Az OTKA F048433 szamu ,,Magyarorszagi gastroenteritis jarvanyokbdl kimutatott
calicivirusok molekularis szintti elemzése” cimt palyazat 6sszefoglaloja (zarojelentés)

A calicivirus vizsgalataink a 2005 évben, a témaban elfogadott nemzetkdzi palyazatokkal
egészultek ki. Ezek az EU 6. Keretprogramja altal timogatott ,,Enteric Virus Emergence, New
Tools” nevii (EVENT, SP22-CT-2004-502571) és az EU DG-SANCO ,Prevention of
emerging (food-borne) enteric viral infections: diagnosis, viability testing, networking and
epidemiology”nevii (DIVINE-NET, 20033213) palyazatok. Az egy Konzorciumot alkotd 2
palydzat tagjai Eurépa 10 orszagdnak (Hollandia, Anglia, Svédorszag, Franciaorszag,
Németorszag, Finnorszag, Spanyolorszag, Dania, Szlovénia és Magyarorszag) 1-1
laboratdriuma. A hazai vizsgalatok igy beépultek a Konzorcium céljain keresztil az
élelmiszerekkel, enterdlis Gton terjed6 virusok, igy a calicivirusok (norovirusok, sapovirusok),
a hepatitis A és E virusok europai molekularis epidemiologiai vizsgalataba 2005-2008 kozott.
A Konzorcium az éves munkaértekezletét nagy sikerrel 2007. szeptember 27-28.-4n Pécsett
tartotta — szervezesinkben — 13 orszaghol 42 europai kutatd részveételével.

A norovirusok jarvanyugyi diagnosztikai vizsgalatdnak kiépitése, a szakmai
javaslataink alapjan, 2005-ben kezdédott el az 5 regionalis ANTSZ laboratériumban
hazankban, mely az elmult 3 évben sikeresen egylttmiikodott e téren. A sziirévizsgélat az
ismeretlen eredetli, nem bakterialis gastroenteritis jarvanyok székletmintaibol antigen
kimutatd ELISA Kittekkel a regionalis laboratoriumok végezték, a molekularis genetikai
vizsgalatok a Konzorcium és az &ltalunk kidolgozott metodikakkal Pécsett tortént. A
hagyomanyos reverz transzkripcio-polimerdz lancreakcié (RT-PCR) modszer mellett a real-
time PCR (LightCycler) modszert is kidolgoztuk a norovirusok Kkimutatasara.
Laboratériumunkban, a fent emlitett kilfoldi palyazati forrasbol, 2006-ban beszerzésre kertlt
egy kapillaris szekvenator készulék (ABI PRISM 310, Genetic Analyser), melynek
segitségével — a koradbbi lasst és korulmenyes bérvizsgalat helyett - a mintak beérkezését
kdvetéen 4 munkanapon belul szekvencia-eredményhez jutunk. A gyors, genetikai szintii
virusazonositas es elemzés kovetkeztében a norovirusok nyomon kovetése ,,valos-ideji”, nem
szenved késedelmet. A Laboratériumunk azonnal jelezni képes a virus és az epidemioldgiali
helyzet véaltozasait és a lehetséges jarvanylgyi osszefliggéseket a hazai és nemzetkozi
tarsszerveknek. Az egyittmukddesnek kdszonhetéen egyben korszerii, nagy ertéki, sajat
tulajdonu berendezéshez jutott a Laboratérium.

A harom év alatt (2005. januar 1. — 2007. december 31.) dsszesen 720 ismeretlen
eredetii, nem bakterialis gastroenteritis jarvanyt regisztraltunk. Osszesen 259 (36%)
(64/104/91) jarvany eseten tortént RT-PCR vizsgalat. Human calicivirust (norovirust) 253
jarvanybdl mutattunk ki RT-PCR modszerrel. Osszesen 232 (57/87/88) RT-PCR-pozitiv
jarvanybol toértént nukleotid sorrend meghatarozas. 2005 és 2007 kozott, ahogy 2001 6ta a
hazai jarvanylgyi statisztikakban minden évben, a norovirusok voltak a leggyakoribb
korokozok a gastroenteritis jarvanyokban hazankban.
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A jarvanyok tobbsége kulonbdzé korhazi osztalyokon kitért nosocomialis calicivirus
jarvany  (57%) volt.  Szocialis és idésotthonokban a  jarvanyok  21,7%-a,
gyermekkozdsségekben (6voda, iskola) a jarvanyok 21,2%-a tortént. Egyéb eléfordult jarvany
helyszinek: szalloda, flrd6zok, kollégium, tabor, borton, gyartelep és telepilés. Leggyakoribb
atviteli méd a kdzvetlen kontaktus volt.

