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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

DNS

CoV
SARS-CoV
PEDV
ICTV
HEV
RNS

PCR

bp

PBS
NCBI
BLAST
RdRp
GTR+I+G

dezoxiribonukleinsav

koronavirus

sulyos akut 1€gzdszervi szindroma-koronavirus
sertések jarvanyos hasmenésének virusa
Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsag
hepatitis E virus

ribonukleinsav

polimeraz lancreakcio

bazispar

foszfattal pufferelt sooldat

National Center for Biotechnology Information
Basic Local Alignment Search Tool
RNS-fiiggd RNS-polimeraz

Generalised Time Reservible + invariable sites + Gamma distribution



2. BEVEZETES

A denevérek igen fontos és meghatarozo szerepet toltenck be az d6koszisztémakban [1]: az
izeltlabu alloméanyok szabalyozasan keresztiil a taplaléklancok kiemelt szerepldi, a tropusi
teriileteken ezenkiviil a magok terjesztésével €s a viragos novények egy részének
beporzasaval jelentés mez6gazdasagi hasznot is hajtanak az emberek szamara, illetve

hozzajarulnak az 6koldgiai stabilitas fenntartasahoz.

Okologiai szolgaltatasaikon til a denevérek népes rendjét (Chiroptera) a tobbi emldsétdl
eltér6 szamos bioldgiai tulajdonsaguk teszi a tudomanyos kutatds szamara kiemelten
fontossa és érdekessé. Ugyan egyre tobb kutatds iranyul ezekre a sok szempontbol
kiilonleges ¢€l6lényekre [2], még mindig meglehetdsen hianyosak az ismereteink. Rejtett
¢letmodjuk megneheziti mintdzasukat, tovabba veszélyeztetett statuszuk megkoti a kutatok

kezét, mert térekedniiik kell a populacioik zavarasanak elkeriilésére [3].

A repililés képessége alapjaiban meghatarozza életmodjukat, és hatassal van bioldgiajuk
szamos aspektusara, a taplalkozastol kezdve a stresszre adott valaszokon at egészen az
immunrendszeriikig. A repiilés és a virustolerancia k6zott kapcsolatot feltételeznek, mivel a
denevérek repiilés kozbeni magas testhdmérséklete és energiaigénye karos molekularis
stresszreakciokat idézne el0, és interferonvalaszt valtana ki. Ennek a valasz(tvonalnak a
tompitasa — a replilés okozta megerdltetés autoimmun valasz kivaltasanak elkeriilésére —
hozzajarulhat a hosszabb élettartamhoz ¢és eldsegitheti a virusokkal vald békésebb
egylittélést [4, 5]. A denevérekben az inflammoszomak represszaltsiga megakadalyozza a
szervezetliik szamara karos, tilzottan heves immunreakciokat (citokin viharokat), amelyek
mas emldsokben gyakran el6fordulnak hasonld fertézések esetén. Emellett a denevérek
erdteljes interferon szignalokkal rendelkeznek, amelyek segitenek a virusok gyors
felismerésében ¢és elpusztitdsaban, mikozben fenntartjak a kontrollalt gyulladasos vélaszt.
Tovéabba, a DNS-sériilések javitasanak hatékonysaga is kiemelkedd, ami szintén hozzéjarul

az immunrendszeriik stabilitdsdhoz €s a virusokkal val6 hosszu tavi egyiittélés képességéhez
[6].

A denevéreknek rezervoar szerepiik van [5], ugyanis a virusfert6zések kordaban tartasaban
kiilonosen hatékony immunrendszeriik lehetévé teszi szdmukra, hogy hossza ideig
hordozzanak kiilonb6zé virusokat anélkiil, hogy komoly tiineteket mutatnanak. Ez a
tulajdonsaguk, illetve hosszu élettartamuk, tarsas viselkedésiik és nagy tavolsagokat elérd
migraciojuk hozzajarul ahhoz, hogy szdmos zoonotikus, azaz allatr6l emberre terjedd virus,
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mint példaul a koronavirusok, a Marburg virus és a veszettség virusok legfobb

gazdaszervezetei a denevérek.

A virusos zoonozis jarvanyok eldrejelzése napjainkra egyre fontosabb kozegészségiigyi
kérdéssé valt. A virusok alapos megismerése, kiilondsen azoké, amelyek olyan allatfajokban
fordulnak eld, amelyek rezervoarként szolgalnak, kulcsfontossagu 1épés ezen probléma
kezelésében. A denevérek kiilondsen sokféle virust hordoznak, amelyek koziil tobb is
jelentds figyelmet érdemel, mivel komoly egészségiigyi kockazatot jelent az emberek
szamara. Ezen virusok egy része stlyos jarvanyokat képes eldidézni az emberi populécioban.
Mindazonaltal jelenleg még mindig kevés ismerettel rendelkeziink a denevérek éltal
hordozott globdlis viruspopulaciok Osszetételérdl és sokféleségérdl, ami megneheziti a

jarvanyok eldrejelzését [7].

Tropusi teriileteken jelentds a zoonozisos fert6zd betegségek kockazata, mivel az él6helyek

pusztitasa miatt egyre tObb az ember-allat kontaktusok szama [8].

A denevérekkel valo érintkezés egyik formaja a denevérek elfogyasztasa, ami elsésorban
Azsiaban és Afrikdban fordul eld, bar nem minden teriileten kiemelkedd jelentdségii. Egy
atfogd irodalmi attekintés sordn 119 forrasban taldltak utaldsokat a denevérfogyasztasra.
Délkelet-Azsidban, kiilonosen Indonéziaban és Laoszban, jelentés denevérpopulaciokat
veszélyeztet a vadaszat. A vietnami Kho Muong faluban a helyiek becslése szerint évente
kb. 1000 kg denevért gyijtottek be a kdzeli denevérbarlangbol és Thanh Hoa tartomanyban

szintén jelentds vadaszati tevékenység zajlik [9].

