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,, Nem értem a tudomanyos siker fogalmat. Véleményem szerint a siker az, ha az ember
elégedett a munkdjaval. Ha boldog. Legfontosabb a tudomany irdnti szenvedély, és ha az

megvan, az maga a siker.”

Ada Jonat

PROLOGUS

,,Az ember folyamatos uralmdra a Féldon a legnagyobb veszélyt a virus jelenti.” — hangzik el
Joshua Lederberg Nobel-dijas kutato hires idézete Wolfgang Petersen Virus cimii 1995-6s
filmjének elsd percében. A mondat, amely meghatarozta nemcsak az azt kovetd filmélményt,
de talan azota is sokak fiilében cseng egy-egy hiradas hallatan. Persze a szakmaisagot sokszor
nélkiilozo, a valosagtol néha teljesen elrugaszkodott hollywoodi alkotas azért a laikus nézd
szamara maga volt az igazi tudomany. Félelmet keltett, elgondolkodtatott vagy éppen
elvarazsolt. Elvarazsolt, €s talan emberi sorsokat, életeket hatdrozott meg akkor, amikor
fiatalon, a tinédzser éveinek utolsd perceit taposé didk, gimndziumi tanulmanyaibdl a
mikrobiologia néhany apré morzsajat épp csak felcsipegetve el6szor pillanthatott bele ebbe a
csodalatos vilagba. Ma mar tudja: a tudomany ennél sokkal tobb, mégis az 1d6 mulasat
meghazudtoldé moédon, toretlen lelkesedéssel és soha el nem muld izgatottsaggal tekint az

ismeretlenség vilagdba nap mint nap.

Pécs, 2018. november 25.
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WNV

FAJLISTA

Aedes vexans
Anopheles maculipennis
Apodemus agrarius
Apodemus flavicollis
Apodemus pontiucus
Apodemus sylvaticus
Coquillettidia richiardii
Corvus brachyrhynchos
Culex pipiens
Dermacentor marginatus
Eptesicus serotinus
Haemaphysalis concinna
Hipposideros gigas
Hyalomma marginatum
Ixodes persulcatus
Ixodes ricinus

Lepus europaeus

Myotis alcathoe

Myotis blythii

Microtus agrestis
Microtus arvalis

nem kddold régié (untranslated region)

virus fehérje (viral protein)

genomhoz kapcsolt virus protein (viral protein
genome-linked)

Western blot

neuroinvaziv Nyugat-nilusi virus okozta betegség
(West Nile neuroinvasive disease)

Nyugat-nilusi virus (West Nile virus)
mikrogramm

mikroliter

mikromolos

foltos malariaszinyog
pirok erdeiegér
sarganyaku erdeiegér
kozonséges erdeiegér
rovidesorl varji
dalos szunyog
birkakullancs

kozonséges késeidenevér

kozonséges kullancs
mezei nyul

nimfa denevér
hegyesorri denevér
csalitjard pocok

mezei pocok
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Microtus oeconomus
Microtus pennsylvanicus
Microtus subterraneus
Miniopterus schreibersii
Myodes glareolus
Myotis bechsteinii
Myotis dasycneme
Myotis daubentonii
Myotis emarginatus
Myotis myotis

Myotis nattereri
Nyctalus noctula
Ochlerotatus caspius
Ochlerotatus sticticus
Peromyscus maniculatus
Pipistrellus pygmaeus
Plecotus auritus
Rhinolophus euryale
Rhinolophus hipposideros
Rhinolophus ferrumequinum
Rhinolophus macrotis
Rhinolophus pearsonii
Rhinolophus pusillus
Rhinolophus sinicus
Talpa europea

Turdus merula

Uranotaenia unguiculata

északi pocok

kozonséges foldipocokok
hosszliszarnyu denevér
voOroshatu erdeipocok
nagyfiilii denevér

tavi denevér

vizi denevér

csonkefiilii denevér
kozonséges denevér
horgasszorii denevér

r6t koraidenevér

Ozegeér

szopran torpedenevér

barna hosszufiilii-denevér
kereknyergli patkdsdenevér
kis patkdsdenevér

nagy patkdsdenevér

kinai vords patkdsorri denevér
kozonséges vakond

fekete rigo

Dolgozatomban a virusok, betegségek, tiinetek, laboratoriumi eredmények és egyéb orvosi
kifejezéseket a magyar helyesiras szabalyainak betartdsa mellett, kiejtésszertien, fonetikusan

hasznaltam (magyarositas).

(Bdsze Péter: A magyar orvos-biolégiai szakirds: magyarositds, magyaritds, fogalmazas magyarul és forditds

magyarra - Nyelvészeti megfontolasok az orvos szemével. MAGYAR ORVOSI NYELV 2013, 1, 43-51.)
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BEVEZETES

A XXI. szazad szamos Uj kihivast tdmasztott az emberiség elé, amelyek koziil talan az
egyik legnagyobb az emberiségre veszélyt jelentOs 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, lehet6ségeket biztositva ezzel wjabb- és tjabb 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 technolégiai talalmanyai és
az életmindség javitasa érdekében bevezetett vivmanyai sokszor szamos veszElyt is rejthetnek
magukban. Eurdpa egyik legforgalmasabb repiiléterének szamito frankfurti repiiloteret 24 éra
alatt tobb mint 167 ezer utas veszi igénybe, ami havi szinten tobb mint 5 millié utast jelent. A
modern molekularis biologiai technologidk lehetdséget nyujtanak a korokozok gyors
felismerésére, genetikai adataik gyors megismerésére, vagy akar ezidaig ismeretlen,
egeszsegligyl kockazattal bird patogének leirdsara is. Az 0j kérokozok folyamatos keresése,
megismerése mar széleskoriien elfogadott eljaras, egyre ndvekvd kutatdsi irdny, amely a
kozegészségligy szempontjabol kritikus jelentdségii helyzetek megel6zését teheti lehetdveé. 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 szazalékabol sikeriilt teljes viralis genomikai adatot nyerni. Igy a hasonlé
méretii és kimenetelll jarvanyok megeldzésének egyik alkalmas modszere lehet a virusok
iddben torténd felfedezése, melyre ugyancsak jo példa a nemrégiben leirdsra keriilt Bombali
ebolavirus, amelyet Sierra Leone teriiletén befogott denevérekben azonositottak. Azonban a
felbukkand és/vagy ujra-felbukkand fert6zé 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 kornyezd orszagokban eldforduld allatok,
elsésorban ragcsalok, szanyogok, kullancsok és denevérek altal hordozott virdlis kérokozokat
mutatom be. A munka jelentds mértékben tamaszkodik a mar ismert, illetve 0j virusok
azonositasanak fontossdgara, molekularis jellemezésiikre, terjedésiik dinamikajanak

feltarasara és gazdaszervezeteik megismerésére.

11
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1. IRODALMI ATTEKINTES

A dolgozatban targyalt eredmények diverzitdsa miatt, ebben a fejezetben elsdsorban az
értekezésben szerepld viruscsaladok (bizonyos esetekben nemzettségek) rovid, érintdleges
bemutatasat végeztem el, a korokozdkat hordozé allatcsoportok csoportositdsaval. ElsGsorban
azon témadkra, ismeretanyagokra Osszpontositottam a bemutatott virusok, viruscsalddok
esetében, amelyek a késobbi vizsgalatok targyat képezték és szorosan kotddtek a dolgozat

eredményeihez is.

1.1. Ragesalok altal hordozott virusok
1.1.1 Hantaviridae csalad — Hantavirusok

A hantavirusok vildgszerte elterjedtek, és igy foldrajzilag is alapvetden két nagy
csoportra oszthatok. Az FEurépaban és Azsidban jelen 1év6 virusokat ,,Ovilagi
hantavirusoknak” nevezziik, mig az Amerika teriiletén 1évéket ,,Ujvilagi hantavirusoknak”.

A koreai haboru idején (1950-1953) egy vérzéses tlinetekkel jard vesebetegségre figyelt
fel a vildag, melyben tobb ezer ENSZ katona szenvedett a habora alatt. Az akkor még
ismeretlen korokozot koreai hemorrhagids 14z virusnak nevezték el. 1978- ban azonositottak a
virust a Han-folyd koézelében befogott Apodemus agrarius (AAG) tiidészovetébol; az elsd
felfedezés helye utan a Hantaan virus (HNTV) nevet kapta (Lee és mtsai. 1978). Az 1980-as
években egy Ujabb virust tudtak azonositani, mely vérzéses lazzal jard vesebetegséget HFRS-t
(Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome) okoz human szervezetben, és elnevezték Seoul
virusnak (SEOV), mivel Seoulban befogott patkanybdl izolaltak elészor (Lee és mtsai. 1982).

Europdban a Dobrava (DOBV) és Puumala (PUUV) virusoknak van nagy koéroki
szerepiik. A PUUV-t egy finnorszagi falur6l nevezték el, ahol 1980-ban eldszor izolaltdk a
virust, Myodes glareolus (MGL) tiidejéb6l. A PUUV a HFRS-nél enyhébb lefolyast
betegséget, a nefropatia epidemikat (NE) okozza. A veseérintettség itt is kialakul viszont joval
enyhébbek a kisérd tlinetek (Brummer-Korvenkontio és mtsai. 1980). A HFRS korképet
okoz6 virust 1992-ben Szlovénidban egy Apodemus flavicollis (AFL) egér mintajabol
mutattak ki, valamint ezzel parhuzamosan (az akkori) Jugoszlavidban egy HFRS-ben
szenvedd beteg mintajabol is, ezért a Dobrava-Belgrade virus nevet kapta (Avsic-Zupanc €s
mtsai. 1992, Gligic és mtsai. 1992). Tobb eurdpai hantavirus faj nem okoz human
megbetegedést, igy a cickanyok altal kozvetitett Seewis virus (SWSV) és Asikkala virus
(ASIV) sem, viszont a mai napig nem tisztazott egyértelmien a Tula virus (TULV) human

patogenitasa (Schultze és mtsai. 2002; Klement és mtsai. 2003; Clement és mtsai. 2003;
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Zelena és mtsai. 2013). Magyarorszagon is tobb hantavirus faj van jelen egyidejiileg.
Ferenczi és munkatarsai mar 1992 és 2000 kozott végeztek felméréseket, melyek alapjan a
DOBYV ¢s PUUV egyiittes jelenlétét igazoltak (Ferenczi és mtsai. 2003; Ferenczi és mtsai.
2005) ragcsalokban. Bar nem human patogén hantavirus, de Magyarorszagon is kimutattak
vakondfélék altal terjesztett hantavirust, a Nova virust (NVAV), melyet a Talpa europea
fajbol (TEU) izolaltak (Khang és mtsai. 2009).

Amerikaban az 0jvilagi hantavirusok koziil az els6t 1985-ben azonositottak, Microtus
pennsylvanicus (MPE) ragcsaloban (Lee és mtsai. 1985). Az els6 ujvilagi hantavirus fertézést
pedig 1993-ban a Four Corners régioban talalhaté Navajo indian rezervatumban regisztraltak,
a fertézést a Sin Nombre virus (SNV) okozta (Childs és mtsai. 1994, Nichol és mtsai. 1993).
A korképet, hantavirus Kardiopulmonaris szindromanak (HCPS) nevezték el. A virust a
Peromyscus maniculatus ragcsalobol sikeriilt azonositani.

Afrikaban is sikeriilt hantavirust azonositani ragcsalobol ami a Sangassou virus
(SANGV) nevet kapta, mely a DOBV-val mutat hasonlosagot (Klempa és mtsai. 2012).

A Nemzetkdzi Virustaxondmiai Bizottsag (ICTV) legutobbi adatai alapjan az eddig
ismert 41 hantavirus fajt a Bunyavirales rendbe, a Hantaviridae csaladba és azon beliil az
Orthohantavirus nemzetségbe soroltak. Azonos tulajdonsaguk, hogy a virionok gomb
alakuak, 80-120 nm atméréjiek. Kettds lipidmembrannal boritottak, felsziniikon 5-10 nm
hosszisagu glikoprotein nyulvanyokkal (Gn, G¢) (Schmaljohn és mtsai. 1987). Harom
szegmensbdl all6 RNS genommal rendelkeznek, a szegmensek, gylirlivé zarddott egymastol
elkiiloniilé negativ szalu, egyfonalit RNS molekulabol épiilnek fel. Az 1,6-2 kilobazis (kb)
hosszll S szegmens kddolja a nukleokapszid proteint. A Gn, G glikoproteineket kodold M-
szegmens 3,2-4,0 kb, mig az RNS-fliggé RNS polimerazt (RARp) kodold L-szegmens 6,5 kb
hosszt (Plyusnin és mtsai. 1996). A virus szaporodasa a célsejtek citoplazmajaban jatszodik
le, miutan a virus a Gn, Gc¢ glikoproteinekkel kotdédik a célsejt receptoraihoz, majd
endocitozissal jut be a gazdasejtbe. A virion Gsszeépiilése a Golgi membranjan torténik,
ahonnan levalva vezikulumokba csomagolva transzportalodik a membran felé, ahol
exocitodzissal kijut a sejtbdl (Schmaljohn és Nichol 2007).

A hantavirusok gazdaszervezetei a kiilonboz6é ragcsalok, cickdnyok, vakondok és
denevérek. A virus a fertdzott allat vizeletében, székletében, nydldban egyarant megtalalhato.
A beszaradt testvaladékok vaporizéacidjaval keriilhet a virus mind az emberi, mind az allati
szervezetbe, valamint allatok esetében harapas utjan fert6zhetik még meg egymast (Glass €s
mtsai. 1988, Hinson és mtsai. 2004). Nagyon ritkan fordulhat eld, hogy vadon ¢€l6 ragcsalok

harapésa altal és/vagy azok vérével, szovetével érintkezik az ember. Ezekben az esetekben is
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el6fordulhat fert6z6dés, de joval alacsonyabb ennek esélye, mint a beszaradt, szallo

exkrétummal torténd érintkezéssel.

Fert6zodés esetén a hantavirusok harom koérképet okozhatnak a human szervezetben a
fert6z6 hantavirus faj jellegétdl fiiggéen: ezek a HFRS, NE, HCPS. HNTV ¢és DOBV
esetében 5-10%-o0s lehet a halalozési arany, mig a HCPS-t okoz6 SNV esetében ez akar az
50%-ot is elérheti (Jonsson és mtsai. 2010). Hazankban és Eurdopaban, esdsorban a HFRS
korképnek van klinikai relevanciaja. Az atlagosan 9-14 napos inkubacids id6 lejarta utan, a
HFRS lefolyasa 6t szakaszra bonthat6:

1. fazis: lazas fazis, melyben influenzaszerl tiineteket mutat a beteg, mint a hirtelen magas
laz, fejfajas, izomfajdalom, hasi és deréktaji fajdalom. Hanyinger, hanyas és hasmenés
is eléfordulhat.

2. fazis: hipotenziv (alacsony vérnyomads) szakasz, ami proteinuridval (fehérjevizelés) tarsul,
valamint a latdszavar és a kettOs latas is gyakori. A fazis idétartama igen valtozo lehet,
néhany 6ratol egészen napokig is elhtizodhat.

3. fazis: a vizelet mennyisége csokken (oliguria) vagy teljesen elapad (anuria) és ekkor
jelentkeznek a vérzéses manifesztaciok, mint pl: konjunktivalis vérzés, lagyszajpadi
bevérzés megfigyelhetok. Ezt kovetden a hirtelen vérnyomasesés, a pulzusszaporulat
¢letveszeélyes allapotot okozhat. A kialakult veseelégtelenség miatt az esetek egy
részében hemodializist alkalmaznak a beteg életének megmentése érdekében. A
veseelégtelenség kovetkeztében az addigi hipotenzid hirtelen hipertoniaba 1ép at. Ritkan
akut légzési elégtelenség, agydodéma, enkefalopdtia, tiidéodéma komplikdlhatja a
korképet.

4. fazis: a vesefunkcid normalizalodik, igy erre a szakaszra bd vizeletiirités (poliuria)
jellemzd.

5. fazis: a 1abadozés szakasza, ami hetekig, akar honapokig is eltarthat.

A NE esetében az emlitett szakaszok nem kiiloniilnek el ilyen €lesen egymastol, joval
enyhébb lefolydsu a betegség, bar a tiinetek teljesen hasonldak lehetnek (Alexeyev és
Morozov, 1995, Linderholm és mtsai., 1997).

A HCPS esetében, a kezdeti influenzéra emlékeztetd tiinetek utan jelentkeznek a 1égiti
tiinetek. Szapora pulzus és 1égzés, alacsony vérnyomas 1ép fel, valamint a tidok felett
szorcszorej hallhat6. Ezt kdvetéen gyorsan tlidoodéma alakul ki. Amennyiben a beteg taléli a
tiidéodémat, a léguti tiinetek gyorsan megsziinnek, ezzel egy idében poliuria indul meg, ami
az egyik kozos tiinet a HFRS-sel (Duchin és mtsai., 1994, Zaki és mtsai., 1995, Nolte ¢és
mtsai., 1995).
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A hantavirus fert6zés kezelése csak tiineti, Ribavirin HFRS esetében hatasosnak
bizonyulhat (Marcos ¢és mtsai. 2014). A ragcsalokkal vald kontaktus keriilés az egyetlen
biztos modja a virusfertdzés elkertilésére.

A virus diagnosztizalasa specialis szaktudast és laboratoriumi hatteret igényel. A viralis
nukleinsav kimutatasa molekularis modszerrel végezhetd vérbol, bar ez nem minden esetben
ad egyértelmli eredményt. Mivel a hantavirusok igen rovid ideig és viszonylag alacsony
virustiterrel okoznak virémiat, a virus molekularis kimutatisa csak a betegség korai
szakaszaban lehetséges. Altaldban mire a specifikus tiinetek megjelennek a virus mar nem
mutathato ki a beteg vérmintajabol. A legelterjedtebb vizsgalati modszer a szeroldgiai tesztek
alkalmazasa, melyekkel elsdsorban a virus ellen termelédott IgM ¢és IgG antitesteket
detektaljuk. A legaltalanosabb ilyen médszerek az ,,enzim kapcsolt immunszorbens vizsgalat”

(ELISA), Western-blot (WB) és az immunfluoreszcens mikroszkopia (IFA).

1.2 izeltlabiiak altal terjesztett virusok
1.2.1 Nairoviridae csalad — Krimi-kongoi vérzéses laz virus (KKVLV)

A Bunyavirales renden beliil a Nairoviridae csalad, Orthonairovirus nemzetségébe
sorolhato a Krimi-kongoi vérzéses 1az virusa (KKVLV). A KKVLV mellett emlitést érdemel
a Hazara virus, Nairobi sheep disease és a Dugbe virus is, melyek a Hazara virus kivételével
szintén human patogének (Flusin és mtsai, 2011).

A KKVLYV esetében a 100 nm atmérdjli virionok gombolytiek, lipid kettdsmembrannal
boritottak, felsziniikkon 5-10 nm hosszisagu glikoprotein nyulvanyok talalhatok. A
nukleokapszid hosszikas, helikalis szimmetriaji (Whitehouse és mtsai., 2004). A viralis RNS
ribonukleoprotein komplexekbe (RNP) rendezddve helyezkedik el a citoplazméban, ahol a
genom szegmenseket a nukleoprotein boritja és az RARp is jelen van a viralis RNS mellett. A
RNP-t kiviilrél az envelop és glikoproteinek hataroljadk. A viralis genom harom, egy rovid
duplaszali RNS (dsRNS) szakasz altal gytirivé zarodott, egymastol elkiiloniilé negativ szalu,
egyfonall RNA (ssRNS) molekulabol épiil fel. A hdrom RNS molekuldt méretiik alapjan
kiilonboztetjik meg: S, M és L szegmensek. Az S szegmens (~1,6 kb) kodolja a
nukleokapszid proteint (N). Az M szegmens (~5,4 kb) a glikoprotein prekurzort (GPC)
kodolja, melybdl a kiilonb6zo érési folyamatok (pl. glikolizacid) €s enzimatikus hasitasok
soran alakulnak ki a viralis glikoproteinek (G1 és G2). A legnagyobb az L szegmens (~12,1
kb), mely az RdRp gént kdédolja (Ziveec és mtsai., 2016).
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A jelentds humanegészségiigyi vonatkozéssal bir6 KKVLV elterjedése a kullancsok
altal terjesztett emberi megbetegedéseket okozd virusok koziil a legkiterjedtebb, igy a WHO
egy lehetséges jarvany okozodjaként jelolte meg.

Elsé dokumentalt megjelenése 1944-1945-re tehetd, amikor koriilbeliil 200 szovjet
katonat fertdzott a Krim-félszigeten a II. vilaghaboruiban. A virus izolaldsat azonban csak
1967-ben végezték el, ekkor Krimi vérzéses laznak nevezték. 1956-ban azonositottak a Kongd
virust is egy beteg gyermek mintajabol. Csak az 1970-ben végzett kutatasok tamasztottak ala,
hogy a két korokozd ugyanaz, €s innentdl az elnevezés komplex, KKVLV lett (Ergoniil,
2006).

A virus tobb mint 30 orszagban jelen van mar, leginkabb a Hyalomma kullancsfaj
elterjedési teriiletének megfeleléen. Megjelent Afrikdban (Zaire, Uganda, Kenya, Tanzania,
Uganda), Azsiaban (Kina, Kazahsztan, Pakisztan), Kozel-Keleten (Egyesiilt Arab Emiratus,
Irak, Iran, Szaud-Arabia), Délkelet-Europa szamos teriiletén (Bulgaria, Albania, Torokorszag)
¢s Kozép-Eurdpaban (Portugalia, Franciaorszag, Gorogorszag) is. Eurdpaban szamos
szerologiai tanulmany is késziilt, amely szintén aldtdmasztja a virus jelenlétét. Ilyen magas
szeroprevalenciat mutat6 teriiletek koz¢ tartozik Torokorszdg, Macedonia, Bulgaria, Romania,
Gorogorszag, Koszovd és Albania (Maltezou és mitsai.,, 2011). A kiilonbozé teriiletekrdl
szarmazo6 virus nukleinsav szekvenciak nagy genetikai diverzitast mutatnak. A legtobb genom
elemzés az S szegmens vizsgalatan alapul, azonban néhany tanulmény az M szegmensen
alapulo vizsgélatokkal is foglalkozik. A filogenetikai analizisek alapjan 8 elkiilonithetd virus
kladot irtak le a foldrajzi elhelyezkedéseknek megfeleléen (Ergoniil, 2006).

Eddig tobb mint 30 kullancsfajt azonositottak, melyek részt vehetnek a virus
terjesztésében (Hyalomma sp., Rhipicephalus sp., Ornithodors sp., Boophilus sp.,
Dermatocentor sp. és Ixodes sp.). Ezek koziil a legjelentésebbek a Hyalomma fajok (H.
marginatum, H. anatolicum, H. truncatum, H. impeltatum, H. impressum). A kullancsok
képesek a fertdzést transzovarisan (utddoknak is atadja a fert6zést) és transzstadidlisan
(kiilonboz6 fejlédési stadiumoknak is atadja a fert6zést) is terjeszteni a virust (Ergoniil, 2006).
Az éghajlat melegedés kovetkeztében a mediterran kullancsfajok elterjedése egyre északabbra
toloddott. A kullancsok foldrajzi terjedésében nagy szerepet jatszanak a vandormadarak is,
hiszen az allat tobb mint 26 napig képes a gazdaallaton maradni. Amennyiben a kullancs egy
szdmara megfeleld klimatikus kornyezetbe keriil, tigy a kedvezd éghajlati koriilmények
hataséara képes megtelepedni és stabil populaciot kialakitani (De Liberato és mtsai., 2018). A

kisérletesen fert6zott kullancsok a virust legnagyobb titerben a nyalmirigylikben és a
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reproduktiv szerveikben tartalmaztak, mig alacsonyabb volt a virus kimutathato mennyisége a

Malphigi-edényekben, kzépbélben, izom- €s idegszdvetben (De Liberato és mtsai., 2018).

A human megbetegedések leginkabb kullancscsipéshez kothetdk, de a fertdzott allatok
vérével torténd kozvetlen érintkezés is okozhatja az emberek fert6zodését. Fontos
megjegyezni, hogy a nem megfelelden eldkezelt tej (elsdsorban kecsketej) szintén lehet a
fertdzés forrasa. A virus képes emberr6l emberre is terjedni a fertdzott testnedvek
kozvetitésével, igy a betegek kezelésekor a maximalis biztonsagi €s higiéniés szabalyok
betartasa elengedhetetlen a nozokomidlis fert6zések elkeriilése érdekében. A haldlozasi arany
2-30% is lehet a foldrajzi elhelyezkedéstdl, a virustorzstdl, valamint a beteg allapotatol
fiiggden (Ergoniil, 2006). A virussal vald fertdz6dés utan kiilonbozo tazisok kiilonithetdk el:
1. fazis: inkubdacid, melynek hossza fligg a fertdzés modjatol: kullancscsipés esetén 2-7 nap,

mig virussal szennyezett vérrel vagy szovettel vald kdzvetlen érintkezés esetén 7-12 nap

is lehet.

2. fazis: a prehemorrhagias periddus. A tiinetek gyorsan kezdddnek, altalaban erds fejfajassal,
magas lazzal (39-41°C), hidegrazassal, szédiiléssel, fényérzékenységgel,
izomfajdalommal, faradtsdggal, hanyéssal, hasmenéssel €s hasi fijdalommal jarhatnak.
Ez a szakasz altalaban 1-7 napig tart.

3. fazis: a hemorrhagias periddus viszonylag rovid, 1-2 nap alatt zajlik le. A hemorrhagias
tiinetek jelentkezhetnek a torzson és a végtagokon aprd bérvérzések formajaban vagy
stlyosabb esetben nyalkahartyavérzések, kiterjedt borvérzések, maj- és vesefunkcids
zavarokkal kombindlva. Jellemz6 a kipirult arc, szajpad bevérzés.

4. fazis: a lecsengési id6szak, amely 10-20 napig is tarthat.

A kisérleti eredmények igazoltdk, hogy a kullancscsipést kovetden a virus viszonylag
rovid id6n beliil és igen nagy titerben jelenik meg a vérben. A virus elsGsorban a vaszkularis
endotél sejteket fert6zi, de a korokozé megtamadja a mononuklearis fagocitakat, dendritikus
sejteket és hepatocitakat is. Tovabba a fert6zés elérehaladtaval a virus jelenléte az 5-10. napot
kovetden igazolhatd tobb zsigeri szervben is (ma4j, Iép, vese). A betegeknél trombocitopénia,
leukopénia jelenik meg, tovabba emelkedik a maj enzimek, kreatinin-foszfokinaz, bilirubin,
laktat-dehidrogenaz, aszpartat-aminotranszferdz, alanin-aminotranszferdz szintje. Az Gsszes
fehérje, albumin, fibrinogén és hemoglobin ezzel parhuzamosan csékken (Ergoniil, 2006).

A fertdzés megeldzésének a leghatékonyabb modja a kullancscsipés elleni védekezés,
valamint a tej hokezelés utdn torténd fogyasztasa. Mivel a fertdzott haszon- és vadallatok
sokszor tiinetmentesek, igy a feldolgozasuk kozben bekovetkezd fert6z6dés lehetdsége igen

nagy. A vagohidakon virus tartalma vérrel, hussal torténd érintkezés ilyen esetekben
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elkeriilhetetlen, igy a fertdzddés elleni védekezés nehéz. A fertdzddésnek leginkabb kitett
személyek a mezdgazdasagi dolgozok, allattartok, vagohidi dolgozok, allatorvosok és az
egészségligyben dolgozok.

Diagnosztikai céllal altalaban a virus direkt molekularis kimutatasat szoktak alkalmazni.
Ezt a késObbi szeroldgiai vizsgalatok, illetve a virus esetleges sejtkulturdban torténd izolalasa
erdsitheti meg. Fert6z0dés esetén lehetséges a betegek tiineti kezelése, szupportiv kezelés,
illetve a betegség korai stddiumaban antiviralis kezelés (Ribavirin) hatékonyan alkalmazhato.

Védooltas jelenleg nem all rendelkezésre (Ergoniil, 2006).

1.2.2 Flaviviridae csalad

A flavivirusok a Flaviviridae csaladon beliili Flavivirus nemzetség tagjai (ICTV). A
nemzetség tobb mint Otven izeltldbluak altal hordozott virust (arbovirus) foglal magaba,
koztiik jelentds humén patogén virusokkal, mint a Nyugat-nilusi 14z virus, a Sargaladz virusa
vagy a Dengue virus. A flavivirusok egységes virion szerkezettel rendelkeznek. A burokkal
koriilhatarolt érett virionok gdmbolyliek és hozzavetdlegesen 50 nm atmérdjiek. A virion
legkiilsé rétege egy glikoprotein burok, amely 180 darab, ismétléddé burok- és membran
fehérje egységbdl épiil fel. A virion felszine ikozahedralis szimmetridt mutat, amelyen a
burok (envelop) dimerek 30 darab harmas csoportot alkotva helyezkednek el. A flavivirusok
genomja koriilbeliil 11000 nukleotidbdl felépiild, negativ szali RNS, amely az 5° végén I-es
tipustt CAP fehérjét tartalmaz, mig a 3 végén hianyzik a poly(A)-farok (Samuel és Diamond,
2006; Barrows és mtsai., 2018). A flavivirusok genomja egyetlen polipeptidet kodol, amely a
transzlaciot kovetden viralis és gazdaszervezet eredetli protedzok révén, kotranszlacids és
poszttranszlacios modifikacié soran hasitodik tiz érett virusfehérjére (C-prM-E-NS1-NS2A-
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) (Barrows és mtsai, 2018).

1.2.2.1 Kullancsenkefalitisz virus (KEV)

A kullancsok altal okozott enkefalitisz, mint betegség, a klinikumban 1931-ben keriilt
elsoként leirdsra Ausztriaban. Késébb, 1937-ben a betegséget okozo virust is azonositottak és
felismerték a kullancsok, mint vektor fajok szerepét a virus emberekre valo terjesztésében is
(Kaiser, 2008). A virusnak harom kdzeli rokonsagi viszonyban 1évo altipusa létezik, melyek
az europai, szibériai és tavol-keleti altipusok. Az eurdpai altipus elsddleges terjesztéjeként az
Ixodes ricinus kullancsfajt jegyzik, mig a masik két altipus terjesztéséért az Ixodes
persulcatus fajt teszik feleléssé. Az emberek a kullancscsipésen kiviil a fert6zott allattol

szarmazd, nem megfelelden hokezelt tejtermékek fogyasztasa Utjan is megfertézédhetnek

18



dc_1577_18

(Smit és Postma, 2015). A virus szamos gazdaszervezetet fertdz (madarak, ragcesalok,
ragadozok és kérddzok), melyek rezervoarként szolgalva biztositjak a virus természetben vald
fennmaradasat (Flizik és mtsai., 2018).

A KEV sulyos kozponti idegrendszeri fertézést okoz, amely hosszl tava vagy tartos
idegrendszeri kovetkezményekkel vagy akar a paciens haldlaval is jarhat. A KEV okozta
betegség lefolyésa €s stlyossaga altipusonként eltérd. A legmagasabb haldlozasi arannyal (5-
35%) és a legsulyosabb lefolyassal a tavol-keleti altipus rendelkezik, amely sordn gyakran
agyvelOgyulladas alakul ki a fertézotteknél. Ezzel szemben a szibériai altipus egy kevésbé
sulyos lefolyasu, alacsonyabb haldlozasi arannyal (1-3%) jellemezhetd betegséget okoz,
amely kronikus fertdzés kialakulasaért felelés a paciensek korében, mig az eurdpai altipus
kétfazis patomehanizmussal jellemezhetd ¢és haldlozasi ardnya mindharom kozil a
legalacsonyabb (1-2%). Az utobbi altipus kezdetben influenzaszer(i tiinetekkel jelentkezik,
amely gyakran  meningitisz, meningoenkefalitisz, meningoenkeofalo-mielitisz  és
meningoenkefalo-radikulitisz kialakulasaval végzddik az érintetteknél (Smit és Postma,
2015). Eurdpa és Oroszorszag évente 10000-30000 KEV okozta meningitisz, enkefalitisz és
meningoenkefalitisz esetet szamlal (Fiizik és mtsai., 2018). A human esetek elmult harminc
évben bekovetkezett gyakorisaganak nagymértéki emelkedése az emberek endemikus
teriiletekre valo utazdsanak gyakoribba valasdval, a szabadidds tevékenységek népszeriibbé
valasaval és a klimavaltozas vektorszervezetekre gyakorolt hatdsaval magyarazhato. Az
emlitett tényezOk hozzajarulnak nem csak az esetszamok novekedéséhez, de a virus terjedését
is eldsegitik. A fert6zddést kovetden nem all rendelkezésiinkre specifikus kezelési modszer.
Az egyetlen hatdsos védelmet a megfelelden idozitett véddoltas alkalmazasa jelenti az
emberek szamara, habar annak ellenére, hogy az oltas biztonsadgos az endemikus orszagokban

a népesség atoltottsaga igen alacsony (Smit és Postma, 2015; Riizek és mtsai., 2010).

