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I. Roviditések jegyzéke

ZEBOV - Zaire ebolavirus

MARYV — Marburg Marburgvirus

LLOV - Lloviu cuevavirus

SUDV — Sudan ebolavirus

RESTV — Reston ebolavirus

TAFV — Tai Forest ebolavirus

GP - glikoprotein

M. sch — Miniopterus schreibersii , hossztiszérnyu denevér
ONT - Oxford Nanopore Technologies
RNS-FISH — RNS fluoreszcens in situ hibridizacio
cDNS - copy DNS



I1. Bevezet6

A fert6z6 betegségek megjelenését, mas fajokra torténd ugrasat, vagyis gazdavaltasat és
elterjedését szamos tényezd befolyasolhatja, mint példaul a gazdadllat elterjedése és 6kologiai
sajatossagai. A sok egyéb paraméter mellett, fontos szempont a patogén jelenléte, prevalenciaja
és szezonalitasa is. Illetve a patogéneknek szamos akadalyon kell atjutniuk ahhoz, hogy tényleges
fert6zést és megbetegedést tudjanak okozi. Ilyen barrierek tobbek kozott a patogén elterjedése,
allatok kozotti fertézése, a gazdaéllat Altali {iritése, majd ttlélése és kapcsolata az
embrekkel(1.Abra). Ezen tényezSk vizsgalataval atfogé képet kaphatunk egyes kérokozokrél és a
fert6z6 betegségek altal jelentett tényleges egészségiigyi kockazatrol is, és el6segitik a pandémias
felkésziilést is. Ezen teriileteket és kérdéskoroket szintetizal6 tudoméanyag a betegségokoldgia,
mellyel lehetséges a zoonétikus fert6zések okologidjanak feltardsa az ember-allat kapcsolati

szinten is.
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1.Abra Egy atugrési esemény kockazatanak 6sszefoglaldsa (Plowright et al., 2017).



A zoonoétikus képességii, tehat allatr6l emberre terjedd virusok kozé tartozé filovirusok
felfedezésiik 6ta vilagszerte ismertté valtak, leginkabb az ebola vagy marburgvirusokhoz kothet6é
vérzéses lazzal jard jarvanyos megbetegedések miatt. A tudomany folyamatosan boviild
ismereteinek kdszonhet6en, mara mar nem csupan Afrikdhoz kothet6en beszélhetiink ezekrdl a
virusorol. Ugyanakkor az emberi megbetegedések nagy része még mindig ott jelentkezik néhany
ritka kivételt6l, a kontinensrdl kihurcolt eseteket leszamitva. A legtobb emberi megbetegedés az
Ebolavirusok kozé tartozo Zaire ebolavirushoz (EBOV) és a Marburgvirusok kozé tartozo
Marburg marburgvirushoz (MARV) kothet6. A torténelem eddigi legnagyobb filovirus jarvanyat
a Zaire ebolavirussal kapcsolatban ismerjiik, amely 2013 és 2016 koz6tt tobb mint 28 ezer embert
fert6zott meg. A filovirusokhoz kothet6 jarvanyok tovéabbra is rendkiviil jelents egészségiigyi
problémat jelentenek Afrikdban, melyre mi sem jobb példa, mint a kozelmultban, 2022.
novemberében, Ugandaban megbetegedéseket okoz6 Sudan ebolavirus (SUDV) jarvany. Az
elmult évtizedek munkajanak kdszonhetéen azonban a filovirusok csoportja szamos Uj taggal is
béviil, nem csupan afrikai elterjedéssel. Mara mar elmondhatd, hogy szinte minden kontinensen
megtalalhat6ak a csoport képvisel6i, igen valtozatos allatcsoportokban (2. Abra).

A filovirusok felfedezésinek koriilményei kovetkeztében el6szér majmokkal hoztak
kapcsolatba 6ket, mivel tébbek koézott a MARV, RESTV (Reston ebolavirus) és TAFV (Tai
Forest ebolavirus) leirasa is elsoként majmokbol tortént (Ristanovic et al., 2020; Formenty et al.,
1999). A filovirusok kapcsolatat a denevérekkel a MARV kutatdsa alapozta meg, mely soran
természetes paraméterek megfigyelésével és laboratoriumi kisérletek révén bebizonyosodott,
hogy a Rosettus aegyptiacus a virus természetes gazdaszervezete. A modern molekularis
biol6giai és bioinformatikai lehet6ségeknek koszonhetéen egyéb filovirusok is, habar
tobbségében csak genomszekvencia szinten, leirasra keriiltek. Az utébbi években az is
bizonyossa valt, hogy nem csak melegvérli gerinces allatcsoportokban talalhatbak meg a
filovirusok csaladjanak tagjai. Ilyenek példaul a Tapjovirus bothropis, Brazilidban, kigyé
mintabdl, vagy Svajcban édesvizi halakban leirt Thamnovirus percae (Hierweger et al., 2021;
Horie, 2021).

A filovirusok (Order: Mononegavirales; Family: Filoviridae) jelenleg 8 nemzetségben
sorolhatéak, és negativ- egyszali, nem szegmentdlt RNS genommal rendelkezd virusokat

foglalnak magukba. Genommeéretiik atlagosan 18-20000 bp melyen 7 gén taladlhat6. Ezek gének



kédoljak a nukleoproteint (NP), tobb viralis fehérjét (VP 35, VP 30, VP 24, VP40), glikoproteint
(GP) és az RNS-fiigg6 RNS-polimerazt (L). Neviiket a latin fillum szébdl eredeztetve kaptak,

mivel strukturalisan fonalas szerkezetiiek (1.kép)
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2.Abra Filovirusok leirasanak helyszinei, illetve az él6lény feltiintetése, amiben azonositottak. A) Zaire ebolavirus
(EBOV) okozta megbetegedések helyszinei és esetszdmai. B) Nem EBOV-hoz kothetd filovirus detektalsi
események, és az esetlges megbetegedések. Az itt 1athaté adatok 2020-ig leirt eseményeket foglaljak ossze. (Di Paola

et. al.)



