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2. Osszefoglalas

Az agy- és gerincveld gyulladasban megnyilvanuld veszettség eseteket eddigi
ismereteink alapjan hazankban a Rabies virus (RABV) és az Eurdpai deneveérveszettség-1

virus (EBLV-1) torzsek okozzak.

Munkam megkezdésekor nem allt rendelkezésre az elmult idészak hazai RABV
jarvanytani eseteit 6sszegzd leiras, ezért célul tlztuk ki az 1996 és 2018 kozott azonositott
magyarorszagi RABV mintak adatainak feldolgozasat és teljes genom szekvenalasat annak
érdekében, hogy molekularis epidemiologiai vizsgalatokat végezzink. Tovabba valaszt
kerestunk a 2013-ban az orszag kozépsd terlletén varatlanul kitort (2013.08.31-t6l
2014.10.06-ig) jarvany eredetére és terjedési iranyaira.

Az elvégzett evoluciéos becslések alapjan a 2000-es évek 6ta lappanghatott
hazankban az a RABV tdrzs, ami valdszinisithetéen Romania iranyabdl érkezett hazankba.
A jarvany megjelenését az orszag kézepén magyarazhatja, hogy 2008-tél 2013 tavaszaig,
kizarélag Szlovéniatdl Ukrajnaig, csak a hatar menti 50 km-es savban helyeztek ki
csalétekvakcinakat. Az 1990-es évektél napjainkig, 6sszességében harom kilénbdzd
leszarmazasi vonalhoz tartozd, egymastdél genetikailag eltéré RABV torzs elterjedését
detektaltuk hazankban és legalabb 7, idében fuggetlen behurcolast azonositottunk.

Ezen kivul lehetéséglunk volt egy 2015-ben, Magyarorszagon el6szor kimutatott
vakcina indukalt RABV fert6zés molekularis szintl elemzésére is. Elvégeztik az ebben az
idészakban  alkalmazott  csalétekvakcindak = genomszintli  6sszehasonlitasat  és
megbizonyosodtunk az eset vakcina eredetérél. A hazai vakcina virus genomok egymassal
magas homogenitast mutattak, ugyanakkor eltértek a térzs GenBank-ban fellelhetd
RABYV t0rzsek és a vakcina torzsek megkulonboztetésére.

Osszegylijtottik a szérvanyos hazai adatokat a denevérek hordozta veszettség
virusokrol, valamint dsszesitettliik az eddigi eseteket és eurdpai szekvenciak bevonasaval az
EBLV-1 leszarmazasi vonalak elterjedését és terjedési irdnyait vizsgaltuk. Megallapitottuk,
hogy az EBLV-1b Franciaorszaghdl terjedt északkeleti iranyba. Kbzép és Kelet Eurdpaban
az EBLV-la eléfordulasa dominans, azonban a kelet-eurdpai régidoban joval kevesebb
dokumentalt EBLV-1 esetrél van tudomasunk, igy tovabbi szirdvizsgalatok sziukségesek az

egyes EBLYV térzsek eléfordulasanak feltérképezéséhez.



2.1 Summary

According to our knowledge Lyssavirus induced encephalomyelitis is caused by
rabies virus (RABV) and European bat lyssavirus-1 (EBLV-1) in Hungary.

Our goal was to perform molecular epidemiology analysis of RABV in Hungary,
therefore we sequenced 61 local RABV isolates, collected between 1996 and 2018. In
addition, we aimed to determine the origin of the unexpectedly emerged rabies outbreak in
the central region of Hungary during 2013-2014. We also made attempts to analyze the
spatial dispersion and the lineage-specific evolution of the RABV strains in Hungary.

Due to the performed phylogeographic analysis we established that the common
ancestor of the RABV strain might be a Romanian virus strain smoldering in Hungary since
2000. Between 2008 and 2013, Hungarian vaccination campaigns took place only in a 50 km
wide zone by the north-east border, which could explain the localization of the outbreak.
Overall, we found genomic evidence for three genetically different lineages of RABV and at
least 7 independent introductions of the virus in Hungary.

Besides we sequenced the genome of the first RABV vaccine-derived case in
Hungary, diagnosed from a red fox in 2015. We performed genome sequencing from five oral
vaccine samples that had been used between 2012 and 2015 in the Hungarian oral
vaccination campaign. We found high homology among the Hungarian vaccine genomes,
however these showed low identity with the vaccine strain deposited to GenBank. Based on
our findings we developed a DIVA-TagMan PCR method for differentiation of Eastern-
European wild RABV and vaccine strains.

We collected all available information about the Hungarian EBLV-1 isolates, and
performed genome sequencing of two EBLV-1 virus samples. Our intention was to find the
spreading direction of EBLV-1la and EBLV-1b lineages in Europe. EBLV-1b is spreading
towards north-eastern Europe from Western Europe. EBLV-la is dominant in Eastern-
Europe and spreads towards Asia. The available information is scarce about EBLV-1 in the
eastern part of Europe therefore further surveillance is required for more accurate molecular

epidemiology results.



3. Bevezetés

A Lyssavirus nemzetség tagjai kozé tartozo rabies virus zoonotikus fert6z6 agy- és
gerincvel6 gyulladas okozdéja. A nemzetség tipusfaja a RABV, mely évente koézelitbleg
59 000 ember halalat okozza, tébb mint 150 orszagban. Az esetek nagy része Azsiaban és
Afrikdban fordul el.

Magyarorszagon human esetet legutdobb 1994-ben dokumentaltak, a kutyak kotelezd
vakcinazasanak koszonhetéen az urbanus jarvanytani forma visszaszorult. Jelenleg
Magyarorszagon a RABV szilvatikus terjedésének megfékezésén van a hangsuly, melynek
elsédleges fenntartdja a voros roka. 1992 ota évente kétszer zajlik a rékak immunizalasa
csalétekvakcinak kihelyezésével. A hazai csalétekvakcinazas olyannyira sikeres, hogy 2011-
es és 2012-es szlirGvizsgalatok soran egyetlen RABV esetet sem diagnosztizaltak. 2013
augusztusaban varatlanul fellobbant egy jarvany Kecskemét kérnyékén, amely 2014. oktéber
elejéig tartott, ezt kovetdben visszaestek évi egy-kettbére a detektalt RABV esetek. A
denevérek terjesztette EBLV virus monitorozasara kevesebb lehet6ség van jelenleg
hazankban, passziv szlrévizsgalatok soran eddig 7 esetet dokumentaltak.

Kordbban nem szilletett atfogé molekularis epidemioldgiai vizsgalat e két virus
genetikai és jarvanytani tulajdonsagaira Magyarorszagon. Ezt a hianyt szerettik volna
potolni munkank soran. Megszekvenaltuk a hozzaférhetd, hazankban azonositott RABV
(n=61) és EBLV-1 (n=2) tdrzsek genomjat, annak érdekében, hogy molekularis
epidemioldgiai  vizsgalatot végezzink a hazai tOrzsek terjedésének, genetikai
tulajdonsagainak felderitéséhez.

Lehet6séglnk nyilt a hazai csalétekvakcinazas soran hasznalt Lysvulpen vakcina
virus torzsekbdl és egy vakcina okozta voros roka fertézésbdl nyert minta szekvenalasara,

igy megvizsgalhattuk a vakcina virus genomok variabilitasat is.



4. Irodalmi attekintés
4.1 A veszettségrol altalanossagban

A veszettség az idegrendszert érintd zoonotikus fert6z6 betegség, amely agy- és
gerincvel6 gyulladas formajaban jelentkezik emlésok esetében. A ,Lyssa” gorég eredetil szo
jelentése dih, tombolas, 6rijongés, ami a betegség duhéngd lefolyasu valtozatara utal. Az
els6 irasos feljegyzések a betegségrdl idészamitasunk el6tt kortlbelll a XXIIl. szazadbdl
szarmaznak. Mezopotamidban kétablaba vésett térvényben rendelkeztek a karpotlas
mértékérél, amit a kutya tulajdonosanak kellett medfizetni, ha allata a harapasaval egy masik
ember halalat okozta. A feljegyzések szerint imadkoztak két, a betegség kapcsan felelésnek
vélt Istenhez, Aristeaushoz, aki megel6zte azt, és Artemishez, aki gydgyitotta. Valdjaban
nem volt pontos diagndzis egészen a XIX. szazadig, nem tudtak a kérokozét meghatarozni,
igy megel6zni sem, és semmilyen hatékony kezelés nem allt rendelkezésre sem az allatok,
sem az emberek szamara (Jackson és Wunner, 2007). A kdzépkor el6tti id6kbdl keves
veszettségvirus okozta esetrél van informacionk Eurdpaban. Az egyik elsé dokumentalt
jarvanyt veszett farkasok okoztdk 1271-ben Frankfélddén (a mai Bajororszag északi része),
amely tébb mint 30 ember haldlahoz vezetett (Steele, 1975). A XVI. szazadban Eurdpa tébb
orszagaban is feljegyeztek kutyak terjesztette veszettség jarvanyt, Belgiumban, Ausztridban,
Magyarorszagon, Torokorszagban is dokumentaltak eseteket. A feljegyzések alapjan az
1700-as évekre Eurdpa-szerte gyakori volt a rékak és farkasok terjesztette veszettség (King
és mtsai.,, 2004). Ekkor még nem ismerték fel a denevérek szerepét a lyssavirusok
terjesztésében; erre a XX. szazadig kellett varni. Az 1950-es években irtak le az elsd
denevér okozta human veszettség esetet az Egyesiilt Allamokban (De Serres és mtsai.,
2008), Eurdpaban pedig 1977-ben dokumentdltak elsé alkalommal denevérveszettség
okozta emberi haldlesetet (Franka és mtsai., 2008).

1804-ben Zinke kisérleti fertbzéssel bizonyitotta, hogy nyallal atvihetd a virus. Az
1880-as években Pasteur két meghatarozé felfedezést tett, ezeknek koészdnhetben
fejlesztette ki az els6 veszettség elleni vakcinat. R4jott, hogy a gerincvelében és az agyban
talalhat6 a betegség korokozéja és hogy nyulak agyaba injektalva a virust, a fertézés minden
esetben az allat paraliziséhez és elhullasahoz vezet. Kisérletei soran nyulakban termeltette a
virust és az elhullott allatok idegszévetét 5-10 napig szaritotta, hogy legyengitse a kérokozot.
Az igy kapott veszettség elleni vakcinat kutydkon tesztelte. A kifejlesztett vakcinat 1885-ben
elsd6ként a vilagon sikeresen alkalmazta egy 9 éves fiun, akit veszett kutya tamadott meg.
Ezzel sikerult lefektetni a haziallatok és az ember veszettség elleni vakcinazasanak alapjait.

Az 1950-es évek masodik felére a fejlettebb orszagokban a kutyak terjesztette veszettség



visszaszoritasa részben megoldédott, a vadon él6 allatok altal terjesztett veszettségre igy
tobb figyelem jutott. Eurépaban tébbnyire rékak terjesztették a betegséget. Elkertlhetetlené
valt egy uj stratégia kidolgozasa a vadon él6 allatok vakcinazasara. Egyertelmi volt, hogy
nem lehetséges az Osszes virusgazda beoltasa, bar a 1980-as években, Kanadaban,
Toronté kérnyékén nagyszamban befogtak és beoltottak borzokat, ezzel csdkkentve a vadon
él6 allatok okozta megbetegedéseket (Rosatte és mtsai., 1986; 2001). Az els6 oralis
vakcindzasi kampanyt 1971-ben az Egyesiilt Allamokban inditottak el és a sikeresnek
igérkez6 modszert 1978-ban Svajcban is elkezdték alkalmazni (Steck és mtsai., 1982).
Kiépitették a vadon él6 allatok aktiv monitoringjat is, melyhez Németorszag, Belgium,
Franciaorszag és a tobbi eurdpai allam is csatlakozott, kdztik hazank is 1992-ben (King és
mtsai., 2004).

