Prevention of emerging (food-borne) enteric vimafections: diagnosis, viability testing,
networking and epidemiology (DIVINE-NET, Europeanibh DG-Sanco 2003213), illetve a
2005 és 2009 kozott az ,Enteric Virus EmergenceewNools” (EVENT, European Union
Framework 6, SP22-CT-2004-502571) palyazatok tefegu tagjaiként veégeztik. A
norovirusok nemzetkézi surveillance munkaja 2@9%apjankig a web-alapu ,NoroNet”

(http://www.rivm.nl/en/Topics/Topics/N/NoroNet keretében folytatédik tovabb. E

palyazatok szakmai és pénzigyi hattere jékant ebsegitette a Laboratorium fégését és a
calicivirusok vizsgalatan keresztil megalapoztaafbdratérium jelenlegi tevékenységenek
profiljat, képességét és iranyat. Laboratoriumur®a6l nem hivatalosan, 2003-tdl
hivatalosan is a ,Gastroenteralis Virusok NemzetefdRencia Laboratériuma” a
Mikrobioldgiai Szakmai Kollégium dontése altal.

A vizsgalatainkat a kezdetékt fogva orszagos lefedettséggel terveztik, a
kivizsgélasara. Dr. Szs Gyorgy 8orvos Urral Ggy dontottink, hogy a calicivirus”
gyijtonévvel vezetjik be az ismereteket 1999-ben a hawlaiobioldgiai és jarvanylgyi
korokbe (a nehézkes ,Norwalk-s#evirusok” név helyett), mely &ikdzben a médiaban is
megtapadt. Igyekeztink a legkulonBbb forumokon, tovabbképzéseken a ,calicivirus”
jarvanyok jellegzetességeit bemutatni, hogy a jayugyi szakemberek felismerjék (le kell

irni, hogy a Salmonellan kivil is gondoljanak ré§ éljenek a vizsgalati leléstggel. A
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jarvanyonkénti vizsgalati mintak szamat 5-ben malinaltuk, melynek helyességét utdlag a
szakirodalom is megésitett (Duizer et al., 2007). Megszerveztik a nkintatjat,
epidemioldgiai és Klinikai adatokat @yottiink a jarvanyokrol egy altalunk 6sszeallitott
formanyomtatvanyon (ezek egyben segitettek kezdetie ismeretek terjesztését is) és
minden esetben, a mintdk megérkezését kéwet3 napon belll, visszajelzést adtunk a
bekuld fele a vizsgalatok eredményér

1998. november és 2013. februar kozott 6sszesennB884 bakterialis, ismeretlen
etiologiaju hazai gastroenteritis jarvanybol 521%ékdet mintat (5,3 minta/jarvany)
vizsgaltunk meg. A mintakbdl izolalt RNS-t 2002.cdenberig a norovirusok és sapovirusok
RNS-fugd RNS polimeraz régidjara tervezett p289/p290i jdltalanos calicivirus
tervezett JV131/JV12Y jél primerparok (Vennema et al., 2002) segitségéwsgaltuk RT-
PCR mddszerrel. Minden egyes jarvanybdl legalably epecifikus PCR-terméket
megszekvenaltunk.

Torténeti érdekességaz el$ igazolt hazai norovirus jarvany RT-PCR vizsgalatar

készitett fotddokumentéacié (2. abra).
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2. abra. Torténeti jelerisédi fotodokumentumok az emberi calicivirus (norovireksy hazai
Kimutatasérol. A) az efsnorovirus pozitiv minta (,6” jél minta; vizsgalat datuma: 1999.
november 24-25.); B) az élIs retrospektiv - igazolt hazai norovirus jarvagyodai-altalanos
iskolai élelmiszer-eredgtjarvany, Szeged-Algy 1998. november (,10-14" jé&l minték,
vizsgalat datuma: 1999. december 21.). Mar a miseliegzett RT-PCR vizsgalat €s a 6.
megvizsgalt széklet minta vizsgalata sikerre vazef@sszehasonlitasképpen: 2013. februar
29-én az 5215. emberi széklet minta calicivirusFOR vizsgalata is megtortént.)

1998 és 2011 kozott 6sszesen 3342 gastroenteuitiényt jelentettek hazankban (3.
abra). 1998 és 2000 kozott a bejelentett gastagst@rvanyok szama évi 100 korll volt,
2001-6l (vizsgélataink 2. évét) azonban jeleds emelkedés volt tapasztalhatdé a
bejelentésben, 2011-ben pedig elérte ez a szanb&at51998. november és 2013. februar
kozott 984 megvizsgalt ismeretlen koroka gastra#tiggarvanybol 928-bol (94%) sikertlt
norovirust legalabb 1 mintabdl RT-PCR moédszermgllkatnunk. 2001 6ta a norovirus vezet
korokozova lépett éla gastroenteritis jarvanyokban hazankban (3. Abma)yek koérében a
részesedése is folyamatosaéittn (A jarvanyugyi diagnosztikat segitette, hogy0eadl

hazankban is megjelentek a norovirus antigén (&gklstldl valé kimutatdsara alkalmas

kereskedelmi forgalmu ELISA kittek is) (3. &bra).
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3. abra. A hazai gastroenteritis jarvanyok legfontosablbok6zo6i 1998 és 2011 kdzo6tt (x-
tengely). (y-tengely: jarvanyok szama). A norovinissgalatok 3 periddusra oszthatok: 1)
1998 és 2001 kozott a norovirus vizsgalatok kizgyoRT-PCR modszerrel torténtek
Laboratériumunkban Pécsett; 2) 2001 és 2005 kozatt RT-PCR modszer mellett
kereskedelmi forgalomban nem kerilt, a széklletiorovirus antigént (Ag) kimutatni képes
ELISA maddszert (Jiang X, Norfolk, USA ajandéka)adkalmaztunk Laboratériumunkban
norovirus RT-PCR-negativ jarvanyok esetében Péc8gttA norovirus Ag kimutatasara
alkalmas el§ ELISA kittek kereskedelmi forgalmi megjelenéséegl ANTSZ masik 3
regionalis laboratériumaiban (Miskolc, Szeged éssApeem), valamint az Orszagos
Epidemioldgiai Kézpontban (Budapest) is megkieitdk a norovirus jarvanyugyi vizsgalatok
2006-t0l. Etél kezdve ezek#l a Laboratoriumokbol az Ag ELISA-pozitiv mintakbdletve
ELISA-negativ  jarvanyok mintaib6l  kerllt referenciatevékenység érdekében
Laboratériumunkba vizsgalati anyag norovirus RT-R@Rgalatra.

A bejelentett nem bakterialis gastroenteritis jagak (igazolt norovirus és ismeretlen
eredetl) havi bontasban 1998. és 2007. szeptember kozbttédran lathatok. A norovirus
jarvanyok jellegzetes téli-tavaszi szezonalitasttatmak, december és marcius kozotti

jarvanycsuccsal. (A norovirus szezon egyezményaseatott év julius 16t a kbvetked év

junius 30.-ig tart.)
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4. &bra. A bejelentett nem bakteridlis gastroenteritisrgéuyok, igazolt norovirus (fekete
oszlop) és norovirusra nem vizsgalt, tovabbrangeretlen eredét(szirke oszlop) jarvanyok
(bal oldali y-tengely) havi bontasban 1998 és 2@2eéptember k6zo6tt hazankban. Az abra a
havonta jelentett gastroenteritis esetek szamib (@dali y-tengely) is mutatja (vorés vonal).
A miskolci vizjarvany 2006. juniusaban kulon jeléjviasd a magyarazatot a szdvegben
késbb. (Az abra elkészitéséhez szilkséges adatok réeazb®EK, Jarvanylugyi Osztalyatol,
Budapest szarmaznak, dr. Krisztalovics Katalinezisegitségének koszoriest.)

A 928 norovirus jarvanynak, a norovirus genotipmeriati besorolasa az 5. abran
lathat6. Osszesen 6 féle GI genocsoportt (G1.12,&l1.3, Gl.4, G1.6 és Gl.d) és 11 féle GlI
genocsoporta (Gll.1, Gll.2, Gll.4, GIL.5, GI.7, &, Gll.12, GII.15, GIl.17, Gll.b és Gll.g)
norovirust azonositottunk (6. abra). A Gl és agg&ihocsoportu virusok aranya 6,6% és 93,4%.
Az egyes genotipusok dbeli megjelenése sajatos mintdzatot mutat. A viksga
idéintervallumban a jarvanyok ddntébbsegét (76%) a Gll.4 genotipusba tartozé nansuok
okoztak (6. abra), és jellegzetesen a téli-taviadaapokban a jarvanyok szamanak emelkedését
(szezon) e virusok idéztéksels. abra). Mas genotipusok messze kisebb szazabémyban
fordultak eb (6. abra). Ugyanakkor e ritkdbban kimutatott ggnetoknal is a jarvanyok
id6beli csoportosulasa figyelliemeg: példaul a G1.6 2001. vége és 2002. elejetktadsl.1

2004. végén; vagy a Gll.2 2002 elejéen.
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5. dbra. Az RT-PCR és szekvenalas modszerével igazolt Imazavirus jarvanyok (N=928)
havi eloszlasa 1998. november és 2013. februartk@zdengely), a jarvanybdl kimutatott
norovirus genotipusanak (RNS-polimeraz régio, ORElNkodolt megadasaval. (y-tengely: a
jarvanyok szama: 1 egység az y-tengelyen 1 noreyamranyt jelol).
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6. abra. A norovirus genotipusok szazalékos aranya a nouoyarvanyokban (N=928) 1998
és 2013 kozott hazankban a norovirusok RNS-polim@&F1) régioja alapjan.
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A GIlL.4 genotipusu norovirusok genetikai allomamgia finom szekvencia és
filogenetikai elemzésével (abra nélkil) tovabbi dwins valtozatok kulonithék el (7. abra).
Ezek valgjaban klondlis genomvariansok, jellegzgmstmutaciokkal (drift-mutansok), vagy
nukleotid inzercioval (Gl1.4-2006b), melyek 2-4 @w# meghatarozo variansként - cirkulaltak
2000 és 2013 koOzott a populaciéban. Osszesen 5 iggdémias Gll.4 varianst lehet
idérendben kiemelni: 2002-ig a Gl11.4-1996, 2002 és2R0z6tt a Gll.4-2002, 2004 és 2006
kozott a Gl1.4-2004, 2006 es 2010 kozétt a Gll.oED és 2010 és 2013 kozott a Gll.4-2010.
(Feltehebleg a kovetked a Gl1.4-2012 varians lehet, mely 2012-ben jelerggrn Kilén
emlitést érdemel a 2006. juniusaban Miskolcon kittgjarvany (65.0004& exponalt és 360@&f
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7. abra. A norovirusok kozoétt dominans Gll.4 norovirus ()8) variansainak valtozasa
(antigén drift) a jarvanyokban 1998 és 2013 kohéttankban. Osszesen 6t Gll.4 dominans
klon (varians 1996, 2002, 2004, 2006b, 2010) cakidjat lehetett megfigyelni. 2012 végén a
Gll.4-2012 varians is megjelent hazanban, mely at#dn kiszorithatja a GI1.4-2010 klént.
2006. juniusaban Miskolcon tortént vizjarvany jedsnjarvanytgyi esemény volt hazankban:
a jarvanyban érintettek nagy szama jaleah befolyasolta az éppen akkor indult Uj klon, a
GIlI.4-2006b, hazai felsokszorozédasat és elterfgdés

megbetegedett), mely soran a varosi karszt vizl{azigd a csapviz) a hevesieések és a
Szinva patak araddsa miatt szennyvizzel kontamdo#lOA megbetegedéseiba Gll.4-

2006b norovirus volt kimutathatd, amely mint Ujfidnnutans éppen ekkor jelent meg a hazai
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populaciéban. E jarvanyugyi katasztréfa (mely aaligdregisztralt legnagyobb hazai
vizjarvany volt) nagymértékben odskegitette a  GIl.4-2006b  norovirus  gyors
felsokszorozodasat és elterjedését a fogékony aoidblan és az igendsr és koran elindult
2006/2007-es norovirus szezonhoz vezetett. (Mistblkiindulva egyre tagabb foldrajzi
tertlet6l lehetett e viralis klbn megjelenését regisztraliterjedését nyomon kévetni. Az
elss [épésként a miskolci betegek a kornyébrhazakba kerilve, immar kérhazi jarvanyokat
inditottak el!). A Gl14.-2006 a kdvét2 szezonban is dominans maradt.

Az antigén drift mutans Gll.4 norovirusok melleyiaggorisaguknal, igy a jarvanyugyi
jelenbsegenél fogva kiemeled a rekombinans norovirusok, amikor egy adott RNS-
polimeraz genom régio (ORF1) kulonldoxkapszidot kédold genomrégiokkal (ORF2)
rekombinalodik az ORF1/ORF2 kapocs-régié hataramofovirusok rekombinaciora vald
hajlamossaga 1999t ismert (Jiang et al.,, 1999b). A hazai jarvanyokrdben két
rekombinans, a Gll.b és a Gll.g emethét (5. és 6. abra). A Gll.b-t a jarvanyok 7%-bdl
(N=68) lehetett kimutatni 2001. tavasza és 2008 kgaott, a Gll.g-t pedig a jarvanyok 5%-
bol (N=44) lehetett azonositani 2008z és 2012. nyar kozott. A Gll.b RNS-polimeraz
régioja 4 kulonbo& kapsziddal (Gll.1, Gll.2, GII.3 és Gll.4), a GIIRNS-polimeraz régioja
pedig 2 kilénbd kapsziddal (GlI.1 és GlI.12) rekombinalodott (abédkil).

A folyamatos, idben hosszu hazai surveillance alkalmat adott avitu® jarvanyok
klinikai és epidemioldgiai jellegzetességeinekds@hoz is. A megbetegedési arany atlagosan
24,6% volt (6,2-83%; N=449 genotipizalt jarvany &ben). A vezét tinetek a hasmenés
(73,1%), hanyas (62,2%), hasi fajdalom (49,8%),6antelkedés (19,9%; <37,5°C) és laz
(17%; >37,5°C) voltak. Ezen kivll hanyinger, izojd&om, fejfajas és elesettség tarsulhat a
korképpel. Gyermekkorban (18 év alatt) a hanyagn##kansan gyakoribb (85%), mint a
felnéttkorban (51%) 2= 27; P<0,001), viszont a hasmenés ezzel éppemntétés,

felnéttkorban gyakoribb (91%), gyermekkorban ritkabb%@5olt (2= 67; P<0,001). A
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O kérhaz (M=416)

W bolesddefdvodalaltalanos 1skola (=153
O 1ddzek otthona (=114

O zzocialis otthon (=109

W gyermeldabor (MN=25)

O hotel/étterem (=21

B kollégivmn/gimnazium (N=14)

O gyar, tzem (MN=103

W c3alad (N=¢)

B vizjarvary, arviz (=5}

O katonasag (N=3)

Oegyéb (falu, borton, eskivd, partt stb ) (N=41)
W ismeretlen helyszin (N=11)

8. abra. A norovirus jarvanyok helyszinei (N=928) hazankth98 és 2013 kdzott.

norovirus jarvanyok helyszineinek gyakorisdga a@l@an lathatdé. A norovirus jarvanyok
leggyakoribb  helyszinei a koérhazak, egészségugyiézinények (45%), majd a
gyermekkozosségek (16%) éssdés szocialis otthonok lakéi (12-12%) voltak. Amitt

korhazi osztalyok a 9. 4bran lathatok a gyakorg#gendjében. A legtdbb norovirus

O belgydgyaszat (N=158)

M apolasi-rehabilitacios (N=41)
O neurologia (N=36)

O 2-10 osztaly (N=36)

W pszichiatria (N=29)

O sebészet-traumatologia (N=12)
M reumatologia (N=10)

O sziveentrum (N=9)

M nefiologia-dializis (N=6)

H gyermekosztily (N=5)

O szemeszet (N=5)

O sugarterapia-izotop labor (N=5)
B nfektologia (N=4)

B balneoterapia-gyogyfirdd (N=3)
M orthopedia (N=3)

W borgyogyaszat (N=3)

E fil-orr-gege (N=1)

O onkologia (N=1)

O ntenziv (N=1)

O rendelointézet (N=1)

O ismeretlen (N=47)

9. bra. A kérhazi norovirus jarvanyok (N=416) helyszikérhazi osztalyok szerint.
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jarvanyt belgyogyaszati (38%), apolasi-rehabilid&ail0%), neuroldgiai (9%), tdbb kérhazi
osztalyon (9%) és pszichiatriai (7%) osztalyokikéslilt azonositani. A kdrhazi jarvanyok
kozvetlen kontaktussal terj@ehozokdmialis jarvanyoknak tekintlidt melyek atlagosan 2
hétig tartottak egy-egy egészségugyi intézményben.

Tekintettel arra, hogy a norovirus jarvanyigyisgalatokat a ,Foodborne Viruses in
Europe” (FBVE) és az ,Enteric Virus Emergence — NE&ools” (EVENT) Konzorciumok

keretében végeztik, célstier munka europai szinten 6sszefoglalt eredmérg/bigimutatni.

Value by season”:

Country” 200120002, 2002-2003 2002-2004
£ Gy N pe o AR - ey N type o, L tvpe (opy 1N ype +
Nall (%) Raed N type (%) Lp‘f‘{’;{ ;; Nall (%) Rae N iype (%) L;ﬁ’;: Nall (%) Rate N type (%) C;m;_)
DE 74@87) 09  74(157) 74218  99(88) 12 99(221) 98(274) 0 0 0
DK 20(25) 39  1(02) 1(03) 5(04) 09 2004  1(03) 4012 07 0 0
ES 43 (3.0) 1.0 34(7.2) 19 (5.6) 36 (3.2) 0.9 2454 15 (4.2) 4(1.2) 0.1 3(2.6) 0
FI 55(65) 106 45(9.6) 9(26)  118(10.5) 227 22(49)  3(08) 22(66) 42 18(154) 3I(45)
FR 9(1.1) 0.1 7(1.5) 5(1.5) 13(L2) 02 11(25) 1131 927 01 868  4(81)
EW  485(56.9) 82 191(40.6) 133(39.1) S563(50.0) 95 60(134) 42(117) 192(578) 32 11(94) 0
HU 92 (10.8) 9.0 61 (13.0) 43 (12.6) 112 (9.9) 1.0 97(21.7) 63(17.6) 51(154) 50 39(333) 22(333)
IE 0 0 0
IT 1(0.1) 0.0 1(0.2) 0 2(0.2) 0.0 2(0.4) 1(0.3) 1 (0.3) 0.0 0 0
NL 59 (6.9) 37 55 (11.7) 54 (15.9) 148 (13.1) 91 107(239) 101(28.2) 27(8.1) 1.7 25(214) 25(37.9)
NO 0 0 0
SE 7(08) 08  1(02)  2(06) 12(11) 13 1022) 923 1545 17 13(1L1) 12(182)
SL 6(0.7) 3.0 0 0 19 (1.7) 9.5 14 (3.1) 14 (3.9) 7(2.1) 35 0
Total 8352 (100) 24 470(100) 340 (100) 1,127 (100) 3.5 448(100) 358 (100) 332(100) 1.6  117(100) 66 (100)
Value by season®:
2004-2005 20052006 Whole period, 2001-2006
Nall (%)  Rae N type (%) TI;}’T:‘:J Nall (%)  Rate N type (%) \igi’t; Nall (%) N iype (%) P:’F:ﬁ‘:(;
1,500 (64.1) 18.2 0 0 2135(715) 259 0 0 3,808 (49.9) 173 (9.4) 172 (13.2)
7(03) 13 3(07) 3(LY) 18(06) 33  17(43)  16(58) 55(0.7) 23(12) 21 (1.6)
14(06) 03 13(31) 3(1.1) 30(L0) 07 27(68) 23 (84) 127 (1.7) 101 (5.5) 60 (4.6)
54(23) 103 31(7.5) 5(1.9) 4(15) 84 16(40) 9.(3.3) 293 (3.8) 132(7.1) 29(2.2)
26 (1.1) 0.4 26 (6.3) 18(6.8) 31(1.0) 0.5 31(7.8) 24 (8.7) 88(1.2) 83 (4.5) 62 (4.8)
357(153) 59 41(9.9) 0 341(114) 56  81(204) 0 1938 (254)  384(208)  175(13.4)
81(35) 80 7I(17.1)  41(154) 62(21) 62  41(103)  34(124) 398 (5.2) 309(167) 203 (15.6)
81(3.5) 197  68(164) 67(252)  128(43) 304  44(111) 44 (160) 209 (2.7) 112 (6.1) 111 (8.5)
9(0.4) 0.2 5(12) 1(0.4) 3(0.1) 0.1 2(05) 1(0.4) 16 (0.2) 10 (0.5) 3(0:2)
168(72) 103  132(31.9) 104(39.1)  120(40) 7.3 101(25.4) 89(32.4) 522(68)  420(22.7)  373(286)
16 (0.7) 35 0 0 22(0.7) 4.7 0 0 38(0.5) 0 0
11(0.5) 12 10(24) 10 (3.8) 26(09) 29  20(50)  20(7.3) 71(0.9) 54.(2.9) 53 (4.1)
16 (0.7) 8.0 14 (34) 14(5.3) 25(0.8) 125 18 (4.5) 15.(5.3) 73(1.0) 46(2.5) 43 (3.3)
2,340 (100) 6.4 414 (100) 266 (100) 2,985 (100) 8.2 398(100) 275 (100) 7.636 (100) 1,847 (100) 1,305 (100)

“ Date of onset between 1 July year x and 30 June yearx + 1.
"DE. Germany: DK, Denmark: ES. Spain: FL Finland: FR, France: EW, England and Wales: HU, Hungary: [E, Ircland: IT, Italy: NL, The Netherlands: NO,
Norway: SE, Sweden: SL, Slovenia.
“N all (%), number of outbreaks per couniry and % of all outbreaks of that season.
“ Rate, number of outbreaks per million inhabitants per country (population on 1 January of 2002 to 2006; source. Eurostat [hitp:/epp.curostat.ec.curopa.cu]). Total
rale per season is calculated using only the contributing countries within that season in the denominator.
“N type (%), number of outbreaks with typing data and % of all outbreaks with typing data.
IN ype + epi (7). number of outbreaks with typing data and known mode of transmission and setting and % of all outbreaks with typing data and known mode

of rransmission and setting,

2. tablazat A jelentett jarvanyok szama az egyes norovirngjdyszezonokban (2001-2006)
orszagonként Eurépéban.
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A Konzorcium tagjai (13 orszag) a norovirus jarvakyepidemioldgiai és virologiai adatait
egy integralt web-alapu adatbazisbariijtijtte, és rendszeresokbbzonként elemezte. 2001.
julius 1. és 2006. junius 30. kozott az egyes @skBol szarmazo adatok a 2. tablazatban
lathatok. A hazankbdl 2001 és 2006 kozott szarnsaiaiok az dsszes adat (amikor az adott
jarvanyt okoz6 norovirus genotipusa, atviteli maegahelyszine is ismert) 15,6%-at tették ki.
Ez azt jelenti, hogy Hollandia (28,6%) utan, a 18zég koztl, a masodik legtdbb — egyben
megfeleb minésédi - adatot szolgaltattuk az elemzésekhez. A vizsiggaridédusban
azonositott legfontosabb norovirus genotipusok v@sansok) kumulativ formaban a 10.
abran lathatok. Az 5 éves periodus alatt a Gll.40paban is dominans volt minden
szezonban és szignifikansan 6sszefliggott oktdbend¥sius kozott a norovirus jarvanyok
szamanak megszaporodasaval. A Gll.4 genotipusail belGll.4 variansok (GlI.4-1996,

Gl1.4-2002, GII.4-2004, Gll.4-2006a és Gl1.4-200&)ropaban is megkllonbdztetble(10.

abra).
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10. 4bra A jarvanyokbdl kimutatott norovirus genotipusok ariansok kumulativ adata
2001 és 2006 kozott havi bontasban abbdl a 7 eurdaaghbol (Anglia, Finnorszag,

Franciaorszag, Hollandia, Magyarorszag, SpanyocdgrsSveédorszag), amely a vizsgalat
teljes ideje alatt folyamatosan szolgaltatott seekia adatokat.
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A jelentett norovirus jarvanyok 88%-ban (N=4429xaztel kbzvetlen kontaktussal tortént,
10%-aban (N=506) élelmiszer eredet, 2%-nal (N=7&]ig viz eredet volt aéfatviteli Gt.
Azokban a norovirus jarvanyokban, ahol a genotipusmertté valt (N=1317), ugyancsak a
kozvetlen kontaktus (83%) volt & fatviteli ut. Ha a norovirus jarvany atviteli modja
norovirus genotipussal vetjuk dssze (11. abra)prakdzt latjuk, hogy a GIl.4 norovirus
szignifikansan gyakrabban terjed kozvetlen kontsdal (OR, 6,3; 95% CI, 3,8-46,6;

P<0,001), a nem GII norovirus (azaz Gl) pedig élsterrel.

1005
805
B Person To Person
605
% B Waterborne
A0 - B Fopdbome
0O Other
2% 30
i
a0
(5 T E 7

non GII i1l non 4 GIL4

11. &bra A norovirus jarvany atviteli modja és a norovigenotipus kapcsolata (N=1317).

A jelentett norovirus jarvanyok 72%-a (N=4710) expéglgyi-szocialis intézményekben
tortént (idssek otthona N=2383; korhdz N=2327). Azokban a niousvjarvanyokban, ahol a
genotipus is ismertté valt (N=1641) ugyancsak ezekhelyszinek (70%) voltak a
legfontosabbak. Ha a norovirus jarvany helyszinébravirus genotipussal vetjik 6ssze (12.
abra), akkor azt latjuk, hogy a korhazi égsidotthoni kdrnyezetben a GIl.4 norovirus
szignifikansan nagyobb kockazattal fordu éDR, 11,8; 95% CI, 7,0-1086,6; P<0,001) mas

genotipusokhoz képest.
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12. abra A norovirus jarvany helyszine és a norovirus tjens kapcsolata (N=1648).

Osszefoglalva a helyszint, az atviteli modot ésezsnalitast és ezt multivariacios logisztikus
regresszios modellben vizsgalva az tapasztalhataliiazat), hogy az egészséglgyi-szocialis
intézményekben 9-szer nagyobb az esélye annak, hogyirus jarvanyt a Gll.4 okozta,

minthogy nem GII.4 norovirus okozta a jarvanyt. Akipedig 2-szeres az esélye (3. tablazat),

hogy egy kozvetlen kontaktussal teetbrovirus jarvanyt a Gll.4 norovirus okoz.

ORs of multinomial logistic regression, NoV strain
groups for person-to-person transmission, high season, and
health care outbreaks”

GIL4 GII non-4
Variable
OR P OR P
Person to person 1.9 0.026 1.0 0.8081
Health care® 8.8 =0.0001 2.6 0.003
n° 076 250

“ Reference catepory for the equation is non-genogroup I (n = 79).
¥ Hospital or residential institution.
“Total n = 1.305.

3. tébldzat A Gll.4 és nem GIl.4 norovirus genotipus kockazaterepe a kodzvetlen
kontaktusban, és szezonban és egészségugyi-szocialis intézményekbe
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Az eredmények épitve, a jarvanyugyi felderinunkat és az élelmiszer erddetakar
nemzetkozi) jarvanyok kiszését edsegit, epidemiologiai adatokra egijl web-alapu

program, a ,Transmission mode tool”, kerult kifsgéesre Iittp://www.rivm.nl/en/Topics/

Topics/N/NoroNet/Databases/Transmission_mode_t88060, mely mar a genotipizalas

elétt (vagy nélkul!) valoszitisiti (szenzitivitas 80%, specificitas: 86%) a jary&lelmiszer

eredetét (Verhoef et al., 2009).

e A norovirusok pandémias szerepe

Egy adott lokalis foldrajzi egység, orszag teréihed norovirusok szerepének feltarasat
koveten felmerdlt, hogy a norovirusoknak nemcsak egyjagyanyban, epidémiakban, de
kontinensre, illetve tobb kontinensre kitefedemzetkdzi pandémiakban is szerepik lehet.
Ennek el§ bizonyitéka a 2004-ben a Lancetben megjelent tagyunk volt (Lopman et al.,
2004), mely a GII.4-2002 norovirus variansoetsegjelenését, gyors europai elterjedését irta
le szamos eurépai orszagban, igy hazankba is. Raliteogy az eurdpai vizeken és folyokon
egyre intenzivebben koézlekiédkirandulohajok szerepet jatszhatnak egy-egy Glbafians
elterjesztéseben, ennek kdvetkeztében a szokawgdsitavaszi €s nyari norovirus aktivitas
prediktiv értékkel rendelkezhet és befolyasolhatgs kovetked norovirus szezon lefolyasat
(Verhoef et al., 2008). A pandémia igazolasarawtak NoroNet. A retrospektiv elemzés
soran 5 kontinens 15 laboratériuma a dominans Giddansok jarvanyadatait egyesitette
2001. januar és 2007. marcius kozott. Osszesen GUI98 jarvany (ez az 6sszes genotipizalt
norovirus jarvany 62%-a, 13. abra) elemzése alaj&ll.4 varianst lehetett azonositani,
melyek kozil 4 (GI.4-1996, GlI.4-2002, GlI.4-200d4s a GlI.4-2006b) globalisan
nagymértékben elterjedt, azaz pandémias kldnoletakthebk (14. és 15. abra). A 2003Asia
és a Gll.4-2006a Gll.4 variansok foldrajzilag ktolottabb epidémidkat, a 2001Japan és

2001Henry GIl.4 minor varidnsok alacsony intenZitg@grvanyokat okoztak #k foldrajzi
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korben (15. abra). A vizsgalat bizonyitja, hogy gy Gll.4 klon vilagszerte elterjedve

képes pandémiat okozni viszonylag rovidndelul (16. abra).
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13. abra A jelentett norovirus jarvanyok havi szama (vgstanal) és ezen belil a Gll.4
genotipusu norovirus jarvanyok (vékony vonal) kbldzb foldrajzi régiokban. (Az y-tengely
kilonbod skalabeosztasu.) A jelentett 6sszes noroviruslie4 @rovirus jarvanyok 6sszes

szama az orszagok nevei mellett szerepelnek.

2001.Japan

14. abra A GIl.4 norovirus variansok (N=301) részleges dzagp szekvenciaja (ORF2)
alapjan készitett filogenetikai elemzés (maximukellhood modszer). A Gll.4 szekvenciak

eredete: Ausztralia, Kina, Németorszag, Ghana, g,
Uj-Zéland, USA.

Magyarorszag, Japan, Hollandia,
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15. abra A Gll.4 variansok prevalenciaja kulonlgo®ldrajzi régidkban 2001 és 2007 kozott.

(Az y-tengely kilonboé skalabeosztasa.)

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Year, month
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16. abra A Gll.4 norovirus variansok altal okozott jarvé@kymegjelenésének ddendje az
egyes kontinenseken, kumulalva és szinkodolvati&kteEuropa (Hollandia, Magyarorszag,
Németorszag); voros: Azsia (Hong Kong, Japan); :zédezak-Amerika (USA, Kanada);
vildgoskék: Oceania (Uj-Zéland, Ausztralia).
Norovirusok allatokban
e Bovine (szarvasmarha) norovirus

A szarvasmarha norovirustostor az Egyesilt Kiralysagban, majd Németorszagban
irtak le szarvasmarhak hasmenéses megbetegetlés@it8-ban (Almeida et al., 1978) és
1980-ban (Gunther et al., 1984), de csak az eazmddlfn hataroztak meg a két prototipus
virus, a Bo/Newbury2/1976/UK és a Bo/Jena/1980/gdnetikai allomanyat. A norovirusok
GIII genocsoportjaban kaptak helyet 1999-ben, éseha két virus a kapszid régié aminosav
sorrendjében csak 68%-0s azonossagot mutat kétigesioa (Glll.1 és Glll.2) soroltakket
(Oliver et al., 2003). Az ezredfordulét kogeh néhany tovabbi orszagbdl is beszamoltak

szarvasmarha norovirus (@&erban a GlIl.2 genotipus) kimutatasardl szarvakenar

allomanyokbal, igy Hollandiabdl (van der Poel ef 2D00), az USA-bdl (Smiley et al., 2003;
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Wise et al.,, 2004), Belgiumbdl (GenBank), Dél-Kdég (Park et al.,, 2007) és
Olaszorszagbdl (GenBank), mely jelzi e virus fgldralterjedtségét. A GllIl.1 genotipusban
kevesebb, mint 10 viruskimutatas tortént és csalo#otipus Glll.1, a Bo/Jena/1980/DE
kapszidjanak aminosav sorrendje ismert.

Osszesen 47 szarvasmarha bélsar minta kerultgysggsre két kozép-magyarorszagi
szarvasmarha telepen Aban (Fejér megye) és Tismaalp(Bacs-Kiskun megye) 2002.
februarban. Az abai farmrél a 870 allatbol 3R-ta tiszaalpari farmrol 15 allattdl tortént
mintavétel. Az abai 32 mintavételbe vont allat koselasa a kovetkézvolt: 6 allat 1-9
napos, 4 allat 14-17 napos, 5 allat 6-7 hénapos7ééllat 2,5-7,6 éves volt. A mintakbdl
izolalt RNS-t a norovirusok és sapovirusok RNS-&IINS polimeraz régidjara tervezett
p289/p290 jdl altalanos calicivirus primerekkel (Jiang et aB99) és a norovirusok RNS-
segitségeével vizsgaltuk RT-PCR modszerrel.

A 47 szarvasmarha bélsar minta egyiébem sikertlt calicivirust kimutatni a
p289/p290 jel primerparral. Ugyanakkor 4 (8,5%) minta eseténtikalp specifikus mérét
terméket RT-PCR mddszerrel a JV13I/JV12Y primegdarMind a négy norovirust
tartalmazé minta az abai farm fiatal életkord alkél szarmazott. Harom allat 1-9 nap
kozotti, egy allat 6-7 honapos volt. Harom szarvasra (két 1-9 napos €s a 6-7 honapos)
mintaja 2-es genotipusu (Glll.2, Newbury2 virusy g9 napos szarvasmarha mintgja 1-es

genotipusu (GllIl.1, Jena virus) szarvasmarha narswiartalmazott (17. 4bra).
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Bo/Dumfries/94/UK

84 Bo/Newbury-2/76/UK > Gll2
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P
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17. abra A szarvasmarha norovirusok (Bo/NoV/Aba-Z2/20028{U EU360813;
Bo/NoV/Aba-Z4/2002/HUN; Bo/NoV/Aba-Z15/2002/HUN é&0o/NoV/Aba-Z5/2002/HUN,
EU360814) filogenetikai elemzése a calicivirusols 28ikleotid hosszi RNS-fuggRNA
polimeraz régié (ORF1) alapjan (neighbor-joiningdsser, MEGA3.1 program (version 3.1,
http://www.megasoftware.netA hazai virus-szekvenciak félkévér tigtel vannak szedve.
Az elemzéshez csak a teljes, 285 nukleotid hossmis-gzekvenciakat hasznaltuk fel a
GenBankbdl. Az agrajzon csak az 50%-nal nagyobhistap értékek vannak jeldlve. A
felhasznalt szekvenciak azonosité szamai a GenBanko/Newbury2/76/UK (AF097917),
Bo/Dumfries/94/UK (AY126474), Bo/CV186-OH/00/US (B#2084), Bo/CV95-OH/00/US
(AF542083), Bo/Belgium/B307/2003/BE (AY686496), Benha/80/DE (AJ011099) és
Norwalk/68/US (M87661).

Mindharom GlIIl.2 genotipusu szarvasmarha norovir(Bo/NoV/Aba-Z2/2002/HUN,
EU360813; Bo/NoV/Aba-Z4/2002/HUN és Bo/NoV/Aba-Z2602/HUN) genetikailag
azonos, 93% és 90%-0s nukleotid azonossagot (9788%s0s aminosav azonossagot) mutat
a genetikailag legkdzelebbi (Bo/Dumfries/94/UK; A26U74) és a prototipus Glll.2
szarvasmarha norovirushoz (Bo/Newbury2/76/UK; AFRI9). A GIllL1  virus
(Bo/NoV/Aba-Z5/2002/HUN, EU360814) 87%-0s nukleoti¢és 98%-0s aminosav
azonossagot mutat a prototipus Bo/Jena/80/DE (AHEX)lvirushoz az RNS-polimeraz régio
alapjan. A Bo/NoV/Aba-Z5/2002/HUN (EU360814) viruslijes kapszid régidjat (1557
nukleotid/519 aminosav) is meghataroztuk, melynekkleotid/aminosav azonossaga a

prototipus GIIl.1 genotipus képvisghez, a Bo/Jena/1980/DE virushoz, 86/97%-0s. A
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kapszid région belul az S, P1A, P2 és P1B domeénkukin-kilon 6sszehasonlitva a
nukleotid/aminosav azonossag a két szarvasmarlwaings k6zott 87/98%, 86/96%, 86/96%
és 85/98%.

A 2002. februéari mintavételt kouiegn — az eredmények birtokaban - 6 évvebkés
2008. februarban ismét mintakattgttink az abai szarvasmarha farmrél. A 20 napnal
fiatalabb 26 allat kozdl 1 bélsar mintabdl sikergltarvasmarha norovirust kimutatni a
JV12Y/JV13I primer-parral. A 8 napos isborju a mintavételkor klinikailag egészséges
volt. A kimutatott GIIl.2 genotipusu virus (Bo/NoAa-4736/2008/HUN, EU583393)
genetikailag 88%-ban, aminosav szinten 98%-ban azan Bo/NoV/Aba-Z2/2002/HUN
virushoz.

e Porcine (sertés) norovirus

A sertés norovirust é&z0or Japanban mutattak ki 1998-ban (Sugieda etl998),
majd Hollandiaban (van der Poel et al., 2000) é$gyesilt Allamokban (Wang et al.,
2005a) sertések beélsar mintaibol. A sertééelimutatott norovirusok genetikailag a
norovirusok GIll genocsoportjaba tartoznak és arhakézlemény alapjan felmertlt, hogy
talan zoonotikus potenciallal is rendelkezhetnek.

Osszesen 17 sertés fécesz mintat vizsgaltunk, méke baranyai sertésfarmrol
gyijtottink 2005. marciusaban. A mintdkat a calicisok RNS-fig§ RNS polimeraz
(RdRp) régiodjara tervezett, univerzalis caliciviryggimerekkel (p289/p290) RT-PCR
modszerrel vizsgaltuk. A PCR-termék mérete noreadkuesetén 319 bp, sapovirusok esetén
331 bp (Jiang et al., 1999). A 17 mintabdl 1 (5,9%¢tben lehetett norovirust (swine/lV-
2/2005/HUN; DQ864982) kimutatni, mely egy 4 honapgestésil szarmazott (18. abra). A
részleges RARp régid nukleotid sorrendje alapjamiras 86%, 83%, 75% és 62%-0s
azonossagot mutatott a legkozelebbi (Sw48/97/JR113] a prototipus sertés norovirushoz

(Sw43/1997/JP), a legkozelebbi (VA97207/1997/US)aéprototipus human norovirushoz
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(Norwalk/68US). A 2005-ben leirt MI-QW48/02/US ésrekombinans OH-QW218/03/US

sertés norovirusokhoz (Wang et al., 2005a) a ntil@aonossag 85% és 83%.

57~ PEC/Cowden/US (swine) \
76| PECLL14/US (swine)

Korean6802 (swine)
PEC-Korean10802 (swine)
Po/SV/Yaracuy/1999/VE (swine) Porcine
Po/SV/Miranda/2000/VE (swine) sapovirus
82— Po/SV/Miranda2/2001/VE (swine)
PECIVA36/NL (swine)
OH-JJ-259/00/US (swine) >

100

PEC/swine-ld3/2005/HUN (swine)
100' PEC/swine-ld2/2005HUN (swine)
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Sapporo/82/JP (human)
Houston/90/US (human)
London/92/UK (human)

o~ HUNs11/2000/HUN (human) >
100) - MEX335/1991/MX (human)

79| r HUNs12/2000/HUN (human)

95t HUNs17/2000/HUN (human) o
PAN-1/78/US
e Norwalk/68/US (human) } Norovirus |

DesertShield/90/SA (human) Gl

Hawaii/71/US (human)
Lordsdale/93/UK (human)
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NLV/swine/GII/OH-QW101/03/US (swine)
NLV/VA97207/1997/US (human) Norovirus
NLV/swine/IV-2/2005/HUN (swine) Gll
NLV/swine/Sw918/1997/JP (swine)
NLV/swine/GII/MI-QW48/02/US (swine)
NLV/swine/Sw48/37/JP (swine)
NLV/swine/GII/OH-QW218/03/US (swine)
83— NLV/swine/Sw43/1997/JP (swine)

Sapovirus
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Norovirus

07 08 a5 04 03 0.2 o1 0.0

18. abra A sertés norovirus (NLV/swine/IV-2/2005/HUN, DQ8IB2) és a sertés
sapovirusok (PEC/swine-1d2/2005/HUN and PEC/swi82005/HUN, DQ383274)
filogenetikai elemzése a calicivirusok részleges4 2ukleotid hosszi RNS-fU§gRNS

polimeraz régioja (ORF1) alapjan. A hazai serté§ekimutatott virusok vastag hgikel

vannak szedve. Az agrajz tartalmazza a hazankbarmgkkori gastroenteritiseéb

kimutatott prototipus human sapovirusokat is (HUNSHUNs12 és HUNs17) (UPGMA
mobdszer; MEGA version 3.1, http://www.megasoftmaed). GenBank szamok:
PEC/Cowden/US (AF182760), PECLL14/US (AY425671)réam6802 (AY289186), PEC-
Korean10802 (AY289188), Po/SV/Yaracuy/1999/VE (A8686), Po/SV/Miranda/2000/VE
(AY633963), Po/SV/Miranda2/2001/VE (AY633965), PEBIB6/NL (AY615805), OH-JJ-
259/00/US (AY826423), SWECI/VA10/NL (AY615807), Sapo/82/JP (U77903),
Houston/90/US (U95644), London/92/UK (U95645), HUNKL000/HUN (AF488717),
MEX335/1991/MX (AY157869), HUNs12/2000/HUN (AF4883)1 HUNs17/2000/HUN
(AF488720), Norwalk/68/US (M87661), Desert Shie@RA (U04469), Hawaii/71/US
(UO7611), Lordsdale/93/UK (X86557), Snow MountaBiJS (U70059), Mexico/89/MX
(U22498), NLV/VA97207/1997/US (AY038599), NLV/swif@ll/OH-QW101/03/US

(AY823304), NLV/swine/Sw918/1997/JP (AB074893), NkWine/GII/MI-QW48/02/US

(AY823303), NLV/swine/Sw48/97/JP (AB009413), NLV/&w/GII/OH-QW218/03/US
(AY823307), NLV/swine/Sw43/1997/JP (AB074892) ésnmate vesivirus PAN-1/78/US
(U52086).
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Sapovirusnemzetség

A sapovirusokat (korabbi néven Sapporo virus = pdap-szeii virusok”) ebszor egy
arvahazi heveny gastroenteritis jarvany soran réltati elektronmikroszképpal (,tipikus”
vagy ,klasszikus” calicivirusok), 1977-ben a jap@apporoban, amelyir a virus a nevét is
kapta (Chiba et al., 1979; Chiba et al., 2000).ofomirusokhoz képest kevesebbet tudunk a
sapovirusokrol, jarvanyosérdulasukat joval ritkabban irjak le, mint a noimsokét. Ugy
tanik, hogy e virusok etsorban a csecséiket €s kisgyermekeket betegitik meg, désid
emberek korében is leirtak jarvanyt (Vinjé, 1998 ismert sapovirusokat 2000-ben egy
(Vinjé, 1999), 2007-ben 6t genocsoportra (GI-GV3totak (9 genotipussal), melyek kézil a
sertésekdl kimutatott GlIl genocsoporton kivil a tébbi emidesrokozé (Green, 2007).