1.Kép Magyarorszagi Lloviu cuevavirus izolatum elektronmikroszképos képe. (Boston University, Miilhberger lab.)

Virolégiai szempontbol rendkiviil érdekes emléscsoportot alkotnak a denevérek, tobbek
kozott a benniik fellelhet6 kimagasld virusdiverzitds miatt, amelybe t6bb ismert zoondzis is
beletartozik (Lvov et al.,, 1973; Shipley et al.,, 2019). Szdmos fiziol6giai, genetikai és
immunologiai faktort valdsziniisitenek a kivalé virusgazda tulajdonsagok Osszességeként
denevérekben. A denevérek az egyetlen olyan eml6s csoport mely képes az aktiv repiilésre,
amihez tobb szervezeti és funkcionalis tulajdonsaguk jarul hozza. Ide tartozik a megemelkedett
testhdmérséklet, ami a hatalmas energiaigényhez kapcsolhat6, vagy az immunrendszeriik
egyediilallo adaptacioi, mint példaul az interferon gének szambeli redukcidja vagy a rendkiviil
hatékony virusellenes immunomodulaciés képesség (Van Brussel & Holmes, 2022; (Wang et al.,
2021). Emellett szociadlis paramétereik, koloniaformalasi szokasuk is rendkiviil alkalmas
virusgazdava teszi ket (3.Abra). Rengeteg faj alkot hatalmas, akar milliés példanyszami
kol6nidkat, de bizonyos eurdpai fajok is tobb tizezres egyedszamu kolénidkat képesek alkotni.
Illetve az aktiv repiilésnek és testfelépitésiiknek koszonhetGen képesek nagy tdvolsagokra is
elrepiilni, igy talalkozva mas koloniakkal és fajokkal (Shipley et al., 2019). Ha ezeket a tényeket
vessziik alapul, lathat6, hogy milyen transzmissziés lehetdségek rejlenek pusztan a denevérek

életmddjabol adéddan. A nagy kolénidkban, nagy egyedstiriiségben é16 fajok egyedei kozott az



egyes virusok, és akar mas korokozok, atadasara és cirkulacidjara rendkiviil hatékonyan
megtorténhet. Az a képességiik, hogy nagy tavolsagokat tudnak repiilve megtenni, magaba
foglalja azt a lehet6séget is, hogy 1j kolonidkba konnyedén vihetnek be egyes virusokat is. A naiv
egyedek az egyes kolonidkon beliil is rendkiviil j6 pontjai az ujabb fert6zéseknek, legyen az
horizontdlis transzfer vagy az ujsziilottek megfert6z6dése. Ehhez kapcsolodd eseteket leirtak
Rosettus aegyptiacus kolonidkban is, ahol a sziiletési peri6dusokban id6szakosan megnovekszik a

MARY prevalencia (Hayman, 2015).
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3.Abra A tudomény jelenlegi ismeretei alapjan felvazolt virusdiverzitds denevérekben. A virusok taxonémiai
megoszlasat és felfedezésiik id6beliségét szemléltetik az dbrdk. A-B) RNS virusok, C-D) DNS virusok. (Van Brussel
& Holmes, 2022)



Denenvérvirusok korében kiilon figyelmek érdemel a jelen dolgozat targyat is képez6
filovirusok csalddja. Habar a szekvencia adatok alapjan mindossze 1%-at teszik a denevérekben
fellelhet6 virusok kozott (Van Brussel & Holmes, 2022), mégis egészségiigyi hatasuk nagyon
jelent6s a leginkabb MARV és EBOV-al kapcsolatban tapasztalt emberi jarvanyok miatt.
Réadasul a veliik kapcsolatos jarvanyok frekvencidja és intenzitasa is egyre n6é (Schmidt et al.,
2017).

A denevér-filovirus  kapcsolatoknak tobb  tudomanyosan vizsgalhat6 szintje
kiilonboztethetd meg, melyek feltérképezése nukleinsav, antitestek kimutatasaval, illetve virus
izolaciojaval kozelithetbek meg. A viralis RNS kimutatasanak kovetkezményeként tekinthetiink
az adott denevérfajra feltételes gazdaként, viszont a tényleges gazda- vagy akar rezervoar szerep
meghatarozasahoz még tovabbi kisérltekre van sziikség. Az egyes virusok izolalasaval
alatamaszthat6 az infektiv patogének jelenléte a denevér szervezetében. Az RNS kimutatasaval
parhuzamosan folyhat az anti-filovirus antitestek felderitése is, melyek jelenlétiikkel tovabbi
indikacioként szolgalnak a denevér-virus kapcsolathoz. Filovirusok esetében antitestek és RNS
kimutatasa afrikai gyiimolcsevd denevérekbdl volt az els6 bizonyiték arra, hogy a denevérek
lehetnek a természetes gazdai lehetnek a filovirusoknak (He et al., 2015). Az elsé bizonyitott
filovirus rezervoar szervezet, tehat tiinetmentes hordozé és iirit6, az afrikai Rosettus aegyptiacus
volt, melyb6l MARYV virust izolaltak, illetve a kozeli rokon RAVV-al is sikerrel jartak. Emellett a
kulcsfontossagu lépésnek szamito sikeres virus izolalassal a MARYV nyitotta meg a denevérekbol
izolalt filovirusok sorat (Towner et al., 2009).

EBOV-al kapcsolatban nem ennyire jol definidlt a denevérek és a virus kapcsolata. Jelen
allaspont szerint nem felderitett az EBOV gazdaszervezete. Denevérekhez a kapcsolata viszont
megnyilvanul afrikai gyiimolcsevé fajokban detektalt anti-EBOV antitestek kimutatasaval
(Hayman et al., 2012), illetve viralis RNS kimutatasaval (Pigott et al., 2014).

Ugyanakkor nem csak a MARV vagy EBOV filovirusok kéthet6ek a denevérkehez az utébbi
évek tanulmanyai alapjan. Sierra Leone-i denevér mintabol azonositottak az Ebola virusok
nemzetségébe tartoz6 Bombali ebolavirus-t (Goldstein et al.,, 2018), Kinabo6l szarmazd

denevérmintakban pedig Uj filovirus nemzetséghez tartoz6 Mengla dianlovirus-t (Genus:



Dianlovirus) (Yang et al., 2019) azonositottdk, illetve nem utols6 sorban ausztraliai
denevérfajokbol pedig EBOV és RESTV reaktiv antitesteket mutattak ki (Barr et al., 2022).