Eurépaban vadon él6 allatokban majdnem szazezer esetet irtak le az elmult
évtizedben és tébb, mint 10 emberi megbetegedésrél szamoltak be (Cliquet és mtsai., 2014).
Az elmult 10 évben jelentett allati €s human megbetegedések eloszlasat mutatja az 1. abra,
jol szemléltetve, hogy Nyugat-Eurdpa, mind a vadon €l6, mind pedig a haziallatok terjesztette
veszettségtél mentes. A virus monitoring Nyugat-Eurépaban ujabban denevér fajokra is
kiterjed, igy jelent6s szamu veszettség virusfertézést azonositanak ezekben az allatokban.
Kozép-Kelet-Eurdpaban a vad- és haziallatok megbetegedésének gyakorisaga igen magas
és a human esetek szama sem elenyész6. Ebben a régiéban ugyan a monitoring nem a
denevérekre 06sszpontosit, feltehetéen hasonlé aranyban fordulhatnak el§ fertézott

denevérek, mint Nyugat-Eurdpa orszagaiban. ‘@

"""g Fd @ Friedrich-Loeffler-Institut
1. abra: Az elmult 10 évben jelentett veszettség esetek Eurépaban. Bordd kor

mutatja a hazi és vadon él6 allati megbetegedéseket, a kék téglalap a human
eseteket szemlélteti, mig a sarga haromsz6g a denevérekben azonositott eseteket

tnteti fel. (Forras: https://www.who-rabies-bulletin.org/)
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4.2 A veszettségvirus rendszertana

A veszettség korokozédja negativ polaritasu egyszalu ribonukleinsav (RNS) genommal
rendelkezd virus. A veszettségvirusok a Mononegavirales renden és a Rhabdoviridae
csaladon belll a Lyssavirus nemzetségbe tartoznak. Az ICTV (Nemzetk6zi Virusrendszertani
Bizottsag (International Committee on Taxonomy of Viruses)) 2018-ban kdzétett aktualis
taxondmiai besorolasa szerint jelenleg 16 lyssavirus fajt kilonitenek el ebben a
nemzetségben, melyek a kdvetkezdk: Rabies virus (RABYV), Lagos bat virus (LBV), Mokola
virus (MOKYV), Duvenhage virus (DUVV), European bat lyssavirus-1 (EBLV-1), European bat
lyssavirus-2 (EBLV-2), Australian bat lyssavirus (ABLV), Aravan virus (ARAV), Khujand virus
(KHUV), Irkut virus (IRKV), West Caucasian bat virus (WCBV), Shimoni bat virus (SHIBV),
Bokeloh bat lyssavirus (BBLV), lkoma lyssavirus (IKOV), Lleida bat lyssavirus (LLEBV) és
Gannoruwa bat lyssavirus (GBLV) (Ceballos és mtsai.,, 2013; Afonso és mtsai., 2016;
Gunawardena és mitsai., 2016). A kdzelmultban leirt, ICTV altal még elfogadasra vard
lyssavirusok a Taiwan bat lyssavirus (TWBLV) és a Kotalahti bat lyssavirus (KBLV) (Hu és
mtsai., 2018; Nokireki és mtsai., 2018). Egy fajba tartoznak a nemzetségen belll azok a
virusok, melyek nukleoprotein génje 80-82% nukleotid szintli azonossagot mutat, vagy
konkatenalt kddold régidinak azonossaga 80-81% felett van (Dietzgen és mtsai., 2012). A
Lyssavirus nemzetség tagjai minimum két filogenetikai csoportba sorolhatéak a részleges
nukleoprotein gén alapjan végzett filogenetikai vizsgalatok és az antigén tulajdonsagaik
révén (1. tdblazat). Az inaktivalt virus ellen egerekben termeltetett antitest kizarélag az egy
filogenetikai csoportba tartozd térzseket képes neutralizélni. A WCBV ellen termeltetett
antitestek nem képesek keresztneutralizalni a masik két filocsoportba tartozé virusfajok
képviselbit (Fooks és mtsai., 2005; Kuzmin és mtsai., 2005). A RABV virusbdl szarmaztatott
postexpozicids profilaxis hatékonysaga megjosolhaté a keresztneutralizacidé meértékébdl
(Fooks és mtsai., 2014; Banyard és mtsai., 2014; Fisher és mtsai., 2018). A rabies virusbdl
szarmaztatott oltdbanyag hatékony az azonos filogenetikai csoportba tartozé térzsekkel

szemben.
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1. tablazat: A Lyssavirus nemzetség tagjai filogenetikai csoportonként. Elterjedésuket és
el6fordulasukat denevérben és emberben a piktogramok jeldlik.

Filogenetikai

csoportok Virus Rovidités Elterjedés
Aravan lyssavirus ARAV Eurazsia
Australian bat lyssavirus ABLV Eurazsia 'il\“
Bokeloh bat lyssavirus BBLV Eurdpa \.’
Duvenhage lyssavirus DUVV Afrika 'i‘\_'
I. csoport European bat lyssavirus-1 EBLV-1 Eurépa 'il\“
European bat lyssavirus-2 EBLV-2 Eurdpa 'i'\/
Irkut lyssavirus IRKV Eurazsia ’i‘\.{
Khujand lyssavirus KHUV Eurazsia \l
Rabies lyssavirus RABV Vilagszerte 'i'\'_l
Lagos bat lyssavirus LBV Afrika \nl
Il. csoport Mokola lyssavirus MOKV Afrika li'
Shimoni bat lyssavirus SHIBV Afrika \.‘
Ikoma lyssavirus IKOV Afrika -
West Caucgsian bat WCBV Eurazsia \l
lyssavirus
Besorolas nélkiili Lleida bat lyssavirus LLEBV Eurdpa \l
Gannoruwa bat lyssavirus GBLV Azsia \l
Taiwan bat lyssavirus TWBLV Azsia \.‘
Kotalahti bat lyssavirus KBLV Eurdpa \nl

A nemzetség tipusfaja a RABV, ez a virus vilagszerte el6fordul a szarazféldi emlés
fajokban; ezzel ellentétben a nemzetség tdbbi tagjanak gazdaspektruma és elterjedése
szlikebb. A RABYV felel a legtdbb emberi megbetegedésért, valamint a haziallatok kérében
megfigyelt veszettség esetekért egyarant (Singh és mtsai.,, 2017). A Lyssavirus
nemzetségbe tartozé virusfajok 6si gazdajanak a denevéreket tekintik, ezt alatamasztja,
hogy a MOKYV és az IKOV kivételével az dsszes lyssavirust kimutattak mar denevérekben (1.
tablazat) (Fooks és mtsai., 2014).

4.3 A veszettségvirus morfolégiaja, genomi szervezédése és
életciklusa

A lyssavirusok virionja lipidburokkal rendelkezik és jellegzetes toltény alaku, méretét
tekintve korubelll 75 nm széles és 180 nm hosszusagu (2. abra). A burok vastagsaga 7,5-10
nm és oOtven szazalékat a gazdasejt membranjabol szarmazo lipid alkotja. A virusburok
felszinén 8,3-10 nm hosszusagu fellleti nyulvanyok taldlhatéak, amelyek a glikoprotein

harom molekulajabdl allnak.
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2. abra: Rabies virus elektronmikroszkdpos felvétele.

(Forras: http://myplace.frontier.com/~dffix/medmicro/pix/rhabdo.png)

A bels6é szerkezetet a helikalisan feltekeredett ribonukleoprotein komplex (RNP)
képezi, mely az RNS genombdl és a hozza szorosan kapcsol6dé nukleoproteinbdl all. A
negativ polaritasu egyszali RNS genom nem szegmentalt, linearis, 11 kilobazis hosszu. A
viralis genom 0Ot szerkezeti fehérjét kédol. Az N gén kédolja a nukleoproteint, ami a virus
nukleokapszidjat képezi, a P génrél irédik at a foszfoprotein (P), ami a transzkripcidban,
replikacidban és patogenezisben jatszik szerepet. Az M gén kddolja a matrix fehérjét. A G
génrdl termelédik a transzmembran glikoprotein, ami szerepet jatszik a fert6zés soran a
fogékony gazdasejthez valé kapcsolodasban, ezaltal ez a célpontja a virus-neutralizaciés
antitesteknek. Az L gén kodolja az RNS szintézishez szikséges polimeraz enzimet (3. abra).
A géneket egymastol néhany nukleotid hosszusagu intergenikus régiok valasztjak el. A G és
L gén kozotti intergenikus régio feltehetéleg egy pszeudogén (Tordo és mtsai., 1986).

A veszettségvirus életciklusanak elsé fazisaban a fogékony gazdasejt receptorahoz
kotédik és endocitézissal bejut a sejtbe. A virdlis burok és az endoszomalis membran,
alacsony pH fiiggé fuzidjat a G fehérje valdsitia meg konformacio valtozas kiséretében. A
transzkripcid elindulasahoz az RNP komplex kiszabadulasa szilkséges az endoszomalis
vezikulakbol. A transzkripciét a virionban Iévé RNS-polimeraz iranyitja, amely az RNS-N
komplexeket ismeri fel. A transzkripciod soran egy pozitiv szalu vezet6 (leader) RNS és 6t, 5°
sapkaval és 3’ poliadenlilalt farokkal rendelkez6 mRNS szintetizalodik. A transzkripcié a
genom 3’ végén az Le+ (leader=vezet6) régiotol halad az egymast kdvetd 6t monocisztronos
MRNS molekula atirdsaval a genom 5’ vége felé (Jackson és mtsai., 2011).
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3. abra: Lyssavirusok vironjanak sematikus abrazolasa (A). A linearis negativ egyszalu RNS

virusgenomot szemléltetd rajz (B). (Forras: https://viralzone.expasy.org/)

A viralis RNS replikacidjahoz szlikség van folyamatban lévé protein szintézisre, hogy
rendelkezésre alljon szabad nukleoprotein, ami komplexet képez az utdd RNS-sel. Az RNS-
polimeraz enzim atvalt transzkripciérdl replikaciora, igy az enzim ezt kbvetéen nem ismeri fel
az iniciaciés és terminacidés szignalokat. Ezaltal a teljes hossziusagu RNS genom
komplementer koépidjanak szintézise zajlik, melynek soran egy pozitiv szalu antigenom
képz8dik, ami templatként szolgal az utdéd negativ szali genom RNS termeléséhez. A viralis
fehérjék transzlacidja soran négy viralis mRNS (N, P, M és L) szabad riboszomakon, mig a G
MRNS membranhoz koétott riboszémakon transzlalédik. Az utdd virionok Osszeéplilése a
megfeleld mennyiségl negativ szalu RNS és az N, P, L viralis fehérjék jelenlétében kezdédik
meg. Az M fehérje kotddésével kialakul a végleges szerkezet, ezt kdvetéen az érett virionok
a membran azon részén athaladva veszik fel a lipid kettds réteget, ahol a G fehérje trimerek
beagyazédtak. Az  érett virionok bimbozasa az extraneuradlis  szdvetekben
citoplazmamembranon keresztil (4. &bra), mig az idegszOvetekben elsédlegesen

intracitoplazmatikusan zajlik (Jackson és mtsai., 2011).
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4. abra: Rabies virus életciklusanak sematikus abrazolasa (Forras: Jackson és mtsai., 2011)

A lyssavirusok hasonlé jellemvonasokat mutatnak morfolégidjukban, biolégiai,
fizikokémiai tulajdonsagaikban, genomszervezédésukben, viralis életciklusukban. Azonban a
strukturalis fehérjék antigén tulajdonsagai jelentésen kulénbdzhetnek a virusfajok kézott az
eltéré poszttranszlaciés modositasok kévetkeztében (Jackson és Wunner, 2007; Takacs és
mtsai., 2010).

4.4 A veszettség patogenezise és immunolégiaja

A lyssavirusok tébbféle uton képesek fertézni, a leggyakoribb szervezetbe jutasi méd
a veszett allat altali harapas. A nyallal bejutd kérokozoé a bér alatti kdtészovetbe és
izomrétegbe kerul. Ritkdbban el6éfordul, hogy a virus sérilt bérfelulettel vagy kdzvetlenll a
nyalkahartyaval érintkezik, azonban sértetlen bérfelileten nem tud atjutni. Lejegyeztek olyan
eseteket is, amikor a virus szajon at és az emésztérendszeren keresztul vagy belélegezve
jutott a gazda szervezetébe (Gibbons és mtsai., 2002; Manning és mtsai., 2008). Fert6z6tt
donorbdl szarmazo szerv transzplantaciojaval atadott veszettséget 2004-ben az USA-ban és
2005-ben Németorszagban is dokumentaltak (Bronnert és mtsai., 2007; CDC 2013).