Sapovirusok emberben

e SzOrvanyos sapovirus esetek hazankban

72 széklet mintat vizsgaltunk, melyek 2000. oktétbecember honapokban Baranya
megye terlleté& (Pécs, Szigetvar és vonzaskorzetei) hazi-, kérkagy rendalintézeti
orvosok altal 2 hetes és 11 év 10 honapos (atlaggikor: 2 év 4 honap) életkor kozotti,
hasmenésben szenvedyyermekekil rotavirus kimutatasra Laboratoriumunkba kaldétt
diagnosztikai mintak voltak. A 36 fiu és 36 leanggyek kozott korhazi fekvés jarobetegek
egyarant szerepeltek. A 72 minta egyike sem tadatit enterdlis bakterialis korokozot
(tenyésztés), valamint adenovirust (tenyésztés, uinfioreszcencia) és rotavirust (latex
agglutinacid). A mintakat a calicivirusok RNS-filgdRNS polimerdz (RdRp) régidjara
tervezett, univerzalis calicivirus primerekkel (82890) RT-PCR mddszerrel vizsgaltuk. A
PCR-termék mérete sapovirusok esetén 331 bp (éiaalg 1999).

A 72 székletmintabol 7-ben (9,7%) lehetett RT-PC&szerrel sapovirust kimutatni.
A 7 virusszekvencia nukleotidsorrendben 92-93%aosinosavsorrendben pedig 96-97%-0s

hasonlésdgot mutatott a sapovirusok Gll genocsi@paik prototipus (Gll.1, London/92/UK;

49



U95645) virusahoz (18. abra, lasd a sertés nareviekezdésben). Ugyanakkor a korokozok
joval kozelebbi rokonsagban éallnak egymassal. Mdbeks epidemioldgiai szempontbdl 3
csoportra oszthatok, melyek a megbetegedések Igk&aerinti foldrajzi eloszlasaban is
felismerhebk. Az egy csoportba tartozok 100%-ban megegyezggknassal nukleinsav és
aminosav sorrendben, mig a csoportok kdzoétt a azdigoa nukleinsav sorrendben 96-98%-
0os (prototipusok: HUNs11/2000/HUN, AF488717; HUNKDBDO/HUN, AF488718 eés
HUNs17/2000/HUN, AF488720). Epidemiolégiai oldalrdlézve oktober hénapban 14
mintabdl egy sem (0%), novemberben 37 mintabdl B%3, december honapban 24 mintabdl
4 (16%) tartalmazott sapovirust. [Osszehasonlitéské vizsgalt 3 hdénapban tovabbi 6
mintabdl lehetett rotavirust kimutatni (6/78, 7,7% sapovirus tartalmd mintak a tliinetek
jelentkezése utani 2. nap kertltek levételre. A loe¢ggedett 6 fil és 1 lany 2,5 hét és 4 év 7
honap kozotti életkoru volt (atlagos életkor: 18% honap). A vezéttiinetként a hanyast és
a hasmenést jeloltek meg. Egy esetben, a legfidia?sb hetes csecsénel, a ,dyspepsia”
szerepelt diagnodzisként. Ot esetben jard, 2 esefbkvbbetegként tartottdk nyilvan a
gyermekeket.
e Sapovirus jarvany hazankban

A calicivirusok molekularis laboratériumi vizsgdatak kezdete 6ta (az 1990-es évek
kozepe) rendkivil ritkan (-5 évente egyszer), asgg-egy jarvany kivaltéjaként irtak le a
sapovirust a nemzetkdzi irodalomban. Laboratéridmaincalicivirusok” hazai cirkuléciojat
1998/19994l koveti a gastroenteritis jarvanyokban molekularispidemiolégiai
modszerekkel. 2008-ig kézel 800 nem bakterialistrgasteritis jarvany vizsgalata soran
sapovirust nem sikertlt kimutatni. A nemzetkdziigairus surveillance munkacsoportunk
(FBVE, Food-borne Viruses in Europe) észlelés&rarmazd informalis adatok alapjan
2008-ban a sapovirus okozta jarvanyok szamanakadaokemelkedése volt megfigyelBet

Eurépéban.
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2008 szeptemberében egy kozép-magyarorszagi dgociatthon szellemi
fogyatékosokat gondozé részlegében enteralis megbeések halmozddasat észleltek. A
széklet mintakbadl rutin bakterioldégiai médszerekikehyésztés, toxin- és antigén kimutatas)
korokozo baktériumot, rotavirust (immunkromatogafiadenovirust (immunkromatogréfia)

és norovirust (ELISA) nem lehetett kimutatni (ANT,S®zeged, dr. Katai Andrea). A

“ sz

Ve

vizsgaltuk (Jiang et al., 1999).

2008. szeptember 11 és 22-e kodzott az intézmeényekdnaltja kozul 17 shél
(12,6%) jelentkeztek hig vizes hasmenéssel (76,B8blyassal (17,6%) jarO megbetegedések,
az apoltak (13/100, 13%), a gondozok (3/35, 8,5%)kgy latogatd kozott. Az indexeset
apoléronek kb. 40-szer volt hasmenése a betegsége aldfl,1Aév atlag életkoru (19-82 év)
betegek kozll 6 férfi (35,3%) és 1 (64,7%) volt. A beteg gondozottak kdzul 10 beteg
(76,9%) szekuritéséhez gondozoi segitség volt sgidss Az otthon két részlegében a szobak
és az otthon lakoinak elhelyezkedését a 19. abratfauA részleg két apolasi egységre
kulondl, 1-13-as és a 14-28-as szobakra. A kétagpelgységben kiulon-kilén apoldi csoport
dolgozik. A jarvany az ets(1-13 szoba) részlegen alakult ki, melyet az irdex apoléh
latott el. A masodik megbetegedett az indexesetdtartozdja volt. I@rendben a szeptember
12-i jarvanycsucsban megbetegedettek (apoltak) ® Z&s 10-es szobakban laktak. A
szeptember 14-i jarvanycsucsban megbetegedettek5,az11, 13-as szobabdl és a

névérszobabhdl keriltek ki.
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19. 4bra A szellemi fogyatékosokat gondoz6 otthon alaprafez el$ apolasi egységben (1-
13 szoba) lezajlott gastroenteritis jarvanyt szémjtjavonallal hataroltuk korbe. Az egyes
helységekben geometriai jelekkel 4brazoltak az eajpqvildgos) és a megbetegedett (sotét)
szemeélyek aszerint, hogy hozzatartozé (haromsazimyozo (négyzet) vagy apoltrol (kor)
van sz0. Az indexesetet sotét négyzetben fehéagsdloli (beteg apolo).

Négy beteg széklet mintajabol molekularis moédstenerovirust nem lehetett
kimutatni JV131/JV12Y primerrel, de egy (25%) apofintdjabdl sapovirusra specifikus
méreti PCR-terméket kaptunk a p289/p290 djel primerrel. A sapovirus
(HUN3739/2008/HUN, FJ844411) és a referencia szekia& alapjan készitett filogenetikai
agrajzot a 20. abra mutatja. A HUN3739 sapoviry9%9os nukleotid azonossagot, 100%-0s
aminosav egyezést mutatott a GI.2 genotipusu REME94/US (U73124) referenciaval és
94%-0s nukleotid azonossagot adott a Potsdam/2@DQJBF294739) szekvenciaval a
vizsgalt 286bp hosszusagu szakaszon. A GenBankdbalhatd legkozelebbi sapovirus az

orosz Nizhny Novgorod/2007/RUS (EU620242) szekwer®i%-os nukleotid azonossagot

mutatott.
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20. abra A gastroenteritis jarvanybdl azonositott sapavir(HUN3739/2008/HUN,
FJ844411, vastagon jeldlve) RNS-fidgBNS polimeraz génrégidjanak 286 bazispar hosszu
szakasza alapjan készilt filogenetikai fa (UPGMA dsrer, MEGA3.1). A sapovirus
genocsoportokat/genotipusokat a jobb oldalon j##6lA hazai virustérzsek (human és sertés)
nevei HUN jelzéssel végdnek. A filogenetikai fa megrajzoldsahoz hasznéferencia
szekvenciak a GenBank adatbazisabdl szarmaznak:po&dp982/JP (U65427);
Houston/86/US  (U95643); Manchester/1995/UK  (X86560Mc114/2004/Thailand
(AY237422); Parkville/1994/US (U73124); Houstonl9&/ (U95644); London/1992/UK
(U95645);  Mc2/2004/Thailand  (AY237419); Hou7-118190/US  (AF435814);
Echimel1107/2002/JP  (DQ058829); SW278/2004/SE =~ (D@32p  NongKhai-
24/2004/Thailand (AY646856); PEC-Cowden/1980/US 18F/60); Potsdam/2000/DE
(AF294739); Nizhny Novgorod/2007/RUS (EU620242); rNalk/1968/US (M87661);
HUNs12/2000/HUN (AF488718); HUNs17/2000/HUN (AF428), HUNs11/2000/HUN
(AF488717); PEC/Swine-1d3/2005/HUN (DQ383274).

Sapovirusok allatokban
e Porcine (sertés) sapovirus
A porcine (sertés) sapovirust (kordbbi néven ,pwcenteric calicivirus” — PEC)
elektronmikroszkoppal fedezték fel az USA-ban, 1886 (Saif et al., 1980), de csak 1999-
ben hataroztak meg a genomjat (Guo et al., 199&ggdlataink kezdetéig tovabbi harom

orszagbdl, Hollandia (GenBank), Dél-Korea (Kim ket 2006) és Venezuela (Martinez et al.,
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2006), szamoltak be porcine sapovirusok genomniskintutatasarol. Megemlitecazonban,
hogy hazankban Nagy és mtsai 1996-ban ,calicivdaesi” viruspartikulakat mutattak ki
elektronmikroszkoppal sertések fécesz mintaibolgfNat al., 1996). A prototipus porcine
sapovirus torzseket, Cowden és LL14/02/US, melydapovirusok GlII genocsoportjaba
tartoznak, diarrheas kismalacokbdl azonositottalyn(F et al., 1988). Ezek a féresi
kiséretek soran is enteralis megbetegedést ésrbstidast okoztak gnotobiotikus sertésekben
(Guo et al.,, 2001a). Tovabbi molekularis vizsgdtatxt vetették fel, hogy sertésekben
korabban nem ismert, ) sapovirus genocsoportokl,(G¥Il és GVIII) is cirkulalhatnak
(Wang et al., 2005b; Yin et al., 2006; Martella &t, 2008). A porcine sapovirus
genocsoportok tovabbi genotipusokra oszthatok.

El6zetesen 17 sertés fécesz mintat vizsgaltunk, medgetbaranyai sertésfarmrol
gyijtottink 2005 marciusaban. A mintdkat a calicivikisRNS-figg RNS polimeraz
(RdRp) régidjara tervezett, univerzalis -calicivirygimerekkel (p289/p290) RT-PCR
modszerrel vizsgaltuk. A PCR-termék mérete sapewvkiesetén 331 bp (Jiang et al., 1999).
A 17 mintadbdl 2 (11,8%) esetben lehetett genebkgpiégye#, porcine (sertés) sapovirust
(swine-1d2/2005/HUN; swine/Id3/2005/HUN, DQ38327Kimutatni ugyanarrol a farmrol,
mely 10-12 napos sertésékszarmazott (18. abra, lasd a sertés noroviruszukisben). Ezek
91% és 82% nukleotid azonossagot mutattak a le¢dddizie (OH-JJ259/00/US) és a
prototipus (Cowden/US) porcine sapovirushoz.

A vizsgalatok az EVENT palyazat (Enteric Virus Egence — New Tools, FP6 SP22-
CT-2004-502571) keretében kiteljesedtek, melynekarso6 eurdpai orszagbdl (Dénia,
Finnorszag, Magyarorszag, Olaszorszag, Szlovéniapésyolorszag) 2004 és 2007 kdzott,
88 sertéstelepl szarmazd 6sszesen 1050 sertés féceszt vizsgdXURCR modszerrel a 4.
tabldzatban megadott primerekkel (4. tablazat).1820 mintdbdl 117-ben (11,1%) lehetett

porcine sapovirust kimutatni RT-PCR modszerrel, yelel kézil 80 esetben a
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nukleotidsorrend meghatarozas is megtortént (dazabh). Ketbs fertozés, azaz ket kilonbdz

sertés sapovirus szekvencia jelenléte ugyanabbamingaban, 7 esetben igazolodott

(kGlbnb6® calicivirus primerek hasznalataval), igy a vizegdlrcine sapovirus szekvenciak

szama 87 lett. A fécesz mintakban a virdgoetulasi gyakorisaga 1,6% (Magyarorszag) és

49,1% (Déania) kozott valtozott. A 88 vizsgalt sef@mbol 39-ben (44,3%) lehetett a porcine

sapovirus jelenlétét igazolni (4. tablazat). Daaraks Spanyolorszagban, ahol tiinetek nélkuli

és diarrhedban szenvedllatok mintai is vizsgalatra kerlltek szignifilsareltérést nem

talaltunk a porcine sapovirus pozitiv mintak ardrayé (14/30, 47% versus 14/27, 52% és

13/113, 12% versus 14/108, 13%).

No. (%) of farms
Names of primers for

No. (%) of [ecal samples

Prevalence

{tey of

No. of sapovirus
sequence|s) confirmed

Country Sampling period A RNA polvmerase region Positive  sapovinus by sequencing
Eroup (reference) Tested  Posfive  Temed  Posiive™ by ame  in feces by igunngmup_
group.  age group distriburiom)
Denmurk:  July and Dec. 2007 23wk  p290 and p28% (10), 2900 K| 21 {68) ¥ 5438 20 667 33, including double
andd p2ET (3) infecuions in 7
sumples (1. V1,
G-12wk SREG and JV33 (23§ 3l 21 (68) 5 18 {3L.6) 7 30 VIL VIIL, IX, X)
1322wk 28 (4u.1) 1 3
Finfand  April and 2-3mb p200 and p2RR u 218) 2 5(%.6) 3 176 S (L, VIIL 1X)
June HNIT A4 mio 0 1]
-6 mi 1 N
Hungary  March 2005, Feh <10 days p2W) and pZas ] 3135 43 T (L&) 4 33 T (I, VI
and March 2007 14wk 0 0
Fma 3 18
fi i ] i
Iy Jan—Junz 2006, 1-3mp p200 and p2RY 15 5(33) 20 14 (6.9) 0 0 6 (VIIL IX.X)
Nov-Dee, 2007 A4 mn 13 276
G-10ma L} 0
11-12 mo 1 T1
1 year i i
Slovenin  Jan—April 2004, <3wk  SRAD nnd V33 S TETS) ER 360434 10 357 3 (UL VIL VIIL X)
Chor 2004 and 41wk 15 66.7
Jim 2005, Muy =L LWk B B3
2005, Drec. 2005
Spain 203 and 2006 <4wk p2% and p2BY 14 1(7) m ez L] 133 1Ty
4 fwk 2 105
0-16 wk 4] EL{
17-24 wk 8 127
=35 wk 1 @1
Towml  Jan 2004-Dec. 20617 {443 1050 1T 87 in 80 unimals {7.6)

P2 and pZak, SRAD and 88
Vi3

“ Information on sampling periods, nge groups, primers, the aumber of wsed and posidve farms, and the aumber of animals per country are shown. Samptes [rom
healihy animals wers collacied in Finland, Hungary, liely, and Stovenin. wherees samples from both healiby and diarrhedc animals were collected in Depmark and Spain,
" Bands with the expected sire were detecied.

“ Towl number of sapovirus-positive specimens

4. tablazat A porcine (sertés) sapovirusok gyakorisaga ssktEcesz mintaiban, 6 eurdpai
orszag, 88 sertesfarmjaban, 2004. januar és 2@@éntber kdzott.
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A 87 porcine sapovirus szekvenciabdl 81-et haszmiéltel tovabbi elemzéshez: 35 (43,2%)
Daniabol, 5 (6,2%) Finnorszagbdl, 7 (8,6%) Magyszagrol, 5 (6,2%) Olaszorszaghal, 28
(34,6%) Szlovéniabol és 1 (1,2%) SpanyolorszagBil @bra) szarmazott. A filogenetikai
elemzés alapjan a porcine sapovirus szekvenciakhtoz genocsoportba kulonitldt el
(21. abra). A sertésekben klasszikusan ismert,galasnkban leggyakoribb GIII (N=41,
50,6%) genocsoport és a feltételezett GVI (N=19%),Z5VII (N=11, 13,6%) és GVIII (N=6,
7,4%) genocsoportok mellett tovabbi két Uj sapavigenocsoport is azonosithatd, a GIX
(N=8, 9,9%) és a GX (N=14, 17,3%) (21. abra). Aenetés alapjan a GlIl genocsoport is két
genetikai vonalra (GIIIA és GIIIB) oszlik. Mind a §enocsoport kimutathaté volt dan
sertésekdl (4. tablazat), a Glll sapovirusok jelenléte pesligrszagban volt igazolhaté.

A porcine (sertés) és human sapovirusok nukleosdaginosav sorrendjének
0sszehasonlitdsa soran (5. tablazat) a legnagyivencia azonossag (maximalisan 66%
aminosav szinten) a GVIII és a human GIV sapovgiersocsoport k6zott lathato (a legkisebb
pedig a GIX és a human sapovirus genocsoportokiioz6

A genocsoport és a sertéesek korcsoportja koz@&mnees azt mutatja (22. abra), hogy
a GlIl genocsoportu sapovirusok az 1 honap akttil-3 honap kozotti és a 3 honap feletti
életkoru allatok féceszmintaiban 78%, 49% ées 0%fbatult eb.

Kettds porcine (sertés) sapovirus 8eds, azaz két kilonbédzgenocsoportba tartozo
sapovirus egyidéjjelenléte a féceszben hét, 12 hétnél fiatalabb ak mintajabdl volt
kimutathat6. A 7 esetlh 6-ban az éallatnak diarrhoeaja volt. Daniaban ésyydrorszagon
azonos porcine sapovirus szekvenciakat lehetetitkiimi, azonos sertésfarmrél szarmazé 4,

illetve 2 allatpar mintai esetében.
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21. 4bra A sapovirusok filogenetikai elemzése a vizsg&latoran Eurépaban kimutatott
porcine (sertés) sapovirusokkal a calicivirusok 28&leotid hosszi RNS-fuggRNS
polimeraz régiéjanak alapjan (UPGMA mddszer, MEGA)3A virusok szarmazasi orszaga
szinkodolt (Dania: vorés, Finnorszag: vilagoskékagyarorszag: kék, Olaszorszag: lila,
Szlovénia: zo6ld, Spanyolorszag: sérga). A sapoekugenocsoportjainak nomenklaturaja
Wang et al., (2005) és Martella et al., (2008) nain&k megtartasaval, ezek figyelembe
vételével tortént. A GI, Gll, GIV és GV sapovirusngcsoportokat emberi fémesekidl
mutattak ki. A sertés eredetsapovirusok a Glll, GVI, GVII, GVII, GIX és GX
genocsoportokba tartoznak. GenBank: PEC/Cowden/U$182760), PECLL14/US
(AY425671), PECIVA36/NL (AY615805), Korean6802 (A82186), London/92/UK
(U95645), HUNs11/2000/HUN  (AF488717), HUNs12/2000Mi (AF488718),
HUNs17/2000/HUN  (AF488720), HUN3739/2008/HUN (FJ844), Sapporo/82/JP
(U77903), Houston/90/US (U95644), Po/SV/YaracuyQlYE (AY633966),
Po/SV/Miranda/2000/VE (AY633963), Po/SV/MirandaZl20VE (AY633965), PEC-
Korean10802 (AY289188), OH-JJ259-00-US (AY826428),-QW270-03-US (AY826426),
SWECI/VAL10/NL (AY615807), OH-MM280-03-US (AY823308) MEX335/1991/MX
(AY157869), PAN-1/78/US (AF091736), 43-06-18-p-3TA (AB221477),
SWECIII/VAL112/NL (AY615814), OH-LL26/2002/US (AY975), OH-JJ681/2000/US
(AY974192), Norwalk (M87661), Mex14917/00/MX (AF4880), Mex340/90/MX
(AF435809), cruiseship/00/US (AY157863), Mcl0/00/THAY237420), C12/00/JP
(AY603425), Hou7-1181-90-US (AF435814), Arg39/Ard\F405715), MEC/1/1999/US
(AF338404), FCV (M86379), NB-like (AY082891), K7JRB221130), SWECII/VA103/NL
(AY615811), MI-QW19-02-US (AY826424).
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%o Identity with the following human sapoviruses:

Genoroup a5 Gl Gl GIV Hou- e
identity K Sapporo/ London/ 7-1181-90- GV Arg39)
patumiter 82/1p PIUK Us i
(UTT003F  (UUS6IS)  (AF43ssiyy  (AFHRTIR)
GIIA (n” = 20)
Nucleotide 5155 52-57 53458 52-56
Amino acid 51-55 5054 50-54 4952
GIIIB (r = 21)
Nucleotide 50-59 54-59 35-60 5355
Amino acid 52-62 5060 5357 4649
GVi(n=1)
Nucleotide 49 50 52 45
Amino acid 41 42 43 12
GVU (n = 11)
Nucleotide 4246 4448 4447 4145
Amino acid 36-38 3541 3642 33-3
GVIII (n = 6)
Nucleotide 50-62 5364 54-65 54-60
Amino acid 52-63 53-65 S5-66 52-55
GIX (n = B)
Nucleotide 4042 3946 4047 4144
Amino acid 3336 33-37 361 29-30
GX (n = 14)
Nucleotide 47-52 4452 456 4148
Amino acid 741 3742 38543 3(-35

< Range of nucleotide and amino acid sequence identities for all sirains se-
guenced on the basis of the sequence of the RNA polymerase region between the
study strains detected in pigs (rows) and the sapovirus genogroup protolype
strains of human origin (columns). Boldface numbers indicate the highest levels
of nucleotide and amino acid sequence identity.

” All study strains (n = §1) in each genogroup, as separated in Fig. 1, were
included for sequence analysis. For homology comparison. the results for the
lowest and the highest nucleotide and amino acid strain identities are indicated
in each cell as a percentage range for ¢ach genogroup.

© GenBank accession numbers are given in parentheses.

4y = number of sequences analyzed.

5. tablazat Az eurdpai porcine (sertés) sapovirusok nukleéidcaminosav hasonlésaga az
RNS-figd RNS polimeraz régié alapjan a sapovirus genocsaipprototipus tagjaihoz.

N=14
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22. abra Az egyes sapovirus genocsoportok prevalenciafg@sskben, életkor szerint, 78
sapovirus torzs alapjan. Az y-tengely a genocsokR@tazalékos (%) prevalencigjat mutatja.
Az egyes oszlopokban, az egyes genocsoportok galizmintak szamat jelentik. Az egyes
korcsoportokban a vizsgalt 6sszes minta szamazapak felett talalhato.
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Nebovirusnemzetség

A nebovirusok aCaliciviridae csalad legujabbNebovirusnemzetségének tagjai,
melyek szarvasmarhaB¢s tauru¥ borjak hasmenéssel jarg, enteralis megbetegdutsei
jatszhatnak koroki szerepet. Két prototipus virasdlewbury-1 (Bo/Newbury1/1976/UK,
DQO013304) és a Nebraska (BEC/NB/80/US, AY082891d)s/(Woode et al., 1978; Smiley et
al., 2002). A viralis kapszid fehérje (VP1) alapjannebovirusok 4 leszarmazasi vonalba
(lineage 1-4) csoportosithatdk (D’Mello et al., 200

Két hasmenéses, itatasos szarvasmaBas (auru} borjutdl szarmazo bélsarmintat
vizsgaltunk molekularis modszerekkel, melyek 20&frilisabdl egy észak-dunantuli (M-
3641) és egy dél-dunantuli (M-3897) szarvasmarbpi@l szarmaztak. A kérékményi
adatok alapjan mindkét allat hasmeneés tinetei kduilott el az alkalmazott gyogykezelés
ellenére. A kdrbonctani vizsgalatot koden (Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal,
Allategészségiigyi Diagnosztikai lgazgatdsag Kapodaboratériumaba, Dr. Nemes Csaba)
— ahol mindkét borjaban heveny oltbgyomor és vebeftyurutot lehetett megfigyelni - a
|épekiBl és a vékonybél-tartalmakbdl bakterioldgiai terpgés tortént. A bélsar mintakbol a
szarvasmarha rota-, és coronavirusok, valaminEscherichia coliF5 fimbria-antigénje,
illetve a cryptosporidiumok kimutatasara is alkadnkd ISA teszttel (Bio-X Digestive ELISA
Kit, Biox Diagnostics) torténtek vizsgalatok, ahat M-3897 mintabdl cryptosporidium
protozoon jelenléte igazolédott. A két mintat ezbvében viralis metagenomikai
mobdszerekkel vizsgéltuk, ahol a 454-pyroszekvenstédn a két bélsar minta egyikéiM-
3641) oOsszesen 29 nebovirus szekvencia darabot teeheazonositani. A
Bo/M3641/2011/HUN (JX018212) nebovirus teljes gej@m453 nt hosszusagu, a nem
kodold 5’ vége 74 nt, mig a 3'vége 67 nt hosszUsAgUORF1 6630 nt (2210 aa), az ORF2
677 nt (225aa). A filogenetikai elemzés alapjan @MB641/2011/HUN virus az dis

leszarmazési vonal (lineage 1) a Newbury-1isxéusok kdzé sorolhato (23. abra).
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23. abra A szarvasmarha nebovirusok nukleotid alapu fihagéai elemzése az 1647 nt
hosszlUsagu kapszid régié (VP1) alapjan. A hazaiMB641/2011/HUN; JX018212) virus
szekvenciajat félkover hietel jeldlve. (Maximum-Likelihood mddszer, Tamura8-model,
MEGADS). Az 4grajzon (bootstrap = 1000) csak az 56Mtti valosziiségi értékeket vannak
jelélve. A filogenetikai csoportok (lineage 1-4) a@grajzon karikazva lathatok. Az 1.
genetikai vonal két prototipus 4gat — NewburytvikeNebraska - szaggatott vonal valasztja el
egymastol.
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PICORNAVIRIDAE

Az ICTV Picornaviridae Study Group hivatalos filogenetikai elemzése &sriamiai
felosztasa 2008-ban a picornavirus nemzetsébdkék szinnel) és az akkor ismert 22
reprezentativ virusfajrél (Knowles et al., 2008R4 abran lathatdé. Az akkor hivatalosan
elfogadott 8 nemzetségAghthovirus, Cardiovirus, Enterovirus, Erbovirusegdtovirus,
Kobuvirus, Parechovirugs Teschovirug mellett tovabbi 4 (j picornavirus nemzetséget
(AvihepatovirusSapelovirusSenecavirusTremoviru$ és 6 Uj virusfajt fogadtak el 2010-ben
(24. abra). [Majd 2013. februarjaban tovabbi 5opiavirus nemzetségDicipivirus,

AquamavirusCosavirusMegrivirusésSalivirug kerilt elfogadasra.]

“Sapeloyirus™ Teschovirus

CHiEge s e hovirus
"Awian sapely o
: ggapelavinust e B Ve
“Hiiman Foring : . Cardiovirus
i . 2 .--. -. = ‘y‘ggﬂ.{ﬂdi ll'l.-fTJE )
——— \ |/ /" “Senecavirus

S&feca Valley virns”

guine rhinitis A virus

Aphthovirus
Bovine enterovi A W‘: : d—n{:u-:hdfsme virus

Porcine entera

Bovine entero

Human enterg i "- 1
Himan enteeovg Eatline rhinitis B virs
Polia = :
Simian e l‘ B s

Human erve
“Simian

Bovine rhinifis B virus"

’\ obuvirus
\‘ B-1i virus
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tan epcephalomysalitis winus"

Parechovirus 2 et
Tremovirus

Ljungan virsg
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24. abra. A picornavirus nemzetségek (N=8) és virusfajok 2088 a P1 kapszid régio

aminosav sorrendje alapjan (Knowles et al., 200®)y tartalmazza a 2010-ben még el nem
fogadott 4 nemzetséget is (macskakdérmok kdzott).
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Vizsgalatainkkal azEnterovirus a Hepatovirus a Kobuvirus a Parechovirusés a
Teschovirus nemzetségek korében kaptunk () adatokat, valarinpotencialisan Uj

picornavirus nemzetséggdiitettiik a picornavirusokrol szolo ismereteket.

Enterovirusnemzetség

Az Enterovirusnemzetségnek 2012-ben 10, jelenleg (2013. febridArglfogadott
virusfaja van: Enterovirus A (EV-A, korabban Hungmerovirus A: HEV-A); Enterovirus B
(EV-B, kordbban Human enterovirus B); EnterovirugE®-C, korabban Human enterovirus
C benne a poliovirusokkal); Enterovirus D (korablbman enterovirus D); Enterovirus E
(korabban Bovine enterovirus 1. BEV1); Enterovirds(korabban Bovine enterovirus
2:BEV2); Enterovirus G (korabban Porcine entera/iBu PEV-B); Enterovirus H (kordbban
Simian enterovirus A), Enterovirus J; Rhinovirus (Korabban Human rhinovirus A);
Rhinovirus B (korabban Human rhinovirus B) és Rhines C (korabban Human rhinovirus
C). A human enterovirusok népes csoportja napjainkis folyamatosandvil. Az egyes
virusfajokon belil, csak a human enterovirusokriddb tmint 202 szerotipusa ismert igen
széles klinikai kor- és tunettannal (leguti betegse encephalitis, aspetikus meningitis, akut
flaccid paralysis stb.).

Porcine (sertés) enterovirus 14 (EV-G3) és 15 (EV4}

Torténelmileg a ,porcine enterovirus” (PEV) kifegs szamtalan picornavirust takart,
melyek k6zos jellemifje az volt, hogy mindegyiket sertésekben izolaltAktaxondmiai
valtozasok e virusokat jeléisen érintették az elmult években. Virusneutralizdesztek
alapjan eredetileg 11 szerotipust (PEV1-11) kilandttek meg (Knowles et al., 1979), mely
tovabbi 2 szerotipussaléwilt (PEV1-13) (Auerbach et al.,, 1994). A kbbi genetikai
elemzések alapjan 10 ,porcine enterovirus” - a PEEs PEV11-13 — az enterovirusoktol

egy Ujonnan megalakitott nemzetségbeTeschovirusnemzetségbe kertlt, mint porcine
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teschovirus (PTV), melyet 11 szerotipusra osztqfak/1-11) (Kaku et al., 2001; Zell et al.,
2001). A maradéek PEV-et két részre osztottak: PEWmAly csak a PEV8-at tartalmazta) és a
PEV-B (melybe a PEV9 és PEV10 tartozott)oli#lit — azaz a PEV8-at - azonban a genetikai
jellegzetességek miatt azékbzben létrehozotSapelovirusnemzetségbe soroltak at (mint
porcine sapelovirus) (Krumbholz et al., 2002). kyporcine enterovirusok kifejezés alatt -
PEV-B névvel (2003. februartdl Enterovirus G) -egutébbi idkig csak a PEV9 (2013.
februartol Enterovirus G1) és a PEV10 (Enterovi@® szerotipusokat értették. E virusok
koroki szerepe, gyakorisaga a sertésekben nemtisnidéziobol és székleth izolaltak oket
1979 és 1990 kozoétt Anglidban (Knowles et al., )9Tlaszorszagban (Caracappa et al.,
1985) és Japanban (Honda et al., 1990).

2008 novemberben 45 fécesz és 45 vérszérum migydjtottink parban
egészségesnek latszé 10 napos (N=15/15), 4 hete$5(db) és 3 honapos (N=15/15)
sertéseldl (Sus scrofa domestigagy kelet-magyarorszagi sertés farmrol (EbeshiAtakat
a Human enterovirus A-B-C-D virusfajok 5’UTR régdiig altalunk tervezett (UnivEntero-
5UTR-R: 5-ATTGTCACCATAAGCAGCCA, UnivEntero-5UTR-F5-GTACCYTTGTR
CGCCTGTT) primerekkel vizsgaltuk RT-PCR modszer#l.10 napos allatok 15 fécesz
mintaja kozul 6 (40%) esetben kaptunk megtelakreti PCR-terméket, mas minta esetében
termék nem volt lathaté. Mind a 6 szekvencia 82%arbnossagot mutatott a prototipus
PEV10 5'UTR régiojanak nukleotid sorrendjével. Mirl 6 minta VP1 régidjat is
meghataroztuk, melyek nukleotid azonossaga egym&®fh, a PEV-10 virushoz 66% volt.
Egy virus (K23/2008/HUN, HQ702854) teljes genonmegghataroztuk, mely 7391 nt hosszu
a poly(A) vég nélkil. Az 5’ vég 809 nt, a polyprintekddold régié 6507 nt (2168 aa), a 3’
UTR 75 nt hosszu. Az 5’UTR masodlagos szerkezeteriitt a PEV9 és PEV10 virusokéhoz.
A P1 régio nt és aa azonossaga a prototipus PEXS{410/73) és PEV10 (LP 54/UK/75)

virusokhoz 68%/75% és 66%/72%. A prototipusoktdinkabb eltéf genomrész, az
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immunodominans VPL1 régio, ahol az eltérés 39-40%€sXletes szekvencia- és filogenetikai
(25. abra) elemzések alapjan a K23/2008/HUN egpodgine enterovirus geno(szero)tipust

(PEV14) képviselhet, melynek neve 2013. febru&ttikrovirus G3 (EV-G3).

2011 Aprilisaban 10 fécesz mintatugyttink egészségesnek latszd, 6-8 hetes

vaddisznoktol $us scrofp egy deélnyugat-magyarorszagi allatparkbdl 6gBenfa). A

vadmalacoknak hazi sertéssel nem volt kapcsol@tukintdkat a Human enterovirus A-B-C-
D virusfajok 5’'UTR reégidjara altalunk tervezett (MBntero-5UTR-R/UnivEntero-5UTR-F)
primerekkel vizsgalatuk RT-PCR modszerrel. Ot (5088t esetében kaptunk megfélel

mérefi PCR-terméket, melyek nukleotid azonossaga 86%avBEV14-hez.
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25. abra Az Enterovirusnemzetség P1 régiéjanak aminosav sorrendje aldfgénitett
filogenetikai elemzés. Az (j porcine enterovirusREV14 hézi sertésb és PEV15
vaddisznébdl) a PEV-B fajban talalhatok (Maximunkeélihood modszer, Jones-Taylor-

Thorrnton matrix model, N=1000 ismétlés, MEGAS paig).
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egymashoz 99%, a PEV14-hez 66% volt. Egy virus (WBD1/HUN, JN807387) teljes
genomjat meghataroztuk metagenomikai/pyroszekver@dgprimer walking” médszerrel. A
virusgenom 7387 nt hosszu a poly(A) vég nélkil.5Azég 811 nt, a polyproteint kodold
régio 6507 nt (2168 aa), a 3' UTR 68 nt hosszuegrletes szekvencia- és filogenetikai (25.
abra) elemzések alapjan a WBD/2011/HUN egy Uj percénterovirus geno(szero)tipust
(PEV15) képviselhet, melynek neve 2013. febru&ttikrovirus G4 (EV-G4).

Ovine (juh) enterovirus (EV-G5)

2009. méarciusaban és 2010 aprilisaban, 8-8 fécastAnyyjtottlink egészségesnek
latszd, 3 hetes baranyoktabvs arieg egy kdzép-magyarorszagi birkafarmrol (Tarnok). A
telepen magyar merino anyajuhokat paroztattak néfed&etefefi has-kosokkal. A
baranyoknak hazi sertéssel és szarvasmarhaval okrkapcsolatuk. A mintakat a Human
enterovirus A-B-C-D virusfajok 5’UTR régidjara (Wiintero-5UTR-R/UnivEntero-5UTR-
F), illetve a bovine-, ovine-, possum- és paladkatelfinsl kimutatott enterovirusok 5’'UTR
régiojara altalunk tervezett (NonHumanEntero-5UTRERCRGAGCTACCACTGGGGT/
NonHumanEntero-5UTR-F: 5’- GGGAGTAGTCCGACTCCG) perakkel vizsgalatuk RT-
PCR moddszerrel. Az UnivEntero-5UTR-R/UnivEntero-3R)F primerekkel nem, de a
NonHumanEntero-5UTR-R/F primerekkel 7 (44%) mintalf@009-&l 1, 2010-6l 6)
kaptunk megfelél méreti PCR-terméket. A szekvencidk 85-90%-0s nukleotidhagsagot
mutattak a bovine enterovirusok (BEV) 5'UTR régima (26. abra) (egymashoz a
hasonldsag 93-100%) és az 5’'UTR masodlagos szaekegg az egyben felrajzolhaté a BEV
5'UTR szekvenciak alapjan (abra nélkil). Az ovinategovirus (OEV-1, ovine/TB4-
OEV/2009/HUN; JQ277724) teljes genomja 7408 nt b(p) vég nélkil. A kbédolo régiod
6519 nt, mely 2172 aa hosszu polyproteint kodot @30 aa; P2: 578 aa; P3: 755 aa). Az

5'UTR 815 nt, a 3'UTR 74 nt hosszu. Meglepetésreszakvencia elemzések alapjan, a
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kodolo régiok viszont nem a bovine enterovirush&E\(), hanem a porcine (sertés)

enterovirusokhoz (PEV-B) hasonlitanak jobban (®rajg Az OEV1 nt/aa azonosaga a PEV-

10-hez a P1, P2 és P3 régiokban 65/75%, 73/83%/89%, mikozben a legktzelebbi BEV-

hez (HQ663846) ugyanezen régiokban csak 61/61%46d s 65/74%.
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26. abra A human (HEV), simian (SEV), bovine (BEV), porei(PEV-B) entero-, és human
rhinovirusok (HRV) 5’'UTR (nem kodolo) régidinakdienetikai elemzése (Neighbor-Joining
modszer, Jukes-Cantor model, MEGA 5; N=1000 ism§tld BEV és PEV-B virusfajok
szurke alapszinnel

vannak jeldlve.

Az ovine entemsv (OEV-1;
OEV/2009/HUN; JQ277724) vastag el és nyillal jeldlt.

ovine/TB4-
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27. abra Az enterovirusok P1 (a) és P2P3 (b) kédolo6 régigiinosav szekvenciai alapjan
készitett filogenetikai elemzései (Maximum Likeldtb modszer, Jones-Taylor-Thornton
matrix-alapi model, MEGAS5; N=1000 ismétlés). A Jéka kdvetkeZ szero-/genotipus név,
strain név — zarogjelben -, GenBank szam — szogitegelben. Minden abrazolt enterovirus
faj homolég és heterolég szerotipusokat is tartalm@dz ovine enterovirus (OEV-1,
ovine/TB4-OEV/2009/HUN; JQ277724) vastagihet és nyillal jeldlt.

