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Tisztelt Professzor Ur!

Ezuton is szeretném megkdszonni, hogy disszertaciom biralatara szolo felkérést elfogadta, és
kérdéseivel, észrevételeivel segitette munkamat.

Vilaszaimat az On kérdéseinek sorrendjében és azok megismétlésével részletezem:

Professzor Ur roviditésekre utald kritikai megjegyzésére a kovetkezé valaszt adom. Nagyon
koszonom az észrevételt, valoban két kiilonbozo jelleghi roviditést alkalmaztam. Mindenhol a
Linné elven elnevezett fajok roviditett nevét hasznaltam kivéve a ragcsalok esetében. Itt egy
harom betlis nevezéktant alkalmaztam, ami az 6kologiai tanulmanyok soran megszokott.
Minden esetben (pl.: terepi mintavételezés, adatbazis kezelés, stb) ezt a harom betiis ,,kodot”
hasznaljuk. Mivel munkdnk nagyon szoros egyiittmiikodésben tortént a Pécsi
Tudomanyegyetem oOkologiai munkacsoportjanak kisemldsokkel foglalkozd részlegével, a
hosszt évek kozos munkdja alatt teljesen atvettiik ezt a nevezéktant. Szamunkra ennek
alkalmazasa igy (sajnos) rutinszerlivé valt. Mentségemre legyen szolva, hogy a ,,Roviditések
jegyzékeében” ezen harom betlis kodokhoz rendelt fajneveket ismertettem. Ennek ellenére
Professzor Ur felvetésével egyetértek, a jovében jobban figyelek erre.

A hordozasra vonatkoz6 megallapitassal kapcsolatban a kovetkez6t valaszolom. Teljes
mértékben egytértek Professzor Ur altal leirtakkal, sajnos azonban sok esetben egyaltaldn
nincsenek még szakirodalmi adatok a hordozas/terjesztés egyértelmii igazolasara. Nagyon sok
virus esetében (pl. denevérek altal hordozott virusokndl) a nukleinsav kimutatas szintjén
sikeriilt a kérokozot kimutatni, a virust azonban nem lehetett izolalni. Disszertaciomban is
maximalisan igyekeztem ezt ismertetni.

Az ,elséség leirasara” vonatkozé észrevételre adott valaszom. Egyetértek Professzor Urral,
ezért a disszertdcioban is megprobaltam a leheté legnagyobb Ovatossaggal és aldzattal
megfogalmazni ezeket az eredményeket. Minden esetben alkalmaztam a ,hazdnkban”,
,régidban” vagy célzottan az adott orszagra vonatkozoan (pl.: ,,Szerbidban”) helyhatarozokat.
Ennek esetleges elmaradasaért elnézést kérek. Koszondm az észrevételt, a jovoben sokkal
koriiltekintdbben fogok eljarni az ilyen kérdésekben.

1. ,,A hantavirusokra kidolgozott szerologiai tesztekben a kiilonbozé ragesalok szerologiai
vizsgalatara milyen masodlagos ellenanyagot (konjugdatumot) alkalmaztak? A modszertani
fejezetben emlitett, xenospecifikusnak tekintheté anti- egér IgG konjugatumot? Vagy minden
ragcesalora fajspecifikusat? Akar az elobbi, akar az utobbi megolddst valasztottak, hogyan
gyozodtek meg arrol, hogy a vizsgalati rendszer megfelelo és kozel azonos érzékenységgel és
specificitassal detektalja a kiilonbozo ragesalo fajok ellenanyagat?”



Valasz: A szerologiai tesztekben a Dako cég altal gyartott HRP-vel konjugalt, kecskében
termeltetett anti-egér IgG antitestet hasznaltunk 1:1500-as higitasban. A szakirodalmi adatok
alapjan ez a legelterjedtebben hasznalt antitest. Szamos publikacié megerdsiti, hogy mind az
egérfélék, mind pedig a horcsogfélék csaladjaba tartozé ragesalok szerologiai tesztelésére is
alkalmas (Escutenaire és mtsai., 2000; Heyman ¢és mtsai., 2002; Hardestam és mtsai., 2008;
Hughes és mtsai., 2014). Erdekes és fontos adatot publikalt Sadkowska-Todys és munkatérsai
2015-ben, amely szerint a kereskedelmi forgalomban is kaphato egér hantavirus ELISA teszt
is kimutatta a hantavirus ellenes antitesteket horcsogfélékben.