A Konzorcium web-alapt adatbazisan (http://www.eufoodborneviruses.co.uk)
keresztul tobb esetben tortént jarvanylgyi riasztas Eurdpaban, amikor élelmiszer kozvetitette
norovirus jarvany terjedése meriilt fel. Ertesitést kaptak az illetékes hazai jarvanyiigyi
hatésagok is. Egy daniai calicivirus jarvanyt Kelet-Eurdépabol importalt bogyosgyumélcs
kozvetitette, ritkan el6fordul6 norovirus okozott, mellyel teljesen megegyez6 virusszekvenciat
csak egy hazai jarvanyhoz kapcsolhat6an sikerilt kimutatni. 2006. nyaran és november végén
els6ként jeleztuk a norovirus jarvanyok szamanak megszaporodasat hazankban, igy
Europaban. A Stockholmban székel6 Europai Jarvanylgyi Kézpont (ECDC) az események
bsszefoglaléséra kért feI bennUnket (Isd k(‘jzleményjegyzék) FelmerUIt hogy a norovirusok
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jelentés forgalmat lebonyolitd turistahajé forgalomnak (Isd: kdzleményjegyzék). E hajokon
mind a turistak mind a legénység nemzetkozi, idélegesen alkot a populécio zart kdzosséget,
gyorsan Vvaltjak egyméast az utazok a hajok szennyezett fedélzetén, az ,.exotikus”
korilményeket biztositd utazas szamos higiénés probléemat felvet, nincs kidolgozott protokoll
a megfelel6 higiénés koriilmények biztositasara, szamos orszagot felkeresnek kikdtéskor stb.
igy idealis kortlményeket teremt ez a fajta utazasi tipus a norovirusok szérédasara.

A norovirus genotipusok megoszlasa a hazai jarvanyokban 2004. junius és 2007.
december kozott a kdvetkez6 volt gyakorisdg szerint: G114 (82%), Gllb (9.7%), Gl4 (1,6%),
Gl-1 (1,6%), GlI2 (1,2%), GII7 (1,2%), GI6 (1,2%), GlIuj (0,8%), GII1 (0,4%), GI3 (0,4%),
GIuj (0,4%). Két Gj (Gl és Gll genocsoportba tartozd) virus-genotipust sikerllt kimutatni. A
jarvanyok donto tébbséget (82%) viszont a Gll4 genotipusba tartozd virusok okoztak. Az
egyes genotipusok eltér6 epidemioldgiai jellegzetességet mutatnak. A Gll4  virus
szignifikansan gyakrabban jelentkezik a korhazi nosocomialis és idésotthoni jarvanyokban, és
elsésorban kozvetlen kontaktus utjan terjed. A ritkdbban kimutatott Gl-es norovirus
genotipusokat gyakran élelmiszer és vizeredetti jarvanyokbol sikerllt kimutatni és gyakran
gyermekkozdsségek érintettek.

