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Roviditések jegyzéke

AS aminosav

bp bazispar

C kapszid fehérje

cDNS komplementer DNS

CRS kongenitalis rubeola szindroma

ddNTP didezoxi-nukleotid-trifoszfat

DNaz dezoxiribonukledz

dNTP dezoxi-nukleotid-trifoszfat

ECDC Eurdpai Betegségmegel6zési Kozpont (European Centre for Disease
Prevention and Control)

ELISA enzyme linked immuno sorbent assay

ER endoplazmas retikulum

El a rubeola virus egyes szamu burok fehérjéje

E2 a rubeola virus kettes szamu burok fehérjéje

HAG hemagglutinacio-gatlas

IgG G tipusu immunglobulin

IgM M tipust immunglobulin

IHR Nemzetkozi Egészségiigyi Rendszabalyok

MMR kanyar6d, mumpsz €s rubeola elleni trivalens oltdanyag

MMRV kanyar6, mumpsz, rubeola €és baranyhimld elleni tetravalens oltdanyag

MuLV egér leukémia virus

NBCI National Center for Biotechnology Information

nt nukleotid

OEK Orszéagos Epidemiolégiai Kézpont

ORF nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

0oQ altalanos mindség (overall quality)

PCR polimeraz lancreakcid (polimerase chain reaction)

p150 nem strukturalis (korai) fehérje

p90 nem strukturalis (korai) fehérje

PRP progressziv rubeola panencephalitis

RA 27/3 a vakcinacidban elterjedten alkalmazott rubeola torzs azonositoja

RES retikuloendotelidlis rendszer

RNéz ribonukleaz

rpm percenkénti fordulatszam (revolutions per minute)

RV rubeola virus

RT reverz transzkripcio

SPIHAd solid-phase immunosorbent haemadsorption

U enzimaktivitasi egység (unit)

UTR nemkodolé régio (untranslated region)

Vero afrikai z61ld majom veséjébdl szdrmazo sejtkultura

VTM virus transzport médium

WHO Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)



1. Bevezetés

A virusbetegségek nagy szerepet jatszottak az emberiség torténelmében. Mar az
egyiptomi sirrajzokon is megjelenitették a gyermekbénulas tiineteit, a veszettség elsd
leirasat pedig 6kori babiloni kodexben olvashatjuk. A haborukat, kdrnyezeti csapasokat
jarvanyok kovették, melynek egy részét virusok okoztak: elég csak a XX. szdzad elején
milliok életét koveteld, spanyolnatha néven elhiresiilt influenza pandémiara
gondolnunk.

Az els6 védooltas eldallitasa a fertdzd betegségek elleni harc egyik legfontosabb
Iépése volt. 1796-ban Jenner tehénhimld virussal immunizalt embereket, ezzel fedezve
fel a feketehiml6 elleni védekezés legfontosabb eszk6zét. Emlékére az oltdanyagokat
vakcindnak nevezziik (a ,,vacca” sz6 latinul tehenet jelent). A himlét mara sikeriilt
teljesen eradikéalni a Foldrdl. Ez a sikertOrténet arra biztatja az egészségiigyi szervezetek
szakembereit, hogy mas korokozokkal is hasonloképpen vegyék fel a harcot.

Az egyik ilyen, vakcinacioval hatdsosan megeldzhetd betegség a rubeola, mas
néven rézsahimld. A véddoltas bevezetése eldtt a virus 5-9 évente vilagszerte okozott
jarvanyokat leginkdbb a fiatalabb korosztaly képviseldi kozott, spontan gydgyulo,
stulyosnak nem mondhat¢ tiineteket produkalva. A virus igazi jelentdségét csak a XIX.
szazadban ismerték fel, amikor észrevették a magzatra gyakorolt karositd hatasat. Azota
a rubeola a szintén kititéses tiinetekben megnyilvanulé kanyardval egyiitt felkeriilt az
Egészségligyi Vilagszervezet altal kovetett fert6zo betegségek listajara. A hatékony
oltdbanyagok ¢és kiterjedt oltasi kampanyok bevezetésével pedig elérhetévé valhat a cél,
hogy a Foldet rubeola virus mentessé tegytk.

Szakdolgozatomban Osszefoglalt vizsgéalataimat az Orszagos Epidemioldgiai
Kozpont Altalanos virusdiagnosztikai osztalyan végeztem, feladatom az utobbi két
évben sporadikusan megjelend rubeola fertézések filogenetikai analizise volt, melynek

eredménye az eurdpai jarvanykovetést segiti eld.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Togaviridae viruscsalad

A Togaviridae a Baltimore szerinti osztalyozasi rendszer IV. csoportjaba tartozo
viruscsalad. Valamennyi speciese pozitiv egyszala, linearis RNS genomot tartalmaz,
melynek 5° végén metilalt nukleotid sapka, 3 végén pedig poliadenilalt farok talalhato,
tehat a MRNS-hez hasonl6 felépitésti.

Ikozahedralis szimmetriaja kapsziddal, és virusspecifikus glikoprotein tiiskékkel
boritott lipid peplonnal rendelkeznek. Erre a burokra utal a viruscsalad elnevezése Is,
hiszen a latin ,toga” sz6 jelentése lepel, kopeny. A teljes viruspartikulak mérete
altalaban 70 nm koriili.

A Togaviridae csalad két genust tartalmaz, melyek tagjai felépitésiikben
hasonlitanak, de patomechanizmusuk nagymértékben eltér.

Az Alphavirus nemzetségbe tartozé 29 virusfaj' zoondzisos megbetegedéseket
okoz valtozatos korformakkal: laz, Kkiiités, iziileti gyulladas, enchephalitis stb.
Legtobbszor izeltlabu vektorok (szinyog, kullancs) kozvetitésével terjednek,
rezervoarjuk speciestdl fliggden ragcsalok, madarak, emlosok lehetnek. Az Alphavirus
csalad ismertebb képviseléi a Chikungunya-, Sindbis-, O’nyong-nyong- és Semliki
Forest virus, valamint a keleti- és nyugati lbenchephalitis virus.

A Rubivirus nemzetségbe az Alphavirusoktol eltéréen csak egyetlen virusfaj, a
Rubeola virus (RV) tartozik, melynek kizarolagos gazdaszervezete az ember. A
légutakon keresztiil fertdz, kiiitéssel és altaldban nem tul magas ladzzal jaré akut
korformat okoz. Sulyosabb, maradandd karosodasokat magzati fert6zddés esetén valt ki.

A Rubivirus és Alphavirus nemzetségek kozos csaladba sorolasat a hasonlo
replikacios tulajdonsagaik és génjeik elrendezése indokolja.? Mindezek ellenére kevés
homolog szakasz van a RV és az Alphavirusok nukleinsav szekvenciadjaban, ami
megneheziti a két nemzetségbe tartozd virusok kapcsolatanak feltarasat, és filogenetikai

tanulméanyozasat.®



2.2. A rubeola virus

A rubeola fert6zés lefolyasanak elsd leirasa két német orvostol, de Bergan és
Orlow feljegyzéseibdl szarmazik az 1770-as évek kozepébdl. Mivel a kanyardval rokon
megbetegedésnek vélték, a fertdzés a German measles (,,német kanyar6”) nevet kapta.
Csak 1814-ben ismerte fel George de Malton, hogy két kiilsnallé betegségrdl van szo.2

1941-ben Norman McAlister Gregg jegyezte fel el6szor, hogy a rubeolavirus
karosodasokat okoz a terhesség korai szakaszaban fertdzodésnek kitett magzatban. Az
ausztrdl szemész figyelmét felkeltették a  gyakoriva valdo  velesziiletett
szemrendellenességek, melyek olykor egyéb deformitasokkal is tarsultak, ¢és
sszefliggésbe hozhatoak voltak az Ausztralidban zajlé rubeolajarvanyokkal.?*

A virust 1962-ben izolalta az Amerikai Egyesiilt Allamokban két egymastol
fiiggetleniil miikodé laboratériumi csoport.*” Ez a felfedezés hozzasegitette a kutatokat

a szerologiai kimutatdsi modszerek kifejlesztéséhez, és az aktiv immunizalasra

hasznalhat6 attenudlt virustdrzsek 1étrehozasahoz.®

2.2.1. Szerkezeti felépitése

A teljes virion egy 60-70 nm atmérdji partikula. Lipidtartalmu burok,
ugynevezett peplon boritja, melynek felszinén helyezkednek el a virusspecifikus
peplomerek, a rubeola esetében ezek az E1 és E2 glikoproteinek. A peplonon beliil
helyezkedik el a fehérjékbdl felépiild viruskapszid, mely ikozahedrélis szimmetriaju.
Ezen a ,.fehérjekapszulan” beliil talalhat6 a virusgenom, mely linearis, pozitiv értelmd,
egyszali RNS (1. abra).

A viruskapszidot a diszulfid hidakkal 6sszekapcsolt, 33-38 kDa tomegil kapszid
(C) fehérje homodimerek épitik fel. A fehérjék N-termindlis végén prolinban és
argininben gazdag hidrofil szakasz taldlhat6, melynek feltehetdleg szerepe van a
kapszidban elhelyezked6 RNS rogzitésében. A fehérje egyéb részein is eléfordulnak
olyan aminosav szakaszok, amelyek képesek kdlcsonhatasba lépni a nukleinsavval. A
protein C-terminalisa hidrofob jellegénél fogva a virusburokkal alakit ki kapcsolatot.>®

Az El ¢és E2 transzmembran fehérjék heterodimereket alkotnak, és a
peplonburkon harmasaval csoportosulva alkotjdk a virus sejtbe jutdsaért felelds

komplexeket (2. 4abra). Az E1 protein 81-109 aminosav (AS) régidja a
7



membranfizioban és a két fehérje kapcsolodasaban jatszik szerepet.®’ Az E1 fehérje
hordozza az antigén tulajdonsagért felelés egységeket is: a fertézéskor termelédd
ellenanyagok az 245-284 AS szakaszon kotddnek, a 208-239 AS résznek pedig a

hemagglutinacios és neutralizaciés folyamatokban vesznek részt.>®

- s ro sz y « 1
1. abra: A rubeola virus felépitése és genomja 0

lkozahedralis nukleckapszid (C)

5 3
— p150 | p90 [ cl E2 1] E1 A,

Monstrukturalis fehérjék Strukturalis fehérjék

2. 4bra: Az E1-E2 fehérjekomplex elhelyezkedése a peplonon™
neutalis pH alacsony pH

fazids protein

/ E2 protein \

E1 protein
oldalnézet \
lipidmembran
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feliilnézet E2 protein
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A rubeola virus genomja egy 9762 nt hosszisagu, pozitiv egyszala RNS, mely
két egymassal nem atfedd nyitott leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz. Az 5° vég felé es6
6345 nukleotidos ORF a virus nonstukturalis p150 és p90 fehérjéit, a 3° véghez tartozod
3189 nt hosszusagi ORF pedig a szerkezeti fehérjéket, tehat a C kapszomert és az El,
E2 peplomereket kodolja. A két leolvasasi keret kozott ~118 nt-0S nem kodolo régio
(UTR) helyezkedik el. A metilalt sapkaval rendelkez6 5° vég egy 40 nt-0s, a
poliadenilalt 3° vég 59 nt-0s UTR-rel rendelkezik. A rubeola virusgenom
kiilonlegessége, hogy az eddig szekvenalt RNS virusok kozil a legnagyobb

mennyiségben, kdzel 70%-ban tartalmaz G+C bazisparokat.>**

2.2.2. Replikacios ciklus

A rubeola bejutdsa a sejtbe nagy hasonlosagot mutat a sokat tanulméanyozott
Alphavirusok (pl. Sindbis virus) folyamataival. A virion a célsejthez érve az E2
fehérjével kotddik a citoplazma membran receptorjan, majd endocitézist indukal. A
képz6do vakudlumban pH csdkkenés hatasara az E2 fehérje konformacioja megvaltozik
(2. abra), és szabadda valik az El1 fehérje fazioért felelés epitopja. A viruspeplon
0sszeolvad a vakuolum membrannal, a viruspartikula a citoplazmaba jut, majd

dekapszidalodik.? Sejtbe belépd virionok képét mutatja a 3. 4bra.

3. abra: Rubeolaval frissen fert6zott Vero sejt képe2

Q

Jelmagyarazat:

PM plazmamembran
2 virion

= ,.coated pit”

(a viruspartikulat tartalmazé vezikulum)

——  viszonyitasi szakasz (100 nm)

A) A plazmamembranhoz kapcsol6dé virion kdzelében

megkezdddik az endocitézis

B.) Rubeola virion a citoplazma vezikulumaban.




A sejt citoplazmdjaban a virus RNS mRNS-ként funkcional a nem strukturalis
fehérjéket kodolo ORF transzlacidjakor. A keletkezd fehérje prekurzor (p200)
proteolitikus hasitdsa utdn jonnek létre a katalitikusan aktiv korai fehérjék (p150 és
p90)."? Ezek vesznek részt a virus RNS atirdsiban, mely negativ szala RNS-t
(replikacios intermedier) eredményez. A (-)RNS szolgal templatként a virusgenom
megsokszorozasakor ¢és a strukturdlis fehérjéket kodolé szubgenomidlis RNS
szintézisében.>*

A szubgenomialis RNS funkcidjat tekintve mRNS-ként mikodik a pl100
poliprotein transzlaciojakor. A Golgiban ko- és poszttranszlacios modositasokat
kovetden ebbdl képzddik a harom strukturfehérjére (C, E1, E2). A virion Osszeépiilése

is intracellularis membran (Golgi, ER) kozvetlen kornyezetében zajlik, majd a

viruspartikula bimbdzassal tavozik a gazdasejtbol. 13.14
2.2.3. A betegség lefolyasa, tiinetek és szovodmények

A rubeola cseppfertézéssel terjed6 betegség, mely a vakcinacio bevezetése elott
Magyarorszagon 5-9 évente okozott nagyobb jarvanyokat. Atadodhat kozvetlen
érintkezéssel, és a fertdzo beteg valadékaival frissen szennyezett targyak kozvetitésével
is. Leggyakrabban 1égzési aeroszol utjan keriil a felsé légutakba, ahol megfertézi a
nasopharyngealis limfoid szovetek sejtjeit, majd atterjed a regionalis nyirokcsomokba.?
Replikaciot kovetden keriil a véraramba (els6dleges virémia). A virus megfertdzi a RES
(reticulo-endothelial system) sejtjeit, melyekbdl kiszabadulva tjra a vérkeringésbe jut
(masodlagos virémia). EKkor jut el a virus a célszervekhez, amik példaul a bér, az
iziiletek és a placenta.’®*®

Az antitestek szintjének megndvekedésekor jelenik meg a betegség
legjellemzObb sajatossaga: az immunpatologiai eredetli kilités. Tovabba kialakulhat
alacsony laz (<38°C), a virémia iddszakaban rossz kozérzet, kotShartya gyulladas
(conjuctivitis), felsé légti hurut és nyirokcsomé-bantalom (lymphadenopathia)®™
(4. abra).

