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Absztrakt
A felbukkano fert6zo betegségek jelentik az egyik legnagyobb kihivast az emberiség

szadmara, elég akar csak a COVID-19 pandémidra gondolnunk. A denevérek szamos olyan virus
rezervoarjai, amelyek benniik nem okoznak megbetegedést, de mas allatokra és emberekre is
atterjedhetnek és ott stlyos — esetenként letalis — fert6zést is indukalhatnak. Ezek koziil a
legismertebbek a koronavirusok, veszettségvirusok, filovirusok (Ebola és Marburg) és a
paramyxovirusok (Nipah és Hendra).

Magyarorszagon 28 denevérfaj él, amelyekbdl korabban veszettségvirust (EBLV-1),
filovirust, adenovirusokat, calici-, rota-, astro-, korona- és mas virusokat mutattak ki célzott
virologiai vizsgalatokkal. A nemzetkdzi gyakorlatban bevett passziv surveillance modszer
soran sériilés vagy legyengiilés kovetkeztében elpusztult allatok virologiai vizsgalata torténik.
Ez a modszer kiemelkedden fontos, hiszen a valamilyen okbdl elpusztult és megtalalt allatok
egy részénél betegséget okozo virusok lehetnek a felel6sok a tiinetek kialakulasaért. Hazankban
csak elvétve alkalmaztik a modszert, els@sorban veszettség-gyanus egyedek esetében.

Célunk egy olyan magyarorszagi passziv denevér lyssavirus surveillance rendszer
kialakitasa volt, aminek segitségével nyomon tudjuk kovetni a hazai denevérallomanyban
eléforduld veszettségvirusok prevalencidjat, az ¢érintett fajok szadmat és a teriileti
eléfordulasokat. Vizsgalatunk soran eddig 11 faj 85 példanyat vizsgaltunk meg. Az allatok
2018-2023 kozott pusztultak el, Magyarorszag egész teriiletérdl keriiltek Osszegytijtésre. A
vizsgalt 85 egyedbdl két pozitiv mintat talaltunk, a virusok teljes genomjanak meghatarozasat
kovetden az Eurdpai denevérveszettség virus-1 (EBLV-1) filocsoport EBLV-1a filogenetikai
Klaszterébe sorolodtak.

A veszettség virusok a legfontosabb virusos zoondzisok kdzé tartoznak, és vilagszerte
jelentds veszélyt jelentenek a kozegészségiigyre. A vadon €16 kutydk és kistestli ragadozok
szamara, illetve a hazidllatok védelmére kifejlesztett vakcindzasi modszerek denevérek
esetében nincsenek megszervezve. Ezt figyelembe véve, a vizsgalatunk soran kapott
eredmények figyelemfelhivasként szolgalhatnak, mind a lakossdg, mind a denevérekkel
foglalkozok szamara, hogy fontos az elovigyazatossag a denevérekkel vald kontaktus soran. Az
allatokat véddeszkoz és megfeleld szakmai tudas mellett érdemes kezelni, ezzel is elkeriilve az

esetleges fertdzési eseményeket.



|. Bevezetés
I1.1. A denevérek és virusaik bemutatasa

A denevérek (Chiroptera) rendje taxonodmiailag rendkiviil valtozatos, a Foldon €16
emlésok kb. 20%-a tartozik ide, tobb mint 1400 fajjal (Simmons & Cirranello, 2024). Egyediil
a denevérek képesek az emlOsok koziil aktiv repiilésre. Kizarolag éjszakai (Peixoto et al., 2018)
¢letmodot folytatnak, altaldban kis testi allatok, a legtobbjiik echolokdciot hasznal a
tajékozodashoz ¢és zsakmanyszerzéshez. A denevérek rendje két alrendre tagolhatd: a
Yinpterochiroptera alrendbe a repililékutydk és pl. a patkosdenevérek, a Yangochiroptera
csoportba pedig a kisdenevér csaladok tobbsége tartozik (Kunz et al., 2011).

A denevérek fajonként tobb zoonotikus tulajdonsaggal rendelkez6 virust hordoznak,
mint a ragcsalok, és ma mar a zoonozisok jelentds forrasaként ismerik el dket, amelyek koziil
néhany akar stulyos emberi betegségeket is okozhat (Luis et al., 2013). A denevérek gyakran
nagy koloniakban élnek, ezért kozottik a patogének viszonylag konnyen atadddhatnak,
repiilésiiknek kdszonhetden pedig jelentds tavolsagokra képesek terjeszteni az altaluk hordozott
virusokat (Wynne & Wang, 2013).

A kiilonb6zo antropogén tényezok, példaul a talnépesedés, az urbanizécio és az ezzel
jar6 emberi teriiletek terjeszkedése, a természetes ¢lohelyek leromlésa és a vadhus-fogyasztas
novekedése miatt a denevérek és emberek kozotti interakciok szama is egyre gyakoribb. Ezaltal
a felbukkané fert6z6 betegségek egyre nagyobb veszélyt jelentenek szamunkra (Letko et al.,
2020; Wong et al., 2007).

Az elmult évtizedekben egyre tobb denevér eredetii virusjarvany alakult ki, mint pl.
Azsiaban és Ausztralidban a COVID-19 pandémia és a Nipah és Hendra jarvanyok, Afrikdban
az egyre gyakrabban felbukkano Ebola jarvanyok (Chu, et al., 2008; Rothan & Byrareddy,
2020).

A veszettség €s a veszettséggel kapcsolatos virusok a legfontosabb virusos zoon6zisok
kozé tartoznak, és vilagszerte veszélyt jelentenek a kozegészségiigyre. Mig a kozismert
veszettségvirus (RABV) az ujvilagi denevérekben fordul eld (tobb mas emldscsoport mellett),
nagy szamu kiilonboz6 lyssavirus fordul el denevérekben szerte a vilagon (Schatz et al., 2013).
Denevérekbdl a lyssavirus fajok koziil a Mokola- és az Ikoma veszettségvirusokon kiviil mindet
sikeriilt izolalni. A kutatasokbol kideriilt, hogy a lyssavirusok képesek klinikai betegséget
okozni a denevérekben, viszont klinikai betegség hianyaban is képesek lehetnek a
denevérpopulaciokon beliil cirkulalni (Schatz et al., 2013).

Magyarorszagon, 28 denevérfaj talalhatd meg, melyek kozil mind védett vagy

fokozottan védett. Az europai denevérek korében az EBLV-1 és EBLV-2 veszettségvirusok a
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legelterjedtebbek. Az EBLV-1 két kiilonallo alcsoportra oszthatd, melyek atfedd foldrajzi
teriileteken oszlanak el Europan beliil (EBLV-1a és EBLV-1b) (Amengual et al., 2007; Folly
et al.,, 2021). Magyarorszagon korabban kett6 EBLV-1-el fert6zott denevérbdl tudtak
megszekvenalni a virust, 2011-ben és 2015-ben (Forré et al., 2018), ezek az EBLV-1a
csoportba tartoznak.

Nyugat-Eurdpaban a lyssavirus monitoring denevérek esetében is egy miikodé modszer,
azonban Ko6zép- és Kelet-Europaban a monitoring a vadon €106, illetve a haziallatok vizsgalatara
Osszpontosul, ezaltal denevérveszettséges esetekrdl kevesebb informacidval rendelkeziink. A
passziv monitoring egy jol miikodé modszer a ritka és védett fajok esetében is, hiszen az
elpusztult egyedek vizsgalata segitségével megeldzhet6 a denevérek természetes éldhelyeiken
val6d bolygatasa. A tetemek vizsgalata olyan tovabbi informaciokat szolgaltathat szamunkra,
amik a természetben, az ¢16 allatokon valo vizsgalatok soran nem elérheték. Mivel a veszettség
alacsony prevalenciaval van jelen a denevérpopulaciokban, a nagy mintaszamban vald gytijtés

lehetdvé teszi az ilyen ritka kdrokozok monitorozasat is (Forro et al., 2018).

1.2. A veszettségrol altalanosan

A veszettség tobb mint harom évezrede az egyik legismertebb és legrettegettebb emberi
betegség. Bar a virus altal az emberekben okozott agyveldgyulladas tovabbra is kezelhetetlen,
a fert6zés kivaldoan megelézhet6 (Baer, 1991).