A denevérekhez koéthet6 filoviruosk kozé tartozik a Lloviu cuevavirus is (LLOV, genus:
Cuevavirus). Els6 megjelenése és egyben a virus leirasa 2003-ban tortént, Spanyolorszagban a
Cueva del Lloviu barlangnal, ahol egy jelentds denevérelhullas soran azonositottak LLOV RINS-t
Miniopterus schreibersii denevér tetemekbdl vett mintakban. Ezutan 2016-ban Magyarorszagon
bukkant fel a virus a Zempléni-hegységben, szintén M. schreibersii denevérkben.

Az el6bbiekbdl tisztan latszik, hogy a denevér-filovirus kapcsolat tobb szinten nyilvanul meg. Ezt
a kapcsolatot tAmasztjak ala azok a modszerek, amik az alapkutatas részét képezik. Ide tartozik az
antitestek detektalasa szerologiai modszerekkel, RT-PCR és gRT-PCR-es diagnosztikaval
nukleinsav kimutatds, ezt kovet6éen a virdlis genom szekvendldsa és a végiil az infektiv
viruspartikulak kimutatasat szolgalé in vitro virus izolalas. Utobbi minden esetben
kulcsfontossagii eredmény lehet6vé teszi a vad tipusu virus szertedgazo in vitro és in vivo
vizsgalatat, patomechanizmusanak és egyéb paramétereinek kisérletes koriilmények kozt torténo
megértését. A hagyomanyos diagnosztikai és viroldgiai eljarasokon tul is tébb eszkozzel
vizsgalhatéak a virusok kiilonféle in vitro és in vivo tulajdonsagai. Rekombinans technolégia
segitségével, klonozasi kisérletek soran létrehozhatoak fert6zéképev virus klonok. A Lloviu
cuevavirus esetében Hume és munkatarsai hasonld kisérletek soran irtak le elsoként a LLOV
potencialis zoondtikus jellegét (Hume et al., 2022). Minigenom rendszerekkel pedig kiilon-kiilon
is vizsgalhatoak az egyes virdlis gének funkcidja, amibdl szintén értékes kovetkeztetések
vonhatoak le (Manhart et al.,, 2018). A minigenom technolégian alapuld kisérletek nagyban
megkonnyitik a veszélyesebb korokozokkal valé kutatast mivel, az ezzel a technoldgiaval
eldallitott szekvencia nem tartalmazza a teljes genomot csak bizonyos részeit, illetve az atirashoz
sziikséges fehérjéket, ami altal nem termelddhet teljes értékii, fert6zoképes virus. Manhart és
munkatarsai rekombinans LLOV minigenom alapu kisérletek soran irtak le, hogy a LLOV inkabb
EBOV-hoz hasonloan replikalddik, sem mint MARV-hoz hasonléan (Manhart et al., 2018).

Nem csupan az el6z6ekben ismertetett funkciondlis, vagy zoondtikus képeeségre vonatkozd
hasonl6sagot mutatja az ebola vagy marburg virusokkal, de filogenetikai poziciojat tekintve is a
két nemzetség kozott helyezkedik el a Lloviu cuevavirust is magaba foglal6 Cuevavirus

nemzetésg. (Negredo et al., 2011, 4.Abra).
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RdRp gén konzervélt szekvenciaja alapjan. B) Lloviu cuevavirus elhelyezése a filovirusok kozott teljes genom

alapjan (Negredo et al., 2011).

A LLOV zoono6tikus természetére mar tobb tanulmany is ramutatott, mind rekombinans virrust,
mind pedig vad tipusu torzset alkalmazva. (Hume et al., 2022; Kemenesi et al., 2022). Az in vitro
human fert6z6képesség demonstraciojan kiviil sikeriilt a patomechanizmusra vonatkoz6 egyik
jelentds kérdést is vizsgalni. Hume és munkatarsai emberi makrofagokban kisérletesen vizsgaltak
a Lloviu cuevavirus fert6zés hatasat és azt talaltdk, hogy az nem indukalta a humanpatogén
ebolavirusokra jellemz6 valaszt. Ezek alapjan jelen tudomanyos ismeretek alapjan a LLOV
valosziniileg tiinetmentes fert6zés okozasara lehet képes egészséges emberekben (Hume et al.,
2022).

A virus ellenes immunitasban fészerephez jut a glikorpotein, mivel a neutralizal6 antitestek ehhez
kotnek a fert6zések soran. Ezaltal a virsnak erre a részére esik a legnagyobb szelekcids nyomas,
ami miatt tapasztalhaté a nagyszamu mutaciok jelenléte a GP szekvenciaban. Azért is kiemelten
fontos a GP, mivel a gazdaszervezet receptordhoz, filovirusok esetében a Niemann-Pick C
receptorhoz (NPC1), ezaltaud tud k6t6dni a virus, ami elengedhetetlen a bejutashoz. Ezaltal a GP
szekvenciajaban tortén6 mutaciok azonositasa elengedhetetlen 1épés, mivel a mar aminosav
szekvencia szinten is megjelend valtozasok befolyasolhatjak a patogén-gazda interakcidjat, akar

novelhetik is a virus affinitasat a receptorhoz akar csokkenthetik, de mindenképp szem el6tt kell
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tartani ezeket a lehetségeket. A GP-NPC1 kapcsolat kutatasarol tobb tanulmany is sziiletett,
melyek szintén kiemelik a GP fontossagat (Carette et al., 2011; Goldstein et al., 2018; Takadate
et al., 2020; Ng et al., 2014; Yang et al., 2019).
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II1. Ceélkitiizések

A munkank soran els6dlegesen azt a hipotézist kivantuk tesztelni, hogy a LLOV eltejredése
egybeesik-e a hossziszarnyu denevér, azaz a feltételezett gazdaszervezet, elterjedésével.