A betegség felismerését neheziti, hogy korképének koszonhetden konnyen
Osszetéveszthetd mas Kkiiitéses betegségekkel, mint példaul a kanyaro (morbilli),

parvovirus B19, coxsackievirus, skarlat, Rickettsia-fertdzés és egyes allergias jellegii

10



bérelvaltozasok. Tovabba a fertdzések nagyjabol fele szubklinikus formaban zajlik,
tehat nem rendelkezik észrevehetd klinikai tiinetekkel.®

A betegség spontan gyogyul, antivirdlis kezelést nem igényel. A rubeola fert6zés
atvészelése életre sz610, védo mennyiségli ellenanyagszintet eredményez az egészséges

immunrendszerrel rendelkezé emberekben.'®

4. abra: A rubeola virusfertézés tipikus klinikai megnyilvanulasai

y ey 1
és idétartamuk™®

napok

soc 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

39°C
38°C

e ke
laz

amm. =
nycs. duzzanat
 -—edEEEENEES..
'--‘ rossz kézérzet {(gyermek)
---. konjunktivitisz

A megfdzdsszert tinetek

testh8mérséklet

Szovédmények kialakulhatnak tiinetes- €s tiinetmentes atvészeltséget kdvetden
is. Leggyakoribbak koziilik az atmeneti trombocitaszam-csokkenés (trombocitopenia)
¢s a leginkdbb néknél jelentkezd iziileti betegségek (arthropathia, arthralgia, arthritis). A
rubeola fertézés legsulyosabb, de meglehetdsen ritka szovédményei a kozponti
idegrendszert érintik, ilyenek az agyvel6sorvadas (para- ¢és posztinfekcios
encephalopéthia) és az agyvel6gyulladas (enchephalomyelitis).™

A rubeola igazi veszélyét az intrauterin fert6z6dés jelenti. A virus képes atjutni a
placentan, igy a fejlodésben 1évé magzatot is megtamadhatja. Replikacios folyamatai
soran felboritja a sejtdifferencidlodasi folyamatokat, igy vetélést, vagy sulyos,

maradand6 karosodasokat okozhat. A magzati korban szerzett rubeola fertézést kovetd
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tiinetegyiittest kongenitalis rubeola szindroménak (CRS) nevezzik. A vele jaro
legjellemzdbb fejlédési rendellenességek a siiketség, szemproblémak (cataracta,
glaucoma), szivhibak, maj- és lépmegnagyobbodas. A gyermek mentalis fejlédése
idovel lemarad kortarsaitol, késoi szovodményként egyes tipusu diabétesz, vagy a ritka
¢s halalos progressziv rubeola panencephalitis (PRP) jelentkezhet. A fejlodési
rendellenességek nagy része csak az elsd trimeszterben fert6z6dott magzatoknal
alakulnak ki, a graviditds elorehaladtaval egyre csokken az esélye a komolyabb
karosodasoknak. A CRS jarvanyligyi feliigyelete kiemelten fontos, mert a beteg
csecsemOk nagy mennyiségben honapokig, akar egy évig irithetik a virust, fertézési

veszélyt jelentve a kdrnyezetiikben 16v6 fogékony személyekre. ™

2.2.4. Laboratoériumi diagnosztika

A rubeola a 18/1998. (VI. 3.) NM rendelet értelmében be- és kijelentésre
kotelezett, tehat a jarvanyligyi szervezetek irdnyaba jelzendd fert6zd betegség. A
rubeola klinikai kritériumainak teljesiilése esetén betegektél vizsgalati anyagot kell
kiildeni laboratoriumi vizsgalatra az OEK Virusdiagnosztikai osztalyara, ahol a
Kiiitéses virusbetegségek Nemzeti Referencia Laboratoriumaban a beérkezé mintak

vizsgalati eredményei alapjan igazoljak vagy kizarjak a fertézottséget.

Szerologiai médszerek:

A szerologiai modszerek indirekt diagnosztikai eljarasok, melyek soran a
korokozd jelenlétére utald antitestek vagy antigének mennyiségét mérik. A rubeola
fertdzés diagnosztikdjaban a specifikus IgG és IgM ellenanyagok vérsavobol torténd
kimutatasanak van jelentdsége. Alkalmazott eljarasok:

e Hemagglutinacio-gatlas (HAG): 1gG és IgM egyiittes szintjének mérése
e Enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA)

- IgG szint mérés

- IgM szint mérés

- Aviditas mérés

Az IgG ellenanyagszint ismeretével onmagaban csak azt allapithatjuk meg, hogy
a vizsgalt személy immunrendszere taldlkozott-e mar a RV antigénjével. 10-30
(optimalisan 10-14) nap kiilonbséggel™ levett savopar vizsgalataval lehet az aktudlis
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fertézést kizarni (nincs titeremelkedés), vagy igazolni (legalabb négyszeres
titeremelkedés). Kimutathatdo IgM ellenanyagszint rendszerint csak a fertézések korai
stadiumaban mutatkozik (maximum a 8-10. hétig kimutathatdé), azonban a
tulérzékenyitett IgM ELISA tesztek gyakran adnak reaktiv eredményt, ezért a pozitiv
szerologiai eredményt lehetéség szerint mas diagnosztikai modszerrel (pl. molekularis
kimutatas) is meg kell erdsiteni. Az aviditdas mérés soran a mintaban jelenlévo
ellenanyag specifikussagat tudjuk mérni. Az alacsony aviditas érték (kevésbé specifikus
ellenanyag) kozelmultban lezajlott rubeola fertdzésre utal.

A rubeola fertdézést kovetden megjelend ellenanyagok szintvaltozasa az 5. abran

lathato.

5. abra: A rubeola fertozés kivaltotta tipikus immunglobulin szint valtozas és

, e s s e wm .o , .1
a virusiirités idobeli jellegzetességei 0

|:I A virus kimutathat6 az orr-, garat nyalkahartyarol
/] A virus kimutathato a vérbol

fert6z6képesség

lgG

Relativ szIintek

IgN

| | | I | | | ‘ 1 | |
2 -1 0 1 2 3 -+ 5 6 7 8 9 10 N

1 ) Hetek

FertbzGdésidopontjia A kilitések megjelenése

Virus kimutatésa:

A virus kozvetlen kimutatdsat a szerologiai vagy klinikai kritériumoknak
megfeleld betegek mintain végzik reverz transzkripcioval kombinalt polimeraz
lancreakcioval (RT-PCR) (Id. 3.3. fejezet).
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A vizsgalat nagyon specifikus, de csak a fert6zés megfeleld stadiumaban (a
kititések megjelenésétdl szamitott 0-7 nap) levett minta esetén alkalmazhato (5. abra). A
rubeola virus esetében az RT-PCR vizsgalat végezhetd vérsavo, vizelet, garatmoso
folyadék, virus transzport médiumban érkez6 (VIM) torokvaladék, magzatviz, liquor

mintakbol.

Nukleotidsorrend meghatarozas:

A nukleotidsorrend meghatarozasanak a rubeola fert6zés esetén nincs
diagnosztikai jelentdsége, mivel a virus genotipusa nem befolyasolja a betegség klinikai
lefolyasat. A genotipus meghatarozasanak eredménye a jarvanyiigyi vizsgalatokban

jatszik szerepet (ld. 3.5. fejezet).

Virus izolalas:

A rubeola virus izolalasa igényes, aprolékos munkat igénylé feladat.
Gyakorlatban az afrikai z6ld majom veséjébdl szarmazo sejtkultaran (Vero,
Vero/SLAM) torténik, de a laboratoriumban nem alkalmazzak rutin diagnosztikai

céllal.*®

2.3. A WHO rubeola eliminaci6s programja

Magyarorszag a WHO tagallamaként koteles részt venni az Egészségiigyi
Vilagszervezet altal meghirdetett jarvanyiigyi surveillance programokban, koztik a
2005-ben elinditott globalis kanyard és rubeola eliminaciés programban. Ennek az
Eurdpai régiora kiterjedd hataridejét eldszor 2010-re tették, de késdbb 2015-re
modositottak.'® Magyarorszagon 2009-ben iktattdk torvénybe a Nemzetkozi
Egészségiigyi Rendszabalyokat (IHR), mely jogilag is biztositja az el6irt jarvanyiigyi

teendOk pontos kovetését.

A kanyar6 és a rubeola eliminacios program sikerességét tobb tényezé garantalja:'®
e A két virus egyikének sincs allati rezervoarja, a virus fennmaradasa egyediil
emberi szervezeten beliil valosulhat meg.

e Pontos diagnosztikai modszerek allnak rendelkezésre.
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A program legf6bb stratégiai pontjai:

A meglévo vakcinacios stratégiak hatékonyak és biztonsagosak.
A fertézések atvitelét mar hosszabb idére sikeriilt megszakitani nagyobb

tertileteken.

.16,17

A >95%-0s oltasi lefedettség elérése és fenntartasa olyan vakcinacios stratégiak
kifejlesztésével, amelyek a ,nehezen elérhet6” populacidos csoportokra
(kisebbségi, foldrajzilag elszigetelt, nomad életmodu/eltéré filozofiai
gondolkodasu csoportok stb.) is kiterjednek.

A kanyar6 ellen nem megfeleld immunitasi szinttel rendelkez6 emberek oltdsa
kiegészitd vakcinacios tevékenységek révén, kiilonds figyelemmel a nagyobb
kozdsségben (iskolak, egyetemek, katonasag, egészségiigyi munkakorok) mozgo
embercsoportokra.

A rubeolara fogékony kisgyermekek és a vakcinacios programok megkezdése
elott sziiletett, sziiloképes korti n60k immunizalasa.

A feliigyeleti rendszerek ¢és tevékenységek fejlesztése, a detektalt fertozéses
esetek pontos igazolasa €s jarvanyiigyi vizsgalata, amibe beletartozik a betegség
forrasénak felderitése és a genotipus megallapitasa.

A betegség megelozési modjanak, fontossaganak és esetleges kockdzatainak
ismertetetése a nyilvadnossag tajékoztatdsaval. A rendelkezésre alld

informaciokat elérhetové kell tenni az egészségiligyi szakemberek szamara.

2.3.1. Véddooltas

Az 1964-1965-ben az Egyesiilt Allamokban 12,5 millié6 megbetegedést (>2000

encephalitises €és >20000 CRS esetet) okozd rubeola jarvanyok vezettek a virus elleni

védéoltas kifejlesztésének megkezdéséhez.!

8 1965-ben Parkman és munkatarsai

sikeresen attenualtdk a vad tipusa virust 77 ciklusban passzdlva azt Vero

szovetkultaran. Par éven belill mar harom vakcinat is kifejlesztettek az Egyesiilt

Allamokban: a HPV-77 jelzésii torzs éllati szoveteken passzalt két valtozatat, és a

,cendehill” torzset. Eur6paban az RA 27/3, Japanban a Takahashi és Matsuura

vakcinakat engedélyeztették.’
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Az eléallitott vakcinatorzsek kozil az RA 27/3 tipust alkalmazzak
leggyakrabban Eurdpaban. A torzs alapjaul szolgald virust az 1964-es jarvany idején
izolaltak, és emberi fibroblaszt sejten torténd passzaldsi sorozat soran attenualtak.™

Az ¢é10 attenudlt virust tartalmaz6 véddoltas élethosszig tartd, védé mennyiségii
ellenanyag szintet alakit ki az emberben. A klinikai szerologiai vizsgalatok alapjan a 12
hénaposan és id6sebb korban oltott személyek 95%-anal kimutathaté volt az RV ellen
biztos védelmet nyujtdé immunglobulin mennyiség mar egyszeri vakcinaciot kovetden
1s. Az oltottak tobb mint 90%-a az elkdvetkezendd 15 évben védettnek bizonyult a
fertdzéssel szemben. A szerokonverzios ardny nem kiilonb6zott a monovalens rubeola
vakcina, a trivalens MMR (kanyar6, mumpsz, rubeola) és a tetravalens MMRV
(kanyard, mumpsz, rubeola, baranyhiml8) oltés esetében.'®?°

A WHO 4ltal az EU ¢és EEU régioban 2012 janudr és marcius kozott regisztralt
10661 eset koziil 1% volt bizonyitottan oltott, ilyen megbetegedéseket csak a 14 éven
aluli korosztalyban talaltak. A 15 éves €és anndl iddsebb fertézottek egyike sem volt
bizonyitottan vakcinalt.” A 2012-es romaniai rubeola jarvany 13708 diagnosztizalt esete

koziil is minddssze 377 (2,75%) esett at korabban RV elleni oltason.?

2.3.2. Filogenetikai analizis

A WHO kanyar6é és rubeola elimindcidos programjanak egyik fo pillére a
betegségek terjedésének pontos kdvetése, amely a jarvanyiigyi jelentések és a fertozést
okoz6 virusok genotipusanak meghatarozasaval valosul meg.m‘17

A rubeola virusanak mindossze egy szerotipusa ismert, ezen beliil 9 elismert és 4
ideiglenes genotipust tartanak szamon (Id. 3.1.6. fejezet), melyek két nagyobb kladba
sorolhatoak.”* A rubeola RNS-e nem mutat nagy valtozatossagot, a nukleotidok 78%-a
invarians, a két legtavolabbi genotipusa is mindossze 8,74%-ban tér el egymastol.™

A rubeola virus genotipusanak meghatdrozasara egy altalanosan hasznalhato
filogenetikai modszert ajanl a WHO. A leirds tartalmazza az elfogadott
referenciaszekvencidkat és az Ujonnan izoldlt szekvencidk elnevezésére vonatkozd

elveket.”? Ezek egységes alkalmazasa megkonnyiti a kiilonboz6 orszagokban kapott

eredmények Osszehasonlitdsat.

“ ECDC adatai:
http://www.ecdc.europa.eu/en/healthtopics/rubella/epidemiological data/pages/vaccinationstatus.aspx
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A filogenetikai analizis a szekvencidk kozotti kapcsolatok vizsgélatanak elterjedt
modja. Segitségével vizsgalhatbak az evoluciés viszonyok, valamint nyomon
kovethetdéek a szerkezeti és funkciondlis valtozasok. Az analizis végezhetd fehérjék
aminosav szekvencidja és kodolo illetve nem kodold nukleinsav szekvencidk
felhasznalasaval.

A filogenetikai fat kiilonboz6 algoritmusok szerint készithetjik el, ezek
leggyakrabban alkalmazott formai a karakter alapti Neighbor-joining és Minimum
Evolution, illetve a tavolsag alapi Maximum Parsimony és Maximum Likelihood
modszer. A vizsgdlat eredménye a filogenetikai torzsfa (megjelenitett formajat
dendogramnak nevezziik), mely a leszdrmazasi viszonyok lehetséges (de nem feltétleniil
helyes) kapcsolatait abrazolja.

A virusok filogenetikai analizise soran pontos képet kaphatunk a virus terjedési
utvonalarol, kisebb jarvany esetén a jarvany kivizsgdldsa soran kapott informaciok

alapjan akér a kiindulasi pont is megallapithat6.”® A rubeola vizsgalata soran a virus

crcr

(Id. 3.3. fejezet).

2.4. Jarvanyiigyi helyzet Magyarorszagon

Magyarorszagon 1969 O6ta rutinszerien végzik a rubeola szeroldgiai
diagnosztikajat a Takatsy Gyula altal kifejlesztett hemagglutinacio-gatlas (HAG)
vizsgalattal.** Kés6bb ez kiegésziilt az IgM kimutatasara alkalmas SPIHAd (solid-phase
immunosorbent haemadsorption), majd IgG, IgM és aviditds mérésére hasznalhatd
ELISA tesztekkel.”

Az Orszagos Epidemiologiai Kozpont évkonyveinek statisztikai alapjan az
1970-es évek elején a mérésre érkezett mintdk minddssze 60-70%-a mutatott
szeropozitivitast. Ez az érték az 1973 oktober és 1974 julius kozott zajldé magyar
rubeolajarvanynak koszonhetéen 90% felé ugrott, majd az azt kovetd években kis

mértékben csokkent. A jarvany idején 109717 megbetegedést jelentettek, a

" Az Orszagos Epidemiologiai Kozpont adatai alapjan
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laboratoriumban 663 terhes nénél szerologiailag igazoltak a fertézést. Az OEK 1975-
ben javasolta a kisérleti oltasi kampanyok megkezdését.”

Ma a hazai oltasi rend alapjan a magyar gyerekek 15 honaposan kapjak az elsé
MMR (kanyar6, rubeola, mumpsz trivalens vakcina) oltast, majd 11 évesen a
masodikat, amely az el6z6 oltasbol esetleg kimaradt egyének immunizaciojat teszi
biztossa.?

