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1. Bevezetés

1.1. A denevérek és zoonotikus szerepiik

Zoondzisnak hivunk minden olyan betegséget, melyek gerinces allatrdl terjednek at
emberre természetes uton. Ide értjiik mind a virusos, mind pedig az egyéb, példaul bakterialis
vagy gombds eredetli megbetegedéseket is (WHO). A denevérek, mint repiild emldsok,
hosszu evolucids multtal és kimagasloan nagy fajdiverzitassal komoly jelentdséggel birnak a
kiilonféle virusok és viralis zoonozisok terjesztésében, melynek nem csupan egészségiigyi, de
komoly evolucios-filogenetikai jelentdsége is van. Luis és munkatarsai egy 2013-as
tanulmanyukban kimutattdk, hogy a denevérek szignifikdnsan tobb potencidlisan zoonotikus
agens hordozoéi lehetnek, mint példaul a ragcsalok, ezért komoly érdeklddésre tarthatnak
szamot a témat kutatok korében (Luis et al. 2013.).

A ma €16 denevérek rendje (Chiroptera) a legszélesebb korben elterjedt, legnagyobb
szamu ¢s morfologiailag legdiverzebb, repiilni képes emldscsoport. A Chiroptera rendje
koriilbeliil 1250 fajt foglal magaba, ebbdl Eurdpaban 32, hazdnkban 28 faj taldlhatd6 meg
(Bihari et al. 2007.). A denevérek az emlésoknek megkdzelitleg 1/5-ét teszik ki, rendje 2
alrendre oszthato, a Yangochiroptera és a Yinpterochiroptera alrendre. A Yangochiroptera
alrendbe a Repiilékutyak (Pteropodidae) és a Patkos-denevérszeriick (Rhinolophoidea), mig a
Yinpterochiroptera alrendbe a Szabadfarkti (Emballonuroidea) denevérek, a Halaszdenevér-
szertiek (Noctilionoidea) és a Simaorru denevérszeriiek (Vespertilionoidea) tartoznak (Teeling
et al. 2005). A denevérek rendje az egyetlen szarazfoldi emldscsoport, amely olyan egyedi
tulajdonsagokat fejlesztett ki evolucid soran, mint példaul a repiilés vagy a tajékozodas
visszavert hang segitségével (echolokacio) (Wang et al 2011). Gyakran élnek nagy (akar tobb
szazezres) koloniakban, a kiilonb6z0 fajok kozos éldhelyen osztoznak, ezaltal és repiilési
képességiiket figyelembe véve képesek a kiilonféle virusok nagy tavolsagra valo eljuttatdsara
(Wynne et al 2013).

A denevérek éjszakai allatok, igy nappali buvohelyre van sziikségiik. Ezek lehetnek
odvak, barlangok, iiregek vagy fak lombjai. A ndvekvd urbanizacid hatasara panelhazak
réseibe, épliletek padléastereibe is befészkelhetik magukat. Az olyan természetre karos
antropogén hatasok, mint az urbanizacio és a természetes él6helyek pusztitdsa, mind noveli a
denevérek és emberek vagy haziallataik kozti érintkezés lehetoségét, melynek komoly

transzmisszios szerepe lehet. Jelen ismereteink szerint a leggyakoribb transzmisszios
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utvonalak denevérek és emberek kozott a direkt kontaktus, példdul harapés éltal, a denevérek
guandjaval valo érintkezés, fertdzott szervekkel (elhullott allat) vald kontaktus és a fertdzott
koztesgazdakkal (sertés, macska) torténd érintkezés (Wong et al 2007.).

Bizonyos, denevérek altal hordozott virus zoonotikus potencialjara szamos példat
taldlunk az elmult évtizedek jarvanyai kozott. Példaként emlithetjiik a Nipah virus malajziai
¢s bangladesi megjelenését (Luby et al 2013.), a Hendra virus ausztraliai megjelenését
(Clayton et al 2013.), vagy az Ebolavirus altal okozott, jelenleg is tombold jarvanyt Nyugat-
Afrikaban (Piot et al. 2014.). A denevérek kapcsolatba hozhatoak tovabba a legujabb, MERS-
coronavirus (MERS-Middle Eastern Respiratory Syndrome) altal okozott emberi
megbetegedésekkel is, mint lehetséges természetes gazdaszervezetek, hiszen sikeresen
mutattak ki a MERS-Coronavirus genetikailag kozeli rokon virusait (Yang L et al. 2014.).