A filogenetikai elemzések (26.-27. abrak), és komebinicids elemzések (SimPlot,
Bootscanning elemzés) (28. abra) edyeredményei azt mutatjak, hogy az OEV-1 egy
rekombinans enterovirus, melynek 5’UTR régidja avBiez, a kddold és 3'UTR régidi a

PEV-hez A&llnak kozelebb, jelezve a virus intergmec{fajok kodzotti) rekombinaciés
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természetét. A rekombinacio lehetséges toréspantglemzések alapjan az 5’UTR és a VP4
régio hataran az OEV-1 (2013. februartdl Enteravi@b, EV-G5) 814. nt pozicidjaban a

legvaldsziribb (29. abra).
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28. abra. Az ovine enterovirus 1 (OEV-1; ovine/TB4-OEV/2009N; JQ277724) teljes
genomjanak bootscanning elemzése a lehetségesgamekvenciakkal - vords vonal: PEV-
10 (LP54/UK/75, AF363455); kék vonal: BEV-2 (BJOOHQ663846) — és ks
referenciaval (outgroup), sarga vonal: huméan pdlis/1 (Mahoney; V01149). (window size:
400 nt, step size 20 nt). A rekombinacié pontjaék s piros vonal kereszteléséeben
lehetséges.
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29. dbra. Az OEV-1 (JQ277724), a PEV-10 (LP54/UK/75; AF363%85 a BEV-2 (BJOO1;
HQ663846) 5’UTR/VP4 régié hataranak nukleotid iigse. a) A fekete nyil a transzlacio
kezdbpontjat (ATG/AUG) jel6li. A piros nyil a 814. nt pidt jeldli. b) A PEV-10 érintett
szekvenciaban konzervativ adenin dinukleotidot (A&idli mindkét abran, mely a negativ
szalu RNS szintézis soran a rekombinacio kulcspdeljet (,template switch”).
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Human enterovirus C109 (EV-C109)

A human enterovirus C109 (EV-C109) egy Nicaragualagy gyermekkori Iéguti
fertézésldl 2008-ban kimutatott Uj rekombinans enteroviruezWiak et al., 2010), mely a
HEV-C (ma Enterovirus C) virusfajba tartozik (a &lidrégio alapjan). A virus érdekessége,
hogy a nem kddolo, 5’'UTR régio valdsitieg egy interspecies rekombinacié eredményekent
a HEV-A virusfajbdl szarmazik. Az EV-C109-et eddigashonnan nem mutattak Kki.
Vizsgalatunk soran 92 nasopharyngedlis aspiratumoggaltunk - elbb UNIV-kobu-
R/UNIV-kobu-F primerparral (lasd kékb), majd az EV-C109-re specifikus VP1 primerekkel
(123F/363R, Yozwiak et al., 2010) RT-PCR modszemadlyek 10 éven aluli, also és f&ls
léguti ferzésben (rhinitis, pharingitis, tracheitis, bronishitcroup, pneumonia) szenved
gyermekekil lettek véve a Kaposi Mér Oktatdé Korhaz Pulmonad@sztalyan (Mosdos). A
mintakat 2 léguti szezonban (2005/2006 és 2006/20Ribber és majus kdzott @yottik
(betegtdjekoztatast kowen) és dizetesen molekularis modszerekkel human
metapneumovirusra (Reuter et al., 2006a), A épisti influenzavirusra (Pankovics et al.,
2009), Iéguti oriassejtes virusra (RSV) (Pankoetsl., 2009), anellovirusra (Burian et al.,
2011), coronavirusokra, adenovirusra, bocavirusrah&éovirusra is megvizsgaltunk. Egy
(1,1%) mintabol (dibb az UNIV-kobu R/UNIV-kobu F primerpéarral és szehdalassal
aspecifikusan), majd a 123F/363R primerparral $pesan EV-C109-et sikertlt kimutatni,
egy 2,5 éves fiu, lazzal (38,1°C), kbhogéssel (bindis), orrfolyassal jar6 megbetegedésdéb
2007. januarjaban. A fizikalis és rontgen vizsgaktpjan a megbetegedés pneumaoniaval
szowdott. Keét heéttel k&bb a gyermek a korhazbdl gyogyultan tavozott. Auwir
(L87/HUN/2007; JN900470) teljes genomjat (7354mbBghataroztuk, mely a VP1 régidéban
92/96% nt/aa azonossagot mutat a prototipus EV-Q#@IANICA08-4327; GQ865517). Az

5'UTR 663 nt hosszu és 96%-ban azonos a prototifjushoz, mely azt jelenti, hogy a két
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virus rekombinaciés mintazata egyezik: EV-A a nedddto6 régioban és EV-C a kodolo és a

3'UTR régioban.

Hepatovirusnemzetség

Hepatitis A virus

A hepatitis A virus (HAV) feiizést, mint kérképet az emberiség mar hosszu ideje
ismeri. Régota megfel&l(szeroldgiai) modszerekkel rendelkeziink aéess igazolasara, és
oltbanyag is rendelkezésre all a hatékony néegshez. A picornavirust — mely a
Hepatovirus nemzetség egyetlen ismert tagja - 1973-ban Feiastés munkatarsai
azonositottak (immun)elektronmikroszképos vizsgalaf-einstone et al., 1973). Mindez a
molekularis éra megjelenéséttlmar megtortént, ezért a legutobbbkdy a hepatitis A virus
genetikai valtozatossaga, molekularis epidemiojagiélé keveés figyelem fordult. A HAV-
nak egy szerotipusa van, de jelenleg 7 (I-VIl) dgnst kilonitenek el a szerkezeti fehérjéek
alapjan (Hollinger et al., 2007). Az I, 11, Ill 481 genotipusba tartoz6 virusokat emb#rfa
tobbit ovilagi majmokbdl) azonositottak, melyek kbaz | és Il genotipus tovabbi két-két
szubgenotipusba (IA és IB, valamint llIA és llIB)relhatok. Az emberi HAV-ok tobbsége
az l-es genotipusba tartozik (Hollinger et al., 200

Magyarorszagon a bejelentett megbetegedések sziikken, az incidencia azonban
jelens foldrajzi eltéréseket mutat. Eszak-Kelet Magyszag a HAV szempontjabol
tovabbra is endémias vidéknek (52,2/10000) tekinthet (hazai atlag 3,8/1000005,f
Dunantual <1/1000006f 2003-ban). Az 1960-as évekbeli évi ~16.000 es0@0-es évek
elején 1000 al4, 2005-ben 500 ala csokkent (3@)aBezel egyidben a szeroprevalencia is
csokkent (Pohl et al., 2001), a fogékony popula@gysaga ezzel aranyban noévekedett. Ez
azzal a veszéllyel jar(hat), hogy jarvanyok alakulrki, a ferbz6dés a késbbi életkorra

tolodik, és igy gyakrabban jar tiinetekkel. HAV g@piaalas hazankban még nem tortént.

70



2000
1800 .
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

O heveny fertézo hepatitis

M hepatitis A virus-fertozes

egetszam

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

30. abra A nyilvantartott heveny hepatitis és hepatitis Arus-ferbzések szama
Magyarorszagon 1997 és 2012 kodzétt (az OEK Epinifioii kiadvany éves jelentéseinek
szamadatai alapjan).

2003. januér és 2013. februar kdzott 6sszesen B58l6giai moédszerrel (HAV IgM
ELISA) hepatitis A virus-fefizésnek igazolt heveny hepatitisben szefivedeteg
szérummintdjat vizsgaltuk az orszag kulorbaészébl (endémids és endémiasnak nem
tekinthet tertlet6l), jarvanyokbdl és szérvanyos (importalt és utheasnem kotheé)
tervezett primerek (Robertson et al., 1992) segéeel mutattuk ki RT-PCR mddszerrel. A
specifikus mérét PCR-termékeket (360 nt) szekvenaltunk (majd valmganintdkon a HAV
teljes VP1 szekvenciéit is meghataroztuk).

A 358 szérum mintabdl 24%b(69,6%) sikerllt a virdlis nukleinsav kimutatdRa-
PCR modszerrel. A 130 szorvanyos eset mellett 44 ANTSZ jarvanyugyi osztalyai altal -
HAV jarvanyként kezelt esethalmozédasbdl (31. alitajént meg a virdlis nukleinsav
szekvenciajanak meghatarozasa, mely mindegyikegeestipusi HAV-t igazolt (32. abra).
Az egyes jarvanyokhoz tartozé esetéklbgymassal 100%-ban egyenukleotidsorrend
HAV-t lehetett kimutatni, molekularis szinten isagplva az esetek kdzotti kapcsolatot. (Ezért

a tovabbi elemzéshez e 14 HAV jarvanybdl csak zekeenciat vettink figyelembe).
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1 Pécs, 2003
2 Kazsmark, 2004
3 Hajduboszérmeny, 2004
4 Sajopetri, 2005
5 Encs, 2005
6 Istvandi, 2006
7 Uny, 2006
8 Devecser, 2007
9 Dunafoldvar, 2007
10 Nyirmihalydi, 2007
11 Monor, 2008
12 Cegléd, 2010
13 Siofok, 2010
14 Budapest, 2012

31. 4bra Hepatitis A virus okozta jarvanyok helyszinei drdizban 2003 és 2013 kozott,
melyekl®l a virdlis genom meghatarozasra kerilt. A fekdie &z IA genotipusu, a fekete
négyzet az IB genotipusu HAV jarvanyokat jeloli.

Az epidemioldgiailag szoérvanyosnak tekintett hal#&V esetek (N=130) és a 14
HAV jarvanybol szarmazo HAV szekvenciak filogeneiilelemzése — és dsszehasonlitasa
kilénbod foldrajzi régidkbol szarmazo HAV-okkal - a 32. abdathaté. A 14 HAV jarvany
kozal 11-et IA, mig 3-at IB genotipust HAV okoz@&l. és 32. abrak). A Dunatol keletre
csak IA genotipusi HAV-t lehetett kimutatni (31.ra@b A hazai HAV-ok szekvencia
elemzése alapjan jol elkilonitbetegy IA genotipusi endémidas HAV Eszak-kelet
Magyarorszagon, mely a szorvanyosnak tekintett miegiedések mellett ddbl-idére
jarvanyokat is okoz a térségben (illetve onnan &iéa az orszagban). Az IA genotipuson
belul egy dél-alfoldi HAV ag is elkulonith&tvolt 2004 és 2007 kozott (32. abra). Az
anamneézissel kulféldr importalt HAV megbetegedések a hazai esétekiszonylag jol
megkulonboztethék (32. abra). Braziliabdl (I1A), Ukrajnabdol (IA), Eigptombdl (IB),
Spanyolorszagbol (IB) és Romaniabol (IB) importBlAV fert6zéseket azonositottunk.

Kllénésen az IB genotipusu HAV-ok kozott jellegzaete elkilonithét vonalat képvisel az
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désekBl kimutatott hepatitis A
virusok (jelolése: HUN-A...)
filogenetikai elemzése a refe-
rencia hepatitis A virusokkal
dsszehasonlitva a 320 nukleotid
hosszisagu VP1-2A  kapocs
régiok alapjan (neighbor-joining
mobdszer, Jukes-Cantor korrek-
cios rata, MEGAS). Az ismert
importalt esetek nyillal, a
jarvanyokbdl kimutatott HAV a
helyszin és az év megadasaval
jeloltek a 31. abra alapjan. (Kis
abra a jobb fels sarokban: az
IA genotipusu hazai HAV-ok az
egyes foldészekt ismert HAV-
ok koérében:Norder H. 2009,
szivességeéti nem publikalt
adaj
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Egyiptombdl (altalaban foldkdzi tengeri?), turistakal importalt hazai (és ezzel eg§imbn
eurdpai) esetek. Az IB egy masik aga (32. abra) &vaMbol kerilt be hazankba igazolhatéan
két alkalommal, melyek kézil az egyik szérodvarkddt jarvanyt okozott a Dél-Dunantulon.

Ez az ,Istvandi” néven 2006-ban elhirestlt HAV gimy kilon kiemelést erdemel,
melynek ,real-time” molekularis epidemiolégiai feldozasa, és az 6sszeflggések részletes
eés korszdr laboratoriumi modszerekkel valo feltarasa ravildigi ) epidemiologiai
kovetkeztetések levonhatdésagara és a hazai jarggngiunka Ujragondolasara. 2006. junius
6.-an (23. naptari hét) az ANTSZ Tolna Megyei Jawdyi Osztalya jelezte
Laboratériumunknak, hogy az itt folyd6 HAV molekukr epidemioldgiai vizsgalatok
elésegitése erdekében egy HAV IgM-pozitiv szérum nhiktdd el tovabbi elemzésre egy
frissen diagnosztizalt, egyedi hepatitis A deésldl, Dombovarrdl (Tolna megye) (33. abra).
A mintabdl IB szubgenotipust HAV virus volt kimdiatd. A 4 éves beteg fill és csaladja
roman allampolgarok voltak, rossz szocialis koringek k6zott vandor életmaodot folytattak,
és hazal6 kereskedéssel foglalkoztak az orszalgtén

Harom hét mulva, 2006. juliusban (26.-27. hét) pdtiis megbetegedést észleltek
Szigetvaron (Baranya megye) (33. abra). A mintakiobutatott virus genetikailag 100%-ban
megegyezett a Dombdvarrdl kimutatott virussal @@a). A két fii (17 és 18 éves) és egy
leany beteg (18 éves) jO0 szocialis és higienésyanetben éltek. A 18 éves fil gyakorlati
képzésen vett részt egy pécsi cukrdszdaban azéokishid alatt. A 17 éves fil fezése
sulyos lefolyasu volt, tobbszori peritonedlis disi kdveten a majtranszplantacio is
felmertlt. Anamnézisében nem intravéndas kabitdsasznalat szerepelt. Azdiden és térben
osszeflig§ 4 eset, valamint a kimutatott genetikailag azok@okoz6 miatt a febizéseket
2006. julius elején hepatitis A virus jarvanykémtékelte és kezelte az ANTSZ Baranya
Megyei Intézete Jarvanyugyi Osztalya. A szigetvdmegbetegedésekkel dsszefliggésben

feltart 103 exponalt személ§t06-an részesiltek passziv oltasban.
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33. abra A dél-dunantuli hepatitis A virus okozta jarvgawanygorbéje a megbetegedettek
lakhelye szerint 2006. junius és december kozgitanaheti (X-tengely) bontasban. Az Y-
tengely a betegek szamaét, a nyil az indexeset#t jel

Harom hét mulva 2006. augusztus 2.-an (30. hégigefvartdl (Baranya megye) 12
km-re — a 6-0s dkozlekedési uton - fekv Istvandibdl (Somogy megye) jelentettek két
hepatitis esetet, majd Gjabb 2 hét elteltével (82FH&t) mar kiterjedt hepatitis A jarvanyt (33.
abra). A korokoz6 genetikailag 100%-ban egyezedlombovari és szigetvari esetékb
kimutatott virus-szekvenciakkal (34. abra). OsszeS6 (8,3%) megbetegedés tortént az
exponalt 675ds falu lakosai kdz6tt. Minden 12. lakos Kklinikangieket mutatott. A telepulés
érintett lakoi rossz szocialis és higieénés korulyedn kozott élnek, a hazak egy része

mellékhelységgel sem rendelkezett. Istvandibane$esz 668 passziv €s 66 aktiv oltbanyagot

hasznaltak fel.
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34. abra A dél-dunantuli hepatitis A virus okozta jarvadylazonositott IB szubgenotipusu
virus HAV/Transdanubia/2006/HUN (EF190998) filogek& elemzése egyes hazai
endémias és referencia hepatitis A virusokkal desnlitva a 320 nukleotid hosszusagu
VP1-2A kapocs-régiok alapjan (neighbor-joining nuiels Jukes-Cantor korrekcids rata,
MEGADb). A nyil az index esetet jeldli.

A 36.-37. héitl a virus Istvandibdl a kornyéz majd tavolabbi telepulésekre is
atterjedt (33. és 35. abrak).sréndben dlbb somogy megyei, majd novemigrelsésorban

baranya megyei telepuléseket érintett a jarvanyweNuer-decemberben a virus a horvat

hatar mentén (Ormansag) terjedt kelet felé Dél-Bgahan (35. abra).
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35. dbra A hepatitis A jarvany foldrajzi terjedése a Dé@miantalon a molekularis
epidemioldgiai eredmények alapjan 2006. junius ésechber k6zott. A korok atmige a
megadott értékkel thaz adott telepllésen megbetegedett személyek sdafiiggoen; a
korok szinének tonusa, pedig adhdn ebrehaladva sététlll az adott telepulésen tortéwt els
megbetegedés idejét figyelembe véve.

2006. december 31.-ig 23 telepllésen Osszesen Admeéyy szérum mintdjabol
sikeriilt HAV IgM ellenanyagot kimutatni (646n55,7% és 51 feérfi, 44,3%). A betegek
atlagéletkora 18 év volt (17 hénap-80 év). A féfiatlagéletkora 19,6 év, mig akn
atlagéletkora 16,8 év volt. A6k korében a legtbbb férzott a 9-12 éves (N=15)
korcsoportba, a férfiak esetén a 3-9 éves (N=14p é¥-27 éves (N=14) korcsoportba
tartozott. Minden (100%) beteget kérhazban kezeltekfertozés atvitelében a kdzvetlen
kontaktusnak volt etglleges szerepe. Osszesen 2067 passziv (kB@K)fés 3623 aktiv
oltéanyag kerllt felhnasznélasra a jarvany sorapagsziv oltas ellenére 44 (2,8%) személy
betegedett meg, ez a tlineteket mutatd betegek 38,2944 személy atlagosan 9 nappal (1-
33 nap) a tiinetek megjelenéséttekapta meg a passziv oltast.

A Kaposi Mor Oktatdé Kérhazban 2006. julius 31. €9& oktober 31. kdzott kezelt

dsszesen 79 betegek klinikai jellegzetességeiemexztik. A 47 (59%) hés 32 (41%) feérfi
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atlagéletkora 16,3 év (1-60 év) volt. Az &lfinetek jelentkezését koven a betegek
atlagosan 3 nap (1-10 nap) mulva fordultak hazisimea, majd kertltek kérhazi felvételre.
Leggyakoribb panaszok a hasi fajdalom (52; 65,8%¢melygés, hanyinger (51; 64,6%), a
hanyas (44; 55,7%), a teéthérseklet emelkedése (40; 50,6%) és az étvagysaja(¥b;
57%) volt. Harminchét (44,5%) betegnél a subicteris a vezei tinet. Fejfajas 5 (6,3%),
hasmenés 3 (3,8%), anuria 1 (1,2%) betegnél jedeptk Fizikalis vizsgalattal 45 (54,4%)
betegnél hepatomegalia, 37 (46,8%) esetben klinddapasag és 35 (44,3%) betegnél
epigastrialis, jobb bordaiv alatti hasi nyomaséengkeég volt észlelhé&t Tizenegy (13,9%)
beteg esetén fizikalis eltérés nem volt. A klinika&miai laboratériumi vizsgalatokkal a
maximalis GOT értékek atlaga 1847 I1U/l (61 1U/I-491U/1), a GPT 2379 1U/l (66 1U/I-
8898IU/1) volt, mely a betegek 89,9%-nal (71 betaglelvételkor volt a legmagasabb. A
maximalis seBi ertékek atlaga 13i80l/l (4 umol/l-407 umol/l) volt. A betegek 43%-anal
(34 eset) a felvételkor mért emelkedett seBi segyenletes csokkent az apolas soran. Ezzel
szemben a betegek tobb mint felénél (50,6%; 40 esak atlagosan a 6. apolasi napon (3-10
nap) érte el a seBi szint a cslcsot. Ot esetbed¥%{6a seBi szint mindvégig a normal
tartomanyban maradt. Az ALP, illetve az LDH értéketelvételkor voltak a legmagasabbak
(ALP: 1144 [U/1, 407 1U/1-8346 1U/l; LDH: 854 1U/1162 1U/I-2292 1U/l). AyGT szint csak
kis mértekben voltak emelkedettek (221 1U/l, 22 HUL25 1U/l). Minden beteg tlneti és
silymarin kezelésben részesiilt, valamint 1,2 feldliR érték miatt 56 (70,9%) beteg kapott
K-vitamint. A betegek kérhazi elbocsatasa panasteseasetben kerllt sor, amikor a seBi
szint 90umol/l ala és a transzaminaz érték 500 U/ ala kedtek. Az elbocsatast koven 2
hét mulva 54 (68,35%) betegnél tortént kontrollok&toriumi vizsgalat. A GOT éatlaga 46,9
U/l (19 1U/I-129 1U/l) a GPT atlaga 62,9 U/l (1)/I-177 1U/l), a SeBi atlaga 18mol/l (5
umol/I-55 pmol/l) volt. Négy (5,1%) beteg esetében a 100 feltti transzaminaz értékek

miatt tovabbi két hét mulva ismételt kontroll vizéatra volt sziikség. Ekkor a 48 (75%)
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betegnél a transzaminaz értékek mar 100 1U/I ad@kentek. A 79 beteg atlagosan 9,4 napig
(5-16 nap) volt kérhazban. Két sZiiiményes megbetegedés volt. Az egyik egy 42 éves,
alkoholbeteg ferfi volt, aki a felvételét kowed. napon 408mol/l seBi és 10,6 INR ertékek,
tudatzavar miatt intenziv osztalyra kerult, ahalhézi kezelésének 10. napjan gyomorvérzes
miatt elhunyt. A masik egy ugyancsak alkoholt foggta, ismert cisztas majbetegségben
szenved 60 éves ferfi volt. Anurids panaszok, icterus {s883 umol/l) és hepatorenalis
szindréma miatt hemodializis kezelést kapott. Adtagavult.

A jarvany soran 6sszesen 39 (33,9%) HAV IgM pozgrérum mintat vizsgaltunk
RT-PCR modszerrel. A 39%b 30 (76,9%) mintabdl sikerllt a virdlis RNS kimtésa.
Huszonhat reprezentativan valogatott PCR-pozitivtéhiol hataroztuk meg szekvenalassal a
virus 320 nukleotid hosszusagu nukleotid sorrendij@den szekvencia genetikailag 100%-
ban azonos volt (34. abra). A virus (HAV/Transdaa(#®06/HUN, EF190998) az IB
szubgenotipusba tartozott, genetikai allomanyazagalt VP1/2A régidban 100%-ban egy
2002-ben az olaszorszagi Bariban kimutatott (Cmieort al., 2004) 0j, varians hepatitis A
viruséval (IT-MAR-02, AY294047) egyezett meg (34. bra. A
HAV/Transdanubia/2006/HUN 99%-0s nukleotid azongssanutat (3 szinonim nukleotid
eltérés) a 2003-ban Pécsett esethalmozodast okA¥ovitussal (HAV/Pecs-10/2003/HUN,

DQ163904).

Kobuvirusnemzetség

A kobuvirust (Aichi virus, 2003. februartdichivirus A virusfaj) a japan Aichi
Prefekturdban 1989-ben lezajlott, kagyl6fogyasziaskothet gastroenteritis jarvanybodl
szarmazé szeklet mintdkbol izolaltakstor (Yamashita et al., 1991). A genetikai &llomany
meghatarozasat (Yamashita et al., 1998) kKibret1l999-ben az UKobuvirus(kobu=dudor,

japan) nemzetséget alkottak meg a szamd&teanaviridaecsaladban. 2003-ban ugyanez a
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japan kutatocsoport irta le a nemzetség masodiat fdy-1, bovine kobuvirus; 2013.
februartol Aichivirus Bvirusfaj) szovettenyészetben, illetve szarvasnkafbééesz mintaibol
(Yamashita et al., 2003). Erdekességként megertdjthegy 1991 és 2006 kozott a japan
kutatécsoporton Kivil a kobuvirusok senkinek seiteték fel az érdekidését. Bar 2000-
2002 kozott megkiséreltiik az Aichi virus kimutata&&r-PCR modszerrel szérvanyos
gyermekkori és jarvanyos gastroenteritisdkbazankban — még a prototipus Aichi virust
(A846/88) is megkaptuk Dr. Teruo Yamashita szivgék#d — de ez sikerrel nem jart. 2008-
ban azonban egy véletlen folytan visszakanyarodéaukébuvirusokhoz...

Porcine (sertés) kobuvirus

Mikdzben sertésekSus scrofa domestizdécesz mintaibdl calicivirusokat kerestiink
RT-PCR modszerrel — a sertés calicivirusoknal iszérint — az egyik kelet-magyarorszagi
farm (Ebes) mintaibol aspecifikus, de konzekvensetid® CR-termékek nagy szamara (35%;
21/60 minta) lettink figyelmesek (36. és 57. ahréky 1065nt hosszU szekvenciak a

legkdzelebbi nt/aa azonossagot az Aichi virush8%d(70%) €s a bovine (szarvasmarha)

36. abra A sertés kobuvirus éls— véletlen - kimutatdsa RT-PCR maodszerrel p283p29
calicivirus primerekkel sertések bélsar mintéiledhidium-bromiddal festett, negativ agar6z-
gélelektroforetikus képen: a sertés sapovirusraiffpes (S: 331nt) és nem specifikus
(K:~1100nt) mérdt PCR-termékek agardz gélelektroforetikus képe. i specifikus ~1100
nt méreti termékek (1., 3., 4. és 5. lyukak) szekvenciamwane kobuvirushoz és az Aichi
DNA Ladder (Promega); 5. lyuk: sertés sapovirusa¥es kobuvirus tarsfémés. (Tovabbi,
~1100 nt hosszusagu aspecifikus PCR-termeékek ésgamnrol szarmazoé bélsar mintakbol az
57. 4bran is lathatoak.)
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kobuvirushoz (73%/69%) mutattak a GenBank adatbéaisosszehasonlitva. A sertékb
kimutatott kobuvirus - porcine (sertés) kobuvira$-BUN/2007/Hungary; EU787450 (2003.
februartol elfogadott virusfajichivirus Q - teljes genomja 8210nt a poly(A) farok nélkul.
Az egyes génregibi és ezek dsszehasonlitasa az Arashoz és a bovine kobuvirushoz az
37. abran lathatd. A porcine kobuvirus (S-1-HUNp&6 régidja 7467nt (2488aa) hosszu,
mely 57%/56% és 63%/64% nt/aa atlagos azonossagiatt mz Aichi virushoz és a bovine
kobuvirushoz. A kddolo régioban jelen van az L dka fehérje, a VPO pedig - a masik két
kobuvirushoz hasonléan - nem hasitdédik VP4 és \@P2rjekre. Jelets eltéres figyelhét
meg a 2B régidban, mely porcine kobuvirus esetéalt@az egy 2x90nt hosszu (2x30aa)
tandem ismétlds szekvenciat (AANRVAESIETTAS(/T)V(/A)VREADL ARSTLNSM),
mely jelentsen noveli e régio és fehérje hosszat. A 2B fehérekcidja nem ismert
kobuvirusban, analdgidk alapjan elképzéihehogy a sejtmembranokon keresztili
transzportban vehet részt, mint ,viroporin”. A 28 és 3D régiok kodoljak a viralis enzim

centrumok konzervativ aminosav motivumait.
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37. abra A porcine (sertés) kobuvirus (S-1-HUN) genomjafed&pitése é€s dsszehasonlitasa
az Aichi virussal és a bovine (szarvasmarha) kahasal. P1 a strukturdlis fehérjéket, a P2 és
P3 a nem strukturdlis fehérjék kddolo régioit jéleA génkazettakban a félszam az adott
régié nukleotid, az alsé szam az aminosav hossalisdljp meg. Az egyes régiok nukleotid
€s aminosav (nt/aa) hasonlosaga a felrajzolt ppatsdk kozott lathatd. A lehetséges N-
terminalis fehérje vagasi helyek az egyes régidéradelett talalhato.

*: 30 aminosav (90 nukleotid) hosszu tandem istaét a sertés kobuvirus 2B régidjaban.
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A porcine kobuvirus részleges, 3C/3D kodolo régad@pjan készitett filogenetikai elemzés a

38. abran lathato.

& K3 (ABOSTI52) Y
K-6 (ABO97154)
¥4 (ABDST153)
M5 (ABOST163)
K48 (ABDST159)
K-35 {AB0ST155)
2l i3 (ABDOT15E)
L1 (AS0B4TES)
K—38 (ABO9T157)
K-60 (ABOSTIET)
CMBO7 (EF558453)
K-44 (ARDST158)
N-2 (ABDSTIE2)
K-55 (ABOST1ED)

Kobuvirus/swine/S—1-HUN/2007 Hungary Poreine kobuvirus
= BAYMIQIDEY (AYTATIT4) 1
100l Aichid G4 688 (ABO10145) = Human kobuvinis
52 Goiana/GON03M1/Brazil (DO02Z8632) |
Human rhingvirus 2

Bovine kobuvirus

=
]

38. abra. A porcine (sertés) kobuvirus (S-1-HUN/2007/Hung&yy787450) 1065 nt hosszu,
részleges 3C/3D kadolo régidjanak nukleotid soeathpjan készitett filogenetikai elemzés
(neighbor-joining modszer, MEGAS program).

A porcine kobuvirus 5’'UTR, nem kédolo6 régié — bermbel$ riboszéma kdt hely
(internal ribosomal entry site — IRES) masodlagasisezetének meghatarozasa igazi kihivast
jelentett. Ez a szerkezet alapvébntossaggal bir a viralis replikaciéban és agréacidoban.
Az RNS 5'UTR részének masodlagos szerkezeténekesdeése alapjan az IRES négy
tipusét (I-1V) kulonitették el egyes RNS virusokpagy a picornavirusok esetén is. Az Aichi
virus és a bovine kobuvirus esetén nem volt iskmrk szerkezete (bar mindidtél Il-es
tipusu IRES jelenlétét valostisitették) és a harom 5’UTR RNS szekvencia elemiésssz,
»-alignment”) is azt mutatta, hogy Iényegesen ekémbk egymastél (37. abra). Azonban a
porcine kobuvirus esetén 79% és 74%-0s nt azonatskAgltunk az 5’'UTR régio 3’ vége (a
469-549 nt és 496-5689 nt kozoétt), valamint a doegatitis virus 1 (EU395440) és porcine
(sertés) teschovirus (AY392537) megféldRES régioja kozott. Mivel e két utébbi virus IV-
es tipusu (,hepacivirus/pestivirus-47@r IRES-sel jellemezhét (Hellen et al., 2007) a

hasonlosag alapjan a IV-es tipusu IRES felrajzotifa magat a porcine kobuvirus esetében
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is. A porcine kobuvirus esetén vegul sikertlt miédpida minden fontos IRES motivumot és
szerkezetet, mely egyértellen bizonyitja a IV-es tipust IRES jelenlétét (30rad. Erdekes

modon azonban az 5'UTR extrém 5 végén (azé el8 nt) nagyfokd nukleotid

konzervativitast és masodlagos szerkezetet (,stap? SL) talaltunk a harom kobuvirus
esetén (39. abra). igy a porcine kobuvirus genotmatenciat mutat az 5’'UTR régioban, az
5 vég a kobuvirusokhoz hasonlo, a 3’ vég (IRES)ndman az Aichi virustol és a bovine
kobuvirustol nagymeértekben eltér. (Megjegyzés: AehAvirus, a bovine kobuvirus és mas
tovabbi picornavirusok 5’UTR IRES részének masambagzerkezetét csak 2012-ben

hataroztak meg, mint a legujabb, V-0s tipusu IREB€geney et al., 2012).
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39. abra A porcine (sertés) kobuvirus (S-1-HUN) 5’UTR m@ghak lehetséges masodlagos
RNS szerkezete Mfold program és a meglésmeret figyelembe vételével, szabadkeézi
modositassal. Az extrém 5’ végen elhelyezkkdrom ,stem-loop” (SL) (SL-A, SL-B és SL-
C) (mely minden eddig ismert kobuvirusban jelen)\éma IV-es tipusu IRES-re emlékeétet
szerkezet (mely a kobuvirusok kérében eddig cgadreine kobuvirusban ismert) a korabban
mas IV-es tipusu IRES-sel rendelkedrusok korében ismertek figyelembe vételével kéisz
Az aktudlis nevezéktani kontinuitas érdekében aétmk jelolése Il és 1, az egyedi helikdlis
szegmentumok jel6léseyllll,, 1ll4, 15, stb.; az egyedi hdifkanyarok jel6lése pedig NI,
stb. A polyproteint kédolé AUG start kodon és arkeeetre jellemé& konzervativ domének
szurke keretben jelbltek.
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Az Aichi virus, a bovine kobuvirus és a porcine labus egyiddj kimutatasa
erdekében egy ,univerzalis” primerpart (UNIV-kobud~TGGAYTACAAG(/R)TGTTTTG
ATGC és UNIV-kobu-R: 5-ATGTTGTTRATGATGGTGTTGA) teeztink a kobuvirusok
3D konzervativ régiojara. A felsokszorozott term@iként hosszusagu. E primerpar
segitségével a vizsgalt sertésfarmrol 2007. fefaban gyjtétt 60 fécesz mintabdl 39-ben
(65%) lehetett kobuvirust kimutatni (6. tablazétprcsoportonként: a 10 napnal fiatalabbak
korében 100% (15/15), a 3 hetesek kérében 93,3%d%)4a 3 hdénaposak korében 20%
(3/15) és a 6 hdnaposak koérében 46,7% (7/15). 200@8emberében a mintavételt a
sertésfarmon megismételtik és az Ujabb 60 fécestanmellett parban 60 savot is
gyijtottink. A masodik mintavétel soran a fecedzb3,3%-ban a szérumbdl 26,6%-ban
sikertlt kobuvirust kimutatni RT-PCR modszerrel (@blazat). A korcsoportokon belli

kimutatasi aranyokat a 6. tablazat mutatja.

mintaveétel
2007. februar 2008. november

életkor fécesz fécesz szérum
<10 nap 15 (100%) 8 (53,3%) 1 (6,7%)
<3-4 hét 14 (93,3%) 13 (86,7%) 7 (46,7%)
<3 hénap 3 (20%) 5 (33,3%) 0

<6 hénap 7 (46,7%) 6 (40%) 8 (53,3%)
dsszesen 39/60 (65%) 32/60 (53,3%) 16/60 (26,6%

6. tdblazat A porcine (sertés) kobuvirus RNS kimutatasa RRP@odszerrel sertések
fécesz és szérum mintaibol. Mindkétdpbntban tortént mintavételezés soran az egyes
korcsoportokba 15 egyed kerilt. A 2008. novembé&re$z €s szérum mintalgigse parban
tortént ugyanazoktol az allatoktol.

A porcine kobuvirus ismételt kimutatasa 21 honapggabbb ugyanarrdl a farmrol

lehetiséget adott a porcine kobuvirusok teljes genomjamaghatarozdsaval a virus

evolucidjdnak méréseére. A 7. tabladzat a természgmedakozti in vivo mutécids valtozast
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mutatja keét

porcine

kobuvirus

(S-1-HUN/2007/HunganEU787450

és

K-30-

HUN/2008/Hungary; GQ249161) teljes genomja alapfgelteheben a zart sertés telepen a

fiatal allomany folyamatosan férodik, a virus a gazdaszervezeten kivil toltott cldeje

rovid (nem replikativ virdlis forma). A mutaciés taa (8.84x10) egyezik maés

picornavirusoknal tapasztalt rataval, mely a viyagda kozotti j6 adaptacioval magyarazhato.

nukleotid aminosav
régio hosszusapgkiulonbség — %-o0s csere/ hosszusag kulonbség  %-os
kulonbség nukleotid/év kulonbség
5UTR 576 1 0,17 1,0x10 - - -
L 585 15 2,56 1,46x10 195 1 0,51
VPO 1098 19 1,73 9,88xT0 366 3 0,82
VP3 669 8 1,19 6,83x10 223 3 1,34
VP1 762 9 1,18 6,75x10 254 0 0
2A 408 6 1,47 8,40x10 136 2 1,47
2B 585 7 1,19 6,83x10 195 2 1,02
2C 1005 23 2,28 1,31xT0 335 5 1,49
3A 270 6 2,22 1,27x10 90 0 0
3B 102 2 1,96 1,12x10 34 0 0
3C 576 14 2,43 1,39xT0 192 2 1,04
3D 1407 16 1,14 6,50x10 469 2 0,42
3UTR 167 1 0,6 3,42x1H - - -
nem- 4353 74 1,7 9,71x1d 1451 13 0,89
strukturalis*
strukturalist| 2529 36 1,42 8,13x10 843 6 0,71
teljes genom 8210 127 1,54 8,84x10 | 2489 20 0,80
7. tébldazat A porcine kobuvirus (S-1-HUN/2007/Hungary (EU7B@% és K-30-

HUN/2008/Hungary (GQ249161) természetes gazdakdztivivo mutacios valtozasa
ugyanabban a farmbal, 21 honap kilénbséggeikdty két fécesz mintdban.

* 2A-3D

t VPO-VP1

A porcine kobuvirust metagenomikai vizsgalatokkalgjd RT-PCR maédszerrel

(UNIV-kobu-R/UNIV-kobu-F  primerekkel) 6-8 hetes \didznok (100%; 5/5)

féceszmintaibol is sikertlt kimutatni. A teljes wdgenom (JX177612) meghatarozasat
kovetben a szekvencia elemzése azt mutatta, hogy a rigkl@oonossag a vaddiszno és a

sertésekben talalt kobuvirusok k6zott 90%.
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Bovine (szarvasmarha) kobuvirus

2002. februarban 32, 2008. februarban 26 féceszamigyijtbttink egy kdzép-
magyarorszagi szarvasmarha telepen (Ab&gselban 20 napnal fiatalabb (62%), egészséges
szarvasmarhaBs tauru¥ egyedekil. A telep atlagosan 870 allatot szamlal. Az ah&lu
tervezett ,univerzalis” kobuvirus primerrel (UNI\Wku-R/UNIV-kobu-F) vizsgalva 2
(6,25%; 2/32) esetben sikerilt kobuvirust RT-PCRdszérrel kimutatni 1 éves életkoru
allatok 2002-BI szarmazo fécesz mintaibdl. Az egyik bovine kobusi (Aba-
Z20/2002/Hungary; FJ225406) 862 nt hosszu 3’ végBr-polimeraz+3'UTR) hataroztuk
meg.

2009. marciusban 8 fécesz mintafijgyttink 3 hétnél fiatalabb, egészséges birkaktol
(Ovis arieg egy 400 allatot szamlalé k6zép-magyarorszagir(@iértelepél. A farmon hazai
.merino ewes” allatokat kereszteztek Németorszaghélrmazo feketefigjhis kosokkal. Az
altalunk tervezett ,univerzalis” kobuvirus primdr(&INIV-kobu-R/UNIV-kobu-F) vizsgalva
5 (62,5%; 5/8) esetben sikerult kobuvirust RT-PC#tlszerrel kimutatni. A vizsgalt rovid 3D
szakaszon a PCR-termékek edyewmkleotid sorrendet mutattak. Egy mintat kivalaaza
kobuvirus teljes genomjat meghataroztuk (TB3/200@kary; GU245693), melynek hossza
8378 nukleotid. Az &atirodé polyprotein 2468 aa kas®s 84% hasonlésagot mutat a
prototipus U-1 bovine kobuvirushoz.

Aichi virus (kobuvirus emberben)

2000. oktéber és december kozott 65 székletmimggdjtottink szorvanyos
gastroenteritisben szenved?2 hét és 12 év kozotti életkoru (atlagosan 28 posa
gyermekekil (35 fid és 35 lany), melyek hatterében tenyéseiébakteridlis kdrokozd
(Salmonellaspp.,Shigellaspp.,Campylobactespp.,E. coli, Y. enterocoliticaS. aureugsC.
perfringeny, rotavirus, adenovirus és calicivirus (norovir@s sapovirus) nem volt

kimutathat6. Az altalunk tervezett ,univerzalis”kovirus primerrel (UNIV-kobu-R/UNIV-
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kobu-F) vizsgalva 1 (1,5%; 1/65) esetben sikerdluvirust RT-PCR maodszerrel kimutatni
egy 3 éves életkoru leany széklet mintajabdl. Aivi(Szigetvar-HUN298/2000/Hungary;
FJ225407) 96/97% nt és 100/98% aa azonossagotatilagirototipus japan (AB010145) és
a német (AY747174) - az él2006-ban, Europaban leirt - Aichi virushoz. A gyeknek a
mintavételt megéké 2-3 napban szaraz kohogéssel jard obstruktiv biee és
héemelkedése volt. A mintavétel napjan a hasmenéketinglinitis €s purulens conjuctivitis
is jelentkezett. A mintavételt kovieR nappal bronchopneumonia alakult ki. A hasmenés 3
napig tartott. A mintavételt kouwetl0. napon a gyermek gyogyultnak volt tekinghet

Jarvanyos gastroenteritisékkaz Aichi virust nem sikertlt kimutatni. 2001 é803
kozott 0sszesen 75 ismeretlen eréd@tem bakteridlis, rota-, adeno, és calicivirusyana

gastroenteritis jarvany 233 széklet mintajabol bukdrus nem volt kimutathato.

