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BEVEZETES

A XXI. szazad szamos Uj kihivast tdmasztott az emberiség elé, amelyek koziil talan az
egyik legnagyobb az emberiségre veszélyt jelent6s korokozokkal vivott harc. A globalizacios
folyamatok, a vilagméretli kereskedelem, a népességrobbanas vagy éppen a korlatlan utazasi
lehetéségek mind hozzajarulhatnak a fert6z6 betegségek hatartalan, emberi erével szinte
megallithatatlan terjedéséhez, lehetOségeket biztositva ezzel wjabb és ujabb jarvanyok
kialakulasara. A folyamat, ami jarvanyok kirobbandsahoz ¢€s futotlizszer terjedéséhez vezet
nem volt példanélkiili az elmult évtizedekben sem. Gondoljunk csak a 2002-es SARS
koronavirus jarvanyra, vagy a 2009-ben megjelent négyszeres reasszortans HIN1 pandémias
influenzavirusra. Az emberi civilizacio terjedésével, a modern kor technolédgiai talalmanyai és
az életmindség javitasa érdekében bevezetett vivmanyai sokszor szamos veszElyt is rejthetnek
magukban. Eurdpa egyik legforgalmasabb repiilterének szamito frankfurti repiiloteret 24 6ra
alatt tobb mint 167 ezer utas veszi igénybe, ami havi szinten tobb mint 5 millié utast jelent. A
modern molekularis bioldgiai technologidk lehetdséget nyujtanak a korokozok gyors
felismerésére, genetikai adataik gyors megismerésére, vagy akar ezidaig ismeretlen,
egészségiigyi kockazattal bird patogének leirasara is. Az uj kérokozok folyamatos keresése,
megismerése mar széleskorlien elfogadott eljaras, egyre novekvO kutatasi irdny, amely a
kozegészségiigy szempontjabol kritikus jelentdségii helyzetek megel6zését teheti lehetdvé. Jo
példa erre az elmult években egyre gyakoribb és sulyosabb jarvanyokat okozoé filovirusok
kutatasa. A 2013 és 2016 kozott tombold nyugat-afrikai ebolavirus jarvany a modern kor
legsulyosabb epidémiaja volt, de egyuttal a torténelem legjobban feltart jarvanya is, hiszen a
megbetegedések 5 szazalekabol sikeriilt teljes viralis genomikai adatot nyerni. Hasonlé méretii
¢és kimenetelli jarvanyok megel6zésének egyik alkalmas modszere lehet a virusok idében
torténd felfedezése, melyre ugyancsak jo példa a nemrégiben leirasra keriilt Bombali
ebolavirus, amelyet Sierra Leone teriiletén befogott denevérekben azonositottak. Azonban a
felbukkand és/vagy ujra felbukkand fert6z6 betegségek megismeréséhez komplex
megkozelitések sziikségesek, igy legalabb annyira fontos a természetes gazdaszervezetek és
vektorszervezetek megismerése, mint a kérokoz6 direkt genomikai vizsgélata.

Jelen disszertacioban a hazdnkban és a kdrnyezd orszagokban eldéforduld allatok,
elsésorban ragcsalok, szanyogok, kullancsok és denevérek altal hordozott virdlis kérokozokat
mutatom be. A munka jelentds mértékben tdmaszkodik a mar ismert, illetve 0j virusok
azonositasanak fontossagara, molekularis jellemezésiikre, terjedésiik dinamikajanak feltarasara

¢és gazdaszervezeteik megismerésére.



CELKITUZESEK

Vizsgalataink elsddleges célja a hazdnkban, illetve a régioban eléfordulo, allatok altal
hordozott virusok jellemzése volt. Elsdsorban olyan virusokra §sszpontositottunk, amelyeknek
jelentds szerepe van /lehet human- és/vagy allategészségiigyi, kozegészségiigyi és jarvanyligyi
szempontbol. Ennek megfelelden vizsgélatainkat féleg a természetben gyakran el6forduld
ragcsalok, szanyogok ¢és kullancsok altal hordozott virusok felmérésére iranyitottuk, illetve a
késobbiekben egy napjainkban egyre ndvekvo tendenciat mutatd kutatasi irdnyt, a denevérek
altal hordozott virusok korét vontuk be. Modszertani palettdnk részeként elsdsorban
molekularis bioldgiai technikdkat hivtunk segitségiil, de jelentds hangsulyt fektettiink az
immunologiai €s hagyomanyos virologiai metodikék alkalmazasara is. Mivel sok esetben 1j,
ismeretlen korokozok felderitése és molekularis jellemzése volt a f6 cél, ezen kisérleteinkben
kutatasi stratégiankat elsésorban metagenomikai megkozelitéseken alapuld technikak
hataroztak meg.

Céljaink voltak:

» A hazai hantavirusok komplex vizsgalata, amely magaba foglalta a molekularis
bioldgial, klinikai és epidemioldgiai ismereteink béviilését a virussal kapcsolatban.

» A kullancsenkefalitisz virus hazai kimutatasa ragcsalokbol é€s a vektor szervezetekbol
egyarant. A kimutatott virusok filogenetikai, filogeografiai besorolésa.

» A Krimi-kongéi vérzéses laz virus hazai vizsgalata, a virus tényleges jelenlétének
igazolasa (vagy cafolasa) molekularis biologiai és szerologiai technikak
alkalmazasaval.

» A Nyugat-nilusi virus hazai és régios szintli kimutatasa, valamint sokréti molekularis
biologiai jellemzése, filogenetikai analizise.

» Az Usutu virus régios kimutatasa, filogenetikai besorolasa.

» A denevérek altal hordozott virusok esetében a korszerii molekularis biologiai
modszerek nyljtotta lehetdségeket kihasznalva 1) virusok leirasat céloztuk meg, amely
igy egylitt jart a virusok részleges vagy teljes genomjanak meghatarozasaval. Ennek
segitségével feltérképezhetévé valtak a virusok evollacios szintli valtozasaik,
jellemezhetdk filogenetikai, filogeografiai kapcsolataik, vagy akar megismerhetok a
viralis fehérjék strukturai és azok feltételezett funkcionalis szerepe. Fontos kérdésiink
volt a virusok tényleges gazdafajainak megismerése, és ezaltal a fajok kozti atadas
lehetdségének, a lehetséges allategészségiigyi kockazatnak, vagy akar a potencialis

zoondtikus képességnek a felmérése is.



ANYAGOK és MODSZEREK

Vizsgalati mintak gytijtése

» Rdgcsadlo mintak gyiijtése

A kisemlOsoket hazai és horvatorszagi hatdrmenti teriileteken csapdaztuk. Kisérleteinkben
a ragcesalok tiidészovetében szaporodd virusokat kerestiik, igy természetesen a vizsgalataink
targyat képezo kisemldsok boncolédsa elengedhetetlen volt. A vizsgalatokhoz tiido, maj, 1ép,
vese, bél és agy szoveteket tavolitottunk el.

> [zeltlabii vektorok (kullancsok, sziinyogok) gyiijtése

Kullancsok esetében a gyakorlatban igen elterjedt, legegyszertibb, kézi gylijtési modszert
alkalmaztuk, melynek soran egy hagyomanyos torolkozé segitségével sikertilt 6sszegylijteni az
allatokat az aljnovényzetrél. A csipészunyogok (Culicidae) gytjtése CDC-CO> csapdakkal
tortént, minden esetben a szunyogok aktiv tenyészidészakaban (majus-szeptember).

» Human vérmintak gyiijtése

A hantavirusok okozta fertézések klinikai vizsgalatdhoz a human betegmintakat a PTE,
Klinikai Kozpont, 1. szamu Belgyogyaszati Klinika, Infektologiai Tanszék, illetve a II. szamu
Belgyogyaszati Klinika és Nephroldgiai Centrum munkatarsainak segitségével gytjtottik. A
human érintettségli hantavirus vizsgalatok masik nagy célcsoportja a fert6zésnek leginkabb
kitett rizikocsoport (erdészek, vadaszok, mezégazdasagi dolgozok) volt. A vizsgalatok etikai

engedély szama: ETT-TUKEB No0#2213-0/2010-1018EKU.

Molekularis biologiai modszerek

» Nukleinsav preparadlas

A virélis nukleinsav preparalasat mindig az adott kisérlethez igazitva végeztiik el. A legtobb
vizsgalatndl a kereskedelmi forgalomban is kaphaté nukleinsav izolalo kiteket hasznaltuk,
minden esetben betartva a gyarto altal eldirt paramétereket. Abban az esetben, ha a kisérlet
megkovetelt mas jellegli nukleinsav izolalast, leggyakrabban a TRIzol alapu modszert, vagy a
hagyomanyos, guanidin-thiocianat-silica extrakcios technikat alkalmaztuk.

» RT-PCR, qRT-PCR vizsgalatok (TagMan proba)

Mivel a vizsgalt korokozok a kisérletek jelentds részében RNS virusok voltak,
leggyakrabban egylépéses (one-step) reverz transzkripciospolimeraz lancreakciot (RT-PCR)
alkalmaztunk, mind a hagyoményos végpont RT-PCR, mind pedig a TagMan probas RT-PCR
soran (Qiagen, One Step RT-PCR Kit). A harom kilobazisnal hosszabb nukleotid szakaszok



felsokszorozasanak céljabol Phusion U Hot Start PCR Master Mix (Thermo Scientific),
valamint SuperScript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen) enzimeket hasznaltunk.

» RACE PCR

A 3' genomi végek meghatarozasa céljabol a 3' RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
modszert alkalmaztuk. A kisérlethez a Superscript I11 One-Step RT-PCR System (Invitrogen)
rendszert hasznaltuk, a gyarto altal javasolt eldirasokat és javaslatokat kovetve. A genom 5'
végének meghatarozasat az 5/3' RACE Kit, 2" Generation Kit (Roche) segitségével végeztiik.