Szamos egyéb, evolucids-filogenetikai szempontbdl kimagasloan fontos virust
azonositottak az elmult években denevérekben, melyek zoonotikus képessége egyeldre nem
tisztazott. Példaként emlithetd a hepatitis E virus rokon virusainak kimutatdsa (Drexler et al.
2012.), két teljesen 1j influenza A szubtipus felfedezése (Mehle et al. 2014.) és hepatitis B
rokon virusok kimutatdsa amelyek meglepd modon képesek voltak humén hepatocitdk in vitro
fertézésére (Drexler et al. 2013.). Mig szdmos tanulmanyt taldlhatunk, melyek a kiilonféle
tropusi €lohelyeken ¢él6 denevérek viroldgiai szerepét kutatja, Europabol joval kevesebb
tanulmany 4all rendelkezésre. Az eurdpai denevérfauna virologiai célzati kutatdsa foleg az
olyan jol ismert viruscsoportokat érintette, mint a Lyssavirusok, Adenovirusok, Astrovirusok,
Coronavirusok (Kohl et al. 2014). Mddszertanilag kijelenthetjiik, hogy a célzott molekularis
Kimutatas és a virusizolalas szamitott f6 mddszertannak az eddigi Eurdpat érinté kutatasok
dontd tobbségében. Az ujgeneracids szekvenalas Uj tavlatokat nyitott az ismeretlen virusok
azonositasa terén is, mivel képes egy-egy mintabdl oriasi adathalmazt szolgaltatni, igy a

denevérvirusok kutatasahoz is hatékony eszkozként szolgal (Dacheux L et al. 2014).



1.2. A hossziszarnyu denevér és az altala hordozott virusok

Hosszszarnya denevér (Miniopterus schreibersii) kozepes termetii, nagyon jellegzetes
megjelenésti faj. Tobb ezres kolonidkat alkot, fontos szamdra a szallashely zavartalansaga,
ezért fokozottan sériilékeny. Eurdpai dlloménya komoly 1étszambeli veszteségeket szenvedett
és komoly veszélyeztetettségnek van kitéve a szamdara alkalmas él6helyek ritkuldsa és
zavarasa miatt. Kizarolag repiilé rovarokat fogyaszt6, Europaban megtaldlhato leggyorsabb
denevérfaj, mely hatalmas tavolsagok megtételére képes. Elterjedése Eurdpaban széleskorii
(I. dbra), alfajaival egyiitt Oce4niaban, Azsidban és Afrika egyes részein is megtalalhat6
(Gombkdtd et al 2007.). A faj szerepe tobb viruscsoport hordozdséban is bizonyitast nyert
Europdban. Az elmult évek sordan Eurdpdban 0j Lyssavirust (Aréchiga et al. 2013.), Uj
Astrovirust (Kemenesi et al. 2014.) ¢és meglepé6 mddon egy eddig teljesen ismeretlen
Filovirust azonositottak (Negredo et al. 2011.). Valosziniileg az Eurdpaban egyediilalloan
nagyszamu egyedet tOomoritd kolonizaciés szokasaik ¢és egyéb fajokkal torténd
¢léhelymegosztasuknak koszonhetd, hogy bizonyos esetekben igen magas prevalenciaval

hordozhatnak virusokat az egyes koloniak (Kemenesi et al. 2014.)

L.dabra: A M. schreibersii denevérfaj elterjedése, az eddig ismert alfajok feltiintetése
nélkiil. (forras: IUCN)