Parechovirusnemzetség

Human parechovirusok

A Parechovirusnemzetség két virusfajt foglal magaba: human pardcust (HPeV)
es Ljungan virust. A human parechovirusoknak jelgril6é szerotipusa (HPeV1-16) ismert,
melyek kozll a prototipus a HPeV1 (korabbi névef9tig echovirus 22), melyet 1956-ban
Albert Sabin és mtsa. hasmenéses gyermek széktajabhnol mutatott ki (Wigand R et al.,
1961). Jeleritségukre, és az echovirusokt&hferovirusnemzetség) valo Iényeges genetikai
kilénbodségikre a molekuléris vizsgalatok vildgitottak raearedforduldn (Ghazi et al.,
1998). A humén parechovirusok tobbnyire tinetmeféetzéseket okoznak, de néha —
valGsziriileg a tipustdl is fluggen - sulyos klinikai szindrémakkal (gastroenteyitigéguti
megbetegedés, encephalitis, meningitis, flaccidlpsis, pyrexia) jarnak egyutt ésorban
csecsertr és kisgyermekkorban (Abed et al., 2006; Watarals., 2007; van der Sanden et

al., 2008; Harvala et al., 2009a). A HPeV1 a legoyibb, viszont gy néz ki, hogy a HPeV3
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okozza a legsulyosabb, szepszis$zenegbetegedéssel, valamint encephalitissel jaro
fertézéseket, Ujszildttekben és 3 hdnapos kor alatisesékben (Harvala et al., 2009b).
Szeroepidemioldgiai tanulmanyok szerint 2 éveskéted 88-95%-ban van a HPeV1 ellen
ellenanyag a populaciéban (Abed et al., 2007).igsén felismert, jelets szereplk ellenére
a parechovirusok kimutatasa jelenleg nem részetia faboratériumi diagnosztikanak.
Retrospektiv vizsgalataink célja a HPeV kimutatd&sa azonositasa volt molekularis
modszerekkel, részben a laboratoriumunkban 199P088 kozott archivalt ,enterovirus’-
szefi cytopathias hatast mutatdé és a 110-bdl meg felieles (60%) GMK (green monkey
kidney) és ,293” (human embrionalis vese) sejtkidibibl. Ezek heveny gastroenteritisben
szenved 10 év - donien 1 év - alatti gyermekek széklet mintainak tengts voltak.
Masrészt a Szent Laszl6 Korhaz (Budapest, dr. Milidha) hasonlé 4 beteganyagabdl (2
szeéklet, 1 liquor, 1 garatmoso folyadék) szarmazialkelyek HPeV1 immunszérummal
(ECHO22, Denka-Seiken, Tokid, Japan) neutralizalhatoltak 2000 és 2004 kozott. A
nyilvanosan elérhét HPeV1-8 szekvenciak konzervativ 5° UTR régiojararvezett
primerekkel a 66 mintabol 9-ben (13,6%) és a Skészlé Korhaz mind a 4 anyagabal (8.

tablazat) sikertlt HPeV-t RT-PCR maddszerrel kimuitat

A mings tipusa A mineavéeel ideje Nem és élethor Vezeo tanerek
{aronosixo) (év, hénap, nap) (diagndris)
1 Székder 2000. X1. 22-39. Férfi, 24 év Hinvis, hasmenés, liz
(76,2000 (pastroenteritis)
2. Nasopharyngealis viladék  2000. XIL 15. Férfi, 42 & Recidiv stomaritis aphtosa taplilis képtelenséggel
(87 /2000
3 Liguor 2000 1X. 24, Leany, 10 év Héemelkedés, fejfijs, szédillés, hanyinger, jirasi bizonvialansig,
(7R /2001 {encephalitis)
4 Srékler 2004, TX. 10, Fini, 15 honap Hasmenés, liz, exanthema, jirdsi bizonytalansig
(R157 /09.2004 /HUN) (ataxia cerebellans acuia)

8. tablazat RT-PCR modszerrel igazolt HPeV-i&xések epidemioldgiai és Klinikai
jellegzetességei a Szent Laszl6 Korhaz anyagahokl# két beteg (1 és 2) nem tartozik a
HPeV-fertzés irodalomban ismert életkori kockazati csopbéja

A virusok teljes P1 (kapszid) régidinak nukleotarendjének meghatarozasaval 10

minta HPeV1-t, 2 HPeV4-et tartalmazhatott (40. AbEgy mintabol a virust nem sikerdlt
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meghatarozni. Az izolalas éve szerint 3 HPeV1 k&as21990/1991; 1992/1995 és 1998)
figyeltink meg a baranya megyei mintakbdl (40. abkae egyes klaszterek kdzoétt a nt/aa
azonossag 85-92%/96-98%. A két HPeV4-es izolatumartap kulénbséggel kerult izolalasra

1999-ben és egymastdl 7 nt-ban kilonboztek a Rabég.
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40. dbra. A huméan parechovirusok (HPeV) teljes kapsziddgjég{VP0-VP3-VP1) alapjan
készitett nukleotid alapu filogenetikai elemzésdhkor-joining médszer, MEGAS). A hazai
HPeV szekvenciak vastag beel vannak szedve és tartalmazzak az izolalastidepdap, és
és GenBank azonositd) is. Az arab szamok (1-3)Uakezmeskben feltlintetve az egy
foldrajzi régidbdl (Baranya megye) 11 év alatt kiatott HPeV1 csoportokat jelzik. A fekete
nyillal jel6lt virus a Szent Laszl6 Korhazban kéZ8 honapos gyermek széklet mintajabol
szarmazik.
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Teschovirusnemzetség

Porcine (sertés) teschovirus vaddisznokban

Eddig 12 porcine (sertés) teschovirus (PTV1-128ratpus volt ismert, melyet
kizarolag hazi sertésebmutattak ki kiilénb6& gyakorisaggal vilagszerte (Zell et al., 2001).
A porcine teschovirus féizések dorit hanyada tinetek nélkil zajlik, deéfrdulnak a
reprodukciét érirt, diarrheaval jar0 és léguti tinetekkel jelentkeanegbetegedések is
sertésekben. Ugyanakkor ki kell emelni a ,teschaviencephalomyelitis” vagy ,Teschen
megbetegedés’-nek nevezett ritka, de sulyos, addizpdegrendszert ériéittiinetegyuttest,
mely idérél-idére egy-egy virulens PTV jarvanyos megjelenésévallyngazdasagi karokkal
jar (Kouba, 2009). Erdekes modon a PTV vaddisznbKao hazi sertések vadon 6él
fajtarsaibdl) valo kimutatasarél eddig még nem saéak be. 2011 aprilisaban 10 fécesz
mintat gyijtottiink egészségesnek latszo, 6-8 hetes vaddigan@us scrofaegy délnyugat-
magyarorszagi allatparkbdl ¢Bzénfa). A vadmalacoknak hazi sertéssel nem volt
kapcsolatunk. Viralis metagenomikai (454-pyroszel@lés) maodszerrel 7 (70%) mintabol
ugyanebBl a 7 mintabdl lehetett specifikus PCR-terméket RRIR modszerrel
felsokszorozni. A VP1 régiéban a vaddisznobol kiaboit PTV-ok egymassal 99/100%-o0s,
az egyes PTV tipusokhoz 65-72% és 66-74% nt/aaoasagot mutattak. A filogenetikai
elemzés alapjan a legkozelebbi rokonsagban a PTRFY;7 és PTV-9 tipusok vannak (41.
abra). A kulénbség azonban nagyobb a vaddisziadids név: PTV-13) és PTV-9 kdzott,
mint példaul a PTV-1 és PTV-11 kdzott (ez igazlgseP1 régidra is). Egy mintabdl a virus
(WB2C-TV/2011/HUN; JQ429405) teljes genomjat is mme@droztuk, mely 7108 nt a
poly(A) vég nélkil. A polyproteint kédolo régié 66t (2207 aa), az 5’UTR 421 nt, a

3'UTR 63 nt.

90



TIIA-L-62

T3
z
52 :
PTVIY 555 2
< < % aN e
% % REs ¢
2, A % R N
< 2 A ) >
% % 2 ) >
ES %, %, g k=)
b5, G NS 2
e
Lo, 3
0. %
28y, %5
[/%2977?
67 77 O
PS 37 [AF29609, ]70 4
PS 36 [AF2960,
89] 200 gl 52 ;% -
r 918- F29611 - o
Vir 918-19/85 [G)\ ot ® o = T
0 \ ;
PTV4\N2500|9 \mg% 1 e o ~Lf3 R[f{i%ogz] PTV7
3 b .
oM "y
o
o
ST
[S60
9625\7]99/0%%% % 10 X 20610
(o968 M CN 58098 PF
o -
)1’;' \%‘79‘56‘6)3j nst NN ) YBRSV-VIl [AF296099]
) ¢

41. dbra A porcine (sertés) teschovirusok (PTV) VP1 fghé@minosav sorrendje alapjan
készitett filogenetikai elemzés a 12 ismert PTVraZeus (PTV1-12) és a vaddisznébdl
(WB2C-TV/2011/HUN; JQ429405; PTV-13?) kimutatott \VPTelhasznalasaval (Maximum-
Likelihood médszer, N=1000 ismétlés, MEGA5 program)

Potencialis nemzetségalkotd, Uj picornavirus fajok

A kovetkedkben olyan U] picornavirusok bemutatasara kertl smlyek a mellett,

hogy Uj picornavirus fajokat képviselnek, egybeg-egy (6sszesen harom) 0j picornavirus

nemzetség ("Unassigned” ,Gallivirus” és ,Hunnivifuslso tagjai lehetnek.
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"Unassigned” nemzetség

Quiail (furj) picornavirus

2010 jdliusaban egy fécesz mintatiggttiink hazi furjél (Coturnix coturniy, egy 2
even aluli, 20 egyedet szamlalo délkelet-magyaémisesaladi farmrél. Az altalunk tervezett
wuniverzalis” kobuvirus primerrel (UNIV-kobu-R/UNRKobu-F) vizsgalva kobuvirusra
jellemzs méreti, nagy mennyiségPCR-terméket kaptunk RT-PCR maodszerrel. A terméket
megszekvenalva egy 74 nt hosszU szekvencia részo8l&zonossagot mutatott a human
(quail (furj) picornavirus; QPV1/2010/HUN, JN67450ljes genomja 8159 nt hosszu a

poly(A) vég nélkil (42. abra). Az 5’UTR 494 nt, algproteint kodolo régio 7449 nt
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42. abra A qualil (fuirj) picornavirus (QPV1/2010/HUN, JNE&RR) genom szervédése. A
P1 régio a strukturalis fehérjéket, a P2 és P3keginem-strukturdlis fehérjéket kodoljak. A
génkazettakban a félszam az adott régid nukleotid, az als6 szam an@sav hosszusagot
adja meg. A konzervativ picornavirus aminosav mmtigk €s a potencialis N-terminalis
hasitasi helyek a génboxok alatt és felett lathadokonzervativ aminosav motivumok helyét
az el$ aminosavak mutatjak. A 34 aminosav hosszU cida¢gingazdag isméullé régiok
klon feltiintetve az L-fehérjében.

Dy55DLGQ

(2482 aa), a 3' UTR 216 nt hosszu. A QPV1 L-prgeeitil70 nt (390 aa), mely ciszteinben
gazdag (9,5%) és 5 olyan motivumot is tartalmadylnem 3 vagy 4 cisztein helyezkedik el
egymas mellett. Ezen kiviul egy 34 aminosavbdl @iétbdo szekvencia is megfigyeltiet

az L proteinben (42. abra), melyek kdzott 54% nb@% aa azonossag van és ciszteinben és
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hisztidinben gazdag. A P1 (2571 nt; 857 aa), PZ413, 458 aa) és P3 (2334 nt, 777 aa)
régiok 43%, 39% és 47% aminosav azonossagot mutatnaGenBankban talalhato
legkdzelebbi picornavirushoz, az avian sapelovismgkorabban duck picornavirus TW90A,
AY563023). A VP1 régioban az aa azonossag 35% avikés kozott. A picornavirusokra
jellemz konzervativ aminosav motivumok a QPV1 esetén igtadhatok (42. abra). A

quail picornavirus teljes polyproteinje alapjan A#ét filogenetikai elemzés a 43. abran

lathato.
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43. abra A quail (furj)) picornavirus (QPV1-HUN/2010; JN&GRR, fekete nyillal
megjeldlve) teljes kddolo régidjanak (,L”, P1, PR IB3) aminosav sorrendje alapjan készitett
filogenetikai elemzés a 12 picornavirus nemzetdégge tovabbi még nem besorolt
picornavirusokkal 6sszehasonlitva (neighbor-joinimgédszer, JTT model, N=1000,
MEGADS). A madarakban eddig megtalalt picornavirutaiete korrel vannak jel6lve.
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A QPV1 5'UTR régioja 494 nt hosszlu. Szekvencia hisagot 5 picornavirussal
talaltunk a GenBankban, melyek a 44.A abran lathatd QPV1 86%-0s nt azonossagot
mutat a 11. és 46. nt pozicio kozo6tt a bat picamiavi-hez (HQ595340). Egy 20 nt-bdl allo
teljesen egyea¥z szekvenciat talaltunk a QPV1 (309-328 nt pozié®Yovabbi 4 picornavirus
[pigeon picornavirus B (FR727144), duck hepatifrsisy 1 (DQ249299), turkey hepatitis virus
(HQ189775) és seal picornavirus (EU142040)] kozd4.B abra). Az 5’UTR lehetséges
masodlagos RNS szerkezete a pigeon picornavirus &8 tarkey hepatitis virus esetén nem
ismert, a masik harom picornavirus (duck hepatitiss 1, seal picornavirus és bat kobuvirus
1) esetében pedigrepacivirugdestivirus-szdr (HP) IVB tipusu IRES-sel jellemezltetEz a
IV-es tipusu IRES struktira a QPV1 esetén is fahlapto (44.A abra). Ugyanakkor lényeges
szerkezeti kulonbség is tapasztalhato: A lll-as @élomem a IY hajtikanyarban vedidik,
hanem az 5’'UTR-ben talalt 20 nt-bdl all6 konzewatzekvenciaszakasz masodlagos RNS
szerkezete egy ,8"-asnak megfélaizerkezetbe szerviedk a QPV1-ben az igen hosszu llI-
as domén apikalis végen (,apical 8-like structumak neveztik el). Ez a struktira korabban
nem volt ismert. Erdekeségként megemlithéiogy bar az apikalis 8-s#estruktdra csicsi
elhelyezkedds de a duck hepatitis virus 1 és a seal picornadsetében a Il-es doméiitel
talalhatd. A 3'UTR-ben a 7999 és a 8055 nukleotikokott 76%-0s nt hasonldsag figyelhet
meg a QPV1 és az avian sapelovirus (AY563023) k{ddtC abra), a 3'UTR masodlagos
szerkezete strukturdlt (44.C abra).

A mintavételt 2011 aprilisdban megismételtik ésf&é@esz mintat gyjtottink a
furjektél a farmon. A 10 mintabdl 3 (30%) esetben lehedetjuail picornavirust RT-PCR
mobdszerrel azonositani. Ugyanakkor a virust kesdka forgalomban kaphato firjtojasok

(N=12) tojashéjanak kidsfelszinéél RT-PCR modszerrel nem sikertlt kimutatni.
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“8”-like structure —
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44. abra A quall (furj) picornavirus (QPV1/2010/HUN; JN&®R) 5’'UTR (A) és 3'UTR
(C) régiojanak lehetséges masodlagos RNS szerkbHetd program é€s a meglévsmeret
figyelembe vételével, szabadkézi modositadssal.stigsu IRES-re emlékezbetzerkezet a
kordbban mas IV-es tipusu IRES-sel renddlkedrusok koérében ismertek figyelembe
vételével készillt. Az aktualis nevezéktani kontiasiiérdekében a domének jeldlése Il és llI,
az egyedi helikalis szegmentumok jel6lése, llll,, stb.; az egyedi hdikanyarok jeldlése
pedig Il lllg4, stb. A polyproteint kdédol6 AUG start kodon és zerkezetre jellemi
konzervativ domének szirke keretben jeloltek. Aalldomeén apikalis részén elhelyezked
konzervativ ,8"-as struktura, és ezek nukleotiddmidésaga 4 tovabbi picornavirushoz a B
abran lathaté. A QPV1 és mas picornavirusok 5’'UTR38JTR régioi kozotti tovabbi
szekvencia hasonl6sagok folyamatos vonallal jetéteukleotid poziciok megadasaval.

95



,Gallivirus” nemzetség

Turkey (pulyka) picornavirus
2011 aprilisdban egy fécesz mintat (M176§jg3ttink hdasa miatt kereskedelmi forgalomba
szant pulykatol NMeleagris gallopavqg) mely fejlbdésben visszamaradottsagot (,stunting”
szindroma) mutatott egy észak-nyugat magyarorspagykafarmon (Bogote). A mintat
szekvencia fliggetlen virdlis nukleinsav amplifil@c(viralis metagenomika) és 454-
pyroszekvenalas modszereivel vizsgaltuk. A metagekei elemzéssel ©6sszesen 15
picornavirus nukleotid szekvenciat azonositottumiely 8 genomdarabba rendeze (45.
abra) a genetikailag legkozelebbi picornavirus 2040-ben, rigoféléll leirt, hivatalos
nemzetségbe még nem besorolt turdivirus 1 (GU18240®0 et al, 2010) - genomjanak
42% fedte le. A pulykabdl kimutatott picornavirusirkey picornavirus/M176/2011/HUN;
JQ691613) teljes genomja 8496 nt a poly(A)-veg weks a picornavirusokra jellehz
genomszerkezettel és konzervativ aminosav motiviieigkllemezhet (45. abra). Az ORF
7425 nt hosszu, mely egy 2474 aa hosszu polyptdiénol. Az 5’ vég 761 nt, a 3’ vég 310
nt hosszusagu. Az L-protein 450 nt-ot (675aa) k@ada, melyhez hasonlé picornavirus
szekvenciat nem talaltunk a GenBankban. A telje$2B&62nt; 854aa), P2 (2025nt; 675aa) és
P3 (2391nt; 796aa) a legnagyobb aa szekvencia szégot 18%/32%/45% a turdivirus 1-
hez (GU182406) mutatott. Ugyanakkor a P3 régiobd@fo 78s 96%-0s aa azonossagot
talaltunk, az akkor még csak kozlés alatt allo, adésenBankban éppen elhelyezett és
el6zetesen elnevezett, chicken ,gallivirus” (ChGV; 2B824) és turkey ,gallivirus” (TuGV;
JF424828-JF424830) részleges 3D/3'UTR picornavéaekvenciakkal, melyeket csirke és
pulyka fécesz mintakbol azonositottak az Egyeslitrdokban, ugyancsak 2012-ben (Farkas

etal., 2012).
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45. abra A turkey (pulyka) picornavirus (turkey/M176/20HUN; JQ691613) genomjanak
lehetséges genomszerkezete. A P1 a strukturab® é@s P3 a nem strukturalis fehérjéket
kodolja. Az egyes gének hosszai nukleotidban {felsamok) és aminosavban (als6 szamok)
az egyes génboxokon belll vannak jeldlve. A korat@wv aminosav motivumok és a
lehetséges N-terminalis polyprotein hasitdo helydktPicoRNA program) az abra alatt és
folott lathatok. Az aminosav motivumok pozicioi a5 aminosav helye szerint vannak
abrazolva. A pyroszekvenalas soran kapott szeksdacabok a génboxok felett szirke
csikkal vannak bejeldlve.

A turkey (pulyka) picornavirus (M176) 5’'UTR régaj761 nt hosszusagu. A
valoszirisithety AUG start kodon a 762-764 nt pozicidban lehet @a). Ezt megékik
jelentbs hosszusagu polipirimidin traktusok, melyek kozllleghosszabb a 640 és 662
nukleotidok kozo6tt talalhatdo (46. abra). A BLASTrerkséssel 89%-0s nt szekvencia
azonossagot talaltunk a turkey/M176/2011/HUN 548-6%ja és a&ardiovirusnemzetségbe
tartoz6 encephalomyocarditis virus (EMCV; HM6418fHES J doménjének apikalis régioja
kozott (46. abra). Ez alapjan és a felrajzolt mésypmb szerkezet alapjan (46. abra) a
turkey/M176/2011/HUN potencidlisan ll-es tipusu EREel rendelkezhet. Ez a fajta IRES 5
kézponti doménnel (H-t6l L-ig) és tobb konzervatitvmotivummal rendelkezik, melyek a
virusban felismerhéek (46. abra). Az EMCV virussal analdg nukleotidrend és szerkezet
miatt a J domén és a p(Y) tract-binding proteinBR Valamint a J/K domének és az elF4G
és elF4A iniciacios faktorok kdzétt virusban igéghhet a kapcsolat (46. abra). Ugyanakkor
kilonbség a két virus IRES-e kodzo6tt az L domén gmlgirimidine traktus egymashoz

viszonyitott sorrendje és tobbek mellett az, hogtnél tdbb citozin (C) nukleotid a

turkey/M176/2011/HUN 5’UTR szekvenciajaban nem|tedéo.
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46. 4bra A turkey/M176/2011/HUN (JQ691613) virusgenom S5RITIRES részének
lehetséges masodlagos RNS szerkezete Mfold progsam megléy ismeretek figyelembe
vételével, szabadkézi modositassal. A ll-es tiplRES-re emlékeztétszerkezet mas ll-es
tipusu IRES-sel rendelkéz/irusok kdrében ismertek figyelembe vételével ksEQy Il-es
tipust IRES teljes 5’UTR és IRES masodlagos szetkedaz A-t6l a L-ig jelzett
doménekkel) a keretezett sematikus abran belUbt@thA turkey/M176/2011/HUN IRES
centrélis doménjei H-tél L-ig vannak jelblve, magta a nomenklaturat. A konzervativ ll-es
tipusu IRES strukturak és a polyprotein start kof®hG) szlrke alapszinben van jeldlve. A
szazalékos nukleotid hasonlésag a J domén csucszéné lathatd az EMCV
(encephalomyocarditis viru§ardiovirus nemzetség) virussal 6sszevetve. Az EMCV virus
analogiaja alapjan a J doménhez potencidlisadd&oPTB fehérje (=p(Y) tract-binding
protein) kotdési helye fehér nyillal jeldlve lathato.
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A turkey/M176/2011/HUN 3'UTR régioja 310 nt hossagd, mely kdzel egyezik
(309 nt és 311 nt) az Egyesilt Allamokban kimutatathicken gallivirus”
(CHK1/USA/2010; JF424824) és turkey ,gallivirus” RK90/USA/2010; JF424829)
megfeleb szekvenciaival. A nt azonossag ez utdbbi két VB'UWSTR-jéhez 73% és 96%. A
3'UTR masodlagos RNS szerkezete t6bbszoros 6sszeiapasokat jelez, koztik egy 48 nt
hosszu ,sulyzo-szét struktdrat, melynek csucsi része egy rovid poipidin motivumot
tartalmaz (47. abra). A ,sulyzé-s#érstruktira, meglepetésre, két tovabbi picornavirus
nemzetseg Avihepatovirusés Kobuvirug tagjai korében is felismerkigtigaz, a 3'UTR

kilonbo® nukleotid pozicidiban.

(c)
DHAV-1 (Avihepatovirus)

(d)

Avihepatovirus DHAV-1 214 7
AN 43
Mobuvirus == MoKy 57
Cakyf 59
TuGv 158
Unciassi ified ChEV 154
M176 188

47. abra A 3'UTR konzervativ nukleotid motivumainak elersgé A 3'UTR lehetséges
masodlagos szerkezete a) A turkey/M176/2011/HUNsQI®13) és cAvihepatovirugduck
hepatitis A virus; DHAV-1; DQ249299) eéKobuvirus (Aichi virus; AiV; FJ890523)
nemzetseg egy-egy tagja esetén. A pontozott tesithéirom virusban hasonlo ,sulyzo-séer
méasodlagos szerkezetbe elreridi$z konzervativ nukleotidokat jel6li, mely nukleotidok
illesztése a d) abran lathato tovabbi hasonld matbkat mutatd virusokkal egyutt. A b) abra
a turkey/M176/2011/HUN virus ,sulyzo-s#émészének felnagyitott masodlagos szerkezetét
abrazolja. A szlrke alapszinnel jel6lt nukleotidolkarom virusban egyeznek. Roéviditések:
MoKV: mouse kobuvirus (JF755427); CaKV: canine kdbus (JN088541); TuGV: turkey
wgallivirus” (JF424829); ChGV: chicken ,gallivirus(JF424824). A 3'UTR szamozasai a
kodolo régio stop kodonjaitél keédnek.
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A turkey (pulyka) picornavirus teljes VP1 régiojafogo specifikus primerparral
egészséges es kulonlbozorképekben szenvédulykaktol szarmazo féceszeket vizsgaltunk
tovabbi 7 farmrdl (9. tablazat). Mind a 7 farmrall&hetett mutatni a turkey picornavirust, a
10 fécesz mintabdl 8 minta bizonyult RT-PCR pondik. A nemestdi telepen a mintavétel
1-1 hét kulbénbséggel tortént ugyanattdl a pulyka®ol napos egészseges allat fécesze meég

RT-PCR negativ volt, de a 2. és 3. héten mar asVkimutathatdé volt a féceszben (9.

tablazat)
Farm location Sample 1D Age (days) Symptoms Routine diagnostic tests® VPl RT-PCR] GenBank accession no.
Bogyiszlo B-177 8 Catarrhal enteritis, foamy/watery caccum content par, — Positive JQ691615
bact, —
B-415 14 Rickets par, — Positive
bact, —
Szalanta B-195 7 Catarrhal enteritis, foamy/watery caecum content par, — Negative
bact, —
Karakaszoresok B-232 21 Growth depression par, — Positive
bact, —
Nagyalasony B-308 a7 Growth depression, skeletal disorders par, — Positive
bact, —
Bakomypolaske B-356 14 Uneven growth, catarrhal enteritis, foamy/watery par, — Positive
caecum content bact, + (E coli
bacteraerma)
Bikal B-407 42 Skeletal disorders par, — Positive
bact, —
Nemesbad PP 7 Healthy None Negative
PP-2 14 Healthy None Positive
PP-3 21 Healthy None Positive JQe9 1614
Bagote MI176 20 Growth depression par, — Positive JO691613§
bact, —

*par, Pathogen parasite diagnostics based on microscopic observation using native faecal samples; bact, routine bacterial culture of heart blood, and liver or bone marrow.
{For the primer sequences, see Table S1 (available in JGV Online).
$Complete genome.

9. tabladzat Epidemioldgiai, Klinikai jellegzetességek és asgalatok eredményei a 8 hazai
pulykafarmrél szarmazé pulykak korében.

A picornavirusok kulonbdyz régidinak aa sorrendje alapjan készitett filogé&aet
elemzések (P1, P2 és P3) a turkey/M176/2011/HUNrpavirust konzekvensen a turdivirus
1 tavoli, de legkodzelebbi ismert rokonanak abr@oljabra nélkial). A VP1 régié alapjan
készult filogenetikai elemzés ezt (18% aa azongss#ga tovabbi hazai pulyka farmokrol
szarmazo6 hazai pulyka picornavirusok kozeli rokgasé95-96% nt és 98% aa hasonldsag)

abrazolja (48. abra).
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88 Coxsackievirus A21 (Coe) [D00538]
Eumai1 poliovirus (Sabin 1) [VO1150]
96 Human rhinovirus 14 [K02121]

Coxsackievirus B3 (Nancy) [M16572]
Human rhinovirus 2 [X02318]

100 Human enteravirus 70 (J670/71) [D00820]
Coxsackievirus A18 (G-10) (U05876)
93 64 Bovine enterovirus (VG-5-27) [D00214]
65 Parcine enterovirus 9 (UKG/410/73) [Y14459] 1
Pigeon picomavirus B (03/641) [FR727144] _

Porcine sapelovirus 1 (V13) [AF406813]
Simian sapelovirus 1 (2383) [AY064708]

Avian sapelovirus (TWQCIA) [AY563023]
Quail picornavirus (QPY1/HUN/2010) [JNE74502]
Parcine teschovirus 1 (F&5) [AJ011380]
96 Theiler murine encephalomyelitis virus [M20301]
—ia-‘_g‘;ncephalomyocardins virus (Ruckert) [MB1861]
Seneca valley virus (SVV-001) [DQ641257]
Equine rhinovirus type 2 (P1436/71) [X96871)
@momh disease virus (FMDV-O 1K) [X00871]
97 Equine rhinitis A virus (PERV) [X98870]
gg lTurkey!M‘l 76/2011/HUN [JQ691613]
| Turkey/PP3/2011/HUN [JQ691614]
Turkey/B177/2011/HUN [JQ691615)
Turdivirus 1 (00356) [GU182408)
Turdivirus 2 (10717) [GU182408]
Salivirus (NG-J1) [GQ179640]

85

7

Enterovirus

Unclassified
Sapelovirus

Unclassified
Teschovirus

Cardiovirus
Senecavirus

Aphthovirus

Unclassified (this study)

Unclassified 'Orthoturdivirus’
Unclassified ‘Paraturdivirus’
Unclassified ‘Salivirus'

87

Bovine kobuvirus (U-1) [AB0B4788]
| Kobuvirus (shaaprBS.’HUN.-’EDOQ) [GU245693]
Porcine kobuvirus (swine/S-1-HUN/2007/Hungary) [EU787450]
Aichi virus (AB46/88) |ABO10145]
1 DO Mouse kobuvirus (M-5/USA/2010) [JF755427]

Canine kobuvirus (AN211D/USA/2009) [IN3BT7133]

Kobuvirus

Unclassified ‘Megrivirus'

Turkey hepatitis virus (2993D) [HM751199]
100 Avian encephalomyelitis virus (Calnek) [AJ2251 ?3]_ Tremovirus
Hepatitis A virus [M14707) Hepatovirus
57 Duck hepatitis A virus 1 (DRL-82) [DQ21 939@ Avihepatovirus
100 Ljungan virus (87-012) [AF327920] Parcehovins
96 Human parechovirus 1 (Harris) [LO2871]

—
0.2

48. abra A turkey (pulyka) picornavirus (turkey/M176/20HUN; JQ691613) és a
Picornaviridae csalad reprezentativ tagjainak a VP1 kapszid jéhé&lapjan készitett
filogenetikai elemzése (neighbor-joining médszesnek-Taylor-Thornton model, N=1000
ismétlés, MEGAS program).
~-Hunnivirus” nemzetség

Bovine (szarvasmarha) hungarovirus és ovine (juh)ungarovirus

Az altalunk tervezett ,univerzalis” kobuvirus prineket (UNIV-kobu-R/UNIV-kobu-
F) hasznalva, a quail (furj) picornavirus kimutatasellett Gjabb, eddig ismeretlen, de
egymassal rokon picornavirusokat sikerilt azonos#aa eredetileg kobuvirusok kimutatasa
erdekében Osszetjyott szarvasmarha és juh fécesz mintakban. (2f#isuarban 26 fécesz

mintat gyijtottink egy kozép-magyarorszagi szarvasmarha aelefAba) el§sorban 20

napnal fiatalabb, egészséges szarvasmdba {auruy egyedekil. A telep atlagosan 870
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allatot szamlal. 2009 marciusban és 2010 aprilish@nfécesz mintat gytottink 3 hétnél
fiatalabb, egészséges juhokt@vs arieg egy 400 allatot szamlalo kdzép-magyarorszagi
(Tarnok) telepsl. A farmon hazai ,merino ewes” allatokat keresm&z Németorszagbol
szarmazo feketeféjhus-kosokkal.)

E primereket hasznalva a bovine (szarvasmarha)ligég ¢juh) kobuvirus mellett a
kobuvirusra jellem& méreti (216 nt), nagy mennyis@égPCR-terméket kaptunk RT-PCR
modszerrel, mely terméket megszekvenalva azonbaremzkobuvirus szekvenciakat takart.
A 26 szarvasmarha mintabol egyben (4%) a kapokvereia 54%-0s aminosav azonossagot
mutatott a porcine teschovirus (genieschovirup 7-es tipusanak (PTV-7; AF296092) 3D
hungarovirusnak, BHuUV1/2008/HUN (JQ941880) nevekz&in teljes szekvencigja 7583 nt a
poly(A) vég nélkil. A kodolo régio 6732 nt, melyyeg243 aa hosszu polyproteint kodol (49.
abra). Az 5’UTR 732 nt a 3'UTR 119 nt hosszl. Apiotein 252 nt (84 aa) hosszusagu. A
teljes P1 (2334 nt; 778 aa), P2 (1737 nt; 579 aadp3 (2409 nt; 802 aa) régiok aminosav
azonossaga 30%, 32% és 38% a porcine teschoviess tipusaval (PTV-1; Teschen-
Konratice; AF231768) 0sszehasonlitva (10. tablazAp egyes régiok egymas kozotti
részletes aminosav azonossaga a 10. abran lathabintakbdl PTV-t nem, de a specifikus
hungarovirus $#6 primerrel a 26 szarvasmarha fécesz minta kozideden negyl (15%)
lehetett a hungarovirust kimutatni.

A juh fécesz mintak kozul 6 (75%), illetve 2 (25%3etben kaptunk kobuvirusra
jellemz hosszusagu (216 nt) PCR-terméket a 2009-es,dle®010-es évi mintadjgéskl a
farmon. Szekvenalast kovenn 7 PCR-termék kobuvirus szekvenciat mutatottdL&wvine
kobuvirus fejezetet), ugyanakkor az egyik kobuvausgem, de aminosav sorrendben 85%-0s
azonossagot mutatott a bovine hungarovirus (BHUWBHHUN) 3D régidjaval. Az ovine

(juh) hungarovirusnak (OHuV1/2009/HUN; (HM15376Hexezett virusszekvencia teljes
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49. &bra A bovine (szarvasmarha) hungarovirus (BHuV1; J@80) és az ovine (juh)
hungarovirus (OHuV1; HM153767) genomszefidise, a legkdzelebbi rokon, a porcine
(sertés) teschovirussal (PTV-1; AF231768) Osszetiga. A P1 (szlrke szinnel jel6lve) a
strukturalis proteineket (VP4-VP2-VP3-VP1), a P22&%3 a nem strukturalis fehérjéket
jeldli. Az egyes gének nukleotid (félsszam) és az aminosav (alsé szam) hosszusaga a
génboxokon belll vannak jelélve. Az egyes génréggkmashoz valé %-os aminosav (az 5’
és 3" UTR esetén %-os nukleotid) hasonlosaga asokrikdzott lathatd. A polyprotein
lehetséges vagasi helyei (NetPicoRNA program) a&k@atarai felett olvashatok.

Genome features Pairwize amina acid identity (% )°
Picormavirus Accession Size G+E btrl i e
Lenns Wirus (type) name . (mt) [96) P1 BZ P3 3FT 3pF pL P2 P3 3CP™ 3pR@
Aphthovirus Foot-and-mouth disease viruns C  NC_002554  B115 34 21 24 23 1 36 il 4 23 19 a5
Avihepatvires Duck hepatitis A viros | NC_008250 7687 43 12 11 17 13 20 n 1w 17 15 0
Cardiovirus Encephalomyncarditis virus | NC 001479 7833 49 23 17 ™ XN 37 2 8 30 29 38
Enterovirns Huoman enteroviros C FV-] NC DGE2058 7440 46 16 14 223 17 24 it I5 22 17 30
Brbovirus Equine rhinitis B virus 2 NC_U0M7F BEII 50 24 22 23 |4 L] 24 21 23 13 19
Hepavirus Hepatitis A virus 1 NC 001489 7478 38 12 71 6 14 21 11 11 6 13 10
Kobuvirns Aichi virns | NC 001918 B251 58 e 13 21 13 28 s 14 20 14 28
Parechovirus Human parechovirus 2 NC 001897 7348 34 i3 13 15 9 20 13 12 15 9 0
Sapelovirs Porcine sapefovirus 1 MC_D03987 7491 4] s 13 24 13 32 I7 13 24 14 32
Seprecavirus Seneca valley virus | NC 011345 7310 51 22 M 28 23 37 2.n 37 3 36
Teschivirus Porcine teschovirs 1 NC 003885 7,117 45 31 32 38 11 47 3 33 37 30 46
Tremoviris Avian encephalomyelitis vims | NC_003990 7,055 45 13 12 16 1 20 I3 13 15 12 19
Unclassified Boving hungarovirs | HO541RED 7583 4n Bl 81 8 85 B9
Unclassified Ovine hungaroviros | HMI53767 7588 46 Bl 81 86 &5 89

10. tabladzat A bovine (szarvasmarha) hungarovirus (BHuV1; J@80) és az ovine (juh)
hungarovirus (OHuV1; HM153767) genomjellegzetesisége 0sszehasonlitd szekvencia
elemzése a jelenleg elfogadott picornavirus nerégets prototipus virusaival. A vastagon
szedett szamok a legmagasabb %-0s aminosav azgabpgsélik.
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nukleotid hossza 7588 nt a poly(A) vég nélkul, malypovine hungarovirushoz hasonlo
genomszerkezettel jellemez6#l9. abra). Az ORF 6759 nt hosszu, mely egy 22bBasszu
polyproteint kédol. Az 5’UTR 716 nt, a 3’'UTR 114 hosszusagu. Az L-protein 249 nt (83
aa). A teljes P1 (2334 nt; 778 aa), P2 (1764 n8 &8) és P3 (2412 nt; 803 aa) régiok
aminosav azonossaga 81%, 81% és 86% a bovine lawigeshoz hasonlitva (10. tablazat).
A BHuV1 és az OHuV1 VP1 kapszid fehérjéi kozottaamnossag 67%. Az egyes régiok
egymas kozotti részletes aminosav azonossaga a@bfdn lathatd. A mintakbdl PTV-t nem,
de specifikus hungarovirus (88 primerrel a 16 birka fécesz mintabdl 6sszesen liidgy
(25%) lehetett a hungarovirust kimutatni.

A BHuV1 és az OHuV1 5’'UTR 732 nt és 715 nt hoségils rokon masodlagos RNS
szerkezettel (50. &bra). Az iniciacios kodonok kozptimalis Kozak-kontextusban
(A/GNNAUGG,; Kozak, 1987) helyezkednek el: UAUAWB5(BHuUV1), illetve CUAAUGS
(OHuV1). Az AUG start kodont mindkét virus esetéljelenttss hosszusagu polypirimidin
szekvencia ékzi meg (50. abra). Az ¥X,-AUG formula, mely a pirimidin traktus nt
hosszat/az 6sszekdszekvencia nt hosszat/AUG iniciacios kodont fgglatagaba, a BHuV1
esetén Yo-X17-AUG, az OHuV1 eseténY-X1~AUG (50. abra). A GenBankban valo keresés
soran maximalisan 69% nt szekvencia-azonossagdiutak a hungarovirusok 5’UTR 3’ vége
(BHuV1: 415 nt és 732 nt kozott; OHuV1: 397 nt €857nt kozott) és a human
parechovirusok (HPeWarechovirusnemzetség) ll-es tipusu IRES-ének I-J-K-L doménjei
kozott. A leghosszabb és legjobb nukleotid egyezé®HuV1 és a human parechovirusok 3-
as (HPeV3, GQ183027) tipusa kozoétt van. A legnalgyob egyezés (78%) a human
parechovirus IRES-ek J doménje és az OHuV1 55868sn@kleotidja kdzott talalhatd (a
BHuV1 esetén 576 és 620 nt) (50. abra). Az OHuVA-620 (J domén), 559-613 (J domén),
559-613 (J domén) és 672-702 (L domén+3’pirimidiadag régiod) nukleotidszakaszai 84%,

84%, 86% és 100% nukleotid azonossagot mutatngiregan virus 1 (EF202833), a foot-
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50. 4bra A bovine (szarvasmarha) hungarovirus (BHuV1; J@8@) és az ovine (juh)
hungarovirus (OHuV1; HM153767) 5’UTR és IRES szeloigjanak lehetséges masodlagos
RNS szerkezete (Mfold program és manualis KkiigakxitéAz egyeé alapstruktira
0sszehasonlithatésdga érdekében az OHuV1l szek@nc& BHuV1 nukleotid
szekvenciajaval van felllirva, jelezve, hogy a ktenmenter nukleotid cserék csak a
szekvencia sorrendjét valtoztatjak, de a struktdeat. A nukleotid kilonbségek helyei Kett
nyillal vannak jelélve az OHuV1 (fekete alapon fehétik) és a BHuV1 k&zott. A pirimidin
gazdag régiok az extrém 5 végen és azX¥-AUG motivum (=a pirimidin traktus nt
hossza/az 0sszekotszekvencia nt hossza/AUG iniciaciés koédon) a 3gere mindkét
hungarovirus esetén kilon lathatok. A nukleotidediék/inzercidk Ures négyzettel jeldltek.
Az 5’'UTR-ek, a domének (A-tél L-ig) és a ll-es tRILIRES szerkezetének felrajzolasa a
human parechovirusok 5’'UTR szerkezetének figyelemételével tortént (lasd sematikus
abrasziget; Ghazi et al., 1998). A ll-es tipusu $REHzponti 5 doménje — a nomenklatarat
megtartva — H-t6l L-ig van jelélve. A konzervatilsds tipust IRES motivumok helyei, a
human parechovirusokhoz kiléndsen hasonlitdo nuklestakaszok az IRES H, I, J és L
doménijeiben, a pirimidin gazdag régiok a 3’ végaramint a valosziin AUG start kodon
szlurke alapszinnel lathatdak. A D domeén korul kthfalyamatos fekete vonal azt a 22
nukleotidot jelzi, mely teljesen megegyezik a hung&usok és a Ljungan virus 4-es tipusa
(EU854568) kozott.

mouth disease virus SAT 1 (FMDV, HM067706), a beuihinitis A virus 2 (JN936206) és a
humén cosavirus B1 (FJ438907) szakaszaival. A hamfyasok D doménjének csucsi 22
nukleotidja 100%-ban egyezik a Ljungan virus 4ipgdanak 2-23 nukleotidjaival (50. abra).

Ezek, és az 5’'UTR felrajzolhatdé RNS masodlagoskszete alapjan a hungarovirusok ll-es

tipusu IRES-sel rendelkeznek, melyek lehetségedetés szerkezete az 50. abran lathato. A
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két hungarovirus 5'UTR egymassal 82%-0s nt azomgog$sanutat, de a nukleotid
eltérések/mutaciok déhntobbsége komplementer bazisparcsere (Watson-€sigkobble”),
és igy az RNS masodlagos szerkezete a két genombgtartott (50. abra). Az 5’UTR
extrem 5 vége (OHuV1: 1-46 nt; BHuV1: 1-62 nt) aggsak pirimidin gazdag, de
masodlagos RNS szerkezettel nem jellemézh&t3'UTR 119 nt és 114 nt hosszu, mely
egymashoz 74% nt azonossagot mutat. Tobbszérosdinges RNS szerkezete van, hosszu
kettoslanci  hajivel (dbra nélkil). A hungarovirusok 3'UTR-jéhez il
nukleotidszekvencia a GenBankban nem talalhato.