2003-ban a WHO 17 eurdpai orszag rubeola elleni vakcinacidjanak sikerességét
vizsgalta. A szeroepidemiologiai vizsgalatokat kovetden Magyarorszagot az 5
legjobban atoltott orszdg kozé sorolta Ausztridval, Csehorszaggal, Szlovéniaval ¢€s
Szlovakiaval egylitt. A magyar gyerekek 97,8%-a és a fiatal feln6ttek tobb mint 95%-a
bizonyult szeropozitivnak. Alacsonyabb védettségi szintet (89,4%) a 30 és 39 éves
kozotti ndknél talaltak, akik nem estek bele egyik oltasi kampany célkorosztalyaba
sem.?

A magyarorszagi atoltottsag sikerességét mutatja, hogy a Romaniaban jellemzd
Kiterjedt rubeola jarvanyok nem terjednek at hazankra. Az ilyenkor diagnosztizalt
szorvanyos esetek nagy részénél a szomszédos orszagba vald utazas soran torténik a

fert6zodés, és hazatérésiiket kovetden nem terjesztik el a betegséget kozvetlen

kérnyezetiikben sem.”

" Az Orszagos Epidemiologiai Kozpont adatai alapjan
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Nukleinsav tisztitas

Valamennyi laboratoriumba beérkezd minta Gsszetett rendszer, melybdl eloszor
ki kell vonni a vizsgalathoz sziikséges nukleinsavakat. DNS és RNS izolalasara gyakran

alkalmazott modszer a sejtek lizalasat kovetd fenol-kloroformos kicsapas.

Felhasznalt anvagok, reagensek:

Proteinaz-K enzim: Tritirachium albumbdl szarmazo
37 U/mg fehérje aktivitasu
Lizis puffer: 25 ml 200 MM EDTA
12 ml 5 M NaCl
40 ml 10%-o0s SDS
40 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5)

83 ml RNaz, DNaz mentes viz

Fenol (pH 4,3): 0,1 M citrat pufferrel telitett
Kloroform: Analitikai tisztasagu
2-propanol: Analitikai tisztasagu

Etanol (70 m/m%): 36,5 ml 96%-o0s etanol
13,5 ml bidesztillalt viz

Desztillalt viz: DNaz, RNaz mentes

A munka menete:

Feliratozott 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe 395 ul lizis puffert, 160 ul mintat és
4 pl proteinaz-K enzimet mértem a reagens-kimérd lamindris boxban. Vortexelés utan
egy orat inkubdltam 37°C-o0s termosztatban.

Az inkubacios 1d6 letelte utan elszivofiilke alatt a mintakhoz pipettdztam 395 pl
fenolt, majd 160 pl kloroformot. Homogenizélast kovetéen 10000 fordulatszdmon
(rpm) 15 percig centrifugaltam.

Miutén a fazisok szétvaltak a vizes fazist feliiluszobol 3x160 pl-t pipettaztam
tiszta, feliratozott Eppendorf csdvekbe vigyazva, hogy a szennyezd anyagokat
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tartalmazo als6 szerves fazist és a két fazis hataran 6sszegyiilt fehérjéket ne vigyem 4t a
feliilluszoval. Az igy kapott 480 pl elegyre azonos mennyiségli 2-propanolt mértem. A
csOvek tartalmat lassu forgatdssal kevertem Ossze, majd egy éjszakan at -20°C-0S
fagyasztoban inkubaltam, hogy az RNS kicsapodas teljesen végbemenjen.

A kovetkez6 napon a mintakat 10000 fordulatszamon 15 percig centrifugaltam.
Ezt kovetéen a felilliszot ledntdttem rola, majd 400 pl 70%-os etanolt mértem ra.
Vortexelés utan az elobb emlitett paraméterekkel centrifugaltam. A keletkezd csapadék
a csovekben a forgastengelytdl mért legtavolabbi pont kornyékén rakodik ki. Az
Eppendorf csoveket befelé nézd nyitofiillel, azonos pozicidban helyeztem el a rotorban,
hogy a késObbiekben tudjam, hol taldlhatd a szabad szemmel nem lathato nukleinsav
pellet.

A centrifugalas végeztével a feliiliszot ismételten ledntdttem, majd a csoveket
nyitott kupakkal szadradni hagytam a laminaris boxban koriilbeliil egy oraig.

Amikor a mintakrdl teljesen elparolgott az etanol, 8 ul RNaz és DNaz mentes

vizzel oldottam fel a csovek falara tapadt nukleinsavat. Az oldatot -20°C-on taroltam.

3.2. Reverz transzKkripcio

A rubeola virus genomja pozitiv szala RNS. Amennyiben a virust PCR
reakcioval kivanjuk kimutatni, szikséges az RNS alapjan eldallitani a vele
komplementer DNS szalat (¢cDNS), amely a reverz transzkripci6é folyamata alatt valdsul
meg. Az egér leukémia virusbol szarmazo reverz transzkriptdz enzim, mas néven RNS
fiiggd DNS polimeraz a mintdban 1évé RNS-hez k6tddott primerekhez kapcsolodik, és
3’ végiiktdl tovabb haladva az RNS alapjan szintetizalja meg a cDNS szélat.

Felhaszndlt anyagok, reagensek:

Desztillalt viz: DNaz, RNaz mentes
PCR puffer: 15 mM MgCl; tartalmt
MgCl; oldat: 25 mM

dNTP: 10 mM

Primer: R7

200 nM/ml koncentracioju torzsoldatbol frissen higitva
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RN4z inhibitor: 20 U/ul aktivitasa
MuLV reverz transzkriptaz: 50 U/pl aktivitdsa

R7 primer:
5> CCA CAA GCC GCG AGC AGTCA Y

A munka menete:

A sziikséges reagensekbdl kiszdmoltam a vizsgdlandd6 mintak szamanak (n)
plusz egy reakcionak elegendé mennyiségeket (n+1). Utobbi a munka kdzben a pipetta
hegyekre tapadt reagens veszteségének ellensulyozasara szolgal, a folyamatok soran

reagens kontrollként is felhasznaltam. (1. tablazat)

1. tablazat: RT reakcidelegy Gsszetétele egy mintara vonatkozéan

RT reakcidelegy komponens Térfogat [pl]
Desztillalt viz 1
PCR puffer
25 mM MgCl
dNTP
R7 (négyszeres higitas)
RN4z inhibitor
Reverz transzkriptaz
Osszesen

PR P 0OAN

[EEN
o

A reagens 0sszemér0 asztalon elkészitettem az R7 primer torzsoldat négyszeres
higitasat RNaz és DNaz mentes vizzel. Egy 500 pl-es Eppendorf csdbe 0sszemértem a
kiszamolt reagens mennyiségeket.

A mixet vortexeléssel homogenizaltam, majd feliratozott 500 ul-es Eppendorf
csovekbe 18 pl-enkét szétmértem. Lamindris boxban hozzdadtam a mintdkbdl kivont
nukleinsav vizes oldatanak 2-2 pl-ét. A reagens kontrollnak szant utolsé cs6be nem
mértem be plusz anyagot.

A jol lezart Eppendorf csdoveket a PCR gépbe helyeztem, és elinditottam az A44
jelzésti RT programot, melynek homérséklet profilja a 2. tablazatban olvashato. A
program befejezése utdn a kész cDNS mintdkat tovabbi felhasznalasig -20°C-on

taroltam.
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2. tablazat: Az RT homérsékletprofilja (A44 program)

Folyamat Homérséklet [°C] Id6tartam [min]
Anellacio 42 5
Extenzio 37 20
Inaktivalas 9 5

3.3. Polimeraz lancreakcio

A PCR (polimerdz lancreakcid) soran a mintdnkban talalhaté virus eredetil
cDNS egy kivalasztott szakaszat sokszorozzuk meg DNS polimeraz enzim segitségével.
A reakcid pontosan beallitott, ismétldd6 hdciklusok sordn valosul meg.

Elészor magas hoéfokon (>95°C) denaturdljuk a kettds szdlakat. Ez az elsd
korben a reverz transzkripcid soran szintetizalodott RNS-DNS hibrid szal elvalasztasat
kovetkezik az anellacios szakasz, mely soran a sokszorozni kivant DNS szakaszt a két
szalara specifikusan tervezett oligonukleotid szakaszokkal (primerek) hibridizaltatjuk.
Ez a primerek olvadasi hdmérsekletétol fiiggd alacsonyabb héfokon (55-65°C) torténik.
A primerek specifikus betapadasa donté fontossag a PCR sikerességében.

A harmadik, elongacids szakasz a reakcioelegyben 1évé termofil polimeraz
optimuman (72°C) zajlik. Az enzim az egyszalit DNS szalakat kett0s szaluva egésziti ki
a bekotdédott primerek 3’ végétdl indulva. A harom 1épésbol allo ciklus 25-35
alkalommal megismétlodik, legvégiil kiegésziil egy néhany perces 72°C-os Iépéssel,
amely soran az esetlegesen félben maradt szalak teljesen megszintetizalédnak.

A PCR reakciok specifikussagat noveli, ha kétkords, ugynevezett nested PCR
reakciot végziink, melynek maésodik korében alkalmazott primerei az elsd korben
sokszorositott DNS szakaszon beliilre vannak tervezve. Igy az elsé korben
aspecifikusan keletkezd nukleinsav szakaszok kiszelektdlodnak az elegybdl.

A szakdolgozatom készitése soran két eltéré nested PCR-t alkalmaztam, melyek
primereikben és hdciklusukban is eltérnek. Az egyik eljards a virusgenom egyik
konzervativ régidjara tervezett primereket felhaszndlod, rubeola virus kimutatdsara
alkalmazott nested PCR. A masik eljarast a kimutatasi PCR soran pozitivnak bizonyuld

mintdkon végeztem. Célja a minta szekvendlasra és filogenetikai analizisre alkalmas,
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hipervariabilis nukleinsav szakaszanak megsokszorozasa. Erre a tovéabbiakban az

egyszertiség kedvéért genotipizalo PCR-ként hivatkozom.

Felhasznalt anyagok:

REDTaq"” ReadyMix  (SIGMA) tartalmazza az sszes sziikséges reakcid dsszetevot
koztik: ANTP, Taq polimeraz, MgCl, stb...
Primerek: R2, R7 (1d. a 4. tablazatban)
R8C, R11 (Id. a 7. tablazatban)
NOF, NOR  (Id. a 9. tablazatban)
NIF, NIR (1d. a 13. tablazatban)

Desztillalt viz: DNaz, RNaz mentes

A munka menete:

A PCR 1. helyiség reagens 0Osszemérd asztalan elkészitettem az elsd kor
primereinek munkahigitasat, és Osszemértem a reakcidelegyet a vizsgalandé mintak
szamanak (n) megfeleld, plusz egy reakcid6 mennyiségben (n+1). Ez utdbbi a pipettak
hegyén marado veszteség kiegyenlitésére szolgél, de a tovabbiakban is felhasznaltam
reagens kontrollként. Vortexelés utan a reakcidelegyet szétmértem feliratozott, 200 pl-
es Eppendorf csovekbe. (Az alkalmazott primereket és ardnyokat 1d. a 3., 6., 9. és 12.
tablazatban.)

A laminaris boxban a mintdkbdl eléallitott cDNS-bAl bemértem a csovekbe a
megadott mennyiséget, szlir0s pipettahegyet alkalmazva. A homogenizalast a
beméréskor fel-le pipettazassal végeztem. Ezt kovetden a csoveket lezartam, és
ellendriztem, hogy az elegy az Eppendorf csdvek aljan buborékmentesen, egy reakcio-
térfogatban helyezkedik el.

A csoveket a PCR II. helyiségben 1évéd PCR késziilékbe helyeztem, és
elinditottam a megfeleld programot. A reakcié végezetével a terméket -20°C-on
taroltam. (Az alkalmazott programokat és hdmérsékletprofiljukat 1d. az 5., 8., 11. és 14.
tablazatban.)

A nested PCR masodik kore az elézdvel analdég modon zajlott az elsé kor

termékét felhasznalva.
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3. tablazat: A kimutatasi PCR els6 korének reakcioelegye

egy mintara vonatkoztatva

PCR reakcioelegy komponens | Térfogat [pl]
Desztillalt viz 13
Ready mix 25
primer: R2 (négyszeres higitas) 1
primer: R7 (négyszeres higitas) 1
RT termék 10
Osszesen 52

4. tablazat: A kimutatasi PCR elso korének primerei

Primer

Szekvencia (5° — 3%)

Pozicié a genomon®’ (nt)

R2 (forward)
R7 (reverse)

CAA CAC GCC GCACGG ACAAC
CCA CAA GCC GCG AGC AGT CA

8807-8826
8991-8972

A PCR termék vart hossza:

185 bp (8807-8991)

5. tablazat: A kimutatasi PCR elso korének hociklusa
(RUBEOLAZ1 program)

Folyamat Homérséklet [°C] | Idotartam [s] |Ismétlodés
Denaturacid 94 30
Anellaciéd 54 30
Extenziod 72 60 25X
Extenzid 72 300 1x

6. tablazat: A kimutatasi PCR masodik korének reakcidelegye

egy mintara vonatkoztatva

PCR reakcidelegy komponens | Térfogat [pl]
Desztillalt viz 22
Ready mix 25
primer: R8C (tizszeres higitas) 1
primer: R11 (tizszeres higitas) 1
PCR I termék 3
Osszesen 52
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7. tablazat: A kimutatasi PCR masodik korének primerei

Primer Szekvencia (5° — 3’) Pozicié a genomon®’ (nt)
R8C (reverse) |GAATGG CGT TGG CAA ACCGC 8968-8949
(forward) |CTC GAG GTC CAG GTCCTG CC 8826-8845
A PCR termék vart hossza: 143 bp (8826-8968)
8. tablazat: A kimutatasi PCR masodik korének hociklusa
(RUBEOLAZ2 program)
Folyamat Hoémérséklet [°C] | Iddtartam [s] | Ismétlodés
Denaturacio 94 30
Anellacio 54 30 30x
Extenzio 72 60
Extenzio 72 300 1x
9. tablazat: A genotipizalo PCR elsé korének reakcioelegye
egy mintara vonatkoztatva
PCR reakcioelegy komponens Térfogat [ul]
Desztillalt viz 13
Ready mix 25
primer: NOR (négyszeres higitas) 1
primer: NOF (négyszeres higitas) 1
RT termék 10
Osszesen 50
10. tablazat: A genotipizalé PCR els6 korének primerei
Primer Szekvencia (5° — 3°) Pozicié a genomon” (nt)

NOR  (reverse)
NOF  (forward)

CCA GGT CTG CCG GGT CTC
CCC ACCGAC ACCGTGATGA

9574-9557
8657-8675

A PCR termék vart hossza:

918 bp

*F-Therien szekvenciahoz viszonyitva (NC_001545)

25

(8657-9574)



11. tablazat: A genotipizalo PCR elso korének héciklusa
(RUBGEN1 program)

Folyamat Homérséklet [°C] | Idoétartam [s] | Ismétlodés
Denaturacid 94 300 1x
Denaturacid 94 60
Anellacid 62 60 30x
Extenzid 72 60
Extenzid 72 300 1x

12. tablazat: A genotipizalé PCR masodik korének reakcioelegye

egy mintara vonatkoztatva

PCR reakcioelegy komponens | Térfogat [ul]
Desztillalt viz 22
Ready mix 25
primer: NIR (tizszeres higitas) 1
primer: NIF (tizszeres higitas) 1
PCR I termék 3
Osszesen 52

13. tablazat: A genotipizalé PCR masodik korének primerei

Primer Szekvencia (5° — 3°) Pozicié a genomon’ (nt)
NIR (reverse) GCAGTGGTG TGT GTG CC 9549-9533
NIF (forward) GTG ATG AGCGTG TTCGCC C 8669-8687

A PCR termék vart hossza: 881 bp

*F-Therien szekvenciahoz viszonyitva (NC_001545)

(8669-9549)

14. tablazat: A genotipizalo PCR masodik korének héciklusa
(RUBGEN2 program)

Folyamat Homérséklet [°C] | Idotartam [s] | Ismétlodés
Denaturacio 94 300 1x
Denaturaciod 94 60
Anellacid 57 60
Extenzid 72 60 30x
Extenzid 72 300 1x
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3.4. Agaroz gélelektroforézis

A PCR reakci6 soran keletkezett fragmentumok detektalasara és elvalasztasara
legéltalanosabban hasznalt moédszer az agardz gélelektroforézis. A puffer oldatba
helyezett, 2% agar6zzal szilarditott gélben az elektromos tér hatasara a DNS szakaszok
negativ toltésiiknek kdszonhetden a pozitiv toltésti anod felé vandorolnak. A haladas
sebességét az adott fragmentumok hossza hatarozza meg, a kisebbek méretiiknél fogva
gyorsabban jutnak elére a térhalds szerkezetli gélben. A termék nagysdgat a mintakkal
egyltt futtatott, ismert hosszusagt DNS szakaszokat tartalmaz6é molekulatémeg

markerhez (,,1étra”) viszonyitva becsiilhetjiik meg.

