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1. Bevezetés 

 

 A denevérek rendje (Chiroptera) jelenleg több mint 1250 fajt számlál, amely a bolygón 

élő emlősök körübelül 20%-át jelenti. Rendkívül széles földrajzi elterjedésüknek köszönhetően 

az Antarktisz kivételével minden kontinensről ismertek, olyan különleges biológiai 

adaptációkkal rendelkeznek, mint például az echolokáció vagy a repülés (Teeling et al., 2005). 

Filogenetikai vizsgálataikból igen alapos irodalmi háttér áll rendelkezésre, amely jelenlegi 

ismereteink szerint a korai Eocénba teszi első megjelenésüket (50-52 millió évvel ezelőtt) 

(Jones et al., 2002; Agnarsson et al., 2011). Tekintettel viszonylag hosszú evolúciós múltjukra 

és a szárazföldi emlősök között egyedülálló repülési képességükre, rendkívül jelentős 

fajgazdagságra és földrajzi elterjedésre tettek szert (Wang et al., 2011). Egyelőre tudományos 

szempontból kevéssé magyarázott az a képességük, miszerint tünetmentes hordozói számos 

magas patogenitású kórokozónak (Wang et al., 2011). Hosszú evolúciós múltjuk és rendkívül 

változatos diverzifikációjuk számos koevolúciós folyamatot is eredményezett a velük 

kapcsolatban álló élőlényekkel, köztük ektoparazitákkal vagy vírusokkal is (Tortosa et al., 

2013). 

 A virális zoonózisok állatokról emberre terjedő vírusokat jelentenek. A zoonózisok 

jelentős hányada vadállatokról kerül a humán populációra. Érdekes módon az ilyen fertőzési 

események gyakrabban történnek meg vadállatok-emberek, mint háziállatok-emberek között 

(Jones et al., 2008; Johnson et al., 2015). Az elmúlt évtizedben a denevérek egyre gyakrabban 

jelentették egy-egy humán populációban kitört járvány forrásait. Markáns példa a 2002-2003-

as SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) coronavírus világjárvány, vagy a jelenleg is 

tartó MERS (Middle Eastern Respiratory Syndrome) coronavírus járvány az Arab-félszigeten. 

A 2014-es nyugat-afrikai ebolavirus járvány legvalószínűbb forrásaként is a denevéreket tartják 

számon (Wynne et al., 2013). A WHO által számontartott, emberiségre legveszélyesebb 

kórokozók közül is több denevérekhez köthető (Nipah virus, Hendra virus, Filovírusok stb). A 

globalizációs folyamatok (kereskedelem, turizmus stb.) és az emberiség folyamatos térnyerése 

egyre több denevér-ember kontakt eseményre ad lehetőséget, amely tekintettel az ismertetett 

tényekre komoly közegészségügyi kockázatot jelent a felbukkanó virális zoonózisok 

tekintetében. Az elmúlt évtizedekben felbukkant két magas patogenitású coronavirus (SARS, 

MERS) megjelenése az emberi populációban is ezeknek a folyamatoknak volt köszönhető (de 

Wit et al., 2016). A 2014-es nyugat-afrikai ebolajárvány egyik jellegzetessége, hogy a vírus a 

történelemben először jutott magas denzitású emberi populációba, melynek eredményeként a 

járvány leküzdéséig több mint 11 ezer halálos áldozatot szedett, szintén az emberi térnyerésnek 

köszönhetően (Mari Saéz et al., 2014). 
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Közegészségügyi jelentőségükön túl számos víruscsoport evolúciós múltjában 

kulcsszereppel bírnak, ennek megértése és vizsgálata több szempontból is hasznos és az elmúlt 

évek egyik felkapott tudományos irányvonalát jelenti (Hayman, 2016). A molekuláris biológia 

fejlődő eszköztárával párhuzamosan és az elmúlt évtizedek nagy járványaitól inspirálva számos 

víruscsalád került intenzív vizsgálat alá vagy mutatták ki különféle denevérfajokban az elmúlt 

évek során: Adenoviridae, Bunyaviridae, Hepadnaviridae, Hepeviridae, Herpesviridae, 

Papillomaviridae, Paramyxoviridae, Polyomaviridae, Reoviridae, Retroviridae, Caliciviridae, 

Circoviridae, Rhabdoviridae, Astroviridae, Flaviviridae, Coronaviridae, Picornaviridae, 

Orthomyxoviridae, és Parvoviridae. Rovar vírusok: Baculoviridae, Iflaviridae, Dicistroviridae, 

Tetraviridae, és Densovirinae. Gomba vírusok: Chrysoviridae, Hypoviridae, Partitiviridae, és 

Totiviridae. Bakteriofágok: Caudovirales, Inoviridae, és Microviridae (Wu et al., 2012; Wu et 

al., 2016). 