A ,veszettség” a gordg ,,Lyssa” vagy ,,Lytta” szobdl ered, aminek a jelentése Oriilet,
téboly. A latin ,,rabies” sz6 a szanszkrit ,,rhabas” sz6 forditasa, aminek a jelentése ,,er6szakot
elkovetni”. Ezt a betegséget ugy irtak le emberekben, mint hidrofobia (viztdl valo félelem),
amikor is az érintett személy egyszerre szomjazott €s €rzett félelmet a viztél. A gérog mitoldgia
szerint Arisaeus feladata volt az, hogy megeldzze a veszettséget, mig Artemis gyogyitotta azt.
Feltételezhetden idészdmitasunk eldtt 500 évvel sziilettek az elso irasos feljegyzések kutyak
veszettségérol, Democritus altal. Arisztotelész a Krisztus el6tti 4. szazadban a Natural Histrory
of Animals c¢. miivében emlitette, hogy els6sorban a kutyakat érinti a veszettség, és akit
megharaptak szintén veszetté valtak. Hippokratész, Plutarkhosz, Cardano és Lukianosz szintén
megemlitik az 6kori id6kbdl ezt a betegséget. A legelsd nagy veszettség jarvanyt 1271-ben irtdk
le, veszett farkasok tdmadtak meg allatcsordakat ¢és nydjakat Frankfoldon, ami tobb mint 30
ember haldlat kovetelte. 1586-ra  Flandridban, Ausztridban, Torokorszagban ¢és
Magyarorszagon is epizoonotikussa valt a veszettség kutyak korében (Baer, 1991).

Zinke 1804-ben kisérlettel bebizonyitotta, hogy a veszettségvirus nyallal tud terjedni.

1881-ben Pasteur rajott, hogy ez a virus a kozponti idegrendszert érinti, illetve nyulakon végzett



kisérletekkel igazolta, hogy a betegség minden esetben a gazdaszervezet bénuldsdhoz vagy
elhulldsdhoz vezet. El tudta kiiloniteni a betegség kétféle valtozatat, a ,,csendes/paralitikus”
veszettséget és a ,,diihongd” veszettséget. A legyengitett korokozd segitségével sikeresen
kifejlesztette az elsé veszettségvirus elleni vakcinat, amit egy Kilenc éves, veszett allat altal
megharapott kisfitin sikeresen alkalmazott. 1978-ban human diploid sejteken fejlesztették ki a
veszettség elleni HDCV (Human Diploid Cell Vaccine) vakcinat (Baer, 1991).
Magyarorszagon HOgyes Endre vezette be a veszettség elleni véddoltast, az eredeti Pasteur-
modszer (higitasos eljaras) modositasaval (Takacs & Karpati, 2010).

A denevérek szerepe a lyssavirus terjesztésében a 20. szazadig ismeretlen volt, majd
(Carini, 1911) vetette fel a veszettség és a vampirdenevérek harapasa kozotti kapcsolatot.
Tovabbi harom évtizedbe telt azonban, mire a veszettséget a nem vérszivo denevérfajoknal is
kimutattak. 1953-ban az USA-ban, Floridaban irtak le az els6 olyan human veszettség esetet,
amit rovarevd denevér okozott (De Serres et al., 2008), mig Eurdpaban 1977-ben tortént az elsé
denevérveszettség okozta human halaleset (Franka et al., 2008).

Az 1950-es évekre a vadon €16 allatok terjesztette veszettség visszaszoritasa keriilt a
figyelem kozéppontjdba, Eurdpaban elsdsorban a rokak terjesztették a legnagyobb mértékben
a betegséget. Ennek okan vakcindzasi stratégidkat szerettek volna kifejleszteni, példaul
Kanadaban, az 1980-as években tomegesen fogtak be és oltottak borzokat, csokkentve ezzel a
vadonban €16 allatok kozott terjedd veszettséget (Rosatte et al., 2001; Rosatte et al., 1986). A
vadon €16 allatok aktiv monitoringja egy masik jo lehetdség az ilyen fert6z6 betegségek
kovetésének €s visszaszoritasanak, amit Németorszag, Belgium és Franciaorszag is alkalmaz
(Johnston, 2004). Europaban a denevér lyssavirus monitoring nem ugyanolyan elterjedt, a
nyugati teriileteken nagyobb hangsulyt kap és nagyobb szamban is azonositanak veszett
allatokat. Kozép- és Kelet-Europdban a denevérekben azonositott veszettség esetekrdl
szorvanyos informécioval rendelkeziink, ami betudhat6 annak, hogy ezeken a teriileteken nincs
megszervezve és alkalmazva egy jol mikodo passziv monitoring rendszer (Forrd et al., 2018),

bar human érintettség (harapas) esetén az allatok hatdsagi vizsgalata megoldott.

1.3. A veszettségvirusok rendszertana

A veszettségvirusok kozé egyszali, negativ polaritasi nem szegmentalt Orokitd
anyaggal rendelkezé RNS (ribonukleinsav) virusok tartoznak. A Lyssavirus a Mononegavirales
renden beliil a Rhabdoviridae csaladban talalhato nemzetség. Osszesen 17 fajt sorolnak a
Lyssavirusok kozé, amiket a transzmembran glikoproteint kodold gén genetikai eltérései

alapjan kiilonitenek el (Badrane et al., 2001; Cerne et al., 2023). Az ICTV (Nemzetkozi



Virusrendszertani Bizottsdg (International Committee on Taxonomy of Viruses)) altal a
kovetkezd veszettségvirusok keriiltek elfogadasra: Aravan lyssavirus (ARAV), Australian bat
lyssavirus (ABLV), Bokeloh bat lyssavirus (BBLV), Duvenhage lyssavirus (DUVV), European
bat lyssavirus-1 (EBLV-1), European bat lyssavirus-2 (EBLV-2), Gannoruwa bat lyssavirus
(GBLV), lkoma lyssavirus (IKOV), Irkut lyssavirus (IRKV), Khujand lyssavirus (KHUV),
Lagos bat lyssavirus (LBV), Lleida bat lyssavirus (LLEBV), Mokola lyssavirus (MOKYV),
Rabies lyssavirus (RABV), Shimoni lyssavirus (SHIBV), West Caucasian bat lyssavirus
(WCBYV) és a Taiwanese bat lyssavirus (TBLV) (Banyard, & Fooks, 2021). Egy nemzetségbe
tartoznak azok a lyssavirus fajok, amelyek nukleoprotein génje (N-gén) legalabb 80-82%-0s
hasonlosagot mutat (legjobban konzervalt gén) vagy a kédold régiok hasonldsaga eléri a 80-
81%-ot (Dietzgen et al., 2012; Zandi et al., 2021).

Ketté tovabbi lyssavirus fajt azonositottak, amelyek genetikailag a lyssavirusok
nemzetségébe tartoznak, de ideiglenes fajok maradnak tovabbi karakterizalasig, ezek a
Kotalahti bat lyssavirus (KBLV) és a Matlo bat lyssavirus (MBLV) (Dietzgen et al., 2012).
Filogenetikai analizisek alapjan a lyssavirus nemzetségen beliil két f6 és egy tovabbi potencialis
filocsoportot kiilonitettek el. Az 1-es filocsoport az ABLV, ARAV, BBLV, DUVV, EBLV-1,
EBLV-2, GBLV, IRKV, KBLV, KHUV ¢és RABV genotipusokat tartalmazza. A 2-es
filocsoportban a LBV, MOKV és SHIBV genotipusok taldlhatok (Cerne et al., 2023).
Immunogenitasi és patogenitasi vizsgalatokbdl kideriilt, hogy az 1-es filocsoport virusaival
(RABV ¢és EBLV-1) intracerebralis és intramuszkularis injekcioval is meg tudtak fertézni
egereket, mig a 2-es filocsoport virusai csak intracerebralis Gtvonalon betegitették meg a
kisérleti allatokat. Az egyes filocsoportokon beliil a glikoprotein ektodomain aminosav-
szekvenciaja legalabb 74%-ban azonos volt, és az antitestek keresztneutralizaciot mutattak. A
filocsoportok kdzott azonban az azonossag kevesebb mint 64,5% volt, és a keresztneutralizacio
hianyzott, ami megmagyarazza, hogy a klasszikus veszettség (RABV) elleni vakcinak (1-es
filocsoport) miért nem nyujtanak védelmet a 2-es filocsoportba tartozo lyssavirusok ellen.
(Badrane et al., 2001).

A nemzetség tagjainak gazdaspektruma viszonylag sziik, egyediili tipusfaja a RABV
fordul elé vilagszerte, szamos szarazfoldi fajban. A lyssavirusok koziil a RABV felelés a
legtobb emberi megbetegedésért valamint a hazidllatok korében eléfordulod esetek tobbségéért

is (Singh et al., 2017).