Felhasznalt anvagok:

Agaroz
Etidium-bromid 0,05%-0s oldat
TBE puffer 1 M Trisz
0,8 M Borsav
0,01 M EDTA
Bromfenolkék 0,05%-o0s oldat EDTA-val

DNS molekulatomeg marker 100 bp léptékkel

A munka menete:

Erlenmeyer lombikba bemértem 1,8 g agarozt, és hozzdadtam 90 ml-t a
haszszorosara higitott TBE pufferb6l. Mikrohullamu siitében 400 W-on melegitettem 4
percig. Ez id6 alatt dsszedllitottam a gél ontéséhez sziikséges talat a megfeleld méretii
zsebeket eredményez6 féstivel.

Az éttetsz0, még folyékony de nem forré agardz oldathoz hozzdadtam 4,5 pl
etidium-bromidot, majd a lombik lassu, korkordos mozgatdsaval kevertem el. Az
elokészitett talba Ontdttem, a felszinen keletkezd buborékokat pipettahegy segitségével
eltavolitottam. A gélt szobahdmérsékleten hagytam megszilardulni, ez koriilbeliil 40-50
percet vesz igénybe. A kész gélbdl a fésli pufferbe meritve eltdvolithatd, és a gélontd
talban +4°C-on, becsomagolva tarolhat6 par napig.

A gélt a szintén haszszoros higitasi TBE puffert tartalmazé elektroforézises

kadba helyeztem a megfeleld irdnyban. A zsebekbe a jegyzOkonyv szerinti sorrendben
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pipettaval bemértem a mintdk 12-12 pl-ét. Mivel a PCR-hez haszndlt Ready mix
tartalmaz festékanyagot, és stirlisége is nagyobb a kaddban hasznalt puffernél, a mintak
beméréséhez nem volt sziikség bromfenolkék oldat adagolasara. Az utols6 zsebbe 5 pl
bromfenolkék és 3,5 ul DNS molekulatomeg marker keveréke kertilt.

A tetét rahelyeztem a futtatd kadra, majd 150 V fesziiltségen ¢és 120 mA
aramerdsségen futtattam a gélen a mintakat 40-50 percig. A folyamat elérehaladésat a
molekulatomeg markerhez adott bromfenolkék és a mintak festéktartalmanak helyzetét
(,,front”) figyelve ellendrizhetjiik. Amint a front a gél végét 0,5-1,0 cm-re megkozeliti, a
futtatast leallithatjuk.

A futtatds befejezésekor a késziiléket kikapcsoltam, a tetd leemelése utan a
leolvaso késziilék kamrajaba helyeztem, majd UV fényt rakapcsolva a késziilék digitalis
fényképezdgepével lefotoztam. A szamitogépes rendszerre tovabbitott gélképrol tortént

a kiértékelés.

3.5. Szekvenalas

3.5.1. A Sanger-féle szekvenalasi médszer elméleti hattere

A legszélesebb korben elterjedt DNS bazissorend meghatarozasi modszert az
angol biokémikus, Frederick Sanger dolgozta ki 1975-ben.?®

A szekvenalas soran a PCR-hez hasonlo ciklikus reakciosort végziink tisztitott
DNS szakaszokkal. Lényeges kiilonbség azonban, hogy egyszerre csak egy primert
haszndlhatunk, tovdbba a reakcioelegybe didezoxinukleotid-trifoszfat (ddNTP)
-OH csoportot, igy beépiilésiik utdn nem tud tovabb szintetizalodni a DNS szal.

Miikddése soran a DNS polimerdz enzim egyarant beépit dNTP és ddNTP
molekulakat, igy a reakcido elérehaladtaval a nagy szdmok torvénye szerint minden
egyes lanchosszhoz fog tartozni legalabb egy termék. Ezek hosszat detektalva, és a

terminald ddNTP jellegét ismerve megéllapithatjuk a vizsgalt szakasz bazissorrend;jét.
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A detektélas a jelolési modtol fliggden tobbféleképpen is torténhet:

a.) Ha jelolés nélkiili dANTP 4ll rendelkezésiinkre, akkor a reakcidt mind a négy
didezoxi-nukleotiddal kiilon végezziik el, és a kapott elegyeket poliakrilamid gélen
elektroforézissel egymas mellett futtatjuk. A gélképen megjelend savok sorrendje
megadja az analizdland6 DNS szakasz nukleotid sorrendjét. A modszer megbizhato, de
munka- és idéigényes, valamint hosszabb nukleinsavakra nehezen alkalmazhato.

b.) Ha a primeren radioaktiv izotop, vagy fluoreszcens jelz6 talalhato, akkor a detektalas
automatizalhato. Ebben az esetben is nukleotidonként kiilon-kiilon el kell végezni
meérést.

c.) A bazisegységenként eltérd fluoreszcens jeloléssel ellatott ddNTP hasznalata
lehetové teszi hogy a szekvendlasi reakciot a dANTP keverékkel hajtsuk végre. A
terméket leggyakrabban kapillaris gélelektroforézissel valasztjak el. A detektalds soran
a jelzdmolekuldkat egy lézersugar gerjeszti, a detektor pedig a kibocsatott fény
hullamhossza alapjan azonositja (6. abra). Az Orszagos Epidemioldgiai Kézpontban is

ezt a modszert hasznaltuk bazissorrend meghatarozasara.

6. abra: A Sanger-féle szekvenalds sematikus abraja™

Frimer Ismeretlen \
== szelovencidii

p —
—— templat — T —8 Lz eredeti terap-
____—————-h "'-H--"'-."."_I_l______ o latro] masolt, festék
'N—.,__\H — e —_— kel jelalt DS
"::-_::-_ e Dlematurdrid . fragruerturack
—_—_— ——Gl
LDHE  |=
haladasi = A jeldlt fragrnenturmokat
rinya - a kapillirisha téltott
o gélhen elektroforézissel
- = | wdlasztjdk el egyrodstal
| ‘ E:
CCTGTTT I':-..'.T' GLGTOGOT TOCOMA AATCGO E
& kromatograr az adatok szamdtdgépes A = .
feldolmozasa utdn — >
/»" ' =| Lézersugir | :
Deteltor Lézer
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3.5.2. PCR termék tisztitasa

A nested PCR elvégzése utan termékként olyan elegy all rendelkezésiinkre,
amely a kivant kett6sszala DNS-en kiviil tartalmazza az 6sszes feleslegben megmaradé
reagenst és egyéb melléktermékeket (pl. primerek, dezoxinukleotid-trifoszfatok, foszfat-
ionok, enzim maradvanyok, stb.). A szekvenald reakcio eldtt sziikséges eltavolitani
ezeket a reakcid soran zavard anyagokat. Mérésiem soran erre a célra a M Clean up
System (Viogene) gyari kitet hasznaltam a hozza taroz6 munkautasitasok szerint.

A teljes PCR terméket atpipettaztam egy 1,5 ml-es Eppendorf cs6ébe, majd az
eldirt puffer 0,5 ml-ével higitottam. Az elegyet egy szilikagél tartalmu tisztitd6 oszlopra
pipettaztam, majd centrifugaltam. A gél pordzus szerkezetében megkotédnek a
hosszabb DNS szakaszok, viszont a primerek, nukleotidok ¢és egyéb molekulak
tavoznak az oszlophoz tartozo gytijtécsobe.

Harom egymds wutidni tisztitdsi Iépésben ecetsav ¢és etanol tartalmu
mosopuffereket pipettaztam az oszlopokra, majd centrifugdltam, és ledntottem a
gylijtécsovek tartalmat. Ezek a lépések a gélben esetleg megrekedd szennyezdanyag
eltavolitasara szolgalnak.

Par perc szaradas utan az oszlopokat steril Eppendorf csére helyeztem, majd
rajuk mértem 32 pl eludlo puffert. Ez az oldat (pH 7,0-8,5) megvaltoztatja a gélben 1évo
kolcsonhatasok jellegét, a megkotott DNS szalak felszabadulnak, és centrifugalas utan a
gyljtéként hasznalt Eppendorf csébe keriilnek.

A tisztitott PCR termék -20°C-on tarolhato.

3.5.3. Szekvenalasi reakcio

A szekvenalasi reakcio soran torténik a ddANTP végeket tartalmazo, eltérd
hossziisagl egyszali DNS szalak megszintetizaldsa. Az eljarast a PCR termék mindkét
szalara szokas elvégezni. A két irdnybol torténd szekvenalasra azért van sziikség, mert a
termékek detektalasa egy bizonyos DNS-hossz felett (a rendelkezésiinkre alld késziilék
esetében a hatar koriilbeliil 500-600 nt) meglehetésen pontatlan, gyakran sikertelen.
Ezért az altalam vizsgalt kozel 800 bp nagysdgu szakasz nukleotid sorrendjének

megallapitdsahoz fontos a genotipizalé PCR-hez hasznalt mindkét primert kiilon-kiilon
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alkalmazva elvégezni a mérést. Az 1000 bp, vagy annal hosszabb DNS esetében pedig a

terméket tobb kisebb szakaszra bontva érdemes szekvenalni.

Felhasznalt anyagok:

Primerek: NIR, NIF (ld. 3.3. fejezet, 13. tablazat)
200 nM/l-es torzsoldat 20x higitasa
Premix (GE Healthcare): DYEnamic ET Dye Terminator Kit (MegaBACE)

tartalmazza a sziikséges reakcio 0sszetevoket:
Thermo Sequenase™™ IT DN'S polimeréz
dNTP

ddNTP

puffer

Desztillalt viz: DNaz, RNaz mentes

A munka menete:

A reakcidelegy 0Osszeallitasakor a genotipizald PCR termékek futtatdsanak
gélfotdja alapjan dontottiik el, hogy hany pl-t mérjiink be mintanként a tisztitott DNS-
bol. A desztillalt viz mennyiségét ugy valasztattuk, hogy az elegy végtérfogata 20 ul
legyen.

El6készitettem mintanként 2-2 db (kiilon a két primerhez) 200 pl-es Eppendorf
csovet, majd bemértem a kiszdmitott desztillalt vizet, ezt kdvetéen a 10 nM/I
koncentraciéju primer 1 pl-ét. Hozzaadtam a DNS-t, legvégiil 8 pul Premix oldatot
pipettaztam ra. A csoveket par masodpercig centrifugaltam, majd beleraktam a

szekvenalasi programra allitott PCR késziilékbe.

15. tablazat: A szekvenalasi reakcio hociklusa

Folyamat Hoémérséklet [°C] | Idétartam [s] Ismétlodés
Denaturacio 95 20
Anellacio 55 30 35x
Extenzio 60 60
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3.5.4. Szekvenalasi termék tisztitasa

A szekvenalasi reakcio termékeinek detektalasa eldtt ismételten tisztitani kell az
elegyet, mivel a benne foloslegben megmaradd jelolt dANTP molekuldk novelik a
zajszintet, az egyéb szennyezdk (enzim, primerek, dNTP stb.) pedig a futtatdst

zavarhatjak.

Felhasznalt anvagok:

Ammodnium-acetat: 7,5M

Abszolut etanol: Analitikai tisztasagu

70%-o0s etanol

Loading puffer (GE Healthcare):  DYEnamic ET Dye Terminator Kit (MegaBACE)

A munka menete:

A reakciotermékek teljes térfogatat atmértem egy 96 lyuka lemez mélyedéseibe.
Hozzdadtam 2 pl ammoénium-acetatot és 55 pl abszolut etanolt. A lyukakat kupakkal
lefedtem, majd 30 percig 4000 fordulatszamon centrifugaltam. Az elegyeben 1évé DNS
szalak a miivelet alatt kicsapodnak, €s a centrifugalis eré hatasara a plate mélyedéseinek
aljan megtapadnak.

A feliiliszot pipettaval leszivtam, a lyukak aljaban marad6 folyadék a lemez
fejjel lefelé torténd ~30 s-os centrifugalasaval tavolitottam el (1500 rpm).

Ezt kdvetden bemértem 150 pl 70%-os etanolt, és 1 percig centrifugaltam (4000
rpm). A feliiliszot az el6z6h6z hasonldan eltavolitottam, majd a lemezt 2-3 percig
szobahdmérsékleten szaritottam.

A DNS pellet visszaoldasahoz 10 pl Loading puffert hasznaltam.
3.5.5. Futtatas a szekvenalé gépben

A szekvenalasi reakcid soran nyert DNS szakaszok detektalasa MegaBACE™
1000 (Amersham) DNS szekvenalo késziilékkel tortént (7. abra). A futtatds soran
kulcsfontossagli a minta ionerdssége és DNS koncentracidja, valamint az injektalas

fesziiltsége ¢és ideje. Az eredmények mindségét tovabba befolydsolja a mintdk

32



vezetoképessége, az elektroforézis hdmérséklete €s a matrix Osszetétele. Az optimalis

értékek megallapitasahoz a késziilékhez tartozé hasznélati kézikonyv ad segitséget.”>°

7. 4bra: MegaBACE ™ 1000 DNA Sequencing System (Amersham)®

A gépben az eltér6 hosszisdgh DNS szalak elvalasztasa kapillaris
gélelektroforézissel torténik. A késziilékbe az igényektdl fiiggéen n*8 (maximum 96)
iivegkapillaris helyezhetd, melyeknek bemeneti végénél a katdd, kimeneti végénél az
anod csatlakozasa talalhato (8. abra).

8. abra: A késziilék kapillaris rendszere és detektora®®*

iy e
=

Window holder — Anode plug

— 16 capillaries

I .‘?ﬁrf/{‘.‘ i
L
( n~ — Cathode bar

A DNS molekuldk negativ toltésiiek, az elektromos tér hatdsara a kapillarisba

injektalt poliakrilamid matrixban az andd irdnyaban vandorolnak. A legrovidebb DNS
szakaszok érnek leghamarabb az anod el6tti szakaszon talalhaté detektor ablakhoz. Ott
egy lézersugar hatasara a lanc végi ddNTP-k jelzései meghatarozott hulldimhosszli fényt

emittalnak, amit a fluoreszcencia detektor érzékel, és elektromos jellé alakitva tovabbit
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a szamitdgépes rendszernek. A géphez tartozd szoftver kromatogramként jeleniti meg

az eredményeket.

