Zarbjelentés a ,Teljes genom alapu rotavirus surveillance: a
molekularis epidemioldgiai vizsgalatok 0] megkodzelitése” c.
T100727 ikt. sz. NKFI-OTKA kutatasi programrol (2016)

A rotavirusok évente 100 milliénal tébb fert6zést okoznak az 5 évesnél fiatalabb gyermekek
kérében; ebbdl 2 millio eset kérhazi apolast igényel és 2013. évi becslések alapjan még
mindig >200000 eset halallal végzédik. 2006-2007 6ta két vakcina kaphato vilagszerte,
hazankban is. A vakcinak hatasossagat nagy figyelem Kkiséri, és ismerve a virus
valtozékonysagat, szdmos orszagban allitottak fel torzsfigyeld halézatot a cirkulalé térzsek
azonositasara és nyomon kévetésére. A monitorozast rutinszerlien a két felszini (un.
neutralizaciés) fehérje véltozatainak meghatarozasaval végzik. Az NKFI-OTKA kutatasi
projekt célja az volt, hogy teljes genom szekvenciak felhasznaldsaval vizsgélja a rotavirus
fert6zések molekularis epidemiologiai jellemzéit és ezzel alternativat nydjtson a
hagyomanyos PCR alapu technikakra épulé genotipizalasi megkdzelitések mellett.

Modszertani fejlesztések

A projekt elsé évében a csoportunk szamara Ujdonsagnak szamitd, Ujgeneraciés
szekvenalassal (NGS) kapcsolatos technikdk adaptalasat és aprobb fejlesztéseket
végeztink sajat Uzemeltetési NGS platformon. Mobdszeriinkben els6é lépésként a
székletmintabdl preparalt RNS kivonatbél random RT-PCR médszerrel DNS termék készil.
Ebbél a PCR termékbél allitunk el6é egyedi azonositoval (szekvencia vonalkéddal) ellatott, az
adott NGS-platformmal (mely jelen esetben az lon Torrent PGM) kompatibilis DNS
konyvtarat. E lépést kbvetéen lehetdség nyilik a kilonb6z6é vonalkoéddal jeldlt mintak
Osszekeverésére. Klondlis amplifikaciét kovetden kerll sor a szekvendlasra, melyet
kilonbdz6 ateresztbképességll szekvenald chip-eken lehet végrehajtani. A kapott egyedi,
120-230 nukleotida hosszusagu szekvencidkat referencia szekvencidkhoz illesztjik. Ennél a
mveletnél szigorl illesztési paramétereket beallitva tudjuk az ismert genotipusu
szekvenciakhoz hasonlitani a mindségi el6készitésen atesett szekvencidkat. Ez a
megkozelités gyors, egyszerli és pontos genotipizélast tesz lehetévé, mely a kapott
eredmények szerint jél alkalmazhaté a rotavirus surveillance vizsgalatokban.

A kialakitott protokoll segitségével jelentésen tudtuk csékkenteni az egy rotavirus térzsre esé
szekvenalas koltségeit részben azzal, hogy egyedi azonositékkal (szekvencia
vonalkédokkal) ellatott adapterek felhasznaldsaval fokoztuk a multiplexitast (akar 96 minta
egyideji futtatasara is lehetéség van, ugyanakkor 60-nal tdbb mintat ritkan futtattunk
egyidejlleg), részben pedig azzal, hogy egyes I|épéseknél a reakciotérfogatokat is
csokkenteni tudtuk. Kidolgoztunk egy antigén-antitest kétédésen alapu, magneses gydngyok
segitségével végzett partikula dusitasi eljarast is, amivel csokkentheté volt a
szennyezddések (ti. szennyez6 gazda eredet(, bakteridlis és viralis RNS/DNS) mennyisége
a mintakban, ami altal jobb minéségi és nagyobb mennyiségii relevans szekvencia adathoz
juthattunk. A modszer hatasossagat j6l szemlélieti, hogy 6sszehasonlitd vizsgalatokban
adott mintabdl partikula dusitassal eliminalni lehetett az idegen RNS/DNS mennyiség >90%-
at. Ugyanakkor a modszer érzékenysége az eddigi adatok alapjan még tovabbi fejlesztést
kivan, hiszen az alacsony partikulaszamu mintakbol altaldban nem siker(lt teljes rotavirus
genom szekvenciakat generalni. Az érzékenység fokozasaban segithet majd a megfeleld
specificitast antitestek hasznalata is. Vizsgalatainkban ezideig ugyanis kereskedelemben
kaphato poliklonalis ellenanyagokkal dolgoztunk, viszont indiai egytttmiikddés keretein belll
kifejlesztett peptid-ELISA modszerben alkalmazott ’kvazi’ monoklonalis antitestek a partikula-
dusitasi eljarasban jobb eredményt hozhatnak.



