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Bevezetés

A Lyssavirus nemzetség tagjai kozé tartozé rabies virus (RABV) az idegrendszert
érinté zoonotikus fert6z6 agy- és gerincvel6 gyulladas okozdja. A nemzetség tipusfaja a
RABV, mely évente kozelitbleg 59 000 ember halalat okozza, tdbb mint 150 orszagban. Az
esetek nagy része Azsiaban és Afrikaban fordul el6.

Magyarorszagon human esetet legutdbb 1994-ben dokumentaltak. A kutyak koételezd
vakcinazasanak koszonhetéen az urbanikus jarvanytani forma visszaszorult. Jelenleg
Magyarorszagon a RABV szilvatikus terjedésének megfékezésén van a hangsuly, melynek
elsédleges fenntartdja a vords roka. 1992 ota évente kétszer zajlik a rékak immunizalasa
csalétek vakcinak kihelyezésével. A hazai csalétekvakcinazas olyannyira sikeres, hogy
2011-es és 2012-es szlirbvizsgalatok soran egyetlen RABV esetet sem diagnosztizaltak.
2013 augusztusaban varatlanul fellobbant egy jarvany Kecskemét koérnyékén, amely 15
honapig tartott, ezt kdvetéen visszaesett évi egy-kettére a detektalt RABV esetek szama. A
denevérek terjesztette European Bat Lyssavirus (EBLV) virus monitorozasara kevesebb
lehet6ség van jelenleg hazankban, passziv szlrévizsgalatok soran eddig hét esetet
dokumentaltak 1977 és 2017 kozott 144 denevérminta feldolgozasaval.

Kordbban nem szlletett atfogdé molekularis epidemioldgiai vizsgalat e két virus
genetikai és jarvanytani tulajdonsagaira Magyarorszagon. Ezt a hianyt szerettik volna
potolni munkank soran. Megszekvenaltuk a hozzéaférhetd, hazankban azonositott RABV
(n=61) és EBLV-1 (n=2) torzsek genomjat, annak érdekében, hogy molekularis
epidemiologiai vizsgalatot veégezzink a hazai torzsek terjedésének, molekularis
tulajdonsagainak felderitéséhez. Tovabba valaszt kerestlink a 2013-ban az orszag k6zéps6
terlletén varatlanul kitort (2013.08.31-t61 2014.10.06-ig) jarvany eredetére és terjedési
iranyaira. Osszegylijtottik a szorvanyos hazai adatokat a denevérek hordozta veszettség
virusokrol, valamint 6sszesitettik az eddigi eseteket és eurdpai szekvenciak bevonasaval az
EBLV-1 leszarmazasi vonalak elterjedését és terjedési iranyait vizsgaltuk.

Lehet6séglnk nyilt a hazai csalétek vakcinazas soran hasznalt Lysvulpen vakcina
virus térzsekb8l (n=5) és egy vakcina okozta vorés réka fert6zésb6l nyert minta

szekvenalasara, igy megvizsgalhattuk a vakcina virus genomok variabilitasat is.



Célkitiizések

Célul tlztik ki a hazai veszettség (RABV, EBLV) esetekbdl nyert térzsek teljes
genomjanak genetikai vizsgalatat molekularis epidemiologiai és evollcios elemzésekkel.
Tanulmanyozni kivantuk a rabies virus és a denevér lyssavirusok orszagokon és
tajegységeken ativel6 eloszlasat, példaként hasznalva egy, a kozelmultban (2013-2014
soran) lezajlott jarvanyt.

Egy vakcinaeredet( eset kapcsan felmerult egy olyan eljaras kidolgozasanak igénye,
amivel a kelet-kdzép eurdpai veszettség eseteknél elkuldnithetd az esetleges vakcina virus
okozta fertézés.

Céljaink kozé tartozott a virus patogenitasért kozvetlenll felelés fehérjéinek
tanulmanyozasa és modellezése, az esetleges eltérések feltérképezése kilonbdzé

leszarmazasi vonalak kozott.



Anyag és moédszer
Vizsgalt mintak eredete és szarmazasi helye

A dolgozatban felhasznalt mintakat a NEBIH-ADI Virolégia laboratériuma bocsatotta
rendelkezéslinkre, melyek aktiv és passziv sziirévizsgalatok soran kertltek kivizsgalasra.

Teljes genomszekvencidak meghatarozasara feldolgoztunk 61 RABV mintat melyek
voros rékabol (Vulpes vulpes) (n=53), szarvasmarhabdl (Bos taurus) (n=2), hazi macskabdl
(Felis catus) (n=1), eurdpai 6zbdl (Capreolus capreolus) (n=1), kutyabdl (Canis lupus) (n=1),
kecskéb6l (Capra aegagrus hircus) (n=3) szarmaztak, és két EBLV genomot is
megszekvenaltunk, melyek kézonséges kései denevérbél (Eptesicus serotinus) lettek
kimutatva. Tovabba meghataroztuk a nukleotidsorrendjét 6t csalétek vakcinanak, egy rokabdl

kimutatott vakcina térzsnek és ennek tovabb szaporitott mintainak (egér n=1; N2a n=2).