A két hungarovirus genom kozel egyiehbsszusagu, a G+C tartalom mindkét esetben
46% (10. tablazat). A polyprotein hasitasi helyelz 1L/VP4 és a VP3/VP1 hatarokon kivul —
a két virusban megegyeznek (10. abra). Egy szamdlélagyobb nt szekvencia hosszusag
eltérées az 5’UTR (2,3%), az L-protein (1,2%), a @37%) és a 3'UTR (4,2%) régiokban
talalhatd (49. abra). A két hungarovirus proteirézil a legnagyobb kilonbség az L-
proteinben (53%-0s hasonlésag) van; a 2A proteiezorit azonos (49. abra). A
hungarovirusok polyproteinjének fehérjéi a legnddpyazonossagot a porcine teschovirusok
megfeleb fehérjéivel mutatnak (10. tablazat), kivétel a &4i06, mely 90%-0s azonossagot
mutat azErbovirus nemzetségbe tartozé equine (16) rhinitis B virdset (NC_003983).
Ugyanakkor, az aminosav azonossag az egyes P bégick)% alatti a hungarovirus és a
prototipus picornavirusok kozoétt (10. tablazat). Aiz. abra a hungarovirusok és a
reprezentativ picornavirusok P1, 2C és 3CD régioarainosav sorrendje alapjan készitett
filogenetikai elemzését mutatja (51. abra).

Sem cytopathias elvaltozast, sem a hungaroviru$§ Réplikaciojat nem lehetett
megfigyelni, illetve kimutatni a bovine hungarodres az ovine hungarovirus Vero

sejtenyészetében megkisérelt tenyésztésével dsbimitasaval.
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51. 4bra A bovine (szarvasmarha) hungarovirus (BHuV1; J@80) és az ovine (juh)
hungarovirus (OHuV1; HM153767) - mindkittekete alapon fehér hidkel kiemelve -
filogenetikai elemzése a P1, 2C és 3CD régiok asancorrendje alapjan a reprezentativ
picornavirusok koérében (Maximume-likelihood modszelNAG szubsztiticios modell,

N=1000 ismétlés, MEGAS)
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HEPEVIRIDAE

A hepatitis E virust (HEV) Balayan és munkatarsadeiztek fel immun-
elektronmikroszkopos vizsgalattal, ismeretlen efedmajgyulladasban szenuedbeteg
székletmintajaval mesterségesendsitt onkéntesek széklet@bl983-ban, Uzbegisztanban
(Balayan et al., 1983). Reyes és munkatarsai kiezeltéca HEV genetikai allomanyanak
leirasat 1990-ben (Reyes et al., 1990). A HEV aehgvmajgyulladasok (hepatitis) egyik
leggyakoribb oka, amely jellegzetesen vizjarvanfaknajaban jelentkezik a tradicionalisan
ismert endémias vidékeken Azsidban, Afrikaban énifmerikaban (Purcell et al., 2001;
Schlauder et al., 2003). Eszak-Amerikat és Eur@aEV-fertzés szempontjab6l nem
endémias terlleteknek tartottak - itt a dediseket behurcolt eredeek tekintették - annak
ellenére, hogy a szeroprevalencia 1-26% kozotorétt (Meng et al., 2002; Withers et al.,
2002; Widdowson et al., 2003). A molekularis gekeadtivizsgalatok azonban azt mutattak,
hogy az Eurdpaban kimutathaté virusok jelseh eltérnek a tradicionalis endémias
teriileteken cirkulaldé HEV-oktol (Schlauder et a@l999; Schlauder et al., 2003). Attorést
jelentett, hogy a HEV-t 1997-ben sertés@kis azonositottak, mely genetikailag nagy
hasonlosagot mutatott az emberi HEV-okhoz (Merg.etl997). Mindezek megalapoztak azt
az ezredforduldra kialakult nézetet, hogy a sekt@éeeemberi HEV-fefizések rezervoarjai
lehetnek, és val6jaban a mérsékelt égovon az erkievi fertozések zoondzisok (van der
Poel et al., 2001; Yazaki et al., 2003; Mansuyl.e2804).

A HEV kisméreti, burok nélkuli virus, mely pozitiv, egyszald kb20D nukleotid
hosszu RNS genomot tartalmaz (1. abra) harom leglvasé kerettel (ORF): az ORF2 a
viralis kapszidot kodolja. A HEV 2004 ota egy Ujatxl, aHepeviridae csalad tagja
(korabban &Caliciviridae csaladba soroltaéket), mely jelenleg két nemzetségetlepevirus
nemzetséget, a hepatitis E virussal, mint virug®jegy nem megnevezett nemzetséget, mely

egy madar eredit hepatitis E virusfajt tartalmaz) fog 6ssze. A Haak négy (1-4)
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genotipusa ismert, mely szamos szubtipusra ogziike(son et al., 2004; Lu et al., 2006). A
tradiciondlisan endémias vidékeken az emberibZédeket az 1-es é€s a 2-es genotipusu
virusok okozzak. Ezzel ellentétben a fejlett orskgn a szorvanyos (nem importalt), helyi
fertszésekBl a 3-as (Azsiaban kisebb részben még a 4-es) igeisdt virust lehet kimutatni,

mely a sertésekben is jelen van (Lu et al., 2006).

A hepatitis E virus emberben és allatokban (sertészarvasmarha, vaddiszné ééz)
hazankban

Vizsgalatainkkal a HEV hazai kodzvetlen kimutatasagenetikai elemzésére,
molekularis epidemioldgiai vizsgalatara vallalka#tua virus jelertiségének és zoonotikus
hatterének feltérképezése érdekébdoman mintak: A Klinikailag fert6zé hepatitisben
(emelkedett majenzimértékek: AST, ALT és sargasagnved betegek szérum mintaibdl
(egy minta/beteg) a hepatitis E ferés laboratériumi diagnosztikdja ELISA mobdszerrel
tortént: HEV IgM (HEV IgM, Dia.Pro Diagnostic Biopbes S.r.l., Italy) és teljes HEV
ellenanyag (HEV Ab, Dia.Pro Diagnostic Bioprobes.|S.Italy). A vizsgalt hepatitises
betegek a Szeged Megyei Jogu Véaros Onkormanyzat@sV&oérhaza, Infektoldgiai
Osztalyanak betegei voltak (Dél-Alfold) 2001. januA és 2006. junius 30. kozott. A
gyogyszer, alkohol és metabolikus erédbepatitises betegek a vizsgalatban nem vettek
részt. A betegek szérum mintanak ELISA vizsgaldtaveveny HAV, HBV (HBsAg), HCV,
EBV és CMV ferbzés kizarhaté volt. (Az ELISA vizsgalatok az ANTE€ZBongrad Megyei
Intézete, Virologiai Laboratériuméban torténtek, #@tai Andrea). A HEV IgM-pozitiv
mintak csak 2004ét voltak elérhefk a molekularis vizsgalatokralllatoktél szarmazé
mintdk: 2005. februar és 2006. majus kozott fécesz, mdyédmintakat gyjtottink hazi
allatoktol (sertés és szarvasmarha) és poszt mdéeesz, maj €s bél mintakat vadaszatokon
elejtett vadon @& allatoktdl (vaddiszné: Sus scrofa és 6z: Capreolus rufus

Capreolus capreolys a hivatalos allatorvosi szemlén orszagszerte. RS izolalast
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kovetben a HEV jelenlétét a mintdkban az ORF2 kapsziibragervezett HEVORF2con-
al/HEVORF2con-s1 sréprimerekkel (Schlauder et al., 1999) RT-PCR modsté&erestik.
(Az allati mintakbdél a HEV RT-PCR — a human minti@dolgozasaval egyézprotokoll
szerint - a Szent Istvan Egyetem, Allatorvostudoyndtar, Mikrobioldgiai Intézetében
tértént, dr. Forgach Petra.)
A hepatitis E virus kimutatasa és epidemiolégiajamberben

A megvizsgalt 1203 human szérum mintabol 116 (9,8%etén lehetett HEV IgM
ellenanyagokat kimutatni (11. tablazat). A megv@sg933 szérumbol 172 (18,4%)
tartalmazott total ellenanyagot HEV ellen (11. &fdalt). Az IgM-pozitivitas aranya 8,4% és
13,2% kozott valtozott évente. Az IgM-pozitiv miktatlagos optikai denzitasa 4,05-sz6r

(1,14-10,7) magasabb volt, mint az ELISA reakciat;off’ értéke.

Ev Pozitiv mintak szamay/vizsgalt mintak szamaa (%) HEV RT-PCR-pozitiv/vizsgalt

ELISA modszerrel (HEV) HEV-IgM-pozitiv mintik (%)
IgM Toral Abb

2001 3735 (8.6%) L/2 (50,0% )k 0/0

2002 25/188 (13.2%) 4/13 (30,7%)c 0/0

2003 28,293 (9,6%) B5/252 (33.,7%) 0/0

2004 257377 (9.0%) 36/260 (13.8%) 3/20 (15,0%)

2005 21,7251 (8.4%) 27/248 (10,9%) 5/17 (22.4%)

2006 janius 147159 (B,8%) 19,/158 (12,0%) 5/16:(31.3%)

Osszesen 116/1203 (9.6%) 172/933 (18, 4%) 13/53 (24,5%)

*Nem hepatitis A-C virus okozta hepatitises betegekbél.,
*Totdl ellenanyag (1gM & 1gG).
‘A totil ellenanyag kimutatisa ezekben az években nem volt mtinszerien alkalmazott modszer.

11. tablazat A hepatitis E virus-fezés gyakorisaga nem hepatitis A-C virus okoztaimgve
hepatitisekben a Dél-Alféldon 2001. januar és 20d6ius kHzott.

A 63 (54,3%) férfi és az 536n(45,7%) atlagéletkora 53 év (16-85 év) volt (92ad.
Két életkori kiugras figyelhétmeg a 20-29 és az 50-69 éves korosztaly kdrébefD-A9
éves korcsoportban szignifikansaf-{eszt, R0,05) tébb &, mint férfi, a 20-29, az 50-59 és
a 60-69 éves korcsoportokban szignifikansgrtdszt, R0,05) tébb férfi, mint & szérum
mintaja tartalmazott HEV IgM ellenanyagokat. A &edsek 82% és 64%-a 30, illetve 50 év

felett tortént. Hat HEV feéizés csaladi volt (férj és feleseg), amikor 7, 15@&sap kulonb-
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52. abra Nemi és életkori jellegzetességek 116 HEV IgMipobeteg (DEI-Alfold) esetében.
séggel jelentkeztek a Klinikai tlinetek a csaladtago Egy 2006-ban Indiabdl importalt
eseten kivil senkinek az anamnézisében nem szeképi@ldi utazas a lappangasidiaek
megfeleben. A HEV ferbzések az év minden hdnapjaban jelentkeztek, dédétozodas

volt megfigyelhed aprilis-juniusban és decemberben (53. abra).

n=116

O mported HEV case
1 4 O endemic HEV cases (Jan-June 2006)
3 W endemic HEV cases (2001-2005)

10
I 1\Y V

VI v VIO IX X XI X

[l WIS Te BN |- \s)

I i

months

53. abra A hepatitis E virus IgM-pozitiv esetek (Y tengekyimulativ havi (X tengely)
eloszlasa 2001 és 2006 kozott a Dél-Alféldon.
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Ot esetben tortént kilon retrospektiv, személybgszilgetés, ismételt anamnézis
felvétel: hazi diszndolésb szarmazd hus és kolbaszaru (4 eset), illetve esgtben a
részlegesen kisutott fiatal malac fogyasztasa peéiretett a feizések forrasaul. Az 53
megvizsgalt HEV IgM-pozitiv szérummintabdl, 13-b®4,5%) a virus kozvetlendl is
kimutathat6 volt RT-PCR maodszerrel (11. tablazAtHEV RT-PCR-pozitiv mintak optikai
denzitasa 5,05-sz6r (2,3-9,7) volt magasabb, nziflASA reakcié ,cut-off” ertéke.

Az egyik beteg esetét kiulon is feldolgoztuk. A &ges férfi 2004. janius 28-an laz
nélkali hanyinger, gyengeség, sargasag, sapadésrsotét vizelet tineteivel jelentkezett
korhazi felvételre. A tiinetei 7 nappal korabbandéetek. Kulféldon nem jart, de 1 hénappal
a tunetek jelentkezésedtl hazi diszndooléeshh szarmazo sertés hurkat evett. Emelkedett
majenzimeket és bilirubin szintet lehetett a ¥we#imutatni a korhazi ellatas €19 napjaig
(12. tdblazat). ELISA mddszerrel hepatitis A-B-Cugifertizést nem lehetett igazolni, de a
HEV elleni IgM és IgG ellenanyagok pozitivak voltak szérumbol a HEV (HUN-E22;
Hungaryl; AY940427) RT-PCR modszerrel kimutathatdt.vA kérhazi kezelés 11 napig

tartott: a 30. napon a majenzim-funkciok normaljsaklEV IgM pedig negativ volt.

" [y | Day 3 Day 5 Day 9 [iay 30 Reference ninges

Bill fmmal) 843 59.4 75 18 m 1.0-20.0
AST (UL 240 320 120 an nt 224
ALT (TUALY 1502 o6 373 1) ™ 2-50
ALP (IUL)Y L E¥ 372 51 30 il L D280
GGT (UML) 705 ni 334 109 nt T-70
TLC (10 mm ) 11.3 13.1 08 mt m 16-102

5 Bil, serum wdal bilirobin; AST, aspariate sminotmnsfemse; ALT, alanine aminotmnsfersse; ALP alkaline phosphatase; GOT, eamuma-gluiamy lirmns{iemse;
TLC. total levkocyte cound, nl. nod tested.

12. tablazat Biokémiai és hematoldgiai jellegzetességek aftitepk virus-ferbzés alatt a 60
eves ferfibeteg korhazi felvételét kogen.
A HEV kimutatasa és epidemioldgiaja allatokban

Osszesen 321 mintat vizsgaltunk RT-PCR mddsze@@l|&lattdl: 154 hazi sertés (3
hét és 40 honap kdzotti életkortak 30 sertés fdin8d 6z, 74 vaddisznd és 30 szarvasmarha

(13. tblazat). Osszesen 62 (19%) minta mutatotPRR-pozitivitast. Ezek kozil 42 sertés
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Belsir Miaj Bélminta

Hazisertés 30/132(22,7%) 12/39 (30,8%) 04 (0%)
O 0/7 (0%) 11,32 (34.4%) -
Vaddiszng - 9/74 (12,2%) 071 (%)
Szarvasmarha 030 (0%) 02 (0%) =

13. tdblazat A hepatitis E virus kimutatasa RT-PCR modszdpetitiv/vizsgalt, %)

kilonbo® allatfajokbol szarmazd mintakbol (N=321).

(bélséar: 30/132; 22,7%; maj: 12/39; 30,8%) mint#,voely 6 €s 10 hetes (14-47kg) kozotti
életkort &llatoktdl szarmazott 12 (40%) sertés-fatmA bélsar és a méj mintat 17 sertés
esetén vizsgaltuk egyszerre; a minta-par 10 (59%4) @setében volt egyiddgg RT-PCR-
pozitiv. A 326z mintabol 11 (34,4%), a 74 vaddiszndé mintabdl 9,2%) maj esetében
lehetett a virust kimutatni. A szarvasmarha minéhkbEV nem volt kimutathat6. Az 54. abra

az emberi és allati feéizések foldrajzi elhelyezkedését abrazolja (54.)abra

<4<~ Human (endemic/imported)
@ Domestic pig (pig farm)
@ Roe-deer

‘)} Wild boar

100km

54. abra A hepatitis E virusra RT-PCR-pozitiv és szekvasshl megésitett dél-alfoldi
humén (N=13) és éllati (sertés: sertésfatmiszarvas; vaddiszno) esetek foldrajzi eloszlasa.
(Az abra tovabbi 2 HEV RT-PCR-pozitiv human esetgtlol a Dél-Dunantulon.)

Szekvencia és filogenetikai elemzés

A PCR-termékek nukleotid sorrendjét 37 mintaboldhattuk meg; 19 sertés bélsar

vagy maj mintabdl, 3z maj mintabdl, 2 vaddiszné maj mintabdl és mintBaPCR-pozitiv
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human szérum mintabol. Az Indiabdl importalt emldeds genotipust (HUN-E117) hepatitis
E fertvzésen kivul minden HEV szekvencia a 3-as genotgptastozott (55. abra).

Genetikailag azonos HEV szekvenciakat lehetett tatmii 6 honap kulonbséggel
2004-ben (HUN-E22/HUN-E38) és 15 nap kulonbség@eib2aprilisdban (HUN-E67/HUN-
E86) emberi fefizésekBl (55. abra). A HUN-045 §z) és HUN-E104 (human) virusok
ugyancsak megegyeztek a vizsgalt szakaszon: analtrju alapjan vadhusfogyaszt&z)(
nem szerepelt az anamnézisben. Egy sertés farmmrmosazirus-szekvenciakat (HUN278-
HUNZ290) lehetett kimutatni az allatokbdl.

Az emberi ferdzésekldl azonositott 3-as genotipusu, 3a, 3e és 3f sadtipiEV
virusok (N=12) 92-97% nukleotid azonossagot mutatta legkdzelebbi HEV-hoz a
GenBankban (55. abra). Ugyanakkor 7 (58%) humansv(HUN-E19/E22/E38/E69/E71/
E104/E113) sertés HEV virusokkal mutatott kézekomsagot. Forditva, a HUN-006/HUN-
007 vaddisznobdl szarmazo virusok és a HUN-034/HI3B- sertés virusok 95-97%
nukleotid azonossagot mutattak az emberi HE-JAp@rjeHEV virussal. A HUN-072 sertés
virus azonossaga a HUN-E22-h6z 95%. A HUN-052, HMN-és a HUN-038 nukleotid
azonossaga 95% volt a HUN-E91 virushoz hasonlidgg.egyedi, nukleotid mutaciot (AG
csere a kédon masodik nukleotidjaban az US1 viBi® 6poziciojaban) talaltunk, mely a
vizsgalt kapszid régidban eddig nem ismert amind§&du—Arg) valtozassal jar vaddiszno
(HUN-006/HUN-007) és sertés (HUN-034/HUN-038) HE\se&n. A vaddisznokbdl
kimutatott virusok (HUN-006/HUN-007) kdzelebb (9899) allnak a sertésekbkimutatott
HEV virusokhoz, mint egymashoz (92%) (55. abrahukleotid azonossag a hosszabb ORF2
régiok (417 nt - 534 nt) esetében (HUN-E66/E67/EBY/E91/E95/E104/E113/E117)
szamszdileg kisebbek (91-95%) a GenBankban talalhatd legletibi HEV virusokhoz

képest, mint a rovid, 148 nukleotid hosszUsagdidazn (92-98%).
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@ HUN-281-swine \
@ HUN-284-swine
@ HUN-288-swine
@ HUN-283-swine
99 .
@ HUN-282-swine
@ HUN-285-swine
@ HUN-278-swine
o
L—— @ sp354-1-02-swine 3e
{ ]
(o)
) @ HUN-088-swine
HUN-157-deer
90 1O HUN-E104-human
HUN-045-deer

4 ®
® sertes O HUN-E19-human
o human O HUN-E22-human
” 88 O HUN-E38-human j
6z/szarvas O HUN-E113-human
2 vaddiszno 8 -
(o] mad é.l' O Greecel-human 31:

O HUN-E134-human ,
O WPLFRuman (" 3-as genotipus
O HUN-E67-human
91 1Q HUN-E86-human
o Italyl-human

O JIT-KAN-human-3b
o7 — @ HUN-038-swine \
@ HUN-039-swine
(o]
a0 r O HUN-E69-human
O HUN-E71-human
57 .
@ HUN-264-swine
&2 | @ HUN-052-swine
Aﬁ HUN-138-deer
4% HUN-007-wildboar
,{ O HUN-E132human
O HE-JA10-human-3a
O HUN-E95-human
O us2-human
O HUN-E66-human
@ HUN-034-swine
@ HUN-036-swine
@ HUN-143-swine

® ) _2-es genotipus

— O Mexico-human
all—————— Q ChinaT1-human ,
—— O HUN-E117-human \4 -
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% O Burma2-human
I O Indial-human - 1
53— O Pakistan-human 1 €s genOtI pus

5o L— Q) China4-human
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3a

—~—

55. abra A hepatitis E virus 148 nt hosszu kapszid régidgpjan készitett filogenetikai
elemzés (Neighbor-joining moédszer, MEGAS). A haeius-szekvenciak ,HUN" jelzéssel
elldtva és vastagon szedve lathatéak. A prototgmisegkozelebbi GenBank szekvenciak:
US1 (AF060668), US2 (AF060669), Argentina2 (AF26201talyl (AF110390), Greecel
(AF110391), Greece2 (AF110392), HE-JA10/JP (ABO8982MP14-FR (AY626042),
Pakistan (M80581), China4 (D11093), Nepal (AF05383mMdial (X98292), Burma2
(D10330), Mexico (M74506), ChinaTl (AJ272108), PA%a2/UK (AF503511),
P143/11/02/UK (AF503512), NLSW22 (AF336291) és avitEV (AY043166).
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A hepatitis E virusok molekularis epidemiolégiaja Eirépaban — a gazdaszervezet és a
féldrajzi eloszlas kapcsolata

Ha az egyes foldrajzi vidékekr (orszagok: Hollandia, Olaszorszag és
Magyarorszag) kimutatott HEV-okat szimultan, filogékai elemzéssel ugy hasonlitjuk
0ssze, hogy milyen gazdaszervesettdriéent az azonositasuk, akkor a HEV fajok kdzott
atvitel szempontjabdl fontos 6sszefliggésre juthat(s6. abra). A filogenetikai elemzés
szerint a HEV-ok foldrajzi régionként (orszagonRéfdl elkilonithebek; adott videksl
szarmaz6 HEV-ok filogenetikailag kozeli rokonsagk@mak egymassal, mig az izolalas
eredete (gazdaszervezet) szerint ez az elkilonéi@sfigyelhed meg. Azaz az elemzés arra
utal, hogy a HEV-ok atlépik a faji hatarokat, ed@V-ok genomja egy adott féldrajzi régidra

jellemz.

Minimum spanning, Region B, country of origin Minimum spanning, Region B, host

56. abra. A hepatitis E virus részleges ORF2 nukleotid régaippjan készitett filogenetikai
elemzés, ahol a — két egyeagrajzon - bal oldali &bran a szines korok a HiEWukatasanak
foldrajzi helyeit (NL: Hollandia, HU: Magyarorszaty,: Olaszorszag), a jobb oldali abran a
gazdaszervezetet jeldlik.
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ASTROVIRIDAE

Amint lattuk, a norovirusok vezetkoroki szerepe a heveny, nem bakterialis
gastroenteritis jarvanyokban igazolhat6. E jarvénkb. 10%-ban azonban azétaszitések
ellenére sem sikeril norovirust kimutatni. A néggfbntosabb human gastroenteritist okozo
viruscsoport (calicivirus/norovirus, rotavirus, ragirus és enteralis adenovirus) kozul, a
calicivirusok/norovirusok mellett az astrovirus@ngmja pozitiv, egyszali RNS (1. abra).
Human astrovirus okozta gastroenteritis jarvany

Egy koméarom-esztergom megyei napkozi otthonos sbdében 29 exponalt (24
gyermek, 5 felitt) kozil 7 (24,1%) gyermek betegedett meg a haéssah, egy esetben
hanyassal is jar0 gastroenteritisben 2010. juniuk5.4 k6zott. Bakterialis korokozot,
rotavirust, adenovirust, norovirust nem, de 3 @2,8yermek székletmintajabdl egymassal
megegyed, 1-es genotipusu ,klasszikus” human astrovirukergit specifikus astrovirus
primerekkel multiplex RT-PCR moddszerrel kimutatsi8( abra). A virus (Nyergesujfalu/
HUN4520/2010/HUN; HQ398856) teljes genomja 6816 agszusagu. Az astrovirus-jarvany
forrasa feltehéen az el§ beteg gyermek lehetett, a virus pedig fekalistondion, kozvetlen
kontaktussal terjedhetett a kbzosségben.

Uj, allati eredetii astrovirus fajok

Egy esetben hagyomanyos RT-PCR reakcié aspecifédtusekének szekvenalasaval,
két esetben pedig metagenomikai és pyroszekvenalésiszerekkel Uj astrovirus
szekvenciakat sikerult azonositani hazi ser&ss (scrofa domestigguh (Ovis arie$, illetve
vaddiszn6 $us scrofpbélsarmintakbdl.

Porcine (sertés) astrovirus (PAstV4)

Morfologia jellegzetességek alapjan a sertés st® elektronmikroszképos
kimutatasarol 1980-ban szamoltak be (Bridger, 198@lyet 1990-ben izolaltak (Shimizu et

al., 1990), majd 2001-ben, Japanban az ORF2 kapsgid szekvenciajat (PAstV1, Y15938)
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hataroztak meg (Jonassen et al., 2001). Egy,éaé abktrovirussal genetikailag egye2006-
ban, Csehorszagban izolalt és részlegesen (ORF§haté@ozott tovabbi sertés astrovirussal
(Indik et al., 2006) egyutt 6sszesen 2 sertésdst®mszekvencia volt ismert 2011-ig. A sertés
sapovirusok keresése kozben - a sertés kobuvirdsmakyult aspecifikus PCR-termékek
mellett (lasd 80-85. oldal) - az egyik 3 hoénapostése székletmintajabol, egy tovabbi
aspecifikus, de a ,kobuvirusra jelleémgl” révidebb, ~720 bp méiretPCR-terméket is

észleltlink a p289/p290 jehuman calicivirus primerpar hasznalataval (57ajibr

N

57. abra. Aspecifikus PCR-termékek ethidium-bromiddal festetgativ gélelektroforetikus
képe a p289/p290 human calicivirus primerpar hdaznéal sertések bélsar mintaibdl. A két
soros futtaté gélben, a félsorban ~1100 bp hosszusagu sertés kobuvirusnaikyhilt PCR-
termékek sorakoznak (fekete vastag nyil), az atg07s poziciojaban (vékony fekete nyil)
pedig egy ~720 bp hosszlUsagu, szekvenalassal imstraszekvencia PCR-terméke lathato.
Mindkét sor el§ pozicidjaban molekularis marker van (100bp DNA diexd Promega).

Ennek a PCR-terméknek a nukleotid szekvenciaja 63%zonossagot mutatott a 3-as tipusu

human astrovirus ORF1b (RNS-filgBNS polimeraz) régiodjahoz (HAstV3, AF141381). Az
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eredeti vizsgalati minta &kozben elfogyott, és a farmrol szarmazé tovabbitéser
székletmintakbol szekvencia-specifikus primereldebstrovirust nem sikerilt kimutatni. igy
csak az astrovirus 3625 nukleotid hosszi ORF1b/TRFPR (PAstV2/2007/HUN;
GU562296) folytonos genom szekvencigjat tudtuk ra&iozni. A virus az ORF1b és az
ORF2 régioban is a human astrovirusokkal mutatdtelebbi nukleotid és aminosav (58-
61%/61-62%, illetve 31-32%/18-19%) azonossagot, needig a mar ismert 2 sertés
astrovirus ORF2 szekvenciadkkal. Az ORF1b/ORF2 iediataran, a szubgenomikus RNS
atirdsi kezdpontjanak szekvenciaja is eltért az eddig ismentoasusoktdl. Az altalanos
ORF2 promoter szekvencia formaja az UUUGGAGNGGNGEGABAN,sAUGNC
képlettel irhaté le, ahol az ORF2 start kodon at&hiszerepel és az N barmilyen nukleotidot
jelenthet (Méndez et al., 2007). A PAstV2/2007/He$etén az AUG kodondt a képletben
11 nukleotid (N;:=GCATAAGCCTA) all (a teljes szekvencia: UUUGGAGGGGGACCA
AAN 1;AUGGC), mely a leghosszabb az eddig ismert astrokriéceben. Ezzel ellentétben
a 3'UTR szekvenciajanak hossza (23 nt) a legrovadeb astrovirusok kozott. Ezen kivil az
astrovirusok jellegzetesnek gondolt konzervativ, @RF2/3'UTR régidk hataran
elhelyezked masodlagos RNS szerkezettel jelleme&hdem-loop II-like struktdra (s2m)
(Méndez et al., 2007, illetve lasd kéb) sem talalhatd meg a PAstV2/2007/HUN
szekvenciajaban. Ez azt jelenti, hogy az erre sradervezett és hasznalt astrovirugréz
primerekkel ezt az astrovirust nem lehet kimutatzi.egyedi szekvencia jellegzetességek és
az ORF2 régi6 az eddig ismert astrovirusoktol yelénits kilonbossége (az ORF1b régio
pedig eddig sertés astrovirus esetén nem volt tymmeatt a PAstV2/2007/HUN-t a sertés
astrovirusok 2-es tipusanak neveztik el eredetNégt utobb kiderilt, kanadai kutaték a
publikacionkkal egyidben jelentették meg dolgozatukat, melyben tovabdti & sertés
astrovirus leiraséarol szadmoltak be, PAstV2 és PAstéven (Luo et al., 2011). Ezért a

jovébeni nevezéktani félreértések elkerilése érdekélremz egyezség sziletett, hogy a
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PAstV2/2007/HUN a sertés astrovirusok 4-es tipus§RastV4) a prototipusa. &t6zben
amerikai kutatok a sertés astrovirus 5-0s tipusgdRalstV5) kimutatasarodl is beszamoltak
(Shan et al., 2011), ezzel révidoémd belll sertésekben 6t, egymastol kilortb&ertés

(porcine) astrovirus faj (PAstV1-5) leirasara keslr (58. abra).
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58. abra. Az astrovirusok filogenetikai elemzése az ORF2skabrégié aminosav sorrendje
alapjan (Neighbor-Joining modszer JTT elemzésseEGM 5; N=1000 ismétlés). A
dolgozatban bemutatott astrovirusok fekete alapstifehér bdikkel vannak kiemelve, az 5
djonnan leirt sertés (porcine) astrovirus prot&ifldAstV1-5) és a 2 juh (ovine) astrovirus
prototipus (OAstV1-2) fajok megjeldlve lathatdak.
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Ovine (juh) astrovirus (OAstV2)

Az ovine (juh) astrovirust 1977-ben mutattak kek&étfonmikroszképos vizsgalattal
(Snodgrass és Gray, 1977) egy skaociai, diarrhoeetéti mutatd birka bélsar mintgjabdl. A
virust ebszor 1981-ben jellemezték (Herring et al., 19813jdrebbb az ORF2 (Jonassen et
al., 2001), majd 2003-ban a teljes genomszekveatic{@AstV1l, Y15937) meghataroztak
(Jonassen et al., 2003). 2012-ig egyedul erre gzasgovirus leirasara kertlt sor juhokbdl,
mely kisérleti korulmények kozott enyhe enteritiskozott 2 napos gnotobiotikus
baranyokban (Snodgrass et al., 1979).

Egy kdzép-magyarorszagi juh farmrél 6sszesen 13abéhintat gijtottink 3 hétnél
fiatalabb, egészségesnek latszd baranyoktol 200&iusaban és 2010 aprilisdban. Egy
random modon kivalasztott bélsar mintat metagenaimiéls pyroszekvenalas modszeréivel
vizsgaltunk, melybl egy 147 nt (ORF1b) és egy 128 nt (ORF2) hossid\dsus szekvencia
darabot lehetett azonositani. Az astrovirus 24Hbeszu0 ORF1b/ORF2/3'UTR szekvenciajat
hataroztuk meg (ovine (juh) astrovirus 2-es tip3AstV2/2009/Hungary, JN592482). Az
ORF2 promoter szekvencidgja UUUGGGGGGGAGGACCAAANGGC volt, ahol az
Ng=AAGAGATG. Az OAstV2 ORF2 a legmagasabb aminosaenassagot (22-23%) a
szarvas (deer) astrovirusokhoz (HM447045 és HMA4@)Odutatta. Az OAstV1-hoz
(Y15937) val6 azonossaga csak 18% volt, és az QAst¥g 25 aminosavval révidebb is. Az
astrovirusokra jellentnek tartott stem-loop-Il struktira (s2m) (Jonassdnal., 1998)
nukleotid szekvencidja jelen van az OAstV2 genomF@BUTR hataran, de nem a
kapszidot atiré triplet keretben helyezkedik elnésn része a kodolo régionak sem. igy a
kapszid fehérje nem a ,dogmatikus” SRGHAE aminokevarégsdik (59.A abra). A stop
kodon az s2m struktira 5 végi alapjan lehet (5@la) az OAstV2-ben. Az ORF2
filogenetikai elemzése meg@siti, hogy az OAstV2 evollucios szinten is jetesgn eltér az

OAstV1-©5l és mas astrovirusoktdl (58. &bra). Erdemes azonhegjegyezni, hogy az
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id6kozben leirt 5-0s tipusu sertés astrovirus (Shaal.e2011) az OAstV2-vel egy agon
helyezkedik el. A farmrél szarmazo tovabbi baramgktet mintakbol szekvencia-specifikus

primerekkel az OAstV2-t nem sikerult kimutatni.

g 1A |'|| |

| | 'I.'I A }'If i

(111 [ | | il fl JHH I | | | (ha
i Ill.'l | ii'l.|| |”|' (A '||| h| | “\ ||'.,| AN .-,-'ll iy
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CORF2 STOP A'UTR

59. abra. (A) A juh astrovirus (OAstV2/2009/Hungary, JN592382RF2/3'UTR hataran
elhelyezked — az astrovirusokra altalanosan jellémek veélt - stem-loop-I1l motivum (s2m)
nukleotid szekvenciajanak (szirke alapszinben) lyahkedése és a transzlacio elvi
lehetiségei a harom triplet-leolvasasi keretben (1.,s23.ésor). Az astrovirus ORF2 kapszid
fehérjére altalaban jellerizkarboxi-végén elhelyezk8dlSRGHAE aminosav zar6 motivum
az OAstV2 esetében nem a kapszidot kddol6 fehéglwadsasi keretében (1. sor) van, hanem
az at nem irhaté 3. sorban. (B) Az OAstV2 s2m s$tndanak lehetséges masodlagos RNS
szerkezete. Az ORF2 kapszid fehérjét zar0 stop kod#GA) az s2m struktira 5 végqi
alapjan lehet (szurke alapszinnel jeldlve) az OARstyenomban, szemben mas s2m
struktaraval rendelkéz astrovirusok esetében, ahol a stop kodon a staukt$ucsan
helyezkedik el.
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Wild boar (vaddisznd) astrovirus (WBAstV1)

Az astrovirus kimutatasarol vaddisznokbdl még remadmoltak be. Egy dél-nyugat
magyarorszagi allatpark 6-8 hetes, klinikailag egéges vadmalacainak bélsar mintait
vizsgaltuk. A vaddisznok hazi sertésekkel nem kolkapcsolatban. A 2011 aprilisaban
gyijtétt 10 mintabol, otBl (50%) lehetett astrovirus szekvenciakat azonoisita
pyroszekvenalas médszerével (60. abra). Egy mih&dastrovirus (WBAstV-1/2011/HUN,
JQ340310) teljes genom szekvenciajat meghataromtak; 6707 nukleotid hosszu a poly(A)
vég nélkal (60. abra). A virus genomjanak reszléeddpitése, az egyes régiok hosszai és
jellegzetes nukleotid motivumok a 60. abran latalatéA konzervativ ,stem-loop-Il-like”

(s2m) nukleotid motivum a 3’ genom végen a vaddiszstrovirusban nem talalhaté meg.

103 nt 1566 nt (522 aa) 67 nt
— 2556 nt (8522a) | | 2538 nt (845 aa) ——poly(A),
5UTR ORF1a | ORF1D ~_ORF2  3UTR
/ \ / o
/ \\ // \\\\

// \\ / \\\\

AgsesAAAAAC UUUGGAGGGGCGGACCAAAN, c

60. &abra. A vaddiszné astrovirus (WBAstV-1/2011/HUN; JQ340B1genomjanak
szervepdése. A fekete vonalak a pyroszekvenaldas soran ttkkaggekvenciadarabok
elhelyezkedését mutatjdk. Az egyes nyilt leolvasdetek (,open reading frame”, ORF)
nukleotid (nt) és az aminosav (aa) hosszai a régidknegfelglen lathatok. A konzervativ
heptanukleotid frameshift szignal (AAAAAAC) az ORFORF1b és a szubgenomikus RNS
atirdsi kezdpontjanak szekvenciaja az ORF1b/ORF2 hataran kibnvan emelve
(N1;=GCATAAGCCTA).

A vaddiszné astrovirushoz a legkozelebbi hasontitsaghazi sertégib fentebb altalunk
Kimutatott prototipus 4-es tipusu sertés astrohivas(PAstV2/2007/HUN), illetve az ezt
kovetben az USA-ban leirt 4-es tipusu sertés astrovimugporcine astrovirus 4, PAstV4,

JF713713) talaltunk (Shan et al., 2011). Az amimocgeonossag az ORFla, ORFlb és az
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ORF2 régidkban 76%, 95% és 56% az amerikai PAs®#-Ezen kivil az ORF2 kapszid
fehérje 20 aminosavval hosszabb, mint a PAstV4éasé&z alacsony szazalékos azonossag
és a filogenetikai elhelyezkedés pedig jelezhetiaatigenitasbeli kilonbézséget is (58.
abra). Az ORF2 kapszid régié alacsonyabb azonosaagazdaszervezetdsr szelekcios
nyomasanak koszonliees ismert jelenség az astrovirusoknal (van Hemiewdl., 2007).
Megebsitve a pyroszekvenalds eredményéfiré&zprimert hasznalva ugyanabbdl az 5
mintabol lehetett csak astrovirust kimutatni RT-PGROdszerrel is. Az vaddiszno
astrovirusok diverzitasa kevesebb, mint 3% volt @&sgalt 378 nukleotid hosszu

ORF1b/ORF2 kapocs-regio tertletén.
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Uj, dicistronos +ssRNS genom virus kimutatasa éseghatarozasa

A genom szervémlése szerint a burok nélkdli, pozitiv, egyszalit RNSSRNS)
genomu virusoknak @&icornavirales renden belll két csoportja van: azok a virusok,
melyeknek a genomja monocistronos és azoké, medkekiicistronos (1. abra). Utdbbiak
genomjanak jellegzetessége, hogy a kodolo szakaszehn kodolo régid szakitia meg. A
renden belll az iflavirusoKflaviridae), a marnavirusokMarnaviridae és a secovirusok
(Secoviridag monocistronos genomuak (a picornavirusokatdrnaviridag is ide soroltak
2012-ig), melyek egyetlen ORF-et tartalmaznak, Zsatirédas soran egyetlen polyprotein
keletkezik. A dicistrovirusok[Oicistroviridae) - nevikkel egyein — két nem atfédnyilt
leolvaso kerettel (ORF1 és ORF2) rendelkeznek, ekeltynem kodolo régid kot 6ssze. Bbb
kovetkeden a dicistrovirusok két IRES elemmel rendelkezegly, az ORF1 régid (replikaz)
transzlacidjara, egy az ORF2 (strukturalis/kapdeiderjék: VP2-VP4-VP3-VP1) atiraséara
szolgal: ezt az utdbbit gének kozétti IGR-IRES f{gmgenic region™IRES) régidnak
nevezink. Japan kutatok nemrég arra a kovetkemgigiottak a Plautia stali intestine virus
(PSIV) vizsgalata alapjan, hogy a dicistrovirusokRFQ prekurzor polyproteinjei
tartalmazhatjak mindazokat a replikacidhoz szikségbérjeket (2A-2C és 3A-3D) — és
ugyanabban a sorrendben - melyek a picornavirusekmaegtalalhatok (Nakashima et al.,
2010).

A dicistrovirusokat eredetileg izeltlabtuakbdl, itgtvekl®l, kabécabol, méhekib,
hangyakbol, rakbdl stb. mutattdk ki (Bonning et &010). Néhanyuk jelebd gazdasagi
karokat okozo kérokozo pl. méhekben és rakban (Bonet al., 2010). Ujabban dicistronos
genomu virusokat tengervizben és tengervizi kopégbén is talaltak. llyen dicistronos
genomu virusok a ,marine RNA virus JP-A” és ,JP-Bfielyeket tengervizmintakbal
mutattak ki, de a gazdaszervezet(ek) nem isme@ekdy et al., 2003; Culley et al., 2007).

Ugyancsak kimutattak dicistronos virusokat tengwotisztdk (egyszér eukaryotak), igy
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diatom algak (Nagasaki et al., 2004; Shirai et2008; Tomaru et al., 2009) és gombaszer
protisztakbdl is (Takao et al., 2005). Ezek a ,mmgredei” dicistrovirusok jelenleg nem
tagjai egyetlen viruscsaladnak sem. A két javaspltviruscsalad a diatom virusok
[Rhizosolenia setiger&NS virus (RsetRNAV)Chaetoceros socialis f. radiarBNS virus
(CsfrRNAV) ésChaetoceros tenuissimiNS virus (CtenRNAV)] és a fungoid protist virus
[Aurantiochytrium single-straded RNS virus (AsRNAV): korabbi nev8gchizochytrium
single-stranded RNS virus (SssRNAV)] részére - aacflBariornaviridae” és
“Labyrnaviridae” [Tomaru et al., 2009; Takao et,aPR006). Erdekesség, hogy egy
monocistronos RNS virus, lHeterosigma akashiwBNS virus (HaRNAYV), aMarnaviridae
csalad prototipusa, egy egysiegtigat feréz (Tai et al., 2003; Lang et al., 2004). Figyelemre
méltd, hogy dicistonos virusok emberi béltraktusbaldé metagenomikai kimutatasarol is
beszamoltak 2008-ban (Victoria et al., 2008). Uggak napjainkban szamoltak be az RNS
virusok el metagenomikai vizsgalatarol édesvlzitoviz) (Djikeng et al., 2009). E
vizsgalat eredményei a tovizi RNS virusok nagy sgams soksziisegére utalnak.