» Hagyomanyos, Sanger-féle szekvendalas

A szekvenalasi reakciohoz sziikséges RT-PCR termékeket kereskedelmi forgalomban
kaphat6 kitek segitségével tisztitottuk ki az agardz gélbdl, a gyartd utasitdsai alapjan. A
szekvenalasi reakciot BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1 (Thermo
Fisher Scientific) alkalmazasaval, a kisérlet jellegétl fiiggd oligonukleotid primerekkel
végeztiik el. A szekvenalast automata ABI Prism 310 DNS szekvenald késziilékkel (Applied
Biosystems) valdsitottuk meg.

» NGS alapu szekvenalas

Kisérleteink bizonyos szakaszaban ujgeneracios szekvenalast (NGS) is alkalmaztunk. Az
lon Torrent PGM (Life Technologies) kompatibilis szekvenalasi konyvtarakat a NEBNext Fast
DNA Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent Kit (New England Biolabs)
hasznalataval készitettiik el. A konyvtarkészités soran az IonTorrent Xpress barcode adapterei
(Life Technologies) keriiltek felhasznalasra. A klonalis fragment amplifikaciot elvégzo
emulzids PCR reakciokat az Ton OneTouch 200 Template Kit felhasznalasaval, a OneTouch 2
(Life Technologies) platformon végeztiik. A szekvenalasokhoz a 200 bazisparos szekvenalasi
protokollt alkalmaztuk, 316-os chip felhasznalasaval, lon Torrent PGM platformon.

» Klonozas, transzformalas, fehérje-expressziohoz sziikséges plazmidok elokészitése

A kisérletek jelentds részében a konnyebb kezelhetdség miatt a PCR terméket kdzvetleniil
TA-klonoz6 rendszerbe (DGEM-T Vector System; Promega) juttattuk be, majd a fragmentet
pET28a(+) (Novagen) expresszios vektorba klonoztuk. A restrikcids endonukleaz emésztéseket
kisérlettdl fiiggd kombinacioban végeztiik el (Ndel/Xhol, Nhel/Xhol) (New England Biolabs)
a megfeleld enzimpuffer jelenlétében 2 oraig 37 C°-on. A keletkezett termékeket agardz
gélelektroforézissel valasztottuk el, és a gélbdl tisztitottuk. A tisztitott vektort ezutdn
expresszios E. coli torzsbe, BL21 Rosetta (DE)pLysS (Novagen) kompetens sejtekbe

transzformaltuk.



» Rekombindns fehérje expresszio, fehérjetisztitas

A rekombinans plazmidot tartalmazé BL21 Rosetta sejteket 37 C°-on, folyamatos razatas
mellett LB tapfolyadékban ndvesztettik kanamycin és Kkloramfenikol jelenlétében. A
logaritmikus fazis elérésekor a sejtek indukciojat IPTG hozzdadaséaval inditottuk. A fehérje
expressziot kovetden a sejtpelletet Bacterial Protein Extraction Reagent® (B-PER; Thermo
Scientific) segitségével oldottuk fel a gyartd utasitasai alapjan. A zarvanytesteket képzo
proteinek feltarasahoz denaturald lizis puffert alkalmaztunk. A lizatumbol az esetleges
sejttormeléket centrifugalassal tavolitottuk el. A rekombindns fehérjék tisztitasa a sejtek
feltarasahoz hasonldan denaturald koriilmények kozott zajlott HIS Select® HF Nickel Affinity
Gel (Sigma Aldrich) oszlop segitségével. A fehérjék renaturalasat dializissel végeztiink el. A
Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék (Agilent Technologies) hasznélataval éllapitottuk meg a
gyart6 utasitasai szerint.

» Transzgenikus CHO sejtvonal eléallitasa

Transzgenikus kinai horcsdg ovarium (CHO) sejteket a KKVLV vizsgalataink soran
hasznaltunk, melyet lentiviralis expresszios rendszer segitségével allitottunk eld HEK 293T

sejtekben. A megcélzott CHO sejteket spinokulacioval fertéztiik.

Immunologiai modszerek

» Western blot (WB) vizsgalat

A fehérjemintdkat gélelektroforézis alkalmazasaval, 10%-0S SDS-poliakrilamid gélen
valasztottuk el, majd elektroblottolassal nitrocelluléz membranra (BioRad) juttattuk at, Semi-
Dry Transfer késziilék (BioRad) hasznlataval. A vizsgalatokban alkalmazott els6dleges antitest
jelolésére minden esetben 1:1000 higitasban Penta-His monoklondlis antitestet (Qiagen)
hasznaltunk. Masodlagos antitestként tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt kecske anti-egér IgG
(1:1000, Dako), illetve poliklonalis anti-human IgG antitestet (1:2000, Dako) alkalmaztunk. A
reakciot kromogén oldat, DAB-NICI (3, 3’ diaminobenzidine; Sigma) és H2O> segitségével
tettiik lathatova.

» ELISA vizsgalat

Standard, indirekt ELISA vizsgalatokat a hantavirus, illetve a KKVLV kisérletek soran
alkalmaztunk. A kisérletekben a 96 lyuku mikrotiter lemezeket (Maxisorp Nunc Immuno Plate,
Nunc) és az altalunk elézéekben expresszalt rekombinans nukleokapszid proteint hasznaltuk.

A tovéabbiakban standard ELISA protokollt alkalmaztunk. A szinreakciot 3,3°,5,5’-
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tertrametilbenzidin szubsztrat (TMB; BD Biosciences) hozzaadasaval értiikk el, majd az
enzimreakciot 2 M H»SOs oldattal allitottuk le. Az eredményeket mikrotiter-lemez
spektrofotométerrel (Thermo Electron Corporation) 450 nm hulldmhosszon mértiik.

» Immunfloureszcens vizsgalat

Kisérleteinkben a CHO-KKVLV transzfektalt sejtvonalat metanolos fixalast kovetéen
targylemezekre szaritottuk. A kisérletekben 1:100 higitasu nyul savot, illetve kecske, anti-nyul
IgG Alexa Fluor 488 (Abcam) szekunder antitesteteket alkalmaztunk. Az eredményeket Nikon

Eclipse Ti-U mikroszkop rendszerrel, 480 nm gerjesztési hullamhosszon értékeltiik.

Virusizolalasi kisérletek

Vizsgalataink soran az izolalni kivant virustol fliggéen szamos allati és human sejtvonalat
hasznaltunk. A legfontosabbak a kovetkezék voltak: Vero E6, HEK 293, A549, Tbhl-Lu és
C6/36. Az izolalasi kisérleteket 25 cm?-es sejttenyésztd edényekben, 37°C-on 5% CO; jelenléte
mellett, nedves kornyezetben végeztiik. A sejtek fenntartasahoz 2% FBS és 5% Penicillin-
Streptomycin tartalmtt DMEM tapfolyadékot hasznaltunk.

A zoonotikus potenciallal rendelkez6 virusok esetében eléfordulhat a laboratoriumi
fert6zés is, ennck megfeleléen minden izolacios kisérletet kizarolag 3-as, illetve 4-es biologiai

biztonsagi szinten (BSL-3 és BSL-4) végeztiink (ahol ez sziikséges volt).

A molekularis analizisek modszerei

» Filogenetikai analizis

Az alapvet6 szekvencia szerkesztéseket €s ellendrzéseket GeneDoc 2.7-es verzioju szoftver
segitségével végeztilk. A nukleotid szekvencidkat a ClustalX 2.0 szoftverrel igazitottuk
egymashoz, amelyet kovetéen a filogenetikai analizist a MEGA (v3.1, v5.0 és v6.0)
programmal készitettiik. Az automatikus modellkivalasztast a PhyML online verzidjanak Smart
Model Selection funkcidja segitségével valositottuk meg.

» Rekombindcio analizis

Kisérleteinkben a BtBV vizsgalatokban rekombindci6 analizist is végeztiink. A lehetséges
rekombinacids események feltardsa érdekében az altalunk leirt virusgenomot a SimPlot
szoftver v3.5.1 verzidjanak hasznalataval rekombinaci6 analizisnek vetettiik ala.

» RNS masodlagos szerkezetének elemzése

Az 5’-IRES ¢és 3° UTR régiok masodlagos RNS szerkezetének meghatarozasdhoz

manualis korrekcidk alkalmazasaval Mfold programot hasznaltunk.



» Polyprotein vagasi helyek elemzése

Az 1j, denevérek altal hordozott pikornavirus poliprotein lehetséges vagasi helyeinek
meghatarozasahoz ¢és ellendrzéséhez elsésorban a NetPicoRNA program predikcioit vettiik
figyelembe.

» 3.5.5 Fehérje modellezés

Az érett viruskapszidok harom dimenzi6s szerkezeti modelljeit az I-TASSER (lterative
Threading ASSEmbly Refinement) online elérhetd6 automatikus modellépitd szerver
segitségével hoztuk Ilétre. A modelleket az uUjonnan azonositott virusok aminosav
szekvenciainak felhasznalasaval allitottuk el6. A nyers fehérje modelleket a Schrodinger Suite
MacroModel energia minimalizalé €és geometria optimalizald moduljaval finomitottuk. Az
aminosav szekvencia illesztéseket az SRS bioinformatikai szoftvercsomag NeedleP eszkozével
hajtottuk végre. A T=3 csonkolt ikozaéderes szerkezeti virion modelleket a VIPERdb
Oligomer Generator alkalmazasaval hoztuk létre. A molekula grafikat és a szekvencia
Osszerendezés vizualizaciojat a VMD v1.9.1 molekulagrafikai szoftverrel, illetve a Schrodinger

Suite Multiple Sequence Viewer alkalmazasaval allitottuk el6.