Veszettség virus mintak feldolgozasahoz hasznalt molekularis bioldgiai
modszerek

A rendelkezésiinkre bocsatott mintakbol RNS-t tisztitottunk és reverz transzkripciét
végeztink nem specifikus (random) primerekkel, igy az RNS-b6él komplementer DNS-t
(cDNS) szintetizaltunk. A RABV és EBLV torzsek felerfsitéséhez egymassal atfedd primer
parokat terveztiink, amelyek alkalmazasaval a teljes genomot lefed6 amplikonokat kaptunk.
Pozitiv kontroll gyanant a veszettségvirus diagnosztikdja soran hasznalt, N és G gén
szakaszokon tapadd primerek szolgaltak. Tovabbi molekularis munkak el6tt a PCR
termékeket agaroz gélbdl tisztitottuk.

DIVA (differentiates infected from vaccinated animals) TagMan reverz transzkripcios
PCR (RT-PCR) modszert fejlesztettink a kelet-eurépai RABV torzsek és vakcina torzsek
meghatarozasara és megkulonboztetésére. Kelet europai RABV (n=28) és vakcina torzsek
(n=7) teljes genomjanak szekvenciaillesztése alapjan terveztik a primereket és a probakat.
A degeneralt primerek 113 nukleotid hosszu szakaszt erdsitenek fel a polimeraz génen. A
vakcina préba kizardlag vakcina torzshoz tapad (FAM), mig a konzervativ proba (HEX), mind
a vad RABV, mind pedig a vakcina térzsekhez kétédik.

A mintakbdl nyert és felerésitett amplikonokat (cDNS szakaszok) agardzgélben
lathatd jelintenzitas alapjan mértik dssze. Teljes genom szekvenalast lon Torrent PGM
félvezetd szekvendldval végeztik. Sajat tervezésl primerekkel Sanger szekvenalast
alkalmaztunk a kapott teljes genomok homopolimer vagy az alacsony lefedettségi régidinak

validalasara.



Bioinformatikai modszerek

A szekvenciaillesztés és annotalast megelézéen a kapott nyers szekvencia
részleteket mindségi ellenérzésnek vetettik ala. Kiszlrtlik a tul révid vagy rossz minéségu
nukleotid szakaszokat és levagtuk az adapter régiokat. Referenciahoz térténé szekvencia
illesztéssel Aallitottuk O6ssze a teljes genomokat. RABV mintak esetében a JQ944708
GenBank-i azonositoju genomot hasznaltuk referencianak a 31183-as mintahoz. Az igy
kapott konszenzus genom szolgalt a t6bbi RABV minta nukleotid szakaszainak
referenciajaként. A vakcina mintak esetében az EF206708 azonositéju genom szolgalt
referenciaként. Az EBLV readeket az NC009527 szamu genomhoz illesztettiik. A kapott
konszenzus genomokat manudlisan javitottuk és annotaltuk. A fent emlitett bioinformatikai
lépéseket Geneious 9.1.8 (G9.1.8) program segitségével hajtottuk végre.

Az evolucios és filogeografiai elemzésekhez a kapott teljes genomokat egymashoz
illesztettik MAFFT algoritmussal a G9.1.8 szoftver segitségével. Esetleges rekombinaciot
vizsgaltunk az RDP4 programmal. Nukleotid diverzitast a DnaSP6 segitségével szamoltunk.
Szelekciés nyomas vizsgalatdhoz a Datamonkey webszerver programjait hasznaltuk.
Filogenetikai fa generalasahoz a MEGA 6.06 programot hivtuk segitségul. Filogeografiai
elemzéshez az adatainkra legjobban illeszked6 szubsztituciés modell kivalasztasat a
Jmodeltest és a MEGA 6.06 programokkal végeztik. Bayes alapu mddszerrel szimulaciot
végeztink a BEAST v1.10.0 program csomaggal. A BEAUti v1.10.0 hasznalataval
bedllitottuk az adathalmaznak megfelel6 szubsztitucids modellt, szekvenciadinkkal egyutt
elemzendd jellegzetességeket (esetinkben mintavétel datuma, mintavétel helye),
molekularis 6rat, populacié ,prior’-jat és a megfelel§ iteraciot. BEAGLE segitségével
gyorsabb és hatékonyabb BEAST futast értliink el. Az eredmények elemzéséhez a BEAST
output log fajljainak egyesitésében és tdmoritésében LogCombiner v1.10.0 segitett. A Tracer
v 1.6 programmal ellenériztik a Markov-lancok konvergencigjat az ESS (Effectiv Sample
Size) értékek alapjan és leolvastuk a kapott szubsztitucios ratakat. A BEAST programmal
végzett szamitasbdl kapott ,tree-output” tomoritését is a LogCombiner v1.10.0 szoftverrel
végeztuk, ezt kdvetbéen a TreeAnnotator-ral dsszegeztik az adatokat és Maximum clade
credibility (MCC) fat generaltunk, ami a Bayes-i filogenetikai szamitasok eredményeinek
Osszegzése. A MCC filogenetikai fakat a FigTree v 1.4.3 segitségével abrazoltuk. A kapott
eredményeket SpreaD3 programmal illesztettik Eurdpa térképére. A fehérje szinti
elemzésekhez a nukleotid sorrendet atforditottuk aminosav sorrendre a G9.1.8 programmal
végeztik. Az eltérd leszarmazasi vonalba tartozé glikoproteinek harmadlagos szerkezetének
vizsgalatahoz az |-Tasser online programot és a SwissModel szoftvert hasznaltuk. A kapott

pdb  kiterjesztési  modelleket a Chimera 1.11 segitségével vizualizaltuk.