I.4. A veszettségvirusok morfologiaja, genomi szerkezete

Az Osszes lyssavirus toltény alaka morfoldgiat mutat, altalaban merev, rudszeri
struktarajuk van, egyik végiik kup alakd, mig a masik lapos. A virus megkdzelitéleg 75 nm
széles és 180 nm hosszu. Lipidburok veszi koriil, amit a virus a gazdasejt plazmamembranjabol
hoz létre. A burok vastagsaga 7,5-10 nm, felszinén 8,3-10 nm hosszusagu feliileti nyalvanyok
talalhatoak, amelyek a glikoprotein harom molekulajabol allnak. Minden egyes virus partikula
egy 30-35-szorosen feltekeredett nukleoproteint tartalmaz. A lyssavirus genom egy egyszalu
negativ, nem szegmentalt ssSRNS molekula, ami nagyjabol 11,9-12,3 kb nukleotidbol all
(Kuzmin, 2014) (1. abra). A RABV genomja egy 58 nt-os leader szekvenciaval kezdédik, amit
Ot strukturalis fehérje gén kovet 3'-N-P-M-G-L-5" sorrendben, amelyeket intergenikus régiok
valasztanak el egymastol, majd ezt egy 57-70 nt-os trailer szekvencia kovet (Jackson, 2014).

A genom a kovetkezd 6t virdlis fehérjét kodolja: nukleoprotein (N), foszfoprotein (P),
matrixprotein (M), glikoprotein (G), nagy polimeraz fehérje (L) (1. abra). A nukleoprotein gén
a virust kortilvevé nukleokapszidot képezi, a foszfoprotein sziikséges a transzkripciohoz,
replikaciohoz és a patogenezishez is. A G-génrdl transzmembran glikoprotein termelddik, ami
a fert6zés soran a fogékony gazdasejthez valo kapcsolodasért felel, mig az L-gén kddolja az
RNS-szintézishez sziikséges polimerdz enzimet. A matrix protein kolcsonhatasba 1ép az RNP-
vel (ribonukleoprotein) és a G-proteinnel is. A morfogenezisnek ez a formaja kulcsfontossagu
a virus Osszeszerelésének folyamataban, bimbodzasdnak ¢és fertézOképességének
sikerességében, mivel M-protein hianyaban a virion részecskék gyenge felszabadulasa
figyelhetd meg, er0sen csokkentve a fertdzoképességet. Az N, M és L fehérjék méretben €s
struktaraban i1s konzervaltak a lyssavirus fajok kozott, mig a P és G fehérjék hosszusagaban

tapasztalhatunk eltéréseket (Banyard & Fooks, 2019; Baer, 1991; Schatz et al., 2013).
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1. abra: A Lyssavirusok sematikus abraja (A). A viralis negativ egyszalua RNS genom sematikus abréja
(B). (Forras: https://viralzone.expasy.org/)

A veszettség virus létre tud hozni DI (defective interfering) partikulakat, amik az eredeti
virus hosszanak az 1/3-4t vagy 2/3-at teszik ki, de az eredeti alakot megtartjak, mig a genomjuk
is az eredeti felére rovidiil és csak a strukturalis fehérjéket tartalmazzak (Baer, 1991; Wiktor et
al., 1977).

A konzervalt génsorrendnek a fehérjék kifejezdésének szabalyozasdban van szerepe.
A lyssavirusok genomja teljes egészében a nukleokapszid burokban talalhato, ezaltal a virus

RNS védett a gazdasejt lebontd folyamatai ellen (Banyard & Fooks, 2019).

1.5. A veszettségvirusok replikacidja

A fertézés kezdeti 1épéseként a virusnak a G-proteinjein keresztiil a sejtfelszini
receptorokhoz kell kétédnie, majd endoszomalis transzport Giton (endocitozis) keresztiil a sejtbe
jutnia. A virusgenom transzkripcidjakor a virionban 1évé RNS-polimeraz felszabadul, amely a
P-L komplex 6t monocisztronos, 5’ sapkaval és 3’ poliadenilalt farokkal rendelkez6 mRNS-t
hoz 1étre és egy pozitiv szali vezetd ,,leader” RNS-t szintetizal, amit a transzkriptaz-komplex
tud feldolgozni (Banyard & Fooks, 2019).

A virdlis fehérjék transzlacidja soran négy viralis mRNS (N, P, M és L) szabad
riboszémakon, mig a G mRNS membranhoz kotott riboszomakon transzlalodik. Az elsddleges
transzkripciot koveten, a fertézés egy bizonyos pontjan a virus transzkriptdz komplexe
replikativ tizemmodra valt, amely lehetdvé teszi az egyes génhatarokon jelenlévd intergenikus

kontrollrégiok atirasat, ezaltal 1étrehozza a teljes génallomanyt, ami egy pozitiv szala replikativ



RNS (anti-genom) lesz. Végiil kiilonb6z6 molekularis kolcsonhatasok utan az érett virion a
gazdasejt membranjan keresztiil torténd bimbozassal megszerzi a burkat és kiszabadul a sejtbol

(Jackson, 2011) (2. abra).
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2. abra: A lyssavirusok replikacidjanak sematikus abraja (Jackson, 2011).

A lyssavirusok  morfologidja, mikodése, fizikokémiai tulajdonsaga,
genomszervezddése ¢€s ¢életciklusa is hasonlosdgokat mutat. Azonban a kiilonb6z0 strukturalis
fehérjéken létrejott poszttranszlacios modositasok kovetkeztében az antigén tulajdonsagok

virus fajonként eltéréek lehetnek (Jackson & Wunner, 2010).

1.6. A veszettségvirusok patogenezise és tiinetei

A veszettségvirusok patogenezisével kapcsolatos ismereteink nagy részét altaldban
ragcsalokon végzett allatkisérleti vizsgalatokbdl tudtuk meg (Jackson, 2011). A virus tébb uton
is be tud jutni a szervezetbe, a leggyakoribb a fert6zott allat altali harapéssal, a sériilt
borfeliileten keresztiil, fertézott nyallal vald terjedés egyik gazdaszervezetbdl a masikba. A
bejutott virus a bor alatti kotoszovetbe vagy izomszovetbe kertil. Leirtak olyan eseteket is,
amikor a fertdzott nyal kozvetlentil a nyalkahartyan keresztiil, emésztérendszeren, szajon vagy
léguton keresztiil jutott a gazdaszervezetbe (Gibbons, 2002; Manning et al., 2008).

A szervezetbe vald bejutast kovetéen a RABV jellemzden az izomsejteket fertdzi meg.
Alacsony replikacio utan a periférias idegsejt nyulvanyba feltételezhetéen a nikotinos
acetilkolin-receptoron (Nicotinic acetylcholine receptor (nAChR)) keresztiil jut be (Rabies

Virus Receptors, 2005). A virus valtozo ideig marad a bejutas helyén, ami hozzajarulhat a
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veszettségre jellemz6 valtozd lappangasi idéhoz. Ezzel szemben magasabb titeri inokulum
esetén a RABV képes megfertdzni a motoros véglemezeket anélkiil, hogy az izomban kellene
szaporodnia (Charlton et al., 1997). Ehhez, sziiksége van a neuron sejt adhézidés molekulara
(Neural cell adhesion molecule, (NCAM)) és a p75 neurotropin receptorra (p75NTR) (Gluska
et al., 2014), amik megkotik a virus felszini glikoproteinjeit, ezzel segitve a bejutashoz
sziikséges endocitozist (Lafon, 2005). A RABV a periférias idegrendszerbe (PNS) a
neuromuszkularis junkcié motoros véglemezein keresztiil jut be, de a virus internalizaciojanak
pontos modja tovabbra is kevéssé ismert (Scott & Nel, 2021). Mivel a fertézott egyedben a
virus kozvetleniil 1¢p be a periférias idegekbe, vagy az izomsejtekben lezajlott replikaci6 utan
kertil be, ezaltal a virus virémiat nem alakit ki a szervezetben (Takacs & Karpati, 2010).

A virus retrograd axoplazmén keresztiili transzporttal (3 mm/o6ra) keriil a periférias
idegekbdl a kozponti idegrendszer sejtjeibe. In vivo a veszettség virus az idegrostokban és a
kozponti idegrendszer neuronjaiban intraaxonalis transzporttal halad a sejttest felé¢ (retrograd)
vagy a sejttesttdl tavolodva (anterograd), mikrotubulus fiiggd folyamatok segitségével. Minél
nagyobb a virustiter/inokulum és az idegsejtek silirlisége a harapas helyén, illetve minél
kozelebb van a harapas helye az idegrendszerhez, annal nagyobb a fert6zés kockazata (Gibbons,
2002). A virus az agyvel6bdl a nyalmirigyekbe is eljut, de csak a lappangasi id6szak végén, a
tiinetek megjelenése el6tt 5-8 nappal (Takacs & Karpati, 2010).

Amint az életképes virus elért egy neuront, az infekcid és a klinikai betegség ki fog
alakulni. A lyssavirusoknak a minimdlis infekciés dozisa szorosan kdothetd a virus
fennmaradasahoz ¢€s transzmissziojahoz a szervezetben. Egérben végzett kisérleteknél azt
tapasztaltak, hogy 4 db fertdzoképes virus partikula adja a minimalis infekcids dozist, periférias
inokul4ciokor. Bar ez egy kisérleti fertdzés, mégis lathatd, hogy a lyssavirus kis mennyiségben
is képes a fert6zésre (Banyard, Healy, et al., 2014).