EREDMENYEK és MEGBESZELES

Ragcsalok hordozta hantavirusok komplex hazai vizsgalata

» Rekombinans fehérje expresszio, ELISA vizsgalatok specificitasa és szenzitivitdasa

A rekombinans fehérjék sokrétli alkalmazéasai lehetové teszik az egyes laboratériumok
szdmara, hogy akar sajat fejlesztésii szerologiai tesztet (ELISA, WB) hasznaljanak
vizsgalataikban. Annak érdekében, hogy mind a humén, mind pedig a kisemldsok vizsgalatat
el tudjuk végezni nem csak a molekularis biologiai, de szerologiai (antigén alapt) teszteket is
optimalizélni kellett. A jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphaté hantavirus szeroldgiai
tesztek kisérleteinkhez nem voltak megfeleléek, mivel: i) kizdr6lag human mintédk vizsgalatat
teszik lehetévé, igy a vadon ¢l allatok tesztelésére nem alkalmasak, ii) nem minden esetben
specifikus az adott régidoban cirkulald hantavirusokra, hiszen a tesztek alapja mas foldrajzi
teriiletrél gytjtott virusbol kiinduld fehérje, iii) kutatasi célra nem koltséghatékonyak. Ennek
megfeleléen munkank els6 1épéseként DOBV és PUUV rekombinans nukleokapszid fehérjéket
(rNP) allitottunk el6. A PAGE vizsgalatok egyértelmilen mutattak, hogy DOBV esetében
varakozasunknak megfeleléen 45-50 kDa méretli, tultermelt fehérjéket kaptunk,
hozzéavetdlegesen 0,5 mg/ml koncentracioban. A PUUV fehérje rNP 59 kDa méretiinek
adodott, koncentracio mérés pedig 2 mg/ml értékeket mutatott. A rekombindns, viralis
antigének aktivitasat, antigenitasat WB modszerrel is ellendriztiik. A fehérjék N terminalisan
1év4 hisztidin (6xHis) motivumra specifikus monoklondlis anti-6xHis antitestet és poliklonalis
anti-DOBYV illetve anti-PUUV human IgG antitesteket hasznaltunk a kisérletekben. Mindkét
virus esetében megfeleld intenzitdsu jelet kaptunk, ami egyértelmlien a fehérjék aktiv
immunolodgiai allapotara utalt. A WB analizisek eredményei alapjan, megkezdhettiik az ELISA
vizsgalatok optimalizalasat is. Els6 lépésként meg kellett hataroznunk ELISA tesztjeink
specificitasat és szenzitivitasat. DOBV esetében a szamolt specificitast 97,6%-ban, a
szenzitivitast 88,8%-ban allapitottuk meg, mig a PUUV szenzitivitasat 90,9%-ban, a
specificitasat pedig 95,2%-ban hataroztuk meg.

» A DOBYV kimutatasa molekularis biologiai és szerologiai modszerekkel

A DOBV elsd szisztematikus hazai vizsgalatdban 0sszesen tiz minta esetén kaptunk pozitiv
eredményt. A tiz pozitiv minta koziil harmat Apodemus agrarius-bol (AAG), mig hetet
Apodemus flavicollis-bol (AFL) mutattunk ki. A tiz pozitiv mintabol, nyolc esetben tudtuk a
teljes NP gént (1290 bazispar) amplifikalni, szekvenalni és elemezni. Az AFL altal hordozott
DOBYV esetében a filogenetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy az egymashoz foldrajzilag kozel

eso teriiletekrdl szarmazd virusok genetikai hasonldésaga nagyobb, igy a horvat, szlovén és
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magyar torzsek vizsgalatainkban is egyértelmiien elkiiloniiltek egyéb eurodpai, példaul a
gorogorszagi torzsektdl. Az AAG altal hordozott DOBYV filogenetikai elemzésébdl azonban jol
lathato, hogy a csoporton beliil kiilon agon helyezkednek el a nyugat eurdpai és a kelet-europai
torzsek. Utdbbi agba kapcsolddtak be a Magyarorszagon kimutatott virusok is. Az 1) torzsek
egy horvatorszagi virussal mutattak genetikai hasonlosagot. A filogenetikai analizisek
eredményeibdl egyértelmiien megallapithatd, hogy Ko6zép-Eurépaban — igy hazankban és
Horvatorszag hatarmenti, északi részén is — legalabb két, részben kiilonb6z6 genetikai
allomanyt DOBYV hantavirus cirkulal, ezek a Dobrava (AFL) és Kurkino (AAG) tipusok. A
DOBV fertézés igazolasara a molekularis vizsgalatok mellett szerologiai vizsgalatokat is
végeztiink. A korabban RT-PCR mddszerrel vizsgalt ragcsadlok mindegyikénél a DOBV elleni
antitestek jelenlétét ELISA kisérletekben hatdroztuk meg. ELISA modszerrel dsszesen 16
Apodemus egyedet talaltunk pozitivnak, melyek koziil hat AFL, tiz pedig AAG ragesalo volt.
A két modszer (RT-PCR és IgG kimutatas) egyiittes alkalmazaséaval tehat megallapithato volt
a DOBYV tényleges gyakorisaga a vizsgalt régidban, amit 17%-ban allapitottunk meg. Altalanos
gyakorlat, hogy a koérokozok gyakorisagdnak megallapitasara eldszor a ragesalok mintait
szerologiai tesztelésnek vetik ald, majd az igazolt pozitiv mintdkkal végeznek tovabbi PCR
vizsgalatokat a fert6zés tényének megerdsitésére. Eredményeink egyértelmiien ramutattak arra,
hogy ezzel a stratégidval a fertézés korai stadiumaban 1évé ragesalok pozitivitdsa nem
kimutathat6, ami téves kovetkeztetésekhez vezethet, hiszen igy jelentésen alacsonyabb virus
gyakorisagot allapithatnak meg.

» Egyeb hantavirusok kimutatasa és vizsgalata (roviden)

PUUYV kimutatasahoz Myodes glareolus (MGL) ragcsalokat vizsgaltunk. A tesztelt allatok
korében 26%-ban mutattuk ki a PUUV jelenlétét tiidoszovetben. A virus kimutatasat RT-PCR
vizsgalattal végeztiik, altalunk tervezett, glikoprotein génre specifikus primerekkel. Az ovilagi
hantavirusok koziil a PUUV nukleinsavat ki tudtak mutatni human megbetegedések kapcsan
nyalbodl is. Ez az eredmény feltételezi a virus emberrdl emberre torténd terjedésének lehetdsegét
1s, amit ezidaig nem tudtak egyértelmiien igazolni. A PUUV-al folytatott kisérleteink soran egy
esetben sikeriilt a viralis nukleinsavat beteg nyalabol nekiink is kimutatnunk. A
szakirodalomban ezidaig 0sszesen két olyan publikacio olvashatd, ami a PUUV nyalbol torténd
kimutatasat ismertette. Kutatasaink soran els6 izben Tula virust (TULV) is kimutattunk a
vizsgalt ragcsald mintakban (Microtus arvalis, MAR) magas, 37%-os gyakorisagban. A
filogenetikai elemzés a Nyugat-Szlovakiabol ¢€s Csehorszagbdl szarmazé mintakkal
csoportositotta a hazai torzseket. Gyakorisaga ellenére a TULV emberi fert6zésekben jatszott

szerepérdl keveset tudunk.
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» A hantavirus fertézés klinikuma — esettanulmdnyok

Esettanulmany 1.: 2006. augusztus 11-én egy 46 éves hobbi vadasz keriilt felvételre a PTE,
Klinikai Koézpont, II-es szamu Belgyodgyaszati Klinika €s Nephroldgiai Centrumba akut
veseelégtelenség diagndzisaval. A paciens elso klinikai tiinetei augusztus 5-én jelentkeztek, 14z,
diffuz izom- és iziileti fajdalom, gasztroenteritisz és homalyos latas formajaban. A korhazi
felvételkor (augusztus 11.) a beteg levertségre, hasi €s agyeki fajdalmakra panaszkodott. Az ezt
kovetd fizikai és ultrahangos vizsgalatok periorbitalis és 1ab 6démat, kétoldali melliiri
folyadékgyiilemet, kis mennyiségli hastiri folyadékgylilemet, valamint megnagyobbodott
veséket mutattak. A paciens sulyos akut oligurids veseelégtelensége kovetkeztében hatszori
hemodializis kezelésen esett at, melynek kovetkeztében a vizelet mennyisége folyamatosan
emelkedett 80 ml/nap értékrdl 2300 ml/nap értékre. A beteg augusztus 20-atol poliuriassa valt,
napi 3000-5000 ml vizeletiiritéssel. 17 napi korhazi kezelés utan javuld labor- és majfunkcios
értékekkel bocsatottak haza (augusztus 28-an). A szérum kreatinin érté¢ke december elsején érte
el anormal szintet (97 umol/1). A klinikai tiinetek alapjan hantavirus fert6zés vagy leptospirdzis
gyanuja meriilt fel. A latex agglutinacids teszt negativ volt Leptospira baktériumra, mig az
elvégzett szerologiai eredmények (IgG és IgM) igazoltdk az akut DOBV fert6zést. Viralis
nukleinsav a klinikai tiinetek elsé megjelenése utan négy nappal, az augusztus 9-én vett
vérmintaban volt kimutathatd, a beteg késobbi mintai negativak lettek. A filogenetikai és
nukleinsav szekvencia analizis alapjdn a péaciensbdl kimutatott DOBV nukleinsav egy, a
magyar-szlovén hataron (Prekmurje) gyljtott AFL ragcsald altal hordozott virussal egyezett
nagymértékben. A paciens fentiekben leirt 6sszes klinikai tiinete és laboratoriumi lelete is a
DOBYV okozta HFRS szindroma gyanujara utalt, ami igazolodott is. A hazai szakirodalomban
ez volt az els6, molekularis biologiai mddszerrel is igazolt DOBV fertdzés.