A veszettségvirus neurotropizmusa példatlan, a virus terjedése és replikacioja az

idegszoveti elemekhez kapcsolodik, igy altalaban nincsen virémia. A sérulés helyén, vagy az
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izomsejtekben lezajlott replikacié utan jut a virus a periférias idegekbe, vagy kozvetlenll is
beléphet oda, példaul nagyobb szamu sejtbe jutott viruspartikulum esetén (Murphy és mtsai.,
1973; Charlton és mtsai., 1997). A periférias idegvégzédések nagy szamban lefedettek
Schwann sejtekkel. A Schwann sejtek nem fogékonyak a lyssavirus-fertézésre, azonban a
periférias idegek végeir6l hianyoznak ezek a sejtek (Cauna és mitsai.,, 1980). Ez a
legvaldszinibb belépési kapu a virus szamara. Az idegsejtbe jutashoz a lyssavirusnak
szilksége van a megfeleld sejtfelszini receptorokra; a nikotin acetilkolin receptorra (Nicotinic
acetylcholine receptor (NAChR)), a neuron sejt adhéziés molekulara (Neural cell adhesion
molecule, (NCAM)) és a p75 neurotropin receptorra (p75NTR) (Gluska és mtsai., 2014).
Ezek a receptorok kotik a virus glikoproteinjéet és el6segitik a virus sejtbe jutasat
endocitozissal (Lafon, 2005). A gazdaseijt endoszémalis membranjanak és a viralis buroknak
a fluzidja alacsony pH-n (~6,3 pH), a glikoprotein konformacié valtozasanak kiséretében
valosul meg Gaudin és mtsai. szerint (1999; 2000). Kisérletekkel alatamasztottak, hogy
replikacié nélkili virus lappangas is el6fordulhat az izomsejtekben, ahonnan a periférias
neuronokba toérténd bejutast kdvetben transzszinaptikus transzporttal migral tovabb a virus a
kozponti idegrendszer felé (Gillet és mtsai., 1986). Ez a centripetalis terjedés, ami 50-100
mm/nap (3 mm/éra) sebességgel zajlik (Jackson és mtsai., 2011). Ebben az esetben a
gerincvel6i motoros neuronokba jutva kerul sor a veszettségvirus elsé nagyobb meértéki
replikaciéjara. A kozponti idegrendszerben szinte kizarélag a neuronokban, a sejtmag
koérnyeki részeken és a dendritek proximalis részein sokszorozédik a virus (Begeman és
mtsai., 2018). A fert6zo6tt idegsejten bellll a virus intraaxonalis transzporttal két iranyba képes
haladni. Az egyik irany a sejttest felé haladd mozgas (retrograd), a masik pedig a sejttesttél
tavolod6 mozgas (anterograd), ami mikrotubulus-figgé folyamat segitségével zajlik
(Begeman és mtsai., 2018). Az inkubacios szakasz 2 héttdl akar 2-3 honapig is terjedhet,
annak fuggvényében, hogy milyen testtdjon és milyen mennyiségben jut a virus a
gazdaszervezetbe.

A fertézés soran kialakuld citoplazmatikus zarvanyok az utdd virionokba be nem éplilé
virus fehérje aggregatumok. Ezeket az ovalis eozinofil zarvanyokat Negri-testeknek
nevezzuk (Whitfield és mtsai., 2001; Harper és mtsai., 2009) (5. abra). A Negri-testek
leggyakrabban az ammon-szarv, a kisagy Purkinje sejtjei és az agytorzs teruletén jelennek
meg, diagnosztikai markereknek tekinthetok, azonban hianyuk nem zarja ki a lyssavirus
jelenlétét. A kdzponti idegrendszerbdl neuroanatémiai utvonalon a fej, nyak, mellkas és
hasureg irdnyaba szorédik a virus, ezt nevezik centrifugdlis szorédasnak. El6szor a
nyelvpapillak, nyalmirigyek fertézédnek, viszont post-mortem vizsgalatokkal igazoltak, hogy a

virusantigén szinte valamennyi zsigeri szervben megjelenik (Jackson és Wunner, 2007).
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5. abra: Negri-testek hematoxilin-eozinnal torténé festéssel megjelenitve fertézott

neuronban.(Forras: https://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/histologic.html)

A veszettségvirus neurotropizmusanak és intraaxonalis, transzszinaptikus
terjedésének koszoOnhetbéen az antigén-prezentacié folyamata és az immunvalasz
kialakulasa ténylegesen csak a virus koézponti idegrendszerbe jutasa utan kezdodik el
(Camelo és mtsai., 2001). A periférias sértléssel egyidejlileg nincsen antigén prezentacio az
izomsejtekben torténd virusreplikacié esetében sem (Yamaoka és mtsai., 2013), tehat a
cellularis immunvalasz hianyzik vagy nagyon gyenge. A periférias immunszuppressziot
er6siti, hogy a veszettségvirus okozta encephalomyelitis nem citopatogén, fennmarad a
fertéz6tt neuronok integritdsa. A virus szorédasa a szervezeten Dbelldl szintén
transzszinaptikus, ezért késik a viralis antigének bemutatasa az antigénprezental6 sejtekben.
Az antigénprezentacié és az immunvalasz kialakulasa ténylegesen csak a virus kézponti
idegrendszerbe jutasat kdvetben kezdédik el. A kdzponti idegrendszer azonban lokalis
immunitassal rendelkezik a relativ izolaltsaganak kdszénhetéen, amit a vér-agy gat endotélje
biztosit. Ezért minimalis az antigén stimulaldja, az antitestek és naiv limfocitdk atjutasa a
vérbdl, igy antigén hianyaban a neuronok MHC | és MHC Il (fé hisztokompatibilitasi komplex
(major histocompatibility complex)) expresszidja korlatozott. A kdzponti idegrendszernek
nincs nyirokkeringése sem. Az agyba bejuté T-limfocitak pedig apoptézissal elpusztulnak. A
gazda immunrendszerének kijatszasaban kozvetve vagy kozvetlenul, de mind az ot
virusgenomban kédolt fehérje szerepet jatszik. A foszfoproteinnek kdzvetlen szerepe van az
interferon jelzérendszer gatlasaban (Johnson és mtsai., 2010; Rieder és mtsai., 2011; Scott
és Nel, 2016). A foszfoprotein specifikusan kotédik az interferon-béta, myxovirus rezisztencia
és az oligoadenilat szintetdz génekhez, ezzel csOkkentve ezek expresszidjat, blokkolja
tovabba az I-es és lll-as tipusu interferon jelrendszert a STAT1-STAT2 fehérjék gatlasan
keresztul (Srithayakumar és mtsai., 2014). A foszfoprotein C-terminalis doménje képes
kotodni a STAT1-STAT2 fehérjékhez (186-297 aminosavak). Kisérletesen bizonyitottak,

hogy a foszfoprotein 186-297. as eltavolitasaval a virus er6sen attenualt lesz és nem okoz
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neuroldgiai tineteket egérben (Wiltzer és mtsai., 2013). A glikoprotein apoptozist indukal a
T-sejtekben, makrofagokban, mikrogliakban és oligodendrocitdkban (Lafon, 2005; Scott és
Nel, 2016). A nukleoprotein az RNP komplex részeként elrejti a viralis RNS-t a gazda
immunrendszerének virusfelismerd elemei (Toll-szer(i receptorok, TLRs) eldl, tovabba gatolja
a retin sav indukalo géneket, amelyek terméke képes lenne az I-es tipusu interferon géneket
aktivalni. A matrix fehérje egyik doménje kotédik az ubiquitin ligazhoz, ami szerepet jatszik a

veleszlletett immunrendszer jelatviteli utjanak szabalyozasaban (Scott és Nel, 2016).

4.5 A veszettség epidemiologidja

szilvatikus veszettség a vadon €él§ allatok kozott elterjedt, els6sorban husevé emlésdk és
denevérek terjesztik. Kontinensenként eltérnek a rezervoar fajok, a leggyakoribbak a
kovetkez6k: mosémedve (Procyon loto), nyestkutya (Nyctereutes procyonoides) monguz
(Herpestes auropunctatus), prérifarkas (Canis latrans), nyest (Martes foina), eurazsiai
menyét (Mustela nivalis), eurazsiai borz (Meles meles), eurdpai 6z (Capreolus capreolus), és
a voros roka (Vulpes vulpes) (6. abra). Az urbanus jarvanyforma esetében a vadon el6
allatok altal megfert6zott haziallatokban cirkulal a virus, ami tovabbterjedhet az emberre.
Leggyakoribb virusgazdak a kutyak (Canis lupus) és macskak (Felis catus), ritkabban
kecskék (Capra aegagrus hircus), juhok (Ovis aries), lovak (Equus caballus), szarvasmarhak
(Bos taurus), hazi sertések (Sus scrofa) is fertézé6dhetnek. A RABV-sal rokon lyssavirusok
(példaul EBLV-1 és EBLV-2) rezervoarjai denevérek (vampirdenevérek-, rovar- és
gyumolcsevé denevérek). A harmadik, denevérekhez koétheté jarvanyformaban
megfigyelheté a virusvariansok adaptalédasa egyes denevérfajokhoz (Banyard és mtsai.,
2014). A virusok a gazdafajok életmdédjabdl és taplalkozasabol addddéan gyorsabban
szorédnak, igy a denevérek altal terjesztett veszettség geogréfiai értelemben nagyobb

elterjedésa.
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6. abra: Lyssavirusok elterjedése kontinensenként. A denevérekben el6fordulé térzsek
denevér sziluettben keriltek feltintetésre. Rabies virus (RABV) eléfordulasa és leggyakoribb

gazdafajai kontinensenként bordd szinnel lettek jeldlve.

A RABYV eredetérdl és evolucidjarél szamos tanulmany sziletett. Feltehetéen, tébb
gazdavéltds is tortént a virus evolucidja soran, tulnyomoérészt denevérek és egyéb
emldsfajok kdzott, ritkabban csak a ropképtelen emldsdk kozott. Az egyik feltételezés szerint
a RABV Afrikdban, denevérekben evolvalodott és terjedt el vilagszerte (Nel és Rupprecht,
2007). Afrikdaban és Eurdopaban azonban nem irtak le RABV torzset denevérekbdl, csak
RABV-sal rokon lyssavirusokat (6. abra), mig az észak- és dél-amerikai szubkontinensen
denevérekbdl és husevd eml6sokbdl is kimutattak. A fenti hipotézis alapjan az dvilagban
denevérekrdl ragadozdkra torténé feltételezett gazdavaltast kévetéen, a RABV denevérben
kihalt (Borucki és mtsai., 2013). Egy masik feltevés igyekszik alatamasztani, hogy a RABV
husevé emlésdkben evolvalédott az Ovilagban, miutan a RABV-rokon lyssavirusokat
hordozé denevérfajok négylabui emlésoket fertéztek meg. A RABV az Ujvilagba a
gyarmatositas soran juthatott el, a gyarmatositok hajéin atjutd RABV altal fert6zott kutyak
révén, ahol egy Ujabb gazdavaltassal megjelent az amerikai denevérfajokban is (Fisher és
mtsai., 2018; Troupin és mtsai., 2016). Az utdbbi feltevés egyik alapja az az egyedi
megfigyelés, miszerint a koézelmultban Sri Lankan azonositottak egy denevért, ami
ragadozobdl szarmazé RABV hordozénak bizonyult (Matsumoto és mtsai., 2017). Egyes
tanulmanyok bizonyitjak, hogy az amerikai denevérek populacidiban a RABV elterjedése
nem egyenletes, ami azt sejteti, hogy ezek a virusok nem egyetlen kdzds 8si virustol

szarmaznak. Felmér§ vizsgalatok igazoljak, hogy az amerikai kontinensen a RABV hordozé

19



denevérfajok szama napjainkban is ndvekszik (Shoji és mitsai.,, 2004). Ennek alapjan
feltételezhet6, hogy az amerikai kontinensen az elszigetelt tertleteken él6 denevérfajokhoz a
RABV még nem jutott el. Ezekkel a medfigyelésekkel igyekeznek egyes kutatok
alatamasztani, hogy a RABV a kdzelmultban jelenhetett meg az amerikai denevérekben
(Fisher és mtsai., 2018).

Napjainkban Europa kézéps6 és keleti régidjaban tovabbra is jelentés a veszettség
el6fordulasa, amit tdbbnyire vords rékak terjesztenek. Ezzel szemben Nyugat-Eurépa mar
mentes a RABV okozta betegségtél. A WHO és az OIE el6irasa szerint az a tertlet
nevezhet6 a betegségtél mentesnek, ahol egymast kovetd két évben nem regisztraltak
veszettség esetet (http://www.oie.int/animal-health-in-the-world/self-declared-disease-
status/). Az Eurdpai Bizottsag célul tlzte ki, hogy 2020-ra az Eurdpai Unié valamennyi
tagallamaban felszamoljak a RABV okozta veszettséget.

Eurdpai denevér veszettség virusok jelentés szamban el6fordulnak Nyugat-
Eurépaban napjainkban is. Kozép- és Kelet-Europaban denevérekben azonositott
veszettség esetekrdl szérvanyos informaciokkal rendelkeziink, mivel ebben a régiéban a

denevér monitoring kevésbé szervezett.