A délkelet-azsiai régidé — amely Vietnamot is magaban foglalja — kiilonosen fontos a
zoonozisok szempontjabol, hiszen szdmos allatfaj €l itt, amelyek potencialis rezervoarjai

lehetnek 1j virusoknak.

A helyzetet stlyosbitja, hogy Délkelet-Azsiaban a denevérguand gyiijtése elterjedt
gyakorlat, ugyanis ezt természetes tragyaként hasznaljak [10]. A guan6t hagyomanyosan
barlangokban gytjtik, ahol nagy denevérkoloniak élnek [11]. A gy(jtok ki vannak téve a
fejiik felett atrepiilé denevérek tiriilékének, €s rendszeresen mezitlab jarnak a denevériiriilék
halmokon. Egy-egy barlangb6l évente akar 70 tonna guandt is banyaszhatnak [11].
Vietnamban és Kambodzsdban a denevérguanot mesterséges denevérszallasok aldl is
gyljtik, amelyek beton alapon elhelyezkedd oszlopos épiiletek, tetejiikon kokuszpalma
levelekkel, hogy vonzzak a lombkoronaban ¢é16 denevéreket [12]. Ezeket a mesterséges

pihendhelyeket guandéfarmoknak nevezik, €és gyakran emberi lakohelyek kozelében
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talalhatok, ahol haziallatokat nevelnek és novényeket termesztenek. Korabbi vizsgéalatokban
eddig nem talaltak olyan denevérvirusokat, amelyek egyértelmiien megfert6zték volna a
denevérek él6helyeihez kozel lakd embereket, habar korlatozott szamu emberi mintavétel
tortént. Ugyanakkor néhany szeroldgiai vizsgalat arra utal, hogy bizonyos virusokkal tortént
korabbi érintkezés lehetséges, igy a tovabbi kutatdsok elengedhetetlenek a teljesebb kép
megértéséhez [13].

A koronavirusok (CoV-0k) nagy méretii (kb. 22-36 ezer bazisbol allo), egyszala, pozitiv
RNS-virusok, amelyek a Coronaviridae csaladba és a Nidovirales rendbe tartoznak a
Nemzetkdzi  Virusrendszertani  Bizottsag (ICTV) iranymutatdsainak megfeleléen

(https://ictv.global) [13]. Négy kiilonallo nemzetségre oszthatok, amelyek koziil els6sorban

az alfa- és betakoronavirusok fert6znek emlésoket, koztiik denevéreket [14].

Az alfa-CoV-ok 15 alnemzetsége koziil 10 természetes gazdaszervezete a denevér [14]. A
szamos denevérfajon kiviil mas allatokat is megfertéznek, mint példaul sertéseket, kutyakat,
macskakat és ragcsalokat [15]. Két vilagszerte elterjedt human alfa-CoV-t ismeriink, a
HCoV-229E-t és a HCoV-NL63-at [16, 17]. Mindkettére jellemzO, hogy enyhe,

megfazasszerl tiineteket okoznak [17, 18].

A denevérek és az emberek kozotti érintkezési pontokndl olyan koronavirusokat is
azonositottak, amelyek szoros rokonsagban allnak a sertésekben betegséget okozd
koronavirusokkal [13]. Az egyik jelentGs sertés patogén a sertések jarvanyos hasmenésének
virusa (PEDV). Ez a virus a szeronegativ 0jsziilott malacokban akut hasmenést/hanyast,
kiszaradast és magas elhullasi aranyt okoz. Az elmult harom évtizedben a PEDV-fert6zés
jelentds gazdasagi veszteségeket okozott az eurdpai és azsiai sertésagazatban, azonban
2013-2014-ben a betegség eldfordulasat az Egyesiilt Allamokban, Kanad4ban és Mexikoban
is jelentették. Az Egyesiilt Allamokban 2013 aprilisatol napjainkig tarté PEDV-jarvany tobb

mint 10%-os veszteséget okozott az amerikai sertéspopulacioban.

A hepatitis E virusok (HEV) globalisan jelentds okozoi az akut virusos hepatitisznek,
kiilonosen a fejlédd orszdgokban, ahol komoly kozegészségligyi problémat okoznak. A
hepatitis E virusok burokkal nem rendelkezd, egyszalit RNS-virusok, amelyek a Hepeviridae
csaladba tartoznak, ¢és elsdsorban fekal-oral tuton terjednek, gyakran szennyezett
vizforrasokon keresztiil [19]. Négy f6 HEV genotipus fertdzi az embereket: az 1-es és 2-es
genotipusok foként rossz higiéniai koriilmények kozott fordulnak eld, mig a 3-as és 4-es

genotipusok zoonotikusak, és mind a fejlett, mind a fejlodé orszagokban megtalalhatok [19].


https://ictv.global/

Bar a HEV-fert6zések altalaban nem okoznak komoly megbetegedéseket, de stlyos
kovetkezményekhez vezethetnek varandéos ndk, immunhidnyos személyek ¢és

majbetegségben szenveddk esetében [20].

A HEV-eket egyre inkabb zoonotikus patogénként ismerik el, ami ravilagit arra, hogy
sziikség van a diagnosztikai képességek javitasara és atfogo kozegészségligyi stratégidkra a
virusok terjedésének megfékezése érdekében. A HEV-ek, amelyeket hagyomanyosan
emberi fert6zésekkel hoztak Osszefiiggésbe szennyezett viz és élelmiszer révén, egyre
gyakrabban keriilnek el6 kiilonféle allati gazdaszervezetekben, a denevérek pedig jelentds
rezervoarként emlithetok. Kutatasok tobb hepevirust azonositottak denevérekben kiilonb6z6
zoonotikus atvitelében [21]. Ezek a denevérekbdl szarmazo HEV-torzsek jelentés genetikai
sokféleséget mutatnak, ami arra utal, hogy régoéta tartd €s bonyolult evolicids kapcsolat all
fenn a denevérek és a hepatitis E virusok kozott [21]. Ez a sokféleség hangstlyozza a
folyamatos kutatas sziikségességét annak érdekében, hogy megértsiik a HEV-ek zoonotikus
potencialjat és a fajok kozotti atvitel dinamikajat a denevérektdl az emberek felé [22]. A

virusokkal kapcsolatos kozegészségiigyi kockazatok elérejelzéséhez és mérsékléséhez [23].