Rotavirus genomszekvenalasok

A teljes genomszekvenalason alapulé médszer kidolgozésat kévetéen kdzel 1300, hazai és
nemzetkdzi egyittmikddésben gydjtétt rotavirusra pozitiv mintat dolgoztunk fel harom év
alatt. Ez nagysagrendileg kozel all a palyazat célkitizésében szereplé ambicidzus 1600-
1800 mintahoz, ugyanakkor a palyazat 4 éve soran a forint gyengllése erésen kihatott a
reagens koltségekre és végeredményben a megvizsgalhaté mintak/térzsek szamara is.
Menet kdzben a mintak ~10%-ardl bizonyosodott be, hogy nem alkalmas a tovabbi
elemzésre. Ezen aranyszam mogott egyes esetekben a székletmintdk alacsony
virusmennyisége allt. Mas esetekben pedig az derdlt ki, hogy az antigén-kimutatason alapul6
rutindiagnosztikai laborat6ériumi vizsgélatok idénként fals pozitiv eredményeket adnak; igy
tudtunkon kivll olyan mintakat dolgoztunk fel, amelyek val6jaban rotavirusra negativak
voltak. Ezen okulva, idével bevezettiink egy rotavirusra specifikus gRT-PCR alapi moédszert
illetve egy, a genomi RNS poliakrilamid gélelektroforéissel és ezlist festéssel torténd
kimutatasara iranyulé modszert. Mindkét technika alkalmasnak bizonyult a virdlis RNS relativ
mennyiségének és integritasanak ellen6rzésére és tampontot nyujtott ahhoz is, hogy a
megfelelé mintakkal dolgozzunk tovabb.

Hazai rotavirus térzsdiverzitas felmérésére iranyulo vizsgalatok

Miutan a projekt els6 évében a teljes genom alapl vizsgalatokat sikeresen beépitettiik
laboratoriumunk moédszertani repertoarjaba, 2013-2015 k6z6tt mar kizarélag ezt a modszert
hasznaltuk a rutin rotavirus térzsmonitorozasban. Osszességében, a 2012-2015 kdzotti
id6szakot tekintve 867 rotavirusra pozitiv székletmintat dolgoztunk fel virusmetagenomikai
megkdzelitéssel. Ezen felll pedig tovabbi 251 db, a 2012 el6tti idészakbdl gydjtétt minta is
feldolgozasra kerilt ugyanezzel a technikaval.