4.6 A veszettség tunetei

A veszettség lappangasi ideje emberek esetében igen valtozé, néhany nap és
néhany év kozott valtozik, de altalaban 1-2 hénap. Miutan a veszettségvirus elérte az ember
kézponti idegrendszerét, megjelennek a Kklinikai tinetek, melyek kétfélék lehetnek. A
megbetegedések nagyobb szazalékaban a dihdongé vagy klasszikus veszettség lép fel,
amelynek soran tiszta tudatu és hyperexcitabilis (tulingerelt) periodusok valtjdk egymast. Az
utodbbi soran hallucinacié és agresszivitas jellemzi a beteget. Tovabbi tinetek a magas laz,
vegetativ zavarok, gorcsok testszerte, hidro- és aerofdbia. A klinikai tinetek megjelenésétdl
szamitott két héten belll, paralitikus fazist és komat kovetéen bekdvetkezik a halal. A masik
kérforma, a paralitikus veszettség, ami a betegek 20 szazalékaban alakul ki. A mentalis
statusz ép, a sérult végtagtol kiindulva bénulassal jar, ami tovabb terjed a tobbi végtagra,
mig végll a légz6izmok bénulasa halalhoz vezet. A veszettségvirussal fert6z6tt betegek
megmentését human interferon adagolasaval, ribavirinnel torténé kezeléssel, tovabba a
Milwaukee protokoll néven ismerté valt metoddussal is megkisérelték. Az utobbi soran a
beteget mesterséges kémaban tartjak és ez alatt antivirdlis terapiaban részesitik (ketamine,
ribavirin, amantadine). A kezelés alapja, hogy a csoOkkentett idegrendszeri aktivitas
minimalizalja a virus okozta karosodast, igy id6 nyerhet6 a beteg sajat immunvalaszanak
kialakulasahoz. Sajnos ez a mddszer sem hozta meg a biztos sikert (26 esetbdl egyszer

alkalmaztak sikerrel) (Agarwal és mtsai.,, 2017). Veszettségbhdl teljesen felgyogyuld
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személyrél egyetlen esetben szamoltak be, ahol denevér volt a kor terjesztbje és a beteg
részesllt postexpozicios oltassorozatban. A tovabbi dokumentalt tulélék minden esetben
sulyos neurolégiai szovédményekkel éltek tovabb (Jackson és Wunner, 2007).

Haziallatok esetében is hasonl6 a kor lefolyasa, noha a klinikai tinetekben fajonként
megfigyelhetéek kisebb eltérések. Ezen felll ugyanazon fajba tartozé egyedek tinetei is
eltérhetnek. Kutyak fert6z6dése esetén is két formajat kulonboztetjlk meg a klinikai
tuneteknek, a duhongét és a paralitikust. A kor lefolyasanak kezdeti fazisa, azaz a tulingerelt
peidodus egy hétig is eltarthat, de idonként a veszettséggel fert6z6détt allat egybdl a
paralitikus fazisba kerll. A kezdeti fazisban a kutyak viselkedése aggressziva és
kiszamithatatlanna valik és néhany napon belll bekdvetkezik a paralitikus fazis, melyet
légzbszervi elégtelenség és végll a halal beallta kévet. Kutyak esetében a kér lefolyasa
tipikusan 3-8 napig tart. Macskak esetében hasonléak a tiinetek, bar jellemz6, hogy a veszett
macskak szeretnek elbujni félreesd, elhagyatott helyeken. Vadaszgérények esetében a
jellemzé  klinikai tlnetek a kovetkez6k: levertség, étvagytalansag, paralizis, ataxia,
izomgyengeség, hypotermia, székrekedés, tulzott nyaltermelés, gyakori és szokatlan
hangadas. A gorények csupan 10%-a mutatott agressziv viselkedést kisérleti fert6zések
soran. Ragcsalék és nyulalakuak fert6z6dése soran az esetek tdbbségében semmilyen
klinikai tinet nem tapasztalhaté. Voros rokak fert6zodéskor csupan az esetek felében
mutatnak aggressziv tuneteket, a tdbbi esetben paralizis, gércsds rohamok, félelemérzet
hiany, remegés, hanyas a jellemzé megnyilvanulasa a veszettségnek (Nigg és Walker,
2009).

4.7 A veszettség elleni védekezés és terapia

A veszettség profilaxisaban fontos szerepet kap a rezervoar fajok vakcinazasa. A
szilvatikus veszettség visszaszoritdsa modositott él6 rabies virust tartalmazé
csalétekvakcinak kihelyezésével torténik. Az urbanus jarvanyforma megelézésében komoly
szerepet kap a hazidllatok inaktivalt vakcinaval torténé oltdsa. Az emberi veszettség
kivédésének érdekében preexpozicidos védoboltasban kell részesiteni minden olyan személyt
(példaul:  allatorvosokat, denevérvédelmi  szakembereket, erdészeti dolgozokat,
biolégusokat), aki virushordozé allattal vagy magaval a koérokozoval rendszeresen
érintkezhet. A RABV ellen adhaté human diploid sejteken eléallitott vakcina (HDCV) az
EBLV-1 és EBLV-2 ellen is védelmet nyujt, azonban masik filocsoportba tartozé virusfajok
(pl. IKOV) ellen nem véd (Brookes és mtsai., 2005; Horton és mtsai., 2014; Malerczyk és
mtsai., 2014). Az Egészségugyi Vilagszervezet (WHO) ajanlasa szerint a profilaktikus
oltéanyag izomba vagy bér ala adhatd. A preexpozicid soran a vakcinat harom adagban a 0.,

és 7. napon, valamint a 21. és 28. nap kozott, az ismétlést pedig egy év mulva kell beadni.
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Amennyiben felmeril az expozicidé esélye az érintett személyt idében megkezdett
postexpoziciés oltasban kell részesiteni. A Kklinikai tlinetek kifejlédését kdvetéen nincs
hatékony terapidja a veszettségnek, ekkor a fert6zés letalitdsa mar kozel 100%.
Postexpozicidés védboltas soran az izomba torténd oltasnak két modja is elfogadott: az
Essen-séma 0Ot, a Zagrab-séma négy adag beadasat irja el (Essen: 0., 3., 7., 14. és 28.
napokon egy-egy adag; Zagrab: 0. napon két, tovabba 7. és 28 napokon egy-egy adag) (Ren
és mtsai.,, 2015). Amennyiben az érintett személyt nem részesitették preexpozicios
profilaxisban, rabies immunglobulint (RIG) kell kapnia, lehetbleg a védbéoltas-sorozat
megkezdésekor. Kétféle immunglobulint hasznalnak vilagszerte: a fejlettebb orszagokban a
HRIG (human rabies immunuglobulin), a fejl6dé orszagokban az ERIG (equine rabies
immunuglobulin) az elterjedtebb. Az ERIG-et els6sorban ott hasznaljak, ahol a HRIG nem
elérheté (Manning és mtsai.,, 2008; WHO 2017). A RIG egyideji beadasa a sérilés
kornyékére az elsé vakcina dézissal az oltott személy passziv immunizalasat biztositja,
neutralizalja a virust és a periférias idegrostokba vald belépését akadalyozza, a specifikus
immunvalasz kialakulasaig (WHO, 2017). Emberek immunizalasara kizarélag inaktivalt
rabies virust tartalmazé vakcinak adhatéak. Az inaktivalt virus elinditia a humoralis és

cellularis immunvalaszt és a T-limfocitak aktivalasaval a virusneutralizalé antitesteket termel6

4.8 A veszettség laboratériumi diagnosztikaja

A veszettség diagnosztikaja soran alkalmazott médszerek kdzil azokat emlitem,
melyek jelenleg a WHO altal ajanlott veszettség kimutatasara szolgaldé diagnosztikai
technikak koézott szerepelnek (WHO 2013; Mani és Madhusudana, 2013). Hagyomanyos
modszerek kdzé tartoznak a kdvetkezdk:

1. Immunfluoreszcens ellenanyaggal torténd teszt (Fluorescent Antibody Test (FAT)): Az
immunfluoreszcens festés alkalmas mind a RABV, mind az EBLV-1 és EBLV-2 kimutatasara.
A médszer soran a fertzott allat agyszdvetébdl (ideértve a kisagy, ammon-szarv, agykéreg,
hid, talamusz és a nyultveld régioit) lenyomatot készitenek, majd fixalast kévetéen specifikus
konjugatummal festik. Az alkalmazott specifikus konjugatum fluoreszceinnel (FITC) jeldlt
monoklonalis ellenanyag, amely a virusantigénhez kotddve immunkomplexet képez és
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva sargas-zold, kerekded vagy ovalis alaku, gyUri
alakban fest6d6 képleteket (virusreplikacios helyek) tesz lathatova a fert6zott sejtek
citoplazmajaban (Dean és Abelseth, 1973).

2. KorszoQvettani vizsgalat hematoxilinnal és eozinnal festett szovettani metszeteken: A

korszOvettani vizsgalatok soran az agyvel6 mintabdl paraffinos beagyazast kovetéen
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metszeteket készitenek. A hematoxilinnal és eozinnal festett metszeteken az
agyvel6gyulladas jeleit keresik.

3. Virdlis N-antigén kimutatasa enzimhez kotott immunoszorbens analizis (ELISA) teszttel
(Rapid Rabies Enzyme Immuno-Diagnosis (RREID)) A RREID mddszer 1ényege, hogy az
agyhomogenizatumban 1évé virus, nukleoprotein fehérjek szilard fazishoz rogzitett
poliklonalis vagy monoklonalis anti-N antitestekhez kotédnek. A kotédott antigének
detektalasahoz peroxidazzal konjugalt monoklonalis vagy poliklonalis antitestet vagy
biotinilalt N-antitestet adnak, amit sztreptavidinnel konjugalt peroxidaz kdévet. Ezt a
szinreakciot biztosité aromas o-fenilén-diamin-dihidroklorid €s hidrogén-peroxid hozzdadasa
koveti (Perring és mtsai., 1986; Miranda és Robles, 1991).

4.-5. Egérrel végzett kisérleti allatoltas (Mouse Inoculation Test (MIT)) és virusizolalas
szovettenyészeten (Rapid Tissue Culture Infection Test (RTCIT)): A Kkisérleti egéroltas
(Kuzmin, 2015) és szoOvettenyészet fert6zés (Madhusudana és mtsai.,, 2010) megerésitd
tesztek arra az esetre, ha a korabban emlitett diagnosztikai modszerek pozitivak. Kisérleti
atoltas soran az egereket boditas mellett, négy hetes korban intracerebralisan oltjak agyvel6-
homogenizatummal, ezt kdvetéen 28 napig megfigyelik az allatokat. Az elhullott, vagy 28 nap
leteltével tulaltatott egerekbdl nyert mintakat a korabban emlitett FAT mddszerrel vizsgaljak.
A kisérleti atoltasnal olcsdbb és gyorsabb a szOvettenyészet fertézése, amihez ragcsald
neuroblasztéma sejtvonalat hasznalnak (murine neuroblastoma cell line Neuro-2a (N2a)). Az
RTCIT segitségével 24-48 6ran belul eredményt kaphatunk, amit szintén a FAT vizsgalat
kovet.

Ezeken a post-mortem alkalmazott diagnosztikai moddszereken felll vannak
virusneutralizalé antitestek kimutatasara szolgald modszerek agy-gerincvel8i folyadékbol
vagy szérumbdal. llyenek a RFFI (Smith és mtsai., 1996) és a FAVN teszt (Cliquet és mtsai.,
1998), amelyek soran sejtkultura fert6zésével megallapitjdk a vizsgalt minta antitesttiterét. A
sejtek fixalasat kdvetéen a korabban emlitett FAT soran alkalmazott fluoreszceinnel (FITC)
jeldlt monoklonalis ellenanyaggal festik a szévettenyészetet.

A teljesség igénye nélkul néhany, a kézelmultban kifejlesztett modszert is érdemes
megemliteni. Ujabb diagnosztikai mddszerek kdzé tartoznak a virusantigén kimutatasara
szolgalo tesztek. Ide tartozik a Direct Rapid Immunohistochemical Test (DRIT) és az Indirect
Rapid Immunohistochemistry Test (IRIT). A DRIT soran rabies N proteint detektalnak
formalinban fixalt agyvel6kenetbdl. A nukeloprotein kimutatdsa biotinilalt monoklonalis
antitest segitségével torténik, amit streptavidinnel konjugalt peroxidazzal kotnek és
szinreakcio segitségével (amino-etil karbazol és hidrogén-peroxid) tesznek lathatéva (Mani
és Madhusudana, 2013). Az IRIT esetében agyvel6 lenyomatot vagy egyrétegi sejtkulturat
fixalnak formalinban és festenek ragcsalo eredetli anti-nukleoprotein monoklonalis antitesttel

(mAb-N) és biotinnal jeldlt kecske eredetli anti-egér antitesttel. Széles spektrumd,
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Iényegében barmely genotipusba tartozd lyssavirus antigén kimutatasara alkalmas
szendvics ELISA teszt is elérhetd (Xu és mtsai., 2007). Kulonb6z6é molekularis modszerekkel
ante-mortem nyalbol és agy-gerincvel6i folyadékbdl is kimutathato a RABV genomi RNS;
ezek kozé tartoznak a geél-alapu és a valos ideji reverz transzkripcidos polimeraz
lancreakcién (RT-PCR) alapulé modszerek (Crepin és mitsai.,, 1998; Nagaraj és mitsai.,
2006).