Eredmények

Magyarorszagi RABV genomok molekularis epidemiolégidja és evolucidja
(2006-2018)

A 2006-2018-bdl szarmazo teljes RABV genomokbdl készitett szekvenciaillesztés
hossza 11 799 nukleotid volt. A RABV genomok azonossaga 94,36% és 100% kozott
valtozott. Filogenetikai fat generaltunk az altalunk vizsgalt RABV genomokbdl, hogy képet
kapjunk a csoportok kozotti lehetséges leszarmazasi iranyokrél. A 1. és Ill klaszteren beldli
nt szinth azonossag (Il. klaszter: 98,75% — 99,94%; lll. klaszter: 98,64% — 100%) alapjan
nagyobb variabilitast mutattak, mint az |. klaszter torzsei (99,4 % — 100%). Idéskalazott fakat
generaltunk, hogy megbecsilhessik a magyarorszagi RABV tdérzsek leszarmazasi
vonalainak szétvalasi idejét és ezzel jobban megértsik a jarvanylgyi vizsgalatok mogott
huzédo torvenyszeriségeket. A Magyarorszagon 2006 6ta azonositott RABV torzsek k6zos
6se 170-180 évvel ezel6tt valhatott szét a ma ismert 1., ., és Ill. klaszterre. Az I.
leszarmazasi vonalhoz tartoz0 RABV mintdkat azonositasi helylk szerint egymashoz
kozelitleg ~100 km-es tavolsagbdl jelentették, egymast kovetd évek soran. Az I. klaszterbe
tartozé RABV szekvenciakat vizsgalva megfigyeltlik, hogy a nagyhegyesi minta eltér a tébbi
I. klaszterbe sorolt virustdl és 1990-ben (£7 év) mar elvalt a klaszter tobbi torzsétél. A Il.
klaszterbe tartozO0 RABV szekvencidk legkorabbi hazai képvisel6je Pusztaradvanybdl
szarmazott (1970 kornyékén valt el), mig az ezt kdvetd két évbdl jelentett RABV eseteket
innen ~ 250 km-re Dél-Magyarorszag teruletér6l azonositottak. A Ill. klaszter esetében is
lathaté a csoporton bellli diverzitas; a 2010-ben Pocsajrél szarmazé virusminta a ~100 km-
re fekv6, 2016-2017-ben bejelentett mintakkal alkot kdzelebbi csoportot, de igy is jol elvalik
azoktol a torzsektdl. A teljes genomszekvenciak meghatarozasa utan végzett elemzések
szerint a lll.b (2013-2014-es jarvany mintai) csoporton belll két leszarmazasi vonal |étére
derdlt fény (lll.b1 és Ill.b2), melyek raadasul nem is a jarvanyos idészak soran, hanem
korabban, 2008 korul (95%HPD, 2007-2010) kulonilltek el. A 2006 és 2018 kozott
azonositott veszettségvirusok genomszekvenciaibdl szubsztitlcios ratat szamitottunk. Ez az
érték a hazai RABV adathalmazra 1,75E-4 nukleotidcsere/hely/év (95% HPD: 1,14E-4 —
2,38E-4) volt. A kédolé régiokra kapott szubsztitucios ratak alapjan az altalunk vizsgalt RABV
torzsek L génje mutatta a leglassubb Utemi valtozast (2,17E-4 nukleotidcsere/hely/év). A
RABV genom egyes régidiban megfigyelt eltéré Utemil evolucios valtozasok felvetették
annak lehetéségét, hogy a valtozasok mogott valamiféle szelekcids nyomas érvényesiil.
Ennek megfeleléen vizsgaltuk, hogy a RABV kddold régiéin (CDS) belll mely kodonokon
érvényesul pozitiv szelekcios nyomas. A 2006-2018 kozott hazankban kimutatott RABV
torzsek fehérje kodold régidin nem érvényesul tartdés pozitiv szelekcié. A RABV genomok

kodolod régidinak elemzése azt mutatta, hogy a glikoprotein és a foszfoprotein a két
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legvariabilisabb fehérje. Az altalunk vizsgalt foszfoprotein és glikoprotein szekvenciak kézott
klaszterre jellemz8 eltérést néhany aminosav pozicidban talaltunk. Nem mutatkozott
kildbnbség a foszfoprotein C-termindlis doménen, tovabba a vizsgalt RABV glikoprotein
szekvenciak konzervativak mind az nAChR, mind a p75 neurotrophin-koté helyeken.