1.2.2.2 Nyugat-nilusi virus (WNV)

A Nyugat-nilusi virust (WNV) 1951-ben irtak le eldszér Ugandaban. A virus altal
okozott nyugat-nilusi laz betegség jelentds kozegészségiigyi gondot okoz vilagszerte. A
virusnak tobb ismert €s feltételezett genetikai variansat azonositottak (szamszerint 8), melyek
fert6zOképessége ¢és neuroinvaziv hajlama nagymértékben eltéronek bizonyult (Pachler és
mtsai., 2014; Papa és mtsai., 2011). A genetikai variansok koziil az 1-es és 2-es variansok
jelentik a legnagyobb humanegészségiigyi kockazatot vilagszerte (Bakonyi és mtsai., 2006).
Habar, alapvetden, az 1-es genetikai variansnak tulajdonitottak magasabb fertézéképességet

és neuroinvazivitast, egészen a 2-eS genetikai varians csoportjaba tartozo torzs dél-afrikai
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megjelenéséig, mely emelkedett fert6zoképességgel és neuroinvaziv tulajdonsaggal
rendelkezett (Venter és mtsai.,, 2010). Egészen 2004-ig bezardlag csak az 1-es és 3-as
genetikai varians jelenléte volt bizonyithato Eurdépaban, majd az emlitett évben
Magyarorszagon kimutatasra keriilt a 2-es genetikai varians jelenléte is (Bakonyi €s mtsai.,
2006). Az els6 felbukkanasat kdvetden az emlitett genetikai varidnst robbanasszeri elterjedés
jellemezte ¢és szamos jarvany kialakulasaért volt felelés Eurdpa szerte (Olaszorszag,
Gorogorszag, Szerbia, Ausztria stb.) mind human, mind pedig allategészségiigyi (elsdsorban
lovakat érinté) esetekkel, megkozelitbleg 200-300 human esetet szamlalva évente
(Hernandez-Triana és mtsai., 2014; Kurolt és mtsai., 2014).

A WNV egy a Culex nemzetségbe tartozd szinyogok altal terjesztett allatokrol
emberekre terjedd korokoz6. Természetben vald fennmaraddsat elsOsorban madarak
biztositjdk, amelyek mint ,,felsokszorozd gazdaszervezet” vesznek részt a folyamatban
biztositva ezzel a virus szunyogok altal vald tovabbterjesztésének lehetoségét. Véletlen
gazdaként szolgald emberek és lovak a fert6zott madaron taplalkozott szinyog csipése utjan
fert6z6dhetnek meg, illetve nagyon ritka esetben fert6zott vér transzfuzidja vagy szerv
transzplantacié soran (Huhn és mtsai., 2003; Ulbert, 2011; Paphitou és mtsai., 2017).

Human szempontbo6l a fertdzés nem jar sulyos kdvetkezményekkel €s a legtobb esetben
tiinetek nélkiil lezajlik vagy az esetek 20%-ban enyhébb influenzaszeri tiinetekkel atvészelik
az érintettek. A virus okozta megbetegedés elsd jelei a fert6zddést kovetd 2-14 napon beliil
jelentkeznek. A virusfert6zés az esetek 1%-aban azonban sulyos neuroinvaziv betegséghez is
vezethet (enkefalitisz és meningitisz) foleg idosek, gyermekek és immunszupresszalt emberek
esetében. Az emlitett csoportokon beliil a halalozasi arany elérheti akar a 20%-ot is (Ulbert,
2011). A neurologiai betegségen datesettek honapokon vagy éveken 4t tartd maradandd
tiinetektdl szenvedhetnek, mint az emlékezetkiesés, izomgyengeség, fejfajas, faradtsag,
szédiilés, depresszid €s hallaskarosodas (Anastasiadou és mtsai., 2013). A WNV okozta
megbetegedés tranziens és egész életre sz0l6 védettséget hagy maga utan (Ulbert, 2011).
Jelenleg a humanegészségiigy szamara elérheté védooltas nem all rendelkezésre (Poore és

mtsai., 2017; Rossi és mtsai., 2010).

1.2.2.3 Usutu virus (USUV)

A virust fert6zott szunyogbol irtak le el6szor 1959-ben, a Dél-afrikai Koztarsasag
teriiletén. A virus elsé eurdpai megjelenését 1996-ban igazoltdk Olaszorszagban
(Weissenbock és mtsai., 2013). Azdta a virust szamos orszagban kimutattdk Eurdpan beliil,

tobbek kozott Ausztriaban, Belgiumban, Németorszagban, Gordgorszagban, Magyarorszagon,
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Franciaorszagban, Spanyolorszagban, Hollandidban és Svéjcban. Az érintett orszagokban az
USUV megjelenését a madar faunat érintd magas elhullds jellemezte, amely elsGsorban a
Turdus merula fajt érintette (Ashraf és mtsai., 2015; Cadar és mtsai., 2017). Az USUV
természetben vald fennmaraddsa szunyog-madar-szinyog enzootikus ciklushoz kotott,
amelyben a szunyogok, mint vektor, a madarak, mint gazdaszervezetek vesznek részt.
Véletlen gazdaként emberek, lovak és ragesalok is eléfordulhatnak. Human esetek sordn az
érintettek kozponti idegrendszert érintd fertézéssel (meningoenkefalitisz) és magas lazzal
kilizdottek, habar a virus humanegészségiigyi kockazata mindezidaig nem tisztazott (Ashraf és
mtsai., 2015). Az USUV fertézés elkeriilése kizardlag a szinyogcsipés megel6zésével

lehetséges, célzott terapia a fertézés lekiizdésére jelenleg nincs.

1.3 Denevérek és virusaik
1.3.1 Astroviridae csalad

Az astrovirusok taxondémiailag az Astroviridae csaladba tartoznak, melybe két
nemzetség tartozik: a Mamastrovirus (19 faj), és az Avastrovirus (3 faj) (Adams és mtsai.,
2017). A jellegzetes, csillag alaki morfologiaval rendelkd virusokat eldszor 1975-ben irtak le
egy hasmenésben szenvedd csecsemd székletmintajabol (Appleton és Higgins, 1975), azdta az
emésztd-szervrendszeri fertézések egyik f6 okozodjanak tartjak vilagszerte. Az ember mellett
szdmos allatfaj esetében tudott, hogy fogékony az astrovirus fertézésre, beleértve szarazfoldi
¢s vizi ¢él6helyen ¢l6 hdzi, szinantrop ¢és vadon ¢l6 4llatokat. Az astrovirusok
allategészségiigyi €s kozegészségiigyi jelentdsége kiemelkedd. A fertdzés leggyakoribb tiinete
a hasmenés, de n¢hany esetben sulyosabb betegségeket is okozhatnak, mint példaul
vesegyulladds, majgyulladas és agyveldgyulladas (De Benedictis és mtsai., 2011; Quan és
mtsai., 2010).

Az astrovirusok hozzavetdlegesen 28-30 nm atmérdjli, ikozahedrélis szimmetriaja,
gdmb alakt, burok nélkiili partikulumok, 6t- vagy hatagu csillaghoz hasonlé felszini
struktiraval. A virusgenom koriilbeliil 6800 nukleotid hosszsagl, egyfonala, pozitiv szalu
RNS, mely egy poly-A farokkal rendelkezik a genom 3’ végén. A genomban harom fehérjét
kodold régiot (ORF) kiilonboztetiink meg. Az 5° véghez kozelebb allo, ORFla és ORF1b a
virus szaporodasahoz nélkiilozhetetlen nem strukturalis fehérjéket: proteazt és RARp-t, mig a
3’ végnél 1évé ORF2 régid a virion kapszidjat felépité harom f6 strukturalis fehérjét kodolja.
Ezek egyenként koriilbeliil 25, 27 és 34 kDa molekulatomegiiek és a kapszid prekurzor-

fehérje hasitasa soran keletkeznek. Talalhato még egy genomon kiviili (subgenom) RNS is,

crer
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a sejtben mind a teljes genom, mind pedig a subgenom RNS replikalodik (Monroe és mtsai.,
1991).

Az astrovirusok egyedi evollcids valtozatossagot mutatnak, mely leginkabb a Fold
kiilonbozd részein €10, kiilonb6z6 denevérfajokhoz kothetd (Fischer és mtsai., 2017). A
legels6 tanulmanyok, melyek a denevérekbdl kimutatott astrovirusokkal (BtAstV)
foglalkoztak, kiemelkedd genetikai valtozatossagat mutattdk be a virusnak (Chu és mitsai.,
2008; Zhu és mtsai., 2009). Ezek a tanulmanyok elsésorban Kindban késziiltek, az itt végzett
vizsgalatok eredményeként magas genetikai variabilitast irtak el az Astroviridae csalad,
Mamastrovirus nemzetség tagjai kozott (Li és mtsai., 2010a; Xiao és mtsai., 2011; Wu és
mtsai., 2012). Az els6 eurdpai tanulmanyokban elsésorban a lehetséges kapcsolatot vizsgaltak
a denevér kolonia allapota és a kolonia adeno-, astro-, és koronavirus fert6zodése kozott.
Ezeket a tanulmanyokat kdvetve megfigyelhetd, hogy genetikailag rokon virusokat irtak le a
kiilonb6zé eurdpai régiokbol, igy példaul Németorszagbol és Csehorszagbol egyarant
(Dufkova és mtsai., 2015; Fischer és mtsai., 2016). Szintén ezek a tanulmanyok nyujtottak az
elsé, fontos szekvencia adatokat a Myotis myotis altal hordozott astrovirusokra vonatkozdan
(Drexler és mtsai., 2011) is. Az egyre novekvé szamu tanulmany eredményeként mara
jelentds szamu, 01j genetikai torzset irtak mar le feltételezett gazdaspecifitassal.

A denevérek altal hordozott astrovirusok (BtAstV) tényleges zoonotikus potencialjanak
felmérése érdekében tovabbi vizsgdlatokra van sziikség. Jelen tuddsunk szerint annak az
esélye, hogy denevérekbdl szdrmazo astrovirusok direkt kontaktus révén embert fertdzzenek,

nagyon alacsony. Sokkal érdekesebb kutatasi téma lehet a denevérek szerepe az astrovirusok

crer

1.3.2 Caliciviridae csalad

A Caliciviridae csalad kis méretii, burokkal nem rendelkez6 RNS virusokat foglal
magaba, melyeket 5 nemzetségbe sorolunk: Vesivirus, Lagovirus, Norovirus, Sapovirus és
Nebovirus. Tovabba be nem sorolt calicivirusokat irtak le majmokban, sertésekben,
madarakban és halakban is (Farkas és mtsai., 2008; L’Homme és mtsai., 2009; Wolf és mtsai.,
2011; Liao és mtsai., 2014; Mikalsen és mtsai., 2014). A calicivirus csaladon beliili Norovirus
és Sapovirus nemzetség tagjai feleldsek az embereket érintd megbetegedésekért. A
norovirusok a nem bakterialis eredetii, heveny hasmenés egyik leggyakoribb okozo6i minden
korosztalyban, de kiilondsen az 5 év alatti gyermekek, az iddsek €s az immunszupresszalt

betegségek esetében (Lu és mtsai., 2014).
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A calicivirusok pozitiv, egyszal, 3° végen poli(A)-farkat tartalmazo RNS genommal
rendelkeznek, amely két vagy harom ORF-be szervezédik. A genom 5'-végéhez kozel
elhelyezkedd, ORF1 nem strukturalis fehérjéket kodol, amelyek ugyanabban a sorrendben az
Osszes calicivirusban megtalalhatok: N-terminalis fehérje, NTPaz, 3A-szerti fehérje, VPg,
proteaz ¢és az RARp (Liao és mtsai., 2014).

Denevérekhez kotddé calicivirusokat (BtCalV) elészor Hong Kongbol és Uj-Zélandbol
szarmaz6 guand mintdkban irtak le (Tse és mtsai., 2012; Wang ¢és mtsai., 2015). A kozds
jellemzdje ezeknek a denevérekbdl kimutatott calicivirusoknak, hogy nagyon kiilonbdzoek az
eddig ismert Caliciviridae csaladba tartoz6 virusok genetikai allomanyatol. Mivel igen kevés
tanulmany késziilt a BtCalV vizsgalatara, még nagyon sok nyitott kérdés maradt a virus
tényleges koroki €s evollcids szerepére vonatkozdan. Az eddigi vizsgalatok azonban azt
jatszanak a random pontmutaciok, illetve az egymas kozt 1étrejovo rekombinacids események

(Giammanco és mtsai., 2013).

1.3.3 Picornaviridae csalad (Mischivirus nemzettség)

A picornavirusok, kisméreti (27-30 nm), burokkal rendelkezd, ikozahedralis
szimmetriaju, pozitiv, egyszald RNS genommal rendelkez6 virusok. A viréalis genom 7,1-8,9
kb hossztsagi, 3° végén poli(A)-farok talalhato és egyetlen poliproteint kodoldo ORF-bdl all.
A genom 5' végnél elhelyezked6 nem kodold régio (UTR) egy belsd riboszoma bejutasi
helyet (IRES) tartalmaz. A P1 régio a szerkezeti polipeptideket kddolja, mig a P2 és P3 régiok
kodoljak a replikacioval kapcsolatos nem strukturdlis fehérjéket. Taxonomiailag a
Picornaviridae csaladba (Picornavirales rend) tartoznak, jelenleg 94 virust 40 genusba
sorolunk (Adams és mtsai., 2017). Jelenlétiiket és korokozo képességiiket emberekben €s tobb
allatcsoportban is igazoltdk mar, ahol nagyon kiilonbozé klinikai megjelenési formait
tapasztaltak. Foként 1égzdszervi, kardiologiai, neurologiai, bélrendszeri vagy akar szisztémas
lefolyasu fert6zést is képesek okozni kiilonboz6 sulyossaggal (Tracy és mtsai., 2006).

A Picornaviridae csalad képviseldit az elmult évek soran tobb esetben is kimutattak
mar denevérekbdl (BtPV), amely magas genetikai diverzitasukat és széles foldrajzi
elterjedésiiket bizonyitotta. Jelenlegi ismereteink szerint a Crohivirus, Kobuvirus,
Kunsagivirus, Hepatovirus, Mischivirus és Shanbavirus genusok képvisel6i és néhany
egyelére nem besorolt picornavirus jelenlétét igazoltdk denevérmintdkban (Lau és mtsai.,
2011; Wu és mtsai., 2012; Drexler és mtsai., 2015). Vilagméreti tanulmany egyelére csupan a

denevér hepatovirusokkal kapcsolatban sziiletett (Drexler és mtsai., 2015). A Mischivirus
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genus elsO tagjat azsiai Miniopterus schreibersii denevérekben irtak le elséként, majd
ugyanezen virust mutattdk ki Afrikdban egy masik denevércsoport képviseldjébol, a
Hipposideros gigas fajbol (Wu és mtsai., 2012). Az elmult évek vonatkozo kutatasai ellenére
is kevéssé feltart a BtPV-ok evolacios multja, diverzitasa, elterjedése és allat- vagy

humanegészségiigyi jelentosége.

1.3.4 Coronaviridae csalad

A Koronavirusokat taxondémiailag a Nidovarales renden beliil a Coronaviridae
viruscsaladba soroljuk. Ezen beliil Alpha-, Beta-, Delta- és Gammacoronavirus genusokat
kiilonitiink el. A koronavirusok burokkal rendelkez6, gombolyli, kb. 120 nm atmérdji
részecskék, amelyben az RNS-genom a nukleoproteinhez kapcsolddik, és egyiitt alkotjak a
nukleokapszidot. A koronavirusok genomja 27-32 kb méretil, pozitiv, egyszali RNS, amely
3’ végén poly(A)-farkat tartalmaz (Fehr és Perlman, 2015).

A denevérekkel Osszefiiggésben két genust ismeriink, az alfa- és bétakoronavirusokat
melyek altaldnosan is emldsoket fertéznek. A denevérek szerepét a felbukkand fert6zo
betegségek megjelenésében jol példazza két human pathogén bétakoronavirus felbukkanasa
az elmult évtizedekben (Severe Acute Respiratory Syndrome — SARS és Middle Eastern
Respiratory Syndrome Coronavirus — MERS) (Hu és mtsai., 2015; Adams ¢s mtsai., 2017). A
SARS koronavirus pandémiat kdvetden a denevérek viroldgiai céli vizsgalata jelentGsen
novekedett, aminek eredményeként vilagszerte rendkiviili diverzitast tartak fel az altaluk
hordozott koronavirusokkal Osszefliggésben. A pandémiat okozo virustorzs eredetét
egyértelmiien visszavezették az ugynevezett SARS-szerli bétakoronavirusok csoportjahoz,
melyeket els6ként (a jarvany forrasaként) kinai patkésorrii denevérfajokban azonositottak
(Rhinolophus sinicus, R. pearsonii, R. ferrumequinum, R. macrotis ¢és R. pusillus) (Lau és
mtsai., 2005; Ren és mtsai., 2006; Hon és mtsai., 2008). Ezt kovetéen, SARS-szer(i
koronavirusokat mutattak ki vilagszerte, melyek alapjan a (jelenlegi tudasunk szerint) a
denevéreket tartjak ezek természetes rezervoar szervezetének (Chen és mtsai., 2016; He ¢és
mtsai., 2014; Yang ¢s mtsai., 2013; Yang és mtsai., 2015; Drexler és mtsai., 2010; Lelli és
mtsai., 2013; Hu és mtsai.,, 2015). A denevérek altal hordozott koronavirus (BtCoV)
kimagaslo prevalenciaval ¢€s jelentds genetikai diverzitassal jellemezhetOk, habar
patogenitasuk a denevérekre nézve egyelére nem bizonyitott. Emellett szamos egyéb
vonatkozasuk sem ismert, mint a denevérek kozotti transzmisszids utvonaluk vagy egyéb
okologiai vonatkozasuk (Drexler és mtsai., 2011). A BtCoV-ok, felbukkand fert6z6

betegségekben betoltott szerepére egy masik markans példa a MERS virus (Anthony és
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mtsai., 2017). A koronavirusok zoonoétikus potencialjara mar tobb példat is leirtak, és az
esetek nagyrészében ezek genetikai, molekularis bioldgiai hatterét is részben feltartak (Hu és
jatszo6 folyamatok még nem teljesen ismertek, melyre jo példa egy nemrég felfedezett
viruscsaladok kozti rekombinacié eredményeként 1étrejott 0j Koronavirus. A virus egy

funkcionalis, ortoreovirus eredetti gént hordoz magaban (Huang és mtsai., 2016).

1.3.5 Parvoviridae csalad

A Parvoviridae csaladba burok nélkiili, kortilbeliil 5 kb nagysagt, egyszala DNS-sel
rendelkez6 virusok tartoznak. A Densovirinae alcsaladba csak izeltlabuakat fert6z6 virusokat
sorolnak, mig a Parvovirinae alcsalad human és mas gerinces allatokat is fert6z6 virusokat
tartalmaz. A Parvovirinae alcsalad jelenleg 8 torzsre osztott (Cotmore és mtsai., 2014). A
DNS virusok kozott a parvovirusok mutatjak a legmagasabb mutécios ratat, melynek mértéke
hasonl6 az RNS virusok esetében megfigyelt értékekkel. Variabilitdsukat tovabb fokozza,
hogy nagymértékben hajlamosak rekombinaciora is (Shackelton és mtsai., 2007; Decaro és
mtsai., 2009). A parvovirusok emberben és az allatokban kiilonb6z6 akut és kronikus
betegségekkel hozhatok Osszefliggésbe. A dependovirusok, Parvovirus B19, human
bocavirus, Parvovirus 4 ¢és a nemrég leirt bufavirusok hozhatok direkt vagy indirekt
Osszefliggésbe human megbetegedésekkel (Brown, 2010; Phan és mtsai., 2012).

Az embert fert6z6 bufavirust 2012-ben izolaltak egy akut hasmenésben szenvedd
gyermek székletmintajabol (Phan és mtsai., 2012). Azota szamos foldrajzi régiobol sikeriilt
azonositani a virust, elsésorban human mintakbol (Smits és mtsai., 2014; Vaisdnen és mtsai.,
2014; Yahiro és mtsai., 2014). Evolucios eredetiik ezeknek az Gjonnan leirt virusoknak még
ismeretlen, habar bufavirusokat taldltak mar nem human féemldsok, ragesalok és sertések

székletmintaiban is (Sasaki és mtsai., 2015; Hargitai és mtsai, 2016; Liu és mtsai., 2016).

1.3.6 Filoviridae csalad

A Filoviridae csalad tagjai, mint példaul az ebolavirusok (Bundibogyo, Reston, Sudan,
Tai forest, Zaire ebolavirus) és a Marburg marburgvirus vilagszerte jelentds kdzegészségiligyi
kockazattal birnak. Az ebolavirus okozta napjaink egyik legpusztitobb jarvanyat Nyugat-
Afrikaban, mely tobb mint 28 ezer embert érintett €s 40%-o0s halélozési arannyal jart (Coltart
és mtsai.,, 2017). A filovirusok eltéré hosszsagu (665-805 nm) filamentaris szerkezettel
rendelkez6 korokozok. Genomja nem szegmentalt, negativ, egyszalu, hozzavetdlegesen 19 kb
hosszasagu linearis RNS-b6l épiil fel, amely hét fehérjét kodol (NP, VP35, VP40, GP/sGP,
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VP30, VP24 és RdRp). Mind a 3°, mind pedig az 5’ végén a genomnak szokatlanul hosszl
UTR-ek konzervaltak (Messaoudi és mtsai., 2015).

Annak ellenére, hogy az elmult, kézel 30 év soran szdmos kisérletet tettek a filovirusok
természetes rezervoar fajainak azonositasa érdekében, csak az utobbi idében valt vilagossa,
hogy a denevérek lehetnek az ebolavirusok €s a marburgvirusok lehetséges gazdaszervezetei.
Az elmult 10 évben tobbféle denevérfaj esetében észleltek filovirus eredeti RNS-t és
antitesteket (Carroll és mtsai., 2013). Kinabdl szarmazd denevér mintakbol genetikailag
valtozatos filovirusokat izolaltak, ezzel egy nem vart genetikai variabilitast és eloszlast irtak
le ezeknél a virusoknal is (He és mtsai., 2015; Yang és mtsai., 2017). A Spanyolorszagban,
Miniopterus schreibersii denevérbdl izolalt Lloviou virus (LLOV) altal Europa is lehetséges
foldrajzi régidja lett a filovirusok elterjedésének (Negredo és mitsai., 2011). A LLOV az
egyetlen tagja a Cuevavirus nemzetségnek, 2002-es megjelenése Ota nem jelentettek Gjabb
esetet. Az 0j virus in Vitro izolalasa és a teljes genetikai jellemzése is kudarcba fulladt, ezaltal
a virus tanulmanyozasa nagyon nehézkessé valt (Burk és mtsai., 2016). A LLOV human
patogenitasa, illetve esetleges koroki szerepe a human fertézésekben még nem tisztazott,
viszont szamos rekombinans LLOV fehérjével végzett kisérlet azt mutatja, hogy a virus képes
lehet az embert és a denevért is egyarant fertézni. Megfigyelték ugyanis, hogy a virus
ugyanazokat a receptorokat hasznalja, mint az ebolavirusok (Burk és mtsai., 2016). Mivel
nincs elérhetd, replikaciora képes LLOV izolatum, illetve megfeleld kisérleti allatmodell sincs
a virus tanulmanyozasara, a virus patogenitdsdnak tisztazasa jelenleg az egyik legnagyobb
kérdés a filovirusokkal foglalkoz6 virolégusok korében. A valdszinisitett kapcsolat a LLOV
¢és a spanyolorszagi tomeges Miniopterus denevérek elhullasa kozott felveti a lehetoségét
annak, hogy van egy természetes hordozoja a virusnak, amely ezidaig azonban még

ismeretlen maradt.
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2. CELKITUZESEK

Vizsgalataink elsddleges célja a hazdnkban, illetve a régioban eléfordulo, allatok altal
hordozott virusok jellemzése volt. Elsdsorban olyan virusokra 0Osszpontositottunk,
amelyeknek jelentds szerepe van /lehet human- és/vagy allategészségiigyi, kozegészségiigyi
¢s jarvanyiigyi szempontbol. Ennek megfelelden vizsgalatainkat féleg a természetben gyakran
eléforduld ragesalok, szunyogok ¢és kullancsok altal hordozott virusok felmérésére
iranyitottuk, illetve a késObbiekben, egy napjainkban egyre ndvekvd tendenciat mutato
kutatasi iranyt, a denevérek altal hordozott virusok korét vontuk be. Modszertani palettank
részeként elsOsorban molekuldris biologiai technikdkat hivtunk segitségiil, de jelentds
hangsulyt fektettiink az immunologiai és hagyomanyos viroldgiai metodikak alkalmazésara is.
Mivel sok esetben 11, ismeretlen koérokozok felderitése és molekuléris jellemzése volt a 6 cél,
ezen kisérleteinkben kutatdsi stratégiankat elsdésorban metagenomikai megkozelitéseken
alapul6 technikakra alapoztuk.

Céljaink voltak:

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

» A kullancsenkefalitisz virus hazai kimutatasa ragcsalokbol és a vektor
szervezetekbdl egyarant. A kimutatott virusok filogenetikai, filogeografiai besorolasa.

» 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 szintii kimutatiasa, valamint sokrétli
molekularis biologiai jellemzése, filogenetikai analizise.

» Az Usutu virus régios kimutatasa, filogenetikai besorolasa.

» A denevérek altal hordozott virusok esetében a korszerli molekularis bioldgiai
modszerek nyujtotta lehetdségeket kihasznalva 1j virusok leirasat céloztuk meg,
amely igy egyiitt jart a virusok részleges vagy teljes genomjanak meghatarozéasaval.
Ennek segitségével feltérképezhetdvé valtak a virusok evolucios szintii valtozasaik,
jellemezhetdk filogenetikai, filogeografiai kapcsolataik vagy akar megismerhet6k a
viralis fehérjék strukturai és azok feltételezett funkcionalis szerepe. Fontos kérdésiink
volt a virusok tényleges gazdafajainak megismerése és ezéltal a fajok kozti atadas
lehetdségének, a lehetséges allategészségligyi kockéazatnak, vagy akar a potencialis

zoonoOtikus képességnek a felmérése is.
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3. ANYAGOK és MODSZEREK

A doktori értekezésben targyalt eredmények elérésének céljabol az elmult években
szamos laboratoriumi modszert alkalmaztunk és fejlesztettiink, amelyek széles korben
lefedték elsésorban a molekularis biologia és immunolédgia, de részben a hagyomanyos
virologia modszertanat is. Mindemellett, a bioinformatika hatartalan fejlodése lehetdséget
adott az Ujabb elemzd szoftverek alkalmazéasara és igy eredményeink bdvebb, atfogdbb
interpretalasara. Mivel az MTA Doktori Ertekezés célja elsésorban az 1j tudomanyos
eredmények bemutatdsa és nem a részletes, az ismételhetdség tekintetében pontos
laboratériumi eljardsok leirasa, igy ebben a részben torekedtem a rovid, tomor leiratok
elkészitésére, amelyekbdl ugyan egyértelmiien kideriil az a sokszini modszertani paletta, amit
az elmult idészakban hasznaltunk, mégis figyelembe veszi a dolgozat terjedelmi és tartalmi

kritériumait is.

3.1 Vizsgalati mintak gyiijtése
3.1.1 Ragcesalo mintak gytijtése

A hantavirus vizsgalatok esetében a legfontosabb hordoz6 fajokat gyljtottik ¢&s
vizsgaltuk, nevezetesen: AFL, AAG, MGL ¢és Microtus arvalis (MAR). A kiseml6soket a
Pécsi Tudoményegyetem, Természettudomanyi Kar, Biologiai Intézet, Allatokologia Tanszék
munkatarsaival (Dr. Horvath Gy6z6 iranyitasaval) kozosen csapdaztuk elsésorban Somogy-
¢és Baranya megye teriiletén, illetve hazai és horvatorszagi hatarmenti teriileteken. Mivel a
Tanszék munkatarsainak elsddleges kutatasi tevékenysége a ragcsalokkal kapcsolatok
okologiai felmérések voltak, vizsgalataink alapjat a csapdazasok soran természetesen elhullott
ragesalok képezték. A ragesalok faj szintli meghatarozasat az Okologiai Tanszék szakavatott
taxondmusai végezték, az igen jellegzetes morfologiai bélyegek alapjan.

Kisérleteinkben a ragcsalok tiidészovetében szaporodod virusokat kerestiik, igy
természetesen a vizsgalataink targyat képezd kisemldsok boncolasa elengedhetetlen volt. A
megfeleld biztonsagi és sterilitasi feltételek betartasa mellett a boncolds folyaméan kiemeltiik
az allatok tlidejét, majat, vesé€jét, agyvelejét és amennyiben lehetséges volt a 1épét is. A

mintékat feldolgozasig -80 °C-on taroltuk.

3.1.2 I[zeltlabii vektorok (kullancsok, sziinyogok) gyiijtése
Kullancsok esetében a gyakorlatban igen elterjedt, legegyszeriibb, kézi gytijtési

modszert alkalmaztuk, melynek soran egy hagyomdanyos torolkozo segitségével sikertlt
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Osszegyljteni az allatokat az aljndvényzetrél. A gylijtést részben csoportunk munkatarsai,
részben pedig a Magyar Tudomanyos Akadémia, Agrartudomanyi Kutatokézpont, Allatorvos-
tudoméanyi Intézetének (MTA, ATK, ATI) (Dr. Gyuranecz Miklés munkacsoportja
segitségével) kutatoi végezték Baranya és Békés megyében.

A csip6szianyogok (Culicidae) gyiijtését Baranya megye négy helyszinén kezdtiik meg,
hagyomanyos CDC (Centers for Disease Control and Prevention) szén-dioxid (COg)
csalogatasos csapdakkal és kézi gyljtéssel. A négy, monitorozas ala vont pont mindegyike
vandormadarak altal strlin latogatott, aktiv csipészunyog tenyészhely volt (Sumony
madarvarta, Dréavapalkonya artér, Mohacs-Kolked Duna holtdg és Pellérdi laprét).
Monitorozasi tevékenységiinket folyamatosan végeztiik, majd 2014-t6l kiterjesztettiik Szerbia
munkdhoz CDC-CO: csapddkkal tortént, minden esetben a szinyogok aktiv
tenyészidGszakaban (majus-szeptember).

Az izeltlabuak faj szintli meghatarozasat ebben az esetben is szakavatott taxondémusok

végezték a jellegzetes morfologiai bélyegek alapjan.

3.1.3 Human vérmintak gyiijtése

A hantavirusok okozta fertézések klinikai vizsgalatdhoz a human betegmintakat a PTE,
Klinikai Kozpont, 1. szdmu Belgyodgyaszati Klinika, Infektologiai Tanszék (Dr. Péterfi
Zoltan), illetve a II. szdmu Belgyogyaszati Klinika és Nephrologiai Centrum munkatarsainak
(Dr. Sebdk Judit, Prof Dr. Wittmann Istvan) segitségével gyiijtottiik. (A mintak kizarolag
kutatasi, és nem diagnosztikai céllal keriiltek begylijtésre. Diagnosztikai vizsgalatot csak az
érintett referencia laboratorium végezhet el. Erre a klinikus kollégdk figyelmét minden
esetben felhivtuk.) A klinikai vizsgalatokhoz akut veseelégtelenségben (AKI) szenvedd
betegek vérmintait gy(jtottik, akik megfeleltek a kovetkezd kritériumoknak: szérum-
kreatinin koncentracid6 magasabb, mint 125 pmol/l a korhazi felvételkor, és minimum 1,5-
szeres emelkedést mutatott a felvételt kovetd 7 napban. Tovabbi kritériumok voltak (amelyek
a hantavirus fert6zés gyanujat vetették fel): laz (> 38 °C), magas fehérvérsejt-szam,
trombocitopénia, emelkedett transzamindz szint, valamint vizelet kivalasztasi/iiritési
problémak. A szérum mintakat -20 °C-on taroltuk a feldolgozasig. Az epidemioldgiai ¢€s
klinikai adatokat a korhazi felvétel idopontjaban, valamint a teljes klinikai apolas ideje alatt
rogzitettiik.

A human érintettségi hantavirus vizsgalatok masik nagy célcsoportja a fert6zésnek

leginkabb kitett rizikocsoport (erdészek, vadaszok, mezOgazdasagi dolgozok) volt. A
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vizsgélathoz onkéntesektdl vettiink vért, a lehetd legszélesebb foldrajzi teriiletérdl hazanknak.
Minden véradd esetében gyljtottiink hattéradatokat is a késObbi adatelemzéshez. A

vizsgalatok etikai engedély szama: ETT-TUKEB No#2213-0/2010-1018EKU.