A felvazolt hipotézis teszteléséhez az alabbi paraméterek mérését végeztiik el

a virus foldrajzi elterjedése

a virus id6beli és térbeli prevalenciaja

a virus gazdaszervezetének sajatossagai

a virus evolucios filogenetikai vizsgalata

a virus in vitro vizsgalata

A kutatashoz sziikséges modszertani hattér optimalizacéja és hasznalatanak demonstracidja is a
munka részét képezte. Munkank f6 koncepcionalis hatterét a pandémias felkésziilés adta, egy
potencialis zoonotikus virus tulajdonsagainak mélyebb megértése a lehetséges atugrasi

események megel6zését szolgalva.

IV. Anyag és modszer
Mintavétel

A Magyarorszagi mintdk gytjtése a Zempléni-hegységben tortént 2016. februartol 2022.
oktoberig tortént, havi rendszerességgel, leszamitva a sziiletési és nevelési id6szakot, illetve a
hibernaciés periédust. Emellett 2022.09.07-12 Bulgariaban és Szerbiaban, 2022.10.04.
Szlovdakiaban, 2022.09.22.-24 Romanidban/Erdélyben is sor keriilt él6 denevérek mintazasara.
Els6sorban Hosszuszarnyu denevérekbdl gyijtottiink mintakat, (de némely esetben sor keriilt mas
azonos szallashelyet hasznal6 faj mintdzasara is). A terepmunka soran begy(jtott mintdk a
kovetkezdek voltak: vérminta, ektoparazitak (denevérlegyek és kullancsok), vizelet, guané. A vér
vétele 27G-s tiivel és Minivette POCT 100 ul (Sarstedt) kapillarisokkal tortént, majd a folyamat
végén Emofix vérzéscsillapité krémmel kezeltiink. Egy-egy mintazas soran maximalisan 50-100

pl vérvétele tortént allatonként, majd a vér 0,5 ml eppendorf cs6be keriilt. Az ektoparazitak
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gyljtése minden esetben steril csipesszel tortént, majd kiilon 2 ml-es cs6be keriiltek a
denevérlegyek és kullancsok. A vizelet is Minivette POCT 100 ul (Sarstedt) kapillarissal kertilt
begytijtésre, és nativan 0,5 ml-es eppendorf cs6be keriilt tarolasra. A guano gyjtése részben 1,5
ml-es PBS-el toltott eppendorf csdbe tortént, részben nativan keriiltek 2 ml-es csdvekbe. A
vérmintak ilepitése centrifugélassal még a mintadzas helyszinén megtortént minden esetben.
Ezutdn a szérum atmérésre keriiltek 4j 0,5 ml-es eppendorf csovekbe, és a vér maradékat
felvettiik 200 ul DMEM-be vagy EMEM-be, és alapos szuszpendalas utan két 0,5 ml-es csébe
lettek kimérve (~100 pl-100 pl a csdvekbe).

Minden minta taroladsa folyékony nitrogénben tortént a tovabbi feldolgozasig, amennyiben
terepen lehetGséget biztositottunk a vérmintak vizsgalatara ugy csak az egyik csO keriilt
fagyasztasra, mig a masik a mobil molekularis biologiai laboratériumban a helyszinen

feldolgozasra kertilt.

v
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Veér alakos elemei
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Teljes vér
« I
!
p—— - : .'...';. > T
¥ Neutralizacio £3354
Verszerum
Terepen Laborban

Created in BioRender.com bio

4.Abra Terepi mintavételezés és feldolgozas folyamatabraja (Created with BioRender.com).
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2-3. Képek. Bal oldal: vérvétel denevérbdl; Jobb oldal: Miniopterus schreibersii (hosszliszarnyd denevér)

Nukleinsav kivonas

A LLOV RNS extrakciot a gyarto6 leirasa alapjan végeztiik el a Direct-Zol RNA MiniPrep
kit-el (Zymo) és a QIAamp Viral RNA mini kit-el (Qiagen). Ehhez a Direct-Zol-os nukleinsav
kivonashoz 100 pl tdpoldatban oldott vérmintat haszndltuk fel, ami 300 pl TRI reagensbe keriilt
az inaktivalashoz, amihez kovetkezd 1épésben 400 pl ET-OH-t adtunk. A kodvetkez6 mosasi
lépéseket és DNase kezelést a gyartd protokollja alapjan végeztiik el, majd az elucio a javasolt 50
pl helyett 40 pl nukledz mentes vizbe és nukledz mentes 1,5 ml-es cs6be tortént, a minta
koncentralasa végett. A QIAamp kit-el végzett extrakciohoz 140 pl vérminta keriilt 560 pl lizis
pufferbe, amihez 10 perc inkubaci6 utan 560 pl ET-OH-t adtunk a teljes inaktivalashoz. A mosasi
lépésekhez a gyartd elGirt lépéseket alkalmaztuk. Az eltcihoz 50 pl eluciés puffert

alkalmaztunk (AVE, Qiagen). Mindkét kivonasi mddszer végén az eludlas el6tt a 1,5 ml-es csébe
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kimértiink 1,5 pl RNase-out reagenst (Invitrogen, USA), ami el6segiti az RNS mintank
stabilitasat, és igy kevésbé degradalodik amig nem keriil sor a -80 °C-os tarolasra. Az RNS

mintak tarolasa 4°C -on tortént a PCR reakcio elvégzéséig.
qRT-PCR (valos idejii reverz-transzkripcios polimeraz lancreakcid) diagnosztika