A mérés paraméterei:

Matrix: MegaBACE Long Read Matrix (LPA)
Futtato puffer: Loading puffer (GE Healthcare)
Injektalasi fesziiltség: 2 kV

Injektalas ideje: 60 s

Futtatési fesziiltség: 8 kV

Futtatés ideje: 110 min

3.5.6. Az eredmények manualis javitisa

A szekvenalo késziilékhez tartozo software a detektalt fluoreszcencidk alapjan
automatikusan elvégzi a szekvencia megallapitasat, azonban ez sok esetben ellenérzésre
¢€s javitasra szorul. A nyers szekvencia a mérési paraméterekkel egyiitt *.txt fajlban
jelenik meg, melyben a leolvasés sikerességét egy Overall Quality (altaldnos mindség)
szazalékos érték jellemzi. A mért szekvencidk koziil az OQ>95 értékkel rendelkezdeket
igyekeztem kivalasztani, az ennél alacsonyabbakat csak sziikség esetén,
Osszehasonlitasra alkalmaztam. A manualis javitasra az *.abd formatumban megjelend
kromatogram képeket €s az internetrdl ingyenesen letdlthetd Finch TV (Version 1.4.0)
programot hasznaltam.

A helyes szekvencia megallapitasat a parhuzamos- ¢és ellentétes iranyultsag
mérések kromatogramjainak dsszevetésével végeztem. Tovabbi tAmpontként szolgélt a
nemzetkdzi adatbazisrol letoltott E1 protein DNS szakaszokkal vald illesztése az online
elérheté” MultAlin programmal. Ez a miivelet segitett felismerni a detektalas hibajabol
szarmaz6 delécidkat és inszercidkat. A kromatogram automatikus leolvasasanak

leggyakoribb hibdit a 9. dbra mutatja.

: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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9. abra: A szekvenalasi kromatogram software-es kiértékelésének gyakori hibai

a.) Konnyen kiértékelhetd,

j61 leolvasott kromatogram

b.) A cstcsok szélessége miatt

talolvasott kromatogram

Korrigalt szekvencia: CACCGAC

C.) A nagy mérési zaj miatt
tulolvasott kromatogram

Korrigalt szekvencia: AAGGCG

d.) A cstcsok Osszeolvadasa miatt
alulolvasott kromatogram
Korrigalt szekvencia: TCAATGACC

e.) Alacsony jelintenzitas miatt
alulolvasott kromatogram
Korrigalt szekvencia: GCGCACTG

f.) Egymarsa csuszott cstiicsok
a kromatogramon
Korrigalt szekvencia: CGTGTTCG

g.) Ertékelhetetlen kromatogram
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Minden beteg esetében kivalasztottam a leghosszabb szakaszon szabalyos képet
mutaté reverz ¢és forward irdnya kromatogramokat. Ezek méréseim sordn minden
betegnél azonos mintabol, azonos munkafolyamatbdl szdrmaztak. Természetesen a
sziikség esetén Ujra mért mintak eredményei a régiekkel kiegészithetdek.

Ha feltételezziik, hogy a betegben tortént fert6zésért egyetlen virus klon felelds,
€s a szervezetében nem torténtek jelentds mennyiségben mutaciok, akkor
valoszintsithetjiik azt is, hogy a virus genotipizalasanak folyamatdban a legnagyobb
mennyiségben a fertdzésért felelos klon fog amplifikalodni. Ilyen feltételezések mellett
az azonos betegtdl szarmazd, de eltérd jellegli mintdk (példdul vérsavo, garatmosod
folyadék, vizelet) mért eredményei egyenértékiinek tekinthetéek, egymassal is
kombinalhatdak.

A kivalasztott szekvencia kromatogramok esetében a forward és reverz irany is a
legtobbszor 400-500 nukleotid hosszan leolvasott szakaszt jelentett a futtatas elejétol. A
szamomra fontos 739 nukleotidos szakasz megallapitasahoz a két iranyl eredményeket
a 80-100 bazis hosszusagu, atfedé szakaszanak segitségével 0sszeillesztettem.

A kapott szekvenciat tovabba az interneten ingyen letdlthetd Serial Cloner
(Version 2.5) programban is megvizsgaltam. A genom aminosavakra torténd
forditasakor a fehérjét kodold szakaszon megjelend STOP kodonok hibas javitast
jelezhetnek. Az ilyen tripleteket tartalmazd szekvenciat lehetdség szerint célszerti ujra

szekvenalni.

Felhasznalt programok:

FinchTV 1.4.0 Komatogram kezel6 és szerkesztd program
File formatum: *.abl, *.abd
MultAlin Online elérhetd szekvencia illeszté program®!

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

Serial Cloner 2.5 Szekvencia kezel és analizaldé program

File formatum: *.xdna
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3.6. Filogenetikai torzsfa készitése

A filogenetikai fa elkészitése soran a mérések eredményeként kapott DNS
szekvenciat egyéb mintak vagy referencidk nukleinsav sorrendjével hasonlitjuk 6ssze. A
fertdz6 betegségek, igy a virusok esetében ez Ilehetoséget ad a genotipus
meghatarozasara, a jarvanyok terjedésének nyomon kovetésére és a virus valtozasainak

feltérképezésére.

3.6.1 Genomikai adatgyiijtés

A rubeola filogenetikai torzsfajanak készitésekor a WHO altal ajanlott referencia
szekvenciakat hasznaltam (16. tablazat). Ezeket azonositd szamuk alapjan az online
hozzaférhetd™ National Center for Biotechnology Information (NBCI) genetikai
adatbankbol toltéttem le.

A WHO a rubeola virus vad tipusanak 9 elismert és 4 ideiglenes genotipusat
tartja szamon, melyek két nagyobb klddba csoportosithatoak. A genotipusok
egyezményes jelolése a klad szamjegyebdl, €s a genotipus betiijelébol all.%

Elismert genotipusok: 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G
2A, 2B, 2C
Ideiglenes genotipusok: 1a, 1h, 1i, 1j

A letoltott és a laboratériumban mért szekvenciakat *.txt formatumban
megnyitva megkerestem a WHO altal ajanlott 739 nt hosszusagu szakaszat, és egy

koz0s ,.text” fajlba masoltam a megfeleld elnevezéssel.

A vizsgalt genetikai szakasz adatai:
Hossz: 739 nt
Szakasz jellege: kodolé (E1 protein)

Pozicidja a teljes genomon: 8731-9469
Pozici6 az E1 région: 475-1213 nt  (158-403 AS)

: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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16. tablazat: A WHO altal ajanlott referencia szekvenciak?

Genotipus |Szekvencia Génbanki azonosité szam
la RVI/BEL/63[1a]VAC AF188704
RVI/NJ.USA/61[1a]VAC M30776
RVI/PA.USA/64[1a]VAC L78917
RVi/Toyama.JPN/67[1a] AB047330
1B RVi/Jerusalem.ISR/75[1B] AY968207
RVi/Tiberias.ISR/88[1B] AY 968209
RVi/BeneBerak.ISR/79[1B] AY968208
1C RVi/LosAngeles.USA/91[1C] |AY968212
RVI/SLV/02[1C] AY968211
RVI/PAN/99[1C] AY968217
1D RVi/Tokyo.JPN/90[1D]CRS AY 968214
RVi/Saitama.JPN/94[1D] AY 968216
1E RVi/Dezhou.CHN/O2[1E] AY 968210
RViI/MYS/01[1E] AY 968221
1F RVi/Linquing.CHN/OO[1F] AY968213
RVi/Dangshan.CHN/OO[1F] AY968215
1G RVI/UGA/20.01[1G] EF588978
RVi/Ontario.CAN/27.05[1G] EF588970
RVi/Minsk.BLR/29.04[1G] AM?258945
1h RVi/Minsk.BLR/29.04[1G] AM258953
RVi/Tomsk.RUS/05[1h] DQ454161
1i RVi/Milan.ITA/46.92[1i] AY161360
RVi/Pavia.ITA/21.91[1i] AY 161352
1j RVs/Miami.FL.USA/32.02[1j] |EF602117
RVi/Tochigi.JPN/04[1]] AB238919
2A RVi/Beijing.CHN/79[2A] AY?258322
RVi/Beijing.CHN/80[2A]VAC | AY?258323
2B RVi/TelAviv.ISR/68[2B] AY968219
RVi/Wash.USA/16.00[2B] AY 968220
RVi/Anging.CHN/00/2[2B] AY968218
2C RVi/Moscow.RUS/67[2C] DQ388279
RVi/Moscow.RUS/97[2C] DQ085340

3.6.2. A filogenetikai fa megszerkesztése

A filogenetikai fa elkészitésének elsd 1épése a tobbszords szekvencia illesztés,

melynek soran a rendelkezésiinkre all6 szekvencidkat bizonyos algoritmus szerint
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rangsorolva illesztjik egymashoz. Erre a célra az online hozzaférhetd™ ClustalW2
programot hasznaltam. A kapott eredményeket *.txt fajlként lementve, majd *.aln
formatumra atnevezve alkalmaztam a tovabbiakban.

A torzsfa szerkesztéséhez MEGA (Version 5.10) programot hasznaltam, mely a
tobbszords szekvencia illesztés soran generalt rokonsagi sorrendet tovabb finomitja. A
programot a rendelkezésre all6 tavolsag- és karakter alapt faépité moddszerekkel
egyarant lefuttattam. Eredményként gyokértelen torzsfakat kaptam, melyek koziil azt a

fat fogadtam el, amelyen a referencia szekvenciak a vart csoportokban jelennek meg.

Felhasznalt programok:

Clustalw2: T&bbszoros szekvencia illeszté program®

http://www.clustal.org/

MEGA 5.10: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
Torzsfa szerkesztd program

File formatum: *.aln, *.meg, *.mts

A MEGA 5.10 programban beallitott paraméterek:
Szekvenciak adatai: Nukleotid szekvencia
Fehérje kddolo szakasz
Standard genetikai kod
Analizis paraméterei: Boostrap analizis, 1000 ismétlés

Kimura 2-paraméteres modell

: http://www.clustal.org/
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4. Eredmények

4.1. Virusok Kimutatasa

A filogenetikai analizishez az OEK Kiliitéses virusbetegségek Nemzeti
Referencia Laboratériuma 4altal szerologiailag igazolt rubeolas betegek mintait
hasznaltuk fel (17. tablazat). A laboratoriumban az aktualis fertézés szerologiai
igazolasa hemagglutindcio gatlas (HAG) vizsgalattal, IgG és IgM ELISA modszerrel

torténd kimutatasaval, és sziikség esetén aviditas vizsgalattal torténik (ld. 2.2.4. fejezet).

17. tablazat: A molekularis diagnosztikai vizsgalatokra kivalasztott betegek

adatai és szerologiai eredményeik

Beteg Elozetes ismereteink Szerologiai eredmények
HAG ELISA
NT.TQ tiinetes <1:8 (szeronegativ) IgM kétes
szil.: 2007. vietnami sziiletésii IgG nem reaktiv
K.L. 6\ tiinetes <1:8 (szeronegativ) IgM kétes
szil.: 1993. Romaniaban jart
romaniai sziiletésii

PE. @ tiinetes 1:1024 (szeropozitiv) IgG és IgM reaktiv
sziil.: 1973. Aviditas 7,97%
AM. @ tiinetes <1:8 (szeronegativ) IgG nem reaktiv
szil.: 1975. IgM reaktiv
K.ZS. & tiinetes 1:8 (kétes) IgM kétes
szil.: 1972.
P.B. ¢ tlinetes 1:256 (szeropozitiv) IgM reaktiv
sziil.: 1966. Aviditas 2,2%

A magyarorszagi oltasi rendnek koszonhetden hazankban évente csak néhany
megbetegedés torténik. Tobbnyire kiilfoldrél behurcolt, valamint vakcindcioban nem
részesiilt esetekkel taldlkozhatunk. A diagnosztizalt fertézottek koziil sem mindegyik
mintdja alkalmas molekularis diagnosztikai vizsgalatra, hiszen a virémia és a virusiirités

rovid ideig tart egészséges immunrendszerrel rendelkezd betegek esetében. A megfeleld

* Az Orszagos Epidemiologiai Kozpont vizsgalati eredményei alapjan
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idejii mintavételezéshez az orvos és a beteg egyiittmiikodése sziikséges, amit sokszor

meghitsithat az, hogy az enyhe tiinetekkel zajlé megbetegedés esetén a fertézottek

egyaltalan nem, vagy késve fordulnak orvoshoz.

A rubeola virus kimutatasara vizelet, virus transzport médiumban érkez6 (VTM)

torokvaladék, garatmosé folyadék és vérsavo mintdkat haszndlnak. A vizsgalatra

alkalmas a magzatviz is, amelynek az intrauterin fert6zodés gyanijakor van jelentosége,

de a vizsgalataim idején ilyen minta nem érkezett.

A 2011-2012 kozott beérkezo rubeolas betegek mintai koziil azokat valasztottuk

ki, melyeknek levétele a betegség tlineteinek megjelenésétdl szamitva 10 napon beliil

megtortént (0sszesen 6 minta). A vizsgalatra alkalmas mintakat €s eredményeiket a

18. tablazatban foglaltam Gssze.

18. tablazat: A vizsgalt mintak jellemzd6i és molekularis diagnosztikai

eredményeik
SB“eltetg, | Betegség Beérkezett mintak II\;I.olektuiétri-s giagnt(?sz.ti’lizrli eredmények
ziiletési imutatasi | Genotipizalo
kezdete intavé it6 p 114
&y Mintavétel | Azonosité | Jelleg PCR PCR Szekvenalas
N.T.T @ 2011.03.31 2011.04.01. | 1681/11 | vérsavo pozitiv negativ -
2007. "~ 772011.04.08. |1764/11 | garatmoso| pozitiv negativ -
K.L.J& 2011.11.18. |4878/11 | vérsavo negativ - -
1993. 2011.11.16.{2011.11.18. |1 4888/11 |vizelet pozitiv negativ -
2011.11.18. 14889/11 |VTM pozitiv pozitiv hianyos
59539 2012.04.08.12012.04.17. | 1411/12 | vérsavo negativ - -
AM. @ |nincs 2012.04.20. | 1459/12 | vérsavo pozitiv pozitiv sikeres
1975. informaci6 [2012.04.20. | 1460/12 |vizelet pozitiv pozitiv hianyos
2012.04.20. | 1461/12 | garatmos6| pozitiv pozitiv hianyos
K.ZS. & 2012.04.25. |1516/12 | vérsavo negativ - -
1972. 2012.04.23.12012.04.25. |1517/12 | vizelet pozitiv pozitiv sikertelen
2012.04.25. 11518/12 |VTM pozitiv pozitiv hianyos
E9IZ69 2012.04.20.{2012.04.26. | 1587/12 | vérsavod negativ - -

Filogenetikai analizisre alkalmas
A legvaldsziniibb genotipus BLAST alkalmazasaval megallapithat6

Valamennyi betegnél jelentkeztek a rubeoldra jellemzd tiinetek, a betegséget

megelézden tobbjik jart kiilfoldon, vagy megemlitett kiilfoldi beteggel tortént

kontaktust. Négyen a kotelezd rubeola vakcindcid bevezetése eldtt, ketten pedig
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kiilfoldon sziilettek, oltasukrol nem all rendelkezésre informaci6. A vizsgalt betegek

kozott egy hazaspart is taldlunk (személyiségi okok miatt nem jelzem a 18. tablazatban).

A férj nagy valosziniiséggel a tiineteket hamarabb produkalo feleségétdl kaphatta el a

betegséget, munkakoriilkbél adédéan mindeketten sok kiilfoldi emberrel talalkoznak.

Sikeres szekvenalas esetén varhatdéan azonos szekvencidji virusnukleinsavat tudunk

kimutatni mintaikbol.

Megallapitasok:

A vizsgalt 6 beteg esetében 4-nél kimutathato volt a rubeola virus jelenléte.