Így a denevérek különféle mintáiból kimutatott vírusok fontos láncszemeit 

képviselhetik egy-egy víruscsoport evolúciós múltjának megismeréséhez vagy evolúciós 

folyamatainak megértéséhez, továbbá ezek a vírusközösségek kiváló ökoszisztéma indikátorok 

is. 

 

 

 

2. Célkitűzések 

 

- Az Európában honos denevérfajok virológiai célú vizsgálata, a bennük található 

vírusközösségek minél alaposabb megismerése és feltárása 

- Vírusok kimutatása denevér-eredetű mintákban, Európai denevérfajok terepi 

mintavételezésének eredményeként 

- Alap és alkalmazott genomikai módszerek alkalmazása a kimutatott vírusok 

minél mélyebb genetikai megismeréséhez 

- A kimutatott ágensek evolúciós vizsgálata 

-  Állat –és humánegészségügyi szempontból jelentős vírusok azonosítása 

- Denevér konzervációbiológiai szempontból vett jelentőségük megvitatása 
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3. Anyag és Módszer 

 

Mintavételezés 

 Magyarországon 2012 és 2014 között 45 helyszínen folytattunk széklet mintázást 

természetes élőhelyükön befogott denevérekből. További széklet mintagyűjtést végeztünk 

2014-ben Grúzia, Ukrajna, Románia, Szlovákia és Szerbia egyes régióiban, összesen 16 

mintavételi ponton. Ezen felül denevérkutató kollégáinktól a sikertelen konzervációbiológiai 

vagy rehabilitációs eljárásokból megmaradt tetemeket is megkaptuk, illetve az általuk észlelt 

természetes élőhelyeken előfordult elhullási események során is végeztünk mintavételezést. 

 

Nukleinsav extrakció 

 A minták minden esetben Minilys® personal homogenizer (Bertin Corp., USA) 

használatával lettek homogenizálva, egy 2.50-2.80 mm átmérőjű üveggyöngy (Kisker Biotech 

GmbH & CO., Germany) hozzáadásával 500 mikroliter PBS-ben 30 másodpercig maximális 

fokozaton. Ezt követően 15 000 g-n történő 10 perces centrifugálás után 200 mikroliter 

felülúszóból GeneJET Viral DNA/RNA Purification Kit-tel (Thermo Fisher Scientific., USA) 

végeztük a nukleinsav extrakciót. Az elúció 50 μl-ben történt, az eluátumot -80°C-on tároltuk 

további felhasználásig. 

 

PCR (polimeráz láncreakció) módszerek 

 A munka során változatos PCR eljárásokat alkalmaztunk, számos különböző 

oligonukleotid és reakciókörülmény alkalmazásával. Minden PCR folyamatot a kísérletek 

megkezdése előtt optimalizáltunk (anellációs hőmérséklet, MgCl2 koncentráció) a jobb 

szenzitivitás és specificitás elérése érdekében. RT-PCR (reverz-transzkripciós polimeráz 

láncreakció) alapú kimutatáshoz a QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Germany) került 

felhasználásra. A hosszabb (>1000 bázispár) genomfragmensek amplifikációs eljárásához a 

SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase Kit-et 

(Thermo Fisher Scientific, USA) használtuk. Általános PCR reakciókhoz a GoTaq® G2 Flexi 

DNA Polymerase Kit (Promega, USA) került felhasználásra, míg a hosszabb fragmensek (>800 

bázispár) amplifikációjához a Phusion High-Fidelity DNA Polymerase-t (Thermo Fisher 

Scientific, USA) használtuk. 
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RNS genomú vírusok genomszegmens-végeinek meghatározása 

 A nukleinsav extraktumban található genomikus RNS 3’ végeihez, egy PC3 elnevezésű 

rövid oligonukleotidot ligáltunk. A PC3 5’ vége foszforilált, míg 3’ vége blokkolva van egy 

dideoxi ciszteinnel. A ligációs eljáráshoz T4 RNA Ligase I-et használtunk (New England 

Biolabs, USA). Az így kezelt genomikus RNS QIAquick Gel Extraction Kit-tel (Qiagen, 

Germany) került kivonásra. A tiszta, ligált RNS 5 µl-ét hő-denaturáltuk 1 µl PC2 oligonukleotid 

jelenlétében. A PC2 oligonukleotid komplementer a korábban alkalmazott PC3 szekvenciájára. 

