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1. Bevezetés

A denevérek rendje (Chiroptera) jelenleg tobb mint 1250 fajt szamlal, amely a bolygon
€16 emlOsok koriibeliil 20%-at jelenti. Rendkiviil széles foldrajzi elterjedésiiknek koszonhetden
az Antarktisz kivételével minden kontinensrdl ismertek, olyan kiilonleges biologiai
adaptaciokkal rendelkeznek, mint példaul az echolokacio vagy a repiilés (Teeling et al., 2005).
Filogenetikai vizsgalataikbol igen alapos irodalmi hattér all rendelkezésre, amely jelenlegi
ismereteink szerint a korai Eocénba teszi elsd megjelenésiiket (50-52 millio évvel ezelott)
(Jonesetal., 2002; Agnarsson et al., 2011). Tekintettel viszonylag hosszi evoltcioés multjukra
¢s a szarazfoldi emldsok kozott egyediilalld repiilési képességiikre, rendkiviil jelentds
fajgazdagsagra és foldrajzi elterjedésre tettek szert (Wang et al., 2011). Egyelére tudomanyos
szempontbol kevéssé magyardzott az a képességiik, miszerint tlinetmentes hordozoi szamos
magas patogenitas korokozonak (Wang et al., 2011). Hosszu evoltcios multjuk és rendkiviil
valtozatos diverzifikaciojuk szadmos koevolucios folyamatot is eredményezett a velilk
kapcsolatban allo él6lényekkel, koztiik ektoparazitakkal vagy virusokkal is (Tortosa et al.,
2013).

A virélis zoonozisok allatokrél emberre terjedé virusokat jelentenek. A zoondzisok
jelentés hanyada vadallatokrol keriil a human populaciora. Erdekes modon az ilyen fertzési
események gyakrabban torténnek meg vadallatok-emberek, mint haziallatok-emberek kozott
(Jones et al., 2008; Johnson et al., 2015). Az elmult évtizedben a denevérek egyre gyakrabban
jelentették egy-egy human populacioban kitort jarvany forrasait. Markéans példa a 2002-2003-
as SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) coronavirus vilagjarvany, vagy a jelenleg is
tartd MERS (Middle Eastern Respiratory Syndrome) coronavirus jarvany az Arab-félszigeten.
A 2014-es nyugat-afrikai ebolavirus jarvany legvaloszinlibb forrasaként is a denevéreket tartjak
szamon (Wynne et al., 2013). A WHO altal szamontartott, emberiségre legveszélyesebb
korokozok koziil is tobb denevérekhez kothetd (Nipah virus, Hendra virus, Filovirusok stb). A
globalizacids folyamatok (kereskedelem, turizmus stb.) és az emberiség folyamatos térnyerése
egyre tobb denevér-ember kontakt eseményre ad lehetdséget, amely tekintettel az ismertetett
tényekre komoly kozegészségligyi kockazatot jelent a felbukkand virdlis zoondzisok
tekintetében. Az elmult évtizedekben felbukkant két magas patogenitast coronavirus (SARS,
MERS) megjelenése az emberi populacioban is ezeknek a folyamatoknak volt kdszonhetd (de
Wit et al., 2016). A 2014-es nyugat-afrikai ebolajarvany egyik jellegzetessége, hogy a virus a
torténelemben eldszor jutott magas denzitasti emberi populacioba, melynek eredményeként a
jarvany lekiizdéséig tobb mint 11 ezer halalos aldozatot szedett, szintén az emberi térnyerésnek

koszonhetéen (Mari Saéz et al., 2014).



Kozegészségligyi jelentéséglikon tal szamos viruscsoport evolucios multjaban
kulcsszereppel birnak, ennek megértése és vizsgalata tobb szempontbdl is hasznos és az elmult
évek egyik felkapott tudomanyos iranyvonalat jelenti (Hayman, 2016). A molekularis biologia
fejlodo eszkoztaraval parhuzamosan €s az elmult évtizedek nagy jarvanyaitol inspiralva szamos
viruscsalad kertiilt intenziv vizsgalat ald vagy mutattak ki kiilonféle denevérfajokban az elmult
évek soran: Adenoviridae, Bunyaviridae, Hepadnaviridae, Hepeviridae, Herpesviridae,
Papillomaviridae, Paramyxoviridae, Polyomaviridae, Reoviridae, Retroviridae, Caliciviridae,
Circoviridae, Rhabdoviridae, Astroviridae, Flaviviridae, Coronaviridae, Picornaviridae,
Orthomyxoviridae, és Parvoviridae. Rovar virusok: Baculoviridae, Iflaviridae, Dicistroviridae,
Tetraviridae, és Densovirinae. Gomba virusok: Chrysoviridae, Hypoviridae, Partitiviridae, és
Totiviridae. Bakteriofagok: Caudovirales, Inoviridae, és Microviridae (Wu et al., 2012; Wu et
al., 2016).

fgy a denevérek kiilonféle mintaibol kimutatott virusok fontos lancszemeit
képviselhetik egy-egy viruscsoport evolicidos multjanak megismeréséhez vagy evolucios
folyamatainak megértéséhez, tovabba ezek a viruskozosségek kivald dkoszisztéma indikéatorok

is.