3.2 Molekularis biologiai modszerek
3.2.1 Nukleinsav prepardlas

A viralis nukleinsav preparalasat mindig az adott kisérlethez igazitva végeztiik el. A
legtobb vizsgalatnal a kereskedelmi forgalomban is kaphat6 nukleinsav izolalé Kitteket (Viral
Nucleic Acid Extraction Kit Il — Geneaid, GeneJET Viral DNA and RNA purification Kit —
Thermo Scientific, QlIAamp MinElute Virus Spin Kit — Qiagen) hasznaltuk, minden esetben
betartva a gyartd altal eldirt paramétereket. Abban az esetben, ha a kisérlet megkovetelt mas
jellegli nukleinsav izolalast, leggyakrabban a TRIzol (Invitrogen) alapi modszert, vagy a
hagyomanyos Guanidin-thiocianat-Silica (GTC-Silica) extrakcios technikat alkalmaztuk.

3.2.2 RT-PCR, gqRT-PCR vizsgalatok (TagMan proba)

Mivel a vizsgélat korokozok a kisérletek jelentds részében RNS virusok voltak,
leggyakrabban egy-1épéses (one-step) reverz transzkripcios polimeraz lancreakciot (RT-PCR)
alkalmaztunk, mind a hagyomanyos, végpont RT-PCR, mind pedig a TagMan probas RT-
PCR soran. Ezekhez féleg a Qiagen cég altal forgalmazott terméket hasznaltuk (One Step RT-
PCR Kit) a gyarto altal meghatarozott paraméterek alkalmazasaval.

Abban az esteben, ha a kisérlet komponensekbdl torténd Osszemérést igélnyelt, az
Osszemért RT reakcio-keverékben (25 ul) a reagensek koncentracioi a kovetkezok voltak: 1x
AMV puffer (10 mM Tris, 50 mM KCI, 3 mM MgCI2, pH 8,3), 0,4 mM dNTP mix
(Promega), 2U AMV-RT (Promega), 4U nukleaz inhibitor (Promega), 0,05 uM dithiothreitol,
50 pmol primer (kisérlettdl fiiggden). E keverékbdl mintanként 20 pl-t, az RNS mintabol 5-5
pl-t hasznaltunk. Az RT 42 °C-on 60 perc alatt ment végbe. A PCR 0Osszemért
reakcidkeverékben (50 pl) a reagensek koncentracidja a kovetkezd volt: 1x GoTaq® Flexi
Buffer, 4 mM MgCI2, 0,8 mM dNTP mix, 50 pmol-50 pmol primer (kisérlettél fiiggden),
1,25U GoTaq® polimerdz (Promega), 5 ul cDNS. Az amplifikacidés programban a kezdd
denaturécio 95 °C-on 5 perc alatt jatszodott le, amit 40 ciklusbdl all6 lancreakcio kovetkezett.
A primerek kapcsolodasa 47-58 °C-on (kisérlettdl fiiggden) 30-90 masodperc alatt (kisérlettol

fliggéen) tortént, majd az ezt kdvetd extenzid 72 °C-on egy percig tartott.
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Kisérleteink soran a 3 kb-nal hosszabb nukleotid szakaszok felsokszorozasanak céljabol
Phusion U Hot Start PCR Master Mix (Thermo Scientific), valamint SuperScript 111 Reverse

Transcriptase (Invitrogen) enzimeket hasznaltunk.

3.2.3 3’ RACE PCR

A 3' genomi végek meghatarozasa céljabol a 3' RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends) modszert alkalmaztuk. A felhasznalt, univerzalis oligonukleotid primerek a kovetkezok
voltak: 5 - GAC TCG AGT CGA CAT CGA polyT - 3'; 5" - GAC TCG AGT CGA CAT
CGA - 3'. Ezen feliil minden esetben génspecifikus primerek keriiltek felhasznéalasra. A
kisérlethez a Superscript 111 One-Step RT-PCR System (Invitrogen) rendszert alkalmaztunk, a
gyart6 altal javasolt eldirdsokat €s javaslatokat kdvetve. A genom 5' végének meghatarozasat

az 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation Kit (Roche) segitségével végeztiik.

3.2.4 Hagyomanyos ,,Sanger” szekvendlds

A szekvenalasi reakcidhoz sziikséges RT-PCR termékeket kereskedelmi forgalomban
kaphato kitek (QIAquick Gel Extraction Kit — Qiagen, Wizard® SV Gel és PCR Clean-Up
Kit — Promega, Gel/PCR DNA fragments extraction kit — Geneaid) segitségével tisztitottuk ki
az agaroz gélbdl, a gyarto utasitasai alapjan.

A szekvenalasi reakciot BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1
(Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval, a kisérlet jellegétdl fiiggd oligonukleotid
primerekkel végeztiik el. Az amplifikacids programban a kezdd denaturacio 96 °C-on 1 perc
alatt jatszodott le, ezt 25 ciklusbdl all6 amplifikacio kovetett, melyben a denaturacié 96 °C-on
20 masodperc alatt, a primerek kapcsolodasa 50 °C-on 5 mésodperc alatt ment végbe, majd az
elongacié 60 °C-on 4 percig tartott. A reakcidt kovetden a mintdkhoz 40 pl nukleazmentes
vizet (Promega) adtunk, majd a szekvendlandé termék kicsapasa 0,1 térfogat 3 M natrium-
acetat oldattal (pH 7,0) és 2 térfogat abszolut alkohollal tortént. A mintdk centrifugéalasa (30
perc, 16 000 x g) utan, a kicsapodott termékeket 70%-0s alkohollal mostuk, majd a pelletet 50
°C-on 3 percig szaritottuk. A nukleinsav visszaoldasihoz 20 pl formamidot (Hi-Di)
hasznaltunk. A szekvenalast automata ABI Prism 310 DNS szekvenal6 késziilékkel (Applied
Biosystems) végeztiik.

3.2.5 NGS alapu szekvenalas
Kisérleteink bizonyos szakaszaban tjgeneracios szekvenalast (NGS) is alkalmaznunk

kellett, amely egy igen komplex el6készitést igényelt. Roviden: az lon Torrent PGM (Life
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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 elvégzé emulziés PCR reakcidkat az Ion
OneTouch 200 Template Kit felhasznalasaval, a OneTouch 2 (Life Technologies) platformon
végeztik. A templatok dusitasat az Ion OneTouch ES pipettdzd robot végezte. A
szekvenalasokhoz a 200 bazisparos szekvenalasi protokollt alkalmaztuk, 316-0s chip
felhasznalasaval, lon Torrent PGM platformon. A szekvencia adatok de novo Osszeszerelését
a MIRA v3.9.17 szoftver alkalmazasaval végeztiik. Tovabbi bioinformatikai elemzéseket,

validaciot €s javitasokat a CLC Genomics Workbench szoftver segitségével oldottuk meg.

3.2.6 Klonozas, transzformadlas, fehérje expressziohoz sziikséges plazmidok elokészitése

A Kkisérletek jelentds részében a konnyebb kezelhetéség miatt a PCR terméket
kozvetleniil TA-klonozo rendszerbe (pGEM-T Vector System; Promega) juttattuk be, majd a
fragmentumot pET28a(+) (Novagen) expresszidos vektorba klonoztuk. Ennek érdekében a
tisztitott vektorokbol 2-2 pg-ot haszndltunk fel a kettds emésztéshez. A restrikcios
endonukleaz emésztéseket kisérlettdl fiiggé kombinacioban végeztiik el (Ndel/Xhol,
Nhel/Xhol) (New England Biolabs) a megfelelé enzimpuffer jelenlétében 2 o6raig 37 °C -on.
A keletkezett termékeket agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el, és a gélbdl tisztitottuk
(az elobb ismertetett kitek egyikével).

A restrikcids emésztést a ligalasi reakcid kovette. A ligalasi elegyet 50 ng vektor, 30 ng
fragmentum DNS, enzim kompatibilis ligaz puffer és 1 U T4 DNS ligaz (Promega) alkotta. A
reakcid 15 °C-on, 18 oOran keresztiil zajlott. A ligalasi reakcidé eredményeként keletkezett
pET28a(+)—viralis rNP plazmid konstrukciot elsé 1épésben E. coli DH5o (Promega)
kompetens sejtekbe transzformaltuk (5 pl plazmid konstrukcid). Ezt kdvetden a sejteket 30
pg/ml kanamycint (Sigma) 1,0 mM IPTG-t (Sigma) és 0,004% X Gal oldatot (Promega)
tartalmazo taptalajra szélesztettilk, és egy ¢jszakan at 37 °C-on nodvesztettik. A
transzformaléds hatékonysaganak megallapitasa érdekében, a hagyomanyos kék-fehér kolonia
szelekcid modszerét alkalmaztuk (Inoue és mtsai., 1990). A pozitiv (fehér) klonokat, 3 ml, 30
pg/ml kanamycint tartalmaz6 LB tapfolyadékban folyamatos razatas mellett (200 rpm)
novesztettilk 37 °C-on 12-15 o6ran keresztiil, majd a felszaporodott E. coli sejtekb6l plazmid
izolalast végeztiink (Wizard® Plus SV Miniprep Kit, Promega) a gyartd utasitasai szerint. A
tisztitott vektort ezutan expresszios E. coli torzsbe, BL21 Rosetta (DE)pLysS (Novagen)

kompetens sejtekbe transzformaltuk.
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3.2.7 Rekombinans fehérje expresszio, fehérjetisztitds

A rekombinans plazmidot tartalmazé BL21 Rosetta sejteket 37 °C-on, folyamatos
razatas mellett (200 rpm) LB tapfolyadékban novesztettiik 30 pg/ml kanamycin és 35 pg/ml
kloramfenikol jelenlétében. A logaritmikus fazis (OD600 0,8-1,0) elérésekor a sejtek
indukcigjat 1,0 mM IPTG hozzéadéaséaval inditottuk. Az indukcié 15 °C-on 20 6rén keresztiil
tortént, majd a sejteket iilepitettiik és felhasznalasig a sejtpelletet 20 °C-on taroltuk.

A fehérje expresszidt kdvetden a sejtpelletet Bacterial Protein Extraction Reagent® (B-
PER; Thermo Scientific) segitségével oldottuk fel a gyartd utasitdsai alapjan. Réviden, egy
gramm nedves tomeghez 4 ml B-PER reagenst, 8 pl lizozim enzimet (50 mg/ml) és 8 ul
DNase [ enzimet (2500 U/ml) adtunk. A szuszpendalast kovetden az elegyet
szobahdmérsékleten 20 percet inkubaltuk, majd ezt kovetden centrifugaltuk (30 perc, 20 000
X g, 4 °C), hogy az oldatban maradt fehérjéket elvalasszuk a zarvanytestet (inclusion body)
alakité proteinektdl. A zarvanytesteket képzo proteinek feltarasdhoz denatural¢ lizis puffert (6
M guanidine HCI, 0,1 M NaH2POa, 0,01 M Tris HCI, pH 8) alkalmaztunk. A lizatumbdl az
esetleges sejttormeléket centrifugalassal tavolitottuk el.

A rekombindns fehérjék tisztitisa a sejtek feltardsahoz hasonloan denaturdl6d
koriilmények kozott zajlott HIS Select® HF Nickel Affinity Gel (Sigma Aldrich) oszlop
segitségével. A fehérje felkotése a gyantara 4 °C-on tortént, a lizatumot tobbszor atfolyatva az
oszlopon. Az elualast csokkend pH-ju denaturald oldatsorozattal végeztiik (§ M Urea, 0,1 M
NaH2PO4, 0,01 M Tris) pH 8,0 és 4,0 kozott csokkentve. A fehérjetisztitas utdn mind az
atfolyot, mind az eltcios frakcidkat SDS-poliakrilamid gélelektroforézis alkalmazasaval
(Mini-PROTEAN® TGX; Bio-Rad) valasztottuk el, és Comassie blue (Brillant Blue R,
Sigma) segitségével tettiik lathatova.

A fehérjék renaturalasat dializissel végeztiink el (dializis membran: 12,4 kDa; Sigma).

crer

crcr

LabChip® Kit segitségével Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék (Agilent Technologies)

hasznalataval allapitottuk meg a gyartd utasitasai szerint.

3.2.8 Transzgenikus CHO sejtvonal eléoallitasa
Transzgenikus kinai horcsog ovarium (CHO) sejteket a KKVLV vizsgalataink soran
hasznaltunk (Dr. Kvell Krisztian munkacsoportjaval kollaboracioban). Roviden, a KKVLV

NP-t k6dold nukleinsav fragmentet EFla promotert tartalmazé lentiviralis pWPIR transzfer
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plazmidba klonoztuk. Ezt kovetden lentivirdlis vektorokat allitottunk elé a korabban publikalt
moddon (Kvell és mtsai., 2005). Egy envelope szerkezetet (pMD.G), egy csomagolo plazmidot
(R8.91) ¢és egy transzfer plazmidot (pWPTS-alapu konstrukciokat) kalcium-foszfat
transzfekcids modszerrel tranziensen ko-transzfektaltunk human embriovese sejtekbe (HEK
293T). A virust termeld sejtek feliiluszojat 48 oraval késobb gytjtottiik Ossze. Végil, a
megcélzott CHO sejteket spinokulacidval fertdztiik.

3.3 Immunolégiai moédszerek
3.3.1 Western blot (WB) vizsgdlat

A fehérjemintakat gélelektroforézis alkalmazasaval, 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen
valasztottuk el és elektroblottoldssal nitrocelluld6z membranra (BioRad) juttattuk at. A
transzferalds Semi-Dry Transfer késziilékkel (BioRad), 120 mA aramerdsségen, 25 percig
tortént. A nem specifikus kotések blokkolasat 30 percen at 5% tejport (Bio-Rad) tartalmazo
TBS pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) végeztiik. Az antitesteket minden
esetben 0,1% BSA-t tartalmaz6 TBS-T pufferben (0,05% Tween-20, TBS) higitottuk.
fehérje szakasz jelolésére minden esetben 1:1000 higitdsban Penta-His monoklonalis
antitestet (Qiagen) hasznaltunk. Az egy oras inkubalas utan a membranokat haromszor 10
percig mostuk TBS-T pufferben. Masodlagos antitestként tormaperoxidazzal (HRP)
konjugalt, kecske, anti-egér IgG (1:1000, Dako), illetve poliklonalis, anti-human 1g9G
antitestet (1:2000, Dako) alkalmaztunk. Az ismételt haromszori 10 perces mosast kdvetéen a
reakciot kromogén oldat, DAB-NICI> (3, 3° diaminobenzidine; Sigma) és H20: segitségével
tettiik lathatova.

3.3.2 ELISA vizsgalat

Standard, indirekt ELISA vizsgalatokat a hantavirus illetve a KKVLV kisérletek soran
alkalmaztunk. A kisérletekben a 96 lyuka mikrotiter lemezeket (Maxisorp Nunc Immuno
Plate, Nunc) rNP antigénnel érzékenyitettiik, melynek higitasat karbonat-bikarbonat pufferrel
(40 mM Na2CO3, 60 mM NaHCO3, pH 9,6) végeztiik. Az érzékenyités 37 °C-on, 2 6ran
keresztiil tortént. A haromszori PBS moséast kovetden a nem specifikus kotohelyek
blokkolasara 5% BSA/PBS oldatot hasznaltunk. Az egy oras 37 °C-on torténd inkubalas utan
a lemezeket 6tszor mostuk PBS-T-vel (0,5% Tween 20, PBS). Ezt kdvetden 1:100 higitasban
100-100 pl ragesald, illetve nytl savot adtunk minden lyukhoz, és egy oran keresztiil 37 °C-

on inkubaltuk, melyet ismételt mosas kovetett. HRP konjugalt, kecske, anti-egér IgG
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antitestet (1:5000, Dako) vagy kecske, anti-nyal IgG antitestet (1:3000, HRP) hasznaltunk
masodlagos antitestként. Az antitestek higitdsdhoz minden esetben 1% BSA-t tartalmazo
PBS-T-t alkalmaztunk. Otszori mosast kdvetéen 100 ul 3,3°,5,5’-tertrametilbenzidin
szubsztratot (TMB; BD Biosciences) adtunk a lyukakhoz, és 20 percig szobahdmérsékleten,
sotétben inkubaltuk. Az enzimreakciot 2 M H2SOs hozzaadasaval allitottuk le, és az
eredményeket mikrotiter lemez spektrofotométerrel (Thermo Electron Corporation) 450 nm
hulldamhosszon mértiik.

A human vérsavokkal végzett ELISA vizsgalatok kisebb valtoztatissal az el6zdekben

leirtakkal megegyezden zajlottak, rNP alkalmazéséval.

3.3.3 Immunfloureszcens vizsgalat

Kisérleteinkben a CHO-KKVLYV transzfektalt sejtvonalat metanolos fixalast kovetéen
targylemezekre szaritottunk. A higitott szérumot, mely feltételezhetéen tartalmazza a virus
specifikus 1gG-t, 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd 3 x 10 perc mosasi 1épést kdvetden
kecske, anti-nyul 1gG Alexa Fluor 488 (Abcam) szekunder antitestet adtunk. A mosasi
lépéseket kovetben az eredményeket Nikon Eclipse Ti-U mikroszkop rendszerrel, 480 nm

gerjesztési hullamhosszon értékeltiik.

3.4 Virusizolalasi kisérletek
3.4.1 Alkalmazott sejtvonalak

Vizsgalataink soran az izolalni kivant virustol fiiggéen szadmos allati €és human
sejtvonalat hasznaltunk. A legfontosabbak a kovetkezOk voltak: Vero E6 (afrikai
szavannacerkof vese sejtvonal, ATCC CRL 1586), HEK 293 (humén embri6é vese, ATCC
CRL-1573), A549 (human tiidokarcinoma, ATCC CCL-185), Tbl-Lu (denevér — Tabarida
brasiliensis tiid6 sejtvonal, ATCC CCL-88) ¢s C6/36 (sziinyog — Aedes albopictus larva
sejtvonal ATCC CRL-1660).

3.4.2 Sejtek elokeszitése, virusizolalasi kisérletek

A begylijtott mintakbdl szarmazo (szinyog, kullancs és szervek) homogenizatumok
(PBS vagy DMEM tapfolyadék) centrifugalasat kovetéen 200 pl feliiliiszot vittiink a 70%-ban
konfluens sejtekre és 37 °C-on 5% CO: jelenlétében egy 6ran keresztiil inkubaltuk, mikdzben
10-15 percenkét atmozgattuk a 25 cm2-es sejttenyésztd edényeket. Az inkubacié leteltével a
szoveten 1évo inokulumot eltavolitottuk, majd megfeleld mennyiségli fenntartd tapoldatot

mértiink a sejtekre (2% FBS és 5% Penicillin-Streptomycin tartalmi DMEM). Ezt kdvet6en a
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sejttenyészeteket 37 °C-on, 5% CO; jelenléte mellett, nedves kornyezetben taroltuk és hét-tiz
napig figyelemmel kisértiik a korokozok esetleges szaporodasat jelzé szoveti elvaltozasokat.
A zoonotikus potenciallal rendelkezd virusok esetében eléfordulhat a laboratoriumi
fert6zés is, ennek megfeleléen, minden izolacios kisérletet kizardlag 3-as, illetve 4-es
biologiai biztonsagi szinten (BSL-3 és BSL-4) végeztiink (ahol ez sziikséges volt) a Pécsi
Tudomanyegyetem, Szentdgothai Janos Kutatokozpont BSL-3 ¢és BSL-4 Viroldgiai

Laboratoriumaban.

3.5 A molekularis analizisek médszerei
3.5.1 Filogenetikai analizis

Az alapvetd szekvencia szerkesztéseket és ellendrzéseket GeneDoc 2.7-es verzioju
szoftver segitségével végeztilkk. A nukleotid szekvencidkat a ClustalX 2.0 szoftverrel
igazitottuk egymashoz, amelyet kdvetden a filogenetikai analizist a MEGA (v3.1, v5.0 és
v6.0) programmal végeztiik (Tamura és mtsai., 2013). Az automatikus modellkivalasztast a
PhyML online verzidjanak Smart Model Selection (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml-
sms/) funkcidja segitségével valositottuk meg annak érdekében, hogy mindegyik

adatsorunkhoz a legmegfeleldbb filogenetikai modellt hasznaljuk a vizsgalatunk soran.

3.5.2 Rekombindcio analizis

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

(Lole és mtsai., 1999).

3.5.3 RNS masodlagos szerkezetének elemzése
Az 5’-IRES ¢és 3° UTR régiok masodlagos RNS szerkezetének meghatdrozasahoz

manualis korrekciok alkalmazasaval Mfold programot hasznaltunk (Zuker, 2003).

3.5.4 Polyprotein vagasi helyek elemzése
Az 1j, denevérek altal hordozott pikornavirus poliprotein lehetséges vagasi helyeinek
meghatarozasdhoz és ellendrzéséhez elsdésorban a NetPicoRNA program (Blom és mtsai.,

1996) predikcioit vettiik figyelembe.
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3.5.5 Fehérje modellezés

Fehérje szerkezet modellezést csak a calicivirus karakterizalas esetében végeztiink
(Dr. Gellért Akos segitségével — MTA ATK AOTI). Az érett viruskapszidok harom
dimenzios szerkezeti modelljeit az I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement)
online elérhetdé  automatikus modellépitdé  szerver  segitségével hoztuk  létre
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Zhang, 2008; Roy és mtsai., 2010). A
modelleket az ujonnan azonositott virus torzsek aminosav szekvencidinak felhasznalasaval
allitottuk el6. A kovetkezé templatokat alkalmaztuk a denevér calicivirus kapszidfehérje
szerkezetek modellezéséhez: Feline calicivirus kapszidfehérje (PDBid: 3M8L), egy nativ
calicivirus kapszidfehérje (PDBid: 2GH8) valamint a Norwalk virus kapszidfehérje (PDBid:
1IHM) szerkezeteit. A nyers fehérje modelleket a Schrodinger Suite (Schrodinger, 2015)
MacroModel energia minimalizal6 és geometria optimalizald moduljaval finomitottuk annak
értdekében, hogy az aminosav oldallanc atomok kozotti térbeli titkozéseket kikiiszoboljik. Az
aminosav szekvencia illesztéseket az SRS bioinformatikai szoftvercsomag NeedleP
eszkozével hajtottuk végre. A T=3 csonkolt ikozaéderes szerkezeti virion modelleket a
VIPERdD Oligomer Generator (http://viperdb.scripps.edu/oligomer_multi.php)
alkalmazasaval hoztuk létre. A virion modellek felépitése el6tt az 0j denevér calicivirusok
kapszidfehérjéibdl allo aszimmetrikus egységeket (A, B és C kapszidfehérje alegységek) a
Schrodinger Suite-tal ugy transzformaltuk at, hogy azok azonos orientacidban legyenek az
FCV és a Norwalk virus A, B és C alegységeinek VIPERdb adatbazisban 1év6 koordinataival.
A molekula grafikat és a szekvencia Osszerendezés vizualizaciojat a VMD v1.9.1
molekulagrafikai szoftverrel (Humphrey és mtsai., 1996), illetve a Schrodinger Suite Multiple

Sequence Viewer alkalmazasaval allitottuk eld.
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4. EREDMENYEK és MEGBESZELES

4.1 Ragcsalok hordozta hantavirusok komplex hazai vizsgalata
4.1.1 Rekombindns DNS technikak alkalmazasa
4.1.1.1 Rekombinans fehérje expresszio

A rekombindns fehérje sokréti alkalmazasa lehetové teszi az egyes laboratoriumok
szamara, hogy akar sajat fejlesztésli szeroldgiai tesztet (ELISA, WB) hasznaljanak
vizsgalataikban. Annak érdekében, hogy mind a human, mind pedig a kisemldsok vizsgalatat
el tudjuk végezni nemcsak a molekularis biologiai, de szeroldgiai (antigén alapu) teszteket is
optimalizalni kellett. A jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphaté hantavirus szerologiai
tesztek kisérleteinkhez nem voltak megfeleléek, mivel: 1) kizdr6lag human mintak vizsgalatat
teszik lehetévé, igy a vadon €16 allatok tesztelésére nem alkalmasak, ii) nem minden esetben
specifikus az adott régioban cirkulalé hantavirusokra, hiszen a tesztek alapja mas foldrajzi
teriiletr6l gyujtott virusbol kiinduld fehérje, iii) kutatéasi célra nem koltséghatékonyak.

Ennek megfelelden munkank elsé Iépéseként DOBV ¢és PUUV rekombinans
nukleokapszid fehérjéket (NP) allitottunk eld. DOBV esetében nemcsak a teljes NP-t
expresszaltuk, hanem a kiilonboz6 hantavirusok elkiilonitésére alkalmas csonka DOBV NP-t
(rNP50) is. Araki és munkatarsai (2001) igazoltak, hogy a hantavirus nukleokapszid protein N
terminalisan elhelyezkedd els6 49 aminosav tartalmazza az immundominans, tipus azonos
epitopokat.

A bakteridlis expresszios rendszer alkalmazéasanak egyik oka, hogy ez a legegyszeriibb
fehérje termeld rendszer, aminek hasznalata gyors, €s szinte minden laboratdériumban adottak
a technikai feltételek a kisérletek elvégzéséhez. Masrészt a virdlis kapszid protein nem esik at
poszt-transzlacios modifikacion, és igy nem volt sziikséges a nehezen kivitelezhetd eukariota
expresszios rendszert alkalmaznunk. Az expresszid kiinduldsa mind a DOBV mind pedig a
PUUYV esetében a régidban fogott rdgcsalobol kimutatott hantavirus RNS volt. A fehérjék
termeltetése E. coli BL21 Rosetta térzsben tortént pET28a(+) expresszios vektor segitségével.
A plazmid genetikai kostrukcidjanak kdszonhetéen a képzdodott rekombinans fehérjék hat
darab hisztidinbdl (6xHis) 4ll6 mint4zatot kaptak, amely lehetdvé tette a tiltermeltetett fehérje
Ni2* affinitas kromatografidn torténd tisztitasat. A bakterialis expresszio egyik hatrany
azonban az, hogy a nagy mennyiségben termelt, idegen fehérje a sejtekben nem oldott
allapotban, hanem zarvanyokat (zarvanytest vagy inclusion body) képezve talalhaté meg.
Ezeket kaotrop oldészer (6 M guanidin-HCI) segitségével oldottuk fel, majd a Ni-NTA

oszlopra kotédott proteint szintén kaotrop olddszerrel (8 M urea), denaturald koriilmények
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kozott tisztitottuk a nem specifikusan kotodott fehérjéktdl. A fehérje oszloprol torténd
levalasztasat, csokkend pH-ju oldatsorozat alkalmazasaval végeztik. Az rNP50 elészor a
pH5,0; pH4,5 és pH4,0 frakcioban jelent meg (1. abra), mig az rNP-t a legnagyobb
koncentracioban a pH4,5 és pH4,0 frakciokban tisztitottuk a gyantardl (2. abra). A PAGE
vizsgalatok egyértelmlien mutattak, hogy varakozasunknak megfeleléen 45-50 kDa méreti,
tultermelt fehérjéket kaptunk, hozzavetdlegesen 0,5 mg/ml koncentracioban.

M pH8 7 6 55 5 45 40 40

NEIE B

1. dbra. Az rNP50 antigeén tisztitasanak ellendrzése SDS-PAGE segitsegével. M: protein marker
(Promega), majd a kiilonbozd pH értékekhez tartozo frakciok kovetkeznek.

M pH8 7 6 56 5 45 40 40 40
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2. dbra. Az rNP antigén tisztitisanak ellenérzése SDS-PAGE segitségével. M: protein marker

(Promega), majd a kiilonbozé pH értékekhez tartozo frakciok kivetkeznek.

39



dc_1577 18

A teljes PUUV NP elucioja pH4,5 értéknél indult és pH4,0 értéknél volt a
leghatékonyabb (3. abra). A poliakrilamid gél, valamint a mikrofluidikai analizis alapjan a
PUUV rNP 59 kDa méretiinek adodott, koncentraciéo mérés pedig 2 mg/ml értékeket mutatott.
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3. dbra. A tisztitott PUUV NP SDS-PAGE képe. M: protein marker (Promega), majd a kiilonbozé
DpH értékekhez tartozo frakciok kovetkeznek.

4.1.1.2 WB analizisek

A rekombindns, virdlis antigének aktivitdsat, antigenitdsat WB modszerrel is
ellendriztiik (4. 5. és 6. abra).

A fehérjék N termindlisan 1évo hisztidin (6xHis) motivumra specifikus monoklonalis
anti-6xHis antitestet és poliklonalis anti-DOBV illetve anti-PUUV human IgG antitesteket
hasznaltunk a kisérletekben. Mindkét virus esetében megfeleld intenzitasu jelet kaptunk, ami
egyértelmiien a fehérjék aktiv immunologiai allapotéra utalt.

Habar a poliklonalis antitestekkel kapott jelintenzitas is az egyértelmi, specifikus
pozitiv reakcié eredménye, a 6xHis monoklonalis antitesttel észlelt reakcid a célfehérjék
jelenlétét minden kétséget kizardlag igazolta. Ilyen mintdzat ugyanis a természetben nem
fordul eld, igy a vizsgalatban kapott jel kizarolag a rekombinans antigén jelenlétét mutatta.
Negativ kontrollként egészséges, hantavirus fert6zésen at nem esett ember vérsavojat
hasznaltuk. A WB analizisek eredményei alapjan, megkezdhettiik az ELISA vizsgalatok

optimalizalasat is.
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4. dbra. Az rNP50 antigén WB analizise. (A) rNP50 vizsgadlata anti-DOBYV antitesttel, (B) és anti-
His antitesttel, (C) rNP analizise anti-hantavirus antitesttel, M: protein marker (BioRad).

A DOBV rNP50 alapt ELISA vizsgalataink teljes specificitdsanak meghatarozasa
érdekében végeztiink keresztreagalasi kisérleteket is. Nevezetesen, rNP50 ¢és NP
specificitasanak vizsgalatahoz igazoltan PUUV fert6zott betegek vérszérumait hasznaltuk fel
(a mintakat kutatasi egylittm{ikodés keretében Németoszagbol kaptuk — Prof. Dr. Detlev H.
Kriiger, Charité, Institute of Virology, Berlin) melyeket 6sszehasonlito WB vizsgalatokban
teszteltiink. A WB kisérletben az rNP50 nem reagalt a PUUV beteg szérumaval (5. abra, A),
mig az NP (B) és természetesen a PUUV-rNP (C) esetében pozitiv jeleket kaptunk.

M A B C

5. dbra. Osszehasonlité WB analizis anti-PUUV antitesttel. (A) DOBV- rNP50, (B)DOBV- rNP,
(C) PUUV-rNP, M: Marker.
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6. dbra. Egy reprezentativ WB kép anti-PUUV humdn IgG antitest hasznalataval. A PUUV fehérje
(59 kDa) a DOBYV (55 kDa) felett helyezkedik el, a két fehérje kozti méretbeli kiilonbség miatt.

4.1.1.3 ELISA vizsgalatok specificitdasa és szenzitivitasa

Ahhoz, hogy ELISA tesztjeinket megbizhatoan hasznaljuk ragesalo, illetve humén
szérumok tovabbi vizsgalatdhoz, meg kellett hataroznunk annak specificitasat ¢és
szenzitivitasat.

A DOBV fehérjék 0Osszehasonlitd vizsgalatdhoz kereskedelmi forgalomban kaphato
tesztet hasznaltunk (Reagena Dobrava-Hantaan 1gG EIA). A vizsgalathoz 6sszesen 50 human
szérum allt rendelkezésiinkre. A gyartd (Reagena) utasitasait kovetve elvégeztik a
vizsgélatot, melynek eredményeként 8 DOBV pozitiv és 42 DOBV negativ mintat
hatdroztunk meg. Az rNP ¢és rNP50 antigén alapt sajat ELISA-val szintén megvizsgaltuk az
50 vérmintat. A nyolc szérumbol hét esetben mi is megallapitottuk az anti-DOBV IgG
pozitivitast. A 42 negativ savo koziil is minddssze egy esetben kaptunk alpozitiv eredményt.
Ezek alapjan a szamolt specificitast 97,6%-ban, a szenzitivitast 88,8%-ban allapitottuk meg a
piacon elérhetd Reagena teszttel Osszehasonlitva. A tovabbiakban, az eredmények
megerdsitése érdekében mind az 50 minta teszteléset WB vizsgalattal is elvégeztiik, mind az
rNP50, mind pedig az rNP fehérjék alkalmazisaval. A fent emlitett eredményt teljes
mértékben (100%) megismételtiik, vagyis az ELISA és WB vizsgalataink is atfedést mutattak.