A gRT-PCR-t 20 pl-es reakciora optimalizalva, 15 pl master mix és 5 pl minta felhasznalasaval
végeztiik. A LLOV RNS kimutatasahoz Brilliant III ultra-fast PCR kit-et (Agilent technologies)
alkalmaztuk; reakciénként : 10 pl 2x Brillant mix, 1 pl RT/RNase block, 0,5 pl (500 nM)
Forward primer, 0,5 pl (500nM) Revesre primer, 0,25 pl préba (250 nM), 2,55 pl nukleaz mentes
viz, 0,2 pl DTT. A qRT-PCR program egy RT lépést, kezdeti denaturalas, majd két lépéses
amplifikaciot foglal magaba: 50°C 10 perc, 95°C 3 perc, majd ezt kovette 50 ciklus 95°C 5 mp
denaturaci6 és 60 °C 30 mp annealing és elongacié, a fluoreszencia detektdldsa a 60°C-os
lépésnél tortént. A reakciét MyGo Pro és MyGo Mini rendszeren végeztilk. A primerek és a

proba az RdRp (L) gén konzervalt régiojara lettek tervezve.
Az amplifikalashoz hasznalt primerek szekvencidja a kovetkezd volt:

e LLOV _scrlF: 5 -AAG CAT TTC CGA GTA ATA TGA TCG TTG- 3’
e LLOV_scrlR:5 -TAC ATG GTC TCC TAG ATT GCC CTG- 3’

e A kimutatashoz hasznalt TagMan proba szekvenciaja:

e LLOV_scrlP: 5 -/56-FAM/CCT GAT GAA /ZEN/GGA GAG TTT

Viralis genom szekvenalasa

A fent leirt modon izolalt nukleinsavbol ONT (Oxford Nanopore Technologies) MinlON
rendszeren, ,,ARTIC-like” amplikon alapu szekvealassal tortént a LLOV genom szekvenalasa a
munkacsoport altal korabban kidolgozott ,Lloviu cuevairus sequencing protocol” ( Lloviu
cuevavirus sequencing protocol ) eljaras szerint. Az izolalt RNS-r6l els6 lépésben cDNS irdsa
tortént SuperScript IV enzimmel (Invitrogen, USA) és RandomHexamer mix (Invitrogen, USA)

felhasznalasaval. Az igy kapott cDNS amplifikalasa 3 primer készlettel parhuzamosan tortént
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(LLOV_400bp pool , LLOV_500bp pool, LLOV_2000bp pool; primerek: 400bp, 500bp,
2000bp), azonos reakcio homeérsékleten, Q5 Hot Start HF Polymerase enzimmel. A PCR reakci6
lépései a kovetkezOk voltak: 98 °C hdéaktivalas 30 mp, majd ezt 25-40 ciklus 98°C 15 mp
denaturalas és 65°C 5 p annelaing és lanchosszabbitas kovette. A ciklus szam meghatarozasa ugy

tortént, hogy a qRT-PCR-rel azonositott pozitiv minta ciklus szdmahoz + 3 ciklust adtunk.

A pool 1 és 2 mind a harom primer szett esetében 0sszemérésre keriilt, ami igy a tovabbi
lépésekhez harom mintat eredményezett. Az amplikon PCR termékeket 0,6x-os AMPure
gyongyos (AMPure XP beads, Beckman Coulter) tisztitassal készitettiik el§ a tovabbi reakcidk
elvégzéséhez. Az igy kapott eluatumok nukleinsav koncentracidjat Qubit dsDNA HS Assay Kit
(Invitrogen, USA) segitségével Qubit 3 Fluorométeren (Thermo Fisher) mértiik meg. A
koncentraci6 mérése utan a kovetkez6 lépésben az amplikonok vég javitasi 1épése kovetkezett
NEBNext Ultra II End Repair/dA-Tailing Module (New England Biolabs, USA) hasznalataval
majd, az igy el6készitett mintakhoz keriiltek hozzaadasra az egyedi “barcode” szekvenciak (EXP-
NBD196, ONT). A barcodoldsi 1épés utdn a munkafolyamat tovabbi részéhez mar
osszemérhet6ek a mintak egy csObe, mivel az egyedi szekvenciak miatt mar elkiilonithetGek
lesznek a szekvenalasbdl kapott adatok elemzése soran. Majd az utolsé ligalasi 1épésben keriilt
hozzaadasra az AMX-F (SQK-LSK110, ONT) szekvenalo adapter. Az igy elGkészitett mintak
SPRI gyongyos mosas utan elucios pufferben (Elution Buffer, SQK-LSK110, ONT) vettiik fel.

A szekvenalas R9.4.1 tipusu flowcell-en tértént MK1C rendszeren, 24-72 6ras futasidével.

Szekvenalasi adatok bicinformatikai feldolgozasa

A szekvendlas soran elvezetésekbdl generalt adatokbdl (fast5) a nukleinsav szekvencia
meghatarozasa guppy (Guppy Basecalling Software, Version 6.4.2; ONT)) segitségével, a
“super-accuracy basecaller” (dna_r9.4.1_450bps_sup.cfg ) modelt alkalmazva tortént. Az igy
kapott fastq formatumu leolvasasok mindség ellenérzéséhez NanoPlot (NanoPlot 1.30.1)
alkalmazast hasznaltuk, ezt kovet6en a mindség alapt sziirést Nanofilt programmal végeztiik. A

szekvenciak szétvalogatasa, és egyben az adapter és “barcode” szekvenciak levagasa “guppy
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barcoder” algoritmussal (Guppy Basecalling Software, Version 6.4.2; ONT) tortént az
alkalmazott “barcoding kit” (EXP-NBD196) alapjan. A kiméra szekvenciak kiszlirésére ezutan
van lehet&ségilink hossz alapjan Nanofilt almakamzaséaval, mivel ismertek az amplikonok méretei
(~ 400bp, ~ 500bp, ~ 2000bp). A kapott szekvenciak térképezéséhez Minimap2 (v2.24)
programot hasznaltuk, amivel referencia genomhoz (NCBI adatbazisban: NC_016144)
illesztettiik a feldolgozott szekvencidkat igy el6allitva a templat konszenzust. A templat
konszenzust a nyers adatok felhasznaldsaval poliroztuk a Medaka 1.7.2-es verziéjaval. A végs6
konszenzust manualisan ellendriztiik, kiilonds tekintettel az egy nukleotidbol allé repetitiv

szakaszokra.

Minden bioinformatikai miiveletet Ubuntu Linux 20.04.5 LTS operacids rendszer alatt futtattuk.