2. Célkitiizések

- Az Eurdpéaban honos denevérfajok virologiai célu vizsgélata, a benniik talalhaté
viruskozosségek minél alaposabb megismerése és feltarasa

- Virusok kimutatdsa denevér-eredetli mintdkban, Eurdpai denevérfajok terepi
mintavételezésének eredményeként

- Alap és alkalmazott genomikai modszerek alkalmazésa a kimutatott virusok
minél mélyebb genetikai megismeréséhez

- A kimutatott agensek evolucios vizsgalata

- Allat —és humanegészségiigyi szempontbol jelentds virusok azonositasa

- Denevér konzervacidbiologiai szempontbol vett jelentdségiik megvitatasa



3. Anyag és Modszer

Mintavételezés

Magyarorszagon 2012 és 2014 kozott 45 helyszinen folytattunk széklet mintazast
természetes ¢l0helyiikon befogott denevérekbdl. Tovabbi széklet mintagylijtést végeztiink
2014-ben Gruzia, Ukrajna, Romania, Szlovakia és Szerbia egyes régidiban, Osszesen 16
mintavételi ponton. Ezen feliil denevérkutatd kollégainktol a sikertelen konzervaciobiologiai
vagy rehabilitacios eljarasokbol megmaradt tetemeket is megkaptuk, illetve az altaluk észlelt

természetes ¢l0helyeken el6fordult elhullasi események soran is végeztiink mintavételezést.

Nukleinsav extrakci6

A mintdk minden esetben Minilys® personal homogenizer (Bertin Corp., USA)
hasznalataval lettek homogenizalva, egy 2.50-2.80 mm atmérdjti iiveggyongy (Kisker Biotech
GmbH & CO., Germany) hozzaadasaval 500 mikroliter PBS-ben 30 masodpercig maximalis
fokozaton. Ezt kovetéen 15000 g-n torténd 10 perces centrifugalds utan 200 mikroliter
feliilaszobol GeneJET Viral DNA/RNA Purification Kit-tel (Thermo Fisher Scientific., USA)
végeztiik a nukleinsav extrakciot. Az elicid 50 pl-ben tortént, az eludtumot -80°C-on taroltuk

tovabbi felhasznalasig.

PCR (polimeraz lancreakcio) modszerek

A munka sordn valtozatos PCR eljarasokat alkalmaztunk, szdmos kiilonb6zo
oligonukleotid és reakciokoriilmény alkalmazasdval. Minden PCR folyamatot a kisérletek
megkezdése el6tt optimalizaltunk (anellacios homérséklet, MgClo koncentracié) a jobb
szenzitivitas és specificitds elérése érdekében. RT-PCR (reverz-transzkripcios polimeraz
lancreakcid) alapu kimutatashoz a QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Germany) keriilt
felhasznalasra. A hosszabb (>1000 bazispar) genomfragmensek amplifikacios eljarasahoz a
SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase Kit-et
(Thermo Fisher Scientific, USA) hasznaltuk. Altalanos PCR reakciokhoz a GoTaq® G2 Flexi
DNA Polymerase Kit (Promega, USA) keriilt felhasznalasra, mig a hosszabb fragmensek (>800

crcr

Scientific, USA) hasznaltuk.



RNS genomu virusok genomszegmens-végeinek meghatarozasa

A nukleinsav extraktumban talalhat6 genomikus RNS 3’ végeihez, egy PC3 elnevezésli
rovid oligonukleotidot ligaltunk. A PC3 5° vége foszforilalt, mig 3° vége blokkolva van egy
dideoxi ciszteinnel. A ligacios eljarashoz T4 RNA Ligase I-et hasznaltunk (New England
Biolabs, USA). Az igy kezelt genomikus RNS QIAquick Gel Extraction Kit-tel (Qiagen,
Germany) keriilt kivonasra. A tiszta, ligalt RNS 5 ul-ét h6-denaturaltuk 1 pl PC2 oligonukleotid
jelenlétében. A PC2 oligonukleotid komplementer a korabban alkalmazott PC3 szekvencidjara.
Ezt kovetéen RT-PCR-t végeztiink SuperScript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA)
hasznalatval. 2 pl cDNS keriilt a kovetkez6 PCR eljarasba templatként, melyhez 1 pl PC2 ¢és

ugyanennyi mennyiségl génspecifikus (virustorzs fiiggd) oligonukleotid kertiilt hozzaadasra.