A vietnami denevérekben jelen 1év6é virusok feltérképezése nemcsak az adott régid
kozegeészségiigyi helyzetére nézve kulcsfontossagu, hanem globalis szinten is jelentds lehet,
hiszen az itt felfedezett 0j virusok akar vilagméretii jarvanyokat is okozhatnak. Ezen virusok
kimutatdsa és azonositdsa hozzdjarulhat a zoondzisok terjedésének megértéséhez és a

potencialis jarvanyok megel6zéséhez [24].

A metagenomikai modszerek elterjedésének koszonhetden az 0j virusok felfedezése az
utobbi években hatalmas fejlédésen ment keresztiil. Ezek ugyanis lehetévé teszik a
kiilonb6zd kdrnyezeti mintakban — példaul denevérektdl szarmazd guandban — jelen 1évo
genetikai anyagok atfogd vizsgalatat anélkiil, hogy eldzetesen ismerni kellene a keresett
virusok specifikus génszekvencidit. Ez a molekularis bioldgiai technoldgia tehat kiilondsen
hasznos olyan esetekben, amikor teljesen ismeretlen virusokat keresiink, mivel képes
felfedni a mintaban taldlhatd Osszes genetikai anyagot, beleértve a még nem katalogizalt
virusokat is [25]. A denevérekbdl szarmazo mintak metagenomikai elemzése lehetdséget ad
arra, hogy az eddig ismeretlen vagy kevésbé vizsgalt virusokat felfedezziik, ami

hozzajarulhat a globalis virologiai kutatdsokhoz és a jovdbeli jarvanyok megel6zéséhez.



3. CELKITUZES

Jelen dolgozat célja egy 2017-es vietnami denevérkutatd expedicid soran gyujtott
guanomintak viralis metagenomikai elemzése. A kutatds egyrészt hozzdjarul a vietnami
denevérek viromjanak jobb megértésé¢hez, masrészt 0j virusok azonositasaval segithet

felkésziilni a jovobeli zoondzisok megeldzésére.

Célunk tovabba a megtalalt Gj virusok egy részének genetikai jellemzése, valamint

filogenetikai viszonyaik tisztdzasa, evolucios kontextusba helyezése.

A vietnami denevérek viromjanak feltdrasa nemcsak regionalis, hanem globalis szinten is
fontos eredményeket hozhat, hozzdjarulva jovobeni vildgjarvanyok elkeriiléséhez. A
dolgozat célja, hogy ezen a terlileten 01j ismereteket nyujtson, és felhivja a figyelmet a

denevérek és az altaluk hordozott virusok fontossagara.



4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Mintavételi helyszinek

A vietnami denevérkutatd expedicié soran harom mintavételi helyszin keriilt vizsgalatra
2017.05.28. ¢és 2017.06.11. kozott. Két mintavételi pont egymashoz kozel helyezkedett el a

Ta Dung Természetvédelmi Teriileten, Vietnam Dak Nong tartomanyaban, mig a harmadik

helyszin Rung Sac, Can Gio térségében, Ho Si Minh-varos kozelében talalhato (1. abra).

1. abra A mintavételi helyszinek térképe. A kék a tartomanyokat jeloli, a piros pontok
pedig a mintavételi helyeket mutatjak.



4.2. Mintagyiijtés

A denevérek befogéasara szolgalo halok és hurcsapdak naplemente el6tt keriiltek felallitasra,
¢s azokat legalabb négy oran keresztiil rendszeresen ellendrizték. A befogott denevéreket
papirzacskokban helyezték el tiz percre, hogy székletmintakat gylijtsenek. Az azonositas
kiils6 jegyek, hatarozdbélyegek alapjan tortént, és nem egyértelmi esetekben morfoldgiai
vizsgalatra szant példanyok megorzésére keriilt sor. Az ivar, kor és szaporodasi allapot
meghatarozasa utan a denevéreket vagy szabadon engedték, vagy mas kutatasi célok esetén
(pl. taxondémiai vagy anatomiai vizsgalatok) elaltattdk és felboncoltak. Ilyen esetekben a
tiido és mellizmok eltavolitasra kertiltek, és a mintakat folyékony nitrogénben taroltak. A
mintak tovabbi taroldsa -80 °C-os fagyasztdban tortént. Virologiai vizsgalatok céljabol

denevér példanyok nem kertiltek megdrzésre.

A denevérek befogasa és mintazasa a helyi hatdsagok és a viethami Mez6gazdasagi és
Vidékfejlesztési Minisztérium Erdovédelmi Osztilyanak engedélyével, az Amerikai
Emldskutatok Térsasaga altal jovahagyott irdnyelvek szerint tortént, amelyek a vadon €16

emldsok kutatasi és oktatasi célu hasznalatara vonatkoznak [26].

4.3. Metagenomikai szekvenalas

A mintakat 400 pl foszfatpufferolt sooldat (PBS) és iiveggyongydk hozzaaddsa utdn
homogenizaltak. Az Illumina szekvenalast egy dusitasi eljaras elézte meg a virusos readek
aranyanak novelésére, modositva egy korabban publikalt protokollt [27]. A
homogenatumokat 16 000 x g-n centrifugaltdk 10 percen keresztiil, majd a feliiluszo6t 0,8
um-es centrifugalis sziirén (Millipore) sziirték at. A mintat nukleazokkal kezelték, majd a
nukledzoktol valdo megszabadulés és a fehérjék bontasa utan az RNS extrakcidja a Direct-

Zol RNA MiniPrep Kit segitségével tortént.