Filogenetikai analizis

A filogenetikai elemzést MrBayes programmal végeztiik, Bayesian analizis alkalmazasaval. Az
elemzéshez hasznalt filovirus szekvencidk a kdvetkez6ek voltak: Bundibugyo ebolavirus (NC
014373), Tai Forest ebolavirus (NC 014372), Zaire ebolavirus (NC 002549), Bombali ebolavirus
(NC 039345), Reston ebolavirus (NC 004161), Sudan ebolavirus (NC 006432), Lloviu
cuevavirus (Spanyolorszag (NC 016144)), Lloviu cuevavirus (Magyarorszag (MW775011)),
Lloviu cuevavirus Italy, Mengla dianlovirus (NC 055510), Marburg marburgvirus (Ravn virus

(NC 024781)), Marburg marburgvirus (NC 001608), Bulgariai 3 pozitiv minta szekvenciai.

Izolacié és RNS-FISH

Az olaszorszagi pozitiv minta izoladlasa SubK12-08 sejtvonalon tortént, majd 2 nappal a fert6zés
utan 10%-os formalinba kertilt fixaldsra. Az RNS-FISH RNAscope Multiplex Fluorescent V2 kit
(Advanced Cell Diagnostics)-el lett kivitelezve. A probak specifikusan LLOV VP35 mRNS-re és
a negativ szald LLOV genom NP génre lettek tervezve (referencia szekvencia: NC016144.1). A
VP35 mRNS detektalasa Opal 520 fluorophore (Perkin-Elmer)-al, a negativ szalt genom NP
része Opal 690 fluorophore (Perkin-Elmer)-al, a sejtmagok kontrasztositdsa pedig DAPI-val
tortént. A képek 40x-es nagyitassal késziiltek (4.Kép)
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V. Eredmények

A kutatasainkhoz elengedhetetlen a megbizhat6 LLOV specifikus PCR diagnosztika
kialakitasa. Esetiinkben ezt az RdRp gén konzervalt szakaszara tervezett primerekkel és probaval

valositottuk meg.

A gRT-PCR-es modszerrel vizsgalt 1316 mintabdél 20 bizonyult pozitivnak. Ezek hat
orszagbdl keriiltek begylijtésre (Magyarorszag, Olaszorszag, Bulgaria, Szerbia, Romania,
Szlovékia) (5.Abra). A kimutatast kovetéen a LLOV jelenlétének megerdsitése a virus genom
szekvenalasaval tortént (a dolgozat elkészitéséig Szerbiabdl, Romanianiabol és Szlovakiabol
szarmazo pozitiv mintadk kimutatasa kizarélag qRT-PCR-el). Emellett elmondhat6, hogy minden

pozitiv minta szeptember-oktéberi id6szakbél és hossziszarnyti denevérbél szarmazik (Abra 5.).

A pozitiv mintak Ct (cycle treshold) értékei 21 és 39,26 kozottiek voltak, amik kdépia szamban
3,86 * 10° - 1,9 * 10° képia/ml virus mennyiséget jelentenek (Fiiggelék).
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5.Abra. A vérmintak PCR diagnosztikai sziirésének eredményei. (M.o. - Magyarorszag, O.o. - Olaszorszag, B. -

Bulgéria, S. - Szerbia, R. - Romania, Sz. - Szlovakia)

Y- 4{\%\;

[l 110V RNS kimutatéasa

Created with mapchart.net

6.Abra. LLOV jelenlegi elterjedése; PCR diagnosztikdval és/vagy szekvendldssal megerdsitve. (Spanyolorszag,

Negredo et al. 2002; LLOV kimutatés a tobbi helyszinrél Pécsen, a Virologiai Nemzeti Laboratériumban tortént.)

A virdlis RNS kimutatasan és genomszekvenalason kiviil az infektiv virusok kimutatasat
in vitro izolacios kisérletekkel végeztiik SuBK12-08 sejtvonalon. A virus a munkacsoport
korabbi munkdja soran magyarorszagi mintabol mar izolacidra keriilt (Kemenesi et al., 2022).
Jelen dolgozatban targyalt mintadllomany felhasznalasaval egy djabb sikeres izolaciés kisérletet
végeztiink, ezuttal Olaszorszagbdl szarmazé vérmintabdl. A sikeres virusreplikacio
megerdsitésére RNS-FISH-t végeztiink, mellyel a VP35 mRNS-t és ezzel parhuzamosan a viralis
nukleoproteint kodolo génszakaszt jeloltiik a fert6zott, majd elGzetesen fixalt SuBK12-08

sejtvonalon (Abra).
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Mock (merge) LLOV (merge)

VP35 mRNA LLOV genome VP35 mRNA LLOV genome

4.Kép. Olaszorszagi Lloviu cuevavirus in vitro izolacidjanak megerdsitése RNS-FISH- Z6ld: VP35 mRNS jelolése.

Magenta: LLOV nukleoprotein génszakasz jelolése (Té6th et al., 2022)

A virdlis genomszekvenalasi adatok alapjan azonositott mutaciokat, illetve aminosav cseréket a
spanyolorszagi (2002), magyarorszagi (2019) és Olaszorszagi (2021) LLOV mintak
Osszehasonlitasaban az 1.Tablazatban foglaltuk 6ssze . A legtobb mutacio a glikoproteint kodold

gén viszonylataban lathaté, de egyéb génszakaszokon is megfigyeltiink valtozasokat.
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1. Tablazat A magyarorszagi és olaszorszagi LLOV genom ko6dolé szakaszdnak mutaciénak Osszehasonlitdsa a

spanyolorszagi szekvenciaval.
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A munkank soran generalt Gjabb genomikai adatok filogenetikai eloszlasét vizsgéalva a virus tobb
kladon valo csoportosulasa figyelhetd meg. A Bulgaridban azonositott LLOV mintak
egyértelmiien elkiiloniilnek a kordbban Spanyolorszagban, Magyarorszagon és Olaszorszagban

leirt torzsektol.

Tree scale: 0.1 —————4
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7.Abra. Lloviu cuevavirus, beleértve a bulgériai pozitiv mintdkbél szarmazé szekvencia adatok alapjan, elhelyezése a

filovirusok kozott, a valészintiség értékek feltiintetésével.