A burok nélkdli, pozitiv, egyszali RNS genomu sgblkh keresése kozben egy
potencialisan Uj, dicistronos virusra akadtunk RIRP mddszerrel a nem human
enterovirusok Ricornaviridag 5’'UTR nem kodolo régidjara tervezettiis&-primerekkel
(Non-human Enterovirus-5’'UTR-R/F). A dicistronosust, melynek teljes genomja 9565 nt
hosszu (a poly(A) farok nélkil), egy veszprém mednaastobdl kifogott pontyokQyprinus
carpio) bélsar mintaib6l mutattuk ki (61. abra). A GenBban homoldg nukleotid
szekvenciat nem talaltunk, de egyes konzervatilikéep aminosav motivumok (YGDD és
FLKR), illetve alacsony szazaléki aminosav szekierntasonldésagok jelezték, hogy
virusunk a picorna-széwnirusok (pl.: dicistrovirus, picornavirus, secogy kozé tartozhat. A
legnagyobb azonossagot a gazdafaj nélkiili JP-Bss@lu(EF198242E value = 4 x 18%

identitds = 64/179; 36%) talaltuk az ORF1 régidpga. Az Uj virust Halastavi arva RNS
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virusnak (réviditése: HalV) neveztik el. A viru§es genomja, felépitése, a kddolé és nem
kodolo részei a 61. abran lathatoak. A 827 nt ho&szédi nem kddolo régiot (5’'UTR) az
5451 nt (1816 aa) hosszu ORF1, majd a 118 nt hd&Ruégiot a 3030 nt (1009 aa) hosszu
ORF2 koveti. A 3 UTR 139 nt hosszu. Az ORF1 tartakza a jellegzetesen konzervativ
Hel-(VPgk-Pro-Pol replikon motivumot, melyben felismethet 2C-szei helikaz, 3C-szér
cisztein-protedz, 3D-sz2erRNS-fugd RNS polimeraz, valamint két VPg (3B). Az ORF2
kapszid fehérjék kozul konzervativ aminosav motiskna VP2, VP4 és a VP3 fehérjékben
ismerhetk fel. A VP2 N-termindlis részén felmerilt egy pdpz jelenléte, melyet
dicistrovirusokban eddig még nem azonositottak. eMia virus IRES és az IGR-IRES
masodlagos szerkezete nem rajzolhato fel a martisnerkezetekkel, feltételezhalj IRES
struktarak jelenléte is. A virus genom tovabbi,ztéekbe me#h 6sszehasonlitdo elemzése a

Boros et al., 2011 kézleményben talalhaté meg.
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61. abra. A Halastavi arva RNS virus (HalV) teljes genetikllomanya (9565 nt a poly-A
farok nélkdl), kédolo régioi, nyilt leolvaso kere(®RF). A potencidlis start kodonok (AUG)
félmagassagu, a potencialis stop kodonok (UGA, URAG) teljes magassagu figgges
vonalakkal vannak abrazolva mindharom leolvasasthen. A felismerhétviralis fehérjék

€s a genom mas jellegzetességei (UTR = untransiatgidn; IGR = intergenic region)
ugyancsak jeldlve vannak. A nukleotid (nt; felszdmok) és az aminosav (aa; alsé szamok)
poziciok az egyes régiok kegubntjat jelentik. A hasitasi helyek meghatarozaskweencia-
elemzéssel torténtek.
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A 62. dbra a Halastavi arva RNS virus filogenetddamzését mutatja a teljes ORF1
régio aminosav sorrendje alapjanPacornavirales rendben. A virus az ismert +ssRNS

virusokkal kozeli rokonsagot nem mutat, jelenlegasetlen besorolasu Ricornavirales

rendben.
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62. abra. A Halastavi arva RNS virus (JNO0OO306) filogendtiglemzése a nem strukturalis
régid6 (ORF1) teljes aminosav sorrendje alapjane@éle 2C-szér helikdz, a 3C-szér
protedz és a 3D-sZerRNS-fliggp RNS polymeraz proteineket) Ricornavirales rendbe
tartoz6 viruscsalddok Dfcistroviridae Iflaviridae, Marnaviridae, Picornaviridae és
Secoviridag tagjaival, és a jelenleg még nem besorolt virkabkvagy javasolt
viruscsaladokkal. A fekete kdrok) a dicistronos, a fehér kérok) a monocistronos genomu
virusokat jel6lik. Az adott virus ismert gazdafagacsaladnév alatt szerepelnek. A Halastavi
arva RNS virust fekete nyil jelzi.
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A Halastavi arva RNS bazisosszetétele: 26,6% A4%7C, 20,3% G és 25,7%U; a
G+C arany 47,7%. Mas RNS virusokhoz (és gazdaszetivgenomokhoz) hasonloan, a
Halastavi arva RNS virus is kilonkbalul- és felll reprezentaciét mutat 6sszehasankity
dinukleotid gyakorisagokat a mononukleotid 6ssedéetl (63.A abra). Az UpA dinukleotid
gyakorisag példaul csak 57%-a az elvart értéknekele alapjan a picorna-s#evirusokhoz
all kézelebb. Ugyanakkor mas diml és novényi picorna-sZervirusokkal ellentétben a
Halastavi arva RNS virus nem mutat CpG dinukleatid reprezentaciot; a tapasztalt/elvart
arany ebben az esetben nagyobb, mint 1 (63.A dbnaek alapjan a virus genom 0sszetétele
azokhoz a virusokhoz all kdzelebb, melyek rovaradmthalakat feznek (kék és sarga
pontok a 63.A abran).

A Halastavi arva RNS virus lehetséges gazdaszeddregle tovabbi behatarolasa
erdekében nukleotid 0Osszetétel elemzést (Nucleotenposition Analysis - NCA)
alkalmaztunk (Kapoor et al., 2010), melyben hatletevirusok is szerepeltek (63.B abra). A
95%-0s konkordancia mellett a virus-szekvenciae|klilonithebk gazdaszervezetek szerint.
Ez alapjan a hal eredetirus szekvenciak is jol elkllonitliét az izeltlabdaktdl szarmazo
virusoktél annak ellenére, hogy ez utdbbiaknal nggak hianyzik az erdd és ndéveényi
virusoknal tapasztalt CpG alulreprezentacié. E médsredménye szerint a Halastavi arva
RNS virus hal eredétvirus. A 63.B abran az €8 (leginkabb szignifikans) elismert téngez
("canonical factor”, CF) kivetitése lathatd, melkantroll szekvenciak segitségével a mono-
és dinukleotidok gyakorisaga alapjan utalhat a svigazdaszervezetére. Mikdzben az
elktlondlés a hal és az izeltldbu virusok kdzo@Fd-ben (,canonical factor”) korlatozott
(mely el$dlegesen CpG dinukleotidokon alapult), a CF3 a d&tdaszervezet jeldist
elkllonitését mutatja, két kulonhibgkék és sarga ellipszisek) klasztert képezve; ladtavi

arva RNS virus a hal ereddtlaszterben foglal helyet az elkilgh#&lemzés szerint.
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63. abra. A Halastavi arva RNS virus (JNOO0306) nukleotidz&détel elemzése (“Nucleotide
Composition Analysis”, NCA) matematikai modellsz&msi alapjan a lehetséges
gazdaszervezet meghatarozasa érdekében. (A) A GpGpA dinukleotidok difordulasi
gyakorisdga kulonbdz gazdaszervezetelb szarmaz6 picorna-sZer virusokban (kék:
izeltlabu, zold: noévény, piros: eésl, sarga: hal). Az y-tengely a tapasztalt/elvaéngr
(,observed-to-expected ratio”), az x-tengely a Gszazalékos aranyat jelenti a genomban.
(B) Az els 3 (leginkabb szignifikans) elismert téngeZcanonical factor”) kivetitése, mely a
kontroll szekvenciak segitségével a mono- és denildok gyakorisdga alapjan utalhat a
virus gazdaszervezetére. Minden egyes pont egydegyekvenciat jeldl. Az ellipszisek a
95%-0s konfidencia intervallumot jel6lik az ellipsZ6zéppontjdhoz képest, mely az adott
gazdaszervezetre jellethzirusokat tartalmazza (Kapoor et al., 2010). Adstvi arva RNS
virus (JNO0O0306) helyzetét az abrakon a feketejelyil
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MEGBESZELES

A virusokrol alkotott képiink korantsem teljes, raapkban nagymeértékben valtozik.
Egyre vilagosabb és sirgbb, hogy a mikrobakrol szélesebb és mélyebb konséen
kell(ene) gondolkodnunk. Szamuk (aranyuk awiégban), sokszifséguk, gyors valtozasra
valé képességik és az, hogy képesek benépesit@lii dioszféra minden részét, sikeresen
alkalmazkodva akéar rendkivil extréem (antropomotfofgassal ,€lettel 6sszeegyeztethetet-
len”) korilményekhez is (FOldon kivil?) megkerU#iltn szerepiket és sikeressegiket
bizonyitja. A mikrobak nem csak egysizen kérokozok! Vagy még ékebb szemivegen, az
orvosi mikrobiologiai nyelvén at nézve: A mikroba&m csak egysz&en human kérokozok!
Mindezidaig a mikrobak csak akkor kerultek a latdtdkbe, ha valamilyen koros elvaltozast
észlelve (tinet, betegség, szindroma, halalozdstt@rben sikerult valamilyen mikrobialis
agens koroki szerepét igazolni. lgaz ez a virusakrenelyek létezésélris csak kb. 120 éve
tudunk. Napjainkban valtozik a szemléletink a mii&krol, amikor egyre vilagosabban
latszik, hogy a ,korokozd mikrobak” csak a mikrobéils (az egészet szemlélve talan
elhanyagolhatd!) részét képezik és a mikrobak vgkldntosége ezen messze tulmutat. E

szemléletvaltozast - a széreéges tudasa alapjan - a 64. abra foglalja 0€gzeibra).

Heveny (akut) (fuuman) betegség  >1410 fele emberi korokozo

(tinetmentes fertizés — enyhe — kizépsilyos — silyos megbetegedés — fatalis betegzég)

Idult (kronikus) (frumdan) betegség

(daganatok, fekélyek, (auto)immun megbetegedések, sziv betegségek, caries, parodontalis betegségek stb.)

(Human) mikrobialis fldra

(esszencialis — szimbiotikus kapcsolat/interakeio; pre- és probiotikumok, széklet transzplantacia!)

Az €16 organizmusok evolicidja
(mikroba — gazda egyiittes evolicidja; retrovirusok!)

A 161di élet kialakulasa

(hypothesis: Az elsd eukaryota sejt kialakulasa: prokaryota sejtek - Archaea fuzidja)

64. abra A mikrobak jelenleg ismert szerepének 5 lehetségatje, példakkal. A juman”
sz0 nem szerves része az abranak. (A §zmadolatmenete.)
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Ezért ahhoz, hogy a mikrobak valodi szerepétnjésggét és dsszefliggéseit jobban
erthessuik (megérthessik?) a természetben, a ,kdavbkoikrobak mellett, a természetes
mikrobialis vilag mind teljesebb megismerésére kétekednink. Vizsgalatainkat a burok
nélkali, pozitiv, egyszali RNS genommal rendetkezirusok kdrében Galiciviridae,
Picornaviridae, Astroviridaeés Hepevirida¢ végeztik. K6zos vizsgalatukat éppen az tette
lehetvé, hogy a genomjuk felépitése és szeafdéze hasonld biokémiai tulajdonsagokkal
jellemezhet. Munkank soran részben mar ismert virusok molelaul&pidemioldgiai
dsszefliggéseinek feltarasat végeztilk el hazai,paurés nemzetkdzi szinten, masrészt
igéretes mintakbdl (taxonomiailag is) Uj, pozitiegyszald RNS genomu virusokat
azonositottunk és irtunk le. Egyidlejg mind a virusok soksZieégét (genetikai és antigén
diverzitasat), mind az adott virus gazdafaj speR&ukutattuk. A vizsgalatokhoz a virologiai
modszerek széles tarhazat felhasznaltuk a hagyamangroldégiai modszereét a
legkorszetibb, ,up-to-date” — tulajdonképpen szekvencia fulgget viralis metagenomikai

és bioinformatikai modszerekig.

Calicivirusok (Caliciviridae)

e A calicivirusok” hosszu in keresztil - néhany, az Aallategészségugyben
korokozoként jegyzett ,caliciviruson” kivil - az 9®es évek kozepéig laboratériumi
modszerekkel nehezen megkdzelithenhem tenyészthé&t ,zavaros” viruscsoporto(ka)t
alkottak. Bar az etsemberi calicivirus, a Norwalk agens (= Norwalkugir= ,Norwalk-szei
virusok” = norovirus) mar 1972 oOta ismert volt, deak a virus genetikai allomanyanak
meghatarozasa utan (Jiang et al., 1990) és a matekbioldgiai médszerek megjelenésével
valtak vizsgalhatova, mas virusoktol valoban elkitliettkké. Talan nem tulzas leirni, hogy
a ,human calicivirusok” - vizsgalataink kezdeté®4Q) - ugy is, mint fogalom, ugy is, mint

gastroenteritist okozé korokozd meég szakmai kordkle teljesen ismeretlenek voltak

132



hazankban (és tulajdonképpen mashol is a vilagdigsgalatainkkal megteremtettik és
lefektettilk a calicivirusok (ezen belll kulondsen narovirusok) hazai laboratoriumi
diagnosztikdjanak alapjait, orszagos lefedetiségeprezentativ surveillance keretében.
Figyelmunk kiterjedt a laboratoriumi diagnosztikaltatt a hazai surveillance megszervezeése,
az epidemioldgiai-jarvanylgyi szolgalat képzése azs ismeretterjesztés terlleteire is.
Vizsgalatainkat a kezdetékt fogva nemzetk6zi kooperacidban vegezzik, melyek
elmélyitését tobb hazai és Eurdpai Uniés kutatalsigzat segitette &l E palyazatok szakmai
€s pénzugyi hattere jelésen ebsegitette a Laboratorium féfését, és a calicivirusok
vizsgalatan keresztll megalapozta a Laboratoriutenlegi tevékenységének profiljat,
képesseégét és iranyat is. Laboratériumunk 1898dm hivatalosan, 2003-t6l hivatalosan is a
.Gastroenteralis Virusok Nemzeti Referencia Lab@mrama” a Mikrobioldgiai Szakmai
Kollégium dontése és felllvizsgalatai alapjan.

Ma a calicivirusok neve és szerepe a gastroesteritegbetegedésekben és
jarvanyokban nem csak a szakmai korokben ismerg deédia segitségével kdzismertté is
valt hazankban. Mindez lelésgget adott/ad a probléma felismerését kireta megeéizés
hatékony maddjainak kidolgozasadhoz és gyakorlatlaiezasahoz is. Az OEK Epinfo aim
kiadvanyai utjan a Referencia Laboratorium lefdktet calicivirus (kiléndsen a kérhazi,
nozokomialis) jarvanyok soran szikséges jarvanyiigiizkedéesek irany- és alapelveit, a
megebzés, a laboratoriumi kivizsgalas és vizsgalat @&ghatékony) szabalyait. Ma mar a
jarvanylgyi szakemberek gastroenteritis jarvanyéeseemcsak gondolnak a norovirusra, de
az el$ felmerib gondolatta valt (a Salmonella helyett), kilonéseazonban. A gyors (és
szakmailag megalapozott) dontés fontossaga evidemgarvanytgyi munkaban. Norovirus
esetén, ha az élbeteg megjelenését kdbeh nem 4, hanem csak 3 nap telik el a diagnézisig
(és az intervencioig) a korhazi jarvany hosszappabcsokkenthét(Lopman et al., 2004b).

A molekuléris epidemioldgiai surveillance munka&ohbizonyitottuk a norovirusok veéet
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koroki szerepét a hazai gastroenteritis (és nerk asaem bakterialis) jarvanyok koérében.
Bizonyitottuk a norovirus jarvanyok téli-kora tawasszezonalitasat. Megismertik a
legfontosabb Kklinikai és epidemiologiai jellegzetageket (tlnetek és gyakorisaguk, a
jarvanyok legfontosabb helyszinei). A jarvanyoklsZamos, dsszesen 17 féle norovirus
genotipust sikertlt azonositanunk, a Gll genocdapeirusok jelenis dominanciajaval. A
vizsgalt jarvanyszezonokban a norovirus jarvanyolibt mint a haromnegyedét a Gll.4
genotipusu virusok okoztak. A vizsgalatok kezddi® & Gll.4 norovirus 0sszesen @t f
genetikai variansat (epidémias antigén drift mutéiosok) lehetett azonositani, melyek 2-4
evente jelentek meg (1996, 2002, 2004, 2006 és)2@ltbpulacioban. Egy Gll.4 varians
dominansan 2-3 jarvanyszezonon keresztil cirkudalpopulacioban ugy, hogy az adott
varians az 1.-2. szezonban mindig kiterjedtebb,b tgrvanyt okozott, mint a 3.-4.
jarvanyszezonban. Ez a jellegzetesség ,kisértefieeasonlit az influenza virusnal mar
ismert genetikai drift jelenségéhez, amikor a faggk populaciéban 2-3 év alatt alakul ki
megfeleb szinti immunitds az adott dominans influenza virus vasahszemben (Koelle et
al., 2006). Ezt kovéen pedig egy genetikailag modosult, antigenitasategvaltozott
influenza virus (drift-mutans) szoritja ki a koralhrianst, mely ellen a populacié tjabb 2-3
ev alatt szerez ismét majd megfélskinti immunitast. E megfigyelés fontos hozadéka, hogy
a norovirus jarvanyok folyamatos, molekularis epig@dgiai nyomon kovetése, az influenza
virusok ebrejelzéséhez hasonl6éan képessé tehet benniinkehagywa norovirusok és azok
variansainak megjelenését i$rel jelezhessik. (Ennek alapjan a Gl1.4-2012 poétisein egy
kovetked dominanssa valo, pandémias Gll.4 varians lehet.)

2006 nyaran a norovirusok szokatlanuserktivitdsat lehetett megfigyelni, mely a
molekularis adatok alapjan a GI1.4-2006b varianskithet). Ezt a virust — mely egyben az
elsiszamu korokozo is volt - lehetett kimutatni 2006ijsaban a miskolci vizjarvanybdl is,

mely a legtobb megbetegedéssel jaré vizjarvany adiazai epidemiologiai nyilvantartas
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szerint. A miskolci vezetékes vizhalozat, melyetdigda varost korbevév karsztviz
biztonsagosan taplalt, egy igen heveszést kovet arviz (éghajlatvaltozas?) kbvetkeztében
szennye&dott. Az eset szamos elgondolkodtaté tanulsagggl gé egyet kilon is érdemes
kiemelni. A jarvanyban a GI1.4-2006b virus-varidadsmegbetegedettek/férddottek igen
nagy szama, majd a virusnak a molekularis vizsgjétal kovethei terjedése a kornyéz
foldrajzi régiok egyre nagyobb korére (jarvanyokrasokéztik nozokdémialis korhazi
jarvanyok a miskolci vizjarvany kezelt betegeivatljak a kovetkeztetést, hogy a miskolci
vizjarvany szignifikdns szerepet jatszott a szakatl e6s 2006. évi nyari és a 2006/2007 évi
jarvanyszezonban. Altalanos kovetkeztetésként azhatd le az esefh hogy jelends
k6zegészsegugyi katasztrofanak a norovirusok emet@gdends masodlagos hatasa lehet.
Jelen esetben — szerencsétlen médon - egy Uj,emsulGll.4 varians (Gll.4-2006b)
megjelenése a populacidban egybeesett egy igemdelszamua potencialis megbetegedéssel
jaro jarvanyugyi esemény bekodvetkezéseével, meliyws\nagymeérték felsokszorozédasahoz
vezetett (emlékezt&dil 1ml székletben minimum 1 millié norovirus varg felgyorsitotta és
fel is elsithette a soron kovetk&Z22006/2007-es norovirus jarvanyszezont, mely aihaza
norovirus surveillance 6ta az egyik ,legsebb” volt.

Vizsgalataink eredményeit — nemzetk6zi egyiiktdés alapjan - elhelyezhettik az
eurdpai és tobb kontinensre kiterjedt elemzése&bi@is. Az adatok egybevagnak; a Gll.4 és
egyes GllI.4 genetikai variAnsok dominans cirkulgcidlt megfigyelhei vildgszerte. Ez azt
jelenti, hogy a Gll.4 virus foldrajzilag és popufEc szinten nem izolaltan szeréjel a
jarvanyoknak, képes nemzetkdzi jarvanyok és akadémia kialakitasara is. Mas széval, a
norovirus jarvanyszam emelkedésének a legvaliishioka az adott populaciéban az, hogy
egy Uj Gll.4 genetikai varians jelenik meg egy netk@zi jarvany (pandémia) részeként.
(Megjegyezhét azonban, hogy a Gll.4 norovirus variansok hazamkbendig néhany héttel,

honappal ké&sbb bukkantak fel ész6r — az influenzahoz hasonléan. A 2001 6ta @hezett
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hazai surveillance miatt ez nem az etkégonositas miatt tapasztalhatdé, hanem hogy a Gll.4
virus importalt formaban — igy késb - kerllt be a hazai populaciéba. Talan ez is egy
kozvetett bizonyiték arra, hogy hazank nemédisges célpontja a turista és atihen
forgalomnak; ez jarvanyugyi szempontbdl persdes.)

Norovirus jarvanyszezon minden évben (volt), vas I@sz). A Gll.4 norovirusok
altalaban is a ,calicivirus-jarvanyok” megértéséhkezért fontos felismerés, hogy a Gll.4
norovirusok szignifikansan gyakrabban terjednekvktizn kontaktussal és okoznak jarvanyt
egészséqgugyi eés szocialis intézményekben. A Glldnotjpus esetén a feltart
genetikai/antigén drift az egyik lehetséges faktorely idrél-idére ebsegiti a Gll.4
variansok sikeres megjelenését és elterjedését palgmbban. A norovirusok nyomon
kovetésének molekularis epidemiologiai eredményeiaéGll.4 virusok elemzése alapjat
képezi a hatékonyabb megeési és erzékenyebb laboratoriumi médszereknelamiat az
aktiv oltdanyag kifejlesztésének.

A GIl.4 norovirussal ellentétben mas, messze ritkab viszont idben halmozddva
jelentke®d norovirus genotipusok (és kiulondsen a Gl genoctdpgjai) fontos szerepet
jatszhatnak az élelmiszer és viz erédés kozvetitette jarvanyokban. Ezek néha jékent
nemzeti, nemzetkozi jarvanyigyi és élelmiszer-igéyi problémat is okoznak. Ilyen volt a
hazai ,Junior-jarvany” néven elhiresult kozétkezssel osszeflggnorovirus jarvany 2001.
majus kdzepén. Itt a szenngebtt étel (gyimolcsil készilt hideg eperleves?) okozott tdbb
szaz megbetegedést a cég ellatasi terlletén (E@0fal) majd az orszagban tobb helyen
felbukkanva, melybl a GIll.1 (Hawaii) norovirust lehetett kimutatni.(8bra). Ez a virus
azonban mar 2001. aprilisban is az orszagban Solifra), ezért elképzellbethogy nem az
alapanyag, hanem a konyhai feldolgozas soran, lestdgr altal torténhetett a kontaminacio.

Ugyancsak ritkdn, 4 alkalommal sikerllt a protosiphorwalk virust (Gl.1) azonositani,
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mindannyiszor 2004-ben (5. abra), egy alkalommajawany (vezetékes viz @érése egy
faluban) részeként. A Gll.b jiel tébbsz6ros rekombinans — kordbban nem ismertovitois
pedig nemzetkozi jelebsédi elelmiszer eredétjarvanyra — és egyben a virus ugrasszer
valtozékonysagara - j6 példa. A jarvany eredetrdsa feltehéien szennyezett kagylok
fogyasztasahoz kothetNyugat-Eurépaban (Franciaorszag) 2000 augusztnsgmopmans,
szemelyes kozlés). Nyolc honappal ®#s mar mind a 10 norovirus surveillance-ben részt
vevs tagorszagbol beszamoltak a Gllb valamelyik rekarabs tipusanak megjelenggér
Magyarorszagon mind a 4 kapszid tipus jelenlétealifmto volt 2001. aprilis €s 2008. majus
kozott (5. abra), mely fibzak alatt a masodik leggyakoribb genotipus vaitiiad norovirus
utan. Erdekes modon a Gll.bigiesét koveten 2009. oktdber és 2012. junius kdzott ismét
egy rekombinans norovirus, a Gll.g valt meghatarézibazankban, és gyakoriva Nyugat-
Eurépadban, melynek eredete feltéleet ugyancsak kagylofogyasztashoz kdthet
Franciaorszagban (Ambert-Balay, személyes kozi&sjekes mdédon mindkét rekombinans
norovirus (Gll.b és Gll.g) esetén &srban gyermekkdzosségek voltak a jarvanyok
érintettjei. Az antigén drift mellett a norovirusolaratlanul gyakori rekombinacioja igy
ugyancsak jeledsen befolyasolja és szinesiti a jarvanyugyi hestzekihatassal van a
taxonomiara, a laboratoriumi diagnosztikara éskaina fejlesztésre is.

A norovirus jarvanyokbol csak human eréahetk tartott norovirusokat mutattunk ki.
Az eddig ismert és allati eredeek tartott norovirusokat a megvizsgalt nagyszambegi
gastroenteritis jarvanyb6l nem tudtunk azonosit#nicalicivirusokrél szél6 ismereteink
azonban korant sem teljesek. Az ismert 5 caliceviremzetség mellett 2008-ban, 2009-ben és
2011-ben is egy-egy potencialisan Uj calicivirusnnetség (,Recovirus” és ,Valovirus” és
.csirke calicivirus”) el§ tagjait azonositottdk majmokban (Farkas et al0820sertésekben

(L'Homme et al., 2009) és csirkékben (Wolf et &011). Ezek kozul a ,Recovirus™hoz
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legkdzelebb all6 calicivirust immar emberi diarrbélis kimutattak Bangladeéb(Smith et
al., 2012).

e Eddig csak néhany orszagbol szamoltak be a szaarha norovirusok
kimutatasarol, bar a szeroepidemioldgiai vizsg&latapjan a szarvasmarhak atdetidése
szinte teljes (99%) (Deng et al., 2003). Vizsgatdteal elbszor sikerilt a szarvasmarha
norovirust - és mindkét genotipusat (Glll.1 és Q)Il- hazai szarvasmarha allomanybdl
kimutatni, kévetni és molekularis modszerekkelgeiezni. A hazai Glll.1 virus a masodik
olyan virus a prototipus mellett, melynek teljep%ad régidja is meghatarozasra kerdlt.
kimutatni ugyanazon a farmon. Ez a szituacio misjerazokat az eredményeket, hogy a
GlIl.1 és GIll.2 virusok nemcsak kulén genetikagnem kilonbdd antigén csoportot is
alkotnak (Oliver et al.,, 2006a/b), és az ilyen dgyi természetes jelenlét a genetikai
rekombinacié lehéségét is biztositja a két genotipus kozétt (Haralet 2004). Bar a
p289/p290 jal univerzalis calicivirus primerpar (Jiang et al.999) ,képesséegsil’
tébbszorosen meg§yodhettiink, idnként varatlanul jeleisen lenditett kutatasaink sikerén,
a szarvasmarha norovirusok esetén — az emberi inesokra tervezett JV12Y/JV13I
primerparral (Vennema et al., 2002) ellentétberinegativ RT-PCR eredményt kaptunk. A
22 nukleotid hosszu p289 primer €s a Bo/NoV/Aba2BB2/HUN virus szekvencigjanak
dsszehasonlitdé elemzése 6sszesen 6 nukleotidstltéutatott, mely az egyik oka lehetett az
érzékenységi problémanak. A szarvasmarha norovawdbbi foldrajzi régiokban tortén
kimutatasaval és a virus genetikai meghatarozagtségével Ujabb ismeretekhez juthatunk a
virus foldrajzi eloszlasérol és a virus genetikdifen valtozatossagéarol. Bar a Glll.1
szarvasmarha norovirus férési kisérlet soran vizes diarrheat okozott Gjsriborjakban
(Otto et al., 2011), tovabbi vizsgalatokat igéngedzarvasmarha norovirusok gyakorisaganak,

koroki szerepének és jeléstgének tisztazasa. Ez annak a szeroepidemioldgiai
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tanulmanynak fényében meég fontosabb, hogy holldietod/osok kdrében 28%-ban, a
kontroll emberi populacioban pedig 20%-ban kimua#dk ellenanyagok rekombinans Glll.2
szarvasmarha norovirussal szemben (Widdowson, &04l5).

e Az ismert allati norovirusok kozul a sertés (poeginorovirusok allnak genetikailag
a legkodzelebb a human norovirusokhoz. A sertésvitusnk is abba a Gll genocsoportba
tartoznak, melybe az emberi gastroenteritis jaro&ést leginkdbb feléls norovirusok
vannak. A jelenleg ismert sertés norovirusok a 1G|l. GI.18 és GIl.19 norovirus
genotipusok kodzé tartoznak (Wang et al., 2005@arlaHollandia és USA utan negyedikként
szamoltunk be a sertés norovirus (genotipus sze@Htll) kimutatasarol sertés bélsar
mintabdél. A sertés norovirusok kimutatasarolskidzben Kanadabol, Uj-zZélandrol,
Belgiumbol, Koreabdl és Kinabdl is megjelent egy-&§zlemény (Cunha et al., 2010). Az
EVENT (,Enteric Virus Emergence, New Tools” FP6, 22RCT-2004-502571)
Konzorciumunk egyes partnerei (Dania, Finnorszaggyrorszag, Olaszorszag, Szlovénia
Spanyolorszag) altal (nem publikalt) 6sszesitestt@d alapjan, 2005-2008 kozott a vizsgalt
eurdpai farmok (N=87) 9%-ban (7-16%), a vizsgaltéesefécesz mintak (N=1059) 1%-ban
(0,2-9%) lehetett sertés norovirust kimutatnipgtsban a 3-6 honapos kor kozaétti allatokbadl.
Bar egy friss kisérletes tanulmany szerint a sertésvirusoknak talan lehet szerepe sertések
diarrheajaban (Shen et al., 2012), de a sertésvinosok valodi koroki szerepe sertések
korében, valamint jeleéége a norovirusok evollcigjadban és human meglkisgkben
(zoondzis?) tovabbra is megvalaszolatlan kérdépi(®c et al., 2008).

e A sapovirusokrdl a norovirusokhoz képest jovaldsmbbet tudunk és 2000-ig — a
vizsgélataink kezdetéig - kevesebb, mint 10 orsahgilent csak meg kdzlemény emberi
kimutatasukrél (Chiba et al., 2000). A tanulmanyskerint a gyermekkori szdérvanyos
gastroenteritisek 0,9-9,2%-aért lehetnek tedek (Vinjé, 1999; Pang et al.,, 2001). A

megbetegedések szempontjabdl a leginkabb érintedt ldnap-2 év kozotti korosztaly.
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Tizenkét éves korra a populacido nagyobb réslzé&bmutathatok az ellenanyagok (Vinjé,
1999). Hazankban &zor sikerllt sapovirusokat ismeretlen ergdetdrvanyos és jarvanyos,
emberi gastroenteritis megbetegedésekis azonositani €s molekularis modszerekkel
elemezni. A szorvanyos csecseRisgyermekkori eseteld (a molekularis epidemiologiai
elemzés alapjan felteléetn valdjdban esethalmozdédas) a sapovirusok Gll.1,
(London/1992/UK), a szocialis otthoni, felteben nosokomialis jarvanybdl a GI.2
(Parkville/1994/US) genotipust sikerllt azonositdajd 14 éve kovetjuk a ,calicivirusok”
cirkulacigjat a gastroenteritis jarvanyokban haf@mk molekularis epidemioldgiai
modszerekkel. Mégis a tobb mint 900, nem baktsrgdistroenteritis jarvany vizsgalata soran
csak ez egyszer sikeriilt a sapovirusok koroki g#trigazolni, 2008-ban. &zor Azsiaban
(Hansman et al., 2006; Hansman et al., 2007; Wal.eP008) és ezzel kozel eg§libn a
nemzetkdzi calicivirus munkacsoportunk (FBVE, Faadne Viruses in Europe) észlelése
alapjan 2008-ban a sapovirusok okozta jarvanyokn&mak szokatlan emelkedése volt
megfigyelhed Eurdpaban is, az édebb korosztalyokban, amelyékbrendre a GI.2
genotipusu sapovirust lehetett kimutatni (Svrakal.et2010). Hollandiaban az elmult 15 év
alatt ugyancsak 2008-ban sikerultsd0r sapovirust gastroenteritis jarvanybol kimutatn
melyet ugyancsak ez a genotipus okozott (Koopneaeneélyes kozlés). A feltételezben
szélesebb foldrajzi régiokat émnjarvanyos sapovirus cirkulaciot alatamasztja ahagy a
GenBank-ban talalhaté hat Gl.2-es sapovirus szekwddzil a legkdzelebbi rokonsagot, az
RARp régi6 alapjan, egy 2008tb Oroszorszagbol szarmazdé virus (Nizhny
Novgorod/2007/RUS; EU620242) mutatott a hazai Vioas Hogy pontosan milyen valtozas
all a sapovirus jarvanyok tobb fdldrajzi régiébapasztalt ,klonalis” megszaporodasanak
hétterében, etsorban az idlsebb korosztaly kérében, az nem ismert.

e Az ember mellett sertésekben ismert a sapovirjedekléte, bar nyérchen (Guo et

al., 2001b), és ujabban kutyaban (Li et al., 201fidaban (Li et al., 2011b) és denevérben
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(Tse et al., 2012) is kimutattak — egy@ nem besorolt - sapovirusokat. A vizsgalataink
kezdetéig csak négy orszag szamolt be a sertésisagmk molekularis azonositasarol. 2004
és 2007 kozott 6 orszag 88 sertésfarmjardl szarmaatak vizsgalata alapjan szamoltunk be
a sertés sapovirusok incidencigjarél, genetikai sziokségéél és molekularis
epidemiolégiajardl Europaban. Az allatok atlagogin-a dritette a virust, mely a farmok
tébb mint 40%-ban jelen volt. Ez a sapovirusok emdsé elterjedtségére utal sertések
korében, bar az egyes orszagok adataiban {alekiilonbségek lathatok. Ezek részben a
mintagyijtés, a vizsgalt allatok életkora és egészséguligpdta, részben az alkalmazott
modszerek (pl.: primerek) kulonbész2gebl adodhattak. Az adatok alapjan a sertések mar a
korai (2-8 hetes) életkorban féz6dnek sapovirussal. Egyénaranyban talaltunk sapovirus
fertozott allatot a Klinikailag tinetmentes és a diaediman szenvéd allatokban, de a
hasmenés szignifikansan gyakrabban forddltsalpovirus genotipusok tarstemtse esetén.
Ez nem feltétlendl arra utal, hogy a kKstsapovirus feézés diarrhoeahoz vezet, de jelezheti,
hogy ezekben a farmokban a higiénés standardokagabbak és mas, pathogén mikrobak
is jelen lehetnek. Az alkalmazott primerek érzélsgmy probléméjara utal, hogy kuloniéoz
primerekkel elté& genocsoportl sapovirust lehetett kimutatni ugyananintakbol. Eppen
ezért is figyelemre méltd a sapovirusok extrém tjemesokszitiseége sertésekben, hogy az
ismert (GlII), illetve harom feltételezett sapodrgenocsoport (GVI, GVII és GVIII) mellett
tovabbi két Uj sapovirus genocsoportot (GIX és @&X3ikerilt azonositani. A leggyakoribb
(50,6%) a GllII genocsoportu sapovirus volt, ezéhnérdl, hogy a hattérben nem-e egy, a
sertések kozott zajlo nemzetkozi Glll genocsopkdzta jarvany részjelenségét észleltik. Az
egyik legfontosabb kérdés, hogy a sertés sapowramsondtikus agensek-e. A filogenetikai
elemzéseink alapjan a sapovirusok a sertésekbetilgglag sokszitibbek, mint emberben.
Ez azt jelentheti, hogy a sapovirusok ko-evollcebjaertésekben hosszabb ideje tart, mint

emberben. A sertéseldkimutatott sapovirusok kozul a GVIII genocsopidglal el specialis
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helyzetet, mert ez mutatja a legkdzelebbi rokonségwllcios keresztépontot) az emberi
sapovirusokkal. Figyelemre méltd, hogy a GVIII gesaport kdzelebbi rokonsagban van a
human sapovirusokkal (ésorban a GV és Gl-hez), mint a tobbi sertééeldmutatott
sapovirus genocsoporttal. Tekintettel arra, hogylllG§enocsoportl sapovirust embérb
még nem mutattak ki és e kiterjedt eurOpai tanujmakban - bar genetikailag nagyon
heterogén sapovirusok kerultek leirdsra - sem #ikagenetikailag egyértelin human
sapovirust kimutatnunk, a sertések rezervoar seere@m sapovirus zoondzis eredete tovabbra
is kérdéses.

e A nebovirusok 1978-as élselektronmikroszképos felfedezése utan 2006-ig
dsszesen két tanulmany vizsgalta molekularis bialdgdédszerekkel a nebovirusok jelenlétét
szarvasmarhak korében (Smiley et al., 2002; Oktel., 2006a). 2006-t6l a nebovirusokrol
sz0l6 k6zleményekben mar a virus prevalencigjaroiformaciohoz juthatunk, mivel a 2008-
ban Iétrehozott Uj nemzetségbe (Carstens, 200@ytanebovirusokat mar célzottan keresték.
Park és mtsai 2004 és 2005 kozott 6sszesen 64%,78 @ap kozotti életkord hasmenéses
borjaktdl gyijtottek bélsar mintakat Dél-Koreaban. A mintak 9;B%m igazoltak a nebovirus
jelenlétét, és endemikusnak talaltak a hasmendsagskékorében (Park et al., 2008). Martino
eés mtsai 2009 és 2010-ben 16 dél-olaszorszagi asraarha farmrél kdzel 100 allattol —
melyek kozul 32 allatnak volt hasmenése -jgjt székletmintat 0 és 6 hetes allatoktol.
Osszesen 5 (5%) esetben mutatott ki nebovirusyakédivétel nélkiul hasmenéses tiineteket
mutatd borjaktdl vett bélsarmintakbdl szarmaztak Nartino et al., 2011). Kaplon és mtsai
retrospektiv vizsgélata soran 415, atlagosan 9 s)é@poju székletmintainak 7%-ban tudtak
nebovirusokat kimutatni Franciaorszagban (Kaploalgt2011). Hassine-Zaafrane és mtsai
2006 és 2010 kozott Tunéziabanigdtt 169 szarvasmarha (a borjak atlagéletkora & n
volt) székletmintdit vizsgaltdk meg, és a mintdk -88&n (5/169) taldltak nebovirust

(Hassine-Zaafrane et al.,, 2012). E vizsgalatok jatapa nebovirusok molekuléris
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prevalencigja a borjak koérében 3-10% kozott vakoazas ugy idnik, hogy jelenléte a
hasmenéssel jaré koérképekkel dsszefliigghet. Hasegniéatasos borju bélsar mintajabol
elészor sikerllt hazankban a calicivirusok kozé tartgebovirust kimutatni. A virus
(Bo/M3641/2011/HUN) a filogenetikai elemzés alapgamebovirusok 4 genetikai csoportja
kozul az 1. leszarmazasi vonalbeli, és ezen bgléakziAngliaban és Olaszorszagban cirkulalo
Newbury-1-szdf genotipushoz hasonlit. Azonban nem kizart, hoppyeslegi ismereteknél a
nebovirusok filogenetikai térképe szinesebb IehEBhnek vizsgalatara molekularis
epidemioldgiai vizsgalatok lennének szikségeselaltbv eurépai és hazai szarvasmarha
telepeken. A valoszitheg korokozo nebovirus a hazai szarvasmarha allgokéian is jelen

lehet, és egyben szerepe lehet az ismeretlen éregemenéssel jar6 megbetegedésekben.