Az RNS konyvtarat az NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep készlettel hoztak
1étre az ehhez tartozo protokollt kovetve. A fragmentacios 1épéshez 10 ng teljes RNS-t
hasznaltak. A cDNS el6allitasa random primerekkel tortént, majd elékészités és adapterrel
valo ligalas utan a konyvtar amplifikalasa kovetkezett. A mindségellendrzés Agilent 4200

TapeStation System segitségével tortént, mig a mennyiség meghatirozasara Qubit 3.0
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eszkozt hasznaltak. Az Illumina szekvenalas NextSeq 550 platformon, 2 x 150 futtatasi

konfiguracidban tortént.

4.4, Taxonomiai besorolas

A kapott readeket a fastp program [28] alapbeallitasaival trimmeltiik, hogy az adapter és
rossz mindségii szekvencia részeket eltavolitsuk. A trimmelt szekvencidkat ezutan a
MEGAHIT program [29] segitségével, de novo Gsszeszereltiik, hogy hosszabb kontigokat
kapjunk. A MEGAHIT-et szintén alapbeallitasokkal futtattuk, melynek eredményeként
minimum 200 bp hosszisagt szekvenciakat kaptunk. A kontigokat ezutan a Diamond blastx
funkcigjaval, -f 100 bedllitassal hasonlitottuk az NCBI nem-redundans fehérje
adatbazisahoz. A kapott .daa allomanyokat a MEGAN meganizer funkciojaval alakitottuk at
olyan formatumra, mely mar grafikusan megjelenithet6 a MEGAN-ban [31]. Az igy talalt,
kutatasaink szempontjabol érdekesebb virusokat kigytjtottiik.

4.5. Teljes genom osszeallitas

A kivalasztott viruscsoportokhoz tartozé hosszabb kontigokat megkerestik a MEGAHIT
eredmények kozott, majd BLAST homoldgia keresést végeztiink az NCBI Genbankban. A
legkozelebbi teljes genomokat referenciaként hasznaltuk a Geneious Prime v.2024.0.3
programban torténé mappinghez. A mappinget a nyers Illumina olvasatokkal végeztiik low-
med beallitasok mellett a Geneious beépitett mapping funkciojaval. A kapott genomokat
manualisan ellendriztiik az esetleges hibak korrigalasa érdekében és referenciaként
hasznalva remap-et alkalmaztunk, szintén a Geneious Prime v2024.0.3 szoftverrel. Egy

ujabb manualis ellendrzés soran kaptuk meg a végleges genomokat.

4.6. Filogenetikai és rekombinaciés elemzés

A megtalalt koronavirusok teljes genomjaival és a hepevirusok RdRp génjének (327
nukleotid), valamint teljes genomoknak a segitségével torzsfakat generaltunk az evolicios

kapcsolatok feltérképezéséhez. A szekvencidkat a MAFFT v7.505 [31] segitségével
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illesztettiik alapbeallitasokkal. Manuadlis ellenérzés utan a torzsfdkhoz hasznalt modelleket
a MrModeltest v2.4 [32] segitségével valasztottuk ki. A fak generalasahoz a MrBayes
v3.2.7a [33] programot hasznaltuk, tizmillié generaci6 és minden 1000. generacional torténd
mintazas beallitasok mellett. A modellek paraméterezése mindegyik esetben GTR+I+G volt,
ami lehet6vé tette, hogy a nukleotidok kozotti szubsztitucios rata szimmetrikus, de fiiggetlen
legyen, igy rugalmasan alkalmazkodva a valds evolucios folyamatokhoz. A modellben
szerepelnek az invarians helyek, ahol a szekvencidk valtozatlanok maradnak, a helyettesitési
rata variabilitasat pedig egy gamma-closzlas segitségével irja le, hogy a szekvencidk
kiilonb6z6 helyein eltéré evolucids sebességeket vehessen figyelembe. A generaciok tiz
szazalékat "burn-in"-ként kezeltiik és elvetettik. A poszterior valdsziniiségeket a
fennmaradé fak konszenzusabol szamoltuk ki. A fakat az iToL v6.9 [34] segitségével

vizualizaltuk.

4.7. Térkép készitése

A térképet a QGIS Desktop v3.6 segitségével készitettiik, a Natural Earth 1:10 m Cross-

blended Hypsometric Tints alapréteget hasznalva.
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5. EREDMENYEK

5.1. Mintavétel

Osszesen 55 iiriilékmintat gytijtottek Vietnamban 16 denevérfajtol, amelyek 7 nemzetséghez
és 4 csaladhoz tartoztak (1. tablazat). A mintazott fajok kozott szerepelt Délkelet-Azsia
harom {6 taplalkozasi tipusa, de a denevérek tobbsége rovarevo volt. Az elemzések soran
figyelembe kellett venni azt, hogy a taplalékbol is keriilhettek az iirtilékbe kiilonb6zd

virusok, ezért nem minden kimutatott virus denevér eredeti.

1. tablazat Mintak szama a kiilonb6z6 fajokbdl és taplalkozasi méd

Faj Taplal!<ozaS1 Mintaszam
mod

Cynopterus cf. sphinx  gylimdlcsevd 1
Hipposideros armiger rovarevl 2
Hipposideros galeritus rovarevo 8
Hipposideros pomona rovarevl 1
Kerivoula hardwickii rovarevo 2
Kerivoula titania rovarevo 1
Macroglossus cf. minimus nektarfogyasztd 5
Murina cf. harrisoni rovarevo 1
Murina huttoni rovarevo 1
Rhinolophus affinis rovarevo 5
Rhinolophus lepidus rovarevo 11
Rhinolophus microglobosus  rovarevé 2
Rhinolophus pearsonii rovarevo 5
Rhinolophus thomasi rovarevo 8
Scotomanes ornatus rovarevo 1
Tylonycteris fulvida rovarevo 1
Osszesen 55
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5.2. Metagenomikai diverzitas

Osszesen 453 920 982 olvasat (atlag: 8 253 10943 997 431; min.: 511 024; max.: 8 253 109)
sziiletett az 55 mintabol. A legtobb mintaban megtalalhat6 volt legalabb egy denevérvirus,
melyek a kovetkezd viruscsoportokba tartoztak: koronavirusok, adenovirusok, circovirusok,
hepatitis B virusok, hepatitis E virusok, herpeszvirusok, picornavirusok, genomovirusok és

parvovirusok (2-4. abra).
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5.3. Uj koronavirusok és hepevirusok

A metagenomikai modszerekkel kimutatott virusok koziil az alfakoronavirusokat és a

hepatitis E virusokat valasztottuk ki tovabbi vizsgalataink alanyaul.