Esettanulmany 2.: A Baranya Megyei Korhaz siirgdsségi betegellatdé osztalyan
jelentkezett egy 27 éves férfi hasi fajdalommal, mely a jobb als6 kvadransra lokalizalodott. A
kisérd tiinetek az alabbiak voltak: hanyinger, hanyas, étvagytalansag és véres hasmenés. A
kezdeti tlinetek (laz, valamint erds, diffuz hasi f4jdalom) hat nappal kordbban jelentkeztek. A
tiinetek és a fizikai vizsgalatok alapjan akut vakbélgyulladas gyanuja meriilt fel. A Pécsi
Diagnosztikai Kozpontban ,,Computer Tomograf” (CT) felvétel késziilt. A képalkotd eljaras
akut perforalt appendicitis diagnézisat allapitotta meg, igy a beteget még aznap (6. nap) a PTE,
KK, Sebészeti Klinikajara tovabbitottak. Felvételkor vérnyomdsa és szivfrekvencidja a
normalis tartomanyban volt, 1dza nem jelentkezett. Ugyanakkor rossz altalanos allapotban erds

hasi fajdalomrodl panaszkodott, dezorientaltsag €s erds verejtékezés mellett. A has betapintasra
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diffuzan lagy volt, maximalis fajdalommal a McBurney ponton. A CT ¢és laboratoriumi
eredmények alapjan feltar6 laparoszkdpos mitétre keriilt sor, mely a kordbban felallitott
diagnozist nem erdsitette meg, a vakbél normalis allapotu volt. A miitét utani napon (7. nap) a
betegnél oliguria alakult ki, emiatt atszallitottdk a PTE, KK, II. sz. Belgyogyaszati Klinika
Nephrolégiai Centrumaba. Az akut vesekdarosodas bedllta miatt hemodializis kezelést
inditottak. A paciens a kezdeti tiinetek utani 12. napon poliuridssa valt, trombocita- ¢€s
fehérvérsejt szdma normalizalddott. Tizennégy napi korhazi apolas (20. nap) utdn a beteget
otthondba bocsatottdk, normal laborértékekkel és jo fizikai allapotban. Az wjabb klinikai
tiinetek €s laboratériumi paraméterek alapjan Leptospira, illetve hantavirus fertézés gyanuja
meriilt fel. A Leptospira fert6zés a latex agglutinacios teszt eredmények utan kizarasra keriilt,
az ELISA teszt (Hantavirus IgG/IgM DxSelect, Focus Diagnostics) azonban a beteg
szérumaban hantavirus pozitiv IgM ¢és IgG antitesteket (>1:100) igazolt. Mivel a szerologia
nem nyujtott informdciét a fert6z6 hantavirus tipusrol, a vérmintdkat nested RT-PCR
modszerrel vizsgaltuk. Pozitiv PCR reakcid utan a kérokozo tipusat a tisztitott PCR amplikon
szekvenalasaval hataroztuk meg. A PCR teszt kimutatta a vérben 1év6 virdlis nukleinsavat a
kezdeti tiinetek utani 8. napon gyQjtott vérmintdban. Az RT-PCR termék molekularis
szekvencia elemzése a DOBYV virushoz genetikailag kozel allo korokozé agenst igazolt. Ismert
tény, hogy a hantavirus fert6zés az ugynevezett ,,akut has” korképhez, kiilondsen a paralitikus
ileuszhoz hasonl6 tlinetekkel jarhat. Hasonld eseményt mar publikaltak PUUV és KKVLV
fertdzés kapcsan is.

» 4.1.4.3 A hantavirus fertozés klinikuma —akut vesebetegséggel hospitalizalt betegek

vizsgalata

2011 januarjatol — 2015 decemberéig 94 embert vizsgalatunk, akiknél a feltételezett
diagnozis hantavirus fertdzés volt. Mindegyik beteg esetén kozos tlinetek az aldbbiak voltak:
laz, magas leukocita szam, trombocitopénia, magas szérum kreatinin és/vagy transzamindz
szint, valamint fennall6 vizelési rendellenességek. Minden beteg mintaja negativ leptospirdzis
tesztet adott. Szerologiai vizsgalatok alapjan, 6sszesen Kilenc beteg esetében sikertilt igazolni a
hantavirus fertézést. Hét beteg mintdjabol lehetett egyidejlileg kimutatni IgM és IgG
antitesteket is, ami akut fertézésre utalt, mig két beteg esetében csak anti-hantavirus IgG-t
detektaltunk. Az utdbbi két betegnél egy lezajlott fertdzést igazoltunk, az akut fertézés tényét
nem tudtuk bizonyitani. A szerologiai vizsgalatokkal egyidejiileg a szérum mintdkat egy
1épéses TagMan RT-PCR alkalmazasaval is megvizsgaltuk; egy akut HRFS esetnél volt
detektalhatd hantavirus RNS is. Az utdbbi esetnél a szekvencia analizise alapjan egyértelmiien

DOBV fert6zést mutattunk ki. A klinikai tiinetek kozil, az emészt6-szervrendszeriek
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dominaltak, mig hemorrhagias tiinetek (ami fontos jele a sulyos megbetegedésnek) csak egy
beteg esetében voltak, akinél a gyomortiikrozés soran hemorrhagias gasztritiszt allapitottak
meg. Magas laz gyakori, habar nem feltétleniil jelenik meg egyenld aranyban a hantavirus
fertozotteknél. Fejfajas, végtag duzzadas, homalyos latas és szédiilés megfigyelheté volt. A
laborértékek koziil a thrombocitopénia a legarulkodobb jel, mely emelkedett szérum kreatinin
szinttel tarsul. A leukocita szam emelkedés nagyon kiilonbzé mértékii volt a betegeknél, mig
a szérum transzaminaz emelkedés nem volt nagymértékii vagy egyaltalan nem is volt
tapasztalhato. Altalaban a hospitalizaciot igényld esetekben a vesefunkcié rendellenességek
(oliguria/anuria) majdnem mindig szembetiindk, ami Osszhangban van a magas szérum
kreatinin koncentracioval. Vizsgalatainkba bevont betegek mindegyikénél jelentdsen csokkent
betegnek sem volt sziiksége hemodializisre. EQy beteg esetében lehet6ség nyilott a szérum
mintainak nyomon kovetére, amely soran a fert6zés utan hét honappal vett minta is IgM-
pozitivitast mutatott. A Balkan régidban szintén a DOBV és PUUV hantavirus torzsek allnak a
klinikai esetek hatterében. A HFRS vagy sporadikusan, vagy nagyobb kitdrések formajaban
jelenik meg, a virust hordozo ragcsalok lokalis abundancidjanak fiiggvényében. A Klinikai
tiinetek sokfélesége miatt a hantavirusok korai differencial diagnézisa igen nehéz. igy példaul
az egyéb felmeriild diagnozis lehet: egyéb okra visszavezethetd akut vesekarosodas, illetve
tubulointersticialis nefritisz, akut lazas hugyuti fertézés, akut és kronikus glomerulonefritisz,
akut has, vakbélgyulladas, vérzéssel jaro skarlat, hemolitikus urémiés szindroma, trombotikus
trombocitopénias purpura, akut 1égati megbetegedések, illetve szepis.

» Szeroprevalencia vaddaszok és erdészeti dolgozok korében

Osszesen 835 vérmintat gyljtdttiink Onkéntes, egészséges erdészektdl, 9 megye 106
erdészetébol. Az ELISA és WB vizsgalatok utan 38 (4,6%) minta bizonyult anti-hantavirus IgG
pozitivnak. Az orszag 4 {6 régiora osztott: észak-dunantuli régio (I), kelet-dunantuli régid (I1),
Duna-Tisza koze (III) és Eszaki-Kozéphegység (IV). A gyiijtott és tesztelt mintdk a
kovetkezOképpen oszlottak meg a kiillonbozd régidk kozott: 248 minta az 1. régid 6 mintdzo
helyérdl; 321 minta a II. régié 16 mintazd helyérdl; 107 minta a II1. régid 5 mintazo helyérdl és
159 minta a IV. régid 5 mintdzo helyérdl érkezett be. Habar a teljes szeroprevalencia 4,6% volt,
a régiokat Osszehasonlitva a IV. régidoban volt a legmagasabb, itt 8,2%-os értéket mutatott.
Mivel a human hantavirus fertézések forrasat a hordozoé ragcsalok jelentik, a fenti médon nyert,
teriiltre jellemzd szeroprevalencia eltérések tlikrozhetik az adott helyek kozti ragesalod
expoziciot. A legmagasabb hantavirus szeroprevalencia értékeket az 1. és IV. jelzésti, kierjedt

hegyvidéki erddségeink teriiletén mértiik, ahol az AAG és AFL ragcsalok aranya magas. A 111-
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as teriileten mért igen alacsony szeroprevalencia feltehetden a kicsi €s nyitott erd6foltos
jellegnek koszonhetd, ahol a kisemlds populacié joval kevertebb, szamos egyéb ragesalod és
cickany fajjal kiboviilve. A Magyarorszagon végzett atfogd vizsgalatunk alapjan feltételezziik,
hogy a hantavirus szeroprevalencia az erdészeti dolgozok korében hasonlit a kozép-europai-
balkani tengely értékeihez, ezért a hantavirus fertézés nagyobb figyelmet érdemel a kockéazati

populacidban a jovében.