A kovetkezokben sziikséges volt a PUUV-INP specificitas €s szenzitivitas értékeinek
meghatarozasara is. A 40 db hantavirus-negativ szérumbol és 10 PUUV IgG pozitiv
szérumbol all6 minta-készleten lefuttattuk a sajat tervezésti ELISA és WB teszteket, valamint
ebben az esetben is egy kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kit (Hantavirus IgG, and
IgM DxSelectTM ELISA kit, Focus Diagnostics) tesztet hasznaltunk. A sajat fejlesztési
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ELISA teszt a tizbdl csak 9 valds pozitiv mintat talalt, a Focus Diagnostics kit 2 fals negativ
¢és 40/40 valodi negativ eredménye mellet. Ennek megfeleléen a szenzitivitast 90,9%-ban, a
specificitas pedig 95,2%-ban hataroztuk meg. A WB vizsgalat validalasanak eredményeként
mind a 10 valés PUUV IgG pozitiv minta, mind a sajat, mind pedig a gyari Focus Diagnostics
teszttel pozitiv lett, igy a WB szenzitivitias 100%, mig a specificitas érték 97,5% (egy fals
pozitiv eredmény) volt.

A hantavirus fertézések soran a NP indukélja a legnagyobb mértékben a humoralis
immunvalaszt (Kallio-Kokko és mtsai., 2001, Zoller és mtsai., 1989), igy a szerologiai
metodikakban is eldszeretettel hasznéaljadk. Az NP N terminalis végén elhelyezkedd lineéris
epitépok ellen termelddott antitestek nem tipusspecifikusak, igy jelentds keresztreakciot
mutatnak a hantavirus genus tagjai kozott kiilonbozd szerologiai tesztekben hasznalva (Elgh
¢s mtsai., 1996, Flghés mtsai., 1998). Ennek megfeleléen a kiilonb6z6 hantavirus
szerotipusok elkiilonitése a teljes NP fehérje alkalmazasaval a hagyomanyos szeroldgiai
tesztekben nehezen megvaldsithatd (Lundkvist és mtsai., 1997). A legvariansabb régiok az
50-80 ¢és 230-310 aminosavak kozott helyezkednek el (Kaukinen és mtsai., 2005), vagyis ezek
a régiok specifikusak a kiilonbdzd hantavirus torzseknél. Ennek érdekében génsebészeti
modszerekkel olyan rekombindns fehérjék is eldallithatok, melyek nem tartalmazzdk az
N terminalis szakaszt, viszont hordozzdk a variabilis régidkat. Hantavirusok esetében mar
szdmos esetben fejlesztettek csonka proteinekkel bird ELISA teszteket, melyek alkalmasak
voltak a kiilonb6z6 virusok elkiilonitésére (Koma és mtsai., 2010, Maes és mtsai., 2004,

Yasuda és mtsai., 2012).

4.1.2 DOBYV kimutatasa molekularis biologiai és szerologiai modszerekkel

A DOBV elso szisztematikus hazai vizsgalataban Osszesen 125 Apodemus egyedet
teszteltiink: 67 AAG ¢és 58 AFL, amelyek ismerten a DOBV elsddleges gazdaszervezetei. A
ragcsalok boncolédsa utan az allatok tiidészovetét hasznaltuk, mivel a szakirodalom szerint a
kisemlésok e szervében nagyon sokaig €és igen nagy mennyiségben perzisztdl a virus. A
DOBV jelenlétét az Aaltalunk wjonnan tervezett génspecifikus primerparokkal, RT-PCR
vizsgélattal mutattuk ki. A virusgenom S szegmensére specifikus primerek 433 bazispar
nagysagu szakaszt amplifikaltak a viralis genombdl. A pozitiv mintakat az olvadaspont (Tm)
gorbék alapjan kiilonitettiik el.

A 125 mintabol a Tm analizisek alapjan 10 (7,7%) minta esetén kaptunk pozitiv
eredményt. A tiz pozitiv minta kozil harmat (4,5%) AAG-bol, mig hetet (11,1%) AFL-bol
mutattunk ki. A tiz pozitiv mintabdl, nyolc esetben tudtuk a teljes NP gént (1290 bazispar)
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amplifikalni, szekvenalni és elemezni (DOB/Pécs/27Aa/06, DOB/Pécs/31Aa/06,
DOB/Sarmellék/77Aa/06, - GenBank referencia szamok: EF059978 — EF 059980);
DOBV/Gola/235Af/07, DOB/Gola/242A1/07, DOB/Gola/291Af/07, DOB/Gola/343Af/07 és
DOB/Pécs/210Af/07 torzsek). Két minta esetében nem allt rendelkezésre elegendd
mennyiségl tiidészovet a vizsgalatok folytatdsahoz.

Az AFL altal hordozott DOBV esetében a filogenetikai vizsgalatok (7. abra) azt
mutattdk, hogy az egymashoz foldrajzilag kozel esd teriiletekrdl szarmazé virusok genetikai
hasonlosaga nagyobb, igy a horvat, szlovén (Slo/Af) és magyar torzsek vizsgalatainkban is
egyértelmiien elkiiloniiltek egyéb eurdpai, példaul a gordgorszagi torzsektdl (AP/13Af,
AP/Af19). A filogenetikai Osszehasonlitason kiviil nukleinsav és aminosav szinten is
végeztiink szekvencia elemzéseket (1. tdblazat). Az aminosav szekvencidt vizsgilva nem
talaltunk egyik esetben sem nagy eltérést, a vizsgalt torzsek 99% folotti egyezést mutattak.
Ezzel szemben a nukleotid szekvencidk kozott mar mutatkoztak kiilonbségek. A régioban
kimutatott, és igy egyértelmiien egy csoportot alkotd torzseknél a nukleotid szekvencidk 95,9-
96,5%-ban voltak hasonloak. A részletesebb molekularis vizsgalat a hatarmenti teriileteken
gylijtott torzsek kozott mutatta a legnagyobb, 99% {016tti azonossagot. Az AAG altal
hordozott DOBYV filogenetikai elemzésénél azonban jol lathatd, hogy a csoporton beliil kiilon
agon helyezkednek el a nyugat eurdpai €s a kelet-europai torzsek. Utdbbi agba kapcsolodtak
be a Magyarorszagon kimutatott virusok is. Ez a foldrajzi elkiiloniilés visszakdszon a
szekvenciak Osszehasonlitasakor is, hiszen a kelet-eurdpai torzsekkel 91% f616tti nukleotid
hasonlosagot tapasztalunk, mig ez az érték a német torzsek esetében 88 és 89% kozott mozog
(2. tablazat). Az aminosav szekvenciak szazalékos hasonlosaga 99% folotti értéket mutatott.
Az 0j torzsek egy horvatorszagi virussal (Saa/Croatia/Aal2) mutattak genetikai hasonlosagot.

A filogenetikai analizisek eredményeibdl egyértelmiien megéllapithatd, hogy Kozép-
Europdban — igy hazankban és Horvatorszag hatdrmenti, északi részén is — legalabb két,
részben kiilonb6zd genetikai allomanyt DOBV hantavirus cirkulal. A gazdaallatoknak
megfeleléen mi is AAG ¢és AFL altal hordozott hantavirusokat kiilonitettink el, és
megallapitottuk, hogy habar a két virustipus egyazon virusok csoportjaba tartozik, mégis
genetikailag két kiilon szubtipust alkot. A témaban jaratos kutatok ebben a kérdésben két
taborra szakadnak. Az egyik csoport szerint csak egy DOBV van, amit az AFL terjeszt
(DOBV-Af), a mésik tipusa a virusnak a SAAV amit Esztorszagban izolaltak és az AAG
terjeszt. A masik tabor harom tipust kiilonit el. Az AFL altal terjeszetett DOBV-Af, az AAG
altal hordozott DOBV-Aa (az ugynevezett Kozép-europai hantavirust) és a szintén AAG altal
terjesztett SAAV.
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Virustorzsek

Pécs/210Af - - 95.9 99.7 96.0 100 95.9 100 96.1 99.7
Gola/235Af 95.9 99.7 = = 99.9 99.7 99.8 99.7 99.3 99.5
Gola/242Af 96.0 100 99.9 99.7 - - 99.9 100 99.4 99.7
Gola/291Af 95.9 100 99.8 99.7 99.9 100 = = 99.5 99.7
Gola/343Af 96.1 99.7 993 99.5 99.4 99.7 99.5 99.7 - -

Slo/Af 96.5 995 964 99.3 96.5 99.5 96.4 99.5 96.2 99.3
AP/13Af 95.6 100 96.0 99.7 96.1 100 96.0 100 96.0 99.7
AP/Af19 95.7 100 95.8 99.7 95.8 100 95.8 100 95.9 99.7
Esl/400Af 94.8 99.7 945 99.5 94.6 99.7 94.5 99.7 94.5 99.5

1. tdblazat. Az DOBV S szegmens nukleotid (nt) (1290 bp) és aminosav (as) (429 aminosav)

szekvenciajanak hasonlésaga AFL-bol kimutatott virusok esetében, szazalékban kifejezve.

Virustorzsek

Pécs/27Aa - - 98.9 99.3 94.9 98.6
Pécs/31Aa 98.9 99.3 - - 94.6 98.3
Sarmellék/77Aa 94.9 98.6 94.6 98.3 - -
SK/Aa 92.7 99.3 92.7 99.0 92.9 98.8
GRW/Aa 89.4 99.0 89.3 98.9 88.6 98.1
Esl/29Aa 93.0 99.5 93.0 99.3 93.0 99.0
Esl/34Aa 92.8 99.5 92.8 99.3 93.0 99.0
Esl/81Aa 92.9 99.5 92.7 99.3 92.9 99.0
EsI856/Aa 92.6 99.0 92.4 98.8 92.3 98.6
Esl/862Aa 92.6 99.0 92.4 98.8 92.2 98.6
Kur/44aa 91.4 98.1 91.3 97.9 91.4 98.1
Kur/53Aa 91.5 98.6 91.3 98.3 91.7 98.6
Aal854/Lipetsk 91.2 98.6 91.0 98.3 91.3 98.6
GER/08/118/Aa 88.4 98.3 88.6 98.1 88.2 98.3
GER/08/131/Af 89.4 99.0 89.3 98.8 88.6 98.1
GER/05/239/Aa 88.1 98.6 88.5 98.3 89.0 98.6
GER/07/293/aa 88.6 98.6 88.9 98.3 88.3 98.1
GER/07/424/Aa 88.2 98.8 88.4 98.6 88.1 98.3
GER/05/477/Af 88.1 98.3 88.3 98.1 89.1 98.3
GER/07/607/Af 88.2 98.8 88.4 98.6 88.1 98.3
GER/07/1064/Aa 89.1 98.6 89.2 98.3 89.6 98.6
Saa/160V 86.9 96.9 86.7 96.7 86.5 96.5
Saa/90Aa 87.4 96.9 87.2 96.7 87.8 96.5
Saa/Lolland 88.9 99.3 88.9 99.0 88.9 98.3
Saa/Croatia/Aal2* 94.7 98.7 94.9 98.7 97.7 98.4

2. tablazat. Az DOBV S szegmens nukleotid (nt) (1290 bp) és aminosav (as) (429 aminosav)
szekvencidjanak hasonlosaga AAG-bol kimutatott virusok esetében, szazalékban kifejezve (a *-gal

jelolt térzs esetében részleges szekvencia talalhato az adatbazisban).
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7. abra: AFL és AAG ragcsalokbol

azonositott DOBYV filogenetikai

analizise.
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Eredményeink megerdsitik azokat a felvetéseket, melyek a DOBV taxondmidjat érintd
vitaban jelentkeztek. Plyusnin és munkatérsai altal 1997-ben elsé alkalommal izolalt SAAV-t
AAG ragesalokbol mutattak ki Esztorszagban, Saaremaa szigeten (Plyusnin és mtsai., 1997).
A késoébbiekben Eurdpa szamos orszagaban mutattak ki kérokozot AAG ragesalobol, melyek
genetikailag azonban jelentdsen kiilonboztek a SAAV-t6l. Kutatok egy része szerint azonban
az AAG-bdl kimutatott Osszes virustorzset SAAV-ként kellene jegyezni (Plyusnin és mtsai.,
2003). A helyzetet még tovabb arnyalta, hogy Klempa ¢és munkatarsai (2008) Kelet-
Eurépaban A. ponticus (APO)-bol is mutattak ki egy 0j hantavirus tipust. Szintén Klempa és
munkatarsai (2012) koézleményiikben javaslatot tettek a DOBV fajon beliili genotipusok
megkiilonboztetésére. Ennek értelmében a DOBV fajon (species) beliil, Dobrava (AFL),
Saaremaa (AAG), Kurkino (AAG) és Sochi (APO) genotipusok bevezetését szorgalmazzak,
az els6 kimutatasi/izolalasi helyt6l fiiggéen. Eddigi szakirodalmi ismereteinkre, illetve sajat
filogenetikai vizsgalataink eredményeire alapozva kutatocsoportunk egyértelmiien osztozik
Klempa és munkatarsai 2012-ben publikalt tanulményanak kovetkeztetésével.

A DOBV fertdzés igazolasira a molekularis vizsgalatok mellett szerologiai
vizsgalatokat is elvégeztiink. A korabban RT-PCR modszerrel vizsgalt 125 Apodemus egyed
mindegyikénél a DOBV elleni antitestek jelenlétét ELISA kisérletekben hataroztuk meg,
rNP50 rekombinans antigén segitségével. ELISA modszerrel 6sszesen 16 Apodemus egyedet
talaltunk pozitivnak, melyek koziil 6 AFL, 10 pedig AAG ragcsalo volt. A két modszer (RT-
PCR ¢és IgG kimutatas) egyiittes alkalmazasaval tehat megallapithatd volt a DOBV tényleges
gyakorisdga a vizsgalat régioban. A 125 kisemldsbdl 21 (17%) allat (10 AAG és 11 AFL)
adott pozitiv reakciot (3. tiblazat) legaldbb az egyik modszerrel. Ot allat (4%) esetében
mindkét modszerrel pozitiv eredményt kaptunk, mig 6t (4%) radgcsalonal csak molekularis
modszerrel sikertilt igazolni a fert6zést. Kizarolag szerologiai tesztiinkkel 11 (8,8%) kisemldst

talaltunk pozitivnak. 104 allatnal egyik vizsgéalat sem mutatta a virusfert6zés barmely jelét.

Vizsgalati mintak

AFL; n=58 AAG; n= 67

RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR
+ - + -
2 4 3 7
ELISA
- 5 47 0 57

3. tablazat. A prevalencia megdllapitasara (szerologia és molekularis biologia) elvégzett

kisérletekben kapott eredmeények osszefoglalo tablazata.
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A molekularis és szerologiai vizsgalatokban kapott eltéré pozitiv eredmények oka a
ragcsalokban megfigyelhetd fert6zési folyamat ismeretében jol magyardzhato (8. abra). A
virusgazdaban a korokozo fertdzése harom szakaszra oszthatd. Az elsé fazisban, a fertdzést
kovetd napokban a virus gyorsan szaporodik a tiidében, viszont a vérben jelenlévd virusok
mennyisége ebben a stadiumban sem kiemelkedden jelentds. Feltételezhet6 tehat, hogy ekkor
a virust elsdsorban molekularis biologia technikakkal lehet nagyobb eséllyel kimutatni. A
kovetkezO periodusban, a fert6zést kovetd 14-16. naptol kezdédéen az immunvalasz szerepe
jelentdsen novekszik, a korokozoé mennyisége azonban mar csokkenést mutat a tiidoben.
Ebben a szakaszban nagy biztonsaggal mindkét modszerrel igazolni lehet a fertdzés tényét. A
harmadik stddiumban szinte teljesen visszaszorul a korokozé mennyisége, ezzel
parhuzamosan azonban a fertézéssel szemben fellépd immunologiai folyamatok
kiteljesednek. Ennek megfelelden ebben az esetben elsdsorban a szerologiai modszerek

igazoljak a fertézést.

RT-PCR pozitiv RT-PCR pozitiv RT-PCR negativ
ELISA negativ ELISA pozitiv ELISA pozitiv
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A fert6zést kévet6 napok

AkUt . ’ V4 V4 . >
Perzisztalo fazis

8. dabra. Hantavirus fertézés dinamikdja a rdagcsalokban. Szaggatott vonal: virus mennyisége a
vérben, fekete vonal: virus relativ mennyisége a tiidében, félszaggatott vonal: IgG antitest titer a

vérben (Easterbrook és Klein, 2008).
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Altalanos gyakorlat, hogy a korokozok gyakorisiganak megallapitasara eldszor a
ragcsalok mintdit szerologiai tesztelésnek vetik ald, majd az igazolt pozitiv mintakkal
végeznek tovabbi RT-PCR vagy PCR vizsgalatokat a fert6zés tényének megerdsitésére.
Eredményeink egyértelmilen ramutattak arra, hogy ezzel a stratégiaval a fert6zés korai
stddiumaban 1évé ragesalok pozitivitdsa nem kimutathatd, ami téves kovetkeztetésekhez
vezethet, hiszen jelentdsen csokkentheti a virus gyakorisagat. Plyusnina és munkatarsai
(2009) a fent emlitett moédon vizsgaltak Magyarorszagon csapdazott ragcsalok mintait, annak
érdekében, hogy megallapitsdk a DOBV, SAAV ¢és PUUV prevalencidjat. Eredményeik
alapjan elmondhaté, hogy az altaluk vizsgalt 362 Apodemus sp. 10,5%-a (38/362) lett
szerologiai modszerrel pozitiv, melybdl minddssze kettd esetben sikeriilt tovabbi RT-PCR
vizsgalattal kimutatni a virdlis nukleinsavat. Az eredmények alapjdn megallapithatd, hogy az
altaluk végzett kisérletben a molekularis vizsgalatokkal megerdsitett pozitiv mintdk aranya
0,5% volt, mig ez az értek a mi vizsgalatainkban 16-szor magasabb, 8%-os értéket mutatott. A
kiilonbség egyértelmiien abbol adodik, hogy vizsgélatainkban nemcsak az ELISA pozitiv
mintakat vizsgaltuk, hanem RT-PCR vizsgalatnak vetettiik ala a szeroldgiailag negativnak
bizonyult mintakat is. Avsic-Zupanc és munkatarsai még 2000-ben mérte fel Szlovénidban (a
DOBYV kimutatasanak elsd helyszinén) a virus gyakorisagat €s genetikai variabilitasat 260
Apodemus egyedet vizsgalva. Az allatok 20,4%-a mutatott szeropozitivitast IFA és ELISA
tesztekben (53/260), melybdl 49 AFL és 4 AAG volt, kozottiik 27 egyed volt RT-PCR pozitiv
(Avsic-Zupanc és mtsai., 2000).

4.1.3 Egyéb hantavirusok kimutatasa és vizsgalata (réviden)

PUUV kimutatadsahoz MGL ragcsalokat vizsgaltuk. A 74 tesztel allat koziil 19 esetben
(26%) mutattuk ki a PUUV jelenlétét tiidoszovetben. A virus kimutatisat RT-PCR
vizsgélattal végeztiik, altalunk tervezett, glikoprotein génre specifikus primerekkel.
Vizsgalataink tényleges megkezdése elott, tobb kiilonb6z0 méretli terméket amplifikalo
primert teszteltiink, amelyek koziil egy 303 bazispar hosszasagu terméket ado primer
kombinéci6 bizonyult a legoptimalisabbnak a kisérletek folytatdshoz. A RT-PCR eredményeit
PUUV meghatarozas esetén is olvaddspont analizissel (Tm) hatdroztuk meg, majd a kapott
specifikus terméket agardz gélen is lefutattuk, hogy eredményeinket megerdsitsiik.

Az ovilagi hantavirusok koziil a PUUV nukleinsavat ki tudtak mutatni human
megbetegedések kapcsan nyalbdl is. Ez az eredmény feltételezi a virus emberrél-emberre
torténd terjedésének lehetéségét, amit ezidaig nem tudtak egyértelmiien igazolni. A PUUV-al

folytatott kisérleteink soran kutatocsoportunk szintén vizsgalata a virus nyalban torténd
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megjelenést, amivel kapcsoltban igéretes eredményeket értiink el: egy esetben sikeriilt a
viralis nukleinsavat beteg nyalabdl is kimutatnunk. A szakirodalomban ezidaig 0sszesen két
olyan publikaci6 olvashatd, ami a PUUV nyalbdl térténé kimutatasat ismertette (Petterson és
mtsai., 2008, Petterson és mtsai., 2011). Az eredmények nem meglepdek, hiszen jol ismert
tény, hogy a virus természetes gazdaiban (ragcsalokban) képes a nyalmirigyekben is
szaporodni, ezzel nyalukkal is terjesztve a virust. Feltételezhetd tehat, hogy hasonlo
patomechanizmussal a humdan szervezetben is képes a nyalmirigyek fertézésére, azokban
torténd szaporodasra. A téma izgalmas ¢és még nem teljesen feltart volta miatt
kutatocsoportunk folytatni kivanja ezen iranyu vizsgalatait is.

A TULYV vizsgalatakor 6sszesen 65 Microtus sp. pocok szovetmintaja kertilt tesztelésre.
A ragcesalok felboncolasa utdn azok tiidészovetébdl kivont nukelinsavat a TULV
nukleokapszid génre tervezett RT-PCR mddszerével vizsgéltuk. A ragesalok faji megoszlasat
tekintve 46 Microtus arvalis (MAR) és 19 Microtus subterraneus (MSU) egyed volt. Az RT-
PCR a MAR ragcsalok 37%-aban mutatott ki TULV-t, az MSU ragcsalok kozil egy sem
szerint 85-100%-os nukleinsav, és 95-100%-o0s aminosav egyezés van a kimutatott TULV
szekvenciak kozott (GenBank referencia szamok: EU493154 — EU493159). A filogenetikai
elemzés (9. abra) a mintavételi helyeknek megfeleléen négy csoportba kiiloniti a virusokat.
Az elsé csoport Nyugat-Szlovakiabdl és Csehorszagbol, a masodik csoport tagjai Kelet-
Szlovakiabol szarmazé mintdkkal mutatnak hasonlosigot. Frdekes médon, a harmadik
csoportba kertilt virusok németorszagi és lengyelorszagi TULV virusokkal mutatnak egyezést,
mig a negyedik csoportba keriilt szekvencidk az Oroszorszagban i1zolalt TULV
szekvenciakhoz allnak legkozelebb.

Hasonlo filogenetikai csoportokat allapitottak meg Plyusnina és munkatarsai (2007).
Habar a vizsgalt nukleokapszid génszakasz mérete valdszinlileg nem elegendd a tényleges
variabilitas felméréséhez, eredményeink alapjan ugy tiinik, tobb, genetikailag eltér6 TULV
tipus cirkulal hazankban. A TULV-t el6szor Oroszorszagban irtak le (Plyusnin és mtsai.,
1994). A TULV azéta tobb eurdpai orszagban észlelték, igy Szlovakiaban, Csehorszagban,
Lengyelorszagban, Ausztridban, Belgiumban, Horvatorszagban, valamint Franciaorszédgban.
Gyakorisaga ellenére a TULV emberi fertézésekben jatszott szerepérdl keveset tudunk.
TULYV elleni antitestet mutattak ki egy egészséges erdészeti dolgoz6 vérszérumabodl, ami arra
utal, hogy a virusfert6zés emberre is atterjedhet (Vapalahti és mtsai., 1996). Ezen feliil,
Németorszagban leirtak egy TULV fertézéssel kapcsolatba hozhato HLVS esetet (Klempa és
mtsai., 2003).
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9. abra: MAR és MSU ragcsalokbol

azonositott TULV hantavirusok
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4.1.4 Klinikai vizsgalatok és esettanulmanyok

A hantavirusokkal folytatott kutatdsaink soran, nem kizardlag 4&llati mintakat
dolgoztunk fel, hanem a human fertézések korlefolydsat is tanulmanyoztuk.
Egyiittmiikddésben a Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kozpont (PTE, KK) tobb
klinikajaval, illetve a budapesti Nemzeti Népegészségligyi Kozpont (NNK, akkor: OKI)
munkatarsaival, probaltuk kiszirni a lehetd legtobb hantavirus fert6zést a régioban. A
tovabbiakban az igazoltan pozitiv betegek esetén, vizsgalatuk a virus altal okozott klinikai
képet, illetve probaltuk meghatdrozni a fertézést okozd virus tipusat, molekularis
karakterisztikajat. Vizsgalataink szamos uj eredménnyel szolgaltak. Elséként tudtunk
molekularis modszerekkel igazolni hantavirus fert6zést human szérum mintabol. Ez a
diagnosztikai eljardas — habar igen nehézkes, ¢és sokszor nehezen kivitelezhetd -
laboratériumunkban rutin modszerré valt. Els6ként irtunk le DOBV fertézés altal mimikalt
heveny vakbélgyulladast

A tovabbiakban két, altalunk igazolt hantavirus fertézés teljes esettanulmanyat,

valamint a klinikai vizsgalatok eredményeit, tapasztalatait ismertetem:

4.1.4.1 Esettanulmany 1.

2006 augusztusaban 11-én egy 46 éves hobbi vadasz keriilt felvételre a PTE, Klinikai
Kozpont, II-es szdmu Belgyogyaszati Klinika ¢és Nephrologiai Centrumba, akut
veseelégtelenség diagndzisaval. A paciens elsd klinikai tiinetei augusztus 5-én jelentkeztek,
laz, diffiz izom- és iziileti fajdalom, gasztroenteritisz és homalyos latds formajaban. A
korhazi felvételkor (augusztus 11.) a beteg levertségre, hasi és agyéki fajdalmakra
panaszkodott. Az ezt kdvetd fizikai és ultrahangos vizsgalatok periorbitalis és 1ab 6démat,
kétoldali melltiri folyadékgyiilemet, kis mennyiségli hasiiri folyadékgyiilemet, valamint
megnagyobbodott veséket mutattak. Fontosabb laboreredményei a kovetkezOk voltak: (a
normal értékek zarojelben feltiintetve): leukocitozis 22,1 x 10%/ml (4-10 x 10°), 70% neutrofil,
15% limfocita és 15% monocita arannyal, trombocitopénia 1,8 x 10* (15-45 x 10%,
emelkedett szérumkreatinin, 545 pmol/l (0-93 pumol/l), urea 28.3 mmol/l (0-8,5 mmol/l),
valamint C-reaktiv fehérje (CRP) szint 140 mg/l (0-10 mg/l). A laboratoriumi tesztek
emelkedett majenzim aktivitast is jeleztek: alanin aminotraszferaz 57 U/l (<40 U/1), aszpartat
aminotranszferaz 56 U/l (<40 U/l) és laktat dehidrogenaz 668 U/l (<270 U/l) értékekkel.
Elektrolit eltérések is megfigyelhetéek voltak (hipokalcémia és hiponatrémia), mig a vizelet
teszt proteinuriat detektalt (1,1 g/nap, normal érték: 150 mg/nap). A paciens sulyos akut

oligurids veseelégtelensége kovetkeztében hatszori hemodializis kezelésen esett at, melynek
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kovetkeztében a vizelet mennyisége folyamatosan emelkedett 80 ml/nap értékrél 2300 ml/nap
értékre. A beteg augusztus 20-atol poliuriassa valt, napi 3000-5000 ml vizeletiiritéssel. 17
napi koérhazi kezelés utan javuld labor és majfunkcios értékekkel bocsatottak haza (augusztus
28-an). A szérumkreatinin értéke december elsején érte el a normal szintet (97 pmol/l), (11.
abra) .

A klinikai tiinetek alapjan hantavirus fert6zés vagy leptospirdzis gyanija meriilt fel. A
latex agglutinacios teszt negativ volt Leptospira baktériumra, mig a DOBV virus elleni
antigén (Vero E6 sejtvonalbdl izolalt IFA DOBV antigén) szeroldgiai tesztje pozitiv lett. IFA
segitségével kimutatott DOBV-specifikus IgG és IgM antitest titer 1:160 és 1:40 volt az
augusztus 11-én vett vérmintaban, valamint 1:640 ¢és 1:160 a labadozés idészaka alatt vett
vérmintaban (augusztus 23). Az akut és labadozési fazis antitest titereit Osszehasonlitva
négyszeres novekedés volt megfigyelhetd mind az IgG és IgM antitest titerben, mely
egyértelmiien egy akut DOBV fert6zés bizonyitéka. Viralis nukleinsav a klinikai tlinetek elsé
megjelenése utan négy nappal, az augusztus 9-én vett vérmintaban volt kimutathat6, mig az
augusztus 11-én ¢és 23-a4n vett vérmintak negativak voltak DOBV virusra, RT-PCR
modszerrel vizsgalva.

A kimutatott virussal izolacios kisérleteket is végeztiink, Vero E6 sejtvonalon, BSL-3
laboratoriumi koriilmények kozott. 1zolalasi kisérleteink azonban minden esetben negativ
eredménnyel zarultak, ami aldtdmasztja azt az ismert tényt, hogy a virus igen alacsony
titerben és nagyon rovid ideig okoz virémiat az emberi szervezetben. Habar a szérum
mintabol meég sikeresen mutattuk ki a virdlis nukleinsavat, feltételezheto, hogy az izolalashoz
a fertdzoképes viruspartikulumok szama mar nem volt elegendd.

A filogenetikai és nukleinsav szekvencia analizis (10. 4bra) alapjan a paciensbdl
kimutatott DOBV nukleinsav (GenBank referencai szam: EF028074) egy, a magyar-szlovén
hataron (Prekmurje) gylijtott AFL ragcsalo altal hordozott virussal egyezett nagymértékben.
A paciens fentiekben leirt 6sszes klinikai tiinete és laboratoriumi lelete is a DOBV okozta

HFRS szindroma gyanujara utalt, ami igazolodott is.
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11. abra: DOBYV fertozés lefolydasanak pontos bemutatdsa, az elsé molekularis biologiai modszerrel igazolt fertozés vazlatos leirasa, jellemzése.
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4.1.4.2 Esettanulmany 2.

A Baranya Megyei Korhaz siirgdsségi betegellatd osztalyan jelentkezett egy 27 éves
férfi hasi fajdalommal, mely a jobb als6 kvadransra lokalizalodott. A kisérd tiinetek az
alabbiak voltak: hanyinger, hanyas, étvagytalansag €s véres hasmenés. A kezdeti tiinetek (laz,
valamint erds, diffuz hasi fajjdalom) hat nappal korabban jelentkeztek (1. nap). A tiinetek és a
fizikai vizsgélatok alapjan akut vakbélgyulladas gyantja meriilt fel. A Pécsi Diagnosztikai
Kozpontban ,,Computer Tomograf” (CT) felvétel késziilt. A képalkoto eljards a vakbél
(coecum) teriiletén jelentds bélfal-vastagodast tart fel, szdmottevd mennyiségii hasvizzel és a
vakbél koriili feltételezett levegdgyiilemmel (12. dbra). A maj, a 1ép és a vesék allapota a
normalisnak megfelelt. Fentiek alapjan akut perforalt appendicitis diagnoézis mellett a beteget
még aznap (6. nap) a PTE, KK, Sebészeti Klinikéjara tovabbitottdk. Felvételkor vérnyomasa
¢és szivirekvencidja a normalis tartomdnyban volt, 14za nem jelentkezett. Ugyanakkor, rossz
altalanos allapotban, erds hasi fajdalomrol panaszkodott, dezorientaltsag €s erds verejtékezés

mellett. A has betapintasra diffiizan lagy volt, maximalis f4jdalommal a McBurney ponton.

12. dbra: A betegrol kesziilt hasi CT felvétel. A képalkoto eljards a vakbél (coecum) teriiletén
Jjelentds bélfal-vastagodast tart fel, szamottevd mennyiségii hasvizzel (4 és B) és a vakbél koriili

feltételezett levegogyiilemmel (C és D).

56



dc_1577_18

A beteg alabbi relevans laboratériumi értékekei: fehérvérsejtszam (13.2 x 10%/ml;
referencia tartomany: 4-10 x 10°); 73% neutrofil granulocita, 11% limfocita és 16% monocita;
trombocitopénia (5,7 x 10%; referencia tartoméany: 15-45 x 10%); emelkedett szérum-kreatinin
626 umol/l (0-93 umol/l), C-reaktiv fehérje 55 mg/l (0-10 mg/l), alanin aminotranszferaz 46
U/l (<40 U/), aszpartat aminotranszferaz 41 U/l (<40 U/1), valamint laktat dehidrogenaz 496
U/l (<270 U/l). A hemoglobin szint 9,6 g/l (12-17 g/l); emellett vizelet analizis alapjan
proteinuria (>3,5 g/l) és hematuria allt fenn. Az aktivalt parcialis tromboplasztin id6 45,1
masodperc, (referencia tartomany: 27-35 mp), valamint a protrombin id6 1,41 INR értékeket
mutatott (referencia tartomany: 0,8-1,2).