VI. Diszkusszio

Az itt bemutatott munka tobb olyan paranétert és eredményt is felmutat, amellyel komplexebb
képet alkothatunk a Lloviu cuevavirus betegségokologiai paramétereir6l, igy jobban

megérthetjiik a virus altal jelentett gyakorlati zoonotikus kockazatot is.

Elsodleges hipotézisiink alatamasztast nyert, hiszen a virust az eddig sporadikus esetekkel
ellentétben szamos uj féldrajzi régiéban diverz filogenetikai megjelenéssel sikeriilt kimutatnunk
(6.Abra). A glikoprotein alapt filogenetikin bemutatott két parhuzamos filogenetikai klad
megjelenése egy folyamatosan cirkulald, val6sziniileg enzootikus virus képét festi. A virussal

feltételesen 0Osszefiiggésbe hozott elhullasi események ennek az enzootikus megjelenésnek
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lehetnek epizootikus eseményei, melyek hatterében egyel6re ismeretlen faktorok allnak. Ilyen
epizootikus eseménynek valdszindisitjiik a 2013-as magyarorszagi vagy a virus felfedezésével

kapcsolatos 2002-es spanyolorszagi elhullast is (Gorfol et al., 2022; Negredo et al., 2011).

A korabbi magyarorszagi vizsgalatok adatai alapjan és a denevérek zavarasanak minimalizalasa
mentén hataroztuk meg (Kemenesi et al., 2022). A LLOV prevalencia csticsaat ezek alapjan és a
munkacsoport tovabbi megfigyelései szerint szeptemberre valdszinisitjiik. Ezt a feltevést
igazoljak a Balkan térségbdl, Szlovakiabol szarmazé pozitiv mintak is, illetve az olaszorszagi
pozitiv minta is szeptemberi id6pontban lett begyiijtve. Ugyanakkor vizsgalatunk egyik
limitaciéja az idében nem homogén mintagy(jtés, igy a szeptemberi viruprevalencia csucs
valosziniisitésén tul egyelore nem tehetiink magabiztos kijelentést. A szeptember-oktdberi
prevalencia csucsot magyarazhatja az 6szi nasz id0szakban torténd koldénidk kozotti mozgas.
Habar a rendelkezésiinkre all6 adatok ezt tdmasztjak ald nem elvetendd elmélet, miszerint
feltételezhet6 egy masik prevalencia csucs is a sziiletési id6szakban a MARV-nal tapasztaltak

alapjan (Amman et al., 2012).

Immunolégiai és fizioldégids szempontbol a denevérek életciklusaban kiemelt id6szak a
kolyoknevelési vagy a mérsékelt 6von a hibernacids id6szakok. Az 1j egyedek sziiletésével
megnd az virusfertdzés szempontjabdl naiv egyedek szama, amely idGszakos virusprevalencia
novekedéshez vezethet. Ezt a forgatokonyvet korabban mar dokumentaltak a MARYV esetében
Rousettus aegyptiacus denevérekben. Rdaadsdul a virusprevalencia megnovekedését
osszefiiggésbe tudtdk hozni az emberre torténd atugrasi események idejével is. Amman et al.,

2012

A téli hibernacios id6szak szerepe rendkiviil kiilonleges lehet és ezidaig nem vizsgalt a
virusfert6zések szempontjabol. A magyarorszagi elhulldsi események regisztralt idépontjai a
zsakirodalmi adatok alapjan a hibernacios id6szak végére tehetGek. Hasonld megfigyelést
denevérek esetén ez idaig csupan a fehér orr-szindréma esetében kozoltek, melynél a telelési
ciklus soran a denevérek gombafert6zés hatasara torténé megvaltozott fiziolégias allapota vezet
el a kimertilésig és pusztulasig. A Lloviu cuevavirus esetében a tél végi elhullasok tudomanyos

hatterének feltarasa még tovabbi kutatasokat tesz indolokoltta.
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Ilyen id6szakok a téli hibernacids honapok, illetve a sziiletési és kdlydk nevelési id6, ami aprilis-
tol juliusig tart, amikor denevér védelmi szempontbdl nem el6ny6s kitenni a denevéreket a

mintazassal jaré, ugyan minimalis de nem elhanyagolhatd, stressznek.

A szeptember-oktoberi prevalencia csicsot magyarazhatja az 6szi nasz id6szakban torténd
koléniak kozotti mozgas. Erre alkottak meg a “Swarming hipotézist”, miszerint az eurdpai
veszettség 2-nek a kolonian beliili fenntartdsahoz a nasz alatti “rajzas” elengedhetetlen (Horton et
al., 2020). Habar a rendelkezésiinkre all6 adatok ezt tamasztjak ala nem elvetend6 elmélet,
miszerint feltételezhetd egy masik prevalencia cstcs is a sziiletési id6szakban a MARV-nal

tapasztaltak alapjan (Amman et al., 2012).

Koréabbi tanulmanyok alapjan a mai napig kizarélagosan csak hossziszarnyt denevérbdl volt
sikeres a LLOV kimutatasa (Negredo et al., 2011, Kemenesi et al., 2022). Ezen adatok alapjan
kutatdsunk soran célzottan az emlitett fajt mintaztuk. Kis mintaszdmban azonban sor kertilt
egyéb, ko-habitalo fajok mintazasara is, viszont a csekély mintaszam miatt nem 0sszevethet6 a
hossziszarnyd denevér mintakbol szarmazé adatokkal. Ezekbdl a fajokbol nem sikertilt
azonositanunk a virust &m az alacsony mintaszdm miatt mélyebb kovetkeztetések levonasat

mell6zziik.