4.9 A veszettségvirus hazai el6fordulasa

Az 1880-as évek végén hazankban évente 500-600 human veszettség-gyanus esetet
dokumentaltak, melyek veszett kutyak terjesztette fertézésekrél szélnak (Lontai 1995, 1997).
Dr. H6gyes Endre lejegyzései szerint 1893-ban 647 kutyak okozta emberi megbetegedés
tortént (King és mtsai., 2004.). Ebben az idében a virus elleni védekezés egyetlen modja a
kébor kutyak befogasa és ledlése volt. Dr. H6gyes Endre kutatasokat végzett hazankban a
Pasteur-féle veszettség vakcinaval és sikerrel alkalmazta azt preexpozicié gyanant kutyakon
és postexpozicidként embereken is (King és mtsai., 2004). A hazai urbanikus veszettség
elleni kiizdelem kovetkezd mérfoldkovét H6gyes Endre tanitvanya, Dr. Aujeszky Aladar tette
le azaltal, hogy elérte a kutyak vakcinazasanak kotelezévé tételét hazankban (Vitasek,
2004). Magyarorszag volt az els6 olyan orszag a kontinensen, amely az 1930-as évek
végére kontrollalni tudta az urbanikus veszettséget. Ennek ellenére még 2000-ben is
diagnosztizaltak 24 veszett kutyat és 61 veszett macskat. Az urbanikus veszettség elleni
védekezésben nagy felelésség terheli a haziallat-tartokat, kulonésen kutya és macska
esetbében, bar a macskak véddoltasa nem koételezd hazankban. A szilvatikus veszettség
problémajat elészér 1954-ben ismerték fel hazankban, mivel elbtte a kutyaveszettséget
kellett visszaszoritani a lakott tertileteken, ezért nem a rokak voltak a vizsgalat fékuszaban.
1954 és 1965 kozott feltehetdleg sporadikus volt a veszettséggel fert6zott rokak
el6fordulasa, évi maximum 20 esetrél tudunk. 1967-ben azonban a diagnosztizalt veszett
rékak szama 212-re nétt az el6z8 évi 17-hez képest. Ez a szam 772-re emelkedett 1968-
ban. 1971-re az egész orszagban elterjedt a RABV és évente tobb mint 1000 veszett rokat
azonositottak.

A WHO RABYV fert6zésekrél készitett adatbazisaban 1987-bél szarmaznak az elsé
magyarorszagi vonatkozasu adatok; eszerint haziallatokbdl 100, vadon él6 allatokbol 744
RABV esetet jelentettek a legelsdé esztendében. A veszettséggel fert6zott esetek szama
1996-ban volt a legmagasabb, ekkor 246 haziallat és 1111 vadallat RABV fert6zottségét
diagnosztizaltdk (7. abra). Hazidllatok koézul jellemzdéen kutyabdl, macskabdl és
szarvasmarhabdl, ritkabban 16bdl, kecskébdl, illetve hazisertésbél mutattdk ki a veszettség

virusat. Vadon él6 allatok kozll legnagyobb aranyban a vords rokak RABV fertézottségét
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igazoltak a vizsgalatok, csekélyebb szamban a RABV fertézéttséget nyestkutyabdl, borzbdl,
vaddisznobdl, eurdpai 6zbdl, gimszarvasbol és menyétféelékbdl is leirtak.
Veszettség esetek (RABV) hazankban 1987- 2018 k6z6tt

|

7. abra: Magyarorszagon el6forduld RABV esetek éves bontasban. A narancssarga szin a
2013-2014 soran azonositott RABV eseteket jeldli.
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Magyarorszagon a veszettség elleni oralis vakcinazasi program mar a kezdetektél
(1992) sikeresnek bizonyult a szilvatikus veszettség visszaszoritasaban. Az oltasi
kampanyok soran csalétekvakcinat helyeznek ki évente két alkalommal, egyszer 6sszel és
egyszer tavasszal, a leggyakoribb rezervoar faj, a vérdés roka immunizalasahoz. A csalétkek
élé attenualt vakcina toérzset tartalmaznak, ami a SAD (Street Alabama Dufferin) virus
izolatumbdl szarmaztatott vakcina. A kezdeti id6szakban SAD B19 (Fuchsoral), ezt kdvetéen
SAD P5/88 (Rabifox) és SAG1 (SAG1 Oral Fox Vaccine) vakcina torzsek kerdltek
kihelyezésre. 2008-t6l hazankban SAD Bern torzset tartalmazé Lysvulpen vakcinat
hasznalnak (Vitasek és mtsai., 2004; European Commission 2012; Miller és mtsai., 2015).
Passziv szlrévizsgalatok mellett az oralis vakcinazasi kampany keretében aktiv monitoring is
zajlik hazankban, melynek soran az Eurépai Unids szabalyozasnak megfeleléen (European
Commission 2017) az immunizalt terlileten 100 km®-enként legalabb négy rokat I6nek ki
évente, egyenletes eloszlasban. A kilétt allatokat a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
Allategészségiigyi Diagnosztikai lgazgatosaganak (NEBIH-ADI) Viroldgiai laboratériumaba
szallitjak. Itt FAT analizist, tetraciklin marker (TCM) vizsgalatot és ELISA tesztet végeznek. A
FAT célija, az esetleges veszettség virus felbukkanasanak kiszirése az immunizalt
terlleteken. A TCM vizsgalattal megallapitjak a rokak csalétekvakcina felvételét (tetraciklint

tartalmazd csalétekvakcina elfogyasztasa az allat szemfoganak dentin régiojaban sarga
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elszinez6dést eredményez, ami j6l detektalhatd ultraibolya fényben), ELISA tessztel pedig
informaciot kapnak arrol, vajon kifejl6dott-e a veszettség elleni immunitas. Tovabba
kormeghatarozast is végeznek a kilétt allat szemfoganak pulpa és cementallomanyanak
fénymikroszkopos vizsgalataval. Egy éves kor alatt még nincs cementallomany, viszont a
pulpa Ureg viszonylag nagy. Egy éves kor foélétt a szemfog cementallomanyaban a téli
tapanyaghiany miatt kialakuld sotétebb gyirik szamabdl kdvetkeztetnek az allat életkorara
vonatkozéan.

2006 ota allnak rendelkezésre részletes adatok a WHO rabies-re vonatkozé eurdpai
adatbazisaban, amely szerint 2006 és 2018 kodzott dsszesen 70 901 allattdl vett mintat
dolgoztak fel veszettséggyanu miatt vagy rutin szlrévizsgalat keretein belll. A 12.
tablazatban azokat a gazdafajokat tuntettik fel, melyek kézil legalabb egy RABV-ra pozitiv

esetet leirtak. Ebben a sziikitett adathalmazban a vizsgalt allatok szama 68 770 volt.

12. tablazat: RABV el6fordulasa Magyarorszagon, kilénb6zé gazdafajokban, 2006-2018

kozott éves bontasban, a pozitiv és negativ mintaszamok feltiintetésével.

Haziallatok Vadon éI6 allatok

kutya macska  szarvasmarha kecske, juh | vords roka  eurdpai 6z

Ev + - + - + - + - + - + -
2006 O 312 0 456 1 35 0 28 2 6585 0 46
2007 O 195 1 286 0 29 0 29 3 5660 0 28
2008 1 253 0 464 0 21 0 29 6 8603 0 36
2009 O 293 0 389 0 22 0 17 2 7872 0 48
2010 1 257 0 303 0 16 0 23 9 5289 0 31
2011 O 315 0 366 0 27 0 55 0 4514 0 31
2012 O 284 0 348 0 22 0 16 0 4069 0 22
2013 O 203 0 272 2 13 0 22 22 2754 0 13
2014 1 235 0 388 0 34 1 42 20 3831 1 29
2015 O 193 0 323 0 28 0 51 0 3127 0 23
2016 O 177 0 384 0 27 0 32 1 3619 0 31
2017 O 210 0 346 0 25 2 39 1 3170 0 31
2018 O 39 0 75 0 10 0 7 0 1157 0 9

1992-ben Ausztridval és a Szlovéniaval hataros ~5 ezer km? teriileten helyeztek ki
csalétekvakcindkat (Nagy és mtsai., 1995). A vakcinazasi teriletet évrdl évre terjesztették ki
a teljes dunantuli régiora, igy 1996-2000 kozott mar a teljes Dunantul tertletén vakcinaztak
(Kerekes és mtsai., 2000). Ezt kdvetben, 2001 és 2003 kdz6tt a Duna-Tisza kdze teruletén is
tortént csalétekvakcina kihelyezés. 2004-t61 2007-ig mar az egész orszag teruletén
vakcinaztak. A vakcinazasi terulet megnovelésének koszonhetéen a vadon él6 allatok
veszettség elleni immunizalasara forditott er6feszitések 5 év utdn eredményesen
csOkkentették a veszettséggel fertézott esetek szamat. 2005-ben csupan 7 veszett rokat és 2

fert6zott macskat azonositottak (7. abra). 2008-t6l 2013 tavaszaig a déli és keleti
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hatarszakaszokon (Szlovéniatdl Ukrajnaig) csak a hatar menti 50 km-es zénaban helyeztek
ki csalétekvakcinat (8. abra). Azért csokkentették le a vakcinazasi teruletet, mert Ausztria
addigra mar felszamolta a veszettséget. Ausztridban 2006 o6ta nem detektaltak RABV
fert6zést (www.who-rabies-bulletin.org). Hazankban 2011 és 2012-ben nem talaltak egyetlen
szilvatikus veszettség esetet sem. Ezen el6zmények ismeretében meglepd és riaszto volt,
hogy 2013. augusztus 31-én, Kecskemét kornyékén kilttek egy veszettséggel fert6zott
rokat; az ezt kovetd vizsgalatok alapjan ez az eset egy varatlanul fellobband jarvany index
esetének tint. Az intenziv monitoring nyoman 2013-ban 22, 2014-ben pedig 20 veszett
rokarol szamoltak be (12. tablazat). A jarvany kitorése miatt 2013 6szén kiterjesztették a
vakcinazasi zonat Kecskemétre és kornyékére is (8. abra), amit 2014-ben és 2015-ben
tovabb bdvitettek. Ennek eredményeként a teljes keleti orszagrészen (a Dunatél keletre),
tovabba a szlovéniai és horvatorszagi hatar mentén is (sszesen 66.844 km?-en) kiszorasra

kerultek él6 virust tartalmazé csalétekvakcinak.

2012 6sz 2013 0sz

8. abra: Vakcinazasi zonak Magyarorszagon 2012 és 2016 kozott. Szurke szinnel jeldltik a

csalétekvakcinak kihelyezésének teruleteit.
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A 2013-2014-es jarvany megfékezését kovetéen 2015-ben nem jelentettek RABV
esetet, azonban 2016 elején, a Borsod-Abauj-Zemplén megyei Szerencs kornyékén |6ttek
egy veszett rokat. 2017 soran Szerencs mellett, Bekecs kdzségben azonositottak egy
veszettséggel fert6zott rokat és két RABV fertézott kecskét is jelentettek. 2016 és 2017
soran Ujra kiterjesztették a vakcinazast a teljes keleti orszagrészre, tovabba a szlovén-
magyar hatar menti tertletekre és a Drava vonalaban fekvé terlletekre egyarant. 2018 elsé
félévében nem adtak hirt veszettséggel fert6zott allatrol hazankban, emiatt a 2018. évi 6szi
vakcinazasi zéna mar kisebb tertletre terjedt ki (9. dbra). Nem vakcinaztak Zala megyében,
mivel a szomszédos orszagok kozul Ausztria tovabbra is mentes volt a RABV virustol.
Szlovéniaban 2015-t6l 2017-ig nem azonositottak RABV fertézést, ellenben 2018-ban egy
veszettséggel fert6zott borzot talaltak (www.who-rabies-bulletin.org). 2015 6ta Szlovakia is
rabiest6l mentesnek mindsil, azonban tobbi szomszédunknal nem szamoltak még fel a
szilvatikus veszettséget. A szomszédos orszagok felél (Horvatorszag, Szerbia, Romania,
Ukrajna) a vadon él6 allatok vandorlasa nem kikiszobolhetd, ezért a rendszeres vakcinazast

Magyarorszagon tovabbra is folytatjak.

9. abra: Veszettség elleni vakcinazasi zéna Magyarorszagon, 2018 6szén. A s6tétszirke
terulet szemléleti a csalétekvakcina kihelyezeési teriletét, a korulhatarolt kis régiok az
ebzarlattal érintett telepllések. (Forras: http://portal.nebih.gov.hu/-/veszettseg-ellen-

vakcinazzak-a-rokakat).
A denevérveszettség hazai el6fordulasardl nyert ismereteinket passziv surveillance-

bél szarmazo vizsgalatokbdl szereztik. 1977 és 2017 kdzott 144 denevérminta feldolgozasat

és veszettségvirusra iranyulo vizsgalatat végezte el a NEBIH-ADI.
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4.10 Célkitliizések

Célul tiztuk ki a hazai veszettség (RABV, EBLV) esetekbdl nyert torzsek teljes
genomjanak genetikai vizsgalatat molekularis epidemiologiai €s evolucios elemzésekkel.
Tanulmanyozni kivantuk a rabies virus és a denevér lyssavirusok orszagokon és
tajegységeken ativeld eloszlasat, példaként hasznalva egy, a kézelmultban (2013-2014
soran) lezajlott jarvanyt.