A 2013-2014 soran Kkitort veszettségjarvany idején azonositott RABV
genomszekvenciak a lll.b klaszterbe csoportosultak. Ez az adathalmaz nagyon homogén
(nukleotid diverzitas érték: 11=0,00087) és id6ben rendkivul rovid intervallumot (két év) fedett
le, ezért a becslések valdszinlségi intervallumai tagabbak. Az evolucios szamitasok (n=42
réka minta felhasznalasaval) ugyanarra az id6intervallumra tették a két szubklaszter (111.b1,
[11.b2) szétvalasanak idejét (2006; 95%HPD: 1998-2010), mint amit a teljesebb, 2006-2018
adathalmaznal a lll.b klaszterre becstultink (2008; 95%HPD: 2007-2010). A virus Duna-Tisza
koze teriletén jellemzd terjedésének dinamikajat vizsgalandd filogeografiai elemzést is
végeztunk. A szimulacié eredményeként az atlagos virusterjedési sebességet évi 16,7 km-re
(95% HPD: 6,4-27,6 km/év) becsliltik, ami az idéskalazott MCC fa adatainak figyelembe
vételével azt sejttette, hogy a virus nem a jarvanykitorés észlelt idészakaban, hanem annal

korabban terjedhetett szét a Duna-Tisza kozén.

Eurépai és magyarorszagi részleges RABV nukleoprotein és glikoprotein
szekvenciak filogeografiai elemzése

A 2006-2018 kozotti idSintervallumbdl szarmazd magyarorszagi RABV genomok
elemzése a kornyez6 orszagok RABV torzseivel valé rokoni kapcsolatokra nem vilagit ra,
ezeért reprezentativ szamu GenBank-i szekvencia adatot gydjtottink eurdpai orszagokbol
szarmazd RABYV virustorzsekrdl. Az 1990-es évekbdél szarmazd magyarorszagi RABV mintak
szekvenciait is bevontunk az elemzésbe, beleértve a GenBank-ban talalhaté (n=6) és az
altalunk szekvenalt 1996-b6l szarmazé RABV t6rzs szekvenciait is. A teljes
genomszekvenciak elenyész6 szama miatt az elemzésekhez az N és G gének részleges
szekvenciait tudtuk csak felhasznalni. A GenBank-ban fellelhet§ eurépai RABV N fehérjét
kodolo szekvenciak 20 orszagbol, 1972-t61 2017-ig terjedd iddGintervallumban gydjtott
mintakbol szarmaztak (n=123; 571 nt). Az illesztett szekvenciak nt szinti azonossaga 88,9%-
100% kozottinek bizonyult. Az 6sszegylijtott RABV részleges G szekvenciai (672 nt, nt szinti
azonossag 91,4%-100%) (n=198), melyek 14 orszagot reprezentaltak, és tartalmaztak a
hazai (1991-2017) és a GenBank-ban fellelhetd eurdpai szekvenciakat (1882-2017). A RABV
N génszekvencidk alapjan az 1990-es évektél napjainkig hazankban azonositott és
genetikailag jellemzett RABV torzsek két nagyobb kladba sorolhatéak, a k6zép-eurdpai és a
kelet-eurdpai kladba (Kuzmin-féle rendszer). A lll.b. klaszterbe csoportosulé hazai RABV
torzsek mar korilbeltl 2000-ben (95% HPD: 1996-2006) szétvaltak a ma ismert kdzel rokon

romaniai RABV tOrzsektdl; ez azt valdszindsiti, hogy a 2013-2014-es magyarorszagi
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jarvanykitérés szliléi térzsei Romaniabdl szarmazhattak. Az idéskalazott fan a k6zép-eurdpai
kladon belll legalabb 5 fliiggetlen behurcolasra utalé jelet lattunk, mig a kelet-eurdpai kladon

belll 6 ilyen esemeény nyomait lehetett felfedezni.

RABYV vakcina virus kimutatasa voros rokabdl

2015 novemberében Csabaszabadin (Békés megye) egy masfél éves vords rokat
I6ttek ki. A Csabaszabadi vakcinavirus-mintanak, és annak egérbe oltott passzazsanak,
valamint kétszeri, N2a sejtvonalon felszaporitott izolatumanak genomjat megszekvenaltuk
(n=4). Az oralis vakcinazasi kampany soran felhasznalt Lysvulpen vakcina térzsek (n=5)
genomszekvencigjat szintén meghataroztuk. A Csabaszabadi mintarél bebizonyosodott,
hogy Lysvulpen vakcinabdl szarmazott. Filogenetikai fa segitségével megallapitottuk, hogy a
hazankban hasznalt Lysvulpen vakcina torzsek és a rokabol kimutatott vakcina virus
kozelebbi rokonsagban alltak a SAD vakcinabdl szarmaztatott térzsekhez (<6 nt eltérés;
=299.9% nukleotid hasonlésag), mint az eredeti SAD Lysvulpen (EF206708) torzshoz. A kelet-
europai RABV és a vakcina torzsek gyors meghatarozasara DIVA-TagMan RT-PCR

modszert fejlesztettlnk.