A két PCR negativnak bizonyuld beteg esetében csak 1-1 vérsavo minta érkezett a
Kiiitéses virusbetegségek Nemzeti Referencia Laboratoriumaba, amelyeket a
szerologiai vizsgéalatok sordn tObbszor kiolvasztottak ¢és lefagyasztottak. Ez
esetében valoszinlileg a késOi (tlinetek megjelenésétdl szamitott 10. nap)
mintavételezés is szerepet jatszhatott abban, hogy vérmintaja nem tartalmazott
kimutathaté mennyiségli viriont.

A 6 betegtdl levett 13 mintabol 9 PCR pozitiv lett a virus kimutatasra alkalmazott
PCR soran, de ezek koziil csak 6 mutatott pozitiv eredményt a genotipizaléo PCR-
nél.

Ennek az eltérésnek az okai kozott szerepelhet, hogy amig a virus kimutatasara
alkalmazott PCR a virus genomjanak egy konzervativ szakaszat amplifikalja,
génszakasz megsokszorozasat végzi. Tovabba hatassal lehet, hogy az utobbi joval
hosszabb (tobb mint hatszoros) nukleinsav szakaszt eredményez, igy a folyamat
érzékenyebb a paraméterek valtozasara.

A 6 szekvenalasbol mindossze 1 lett sikeres (Id. 4.2. fejezet)

A Sanger-féle szekvenalas sikerességét nagymértékben befolyasolja a megfeleld
PCR termékbdl valo kiindulas. A felhasznalt genotipizaldé PCR modszert csak
néhany honapja alkalmazzak a laboratoriumban, optimalizalasi kisérletekkel

javitani lehetne hatékonysagat.
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4.2. A szekvenalas értékelése

4889/11 minta:

A forward és reverse iranyu szekvencia atfedést mutat egy ~50 bp hosszusagu
szakaszon. A kettd Osszeillesztésével mégsem kaptam meg a vart 739 bp-os vizsgalati
szekvenciat. A probléma kideritése érdekében ClustalW2 programot hasznalva
tobbszoros illesztést végeztem a kettes kladba tartozd referencidkkal, amikor azt
tapasztaltam, hogy a 333-490 nt pozicioji szakasz teljesen mértékben hianyzik a
4889/11-es mintabol szarmazo szekvencian (Melléklet 1. abra).

A genotipizald PCR-t kovetd gélelektroforézis soran a termék hossziusaga a DNS
molekulatomeg markerhez viszonyitva megegyezett a vart mérettel (881 bp). A
szekvenciavesztés a szekvendldsi reakcid soran kovetkezhetett be. A rubeola virus az
ismert virusok kozott a legnagyobb aranyban (a vizsgalt szekvencia részen 68-71%-ban)
tartalmazza a harmas hidrogén-hid kotéssel kapcsolodd GC bazisokat. A vizsgélat
sikertelenségét okozhatta, hogy a DNS kettdsszal nem valt el ezen a kérdéses
szakaszon.

A denaturacidos homérséklet 1°C-os emelésével ismételni kellene a mérést, de a

betegtdl szarmazd minta elfogyott, igy erre nem volt lehetdség.

1459/12 minta:

A forward ¢és reverse iranya szekvenalds egyarant megfeleld hosszisagu
leolvasast eredményezett. Az atfedd szakasznal 0sszeillesztve a kapott szekvencia lefedi

a WHO 4ltal filogenetikai analizisre javasolt 739 bp hossziisagu nukleinsav szakaszt.

1460/12 és 1461/12 minta:

A leolvasas mindkét iranybol 350-400 bp hosszusdgu értékelhetd szekvencidkat
eredményezett. Mivel az ugyanezen betegt6l szarmazo 1459/12-es vérsavobol sikeresen
szekvenaltuk a vizsgalt rubeola nukleinsav szakaszt, az ebbdl a két mintabdl szarmazo

adatok tovabbi vizsgalatara nincs sziikségiink.

1517/12 minta:

A szekvenalasi leolvasas nem mutatott detektalhat6 jeleket sem a forward, sem a

reverse iranyl mérés soran. Mivel a futtatdsuk nem szomszédos kapillarisokban zajlott,
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¢s a tobbi minta kromatogramjan nem tapasztaltunk ilyen jellegli problémat, a késziilék
nem megfeleld mikoddtetése kizarhat6 a sikertelenség lehetséges okai koziil.

A minta genotipizalé PCR vizsgélatnal gyengén pozitiv eredményt mutatott. Az
amplifikalas soran keletkezd DNS mennyiség valosziniileg a bemérési korrekcio”

ellenére sem volt elegend? a sikeres szekvenalasi reakcidhoz.

1518/12 minta:

A leolvasott szekvencia kromatogram a 4889/11-es mintahoz hasonldéan a

vizsgalt 739 nt-0s szakasz 330-490 nt k6zotti részén valik nehezen értelmezhetoveé.

A kromatogramok szubjektiv javitasaval sikeriilt megfelelden hosszu atfedd
szakaszt késziteni, igy a sziikséges 739 bp hosszusagu szekvenciat Iétrehozni. Az
aminosav sorrend vizsgalata viszont tobb eltérést mutatott ezen a région. Mivel a
referencia szekvencidk egyikén sem talalhatunk hasonlé aminosav cseréket, a kapott
szekvencia eredményt nem tartom elég megbizhatonak a filogenetikai fan valo

feltiintetéséhez.

Megfigyelések:

A szekvenalds eredményei nem érték el a vart sikert, a vizsgalatra alkalmas 3
beteg koziil csak egyiknél sikeriilt a filogenetikai analizishez sziikséges szekvenciat
eléallitani. A MegaBACE 1000 szekvenald késziilék a tapasztalatok és a gyartoi
utasitasok alapjan 500-700 bp hosszisagu szakaszok megfeleld leolvasasara alkalmas,
de mintdink esetében ezt nem valosult meg.

Esetlinkben a genotipizdldo PCR, a szekvendlasi reakcid ¢és a kapillaris
elektroforézis paramétereinek optimalizaldsdval lehetne javitani a szekvenalas
hatékonysagat, de a mintdk kis mennyisége ¢és hidnya, valamint a mérések magas

koltségei miatt erre nem volt lehetdségem.

" A szekvenalési reakci Gsszemérését a genotipizalé PCR eredményéhez igazitottuk (Id. 3.5.3. fejezet).
A 1517/12 bemért minta mennyisége: 9 pl.
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4.3. A filogenetikai fa megszerkesztése

A sikeresen szekvenalt minta és a WHO referencia szekvencidk felhasznalasaval
gyokértelen filogenetikai fakat szerkesztettem a MEGA (Version 5.10) programban
rendelkezésre 4llo algoritmusok mindegyikével, az eredmények Osszehasonlitasa
céljabol. A fakat a konnyebb atlathatdsag érdekében nem a megszokott radialis, hanem
a gyokeres fak esetén alkalmazott rektangularis modon abrazoltam, ahogy a
szakirodalomban is gyakran tapasztaltam.?%%%343°

Az A.M. monogramil beteg mintajabol nyert rubeola virus E1 fehérje kodold
szekvencia a filogenetikai fara a nemzetkozi konvenciok szerinti jelzéssel kertlt:
RVs/Budapest. HUN/16.12. A jelolésnél megkiilonboztetjiik a sejtkulturan izolalt (RVi)
¢és a klinikai mintdbdl molekularis modszerrel kinyert (RVs) majd szekvenalt rubeola
virus nukleinsavat. Feltiintetésre keriil sorrendben az izolalas helyszine (varos, majd az
orszag haromjegyli azonosito jele) és ideje (naptari hét, majd év), sziikkség esetén (ha az
adott naptari héten tobb beteg mintdjabol is sikeriilt virust kimutatni) egy tovabbi
sorszam. A nemzetkozi adatbankba torténd feltoltéskor ajanlott a 739 nt hosszisagu
szakasz filogenetikai analizise soran megallapitott genotipust is az elnevezés végére irni
szogletes zarojelben.

A referencia szekvencidkat a genotipus és az adatbanki azonosité feltiiltetésével

jelenitettem meg a dendogramokon. A referencia szekvencidk nemzetkozi elnevezését

Id. a 3.6.1. fejezet 16. tablazataban.

Maximum Parsimony modszer

A referencia szekvencidk az la genotipus kivételével megfelelden
csoportosulnak az abran, a két nagyobb klad (1 és 2) viszont nem mutat megfeleld
elkiiloniilést. A kezdeti elagazasok bootstrap értékei tulzottan alacsonyak (<10), ami
nem jelent elfogadhaté eredményt. A fa utaldst mutat a genotipusok 1C-bdl torténd
leszarmazottsagara.

Az 4ltalam vizsgalt szekvencia a 2B genotipust referencidk csoportjaba keriilt, a
legkdzelebbi hasonlosdgot az AY968220 azonositdju referencia szekvenciaval mutatja.

(Melléklet 2. &bra)
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UPGMA modszer:

A referenciak két 6 kladja megfeleld elkiiloniilést mutat, az 1E és 1D
genotipusokban viszont keveredést tapasztalhatunk, tovabba az la szekvencidk sem
keriiltek egy csoportba. A bootstrap értekek kozott tobb talzottan alacsony érték
talalhato.

Az altalam vizsgalt szekvencia a 2B genotipust referencidk csoportjaba kertilt, a
legkdzelebbi hasonldsadgot az AY968220 azonositoju referencia szekvenciaval mutatja.

(Melléklet 3. abra)

Minimum Evolution modszer:

A referenciak két 6 kladja megfeleld elkiiloniilést mutatja, csak az 1a genotipus
szekvencidi nem keriiltek egy csoportba. A bootstrap értékek magasabbak az el6z6
modszereknél tapasztaltaknal.

Az altalam vizsgalt szekvencia a 2B genotipust referencidk csoportjaba keriilt, a
legkdzelebbi hasonlosagot az AY 968220 azonositoju referencia szekvenciaval mutatja.

(Melléklet 4. abra)

Maximum Likelihood mddszer

Az Osszes kozil a legid6igényesebb algoritmus. A program lefutasa a 32
szekvencidval tobb mint 5 orat vett igénybe, szemben a tobbinél tapasztalt néhany
perccel.

A két fo klad elkiiloniil. A referencidk a megfeleléen csoportosulnak az la
genotipus kivételével, amely az Osszes modszer koziil ebben mutatja a legnagyobb
szorodast a dendogramon. A bootstrap értékek koziil csak négy alacsonyabb 50-nél.

Az altalam vizsgalt szekvencia a 2B genotipust referencidk csoportjaba kertilt, a
legkdzelebbi hasonlosdgot az AY968220 azonositdju referencia szekvenciaval mutatja.

(Mell¢klet 5. abra)

Neighbor-joining modszer:

A két 6 klad és a genotipusok megfelelden elkiiloniilnek, csak az 1a genotipus
oszlik két tavolabbi szekciora. A bootstrap értékek a szamunkra fontos kettes kladnal
mindeniitt nagyobbak 80-ndl, alacsony bootstrap értékek csak az egyes szdmu klad
elagazasainal talalhatoak.
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Az altalam vizsgalt szekvencia a 2B genotipust referencidk csoportjaba kertilt, a
legkdzelebbi hasonldsadgot az AY968220 azonositoju referencia szekvenciaval mutatja.

(Melléklet 6. abra)

Megfigyelések:

Az 4ltalam vizsgalt mintdbdl izolalt szekvencia minden szerkesztési modszer
esetében a 2B genotipus csoportjaba keriilt, legnagyobb hasonlosagot az AY968220
azonositoji RVi/Wash.USA/16.00[2B] referencia szekvenciaval mutatja. Ezek alapjan a
mintankban kimutatott rubeola virus 2B genotipushoz tartozésat bizonyitottnak
tekinthetjiik.

Az la ideiglenes genotipus referencia szekvencidi minden szerkesztési
moddszernél kiilon csoportokra oszlanak. Ez a genotipus sokszinii, a torténelmileg fontos
vakcina virus szekvencidkat tartalmazza. A nem vadtipust genotipus elhelyezése a fan
azeért sziikséges, hogy a vakcina torzs 4ltal okozott meglehetdsen ritka megbetegedések
is azonosithatoak legyenek a filogenetikai analizissel.?

A Neighbor-joining ¢és a Minimum Evolution moddszer nyujtotta a
legelfogadhatobb fat. Ezeken egyforman jol kiiloniilnek el az azonos genotipusba
tartozo referencia szekvencidk, €s a fak agai azonos rendezddést mutatnak. A kicsivel

magasabb bootstrap értékei miatt a Minimum Evolution moédszerrel készitett

filogenetikai torzsfat valasztom a vizsgalat végsd eredményének (10. abra).
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10. abra: A rubeola virus filogenetikai torzsfaja
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4.4. Kisérlet a hianyos szekvenciak genotipusanak in silico

meghatarozasara

A K.L. és K.ZS. monogramu betegek mintdibdl szarmazd hidnyos E1 fehérje
génszekvenciai nem alkalmasak a filogenetikai fa elkészitésére. A szekvenciarészeket
az NCBI oldalan megtalalhatd6 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
algoritmust alkalmazé keresSprogram segitségével vizsgaltam.”

A program az altalunk beirt szekvenciat a nukleotid adatbazisban fellelhetd
szekvencidkhoz hasonlitva kivalasztja azokat, amelyek a legnagyobb valdszinliséggel
hasonlitanak hozza. A taldlatok hasonlosdganak szignifikancia szintjét egy E-értékkel
(expect value) jellemzi, mely értéke annal kisebb, minél nagyobb az esélye, hogy a
talalat és a keresett szekvencia kozott talalhatd megegyezések nem a véletlennek
koszonhetdek.

A keresést az NCBI Standard Nucleotid BLAST alkalmazasaban a Nucleotid
collection (nr/nt) adatbazist alapul véve és az alapértelmezett algoritmus beallitasokat
alkalmazva végeztem. Az eredményeket a 19. tablazatban foglaltam Ossze, melyen
feltiintettem a legjobb talalatokhoz tartozo E- és Identities értékek (a vizsgalt szakasz
nukleotidjai milyen mértékben felelnek meg a taldlati szakasznak), és az ezekhez tartozo

szekvenciak szamat.

19. tablazat: BLAST eredmények

Minta | Szekvenalas Vizsgalt Expected . Szekvenciak ,
. . . : Identities i Genotipus
sorszama iranya szakasz (nt) value szama (db)
4889/11 forward 1-333 5e-173 333/333 (100%) 26 2B
reverse 485-739 8e-125 252/255 (99%) 15 2B
1518/12 forward 1-333 2e-171 332/333 (99%) 26 2B
reverse 485-739 8e-130 255/255 (100%) 15 2B

*A 739 nt hosszlisag vizsgalati szakaszon valo elhelyezkedés pozicidja

A nukleotid BLAST els6¢ 50 taldlati eredménye mind a négy szakasz esetén
kizardlag 2B genotipushoz tartozd rubeola virus szekvencidkat tartalmazott. A

legnagyobb hasonlosagot mutatd szekvenciak a vilag kiilonboz6 teriileteir61 szarmaznak

: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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(Anglia, Vietndm, Kina, Japan, Malajzia), és az utobbi harom év sordn izolaltak dket
egy-egy jarvany idOszaka alatt.
Az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a K.L és K.ZS. betegek fertézéséért

nagy valosziniliséggel szintén a rubeola 2B genotipusa felelds.

4.5 A filogenetikai fa kiegészitése — kitekintés Europara

Az Eurdpaban jellemzd genotipusok ¢és az eurdpai jarvanyiigyi helyzet
megismerése ¢érdekében a filogenetikai torzsfat kiillonb6zd orszdgokbdl szarmazod
szekvencidkkal is elkészitettem.