1.3. A picornavirusok

A picornavirusok (PV) kisméretli, burokkal rendelkezd virusok, pozitiv-egyszalu, ~7-9
kilobazis hossztusdgua RNS genommal. A Picornaviridae viruscsaldd, a Picornavirales rendbe
tartozik és jelenleg 26 genust és 46 virust sorolunk ide (Knowles et al. 2012., ICTV Master
Species List 2013.). A PV genom egy kovalensen az 5’ véghez kotddo polipeptidet kodol
(VPg), melyet az 5’ nem transzlalodo régid (Untranslated Region - UTR) kovet, ahol a
virusreplikécioban kulcsfontossagu internalis riboszoma belépd helyek taldlhatoak (IRES). Az
IRES elemek alapvetd szerepe a virusreplikdcioban az, hogy a gazdasejt mRNS atirasanak
csendesitése mellett a virdlis RNS atirdsa végbe mehessen. Az IRES motivumok olyan
masodlagos RNS strukturdk, melyek lehetdséget biztositanak a riboszoma belépéséhez a
genomszekvencidn beliil, mivel a virusreplikdci6 soran a 5’ cap strukturaval rendelkezo,
gazda eredetli RNS-esek gatolva vannak (Evstafieva et al 1991.). A nyitott leolvasasi keret
egyetlen poliproteint kddol, amely a virus replikacidja sordn proteolitikus hasitdsokon megy
keresztiil. Ezt egy rovid 3° UTR szekvencia koveti, melynek szintén meghatarozhatd
masodlagos RNS struktiraja van, azonban ennek a viralis replikacidban betoltott szerepe még
nem tisztazott. A Picornaviridae csaladra altalanosan felirhaté genomorganizacioé a 2. dbrdn
lathato. Altalanosan elmondhaté, hogy a P1 régio kodolja a strukturalis fehérjéket, mig a P2

¢és P3 régio felelds a replikdcios-nem strukturalis fehérjék kodolasaért.

A palyamunka szempontjabol fontos tovabba emlitést tenniink a picornavirusok
zoonotikus jelentdségérdl. A picornavirusok az allatok széles skdldjaban megtalalhatoak,
korképiiket tekintve foként 1€gzdszervi, szivet érintd, kiilonféle majbetegségeket, neuroldgiai
¢és bizonyos esetekben szisztémas fertézésekben van szerepiik valtozé stlyossaggal (Tracy et
al. 2006.). Szamos tanulméany foglalkozik tovabba a picornavirusok fajok kozti terjedési
képességével, mely nem példanélkiili. Lim €s munkatarsai bizonyitottak egy ragcsalo eredetii
PV  human megbetegedésben betoltott szerepét, tovabba Yu ¢és munkatérsai
szeroepidemiologiai kapcsolatot talaltak egy sertés eredetii PV és human megbetegedések

kozott (Lim et al. 2014., Yu et al. 2013.)
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Alternative cleavage

2.dbra: A Picornaviridae viruscsalad altalanos genomorganizacioja (forras: ViralZone)




2. Célkituzések

Kutatasunk o célkitiizése a M. schreibersii denevérfaj mélyrehatd virologiai vizsgalata
volt a molekularis biologia 10j eszkOztaranak, az Wjgeneracidés szekvenalasnak a
felhasznalasaval. Mivel egy kiilonlegesen diverz és széles elterjedésti denevérfajrol van szo,
megismerése az altalanos okolodgiai igényeinek felmérésén til mikrobidlis szinten is igen
fontos. Alapvetd célunk volt olyan virusok azonositasa, melyek akar allat — vagy human

egészségiigyi, akar evolucios-filogenetikai jelentdséggel birhatnak.

Tovabbi célkitiizésiink volt az ily médon azonositott virusok mélyrehatéd filogenetikai és
genomikai elemzése, mely a modern szamitastechnika kordban alapvetd fontossdgu és a
virusok szaporitdsa nélkiil és az in vitro kisérleteket megelézden, kovetkeztetni enged a

virusok bizonyos molekularis mechanizmusaira, tulajdonséagaira.