Fenti eredmények alapjan feltar6é laparoszkdpos mitétre keriilt sor, mely a kordbban
felallitott diagndzist nem erdsitette meg, a vakbél normalis dllapota volt. A miitét utdni napon
(7. nap) a betegnél oliguria alakult ki, emiatt atszallitottak a PTE, KK, II. sz. Belgy6gyaszati
Klinika Nephrolégiai Centrumaba. Az akut vesekarosodas beallta miatt hemodializis kezelést
inditottak. A pdaciens a kezdeti tiinetek utani 12. napon poliuridssa valt, trombocita- ¢és
fehérvérsejt szama normalizalodott. Tizennégy napi korhdzi apolés (20. nap) utdn a beteget
otthonédba bocsajtottak, normal laborértékekkel €s jo fizikai allapotban.

Az 10jabb klinikai tlinetek és laboratoriumi paraméterek alapjan Leptospira, illetve
hantavirus fertézés gyantja merilt fel. A Leptospira fert6zés a latex agglutinicids teszt-
eredmények utan kizarasra keriilt, az ELISA teszt (Hantavirus IgG/IgM DxSelect, Focus
Diagnostics) azonban a beteg széruméban hantavirus-pozitiv IgM és IgG antitesteket (>1:100)
igazolt. Utobbi, kereskedelmi forgalomban lévé ELISA teszt tartalmazta az Osszes klinikai
szempontbol relevans hantavirus-antigént, de nem tesz kiilonbséget az egyes specifikus virus
torzsek (DOBV, Seoul, Hantaan, Puumala, illetve Sin Nombre virus) kozott, igy a teszt
tipizalasra nem alkalmas. Mivel a szeroldgia nem nyujtott informéciot a fertézé hantavirus-
tipusrol, a vérmintdkat nested RT-PCR mddszerrel vizsgéltuk. A modszer tipusazonos
primerek alkalmazasaval, a hantavirusok erésen konzervalt RARp génjét amplifikalja. Pozitiv
PCR reakcio utan a korokozo tipusat a tisztitott PCR amplikon szekvenaldsaval hataroztuk
meg.

A PCR teszt kimutatta a vérben 1év6 virdlis nukleinsavat a kezdeti tlinetek utani 8.
napon gyijtétt vérmintdban. Az RT-PCR termék molekuléris szekvenciaclemzése a DOBV

virushoz genetikailag kozel allo korokozo agenst igazolt (13. abra).
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100 NC_005217 - Sin Nombre
58 AF425256 - Convict Creek
99 NC_003468 - Andes
NC_005225 - Puumala
85 NC_005226 - Tula
— 61 EF646763 - Prospect Hill
9 NC_005222 - Hantaan
DQ56292 - Soochong
91 NC_005238 - Seoul
*L DQ268652 - Sangassou

—— NC_005235 - Dobrava
100 L——— DOB/Pécs/HFRS/08

Imjin

—
0.05

13. dabra: A DOBV fertézés igazolasa, filogenetikai analizise humadn mintabol. A betegbol
kimutatott DOBV (DOB/Pécs/HFRS/08) vastagon jeldlve.

Ismert tény, hogy a hantavirus fertézés az tigynevezett ,,akut has” korképhez, kiilonsen
a paralitikus ileuszhoz hasonld tlinetekkel jarhat. Tobb, Oroszorszdgb6l szadrmazd
esettanulmany szamol be sziikségteleniil végrehajtott miitéti beavatkozasrol, ahol a
feltételezett betegség akut vakbélgyulladas volt (Sakhautdinov és mtsai.,, 2001). Hasonld
eseményt publikaltak Wichmann és mstai 2001-ben, PUUV fert6zés kapcsan. Utobbi esetben
a vakbélgyulladds diagnozisa csak a klinikai tlinetek és laboratoriumi eredmények alapjan
sziiletett, képalkoto eljarasokat nem alkalmaztak. Ezen tanulmanyokkal ellentétben, jelen
esetben nemcsak a klinikai tlinetegyiittes, hanem a CT képalkot6 eljards is az appendicitis
gyanujat vetette fel. Feltételezziik, hogy a CT képeken lathato elvaltozas a hasi szervek sulyos
0démas allapotat tiikrozi, ami gyakori manifesztaci6 HFRS sordan (Tulumovi¢ és mtsai.,
2003).

Az eset differencial diagnosztikus kovetkezményei ravilagitanak a fert6zés terjedésével
kapcsolatos problémaira. A Celikbas és mtsai (2005) altal kozo6lt tanulmanyban egy fiatal n6
paciens kertiilt korhdzba 1az, rosszullét, hasi panaszok és sulyos vérzés tlinetekkel. A klinikai
¢s jarvanyliigyi adatok szerint kezdetben KKVLV fert6zést diagnosztizaltak. A koérhazi apolas
8. napjan a tovabbi tiinetek ¢s hasi ultrahang (UH) vizsgalat utan akut appendicitis gyanuja is

felmertilt. Hasonld6 moédon, a feltard laparoszkopos miitét soran a vakbél épnek bizonyult,
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ugyanakkor hasi vérzés igazolodott. Mivel a KKVLV fert6zést mar diagnosztizaltdk a mutét
elott, a sebészi csoport értesiilt a fert6zés kockazatarol. A szerzOk kovetkeztetése szerint
hasonld elézményli mitétek elott UH és/vagy CT vizsgélat javasolt, valamint a sebészi
csapatot fel kell vilagositani a fertdzés potencialis veszélyérol, igy miitét soran a sziikséges
ovintézkedésekre sor keriilhet. Az altalunk kozolt esetben a sebészi csoport a helyes diagndzis
— virdlis vérzéses laz fert6zés — elott kezdte meg a miitétet. Szerencsére azonban az operald
személyzet egy tagjanal sem jelentkeztek betegségre utald tiinetek, illetve mindegyikiik
hantavirus szerologiai tesztje negativ eredményt adott. Eredményeink megerdsitik, hogy az
akut has a viralis hemorrhagias laz egyik legelsé klinikai tiinete lehet, mely lehetéségre az

infektoldgus szakemberek mellett a sebészeknek is figyelni kell.

4.1.4.3 Hantavirus eldfordulas az akut vesebetegséggel hospitalizalt betegek korében

2011 januarjatol — 2015 decemberéig 94 embert vizsgalatunk, akiknél a feltételezett
diagndzis hantavirus fertdzés volt. Mindegyik beteg esetén kozos tiinetek az alabbiak voltak:
laz, magas leukocita szam, trombocitopénia, magas szérum kreatinin és/vagy transzaminaz
szint, valamint fenndll6 vizelési rendellenességek. Minden beteg mintaja negativ
Leptospirozis tesztet adott. A 94 paciensbdl, 69 (73,4%) férfi €s 25 (26,6%) nd volt. Az atlag
¢letkor 52 év, a legfiatalabb 9 éves, a legiddsebb 77 éves Volt.

Szerologiai vizsgalatok alapjan, Osszesen 9 beteg (9,6%) esetében sikeriilt igazolni a
hantavirus fert6zést. Hét (7,4%) beteg (P-1-t61 P-7-ig jelolve) mintajabol lehetett egyidejiileg
kimutatni IgM ¢és IgG antitesteket is, ami akut fertézésre utal, mig 2 beteg esetében (2,1%)
csak anti-hantavirus IgG-t detektaltunk. Az utobbi két betegnél egy lezajlott fertézést
igazoltunk, az akut fert6zés tényét nem tudtuk bizonyitani. A human, anti-hantavirus IgM és
IgG altalaban keresztreakciot mutat PUUV és DOBV antigénekkel, igy az akut fazisban 1évo
fert6zés esetében a WB vizsgalat pozitiv lehet egyszerre mindkét virusra. Habar a WB alapt
azonositds soran a jel szinintezitdsa a specifikus viralis antigénre sokkal erdsebb, igy
gyakorlott laboratoriumi szakember szdmara a fertdzés tipusa nagy valdszinliséggel
elkiilonithetd, de egyértelmiien nem allapithaté meg! Ezek alapjan, feltételezhetéen mind a
hét akut fazisban 1évd beteg esetében DOBV fertézést tudunk kimutatni. A kezelés
szempontjabol a fertézést okoz6 virus tipus ismerete nem kritikus jelentéségli. A
hantavirussal fert6zott betegek szinte minden esetben tdmogatd kezelést kapnak, ugyanakkor
(pozitiv teszt esetén) a bakteridlis, gombds vagy egyéb (virdlis) fertézés kizarasaval a
kezeldorvos elkeriilheti az antibiotikumok sziikségtelen alkalmazésat, csokkentve ezzel a

terapias mellékhatasokat is. A szerologiai vizsgalatokkal egyidejlileg a szérum mintakat egy
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Iépéses TagMan RT-PCR alkalmazasaval is megvizsgaltuk. A modszer — amellett, hogy az
egyik legmodernebb eljaras —, a hantavirus-diagnosztika esetében bizonyos nehézségekbe
itkozik: mivel a virémias id6szak nagyon révid €s igen alacsony szérum titerrel parosul, az
RT-PCR sok esetben hamis negativ eredményt adhat. A szeroldgiailag negativ mintak egyike
sem bizonyult pozitivnak a molekularis azonositas alapjan, mig csak egy akut HRFS esetnél
(P-2) volt detektalhatdé hantavirus RNS is. Az utobbi esetnél a 106 bazispar hosszi TagMan
RT-PCR termék szekvencia analizise alapjan egyértelmiien DOBV fert6zést mutattunk ki.

A Kklinikai tiinetek koziil (4. tablazat) az emésztészervrendszeri eltérések dominaltak,
mig hemorrhagias tlinetek (ami fontos jele a stlyos megbetegedésnek) csak egy beteg
esetében voltak (P-1), akinél a gyomortiikr6zés soran hemorrhagias gasztritiszt allapitottak
meg. Magas laz gyakori, habar nem feltétleniil jelenik meg egyenlé ardnyban a hantavirus
fertézotteknél. Fejfajas és szédiilés megfigyelhetd volt (P-1, P-4 és P-6) a betegeknél. Egy
paciensnél (P-1) gyors mértékii sulygyarapodas (6 kg) volt tapasztalhatd az elsé 9 korhazban
toltott napja alatt. Hasonldan egy masik paciens (P-2) végtagduzzadast is tapasztalt. Mind a
kettd, fentebb emlitett tiinet a jelentds mértékli akut vesebetegség eredménye volt. EQy beteg
(P-1) homalyos latasra is panaszkodott, ami szintén az egyik jele a sulyosabb foku hantavirus
fertozésnek. A laborértékek koziil a thrombocitopénia a legarulkodobb jel, mely emelkedett
szérum kreatinin szinttel tarsul. Az eredményeinkben szerepld Osszes akut beteg esetében
mindkét diagnosztikai marker jelentds fokl eltérést mutatott. A leukocita szam emelkedés
nagyon kiilonboz6é mértékii volt a betegeknél, mig a szérum transzaminaz emelkedés nem volt
nagymértékii vagy egyéltalan nem is volt tapasztalhat6. Altalaban a hospitalizaciét igényld
esetekben a vesefunkcié rendellenességek (oliguria/anuria) majdnem mindig szembetlindk,
ami Osszhangban van a magas szérum kreatinin koncentracidval. Vizsgalatainkba bevont
betegek mindegyikénél jelentdsen csokkent a vizelet irités szintje, ami vérvizeléssel és/vagy

A hét akut fert6zés esetében, csak egy betegnél (P-2) hozhatd Osszefiiggésbe a
megbetegedés hobbi tevékenységgel, a beteg gyakran jart tarazni, kozvetlenill a

megbetegedése eldtt is a helyi erdében turazott, feltételezhetden itt fert6z6dott meg.

60



dc_1577_18

Klinikai tiinetek

Fejfajas

Izomfajdalom
Emésztoszervi panaszok
Hemorragias tiinetek
Legmagasabb
testhémérséklet (°C)
Koérhazban toltott id6
(nap)

Laborértékek (normal

Nem

Nem
Igen
Nem
38.2

14

Nem
Nem
No
Nem
40

14

Nem
Nem
Igen
Nem
N/A

Igen
Nem
Igen
Nem
37

10

Nem
Nem
Igen
Nem
39

tartomany)

Legmagasabb leukocita
szam (4-10 G/I)
Legalacsonyabb hgl
konc. (120-170 g/l)
Legalacsonyabb
vérlemezke szam (142-
424 G/l)

Legmagasabb szérum
kreatinin konc. (60-120
umol/1)

Legmagasabb GOT
konc. (<44 1U/)

Legmagasabb GPT konc.

(<50 1U/l)
Legmagasabb GGT
konc. (<70 1U/l)

Vizelési

141

112

24

267

114

127

179

11.7

135

30

488

48

11

23

8,2

130

54

352

116

108

27

7,88

124

131

681

27

23

20

15.3

129

179

531

29

20

26

124

355

378

33

54

84

8.44

129

153

505

41

78

59

rendellenességek

Oliguria/anuria
Vérvizelés (=5cells/FV)

rrrrrr

g/day)

Hemodializis

Igen
Igen

Igen

Nem

Igen
Igen

Igen

Nem

Nem
Nem

Nem

Nem

Igen
lgen

Igen

Nem

Igen
lgen

Igen

Nem

Igen
Igen

Igen

Nem

Igen
Nem

Igen

Nem

4. tablazat: A vizsgdlatba bevont hét hantavirus fertozott személy legfontosabb laboratoriumi

paramétereinek osszefoglalasa.

A P-2 beteg szérum-mintainak nyomonkdvetd vizsgalatai sordn még a fertéz¢és utan hét

hénappal vett minta is IgM-pozitivitast mutatott. Altalaban, a hantavirus-specifikus IgM a
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fert6zést kovetden harom honappal eltiinik a szérumbol (Tai és mtsai, 2005). Ennek ellenére,
DOBV-fert6zott betegek esetében perzisztens, anti-hantavirus IgM jelenlétét igazoltak a
fert6zés utan egészen harom évvel, (Meisel és mtsai, 2006), bar igen alacsony antitest-titer
mellett.

A Balkan régioban szintén a DOBV ¢és PUUV hantavirus torzsek allnak a klinikai
esetek hatterében. A HFRS vagy sporadikusan, vagy nagyobb kitorések formajaban jelenik
meg, a virust hordoz6 ragcsalok lokalis abundancidjanak fiiggvényében. Bar a betegség
eléfordulasa aranylag alacsony, a sulyos megbetegedésekért a DOBV felelés — hasonldan a
jelen tanulmanyhoz —, Osszességében 12%-os mortalitasi arany mellett (Av§i¢ Zupanc és
mtsai, 1999). A leggyakoribb klinikai tiinetek a laz, hidegrazas, izomfajdalom, hati és hasi
fajdalom, fejfajas, hanyas, hasmenés, latdszavar, valamint oliguria, és az azt kdvetd poliuria
(Avsi¢ Zupanc és mtsai., 1999; Markoti¢ és mtsai., 2002b). Mindezek megfelelnek az altalunk
megfigyelt tlineteknek. A kettdslatas, hasmenés illetve a véres hasmenés a horvatorszagi
paciensek korében szignifikdnsan gyakoribbak DOBV fertdzés esetén (Markoti¢ és mitsai.,
2002b). Ezzel ellentétes megfigyelés szarmazik Szlovéniabol, ahol a lataszavart jelentdsen
gyakrabban figyelték meg PUUV fertézottek korében (Avsi¢ Zupanc és mtsai., 1999). Jelen
tanulmanyban csak egy beteg (P-1) panaszkodott lataszavarrdl. Ez volt az egyetlen eset, ahol
a viralis RNS kimutatds (RT-PCR) DOBV genotipus okozta fertdzést igazolt, relativ magas
virus titerrel a szérumban. Az eurazsiai kontinens mas részeihez hasonléan, a HFRS vezeto
tiinete a vesekarosodas. A korai diagnoézis felallitasat erdsitik tehat az emelkedett szérum urea
¢és kreatinin szintek. Az oliguria tlinete legalabb a betegek egyharmadanal jelentkezik, az
anurias esetek pedig atmeneti hemodializis kezelést igényelnek (Av§i¢ Zupanc és mtsai.,
1999; Markoti¢ és mtsai., 2002b). Osszehasonlitasként, jelen tanulminy &sszes betegénél
megfigyelhetd volt a magas szérum kreatinin, a hét paciensbdl hatnal allt fenn oliguria (dm
hemodializis kezelésre egyikdjiik esetében sem volt sziikség).

A klinikai tiinetek sokfélesége miatt a hantavirusok korai differencial diagnozisa igen
nehéz. Igy példaul az egyéb felmeriild diagnozis lehet: egyéb okra visszavezethetd akut
vesekarosodas, illetve tubulo-intersticialis nefritis, akut lazas hugyuti fertézés, akut és
kronikus glomerulonefritis, akut has, vakbélgyulladas, vérzéssel jard skarlat, hemolitikus
urémias szindréma, trombotikus trombocitopénids purpura, akut léguti megbetegedések,
illetve szepis. Magyarorszaghoz hasonldan, a hantavirus fertézések esetében a Balkanon is a
legfontosabb differencial diagnézis a Leptospira baktérium okozta fertézés. Mindkét
koérokozo esetében a ragesalok a hordozok, mindketté Délkelet-Eurépaban endémias,

valamint a fertdzés elején identikus klinikai tlinetekkel és laboratoriumi eredményekkel
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jarnak. Ugyanakkor, a leptospirdzisban szenvedd betegek laboratoriumi eredményei kozott
magasabb az ALT, GOT, és féleg az Osszes bilirubin szint (Markoti¢ és mtsai., 2002a).
Leptospira ¢és hantavirus koinfekcidjat néhany beteg esetében mar hazankban is leirtak
(Nemes ¢és Péterfi, 2000), illetve vizsgalataink sordn mi is kimutattuk a koinfekci6 lehetdségét
ragcsalok esetében. Szigortian csak a klinikai tanulméanyokat figyelembe véve, csak néhany
balkani orszagbol talalunk adatokat. Albanidban, egy 2003 és 2006 kozott végzett kutatas
eredményeként a KKVLV-gyants esetek 11,7%-ar6l igazolodott, hogy hantavirus okozta

HFRS szindroma &ll a hattérben (Papa és mtsai, 2008). Bulgaridban, az ,akut lazas

cre

4.1.5 Szeroprevalencia vaddszok és erdészeti dolgozok korében

Osszesen 835 vérmintat gyiijtottiink onkéntes, egészséges erdészektdl/vadaszoktol, 9
megye 106 erdészetébol. A 750 férfi (18 év — 70 év) és a 85 nd (23 év — 59 év) atlagéletkora
45 év volt, altagosan 25 év (0,1- 51 év) terepi munkaval. A 835 szérum minta kezdeti, kevert
PUUV ¢és DOBV antigént hasznaléo IgG ELISA mérése soran 45 (5,4%) reaktiv és kétes
eredményt kaptunk. Az 6sszes ELISA pozitiv szérum minta WB vizsgalata utan 38 (4,6%)
bizonyult ismételten szeropozitivnak. Az orszag 4 f& régiora osztott (14. abra): Eszak-
dunantali régio (I), Kelet-dunantili régié (IT), Duna-Tisza koze (1) és Eszaki-Kozéphegység
(V).

Ukraine
Slovakia

Austria

r Romania
; s
4 | ]
- . A - |
Sl(:\-l:nl:‘i\#\lh\ N N II o [ . ;
7_11. = . A‘ A o ﬁ_ : . . Y
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h ® * A e }'\Q,WJ\X I Danube Tisza Platean
r . (J;L_‘” Y Il  South Transdanubian region
Croatia e : L _ i
e f""';] Serbia \ . - North Transdanubian region
Rane o o iy

'[ - North Hungarian Mountains

14. abra: Vérmintak szarmazasi helyei és a magyarorszagi regiok. A fekete kordk (e) jelzik azokat
a mintazo helyeket, ahol a szérum minta negativ, a haromszoggel (A ) jelzett helyek azok, ahonnan

a kapott szérum minta pozitiv lett.
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A gyljtott és tesztelt mintdk a kovetkezOképpen oszlottak meg a kiilonbozd régiok
kozott (5. tablazat): 248 minta az L. régi6d 6 mintazd helyérdl; 321 minta a II. régid 16 mintazod
helyérdl; 107 minta a I11. régio 5 mintazo helyérdl és 159 minta a IV. régid 5 mintazo helyérol
érkezett be. Habar a teljes szeroprevalencia 4,6% volt, a régiokat Osszehasonlitva a IV.

régioban volt a legmagasabb, itt 8,2%-os érté¢ket mutatott.

Minta gyiijto Mintak szama Pozitiv mintak  Szeroprev. (%)
helyek szama szama

Duna-Tisza koéze (I11.) 5 107 2 1.9

Kelet- Dunantul (II.) 16 321 10 3.1

Eszak- Dunantul (I.) 6 248 13 5.2

Eszaki- kdzéphegység (IV.) |5 159 13 8.2

Osszesen 32 835 38 4.6

5. tablazat: Az gyiijtott minta régiok szerinti eloszldsa és a regiondlis szeropozitivitas értéke.

A tanulmany orszagos viszonylatban magas hantavirus szeropozitivitas aranyt tart fel az
Eszaki-kozéphegység teriiletén (IV). A IV és Ill-as teriiletek kozti kiilonbség 6tszords volt.
Minden teriileten megfigyelhetd volt az egyes mintavételi helyek és a hozzajuk rendelt régiok
kozotti eltérd szeropozitivitds érték. Meg kell emliteniink, hogy barmely adott mintavételi
helyre akar 100 km-es korzetbdl is érkeztek onkéntes véradok. Az adatok feldolgozasanal a
régiok létrehozasa utdbbi tény miatt tortént, igy az értékelés a valdsagot jobban kozeliti.
Mivel a humén hantavirus fertézések forrasat a hordozé ragesalok jelentik, a fenti modon
nyert, teriiltre jellemz0d szeroprevalencia eltérések tiikrozhetik az adott helyek kozti ragesalo
expoziciot. Ahogy azt mar az elézéekben ismertettem, hazankban a DOBV gazdaallata az
AFL ¢és az AAG, a PUUV hordozoja pedig az MGL. Habar az AAG elterjedés tekintetében
erdokben és mezbdgazdasagi teriileteken is eléfordul, a masik két gazdaallat (kiilonosen az
AFL) jellemzden a nagy kiterjedésii, osszefiiggd hegyvidéki erdéségeket kedveli (Suchomel
¢s mtsai., 2007, Trubenovj és Miklds, 2007). Ezen lombhullaté erddk a kelléen idds és diverz
fadllomanynak koszonhetden szinte minden évben bdséges taplalékot nyljtanak az egerek
szamara (Krystufek, 1991; Vukicevi¢-Radi¢ és mtsai., 2006, Avsi¢ Zupanc ¢s mtsai., 2014).
Eredményeink az utobbi megfigyeléseket alatdmasztjadk, mivel a legmagasabb hantavirus
szeroprevalencia értékeket az 1 és IV jelzésii, kierjedt hegyvidéki erddségeink teriiletén
mértiik. Tovabb erdsitik utobbiakat a statisztikai tesztek is, ahol jelentds eltérés csak akkor
meriilt fel, ha a IV-es régiot a Il és Ill-as teriiletekhez hasonlitottuk, utobbi két régid ugyanis

inkdbb alacsonyabb fekvésli dombos, vagy sik teriilet. A Ill-as teriileten mért igen alacsony
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szeroprevalencia feltehetden a kicsi €s nyitott eréfoltos jellegnek koszonhetd, ahol a kisemlds
populaciod joval kevertebb, szamos egyéb ragcesalo- és cickanyfajjal kiboviilve.

A hantavirus szeroprevalencidjanak felderitésére iranyuld felmérésiinkh6z hasonld
kutatasokat végeztek Europaban, valamint a Balkanon, erdészeti dolgozdk korében.
Szlovéakiaban 2133 alany vett részt a DOBV, PUUV ¢és TULV hantavirusok szlirésében. Az
orszag keleti részén 5,9%-os szeroprevalenciat mutattak ki (Sibold és mitsai.,, 1999).
Németorszagban hasonlé munkat végeztek az északkeleti Brandenburg teriiletén, amelybdl
kidertilt, hogy Osszesen 563 vizsgalt személy kozil 9% bizonyult szeropozitivnak DOBV,
PUUV ¢és TULV-ra nézve (Mertens és mtsai., 2011). Svajcban 1693 gazdalkodo, erdészeti
dolgozo, fiatal katona és véradok vizsgalata alacsonyabb szeroprevalencia eredményeket
mutatott, maximalis értékiik 1,9% volt (Schultze és mtsai., 2007). Két kapcsolodd tanulmény
késziilt Lengyelorszagban, Gut és munkatarsai 2007-ben 86 erdészeti dolgozoé és 47 kistestli
emldsokkel foglalkozd zooldgus szérum mintait értékelték hantavirus specifikus IgG-re
nézve. A PUVV-specifikus antitesteket a zoolégusok mintainak 14,9%-aban (7/47)
detektaltak, mig az erdészeti dolgozok Osszes mintaja negativ volt (Gut és mtsai., 2007).
Masrészrol, Grygorczuk és munkatarsai 2008-ban a Lengyelorszag észak-keleti részén végzett
felmérésben az erdészeti dolgozok szérum mintdinak vizsgalatakor anti-PUUV 1gG-t 5,7%-0s
aranyban (4/69), mig HTNV-specifikus 1gG 2,9%-os (2/69) aranyu jelenlétét figyelték meg
(Grygorczuk és mtsai., 2008).

Szadmos  tovabbi, a Balkant ¢érinté tanulmany foglalkozott  hantavirus
szeroprevalenciaval. 2010-ben Bosznia-Hercegovina teriiletén végeztek hantavirus endémias
régio vizsgalat, melyben Osszesen 1331 ember vett részt. Az altalanos populdcidban
eléforduld szeroprevalencia az endémids régioban 7,4%, a nem endémids régidoban pedig
2,4% volt. Ugyanazon a teriileten a kockazati populacio (16,1%) és az altalanos lakossag
(6,2%) kozott szignifikans kontrasztot mutattak ki (Hukic ¢és mtsai.,, 2010). Egy
Horvatorszagban végzett szeroepidemologiai felmérés, ami 300 erdészeti dolgozd és 260
lakossagi résztvevd bevonasaval végeztek el, kimutatta, hogy az antitestek prevalencidja 0%
¢és 8,9% kozotti, 1,6%-os atlag prevalencia mellett (Borci¢ és mtsai., 1991). Gorogorszagban,
egy Osszesen 2653 vérmintat feldolgozé szeroldgiai felmérés 0%-t61 14%-ig terjedden, 4%-0S
szeroprevalencia mutatkozott, ahol magasabb aranyt figyeltek meg a foglalkozasukbdl
szarmazoan magasabb fert6zési kockazattal biré személyek korében (Antoniadis és mitsai.,
1987). Szlovénidban a lakossag atlagosan 1,7%-os hantavirus-specifikus antitest el6fordulast
mutatott, azonban a faipari munkasok csoportjanak vizsgalatakor (Avsi¢ Zupanc és Poljak,

1994) ez 0% ¢és 14,3% kozott valtozott. Romanidban a hantavirus diagnosztikaja viszonylag
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késon kezdddott meg, 2008-ban. Korabban a betegséget latszolag figyelmen kiviil hagytak,
csak 5 visszamendlegesen megerdsitett HFRS esetet taladlunk a szakirodalomban (Maftei €s
mtsai., 2012). 2008-t6l tovabbi 17 HFRS esetet jelentettek be, és az Osszes fertézést DOBV-
ként azonositottadk. A legtobb HFRS-esetet foglalkozasbdl szarmazo kockazattal hoztak
Osszefliggésbe pasztorok és faipari munkédsok esetében (Heyman és mitsai., 2011, Avsic
Zupanc és mtsai., 2014).

Erdemes Osszevetni eredményeinket egy korabbi, hazai, nagy mintaszamot feldolgozo
munkaval. Egy 2000-ben végzett, nemzeti szeroldgiai felmérés keretében 2257 allampolgar
mintait tesztelték hantavirus-specifikus antitestekre IFA, agglutinacios teszt (HDPA) ¢és
ELISA modszerekkel. Az adatok szerint az egészséges populacioé koriilbeliil 10%-a tekinthetd
szeropozitivnak. Az érintet személyek az orszdg minden részébdl szarmaztak (Ferenczi és
mtsai, 2003).

A Magyarorszagon végzett atfogd vizsgalatunk alapjan feltételezziik, hogy a hantavirus
szeroprevalencia az erdészeti dolgozok korében hasonlit a kozép-eurdpai-balkani tengely
értékeihez, ezért a hantavirus fertdzés nagyobb figyelmet érdemel a kockazati populdcidban a

jovoben.

4.2 izeltlabiiak terjesztette virusok vizsgalata
4.2.1 Krimi-kongoi vérzéses laz virusa (KKVLYV)

Kutatdsunk egyik kiemelt jelentdségli témédja a KKVLV eléforduldsanak igazolasa
(vagy cafolasa) volt. Az els6 vizsgalatok a virussal hazankban az 1970-es évek végén, illetve
az 1980-as évek elején torténtek, de azota komolyabb, atfogdbb vizsgalat nem volt a virus
tényleges jelenlétére €s esetleges kozegészségiigyi szerepére nézve.

Kutatasaink elsé Iépéseként, a virus vizsgalatara alkalmas modszertant kellett
kidolgozni, aminek megfelelden két kiilonbozd szeroldgiai vizsgalati tesztet fejlesztettiink és
optimalizaltunk. Ezek egy ELISA ¢és egy IFA vizsgélat volt, mindkettd esetében antigénként
KKVLV rNP alkalmazasaval (a vizsgalatok idopontjdban még nem rendelkeztiink BSL-4
laboratoriummal). Az rNP expresszalasanak (1448 bp) teljes folyamata megegyezett a
hantavirus (DOBV ¢és PUUV) NP fehérjék termeltetésének eljarasaval (15. abra). A masik
vizsgalati modszeriink egy transzgenikus CHO-KKVLYV sejtvonal 1étrehozasa volt, amit IFA

vizsgalathoz hasznaltunk.
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15. dbra. A tisztitott KKVLV rNP antigén WB analizise. A rNP vizsgalata humdan anti-KKVLV 1gG
antitesttel (A), protein marker (M) (BioRad).

A szakirodalombol ismert, hogy a virus gyakran fertéz mezei nyulakat, ami elsésorban
valoszinlileg a nyul és kullancs gyakori talalkozasabol adodhat. Egyértelmii bizonyiték
azonban még nincs erre. A mezei nyulakat f6 rezervoarjaként azonositottak a KKVLV-nek a
Szovjetunioban, Bulgaridban és Afrikaban; azonban egy albéniai tanulmany arr6l szamolt be,
hogy nem sikeriilt kimutatni a KKVLV elleni antitesteket ebben a gazdaszervezetben
(Hoogstraal, 1979; Papa és mtsai. 2009). Vizsgalatainkat igy mezei nyul vérmintainak (Lepus
europaeus) szerologiai tesztelésével kezdtiik. A Dévavanya falu kornyékérdl (47 © 05'N, 20 °©
56'E) szarmazo6 (Dr. Gyuranecz Miklos gyijtése), Osszesen 198 mezei nytl szérum mintat
teszteltiink paralel modon ELISA és IFA vizsgalatokkal. A mintakbol eldszor (higitas: 1: 100)
az anti-KKVLV IgG antitestek jelenlétét szerettik volna bizonyitani NP alapu ELISA
alkalmazéséaval. A kovetkezdkben ugyanezen mintdkat az elzetesen eldallitott INP KKVLV-
CHO alkalmazasaval IFA modszerrel is teszteltik. Eredményeink értékelésekor mind az
ELISA, mind pedig az IFA tesztek eredményét figyelembe vettiik. A 198 mintabol mindkét
vizsgalati modszerrel 12 (6%) adott pozitiv eredményt (6. tdblazat). Négy minta volt pozitiv
csak IFA teszttel (16. abra), egy szérum volt pozitiv csak ELISA vizsgalattal. Meg kell
jegyezniink, hogy az ELISA egy objektiv, mérhetd kimutatdsi modszer, mig az IFA sokkal

szubjektivebb, nagymértékben fiigg a vizsgalatot végzd személy rutinjatol.
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16. abra: KKVLYV IgG pozitiv mintik IFA képe CHO-KKVLYV transzgenikus sejtvonalon.

IFA

Pozitiv Negativ
Pozitiv 12 1
ELISA Negativ 4 181

6. tablazat: Anti-KKVLYV IgG antitestek kimutatdsa Lepus europaeus vérmintaibol, ELISA és IFA

vizsgalatokkal hazankban.