A klinikai betegség kialakulasat megel6z6 lappangasi iddszak kialakitasaban, a fert6z6
doézis mérteke €s a fertézéskor eléforduld sejttipusok jatszanak szerepet. A lappangasi 1d6
altalaban két hét és két honap kozott valtozik, de eltarthat akar évekig is (Shankar et al., 2012).
A virusnak a kiilonb6zd sejttipusok megfertdzésére vald képessége valdsziniileg szorosan
Osszefiigg a preklinikai idészak hosszaval. Ez az id6tartam nagyon valtoz6 még azonos
allatcsoportok esetén is, példaul kisérleti fertézés alkalmaval kozonséges késeidenevéreket
fertéztek EBLV-1 virussal, ahol a lappangasi id6szak 7-26 napig tartott, a beinjektalas helyétol
fiiggéen (Freuling et al., 2009). Vizi denevéreknél (Myotis daubentonii) a fert6zés 32 nap alatt
alakult ki (Johnson et al., 2008). Eddig egy alkalommal tudtak leirni, szintén vizi denevérbdl,

egy természetes Uton kialakult veszettség fertdzési inkubacios periddust, mely soran kilenc
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hoénapos izolacidban eltdltott id6 utan alakultak ki tiinetek. Az alacsony patogenitas €s a hossza
lappangasi id6 kedvez a virus populacion beliili fennmaraddsanak, mivel gatolja azt, hogy a
gazdaegyed hirtelen eltinjon a koloniabol (Boots & Sasaki, 1999).

A betegség lefolyasdnak négy szakaszat lehet elkiiloniteni: az elsd, azaz bevezetd
szakasz 1-3 napig tart, az allat elvesziti a félelemérzetét, étvagytalansag vagy talzott étvagy,
tompultsag jellemzi. A masodik, igynevezett izgatottsdgi szakaszban tulzott ingerlékenység,
diihodt viselkedés, alland6 vandorlasi vagy alakul ki. Ezt a bénulédsos szakasz koveti, amikor a
szemmozgato izmokat, garat- és nyelvizmokat mozgat6 idegek karosodnak, ezaltal az allatot
megvaltozott hangadas és fajdalmas nyelés jellemzi. Az utols6 szakaszban a nyultagyveld
karosodasa miatt bekovetkezik a 1égzéizmok bénulésa, és az allat elhullasa (Takéacs & Karpati,
2010).

A Negri-testek klasszikus hisztopatologiai tiinetei a veszettségnek. Ezek a
képzédmények az idegsejtek perikarionjaban és dentritjeiben figyelhetok meg. Leggyakrabban
a hippokampusz nagy motoros neuronjainal (Ammon-szarv), a kisagy Purkinje-sejtjeiben és az
agytorzsi sejtmagoknal fordulnak el6. 1-20 um atméréjiek, kerek vagy ovalis alakkal
rendelkeznek, élesen koriilhatdroltak, eozinofil festddést mutatnak. A fert6zott sejteknek
azonban csak egy adott részhalmaza tartalmaz Negri-testeket. Immunhisztokémiai teszttel
mutathatok ki ezek a képzoddmények, ami a veszettség diagnosztikanak egy megerdsitd 1épése
(Hatanpaa & Kim, 2014; Takécs & Karpati, 2010).

A kisérleti és a természetes uton fert6zott allatok vizsgalatabol egyértelmiien kideriil,
hogy a virus a betegség késoi stddiumaban tobb szervben is kimutathat6, feltehetéen az agytol

tavolabbi helyeket is elérve a centrifugalis terjedés kovetkeztében (Johnson et al., 2008).

I.7. A veszettség elleni védekezés

A veszettség megeldzésében kiemelt jelentdsége van a rezervoar fajok
vakcinazasanak, a rokak korében is terjedd Szilvatikus veszettség (RABV) elleni védekezést
csalétekvakcinak kihelyezésével lehet elvégezni. A haziallatok immunizalésa inaktivalt vakcina
beadaséaval torténik. Hazankban az ebek oltdsa az 1930-as évek ota kotelezd, évente egyszer
(Magyar Allatorvosi Kamara rendelete).

A veszettséggel valo lehetséges érintkezéssel jaro sebek helyi kezelése minden esetben
fontos, vizzel €s szappannal 15 percig ajanlott a sebesiilt feliiletet tisztitani. Emberek
immunizalasara inaktivalt rabies virust tartalmazo vakcina adhato (WHO). A RABV ellen
human diploid sejteken allitottak el vakcinat (HDCV), ami képes védelmet nyujtani a

denevérek altal hordozott EBLV-1 és EBLV-2 ellen is. A lyssavirus nemzetségen beliil mas
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filocsoportba tartozo virus fajok ellen azonban ez nem véd (Brookes et al., 2005; Horton et al.,
2014; Malerczyk et al., 2014). Az emberi veszettség kivédése érdekében a preexpozicios oltas
felvétele 3 dozisban torténik, a 0. napon, 7. napon és a 21-28. nap kozott, majd egy év mulva
az emlékeztetd vakcina beadasa kovetkezik a WHO ajanlasa alapjan. A tovabbiakban 5 évente
torténik az oltds ismétlése. A klinikai tiinetek megjelenését kdvetden nincs lehetdség veszettség
elleni terapiara, a fert6zés letalitasa szinte 100% (Maurya et al., 2015). A WHO ajanlasa alapjan
egyszeri vagy tobbszords transzdermalis harapéds vagy karmolds, nyallal valé nyéalkahartya-
szennyezddés, sériilt borfelszinen torténd allat altali nyalds vagy denevérekkel valo érintkezés
esetében azonnali oltas és veszettség elleni immunglobulin (RIG) beadasa javasolt. Kétféle
immunglobulint hasznalnak vilagszerte: a fejlettebb orszdgokban a HRIG (Human Rabies
Immunoglobulin), a fejl6dé orszagokban az ERIG (Equine Rabies Immunoglobulin) az
elterjedtebb (Manning et al., 2008; WHO, 2017).
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3. abra: A lyssavirus expoziciot kdvetd kezelésre vonatkozd ajanlasok a veszettséggel gyanusitott
allattal vald érintkezés tipusatol fiiggben. Forras: https://www.who.int/teams/control-of-neglected-
tropical-diseases/rabies/vaccinations-and-immunization

1.8. A veszettség epidemiolégidja, eléfordulisa

A veszettségvirusok terjedését harom jarvanytani forméra oszthatjuk: szilvatikus,
urbanus és egy, a denevérekhez kothetd terjedési tipus. A szilvatikus veszettség elsGsorban
vadon é16 eml6sok kozott cirkulal, mint példaul a mosomedve (Procyon lotor), a nyest (Martes
foina), az eurazsiai borz (Meles meles), az eurazsiai menyét (Mustela nivalis), az eurdpai 6z
(Capreolus capreolus) és a voros roka (Vulpes vulpes), de a denevérek is lehetnek terjesztok.
Amennyiben a vadon ¢l6 allat képes megfertézni haziallatokat, ami benniik a virus
legnagyobb esélye a human fert6zéseknek is. Leggyakoribb virusgazdak a kutyak (Canis lupus)

¢és macskak (Felis catus), de akar juhok (Ovis aries), szarvasmarhak (Bos taurus) és lovak
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(Equus caballus) is megfert6zodhetnek. A denevérekhez kothetd terjedési forma kevésbé
nyomon kdvethetd a gazdafajok rejtett életmodja miatt €s human fertézésekre is kisebb az esély
(Banyard et.al., 2014).

A lyssavirus nemzetségbe tartozé virusfajok 6si gazdajanak a denevéreket tekintik, ezt
alatamasztja, hogy a MOKV ¢és az IKOV kivételével minden lyssavirust kimutattadk mar
denevérekbol (Fooks et al., 2014). Mig egyes lyssavirusok a denevérfajok széles korét képesek
megfert6zni, masok csak bizonyos denevérfajokra korlatozoédnak (Banyard et al., 2014).

A RABYV Ausztralia, Antarktisz, Eurdpa egyes részei és néhany sziget kivételével az
egész vilagon jelen van (Rupprecht et al., 2018). Az LBV,aDUVYV és a MOKYV csak Afrikaban
van jelen, egy Franciaorszagba behurcolt, LBV-vel fert6zott gylimolcsevd denevér esetét
leszamitva (Miiller et al., 2002). Ausztralidban az ABLV-t a Pteropus nemzetségbe tartozo

gyliimolcsevé denevérekbdl mutattak ki (Fraser et al., 1996) (4.abra).