3. Anyagok és Modszerek

3.1.  Terepi mintavételezés

A terepi mintavételezést 2013-ban végeztikk, a denevérek nasziddszakaban, az éves
naszhalozas alkalmaval a Villany melletti Szarsomlyd hegységen. A mintavételezés évében a
barlangban talalhaté M. schreibersii kolonia becsiilt mérete 1000-1500 példany volt. A
denevérek befogasa a barlang nyilasatol ~10 méterre elhelyezett hurcsapdaval tortént. A
denevérek faj szintli meghatarozasat tapasztalt denevérkutatok végezték. A naszhal6zas soran
szokdsos mérések (testtomeg, alkarhossz, korbecslés) elvégzését kovetden az allatokat
eldobhato, steril papirzsakokba helyeztik maximum 10 perc idétartamra (3. dbra). A
papirzsédkok ventillacioja 5 mm nagysaga lyukakkal tortént meg. A papirzsdkokba helyezett
denevérek a varakozasi 1d6 alatt a zsakba iiritenek, a guano igy kereszt-kontaminacié nélkiil
gyljthetd. Az elengedett allatokat koromlakkal jeloltiik, igy a tobbszori mintavételezést
elkeriiltik. A begylijtott mintakat a terepen 500 ul RNAlater (Qiagen Germany) oldatba
helyeztilk és szarazjégen széllitottuk a laboratéoriumba. A denevérek szigortan védett
allatfajok, ezért mintavételezésiik csak nem invaziv eljarassal torténhet és szigortan
engedélyhez kotott. Mintavételezésiink engedélyét az illetékes hatosag (Dél-dunantuli
Kornyezetvédelmi, Természetvédelmi és Viziigyi Feliigyeloség) adta ki 14/2138-7/2011-es

engedélyszamon.

3.abra: A papirzsakokba helyezett denevérek a terepi mintavételezés alatt



3.2. Laboratoriumi kimutatas és analizisek

A mintak homogenizalasat, automata homogenizatorral végeztiikk, 5 percig 30 Hz-es
frekvencian (Qiagen TissueLyser II), majd szobahOmérsékleten 17 000 g sebességgel 10
percig centrifugaltuk. A tovabbi RNS extrakciohoz 200 pl-nyi feliiliszot hasznaltunk. Az
RNS extrakciot a Diagon Viral NA Extraction Kit felhasznalasaval készitettiik, a gyart6 altal
el6irt protokollt kovetve. A tisztitott nukleinsavbol mintanként 5 pl-t vittiink tovabb random
priming PCR amplifikaciora, melynek soran 2 1épésben valositottunk meg a random
amplifikaciot. Elso 1épésben hagyomanyosan AMYV reverz transzkriptaz (Promega), €s egy az
5 végén 21 nukleotidbol 4ll6 szekvenciat tartalmazd random hexamer primer
felhasznalasaval hajtottunk végre atirast, a gyartd altal eldirt protokollt kovetve. A felhasznalt
program: 25 °C — 10 perc; 42 °C — 1 ¢6ra; 72 °C — 15 perc volt. A reverz-transzkripciot (RT)
kovetéen az amplifikacid 40 cikluson keresztiil Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(ThermoScientific) és a RT-hoz hasznalt primer 21 nukleotidjara komplementer szekvenciaju
primer hasznalataval és 3 ul cDNS templattal tortént meg a gyarto altal eldirt kdvetelmények
betartasaval. A felhasznalt program a kdvetkezé volt: 98 °C — 3 perc; [98 °C - 15 masodperc;
48 °C — 30 masodperc; 72 °C — 2 perc] x 40; 72 °C — 8 perc. A metagenomikai konyvtar
készitését NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for Ion Torrent
felhasznalasaval, a gyartd altal eldirt protokollt kovetve végeztik el. A méretszelekcios
1épéshez E-Gel® SizeSelect™ (Life Technologies) rendszert hasznaltunk. A tovabbi 1épések
(emulzids PCR, szekvenalas) 1épései soran, eldzetesen publikalt és optimalizalt modszereket
alkalmaztunk (Fehér et al. 2014.). A Bioinformatikai analizishez a 40 bp-nal hosszabb
szekvencia olvasatok keriiltek felhasznalasra és 0sszevetésre 1,7 millio viralis szekvenciaval
(GenBank). A de novo szekvenciaillesztéseket és a referenciatérképezést a CLC Genomics

Workbench elemz6csomaggal végeztiik el.