E jelentés megirasakor a maga teljességében csak a 2012 soran gyUjtdtt térzsek
Osszehasonlitd elemzésének eredményei érheték el. Ebben az évben 484 magyarorszagi
human rotavirus térzset genotipizaltunk. A leggyakoribb genotipus kombinaciék a G9P8
(43%) és a G1P8 (34%) voltak. A genomszekvenalasnak alavetett 125 térzset 9 egyedi
genotipus konstellacidba tudtuk besorolni; ezek kdziil 2-2 kissé eltéré konstellaciot figyeltink
meg a G9P8, G1P8, és a G2P4 t6érzseknél, 1-1 egyedi konstellaciét pedig a G4P8, G3P4 és
a G3P9 genotipusu térzsek esetében. Ennek megfeleléen a P8 VP4 genotipusu térzsek
tiinyomé tébbsége az Uun. 'Wa-like’ genocsoportba tartozott, a P4 VP4 genotipust hordozo
térzsek pedig a ‘DS1-like’ genocsoportba voltak sorolhatéak. Egy-egy G9P8 és G1P8 tbrzs a
két f6 genocsoportra jellemzé génvaltozatok reasszortansanak bizonyult. Hasonléképp, az
egyetlen G3P9 térzs a DS1-like és egy harmadik, az Gan °AU-1-like’ genocsoport
reasszortansa volt. A 11 gén filogenetikai elemzése a fébb genocsoportokon beliil tovabbi
allélkombinacidk elklldnitését tette lehetévé. A G1P8 és GIP8 tbrzsek esetében 4-4, a
G4P8 és G2P4 torzsek esetében 3-3 allélkombinacioét azonositottunk. Az egyik emlitésre
méltd6 megfigyelésiink az volt, hogy a relative gyakori G2P4 allélkombinaciéban a VP1 és
VP6 gén valoszinlsithetéen egy juh- vagy szarvasmarha-eredetli rotavirus térzsbdl
szarmazhatott. A G4P8 térzsek géndsszetételében az ezekkel a tdérzsekkel egyitt keringd
G1 és G9 torzsek allélvaltozatainak keveredését figyeltlk meg. A 2012. évi hazai rotavirus
torzsek egyikénél sem taldltunk ra bizonyitékot, hogy kialakitasukban Rotarix vagy Rotateq
vakcinatérzs-eredetli gének vettek volna részt. A térzsek féldrajzi megoszlasat illetéen a
G9P8, G1P8 és G2P4 genotipusu rotavirusok kdzott egyarant talaltunk olyan, gyakorinak
k6ézUllk is a dominans G9P8 térzs mind a kilenc vizsgalati helyen eléfordult. A minor
variansok altalaban egy-egy megyébdl kerlltek eld.

A 2013-2015-re vonatkoz6 genotipus megoszlast tekintve 2013-ban az elé6z6 évihez hasonld
térzsmegoszlast figyeltink meg, a G9P8 (39%) és G1P8 (27%) torzsek relativ
dominanciajaval. Ugyanakkor 2014-ben és 2015-ben is genotipus-valtast figyeltiink meg;



mig 2014-ben az uralkodd genotipus a G2P4 (67%) volt, addig 2015-ben a G4P8 (69%)
genotipus dominalt. Ez utébbi években a G9P8 maradt a masodik leggyakoribb genotipus
kombinacié (~13-14%-kal). Ebben az idészakban a ritka genotipusok kozdtt talaltunk
zoonotikus, macska-bovin reasszortans (G3P9, G6P9) és sertés eredetli (G4P6) térzseket is
(<1%-0s gyakorisaggal). Az erre a periédusra vonatkoz evollcidés szamitasok kiértékelése
ugyan még folyamatban van, egy 2015 soran ujonnan felbukkand G3P8 térzs filogenetikai
vizsgalatat azonban mar elvégeztik. E tbérzs érdekessége az, hogy nem a G3P8
antigénkombinéciéra jellemzd Wa-like genocsoportba, hanem a DS1-like genocsoportba
sorolt rotavirusokéhoz hasonlitott a térzsek genotipus konstellacioja. Tovabbi
kilénlegessége e térzseknek az, hogy a G3 VP7 gén valészinlsithetéen lovak rotavirusaitél
szarmazik, ami egy ritkanak vélt gazdavaltas és reasszortaciés esemény eredménye lehet.
Ez a torzs az utébbi években tébb kontinensen is megjelent és néhol (pl. Ausztraliaban) az
uralkodo térzsek egyike ez a virus volt.

Az adatok feldolgozasa soran véletlenll azonositottunk néhany (n=4) Rotavirus C tbrzset
eredetileg Rotavirus A pozitivként kapott székletmintdban. E Magyarorszdgon ritkan
kimutatott virusok genetikai elemzése azt mutatta, hogy kozeli rokonsagban allnak a
viszonylag Ujonnan, Azsiabdl ismertté valt genetikai vonallal, ami e térzsek széles féldrajzi
szorédasat mutatja.