Eredményeink szépen kiegészitik azt a torténelmi megfigyelést, hogy a KKVLV
endemikus gocai jelen vannak Magyarorszagon, azonban a rezervoar fajok, vektorok és
amplifikald gazdak teljes spektruménak felderitéséhez még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
A KKVLV magyarorszagi el6fordulasardl szolo ismereteink korlatozottak és foként
torténelmi megfigyeléseken alapulnak. Az 1960-as évek végén elvégzett szerologiai
vizsgalatok juhok, szarvasmarhdk és a humdn szérumok esetében 31%, 0,9%, illetve 2,9%
szeropozitivitast mutattak KKVLV esetében. Ebben a tanulmanyban agar gél difftzios
precipitacios modszert alkalmaztak (Horvath, 1975; Horvath, 1976). Bar az Ixodes ricinus
kullancs szokatlan faj a KKVLV fert6zés szamara, két torzset izolaltak szopds egerekben az
1970-es évek elején, az arbovirusok orszdgos felmérésének részeként (Molnar, 1982).
Legjobb tudasunk szerint azonban ezek az izoldtumok megsemmisiiltek, igy sem pontos
tipusuk, sem szekvencidjuk nem ismert.

KKVLV fert6zésekre vonatkozd szerologiai bizonyitékok kézzelfoghatéak, azonban
sok felderitendd teriilet maradt ahhoz, hogy megismerjiik és megallapitasok kozegészségiigyi

vonatkozésait. Hazankban az évente jelentett virusos vérzéses laz esetek szama 2000-t6l

68



dc_1577_18

atlagosan 10-15 (évente: 3-21), de a legtobb eset természetesen hantavirus fertézésekhez
kapcsolodott. Ennek ellenére el6fordulnak nem diagnosztizalt esetek, ahol még a viralis eredet
sem bizonyitott. Igy egyértelmii, hogy Magyarorszagon fontos lehet az ismeretlen etiologiaj
vérzéses lazak tovabbi komplex vizsgalata, akar modern molekularis bioldgiai,
metagenomikai vizsgalatok alkalmazéasaval. KKVLV pozitiv eredményt ezidaig hazankban
nem sikeriilt azonositani akut fert6zésbol. Az, hogy klinikai mintabol eziddig nem sikertilt
KKVLV-t kimutatni tobb okra vezethet6 vissza: (1) Az egyik lehetéség, hogy
Magyarorszagon nem cirkuldl magas fert6zoképességti KKVLV torzs, igy az emberi KKVLV
fertézések kevésbé sulyosak, vagy akar teljesen tiinetmentesek lehetnek. Ebben az esetben
ezek a fertdzések nem keriilnek felderitésre, a klinikusok nem is gondolnak a KKVLV
etiologiai szerepére. Mivel a human diagnosztikai célu vizsgalatokat kizarolag csak az NNK
referencia laboratoriuma végezhet, igy az akut betegmintdk felderitése egy kutatd
laboratériumban nem megoldhaté. Az esetleges fertdzések igazoldsara atfogod
szeroepidemioldgiai vizsgalatokra lenne sziikség, hogy a KKVLV ellen termel6dott IgG
antitestek jelenlétét utolag igazolni lehessen. A nem magasan patogén torzs jelenlétének
hipotézistét az AP92 torzs példaja is alatdmaszthatja. Az AP92 KKVLV toérzset a
Rhipicephalus bursa kullancsokban mutattak ki Gorogorszagban. Ez a torzs apatogénnek
bizonyult, illetve a bejelentett esetekben, Tordkorszagban alacsony patogenitast mutatott
(Papadopoulos ¢és mtsai., 1980; Midilli és mtsai.,, 2009). Bar a Hyalomma fajok
Magyarorszagon nem tekinthetdk elsddleges virusvektornak, mas kullancsfajok, példaul a
Rhipicephalus fajok és az Ixodes fajok vélheté vektorokként szolgalhatnak az orszagban.
Kérdéses, hogy az Ixodes ricinus fajok szerepet jatszhatnak-e az AP92-szerii térzsek vagy
mas, KKVLV apatogén torzsének transzmissziojaban. Ennek igazoldsara atfogo,
szisztematikus molekularis vizsgalatot terveziink a hazai Ixodes sp. fajok vizsgalataval.
Minden esetben a legfontosabb a virus tényleges molekularis bioldgiai igazolasa lenne.
Kutatocsoportunk a szeropozitiv nyulak teriiletérdl gytijtott kullancsokban (1359 db) probalta
a virus jelenlétét kimutatni sajat fejlesztésli, univerzalis, minden ismert KKVLV torzs
kimutatasara alkalmas TagMan RT-PCR moédszerrel, azonban ezidaig minden teszt negativ
eredményt adott. A KKVLYV jelenlétének molekularis igazolasa ezidaig nem volt sikeres. (ii)
A KKVLV-nek nincs human expozicidja. Ha a szeroldgiai adatokat vessziik figyelembe, a
KKVLYV hazai jelenléte vad- és haszondllatokban igazolt. Ebben az esetben azonban a human
expozicié elmaradasanak esélye csekély. (iii) Nem maga a virus, hanem egy KKVLV-szerii
virus cirkuldl az orszdgban, amely vadallatokat fertéz (akar tiinetmentesen is), szerologiai

keresztreakciot ad a KKVLV torzsével, de a human megbetegedésekben nincs szerepe.
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4.2.2 Kullancsenkefalitisz virus (KEV)

A kullancsenkefalitisz virussal (KEV) végzett vizsgalatainkban mind a hordozo
ragesald fajok, mind pedig a kullancs vektor vizsgalataira fokuszaltunk. Igazolni szerettiik
volna a kisemldsok szerepét a virus terjesztésében, vizsgaltuk a kullancsok atfertdzottségét,
valamint a virus genetikai allomanyat.

A virus kullancsokbol torténé kimutatdsa céljabol Osszesen 2731 (261 csoportba
gytjtve) kullancsot (616 larva, 1621 nimfa, 494 felnétt) vizsgaltunk, melyeket 2009 and 2012
kozott gytijtottek az MTA, ATK, AOTI munkatarsai (Dr. Gyuranecz Miklds és kollégainak
segitségével). Az allatok vizsgalatat kozosen, egylittmiikddés keretén beliil végeztiik el. 2300
(84,2%) (206 csoportba gytijtve) kullancsot kozvetleniil a novényzetrol, 436 allatot (15,8%)
(55 csoportba gytijtve) kiseml6sokrol gytijtottek.

Az Ixodes ricinus faj volt a leggyakoribb faj (80,4%; n=2196), amit a Haemaphysalis
concinna (17,8%; n=489) és a Dermacentor marginatus (1,7%; n=46) kovetett. A kiseml6sok
esetén AFL-16l, AAG-16l és MAR-16l torténtek a gytijtések.

Fejlodési  Mintaszam  Csoportok Pozitiv csoporok Minimum kimutatasi

stadium szam szama rata (%)*
larva 515 43 4 0.77
nimfa 1244 106 1 0.08
Ixodes ricinus him 233 25 0 0
nostény 204 23 0 0
Osszesen 2196 197 5 0.23
larva 0 0 0
nimfa 2 1 0 0
Dermacentor marginatus him 20 0 0
nostény 24 5 0 0
Osszesen 46 10 0 0
larva 102 11 0 0
nimfa 374 37 0 0
Haemaphysalis concinna him 7 0 0
nostény 6 3 0 0
Osszesen 489 53 0 0

* Minimum kimutatasi rata: pozitiv csoportok szama /dsszes vizsgalat kullancsok szama

7. tablazat: KEV vizsgdlatokhoz gyiijtott kullancsok szamanak és a vizsgalatok eredményeinek

tablazatos dsszefoglalasa.

Az altalunk gyijtott kullancsfajok koziil csak az Ixodes ricinus-bol tudtuk igazolni a

virus jelenlétét (7. tablazat). A KEV pozitiv mintakon beliil egyetlen tartalmazott nimfakat
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(0,9%) és négy pedig larvakat (9,3%). A KEV pozitiv nimfakat tartalmazo csoport egyedeit (5
egyed/csoport) novényzetrél, mig a larvakat (1, 2, 5, és 8 egyed/csoport) ragesalokrol
gytjtottik (harom csoport egyedei AAG-rol és egy csoport egyedei MAR-rol). A virus
minimalis detekcios rataja (feltételezve minimum egy fertdzott kullancsot csoportonként)
0,08% volt a nimfak és 0,77% pedig a larvak esetében. Az elvégzett filogenetikai elemzés
(11. abra) is igazolta, hogy az altalunk azonositott KEV torzsek az eurdpai altipushoz tartozo

KEV torzsekkel csoportosulnak.

Kumlinge 25-03
Kumlinge_A52
KrM_213
{ KrM_93
— Salem
- Est3476
ﬂ\[ AS33
61 [[— Joutseno

66

KEV-Eurépa

— Hypr

~ Toro-2003
TBEV/Dv/1791r/09
— TBEV/Dv/841r/09
—r TBEV/Dv/1811r/09
64 — TBEV/Dv/1801r/09
— TBEV/Dv/1771r/09

r Zausaev
Cht-653

77 Latvia-1-96
76 EK-328
Est54 ]

95

KEV-Szibéria

73 — Primorye-1153
Dalnegorsk
Oshima_5-10

Primorye-86
—— Glubinnoe/2004 ]
WNV

KEV-Tavol-Kelet

0.05

11. abra: Kullancsokbol azonositott KEV filogenetikai analizise.
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A kisemlésok korében végzett kutatdsunk soran 8 kiilonbozd fajtol szarmazod 405

ragecsaldo majmintat vizsgaltunk a KEV fert6zés igazoldsa céljabol. A vizsgalt kisemldsok a
kovetkezOk voltak: 55 AAG, 100 AFL, 11 Apodemus sylvaticus (ASY), 48 MAR, 2 Microtus
agrestis (MAG), 8 Microtus oeconomus (MOE), 31 Microtus subterraneus (MSU) és 150

MGL. Osszesen 17 mintaban (4,2%) sikeriilt kimutatni a virus RNS jelenlétét. A virust négy
ragesalod fajban irtuk le: AAG (7,3%), MAR (6,2%), AFL (4,0%), és MGL (4,0%). A

filogenetikai elemzés soran a KEV torzsek szintén a virus europai altipusahoz tartozo

torzsekhez csoportosultak (11. abra A / B).

12. dbra / A: Ragcsalokbol azonositott

KEYV filogenetikai analizise.

99

TBEV/Gor/32Mgl/05
TBEV/Gyek/49Mar/05
TBEV/Pecs/al15Aag/08
TBEV/Gor/17Mar/05
TBEV/Pecs/al09Af1/08
TBEV/Gyek/132Mgl/06
TBEV/Pecs/al13Afl/10

55

TBEV/Gyek/194Mgl/07
TBEV/Gor/57Mar/05
TBEV/Pecs/al79Mgl/06
TBEV/Gor/38Aag/05
TBEV/Gyod/201Aag/06
TBEV/Gyek/130Mgl/06

Toro-2003
Est3476
KrM_213
—‘ KrM_93
94 Kumlinge_25-03
Kunlinge-A52
Hypr
Salem
Ljubljana
AS33
Joutseno
Neudoerfl
—
0.005

TBEV/Matty/al22Aag/07

KEV-Europa
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12. dbra / B: Ragcsalokbol
azonositott KEV filogenetikai

analizise.

TBEV/Gor/32Mgl/05
TBEV/Gyek/49Mar/05
TBEV/Pecs/all5Aag/08
TBEV/Gor/17Mar/05
TBEV/Pecs/al09Afl/08
TBEV/Gyek/132Mgl/06
99| TBEV/Pecs/al13Afl/10
TBEV/Gyek/194Mgl/07
TBEV/Gor/57Mar/05
TBEV/Pecs/al79Mgl/06
TBEV/Gor/38Aag/05
TBEV/Gyod/201Aag/06
TBEV/Gyek/130Mgl/06
TBEV/Matty/al22Aag/07
—T0ro-2003

— Est3476

KrM_213

KrM_93

94| |[Kumlinge_25-03
Kumlinge_A52

— Hypr

— Salem

KEV-Eurépa

— Ljubljana
63
] — AS33

— Joutseno

— Neudoerfl
Zausaev
Cht-653

84 Latvia-1-96
79 EK-328
56 Est54
— Glubinnoe/2004
— Primorye-86

KEV-Szibéria

Sofjin-Ru
Oshima_5-10
Dalnegorsk
77-Primorye-1153
WNV

KEV-Tévol-Kelet

0.05
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Az elmult évtizedek soran Eurdpdban nétt a diagnosztizalt KEV fert6zések szama
beleértve olyan orszagokat is, ahol ezidaig nem volt jellemzé a KEV virushoz kothetd
megbetegedés. Jelenleg a virus jelenléte abundansnak szadmit szamos eurdpai orszagban,
kiilonosen Eszak- és Kelet-Eurépaban endemikus (Siiss, 2005; Siiss, 2008; Kuncz, 2003,
Lindgren, 1998). A virust hazdnkban 1952-ben azonositottdk elészor (Fornosi and Molnar,
1954). Magyarorszagon el6forduld esetek szama 1996-tdl jelentésen csokkent, amelynek
valoszinlisithetd oka a virus elleni védooltas megjelenése lehet. Figyelmbe kell azonban
venni, hogy ezekre az évekre tehetd a diagnosztikai tesztek jelentds arndvekedése is, ami
szintén okozhatta a vizsgalatok szamanak csokkend tendenciajat (Siiss, 2003).

A KEV endemikus teriileteken az I. ricinus és I. persulcatus kullancsfajok szamitanak
elsddleges vektornak, habar szdmos tanulmany eredményei szerint a potencialis vektorfajok
szama b6vebb (Ko és mtsai., 2010). A rendelkezésiinkre allo irodalmi adatokkal 6sszhangban
az altalunk gyiijtott kullancsfajok koziil csak az I. ricinus fajt tartalmazé mintak mutattak
KEV pozitivitast. Pozitiv mintdkat azonositottunk a kisemldsokrol gyljtott kullancsok
korében is. Az emlitett jelenség a kiseml6sok rezervoar szervezetként betoltott szerepére lehet
ismét bizonyiték (Hubalek és Rudolf, 2012). A kisemldsok tulajdonsagai szamos szempontbol
hozzédjarulnak ¢és segitik a KEV terjedését. Eloszor is az endemikus teriileteken magas
egyedszammal fordulnak el6, ahol kullancsok 4altal erésen parazitiltak, mdasodszor a
kisemldsok biztositjak a virus nem virémids atvitelét a fertdzott és nem fertézott kullancsok
kozott taplalkozas kozben (Labuda és mtsai., 1997; Kiffner és mtsai., 2011). Vizsgalatunk
soran nem tudtuk pontosan meghatarozni, hogy a vizsgalt kullancs maga vagy a kisemlds,
amelyrdl a kullancsot eltavolitottuk volt eredetileg fertdzott a virussal.

A ragcesalokkal végzett vizsgalatunk soran az AAG, AFL, MAR és MGL fajokat
azonositottuk, mint gazdaszervezetek. Eurdpadban a legjelentésebb KEV ragcsalod
gazdaszervezetek az Apodemus és Myodes fajok kozé sorolhatok, habar mas ragesalok
(Microtus, Mus, Micromy, Pitymys, Arvicola, Sciurus és Citellus) és rovarevék (Sorex, Talpa
¢és Erinaceus) rendjébe tartozo fajok is részt vehetnek a virus természetes atviteli ciklusaban
(Labuda és mtsai., 1997). Eredményeinkhez hasonléan egy korabbi magyarorszagi tanulmany
soran is az AFL és MGL fajokat azonositottdk, mint elsédleges KEV gazdaszervezet az
orszagban (Molnar és mtsai., 1982), habar jelen tanulmény igazolta a virus jelenlétét AAG és
MAR fajokban is. Szamos eurdpai orszagban mutattak ki a virust kiseml6sokbodl, noha az
eléfordulas gyakorisdga orszagonként eltérdé volt. Szlovakia KEV endemikus nyugati részén
AFL és MGL fajok alkotjak a kisemlés populacié 75%-at és az egyedek kb. 15%-ban

mutathatd ki KEV elleni antitest (Kozuch és mtsai., 1990). Egy német tanulmany soran
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befogott allatok 10%-a bizonyult KEV pozitivnak RT-PCR vizsgalat soran (Achazi és mtsai.,
2011), mig egy finnorszagi tanulmanyban a begyijtott kisemldsok szerveinek RT-nested PCR
alapi KEV szilirése hozzavetdlegesen 12% pozitivitast mutatott (Tonteri és mtsai., 2011).
Eredményeinket figyelembe véve, valamint mas kutatok eredményeivel egyetértésben
kijelenthetjiik, hogy a kisemldsok fontos szerepet toltenek be a KEV ¢letcikluséban, ezért az
emlitett allatok rendszeres monitorozasa jO prognosztikai adatokat szolgaltathat a KEV

aktivitasrol az orszag endemikus régidin beliil.

4.2.3 Nyugat-nilusi virus (WNV)

Kutatasaink fontos témdja a Nyugat-nilusi virus (WNV) vizsgalata volt. A koérokozo
egyre nagyobb mértékii elterjedése jO példa a szinyogok 4ltal terjesztett virusos
megbetegedések térhoditdsara napjainkban. A virus régios szintli vizsgdlata nemcsak
virologiai szempontbo6l érdekes, de hasznos informaciokat szolgaltathat mind a human-, mind
pedig az allategészségiigy és kozegészségiigy szamara is.

Szerb kollégakkal (Bosilijka Kritinic és Vesna Milankov) végzett tanulmanyunk soran
Osszesen 6369 ndstény szinyogot (180 csoportba gylijtve) vizsgaltunk, melyek 11 fajbol
szarmaztak (8. tablazat). A 180 tesztelt csoportbol 10 (5,5%) bizonyult WNV pozitivnak
(minimum infekciods rata [MIR] érték: 1,57), melyek koziil 9 szarmazott Culex pipiens (MIR
érték: 1,61; 95% konfidencia intervallum: 0,70 — 3,10) és egy pedig Anopheles maculipennis
fajbol (MIR érték: 45; 95% konfidencia intervallum: 1,20 — 228,40). A WNV pozitiv
szunyogokat jaliusban ¢€s augusztusban gytjtottilk Kikinda, Novi Sad ¢és Srpski Krstur

teriileteken.

Gyiijtott sziinyogok Tesztelt és (pozitiv)
szama csoportok szama

Culex pipiens 5568 115 (9)

Aedes vexans 405 19

Anopheles maculipennis 22 11 (1)

Culiseta longiareolata 1 1

Coquillettidia richiardii 34 7

Anopheles hyrcanus 3 1

Culiseta annulata 2 2

Ochlerotatus caspius 195 13

Ochlerotatus sticticus 120 7

Ochlerotatus geniculatus 18 3

Aedes rossicus 1 1

OSSZESEN 6369 180 (10)

8. tabldazat: WNV felmérés eredményeinek dsszefoglalasa (Vojvodina tartomany, Szerbia, 2013)
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A tanulmany soran kiemelked6éen magas fertdzottségi aranyt mutattunk ki a C. pipiens
¢és A. maculipennis sziinyogokban Szerbia Vojvodina tartomanyaban. Az emlitett két sziinyog
faj esetében kordbban mar bizonyitottdk, hogy Eurépaban alkalmasak a WNV terjesztésére.
Az Osszességében kapott 5,5% WNV pozitivitas aranyaiban magasabb, mint az eddigi
Eurdpaban végzett szinyog szlirfvizsgalatok eredménye (Savage és mtsai., 1999; Engler és
mtsai., 2013). Mindemellett, a WNV jelenlétének igazolasa szerbiai A. maculipennis
szunyogokban fontos megfigyelésnek szamit, habar nem példa nélkiili Eurdpaban
(Balenghien és mtsai.,, 2006). Az emlitett faj WNV terjesztésében betoltott szerepének
vizsgalata fontos cél a jovobeli kutatdsok szaméra. A virus figyelemre méltd aktivitasat jol
példazza a 2013 soran igazolt szdmos human eset, valamint a szunyogok magas fert6zottségi
aranya ugyanazon vizsgalati évben. A WNV pozitiv mintavételi teriiletek koziil kettd kozel
helyezkedett el Magyarorszag és Romania hataraihoz, amely humanegészségiigyi kockazattal
jarhatott a szomszédos orszagok szamara, tekintettel, hogy a szinyog populaciok kedvezo
okologiai feltételel is biztositottak voltak. Az altalunk azonositott WNV torzsek filogenetikai
alapu azonositasahoz az NS3 gén 670 bazispar hosszlsagl szakaszat Sokszoroztuk és
elemeztiik. Az eldzetes filogenetikai vizsgélathoz a kiilonb6z6 teriileteken kimutatott virusok
egy-egy reprezentativ torzsét hasznaltuk, dsszesen 4 torzset analizaltunk (GenBank referencia
szamok: KJ652314 - KJ652317). A filogenetikai fan (13. abra) jol latszik, hogy a szerbiai
WNV torzsek egyértelmiien a 2-es genetikai varianshoz tartoznak, valamint jelentds eltérést
mutatnak az orszagon beliili foldrajzi teriiletek szerint is (Kikinda, Srpski Krstur and Novi
Sad). A 2013-as szerbiai WNV torzsek egyértelmiien kozelebbi rokonsagot mutatnak a 2012-
es olaszorszagi és a 2010-es gorogorszagi WNV torzsekkel (98-100% ¢€s 98-99%) (14. abra).
Mas kutatocsoportok altal végzett eldzetes vizsgalatok szerint a WNV 2-es genetikai
variansanak legalabb két kiilonb6zo genetikai csoportja cirkulalt egyidejiileg 2012-ben
Szerbidban, felvetve annak a lehetdségét, hogy a virust két eltéré esemény soran hurcoltak be
az orszagba (Petrovi¢ és mtsai., 2013). Vizsgalataink soran feldolgozott szunyogokbol
szarmazd6 WNV torzsekkel végzett filogenetikai vizsgdlatok is egy filiggetlen bejutési,
terjedési eseményét igazolnak. Feltételezhetden a virus Olaszorszdgbol, Gordgorszagbol,
vagy Afrikabol érkezhetett (esetleg vandorld madarakon keresztiil), ahol a WNV 2-es

genetikai variansa hosszl ideje enzoono6tikus.
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13. dbra: Szunyogokbol
azonositott WNV térzsek
filogenetikai analizise (NS3 —
670 bp).

64 — KJ652317

63

— KJ652315

KJ652314
JX878386

KF179639

61 |l HQ537483

50

- KJ652316
KF179640

DQ116961
KF647252
KF647250

66 || KF647251

94
—' KF647249

59

78

75

70

- KC407673
— KC496016

~|j EF429198
91
— — EF429197

DQ318019
AY532665
NC 001563

661 M12294

DQ318020
EF429200

EF429199

50

100

AF481864
DQO080055
DQ080054

DQO080058

AF533540

AY 646354

DQ164205

- AY 842931

AY 660002

78

AY765264

DQ256376

0.05

AY277251
NC 006551

2-es
genetikai
varians
(Lineage 2)

5-0s gv.
(Lineage 5)

1-es gv.
(Lineage 1)

3-as gv.
(Lineage 3)
4-es gv.
(Lineage 4)
usuv
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14. abra: Szunyogokbol
azonositott, 2-es genetikai
variansu WNV torzsek
filogenetikai analizise (NS3
— 670 bp).

dc 1577 18

KJ652314
64 1JX878386
KF179639
g{ HQ537483
— KJ652316
KF647252
KF647250

65 | KF647251
63 KF647249

KF179640
% | I DQ116961
L KC407673
87
KC496016
EF429198
100
94 EF429197
DQ318019
6o [— AY532665
_{ NC 001563
69 | M12294
—— EF429200
DQ318020
—

0.005

KJ652317
KJ652315

EF429199

“WNV/95Cp/HUN/2013”
WNV/60Cp/HUN/2013
“WNV/35Cp/HUN/2013”
"'2436/12"

“Greece/2012/Kavala/39.1”
"Nea Santa-Greece-2010"
“WNV/71Cp/HUN/2013”
"Italy/2013/Rovigo/35.1"
"Italy/2013/Rovigo/33.1"
"Italy/2013/Padova/34.1"
"Italy/2013/Rovigo/33.2"
"Austria/2008_gh"

“goshawk-Hungary/04”
"Sad/12"

"Novi Sad-2010"
"SA93/01"

"SPU116/89"

“ArD76104”

"B956"

“Strain 956”

“33/G8; 34/F6”

"H442"

“ArB3573/82”

"SA381/00"

Szerbia / Kikinda / 2013
Szerbia / Kikinda / 2013
Szerbia / Srpski Krstur / 2013
Olaszorszag / 2012
Gorogorszag / 2012
Gorogorszag / 2010
Szerbia / Novi Sad / 2013
Olaszorszag / 2013
Olaszorszag / 2013
Olaszorszag / 2013
Olaszorszag / 2013

Ausztria / 2008
Magyarorszag / 2004

Szerbia / 2012

Szerbia / 2010

Dél-afrika Koztarsasag / 2001
Dél-afrika Koztarsasag / 1989

Szenegal / -

Dél-afrika Koztarsasag / 1958
Ko6zép-afrika Koztarsasag / -
Dél-afrika Koztarsasag / 2000
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A virussal végzett tovabbi vizsgalatainkban az altalunk kimutatott torzsek teljes genom
alapt, komplex molekularis bioldgiai és filogenetikai analizisét végeztiik el. Mind a 6 torzs
esetében sikeriilt a teljes genomot szekvendlni és de novo dsszeépiteni. Osszesen 10948
nukleotidot hataroztunk meg hat WNV torzsbdl (GenBank referencia szamok: KT757318 -
azonositott szerbiai torzsek a Nea Santa-Greece-2010 torzzsel mutattdk a legmagasabb
nukleotid azonossagot (99%). Vizsgalatunk soran Osszesen hat aminosav valtozast talaltunk
kiilonb6zé pozicidkban a polipeptid kodold région beliil, amelyek kozott a WNV
megvaltozott patogenitasdra ¢€s virulencigjara vonatkozd szamos, kordbban mar leirt,
aminosav-szubsztituciot is azonositottunk. Ilyen példaul a Proline (Pro) az NS125P
pozicidban, az aszparagin (Asp) valtozasok az N-kapcsolt glikozilacidés helyek NS1130N,
NS1175N, NS1207N és Eis3154N pozicidiban (Whitemann és mtsai., 2011; Samuel és mtsai.,
(NS3249P) a Pro aminosav-szubsztitucio is mind a hat torzs esetében kimutathato volt. Ezt a
mutaciot korabban a megnovekedett neuropatogenitas potencialis markereként irtak le.
Tovabba, parhuzamos mutéaciot mutattunk ki az NS3 fehérje helikdz doménje és az NS4B TM
fehérjéje kozott, habar az NS4B TM fehérje mutéacidit kordbban Papa és munkatarsai egy
2011-es tanulmanyukban mar emliti, de a parhuzamos mutacid és az NS3249P / H 16kusz
lehetséges funkciondlis kapcsolatdt nem erdsitették meg. Az NS3249H (His) szubsztitucioval
rendelkezd torzsek parhuzamos NS4B14S (Ser) és NS4By4oT (Thr) mutaciokkal rendelkeznek,
mig az NS3249P aminosav mutacioval rendelkezok pedig NS4B14G (Gly) és NS4BsgA (Ala)
mutaciot tartalmaznak (9 €s 10. tablazatok). A teljes kodolo régid filogenetikai €s szekvencia
analizise is megerdsitette, hogy a 2013-as szerbiai térzsek a WNV 2-es genetikai variansanak
csoportjahoz tartoznak. Hasonléan az NS3 alapu filogenetikai elemzéshez, a teljes kodold
région alapuld filogenetikai fa is egyértelmiien jelzi, hogy a szerbiai WNV torzsek egyetlen
monofiletikus csoportot alkotnak, amely a 2010-ben és 2013-ban leirt NS3249P mutaciot
hordoz6 gorog torzsekkel csoportosulnak (15. 4bra). Az olaszorszagi NS3249P mutacidval
rendelkez6 WNV szekvencidk hianya miatt csak egy részleges NS3 szekvencia all
rendelkezésre, amely bizonyitékot szolgaltat az NS3249P torzsek jelenlétére Olaszorszagban is
(16. abra). Ez is igazolja azt a megfigyelést, miszerint a kiilonbozd szerbiai WNV torzsek
eltéré eurdpai teriiletekrél torténd tobbszori behurcolasok eredményeként keriilhettek az
orszagba. A teljes kodold szekvencia (és a részleges NS3 filogenetikai) analizis alapjan
elmondhatjuk, hogy az NS3249P mutacioval rendelkezd torzsek az egyéb eurdpai torzsekkel

szembeni kiilonallé csoportosulésa figyelhetd meg.
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Fehérje és aminosav poziciok

WNV torzs Orszig "GB ref. szim | ‘ Ev 154 130 175 | 207 | 250 249 14 23 32 49
Nea Santa-Greece-2010 Gorogorszag HQ537483 2010 Asn Asn Asn Asn Pro Pro Gly Thr | Asn Ala
Greece/2013/Xanthi_3 Gorogorszag KJ883345 2013 Asn | Asn [ Asn | Asn Pro Pro Gly | Thr [ Asn | Ala
Greece/2013/Thessaloniki_4 Gorogorszag KJ883346 2013 Asn | Asn | Asn | Asn Pro Pro Gly | Thr | Asn Ala
Italy-2012 Olaszorszag JX878386 2012 - - - - - Pro - - - -

Serbia/2013/Vojvodina-1 Szerbia KT7573718 2013 Asn | Asn | Asn | Asn Pro Pro Gly | Thr | Asn Ala
Serbia/2013/Vojvodina-2 Szerbia KT7573719 2013 Asn [ Asn | Asn [ Asn | Pro Pro | Gly | Thr | Asn | Ala
Serbia/2013/Vojvodina-3 Szerbia KT7573720 2013 Asn | Asn | Asn | Asn Pro Pro Gly | Thr Ser Ala
Serbia/2013/Vojvodina-4 Szerbia KT7573721 2013 Asn [ Asn | Asn [ Asn | Pro Pro | Gly | Thr | Asn | Ala
Serbia/2013/Vojvodina-5 Szerbia KT7573722 2013 Asn | Asn | Asn | Asn Pro Pro Gly | Thr | Asn Ala
Serbia/2013/Vojvodina-6 Szerbia KT7573723 2013 Asn [ Asn | Asn [ Asn | Pro Pro | Gly | Thr | Asn | Ala
- DRC HM147824 1958 Asn | Asn | Asn | Ash Pro His Ser | Ala Ser Thr
SA93/01 Dél-afrikai kozt. EF429198 2001 Asn | Asn [ Asn | Asn Pro His Ser | Ala Ser | Thr
Goshawk-Hungary/04 Magyarorszag DQ116961 2004 Asn Asn Asn Asn Pro His Ser Thr | Asn | Thr
Austria/2008_gh Ausztria KF179640 2008 Asn | Asn | Asn | Asn Pro His Ser Thr | Asn | Thr
Novi Sad-2010 Szerbia KC496016 2010 Asn | Asn | Asn | Ash Pro His Ser Thr | Asn | Thr
Cz 13-502 Csehorszag KM203863 2013 Asn Asn Asn | Asn Pro His Ser Thr | Asn | Thr
Cz 13-329 Csehorszag KM203861 2013 Asn Asn Asn Asn Pro His Ser Thr | Asn | Thr
Italy/2013/Rovigo/32.1 Olaszorszag KF588365 2013 Asn | Asn | Asn | Asn Pro His Ser Thr | Asn | Thr

9. tablazat: Eldzetes tanulmanyokban leirt, a 2-es genetikai variansu WNV torzsek fertézésekor (patogenitds, virulencia) jegyzett fontosabb aminosav poziciok

osszefoglalé tablazata, kiegészitve a 2013-as Szerbiai torzsekkel (vastagon kiemelve). Parallel mutdaciok (NS3249H/P - NS4B14 és NS4Bag) vastagon kiemelve.