KHUV WCBV & IRKV SHIBV  IKOV BBLV LLEBV
2001 2002 2009 2009 2010 2012
Tajikistan Russ. Fed. Kenya Tanzania Germany Spain

1990 1980 1970 1960 1950
ABLV ARAV EBLV-2 EBLV-1 DUVV MOKV LBV
1996 1991 1986 1977 1970 1968 1956
Australia Kyrgystan Finland Russ. Fed. S. Africa Nigeria Nigeria

4. abra: Lyssavirus fajok el6fordulasi helyei és az els6 virus izolalasi datumok. Forras: (Banyard et al.,
2014)

Az amerikai kontinensen denevérekbdl a leggyakrabban a RABV mutathat6 ki, a karibi
teriileteken a r6t vérszopddenevér (Desmodus rotundus) a f6 terjesztdje a virusnak (Davis et al.,
2012; Seetahal et al., 2018). Denevérekbol RABV-t eddig csak az amerikai kontinensen
mutattak ki, Eurazsia, Afrika és Ausztralia téréségében még nem irtak le a virust ezekben az
allatokban (Banyard, Evans, et al., 2014).

A veszettség Afrikaban tobb szdz éves multra tekint vissza. A kontinensen legaldbb
négy kiilonbozé lyssavirus faj fordul el ragadozok, denevérek és mas emldsok kozott. Mind a
Duvenhage-, mind a Lagos denevér veszettségvirus denevérekhez alkalmazkodott, de

jarvanytanuk — a Mokola veszettségvirussal egylitt — kevéssé ismert (Nel & Rupprecht, 2007)
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(4.abra). A 2003-2018 kozott Dél-Afrikaban mintavételezett rovarevd denevérekben
filogenetikai elemzéssel azonositottak a Duvenhage veszettségvirust és egy potencialisan 1j,
ideiglenesen Matlo bat lyssavirusnak (MBLV) nevezett agenst, amely a West-Caucasian
denevér veszettségvirussal all rokonsagban (Coertse et al., 2020)

Européaban a denevéreket érintd vizsgalatok altal megallapithato, hogy a veszettség
esetek legtobbjét EBLV-1 és EBLV-2 okozta. 1968-ban és 1985-ben veszettségvirust tudtak
izolalni Németorszagban és Daniaban is, amiket késobb EBLV-1-ként azonositottak (Bourhy
etal., 1992; Dietzschold et al., 1988). Az EBLV-1 a k6zonséges késeidenevérekhez (Eptesicus
serotinus) kothetd, de talaltak mar meg kozonséges denevérben (Myotis myotis), horgasszori
denevérben (M. nattereri), hosszszarnya denevérben (Miniopterus schreibersii) és nagy
patkosdenevérben (Rhinolophus ferrumequinum) is (Serra-Cobo et al., 2002). Az EBLV-2
rezervoar szervezete két, a Myotis nemzetséghez tartozd denevérfaj: a vizi denevér (M.
daubentonii) és a tavi denevér (M. dasycneme).

Bar a veszettségvirus genotipusai szorosan kotddnek specifikus gazdaszervezetekhez,
esetenként a rezervoarjuktol eltérd fajokat is megfertdzhetnek, példaul az EBLV-1 esetében
arra talaltak példat, hogy a virus képes volt attejredni négy juhra Daniaban (Miiller et al., 2002),
mig Németorszagban EBLV-1-¢l fert6zott nyesteket talaltak (Miiller et al., 2004).

Az EBLV-1 két £0 altipusra oszthato: EBLV-1a és EBLV-1b. Az els6 eurdpai EBLV-1
esetet 1954-ben Németorszdgban, Hamburgban dokumentaltdk, amikor is egy kisfiut
megharapott egy rovarevd denevér (Jelesic & Nikolic, 1956). Az elpusztult allat agyat
megvizsgalva nem talaltak fertdzésre utaldé Negri-testeket, viszont az agyhomogenizatumot
egérben inokulalva megjelentek a fertézés jelei (Mohr, 1957).

Tobb denevérfajnal is figyeltek meg EBLV-1-¢l valo fert6zést Eurépaban (Fooks et al.,
2003; Picard-Meyer et al., 2004). Hollandiabol, Németorszagbol, Franciaorszagbol,
Spanyolorszagbdl, Svajcbol, Magyarorszagrol, Lengyelorszagbol, Déniabol, Litvanidbol,
Oroszorszagbol, Ukrajnabol, Szlovakiabol, Finnorszagbdl és az Egyesiilt Kiralysagbol is
jelentettek denevérveszettséget (Stantic-Pavlini, 2005).

Az els6 hazai denevér veszettséges esetet 1999-ben jelentették (Molnar et al., 2008). A
(Forro et al., 2018) altal elvégzett 1999-2015 kozotti denevér veszettség monitoring soran 7
esetben regisztraltak pozitiv mintat. Szekvencia elemzésiik eredményeként, mind a hét
kozonséges késeidenevér altal hordozott virus az EBLV-1a klaszterbe tartozott (Forr6 et al.,
2018).

Spanyolorszagban nested RT-PCR modszerrel vizsgalt M. myotis fajok esetében is
talaltak EBLV-1 pozitiv egyedeket (Amengual et al., 2007). Szintén Spanyolorszagban E.
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isabellinus fajbol is ki tudtak mutatni a virust (Vazquez-Moron et al., 2011), valamint 2007-
ben ebbdl a fajbol izolaltak és [llumina-szekvenaltak is az EBLV-1 teljes genomjat (Marston et
al., 2015). Egy 2004-2012 kozotti vizsgalati idészakban 5 kiilonb6z6 denevérfaj 71 egyedeinek
vérmintaja pozitiv eredményt mutatott, EBLV-1 neutralizalo antitestek jelenlétére (Lopez-Roig
etal., 2014).

Franciaorszagban 1989 6ta folyik megszervezett denevér veszettség virus monitoring.
2013-ig 3176 denevér keriilt vizsgalat ala, aminek eredményeképpen 48 egyed bizonyult
pozitivnak, amibdl két virusfajt tudtak izolalni. Az Osszes veszettségvirust hordozo allat
kozonséges késeidenevér volt, mind az EBLV-1a és EBLV-1b virust ki tudtak bel6liik mutatni.
Az Eurdpai denevérveszettség virus kimutatasokon kiviil 2012-ben Myotis nattereri-ben a egy
Gj virus, a BBLV (Bakeloh bat lyssavirus) izolaldsa tortént meg, a minta Eszakkelet-
Franciaorszagbol szarmazott (Picard-Meyer et al., 2014).

Hollandiaban 1984-6ta kotelezo a beteg vagy egy masik allat altal elkapott denevért a
CIDC Lelystad (Institute for Disease Control) virologiai osztalyanak beszolgaltatni lyssavirus
antitest szlirésre, aminek eredményeként a 2003-ig tartd6 denevér monitoring soran két fajban
talaltak meg az EBLV-t. 251 kdzonséges késeidenevér és 5 tavi denevér (Myotis dasycneme)
volt veszettséggel fert6zott (Van der Poel et al., 2005).

A 2018-2020 kozott Németorszagban elvégzett lyssavirus passziv monitoring soran az
1236 vizsgalt denevérbdl 15 kozonséges késeidenevér bizonyult EBLV-1la pozitivnak. A
denevér agy mintakat RT-qPCR segitségével vizsgaltak. FAT (Fluoreszcens Antitestteszt)
modszerrel két torpedenevér (Pipistrellus) fajbol is ki tudtak mutatni a virust. Az EBLV-1-nek
az atterjedése E. serotinus vagy E. isabellinus-tol eltéré denevérfajokba ritkan fordul eld. A
talalt torpedenevér egyedeket azonban, a Baden-Wiirttemberg délkeleti szovetségi allamban
talaltak, egy olyan régidban, ahol az EBLV-1 eddig nem volt ismert. Eredményeik azt mutatjak,
hogy az EBLV-1 eddig nem észlelt eléfordulasi helyein is megfigyelhetok atterjedési
események (Klein et al., 2021).