Teljes vagy kozel teljes alfakoronavirus genomokat Osszesen hét mintabol sikeriilt
Osszeraknunk (2. tiblazat). Hepevirusokat pedig egy Scotomanes ornatus és egy Kerivoula
titania példanybol mutattunk ki. Mind a koronavirusok mind a hepevirusok a Ta Dung

Természetvédelmi Teriilet mintavételi pontjain keriiltek eld.

2. tablazat A mintakban talalt korona- és hepevirusok gazdafajai.

Faj CoV pozitiv HEV pozitiv ~ Osszesen

Cynopterus cf. sphinx - -
Hipposideros armiger
Hipposideros galeritus
Hipposideros pomona - -
Kerivoula hardwickii
Kerivoula titania - 1
Macroglossus cf. minimus - -
Murina cf. harrisoni - -
Murina huttoni - -
Rhinolophus affinis
Rhinolophus lepidus
Rhinolophus microglobosus
Rhinolophus pearsonii - -
Rhinolophus thomasi - -
Scotomanes ornatus - 1
Tylonycteris fulvida - -

o
1 ]

oW =
1
PRrRroOoNMERORrRRORNME DR

ol
o1

Osszesen 7 2

5.4. Filogenetika

A teljes vagy kozel teljes koronavirus genomok alapjan a Kerivoula hardwickii-b6l
kimutatott koronavirus valdszintileg egy 0j fajt képvisel, és a Pedacovirus nemzetség tagja

(5. abra). Ebbe a nemzetségbe tartozik a sertések virusos hasmenését okozd PEDV is.
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A tobbi alfakoronavirus a Decacovirus nemzetségbe tartozik. A harom Rhinolophus lepidus-
ban és a Hipposideros armiger-ben talalt virus nagyon kozel all egymashoz. Mindegyik
denevér példany befogasa a Ta Dung Természetvédelmi Teriilet kutatbhdza kozelében

tortént, bar nem ugyanazon a napon.

A Rhinolophus microglobosus-ban talalt koronavirus egy kambodzsai R. shameli-bél
kimutatott virussal mutatott legk6zelebbi rokonsagot. Mig a Hipposideros galeritus
koronavirusa monofiletikus egy sor egyéb, Hipposideros, Rhinolophus és meglepé modon,

Rousettus koronavirussal, de genetikai kodjukban viszonylag nagyobb kiilonbségek vannak.
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Tree scale: 1 | | .
NC 004718.3 Homo sapiens Canada
98 NC 048212 Eidolon helvum Cameroon

100 —NC 019843.3 Homo sapiens USA

100 —NC 034440 Pipistrellus cf. hesperidus Uganda
NC 046955 Sorex araneus China
{NC 035191 Suncus murinus China
INC 048211 Suncus murinus China
—NC 032730 Rattus norvegicus China
100 L——NC 034972 Apodemus chevrieri China
NC 030292 Mustela putorius Netherlands
NC 023760 Neogale vison USA =~
NC 002306.3 Feline infectious peritonitis virus USA

NC 028806 Sus scrofa Italy
100-NC 038861 Sus scrofa USA
NC 009988 Rhinolophus sinicus Hong Kong.

100 NC 028824 Rhinolophus ferrumequinum China
NC 028811 I\/‘Lyotls ricketti China

NC 002645 Homo sapiens USA
100 NC 028752 Camelus sp. Saudi Arabia
100 NC 048216 Triaenops afer Kenya
100 NC 032107 Triaenops afer Kenya
100 NC 005831.2 Homo sapiens Netherlands

NC 022103 Myotis lucifugus USA

98

Kong

China
MK472067 Microchiroptera sp. Australia
MZ293734 Myotis horsfieldii Cambodia
NC 003436 Porcine epidemic diarrhea virus
100 [1pNC 003436 Porcine epidemic diarrhea virus
10§ KY070587 Sus scorfa domesticus China
023162 Sus scorfa domesticus South Korea
10MN315264 Sus scorfa domesticus China
P688373 Sus scorfa domesticus China

NC 010438 Miniopterus pusillus Hong Kon
100 NC 010437 Miniopterus magnater Hong Kong
p NC 028833 Nyctalus velutinus China
100 NC 046964 Pipistrellus kuhlii Italy

NC 028814 Rhinolophus ferrumequinum China
MZ293746 Lyroderma lyra Bangladesh
100 MZ293748 Lyroderma lyra Bangladesh
10MZ293747 Lyroderma lyra Bangladesh
MG916904 Rhinolophus affinis China
MG916903 Rhinolophus sinicus China
100-MG916902 Rhinolophus sinicus China
MZ081388 Hipposideros larvatus China
1PMK 211373 C%nopterus sphinx China
100 - OK287353 Rhinolophus sinicus China
100G 916901 Rhinolophus sinicus China
O§297724 Rhinolophus pusillus China

I

<

51 9Q297727 Rhinolophus affinis China

1, MK720946 Rhinolophus sinicus Hong Kong
BMK 720945 Rhinolophus sinicus Hong Kong
1¢0Q297720 Rhinolophus pusillus China
100029 Rhinoloph D hina