Roviditések: Asn, aszparagin; Pro, prolin; His, hisztidin; Gly, glycin; Ser, szerin; Thr, threonin; Ala, alanin.
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WNYV torzs
Serbia/2013/Vojvodina-1
Serbia/2013/Vojvodina-2
Serbia/2013/Vojvodina-3
Serbia/2013/Vojvodina-4
Serbia/2013/Vojvodina-5
Serbia/2013/Vojvodina-6

GB ref. szam

KT7573719
KT7573720
KT7573721
KT7573722
KT7573723

KT7573718

Fehérje és aminosav poziciok

77 109 166 155 61 650
Thr Glu Met Val — Ala Ser Thr
Thr Glu Met Val — Ala Ser Thr
Thr — Ala Glu — Gly | Met Val Ser — Gly Thr — Ala
Thr — Ala Glu — Gly | Met— Val | Val Ser Thr
Thr — Ala Glu — Gly | Met Val Ser Thr
Thr — Ala Glu — Gly [ Met Val Ser Thr

10. tablazat: A 2013-as, 2-es genetikai variansu, szerbiai

WNV torzsek egyedi aminosav valtozdsainak dsszefoglalo tablazata, dsszehasonlitva a Neo Santa-

Greece-2010 virus torzzsel. A valtozdasok vastagon kiemelve. Roviditések: Thr, threonin; Ala, alanin; Glu, glutaminsav; Gly, glycin; Met, metionin; Val, valin;

Ser, szerin.
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KJ883348 Gorogorszag 2013

KJ883343 Gorodgorszag 2013
KJ883344 Gordgorszag 2013

KJ883349 Gordgorszag 2013
99

KJ883345 Gorogorszag 2013

HQ537483 Gordgorszag 2010

100 (61 KJ883346 Gordgorszag 2013

100 | KT757318 Szerbia 2013
—{ KT757319 Szerbia 2013
KT757323 Szerbia 2013
KT757320 Szerbia 2013
KT757321 Szerbia 2013

97 ' KT757322 Szerbia 2013
KC407673 Szerbia 2012
100 —— KM203863 Csehorszag 2013
— KM203860 Csehorszag 2013
89 —— KM203861 Csehorszag 2013
99 L—— KM203862 Csehorszag 2013
KC496016 Szerbia 2010
EF429198 Dél-afrikai Kt. 2001

74

50

0.002

e

analizis. A szerbiai WNV térzsek egyetlen monofiletikus csoportot alkotnak, amely a 2010-ben és 2013-

ban leirt NS3249P mutdciot hordozo gordg torzsekkel csoportosulnak.
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KJ883348 Gorogorszag 2013
KJ883343 Gorogorszag 2013
KJ883344 Gorogorszag 2013
KJ883346 Gorogorszag 2013
KJ883345 Gorogorszag 2013
KJ883349 Gorogorszag 2013
HQ537483 Gordgorszag 2010
65 | KT757318 Szerbia 2013
KT757319 Szerbia 2013
—— KT757320 Szerbia 2013

KT757321 Szerbia 2013
—67{ KT757322 Szerbia 2013

KT757323 Szerbia 2013
JX878386 Olaszorszag 2012
KM203863 Csehorszag 2013

66 | KM203860 Csehorszag 2013
KM203861 Csehorszag 2013
KM203862 Csehorszag 2013
KC496016 Szerbia 2010
KC407673 Szerbia 2012
EF429198 Dél-afrikai Kt. 2001

61

64

68

0.002

crer

filogenetikai analizis. A szerbiai WNV torzsek egyetlen monofiletikus csoportot alkotnak, amely a
2010-ben és 2013-ban leirt NS3249P mutdciot hordozo gordgorszagi torzsekkel csoportosulnak. Az
olaszorszagi NS3249P mutacioval rendelkez6 WNV szekvencidak hianya miatt csak egy részleges
NS3 szekvencia all rendelkezésre, amely bizonyitékot szolgaltat az NS3249P torzsek jelenlétére

Olaszorszagban is.

A WNV egy tipikus szezonalis megbetegedés, amely er6sen kotott a szianyogok
aktivitdsdhoz. A virus aktivitasdnak feltérképezése egy teriileten, tobb pilléren alapul. A
szinyog monitorozas, a vektor kompetencia tanulmanyok, az emberi vagy allati esetek
regisztralasa, bejelentése és a szeroldgiai monitoring tevékenységek mind fontos vizsgalati
modszerei a WNV fertézések Europaban fennalldo kockdzatanak megértéséhez és a jovobeni
jarvanyok eldrejelzéséhez. Mindezeken feliil, a lokalisan keringd WNYV torzsek vizsgalata, a

mutdciok és aminosav valtozasok korai kimutatisa (amelyek példaul befolyasolhatjak a
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neurovirulenciat vagy patogenitdst), elengedhetetlenek a fert6zések lehetséges hatdsainak
értekeléséhez. Az elébb leirtakra jo példa a Szerbidban végzett tanulmanyunk, ahol a vartnal
sokkal magasabb aranyban volt jelen a virus az altalunk gytijtott C. pipiens és A. maculipennis
szinyogokban. Eredményeink egyfel6l magyarazattal szolgalnak a 2013-ban el6fordult
nagyszamu human esetre Szerbidban, a virus robbanasszeri terjedésére az érintett teriileteken,
valamint a 2014-ben Szerbiaban kitort WNV jarvanyra egyarant. Szunyog vizsgalatainkkal
mar prognosztizaltuk a fertézések szaméanak novekedését, €s egy esetleges jarvany
valtozasok leirasa céljabol, amelyeket korabbi vizsgalatokban, mint feltételezett virulencia
faktorok, irtak le. Az NS1 (NS1130N, NS117sN, NS1207N) és az E (Eis3154N) fehérjék 3 N-
kotésti glikozilacios helyén az Osszes vizsgalt 2-es genetikai varians szekvencidban észlelt
aszparagin valtozasokat azonositottuk. Az emlitett aminosav valtozasok fontos szerepet
jatszhatnak e fehérjék kiilonleges funkcioiban. Az NS1 jol ismert kofaktor a virus replikaz
mikodése soran (Whitemann €s mtsai., 2011; Samuel és mtsai., 2006), mig az E fehérje a
sejtfelszinhez vald kotddésért, a membranfuzio kialakitasaért és a virus Osszeszerelddésért
felel6s (Samuel és mtsai., 2006). A New York-ban 1999-ben azonositott WNV torzs esetében
(HQ596519) mar kimutattak, hogy az E fehérje molekularis determinans (Eis3154N) a
neuroinvazivitast szempontjabol (Shirato és mtsai., 2004). Az NS3 genomialis régidban
kimutattuk a kozelmultban leirt NS3249P szubsztitiiciot az Osszes altalunk vizsgalt szerbiai
torzsben. A legtobb 2-es genetikai variansba tartoz6 WNV tdrzs NS3 fehérjéje His
aminosavat tartalmaz a 249 pozicioban, amely a legtobb neuroinvaziv 1-es torzsre is jellemzo
(Papa és mtsai., 2011). A korabbi kisérleti vizsgalatokban az NS3 fehérjén beliili NS3249P
szubsztitliciot Osszefiiggésbe hoztdk a megnovekedett virémidval és mortalitdssal a vizsgalt
amerikai varjak kozott (Corvus brachyrhynchos), amelyek pozitiv hatassal lehettek a
megnodvekedett virusatviteli sebességre is (Samuel és mtsai., 2006; Brault és mtsai., 2007;
Papa ¢és mtsai.,, 2011). Emellett a megnovekedett virémidval ¢és az emelkedett
termotolerancidval rendelkez0 NS3240P mutansok magasabb patogenitast is mutathatnak
(Brault és mtsai., 2007). Ezt a fontos mutaciot csak egyetlen olaszorszagi szekvencidban, tobb
gorogorszagi torzsben és az altalunk azonositott szerbiai 2-eS genetikai varidnst virusokban
mutattak ki. Az NS3249P aminosav csere megjelenése a szerbiai WNV térzsek genomjdban
magyarazatot nyujthatott a neuroinvaziv WNV esetek (West Nile neuroinvasive disease —
WNND) 2012-2013-as szamanak novekedésére az orszagban (Popovi¢ és mitsai., 2013).
Emellett parhuzamos mutaciot mutattunk ki az NS3 fehérje helikaz doménje és az NS4B TM
fehérje kozott (NS3240H NSB14S €s NS3249P NS4B14G), ami befolyasolhatja a feltételezett
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fehérje-fehérje kolcsonhatast a két virdlis fehérje kozott. Hasonloan egy kordbbi tanulmany
eredményeihez az altalunk elvégzett filogenetikai vizsgéalat is a virus tobb behurcolasi
eseményét jelzi Szerbidba. A 2013-as mintakbol altalunk azonositott szerbiai WNV torzsek a
gorog torzsekkel mutattak csoportosulast, amelyek 2010-bdl és 2013-bol szarmaztak. Az
utobbi eredmény arra enged kdvetkeztetni, hogy ezek a toérzsek Gorogorszagbdl szarmaznak,
ami magyarazatot adna az NS3249P aminosav szubsztitlcio jelenlétére a szerbiai mintakban. A
filogenetikai analizis alapjan feltételezhetjiik, hogy a virus Gorégorszagbol keriilhetett
Olaszorszagba, hiszen a 2012-ben leirt torzs is tartalmazza az NS3249P mutacidt. A
korabbiakban azonositott szerbiai WNV torzsek (2010 és 2012) egyértelmiien mas eurdpai
WNV torzsekkel csoportosultak, amelyek azonban nem tartalmazzak az NS3249P mutaciot.

A Szerbidban gy(jtott szunyogmintdkbol kimutatott WNV molekuldris elemzéseinek
eredményeit Osszefoglalva elmondhato, hogy az altalunk azonositott mindegyik WNV torzs
genomjaban sikeriilt leirni az NS32490P aminosav-szubsztiticiot, amelyet korabban a
megnovekedett neuropatogenitas potencialis markereként irtak le. Ezen kiviil az NS3 fehérje
helikdz domén ¢és az NS4B TM fehérje kozotti parhuzamos mutaciokat is felfedeztiink,
amelyek befolyasolhatjak a fehérje-fehérje kdlcsonhatést, és ezaltal az NS3 fehérje RNS-
kotodesét, amely eldsegitheti a viralis replikaciot. Eredményeink nagyban tamogathatjak a
jovobeli molekuléris vizsgalatokat, valamint felhivjak a figyelmet a neuropatogén hatassal
Jaré mutaciok vizsgalatanak fontossagara.

A WNV pozitiv mintdkkal izolalasi kisérleteket is végeztiink BSL-3 laboratdriumi
koriilmények kozott. A virust mind C6/36 rovar-, mind pedig Vero E6 majomvese
sejtvonalakon sikeresen izolaltuk ¢€s sorozatosan passzaltuk. A fertdzést kovetd
hozzavetdlegesen 48-72 ora elteltével jelentkeztek az elsd citopatogén hatasok (CP) mindkét
sejtvonal esetében. A CP a Vero E6 sejtvonalon volt markénsabb a mikroszkopos kép alapjan

(17. ébra).

e

d PRes (7 (G % e
Wt CARTE et R e

17. abra: Mikroszkopos felvétel a WNV sejtkdarosito hatdasarol (B) Vero E6 sejtvonalon. Negativ
kontroll (A).
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A virussal végzett vizsgalatainkban egy hasonld, Baranya-megyében elvégzett szinyog
monitorozas keretén beliil 6sszesen 23029 db néstény szinyogot szlirtiink és kerestiik a WNV
1-es, valamint 2-es genetikai variansat a régioban. (A vizsgalat része volt egy nagyszabast
hazai felmérésnek, amit Szentpéteri-Gavallér Katalin €és munkatarsai iranyitottak ¢és
els6sorban a WNV humdn patogén torzseinek kimutatasat célozta meg.) Habar ezeket a
genetikai varidnsokat nem sikeriilt megtalalnunk, egy sokkal nagyobb jelentdségli eredményt
tudtunk felmutatni, nevezetesen egy 10j genetikai varians megjelenését egy szintén Uj
szinyogfajban. Ez a genetikai varians a 9-es varians nevet kapta. A virust Uranotaenia
unguiculata néstény egyedekbdl sikeriilt azonositani. Bar az U. unguiculata gyakori faj a
Foldkozi-tenger egész terililetén, ezt a szunyogot szamos eurdpai orszagban is leirtdk mar,
beleértve Magyarorszagot is (Becker és mtsai., 2003).

Mindezidaig csak WNV-szerli virust (un. "Volgograd virus") azonositottak az U.
unguiculata szinyogfajban, Oroszorszagban (A.E. Platonov, nem publikalt adat, GenBank
referencia szam: FJ159131). Mivel az altalunk felsokszorozott NS5 gén rovid fragmentuma
(250 bazispar) nem volt alkalmas a magyar U. unguiculata WNV torzs filogenetikai
besorolasara, ugyanazon gén (875 bazispar) és az ,.envelope” glikoprotein (E) gén (865
KJ592830). Habar, a filogenetikai fan a magyarorszdagi WNV (WNV/189Uu/2011)
szekvencia mads WNYV torzsekkel csoportosult, de egyértelmiien kiilon monofiletikus agat
alakitott ki. Az NS5 gén alapu elemzések (18. abra) kimutattak, hogy az 0j magyarorszagi
WNV torzs a legnagyobb hasonldsagot a WNV-4 képviseloivel (legfeljebb 82%, filogenetikai
tavolsag: 0,413) valamint a feltételezett 8-as genetikai varidnssal (83%, filogenetikai tavolsag:
0,360) mutatta, amelyek Oroszorszagbdl és Spanyolorszagbol szarmaztak. Az E génen
alapulo elemzések (19. abra) is hasonlé eredményt hoztak, hiszen az j magyar WNV torzs
elkiiloniilt a tobbi WNV torzst6l, amelyeket ugyanabbdl a sziinyogfajbol (U. unguiculata)
irtak le Volgogradban, Oroszorszagban €s inkabb a WNV-4-¢l egyiitt mutatott csoportosulast.
filogenetikai analizise is azt mutatta, hogy az uj magyar WNV torzs kiilonbozik a korabban
leirt WNV torzsektdl, és kiilonallo monofiletikus 4gat alakitott ki.

Bar a szekvencia a WNV-4-hez és a feltételezett WNV-8-hoz kapcsolodott, azt
feltételeztiik, hogy a WNV/189/Uu/2011 torzs 0j genetikai varianst jelenthet a WNV torzsek
kozott (68%-78% homologia, filogenetikai tavolsag: 0,265-0,584).
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18. abra: A hazankban azonositott
WNYV 9-es genetikai variansanak NS5

gén alalpu filogenetikai analizise.
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19. abra: A hazankban azonositott
WNV 9-es genetikai variansanak
burok (envelope ,,E”) gén alalpu

filogenetikai analizise.
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4.2.4 Usutu virus (USUV)

Az eldzéekben mar ismertetett vizsgalatok megkezdése utdn a Szerb kollégakkal
folyamatos kapcsolatban dolgoztunk (azt jelentés mértékben meg is erdsitettiik), aminek egy
hosszu tavu, szisztematikus vizsgalat lett az eredménye. Ennek keretében folytattuk az
elézéekben ismertetett szinyog monitorozas vizsgalatot, elsésorban WNV kimutatas céljabol,
de emellett a 2014-t61 Usutu virus (USUV) azonositasara is célzott vizsgalatokat terveztiink.
Az emlitett években Osszesen 23753 szanyogot gyljtottink és vizsgaltunk meg. A
szunyogokat csoportokba gyujtottik (faj, gyljtési hely és id0 szerint, maximum 50
egyed/csoport). A legtobbet mintazott faj a Culex pipiens volt (11099, az 0Osszes
szinyogminta 47% -a), majd Aedes vexans (10005, az Gsszes szinyog példany 42% -a). A
vizsgalt teriilet dominans fajai az Ochlerotatus caspius (1574, 7%), Ochlerotatus sticticus
(559, 2,4%) ¢és Coquillettidia richiardii (332, 1,4%) voltak. Az Osszes tobbi faj jelent6sen
alacsonyabb (n <100, <0,5%) egyedszammal fordult el6.

Osszesen 753 szanyog csoportot vizsgaltunk, amibdl USUV jelenlétét 3-bol (0,4%)
sikeriilt kimutatni. A pozitiv mintak augusztusban gyiijtott C. pipiens fajbdl szarmaztak. A
tovabbiakban az NS5 régid egy szakaszat sokszoroztuk és szekvenaltuk, ami egyértelmiien
azonositotta az USUV genetikai dllomanyat a mintakban. A kozeli foldrajzi elhelyezkedést, a
vektorfaj egyezést és a részleges NS5 szekvencidk 100%-0S azonossagat figyelembe véve egy
pozitiv mintat valasztottunk ki részletesebb molekuldris biologiai elemzés céljabol, és
sikerlilt meghataroznunk egy részleges 3'-UTR-fragmenssel (GenBank referencia szam:
MG888044) egyiitt, amely igy 10302 bazispar hosszusagu szakaszt adott. Ez dsszesen 3434
aminosavbol allo, egy nyitott leolvasasi kerettel rendelkezd poliproteint kodolt. 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 (20. abra), valamint a részletes molekularis vizsgalatok alapjan a szerbiai USUV
torzs egyértelmiien az eurdpai 1-es genetikai varidnsok kozé sorolddott, amelyet eredetileg
Ausztridban, 2001-ben irtak le. Az 1-es genetikai varians jelenléte Szerbiaban a virus foldrajzi
terjeszkedését jelzi a balkani félsziget délkeleti teriiletein.

Szamos 1) mutacidt is kimutattunk a virus genomjdban, amelyek tobb régiot is
érintettek. Ezek a mutaciok a kovetkezOk voltak: Csal, E702A, NS1i240l, NS52656R és
NS532571. Természetesen tovabbi funkcionalis elemzések sziikségesek annak érdekében, hogy

a felismert, kimutatott mutacioknak van-e esetleg jelentdsége a virus patogenitasaban.
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A virus izolalasara tett kisérleteink mind a C6/36, mind pedig a Vero E6 sejtvonalakon
sikertelenek voltak, amit feltételezhetden a virus alacsony kopiaszama magyaraz.
Az altalunk elvégzett tanulméany nyujtotta az elsé bizonyitékot az USUV eurdpai 1-€s

genetikai varians foldrajzi kiterjedésére a balkani félsziget déli teriiletein, és szolgaltatja az

USUV els6 genetikai adatait a térségben.

— KX601690 Franciaorszag 2015
- HE599647 Németorszag 2011
— KX601691 Franciaorszag 2015
80 [—— KY263624 Belgium 2016
— KY426759 Németorszag 2016
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4.3 Denevérek hordozta virusok jellemzése

A denevérek altal hordozott virusok kimutatasara, felderitésére iranyuld vizsgalatok a
2002-es SARS koronavirus jarvany utan ugrasszerien megnottek. A vildg szamos orszagaban
a virologusok egyre nagyobb figyelmet forditottak ezekre a korokozokra, igy egyértelmii volt,
hogy hazénkban is elinditsuk a virologiai kutatds ezen agat. Mivel minden denevérfaj
nemzetkdzi (és hazai) védelem alatt all, a mintavétel igen nagy Osszefogast igényelt a
kutatoktol. Igy els6 1épésként el6szor egy hazai, majd egy nemzetkozi halozatot szerveztiink
tobb orszag szamos kutatojanak bevonasaval. Az elsd vizsgalati szakaszban (2012 és 2013
kozott) Osszesen 447 guand mintat gyljtottiink, 7 kiillonbozé gytijtési ponton hazankban.
Mintaink 24 kiilonb6z6é denevérfajtol szarmaztak. Ezen mintdk szisztematikus tesztelésével
kezdtiik meg vizsgalatainkat. A késObbiekben (hasonléoan a szinyogok altal terjesztett
korokozok vizsgalatakor), a denevérekkel kapcsolatos kutatasainkat is kiterjesztettiik a
hatarmenti teriiletekre. A bevezetd kisérletekhez szintén szerbiai munkacsoportokkal sikertilt
kiépiteniink sikeres egyiittmiikddést. Ennek keretében Osszesen tovabbi 128 (45 him és 83
ndstény) Miniopterus schreibersii denevért csapdazasat végeztiik el. A tovabbiakban az elébb

elmitett mintdk feldolgozéasaval sziiletett eredményeinket ismertetem.

4.3.1 Astrovirusok (BtAstV)

Az els6é nagyléptékli eurdpai denevér eredetli astrovirus (BtAstV) felmérést
Magyarorszagon tobb kiilonb6z6 denevér faj bevonasaval végeztik el. A 24 vizsgalt
denevérfaj koziil 8 fajban sikeriilt kimutatni BtAstV-kat: Miniopterus schreibersii, Myotis
bechsteinii, Myotis daubentonii, Myotis emarginatus, Myotis nattereri, Nyctalus noctula,
Pipistrellus pygmaeus, és Plecotus auritus. Osszesen a mintak 6,93%-ban mutattuk ki a virust
(95% C.1.: 4.854, 9.571), am jelentds eltérést tapasztaltunk egyes fajok esetében (2,7%-80%).
A M. schreibersii fajban magasabb eléfordulast mutatott a virus, mint barmelyik masik
vizsgalt egyedben. Az RdRp gén egy fragmensének szekvencia és filogenetikai analizise (21.
abra) egyértelmiien azt mutatta, hogy a magyar BtAstV torzsek (GenBank referencia szamok:
KJ652321-KJ652328) azonos klaszterbe tartoznak a tobbi vilagszerte azonositott BtAstV
torzsekkel és jelentdsen eltér a tobbi emlds eredetli AstV torzstdl. Az eddigi tanulmanyoknak
megfelelden, a hazai vizsgéalatokban is magas genetikai variabilitast figyeltiink meg a BtAstV
torzsek kozott. Genetikailag diverz szekvenciakat azonositottunk a Myotis spp. mintakban (M.
daubentonii, M. nattereri, M. emarginatus és M. bechsteinii), mig a Miniopterus spp.,
Pipistrellus spp., Plecotus spp., és Nyctalus spp. fajokban az adott fajra jellemz6 szegregacios

mintazatokat irtuk le. A nukleinsav szekvencia azonossag mértéke 51% és 75% kozott
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valtozott a Magyarorszagon detektalt BtAstV és a vilagon, més helyeken leirt BtAstV
virustorzsek kozott. Az ICTV irdnyelvei szerint az atlagos nukleinsav szekvencia
divergenciaja AstV torzsek kozott minimum 55%. Ennek megfeleléen az RdRp gén alacsony
BtAstV torzsek akar uj fajok is lehetnek az AstV-k kozott.

Az BtAstV elsé leirasa 2008-ban tortént (Chu és mtsai., 2008). Az6ta szamos ujabb
tanulmany sziiletett, ahol ujabb BtAstV leirasa tortént denevér rezervoar szervezetekbol
Eurépaban és Azsiaban egyarant (Zhu és mtsai., 2009; Drexler és mtsai., 2011; Anthony és
mtsai., 2013). Eurépaban csak M. myotis, M. daubentonii, M. bechsteinii, és P. auritus fajokat
azonositottak eddig BtAstV rezervodr szervezetként. Kutatasunk soran 6t tijabb potencialisan
hordoz6 denevér fajt irtunk le. A legtobb BtAstV pozitiv minta M. schreibersii fajbol
szarmazott. Erdekes, hogy egy koloniaban kimagasléan magas, kozel 80%-os prevalenciat
figyeltink meg. Magyarorszagon a M. schreibersii denevér az egyetlen olyan faj, amely
kizarolag foldalatti pihendhelyeket hasznal (Gombkotd és mtsai., 2007). Kolonidik altalaban
nagyok ¢és stirtiek, hiszen igy a test-test kozelségek miatt jelentds mennyiségii energiat tudnak
sporolni hibernacidés periddusuk soran. Ezek a denevérek sokszor vegyes kolonidkat is
alkothatnak példaul R. ferrumequinum, R. euryale, M. myotis, M. blythii, és M. emarginatus.
fajokkal. A M. schreibersii az egyik leggyorsabban és legmesszebb (>500 km) repiilé denevér
faj Eurdpaban, ennek megfeleléen nagy tavolsagokat képes athidalni a pihenéhelyek kozott
(Hutterer és mtsai., 2005; Hutson és mtsai., 2008). A nagy kolonia, illetve a kimagaslo
replilési képesség is hozzajarulhatott ahhoz, hogy a M. schreibersii denevérek korében
gyakrabban detektaltunk BtAstV-t. A hipotézist, miszerint a nagy kolonia méret (mint példaul
az M. schreibersii faj esetében) hozzajarul a kiilonbozé virusok terjedéséhez, korabbi

tanulmanyok is alatimasztjak (Xiao és mtsai., 2011).
Kovetkezd oldal

21. dabra. Az ujonnan kimutatott BtAsV térzsek filogenetiaki analizise, az RARp régio 420 bazispar

hosszusagii szakasza alapjan. Az uj, hazai torzsek feketével kiemelve.

92



dc 1577 18

DQ070852
wo

66

DQ028633
AF141381
— KF374704

100

KF499111
100 'NC 022249

JN420357

HMO045005

FJ890355
JF713713

— FJ402983

100—— Fj222451

H

78

NC 013443
GQ415661

FJ973620

100

54 5

GQ415662
NC 002469

97
70

60

88

FJ890351
AY179509

KJ652322 - BAstV/M24/HUN/2012 - Plecotus auritus
@: KJ652324 - BAstV/B14/HUN/2012 - Myotis daubentonii
KJ652323 - BAstV/M44/HUN/2013 - Myotis nattereri
KJ652321 - BAstV/Bb1/HUN/2013 - Myotis emarginatus
FJ571065 - Tm/Guangxi/LD38/2007 - Taphozous melanopogon
KJ652325 - BAstV/B23/HUN/2012 - Myotis bechsteinii
FJ571068 - Ha/Guangxi/LS11/2007 - Hipposideros armiger
KJ652326 - BAstV/V9/HUN/2013 - Miniopterus schreibersii
EUB47155 - AFCD337 - Miniopterus pusillus
EUB47145 - AFCDL11 - Pipistrellus abramus

57

0.1

ABO033998 - Avian nephritis virus 1

KJ652327 - BAstV/BS50/HUN/2013 - Pipistrellus pygmaeus
FJ571066 - Tm/Guangxi/LD77/2007 - Taphozous melanopogon
EUB47144 - AFCD57 - Miniopterus magnater

FJ571067 - Tm/Guangxi/LD71/2007 - Taphozous melanopogon
KJ652328BAstV/B122/HUN/2013 - Nyctalus noctula

| N [y Iy Ny S [y S [y IS iy NN gy Sy NN [y SNy SNSS— hy SES—

| Ny |

| Ny Iy |

Mamastrovirus 1 (human)

Mamastrovirus 2 (macskafélék)

Mamastrovirus 4 (oroszlanfoka)
Mamastrovirus 5 (kutyafélék)
Mamastrovirus 7 (palackorra delfin)
Mamastrovirus 3 (sertés)

Mamastrovirus 6 (human)

Mamastrovirus 8 (human)
Mamastrovirus 9 (human)
Mamastrovirus 13 (juh)

Mamastrovirus 11 (oroszlanfoka)
Mamastrovirus 10 (nyérc)

Mamastrovirus 19 (denevér)

Mamastrovirus 17 (denevér)

Mamastrovirus 18 (denevér)
Mamastrovirus 16 (denevér)

Mamastrovirus 15 (denevér)
Mamastrovirus 14 (denevér)
Mamastrovirus 12 (denevér)

93



dc_1577_18

4.3.2 Calicivirusok (BtCalV)

Hasonldan a hazankban kimutatott BtAstV-hoz, j 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 (95% C.1.: 0.189, 1.780). A BtCalV
kimutatasahoz szintén az RdRp egy 320 nukleotid hosszusagu szakaszat sokszoroztuk fel. A
szekvencia hasonlosagi keresés a mintakat egyértelmiien a Caliciviridae csaladba sorolta. Ezt
az eredményt filogenetikai vizsgalattal is alatdmasztottuk (22. adbra). A filogenetikai torzsfan
is jol latszik, hogy a BtCalV/M63/HUN/2013 (GenBank referencia szam: KJ652319) torzs,
mely M. daubentonii-tol szarmazott, sokkal kozelebb all a sertés sapovirusokhoz, de
kiilonbozik a Kindban izoldlt denevér sapovirusoktol. A BtCalV/BS58/HUN/2013 torzs
(GenBank referencia szam: KJ652318), ami E. serotinus-tol szarmazott, kiviil esé torzsnek
tlnik a Recovirus és Valovirus nemzetségek kozott. Még ennél is érdekesebb a M. alcathoe-
tol szarmazo, BtCalV/EP38/HUN/2013 torzs (GenBank referencia szam: KJ652320), ami
madar CalV-t6l szegregéalodott €s nem mas emlds virusoktol.

Annak érdekében, hogy molekularis szinten még részletesebben jellemezziik a hazai
BtCalV-kat, meghataroztuk a BtCalV/M63/HUN/2013 és BtCalV/BS58/HUN/2013 genom
szekvenciajanak nagy részét a 3> RACE PCR modszer alkalmazasaval. (Sajnalatos modon a
BtCalV/EP38/HUN/2013 esetében a 3° RACE PCR alkalmazéasa tobbszor sikertelennek
bizonyult, valosziniileg az alacsony viralis RNS kopiaszam miatt.) Mivel — hasonld okbol
kifolyolag — az 5° RACE PCR mddszer sem volt sikeres a vizsgalt mintdknal, a
BtCalV/M63/HUN/2013 torzsbol egy 3278 nukleotid hosszu, mig a BtCalV/BS58/HUN/2013
torzsbol egy 3130 nukleotid hosszu, részleges szakaszt tudtunk nyerni. A szekvenalt genomi
régio magaba foglalta az RdRp gén egy részét (M63, 879 nt; BS58, 841 nt) és a teljes burok
fehérje kodolo régidjat (1545 nt and 1436 nt) tovabba a VP2 fehérje teljes kodold szakaszat
(656 nt and 668 nt). A calicivirusok konzervalt aminosav motivumait, a GLPSG-t, YGDD-t
(Smiley és mtsai.,, 2002) és DYXXWDST még igy is sikeriilt azonositanunk az RdRp
szakaszban. Ez utobbinal a hazai mintakban leirt aminosav sorrend a DFSKWDST volt (Wolf
¢és mtsai., 2011).

Kovetkezd oldal
22. abra: Az ujonnan kimutatott BtCalV torzsek filogenetiaki analizise, az RdRp régio 320

bazispar hosszusagu szakasza alapjan. Az uj, hazai torzsek feketével kiemelve.
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A Myotis és Eptesicus denevérekben leirt a rokon calicivirusok szintén azt bizonyitjak,
hogy egymastol jelentds foldrajzi tavolsagban él6 fajok is hordozhatnak genetikailag
kozelallo virusokat. Ez az eredmény egy 6si evolucids kapcsolat meglétét veti fel a denevérek
és virusaik kozott és feltételezhetéen a denevérek Laurasiatheria-i eredetének a
kovetkezménye (23/A. abra).

A nagyobb genomi szakaszok filogenetikai analizise alapjan (23/B. ébra), a
BtCalV/M63/HUN/2013 torzs a Kinaban azonositott, szintén denevérekbdl szarmazod
sapovirushoz (GenBank referencia szam: KJ641703) allt legk6zelebb. A hasonlosag mértéke
a BtCalV/M63/HUN/2013 és a KJ641703 kozott 67%-os nukleotid egyezést és 67%-0S
aminosav egyezést mutatott az RdRp régioban, valamint 66%-os nukleotid egyezést és 61%-
0s aminosav egyezést a virus kapszid génjének analizisekor. Ugy tiinik tehat, hogy a
BtCalV/M63/HUN/2013 szinte biztosan a Sapovirus nemzetségbe tartozik, mig a
BtCalV/BS58/HUN/2013 torzs a Valovirus nemzetségéhez tartozo BtCalV-al és sertés
calicivirusokkal mutatott rokonsagot. A legkozelebbi filogenetikai kapcsolatot egy kinai
BtCalV-sal mutatta, a BtMspp.-CalV/GD2012-vel. A hasonlosag mértéke az RdRp gén
esetében nukleotid szinten 63%-os és aminosav szinten 60%-o0s volt, a kapszid gén esetében
pedig 63%-0s nukleotid szinten és 56%-0s volt aminosav szinten a két torzs kozott. Habar a
legkozelebbi filogenetikai rokonsagot a valovirusoknal mutattdk, az 1) BtCalV-ok

egyértelmilen egy kiilon agba tartoztak.