Az altalunk elemzett mintdk tobbnyire olyan betegekt6l szarmaztak, akik a
2011-2012 években zajloé romaniai jarvany ideje alatt rendelkeztek erdélyi kontaktussal.
A jarvanyiigyi Osszefliggést a Romanidban izolalt virusok szekvenciaival lehetne
biztosabba tenni, de ilyenek nem talalhatoak a nemzetkozi adatbazisokban. A fat ezért
kiilonb6zo kelet- €s nyugat-eurdpai régiokbol valamint Oroszorszagbol szarmazo
szekvencidk felhaszndlasaval készitettem el twjra, Minimum Evolution modszert
alkalmazva. Az eredményt a 11. dbra mutatja, a fa kiegészitéséhez hasznalt szekvenciak
listaja a Melléklet 7. dbrajan olvashato.

A szekvencidk kivalasztasakor igyekeztem minél tobb genotipust képviseltetni
egy-egy példaval. Tovabba elhelyeztem a fan a ,,Cendehill” elnevezésii szekvenciat
(Belgium AFO039115) ami nem betegtél szarmazik, hanem az elsd attenualt
vakcinatorzsek egyike.> A filogenetikai térzsfan ennek megfeleléen a vakcina torzseket

reprezentalo la genotipusu referencia szekvencidk mellé kertilt.
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11. abra: Europaban izolalt szekvenciakkal kiegészitett filogenetikai torzsfa
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4 WHO altal ajanlott referencia szekvenciak (1d. 3.6.1. fejezet, 16. tiblazat)
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5. Osszefoglalas

Bar a hazai oltasi rendnek koszonhetéen Magyarorszagon a rubeola jarvanyiigyi
vizsgalatainak nincs nagy jelentésége, az itthon diagnosztizalt szérvanyos esetek
filogenetikai analizisével a WHO globalis kanyar6 és rubeola eliminacids programja
szempontjabdl fontos informaciokhoz juthatunk. Az eddigi tapasztalatok azt mutatjak,
hogy Eurdpa rubeola virus mentesitése a tobb orszagban jellemzd részleges
atoltottsagnak eredményeképpen még varat magéara.

A WHO mind a sporadikus, mind a jarvanyos esetek tekintetében eredményesen
hasznalhat6 filogenetikai mdédszert ajanl a virus genotipusanak meghatarozéasara. Bar az
OEK Kiiitéses betegségek Nemzetkozi Referencia Laboratoriuma altal alkalmazott
rubeola genotipizald PCR és szekvenilo modszer még optimalizalasra szorul, a

szakdolgozatom készitésekor végzett filogenetikai analizist sikeresnek tekinthetjiik.

Eredmények:
e A filogenetikai vizsgalat alapjan egy betegnél bizonyitottan, tovabbi két beteg

esetében valoszintisithetéen a 2B genotipus okozta a megbetegedést.

e A Kiiitéses virusbetegségek Nemzeti Referencia Laboratériuma jelentést kiildott
a megallapitott genotipusrol a WHO Regionalis Referencia Laboratériumaba
(Robert Koch Institut, Berlin).

e A vizsgalat eredményei a Magyar Infektologiai és Klinikai Mikrobiologiai
Tarsasag 40. kongresszusan (2012. szeptember 20-22., Budapest) is
elhangzottak, az elkészitett torzsfa az eldadas poszterén megjelent.

(Melléklet 8. abra)

52



6. Irodalomjegyzék

! King A. M. Q., Adams M. J., Carstens E. B., Lefkowitz E. J. Virus taxonomy:
classification and nomenclature of viruses: Ninth Report of the International Committee
on Taxonomy of Viruses. San Diego: Elsevier Academic Press (2012)

2 Lee J. Y., Bowden D. S. Rubella Virus Replication and Links to Teratogenicity. Clin
Microbiol Rev (2000) 13: 571-587.

¥ Banatvala J. E., Peckham C. S. Rubella Viruses. Amsterdam: Elsevier (2006)
ISBN-13: 978-0-444-50634-4

* Parkman P. D., Buescher E. L., Artenstein M. S. Recovery of rubella virus from
army recruits. Proc Soc Exp Biol Med (1962) 111: 225-230.

> Weller T. H., Neva F. A. Propagation in tissue culture of cytopathic agents form
patients with rubella-like illness. Proc Soc Exp Biol Med (1962) 111: 215-225.

® Qiu Z., Yao J., Cao H., Gillam S. Mutations in the E1 Hydrophobic Domain of
Rubella Virus Impair Virus Infectivity but Not Virus Assembly. J Virol. (2000) 74:
6637-6642.

" Hwang D., Qiu Z., Gillam S. Effects of Mutations in the Rubella Virus E1
Glycoprotein on E1-E2 Interaction and Membrane Fusion Activity. J Virol. (1998) 72:
8747-8755.

 Wolinsky J. S., Sukholutsky E., Moore W. T., Lovett A., McCarthy M., Adame B.

An antibody- and synthetic peptide-defined rubella virus E1 glycoprotein neutralization
domain. J Virol. (1993) 67: 961-968

53


http://www.elsevierdirect.com/product.jsp?isbn=9780123846846
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Qiu%20Z%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Yao%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Cao%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Gillam%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Hwang%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Qiu%20Z%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Gillam%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Wolinsky%20JS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Sukholutsky%20E%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Moore%20WT%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Lovett%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20McCarthy%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Adame%20B%5Bauth%5D

 Chaye H., Chong P., Tripet B., Brush B., Gillam S. Localization of the virus
neutralizing and hemagglutinin epitopes of E1 glycoprotein of rubella virus. Virology.
(1992) 189: 483-92.

1% Manual for the laboratory diagnosis of measles and rubella virus infection (Second
edition) World Health Organization (2007) WHO/1VVB/07.01

1 Zhou Y., Ushijima H., Frey T. K. Genomic analysis of diverse rubella virus
genotypes. J Gen Virol. (2007) 88: 932-41.

2 Liang Y., Yao J., Gillam S. Rubella Virus Nonstructural Protein Protease Domains
Involved in trans- and cis-Cleavage Activities. J Virol. (2000) 74: 5412-5423.

¥ Hobman T. C., Woodward L., Farquhar M. G. The rubella virus E1 glycoprotein
is arrested in a novel post-ER, pre- Golgi compartment. J Cell Biol. (1992) 118:
795-811.

4 Risco C., Carrascosa J. L., Frey T. K. Structural maturation of rubella virus in the
Golgi complex. Virology. (2003) 312: 261-9.

!> Takacs M. Klinikai és jarvanyiigyi virologia. VoxMedica (2010) ISBN 9639740204

'8 Eliminating measles and rubella. Framework for the verification process in the who

european region. World Health Organization (2012)

7 Eliminating measles and rubella and preventing congenital rubella infection. WHO
European Region strategic plan 2005-2010 World Health Organization (2005)
ISBN 92-890-1382-6

'8 Rubella vaccines: WHO position paper. Weekly epidemiological record (2011) 86:
301-316

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chaye%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1379391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chong%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1379391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tripet%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1379391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brush%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1379391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gillam%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1379391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1379391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ushijima%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frey%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17325367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17325367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Liang%20Y%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Yao%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Gillam%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Risco%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12919732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carrascosa%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12919732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frey%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12919732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12919732

9 Plotkin S. A., Farquhar J. D., Katz M., Buser F. Attenuation of RA 27/3 Rubella
Virus in WI-38 Human Diploid Cells. Am J Dis Child. (1969) 118: 178-85.

20 Epidemiology and Prevention of Vaccine-Preventable Diseases (Chapter 19: Rubella)
The Pink Book: Course Textbook CDC (2012)

21 A monthly publication on vaccine-preventable diseases and immunization data and
analysis. WHO Epidemological brief (2012) 26

22 Update of standard nomenclature for wild-type rubella viruses. Weekly
Epidemiological Record (2007) 82: 216-22.

2 Dencs A., Farkas A., Gyugos M., Kurcz A. et al. Phylogenetic analysis of a
nosocomial transmission of hepatitis B virus at a paediatric haematology ward. Acta
Microbiol Hung. (2011) 58: 23-9.

2% Takatsy Gy. The use of spiral loops in serological and virological micro-methods.
Acta Microbiol Hung. (1956) 1-2: 191.

2> Az orszagos epidemiologiai kézpont modszertani levele a 2012. évi védéoltasokrol.

Epinfo (2012) 19

26 Nardone A., Tischer A.,Andrews N., Backhouse J. et al. Comparison of rubella
seroepidemiology in 17 countries: progress towards international disease control targets.
Bulletin of the World Health Organization (2008) 86: 81-160.

" Bosma T. J., Corbett K. M., O’Shea S., Banatvala J. E., Best J. M. PCR for

Detection of Rubella Virus RNA in Clinical Samples.
J Clin Microbiol. (1995) 33: 1075-9

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5794813
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dencs%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21450552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Farkas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21450552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gyugos%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21450552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kurcz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21450552
https://akkrt.metapress.com/content/119703/?p=2a761cd80131426d8f5fd15f86f3749c&pi=0
https://akkrt.metapress.com/content/119703/?p=2a761cd80131426d8f5fd15f86f3749c&pi=0

28 sanger F., Nicklen S., Coulson A. R. DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proc Nati Acad Sci USA (1977) 74: 5463-5467

2 The MegaMANUAL: A Guide for Sequencing with the MegaBACE 1000

30 MegaBACE Instrument Maintenance and Troubleshooting Guide, Version 2.4 User

manual, Amersham bioscences

3 Corpet F. Multiple sequence alignment with hierarchical clustering. Nucl. Acids Res.
(1988) 16: 10881-90

32 Larkin M. A., Blackshields G., Brown N. P., Chenna R. et al. Clustal W and
Clustal X version 2.0. Bioinformatics (2007) 23: 2947-48.

% Zhu Z., Cui A., Wang H., Zhang Y. et al. Emergence and Continuous Evolution of
Genotype 1E Rubella Viruses in China. J Clin Microbiol. (2012) 50: 353-63.

% Vauloup-Fellous C., Hiibschen J. M., Abernathy E. S., Joseph Icenogle J. et al.
Phylogenetic Analysis of Rubella Viruses Involved in Congenital Rubella Infections in
France between 1995 and 2009. J Clin Microbiol. (2010) 48: 2530-35.

% Martinez-Torres A. O., Mosquera M. M., Sanz J. C., B. Ramos, Echevarria J. E.

Phylogenetic Analysis of Rubella Virus Strains from an Outbreak in Madrid, Spain,
from 2004 to 2005. J Clin Microbiol. (2009) 47: 158-63.

56


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17846036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17846036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Zhu%20Z%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Cui%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Wang%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Zhang%20Y%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Vauloup-Fellous%20C%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20H%26%23x000fc%3Bbschen%20JM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Abernathy%20ES%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Icenogle%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Mart%26%23x000ed%3Bnez-Torres%20AO%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Mosquera%20MM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Sanz%20JC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Ramos%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Echevarr%26%23x000ed%3Ba%20JE%5Bauth%5D

1. A 4889/11 (KL) szekvencia tobbszoros illesztése referencia szekvenciakkal

7. Melléklet

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment
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2B_AY968220
2B AY968218
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2A AY258322
2A AY258323
2C_D0388279
2C_DQ085340

KL

2B _AY968220
2B _AY968218
2B _AY968219
2A AY258322
2A AY258323
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KL

2B_AY968220
2B_AY968218
2B AY968219
2R AY258322
2A AY258323
2C_DQ388279
2C_DQ085340

GTTCCACACGGAAACCAGAACCGTCTGGCAGCTCTCCGTGGCCGGCGTGTCGTGCAACGT
GTTCCATACAGAAACCAGGACCGTCTGGCAGCTCTCCGTAGCCGGCGTGTCGTGCAACGT
GTTCCATACAGAAACCAGGACCGTCTGGCAGCTTTCCGTAGCCGGCGTGTCGTGCAACGT
GTTCCATACAGAAACCAGGACCGTCTGGCAGCTCTCCGTAGCCGGCGTGTCGTGCAATGT
GTTCCACACCGAAACCAGGACCGTGTGGCAACTCTCCGTAGCGGGCGTGTCGTGCAACGT
ATTCCACACGGAAACCAGGACCGTGTGGCAACTCTCCGTAGCTGGCGTGTCGTGCAATGT
GTTCCACACGGAGACCAGGACCGTCTGGCAACTTTCCGTGGCCGGCGTGTCGTGCAACGT
GTTCCACACGGAGACCAGGACCGTCTGGCAGCTTTCCGTGGCCGGCGCGTCGTGCAACGT

KAKKKX Ak Ak KAAKAAKX KAAKAKAKX KAAXAK* Xk *AAAA* Xk XAk *x *AAXAXXAXA*A**x **%

CACGACCGAACATCCGTTCTGCAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTCCAGGTCCCGCC
CACGACCGAACATCCGTTCTGTAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTCCAGGTCCCGCC
CACGACCGAACATCCGTTCTGCAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTCCAGGTCCCGCC
CACAACCGAACACCCGTTCTGCAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTTCAGGTCCCGCC
CACCACCGAACATCCGTTCTGCAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTCCAGGTCCCGCC
CACCACCGAACATCCGTTTTGCAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTCCAGGTCCCGCC
TACCACTGAACACCCGTTCTGCAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTCCAGGTCCCGCC
CACCACTGAACACCCGTTCTGCAACACGCCGCACGGACAACTCGAGGTCCAGGTCCCGCC

KK Ak KKK KAK AKAKAKAK A*k AKX KA KA A A A A A A A KA A KA A A AN AR A A K Ak Ak kkk

CGACCCCGGCGACCTGGTTGAGTACATCATGAATTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTG
CGACCCCGGCGACCTGGTTGAGTATATCATGAATTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTG
CGACCCCGGCGACCTGGTCGAGTACATCATGAATTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTG
CGACCCCGGTGACCTAGTTGAGTATATCATGAATTACACCGGCAACCAACAGTCCCGCTG
TGACCCTGGGGACCTAGTCGAGTACATCATGAACTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTG
TGACCCTGGGGATCTAGTCGAGTATATCATGAACTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTG
CGACCCTGGGGACCTGGTTGAGTACATTATGAATTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTG
CGACCCTGGGGACCTGGTTGAGTACATTATGAATTACACCGGCAACCAACAGTCCCGGTG

KA KKK kk kk kk kk KKK AKk kk AKA KKK AKX A A A KA A A A A A A A Ak Ak x * %

GGGCCTCGGGAGCCCGAACTGCCACGGCCCCGACTGGGCCTCCCCGGTTTGCCAGCGCCA
GGGCCTCGGGAGCCCGAACTGCCACGGCCCCGACTGGGCCTCCCCGGTTTGCCAGCGCCA
GGGCCTCGGGAGCCCGAACTGTCACGGCCCCGACTGGGCCTCCCCGGTTTGCCAGCGCCA
GGGCCTCGGGAGCCCGAATTGTCACGGCCCCGACTGGGCCTCCCCGGTTTGCCAGCGCCA
GGGCCTCGGGAGCCCGAACTGTCACGGCCCCGATTGGGCCTCTCCGGTTTGCCAGCGCCA
GGGCCTCGGGAGCCCGAACTGTCACGGCCCCGATTGGGCCTCCCCGGTTTGCCAGCGCCA
GGGCCTCGGGAGCCCGAACTGTCACGGCCCCGACTGGGCCTCCCCGGTTTGCCAACGCCA
GGGCCTCGGGAGCCCAAACTGTCACGGCCCCGACTGGGCCTCCCCGGTTTGCCAACGCCA