100 100
%

5
140 VIZUS ol I olopnus malayanu Nna
19pMZ081384 Hipposideros cineraceus China
1gMZ081386 Rhinolophus sinicus China
9V /081385 MyQ M 0I5
[LoC- Qv YooYy Khinolopnu name ampoodia
MZ081394 Rhinolophus malayanus China
100 M%gg%gga Rhinolophus malayanus China

8

MZ081390 Hipposideros pomona China
90-MZ081391 Rhinolophus malayanus China
297728 Hipposideros pomona China
297725 Rhinolophus pusillus China
297722 Hipposideros pomona China
o0 Q297726 Hipposideros pomona China
J%989271 Rousettus sp. China
1hNC 018871 Rousettus sp. China
NC 018871 Rousettus sp. China )
0Q297723 Hipposideros pomona China
N611523 Hipposideros pomona China
00297712 Rhinolophus pusillus China
989273 Hipposideros pomona Hong Kong
989272 Hipposideros pomona Hong Kong
989269 Hipposideros pomona Hong Kong
989268 Hipposideros pomona Hong Kong
989266 Hipposideros pomona Hong Kong
989267 Hipposideros pomona Hong Kong

5. abra Bayesianus koronavirus torzsfa a teljes genomok alapjan. A pirossal jelolt
mintak a jelen dolgozatban targyaltak.
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A filogenetikai fa alapjan a két j hepevirus a Chirohepevirus-ok k6zé tartozik (6. abra). A
Kerivoula titania hepevirusa bazalis helyzetiinek tiinik a teljes genomok alapjan generalt
torzsfan a Vespertilionidae denevércsalad képviseldiben talalt hepevirusok kozott. Két
Pipistrellus abramus-ban talalt hepevirus a viszonylag tavoli rokonai. A Scotomanes ornatus
hepevirusa egy svajci Pipistrellus nathusii és egy németorszagi Cnephaeus serotinus

(korabban Eptesicus nemzetség) hepevirussal alkot egy monofiletikus agat.

Mas a helyzet a tobb virust tartalmazo, viszont csak a révid RdRp szekvencian alapuld
torzsfa esetében (7. abra). Itt a Kerivoula titania hepevirus két ghanai Hipposideros abae-
bol kimutatott hepevirussal all a legkdzelebbi rokonsagban, mig a Scotomanes ornatus

harom Cnephaeus hepevirus rokona, melyeket Japanban és Németorszagban gyijtottek.
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Tree scale: 1 +—

1o HQ731075 Cutthroat trout California
ﬂKX589065 Egretta garzetta HL_mgaB/
"l AY535004 Avian hépatitis E virus USA
oo KY432899 Rodent China ]

ofsrer MG020024 Eothenomys melanogaster China

B MG020022 Apodemus chevrieri China
JN998606 Mustela putorius Netherlands
H%GU345042 Rattus norvegicus Germany
s KF951328 Alces alces Sweden

1#KJ496143 Camelus dromeda United Arab Emiratesrius
»xMT210622 Rhinolophus sinicus China .
twKJ562187 Rhinolophus ferrumequinum China
»MW249014 Desmodus rotundus Peru
MW249013 Desmodus rotundus Peru
) 90 Desmodus rotundus Pe
399 Kerivoula titania Vietham
9 PIpistrellus abramus China
FLMT210623 Pipistrellus abramus China
1:KX513953 Chirohepevirus eptesici China
BOQ715534 Myaotis ricketti China
7 Miniopte magnater C
V 374 Scotomanes ornatus Vietnam
: J /U PIPISTrellus hatnusil SWITZE
%JQ001749 Eptesicus serotinus Germany

6. abra Bayesianus hepevirus torzsfa a teljes genomok alapjan. A kékkel jelolt mintak
a jelen dolgozatban targyaltak.
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Tree scale: 1 ——

100 HQ731075 Oncorhynchus clarkii USA
oON513427 Pipistrellus pygmaeus Sweden
lr MT815970 Plstrellus nathusii Switzerland
oo LC 340969 Plecotus sacrimontis Japan
1 KX513953 Myaotis davidii China
WE 715534 Myaotis ricketti China
715533 Miniopterus magnater China
i 01748 Myotis bechsteinii Germany
8 b 001746 My0t|s daubentonii Germany

10040001 74 Of1S daubenton erman

1.00

9 pb.C 40970 Eptesicus japonensis Japan
. 0340968 Epte3|cus japonenS|s Japan

nama

DPO o
pomderos abae Ghana
715539 Pipistrellus abramus China
210623 Pipistrellus abramus China

k]562187 Rhinolophus ferrumequinum China

W249014 Desmodus rotundus Peru
W249011 Desmodus rotundus Peru
MW249013 Desmodus rotundus Peru
W249012 Desmodus rotundus Peru
210622 Rhinolophus sinicus China
AY535004 Gallus gallus USA
oo— KX589065 Egretta garzetta Hunga
o— KY432899 Cricetulus barabensis China
oo— KF951328 Alces alces Sweden
wo— MG020024 Eothenomys melanogaster China
xMG020022 8odemus chevrieri China

oo JN298606 Mustela putorius Netherlands

09 GU345042 Rattus norvegicus Germany
, QABS'/;L§435 Sus scrofa Japan
o AB602441 Sus scrofa Japan
OA.]272108 Homo sapiens China
oo KX578717 Homo sapiens Mexico
TwM73218 Homo sapiens
0745 KJ496143 Camelus dromedarius United Arab Emirates

049755 KX387865 Camelus bactrianus United Arab Emirates

Lo AF082843 Sus scrofa domestica

0.93

7. abra Bayesianus hepevirus torzsfa az RARp régio alapjan. A kékkel jelolt mintak a
jelen dolgozatban targyaltak.
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6. DISZKUSSZIO

A denevérek Okologiai szerepiik mellett virusrezervoarként is kulcsfontossagiak, amit a
jelen tanulmany eredményei is megerdsitenek. Kutatasunk alatamasztja, milyen elképeszt6
gazdag virusdiverzitas buvik meg a délkelet-dzsiai denevérekben, ahogy erre tobb mas

kutatas is ramutatott [35-37].