Az EBLV-1 fert6zések molekularis epidemiolégiai vizsgalata

Az els6 hazai EBLV-1 esetet 1999-ben azonositottak, ©sszesen hét esetet
dokumentaltak 2017-ig. A hazai mintak kdzil a 22540_2011 és az 52206_2015 tdrzsek teljes
genom szekvenalasat és a kapott szekvencidk szoftveres illesztését végeztik el. A
GenBank-ban megtalalhaté EBLV-1 teljes genomokkal végeztik a filogenetikai és evolucios
elemzéseket (n=100); ezeket 10 orszagbdl irtak le, a 1968 és 2015 kozotti idészakbdl. Az
EBLV-1 filogenetikai rekonstrukcioja szerint az altalunk felhasznalt genomok két nagyobb
leszarmazasi csoportra valtak szét, melyek az EBLV-1a (n=44) és az EBLV-1b (n=56)
klaszterek voltak. Az EBLV-1a csoport tovabbi két klaszterre valt szét, mig az EBLV-1b négy
kisebb filogenetikai csoportra tagolodott. Mindkét hazai vizsgalt denevérveszettség virus az
EBLV-1a_| szubklaszterhez tartozott.

Az EBLV-1 genomokra nukleotid diverzitds értéket szamitottunk; a teljes
adathalmazra 1m=0,02968 értéket kaptunk. A két nagy klaszter nukleotid diverzitasa ~0,01
kérdali (0,01309 és 0,01798) volt. Az EBLV-1b_Il csoport bizonyult a legvariabilisabb
szubklaszternek. Az altatunk elemzett EBLV-1 genomok becslilt szubsztitucidés ratajanak
értéke 3,583E-5 (95%HPD: 2,55E-5 - 4,61E-5). Az EBLV-1 adathalmaz alapjan a
foszfoprotein, a matrixprotein és a glikoprotein gyorsabban evolvalédik, mint a nukleoprotein
és polimeraz enzimet kédolé L CDS, a kulénbség azonban elenyészd (legfeljebb 1,2X). Az
idoskalazott fa alapjan 1300-as évek kornyékén valhatott el az EBLV-1 két szubtipusa

egymastol. A magyarorszagi szarmazasu szekvenciak szlovakiai, lengyelorszagi és daniai
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mintakkal csoportosultak és a szlovakiai mintatél ~1950-es években valhattak el. A
filogenetikai fa és az MCC fa is alatamasztja, hogy az EBLV-1a csoportba tartoztak kelet-
eurdpai genomok is, mig az EBLV-1b leszarmazasi vonalba tartoz6 mintak Nyugat-
Europabdl szarmaztak. Az EBLV-1 leszarmazasi vonalainak terjedési iranyaira vonatkozo
sejtéseinket statisztikailag is szukségesnek éreztik alatamasztani. Ezért az EBLV-1a és
EBLV-1b leszarmazasi vonalak evoluciés szamitasaibol kapott eredményekbél a lehetséges
terjedési iranyok valdsziniiségét szamitottuk. Az EBLV-1a klaszterbe tartoz6 virusok Kézép-
Europabdl féleg keleti iranyba terjedtek. Feltételezhetd, hogy Magyarorszagon azonositott
EBLV-1a virusok Lengyelorszagbol kerllhettek hazankba. Az EBLV-1b Nyugat-Europabdl
terjedt tovabb kelet felé. Vizsgaltuk az EBLV-1 génekre haté szelekcios erék hatasat. Az
EBLV-1a glikoprotein szekvenciakban a 244. as és az EBLV-1b szekvencidkban a
foszfoprotein 141. as all pozitiv szelekcié hatasa alatt. A patogenitasban fontosabb szerepet
betdltd fehérjék klaszter szintii eltéréseit a G és P kddold régidk as illesztésében vizsgaltuk.
Az EBLV-1 glikoprotein szekvenciak as sorrendjében két pozicidban talaltunk a klaszterekre

jellemzé kiulonbséget: a 19. as és a 224. pozicidban.

Megbeszélés

RABYV fert6zések molekularis epidemiolégia vizsgalata

A 2013-2014-es veszettség jarvanyt a Duna-Tisza k6zén azonositottak, a felderitett
esetek alapjan a virus egy ~10 000 km® méret{i teriileten cirkullt. Ebben a régidban nem
vakcinaztak 2008 6ta egészen a jarvany kitoréséig. 2008-2013 kdzott csupan a déli és keleti
hatarszakaszokon, a hatar menti 50 km-es zénaban helyeztek ki csalétek-vakcinat. A 2013-
2014 soran azonositott veszettség eseteket megel6z6 két évben Magyarorszagon nem
diagnosztizaltak RABV okozta megbetegedést, ellenben 2013 augusztusaban az orszag
kézepén, Kecskeméten egy veszettséggel fertézott vords rokat talaltak és 2014 oktdbereéig
tovabbi 46 RABV okozta fert6zést dokumentaltak. A kdzel teljes hosszusagu
genomszekvenciak elemzése és az evolucidos becslések ramutattak, hogy a 2013-2014-es
jarvanyban azonositott RABV genomok valéjaban két klaszterbe csoportosultak, melyek
2008 kornyékén valhattak szét. A kdzép-magyarorszagi rabies jarvany eléhirndkei, tehat mar
évekkel kordbban két genetikai agra valtak szét és ez a folyamat akar korabbi hazai,
surveillance ala nem vont tertleteken is lezajlédhatott. A matematikai modellekbdl mar ismert
és altalanosan elfogadott becslés szerint a vords rokak altal terjesztett rabies évenként 30-60
km-t is nyomulhat elére. Ezt az értéket természetesen szamos tényez6 (domborzat, id&jaras,
populaciésiriiség, rabies elleni vakcinazas) befolyasolhatja. A kevésbé fogékony (azaz
vakcinazott) rokak esetében példaul 10-25 km/év a szakirodalmiadat a virusterjedési