[zeltlabuak terjesztette virusok vizsgalata

»  Krimi-kongoi vérzéses laz virusa (KKVLYV)

Kutatasunk egyik kiemelt jelentdségii témaja a KKVLV eléfordulasanak igazolasa volt.
Kutatasaink elsd 1épéseként a virus vizsgdlatdra alkalmas modszertant kellett kidolgozni,
aminek megfelelden két kiilonbozd szerologiai vizsgalati tesztet fejlesztettiink és
optimalizaltunk. Ezek egyike ELISA, mig a masik IFA vizsgalat volt, mindketté esetében
antigénként KKVLV rNP alkalmazasaval (fNP ELISA és CHO-KKVLV transzgenikus
sejtvonal). A szakirodalombol ismert, hogy a virus gyakran fertéz mezei nyulakat,
vizsgalatainkat igy ezen allatok vérmintdinak szeroldgiai tesztelésével kezdtiik. A vizsgalt
mintak 6%-a adott pozitiv eredményt mind az ELISA, mind pedig az IFA vizsgalattal.
Eredményeink szépen kiegészitik azt a torténelmi megfigyelést, hogy a KKVLV endemikus
gocai jelen vannak Magyarorszagon, azonban a rezervoar fajok, vektorok és amplifikalo gazdak
teljes spektrumanak felderitéséhez még  tovabbi vizsgalatok sziikségesek. KKVLV
fertozésekre vonatkozo szerologiai bizonyitékok kézzelfoghatok, azonban sok felderitendd
teriilet maradt ahhoz, hogy megismerjik és megallapitsuk kozegészségiigyi vonatkozasait. A
legfontosabb a virus tényleges molekularis biologiai igazolasa lenne. Kutatocsoportunk a
szeropozitiv nyulak teriiletérdl gytijtott kullancsokban probalta a virus jelenlétét kimutatni sajat
fejlesztésti, univerzalis, minden ismert KKVLV torzs kimutatasara alkalmas TagMan RT-PCR
modszerrel, azonban eziddig minden teszt negativ eredményt adott. A KKVLV jelenlétének
molekularis igazolasa ezidaig nem volt sikeres.

» Kullancsenkefalitisz virus (KEV)

A kullancsenkefalitisz virussal (KEV) végzett vizsgalatainkban mind a hordozé ragcsald
fajok, mind pedig a kullancs vektor vizsgalatara fokuszaltunk. Igazolni szerettiik volna a
kisemldsok szerepét a virus terjesztésében, vizsgaltuk a kullancsok atfertdzottségét, valamint a
virus genetikai allomanyat. Az altalunk gy(ijtott kullancsfajok koziil csak az Ixodes ricinus-bol
tudtuk igazolni a virus jelenlétét. Az elvégzett filogenetikai elemzés is azt mutatta, hogy az

altalunk azonositott KEV torzsek az eurdpai altipushoz tartozo KEV torzsekkel csoportosulnak.
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A kisemldsok kdrében végzett kutatdsunk soran dsszesen 17 mintaban sikertilt kimutatni a virus
RNS jelenlétét. A filogenetikai elemzés sordn a KEV torzsek szintén a virus eurdpai altipusahoz
tartozo torzsekhez csoportosultak. Az elmult évtizedek soran Eurdpaban nétt a diagnosztizalt
KEV fertézések szama, beleértve olyan orszagokat is, ahol ezidaig nem volt jellemz6 a KEV
virushoz kdthetd megbetegedés. A KEV endemikus teriileteken az I. ricinus és |. persulcatus
kullancsfajok szamitanak elsddleges vektornak, habar szamos tanulmany eredményei szerint a
potencialis vektorfajok szama bdvebb. A rendelkezésiinkre allo irodalmi adatokkal
Osszhangban az altalunk gy(ijtott kullancsfajok koziil csak az I. ricinus fajt tartalmaz6 mintak
mutattak KEV pozitivitast. A ragcsalokkal végzett vizsgalatunk soran az AAG, AFL, MAR ¢és
MGL fajokat azonositottuk, mint gazdaszervezetek. A kisemldsok tulajdonsagai szamos
szempontbol hozzéjarulnak és segitik a KEV terjedését. El0szor is az endemikus teriileteken
magas egyedszammal fordulnak eld, ahol kullancsok altal erdsen parazitdltak, masodszor a
kisemldsok biztositjak a virus nem virémids atvitelét a fert6zott és nem fertézott kullancsok
kozott taplalkozas kozben. Eredményeinkhez hasonldan, egy kordbbi magyarorszagi tanulmany
soran is az AFL és MGL fajokat azonositottdk, mint elsddleges KEV gazdaszervezet az
orszagban, habar jelen tanulmany igazolta a virus jelenlétét AAG és MAR fajokban is.
Eredményeinket figyelembe véve, valamint maés kutatok eredményeivel egyetértésben
kijelenthetjiik, hogy a kisemldsok fontos szerepet toltenek be a KEV életciklusdban, ezért az
emlitett allatok rendszeres monitorozasa jO prognosztikai adatokat szolgaltathat a KEV
aktivitasrol az orszag endemikus régioin beliil.

» Nyugat-nilusi virus (WNV)

Kutatdsaink fontos téméja a Nyugat-nilusi virus (WNV) vizsgalata volt. A korokozé egyre
nagyobb mértékii elterjedése jo példa a szinyogok altal terjesztett virusos megbetegedések
térhoditasara napjainkban. A virus régios szintll vizsgalata nem csak virologiai szempontbol
érdekes, de hasznos informaciokat szolgaltathat mind a human-, mind pedig az
allategészségiigy és kozegészségiigy szamara is. Szerb kollégakkal végzett tanulmanyunk soran
Osszesen 6369 ndstény szinyogot vizsgaltunk, melyeket 180 csoportba soroltunk (maximum
50 egyed/csoport). 10 (5,5%) bizonyult WNV pozitivnak, melyek koziil 9 szarmazott Culex
pipiens és egy pedig Anopheles maculipennis fajbol. A kimutatott virusokat sikeresen izolaltuk
C6/36 sejtvonalon, majd tobbszor passzaltuk Vero-E6 sejteken is. A virus figyelemre méltd
aktivitasat jol példazza a 2013 soran igazolt szamos human eset, valamint a szinyogok magas
fert6zottségi aranya ugyanazon vizsgalati évben. A filogenetikai elemzés jol mutatja, hogy a
szerbiai WNV torzsek egyértelmiien a 2-es genetikai varianshoz tartoznak, valamint jelentds

eltérést mutatnak az orszagon beliili foldrajzi teriiletek szerint is. A 2013-as szerbiai WNV
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torzsek egyértelmiien kozelebbi rokonsdgot mutatnak a 2012-es olaszorszagi és a 2010-es
gorogorszagi WNV torzsekkel. Més kutatocsoportok altal végzett elozetes vizsgalatok szerint
a WNV 2-es genetikai varidnsanak legalabb két kiillonboz6 genetikai csoportja cirkulalt
egyidejiileg 2012-ben Szerbidban, felvetve annak a lehetdségét, hogy a virust két eltérd
esemény soran hurcoltdk be az orszagba. Vizsgalataink soran feldolgozott sziinyogokbol
szarmazo WNV torzsekkel végzett filogenetikai vizsgalatok is egy fiiggetlen bejutési, terjedési
eseményt igazolnak. Feltételezhetden a virus Olaszorszagbol, Gordgorszagbol,vagy Afrikabol
érkezhetett (esetleg vandorlé madarakon keresztiil), ahol a WNV 2-es genetikai variansa hosszu
ideje enzoonotikus. A virussal végzett tovabbi vizsgalatainkban az altalunk kimutatott térzsek
teljes genom alapu, komplex molekularis biologiai és filogenetikai analizisét végeztiik el.
Vizsgalatunk soran Osszesen hat aminosav valtozést taldltunk kiilonb6zé pozicidkban a
polipeptid kodold région beliill, amelyek kozott a WNV megvaltozott patogenitasara és
virulenciajara vonatkoz6é szamos, korabban mar leirt, aminosav-Szubsztiticidt is
aminosav-szubsztitucio is mind a hat torzs esetében kimutathat6 volt. Ezt a mutaciot korabban
a megnovekedett neuropatogenitds potencidlis markereként irtdk le. Tovabba parhuzamos
mutaciot mutattunk ki az NS3 fehérje helikdz doménje és az NS4B TM fehérjéje kozott, amely
mutacid befolydsolhatja a fehérje-fehérje kolcsOnhatast, és ezaltal az NS3 fehérje RNS-
kotédését, eldsegitve a virdlis replikaciot. Az eldbb leirt eredményeink egyfeldl magyarazattal
szolgalnak a 2013-ban el6fordult nagyszamti human esetre Szerbiaban, a virus robbanasszerii
terjedésére az érintett teriileteken, valamint a 2014-ben Szerbidban kitort WNV jarvanyra
egyarant. Szunyog vizsgalatainkkal mar prognosztizaltuk a fertdzések szaméanak novekedését,
és egy esetleges jarvany megjelenését. Eredményeink nagyban tamogathatjdk a jovobeli
molekularis vizsgalatokat, valamint felhivjak a figyelmet a neuropatogén hatassal jaré mutaciok
vizsgalatanak fontossagara.

A virussal végzett vizsgalatainkban egy hasonld, Baranya-megyében elvégzett szinyog
monitoring keretén beliil 6sszesen 23029 db néstény szunyogot sziirtiink, és kerestiik a WNV
1-es, valamint 2-es genetikai variansat a régioban. Habar ezeket a genetikai variansokat nem
sikeriilt megtalalnunk, egy sokkal nagyobb jelentéségli eredményt tudtunk felmutatni,
nevezetesen egy Uj genetikai varians megjelenését egy szintén 0j szinyogfajban. Ez a genetikai
varians a 9-es varians nevet kapta. A virust Uranotaenia unguiculata néstény egyedekbdl
sikeriilt azonositani. Mindezidéig csak WNV-szer(i virust (in. "Volgograd virus") azonositottak
az U. unguiculata szunyogfajban, Oroszorszagban. A filogenetikai fan a magyarorszagi WNV-

9 szekvencia mas WNV torzsekkel csoportosult, de egyértelmiien kiilon monofiletikus agat
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alakitott ki. Az 0j magyarorszagi WNV torzs a legnagyobb hasonlosagot a WNV-4
képviseldivel, valamint a feltételezett 8-as genetikai varidnssal mutatta, amelyek
Oroszorszagbol és Spanyolorszagbol szarmaztak.