Az 5 és 3’ UTR régiok amplifikaciojahoz a 2™ Generation 5°/3° RACE kit (Roche)
segitségével tortént meg a gyarto altal eldirt protokollt kdvetve. A kutatas soran elvégzett RT-
PCR reakciokhoz a SuperScript III One-Step RT-PCR System with Platinum Taqg DNA
Polimerase (Invitrogen)-t hasznaltuk, a gyart6 altal javasolt protokollt kdvetve. A tovabbi
szekvenalasi reakciokat ABI PRISM 310 Genetic Analyzer automata szekvenalon végeztiik
el. A szekvenciak szerkesztéséhez és illesztéséhez GeneDoc 3.2 és ClustalX 2.0 szoftvereket
alkalmaztunk. A filogenetikai elemzéseket MEGA V5.0 szoftverrel hajtottuk végre

Maximum-Likelihood paraméter beallitassal. A bootstrap szimulaciok értéke 1000 volt. Az 5’
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¢s 3> UTR régiok masodlagos RNS struktirajanak meghatdrozdsa az Mfold program
segitségével tortént meg (Zuker 2003.).
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Laboratériumi eredmények

A terepi mintavételezés soran 13 M. schreibersii denevér guano mintajat gytjtottiik be és
dolgoztuk fel metagenomikai mddszerekkel. Az analizisek soran két minta esetében kaptunk
picornavirus eredetii szekvencia toredékeket. Az egyiknél 14 olvasatban egy 416 bp
hosszusagu szakaszt, a masik mintandl pedig 15 olvasatban egy 465 bp hosszisagu
szekvenciat. Az ismeretlen szekvenciarészleteket 3° RACE-PCR ¢és Long Range PCR
reakciok soran amplifikaltuk a metagenomikai analizisek soran nyert szekvenciatdredékekre
tervezett primerekkel (4. dbra). Az igy nyert 465 bp hosszusagh szakaszra, amely
lokalizaciojat tekintve a P3 genomi régidba esett (konzervativ, nem strukturalis kodolo régio)
szird primerpart terveztiink, hogy megtudjuk a virusra pozitiv mintdk szdmat a
mintadllomanyunkbol. A 13 mintabodl 6 esetben igazoltuk a virus jelenlétét. A 6 pozitiv minta
esetében sikeresen meghataroztuk a teljes kodold régié szekvencidjat, tovabba a teljes 3’UTR
¢és részlegesen az 5° UTR régiokat is. Az altalunk meghatarozott szekvencia hossza 7947 bp, a
legnagyobb homologiat mutatd referenciaszekvencidhoz (GenBank szam: JQ814851) képest

az 5’ vég ~ 500bp hosszisagh szakasza hianyozik.

Long range PCR

3’ RACE PCR

IRES

S'Q%»,J—’ LI VPO I VP3 | VP1 lel 2B l 2Chd I 3A I3B| klo I 3peel P‘w
‘ v

4.dbra: A metagenomikai analizis soran nyert szekvenciatéredékek ¢és a

genomszekvencia feltarasahoz hasznalt PCR reakciok sematikus abrazolasa
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4.2 Genomikai elemzések eredményei

Genomikai elemzésiinkh6z a  tdmpontot a legnagyobb homologidt mutatd
referenciaszekvencia nyujtotta (GenBank szdm: JQ814851). A Kodolo régio teljes hossza
2284 aminosav (as). A genomorganizacio jellegzetes sémat mutatott: 5S’UTR[L-P1(VPO, VP3,
VP1)-P2(2A,2B,2C"™-P3(3A,3BV™9,3CP° 3D |3’ UTR-poly(A). A  genomorganizacié
sematikus dbrdja és a tovabbiakban feltiintetett aminosav motivumok abrazoléasat az 5. dbra
tartalmazza. A lehetséges hasitohelyek meghatarozasahoz a referenciaszekvenciat és a
NetPicoRNA predikcios szervert hasznaltuk fel. A referencia szekvencia, a Mischivirus A,

melyet M. schreibersii denevérekbdl mutattak ki Kinaban (Wu et al. 2012.).