Azsiaban, Vietnam északi részén mintazott 789 denevér 142 vérmintajabol tudtak
kimutatni EBLV-1 elleni antitesteket, 2011-ben. A virus izolalasa azonban sikertelen volt az
allatokbol, a pozitiv antitest jelenlétét okozhatta mas virusok altali keresztneutralizacio is
(Nguyen et al., 2014). Kambodzsaban 2000-2001 kozott mintazott gyiimoles- és rovarevo
denevérekbdl is EBLV-1 neutralizal6 antitesteket tudtak kimutatni (Reynes et al., 2004)

A denevérek altal hordozott EBLV-1 képes mas emldsfajokra, igy az emberre is
atterjedni, ket megbetegiteni. 1977 ota négy olyan esetet detektaltak, amikor emberi EBLV

fert6z6dés tortént. A denevérek védett stdtusza miatt Eurdpidban a tudasunk az EBLV
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prevalenciajarol és epidemiologidjardl korlatozott ezeknek az allatoknak a korében. Lehetséges,
hogy az EBLV-vel fert6zott denevér esetek emiatt alulreprezentaltak és ezek a tényleges

szamnak csak kis hanyadat képviselik (Fooks et al., 2003).
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1.9. Célkitiizés

F6 célunk egy magyarorszagi passziv denevérvirus monitorozd rendszer kialakitasa
volt, mely lehetdséget ad a legyengiilve kézre keriilt és elpusztult vagy eleve elhullva megtalalt
denevérek virologiai vizsgalatara. Kiemelten foglalkozunk az elpusztult allatok veszettség
szlirésével, hogy feltérképezziik hazank denevérvirus helyzetét, az érintett fajok korét és a
virusok prevalencidjat a mintazott fajokon beliill. A munka soran célunk volt a kimutatott
virusok teljes genom szekvenalasa, valamint filogenetikai jellemzése, illetve olyan javaslatok
megfogalmazasa a sériilt, legyengiilt és elpusztult denevérek kezelésével kapcsolatban, melyek
segitségével elkeriilhetok a human fertdzések. A passziv denevérvirus surveillance nem csak a
veszettségvirusokkal, hanem tobb mas viruscsoporttal kapcsolatban is fontos eredményekkel

szolgélhat.
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Il. Anyag és modszer
I1.1. Mintagyiijtés

A magyarorszagi lyssavirus passziv monitoring vizsgalatba 2018-2023 kozott elpusztult
egyedeket vontunk be, az orszag egész teriiletérdl. A példanyok féként a Févarosi Allat- és
Novénykertbol, mentéhelyekrdl, nemzeti park igazgatdsagoktol vagy allatorvosi rendel6kbol
érkeztek hozzank.

Osszesen tobb mint 200 egyed keriilt be a laboratériumunkba a kovetkezé 11 fajbol: rét
koraidenevér (Nyctalus noctula), alpesi denevér (Hypsugo savii), sziirke hosszufiilii-denevér
(Plecotus austriacus), fehértorkii denevér (Vespertilio murinus), vizi denevér (Myotis
daubentonii), kozonséges késeidenevér (Eptesicus serotinus), fehérszélii toérpedenevér
(Pipistrellus kuhlii), bajuszos denevér (Myotis mystacinus), horgasszorii denevér (Myotis
nattereri), kis patkdsdenevér (Rhinolophus hipposideros) és hegyesorri denevér (Myotis
blythii) (1. tablazat). A vizsgalatunkba, a jelen dolgozat elkésziiltéig 85 egyedet vontunk be.

Mivel a hazai denevérek mindegyike védett vagy fokozottan védett, ezért a tetemek
tarolasahoz és vizsgalatahoz rendelkeziink az illetékes természetvédelmi hatosag engedélyével.

Vizsgalatunkat a Magyar Természettudomanyi Muzeum (Budapest) bevonasaval végezziik.

1. tablazat: A 2018-2023 kozott gylijtott denevérfajok és példanyszamaik

E » o = 3 3 é § %;

2« & 33 £33 _2 38 3 £ 83 5 _E
S5 2 ©8BEf SE £8 §E£ H=z £§ 28 gL 2=
S8 5 2% g5 232 =2 25 2% £ 2% 22
Zc I o ® >SE =20 WY aAax =ZE @e =Zc =5

2018 1

2019 1 1

2020 | 2 2 1 1 2 1

2021 19 3 9 1

2022 | 3 5 1 1 1 5 15 1

2023 2

gssz. | 24 1 4 5 2 11 28 1 1 1 1

11.2. Boncolas

A denevérek vizsgilata a Pécsi Tudoményegyetem, Viroldégiai Nemzeti
Laboratoriumban (VNL) tortént. A boncolas — tekintve a potencidlis human patogének
jelenlétét — ennek megfeleld biologiai biztonsagi szinten és egyéni védofelszerelés hasznalata

mellett tortént (5. abra). A vizsgalt denevéreket feldolgozasig -80 °C-os fagyasztoban taroltuk.
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Az allat méretétdl fiiggden a kiolvadasi id6 eltérd volt, igyekeztiink a boncolast 30-60 perccel
az allatok fagyasztobol vald kivételét kovetden megkezdeni, elkeriilve a virus nukleinsavak
¢és izom. Ezek a szervek kés6ébbi virologiai vizsgalatokban is felhasznalhatoak. A boncolas alatt
steril eszkozoket hasznaltunk, az agy €s a tobbi szerv boncolasa kozott eszkdzesere is tortént.
Minden szervbdl két kilon 1,5 ml-es Eppendorf csébe keriilt minta, a vizsgalat
megismételhetdségének érdekében, ezzel is csokkentve az olvasztas-fagyasztasi ciklusok
szamat, amely RNS virusok esetében kiemelt fontossagu, mivel ez a mintakban 1év6 nukleinsav
bontd enzimek aktivacidjdhoz és jégkristalyok képzddéséhez vezethet, melyek mind
karosithatjak az 6rokitéanyagot. A kiboncolt mintakat minden esetben nativ moédon -80 °C-on
taroltuk tovabbi feldolgozasig, kivéve a heréket, mivel ebben az esetben az egyiket 6%-0s
formaldehidben fixaltuk, késdbbi antitestvizsgalatokhoz. Boncolas eldtt és alatt is feljegyeztiik

az allatokon lathato kiilso és belso jegyeket (nem, kor, belsé szervek allapota), elvaltozasokat.

5. abra: Denevérboncolas. Forras: Sajat kép
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11.3. Nukleinsav kivonas

A veszettségvirus szliréshez az agymintakat hasznaltuk fel, pozitiv agyminta esetén az
adott példany Gsszes tobbi mintajat is ellendriztiik. A nativ mintahoz 300 ul foszfatpufferelt
sooldatot (PBS) és 2 db iiveggyongyot adtunk, majd Qiagen TissueLyser Il homogenizator
(Qiagen, Németorszag) segitségével homogenizaltuk, ezt kovetden 5 percig 15.000 rpm mellett
18 °C-on centrifugaltuk. A homogenizatum 100 ul feliiluszojat 300 ul lizispufferben
szuszpendaltuk és vortexeltiik. A virdlis RNS tisztitasait Monarch Total RNA Miniprep Kit
(New England Biolabs, USA) segitségével végeztik el a gyartd protokollja szerint. A

nukleinsavat 40 pl nukleaz-mentes vizben oldottuk fel.

11.4. PCR reakci6

A virus kimutatisira RT-nPCR (Reverz Transzkripciés nested-PCR) rendszert
alkalmaztunk (2. tablazat). A nested, vagyis kétkoros PCR eldnye, hogy egyrészt degeneralt
primereket lehet alkalmazni, és ezért a mintakbol jo eséllyel minden lyssavirus nemzetségbe
tartozo virus kimutathatd aspecifikus termékek keletkezése nélkiil, masrészt az els6 korben
keletkez6 PCR termékek masodik korben valo felhasznéldsa érzékenyebbé teszi a vizsgalatot
¢s kevesebb fals negativ eredményiink lesz.

Vizsgalatainkhoz a lyssavirus nemzetség képviseldinek nukleoprotein (N) gén egy

viszonylag konzervalt szakaszat felsokszorozo primereket hasznaltunk (Vazquez-Moron et al.,
2006):
GRABI1F: AARATNGTRGARCAYCACAC
GRABIR: GCRTTSGANGARTAAGGAGA
GRAB2F: AARATGTGYGCIAAYTGGAG
GRAB2R: TCYTGHCCIGGCTCRAACAT

Az 1. kort Luna Universal Probe One-Step RT-gPCR Kit (New England Biolabs, USA)
segitségével végeztiik el. Hasznalt mennyiségek egy PCR reakciora: Luna Universal Probe
One-Step Reaction Mix: 10 pl, Luna Warm Start RT Enzyme Mix: 1 ul, forward primer
(GRAB1F): 0,5 ul, reverse primer (GRABLR): 0,5 ul, nukleaz-mentes viz: 2 ul. 20 ul
végtérfogat, 5 ul templat RNS (minta nukleinsav). (PCR program: 2. tablazat).

A 2. kort GoTag PCR Core System (Promega, USA) segitségével végeztik el. A
hasznalt mennyiségek egy PCR reakciora: 5x Green GoTaq Flexi Buffer: 5 ul, MgClz: 3 pl,
dNTP: 1 ul, forward primer (GRAB2F): 0,5 ul, reverse primer (GRAB2R): 0,5 ul, GoTaqg DNA
Polimerase: 0,25 pl, nukelaz-mentes viz: 12,75 pl 2 ul templat DNS (1.PCR kor terméke).
Végtérfogat 25 ul. (PCR program: 2. tablazat).
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A pozitiv veszettségvirus kontroll izoldtumot (CVS) a NEBIH (Nemzeti

Elelmiszerlanc- biztonsagi Hivatal) biztositotta szamunkra.