»  Usutu virus (USUYV)

Az elézéekben mar ismertetett vizsgalatok megkezdése utan, a Szerb kollégakkal
folyamatos kapcsolatban dolgoztunk, aminek egy hosszu tavu, szisztematikus vizsgalat lett az
eredménye. A tovabbiakban Osszesen 23753 sziinyogot gyljtottiink €s vizsgaltunk meg. A
szinyogokat csoportokba gyijtottik (faj, gytjtési hely és id6 szerint, maximum 50
egyed/csoport). Osszesen 753 szinyog csoportot vizsgaltunk, amibdl USUV jelenlétét 3-bol
(0,4%) sikeriilt kimutatni. A pozitiv mintak augusztusban gyiijtott C. pipiens fajbol szarmaztak.
egyiitt. Az ismert, feltételezett genetikai torzsek reprezentativ tagjait (Afrika 2 és 3, Eurdpa 1-
4) kivalasztottuk, hogy az altalunk leirt torzs esetleges evolucios kapcsolatait felderitsiik. A
kapott filogenetikai eredmények, valamint a részletes molekularis vizsgalatok alapjan a szerbiai
USUV torzs egyértelmiien az eurdpai l-es genetikai varidnsok kozé sorolddott, amelyet
eredetileg Ausztriaban 2001-ben irtak le. Az 1-es genetikai varians jelenléte Szerbiaban a virus
foldrajzi terjeszkedését jelzi a balkani félsziget délkeleti teriiletein. Az altalunk elvégzett
tanulmany nyujtotta az elsé bizonyitékot az USUV europai 1-es genetikai varians foldrajzi
kiterjedésére a balkani félsziget déli teriiletein, és szolgaltatja az USUV els6 genetikai adatait

a térségben.

Denevérek hordozta virusok jellemzése

» Astrovirusok (BtAstV)

Az els6 nagyléptékli, eurdpai, denevér eredetli astrovirus (BtAstV) felmérést
Magyarorszigon tobb, kiilonboz6é denevér faj bevondsival végeztiik el. Osszesen a mintak
6,93%-ban mutattuk ki a virust, amely a M. schreibersii fajban magasabb el6fordulast mutatott.
Kutatdsunk sordn azonban tovabbi 7 hordozd denevér fajt azonositottunk. A nagy koldnia,
illetve a kimagaslo repiilési képesség is hozzajarulhatott ahhoz, hogy a M. schreibersii
denevérek korében gyakrabban detektaltunk BtAstV-t. A hipotézist, miszerint a nagy kolonia
méret hozzajarul a kiilonb6zo6 virusok terjedés€hez, kordbbi tanulmanyok is aldtdmasztjak. A
szekvencia ¢€s filogenetikai analizis egyértelmlien azt mutatta, hogy a magyar BtAstV torzs
azonos klaszterbe tartozik a tobbi vilagszerte azonositott BtAstV torzsekkel, és jelentdsen eltér
a tobbi emlds eredetli AstV torzst6l. Az eddigi tanulmanyoknak megfeleléen, a hazai

vizsgalatokban is magas genetikai variabilitast figyeltiink meg a BtAstV torzsek kozott, amely
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Osszefiiggésbe hozhatd a hordozé fajjal is; az adott fajra jellemzd szegregacids mintazatokat
mutatja. A nukleinsav szekvencia azonossag mértéke 51% és 75% kozott valtozott a
Magyarorszagon detektalt BtAstV és a vilagon, mas helyeken leirt BtAstV torzsek kozott. Az
ICTV iranyelvei szerint az atlagos nukleinsav szekvencia divergencidja AstV torzsek kozott
minimum 55%. Ennek megfeleléen az alacsony szekvencia divergenciajabol is kiindulva
feltételezhetjiik, hogy a Magyarorszagon leirt BtAstV torzsek akar uj fajok az AstV-k kozott.

» Calicivirusok (BtCalV)

Hasonldan a hazankban kimutatott BtAstV-hoz, Gj denevér calicivirus fajokat (BtCalV)
irtunk le harom denevérfajban: M. daubentonii, M. alcathoe és E. serotinus egyedekbdl. A
kimutatasi rata a mintazott denevérek kozott 0,67% volt. A filogenetikai torzsfa is jol mutatta,
hogy a hazai BtCalV torzs, mely M. daubentonii-tol szarmazott, sokkal kdzelebb all a sertés
sapovirusokhoz, de kiilonbozik a Kinaban izolalt denevér sapovirusoktol. A BtCalV torzs, ami
E. serotinus-t6l szarmazott, kiviil es6 torzsnek tiinik a Recovirus és Valovirus nemzetségek
kozott. Még ennél is érdekesebb a M. alcathoe-tdl szarmazé BtCalV, ami madar CalV-al
szegregalddott és nem mas emlds virusokkal. Annak érdekében, hogy molekularis szinten még
részletesebben jellemezziik a hazai BtCalV-kat, meghataroztuk a torzsek genom
szekvenciajanak nagy részét a 3> RACE PCR moédszer alkalmazéasaval. A szekvenalt genomi
régid magaba foglalta az RNS-fiiggd RNS polimeraz gén egy részét, a teljes burok fehérje
aminosav motivumait, a GLPSG-t, YGDD-t ¢és DYXXWDST még igy is sikeriilt
azonositanunk. Ez utobbinal a hazai mintakban leirt aminosav sorrend a DFSKWDST volt. A
Myotis és Eptesicus denevérekben leirt a rokon calicivirusok szintén azt bizonyitjak, hogy
egymastol jelentds fOldrajzi tavolsadgban ¢l6 fajok is hordozhatnak genetikailag kozelallo
virusokat. Ez az eredmény egy 6si evolucios kapcsolat meglétét veti fel a denevérek és virusaik
kozott és feltételezhet6en a denevérek laurasiatheriai eredetének a kovetkezménye. Részletes
szerkezeti vizsgalatokat is végeztiink a calicivirusok kapszidjaval. Homologia modellezés altal
pontosabb jellemzést tudtunk adni a két fent emlitett, 0j calicivirus felszini struktarairél,
modellezni tudtuk a két virus kapszidjat és virionjat. Az érett calicivirus kapszid fehérjénél
harom f6 domént irtunk le: S, P1 és P2. Az S domén nyolc-szalu B-hordd szerkezettel
rendelkezik. Ez a domén alkotja a virion bels6 részét, és a calicivirusok kozott ennek a
fehérjének van a legkonzervaltabb szerkezete. A P1 és P2 domén épiti fel a kozépso és kiilsé
elsédleges célpontjai), a P2 doménben talalhatoak. Az alapszerkezet az ismert f6 doménekkel

egylitt konzervaltnak tlint a két magyar torzs esetében is, habar szamos delécio és egy inszercio
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is talalhatd a hazai BtCalV torzsekben. Ezekbdl a kis szerkezeti és szekvenciabeli
kiilonbségekbdl adodo fehérjeszerkezeti eltérések feltételezhetden fontos szerepet jatszanak a
P2 domén kettés szerepének betdltésében. Egyfeldl a virus felszini régioi valoszinilileg
antigénként szolgalnak a humoralis immunrendszer szamara, masfeldl részt vehetnek a fehérje-
fehérje kapcsolat 1étrehozdsédban a kapszid és a megfeleld receptor kozott ezzel eldsegitve a
fertézést. A genomszekvenalas, a filogenetikai vizsgalat és a homologia modellezés sokkal
pontosabb jellemzését tették lehetove az altalunk leirt (ij BtCalV-nak. Bar az eddig leirt BtCalV
torzsek jelentOs genetikai variabilitast mutatnak, az egyértelmtien latszik, hogy a faj specificitas
kimutathat6 a kiilonb6z6 gazdakbol izolalt virusok kozott, amely egy hosszi tavi evolucios

folyamatra vezethetd vissza.

» Koronavirusok (BtCoV)

Az altalunk elvégzett szisztematikus tanulmany soran, hazankban el0szor sikeriilt
denevérek hordozta koronavirusokat (BtCoV) kimutatnunk 6sszesen 1,79%-ban. A tanulmany
egyik legérdekesebb eredménye, hogy az alfa (o)-BtCoV mellett SARS-szerii BtCoV-t
mutattunk ki a hazai denevérekbdl. Az elvégzett filogenetikai analizis alapjan az uj,
magyarorszagi BtCoV torzs azonos klaszterbe tartozott a kordbban Németorszagban ¢és
Bulgériaban leirt BtCoV torzsekkel. A hazénkban kimutatott a-BtCoV torzsek 52-96%
nukleotid azonossagot mutattak egyéb a-BtCoV-kal, mig a magyarorszagi béta ()-BtCoV torzs
82-96% nukleotid azonossdgot mutatott egyéb P-BtCoV torzsekkel. Szamos denevérfaj
vilagszerte természetes rezervoar szervezete kiilonb6zd CoV torzseknek, tobbek kozott a
SARS-hoz és MERS-hez kotheté koronavirusoknak is. A névekvd urbanizacio hatasara
gyakrabban alakulnak ki interakciok denevérek és emberek kozott. Mivel a denevérek altal
terjesztett divergens CoV torzsek lehetnek patogének emberre, illetve haziallatokra egyarant
(pl.: SARS, MERS koronavirusok), szisztematikus monitoring vizsgalatok és tovabbi
altalanosan alkalmazhat6 diagnosztikai eljarasok kidolgozasa sziikséges, hogy a zoonotikus
potenciallal bird virusokat detektalni tudjuk még egy esetleges jarvany kitorése elott.