Picornavirusok (Picornaviridae

A Picornaviridae a legnépesebb ismert viruscsalad. Az Uj nemzetségeisfajok,
geno(szero)tipusok szama rohamosé&n@sak az elmult 4 évben 8-rol 17-re emelkedett a
picornavirus nemzetségek szama. Az ICP¥cornaviridae Study Group nevezéktani

szabalyai szerint www.picornastudygroup.com/definitions/genus_deiimthtm), mas

ismérvek mellett (lasd: Anyag és Modszer fejezeRkor beszélhetiink () picornavirus
nemzetsédil, ha az 0j virus aminosav hasonldésaga az ismedrmavirus nemzetségekhez
képest a P1, P2 és P3 régidkban kisebb, mint 48040- Ennek alapjan 2013. februarig
hivatalosan 12 Aphthovirus, Avihepatovirus, Cardiovirus, Entrosgiru Erbovirus,
Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus, SapeloviBenecavirus, Teschovir@sTremoviruy
(Knowles et al., 2012), 2013. februartdl tovabb{Aguamavirus, Dicipivirus, Cosavirus
Megrivirus es Salivirug picornavirus nemzetseg keralt elfogadasra

(http://www.picornaviridae.cony/
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e Vizsgalatainkkal €lszor sikerilt a PEV-B (2013. februartdl Enterovir@
virusfajon belll Enterovirus nemzetség) porcine enterovirust vaddisznokboktvid
hazankban (K6zép-EurGpaban) porcine enterovirustésskiél kimutatni. A porcine
enterovirusokat a human enterovirusok 5’'UTR régioji@rvezett primerekkel a 2-8 hetes
életkor kozotti hazi- és vadmalacokbol nagy aranylehetett kimutatni. Ez utalhat arra, hogy
az allatok a porcine enterovirusokkal sziletéstekin gyorsan atfetzédnek, a feidzési
ciklus 3-8 hétnél roévidebb ideig tarthat, hisz ag/anazon telegt szarmazo idsebb hazi
sertésekbl a virust mar nem lehetett kimutatni. Az egy kd@ngtben él fert6zott allatokbol
nagymeértekben hasonlé virust talaltunk, mely aiperenterovirus endémias jelenlétére utal.
A tinetmentes, de féizott sertések vérszérumabdl a virus nem volt kithata. A porcine
enterovirus vaddisznokban valo jelenléte azt jeléoigy a vaddisznok is e virus rezervoarjai
lehetnek.A PEV-B (Enterovirus G) virusfajon belll jelenlegak négy teljes genommal
rendelked porcine enterovirus értietel a GenBankban. Ez a PEV9 (UKG410/73,
Enterovirus G1), a PEV10 (LP 54/UK/75, Enterovi®), a K23/2008/HUN (Enterovirus
G3) és a WBD/2011/HUN (Enterovirus G4). A jelenld@TV szabalyok szerint akkor
beszélhetiink Uj enterovirus geno(szero)tipusrélahegPl régidban az enterovirus nt/aa
kilonbsége az ismert geno(szero)tipustdl 25/12%weghaladja. Mivel ez mindkét hazai
virus, a K23/2008/HUN és a WBD/2011/HUN esetéretgl|, az ICTVPicornaviridaeStudy
Group PEV14 (Enterovirus G3) és a PEV15 (Enterev@d) néven Uj geno(szero)tipusoknak
fogadta ebket.

e A fajon bellli (intraspecies) rekombinaciéo az eowérusok korében jol ismert.
Azonban ebszor sikerllt az enterovirusok kérében egy altatrspecies (allatfajok kdzotti)
természetes rekombindns enterovirust azonositani tedes genom szekvenciajat
meghatarozni. Az ovine enterovirus 1 (OEV-1) egyibhe/porcine enterovirus rekombinans,

melyet viszonylag magas szézalékban, mindkét vizsgaben sikertl béranyokbdl
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kimutatnunk, jelezve a virus endémias cirkulaci@at,életképességét’ (evolluciomyet)
juhokban. A rekombinacio eredete, kialakulasa, époecine/bovine/ovine enterovirusok
(esetleg mas jelenleg nem ismert enterovirusokméginoz valo viszonya tisztazasra var.
Erdekességként megemlithetgy 2011-es kbzlemény, melyben PEV és BEV entrersokat
(kalon-kulon) sikerdlt djszaldttkori barany vesdben (FLK-N3) in vitro tenyészteni
(Matsuura et al., 2011), mely abba az iranyba muatagy a juhokban BEV és PEV (igy akar
tarsfertizés soran is) eredményes lehet. Azaz a juhokb&alh&ott ki a rekombinans ovine
enterovirus. A rekombinacié meglétét szamos kigétleisitettiik meg, illetve az esetleges
mitermék eredetét tobb kisérlettel zartuk ki (Bordsak, 2012). A rekombinans ovine
enterovirus egy jO példa arra, hogy a picornavkugodold6 és nem kodolo régioi
modularisak, és ezeknek a genom régioknak az eolegymastol fuiggetlen lehet. Egyben
ez azt is jelenti, hogy egy picornavirus megtelielirasa nem képzellteel a virus teljes
genomjanak meghatarozasa nélkil. Elledkesetben, attol fuggn, hogy milyen régiot
vizsgalunk fals negativ eredményt (,misidentificati), téves osztalyozast
(,misclassification”) és téves kodvetkeztetést (,misrpretation”) vonhatunk le a virusunk
eredetére, természetére vonatkozoan. A hivatalangemiai besorolas alapjan jelenleg az
OEV-1 ,sertés” enterovirus (PEV-B, Enterovirus &alold régidé alapjan), annak egy Uj
geno-/szerotipus tipusa (Enterovirus G5). De az -@QE¥kombinans volta a PEV, BEV és
OEV taxondmia felllvizsgalatat eredményezheti (Ndclowles, személyes kozlés).

e A rekombinans EV-C109-etEfterovirusnemzetség) észor sikertlt Eurépaban
kimutatni, méghozza archivalt nasopharyngedlis abidk, mely 1 évvel kordbbrol szarmazik,
mint a prototipus nicaraguai virus. Az ismeretlezdeti gyermekkori léguti fetizések 1,6%
és 1,1% kothétNicaraguaban (Yozwiak et al., 2010) és hazankkaad®\aC109-hez, azaz kb.
minden 100. ilyen eset, jelezve, hogy a virus kibsderepet jatszhat e férésekben és

esetleg also léguti férzést, pneumoniat is okozhat (bakteridlis kérokozégy mas viralis
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agenset a mintabdl nem sikerdlt kimutatni). Cékszek latszik, hogy a molekularis
epidemioldgiai vizsgalatokban (és esetlegokés a klinikai viroldgiai diagnosztikaban is)
gondoljunk az EV-C109 koroki szerepére, és keressiilkekularis médszerekkel a jelenlétét.
e A hepatitis A virus (HAV) kulonlegessége éppen hmgy mar hosszu ideje
ismerjuk a klinikuméat, megfelél szerologiai moddszerekkel rendelkeziink a ofars
laboratériumi kimutatasahoz (mely mar a molekulérs ebtt is elérheb volt), és oltéanyag
is rendelkezésre all a hatékony meégéekhez. Elvileg tehat megoldott kérdésvan szé.
Talan éppen ezért nem forditottak Kelfigyelmet a hepatitis A virus molekularis
epidemioldgiai vizsgalatara, genomjanak elemzésése az 0Osszefuggések feltarasara.
Reprezentativ vizsgalatainkkal 2003 és 2013 kobétekintést nyertink a szérvanyos,
jarvanyos és importalt hepatitis A virus okozta beiggedések hazai molekularis
azonban az IA és az IB genotipus egyarant kimuiathat. A vizsgalatok bizonyitjak egy IA
genotipusi HAV észak-kelet magyarorszagi endémidenlgtét, mely idrél-idére
jarvanyokat is okoz a térségben, illetve szorodasgaorszag mas részén is. dtjol
elkllénithetk az importalt esetek. Kulonésen az IB genotipusiViek kozott jellegzetesen
elkllénithed vonalat képviselnek az Egyiptombdl, turistak aitaportalt megbetegedések. E
csoport Egyiptomra (Foldkozi-tengerre) jellegzetedrusai EurOpa mas orszagai
(Franciaorszag, Németorszag stb.) turistadinak ntegbdéseilil is rendszeresen kimutatasra
kertlnek, nem ritkan jarvanyok okozoiként (Frankakt 2007). A prospektiv molekularis
vizsgalatainkkal az is leirhatéva valt, hogy szémas (importalt) hepatitis A feizésiol
hogyan alakulhat ki 8bb egy kd6z6sséget érénjarvany, majd hogy hogyan valik a virus egy
adott foldrajzi régidban (3 megyében) endémiaséaaR ,Istvandi” néven elhireslilt hepatitis
A jarvany maér jalius elején felismerésre kerilfeg6zéseket nem sikertlt lokalizalni. Ennek

legfontosabb okai a kovetk@z lehettek: 1. a hepatitis A virus-férés hosszu inkubacios
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ideje miatt az els beteg felismerésekor a jarvanyugyi intézkedés mdminimum az
inkubéacios idnek megfeldl - 30 napos késésben volt/van; 2. adaesek kisebbik része jar
csak Klinikai tiinetekkel; 3. egy tlinetet mutatéelge¢ 3-11 tlinetmentes, de virustdijiit; 4.

a ferbzések 3 megyét érintették, a megyei jarvanyugyiabgak csak az ellatasi teriletiiknek
megfeleb exponalt személyeket lattak el, az esetek kozdpcsolat a virus genetikai
azonossaga alapjan jarvanyugyi osztalyok szaméak ké$bb valt egyérteliivé; 5. a
passziv oltas alkalmazasa sok esetben mdnkég inkubacios itl végén tortént; illetve 6.
Istvandiban a rendkivil rossz szocialis és higiék@myezetben a klasszikus jarvanyigyi
intézkedések csak korlatozott mértékben lehettei@sbaak. A Dél-Dunantulon lezajlott
hepatitis A virus-fefizés tovabbi, nemzetkdzi kdvetkezményére is ki téehi. A jarvanyban
érintett lakossagbol ebben azobeén Svédorszagba emigraltak, masrészt aszések
kozvetlendl a horvat hatar menti telepulésekéikedlis érintették. Jol 6kodo jarvanyugyi
rendszer alapja a megeks, ezért a jarvanyugyi informacidksmeni megosztasa a hazai
jarvanyigyi szervek mellett a szomszédos, illeweém@ntett orszagok jarvanyugyi szerveivel
is szuikséges (lenne) mind informalis, mind hivagalvegkeresés és tajékoztatas utjan. Ezen
kival is szamos tanulsag volt levonhatdé a jarvahyl#o megebzés érdekében az aktiv
oltbanyag alkalmazéasat szorgalmaztuk, mely - vétsingk szerint - ma a jarandd Uut.
Kérdésként csak az éllegesen vedeiddpopulacié nagysaga merilhet fel. Ez lehet a
populacié egészének immunizalasa (életkorhoz kétitlesd oltas, mint példaul 1999 6ta
Spanyolorszagban, részben az USA-ban) vagy csakilkeasoportok (rossz szocidlis és
higiénés kornyezetbenddd, olyan tertleteken &k, ahol az incidencia az orszagos atlag felett
van) ebzetes immunizalasa, vagy mar megdett ferbzést kovaten a szélesen vett
exponalt személyek azonnali aktiv védelme. Az utéhiras nem koltség-hatékony (Fiore et
al.,, 2006). A passziv oltéanyag @&ieges szerepét a megmsben nem tartottuk

megfelebnek, $t, a késve adott immunglobulin adasa hamis biziphz@tet kelt és
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maszkirozhatja a fdizést, a megbetegedeést, igy e személyek é&ztsek tovabbi forrasai
lehetnek. Néhany hét mulva pedig a passziv oltadiésaesilt nagyrizikdju személy
ismételten teljes mértékben fogékonnya valik assre. A passziv és aktiv oltas koncepcio
nélkali kombinalt alkalmazasanak pedig egymast gitérhatasa is lehet (Fiore et al., 2006).

A koltséghatékonysag szempontjabol, ha a populacioh HAV szeropozitivok
aranya 45%ala csokken, az aktiv oltbanyag altalanos bevezejasasoljak (Rajan et al.,
2000). Magyarorszagon, a legutolso felmérés szeximéradok korében 20% ala csokkent ez
az arany (Pohl et al., 2001). Az USA-ban 19819 rizikdcsoportok (ahol az incidencia 9-
14,5/1000004 feletti — a populacio 40%-a!) aktiv oltasat kdext 2004-re 79%-kal csokkent
a HAV incidenciaja az 1992-es legalacsonyabb tezetés incidencia-értékhez képest (Fiore
et al., 2006). Az aktiv oltbanyag mar eléthet 12-23 hdnapos kisgyermekek részére is.
Szamitasunk szerint a dél-dunantdli HAV jarvany imalis, kozvetlen egészségugyi
koltségei (kérhazi kezelés, laboratériumi vizsgaatjarvanyugyi intézkedések az aktiv
oltasok nélkul) — akkori értéken szamitva - elé@ék5-20 millio forintot, mely megegyezik
1800-2400 & teljes, két dozisbdl allo, &e tervezett aktiv HAV immunizalasanak araval. A
WHO javaslata az, hogy az eurdpai orszagokban &pkBruljon be a HAV oltas a gyermek-
kori oltasi rendbe (McMurrow, 2006). Talan nem twinek, ha ugy itéljik, hogy munkank
hatasanak is koszonken 2009-ben az aktiv HAV oltas bekerult jarvanylgyinka el§
vonalaba, igy a hepatitis A megbetegedéfoadulasa esetén legalabb a beteg kérnyezetéhez
tartoz6 személyek meghatarozott kdre 20%ktiv immunizaldsban részesitheEpinfo,
2009). Csak bizhatunk abban, hogy az egészségufpyelis mindenkori déntéshozok is
figyelembe veszik a megfigyeléseket, javaslatokat,sikertl a jarvanyigyi ,események”
rovidtavu kezelése helyett a megggds hosszu tavl, éldleges lehdiségeivel élni.

A dél-dunantali HAV jarvanyban megbetegedettek gitlatkora jol illeszkedik az

egyenlittol a sarkkordkig terjed foldrajzi régidk, illetve a fefildé orszagoktdl a fejlett
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orszagok iranyaban tapasztalhato életkori sajagokb@z. A tropusi fefildé orszagokhoz
képest az atlagéletkor magasabb, de az észak-eor§pagokhoz képest alacsonyabb volt. A
HAV-fert6z6dés magasabb életkor felé tolédasa a tlinetekkél §ar sulyosabb lefolyasu
fertozések aranyanak emelkedését okozza. Az életkoldethamladva gyakoribb a sulyos
megbetegedés, ésorban a majat érititalapbetegségek miatt. igy a hazai letalitas értéke
(0,87%) is beilleszthétaz atlagéletkort meghatarozo foldrajzi és fejégteeli eloszlasba.

Nem endémias vidéken ma mar kevés HAV megbetegeldiadalkoznak a gyakorlo
orvosok. A klasszikus sargasag pedig a dél-dungamrany soran is csak a felderitett esetek
kozel felenél fordult &. A jarvany soran — kilénésen az éelseteg jelentkezésekor — a
betegség klinikai felismerése az anamnézis ésrekdlitinetek helyes értelmezése alapjan
nagy fontossagu. A jarvanyban a betegek jéenészének igen enyhe és aspecifikus tinetei
voltak. Jarvanymentes ddzakban sokuk valésZileg nem fordult volna orvoshoz, illetve a
haziorvos is joval kisebb aranyban utalta valkat korhazba. A felismerés ezeért is fontos, és
nem maradhat el az eset azonnali bejelentése anjéigyi hatdsagnak, hisz a késlekedeés

alapveben hatarozhatja meg a jarvany tovabbi menetét.

Hepatitis A jarvany barhol és barmikor kialakulhbdzankban. Nagy az esély
élelmiszer vagy viz kozvetitette jarvany kitoréséés a példank alapjan a szoérvanyos
(endémias vagy importalt) esétbkiinduld, kodzvetlen kontaktussal terjesztett pamy
kialakulaséara is. Uj fejlemény, hogy Nyugat-Euragan 2012-ben hazankban is megjelent
homoszexudlis kozosségek (MSM) korében a HAV, mijkiockazati tényez A feltehebleg
2011 decemberében Hollandidbdl behurcolt, szekagiman 100%-ban egyeHAV (a virus
.Budapest-2012” néven a 32. abran lathato) budapesleg” szaunak és barok latogatoi
korében indult 2012 marciusdban (és hasonldéan m@iseagban) (még nemublikalt

adatok), majd ételjesen szérddott a fogékony budapesti és hazpulgoidban (Epinfo,
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2013). A virus IA genotipusu, mely azonban nuktksbrrendjében a hazankban eddig talalt

virusoktol kulonbozik.

A molekularis genetikai vizsgalatok 0 eszkdzt ddrea jarvanylgyi szakemberek
kezébe a jarvanyugyi, kdzegészséglgyi munkabanolakularis epidemioldgiai eredmények
értelmezésével olyan dsszefliggések is feltarasréalhetnek, melyek a hagyoméanyos
epidemiolégiai moédszerekkel eddig rejtve maradtgléleményiink szerint hepatitis A
fert6zést vagy jarvanyt molekularis genetikai vizsgdatélkil nem lenne szabad lezarni. Az
aktiv oltbanyag hasznalatanakéelleges szerepet kellene kapnia adeds, a megbetegedés
megebzésében, mely lehiéget adhat az endémias hepatitis A#r$ felszamolasara.

e A Kobuvirusnemzetségen belil is ndvekszik a potencialisavirasfajok szama,
illetve azon allatok szama, melyek potencidlis&olauvirusok gazdafajanak tekinttiket S6t
egyre valbszitbb, hogy az 1989-ben felfedezett, majd 2006-ig f@ekiusan kezelt
kobuvirusok és a prototipus Aichi virus tagjai g#aerte elterjedtek és igen népes lehet a
gazdafaj spektrumuk. A kobuvirusok kikeriiltek azizetikus”, csak Azsiara korlatoz6do,
kagyl6fogyasztashoz kédé fertozések kategorigjdbdél. Bar a szérvanyos emberi
gastroenteritisekben csak 0,9-2,2%-ban lehet Aidhist kimutatni RT-PCR moébdszerrel
(Yamashita et al., 1995; Ambert-Balay et al., 2008} vizsgéalataink alapjan nalunk 1,5% -
ban — de a virussal gyakorlatilag mindenki talalko?Z szeroepidemioldgiai vizsgalatok
alapjan 30-40 éves életkorra mar 80-95%-0s szeiyptas figyelhet meg a
legkulonbosdbb emberi populaciékban (Yamashita et al., 1993e0al., 2006; Goyer et al.,
2008). Ez az eddig nem feloldott ellentmondas —zaaa alacsony kimutatdsi arany a
gastroenteritisekben magas szeropozitivitas mellett elméletileg tobbféleképpen
magyarazhatd. Talan az Aichi virustemés tobbnyire tinetmentesen, vagy enyhe tinetekkel
zajlik, vagy a ferdzés ugyan tunetekkel jar, de a véztiinet nem a gastroenteritis és mas

korképekhez tarsulva kellene a virust keresni. Hadgypbuvirusokrol alkotott képlnk korant
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sem teljes, azt jol bizonyitja, hogy a 2011-bery&ban (Li et al., 2011a; Kapoor et al., 2011)

és egérben (Phan et al., 2011) talalt kobuvirugoKkiehi virushoz nagyon kozeli rokonsagot

mutatnak (gyakorlatilag nagymertekienetikai egyeiséget), mely az elsbizonyiték lehet

arra a feltételezésre (Reuter et al., 2011), htigyalojdban egy faji hatarokat attep ember

esetében zoondtikus — féxesHl is szo lehet. Vizsgalatainkkal az Aichi virus (@am), a

bovine kobuvirus (szarvasmarha) éeleazai, illetve utobbi esetében eurdpai kimutatasa

mellett bovine kobuvirust mutattunk ki juhokbanrtBsekisl (hazi sertés és vaddisznd) egy

0j kobuvirus fajt (a porcine kobuvirust) sikeritoaositanunk és genomjat meghataroznunk.

A 2012 kbzepéig megismert kobuvirusokat a 14. rléoglalja 6ssze.

gazdafaj kobuvirus faj prototipus a kimutatas hakjeendben Irodalom
Human Aichi virus A846/88 Japan Yamashiteet al, 1991, 1993
(Homo (Aichivirus A) (AB040749) Németorszag, Brazilia Ohet al, 2006
sapien3 Banglades, Thaif6ld, Vietnamy Phamet al, 2007
Franciaorszag Ambert-Balayet al, 2008
Tunézia Sdiri-Loulizi et al, 2008
Magyarorszag Reuteret al, 2009a
Kina Yanget al, 2009
Finnorszag Kaikkonenet al, 2010
Kutya (Canis AN211D/USA USA Lietal., 2011la
familiaris) (Canine kobuvirus?) | (JN387133) Kapoor et al., 2011
US-PCO0082/USA | USA
(JN088541)
Egér M-5/USA/2010 USA Phan et al., 2011
(Peromyscus | (Murine kobuvirus?) | (JF755427)
crinitus)
Szarvasmarha bovine kobuvirus U-1 (AB084788) Japan Yamashiteet al, 2003
(Bos tauruy | (Aichivirus B) Thaifold Khamrinet al, 2008
Magyarorszag Reuteret al, 2009b
Belgium Mauroyet al, 2009
Juh hasonl6 dovine TB3-HUN Magyarorszag Reutet al, 2010a
(Ovis arie$ kobuvirushoz (GU245693)
Sertés porcine kobuvirus S-1-HUN Magyarorszag Reuteret al, 2008, 2009c, 2010b|
(Sus scrofa | (Aichivirus C) (EU787450) Kina Yu et al, 2009
domestica Thaifold Khamrinet al, 2009
Japan Khamrinet al, 2010
Dél-Korea Parket al. 2010
Vaddiszn6 WB1-HUN Magyarorszag Reuter et al., 2013
(Sus scrofa (IX177612)
részleges 3D H023/2009/JP Japan Khamriret al, 2010
szekvencia; hasonl6 a] (HM01065)
bovine kobuviru$oz
Denevér? “bat kobu-szewrirus” | TM0O1k USA Li et al, 2010

(részleges szekvencig

1) (HM228881)

14. tablazat. Kobuvirusok az efs kimutatasok sorrendjében az eddig ismert/lehetsége
gazdafajokban 2012 kdzepéig.
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A porcine kobuvirus endémiasan jelen van a sertéskon, és a virus a fécesszel
aral. Ugyanakkor elszor sikertlt kobuvirus RNS-t (porcine kobuvirusgrszérumbol
kimutatni, mely igazolhatja a (passziv vagy aktivgmia lehebségét is, illetve ndveli a virus
potencialis atviteli Gtjainak/formainak szamat iA. virémia céafolhatia Yamashita és
munkatarsainak feltételezését, miszerint a boviobukirust azért sikertlt 2003-ban a
szOvettenyeéséat meédiumbol  kimutatniuk, mert az anyagok szarvasmarécesszel
kontaminalddtak (Yamashita et al., 2003). Sokkk&bb valdsziti, hogy a virémia folytan a
borjusavo eleve tartalmazta a kobuvirust. A poréaBuvirus kérokozo képessége azonban
jelenleg nem ismert. Jeldist eredménynek tekintliethogy a porcine kobuvirus példajan az
elss esetben sikertlt a ,picornavirologiaban” azt leitrogy egy virus nemzetségen beldl a
virusfajok eltéé tipusu IRES strukturaval rendelkezhetnek. A pardiabuvirus esetén ez azt
jelenti, hogy az IRES szerkezet nem a nemzetségtéhs virushoz és bovine kobuvirushoz
all kozel, hanem az ugyancsak IV-es tipusihegacivirugdestivirus-szdi’) IRES-sel
rendelked hepatitis C virushozHepaciviru3, pestivirusokhozKRlaviviridae), valamint mas
nemzetségekbe tartozd picornavirusokhoz (avianpbabdemyelitis virus, duck hepatitis virus
1, porcine teschovirus, stb.). Ennek jefsggét talan jelen pillanatban is még alabecsiljik.
Pedig ez annak a bizonyitéka lehet, hogy jelen warkilonb6sd virusnemzetségek,
viruscsaladok kozott is a rekombinacié (jelen emetlez a IV-es tipusu IRES-t érinti),
melynek az lehet a kbvetkezménye, hogy a modkéadsld és nem kddolo régidok egymastol
fuggetlendl cserébdhetnek és mas-mas evollcids oraval jellemékheét porcine kobuvirus
IRES eddig nem ismert jelenségre deritett fényticmrpavirusok koérében, példava valt,
melyet igen révid idn belil mar nem kivételnek, hanem &ltalanos jelgnsi
valbsziriisitenek (Sweeney et al.,, 2012). Ez a picornavirusgbnomia és diagnosztikai
problémainak novekedésén tal Uj megvilagitasba dabigti a virusfaj és gazdafaj

problémakorét, oOsszeflggéseit is. Példaul, milyépusti picornavirus IRES, mely

152



gazdafajokban fordul/fordulhaté® (Eszre kell venniink, hogy a IV-es tipust IRESidig
csak sertés és madar gazdafajokbol kimutatott pésdrusokbdl lehetett azonositani...). A
késibbiekben megbeszélefmdhungarovirusokban észlelt nem kdédolo és kodoldokég
felépitése ugyancsakéeé nem vart kombinacidval jellemezBettdmogatva a modularis
régiok elvet.

A porcine (sertés) kobuvirustAichivirus C néven) az ICTV 2013 februarjaban
elfogadta aKobuvirusnemzetség harmadik virusfajanak az Aichi virAglfivirus A és a
bovine kobuvirusAichivirus B mellett.

e A bovine kobuvirust eddig csak Azsidban (JapanTésifold) mutattak ki
(Yamashita et al., 2003; Khamrin et al., 2008).dkihe kobuvirus hazai (eurdpai) kimutatasa
azt jelzi, hogy a bovine kobuvirus is foldrajzilkgerjedten és altalanosan jelen lehet a
szarvasmarha allomanyokban. Ugyanakkor a kérokiepee(pl. a gastroenteritisekben) nem
egyeértelnii. Vizsgalatainkkal €lszor sikertlt kobuvirust (bovine kobuvirus) nem az
eredetileg leirt gazdaallatbdl (azaz szarvasmaithabgyben egy Uj gazdaallatbdl, juhokbdl
kimutatni. A bovine kobuvirushoz nagyon hasonlo kdlus (Iényegében azonos fa))
kimutatasa juhokbol tobb kérdést is felvet. Lehgesée, hogy a bovine kobuvirus két
allatfajban (szarvasmarha és juh) is jelen vanti@gsenindketdben korokozd), vagy az egyik
allatban valo jelenléte a természetben bekdvétkentaminacio eredmeénye? Az egy virusfaj,
két gazdaallat felallast thmogatja, hogy a boviobuvirust magas aranyban talaltuk meg a
klinikailag egészséges juhokban; a juhokban tddéitine kobuvirus jobban eltér az eddig
ismert bovine kobuvirusoktdl, mint azok egymastalgjaban a juhban talalt kobuvirus egy
bovine kobuvirus ,szublineage”); a két &8r6 gazdafaj szoros evolliciés rokonsagban van
egymassal; valamint, hogy a hasonlé virussal \&tdz6dés lehetsége a két gazdafaj kozott
mas virusokkal (bluetongue virus; foot-and-mouttus;i adenovirus, ovine herpesvirus 2-es

tipus) ismert (Thiry, 2007). (Talan nem véletleraléd a juhok ,olvasztotégely” szerepére a

153



rekombinans ovine enterovirus is.) Ugyanakkor mmészetes fekalis-oralis kontaminaciot és
a passziv virusuritést sem lehet kizarni, hiszagélt juh farm mellett szarvasmarha telep is
miikodik. Ez tovabb bonyolitja azt a kérdést, hogyegyes kobuvirus fajok valojaban milyen
széles gazdafaj spektrummal rendelkeznek. Hasamtéast korilmények kdzott kimutattak
bovine kobuvirus szekvenciat sertésben is (Khaetral., 2010).

e Jelenleg nagyon kevés human parechovirus (HPeS}leges vagy teljes
szekvenciajat ismerjik. A 16 prototipusbodl is csak(HPeV1-8) szekvencia érléetel
nyilvanosan. Retrospektiv. molekuléris vizsgélatdkksikerllt bizonyitani a human
parechovirusok (HPeV1l és HPeV4) hazai jelenlététemvirus’-szdr cytopathias hatast
mutatd, 1990 és 2004 Kkozott archivalt szovetkukiooh Az elmult évtizedekben
valoszirtileg sokszor kerilhetett arra sor, hogy virusizelalgoran a HPeV-ok az
Lenterovirus”-szdr sejtkarositdé hatast mutatdé virusok nagy kalapjéréltek, és mélyebb
elemzés hianyaban nem keriltek elkilonitésre, nieligsre. Tekintettel arra, hogy a
tenyésztéses modszerek joval kevésbé eérzékenyakt, animolekularis moédszerek, és
fuggenek a HPeV tipusatol (Benschop et al., 2008a/ka valddi prevalenciat és genotipus
eloszlast az eredménydkimem lehet levonni. Viszont a relative hosszu gddsidészak (11
év a baranyai mintdk esetén) leglsgiget ad a dominans HPeV1 genetikai valtozatainak
és/vagy valtozasanak nyomon kdvetésére egy addtafdi régibban. Az izolalas éve szerint
3 HPeV1 klasztert lehetett jol elkuloniteni. A \g&dt idbszak hossza és a klaszterek nukleotid
szekvenciainak dsszehasonlitdsa alapjan vakiislzjrhogy a HPeV1 evolucidjat (genetikai
drift) sikerllt észlelni az adott klaszterbe tadowmirusok jarvanyos fellobbanasaval.
Vizsgalatunkban bizonyithat6 a HPeV-ok szerepe aermggkkori gastroenteritises
megbetegedésekben és a kdzponti idegrendszerd &dnképekben. Irodalmi ritkasagkent
eddig 6sszesen 3 eset ismert, amikor 10 éves éligtledt mutattak ki a HPeV-t (Harvala et

al., 2009a). Az ismert életkori kockazati csoporkdvilli két, 24 és 42 éves, tineteket mutato
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betegink HPeV-febizbttsege figyelemre méltd észlelet, jelezheti, hag\életkori hatar nem
merev. Bizonyitasra var a HPeV koroki szerepe amstitis aphthosa™-széikorképekben is.
Minden bizonnyal a HPeV-ok okozta klinikai kérképgektruma még nem tejesen ismert.
Azonban mar a meglévismeretek is elégségesek ahhoz, hogy a HPeV-okapesolhatd
megbetegedések — kilondsen a sulyos lefolyasu peékké bekerlljenek a klinikusok
(elsdsorban az Ujszilbtt-, csecséneés gyermekorvosok) gondolkodasaba és sziikségigyan
esetén legyenek elérldkta klinikai laboratériumi és jarvanyugyi laborétdni diagnosztikai

modszerek is.

e EI6szor sikerllt porcine teschovirust (PTV) a hazitesan kivll, egészséges
vadmalacokban kimutatni és teljes genomjat megbamér A PTV endémiasan jelen lehet
vaddiszndkban is. A vaddiszndkbol kimutatott PTV PaV-9-es szerotipushoz all a
legkdzelebb, melyet — érdekes modon - eddig csgkzeg irtak le hazi sertéélbl1994-ben
(Auerbach et al., 1994). A vaddisznobdl azonosRdty azonban a PTV-9-el is csak tavoli
rokonsagban van, ezért valog@ithet, hogy Uj szerotipusrol (PTV-13) van sz6. A jelenée
hazi sertésekben ismert PTV szerotipusoktél mirgieannyal kilonbdé PTV kimutatasa
éppen arra hivja fel a figyelmet, hogy a tesch@dkat sem ismerjuk eléggé. A hazi
sertésekre potencidlisan veszélyt jaletttvabbi PTV szerotipusok is cirkulalhatnak példaul
vaddiszndkban. A vaddisznok koénnyen lépik at azagbkatarokat, kézvetlen kapcsolatba
kerllhetnek fogékony hazi sertésekkel és - a HEMDWV, SVDV stb. (Meng et al., 2009)
mellett - a PTV-ok egyik potencialis rezervoarjai liehetnek. Tobbek kozott ezért is
szukséges figyelmet szentelni a cirkulald virusaldodi sokszifiségének felderitésére,
idébeni azonositasara a vadvilagban is, hogy epidégial alapinformaciohoz jussunk az
esetlegesen felbukkan6 korokozéheni megelzésére.

e A madarak - a korabban feltételezetteknél - tapldtencialisan fontosabb szerépl

a fertz6 Dbetegségek terjesztésében. Az evolucios eredetdk dinoszauruszok
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leszarmazottainak tekintligd), elterjedtséguk, faji gazdagsaguk (t6bb mint@DOnadarfaj
ismert), kiterjedt, kontinenseket ékntvandorlasuk és az, hogy szamtalan fajuk szoros
kozelségben él mas éallatokkal és az emberekkesraert €s eddig ismeretlen virusok (és
altalaban a mikrobak) idealis rezervoarjava éesefj forrasava teszikket, melyet érdemes
mélyebben tanulmanyozni. Ezzel szemben méglepkevés, 6sszesen 8 picornavirust
ismertiink madarakban, azokat iséslsrban hazi kacsakbdl mutattdk ki. Ezek az avian
encephalomyelitis virusT¢emovirusgenus) (Marvil et al., 1999), az avian sapelovirus
(korabban duck picornavirus TW90&apelovirusgenus) (Tseng et al., 2007) és a duck
hepatitis A virus Avihepatovirusgenus) (Kim et al., 2006). Ezen kivil a kdzelmatth?
kilonbo® turdivirust azonositottak rigokba yrdidae madarcsalad) (Woo et al., 2010), a
turkey hepatitis virust pulykakban (Honkavuori dt, 2011) és két pigeon (galamb)
picornavirust (A és B) galambokban (Kofstad et 2D11), melyek tobbsége az eddigi
picornavirus nemzetségekbe nem besorolhaté. Enrdagjaa varhaté, hogy tovabbi
picornavirusokat lehet majd madarakbdl kimutatrd, at nem, hogy ezt a kobuvirusokra
tervezett primerekkel is sikerdl elérni, mint pald&setinkben furjekd. A legnagyobb
eltérések a picornavirus genomok k6zott az 5’UTRWATR, az L-protein és a 2A fehérjék
kozott tapasztalhatd, mely a quail picornavirustéesas jellem#. A quail picornavirus
5'UTR bar a IV-es tipusuhépacivirugbestivirus-szdr) HP IRES-sel jellemezhétjelents
szerkezeti eltéréseket és 0, konzervativ motiviahtdaltunk az RNS-ben és a lehetséges
masodlagos szerkezetében. A IV-es tipusu IRES-lge jeleritsen hosszabb a lll-as
domén. E struktura fontossagat aldtdmasztja, hagpiesi/apikalis részén egy 20 nt-bdl allé
konzervativ szekvenciat talaltunk, mely masodlaggerkezete egy "8"-ast formaz. A 20 nt-
bdl allé szekvencia fontossagat pedig az jelzi,yhogszehasonlitva tovabbi 4 picornavirus
5'UTR régidjaban is megtalaltuk, melyek kdzul négymdarakbdl (kacsa, pulyka, galamb és

furj) mutattak ki (az 6todik a seal picornavirushnak ellenére, hogy ezek a ,madar erétet
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picornavirusok akar 4 kulénbézicornavirus nemzetségbe tartozhatnak, mégis myikle

Ve

elhamarkodott feltételezés, hogy e val6jaban istleere funkcioju, konzervativ
Az L-protein ugyancsak egyedi a quail picornaviesstén. Kilénbdzhosszusagu L-protein
talalhatd az aphthovirusok, cardiovirusok, erbmdk,) kobuvirusok, sapelovirusok,
senecavirusok és teschovirusok esetében. Szeréplbikyire nem ismert, ha igen, etiér
funkcio kapcsolhatd az egyes picornavirusok esat@Racaniello, 2007). Ot cisztein-gazdag
régiot és ismédidé szekvenciat talaltunk a quail picornavirus L-pmuiben. Analdgiak
alapjan, mind a cisztein (C)-histidin (H) katalitk aminosav par, mely a foot-and-mouth
disease virus L-proteinben egy papain-$zeéol proteaz aktiv kozpontja (autokatalitikus
proteolitikus aktivitasa van) (Gorbalenya et al991), mind potencidlisan egy az
encephalomyocarditis virus L-proteinben devtranszlaciéban szerepet jatszo cinkékot
fehérjedomén (C-H-C-C) (Chen et al., 1995) medtald/felismerhét a quail
picornavirusban. Ez a komplex szerkezet/funkcio Lagroteinben az egyik lehetséges
magyarazat arra, hogy 2A fehérje (melynek ugyanszakepe van a proteolitikus fehérje
hasitasokban és/vagy az RNS replikacibban mas naieousoknal) a quail picornavirus
esetén igen rovid, csak 11 aminosav hosszusagpio@navirusoknal 9 és 305 aminosav
kozott van a 2A fehérje hossza). A 2A protein szérea quail picornavirus esetén nem
sikerlilt meghatarozni. Az ICTV szabalyokat figyelmméve a quail picornavirus virusfaj, és
a hatardn all egy elkulonittdet picornavirus nemzetségnek (taxonomiai besorolasa
folyamatban). Bér a filogenetikai elemzéssel alguiabrnavirussal egyiiben leirt 2 galamb
picornavirus (a pigeon picornavirus A és B) rokgesanutat (43. abra), de a P1, P2 és P3
régidban az egyméashoz valé aminosav azonossaga3dsak-43%. A hazi furj tenyésztett

allat, mind a husa, mind a tojasa megtalalhatogkedelmi forgalomban is, kézvetlen emberi
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fogyasztasra kerll. Nagyon valoskinhogy szamos, jelenleg még nem ismert tovabbi
picornavirus cirkulal madarakban; akar elkepzeélhavian” eredei picornavirus csoport(ok)
létezése is. Az mindenesetre figyelemre méltd, hagyfirj és galamb picornavirus
filogenetikailag rokonsagot mutat &nterovirusés aSapelovirumemzetségekkel, @biben
igen fontos human kérokozodkkal. Hogy a quail piesinusnak van-e zoonotikus potencialja
jelenleg nyitott kérdés, mint ahogy nem ismert auwibioldgigja, foldrajzi és faji
elterjedtsége, pathogenezise és klinikai szerapeastermészetben.

e Viralis metagenomika és pyroszekvenalas modszdregy Uj picornavirus fajt
sikerlt nagyuzemi kortlmények kozott tenyészepettykakban azonositani, majd a teljes
genom szekvenciajat és az 5° UTR masodlagos szdtemeghatarozni. A turkey (pulyka)
picornavirus a P3 és 3'UTR régiokban magas nt essagmt mutatott az ezzel egiten
csirkéki®l és pulykakbol az Egyesiilt Allamokban kimutat@szleges szekvenciakkal (3219
nt illetve 1020 nt), melyet Farkas és mtsai ,gallis"-nak kereszteltek el (Farkas et al.,
2012). Feltételezziik, hogy ugyanarrdl az 0 piceims faj kimutatasarol lehet szo a két
kontinensen. A turkey/M176/2011/HUN teljes genorajanszekvencia és filogenetikai
elemzése alapjan a legkozelebbi rokon, a 20104tgdkban kimutatott (Woo et al., 2010),
jelenleg nemzetségbeli besorolas néelkili, turdar/ituUgyanakkor, ez a rokonsag igen tavoli,
az ICTV Picornaviridae Study Group definicija szerint a turkey (pulykaifornavirus
(,0allivirus™) egy Uj picornavirus nemzetség - ed@jabb avian eredétpicornavirus - els
képvisebje lehet. Az Uj picornavirus nemzetség véglegesmaiése ,Gallivirus” néven
folyamatban van. A virusgenom 5’'UTR IRES-ének mésgus szerkezete a ll-es tipusu
picornavirus IRES szerkezetére hasonlit. £ardiovirus nemzetségbe tartozo
encephalomyocarditis virussal (EMCV) 6sszehasanbzédmos rokon szerkezet, konzervativ
nt motivum és transzkripcios faktor kbiely ismerhet fel benne, melyél talan e virusok

ko6zos transzkripcids faktor (elF4G/elF4A, ITAFs: B)T(Yu et al.,, 2011) hasznalatara és
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transzlaciés mechanizmusara kovetkeztethetlink. higgjar a cardiovirusokban a C és D
domén kozotti 80 és 250 nt hosszu poly(C) cytidimadktus (Racaniello, 2007) — melynek
hossza a virulenciaval is kapcsolatban van - aetuifpulyka) picornavirusban nincs jelen.
Madar (avian) eredétpicornavirusbol a ll-es tipustu IRES-t még nem aszdottak. A
turkey/M176/2011/HUN 3'UTR masodlagos szerkezetémedsgalata ugyancsak erdekes
megfigyelésre vezetett. A 3’'UTR masodlagos szetkeettibbbsz6ros hdjkanyarokkal (,stem-
loops”) jellemezhét, melyek kéziul egy 48 nt hosszu ,sulyzé-s¢eslakot mutatd szakasz
kiemelend. Az 6sszehasonlitd vizsgalatok alapjan ez a sirakkét masik picornavirus
nemzetseég tagjainak 3'UTR régidjaban is felismérhé$ a nukleotid sorrendjeik - killéndsen
a ,sulyzo-szdi” forma als6 hurkanak nukleotidja - egymassal j@gieleltetheik. Bar a
funkciojat nem ismerjik, de az hogy e konzervatdtisumok és struktara tdbb picornavirus
nemzetség tagjaiban is jelen van, a fontossagéah tatin e virusok replikaciojaban.
Ugyancsak kérdés a turkey (pulyka) picornavirusokidszerepe is. Vizsgalataink alapjan a
virust mind a 8 vizsgalt hazai pulyka farmon kid&#it mutatni. A virus altalanos jelenléte az
egészséges és kulonibotineteket mutatd pulykdk fécesz mintajaban hazamkés az
Egyesiilt Allamokban (Farkas et al., 2012) jelziieus (valdszifileg vilagszerte) endémias
jelenétét és cirkulaciojat a pulyka farmokban. Arusi egészséges pulykakbol valo
kimutathatosaga nem jelenti azt, hogy kizarhatarasvkoroki szerepe példaul a feeési
visszamaradasban (,stunting” szindréma), enteratisnetekkel jar6 vagy egyéb
megbetegedésekben. Hasonl6 lehet a helyzet ahhogy anas kérokozo6 enterdlis virusok
(turkey astro-, rota- és reovirus) is kimutathatéeg§gészségesnek latszd pulykakbal,
baromfiakbdl is (Pantin-Jackwood et al., 2007; Padéckwood et al., 2008; Day et al.,
2010). Az is elképzelhét hogy a virus mas kérokozékkal tortént tarsieés esetén jatszik
szerepet. A turkey (pulyka) picornavirus &ds és a koroki szerepének egyértelm

bizonyitdsa kilonbdz megbetegedésekben tovabbi részletes vizsgalatakatiisérleteket
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igényelnek. Ennek tisztdzasa azért is fontos, megulyka emberi fogyasztasra tartott,
nagyuzemi tartasu, fontos hus-allat. Egyertekaroki tényesd esetén gazdasagi karokkal is
szamolhatunk. Természetesen a turkey (pulyka) pasdrus esetén is ervényesek, mint Ujabb
felismert madar (avian) eredetpicornavirus, a quail (furj) picornavirusoknal mar
megfogalmazottak. A virus zoonotikus potencialj@dmiaja, foldrajzi és faji elterjedtsége,
pathogenezise nem ismert és tovalisigrazt a feltételezést, hogy szamtalan, jelenhég
nem ismert madar eredgpicornavirus létezhet hazi- és vadoh rladarakban is.

e A kobuvirusok konzervativ régi6jara tervezett peiparral egy Uj picornavirus
nemzetseg (eredetileg javasolt név ,Hungarovirag”lCTV altal javasolt konszenzusos név:
~-Hunnivirus”) két tagjat sikerult két haziallatfgb, szarvasmarhaban és juhokban kimutatni,
majd a teljes genetikai allomanyaikat meghataro2nkét virusgenom a VPg+5'UTRES
"[L/1A-1B-1C-1D-2AF<F/2B-2C/3A-3BP4-3CP°-3DP|3'UTR-poly(A) képlettel jellemez-
heth és valdszitleg egy virusfaj két genotipusarol/szerotipusaddlrinivirus Al és A2”)
lehet sz6. A hungarovirusok érdekessége, hogy gekoan picornavirusok genomjanak
modularis felépitésére lehet Ujabb példa, hisz’'dZ B szekvenciak és az RNS masodlagos
szerkezete a human parechovirusokra (HPR&techovirusnemzetség), a kodold régio
aminosav sorrendje a porcine (sertés) teschovirag®k'V, Teschovirusiemzetség) hasonlit
inkdbb. Mindkét hungarovirus Il-es tipusu IRES-s&indelkezik, de az, hogy a
hungarovirusok a kodold régiokban az egyébkéntd\theusu IRES-sel rendelk&porcine
teschovirushoz, az 5’UTR IRES régidban a ll-essiplRES-sel rendelkézhuman parecho-
virus 3-as (HPeV3) tipusahoz hasonlitanak, mindeméé meglefinek mondhatd. Az eddig
ismert 16 human parechovirus (illetve az 5’UTR phowirus genomrész) kézil eddig csak
majmokbdl azonositottak a HPeV1 és HPeV6 szekvkatilatokbol, Kindban (Shan et al.,
2010). Masrészt a HPeV3 a human parechovirusoktkddbb szempontbdl is ,kakukk-

tojdsnak” szamit. A tébbi parechovirus tipushozek¢deltinéen ritkabb a rekombinacio
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korikben (Benschop et al., 2008b; Benschop e2@1.0), ugyanakkor sulyosabb kérképekkel
kapcsoltak: életet veszélyeziptszepszis-szér szindromat és encephalitist is okoznak
csecserdkben (Harvala et al., 2009b). Az, hogy a hungatmdk IRES-e a HPeV3-0k IRES-
ehez all a legkdzelebb felveti, hogy potencialisaallciés rokonsagban allnak egymassal és
hogy talan a HPeV3 esetén rekombinaciés partnelakenyebben lehetne a nem-human
picornavirusok korében talalni. A hungarovirusokaejanak mozaikos genetikai mintazata
azt mutatja, hogy a hungarovirusok, a human pawéarsok €s a porcine teschovirusok
(vagy tovabbi, eddig meég ismeretlen picornavirdméeok) kozeli evollciés kapcsolatban
allnak egymassal, és a nem kodolé RNS régié madutékombinacidéja megtérténhetett
kozottik a maltban. Ennek kdvetkezményei lehetnghzalaszervezeti valtas és spektrum. E
megfigyelés fényében tovabbi vizsgalatok sziiksdgasgazdafajok és e harom picornavirus
nemzetség genetikai soksiadégének és kozos eredetének tanulmanyozasarayibisama.