L P1 P2 P3
1 97 423 654 907 962 1157 1483 15801600 1817 2284
Yy v \J \j Yy \j y vy \j \J
‘ L ‘ VPO | VP3 | VP1 ‘ 2A ‘ 2B ‘ 2Chel | 3A |3B‘ 3Cpro | 3Dpo!
E/G) Q/A E/G E/G| G/P AIG ‘ " E/G Q/G Q/G | E/G |
I I i ’ E ‘ i E i gmoo'—KR
| | ED1331DLGO EG]7?5MH3 E Y9151GDD
v v v v | v
GosGNSS DosslEENPG/P  Giypg,KPGTGKS Gis7YCG | GpiosGLPSG
Kg76DEIR

5.dbra: A teljes kodolo régio organizacidja, a kodolt fehérjék mérete aminosavban, a
régiok hatarat jelentd aminosav parok és a konzervalt aminosav motivumok

szaggatott nyilakkal jeldlve a poziciojukban.

Az L protein nem tartalmazta a papin-szerii tiol proteazok katalitikus diadjat (Cys és His)
(Gorbalenya et al. 1991.), sem pedig a CHCC cink-k6té motivumot (Chen et al. 1995.). A
szekvenciaillesztések alapjan nem kovetkeztethetiink a VPO proteolitikus hasitdsara VP4 és
VP2 fehérjékké. A VPO/VP3 és VP3/VP1 hasitéasi helyeket kivéve a referenciaszekvencidval
(Wu et al 2012.) azonos hasitasi mintazatot talaltunk: L/P1 (Eg7/G), P1/P2 (Egs/G), P2/P3
(E1480/G). A CDD (Conserved Domain Database) (Marchler-Bauer et al. 2011.) keresés
hasznalataval Rhv-szerti kapszid doméneket (cd00205), 2C RNS helikaz (pfam00910), 3C
cisztein-proteaz (pfam00548) és 3D RdRp (cd01699) karakterisztikus picornavirus
motivumokat irtunk le. A VPO potencidlis mirisztilaciés motivumot tartalmazott (GxxxS —
GogGNSS). A 2A protein a DXEXNPG/P (DgsslEENPGP) konzervalt hasitohellyel
rendelkezett. Hasonléan mas picornavirusokhoz a 2C proteinban megtalalhaté a konzervalt

NTP-k6td GxxGxGKS (G1282KPGTGKS) és helikaz DDLxQ (D133:DLGQ) motivumok. A

13



3CP™ Katalitikus triddja H-D-C szintén megtalalhaté volt az altalunk feltart szekvencidkban
(H-E/D-C). Tartalmaztak tovabba a konzervalt aktiv protaz motivumot GxCG (G1757YCG),
egy GxH motivummal (G1775MH). A 3D protein Ki1979DEIR, G2100GLPSG, Y215:GDD és

F2200LKR konzervalt motivumokat tartalmazott (5. dbra).

A szekvenciaadatok ¢és a feltételezett masodlagos struktura alapjan az altalunk leirt
picornavirusok 5’UTR régioja Il-es tipusu IRES-t tartalmazott (6. dbra), hasonléan a
cosavirusokhoz, az encephalomyocarditis virushoz és a szdj-és koromfajas virushoz. Az
altalunk feltart részleges S’UTR szekvencidban sikeresen azonositottuk a {6 konzervalt
doméneket (H, I, J, K, L domének), melyeknek alapvetd szerep jut az IRES tipizalasban. Az
altalunk prediktalt masodlagos struktaraban, II-es tipusua IRES konzervalt motivumokat
azonositottunk: kettd6 A/C gazdag hurok régié az I domén apikalis részén; A-gazdag hurok a J
¢s K domének csatlakozasdnal. Az F domén, a cosavirusokhoz hasonldan tartalmazott egy 13
nukleotid nagysagli szekvencidt (AGGGUUCUAUCCU), illetve a H domén egy, az
encephalomyocarditis viruséval azonos szekvencidt tartalmazott (GGUCUUUCC). Tovabba
magas nukleotid szintii homologiat fedeztiink fel a J és D domének esetében, a fent mar
emlitett 3 virussal. Az altalunk leirt denevér picornavirus tartalmazott tovabba egy 8 nukleotid
hosszisagu oligopyrimidin traktust az L loopot kovetéen (6. dbra) (Kapoor et al. 2008.).
Meglepé modon a 329 és 440-es szakasz mind szekvencia szinten, mind pedig strukturalisan
is sok hasonlosagot mutat a cosavirusok ugyanezen szakaszaval (D, F, G loopok és a 364-383

kozotti pirimidin traktus).