Az egyes fert6z6 betegségek okoldgiai sajatossagaiban rendkiviil fontos szerepet jatszik maga a
gazdaszervezet, hiszen az 6 elterjedésést6l nagyban fiiggeni fog a korokozo elterjedése is. A
LLOV esetében a legvaloszinlibb gazdaszervezet a rendelkezésre allo6 adatok és az eddigi
kisérletek alapjan a hosszuszarnyu denevér. A viralis RNS jelenléte, az in vitro virusizolacioval
alatamasztott aktiv virémias allapot a denevérekben, vagy a szakirodalomban k6zoélt, neutralizalo
entitestek jelenléte is egy lehetséges gazdaszervezet képét mutatja (Kemenesi et al., 2022). A
virus izolacié soran alkalmazott SubK12-08 (Miniopterus sejtvonal) fogékonysaga a LLOV-ra
emiatt is lehet kimagaslo mivel a mintazott allat is Miniopterus faj. A virusok vizsgalataban
technikai mérfoldk6nek szamit6 eredmény a sikeres izolalas, hiszen ez éaltal mar olyan kisérletek
végezhet6ek, amivel a valosaghoz kozelebbi képet kaphatunk a virus tényleges miikddésérol in
vitro és in vivo mechanizmusairél, tovabba utat nyit a terapias kisérletek szamara is. Az
olaszorszagi mintabdl torténd ismételt sikeres virus izolalas alapjan elmondhat6, hogy az

alkalmazott miniopterus sejtvonal (SubK12-08) renkiviil megfeleld a virus in vitro izolaciojara.
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A glikoprotein génszekvencia és a bel6le késziilt filogenetikai elemzés alapjan is nagyon hasonlé
képet mutat a Lloviu cuevavirus evolicioja, mint mas filovirusoké. A virusellenes immunitas 6
célpontjanak szamit6 GP génben halmozodik fel a legtobb mutacio, igy alkalmas finomabb
felbontasu evolucios filogenetikai elemzések elvégzésére(Jing et al., 2016). A nukleinsav
szekvencia mutacioi lehetnek szinonim mutaciok, vagy nem szinonim mutaciok aszerint, hogy az
egyes nukleotid valtozasok okoznak-e aminosav cserét vagy sem. Ezen mutaciok aranyat a dN/dS
értékkel jellemezhetjiik, ahogyan a jelen adatokban is lathato (1.Tablazat). Aszerint, hogy kapott
érték 1-nél kisebb, azonos vagy nagyobb kovetkeztehtiink a szelekcid/evolucio iranyara. A nem-
szinonim mutaciék/szinonim mutacidk aranya a glikoproten esetében 1 felett van ( magyarorszagi
:1,38, olaszorszagi :1,5; mindkét esetben az eredeti spanyolorszagi szekvenciahoz viszonyitva),
ami azt jelenti, hogy pozitiv szelekci6 alatt van a régio. A tobbi régional viszonylag kis értéket
kapunk, ami beleillik a fehértjét kodolo régiok sajatossagaiba. A glikoprotein kiemelt fontossagu
régio, amire mutat a dN/dS aranya is, mivel ez az a kodold régi6 mely a virus azon részét
hatdrozza meg amely sziikséges a receptorhoz (filovirus specifikusan ez a receptor a Niemann-
PickC-1 receptor) valé kotodéshez a fert6zés soran. A receptor kotés elengedhetetlen ahhoz, hogy
a virus be tudjon jutni a sejtbe, mivel csak igy fog tudni replikalddni és emellett fert6zést okozni

bizonyos esetekben.

A filogenetikai elelmzés alapjan elmondhat6, hogy a bulgariai LLOV kiilon kladot képez, tehat
evolucioja elkiiloniilten halad a korabbi LLOV-okhoz képest. Ez alapjan azt valoszinisitjiik,
hogy az eurdépai hossztiszarnyd denevérek korében egyszerre tobb, némileg eltérd szelekcios
nyomads alatt all6 LLOV torzs is kocirkulal. Ez tovabb erdsiti a dolgozat f6 hipotéziseként
feltételezett széleskorii és allando elterjedésre vonatkozé allaspontot, hiszen egy folyamatosan

cirkulal6 enzootikus virus képe rajzolodik ki.
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VII. Osszefoglalas

Kutatasainkkal a jelenkori kutatasi trendek mentén vizsgaltuk egy lehetséges Uj zoonozis
tulajdonsagait, ezzel hozzajarulva a virus jobb megértéséhez és a hatékonyabb
kockazatértékeléshez.

Eredményeink alapjan sikeriilt kiterjeszteni a LLOV ismert geografiai elterjedését t6bb eurdpai
orszagra is, tovabb bdviteni a virus evolucios valtozasairol alkotott képiinket és létrehozni egy
masodik vad tipusu izolatumot. Mindezen eredmények rendkiviil nagy hozzajarulast jelentenek a
jovobeni kutatasok szamara, hogy egyrészt a Lloviu cuevavirusrol alkotott képiink egyre
széleskorlibbé valjon, masrészt pedig az egyéb, denevérekhez kothetd filovirusokat is jobban

megeérthesstik.
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X. Fuggelék

Jelen tanulmanyhoz feldolgozott mintdk Ct értékei 21 és 39,26 kozott véltoztak, melyekhez
tartozé virusmennyiségek értékei a munkacsoport korabbi adataira készitett kalibracios gorbe

alapjan lettek meghatarozva (Kemenesi et al., 2022).

Ct Kopiaszam,/mU kopiaszam/mL (log)
25,39| 360000000, 1,404662701 9.5
26,16| 230000000 1,41763774 i
30,1 28000000 1,478566496
30,27| 25000000 1,481012421| § 937
34,08 3200000 1,532499586| o 6.0
34,53 2500000 1,538196578 % 7.5
34,61 2400000 1539201509 £ |
35,09 1800000 1,545183368 5 -
35,3 1600000 1,547774705
35,56 1400000 1,550961752 6.0
35,78 1300000 1,553640336 5.5
36,1 1100000 1,557507202 50 e i
36,31 40000 1,5600262449 20 22 24 26 2B 30 32 34 36 38
38,59 270000 1,586474779 ct

meredekség: -0,23586; metszéspont: 14,54 ; (PAST 4.11)
egyenes egyenlete : y=—0,23486 X +14,54
21 Ct: y=—0,23486%21+14,54 , y=9,5861;ami szamszerint 10***' =3855671276 képia/mL

39,26 Ct : y=—0,23486%39,26+ 14,54 , y=5,278566;ami szamszerint 10>***°=189917,944
képia/mL
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