Nemzetkdzi egylttmiikédésekben elvégzett felmérések

Olaszorszagi, tajvani, indiai és kameruni kollégak altal kezdeményezett rotavirus genomikai
és molekularis epidemioldgiai projektek kdézd6s megvaldsitasara is sor keriilt a palyazat
tamogatasaval.

- Olaszorszagi egyuttmikoédések

o A Parmai Egyetem munkatarsaival (Prof Medici és misai) egylttmikddve
megszekvenaltunk és elemeztink 15, a 2009-2013 id6szakbdl szarmaz6 G3P8
rotavirus torzset. A felszini anitgének alapjan a toérzsek két csoportba voltak
oszthatok: tébbségik a G3-1 és P8-lll klaszterbe tartozott, egy térzs pedig a G3-1 és
P8-1V klaszterbe volt sorolhaté. Ezen felll ugyanezzel a csoporttal tértént
egyuttmikddésben azonositottunk és elemeztiink két Rotavirus C fajba tartozé
human térzset is, amelyek VP3 génjikben kiilénbdz6 genotipust képviseltek.

o A Palermoi Egyetem munkatarsaival (Prof De Grazia és mtsai) egylttmikdédve 23
G12 térzs szekvenalasat végeztik el. Az egyik G12 torzs kilondsen érdekes volt,
mert szamos, addig ismeretlen génvaltozatot hordozott. A VP7, VP4, NSP1, és
NSP4 génjében a tdrzs a vilagszerte sporadikusan el6fordulé G12P9 tdrzsekre
hasonlitott. A VP6, NSP3, és NSP5 génjei viszont allati (nydl és szarvasmarha)
eredetll torzsekre emlékeztetett, mig a VP1-VP3 és NSP2 gének Uj genotipust
képviseltek. Az U(j genotipus-jelélteket azéta a Rotavirus Klasszifikacios
Munkacsoport (RCWG) ratifikalta. A tobbi G12 (G12P8) térzs genetikai elemzése
tébb (legfeljebb 5), egymastol fliggetlen behurcolasrél arulkodott, relative révid idén
belll. A vizsgalati években e t6rzsek 6sszességében jelentds prevalenciat mutattak,
ami részben a kérdéses tipus elleni antitestek populacidé szinti hianyaval is
magyarazhato.

o A Bari Egyetem munkatarsaival (Prof Martella és mtsai) egyittmikédésben
azonositottunk egy Uj VP7 genotipust (G29) egy bari-i csecsemd kevert rotavirus
fert6zésbél. Kbézel rokon VP7 gént indiai egylttmikédésben szarvasmarhabdl is
kimutattunk, de akkor a részleges génszekvencia alapjan az U(j genotipus
ratifikalasa nem tértént meg.

- Tajvani egyittm(kodés

o A tajvani CDC munkatarsaival (Wu és mtsai) végzett k6zés munkaban ~700 G2P4

és G1P8 torzs neutralizacios antigénjeinek filogenetikai elemzését végeztik el.
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észleltik és megfigyeltlk az egyes genetikai vonalak relativ jelentéségének
valtozasat is évrél évre. Ezen felil a G2P4 genotipus esetében Uj genetikai
vonalakat irtunk le mind a G2 VP7, mind a P4 VP4 génekre, tovabba szamos addig
nem azonositott antigén kombinaciét is meghataroztunk.

o Ebben a kooperaciéban a teljes genomszekvenalasok és elemzések elsésorban
zoonotikus torzsek jellemzésére iranyultak. A palyazati tdmogatas ideje alatt
publikalt (G8P14, G3P3, P6 és P19) térzsekre vonatkozd részleges genetikai
jellemzéseket mara teljes genomra vonatkozd elemzésekkel frissitettik. Ezek a
vizsgalatok megerésiteni latszanak azt, hogy a tajvani P6 és P19 VP4 genotipusu
human térzsek sertésbdl erednek, tovabba azt is, hogy egy-egy sporadikusan
azonositott G3P3 és G8P14 tdrzs kutyatdl illetve valamilyen kér6dz6é gazdadllattol
szarmazik. Az adatok egy részét mar publikaltuk, de az Ujabb elemzésekbdl tovabbi
publikaciok varhatoak a kdvetkezd év soran.