Az ELISA tesztiink fejlesztésekor egyfeldl ilyen jellegii, kereskedelemben kaphato
ELISA teszt célzottan ragcsalok vizsgdlatira nem volt elérhetd, masfeldl a rekombinans
fehérje létrehozasa a hosszatava kisérleteket is figyelembe véve a kutatds finanszirozas
szempontjabol kedvezébb volt. Ennek megfeleléen sajnos az altalunk kidolgozott vizsgalati
rendszert a kiilonb6z6 ragesalo fajok egyedi ellenanyagszintjére nem tudtuk tesztelni, igy csak
az akkor hozzaférheté szakirodalmi adatokra tamaszkodhattunk. Mindazonaltal, probaltuk a
lehetd legjobban meghatarozni az altalunk fejlesztett, rekombindns fehérje alapu teszt
specificitasat és szenzitivitasat. Ennek érdekében mind a Dobrava-Belgrade hantavirus
(DOBYV), mind pedig a Puumala hantavirus (PUUV) esetében gyari human hantavirus ELISA
kitekkel végeztiink Osszehasonlitast (Reagena Dobrava-Hantaan I1gG EIA, valamint
Hantavirus 1gG, and IgM DxSelectTM ELISA Kkit, Focus Diagnostics) klinikailag igazolt
DOBV ¢s PUUV fert6zott betegek valamint egészséges emberek szérum mintdival. Ezen
vizsgalatok alapjan azt kaptuk, hogy ELISA tesztiink érzékenysége a DOBV és PUUV
esetében 100% illetve 90,9%-o0s volt, mig a teszt mindkét antigén vonatkozasaban 95%-0S
specificitassal rendelkezett.

2. ,,Nem alacsony-e a kisragcsadlokban a 12% kériili hantavirus szeropozitivitds egy valodi
endémias hordozashoz képest? Nem kiilonbozik lényegesen az akkcidentalis expoziciot jelzé
human eredményektol! A kisragesalok szoveteiben a genomi nukleinsav kvalitativ kimutatdsa
nem nyujt informdciot, hogy Bevezetésben is kovetelményként emlitett ,, nagy mennyiségben”
perzisztal-e ott a virus. Ki lehet- e zdrni azt az epidemioldgiai/okologiai szempontbol lényeges
lehetoséget, hogy az emberhez hasonloan, a vizsgalt kis ragcsalokban is akkcidentalis
expozicio zajlik valamilyen egyéb fert6zo forrasbol?”

Vilasz: Az irodalomi adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a ragcsalok hantavirus pozitivitasat
szamos tényez0 befolyasolhatja. Nyilvanvaloan egyenes arany van a ragcsalok gradacioja és a
fert6zottség kozott. A ragesalod gradaciot tobb tényezd egyiittesen hatarozza meg, ezek koziil a
legfontosabbak a ragcsalok éldhelye, egyedszama, kora, neme, valamint az éghajlati tényezdok
¢és ebbdl adddoan a taplalék elérhetésége (Jonsson és mtsai., 2010; Khalil és mtsai., 2014).
Belga, német és finn kutatok foglalkoznak féleg idébeli hantavirus fertézés dinamizmus
vizsgalattal melyek alapjan elmondhatjuk, hogy a hantavirus fertdzottség mértéke eltérd
(atlagosan 6% ¢s 50% kozotti értékek) az egyes vizsgalt években. Ezen beliil szezonalis
eltérés is megfigyelhetd, mely eredmények addédhatnak az eldbb emlitett tényezdkbdl. Ennek
megfelelden a 12% a nemzetkozi szakirodalomban is publikalt adatoknak megfelel, nem
tekinthetd kirivoan alacsonynak (Escutenaire és mtsai., 2000; Heyman és mtsai., 2002; Reil és
mtsai., 2017; Voutilainen és mtsai.,, 2016). Szamos tanulmany vizsgalja a ragcsalok
fertdzottségét a human hantavirus fertézésekkel Osszefiiggésben, melyekbdl kitiinik, hogy a
ragcsalok kozotti nagyobb fertdzottséget mért években a humdan fertézések szama is
emelkedett. Ennek ellenére a human fert6zések mértéke, szazalékos aranya a legtobb esetben
nem éri el a gazdaszervezet szeroprevalencia értékeit (Heyman és mtsai., 2001; Tersago ¢és
mtsai., 2011; Weber de Melo és mtsai., 2015).

Valoban igaz, hogy a ragcsalok szoveteiben a genomi nukleinsav kvalitativ kimutatasa
nem nyuyjt informacidt a virus mennyiségére vonatkozoan. Ebben maximaélisan egyetértek
Professzor Urral. A disszertacié elkészitése utin még tovabbi kisérleteket folytattunk, amik a



szoveti kimutathatosagot is érintik. Ugy tiinik, hogy a virus kimutatasara (természetes Giton
fertdzott ragesald esetében) a vese illetve a m4j a legalkalmasabbak. Részben megkezdtiik,
részben pedig tervezziik a kvantitativ mdodszerek alkalmazasat is a virusok vizsgalataban, ezek
eredményeinek értékelése azonban még folyamatban van.