Egy vakcina-eredetii eset kapcsan felmerdlt egy olyan eljaras kidolgozasanak igénye,
amivel a kelet-kdzép-eurdpai veszettség eseteknél elkilldnithet az esetleges vakcina virus
okozta fert6zés.

Céljaink kozé tartozott a virus patogenitasért kozvetlenil felelés fehérjéinek
tanulmanyozasa és modellezése, az esetleges eltérések feltérképezése kilonb6zé

leszarmazasi vonalak kozott.
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5. Anyag és modszer
5.1 A vizsgalt mintak eredete és szarmazasi helye

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

Teljes genomszekvenciak meghatarozasara feldolgoztunk 61 RABV és 2 EBLV-1
izolatumot, tovabba 5 csalétekvakcinat, 1 rokabol kimutatott RABV vakcina torzset és ennek
tovabb szaporitott mintait. Az altalunk vizsgalt, veszettségvirusokra (RABV, EBLV-1) pozitiv
mintak szarmazasi helyét, a beklldés idépontjat, a virus gazdafajat és a minta azonositojat a

2. tablazat tartalmazza. A vakcina mintakrél részletesen a 3. tablazat tajékoztat.

2. tablazat: A dolgozatban bemutatott mintak listaja és részletes informaciék bemutatasa

(szarmazasi hely, beklldés datuma, virusgazda, mintaazonosito).

Virus faj Szarmazasi hely Datum Gazdafaj Mintaazonosito
Pahi 1996 hazimacska 10244
Nyirlugos 2006.10.30 vords roka 18537
Piricse 2007.01.22 voros roka 12408
Nagyhegyes 2007.08.29 voros roka 12496
Bocskaikert 2008.03.10 voros roka 5247
Pusztaradvany 2008.10.29 voros roka 18072
Maké 2009.01.13 voros roka 1545
Szamosangyalos 2009.12.14 voros roka 44190
Pocsaj 2010.01.13 voros roka 893
Kibekhaza 2010.02.15 vOros roka 2690
Kecskemét 2013.08.31 voros roka 21068
Kiskunfélegyhaza | 2013.09.04 vords roka 21541
Kiskunfélegyhaza | 2013.09.18 vords roka 22329
Lakitelek 2013.09.24 voros roka 22934
Palmonostora 2013.10.01 voros roka 23335
Tiszajend 2013.10.08 vords roka 15582
RABV Kecskemét 2013.10.17 vOros roka 24936
Kecskemét 2013.10.17 voros roka 24951
Kiskunfélegyhdza | 2013.10.17 voros roka 24956
Tiszajend 2013.10.20 voros roka 16374
Tiszavarkony 2013.10.25 voros roka 25611
Tiszakécske 2013.10.29 voros roka 25987
Kecskemét 2013.10.29 voros roka 25992
Lakitelek 2013.10.31 voros roka 26301
Korostetétlen 2013.11.05 voros roka 26627
Kecskemét 2013.11.05 voros roka 26631
Kiskunfélegyhaza | 2013.11.05 voros roka 26636
Kecskemét 2013.11.08 voros roka 27089
Danszentmiklos 2013.11.28 voros roka 29628
Tiszakécske 2013.12.02 voros roka 29504
Nagykéros 2013.12.09 voros roka 31167
Kocsér 2013.12.14 szarvasmarha 30856
Kalocsa 2013.12.16 voros roka 31168
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Kecskemét 2013.12.16 szarvasmarha 31183
Tortel 2013.12.29 voros roka 755
Kocsér 2014.01.07 voros roka 1606
Jaszkarajend 2014.01.07 voros roka 1608
Tiszakécske 2014.01.13 voros roka 1816
Kecskemét 2014.01.13 voros roka 1322
Petéfiszallas 2014.01.14 eurépai 6z 1801
Vacszentlaszlo 2014.02.03 voros roka 4834
Fajsz 2014.02.05 voros roka 5695
Pet6fiszallas 2014.02.10 voros roka 6003
Tortel 2014.02.16 voros roka 6917
Mikebuda 2014.02.27 voros roka 9435
Tiszakécske 2014.03.10 vOros roka 10436
Tortel 2014.03.20 vOros roka 13070
RABV Szentmartonkata 2014.03.29 voros roka 13961
Kecskemét 2014.04.07 vOros roka 14940
Cegléd 2014.04.12 voros roka 16367
Jaszberény 2014.04.14 voros roka 16663
Kecskemét 2014.04.18 vOros roka 17182
Cegléd 2014.07.02 voros roka 33424
Szentmartonkata 2014.07.14 vOros roka 35313
Téalmas 2014.08.28 voros roka 41108
Csem6 2014.09.15 kecske 42708
Cegléd 2014.10.06 kutya 46293
Szerencs 2016.02.03 voros roka 5666
Bekecs 2017.02.27 voros roka 8656
Bekecs 2017.03.16. kecske 170317/1
Bekecs 2017.03.16 kecskegida 170317/2
vakcina Csabaszabad? 2015. 11 rc’)lfa* 64362
eredetii Csabaszapadl - _egert. -
Csabaszabadi_N2a/1 - szdvettenyészet -
RABV Csabaszabadi_N2a/2 - szdvettenyészet -
Budapest 2011 kozogf‘e‘;%izrkese' 22540
EBLV-1 P .
Budapest 2015 kozonseges’ kesei 52206
denevér

*A 64362 szamu eredeti roka agy homogenizatumbdl nyert virus oltott mintaja egérbe.

3. tablazat: Vakcina mintak azonositdja és felhasznalasanak ideje.

Minta név és azonosité Felhasznalas ideje Minta tipusa

Lyvulpen_0519 2012.04.16 csalétekvakcina
Lysvulpen_1819 2012.09.10 csalétekvakcina
Lysvulpen_6321 2015.01.12 csalétekvakcina
Lysvulpen_0922 2015.07.27 csalétekvakcina
Lysvulpen_0622 2015.07.30 csalétekvakcina
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5.2 A virusmintakhoz hasznalt molekularis vizsgalatok

”w_r

5.2.1 Lyssavirus genomi RNS felerdsitése RT-PCR maédszerrel

Biobiztonsagi okokbdl a virdlis RNS tisztitasat a NEBIH-ADI viruslaborjaban
végeztuk. Ennek soran 1 ml roncsolt agyhomogenizatum felllusz6jahoz adtunk 1 ml 1X
foszfattal pufferelt séoldatot (PBS), vortexelést kbvetéen 6000 x g relativ centrifugalis erével
3 percig centrifugaltuk, majd 0,45 um porusméretl filteren szlirtik. A kapott szlirletbdél a
QlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) felhasznalasaval RNS-t
tisztitottunk a gyari protokollnak megfeleléen. A késébbiekben a molekularis munka
felgyorsitasa érdekében MagNA Pure LC 2.0 (Roche Life Science, Penzberg, Németorszag)
tipusu RNS kivond géppel zajlott a nukleinsav tisztitas.

Két Iépésben végeztik a kivont RNS feldolgozasat. Elész6r SuperScript Il (Thermo
Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA) reverz transzkriptaz segitségével az RNS-bél
komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk, ezt kévetéen a kapott viralis cDNS-t Phusion
DNS Polimeraz enzimmel (Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA) PCR
segitségével sokszoroztuk fel. A RABV és EBLV tdrzsek nukleinsav allomanyanak
felerGsitéséhez egymassal atfedd primer parokat terveztink, amelyek hasznalataval a teljes
genomot lefed6 amplikonokat kaptunk (4. tablazat). Pozitiv kontroll gyanant a
veszettségvirus diagnosztikaja sordn hasznalt, N és G gén szakaszokon tapadd primerek

szolgaltak (Picard-Meyer és mtsai., 2004 és Sato és mtsai., 2004).
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4. tablazat: A teljes genom felerésitéséhez hasznalt primerek szekvenciai.

Prir’ner Primer szekvencia (5'-3") FOTET (E[PEEEED Iranyultsag
név helye (nt)
RabV_F1 CAA CAA AAT CAD AGA AGA ARC AGA CA 1-26 +
RabV_R1 GAC GAG ATATAY TCT GGG AAT CAT AG 2728 — 2753 -
RabV_F2 ACA GGC AAC ACC ACT GAT AAA ATG AAC 2470 — 2496 +
RabV_R2 GGG TCATCT AAG CTT TTC AGT CGA GAA 5319 — 5345 -
RabV_F3 AAG AGT CAT GAG ACT TTC ATT AATC 4999 — 5023 +
RabV_R3 GAT CTAYTATTC RGACAG ATCAGAC 7382 — 7406 -
RabV_F4 TAT GAR AAG TGG AAC AAY CAT CAA AG 7260 — 7285 +
RabV_R4 GAC ATA AGG RCC CTC TCT AAG AG 10 374 — 10 396 -
RabV_F4/2 ATG TCR GTA CAG GCAGTCTTY CAC TAC 7965 — 7991 +
RabV_R4/2 | TCA GAG CTG GTA CAG AGA GAC ACA AGG 11087 -11 116 -
RabV_F5 GAT GTT CAG AAT GGG TCT GCT 10 297 — 10 317 +
RabV_R5 TTT RTT GKT THT TTG TTA AGC GT 11899 - 11921 -
EBLV_F1 ACG CTT AAC AAC AAA AWC AAA AAA GGG 1-27 +
EBLV_R1 CCTTACAGC TCT TAACAATTTTCCG 2535 — 2559 -
EBLV_F2 AGG TTC CAA ATT CTA GTC AAT TCG GCG 2351 — 2377 +
EBLV_R2 GTC TGC TTC TGG CTC AAC AGG ATC 5529 — 5552 -
EBLV_R2/2 | CAC ATT RCA GMG DTT TCA CAT GTG AAG 3279 - 3305 -
EBLV_F3 GTC AAT AGT GTA CAC TAA CTA CAT CGG 5243 — 5269 +
EBLV_F3/2 | CTC ATG GAA GCW GAT GCY CAT TAC AAG 4364 — 4390 +
EBLV_R3 ACG ATT TTT GGA AGA ACT CGT GTG 7444 — 7467 -
EBLV_R3/2 CAT GAS ACY CTG GCCCATCTCTTAG 7909 — 7933 -
EBLV_F4 ATT ATT CCC GGG TGACTT ATG CAT TCC 7312 — 7338 +
EBLV_F4/2 CAG GGR GAC AAY CAAGTCTTG TGC 7671 — 7694 +
EBLV_R4 CTTCCGTGACACTCTCTT ACTTGG AC 10 354 -10 379 -
EBLV_R4/2 | TCAACT TGT AAT GAG CWC CWG TKG CCC 10 525 -10 551 -
EBLV_F5 AGG AGY ATA AAG ATG ACC TAT CTAAC 10089 -10114 +
EBLV_R5 ACG CTT AAC AAA AAA AAC AAA AAA AAC 11986 — 12 012 -
JW12 ATG TAA CAC CYC TAC AAT G 55-73 +
JW6 CAY AAR ATG TGY GCB AAY TG 641 — 660 -
Ga3222_40 CGCTGCATTTTRTCARAGT 3220-3238 +
Gb4119 39 GAK ACC AAATGG TGC CCT CC 4115-4134 -

A reakcidelegyeket az 5. tdblazatban foglaltak szerint allitottuk 6ssze. A cDNS szintézis és

PCR hé profiljat a 6. tablazat tartalmazza.
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5. tablazat: Az cDNS szintézis és a PCR Osszetétele.(dNTP: dezoxiribonukleotid trifoszfatok;

DTT: dithiothreitol)

Reakcio Reagens Térfogat (ul)
RNS 5
random hexamer (50uM) 1(2 uM)
SuperScript Il (200U/ul) 1(4 U/l
<DNS Ribolock (40U/ pl) 1 (1,6 U/ul)
szintézis  ANTP (10mM) 1 (400 pM)
DTT (0.1 M) 1 (4 mM)
5X First-Strand puffer 5
Nukleaz mentes viz 10
végtérfogat: 25
Phusion polimeraz (2U/ul) 0,25 (0,02 U/pl)
Forward primer (10uM) 0.5 (200 nM)
Reverse primer (10uM) 0,5 (200 nM)
PCR dNTP (10mM) 0,5 (200 uM)
5X Phusion Green HF puffer 5
Nukleadz mentes viz 16,25
cDNS (az el6z8 Iépésben atirt) 2
végtérfogat: 25
6. tablazat: A cDNS szintézis és a PCR programok paraméterei.
cDNS szintézis PCR
Lépés °C perc/mp. (';'zlgl:: Lépés perc/mp 2'zl(aiums
Denaturacio | 65 5:00 deﬁgfgg(':ié 0:30 1X
Hatés 0 1:00 Denaturéacio 0:10
Reverz 25 5:00 1x e |53/55/58* | 0:30 40X
transzkripcié
50 60:00 Szintézis 2:00
Inaktivalas | 70 15:00 o980 10:00 1X

*58°C RabV_F2-R2, 55°C RabV_F4/2 - R4/2 és 53°C az ¢sszes tobbi primer esetében.