A korabbi vizsgalatokban szamos viruscsoport tagjait Kimutattdk mar Vietnambol, az
altalunk talaltakon kiviil tobbek kozott astrovirusokat, bunyavirusokat, paramyxovirusokat,
filovirusokat, lyssavirusokat, hantavirusokat, stb. [38—41]. A paramyxovirusoknak 0] tagjait
fedezték fel, az ebbe a csaladba tartozo, repiilérokakban (Pteropus nemzetség) eldforduld
Nipah virust — mely a WHO betegség prioritasi listajan is szerepel — még csak szerologiai
vizsgalatokkal talaltak meg [42]. Az Gij paramyxovirusok filogenetikai elemzése azt mutatta,
hogy a denevér-paramyxovirusok, valamint a denevér- ¢és patkdny-koronavirusok
rokonsagban allnak a Fold egyéb régioiban eléforduld denevérek és ragesalok virusaival,
azonban nem taldltak fajok kozotti virusatvitelt a vietndmi denevér- és patkanypopulaciok
kozott [41]. Ez a tanulmany azt is kimutatta, hogy 0j, potencialisan jelentds paramyxovirus-
¢s koronavirus-variansok gyakran fordulnak el Vietndm denevér- és patkanypopulacidiban,

ami ramutat ezen virusok tovabbi vizsgalatanak sziikségességére [41].

A veszettség az egyik legkorabban azonositott és legjobban tanulmanyozott fert6z6 betegség
[43], mégis a lyssavirusokrol és f6 természetes gazdaikrol, a denevérekrél még mindig kevés
ismeret all rendelkezésre [44]. Ez a zoonézis akut, progressziv és gyogyithatatlan virusos
agyvelOgyulladast okoz, amelyet klinikailag kozponti idegrendszeri rendellenességek
jellemeznek, kezelés hianyaban végiil halalhoz vezet [45]. A betegséget a Rhabdoviridae
csaladba tartozé kiilonbozd lyssavirus fajok okozzak [46]. Egy Eszak-Vietnamban végzett
kutatas soran szerologiai vizsgalatokkal kimutattak, hogy az ott ¢16 denevérekben kiilonb6z6
lyssavirusok ellen termelddott antitestek vannak jelen, koztik a veszettség virusaval
(RABV) szembeni antitestek is. A vizsgalatok arra utaltak, hogy a denevérek tobbféle
lyssavirussal keriilhettek kapcsolatba, de a pontos virusok nem azonosithatok, mivel

virusokat nem izolaltak. Az antitestek jelenléte ugyanakkor megerdsitette, hogy a denevérek

ezeknek a virusoknak a hordozoi lehetnek [47].

A virusok koziil tobb komoly zoonotikus potenciallal rendelkezik, ami kiemelt jelentoségii
a kozegészségligyi kockazatok szempontjabol, kiillonosen mivel a délkelet-azsiai régioban a
denevérek és az emberek kozotti érintkezés viszonylag gyakori. Az éléhelyek pusztitasa, a
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denevérszallashelyek eltlinése miatt az emberek és denevérek gyakran keriilnek kapcsolatba,
mivel azok bekdltozhetnek az emberi €pitményekbe. Még manapsag is gyakori jelenség a
guand kitermelése barlangokbol, egyéb épitményekbdl, mivel rendkiviil gazdag
tapanyagokban és elOszeretettel hasznaljak fel a mez6gazdasagban tragyazasra [10]. Egy
tovabbi rendkivill jelentds tényez6 a denevérek taplalékként vald felhasznalasa [9]. Nem
csak a nagyobb testli repiilokutydkat, hanem még a kisebb méretii rovarevé denevéreket is
fogyasztjak a helyi emberek. Patogének egyrészt a nem megfelelden elkészitett taplalékkal,
vagy mas — az allatpiacokon a denevérekkel egyiitt tartott — allatokon keresztiil juthatnak be

az emberekbe.

Az 55 vietnami denevérguandé minta metagenomikai vizsgalata soran szinte minden
mintabol legalabb egy virus kimutathatd volt az alabbi viruscsalddokbol: koronavirusok,
adenovirusok, circovirusok, hepatitis B virusok, hepatitis E virusok, herpeszvirusok,
picornavirusok, genomovirusok €s parvovirusok. Természetesen nagy mennyiségii taplalék
eredetll virust is taldltunk, melyek az elfogyasztott rovarok, egyéb izeltlabuakbol kertiltek a
denevérek iiriilékébe. Az adatok kiértékelése soran ezért kiilondsen figyelni kellett az olyan
viruscsoportokra, melyek gerinces és gerinctelen gazdaban egyarant megtalalhatoak (pl.
cirkovirusok). A fentieken kiviil nagy mennyiségben taldltunk fagokat is, melyek a

denevérekben talalhato baktériumokat fertézték és igy eléfordulnak a denevérguanodban is.

Jelen kutatasban az alfakoronavirusok és a hepatitis E virusok filogenetikdjat vizsgaltuk,
amihez megprobaltunk teljes vagy kozel teljes genomokat Osszeallitani, ez az
alfakoronavirusoknal Gsszesen hét mintabdl, hepevirusoknal pedig kettébol sikeriilt. Az
alfakoronavirusok két nemzetséghez tartoztak (Pedacovirus és Decacovirus), melyek

mindegyike elsdsorban denevérekben eléforduld virusokat foglal magaba.