A 3* UTR régié elemzése soran, az altalunk leirt szekvencia 76% nukleotidszekvencia
szintll azonossagot mutatott a fentebb mar emlitett referenciaszekvenciaval (Mischivirus A),
hossziisagat tekintve pedig 211 nukleotid alkotja. Erdekesség, hogy a 71 és 110 kozotti
szakasz 88%-os homologiat mutatott a Theiler's murine encephalomyelitis virussal
(Buckwalter et al. 2011.). Az Mfold (Zuker 2003.) program hasznalataval meghataroztuk a
régio feltételezhetd masodlagos strukturajat, mely 6 domént foglalt magaba (7. dbra). A C
domén egy AAGCCAgs.93 motivumot tartalmazott, mely az encephalomyocarditis virusok I
doménjében taldlhato, tovabba a D domén egy CCUUCU115.120 szekvenciat tartalmazott, ami
nagyon hasonlé az encephalomyocarditis virusok UCUUCU szekvencia motivumara (Duque
& Palmberg 2001.). Altalanosan elmondhaté, hogy a picornavirusok 3’ UTR régioja
masodlagos RNS struktirdkat tartalmaz, melyek szerepe feltételezhetéen kiilonféle viralis és

gazda eredetli fehérjék kotdhelye lehet (Rohll et al. 1995.).
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T.abra: A dolgozatban bemutatott denevér picornavirus 3°’UTR régiojanak

feltételezett masodlagos strukturaja, a feltételezett domének megjeldlésével.

A filogenetikai analiziseket a teljes kodold régiok dsszevetésével készitettiik el (8. dbra).
Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy az altalunk talalt picornavirus a Mischivirus genus tagja és
legkozelebbi rokona az emlitett genus egyetlen tagjanak, a Mischivirus A-nak (Wu et al.
2012.) am attol sajat monofiletikus agon elkiiloniil. A Mischivirus A viruson kiviil, denevér
eredetli picornavirusokat a Sapelovirus genus tartalmaz még, melyekkel nem mutatott kozeli
rokonsagot az altalunk leirt virus. A Sapelovirus genus tagjaival a P1, P2 és P3 régiok,
aminosav szinten, 32-37%, 35-39% és 29-32%-o0s homologiat mutattak, mely igen tavoli
rokonsagot feltételez. A denevér eredetli picornavirusok ilyen mértékli, am eddig csekély
mértékben feltart diverzitasa, a viruscsalad széleskorii elterjedésére és nagyfokl diverzitasara
utal a denevérek korében, melynek bizonyitdsa tovabbi kutatdmunkat tesz sziikségessé. A
homoldgiaviszonyok a kovetkezOk: 73%, 73-74%, 67%. A fobb aminosav motivumok,
melyeket eldzetesen leirtak a referenciaszekvenciaban (Mischivirus A), az altalunk detektalt
virusban is megtalalhatok voltak. Csupan kis méretbeli eltéréseket tapasztaltunk a két genom
organizéaciojaban, igy az Aaltalunk leirt virus: L protein 6 aminosavval rovidebb, a P2

poliprotein 1 aminosavval hosszabb és a P3 poliprotein 3 aminosavval rovidebb.
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72[ BatPV-V8/13/Hun (KP054274)
%k Bat-PV-V13/13/Hun (KP054277)
BatPV-V11/13/Hun (KP054275)
BatPV-V12/13/Hun (KP054276)
BatPV-V1/13/Hun (KP054273)
BatPV-V14/13/Hun (KP054278)
69 —— Mischivirus A (JQ814851)
% _|— Theilovirus (M20562)

100 Encephalomyocarditis virus (NC001479)
Seneca Valley virus (NC011349)
100 Cosavirus A (NC012800)
Foot-and-mouth disease virus (NC004004)
% 100 { Bovine rhinitis A virus (JN936206)
67 Bovine rhinitis B virus (NC010354)
Mosavirus A (JF973687)
Equine rhinitis B virus (NC003983)
Porcine teschovirus (NC003985)

N

100

100

100

100 Hunnivirus A (NC018668)
9_4| Cardicivirus A (JN819202)
% Rosavirus A (JF973686)
100 Aichivirus B (NC004421)
100 Aichivirus C (NC011829)