Klonozas és Sanger-szekvenalas

Gyengébb mindségli vagy kevert PCR amplikonok szekvenciameghatarozasadhoz
pGEM-T Easy vector (Promega, USA) plazmidba ligaltuk a gyarté utasitasainak megfelelGen.
A rekombinans plazmidokat Escherichia coli JM109 kompetens sejtekbe transzformaltuk. A
sejteket Luria-Bertani medium (LB; Sigma Ltd.) taptalajon inkubaltuk 37 °C-on 12 6ran at. A
transzformansokbol kolonia PCR eljarassal pGEM-T Easy Vector specifikus oligonukleotidok
alkalmazasaval amplifikaltuk a célszekvenciat. Az amplikonokat QIAquick Gel Extraction Kit-
tel (Qiagen, Germany) tisztitottuk. A szekvencia konyvtarakat BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) hasznalataval készitettiikk. A mintakat ABI Prism
310 DNA Sequencer (Applied Biosystems, USA) platformon szekvenaltuk.

Kovetkezo generacios szekvenalas IonTorrent PGM platformon

Ion Torrent kompatibilis szekvenciakonyvtarakat NEBNext® Fast DNA Fragmentation
& Library Prep Set for lon Torrent (New England Biolabs, USA) kittel készitettiink lon Torrent
Xpress barcode adapterek alkalmazasaval (Life Technologies, USA). Az emulziés PCR lon
OneTouch™ 200 Template Kit-tel lett végezve OneTouch version 2 platformon (Life
Technologies, USA). Enrichment 1épéshez az Ion OneTouch™ ES pipetting robot (Life
Technologies, USA) keriilt felhasznalasra. A szekvenalashoz a 200 bp-os protokollt kovettiik
316-0s vagy 314-es chip alkalmazasaval (mintaszam ¢és jelleg fliggvényében).

A nyers adatok bioinformatikai kiértékeléséhez a kovetkezd szoftverek keriiltek
felhasznalasra: MIRA (version 3.9.17), CLC Genomics Workbench (version 6.5.1;
http://www.clcbio.com), DNAStar (version 12; http://www.dnastar.com).



Rekombinacios analizis
Lehetséges rekombindcios események feltardsara a SimPlot szoftver 3.5.1-es verziojat

hasznaltuk.

Filogenetikai analizisek

A nyers szekvenciaadatok manualis javitasat és trimmelését GeneDoc 2.7 szoftverrel
végeztik. A szekvenciaadatsor illesztését a MUSCLE algoritmus online vezidjaval
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) és ClustalX v2.0-val végeztiik. A filogenetikai
analiziseket MEGA v6.0 szoftverrel végeztilkk a PhyML online verziéjanak Smart Model
Selection (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml-sms/) funkcidjanak haszalata utan, minden

esetben a legmegfelelobb analizist és algoritmust hasznalva.

Fehérjemodellezés

A 3D struktaramodelleket az Iterative Threading ASSEmbly Refinement (I-TASSER)
szerver hasznalataval hoztuk létre. A nyers fehérjemodell finomitasait a MacroModel energy
minimalization modullal végeztik a Schrodinger Suite szoftver hasznalatval. A virionok
modellezése esetében az Oligomer Generator application-t alkalmaztuk a VIPERdb platformon

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

Nukleotid 6sszetétel analizis

Az analizishez hasznalt referenciaszekvencia adatbazis manualisan kertilt ellendrzésre
és letoltésre a GenBank adatbazisbol. Az adatbazis annotacidi alapjan a szekvenciakat
gazdaszervezet szerint kategorizaltuk. A mono-és dinukleotid frekvenciak megallapitisa a
‘seqinR’ package segitségével tortént R 3.2.3 szoftver hasznalataval. A diszkriminancia

analizist a ‘candisc’ package-ben végeztiik R 3.2.3 szoftverrel.