5.2.2 PCR termékek tisztitasa

A PCR termékek detektalasat 1%-os agaréz gélen végeztik TBE pufferben (Tris-

Borate-EDTA). Tovabbi molekularis munkak elétt a PCR termékeket agaréz gélbdl tisztitottuk

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, New Taipei, Taiwan) segitségével. A

tisztitott PCR termékeket -20 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.
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5.3 Lyssavirusok kimutatasa TagMan RT-PCR maédszerrel

DIVA TagMan RT-PCR modszert fejlesztettiink a kelet-eurépai RABV torzsek és vakcina
torzsek meghatarozasara és megkulénbdztetésére. Kelet-eurépai RABV (n=28) és vakcina
torzsek (n=7) teljes genomjanak szekvenciaillesztése alapjan terveztik a primereket és a
prébakat (7. tablazat). A degeneralt primerek 113 nukleotid hosszu szakaszt er6sitenek fel a
polimeraz génen. A vakcina proba kizarélag vakcina torzshoz tapad, mig a konzervativ
préba, mind a vad RABV, mind pedig a vakcina térzsekhez kétédik. A RT-PCR soran Rotor-
Gene Probe RT-PCR kittel (Qiagen, Hilden, Németorszag), Mic qPCR cycler (Bio Molecular
Systems, Upper Coomera, Ausztralia) készilékkel dolgoztunk. Az RT-PCR program

paramétereit és a reakcioelegy Osszetételét a 8. tablazat tartalmazza.

7. tablazat: TagMan Real-Time PCR-hez felhasznalt primerek és prébak.

Primer/préba Primer/préba

Primer/préba szekvencia 5'-3' tapadasi Iranyultsag
neve
helye (nt)
TagMan_F2 ATG TCT GAY TTR ACY CAA GAC GGG 9216 — 9239 +

TagMan_R2 CAT CYG GRA AMT CGA AGATCT GAG | 9400 —9423 -

HEX-TCA GAG CTG GTA CAR AGA

Konzervativ_proba GAC ACA AGG CT-BHQ1 9294 — 9322 +

FAM-TGT GAG ACC CAT TGA CGA

Vakcina_proba CGT GAC CCT GG-BHQ1 9365 — 9393 +

8. tablazat: Az TagMan RT-PCR 0Osszetétele és a program paraméterei.

Reagens Térfogat (ul)
RNS 2
MgCl, (25 mM) 1,5 (1,5mM)
Rotor Gene RT mix 0,25
Vakcina_préba (10uM) 1 (400 nM)
Konzervativ_proba (10uM) 1 (400 nM)
TagMan_F2 primer (10uM) 2 (800 nM)
TagMan_R2 primer (10uM) 2 (800 uM)
2x Rotor-Gene Probe RT-PCR Master Mix 12,5
Nukleaz mentes viz 2,75
végtérfogat: 25
Lépés °C min: sec Clk'|US
szam
Reverz transzkripcio 50 10:00 1X
PCR kezdeti aktivalas 95 5:00 1X
Denaturalas 95 0:05
- 40X
Primer kotés/szintézis 60 0:10
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5.4 Uj generacioés szekvenalas

A RABV (n=61), RABV vakcina (n=9) és EBLV-1 (n=2) mintakbol nyert és felerdsitett
amplikonokat (cDNS szakaszok) mintanként megkdzelitéleg azonos koncentracidban mértik
Ossze, agaréz gélben lathatd jelintenzitas alapjan. Teljes genom szekvenalashoz lon
Torrent-kompatibilis kdnyvtarat készitettink, NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library
Prep kit (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA) és lon Torrent Xpress
Barcode adapterek (Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA) hasznélataval, a
gyarté altal javasolt aranyok figyelembe vételével, de felére redukalt térfogatban. A
keletkezett termékek méretszelekcidja E-gél-ben (Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA) tértént. Az emulziés PCR lon OneTouch 200 Template Kit (Thermo
Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével One Touch v.2 berendezésben
zajlott. lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) (Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA) félvezeté szekvenaldval, 200 bazisparos szekvenald protokoll
hasznalataval, 316-os chipen (Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA) tortént a

mintak szekvenalasa.

5.5 Sanger-féle szekvenalas

Sanger szekvenalast alkalmaztunk a kapott teljes genomok homopolimer régidinak
validalasara azokban a genomi régidkban, ahol a megfelel6 lefedettség ellenére sem volt
egyértelmi a konszenzus nukleotid sorrendje. A genomok homopolimer régidinak
ellenérzésére tervezett primereket a 9. tdblazat mutatja. A szekvenalasi reakciét korabban
generalt PCR amplikonokon BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kittel (Thermo
Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA) végeztik. A szekvenalasra el6készitett PCR
termékek natrium-acetatos és etil-alkoholos tisztitasat kovetéen a Delta Bio 2000 Kft.-hez
kuldtuk kapillaris gélelektroforézisre.

Az EBLV-1 mintak esetében a teljes genom szekvenalasat kovetben kaptunk
alacsony lefedettségl régiokat illetve hianyzd szakaszokat is. Ezek kiegészitésére és
ellendrzésére tovabbi primereket terveztink (9. tablazat) és a fent emlitett médon Sanger

szekvenalast hajtottuk végre.
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9. tablazat: Sanger-féle szekvenalashoz hasznalt primerek.

Primer tapadasi

Primer név Primer szekvencia (5'-3") helye (nt) Iranyultsag
Rabv_validF1 GCT AAG TAA AAT CATGCAGGATGATTT G 2352 — 2379 +
Rabv_validR1 CTCGGR TTG ACG ARAATC TTG CTC ATA 1506 — 1533 -
Rabv_validF2 GTG CCATTAAACCGC TGCATTTTATCA 3202 — 3228 +
Rabv_validR2 CTA GCATCT TGA TRT AGG BTT YAG GAT G 5385 - 5412 -
Rabv_validF3 GAG GAG TCT CTA CAY AAY CCG TAC CCT G 3693 — 3721 +
Rabv_validF4 GTA CAA CAG GTG GAT CAC CCT MGA GG 11720-11 745 +
EBLV-1 52206F1 | GCC TCA AGA AAG TAT TCT CTC GGA CAC AC 7379 — 7408 +
EBLV-1 52206R1 GTT CAATCC GGA CGA CAG CAT GTAAGTC 7658 — 7685 -
EBLV-1 52206F2 | GGC AAT GTC AAG GAT AAT TTATCT GGA CC 8111 — 8139 +
EBLV-1_52206R2 = CAA TAT AAAGTT GTC TCT GTG TGT CTT GG 8470 — 8498 -
5.6 Bioinformatikai médszerek
5.6.1 Szekvenciaillesztés és annotalas

A kapott ,nyers” szekvencia részleteket szekvenalast kovetéen mindsegi

ellendrzésnek vetettik ala. Kiszlrtik a tul rovid vagy rossz mindségi nukleotid szakaszokat
és levagtuk az adapter régiokat. Referencidhoz t6rténd szekvenciaillesztéssel allitottuk
Ossze a teljes genomokat. RABV mintdk esetében a 31183-as mintadhoz JQ944708
GenBank-i azonositoju genomot hasznaltuk referenciaként. Az igy kapott konszenzus genom
szolgalt a tobbi RABV minta nukleotid szakaszainak referencigjaként. A vakcina mintak
esetében az EF206708 azonositéju genom szolgalt referenciaként. Az EBLV readeket az
NC009527 szamu genomhoz illesztettik. A kapott konszenzus genomokat manudlisan
javitottuk és annotaltuk. A fent emlitett bioinformatikai lIépéseket Geneious 9.1.8 (G9.1.8)

(Kearse és mtsai., 2012) program segitségével hajtottuk végre.

5.6.2 Evoluciéds és filogeografiai elemzések

A kapott teljes genomok egymashoz illesztését MAFFT algoritmus segitségével a
Geneious 9.1.8 szoftverrel végeztik. Esetleges rekombinaciot vizsgaltunk az RDP4 (Martin
és mtsai., 2015) programmal. Nukleotid diverzitast a DnaSP6 (Rozas és mtsai., 2017)
segitségével szamoltunk. Szelekcidos nyomas vizsgalatahoz a Datamonkey webszerver
programjait hasznaltuk (Delport és mtsai., 2010). Filogenetikai fa generalasahoz a MEGA
6.06 programot hivtuk segitségll (Tamura és mtsai., 2013). Filogeografiai elemzéshez az
adatainkra legjobban illeszkedd szubsztiticiés modell kivalasztasat a Jmodeltest (Darriba és
mtsai., 2012) és a MEGA 6.06 (Tamura és mtsai., 2013) programokkal végeztik. Bayes

alapu modszerrel szimulaciot végeztink a BEAST v1.10.0 (Drummond és Rambaut, 2007,
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Suchard és mtsai., 2018) programcsomaggal. A program Markov chain Monte Carlo (MCMC)
modszert hasznal a filogenetikai rekonstrukciohoz és lehetévé teszi evolucios modellek
tesztelését. Az MCMC olyan statisztikai algoritmusok Osszessége, ami valdszinlségi-
eloszlas segitségével végez becslést véletlen mintavételi eljaras keretében. A BEAUMi
v1.10.0 hasznalataval beallitottuk az adathalmaznak megfeleld szubsztituciés modellt,
szekvenciainkkal egyutt elemzendd jellegzetességeket (esetinkben mintavétel datuma,
mintavétel helye), molekularis érat, a populacié ,prior’-jat és a megfeleld iteraciét. BEAGLE
(Drummond és Rambaut, 2007) segitségével gyorsabb és hatékonyabb BEAST futast értlink
el. Az eredmények elemzéséhez a BEAST output log fjjljainak egyesitésében és
tomoritésében LogCombiner v1.10.0 segitett (Drummond és Rambaut, 2007). A Tracer v 1.6
(Rambaut és mtsai., 2018) programmal ellenériztiik a Markov-lancok konvergenciajat az ESS
(Effectiv Sample Size) értékek alapjan és leolvastuk a kapott szubsztiticidés ratakat. A
feldolgozott adatokhoz legjobban illeszked6 modelleket adathalmazonként a 11. tablazat
mutatjia. A BEAST programmal végzett szamitasbdl kapott ,tree-output” tomoritését a
LogCombiner v1.10.0 szoftverrel végeztuk, ezt kovetéen a TreeAnnotator-ral (Drummond és
Rambaut, 2007) 0Osszegeztik az adatokat és Maximum clade credibility (MCC) fat
generaltunk, ami a Bayes-i filogenetikai szamitasok eredményeinek O6sszegzése. A MCC
filogenetikai fakat a FigTree v 1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) segitségével
abrazoltuk. A kapott eredményeket SpreaD3 (Bielejec és mtsai., 2016) programmal
illesztettilk Eurdpa térképére.

A BEAST programcsomag szoftvereit tobb szamitégépen futattuk parhuzamosan,
mindegyik gépen 64-bites operaciés rendszert hasznaltunk (Windows 7 és 10). A gépek
paramétereit 10. tablazat tartalmazza. A futasi id6 az adathalmaz méretének és a
rendelkezésre allé szamitégép teljesitményének fliggvényében valtozott, pontos adatokat a

11. tablazat tartalmaz.

10. tablazat: Az evolucids becslésekhez hasznalt szamitogépek paraméterei.

Szamitégép Meméria (GB) Processzor Orajel (GHz)
1. 512 Intel Xeon E5-2630v4 (x2) 2,20
2 32 Intel Core 17-3770K 3,50
3. 32 Intel Core 15-4460 3,20
4 8 Intel core i5-3450 3,10
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11. tablazat: A BEAST programcsomag MCMC szimulacidhoz hasznalt beallitasok
adathalmazonkeént.