99

Aichivirus A (NC001918)
Salivirus A (NC012957)
Passerivirus A (NC014411)
100 Gallivirus A (NC018400)
— Oscivirus A2 (NC014413)
0 L Ogcivirus Al (NC014412)
- 100 I: Mesivirus-2 (KC811837)
ﬁ{ Mesivirus-1 (KC876003)
— Duck megrivirus LY (KC663628)
100 Chicken megrivirus B21 (KF961186)
Chicken megrivirus CHK-IV (KF961187)
100 Turkey megrivirus B407 (KF961188)
100 Melegrivirus A 0091.1 (HQ189775)
100 Melegrivirus A 2993D (NC021201)

100 94

100

100 Duck hepatitis A virus 2 (EF067924)
Y Duck hepatitis A virus 3 (EU352805)
100 — Duck hepatitis A virus 1 (DQ864514)

— Avisivirus A M176 (KC465954)
100 L—— Avisivirus A USA-INI (KC614703)
Human parechovirus (L02971)
100 _|:Ljungan virus (NC003976)
73 100 Sebokele virus (HF677705)
Pasivirus A (NC018226)
Hepatitis A virus (NC001489)
-Avian encephalomyocarditis virus (NC003990)
Aquamavirus A (NC009891)
i‘:Bﬁt picornavirus 1 LMH22A (HQ595341)
Bat picornavirus 1 NC16A (NC015940)

Bat picornavirus 2 MH9F (NC015941)
la io picornavirus 1 (JQ814852)
Bat picornavirus 3 TLC5F (NC015934)
Porcine sapelovirus (NC003987)
Simian sapelovirus (NC004451)
Rhinovirus C (NC009996)
Rhinovirus A (FJ445111)
Rhinovirus B (DQ473485)
Enterovirus E (NC001859)
Enterovirus F (NC021220)
Enterovirus G (NC004441)
Enterovirus H (AF326759)
Enterovirus C (NC002058)
Enterovirus D (AY426531)
Enterovirus B (M16560)
Enterovirus J (NC010415)
Enterovirus A (AY421760)
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100
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Cardiovirus

Senecavirus
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Aphthovirus
Mosavirus
Erbovirus
Teschovirus
Hunnivirus
Dicipivirus
Rosavirus
Kobuvirus
Salivirus

Passerivirus
Gallivirus

Oscivirus

Megrivirus

Avihepatovirus

Avisivirus

Parechovirus

Pasivirus
Hepatovirus
Tremovirus
Aguamavirus

Sapelovirus

Enterovirus

17



8.dbra: A teljes kodolo régio (6852 bp) filogenetikai analizise. A filogenetikai fa
elkészitétse MEGA v5.0 szoftverrel tortént neighbour-joining algoritmus
hasznalataval, Maximum Composite Likelihood paraméterbeallitdssal. Az eddig
ismert denevér eredetli picornavirusok sziirkén kiemelve. Az altalunk leirt

virustorzseket vastag betiivel jeloltiik.
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5. Osszefoglalas

A palyamunka Osszegzéseként elmondhatjuk, hogy Eurdpai denevérekbdl elsdként,
sikeresen kimutattunk ¢és karakterizaltunk egy 10j picornavirust. Az altalunk leirt virus
legkozelebbi rokonat Kinaban azonositottak, ezzel a M. schreibersii komoly virologiai
szerepét tovabb noveltiik, hiszen az altalunk leirt virus és gazdaallatdnak hosszu foldrajzi és
koevolucios multjardl alkothattunk képet. A filogenetikai analizisekbdl és a tobbi denevér
eredetii picornavirus (Sapelovirusok) rokonsagi fokabol a viruscsalad eddig fel nem ismert
diverzitdsara gyanakszunk a denevérek korében Eurdpdban is, melynek feltarasahoz tovabbi

kutatasok sziikségesek.

Az altalunk kimutatott virus legkozelebbi rokonanak a Mischivirus genus egyetlen eddig
leirt tagja, a Mischivirus A bizonyult, de a genuson beliil hatarozott monoflietikus agon

elkiiloniil a két virus, igy feltételezhetden a genus egy Gjabb tagjat azonositottuk Eurdpaban.
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