» Pikornavirusok (BtPV)

Vizsgalataink soran, hat mintabol sikertilt kimutatnunk denevér pikornavirust (BtPV). A
viralis metagenomika altal nyert szekvencia adatok alapjan elvégeztiik az 5° és 3> RACE PCR
kisérleteket a genomi végek szekvencia adatainak megismerésére. Kisérleteink eredményeként
a viralis genomot majdnem teljes hosszaban meghataroztuk. A megismert szekvencia adatok a
teljes kodolo régiot magukba foglaltdk, a teljes 3° UTR, és az 5° UTR egy részével egyiitt. A
virus a rokon pikornavirusokhoz hasonld genomorganizacios elrendezést mutatott; 5" UTR[L-
P1(VPO, VP3, VP1)-P2(2A, 2B, 2C™)-P3(3A, 3BYP9, 3CPr°, 3DP)]3' UTR-poly(A).

20



Megallapitast nyert, hogy az L fehérjérdl hianyzik a ,,papain-szer( thiol-proteaz katalitikus
diadja” (Cys és His), illetve a CHCC cink-ko6té motivum is. A VPO/VP3 és VP3/VP1 hasitasi
helyektdl eltekintve ugyanazt a hasitasi mintazatot figyeltiik meg, mint a legkozelebbi rokon
Mischivirus referencia virustérzsnél. A fehérje motivum adatbazis (CDD) hasznalataval
szamos pikornavirus-specifikus motivumot azonositottunk, ezek: Rhv-szerti kapszid domén
(cd00205), 2C RNA helikaz (pfam00910), 3C cysteine proteaz (pfam00548) és 3D RdRp
(cd01699). A genom 5’ UTR tekintve, a szekvencia hasonlosag és a masodlagos szerkezeti
analizisek alapjan II-es tipusu IRES-t (bels6 riboszoma belépési hely) kodol a genom. Szemben
a hazankban leirt virussal, az ezidaig leirt BtPV-ok a IV-es tipusu IREST kodoljak. A II-es
tipust IRES-ekre jellemz6, f6 konzervalt részek koziil a H, I, J, K és L régidkat azonositottuk
az 5 UTR-ban. Szamos egy¢éb, Il-es tipusti IRES-re jellemzd elemet is feltartunk, példaul a
GNRA tetranukleotid ¢és a két A/C gazdag hurok régiot az I domén apikalis végén, tovabba
»adenin” gazdag régiokat a J és K domének tovénél. Az L huroktél 3’ iranyba egy 8 nukleotid
hosszu oligopirimidin szakasz talalhat6. A 3> UTR elemzése soran 76%-os nukleotid szintti
azonossagot tartunk fel a Mischivirus A-val. A teljes 3° UTR hossza 211 nukleotid (a STOP
kodonnal egyiitt). A 3> UTR masodlagos sturkttrdjanak predikcidja hat domén jelenlétét tarta
fel (A-F). A C domén egy AAGCCAgg 93 motivumot, mig a D egység az UCUUCU motivum
egyik variansat (CCUUCU115.120) tartalmazza. A pikornavirusok 3’ UTR valtozatos méretii és
szami masodlagos hurok struktirat tartalmaz, amelyet a viralis és cellularis fehérjék
kotéhelyeként feltételeznek. A teljes kodolod régiora elvégzett filogenetikai rekonstrukci6 az
altalunk leirt virustorzsek kozeli rokonsagat tartak fel a Mischivirus genus mar ismert tagjaval
a Mischivirus A-val, amelyet 2012-ben irtak le Kinaban, szintén Miniopterus denevérfajbol. A
teljes P1 régio, P2 régio és P3 régid 73%, 73-74% és 67% aminosav szintii azonossagot mutat
a Mischivirus A-val. Ugyanezen régiokkal osszehasonlitva a hazai BtPV 32-37%, 35-39% ¢és
29-32% aminosav szintli azonossagot mutat mas denevérekbdl szarmazo pikornavirusokkal a
Sapelovirus genusbol. A Mischivirus A esetén leirt {6 aminosav motivmok az altalunk vizsgalt
virustorzsek esetében is kimutathatéak voltak. A referencia Mischivirus A torzzsel Gsszevetve
az altalunk vizsgalt virusok minimalis kiilonbséget mutattak: L fehérjéje 6 aminosavval
rovidebb, a P2 régi6 1 aminosavval hosszabb és a P3 régi6 3 aminosavval rdvidebb.
Filogenetikai rekonstrukcionk és genomikai sajatsdgai alapjan az altalunk ko6zolt virustorzsek
a Mischivirus genus egy 1j tagjat jelentik.
» Parvovirusok — denevér bufavirus (BtBV)
Parvovirussal rokon szekvencia adatokat szintén a hazankban gyijtdtt M. schreibersii

mintdink metagenomikai elemzése sordn sikeriilt nyerniink. 13 mintdb6l 5 minta pozitivnak
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bizonyult, 2 minta esetében a nagyobb szegmens megsokszorozasa is sikerrel jart. Ezen régio
szekvenalasa révén 3438 nukleotid hosszi genomi részt tudtunk analizalni, ami magéaba foglalta
a 975 nukleotid hosszii NS1 szakaszt és a 2013 nukleotid hosszii VP1/VP2 géneket. Az NS1 ¢és
VP1/VP2 rész mellett egy masik kodold szakaszt is azonositottunk a kinyert szekvenciaban,
ami egy 450 nukleotid hosszl, ugynevezett feltételezett kozépso fehérje (PMP). Azonositottuk
a foszfolipdz A2 motivumot is a VP1 szakaszban, ami a parvovirusokra nagyon jellemzd, mig
mas viruscsaladokba taroz6 virusoknal nem talalhaté meg. Az NS1 szakaszon talalhato Walker
loop mintazata (GXXXXGK T/S) az altalunk vizsgalt szekvencianal az alabbi
aminosavsorrenddel jelent meg: GPASTGKS, ugyanezt mar leirtdk az embert fert6zo
bufavirusoknal is. A nukleotid szekvencidk, a referenciaként hasznalt kinai denevér parvovirus
szekvenciaval 77% és 81% azonossagot mutattak. Masrészrél, a Parvovirinae csaladba tartozo
mas virusokhoz képest a nukleotid szekvencidjuk 45-47%-ban, mig aminosav szekvencidjuk
35-42%-ban mutatkozott azonosnak. Filogenetikai vizsgalatok alapjan, az 0j BtBV kozeli
rokonsagot mutattak az embert fert6z6 bufavirusokkal, melyek a Protoparvovirus csaladba
tartozd Primate protoparvovirus 1 torzsek. A filogenetika ravilagitott arra, hogy a
denevérekhez kothet6é bufavirusoknak ko6zos, ismeretlen 6se lehet az eddig ismert, embert
fert6z6 bufavirusokkal. A hazai BtBV szekvencidkkal végzett rekombinacié analizis
eredményeként egy potencialis rekombinacids eseményt tartunk fel a WUHARYV parvovirus és
a denevérekhez kothetd bufavirusok kozott. Denevérekhez kothetd parvovirusok esetében
hasonld eseményeket irtak le indonéziai megadenevérekbdl is. A legkozelebbi Gse a
megadenevér bufavirus 1-nek rekombinacids események soran johetett 1étre, amely szintén jol
» Filovirusok (LLOV)

A M. schreibersii feltételezhetéen Lloviu (LLOV) filovirus fertézéseként bekovetkezd
pusztulasara hivatkozva Magyarorszagon is elinditottunk egy felmérést a hazai denevérkutatod
kollégikkal. Osszesen 6t beteg allatot sikeriilt begytijteni (ennél azonban sokkal tobb 4llat
pusztult el, de a tetemek allapota nem tette lehetdvé a tovabbi molekularis biologiai, virologiai
vizsgalatokat) és a pécsi laboratériumba szallitani. Mivel egy eziddig ismeretlen
patomehanizmusu €s zoonotikus tulajdonsaggal rendelkezd filovirusrdl volt szo, a kisérleteket
BSL-4 biztonsagi szintii laboratériumban végeztiik. Filovirus RNS-t sikeresen mutattunk ki egy
elhullott egyed esetében. Megvizsgalva a szervek érintettségét, csak a 1ép és a tiid6 esetében
kaptunk pozitiv reakcidt (mdj, vese és agy negativnak bizonyult). A szekvenalast kovetd
BLAST keresés egyértelmiien igazolta, hogy a hazankban kimutatott virus nukleotid

szekvencidja legjobban a spanyolorszagi torzshoz hasonlit (98%). A tovabbi filogenetikai
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vizsgalatok is megerésitették az elébbi eredményt, miszerint a hazai filovirus egy ujabb LLOV
torzs a Cuevavirus nemzetségen beliil. Mivel a virust csak két esetben sikeriilt kimutatni
(Spanyolorszag ¢s Magyarorszag), izolalasi kisérletek ezidaig nem torténtek. A virus
izolalasahoz tobb, laboratoriumunkban rutinszerien alkalmazott sejtvonalat (Vero, VeroE6,
A549, HEK293) valamint egy, az el6zdektdl ritkabban alkalmazott denevér sejtvonalat (Tb1-
Lu) hasznaltunk. Izolalasi kisérleteink mindegyike negativ eredményt adott. Tobb mint egy
évtized utan a spanyolorszagi (Cueva del Lloviu), tomeges hosszuszarnya denevér (M.
schreibersii) pusztulast kovetéen, a LLOV ujra felbukkant Eurépaban, amikor jelentds
elhaldlozést okozott Magyarorszagon ugyanannal a denevérfajnal. Ez az eset felveti a kérdést,
hogy vajon ez egy masodik megfert6z6dési esemény Eurdpaban, vagy a virus folyamatosan
kering az eurdpai denevérek kozott. Annak érdekében, hogy felfedjiik a valodi forrasat a
LLOV-nak, tovabbi felmérések sziikségesek, beleértve a denevérekhez kapcsolodd niche-ek
vizsgalatat is. Az altalunk leirt eset az elsé filovirus szekvencia, melyet Magyarorszag
tertiletérol jelentettek és ez a LLOV jelent6s foldrajzi elterjedtségét is sejteti. Figyelembe véve
a magyarszagi ¢és spanyolorszagi hossziszarnyli denevérek pusztulasat, a virus allatvédelmi
szempontbol is jelentds kockazatot jelenthet. Mivel szamos fontos kisérlet hianyaban a virus
tényleges zoonoétikus potencialja sem ismert, a jovoben ennek tisztazasara tovabbi célzott

kisérleteket tervezink.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Hantavirusok

¢ Hantavirusok komplex hazai vizsgalata

>

Az elézetes irodalmi adatok alapjan megterveztiink, optimalizaltunk é&s
sikeresen alkalmaztunk egy E. coli alapu fehérje expresszios rendszert.