Az elmult 7 norovirus szezonbdl (2000/2001-t6l 2006/2007) 6-ban a GlI4 genotipus
volt dominans genotipus a jarvanyokban. A GlI4 genotipus genetikai elemzésével 4 kiemelt
epidémias GlI4 varians (GI114-2000; GI14-2002; Gl114-2004; GlI4-2006b) megjelenését
sikerdlt azonositani hazankban, melyek 2-2 szezonon keresztll szerepet jatszottak a hazai



norovirus jarvanyok szaménak kiugrasaban és az epidémidkban. Az egyes Gll4 variansok
valtasai idében gyorsan és varians szinten teljesen bekovetkezett — az (j varians minden
esetben teljesen kiszoritotta a korabban cirkuldlé varianst. A 4 varians csoportbol 6sszesen 12
hazai, reprezentativ GlI4 varians 0sszefiigg6 RNS-polimeraz (ORF1) és kapszid (ORF2)
régidjanak (2340 hossz() nukleotid sorrendjét hataroztuk meg és hasonlitottuk 6ssze. A
vizsgalatokhoz sajat tervezesi primereket hasznaltunk. Az egyes GllI4 variansokra jellemzé
mutécidkat (drift) sikerult leirni, melyek aminosav valtozasokkal is egydtt jartak. A Gll4-
2002 varians megjelenésetol kezdve a GlI4 variansokban egy triplet (amindsav) inzercio is
talalhaté az antigenitasért felelos kapszid régioban. A norovirus GlI4 varidnsok evolucids
valtozasa kisértetiesen hasonlit az influenza drift jelenségéhez és a molekularis genetikai
az eredmények arra utalnak, hogy - a korébbi kutatasok eme ellentmondéasos terileten -
valamilyen szintti populacioés immunitéas kialakulasaval kell szamolni. Ugy tiinik az adatok
alapjan, hogy nem a genotipus valtas jatszik elsédleges szerepet a norovirus jarvanyok
kialakulasaban, hanem a Gll14 genotipus folyamatos genetikai valtozasa az, mely az ismételt
epidémidk kialakuldsahoz vezet. Ez azt jelenti, hogy egy sikeres diagnosztikum vagy
oltéanyag elsallitasanak alapfeltétele a G114 genotipusrol megszerzett ismeretek.

2007 év kdzepén meghivasos alapon, megalakult — Laboratériumunk részvételével - a
»,Global molecular epidemiology of GlI-4 variants 2001-2007” munkacsoport, melyben a
vilag 15 calicivirus molekuléris kimutatisaval foglalkozé laboratériumanak 1-1 kutatdja vesz
részt a vilag 5 kontinensérél. A munkacsoport célja, hogy bizonyitsa, hogy a Gll4
norovirusok variansai az elmult években minden kontinensen jelen voltak — azaz pandémiéat
okoztak — és hogy kideritse, a Gl14 pandémiak forrdsat, mozgasat, terjedésének sebességét és
epidemioldgiai jellegzetességeit. Az eredmények 6sszegzésének tervezett idépontja 2008 elsé
feléve, publikalasa 2008 végére varhatd. Az elzetes, kdzos eredmények megerdésitik a G114
norovirusok fent emlitett varidnsainak (GI14-2000; GI14-2002; Gl114-2004; Gl114-2006b)
pandémias terjedését a vilagon az elmult években.

Az elmult évek kiemelkedé jarvanyugyi eseménye volt a miskolci ivovizjarvany 2006.
juniusaban. Osszesen t6bb, mint 3600 regisztralt betegrél tudunk (kb. 65 ezer exponalt
szemely). A jarvany kialakulasaban az extrém idoéjarasi viszonyok jatszottak szerepet, de az
eset felhivta a figyelmet a vizbazisok sériilékenységére és arra, hogy a fertétlenitési eljarasok
nem szamolnak a viralis kdrokozokkal. Miskolc karsztviz-bazisa a heves es6zések miatt
fekaliaval szennyezdott, mely a vezetékes vizhaldzatot is szennyezte. A jarvany mintaibol a
G114-2006b norovirus volt kimutathatd. A nagyszdmu betegben felamplifikalodott Gl14-
2006b virus az adatok alapjan meghatarozo hatassal volt a 2006/2007 évi hazai norovirus
cirkuléciora, a terjedése a molekularis eszkdzokkel kovetheté volt, és oka lehetett a 2006.
novemberi hazai jarvanycsucsnak is (62 regisztralt jarvany egy honap alatt, melyeket a G114-
2006b virus okozott!). Az adatok alapjan feltételezhets, hogy a norovirus jarvanyok
epidemioldgiajat jelentés mértekben befolyasoljék a jarvanyigyi katasztrofak is. Jelen esetben
e katasztrdfa a hazai norovirus cirkulaciot idoben felgyorsitotta és egyben fel is erésitette azt.