sebességre. A genomszekvenciakra és a torzsek szarmazasi idejére és helyére épull6
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szamitasok lassubb terjedésrdél (~17 km/év) arulkodtak a hazai 2013-2014-es
jarvanykitorésnél, ami a publikalt adatokkal (10-60 km/év) jol egybevethetf. Mindezt csak
ugy lehetséges értelmezni, ha a virus évekig cirkulalt észrevétlendl az érintett tertleten. Arra
a kérdésre, hogy miért az orszag kdzepenél tort ki a 2013-as jarvany az egyik lehetséges
magyarazat szerint vizi életmodot is folytatd kisemlésokben (hod, vidra, pézsmapocok)
lappanghatott és terjedhetett a virus, mivel ezek a fajok képesek lehetnek a Tiszan
kdénnyedén atkelni. Azt sem lehet kizarni, hogy borzban, nyestben, nyestkutyaban,
mosomedvében is lappanghatott a virus; ez esetben azzal kell kalkulalni, hogy ezeknek a
gazdaallatoknak tébb id6t vehetett igénybe eljutni arra a Duna-Tisza koze teriletre, ahol a
jarvanykitérés lezajlott. A hazai aktiv monitoring kizarélag vords rokara terjed ki, azonban
passziv szlirbvizsgalat soran minden lehetséges gazdafajt megvizsgalnak. Az utdbbi
vizsgalatoknak kdszonhetéen 1987-t6l 2018-ig tudomasunk van veszettséggel fertézott
nyestkutya (n=1), borz (n=9) és kisragcsald (n=59) esetekrél. A kiseml6sok vandorlasanak
sajatsagai, tovabba az a tény, hogy a csalétekvakcina elsésorban rékak szamara vonzo (bar
ritkdn borzok is elfogyaszthatjak), megerésiteni latszanak azt a lehet6séget, hogy
amennyiben a 2013-2014-es jarvanyt el6idéz6 RABV torzs kozép-magyarorszagi
megjelenése vadon €16 allatokhoz kothetd, akkor abban talan kiseml&sok is részt vehettek.

Amennyiben a lll.b klaszter virusai altal el6idézett 2013-2014-es jarvanyroél végzett
szamitasok helyesek, ugy érdemes ujragondolni az elmult évek soran hazankban azonositott
RABV jarvanyok dinamikajarol alkotott képet is. A 2006-t6l 2010-ig, és a 2014 utan
dokumentalt hazai rabies esetek az aktualisan kijel6lt vakcinazasi zénakon belil, az adott
terlleten végzett surveillance-nek kdszdnhetdéen keriltek azonositasra. Tébb alkalommal
valamely foldrajzi régidoban sporadikusan keriltek el RABV fert6zott vad- és haziallatok
(lasd Pusztaradvany, 2008, Il.a klaszter; Nagyhegyes, 2007, 1.b klaszter; Pocsaj, 2010, lll.a
klaszter), melyek molekularis szinten tavolabbi rokonsagot mutattak. Mas esetekben a
sporadikus izolatumok mogott genetikai egyezést talaltunk, ami idében elhuzédéd latens
jarvanyra utald jelként is értelmezhetd (példaul Szerencs és kornyéke, 2016-2017, lll.c
klaszter; Nyirlugos és kérnyéke, 2006-2009, |.a klaszter). Figyelembe véve a filodinamikai
elemzések eredményeit, és kiemelve az egy gocpont korul azonositott, id6ben izolalt
eseteket arra kovetkeztetunk, hogy az azonositott esetek mellett ismeretlen szamu nem-
identifikalt rabies eset is el6fordulhatott. Az alacsony mintaszammal reprezentalt
jarvanykitorések nagysagrendjét azonban utdlag nehéz megbecsulni.

A fenti szamitdsok ramutattak arra, hogy a teljes genomszekvenciakon alapuld
molekularis epidemiologiai és evolucios vizsgalatok segithetnek pontosabb képet alkotni egy
adott teruleten zajlo jarvany kialakulasardl és dinamikajarol, azonban csak a szomszédos
orszagokbol publikalt adatok fényében kaphattunk ennél is részletesebb képet arrol, hogy a

kérdéses virus mely foldrajzi régiobdl szarmazhatott. Szamitasokat végeztink szaznal tébb
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eurdpai és 67 hazai részleges RABV genom szekvencia bevonasaval. Az 1990-es években
hazankbdl szarmazé RABV tdrzseket a 2000-es évek kdzepétdl Magyarorszagon mar nem
lehetett kimutatni. A részleges N és G gén szekvenciakbol kapott MCC fa alapjan a 2006-
2017 kozott kimutatott harom magyarorszagi RABV klaszter tovabbi szubklaszterekre volt
tagolhato. Feltételezésink szerint az utobbi id6k hazai jarvanyaiban ezeknek a RABV
klasztereknek részben egymastdl flggetlen behurcolasait sikerllt dokumentalni. Kulén
kiemelve a 2013-2014-es jarvanykitorést, a Ill.b klaszter N génjének szekvencia elemzésébdl
arra kovetkeztettlink, hogy az eredeti virustérzs Romaniabdl szarmazhatott, mig a lll.b
klaszter tovabbi két genetikai vonalra torténd szétvalasa Magyarorszagon mehetett végbe.
Az adatok megfeleld kiértékeléséhez és értelmezéséhez a molekularis epidemiolégiai
vizsgalatok egységesitésere lenne szlkség, tehat teljes génekkel és lehetéség szerint teljes
genomokkal lenne érdemes az elemzéseket végezni.