- Kameruni egyittmikddés

o Kameruni kollégakkal végzett egylttmikddésben részt vettiink kiilénb6zé féldrajzi
régiokbol szarmazd rotavirus tdrzsek vizsgélatdban. A rotavirus fert6zések
gyakorisaganak felmérésén tul vizsgalataink kiterjedtek a felszini antigének
genotipusainak vizsgalatara, valamint 31 torzs teljes genetikai jellemzésére is.
Ebben a projektben médszertani szempontbdl az egyik Iényeges felismerés az volt,
hogy a hagyomanyos modszerrel (azaz multiplex PCR-rel) végzett genotipizalas
alkalmatlannak bizonyult a G6 genotipusu térzsek kimutatasa esetén. Ugyanis a
G12 VP7 genotipusra tervezett, és nemzetkdzi egylttmikdédésben validalt
genotipizalé PCR primer aspecifikusan két6dott és félretipizalta ezeket a térzseket
a hagyomanyos fészkes-PCR alapu tipizalé vizsgalatban. Ez a megfigyelés az
altalunk Ujonnan hasznalt médszer elényeit mutatja a széles kdrben hasznalt (és a
WHO 4éltal is preferalt), PCR fragmens hossz kilénbségeken alapuld tipizalasi
mébdszerekkel szemben. Ennek megfeleléen, Ujra értékelve a hagyomanyos
modszerekkel kapott eredményeket ra kellett ébredniink, hogy a korabban csak
sporadikus esetekbdl ismert G6 genotipusu térzsek joval gyakoribbak ebben a
régiéban, mint azt korabban sejtettiik. Tovabbi érdekes megallapitas volt, hogy
kameruni csecsemoktél és kilonbdzd haziallatoktdl (Um. sertés, borjd)
parhuzamosan gyijtétt mintakbdl ugyanazt a G12 rotavirus térzset azonositottuk,
ami felveti e gazdafajok rezervodar szerepét a G12 térzsek fennmaradéaséaban.

Osszefoglal6 tanulmanyok

- Az Infection, Genetics and Evolution folyéirat szamara Jon Gentsch (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, Georgia, USA) kdézremikddésével vendégszerkesztbi
feladatot ellatva kilénszamot jelentettink meg “Genetic diversity and evolution of
rotavirus strains: possible impact of global immunization programs” cimmel.

- Osszefoglalé kézleményben vizsgaltuk a vakcinak bevezetése éta dokumentalt rotavirus
genotipus megoszlasra vonatkozé informécidkat, kdzel 47000 térzsre elérheté adat
elemzésével. A 2006-2013 kozotti idészakban a vakcina bevezetése el6tti idészakhoz
képest nem valtozott az orvosi szempontbdl jelentés genotipusok megoszlasa. Es bar a
vizsgalati id6szak alatt 11 Uj antigén kombinaciot jelentettek a vilag kilonbdzé részeirdl,
ezek egyike sem jelentett valds jarvanylgyi veszélyt. Mindazonaltal figyelemre mélté az a
tény, hogy az Uj kombinacidk egy része a human-bovin reasszortans vakcina térzsek és

- Egy masik dsszefoglalé kdzleményben ramutattunk arra, hogy a globalisan hozzaférhetd
rotavirus vakcinak (Rotarix és Rotateq) egyarant kivaltanak védé hatasi homo- és
heterotipusos immunvalaszt; igy jelenleg nincs okunk azt feltételezni, hogy a vakcinaban
nem szereplé antigén valtozatok ellen, beleértve az Gjonnan (pl. allatokbdl) felbukkano
antigén valtozatokat is, ne lennének alapvetéen hatasosak ezek a vakcinak.