A calicivirusok Gjonnan felismert jellegzetessége, hogy rekombinaciéra is képesek.
Hazankban 2000 oOta - mas orszagokkal ellentétben - 2007-ben is folyamatosan nyomon
kovethetd volt a tobbszérésen rekombinans norovirus (Gllb-Hilversum) cirkulacidja
elsésorban a gyermek-populédciokban. E rekombinans norovirus varians a G114 virus utan a
masodik leggyakrabban (10%) Kkimutatott norovirus volt a hazai jarvanyokban. A
rekombinacio a nyilt leolvasd keretek hataranal, a nem-strukturalis (ORF1) és strukturalis
(ORF2) génszakaszok kapcsolodasanal kovetkezik be. A Gllb-Hilversum rekombinans virus
tObbszords promiszkuitas jellemzi. A kordbban nem ismert szekvenciat mutatdé ORF1 régio 4
kiilénbdz6 — korabban ismert - ORF2 génszakasszal kapcsolddva hozott létre 4 féle jelenleg
ismert rekombinans varianst. 2006-ban a Gl1b/GI12, 2007-ben a GIIb/GI113 rekombinans virus



epidémiés hazai terjedését lehetett bizonyitani. A rekombinécié és a virus hazai epidémias
terjedésének leirasara referenciaként tekintenek es szerepel a legujabb kiadasu Fields
Virology kotetében is.

Az allati calicivirusok kimutatasa érdekében 6sszesen 9 sertés és 6 szarvasmarha
allomanybol tortént mintavételezés, 6sszesen tobb mint 500 allattél korcsoportok szerint. Tiz
esetben sertés sapovirust (,,porcine enteric calicivirus” — PEC), 1 esetben sertés norovirust
(GIl) mutattunk ki bélsarmintakbol. Mindkét calicivirus nemzetség sertésekbdl valo
kimutatasardl masodikként szamoltunk be Eurdpaban. Négy esetben szarvasmarha norovirust
(GII) talaltunk, 3 virus a G111/2, 1 a GI11/1 genotipusba tartozik (Isd: kdzleményjegyzék). Az
utobbi virus ~2500 nukleotid hosszi RNS-polimeraz-kapszid régiojanak nukleotid sorrend
meghatarozasa is megtortént tervezett primerekkel — igy ez a masodik ismert teljes kapszid
genom a GIII/1 tipusban. A calicivirusokat fiatal — néhany hetes — allatokbdl mutattuk ki, a
sertés sapovirusok esetében az allatok gastroenteritis tiineteit is mutattak. A sertés sapovirus
esetén az adatok arra utalnak, hogy fertézott telep esetén endémias az atfertézodés és
gazdasagi karokkal is lehet szamolni (elmaradd sulyndvekedes, pusztulas, felesleges
antibiotikum hasznalat). A human calicivirusokhoz a legkdzelebbi genetikai hasonlésagot a
sertés norovirus esetén talaltunk. A zoondzis lehetésege vélhetéen e korokozo esetén a
legnagyobb.

A korabban a calicivirusok kozé tartozé hepatitis E virust szamos allati (sertés, szarvas,
6z és vaddisznd) mintabdl és human hepatitis megbetegedésbol sikerilt molekuléris
modszerekkel kimutatni. 116 esetben az emberi fert6zés diagndzisa IgM pozitiv eredményen
alapult, 13 esetben a hepatitis E virus szekvencia meghatarozéasa is megtortént. Az esetek
klinikai, epidemioldgiai és jarvanytani leirdsa is megtortént. Az eredmények bizonyitjak a
hepatitis E virus hazai endémias jelenlétét (HEV 3-as genotipus) és a zoonozis (fert6zott
élelmiszerek) Utjan torténé terjedését. Az ismeretlen eredetii (non-A-C) heveny hepatitisek
10%-ban a hepatitis E virus jelenlétével szdmolhatunk hazankban.