A Pedacovirus nemzetségbe tartozo, Kerivoula hardwickii-ben megtalalt alfakoronavirus
viszonylag kozel helyezkedik el a torzsfan a szintén ide tartozd sertések jarvanyos
hasmenését okozo virussal (PEDV). Hasonl6 kapcsolatot mar korabbi kutatés is feltart, ami
arra utalhat, hogy a denevérek szerepe a virusok fajok kozotti atugrasaban és azok
nem sertéseket fertézé virust a Myotis horsfieldii denevérfajbol mutattak ki. Ez a virus
annyira hasonl6 a PEDV-hez, hogy nagy a valdszinlisége annak, hogy a PEDV denevér
eredetii. Kambodzsaban, ahol a Myotis horsfieldii-t mintaztak gyakran el6fordul, hogy a

Myotis nemzetségbe tartozd denevérek épiiletekben vagy istallokban tanyaznak, igy
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eléfordulhat, hogy ilyen modon fertdzddtek meg a sertések [35]. Eszak-Vietnambol, a Tan
Lap barlangbol Mops plicatus denevérbél mutattak ki PEDV-szeri virust mas
alfakoronavirusokkal egyetemben [13]. Ezek a virusok a vietnami denevérpopulaciokban
valo jelenlétiik miatt fontos szerepet jatszhatnak a gazdasagi allatokra, kiilonosen a
sertésekre veszélyes jarvanyok kialakuldsaban. A PEDV a sertéspopuldcioban sulyos
gazdasagi karokat okozott, és kozeli rokonanak azonositdsa a denevérekben azt sugallja,

hogy ezek a virusok egy Gijabb kozegészségiigyi veszélyforrast jelenthetnek [13].

Erdekes modon az egy helyen gyiijtott, de két kiilon fajban, harom Rhinolophus lepidus-ban
¢és egy Hipposideros armiger-ben talalt koronavirusok szinte teljesen megegyeztek. Bar nem
ugyanazon ¢&jszaka fogtdk be Oket, elképzelhetd, hogy egyazon kolénia tagjai. A
koronavirusok vizelettel, aeroszollal és iiriilékkel is terjedhetnek, a kolonidkban esetenként

szoros kontaktusban 1év6 allatok konnyedén megfert6zhetik egymast.

A mintavételi helyszinek ,,evolucios 1éptékkel” nincsenek nagy tavolsdgra Kambodzsatol,
ez magyarazatot adhat arra, hogy a Rhinolophus microglobosus-ban talalt koronavirus
viszonylag kozel all a szintén ebbe a nemzetségbe tartozé Rhinolophus shameli-bol
kimutatott virussal. Bar a patkdsdenevérek (Rhinolophus nemzetség) altalaban nem
vonulnak nagyobb tavolsagokra, elképzelhetd, hogy a most megtalalt koronavirus és rokonai

ezen a Dél-Vietnam, Kambodzsa teriileten cirkuldlnak a denevérpopulaciokban.

A hepatitis E virusokkal kapcsolatos eredmények megerdsitik, hogy a denevérek nemcsak
természetes gazdaszervezetek, hanem olyan virusok rezervoarjai is, amelyek zoonotikus
atvitelére szintén van esély. A HEV zoonotikus terjedése kiilondsen fontos lehet olyan
tertileteken, ahol az emberek és denevérek kozotti érintkezés gyakoribb, példaul a
guanogyiijté farmokon. Kordbbi kutatdsok mar felvetették, hogy a guanogytijtés soran az
emberek potencidlisan ki vannak téve a denevérek altal hordozott virusoknak, koztiik a
hepatitis E virusnak is [21]. Az ezekrdl a teriiletekrdl szarmazo mintak vizsgalata soran talalt
HEV-ek genetikai sokfélesége tovabb erdsiti ezt a megallapitast, kiemelve, hogy a denevérek
¢s a hepatitis E virusok kozotti kapcsolat hosszl tavu evolucios egylittélés eredménye lehet.
Ezek az eredmények is alatamasztjak, hogy a denevérek kulcsfontossagu szereplok a HEV

crer

denevérek, mint természetes rezervoarok kozott [21].

A hepevirusok RdRp génjén és teljes genomokon alapuld torzsfak kozotti kiilonbség jol

mutatja, hogy mennyire fontos a megfeleld génszakasz, esetleg teljes genom kivalasztasa a
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filogenetikai elemzéseknél. Az RNS virusok kutatdsa soran daltaldban a viszonylag
konzervalt RdRp gént szoktak vizsgalni, ezért altaldban jelentsen tobb gazdafajbol all
rendelkezésre szekvencia az analizishez. Nincs ez masként a hepevirusok esetében sem,
ezért fordulhatott elé, hogy mig a teljes genomokbdl allo torzsfan a Kerivoula titania
hepevirus két Pipistrellus abramus-hoz (4zsiai simaorra denevér-félék kozé tartoznak, mint
a Kerivoula titania) allt kozel, addig az RdRp torzsfan afrikai Hipposideros abae-vel mutat
kozelebbi rokonsagot. Eredményeink azt is feltételezik, hogy a denevérek a hepevirusoknak
is rezervoar szervezetei, annak ellenére, hogy viszonylag kevés hepevirus fajt ismeriink

beldliik, egyre tobb 1) keriil eld.

Mind a koronavirusok mind a hepevirusok a Ta Dung Természetvédelmi Teriilet mintavételi
pontjain keriiltek el6. A Ho Shi Minh-varosban 1évé mintavételi pontokon is talaltunk
azonban virusokat, bar kisebb mennyiségben. A mintazott fajkészlet is alacsonyabb volt a
varoshoz kozeli, viszonylag degradalt éldhelyen, mely magyarazhatja, hogy a koronavirusok

¢és hepevirusok esetében is inkabb a természetes €¢l6helyeken talaltuk meg Oket.

A denevérek virusaival végzett vizsgalataink eredményei minddssze kiegészitik azt a
komplex képet, amit a koronavirus jarvanyok miatt fellendiilt denevérvirus kutatasok eddig

elértek, ¢és jelzik a teriilet tovabbi intenziv kutatdsdnak fontossagat.
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