A Klinikailag tinetmentes, 21 napnal fiatalabb saamarhak és juhok a bélsarral Uritették a
hungarovirust, azaz e fontos hazi allatok a hungare rezervoarjai lehetnek. A gazdafaj
spektrum mellett azonban a hungarovirusok korokdagpessége sem ismert. A
hungarovirusokhoz a kdédol6 régioban legktzelebd @dircine teschovirusok a sertésekben
tébbnyire tinetmentes férést okoznak, és csak ritkan, de akkor jélenmnorbiditassal és
mortalitassal jaro kérképekkel jarhatnak (pl.: tesdrus encephalitis — Teschen betegség)
(Alexandersen et al., 2012). Bar a hungarovirugogicornavirus nemzetséget alkotnak, és
igy jelentsen eltérnek a mar ismer picornavirusoktol, de auidwis genom, nevezetesen
hogy egyes genom részei human és allategészségéggmpontbdl is fontos
picornavirusokhoz (HPeV, illetve PTV) hasonlitanaindenképpen izgalmas kérdéseket vet
fel a virulencia, pathogenitas, sejttropizmus (ptoehasznalat) és a fajok kozotti lehetséges
atlépés teriletein is. A leggyakrabban alkalma¥etb sejtkultiran sejtkarositd hatast, illetve

virusreplikaciot nem lehetett kimutatni. Tovabbidgmioldgiai és molekuléris vizsgalatok
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szikségesek a hungarovirusok (azaz ,hunnivirusakdidenciajanak, diverzitasanak,

biologiajanak, féldrajzi elterjedtségének és Kklaiik jelentiségének feltarasahoz
szarvasmarhak, juhok és tovabbi fajok korében.

Az elmult néhany évben a picornavirusok koérébetémdrielenbs valtozasokat a 65.
abra foglalja 0ssze. A filogenetikai abra a 201&brdiarjatol hivatalos 17 picornavirus
nemzetség és a potencialis — de még el nem fogagiatbirnavirus nemzetségektp://www.

picornaviridae.con)/ filogenetikai elemzését mutatja a Laboratériumhark azonositott

legfontosabb (koztiik nemzetségalkotd) virusfajokjeiélesével.
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P1 régido aminosav sorrendje alapjan (neighborsginnodszer, MEGAS), a Laboratoriu-
munkban azonositott fontosabb (kdztlik nemzetsétfglkérusfajok megjeldléséves].
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A valtozasok olyan jeletisek, hogy a picornavirusok alap definiciojat isitgki 2012-
ig a picornavirusok egyik altalanos elfogadott Imilemzje volt, hogy kodolt polyprotein
csak egy nyilt leolvasd keretben (ORF) kodolédilkdl2-ben azonban kutyak fécesz
mintajabol olyan Uj picornavirus fajCédicivirus A Dicipivirus nemzetség) fedeztek fel (65.
abra), melynek genomja a P1 és a P2/P3 régiok kégptiIRES-sel rendelkézntergenetikus
régiét (IGR) is tartaimaz [VPg+5'UTRI1A-1B-1C-1D]IGRREI2A-2B-2C/3A-3B7%-
3CP-3DP|3'UTR-poly(A)], igy a szerkezeti és nem szerkeziethériék két ORF-ben
kodolodnak (Woo et al., 2012). Ez az eddig dicigigsokra jellemé tulajdonsag tovabb
noveli az eddig ismert legnépesebb viruscsaladjcarmavirus csalad sokszigegét és
kozelebb vihet minket e virusok k6zos evollcidjamagertéséhez.

(Megjegyzés a picornavirusokhoa szerét az a megtiszteltetés érte 2011-ben, hogy

meghivtak a Nemzetkdzi Virustaxondmiai Bizottsaggiinational Committee on Taxonomy
of Viruses, ICTV),Picornaviridae MunkacsoportjabaRjcornaviridae Study Group, PSG):

ICTV Member 1590http://www.ictvonline.org/subcommittee.asp?comneittel

Hepatitis E virus (Hepeviridag
allatfajokban hazankban (K6zép-Eurdpaban). Az ek alapjan emberben az ismeretlen
eredell hepatitisek kozel 10%-at a HEV okozhatja. Ugyakcsdszor szamoltunk be
hazankban a HEV kimutatasardl hazi allattdl (s¢rééss egyes vadallattobZ és vaddiszno)
szarmazo6 mintakbol. A virus hazai elterjedtségieriégzott allatok magas aranya, beleértve a
human esetek gyakorisagat is, a HEV endémias ggtgrbizonyithatja az orszagban.

Az utazashoz kotétt (Indiabdl importalt), 1-es gdmast human HEV feszésen
kival minden tovabbi virus-szekvencia a HEV 3-asdigpusaba tartozott, fliggetlenll attol,

hogy emberi vagy allati feftéskdl szarmazott-e. 2-es és 4-es genotipusu HEV-t nem
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mutattunk ki. Japanon kiviul ez azdéebkalom, hogy a virusizbdl (Tei et al., 2003), illetve
sorrendben harmadik alkalom, hogy vaddisznoboikisrglt leirni (Tei et al., 2003; Martelli
et al., 2008).

A HEV faji hatarokon keresztili atvitele allatraberre (illetve forditva) jelenleg az
2004; Takahasi et al., 2004; Mizuo et al., 2005uknet al., 2006). A vizsgalataink 6 pontban
tamogatjak a zoonozis leldsegét: 1. az utazashoz kapcsolhaté HE\Gfeéxdt ki lehetett
zarni; 2. magas aranyban talaltunk HEV dedtt hazi és vadon &Bgllatokat (allati rezervoar);
3. csak a 3-as genotipusu HEV volt kimutathatoreémias emberi és az allati texésekidl;
4. mikbzben a 3-as genotipusu ,kvazispecies” HE\gyngenetikai diverzitasat lehetett
felrajzolni, a human fedzésekidl kimutatott virusok a sertések virusaihoz alltaketikailag
a legkozelebb; 5. azonos virusszekvenciat leh&bettitatni human ez fertbzesélsl; 6.
sertéshuskészitmeny és nem datl Hokezelt sertéshus elfogyasztasa volt a HEVoRES
legvaloszitibb forrasa 5 emberi HEV fézésnek. Tovabba a hazi és kereskedelmi céld
disznéolés/disznovagas es a kdzkedvelt ,disznétaevmékek fogyasztasa hagyomanyosan
elsssorban a téli hénapokhoz koétott az orszagban. Awrem\keét halmozodast észleltiink a
fertézések szamaban. Lehetséges (a hosszu inkubaétdas fayyelembe véve), hogy az éls
halmozodas (decemberben) a ,frissen” vagott sedbéséeszilt termékek elfogyasztasahoz
kothety, mig a masodik csucs (aprilis-majus) a tél végiagas, vagy a nyar kdzeledte miatt a
korabbrél megmaradt hustermékek elfogyasztasahtteték. Azt is figyelembe kell venni,
hogy hepatitis E fefizést minden szezonban és minden hdénapban talalinklezek azt
valGszirisitik, hogy a sertésekkel val6 kapcsolat (dllatgamdd a farmon) és az
élelmiszerbiztonsagi kovetelményeknek nem medfefel elkészitett és a nem Kelh
hokezelt sertés-huskészitmények (hurka, kolbasz,sngenka stb.) elfogyasztasa a HEV-

fert6zések egyik legfontosabb forrasai lehetnek hazankba
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Meg kell jegyezni, hogy szamos anekdota sz6l ahdgy a szabadon tartott haztaji
hazi sertések gyakran kozeli — kdztlik parzasi ekalatba kertilhetnek vaddiszndkkal. Ebben
a helyzetben, lehétég van a HEV éatvitelére fekalis-oralis, de akariugn is. A sertés és a
vaddiszndkbol szarmazé HEV-ok nagy genetikai hasaiga alatamasztja a  virus
természetes atvitelének lebstgét e két allatfaj kdzott.

Ot par, egymassal potencidlisan Osszefliggman hepatitis E feizést lehetett
meghatarozni. Harom par esetében csaladtagok v@tekve, ezekben az esetekben a
laboratoriumi diagnozis ELISA modszerrel torténétikét esetben a kapcsolatot az azonos
virus-szekvencia jelenti. A klinikai tinetek 3 m&etében 15 napon belll jelentkeztek. Sajnos
anamnesztikus adatok a fexések allati eredei@rnem allnak rendelkezésiinkre. Bar a k6z0s
fert6z6é forras (példaul élelmiszer?) nagyon valOfizia retrospektiv adatgpés néhany éev
tavlatabdl ertelemszéen nem vezethetett értékelheredményre.

A HEV-fertézés gyakorisdga valossieg tovabbra is aldbecsilt. Csak a Klinikai
tineteket mutatd, heveny hepatitisben szetvieetegeket vizsgaltuk, akiknél HEV IgM
tipusu ellenanyagot lehetett kimutatni. Ez az aligmag tipus HEV esetén viszonylag révid
ideig (1 honap) van jelen a keringésben (Reutat.eP006b). A vizsgalt populacié 18,4%-a
rendelkezett HEV elleni ellenanyagokkal. Ez a sperdtivitasi arany megegyezik egy dél-
baranyai sertésfarmon dolgozok HEV IgG szeropatsv aranyaval (4/27; 14,8%) viszont
tobb, mint a dél-dunantali hasonld betegcsoporteégzett szeropozitivitasi vizsgalatunkkal
kapott értek (28/264; 10,6%). Statisztikailag sigans kulonbséget talaltunk négy életkori
kategoriaban, mely jelezhet eliékitettséget (kockazatot) a HEV-féressel szemben.
Elsdsorban az iélsebb életkor (>50 év) és a férfi nem jelent madasalikot a
megbetegedésre. Tovabbi vizsgalatok sziikségesektasprizikd faktor(ok) azonositasahoz

és meghatarozasahoz. Osszehasonlitasképpen, alvigggpban és fitartam alatt kevesebb

165



hepatitis A (N=72), mint HEV-feéizés (N=116) kerult felismerésre, mely e virus jeiségét
tovabb noveli Délkelet-Magyarorszagon.

A 3-as genotipusu HEV-ok nagy genetikai sokézéget (diverzitast) mutatnak. A
GenBankban elhelyezett HEV-okkal azonos nukleatekgenciat egyik emberi ereded-as
genotipusu virusnal sem talaltunk, 6 virus eset@bexkonsag kisebb, mint 95%. A HEV-ok
soksziiisége €s a minden bizonnyal az egyes foldrajzi kégifellemz genetikai vonalaik
megléte a jelenleg alkalmazott mddszerek érzekegedyséis kihathat mind a molekularis,
mind a szerologiai laboratoriumi diagnosztikai maatek tekintetében (Drobeniuc et al.,
2010).

A filogenetikai elemzések szerint a HEV-ok foldrajégionként (orszagonként) jol
elkilénithebek, adott videksl szarmazo HEV-ok filogenetikailag kdzeli rokonsaghkalinak
egymassal, mig az izolalas eredete (gazdaszervezetint ez az elkllonités nem
tapasztalhatd. Ez is azt tamogatja, hogy a HEV4bdép& a faji hatarokat és a HEV-ok
genetikailag egy adott foldrajzi régiora jellefek. A HEV egy ujonnan felismert endémias
korokozo a fedizéses eredéthepatitisek korében hazankban (is). A hazi settéseegyes
vadon éb allatok a HEV rezervoarjai. A allati kozvetlen kaktus, valamint a nyers vagy
nem kelben rokezelt allati eredéthuskészitményeket tartalmazoé élelmiszerek foggaazaz
egyik legvaldszifibb forrasa a szérvanyos HEV f&éseknek. A 3-as genotipusu HEV a faji
hatérokat &tlépve zoonozissal és élelmiszerek kiiggével okoz emberi fézéseket
hazankban, melynek kozvetlen klinikai, kozegészgggu allategészségugyi és

élelmiszerbiztonsagi kovetkezményei vannak.
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Astrovirusok (Astroviridae

e Az elmult években mar-mar ugint, hogy az emberi astrovirusok jelésggét és
koroki szerepét sikerilt mar részleteiben megistmgin Az el$ hazai emberi astrovirus
jarvany is a klasszikus képnek felelt meg, hisz iadeddig leggyakoribbnak tartott 1-es
genotipusu, klasszikus human astrovirust mutatiddasszikus gastroenteritis korformabal.
Az elmult harom évben azonban t6bb olyan U eregnsziiletett, mely azt sugallja, hogy a
tudasunk az astrovirusokkal kapcsolatban korantseljes. Ez érinti az astrovirusok
sokfélesegeét, hisz tébb 0j, a klasszikus astrowkids eltéty astrovirus fajt (MLB1-HAstV;
HAstV-VALl; HMO-HAstV-0k) sikertlt emberben kimutatn(Finkbeiner et al., 2008;
Finkbeiner et al., 2009; Kapoor et al., 2009). Egglikorisaga, jelefisége még nem ismert,
hiszen a klasszikus astrovirusok (HAstV1-8) kimagara eddig alkalmazott eljarasokkal nem
azonosithatok. Ez azt jelenti, hogy emberben a#ldb tastrovirus faj is jelen lehet, mely
minden bizonnyal névelheti az astrovirusok jelsgpét a virdlis gastroenteritisekben.
Masrészél megjegyezhet, hogy a gastroenteritisen kivil mas korképekbeszesepe lehet
az astrovirusoknak specialis esetekben. 2006-bary &8 honapos gyermek
bélbetiremkedéséb(Jakab et al., 2007) klasszikus human astrovi@@&t0-ben egy 15 éves
agammaglobulinémidban szendgegyermek végzetes kimendietncephalitisel az MLB1-
HAstV astrovirus koroki szerepét lehetett igaz¢fpuan et al., 2010). A terapiasadidézett
vagy szerzett immunhianyos allapotok pedig hajldtanak sulyosabb és hosszabb ideig tarto
astrovirus-fekizésre. Az is figyelemre méltd, hogy az elmult haréwvben nem csak
emberbl, hanem szamos — kordbban gazdaként sem ismeltatfajédl dertlt ki, hogy
astrovirusnak, illetve egyszerre tobb astrovirjisatais gazdaja lehet. A denevér (Chu et al.,
2008; Zhu et al., 2009), pulyka (Fu et al., 20@@hszlanfoka (Li et al., 2011b) mellett hazi
sertésben és juhban is tovabbi U] astrovirus fajelkaerilt azonositani, vaddisznobdl pedig

elssként kimutatni és a teljes genomjat meghatarozniagtrovirus jelen van — endémiasan —
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vaddiszndkban is, igy ezek az allatok is lehetrekastrovirus rezervoarjai. 1980 és 2011
kozott 1, 20114l jelenleg mar 6t — egymastdl jelésen kilonboé - astrovirus fajt (PAstV1-
5) ismeriink hazi sertésekben, valamintdetihokbol. Erdemes kilén megjegyezni, hogy az
gjonnan leirt 5-6s tipusu sertés astrovirus (Shah,e2011) a juh astrovirus 2-vel (OAstV2)
egy filogenetikai agon helyezkedik el. Ez j0l p&da, hogy nem ismerjik még elég jol egy
adott astrovirus lehetséges gazdajat és gazdafkiramat, és tovabbi vizsgalatok
szukségesek a vétlen f&zédés vagy a valds virusfémés elkilonitésére az egyes lehetséges
gazdakban. Masreszt az, hogy egy adott gazdafajt egymastol kilonb@&zastrovirus faj is
fertézhet, jelentheti azt, hogy ezek akar egymastol étlgg evolucios erediegk is lehetnek.
Ezek az eredményekdetvetitik, hogy az astrovirusok — a teljes sokisstgének és gazdafaj-
spektrumanak ismeretében — képesek lehetnek laat@jiok atlépesére.

Ahogy egyre tobb (] astrovirus genomja valik istéertigy finomodnak az
ismereteink az astrovirusok genomjanak jellegzétgssel kapcsolatban is. Vizsgalatinak azt
mutatjak, hogy az astrovirusok ORF1b/ORF2 régidjdratara, az ORF2 promoter régidja az
UUUGGAGNGGNGGACCNAAN,.1;AUGNC  nukleotid  képlettel  jobban leirhato.
Hasonldéan az astrovirus genom ORF2/3'UTR hatardmkkeotidsorrendje és szerkezete is
sokszittibb és Gsszetettebb, mint azt korabban gondoltukaéken et al., 1998). Bar az s2m
szekvencia motivum és masodlagos RNS szerkezetifjaknem ismert — mint utébb
kiderult - jelen van a mamastrovirusok, az avastusok (madarak astrovirusai) mellett, az
equine (I6) rhinovirusokban, a coronavirusokbaa dsg (kutya) norovirusban is (Jonassen et
al., 1998; Chu et al., 2008; Kapoor et al., 2008)yanakkor az s2m nincs jelen két (a huméan
MLB1 és denevér astrovirus AFCD337) tjonnan ledttavirusban (Finkbeiner et al., 2008;
Chu et al., 2008). A harom A&ltalunk leirt 0j astras faj (PAstV4, OAstV2 és WBAstV1)
egyike sem kdveti az s2m régio klasszikus ,szalitdlya PAstV4-ben és a WBAstV1-ben az

s2m szekvencia egyaltalan nem talalhatd, az OASRM2bar jelen van, de a transzlacidban
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nem vesz részt, és a stop kodon nem a struktusasihelyezkedik el. Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy az s2m fontos, de nem univerzallegeetessége az astrovirusoknak, és az
ORF2 kapszid fehérjét zardé stop kodon kulérsbdmoziciokban lehet az egyes s2m

motivummal rendelkérzastrovirusokban is.

-

Uj, +ssRNS genomu virus #&icornaviralesrendben

Egy Uj, - potencidlisan burok nélkili — pozitivgyszalud, dicistronos RNS genomu
virust (Halastavi arva RNS virus) sikerult kimutaés teljes genetikai allomanyat részletesen
meghatarozni édesvizi pontyoyprinus carpi¢ bélsartartalmaibol. Ez az éleset, hogy
dicistronos virust édesvizi kozosséglazonositottak. A virus &icornavirales rendbe
tartozik, de az eddig ismert viruscsaladoktol élt¢ellegzetességeket mutat. A virus
lehetséges gazdaszervezete, az alacsony nukleotdsav hasonlosag, a lehetséges egyedi
UTR/IGR-IRES szerkezetek és az AU/CG aranyok magitértelnien nem sorolhaté be a
hozza talan legkodzelebb al@icistroviridae csaladdba sem, melyek gazdaszervezete a mai
tudasunk szerint az izeltlabuak. Egy virus gazdaeszetének meghatarozasa egy mindénev
(pl.: ponty, ember stb.) bélsar mintajabol nem KdinnHisz a virus szarmazhat az
elfogyasztott taplalék barmelyikéb A nukleotid 6sszetétel elemzés (NCA) egy — jidgn
nem megmagyarazott — megfigyelés matematikai dlgoganak szamitdégépes
felhasznaldsara épul, mely lebsd#get ad — a modszer korlatjai mellett is - egysvir
gazdaszervezetének j6 eselP5%-0s) behataroldsara. A vizsgalataink arranatalhogy a
Halastavi arva RNS virus talan egy Uj dicistroné@siscsalad etstagja, gazdaja talan egy
halfaj, amely amennyiben bebizonyosodik, akkor B# &jazolasa lehetne egy dicistronos

virus fertizésének gerinces gazdidéhyben.
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A +ssRNS genomu virusok vilaga az Uj molekularis miszerek fényében

A dolgozatban leirt Uj +ssRNS virusok sikeres az@tasanak — kezdetben rajtunk
kival allé — véletlen modszertani oka volt: a prielespecificitasa, azaz inkabb aspecificitasa.
Olyan adott virusok genomrészeire specifikusnakgrimerekkel (p289/p290, UNIV-kobu-
R/UNIV-kobu-F, stb.) dolgoztunk, melyedr a hasznalat soran kiderilt, hogy addig
ismeretlen virusok kimutatasara is alkalmasak. jdiat&képpen ennek a megfigyelésnek a
tudatos hasznalataval sikerllt &Bb szamos Uj allatfajpan tobb, kordbban nem ismert
+ssSRNS virust azonositani. Az @lepés a p289/p290 jekltalanos calicivirus primer volt,
mely a porcine kobuvirus (és egy Uj sertés asweyikimutatasahoz vezetett. De ilyen a
human enterovirusok 5’UTR nem kodol6 régiojaradeett siré-primerparunk (Non-human
Enterovirus-5’UTR-R/F) is, mellyel a dicistronos BNJenomu virust (Halastavi arva RNS
virus) sikerilt kimutatni. De a legjobb példa eaz altalunk ezt kévéen a kobuvirusok
konzervativ 3C/3D regi6jara tervezett UNIV-kobu-RIW-kobu-F primerpar, mely a
kobuvirusok (Aichi, bovine kobuvirus, porcine kolbwe) mellett a quail (furj) picornavirus,
a bovine hungarovirus, az ovine hungarovirus éB\&Z 109 azonositasat is lefeé tette.
Ez a primer az eredeti szandékokkal ellentétberar kimutatja - keveésbé specifikus a
kobuvirusokra, viszont joval altalanosabban hasmtél picornavirusokra, akar (j
picornavirusok azonositasara is. Raadasul, mig 89/p290 primerpar esetén elér
hosszusagu PCR-termékek keletkeznek calicivirusopoécine kobuvirus esetén, az UNIV-
kobu-R-UNIV-kobu-F primerek esetében a kulonbgmcornavirus nemzetségekbe tartozo
picornavirus fajoknal a PCR-termék hosszusaga dgyszaz a PCR-termék mérete alapjan -
szekvencia meghatarozas nélkil - nem lehet megmaniaagy milyen picornavirusrol lehet
sz0. A hattérben a +ssRNS virusok genetikai jeli@msmert, illetve eddig nem ismert
esszencialis konzervativ nukleotid motivumok huatdmeg, melyek éppen azt bizonyitjak,

hogy érdemes e virusokrél komplexen gondolkodnvébbi — jelenleg meghatarozas alatt
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levé - 0] virusokat is sikerilt e primerrel kimutatés elképzelhét hogy az UNIV-kobu-R-
UNIV-kobu-F primerek hasznalataval tovabbi U] vokdeirasa térténhet meg. Hasonl6éan
ehhez, a terveink szerint a parechovirusok és mangasok feltart kdzos, konzervativ
primerpar akar Uj, ll-es tipusu IRES-sel rendetkg@icornavirusok kimutatasara is képes
lehet.

A +ssRNS virusok egy masik részét (nebovirus, pertéschovirus, turkey gallivirus,
ovine astrovirus, wild boar astrovirus) viralis aggnomikai (Delwart, 2007; Djikeng et al.,
2008; Kapoor et al., 2008; Victoria et al., 200pyroszekvenalasi és bioinformatikai
modszerek alkalmazasaval sikeriltzgltesen igéretesnek itélt mintakbol azonositani. E
nagyniiszer- €s munkaigényes, és jelenleg is koéltségesnattern, robosztus szekvencia-
fuggetlen nukleinsav amplifikacios és szekvenalodsaérek azt teszik lelée®e, hogy
kornyezeti, illetve élzetesen nem manipulalt bioldgiai mintakbol a kagdal védett viralis
nukleinsavak (RNS és/vagy DNS) relativ aranyanakel@ével - a gazda genom aranyahoz
képest — bepillantast nyerjink az adott minta poédis virusosszetételébe. Ez azt jelenti,
hogy egy mintdbdl — keil viruskoncentracio esetén - akar tobb (sok), kidaéb
viruscsaladba tartozo virus is egyideg kimutatasra kerilhet. Ez tortént példaként a
vaddisznd bélsar mintakbdl, ahol 4 kilonbdirust (porcine kobuvirus, porcine teschovirus,
porcine astrovirus és porcine enterovirus) muthttiin parhuzamosan ugyanazokbdl a
mintakbdl. (De hasonléan tdbb — eddig a legtébbUf virus egyiddj jelenléte igazolhatd
szalakota Coracias garruluy pulyka és hal akar egyetlen bélsar mintajabanEzek
meghatarozasa folyamatban van.) A virdlis szekweeffigiismerésének alapja, a GenBank
adatbazisdban mindenkor eléghevirdlis nukleotid és aminosav szekvencidkhoz (és
elsbsorban a konzervativ motivumokhoz) valé hasonlaségtéke. Ezért egy mar ismert

virus akar tobb ezer darabbdl all6 (csaknem teljgeshomszekvencia leolvasasa is
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megtdrténhet a kiindulasi mintabol, viszont egy @jég ismeretlen szekvencigju virus
felismerése, amikor maximum 1-4 db 100-200 nuktkedibsszu szekvencia all csak a
GenBank 0sszehasonlitast kdert rendelkezésre, nehéz. llyenkor, ha a szekvedtia
ismert, esszencialis aminosav motivumot is koéddtpabizhatunk abba, hogy az eddigigkt
eltés, ) virusra talaltunk. Ez tortént a viralis metagmikai modszerrel azonositott
virusaink esetén is. Azonban akar aspecifikus RRR&kcioval, akar viralis metagenomikai
modszerekkel sikertlt is az Uj viralis szekvenaaathot beazonositanunk, mindig az Uj virus
teljes genetikai allomanyanak (nukleotid sorrendi@nmeghatarozasara térekedtink. Hisz
csak a teljes viralis genom meghatarozasaval tupguitosan 6sszehasonlitani, jellemezni és
megfeleben besorolni a virusokat, és csak igy lehétailib(bb) taxondmiat is kialakitani.
Ellenked esetben - attdl fuggn, hogy milyen régiot vizsgalunk a korabban irtdkn
megfeleben - fals eredményt (,misidentification”), tévest@yozast (,misclassification”) és
téves kovetkeztetést (,misinterpretation”) vonh&tle a virusunk eredetére, természetére
vonatkozoan.

A viralis metagenomika eredményei bizonyitjadk azidgji és tobbszoros viralis
tarsfertzések gyakorisagat egy adott (akar tuneteket nentaté)u gazdaban. Ennek
felismerése fontos kovetkezményekkel jarhéuit és finomitja az ismereteinket (kilonésen
a hazi haszonallatok esetében). Ez arra utal, ltsgik a pontos genomsZiniikrobialis
héattér ismeretében donthietl, hogy az adott korilmények kozott mi tekinéhkérokozdnak
(kérokozoknak), opportunistanak, a viralis flér&abjanak, vagy artalmatlan atutazonak az
adott szervezetben. E komplex ismeret hatassalt lehekorképek elkilonitésére,
pathogenezisiikre, a fémes forrasanak felismerésére, a korokozo atviteléadamint a
megebzésének kérdéseire is. Masrésaz (], burok nélkuli, pozitiv, egyszali RNS genbm
virusok kimutatdsa és meghatarozasa elvezethetgyes eviruscsaladok tagjainak valdodi

genetikai soksziiségének, evolucidjanak és egymashoz valdé evollucmsonsaguk

172



mélységének megértéséhez. Ismereteket szerezheti@iba a fajok kdzotti hatarok atlepése
és atlephéisége, és a zoondzis/humanozis kérdéseinek pontdsitdidsahoz is. A vizsgalt
viruscsaladok ismert virusnemzetségeinek (virusrditas) és az ismert gazdafajok (gazdafaj
spektrum) jelenleg ismert (allapot: 2012. tavasZmszefliggeésének dsszefoglalasara
vallalkozik a 15. tablazat, mely jeloli Laboratdniunk hozzajarulasat is az ismeretek
béviléséhez.

Jelenleg is tobb 0j RNS virusfaj/nemzetség (példdobrnavirusok, astrovirusok,
picobirnavirus, reovirus stb.) meghatarozasa és |é&éz van folyamatban
Laboratériumunkbdl. llyen a pulyka (turkey) avisivd (65. abra), mely egy Uj picornavirus
nemzetség (,Avisivirus” = _AViepatovirus _ster-clade virus) efs képvisebje a
Picornaviridae csaladban (Boros et al., 2013. nyomtatasban). Vaggigeon (galamb)
mesivirus (,Mesivirus” = Mgrivirus sster-clade virus) (Phan et al., 2013. nyomtatasésia)
szalakotabolQoracias garrulu} kimutatott picornavirus (,Kunsagivirus” = Kunséidrajzi
névipl) (Boros et al., 2013. nyomtatasban), melyek uggak egy-egy Uj picornavirus
nemzetseg efstagjai aPicornaviridae csaladban (65. abra). Az &lkobuvirus kimutatasa
madarbdl (szalakétaCoracias garrulu is ilyen. Ez utdbbit is az ,univerzalis” kobuvéu
primerrel (UNIV-kobu-R/UNIV-kobu-F) sikerilt RT-PCRmoOdszerrel azonositani, majd
0sszesen harom (3/6; 50%) szalakéta egyed féceastAjabol kimutatni. De sikerilt még
szalakotakbdl 3 Uj astrovirus fajt is azonositard, a mosavirust (Uj picornavirus faj és
nemzetség) az Egyesiilt Allamokat ket (Phan et al., 2011) Eurépéban kimutatni.
Erdekes hozadéka a metagenomikai eredményeknek paztyok bélsar mintajabol egy
potencialisan 0j, — szegmentalt RNS genomu - seadtus Reoviridag faj (Balaton virus)
eurbpai azonositdsa és meghatarozasa (Reuter, @048. nyomtatasban). E virus BSL-3
besorolast rokonai (pl.: Banna virus) eddig kizégoDél-Kelet Azsiaban voltak ismertek,

mint szanyogok altal terjesztett, encephalitistzikadgensek emberben.
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15. tablazat.Egyes burok nélkili, pozitiv, egyszald RNS genoritisok (a tablazat sorai) 6sszefliiggése az eddsgaitzgazdafajokkal (oszlopok).

(A tablazat aCaliciviridae és aHepeviridaecsalad nem minden nemzetségét tartalmazza.

lapdil 2012. tavasza

VIRUS-
CSALAD

VIiRUS
NEMZETSEG

human
majom

Astroviridae

Mamastrovirus

szarvasmarha

16

kecske

macska

oroszlan

kutya

vaddiszno
0z, szarvas

ul| sertés

Avastrovirus

N| juh

Caliciviridae

Norovirus

Sapovirus

Picornaviridae

Salivirus (Uj)

nyul

denevér
patkany

egér
vadaszgoOrény
delfin

foéka

pulyka

kacsa

csirke

furj

galamb

szalakota

Aquamavirus (0j)

Cosavirus (Uj)

Dicipivirus (Uj)

Megrivirus (Gj)

Avihepatovirus

Tremovirus

Senecavirus

Hepatovirus

Erbovirus

Aphthovirus

Cardiovirus

Kobuvirus

Parechovirus

Enterovirus

Sapelovirus

Teschovirus

L2Hunnivirus”

,Gallivirus”

s~Unassigned”

Hepeviridae

Hepevirus

?

- igazolt virusfaj az adott gazdaszervezetben

a virusgenom nem ismert

?

részben vagy egészben altalunk igazolt virusfaj

kimutatasa szobeszéd/anekdota

174




A virusferbzések csak egy (minden bizonnyal kis része) jdensnel” érzékelhét
klinikai elvaltozasokkal, és valosfileg szamtalan, még nem ismert virus és virus-vayj@an
(akar kolcsonosen d@byos) evolucidos adaptaciéban ,élI” a gazdaszerveebtéCsak
0sszehasonlitasként: friss vizsgalatok szerint rabeei szervezet a ~22.000 sajat fehérje
kodolo génje mellett egyedenkeént tovabbi ~8 miti@ gazdaszervezetet minden pillanatban
befolyasolo - bakteridlis gént is hordoz magan, ymetinimum 10.000 kulonbde

mikrobafajtol — ez a mikrobiom — szarmazikhttp://www.nih.gov/news/health/jun2012/

nhgri-13.htn). Konzervativ becslések szerint kérulbeltl 100limivirusfaj (ezen belll 1
millid gerinces virusfaj) létezhet a foldi biosziban (Witzany, 2012). Az ICTV 2013.
februari, legujabb kiadvanya azonban 6sszesen 248R elfogadott virusfajt tart nyilvan

(http://talk.ictvonline.org/files/ictv_documents/ngifi440.aspk Jelen ismereteink nagysaga

(azaz inkabb kicsisége) és mélysége (azaz inkdliiketiessége) a virusokkal kapcsolatban
alazatra int. Nem kérdés, hogy csak most kezdjugsejeeni a virusok valodi jeleigégét,
sokszirtiségét (,virosphera”) a kulonbéz gazdasejtekben, gazdaszervezetekben és a
bioszféraban. Hiba, ha a figyelmink lankad, vaggrebdik a fertz6 betegségekt és a
mikrobakrol.

A természet éét leirdsa vezet a természet megismeréséhégerBvan még mit

felfedeznie a jelen és leaehdirologus nemzedékeinek.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Calicivirusok

» A human calicivirusok (norovirusok, sapovirusolxdi diagnosztikajanak megteremtése,
a norovirusok prospektiv, folyamatos, orszagosgekgéris epidemioldgiai nyomon kdvetése
az ismeretlen eredetnem bakteridlis gastroenteritis jarvanyok kéréhamankban 1998 és
2013 kozott. A norovirus jarvanyok epidemioldgiklinikai jellegzetességeinek elemzése,
leirdsa, vezétszerepének igazolasa a hazai gastroenteritisngokéés a korhazi jarvanyok
korében. A norovirusok genotipizalasa, gyakoris@&gaprovirusok, ezen belll a dominans,
drift mutans GII.4 norovirus és rekombinans nonesdk evoluciojanak nyomon kdvetése
hazankban. A norovirus jarvanyok molekularis epiddbgiai 6sszefiiggéseinek (trendek,
epidemioldgia, a genotipusok és atvitel, genotigmibelyszin, élelmiszer eretidertozések
kapcsolatanak) vizsgalata nemzetkdzi (Europa, 4ikens) adatfeldolgozas keretében. A

norovirus (Gll.4) pandémias szerepének igazolasa.

» Allati eredeti norovirusok (szarvasmarha norovirus, sertés nasyviel$ hazai

kimutatasa és elemzése molekularis biologiai madgkel szarvasmarhakbdl és sertégékb

» Sapovirusok etshazai kimutatasa és molekularis epidemioldgidefekése szorvanyos
gyermekkori gastroenteritiseéo és gastroenteritis jarvanybd6l hazankban. A sertés
sapovirusok prevalencidja, molekularis epidemi@bgizsgalata hazankban és Eurdpaban.

Uj sertés sapovirus genocsoportok leirasa.

» A nebovirus el hazai kimutatasa, molekularis vizsgalata és teljemnomjanak

meghatarozasa szarvasmarhabol.
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Picornavirusok

> Két () sertés enterovirus genotipus (EV-G3 és EN-Kmutatasa és teljes genomjanak

meghatarozasa sertésékbs vaddisznokbal.

» Az el természetes, allatfajok kozotti (interspecies) orekindns enterovirus -
bovine/porcine enterovirus (EV-G5) - kimutatasdjese genomjanak meghatarozasa és

nyomon kovetése baranyokbal.

» A rekombinans human enterovirus 109 (EV-C109) mi&s(Eurépaban el kimutatasa

és teljes genomjanak meghatarozasa gyermekkoti fégidzestsl.

» A hepatitis A virus (HAV) molekularis epidemiol@gg hazankban, 2003 és 2013 kozaott.
A hepatitis A virus genotipizalasa és 0sszehasorgiemzése szorvanyos, endémias,
importalt és jarvanyos megbetegedéséklEgy hepatitis A jarvany kialakulasanak és
kiterjedésének molekularis nyomon kovetése, U] apidlogiai és jarvanyugyi

kovetkeztetések levonasa.

» Egy Uj — az ICTV altal elfogadott - kobuvirus faj,sertés kobuvirus (m&ichivirus Q
leirdsa sertésekh a virus teljes genomjanak meghatarozasa, elemzgsvirus egyedi,
evolucios szempontbdl jeléist 5’UTR/IRES masodlagos szerkezetének meghataro2asa
sertés kobuvirus molekularis epidemioldgiaja, nyonmdvetése, endémias jelenléte és
evolucioja sertések koérében. A kobuvirus virémsé &irasa. A sertés kobuvirus kimutatasa

eés teljes genomjanak meghatarozasa vaddisznokbal.
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» A szarvasmarha kobuvirugi€hivirus B el eurdpai kimutatasa szarvasmarhakbol és

elss kimutatasa juhokbdl. A virus teljes genomjanak hatgrozasa juhbaol.

» Az Aichi virus @ichivirus A kimutatasa gyermekkori gastroenteritisbazankban.

» A human parechovirusok él&imutatasa, meghatarozasa €s molekularis epidégiiph
gyermekkori gastroenteritisey kdzponti idegrendszert érthtbetegségekth szarmazo

mintakbol hazankban. Human parechovirusok kimusagagletkori és klinikai korképekben.

» A sertés teschovirus (PTV) kimutatasa és teljeromganak els meghatarozasa

vaddisznokbal.

» Egy () picornavirus faj/nemzetség (,Unassignediinltatasa, teljes genomjanak eés
5'UTR/IRES részének meghatarozasa furfgkb A flrj picornavirus molekularis

epidemiolégiaja furjekben.

» Egy Uj picornavirus faj/nemzetség (,Gallivirus”ymutatasa, teljes genomjanak és
5'UTR/IRES részének meghatarozasa pulykakbdl. A ykaul gallivirus molekularis
epidemioldgiaja, endémiés jelenléte kiulonbprlykafarmokon & klinikai tinetet mutato és

klinikailag tinetmentes pulykakban.

» Egy U0j picornavirus faj/nemzetség (,Hunnivirus”gtktagjanak kimutatasa, teljes

genomjainak és 5'UTR/IRES részeinek meghatérozésamzése szarvasmarhakbdl és

juhokbdl. A hungarovirusok molekuléris epidemioljgiszarvasmarhakban és juhokban.
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Hepevirusok

» A hepatitis E virus (HEV) etshazai kimutatasa, genetikai elemzése, prevalen@sj
molekularis epidemiologidja hazankban és dsszelits@temzése Europaban. A hepatitis E
virus fertzés igazolasa hepatitisben szerivdabtegekBl, sertések, vaddisznok éwek
mintaibol. A hepatitis E virus 3-as genotipusanatdémias, élelmiszer kodzvetitette
zoonotikus terjedésének hazai bizonyitasa. A hiepdivirus okozta feskzések klinikai és

epidemioldgiai jellegzetességének leirasa.

Astrovirusok

» Human astrovirus okozta gastroenteritis jarvasy kazai igazolasa, a jarvany klinikai és

epidemioldgiai jellegzetességeinek leirasa, a \taljss genomjanak meghatarozasa.

» Harom Uuj, allati eredétastrovirus kimutatasa és teljes genomjainak mégbedsa sertes,

juh és vaddiszn6 mintakbal.

Picornaviralesrend

» Egy Uj, dicistronos +ssRNS genomu virusfaj/nenéget§Halastavi arva RNS virus”)

kimutatasa, teljes genomjanak meghatarozasa éz&enédesvizi pontyok bélsar mintaibol.
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