- A human rotavirusok zoonozisos eredetérél adott attekintésben azon tulmendéen, hogy
taglaltuk az allatrél emberre t6rténd terjedés valtozatait és azok lehetséges ©kologiai



alapjait, az Ujabb irodalmi adatokra hivatkozva arra a felismerésre is kitértink, hogy a
zoonotikus térzsekkel szembeni fogékonysagot részben a gazdaszervezet vércsoportja
hatarozza meg.

Az eredmények publikalasa

A vizsgalatok eredményeibdl eddig egy kdnyvfejezet és 22 nemzetkdzi folyodiratcikk készilt,
melyek kumulativ impakt faktora 61,338 (Q1 folydiratban - 15; Q2 - 6; Q3 - 1) (ezekre eddig
>100 flggetlen hivatkozast kaptunk). Ezenkivll két kézirat van jelenleg elbiralas alatt és
reményeink szerint legalabb tovabbi 3-4 kéziratot fogunk még kozlésre benydijtani 2016-
2017-ben. Ezek a tervezett publikaciok a 2013-2015 évi telies genomszekvenalasra épiilé
surveillance vizsgalat eredményeit, valamint egyes genotipusok (pl. P9, G1-G4, G9 és G12)
evollcios mechanizmusait mutatjak majd be. Ezen felll tovabbi publikaciék varhatéak az
olaszorszagi és tajvani egylittmikddésekben vizsgalt tdrzsek elemzéseibdl.

Jelen palyazat is segitett két diplomamunka elkészitésében (Borzak Réka, ELTE, 2012;
Dallos Bianka, BME, 2012). Tovabba Alessandro Magri olaszorszagi MSc hallgaté
(University of Parma), aki Erasmus 6szténdijjal vendégeskedett nalunk, téziseit szintén
palyazatunk segitségével készitette. PhD disszertaciojat Antalné Laszlo Brigitta 2013-ban
védte a Debreceni Egyetemen, mig Valentine Ngum Ndze 2014-ben védte meg doktori
téziseit a kameruni Yaounde-i Egyetemen (bar ez utébbi mi alapjaul szolgald cikkekben a
palyazatra torténé hivatkozasok megjelennek, sajnos a disszertaciéban ennek nincs nyoma).
Do6r6 Renata a PTE Biolédgiai Doktori Iskolajaba nyert felvételt kdvetéen teljes képzési ideje
témaja ("Human rotavirusok evollciés mechanizmusai’) a 2012-2015 k&z6tti idészakban
szekvenalt rotavirus térzsek genomszekvenalasanak vizsgalati eredményeire épal.

Osszegzés

Osszefoglalva, a rotavirus RNS-rél random generalt DNS kényvtarak alkalmasak voltak a
telies viralis genomok &sszeadllitasara és a moddszer szélesebb genotipus spektrumuinak
bizonyult, mint barmely, jelenleg hasznalt rotavirus genotipizalé rendszer. A kidolgozott
bioinformatikai algoritmus megbizhatéan azonositja a gyakori és ritka genotipusokat,
valamint a kevert fert6zéseket egyarant. Mindezen feliil a laboratériumunkban meghatérozott
~1200 rotavirus genom nagysagrendileg ma példa nélkili a szakirodalomban. Csak hogy
érzékeltessiik ennek az adatmennyiségnek a nagysagat, jelenleg a Génbank adatbazisban
megkdzelitéleg 2900 olyan rotavirus (Rotavirus A) genomszekvencia van depondlva, amely
a vilag mas laboratériumaibdl szarmazik. Mas szavakkal, az altalunk ma ismert, elemzésbe
vonhaté teljes rotavirus genomszekvenciak kdzel 30%-at mi hataroztuk meg. A vizsgalati
idészak alatt jelentés genotipus diverzitast figyeltink meg, melynek eredményeként tébb Uj
genotipusrol is beszamoltunk. A palyazati id6szak alatt nyert tapasztalok alapjan igazolva
latjuk azt a kezdeti elképzelésiinket, miszerint a teljes genomszekvenalasnak jelentés
szerepe kell, hogy legyen a jovében végzett rotavirus térzsmonitorozas teriletén, amihez
természetesen az is kell, hogy a mddszert még koltségkimélébb mdédon lehessen majd
kivitelezni.