Ezt követően RT-PCR-t végeztünk SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) 

használatval. 2 µl cDNS került a következő PCR eljárásba templátként, melyhez 1 µl PC2 és 

ugyanennyi mennyiségű génspecifikus (vírustörzs függő) oligonukleotid került hozzáadásra. 

 

Klónozás és Sanger-szekvenálás 

 Gyengébb minőségű vagy kevert PCR amplikonok szekvenciameghatározásához 

pGEM-T Easy vector (Promega, USA) plazmidba ligáltuk a gyártó utasításainak megfelelően. 

A rekombináns plazmidokat Escherichia coli JM109 kompetens sejtekbe transzformáltuk. A 

sejteket Luria-Bertani medium (LB; Sigma Ltd.) táptalajon inkubáltuk 37 °C-on 12 órán át. A 

transzformánsokból kolónia PCR eljárással pGEM-T Easy Vector specifikus oligonukleotidok 

alkalmazásával amplifikáltuk a célszekvenciát. Az amplikonokat QIAquick Gel Extraction Kit-

tel (Qiagen, Germany) tisztítottuk. A szekvencia könyvtárakat BigDye Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) használatával készítettük. A mintákat ABI Prism 

310 DNA Sequencer (Applied Biosystems, USA) platformon szekvenáltuk. 

 

Következő generációs szekvenálás IonTorrent PGM platformon 

Ion Torrent kompatibilis szekvenciakönyvtárakat NEBNext® Fast DNA Fragmentation 

& Library Prep Set for Ion Torrent (New England Biolabs, USA) kittel készítettünk Ion Torrent 

Xpress barcode adapterek alkalmazásával (Life Technologies, USA). Az emulziós PCR Ion 

OneTouch™ 200 Template Kit-tel lett végezve OneTouch version 2 platformon (Life 

Technologies, USA). Enrichment lépéshez az Ion OneTouch™ ES pipetting robot (Life 

Technologies, USA) került felhasználásra. A szekvenáláshoz a 200 bp-os protokollt követtük 

316-os vagy 314-es chip alkalmazásával (mintaszám és jelleg függvényében). 

A nyers adatok bioinformatikai kiértékeléséhez a következő szoftverek kerültek 

felhasználásra: MIRA (version 3.9.17), CLC Genomics Workbench (version 6.5.1; 

http://www.clcbio.com), DNAStar (version 12; http://www.dnastar.com). 
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Rekombinációs analízis 

Lehetséges rekombinációs események feltárására a SimPlot szoftver 3.5.1-es verzióját 

használtuk. 

 

Filogenetikai analízisek 

A nyers szekvenciaadatok manuális javítását és trimmelését GeneDoc 2.7 szoftverrel 

végeztük. A szekvenciaadatsor illesztését a MUSCLE algoritmus online veziójával 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) és ClustalX v2.0-val végeztük. A filogenetikai 

analíziseket MEGA v6.0 szoftverrel végeztük a PhyML online verziójának Smart Model 

Selection (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml-sms/) funkciójának haszálata után, minden 

esetben a legmegfelelőbb analízist és algoritmust használva. 

 

Fehérjemodellezés 

 A 3D struktúramodelleket az Iterative Threading ASSEmbly Refinement (I-TASSER) 

szerver használatával hoztuk létre. A nyers fehérjemodell finomításait a MacroModel energy 

minimalization modullal végeztük a Schrödinger Suite szoftver használatval. A virionok 

modellezése esetében az Oligomer Generator application-t alkalmaztuk a VIPERdb platformon 

(available at http://viperdb.scripps.edu/ oligomer_multi.php). 

 

Nukleotid összetétel analízis 

Az analízishez használt referenciaszekvencia adatbázis manuálisan került ellenőrzésre 

és letöltésre a GenBank adatbázisból. Az adatbázis annotációi alapján a szekvenciákat 

gazdaszervezet szerint kategorizáltuk. A mono-és dinukleotid frekvenciák megállapítása a 

‘seqinR’ package segítségével történt R 3.2.3 szoftver használatával. A diszkriminancia 

analízist a ‘candisc’ package-ben végeztük R 3.2.3 szoftverrel. 
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4. Új tudományos eredmények összefoglalása és jelentősége 

 A munka során összesen 1127 denevér-eredetű minta virológiai vizsgálata történt meg. 