KK hkhAhArAAKARE K*hk KKk *AAAAAKAAKAK* *AAAAKAK* *AAAKAXAAFAK* Kk A KKk

CTCTCCAGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCCACGCCAGAGCGCCCCCGGCTGCGTCTCGT
CTCTCCCGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCCACGCCAGAGCGCCCCCGGCTGCGCCTCGT
TTCTCCCGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCCACGCCAGAGCGCCCCCGGCTGCGCCTCGT
CTCCCCTGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCTACGCCAGAGCGCCCCCGGCTGCGCCTCGT
CTCCCCCGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCCACGCCAGAGCGCCCCCGGCTGCGCCTCGT
CTCCCCCGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCCACGCCAGAGCGCCCCCGGCTGCGCCTCGT
CTCCCCCGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCCACGCCAGAGCGTCCCCGGCTGCGTCTTGT
CTCCCCCGACTGTTCGCGGCTCGTGGGGGCCACGCCAGAGCGTCCCCGGCTGCGCCTTGT

Kk kKhk KKK KAKAKAKAKAAKAAKAKAKAAKAKAKA FAKKAKAKAKIAKK KAKAKKAKKAXKFXA KKk **k

CGATGCTGACGACCCCCTTCTGCGCACTGCCCC-=======———————————————————
CGATGCTGACGACCCCCTTCTGCGCACTGCCCCGGGGCCGGGCGAGGTGTGGGTCACGCC
CGATGCTGACGACCCCCTTCTGCGCACCGCCCCGGGGCCGGGCGAGGTGTGGGTCACGCC
CGATGCTGATGACCCCCTTCTGCGCACTGCCCCTGGGCCCGGCGAGGTGTGGGTCACGCC
CGACGCTGACGACCCCCTTCTGCGCACCGCCCCTGGGCCCGGCGAGGTGTGGGTCACGCC
CGATGCTGACGACCCCCTTCTGCGCACCGCCCCTGGGCCCGGCGAGGTGTGGGTCACGCC
CGACGCCGACGACCCCCTTCTGCGCACCGCCCCTGGGCCCGGCGAGGTGTGGGTCACGCC
CGATGCCGACGACCCCCTTCTGCGCACCGCCCCTGGGCCCGGCGAGGTGTGGGTCACGCC

KKK AKXk AKXk AXAAXAXAXAAXAAXAXAXAAXAKAKA KX XXX K* K
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2B AY968220
2B AY968218
2B AY968219
2A AY258322
2A AY258323
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2C_DQ085340

KL

2B_AY968220
2B AY968218
2B_AY968219
2R AY258322
2A AY258323
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2C_DQ085340

KL

2B_AY968220
2B AY968218
2B_AY968219
2A AY258322
2A AY258323
2C_D0388279
2C_DQ085340

KL

2B _AY968220
2B _AY968218
2B _AY968219
2A AY258322
2A AY258323
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2C_DQ085340

KL

2B_AY968220
2B_AY968218
2B_AY968219
2R AY258322
2A AY258323
2C_DQ388279
2C_DQ085340

TGTCATAGGCTCTCAGGCGCGCAAGTGCGGACTCCACATACGCGCCGGACCGTACGGCCA
TATCATAGGCTCGCAGGCGCGCAAATGCGGACTTCACATACGCGCCGGACCGTACGGCCA
TGTCATAGGCTCTCAGGCGCGCAAGTGCGGACTCCACATACGCGCCGGACCGTACGGCCA
TGTTATAGGCTCTCAGGCGCGCAAGTGCGGACTCCACATACGCGCCGGACCGTACGGCCA
CGTCATAGGCTCTCAGGCGCGCAAGTGTGGACTCCACATACGTGCCGGACCGTACGGCCA
CGTCATAGGCTCTCAGGCGCGCAAGTGCGGACTCCACATACGCGCCGGACCGTACGGCCA
CGTCATAGGCTCTCAGGCGCGCAAGTGCGGACTCCACATACGCGCCGGACCGTACGGCCA

CGCCACTGTCGAAATGCCTGAGTGGATCCACGCCCACACCACCAGCGATCCCTGGCACCC
CGCCACCGTCGAAATGCCTGAGTGGATCCACGCCCACACTACCAGTGATCCCTGGCACCC
TGCCACCGTCGAAATGCCTGAGTGGATCCACGCCCACACCACCAGTGACCCCTGGCACCC
CGCCACTGTCGAAATGCCTGAGTGGATCCACGCCCACACCACCAGCGACCCCTGGCACCC
CGCCACTGTCGAAATGCCTGAGTGGATCCACGCCCACACCACCAGCGACCCCTGGCACCC
CGCCACCGTCGAAATGCCTGAGTGGATCCACGCCCACACCACTAGCGACCCCTGGCACCC
CGCCACCGTCGAAATGCCTGAGTGGATCCACGCCCACACCACTAGCGACCCCTGGCACCC

—————————— TTGGGACTCAAGTTCAAGACAGTCCGCCCGGTGGTCCTGCCACGAGCGTG
GCCCGGCCCCTTGGGACTCAAGTTCAAGACAGTCCGCCCGGTGGTCCTACCACGCGCGTT
GCCCGGCCCCCTGGGACTCAAGTTCAAGACAGTCCGCCCGGTGGTCCTACCACGCGCGTT
GCCCGGCCCCCTGGGATTGAAGTTCAAGACAGTCCGCCCGGTGGCCCTACCACGCGCGTT
GCCGGGCCCCCTGGGACTGAAGTTCAAGACGGTCCGCCCCGTCGCCTTGCCACGCGCGTT
GCCGGGCCCCCTGGGACTGAAGTTCAAGACGGTCCGCCCCGTGGCCTTGCCACGCGCGTT
GCCGGGCCCCTTGGGACTGAAGTTTAAGACGGTTCGCCCGGTGGCCCTGCCGCGCGCGTT
GCCGGGCCCCTTGGGACTGAAGTTTAAGACGGTTCGCCCGGTGGCCCTGCCGCGCGCGTT

KA K KK ok Ak KKK Ak khkk kk KAk kkk kk Kk Kk Kk KKk KKk Kkkk

AGCGCCCCCTCGCAACGTGCGCGTAACTGGCTGCTACCAGTGCGGTACCCCCGCGCTGGT
AGCGCCCCCTCGCAACGTGCGCGTAACTGGCTGCTACCAGTGCGGTACCCCCGCGCTGGT
AGCGCCCCCTCGCAACGTGCGCGTAACCGGCTGCTACCAGTGCGGTACCCCCGCGCTGGT
AGCGCCTCCCCGCAACGTGCGCGTGACTGGCTGCTACCAGTGCGGTACCCCCGCGCTGGT
AGCGCCCCCTCGCAACGTGCGTGTGACCGGCTGCTACCAGTGCGGCACTCCCGCGCTGGT
AGCGCCTCCTCGCAACGTGCGTGTAACCGGCTGCTACCAGTGCGGCACTCCCGCGCTGGT
AGCGCCACCCCGCAACGTGCGCGTAACCGGCTGCTACCAGTGCGGCACCCCCGCGCTGGT
AGCGCCACCCCGCAACGTGCGCGTAACCGGCTGCTACCAGTGCGGCACCCCCGCGCTGGT

RR R R R Ik S I I S S R R I Rk I S

GGAGGGCCTCGCCCCAGGAGGAGGGAACTGCCACCTCACCGTCAACGGCGAGGACGTCGG
GGAGGGCCTTGCCCCAGGAGGAGGGAACTGCCACCTCACCGTCAACGGCGAGGACGTCGG
GGAGGGCCTTGCCCCAGGAGGAGGGAACTGCCATCTCACCGTCAACGGCGAGGACGTCGG
GGAGGGCCTCGCCCCAGGAGGAGGGAACTGCCACCTTACCGTCAATGGCGAGGACGTCGG
GGAAGGCCTCGCCCCAGGGGGTGGCAATTGCCACCTCACCGTCAATGGCGAGGACGTCGG
GGAAGGCCTCGCCCCAGGGGGCGGCAATTGCCACCTCACCGTTAATGGCGAGGACGTCGG
GGAAGGCCTCGCCCCGGGGGGAGGGAATTGCCATCTTACCGTCAACGGCGAGGACGTCGG
GGAAGGCCTCGCCCCGGGGGGAGGGAATTGCCATCTTACCGTCAACGGCGAGGACGTCGG

Khkk kkkhkk khkkkk kk kk kk kk kkkkk kk khkkkk kk Kk kkkkkkkkkkkk

CGCCTTCCCCCCTGGGAAGTTCGTCACCGCCGCCCTCCTCAACACCCCCCCGCCCTACCA
CGCCTTCCCCCCTGGGAAGTTCGTCACCGCCGCCCTCCTCAACACCCCCCCGCCCTACCA
CGCCTTCCCCCCTGGGAAGTTCGTCACCGCCGCCCTCCTCAACACCCCCCCGCCCTACCA
CGCCTTCCCCCCTGGGAAGTTCGTCACCGCCGCCCTCCTCAACACTCCCCCGCCCTACCA
CGCCTTCCCCCCTGGGAAATTCGTCACCGCCGCCCTCCTCAACACTCCACCGCCCTACCA
CGCCTTCCCCCCTGGGAAGTTCGTCACCGCCGCCCTCCTCAACACTCCACCGCCCTACCA
CGCCTTCCCCCCTGGGAAGTTTGTCACCGCCGCCCTCCTGAACACCCCCCCGCCCTACCA
CGCCTTCCCCCCTGGGAAGTTCGTCACCGCCGCCCTCCTGAACACCCCCCCGCCCTACCA

KAKAKKKAKKAKRKAKAKAKNKA Ak AAAKAKAAKAKAKAAKXA Ahkhkx **k FAAAKAKF XK K

AGTGAGTTGCGGGGGTGAG 582
AGTGAGTTGCGGGGGTGAG 739
GGTGAGTTGCGGGGGCGAG 739
AGTGAGTTGCGGGGGCGAG 739
AGTGAGTTGCGGGGGTGAG 739
AGTGAGTTGCGGGGGTGAG 739
AGTGAGCTGCGGGGGCGAG 739
AGTGAGCTGCGGGGGCGAG 739

KAXKKAKX KAAXXAKAKAKAKX KAk
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2. Maximum Parsimony modszerrel készitett filogenetikai torzsfa
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3. UPGMA modszerrel készitett filogenetikai torzsfa
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4. Minimum Evolution médszerrel készitett filogenetikai torzsfa
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5. Maximum Likelihood médszerrel készitett filogenetikai torzsfa
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6. Neighbor-joining médszerrel készitett filogenetikai torzsfa
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7. A nemzetkozi adatbankbol letoltott rubeola szekvenciak adatai

Azonosito szam

Izolalas helyszine

Szekvencia elnevezése

AF039115 Belgium Cendehill (1963)

AF039133 Germany INS (1995)

AF551761 Germany G432-GER99

AM?258955 Minsk RVi/Minsk.BLR/18.05/2[1E]
AY161353 Italy 3994-1TA91

AY 326341 Germany BCM/-GER91

DQ085331 Pavia 6431 PAVIA, ITALY 1997
EF210049 Istanbul RVs/lIstanbul. TUR/01/3
EF649764 Perm LSM15Perm-2005RU [2c]
EU240899 Sheffield RVs/Sheffield. GBR/13.07[2B]CRS
EU240900 London RVs/London.GBR/25.07[2B]
EU518616 Madrid RVs/Madrid.SPA/10.05/5[1j]
FJ711672 \oronej Rvi/VVoronej.RUS/7.08
FJ711683 Chernivtcsi Rvs/Chernivtcsi. UKR/13.07
FJ711694 Tula Rvs/Tula.RUS/06.06
FN546968 Lille RVs/Lille.FRA/38.95[1h]
FN546969 Paris RVs/Paris.FRA/18.96[1G]
FN547013 Bordeaux RVs/Bordeaux.FRA/45.02[1E]
FN547017 Bordeaux RVs/Bordeaux.FRA/27.04[2B]CRS
FN547021 Paris RVs/Paris.FRA/26.09[2B]
FR717222 Sarajevo RVi/Sarajevo.BIH/10.10/2[2B]
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8. Poszter a Magyar Infektologiai és Klinikai Mikrobiologiai Tarsasag 40. kongresszusara

(2012. szeptember 20-22., Budapest)

& Morbilli és rubeola — nemzetkazi kitekintés és hazai helyzet
- M. Szomor Katalin', Rigo Zita*, Farkas Agnes?, Geresi Adrienn, Szaba Eva', Nagy Orsolya®, Molnar Zsuzsanna®, Takacs Maria®

1 Orszagos Epidemiologiai Kizpont, Virologiai foosztaly, Kilitéses Vinusbetegsapek Nemzeti Referencia Laborstoriuma [Kv-MRL), Budapest
2 Orszagos Epidemiologiai Kizpont, Jarvanyigyi osztaly, Budapest
fEE‘iI'EIEI'rE & WHO altal 2015-re kitdzitt cel — & kanysrd és a bongenitilis rubeola szindroma eliminacioja az Eurdpai Regiobol- skdor valosithato meg. ha ;\
tagallamok mindegyikeben megvalosul a fogekony korosztalyok legalabb B5%-3nak 2 dozisi MMR-rel térténc oltdsa. Magyarorszigon hagyomanyosan magss (- 38%)
az dtoltottsag. Az utobbi evekben mind @ kanysro, mind pedig a rubeols megbetegedesek szima natt Europaban, &s szemben 3 korabbi nehany &v tapasztalataval,
\2010 ota Magyarorszigon ismet igazoltunk mind behurcolt eseteket, mind pedig —feltehetden- ezen betegek kontaktjai kizitt eldforduld hazmi megbetegedeseiet. )

/ KANYAROD \ / RUBECQLA \
/  Eurapai helyzet ,/ Eurdpai helyzet Magyarorszagi helyzet

f " v e e i e oy 1 —— 1 |

[PEPE—

|
B
|

= = '
Magyarorszagi helyzet
A 00-HEL il et kst
sawrink cime MO0 | by e e

Genotipizilisi eredmények
Az eredmenyek
dsszehasonlithatosaga
erdekeben WHO ajanlas:

* 3z azonns Zakasz (3
hemagglutinacios sktivitasert is
e . felelas E1 - ervelope
Genotipizalasi eredmenyek gikoprateint kidold régié min,
Bz eredmernyek Gsszehasonlithatosaga 739 bp) szekvenitisa
ardebaben WHD =j5n|55: * ugyanazon referencia

2 azanos génsakasz (N - . tirzsekhez (jeldlésik 3 thrasfin:
nukleoproteint kodolo gen C-terminalis #) valo viszonyitas

regio, min. 450 bp) szekwenalasa

» yzyanazon referencia tirzsekhez valo . .
wiszomyitis Rubealavirus genotipusok

Morbillivirus genotipusok
eldfordulasa Eurdpaban:

rﬁSSEEFGGLﬂ.LﬂS A fogekony korosztalyok magas atoltottsaganak kbszinhetden Magyarorszagon az elmalt evtizedben evi nehany behurcolt kanysro es rub-eula\
esettol eltekintve nem fordult eld — 2 KV-MRL altal is- megerositett hazai meghetegedes. Az utobbi ket evben bejelentest/izazolt esetek egy reszeben nem erkezets
megfeleld mintz [helyes iddpontban vett, RNS kimutatssra alkalmas: korai wer/savo, garattorlet VTW-ben (vinus-transzport-medium), vizelet] a laborstoriumba, smely

3 molekularis kimutatas s a WHO altl ebart genotipzalas alapjat kepezne. )
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Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Szomor Katalinnak szakmai
tamogatasaért, és Dr. Takacs Marianak, aki lehet6vé tette, hogy szakdolgozatomat az
Orszéagos Epidemioldgiai Kozpont Virusdiagnosztikai osztalyan készitsem el.

Koszonettel tartozom konzulensemnek, Dr. Sveiczer Akosnak, aki szakdolgozatom
megirdsa soran hasznos tanacsokkal latott el, tovabba Farkas Agnesnek, aki a

laboratoriumban toltott id6 alatt munkamat koordindlta €s segitette.
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