A ragcsalok akkcidentalis expozicidja tekintetében elmondhatd, hogy kisemldsok a
fertdzést (hasonldan az humén fertézésekkor) kozvetlen és kozvetett uton is atadhatjak
egymasnak. ElsGsorban a himek agressziv magatartasa miatt, valamint a harapasok, vagy az
exkrétumok utjan bekovetkezo fert6zodés a leggyakoribb (Kariwa és mtsai., 1998; Bagamian
és mtsai.,, 2012; Reil és mtsai., 2017). Egyéb fert6z6 forrasbol szarmazd atadast nem
ismertink, illetve ezt leir6 tanulméanyt nem taldltunk.

3. ,,4 esetismertetés adatai alapjan nem allithato fel a ,,fertozés mimikalta a féregnyulvany
gyulladast” ok- okozati osszefiiggés (az egy esetbol szarmazo sajat adatok nem zarjak ki, nem
is zarhatjak ki a véletlen koincidenciat), hanem a fertozés akut hasi tiinetegyiittessel tarsuldasa
irhato le, amelyre tobb példat is hoz a szakirodalombdl. Lehetett-e mesenterialis lympadenitis
a hattérben, amely szintén okozhat akut hasi tiinetegyiittest és szamos fertozésben része lehet
a patogenezisnek?”

Valasz: A koincidenia valoban nem zérhatd ki és az is igaz, hogy a hantavirus fertdzés akut
hasi tlinetegyiittessel tarsulhat. Mindazonaltal az elmult iddszakban folyamatosan nyomon
kovettiik az akut hantavirus esetek klinikumat is és minden esetben a klinikai tiinetek nagyban
megegyeztek egymassal, amit a szakirodalom is alatamaszt. Ez volt az egyetlen este, ahol ezt
a jelenséget lattuk, igy mindenképpen érdekesnek talaltuk a beteg részletesebb vizsgalatat.
Hasonlé eredményekre jutott Celikbas €s munkatarsai (2005), amikor a Krimi-kongoi
vérzéses 1az virus esetében irtak le hasonld jelenséget. Természetesen egyetértek abban, hogy
egy esetbdl nagyon nehéz egyértelmii kovetkeztetéseket levonni, igy fontosnak tartjuk a téma
tovabbi vizsgalatat a jovoben.

4. ,,A Krimi-kongoi vérzéses laz virus ellenanyag immunfluoreszcens vizsgalatihoz hasznalt
transzgenikus CHO sejtvonallal kapcsolatos kérdések: A transzfektalasi lépés utan volt-e és
milyen szelekcio, valamint hany passzazson keresztiil az elsé ill. az utolso felhaszndlasig?
Mivel magyarazhato, hogy csak a sejtek egy része , antigén pozitiv'? Poliklondlis
sejtpopuldcio  infekcios  heterogenitasdval vagy expresszios — heterogenitassal? Az
immunfluoreszcens dabran jelet ado sejtek morfologiailag is kiilonbozonek tiinnek az ,antigén
negativ” sejtektél, ami felveti, hogy az alkalmazott vektor onmagdban is okozhat
elvaltozasokat a gazdasejten. Sok retroviralis rendszerben pont azért vizsgalnak
parhuzamosan kontroll (vagy tires) vektorral transzfektalt sejteket, hogy a transzfektalt gén
Specifikus hatdsat igazoljak. A jelen projektben tortént-e ilyen tipusu kontrollalasa az
antigénnek vagy annak kizardsa, hogy vektor eredetii hatasok kozvetleniil vagy kozvetve
interferalnanak az immunfluoreszcens vizsgalattal?”

Valasz: A CHO-sejtek tranziens transzfekciojat kalcium-foszfat és lipofekcios modszerrel
egyarant kiviteleztiikk. A transzfekciot kovetéen szelekcids marker révén dusitottuk a
transzfektalt sejteket (puromycin/hygromycin). A teljes miiveletsor sordn torekedtiink a gyors
kiértékelésre a passzazs szamok alacsonyan tartasa érdekében (a passzazsok szama 5 volt). A
szelekciot kovetden is erdsen heterogén maradt a transzfektalt populacio, foként az egyes
sejtekben talalhatd kopiaszamok tekintetében, mely kovetkeztében voltak alacsony, kdzepes
¢és magas szinten expresszald sejtek egyarant, a tranziens transzfekcido természetes
velejardjaként. Mivel a szelekcidos kémiai anyagok (puromycin/hygromycin) citotoxikus
hatasuak, mely ellen bizonyos mértékben dozis-hatds fiiggvényében a magas kopiaszamu és
expresszids szintl sejtek védettebbek (bar lassabban osztodnak, de rezisztensebbek), foként az
alkalmazott szelekcids nyomas heterogén populaciora kifejtett heterogén mértékii hatasanak



tudjuk be a morfoldgiai heterogenitast. Véleményiink szerint dontéen ez utobbi folyamat
jarult hozza a heterogén morfoldgia kialakuldsahoz a populécio szintjén, és kisebb mértékben
az lires vektor hatasa.