A vizsgált mintaállomány az Európában honos 32 denevérfaj mindegyikét érinti változó 

mintaszámban. Területenként a vizsgált minták aránya a következő: Magyarország (n=946); 

Grúzia (n=9); Ukrajna (n=25); Románia (n=63); Szlovákia (n=5); Szerbia (n=79). A minták 

vizsgálata folyamatosan zajlott, következő-generációs szekvenálás és hagyományos, 

víruscsoport-specifikus PCR alkalmazásával.  

 

A főbb eredmények és azok jelentősége az alábbiakban került összefoglalásra: 

 

-  Az Astroviridae víruscsalád esetében Európában elsőként végeztünk nagy mintaszámú 

vizsgálatot, melynek eredményeként kimagasló diverzitást mutattunk ki hazai 

denevérfajokban. Számos eddig ismeretlen gazdafajt azonosítottunk, szoros 

gazdaspecificitással, továbbá új Astrovírus fajokat írtunk le. 

- Három, a tudományterület számára új calicivírus fajt írtunk le, szoros gazdaspecificitással 

magyarországi denevérfajokban. Fehérjemodellezéssel alátámasztottuk lehetséges faji 

határok áttörésére vonatkozó képességüket, illetve filogenetikai vizsgálatokkal feltártuk 

evolúciós rokonságukat ismert vírusfajokhoz viszonyítva. 

- A Carmotetraviridae család új tagját (Providence vírus) írtuk le Magyarországon gyűjtött 

Nyugati piszedenevér (Barbastella barbastellus) székletmintákban. A vírust eredetileg az 

Amerikai Egyesült Államokban írták le, mint rovarokat fertőző vírus, in vitro szaporítási 

képességgel specifikus sejtvonalon. A vírus későbbi HeLa sejtvonalra történő in vitro 

adaptálódási képességéből kiindulva, humán-egészségügyi kockázata is valószínűsíthető 

(Jiwaji et al., 2016). 

- Magyarországi denevérekben található Coronavírusok genetikai változékonyságát vizsgáltuk, 

ezzel hozzájárulva a víruscsoport világszerte intenzíven kutatott genetikai varianciájának és 

elterjedésének megismeréséhez. 

- Új picornavírus fajt írtunk le, amit alapos genetikai elemzésekkel támasztottunk alá. Az új 

vírus a Mischivírus genus újabb tagját képviseli, és filogenetikai mintázata jól tükrözi a 

gazdaszervezet biogegráfiai múltját. 

- Új rotavírus fajt (Rotavírus J) azonosítottunk szerbiai hosszúszárnyú denevérek (Miniopterus 

schreibersii) székletmintáiban. 

- Miniopterus schreibersii székletmintákból új protoparvovírust azonosítottunk, amely közeli 

rokonságot mutatott egy 2012-ben humán székletmintákban leírt vírustörzzsel (Bufavírus). 

Rekombinációs analízisünk eredményeként az emberi és denevér-eredetű bufavírusok 
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genetikai rekombinációját írtuk le, melynek eredményeként kialakult egy Rhesus majmokban 

korábban leírt bufavírus törzs. Ezzel nagyban hozzájárultunk a víruscsoport evolúciós 

múltjának feltárásához. 

- Új vírusfajokat azonosítottunk közép-kelet európai denevérmintákban a Circoviridae és 

Genomoviridae család tagjaiként. Elsőként alkalmaztunk nuleotid összetétel analízist ezen vírusok 

lehetséges gazdaszervezetének predikciójához. Megismerésük nagyban hozzájárul az érintett 

víruscsoportok elterjedésének, diverzitásának és evolúciós múltjának megismeréséhez. 

Azonosítottunk továbbá egy eredetileg Nigériában, tisztítatlan szennyvízben leírt Niminivírus 

törzset is, így annak rendkívül nagy geográfiai elterjedését bizonyítottuk. 

- A Filoviridae víruscsalád tagját azonosítottuk magyarországi, haemorrhagiás tüneteket 

mutató, elpusztult hosszúszárnyú denevérek (Miniopterus schreibersii) mintáiból. Az így 

azonosított Lloviu vírus az első közvetlen bizonyítéka Közép-Európában egy természetben 

előforduló filovírus jelenlétének. Tekintettel az Ebola vírushoz való közeli rokonságára, 

lehetséges közegészségügyi jelentőségét számon kell tartani. 
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