2. tablazat. Lyssavirus RT-nPCR program

1. kor
55°C 95°C 95 °C 53°C 60 °C 60 °C 4°C
10p 1p 10 mp 30 mp 1p 6p 00
30X
2. kor
94 °C 94 °C 53°C 72 °C 72 °C 4°C
2p 1p 1p 1p 5p 0
25X

A vizsgalat sordn pozitivnak bizonyuld agymintak esetében, az adott egyed tovabbi

boncolt szerveit, a fent leirt lyssavirus RT-nPCR modszerrel szintén megvizsgaltuk.

11.5. Agaréz-gélelektroforézis, Sanger-szekvenalas

A PCR termékek lathatova tétele 1,5%-o0s agardz-gélen tortént 0,5% TBE puffer (Tris-
Borate-EDTA) és 15 ul SYBR Safe DNA gel stain festék (Invitrogen, USA) segitségével. A
mintainkat 100 bp DNS Iétrahoz viszonyitottuk. A fragmentek mozgasat 90 V fesziiltséggel
értiik el, majd a futasi id6 leteltével, UV-fény segitségével értékeltiik ki az eredményt. A 2.
PCR program soran felsokszorozott DNS amplikonok mérete 260 bp volt.

A PCR termékek agardz-gélbdl valo tisztitasat Monarch PCR & DNA Cleanup Kit
(New England Biolabs, USA) segitségével végeztiik el a gyarto utasitasai szerint. Mind az elso,
mind a masodik kér PCR amplikonjait tisztitottuk, amiket 20 ul nukleaz-mentes vizben
oldottunk fel. Qubit Fluorometer 3.0 (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével lemértiik a
minta DNS koncentracidjat és higitassal optimalizaltuk a késobbi Sanger szekvenalashoz.

A mintak Sanger szekvenalasat mindkét iranyban egy szekvenald cég (Mycrosynth,

Amplikon Kft.) végezte el.

11.6. Filogenetikai analizis részleges nukleoprotein génre

A szekvenatorbodl kapott kétiranyt szekvencidkat illesztettiik és manualisan javitottuk a
Staden programcsomag Pregap és GAP programjaival. A nukleoprotein gén 361 bp hosszu
szekvenciait ezutan az NCBI Genbank BLAST homolégiakeresével vizsgaltuk. A Genbankbol

tovabbi rovid szekvencidkat toltottiink le é¢s MEGA 11 program segitségével tobbszords

22



illesztést végeztiink. Az esetlegesen tilnyuld szekvencia részeket levagtuk, majd a beépitett
Maximul Likelihood (ML) modelltesztelés segitségével kivalasztottuk az adott szekvencia
alignment-re leginkabb megfeleld szubsztitaciés modellt (LG+I+G). A MEGA 11 program
segitségével ML torzstat generaltunk az adatainkbol, 1000 bootstrap érték mellett.

I1.7. Virus enrichment kezelés

Annak érdekében, hogy az ujgeneracios szekvenalas (lllumina platform) el6tt kiszirjiik
a gazda genom ¢és esetlegesen jelen 1évé mas, nem virdlis szervezeteket, viralis dusitast
végeztiink a mintainkon. A minta homogenizatumokat 16000 g-vel 10 percen keresztiil
centrifugaltuk. A minta 160 pl felilluszojat atszirtik egy 0,45 pum lyukatmérdjii sziiron
(Ultrafree-CL Centrifugal Filter, Merck, USA). Ezutan a mintabol 150 pl-t 2 6ran keresztiil 37
°C-on, 1 ul micrococcal nuclease-al (Thermo Fisher), 2 ul benzoazzal (Merck, USA), 4,5 ul
Turbo DNase-al és 15,5 ul Turbo DNase Pufferrel (Invitrogen, USA) kezeltiink. Végiil Direct-
Zol RNA MiniPrep Kit (Zymo Research, USA) segitségével tortént az extrakcio.

11.8. NGS-Illumina szekvenalas

Az RNS konyvtar generalasa NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep for
[llumina (New England Biolabs, USA) segitségével késziilt el. 10 ng teljes RNS-t hasznaltunk
a fragmentacios 1épéshez, a cDNS eldallitasat véletlenszeriien generalt primerek (random
primer) hasznalataval végeztiik el. A konyvtarak mindségét az Agilent 4200 TapeStation
System rendszeren ellendriztiik D1000 Screen Tape (Agilent Technologies, USA) segitségével,
a mennyiséget Qubit Fluorometer 3.0 (Thermo Fisher Scientific, USA) miiszerrel mértiik meg.
Az Illumina szekvenalast NovaSeq 6000 platformon (Illumina, USA) végeztiik 2x151 bp

futtatasi konfiguracioval.

11.9. Filogenetikai analizis teljes genomra

Az Tllumina szekvenalas soran kapott readeket (szekvenciakat) Geneious v2024.0.4
programban illesztettiik a legkdzelebbi teljes veszettségvirus genomokra. Manuadlis javitadsok
utan megkaptuk a teljes genomokat, melyeket mas, a Genbankbdl letoltott teljes veszettség
genomokkal illesztettink MAFFT v7.505 szoftver segitségével. Az illesztésre legjobban
alkalmazhat6 szubsztituciés modell kivalasztasa MrModelTest v2.4 segitségével tortént, majd
a torzsfat MrBayes Vv3.2.7a program segitségével (10.000.000 generacio, 25% burn-in)

készitettiik el. A torzsfak megjelenitése az iTol v6.9 online program segitségével tortént.
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I11. Eredmények és értékelésiik

A vizsgalati programunk keretén beliil tobb mint 200 denevér érkezett hozzank 2018-
2023 kozott. Eddig 6sszesen 11 faj 85 egyede kertilt feldolgozasra (1. tablazat).

A PCR vizsgalatok soran két pozitiv mintat talaltunk, mindketté kozonséges
késeidenevérbdl szarmazott. Az egyik egy ndstény egyed, mely 2020-ban keriilt be Sukor6rol
a Févarosi Allat- és Novénykert mentShelyére és ebben az évben el is pusztult. A példanyt egy
béka fogta meg, ezért vitték be a mentdhelyre, ahol tobb honapon keresztiil tiinetmentesen ¢lt.
A masik egyed egy 2022-ben elpusztult him denevér volt, melyet Budapesten talaltak és egy
allatorvosi rendeldbdl kertilt a Virologiai Nemzeti Laboratoriumba.

A Sanger-szekvenalads sordn kapott részleges nukleoprotein szekvencia elemzése
alapjan mindkét Gijonnan talalt virus az EBLV-1 fajba tartozik (6. abra). A szekvenciak alapjan
az is megallapithato volt, hogy a kérdéses virusok a hazankbo6l mar korabban kimutatott EBLV-
la csoportba soroldodnak, melynek gazdai kozott fehértorku denevér is eldfordul, és human
halalozést is okozott.

Tree scale: 0.1 ———

EF614258, West Caucasian bat virus | Russia,

AY863405, Myotis dasycneme, Netherlands, 1989
1 GU992316, Myotis daubentoni, Switzerland, 1993
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4}'::1F187828, Eptesicus serotinus, France, 2006

F187822, Eptesicus serotinus, France, 2002
KC567814, Eptesicus serotinus, France, 2009
KC567812, Eptesicus serotinus, France, 2004
J‘H’FZIHBTBUE Eptesicus serotinus, France, 2005
KC567813, Eptesicus serotinus, France, 2005
5 KF 186269, Eptesicus serotinus, Luxembourg, 2013
| AY863389, Eptesicus serotinus, Netherlands, 1997
AY863402, Eplesicus serotinus, France, 2001
KC567817, Eptesicus serotinus, France, 2009
1 MF187832, Eptesicus serolinus, France, 2009
MF187824, Eptesicus serotinus, France, 2009
!MF1S?833, Eptesicus serotinus, France, 2009
I:?faeaam, Eptesicus serotinus, France, 2003

0
0
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— .98 T3847, Eptesicus serotinus, Hungary, 2022

WC BV 704 AYB63372, Vespertilio murinus, Ukraine, 1987
AY863371, Human, Russia, 1985

E B LV 2 r—‘AYBEE»S?G, Eptesicus serotinus, Denmark 1999

t MF187858, Eptesicus serotinus, Poland, 1985

AY853370, Eptesicus serotinus, Poland, 1950

EBLV-1 b AY863382, Eptesicus serotinus, Slovakia, 2001
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E B LV 1 MF197744, Eptesicus serotinus, Poland, 2014
-1a MK251242, Eptesicus serotinus, Hungary, 2011
MK251241, Eptesicus serotinus, Hungary, 2015

o

6. abra. Az altalunk kimutatott két részleges veszettségvirus genom (GT2064, GT3847) filogenetikai
besorolasa.