Molekularis epidemioldgiai vizsgalataink tovabbi érdekessége volt egy vakcina-
eredetl rabies azonositasa vords rokabdl, amely az elsé hazankbdl szarmazé leiras. A
csalétekkel kihelyezett vakcinak él6, attenualt virustorzset tartalmaznak, mely képes lehet
neuroinvaziv fenotipusban megnyilvanulni és megbetegedést okozni bizonyos kérilmények
kozott. Laboratoriumi kisérletek is alatdmasztjak a fenti allitast. Dokumentaltak vadonéld
allatok SAD Bern vagy SAD B19 vakcina virus torzs altal indukalt sporadikus fert6z6dését
Ausztriaban, Németorszagban, Lettorszagban, Romaniaban, Svajcban és Szlovéniaban az
oralis vakcinazasi kampanyt kdvetéen. A Csabaszabadi mellett 16tt vorés rékabdl szarmazo
virusminta és a korabbi vakcindzasi kampanyok soran kihelyezett Lysvulpen vakcina
virustérzsek 99,9% feletti genom szintli azonossaga, tovabba a pozitiv tetraciklin marker
teszt alatamasztja, hogy a korabbi vakcinazasi kampany soran kihelyezett virustérzs okozta
ezt a fertézést. Az ilyen jellegl estek monitorozasanak fontossaga miatt szlikségét éreztiik
egy olyan DIVA TagMan médszer kifejlesztésének, mely képes meghatarozni és elklldniteni
a kelet-eurdpai vad RABYV tdrzsektél a vakcina térzseket.

Az intenziv magyarorszdgi rabies eliminaciés program tovabbra is sikeres. Azonban a
szomszédos orszagokban (Ukrajna, Romania, Szerbia) még nem jartak sikerrel a rabies
mentesités terén. Ezért tovabbra is szamitani lehet arra, hogy a szilvatikus rabies idénként
feluti fejét Magyarorszagon is. Ezek lehetnek sporadikusnak megitélt esetek vagy
jelentkezhetnek jarvanyos formaban is. Jelenleg Magyarorszagon a rabies-mentesitési
program és az azt kisér6 monitoring EU-s direktivak mentén szervez6dik. Ez a rendszer
nagy biztonsaggal jelezheti a RABV jelenlétét egy surveillance ala vont teruleten. Fontos
hangsulyozni, hogy a molekuléris epidemioldgiai felmérésekben szorosabb egyuttmikddésre
lenne szikség a szomszédos orszagokkal, ami - feltételezve a RABV elsddlegesen
Magyarorszagra mutaté behurcolasi iranyat - hazank szemszdgébdl kulcsfontossagu és

segithet jobban értelmezni az egyes RABV variansok eredetét és terjedésének dinamikajat.
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A surveillance el6l esetlegesen rejtve maradt rabies esetek feltarasa érdekében
megfontolasra érdemesnek tlnik az is, hogy a surveillance-t mas gazdafajokra is

kiterjesszuk.

Az EBLV-1 fert6zések molekularis epidemiolégiai vizsgalata

A teljes EBLV-1 genomokkal térténé evoluciés elemzésektél azt vartuk, hogy
pontosabb képet kapunk a hazai térzsek evoluciés mechanizmusairél és foldrajzi eredetérdl.
A hét hazai EBLV-1 minta koézll ketté volt alkalmas arra, hogy a teljes virusgenomot
meghatarozzuk. A magyarorszagi EBLV-1 szekvenciakkal kiegészitve a Bayes-i statisztikai
szamitasok a virus evoluciés ratajat tekintve a publikalt adatokéval d6sszevethetd
eredményeket adtak (EBLV-la, 3,45E-5 vs 3,01E-5; EBLV-1b, 4,04E-5 vs 4,07E-5). Az
EBLV-1 két szubtipusanak (EBLV-1a és EBLV-1b) térhoditasa feltételezhetéen kétiranyu
folyamat; az EBLV-1b Eszak-Afrika iranyabdl Dél-Spanyolorszagon keresztiil terjedt el
Eurépa mas, nyugati fekvésl orszagaiban, mig az EBLV-1a esetében nyugat-keleti iranyu
elterjedés figyelheté meg. Franciaorszagban és Hollandiaban mindkét genetikai csoport
reprezentativ torzseit megtalaltak. Az evolucios becslések eredményeibél generalt posteriori
valészinlseégek alapjan megvizsgaltuk az EBLV-1a és EBLV-1b terjedési iranyait Eurépan
belll, s e vizsgalatok megerésiteni latszanak a szakirodalmi adatokat a virus terjedésére
vonatkozéan mindkét szubtipus esetében. Az altalunk szekvenalt EBLV-1a tdrzsek
valészinlleg hazank és Lengyelorszag kozott vandorld denevérfajok kdzvetitésével keriltek
Magyarorszagra. Az EBLV-1 virust az esetek nagy részében - hazankban is - k6zonséges
késeidenevérbdl mutattak ki, ami azt sejteti, hogy az EBLV-1 kuldnb6z6 genetikai valtozatai
egyarant j6l adaptalédtak ehhez a gazdafajhoz. A k6zdnséges késeidenevér nem vandorol,
ezért az EBLV-1 foldrajzi elterjedését feltehetéen a k6zonséges késeidenevérrel egyitt élé
egyéb, a virusra fogékony denevérfajok segitik el6. Példanak okaért a durvavitorlaju
torpedenevérrél (Pipistrellus nathusii) feltételezhetd, hogy szerepet jatszik az EBLV-1
terjesztésben, mert nagy terlleteken vandorlé és igen elterjedt denevérfaj.