A rendszer segitségével tovabbi immunoldgiai, szerologiai vizsgalatokra
alkalmas, hat hisztidint tartalmazé DOBV ¢és PUUV rekombinans teljes és
csonka nukleokapszid fehérjét allitottunk eld. A 6xHis segitségével a fehérjéket
Ni%*-kelat oszlopon tisztitottuk.

A tiszta, rekombinans fehérjékkel ELISA és WB vizsgalatokat optimalizaltunk,
illetve megallapitottuk az alkalmazott tesztek specificitdsi €és szenzitivitasi
értékeit.

Molekularis biologiai és filogenetikai modszerekkel igazoltuk az AAG és AFL
altal terjesztett DOBV jelenlétét hazankban.

Az elvégzett filogenetikai analizisekkel, valamint a virdlis nukleinsav
Osszehasonlitod vizsgalatokkal alatimasztottuk az eldzetes taxondmiai felvetést
a DOBV fajon beliili genotipusok megkiilonboztetésére.

Megallapitottuk a hazdnkban és a kornyez6é orszdgokban kimutathatd virusok
szoros filogeografiai kapcsolatait.

Alatamasztottuk, hogy hazankban a DOBV Dobrava és Kurkino genotipusali
cirkulalnak egyidejiileg.

Az egyiittes molekularis biologiai és szerologiai vizsgalatokkal megallapitottuk
a DOBV tényleges prevalenciajat a vizsgalatba bevont ragcsalok korében, amit
a hantavirus fert6zés ragcsalokban torténd dinamikajaval magyaraztunk.
Igazoltuk a PUUV jelenlétét hazankban a vizsgalatba bevont MGL ragcsalok
korében.

Igazoltuk a PUUV RNS jelenlétét akut veseelégtelenségben szenvedd beteg
nyalmintajabol.

Elsd izben irtuk le a TULV jelenlétét hazankban MAR és MSU ragcséalokban,
megallapitottuk annak magas prevalencigjat a vizsgalati régioban, elvégeztiik a

virusok filogenetikai vizsgalatat.
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¢ Hantavirusokkal végzett klinikai, szeroepidemiologiai vizsgalatok

>

Elsé izben igazoltuk molekularis modszerekkel a DOBV fert6zést heveny
veseelégtelenséggel jard hemorrhagias lazban szenvedd beteg vérmintajabol
hazankban.

Elso izben készitettiik el a DOBV fert6zés pontos klinikai nyomon kovetését, a
betegség lefolydsanak jellemzését, €s a fertézést okozd virustorzs filogenetikai
analizisét hazankban.

Elséként igazoltunk molekuléris bioldgiai és filogenetikai moddszerekkel a
DOBV  fertézés mimikalta heveny féregnyulvany-gyulladast akut
veseelégtelenségben szenvedd betegben.

Szoros egytittmiikodésben a klinikusokkal igazoltuk a hantavirus fert6zés tényét
hét beteg esetében, majd elvégeztiik a korlefolyas klinikai analizisét.

Els6ként végeztiink orszagos felmérést hazankban a hantavirus fert6zés
szeroprevalencidjanak megallapitdsara a rizikocsoportba tartozé vadaszok és

erdészeti dolgozok korében.

[zeltlabuak terjesztette virusok vizsgalata

s Krimi-kongoi vérzéses laz virusa

>

Megteremtettiik a tovabbi szerologiai vizsgalatok hatterét BSL-2 laboratdriumi
koriilményekhez.

E. coli fehérje expresszios rendszerrel rekombinans nukleokapszid fehérjét
termeltettiink, majd tisztitottuk és ELISA vizsgalatokhoz hasznaltuk.
Transzgenikus CHO-KKVLYV sejtvonalat hoztunk 1étre, amit IFA vizsgalatban
alkalmaztunk.

Els6ként igazoltuk mezei nyulak szeropozitivitisat hazankban a két
immunologiai modszer egyiittes alkalmazaséaval.

Megerdsitettiik a virus jelenlétét hazankban, és felvetettiik egy kozép-eurdpai

KKVLYV torzs meglétének lehetdségét 1xodes ricinus kullancsokban.

s Kullancsenkefalitisz virus

>

Molekularis bioldgiai modszerrel megerdsitettiik a KEV jelenlétét a hazai Ixodes
ricinus kullancsokban.
Els6 izben végeztiink sikerrel molekularis szlirévizsgalatot a KEV jelenlétének

igazolasara ragcsalok korében.
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Kijelentettiik, hogy a ragcsalok sztirése KEV kimutatasa céljabol hatékonyab
volt, mint a novényzetrdl gytijtott kullancsok monitorozasa.
Kijelentettiik, hogy a kisemlGsok rendszeres monitorozasa jo prognosztikai

adatokat szolgaltatna a KEV aktivitasrol az orszag endemikus régioin beliil.

s Nyugat-nilusi virus

>

Els6ként azonositottuk (jelentds prevalencidval) a WNV 2-es genetikai variansat
Culex pipiens ¢és Anopheles maculipennis szunyogban Szerbia hatarmenti
tertiletein.

Filogenetikai ¢s molekularis biologiai vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a

Szerbidban jelenlévo torzs feltételezhetden Gorogorszagbol érkezhetett.

crer

crer

Azonositottuk az NS3249P aminosavszubsztiticiot, amelyet korabban a
megndvekedett neuropatogenitas potencialis markereként irtak le.

Els6 izben irtunk le parhuzamos mutacidkat az NS3 fehérje helikdz domén és az
NS4B TM fehérje kozott, amelyek befolydsolhatjdk a fehérje-fehérje
kolcsonhatast, és ezaltal az NS3 fehérje RNS-kotddését, amely eldsegitheti a
virusreplikaciot.

Leirtuk a WNV egy feltételezett 0j genetikai variansat (WNV-9) hazankban
Uranotaenia unguiculata szanyogfajbol, ramutatva ezzel a faj potencialis vektor

szerepére Europaban.

% Usutu virus

>

Elsoként irtuk le az USUV jelenétét Szerbiabol szarmazé Culex pipens
szunyogban. Eddig csupéan szeroldgiai adatok mutattak a virus jelenlétére az
orszagban.

bioldgiai és filogenetikai jellemzését.

Szamos 1) mutaciot azonositottunk a virus genomjaban (Cssl, E702A, NS11240l,
NS52656R és NS532571), amelyek tobb régiot is érintettek.

Elsé izben bizonyitékot szolgaltattunk az USUV eurodpai 1-es genetikai varians

foldrajzi kiterjedésére a Balkan- félsziget déli teriiletein.
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Denevérek hordozta virusok jellemzése
s Astrovirusok
» ElsO izben azonositottunk denevérek altal hordozott astrovirusokat hazankban
¢és végeztiik el molekularis jellemezéstiket.
> Ot tjabb, potencialisan hordozé denevérfajt azonositottunk a Miniopterus

schreibersii faj dominanciajaval.

s Calicivirusok
» Els6 izben azonositottunk denevérek altal hordozott calicivirusokat hazankban
¢és végeztiik el részletes molekularis jellemezésiiket.
» Részletes szerkezeti vizsgalatokat, valamint homologia modellezést készitettiink

az uj virusok kapszidjaval, a patogenitast in silico vizsgalatuk.

*» Koronavirusok
» Els6 izben azonositottunk denevérek altal hordozott koronavirusokat hazankban
(SARS-szerli B-koronavirusokat is) és végeztik el részletes molekularis
jellemezéstiket.
% Pikornavirusok
» Els6 izben azonositottunk denevérek altal hordozott Uj pikornavirust
(,,Mischivirus B”) hazdnkban és végeztiik el molekularis jellemezésiiket.
» Genomszekvenalassal meghataroztuk a viradlis genom organizacidjat,
azonositottuk a pikornavirus specifikus motivumokat, illetve analizaltuk az

5’UTR/IRES régiot.

¢ Parvovirusok
» ElsO izben azonositottunk denevérek altal hordozott 0j parvovirust (denevér
bufavirus) hazdnkban és végeztiik el molekularis jellemezésiiket.
» Genomszekvenalassal meghataroztuk a virdlis genom organizaciojat,
azonositottuk a specifikus motivumokat. Potencialis rekombinacios eseményt

tartunk fel, amely komoly jelentéséggel birhat a Protoparvovirusok

crcr

s Fiovirusok
» Els6 izben mutattuk ki az egyetlen ezidaig ismert europai filovirust hazankban
(Eurépaban masodszor) és végeztiik el molekularis jellemzését.
» A Lloviu virusra specifikus TagMan-PCR alapu tesztet fejlesztettiink ki, amely

igen jelentds a virus tovabbi kutatasa céljabol vilagszerte.
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