Megtortént a calicivirus génbank és adatbazis felallitasa Laboratériumunkban.
Megoldott az elmalt évekbdl 6sszegyijtott calicivirus tartalmd széklet és RNS mintak
szakszer(i tarolasa. Reprezentativ, referencia mintagyiijteményt allitottunk 6ssze, tébbféle
szempont szerint. Klfoldi laboratoriumok (Hollandia, Szlovénia, Torokorszag stb.) kérték a
segitséglinket referencia anyagok biztositasadban, illetve a norovirus diagnosztika
megteremtéséhez.

A spanyol Certest-Biotec cég 2007 februarjaban megkereste laboratériumunkat egy
egyszeriien hasznalhatd, immunkromatografids norovirus gyorsteszt kifejlesztésében vald
kdzremiikddéshez, mely igen hasznos lehetne a jarvanylgyi munkaban. A diagnosztikai teszt
alapjat a hazai reprezentativan véalogatott norovirus torzsek adjék. A teszt kifejlesztése
folyamatban van. A hosszabb tavra tervezett k6zés munka részekeént a spanyol ceg felkéreseét
elfogadva EU FP7-es péalyazatot adtunk be. Az EU FP6 EVENT projekt résztvevoi —
Laboratoriumunkkal egyutt - ugyancsak szeretnék folytatni az eurdpai norovirus molekularis
epidemioldgiai munkat, kiegészitve tobbek kozott a norovirusok élelmiszerekbsl vald
kimutatasanak problémakorének vizsgalatara (élelmiszerbiztonsag) és EU FP7-es palyazatot
adott be.

A vizsgéalataink eredményei 10 angol nyelvii, 3 magyar nyelvi kdzleményben és 2
konyvfejezetben jelentek mar meg vagy jelennek meg a kozeljovében. Tovabbi angol nyelvi
cikkek publikalasa folyamatban van a témaban. Az eredmények angol és magyar nyelvii
eléadasok formajaban hazai és nemzetkdzi konferenciakon, tovabbképzéseken (egyetemi,
kdzegészségligyi-jarvanylgyi) is elhangzottak. A hazai eredmények a 3. Nemzetkozi
Calicivirus Vilagkonferencian (2007. november 10-13; Cancun, Mexikd) is bemutatasra
kerultek. A Laboratériumunk 2005. szeptembere 6ta hivatalosan is a ,,Gastroenteritist okozé
Virusok Nemzeti Referencia Laboratoriuma”.



A norovirus okozta jarvanyok tobb éven keresztili, folyamatosan végzett molekuléris
epidemioldgia vizsgalata Uj ismereteket tart fel a norovirus jarvanyok epidemioldgiai
jellegzetességeirdl (gyakorisag, terjedési modok és genotipusok kapcsolata, korcsoportok és
genotipus kapcsolata, genotipus eloszlas, jarvanyiigyi katasztrofa hatasa stb.) és a norovirusok
genetikai allomanyanak és antigenitasanak valtozasairdl. Uj ismereteket szereztink a
calicivirusok kimutatasaval sertések és szarvasmarhak korében. A vizsgalatok bizonyitottak a
norovirusok vezet6 szerepét a hazai gastroenteritis jarvanyok korokozoi korében és
0sszekapcsolddva a nemzetkozi vizsgalatokkal a virus pandémias potencialjat. A norovirus —
és elsésorban a G114 genotipus - rendkivul gyors és sikeres genetikai evolucioja hatterében az
influenza virusoknal mar ismert ,drift” jelensége huzodik. Elérevetitve, hanyassal és
hasmenéssel jard norovirus fertézes/jarvany szam emelkedésének legvalosziniibb oka egy Uj
norovirus G114 genetikai/antigén varians megjelenése a populéciéban. A norovirus/calicivirus
lete ma hazankban altalanosan ismert az epidemioldgusok korében. A kdérokozo ismerete
mellett a molekularis eredményekbdl levonhatd G informacidk tovabbi segitséget adnak a
kdzvetlen jarvanyugyi munkéban és hozzajarulhatnak a hossz( tavd prevencid, a vakcina
eléallitasanak sikeréhez is.