5., Az értekezés ugyan kitér a legtobb mintavételi eljarasra, a denevéreké sajnalatos modon
hianyzik, amit azért lényeges megvalaszolni, mert a vizsgalt viruscsaladok enteralis
mintavételre utalnak és a-ragadozok, rovarevok enterdlis mintdaibol kimutatott genomialis
nukleinsavszekvenciak esetén kiilonosen fontos kizarni, hogy nem a nyersen elfogyasztott
taplalékallatok valamelyike hordozta. A kiilonbozé denevérfajok és a picorna-, calici-,
valamint parvovirusok kozotti biologiai kapcsolat a Bevezetés és a hivatkozott szakirodalom
alapjan is bizonytalan, ritka és esetleges, valamint az sem ismert, hogy a gazdafaj melyik
szervét erintené. A szerzé altal megfigyelt alacsony kopiaszam is inkabb gyengiti annak
lehetoseget, hogy ténylegesen a denevér hordozna az adott virust. A jelen pontban
észrevételezett virus-gazda kapcsolatok feltarasaban jelenleg hol tart a szakteriilet?
Alternativ vizsgalati megkozelitéssel jutott-e barki kozelebb annak a kérdésnek .a
megvalaszolasahoz, hogy fertozé virus szaporodik-e, iiriil-e a vizsgalt gazdafajokbol vagy a
genomidalis nukleinsavszekvenciak kvalitativ kimutatasaval, egymashoz hasonlitasaval még a
kerdesfelvetés szakaszaban tartanak?”

Valasz: A kérdés igen fontos aspektusara vilagit ra a denevér-viroldgiai kutatdsoknak,
nevezetesen a vizsgalati paletta és lehetdségek erds limitaciojara. Mivel az Eurdpaban honos
32 denevérfaj mindegyike védett, vagy fokozottan védett természetvédelmi statuszu, beleértve
a természetes €lohelyek védelmét is, igy igen nehézkes mélyrehaté mintavételi stratégiat
kidolgozni. Az értekezés eredményeit is a kizarolagosan alkalmazhat6, non-invaziv eljarasok
(sz€ékletgylijtés) alapjan sziikséges taglalnunk. Eurdpai viszonylatban rendkiviil kevés adat all
rendelkezésre a kiilonb6zo viruscsaladok szoveti eloszlasarol, néhany tanulmany, természetes
uton elhullott denevérek metagenomikai adataibol szolgaltat vonatkoz6 informaciét (Negredo
és mtasi., 2011; Dacheux és mtsai., 2014).

Ugyanakkor a denevérek szertedgazé filogenetikai kapcsolatai, egyediilallo diverzitasa
lehetéveé teszi, hogy biogeografiai Iéptékben, mas foldrészek rokon fajainak adataibol
induljunk ki. Err6l Teeling és munkatarsai 2005-6s, a Science tudomanyos folyoiratban
publikalt tanulmanyukban irnak. Azsidban szamos kutatis foglalkozik szovetmintik
vizsgalataval, igy tobb viruscsoport esetén is rendelkeziink ilyen irdnyll bizonyitékokkal, a
denevérek abszolut gazdaszerepére vonatkozdan. Ezen virusok tobbsége hasonld rokonsagi
viszonyokat mutat az 6ket hordoz6 gazdaallathoz hasonloan, reflektalva a hossza ideje
fennalld koevoluciés multra. Ebben a tekintetben Kkutatocsoportunk is szerteagazo
vizsgalatokat folytat, szoros egyiittmiikddésben denevér taxonomus kollégakkal. A
Picornaviridae csalad esetében példaul szamos érdekes aspektusat tartuk fel a denevérek és
pikornavirusaik koevolucios multjanak (Zeghbib és mtsai., 2019).

A denevérben torténd replikacid egyértelmili bizonyitasa talan a virus izolaldsa lenne,
ez azonban csak igen kevés esetben volt sikeres. Jelenleg a denevér-viroldgidnak ez a masik
nagyon limitalo tényezdje.

Remélve, hogy opponens Ur valaszaimat elfogadja, szeretném ismét megkoszonni kérdéseit €s
aldozatos munkdjat.

Tisztelettel és koszonettel:

Prof. Dr. Jakab Ferenc
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