4. Uj tudomanyos eredmények osszefoglalisa és jelentésége

A munka soran 6sszesen 1127 denevér-eredetli minta viroldgiai vizsgalata tortént meg.
A vizsgalt mintadllomany az Eurdépaban honos 32 denevérfaj mindegyikét érinti valtozé
mintaszamban. Teriiletenként a vizsgalt mintdk ardnya a kovetkezd: Magyarorszag (n=946);
Grazia (n=9); Ukrajna (n=25); Romania (n=63); Szlovakia (n=5); Szerbia (n=79). A mintak
vizsgalata folyamatosan zajlott, kovetkezd-generacidos szekvenalas és hagyomanyos,

viruscsoport-specifikus PCR alkalmazasaval.

A fobb eredmények és azok jelentésége az alabbiakban keriilt 6sszefoglalasra:

- Az Astroviridae viruscsalad esetében Eurdpaban els6ként végeztiink nagy mintaszamu
vizsgalatot, melynek eredményeként kimagaslé diverzitdst mutattunk ki hazai
denevérfajokban. Szamos eddig ismeretlen gazdafajt azonositottunk, szoros
gazdaspecificitassal, tovabba 0 Astrovirus fajokat irtunk le.

- Harom, a tudomanyteriilet szamara 1 calicivirus fajt irtunk le, szoros gazdaspecificitdssal
magyarorszagi denevérfajokban. Fehérjemodellezéssel aldtdmasztottuk lehetséges faji
hatarok attorésére vonatkozé képességiiket, illetve filogenetikai vizsgalatokkal feltartuk
evolucids rokonsagukat ismert virusfajokhoz viszonyitva.

- A Carmotetraviridae csalad uj tagjat (Providence virus) irtuk le Magyarorszagon gytijtott
Nyugati piszedenevér (Barbastella barbastellus) székletmintakban. A virust eredetileg az
Amerikai Egyesiilt Allamokban irtak le, mint rovarokat fertz6 virus, in vitro szaporitasi
képességgel specifikus sejtvonalon. A virus késobbi Hela sejtvonalra torténd in vitro
adaptalodasi képességébol kiindulva, human-egészségiigyi kockazata is valdszinisithetd
(Jiwaji et al., 2016).

- Magyarorszagi denevérekben taldlhatdo Coronavirusok genetikai valtozékonysagat vizsgaltuk,
ezzel hozzéjarulva a viruscsoport vilagszerte intenziven kutatott genetikai variancidjanak és
elterjedésének megismeréséhez.

- Uj picornavirus fajt irtunk le, amit alapos genetikai elemzésekkel timasztottunk ald. Az 1j
virus a Mischivirus genus ujabb tagjat képviseli, és filogenetikai mintazata jol tiikrozi a
gazdaszervezet biogegrafiai multjat.

- Uj rotavirus fajt (Rotavirus J) azonositottunk szerbiai hossziszarny denevérek (Miniopterus
schreibersii) székletmintaiban.

- Miniopterus schreibersii székletmintakbol j protoparvovirust azonositottunk, amely kozeli
rokonsagot mutatott egy 2012-ben human székletmintdkban leirt virustérzzsel (Bufavirus).

Rekombinacids analizisiink eredményeként az emberi és denevér-eredetli bufavirusok
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genetikai rekombinaciojat irtuk le, melynek eredményeként kialakult egy Rhesus majmokban
korabban leirt bufavirus torzs. Ezzel nagyban hozzéjarultunk a viruscsoport evolicios
multjanak feltarasahoz.

- Uj virusfajokat azonositottunk kozép-kelet eurdpai denevérmintdkban a Circoviridae és
Genomoviridae csalad tagjaiként. Els6ként alkalmaztunk nuleotid 6sszetétel analizist ezen virusok
lehetséges gazdaszervezetének predikcidjahoz. Megismerésiik nagyban hozzdjarul az érintett
viruscsoportok elterjedésének, diverzitdsanak ¢és evoluciéos multjanak megismeréséhez.
Azonositottunk tovabba egy eredetileg Nigériaban, tisztitatlan szennyvizben leirt Niminivirus
torzset is, igy annak rendkiviil nagy geografiai elterjedését bizonyitottuk.

- A Filoviridae viruscsalad tagjat azonositottuk magyarorszagi, haemorrhagias tiineteket
mutatd, elpusztult hossziszarnyu denevérek (Miniopterus schreibersii) mintaibol. Az igy
azonositott Lloviu virus az els6é kozvetlen bizonyitéka Kozép-Eurdpaban egy természetben
eléforduléd filovirus jelenlétének. Tekintettel az Ebola virushoz valé kozeli rokonsagara,

lehetséges kozegészségiigyi jelentdségét szamon kell tartani.
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