A
100 — NongKhai-24 - Thaifsld D
84 - Nagoya/NGY-1/2012 - Japan
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23. dbra: Filogenetikai kapcsolat az emberbdl, sertésbdl és denevérekbdl kimutatott sapoirusokkal

(A). Filogenetikai fa a két ij BtCalV szekvenciaval és azok szdrmazdsi kapcsolatai mds, ismert

nemzetség calicivirusaival (B). A filogenetikai analizisek egy 3130 nukleotid hosszu szakasz alapjan

késziiltek, ami magaba foglalta a virusok kapszid génjének teljes szakaszat. Az uj, hazai torzsek

feketével kiemelve.
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Részletes szerkezeti vizsgalatokat is végeztiink a calicivirusok kapszidjaval (Dr. Gellért
Akossal folytatott kozos vizsgalatban). Homoldgia modellezés ltal pontosabb jellemzést
tudtunk adni a két fent emlitett 0j calicivirus felszini struktarairol. A BtCalV/M63/HUN/2013
torzs esetében a kapszid fehérje, valamint a referenciaként hasznalt macska calicivirus (FCV)
fehérje (PDB azonositd: 3M8L) kozott 27,3%-0s aminosav egyezést és 42,3%-0S aminosav
hasonlésagot mutatott. Hasonldan, 34,7%-0s aminosav egyezést és 47,6%-0S aminosav
hasonlosagot lattunk a BtCalV/BS58/HUN/2013 BtCalV kapszidja és referenciaként
valasztott Norwalk virus kapszidjaval (PDB azonosito: 1IHM) (24/A és B. abra). Ezek az
egyezési és hasonlosagi értékek megbizhaté homoldgia modellezést és a két virus viralis
kapszidjanak és virionjanak 0jjaépitését tették lehetdvé. Az érett calicivirus kapszid fehérjénél
harom f6 domént irtunk le: S, P1 és P2 (24/C és D. abra). Az S (az angol shell szobol) domén
nyolc-szalu B-hordd szerkezettel rendelkezik. Ez a domén alkotja a virion belsd részét és a
calicivirusok kozott ennek a fehérjének van a legkonzervaltabb szerkezete. A P1 és P2 domén
(melyek a neutralizal6 antitestek elsddleges célpontjai), a P2 doménben taldlhatoak (Ossiboff
¢és mtsai., 2010). Az alapszerkezet az ismert f6 doménekkel egyiitt konzervaltnak tiint a két
magyar torzs esetében is, habar a BtCalV/M63/HUN/2013 torzs P2 région beliil harom
deléciot €s egy inszerciot is talaltunk. Hasonl6an ehhez, a BtCalV/BS58/HUN/2013 torzs
esetében két inszerciot és ket delécidt azonositottunk a P2 doménben a referencia
szekvenciaval Osszehasonlitva. Inszerciok és/vagy deléciok a P2 doménben gyakoriak azon
calicivirusok kozott amik egyazon nemzetségbe tartoznak (Pinto és mtsai., 2012; Medici €s
mtsai., 2015). Ezekbdl a kis szerkezeti ¢€s szekvenciabeli kiilonbségekbdl adodo
fehérjeszerkezeti eltérések feltételezhetden fontos szerepet jatszanak a P2 domén kettds
szerepének betoltésében. Egyfeldl a virus felszini régioi valosziniileg antigénként szolgalnak
a humoralis immunrendszer szdmara, masfel6l részt vehetnek a fehérje-fehérje kapcsolat
létrehozasaban a kapszid és a megfeleld receptor kozott ezzel eldsegitve a fertézést (Ossiboff
¢és mtsai., 2010).

A genomszekvendlds, a filogenetikai vizsgalat és a homoldgia modellezés sokkal
pontosabb jellemzését tették lehetdvé az altalunk leirt uj BtCalV-nak. Bar az eddig azonositott
BtCalV torzsek jelentOs genetikai variabilitast mutatnak, az egyértelmiien latszik, hogy a faj
specificitas kimutathat6 a kiilonb6z6 gazdakbol izolalt virusok kozott, amely egy hosszu tava

evolucids folyamatra vezethetd vissza.
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(c) (d)

P2 subdomain

Superimposed Superimposed
FCV and bat M63 virions Norwalk virus and bat BS58 virions

24, abra: Szerkezeti Osszehasonlitisa az érett calicivirus kapszid fehérjéinek (ORF2, VP1
szegmens) és virionjaink. Az ujonnan leirt BtCalV és a referencia, FCV és Norwalk calicivirus
VP1 fehérjék aminosav sorrendjeinek (a és b) és VPl fehérje szerkezetének (c és d)
osszehasonlitasa. A virion felszinén talalhato molekulak megjelenitése a referencia és az ujonnan

leirt deneveér virusoknal (e) és (f). A sotetkék részek jelzik a legjobban kiemelkedd kapszid részeket.

4.3.3 Koronavirusok (BtCoV)

Az éltalunk elvégzett szisztematikus tanulméany sordn, hazankban el6szor sikertilt
denevérek hordozta koronavirusokat (BtCoV) kimutatnunk. Osszesen harom eurdpai denevér
nemzetség hét denevérfajaban talaltunk BtCoV-t, ezek a M. daubentonii, M. myotis, M.
nattereri, P. pygmaeus, R. euryale, R. ferrumequinum és R. hipposideros, ami 1,79% (95%
C.1.: 0.849, 3.348) prevalencianak felelt meg. A tanulmany egyik legérdekesebb eredménye,
hogy SARS-szer(i BtCoV-t (GenBank referencia szam: KJ652335) mutattunk ki az R. euryale
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fajban, mig alfa (a)-BtCoV RNS-t detektaltunk az R. ferrumequinum, R. hipposideros, M.
daubentonii, M. myotis, M. nattereri, és P. pygmaeus denevérfajokbol (GenBank referencia
szamok: KJ652329-KJ652334). Az altalunk hasznalt harom kiilonb6z6 primer par a
vizsgalatokban eltérd hatékonysagot mutatott. A Souza-Luna ¢és munkatarsai (2007) altal
kozzétett primerek voltak a legmegfelelébbek a virus kimutatdsara, ami a polimerdz régidra
specifikus terméket adott. Ez magyarazhat6 a CoV magas genomi diverzitasaval és a primerek
eltérd specificitdsaval abban az esetben is, ha a primer cél szekvencidja magasan konzervalt
régiokra esett. Az RdRp gén-alapt filogenetikai analizis alapjan (25. é&bra) az Uj
magyarorszagi BtCoV torzs azonos klaszterbe tartozott a kordbban Németorszdgban és
Bulgériaban leirt BtCoV torzsekkel. A hazénkban kimutatott o-BtCoV torzsek 52-96%
nukleotid azonossdgot mutattak egyéb a-BtCoV-kal, mig a magyarorszagi béta (p)-BtCoV
torzs 82-96% nukleotid azonossagot mutatott egyéb B-BtCoV torzsekkel.

Szamos denevérfaj vilagszerte természetes rezervoar szervezete kiilonbozé CoV
torzseknek, tobbek kozott a SARS és MERS-hez kothetd koronavirusoknak is (Brandao és
mtsai., 2008; Corman és mtsai., 2013; Ithete és mtsai., 2013). Az elmult évek soran tobb
CoV-t detektaltak kiilonb6z0 eurdpai denevérfajokban az Egyesiilt Kirdlysagban,
Németorszagban, Hollandidban, Bulgaridban, Szlovéniaban, Magyarorszagon ¢s
Franciaorszagban. Az Aaltalunk végzett BtCoV felmérés Osszesitett kimutatisi ratdja
alacsonyabb volt, mint a tobbi eurdpai orszagban végzett tanulmanyoké (Annan és mtsai.,
2013; Goffard és mtsai., 2015). Ez féleg abbol adodik, hogy az eddigi tanulmanyok nagy
szamban mutattak ki a virust Myotis dasycneme-bél, mig hazankban ezt nem tudtuk
megerdsiteni. Meg kell azonban jegyezni, hogy Osszesen csak 11 egyedet teszteltiink ebbdl a
fajbol, igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek az ellentmondas feltarasa.

A novekvd urbanizacid hatdsdra gyakrabban alakulnak ki interakcidok 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 daltalanosan alkalmazhato diagnosztikai eljarasok
kidolgozésa sziikséges, hogy a zoonotikus potenciallal biré virusokat detektalni tudjuk még

egy esetleges jarvany kitorése el6tt (Memish és mtsai. 2013).

Kovetkezo oldal
25. dbra: A hazankban kimutatott, denevérek dltal hordozott alfa- és béta-koronavirusok
filogenetikai analizise. Az analizis az RdARp gén, 440 nukleotid hosszusagu szakaszanak

elemzésével késziilt el. A hazai BtCoV torzsek vastagon kiemelve.
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99 — EU375867 - P.pyg/Germany/D5.70/2007 - Pipstrellus pygmaeus ]
8

KJ652332 - BtCoV/BS49/HUN/2013 - Pipistrellus pygmaeus
Q184060 - P.sp/K/Spain/2007 - Pipstrellus sp.
99 EU375869 - P.nat/Germany/D5.73/2007 - Pipstrellus nathusii

80

_1|:DQ249224 - HKUG6-1
HM368166 - N78-10/Germany/2008 — Myotis myotis
10 I;

_[ EU375854 - M.das/Germany/D3.3/2007 - Myotis dasycneme

99 - GQ259968 - M.das/VM105/2006/NLD - Myotis dasycheme
EU375875 - M.dau/Germany/D8.32/2007 — Myotis daubentonii

100 JF440351 - M.daubentonii/UK/Wyt/971Co - Myotis daubentonii

65 KJ652334 - BtCoV/V16/HUN/2013 - Myotis daubentonii

50 - GU190216 - BtCoV/NM98-62/GER/2008 - Myotis daubentonii

KJ652333 - BtCoV/M67/HUN/2013 - Myotis nattereri

KJ652331 - BtCoV/B85/HUN/2013 - Myotis myotis
GU065403 - BtKY59 - Rhinolophus landeri

0

100 — JQ989270 — HKU10/183A — Rousettus sp.
L JQ989273 — HKU10/ TLC1347A — Hipposideros sp.
78 — GU190235 - BtCoV/BM98-05/BGR/2008 - Rhinolophus blasii
26 KJ652329 - BtCoV/M8/HUN/2013 - Rhinolophus ferrumequinum
100 KJ652330 - BtCoV/M9/HUN/2013 - Rhinolopus hipposideros
GQ404795 - SLO1A0066/2008/SVN - Rhinolophus sp. ]

0.05

NC 004718 - SARS/Tor2
6| ABB889996 — SARS/Is58 - Rhinolophus cornutus

100

GU190227 - BtCoV/BM98-07/BGR/2008 - Rhinolophus mehelyi
100 KJ652335 - BtCoV/E63/HUN/2013 - Rhinolophus euryale

Alfa-koronavirusok

Béta-koronavirusok
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4.3.4 Pikornavirusok (BtPV)

Vizsgalataink sordn, két mintabol sikeriilt kimutatnunk denevér pikornavirus (BtPV)
szekvencia adatokat az elvégzett viralis metagenomikai elemzés eredményeképpen. Osszesen
416 ¢s 465 bazisparnyi viralis genomadatot nyertiink, amelyek segitségével specifikus RT-
PCR rendszert terveztiink. Az igy optimalizalt molekularis biologiai kimutatasi rendszerrel
tovabbi 4 minta pozitivitasat igazoltuk. 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 (7947 bazispar) mind a 6 pozitiv minta esetében (GenBank referencia szamok:
KP054273-KP054278). A megismert szekvencia adatok a teljes kodold régiot magukba
foglaltak, a teljes 3> UTR-t, és az 5° genom-vég UTR egy részével egyiitt. A kodold régiod
2284 aminosav hosszusagu poliproteint kodolt.

A virus, a rokon pikornavirusokhoz hasonlé genomorganizacids elrendezést mutatott; 5’
UTR[L-P1(VPO, VP3, VP1)-P2(2A, 2B, 2C")-P3(3A, 3BVPY, 3CP, 3DP)]3’ UTR-poly(A).
Az egyes régiok aminosav hossza a kovetkezOképp alakult: L — 97, P1 — 810, P2 — 576, P3 —
801. Az L fehérjérdl azonban hidnyzik a ,,papain-szerii thiol-proteaz katalitikus diadja” (Cys
¢és His) (Gorbalenya és mtsai., 1991), illetve a CHCC cink-k6t6 motivum is (Chen és mtsai.,
1995). A VP0/VP3 és VP3/VPI hasitasi helyektdl eltekintve, ugyanazt a hasitasi mintazatot
figyeltiik meg, mint a legkozelebbi rokon Mischivirus referencia virustérzsnél (Wu és mtsai.,
2012). A fehérje motivum adatbazis (CDD) hasznalataval szamos pikornavirus-specifikus
motivumot azonositottunk (26. abra), ezek: Rhv-szeri kapszid domén (cd00205), 2C RNA
helikaz (pfam00910), 3C cysteine proteaz (pfam00548) és 3D RdRp (cd01699).

A genom 5° UTR-jat tekintve, a szekvencia hasonlosdg és a masodlagos szerkezeti
analizisek alapjan Il-es tipusu IRES-t (bels6 riboszoma belépési hely) kodolt a genom (27.
abra), hasonldan a sz4j- és koromfajas virusahoz (FMDV), az enkefalomiokarditisz virusahoz
(EMCYV) és a cosavirusokhoz (CosV). Szemben a hazankban leirt virussal, az ezidaig leirt
BtPV-ok a IV-es tipusu IRES-t kodoljak (Lau és mtsai., 2011). A ll-es tipusu IRES-ekre
jellemzo f6 konzeralt részek koziil a H, I, J, K és L régiokat azonositottuk az 5> UTR-ban.
Szamos egyéb II-es tipusi IRES-re jellemzdé 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 F doménben leirt 13 nukleotidos
AGGGUUCUAUCCU szekvencia azonos a CosV-ban talalhaté homolog szekvenciaval,
tovabba a H domén 9 nukleotidos GGUCUUUCC szekvencidja azonos az EMCV hasonlo

--------
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L P1 P2 P3
—p ¢ > ¢ > < >
1 97 423 654 907 962 1157 1483 1580 1600 1817 2284
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26. dbra: Az ujonnan leirt BtPV genomorganizacios dbrdja. A konzervalt aminosav-motivumok, a poliprotein dltal kédolt gének nevei és azok hatdra is jelolésre

keriiltek.
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21. abra: Az 5’ (4) és 3’ (B) nem-
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A D és J domén esetében is magas aranyu szekvencia homologiat talaltunk a CosV-sal,
FMDV-sal és az EMCV-sal. Az L huroktol 3’ iranyba egy 8 nukleotid hosszu oligopirimidin
szakasz talalhato (Kapoor és mtsai., 2008; Duke és mtsai., 1992). A 329-es és 440-¢s pozicid
kozotti régid szekvencidlis és strukturalis hasonlosdgokat mutat a CosV-ban taldlhato
szakasszal, magaban foglalva a prediktalt D, F és G hurkokat és egy 20 nukleotid hosszusagu
pirimidin traktust (364-383 poziciok kozott).
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A 3> UTR elemzése soran 76%-os nukleotid szintii azonossagot tartunk fel a
Mischivirus A-val (Wu és mtsai., 2012). A teljes 3° UTR hossza 211 nukleotid (a STOP
kodonnal egyiitt). Erdekes modon a Theiler's egér enkefalomielitisz virussal (TMEV) ennél
magasabb, 88%-os nukleotid szinti azonossagot mutat a 71 és 110 nukleotid kozotti vizsgalt
régi6 (Buckwalter és mtsai., 2011; Law és Brown, 1990; Liang és mtsai., 2008; Myoung és
mtsai., 2007; Pevear és mtsai., 1987; Sorgeloos és mtsai., 2013). A 3> UTR masodlagos
sturktarajanak predikcidja hat domén jelenlétét tarta fel (A-F). A C domén egy AAGCCAsgs_93
motivumot tartalmaz, amely az EMCV l-es doménjében is megtalalhatdo. A D egység a
szintén az EMCV leirt UCUUCU motivum (Duque és Palmenberg, 2001) egyik varidnsat
(CCUUCU115.120) tartalmazza. A pikornavirusok 3> UTR valtozatos méreti és szamu
masodlagos hurok struktarat tartalmaz, amelyeket a virdlis és cellularis fehérjék
kotéhelyeként feltételeznek (Rohll és mtsai., 1995).

A teljes kodolo régiora elvégzett filogenetikai rekonstrukcié (28. &bra) 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
(Wu és mtsai., 2012). A teljes P1 régio (2429 nukleotid, 810 aminosav), P2 régio (1727
nukleotid, 576 aminosav) és P3 régi6 (2402 nukleotid, 801 aminosav), 73%, 73-74% és 67%
aminosav szinti 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 szarmazod pikornavirusokkal a Sapelovirus genusbol. A Mischivirus A
esetén leirt {6 aminosav motivmok az altalunk vizsgalt virustorzsek esetében is kimutathatoak
voltak. A referencia Mischivirus A torzzsel Osszevetve az altalunk vizsgalt virusok minimalis
kiilonbséget mutattak: L fehérjéje 6 aminosavval rovidebb, a P2 régio 1 aminosavval
hosszabb és a P3 régid 3 aminosavval rovidebb. Filogenetikai rekonstrukcionk és genomikai
sajatsagai alapjan az altalunk ko6zolt virustdrzsek a Mischivirus genus egy 1) tagjat jelentik,
amely ennek megfeleléen a Mischiviurs B nevet kapta és egy 0j fajként jelent meg az ICTV

taxondmiai besorolasa szerint.

Kovetkezo oldal
28. dabra: Az dltalunk leirt BtPV filogenetikai rekonstrukcios abrdja. Az analizis alapjaul a kédolo
régio 6852 bazispar méretii szakasza szolgalt. A denevér-eredetii pikornavirusok sziirke hattérrel

keriiltek kiemelésre. A hazai BtPV torzsek vastagon kiemelve.
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72[ Mischivirus B V8/13/Hun
90k Mischivirus B V13/13/Hun
8} Mischivirus B V11/13/Hun
1 Mischivirus B V12/13/Hun
Mischivirus B V1/13/Hun
Mischivirus B V14/13/Hun
69 —— Mischivirus A (JQ814851)
99 _|— Theilovirus (M20562)
100 Encephalomyocarditis virus (NC001479)
Seneca Valley virus (NC011349)

100

100 Cosavirus A (NC012800)

50

67

Foot-and-mouth disease virus (NC004004)
100 i Bovine rhinitis A virus (JN936206)
Bovine rhinitis B virus (NC010354)

Mosavirus A (JF973687)

100

97

100

Equine rhinitis B virus (NC003983)
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4.3.5 Parvovirusok — deneveér bufavirus (BtBV)

Parvovirussal rokon szekvencia adatokat szintén a hazankban gyijtott M. schreibersii
mintaink metagenomikai elemzése soran sikeriilt nyerniink. A metagenomikai adatok alapjan
két génspecifikus primer part tervezniink, amiknek segitségével egyfeldl tovabbi sziiréseket
minta pozitivnak bizonyult, 2 minta esetében a nagyobb szegmens megsokszorozasa is
sikerrel jart (BtBV/V3/HUN/2013 ¢és BtBV/V7/HUN/2013). Ezen régi6é szekvenalasa révén
3438 nukleotid hosszii genomi részt tudtunk analizalni, ami magéba foglalta a 975 nukleotid
hosszu NS1 szakaszt és a 2013 nukleotid hossz(i 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 kozépsé fehérje (PMP). Azonositottuk a
foszfolipaz A2 motivumot is a VP1 szakaszban, ami a parvivirusokra nagyon jellemz6, mig
mas viruscsaladokba taroz6 virusoknal nem talalhatdé meg. Az NS1 szakaszon taldlhatd
Walker hurok mintazata (GXXXXGK T/S) az altalunk vizsgalt szekvencianal az alabbi
aminosavsorrenddel jelent meg: GPASTGKS (29. abra), ugyanezt mar leirtdk az embert
fert6z6 bufavirusoknal is (Phan és mtsai.,, 2012; Yahiro és mtsai.,, 2014). A nukleotid
szekvencidk a referenciaként hasznalt kinai denevér parvovirus szekvenciaval 77% ¢és 81%
azonossagot mutattak. Masrészrél, a Parvovirinae csaladba tartoz6é mas virusokhoz képest a
nukleotid szekvenciajuk 45-47%-ban, mig aminosav szekvenciajuk 35-42%-ban mutatkozott
azonosnak.

Filogenetikai vizsgalatok alapjan (30. abra A és B), az Gj BtBV (GenBank referencia
szamok: KR078343 - “BtBV/V3/HUN/2013” és KR078344 - “BtBV/V7/HUN/2013”) kozeli
rokonsagot mutattak az embert fertéz6 bufavirusokkal, melyek a Protoparvovirus csaladba
tartoz6 Primate protoparvovirus 1 torzsek. A magyar denevér bufavirus (BtBV) szekvenciak
nagy hasonlosagot mutattak azokhoz a virusokhoz, melyeket Kindban irtak le (nem publikalt
adat, GenBank referencia szamok: KC154061 és KC154060). Habar a magyar virusok
nagyon kozel alltak a bufavirusokhoz, mégis egy kiilon, monofiletikus agat alkottak. A
filogenetika ravilagitott arra, hogy a denevérekhez kothetd bufavirusoknak kozos, ismeretlen
6se lehet az eddig ismert, embert fertz6 bufavirusokkal. Egy nemrégiben megjelent
tanulmanyban egy 10j parvovirust azonositottak (WUHARYV), melyet nem human f6emlésbol

izolaltak, és kozeli rokonsagot mutatott a bufavirus 2 genotipussal (Handley és mtsai., 2012).
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Foszfolipaz A2 motivum (PLA>)

29. abra: A magyar denevér protoparvovirusok genetikai részletei jeldlve a konzervalt aminosav- szekvenciakkal és a lehetséges rekombindcios ponttal.
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30. dbra: A parvovirusok (A) és protoparvovirusok (B) filogenetikai analizise, a 3396 bazispar
hosszii kodolo szakasz alapjan. A denevér-eredetii parvovirusok sziirke hattérrel keriiltek

kiemelésre. A hazai BtBV torzsek vastagon kiemelve.

A hazai BtBV szekvenciakkal végzett rekombinacié analizis eredményeként (31. abra),

egy potencialis rekombindcios eseményt tartunk fel a WUHARV parvovirus ¢és a

denevérekhez kothetdé bufavirusok kozott. Denevérekhez kothetd parvovirusok esetében

hasonlé rekombinacids eseményeket irtak le indonéziai megadenevérekbdl is. A legkozelebbi

6se a megadenevér bufavirus 1-nek rekombinacids események soran johetett létre, amely

crer

2016).
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31. dbra: Bufavirusok rekombindciés vizsgdlata. A Simplot (4) vizsgdlat jelentds rekombindcios eseményt mutatott ki a létezé denevér (kék vonal) és emberi (piros vonal) bufavirus torzsek

kozott. A filogenetikai vizsgdlatok eredményei a potencidlis rekombindcios eldtti eldtt (B) és utdani (C) szakaszon.
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4.3.6 Filovirusok

A M. schreibersii feltételezhetéen Lloviu (LLOV) filovirus fertézéseként bekovetkezo
pusztulasara hivatkozva (Negredo és mtsai., 2011) Magyarorszagon is elinditottunk egy
megfigyelést a hazai denevérkutaté kollégakkal, hogy gyakran ellendrizzék az ismert
koldniait ennek a denevérfajnak, felkutatva ezzel az esetleges elhullasokat. 2013-ban tomeges
elhalas tortént egy M. schreibersii koloniaban, mely soran kortilbeliil 500 egyed pusztult el
Eszakkelet-Magyarorszagon (Biikk-hegység). Miutan megvizsgaltuk a helyszint, csak tetem
maradvanyokat talaltunk, melyek azonban viroldgiai vizsgalatokra alkalmatlanok voltak. Mas
ismert denevér kolonidkat is ellendriztink a teriileten, de azokat nem érintette a fertézés
abban az évben. Harom évvel kés6bb, 2016-ban 5 M. schreibersii denevért jelentettek koros
(hemorrhagias) elvaltozasokkal (32. abra) szintén Eszakkelet-Magyarorszagrol, koriilbeliil 50
kilométerrel a 2013-as esettél. Erdekességképpen: mind az 5 egyed a barlang bejaratdhoz
kozel volt, mig a nagyméretii, egészséges egyedek csoportja a barlang mélyén hibernalodott,
tavol az emlitett beteg egyedektdl. Ez felvetette annak a lehet6ségét, hogy a fert6zott

denevérek kiilon érkeztek a barlanghoz.

32. dbra: Hemorragias tiinetek figyelhetéek meg az dsszes allatnal (piros nyil). LLOV RNS-t
mutattunk ki a legjobb dllapotban megmaradt dllat (balrdl az elsd) tiidejébdl és 1épébdl. (Dr.
Boldogh Sandor felvétele).

Mind az 5 allatot sikeriilt begytiijteni és a pécsi laboratoriumba széllitani. Mivel egy

ezidaig ismeretlen patomehanizmusu és zoonotikus tulajdonsaggal rendelkezé filovirusrol
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volt sz6, a kisérleteket minden esetben BSL-4 szinten végeztiik. Filovirus RNS-t sikeresen
mutattunk ki egy elhullott egyedbdl. Megvizsgalva a szervek érintettségét, csak a 1ép és a tiido
esetében kaptunk pozitiv reakcidt (m4j, vese és agy negativnak bizonyult). Nem meglepden, a
sikeres RT-PCR reakcidt abbdl a mintabol tudtunk késziteni, melyet a latszolag legjobb
allapoti tetembdl nyertiink. Ugy véljiik, a tetemek rossz allapota és/vagy a viralis nukleinsav
lebomldsa magyarazhatja azt, hogy a masik négy mintabol nem sikeriilt kimutatni a viralis
genomot. A szekvenalast koveté BLAST keresés egyértelmiien igazolta, hogy a hazankban
kimutatott virus nukleotid szekvencidja (GenBank referencia szam: MF996369) legjobban az
MS-Liver-86/2003 (GenBank referencia szam: JF828358) LLOV torzshoz hasonlit (98%). A
tovabbi filogenetikai vizsgalatok IS megerésitették az eldbbi eredményt, miszerint a hazai
filovirus egy ujabb LLOV torzs (LLOV/Mad/2016/Hungary) a Cuevavirus nemzetségen beliil
(33. abra).

AF086833 Zaire ebolavirus 1976
9

AF499101 Zaire ebolavirus
69 | KJ660346 Zaire ebolavirus 2014

79— FJ217161 Bundibugyo ebolavirus
90 L—— FJ217162 Tai Forest ebolavirus 1994

100 [ FJ621583 Reston ebolavirus 2008
FJ621585 Reston ebolavirus 2008
97 {AY729654 Sudan ebolavirus 2000
EU338380 Sudan ebolavirus 2004
100 |JF828358 Lloviu cuevavirus 2002
| MG888042 Lloviu cuevavirus 2016
JX458857 Marburg marburgvirus 2009
FJ750953 Marburg marburgvirus 2007
FJ750954 Marburg marburgvirus 2009

EU500828 Marburg marburgvirus 1987
KU179482 Marburg marburgvirus 1987

100

0.50

33. dbra: A 346 nukleotid hosszii, részleges RARp gén szekvencidjan alapulo filogenetikai

vizsgdlat eredménye. A hazai LLOV torzs vastagon kiemelve.
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A pozitiv mintdval részben izolacios kisérleteket, részben pedig részletesebb
molekularis elemzéseket is terveztiink. 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. lzolalasi kisérleteink mindegyike negativ eredményt adott. Mivel jelen
esetben igen kis mennyiségii (de a tudomany szempntjabol annal értékesebb) mintaval birunk,
a molekularis bioldgiai elemzés lehetdsége is korlatozott. Ezidaig a genom két szakaszat
sikeriilt felsokszorozni (RdRp és nukleoprotien egy szakasza), de a virus teljes nukleinsav
sorrendjének meghatarozasa is folyamatban van.

Tobb mint egy évtized utdn a spanyolorszagi (Cueva del Lloviu) tomeges
hossziiszarnyt denevér (M. schreibersii) pusztulast kovetden, a LLOV ujra felbukkant
Eur6paban, amikor jelentds elhaldlozast okozott Magyarorszagon ugyanannal a denevérfajnal.
Ez az eset felveti a kérdést, hogy vajon ez egy masodik fert6z6dési esemény Eurdpaban, vagy
a virus folyamatosan kering az eurdpai denevérek kozott. Annak érdekében, hogy felfed;jiik a
valodi forrasat a LLOV-nak, tovabbi felmérések sziikségesek, beleértve a denevérekhez
kapcsolddd niche-k vizsgalatat is. Hasonld, nagy Gkoldgiai kart okozé eset tortént Eszak-
Amerikaban a fehér orr szindroma felbukkanasa soran (Frick és mtsai., 2010).

Az altalunk leirt eset az elsé filovirus szekvencia, melyet Magyarorszag teriiletérdl
jelentettek és ez a LLOV jelentds foldrajzi elterjedtségét is sejteti. Figyelembe véve a
magyarszagi €s spanyolorszagi hosszuszarnyu denevérek pusztuldsat, 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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5. 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 el6. 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
Osszehasonlitd vizsgalatokkal alatdimasztottuk az eldzetes taxonomiai felvetést
a DOBYV 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 molekuldris biologiai és  szeroldgiai  vizsgalatokkal
megallapitottuk a DOBV tényleges prevalencidjat a vizsgalatba bevont
ragesalok korében, amit a hantavirus fert6zés ragcsalokban torténd
dinamikéjaval magyaraztunk.

Igazoltuk a PUUV jelenlétét hazankban a vizsgéalatba 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 ragcsalokban,
megallapitottuk annak magas prevalenciajat a vizsgalati régidban, elvégeztiik a

virusok filogenetikai vizsgalatat.
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% Hantavirusokkal végzett klinikai, szeroepidemiologiai vizsgadlatok

>

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

Els6 izben készitettiik el a DOBV fertézés pontos klinikai nyomonkovetését, a
betegség lefolyasanak jellemzését és a fertdzést okozé virustorzs filogenetikai
jellemzését hazankban.

Els6ként igazoltunk molekularis bioldgiai és filogenetikai modszerekkel a
DOBV  fertézés mimikalta heveny féregnyulvany-gyulladast akut
veseelégtelenségben szenvedd betegben.

Szoros egylittmiikodésben 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 megallapitadsara a rizikocsoportba tartozd vadaszok és

erdészeti dolgozok korében.

fzeltlabuak terjesztette virusok vizsgalata

*»  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 szeropozitivitisdt hazankban a két
immunologiai modszer egylittes alkalmazasaval.

Megerésitettiik a virus jelenlétét hazankban és felvetettiik egy koézép-eurdpai

KKVLYV torzs meglétének lehetdségét 1xodes ricinus kullancsokban.

s Kullancsenkefalitisz virus

>

>

Molekularis biologiai mddszerrel megerdsitettik a KEV jelenlétét a hazai
Ixodes ricinus kullancsokban.
Els6 izben végeztiink sikerrel molekularis szlirfvizsgalatot a KEV jelenlétének

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

adatokat szolgaltatna a KEV aktivitasrol az orszag endemikus régioin beliil.

% Nyugat Nilusi virus

>

Els6ként azonositottuk (jelentés prevalenciaval) a WNV 2-es genetikai
variansat Culex pipiens és Anopheles maculipennis sziinyogban Szerbia
hatarmenti tertiletein.

Filogenetikai és molekularis bioldgiai vizsgéalatokkal megéllapitottuk, hogy a

Szerbidban jelenlévo torzs feltételezhetden Gordgorszagbol érkezhetett.

crer

crer

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

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

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

vektor szerepére Europaban.

% Usutu virus

>

Els6ként 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 11j 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 balkani félsziget déli teriiletein.
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Denevérek hordozta virusok jellemzése
s Astrovirusok
» Els6 izben azonositottunk denevérek altal hordozott astrovirusokat hazankban
¢és végeztiik el molekularis jellemezéstiket.
> Ot ujabb, potencidlisan hordozé denevérfajt azonositottunk, a Miniopterus

schreibersii faj dominanciajaval.

s Calicivirusok
» Els6 izben azonositottunk denevérek altal hordozott calicivirusokat hazankban
¢és veégeztiik el részletes molekuldris jellemezésiiket.
> Részletes szerkezeti vizsgalatokat, valamint homoldgia modellezést

készitettiink az j virusok kapszidjaval, a patogenitast in silico vizsgalatuk.

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

5’UTR/IRES régiot.

¢ Parvovirusok
» Els6 izben azonositottunk denevérek altal hordozott j parvovirust (denevér
bufavirus) hazdnkban és végeztiik el molekularis jellemezésiiket.
» Genomszekvenalassal meghataroztuk a virdlis genom organizacidjat,
azonositottuk a specifikus motivumokat. Potencialis rekombinacids eseményt

tartunk fel, amely komoly jelent6séggel 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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Kalvatchev, Dr. Caroll Miles, Dr. Sylvain Baize, Dr. Vesna Milankov, Dr. Bosiljka Krtinic.

A legnagyobb kdszonet mégis azoknak az embereknek szdl, akik az elmult 12 évben ott
alltak mellettem, akik a kezdetektdl velem voltak, és akikkel felépitettiik mindazt, amire ma
mindannyian biiszkék lehetiink. Koszonom Nektek: Dr. Németh Viktoria, Madai Monika, Dr.
Oldal Miklos, Dr. Kemenesi Gabor, Dr. Banyai Krisztian, Dr. Kurucz Kornélia, Zana Brigitta,
Foldes Fanni, Dallos Bianka, Pintér Réka, Buzas Dora, Papp Henrietta, Zeghbib Safia.

Végiil, de nem utolsé sorban, halasan koszondm sziileimnek a tdmogatast, a biztatas és
azt, hogy hittek bennem. Koszonom feleségemnek, Magyar Veronikdnak, hogy odaado,
onzetlen parként mindig mogottem allt, gyermekeimnek Jakab Ferenc Péternek és Jakab Anna
Veronikanak, hogy mosolyukkal és szeretetiikkel erdt adtak a mindennapokban ¢és atsegitettek

a nehézségeken.
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