Jelenleg hazankban kevés a denevérek mentésével foglalkozé szervezet, igy nincsen
megfeleld gyljtési pont és diagnosztikai hattér a févarostol tavolabbi orszagrészekben;
ugyanakkor egy szervezett, egész orszagra kiterjedd aktiv, felmérd jellegl vizsgalatsorozat
hianypotld lenne. Ehhez a szliréseket minél tobb hazai denevérfajra érdemes lenne

kiterjeszteni.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Magyarorszagon el6szor végeztink  veszettséggel kapcsolatos genomi
epidemioldgiai vizsgalatokat. A 2006-2017 kdzott kimutatott RABV 79,2%-at bevontuk
a vizsgalatokba és Osszesen 61 ujonnan meghatarozott RABV genomszekvenciat
felhasznalva végeztuk az elemzéseket. A RABV genomszekvenciakra épulo
szamitasok segitettek Uj alapokra helyezni a hazai RABV jarvanykitorések

értelmezését.

2. Genom szint(i vizsgalattokkal tAmasztottuk ala, hogy hazankban az elmult 12 évben a
RABV harom genetikai klaszterének variansai cirkulaltak. A harom klaszteren belul
tovabbi hét genetikai vonalat azonositottunk, ami valdszinlsithetéen legalabb
ugyanennyi fliggetlen behurcolasrél arulkodik. Feltételezzik, hogy az 1990-es
évekbdl ismert magyarorszagi RABV variansok a 2000-es évek kdzepére hazankban
kihaltak.

3. A genomszintli elemzések mutattak ra néhany, korabban félreértelmezett jelenségre
és segitettek a megértésben. Ez érintette a 2013-2014-es jarvany klonalitasara
vonatkozd korabbi megallapitdsokat is, de szekvenciaadatok és térinformatikai
hattéradatok felhasznalasaval sikerllt becslést adni a virus terjedésének
sebességére, valamint az evoluciés valtozasok Utemére is, melyek fényében a hazai
esethalmozédasok mogott idében elhuzédd és az aktiv . monitoring szamara

észrevétlen viruscirkulaciot sejtink.

4. Hazankban el6szor irtunk le vakcina eredetl rabiest, mégpedig vords rékabdl. Az
azonositott vakcinavirus genomszerkezeti hasonlésagat vizsgalva megallapitottuk az

itthon alkalmazott Lysvulpen vakcina térzsekkel mutatott genetikai egyezést.

5. Kidolgoztunk a RABV vakcinavirusok és vad tipusu RABV tOrzsek elkulonitésére
szolgalo6 DIVA Tag-Man RT-PCR rendszert. A moddszer DNS szekvenalas

alkalmazasa nélkul segitheti a vakcina eredetl esetek gyors identifikalast.

is. Annak ellenére, hogy az esetszam alacsony volt, az EBLV-1 szekvenciak
vizsgalatabol kideritettik, hogy a hazai torzsek az EBLV-1a klaszterbe tartoznak és
az evolucios becslésekbdl kapott adatok alapjan valdszinlsithetéen Lengyelorszag

iranyabdl juthattak hazankba vandorlé deneveérfaj(ok) kdzvetitésével.
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Haldsan koszd6ndém csaladomnak, hogy elfogadjak az érdekl6désikorom és a
srendszamtablas” gondolkodasi moédom. Koészonet illeti paromat, Guti Csabat a
mindennapokban biztositott nyugodt és harmonikus hattérért. Készéndm, hogy folyamatosan
tamogat és, hogy humoraval, 6szinteségével mindig tovabb lendit a mélypontokon.

Koszondm Laris Barnabasnak, Bors Eszternek, Bordi Beanak, Dr. Ballmann
Monikanak, hogy igaz baratként tAmogatnak és elfogadnak, olyannak amilyen vagyok.

A doktori munkamhoz elengedhetetlen anyagi fedezetet részben témavezetém Aaltal
elnyert Lendllet program, részben az Asklepios (Advanced Studies towards Knowledge on
Lyssavirus Encephalitis Pathogenesis Improving Options for Survival, EU FP7) palyazat

biztositotta, Dr. Gyuranecz Miklésnak kdszénhetéen.
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