A virus genom jobb megismerése és az evollcids torzsfan valo elhelyezkedés pontosabb

meghatarozasa érdekében mindkét pozitiv mintabol teljes genomot is szekvenaltunk. A
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filogenetikai elemzés megerdsiti az N gén alapjan lathato adatokat, miszerint mindkét virus az

EBLV-1a csoportba tartozik ¢s a 2015-ben és 2011-ben szintén Magyarorszagon mintazott

kozonséges késeidenevérekbol szarmazo virusokhoz helyezkednek el a legkozelebb (7. abra).
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A pozitiv allatok egyéb szerveit is megvizsgaltuk az agymintanal alkalmazott RT-nPCR
segitségével. A ndstény egyed 1ép mintajan kiviil az Gsszes tobbi (sziv, tiidd, maj, vese, here)
szerv pozitivnak bizonyult, mely altalanosan megfelel az irodalomban tapasztaltnak. A
szakirodalom szerint viszont szignifikans kiilonbség tapasztalhatd az agy és nyelvmirigyekben
vizsgalt, valamint a tobbi szerv kozotti viralis RNS tartalomban (Amengual et al., 2007;
Banyard et al., 2009; Serra-Cobo et al., 2002). Az altalunk vizsgalt egyik 1ép minta eltérést
mutatott a szakirodalomban bemutatott eredményekt6l. A denevér 1ép mintak a legtobb kisérleti
fertdzést vizsgald tanulmanyban, ahol a tobbi szerv is vizsgalatra keriil és pozitiv eredményt
ad, pozitivnak bizonyultak, magas titeri viralis RNS tartalommal (Fooks et al., 2009; Franka et
al., 2008; Freuling et al., 2009). Az itt emlitett vizsgalatok pontos mennyiségi eredményekkel
szolgalnak, mig a mi esetiinkben, a végpont PCR moédszer, csak egy pozitiv/negativ eredményt
nyujtott a vizsgalt szervek viralis tartalméval kapcsolatban.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az elpusztult denevérek tetemeinek vizsgalata
hatékony modszer a benniik cirkulalo veszettségvirusok vizsgalatara. Kiilon figyelemre
érdemes, hogy a mddszert védett és fokozottan védett fajoknal is alkalmazni lehet, mivel ezek
elpusztitasa a legtobb eurdpai orszagban, igy hazdnkban is tilos. A veszettség alacsony
prevalenciaban van jelen, a nagy mintaelemszamban torténd gytjtés jo lehetéséget biztosit a
ritka betegségek monitorozasara is.

Vizsgalatunk eredményeib6l megallapithato, hogy az EBLV-1 tovabbra is jelen van
Magyarorszagon, a korabbi eredményekhez hasonléoan kozonséges késeidenevérekben
mutattuk ki. A ment6helyekre, allatorvosokhoz vagy denevérvédelmi szakemberekhez keriilt
denevérek tobbsége emberkdzelben €l, épiiletlako faj. Ez nem meglepetés, hiszen az elsésorban
természetes kornyezetben €16 fajok ritkabban talalkozhatnak az emberek. Ennek is lehet a
kovetkezménye, hogy az urbanizalddott kozonséges késeidenevérben eléfordulo EBLV-1
virust talaltuk meg, az egyébként eurdpai denevérekben eléforduld egyéb veszettségvirusokat
pedig nem mutattuk Ki.

Fontos kiemelni, hogy az irodalmi adatok és a sajat 1j eredményeink alapjan is a
kozonséges késeidenevér az EBLV-1 legfontosabb gazdafaja. Mivel viszonylag gyakran keriil
eld telepiilésekrdl, ezért e faj esetében kiilondsen oda kell figyelni a harapas, valamint a
testvaladékokkal valo kontaktus elkeriilésére. A menhelyekre keriilt denevéreket érdemes ugy
kezelni, mint potencialis hordozoi a veszettségvirusnak, ezzel is elkeriilve az esetleges fert6zési
eseményeket. A denevérekkel foglalkozd szakemberek szamara mindenképpen ajanlhaté a
preexpozicios veszettség elleni vakcinazas, mivel irodalmi adatok alapjan a leggyakrabban

el6forduld denevérveszettségek ellen védettséget biztosit az oltas.
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A munkat folytatni kivanjuk tovabbi elpusztult denevérek gytlijtésével, a meglévo és az
ujonnan bekeriilt példanyok veszettségvirus sziirésével €s a pozitiv mintdk behatobb
vizsgalataval. Tervezziikk tovabba, hogy mintdinkat nem csak veszettségvirusokra, hanem
tovabbi — els6sorban humanegészségiigyi szempontbol fontos — viruscsoportokra is

megvizsgaljuk.

V. Diszkusszio

A denevéreket tobb olyan virus rezervoarjdnak tartjak, melyek komoly
humanegészségiigyi jelentdséggel birnak, beleértve a veszettségvirusokat is (Letko et al.,
2020). Eurdpaban, igy Magyarorszagon is, a kozonséges késeidenevért tekintik az EBLV-1
virus elsédleges hordoz6 szervezetének, ami virus ritka esetekben akar szarazfoldi emldsokre
is atterjedhet, beleértve a hazi allatokat, vadon ¢él6 allatokat és az embereket is (Fooks et al.,
2003). Europaban eddig a legtobb EBLV-1 izolatumot kdzonséges késeidenevérekbdl mutattak
ki, mig az EBLV-2 a Myotis fajokkal hozhato Osszefiiggésbe. A Magyarorszagon talalhatod
denevérek védett statusza kovetkeztében korlatozottak az ismereteink az EBLV-1

Kutatasi munkam értékes betekintést nyujthat a magyar denevérpopulacidkban
eléforduld lyssavirusok jelenlétébe, annak faji eloszlaséba. A kutatds egy passziv megfigyelési
rendszer létrehozasaval és atfogd virologiai vizsgalatok elvégzésével, alapvetd adatokat
szolgaltat szamunkra. A hatékony veszettség elleni védekezési intézkedésekre vald
figyelemfelhivas mind a kozegészségiigyi szakemberek, mind a lakossag szamara, az emberi
fertézések kockazatanak mérséklése érdekében egy nagyon fontos feladata ennek a munkanak.

Az elpusztult denevérek tetemeinek vizsgalata j6 modszer a ritka és védett fajok
esetében, ezaltal csokkentve a természetben vald zavarasukat és az okozott stresszt. Olyan
beteg, sériilt vagy ezeknek a kovetkeztében elhullott allatokat van lehetdség vizsgalni,
amelyeket természetes él6helyeiken nehezen vagy egyaltalan nem lehetséges elérni. A passziv
monitoring modszer, amely Eurdpa nyugati teriiletein szamos egyedbdl veszettségvirus
kimutatast eredményezett, Magyarorszagon is képes az ilyen ritka koérokozok jelenlétét
bizonyitani. A rendszer miikddésének sikerességéhez sziikség van a megfeleld tudéssal
rendelkezd és gyakorlatban is jartas denevérkutatok és természetvédelmi szakemberek
munkdjara, a mentShelyeken és nemzeti parkokban dolgozdok kozremiikddésére és a lakossag
segitségére az allatok beszolgaltatasanak érdekében. Tapasztalatunk szerint érdemes minél tobb
informaciot rogziteni a denevérek megtalalasanak koriilményeivel kapcsolatban, mivel ezek is

fontos informaciokkal szolgalhatnak, akar a kérokozok jelenlétével kapcsolatban.
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Vizsgéalatunkként  teljeskorli  veszettségvirus — vizsgalatot — végeztik el a
laboratériumunkba keriilt 85 denevéren, boncolasuk és agymintabol valo nukleinsav extrakcio
utan, RT-nPCR mddszerrel felsokszorozott részleges virus genomokat Sanger-szekvenalas €s
bioinformatikai moddszerekkel azonositottuk. A pontosabb eredmény érdekében Illumina-
szekvenalast és tovabbi in silico analizist végeztiink, aminek eredményeként két kozonséges
késeidenevér agy mintajabol EBLV-1a teljes genomokat tudtunk szekvenalni. Vizsgalatunk
azonban nem reprezentalja a vadon €16 denevérekben a lyssavirus jelenlétét, hiszen a sériilt,
gyenge egyedek keriilnek be a denevérmentd allomésokra, a természetben kering0, tlinetmentes
egyedeket igy nem lehetséges a mintazasba bevonni.

A passziv megfigyelési rendszerek fontos €s hatékony modszerek a denevérek altal
terjesztett virusok keringésének tanulmanyozésara, kiilondsen varosi kérnyezetben. Korabban,
Magyarorszag teriiletén mintazott denevérekbdl veszettségvirust tartak fel, eredményilinkbol
megallapithatd, hogy a korabbi tapasztalatokat megerdsitve, az EBLV-1 még mindig jelen van

hazankban, kozonséges késeidenevérekben.
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