Szubsztituciéos Molekularis Populacio MCMC  Szamitasi
Elemzett adathalmaz

modell ora prior iteracié | id6 (nap)
RABV magyarorszagi 2006-2017 GTR+G+ strict constant size | 150 millié ~7,85
teljes genomok
RABV magyarorszagi 2006-2017 GTR+G+l strict constant size | 150 millio ~2,5
(szegmentalt)
RABV magyarorszagi 2013-2014 GTR+G+l strict constant size | 300 millio ~3,5
teljes genomok (csak réka)
RABV europai €s magyarorszag GTR+G+I strict constant size | 200 millié ~1,8
részleges N CDS
RABV europai €s magyarorszag GTR+G+I strict constant size | 200 millié ~1,8
részleges G CDS
EBLV-1 europai és magyarorszagi GTR+G strict constantsize | 150 mili6 =~ ~5,3
teljes genomok
EBITV-l’eu’rq;’)al s magyarorszagi GTR+G strict constant size | 300 millié ~2,9
(kddolo régionként szegmentalt)
EBLV-1a és EBLV-1b eurdpai és
magyarorszagi (kddolo régionként GTR+G strict constant size | 150 millié ~1,2
szegementalt)
EBLV-1 europai és magyarorszagi GTR+G strict constantsize | 150 mili6 = ~4,1

(klaszterek)

5.6.3 Fehérje szintii elemzések

Az aminosav sorrend meghatarozasat a nukleotid sorrend alapjan a G9.1.8
programmal végeztik. Az eltérd leszarmazasi vonalba tartozé glikoproteinek harmadlagos
szerkezetének vizsgalatdhoz az I-Tasser (Zhang, 2008; Roy és mtsai., 2010; Yang és mtsai.,
2015) online programot és a SwissModel (Waterhouse és mtsai., 2018) szoftvert hasznaltuk.
A kapott pdb kiterjesztési modelleket a Chimera 1.11 (Pettersen és mtsai.,, 2004)

segitségével vizualizaltuk.
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6. Eredmények

6.1 Magyarorszagi RABV torzsek molekularis epidemiolégiaja és
evolucidja (2006-2018)

6.1.1 Magyarorszagi RABV genomok altalanos jellemzéi (2006-2018)

A 2000-es évek el6tti idokbdl a GenBank-ban hat, magyarorszagi eredetii RABV
genomot (KX148136—KX148139; KX148143; KX148160) helyeztek el; a kérdéses mintakkal
kapcsolatban az év és a gazdafaj adatok ismertek, azonban nem ismerjik sem az
azonositas helyét, sem annak pontos datumat. Az altalunk feldolgozott mintak koézul a
legkorabbi Pahibdl szarmazott, 1996-bdl (pontos datum ismeretlen). A mintavétel idejét
tekintve a kovetkez6 RABV genom, amit szekvenaltunk egy 2006-ban [6tt rékabal
szarmazott. Az 1990-es évekb6l szarmazo mintak hianyos hattéradatai miatt ugy dontottink,
hogy a legtébb hazai vonatkozasu filogenetikai szamitasnal csak a 2006 utan kimutatott
virusok szekvenciait (n=60) hasznaljuk fel.

A 2006-2018-bol szarmazo teljes RABV genomokbdl készitett szekvenciaillesztés
hossza 11 799 nukleotid volt; a 3’ és 5 végeken lévd primer tapadasi helyeket levagtuk. A
RABV genomok azonossaga 94,36% és 100% kozott valtozott, a GC tartalma egységesen
45% volt. A hazai RABV genomok fehérjekddold kapacitdsa megegyezést mutatott mas
RABV genomokéval és a vizsgalt genomok tébbségénél (n=56) a kodold régiok (CDS)
elhelyezkedése 3’ iranybdl haladva konzervativ képet festett (N CDS, 17-1369 nt; P CDS,
1460-2353 nt; M CDS, 2442-3050 nt; G CDS, 3262-4836 nt; L CDS, 5355-11738 nt). Négy
genom esetében (18537_Nyirlugos, 12408 Piricse, 5247 Bocskaikert és
44190_Szamosangyalos) a P gént kdvet6 intergenikus régidban a 2367. nt poziciéban egy
timin inszerciét azonositottunk, emiatt az M (2443-3051 nt), G (3263—4837 nt) és L (5356—
11739 nt) CDS-ek leolvasasi kerete egy nukleotiddal jobbra tolédott. A leghosszabb
intergenikus régié (518 nt) a G és L CDS-ek kdzotti szakasz volt. A magyarorszagi RABV
genomok elemzésekor megfigyeltik, hogy az N és P CDS-ek, valamint a P és M CDS-ek
kozotti intergenikus szakaszok varidbilisabbak, mint a masik két intergenikus régio (13.
tablazat). A CDS-ek nukleotid szintli vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy 93%-94% kortli a
minimalis hasonlésag a kddold régidkon bellil, azonban a foszfoprotein esetében a mutacidk
tdbbsége aminosav valtozast eredményezett (nem szinonim mutacid). A kédold régidk
aminosav szintl 6sszehasonlitasabdl kiderult, hogy a foszfoproteinen és a glikoproteinen

bellli aminosav szekvencia azonossag a legalacsonyabb (13. tablazat). A teljes genomokat
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vizsgalva jelentés szekvencia homogenitast észleltiink, amit a 60 RABV genomra szamitott

nukleotid diverzitas értéke (11=0,01615) is alatamaszt.

13. tablazat: Kodolé és intergenikus régiok 6sszehasonlitasa a 2006-t6l 2018-ig terjedd
RABYV adathalmazban.

Koédolé régiok (CDS) Intergenikus régidk
N P M G L N—-P P-M M-G G-L

Nukleotid hossz 1353 894 609 1575 | 6384 90 88 (89)* 211 518

Min. nukleotid 87,5
azonossag (%) 93,9 93,5 94,4 93,4 94,8 87,8 (86.5)

SNP 128 93 55 170 562 18 18 (19) 10 87

Min. aminosav
azonossag (%)

Aminosav eltérés 13 27 13 41 57 - - - -

97,2 90,3

97,5 94,6 96,5 95,0 98,3 - - - -

*Négy minta esetében ebben a régiéban egy timin inszercio talalhaté.

Egyszerilsitett genom szekvenciaillesztéseket készitve (10. abra) feltintettik a
kédold regiok elhelyezkedését és az egymas ala illesztett genomokban talalhato
pontmutaciok helyét (fliggbleges vonalak). A pontmutacidk csoportosulasa alapjan négy f6
mintazatot azonositottunk. A csoportokon bellli variabilitas nem érzékelhetd teljes
mélységében a pontmutaciokat bemutaté abrabdl, mivel az illesztést végzd algoritmus a
legnagyobb mértékben azonos régiokat illeszti egymashoz, azok homogenitasat kiemelve,
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Filogenetikai fat generaltunk az altalunk vizsgalt RABV genomokbdl, hogy
szemléltessuk a négy klaszter egymashoz viszonyitott hasonlosagat és képet kapjunk a
csoportok kozotti lehetséges leszarmazasi iranyokrol (11. abra). A maximum likelihood
modszerrel generalt filogenetikai fa topoldgiaja megerésitette a hasonld szekvenciak kdzos
klaszterbe tartozasat és latszolag 4 klaszter létezését is. A IV. klaszter szekvenciainak
elagazasaiban alacsony bootstrap értékeket tapasztaltunk, amit magyarazhat e csoport
homogenitasa (klaszteren beluli nukleotid szintli azonossag> 99,8%; nukleotid diverzitas
erték 1m=0,00087). Az I. (1r= 0,00259) Il. (1r=0,00855) és Ill. klaszter (1= 0,00294) nukleotid
diverzitas értékik alapjan is jéval varidbilisabbak a IV. klaszternél. A legkisebb intraklaszter
nt azonossag értek 98,75% volt (Il. klaszter), a legnagyobb interklaszter nt azonossag érték
pedig 99,03% volt (lll. és IV. klaszter) (14. tablazat; részben nem mutatott adatok). Ez utdbbi
értékeket figyelembe véve ugy itéltik meg, hogy a lll és IV klaszter inkdbb egy kdzds
leszarmazasi vonal (azaz klaszter) variansai és megalapozottabbnak tlinik a két csoport
tagjainak azonos klaszterbe sorolasa (tovabbiakban lll. klaszter). A Il. és lll. klaszter nt
diverzitas értékek és a klaszteren bellli nt szintli azonossag (ll. klaszter, 98,75% — 99,94%;
lll. klaszter, 98,64% — 100%) alapjan nagyobb variabilitast mutattak, mint az I. klaszter
torzsei. Ebben a kalkulacidoban a legnagyobb interklaszter szekvencia hasonlésagi érték
(95,26%) nem fedett at a legkisebb intraklaszter hasonlosagi értékkel (98,64%; 14. tablazat).
Ezen adatok alapjan a harom magyarorszagi RABV klaszter felallitdsa megalapozottnak tlint.
Ezen felll a filogenetikai fa topoldgidja azt mutatta, hogy mindharom klaszteren belul tovabbi
alcsoportok jelélheték ki, melyeket betlivel, illetve betlivel és arab szammal és betlivel
jeléltink (11. abra).
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11. abra: 2006-2018 kdz6tt azonositott RABV virus genomokbdl készitett filogenetikai fa
(maximum likelihood modszerrel, GTR G+l szubsztituciés modell és 1000 bootstrap
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beallitassal készult).

14. tablazat: 2006-2018 k6zott kimutatott RABV genomok nukleotid szintli szazalékos

hasonlésaga klasztereken belll és azok kdzott.

Klaszterek | II. klaszter Il. klaszter
I. kKlaszter | - -
. klaszter | 94,64 — 95,26 98,75 -99,94 -
lll. klaszter | 94,36 — 95,2 94,4 — 94,67 98,64 — 100
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6.1.2 Magyarorszagi RABV torzsek evolucids valtozasainak elemzése (2006-
2018)

A 2006 és 2018 kozotti RABV esetek szarmazasi helyét térképen abrazoltuk (12.
abra). A kérdéses id6szakban bejelentett RABV esetek kizardlag a Dunatdl keletre esé
terGletekrél keriltek eld; a 2013 elétt és 2015 utan gydjtott mintdk a keleti orszagrészbél, a
2013-2014-ban kimutatott esetek a Duna-Tisza koze terlletérél szarmaztak.

A mélyebb szintl filogenetikai és evolucios elemzéseket megel6z6en vizsgaltuk
annak lehet6seégét, hogy a magyarorszagi RABV genomokban fellelheték-e a multban
lejatszodott rekombinacios események; ennek lehetéségét azonban a tesztek kizartak (nem
mutatott adatok). Ezt kdvetben idéskalazott fakat generaltunk, hogy megbecsulhessik a
magyarorszagi RABV tdrzsek leszarmazasi vonalainak szétvalasi idejét és ezzel jobban
megértsik a jarvanyugyi vizsgalatok mogott huzodd torvényszerliségeket. A becsdllt
évszamokat az MCC fak csomopontjain tlntettik fel. A Magyarorszagon 2006 ota
azonositott RABV torzsek kozos 6se 170-180 évvel ezelbtt valhatott szét a ma ismert I, Il.,
és lll. klaszterre, bar az 1840-1850-re tehet6 szétvalas idésavja széles tartomanyban mozog
(1765-1894). Ennél pontosabb becsléssel szamolhatunk a lll.a és lll.b klaszter szétvalasat
illetéen, melyre korilbeliil 40 (+13) évvel ezelétt keriilhetett sor. Erdemes megemliteni a
leszarmazasi vonalak teruleti eloszlasat is. Az |. leszarmazasi vonalhoz tartozé RABV
mintakat azonositasi helyuk szerint egymashoz kozelitdleg ~100 km-es tavolsagbdl
jelentették (Nagyhegyes - Szamosangyalos kozott), egymast kovet6 évek soran. Az |.
klaszterbe tartoz6 RABV szekvenciakat vizsgalva megfigyeltik, hogy a nagyhegyesi minta
eltér a tdbbi . klaszterbe sorolt virustdl és 1990-ben (7 év) mar elvalt a klaszter tobbi, kdzel
azonos id6szakban identifikalt képvisel6jétél (12. abra). A 1. klaszterbe tartoz6 RABV
szekvenciakat vizsgalva érdemes kiemelni, hogy a csoport legkorabbi hazai képviselbje
Pusztaradvanybol (Eszakkelet-Magyarorszag) szarmazott, mig az ezt kovetd két évbél
jelentett RABV eseteket innen ~ 250 km-re Dél-Magyarorszag terlletérdl azonositottak. A
pusztaradvanyi RABV kuilénallé agat képviselt és mar az 1970-es években szétvalhatott a Il.
klaszter tdbbi, hazankban azonositott képvisel6jétél. A lll. klaszter esetében is lathaté a
csoporton beldli diverzitas; a 2010-ben Pocsajrél szarmazé virusminta a ~100 km-re fekvd,
2016-2017-ben bejelentett mintakkal alkot kozelebbi csoportot, de igy is jol elvalik azoktdl a
torzsektél. A 2013-ban kitort jarvany a Duna-Tisza kozén lokalizalddott. Bar a jarvanykitorést
klonalis eredetlinek irtuk le eredetileg, a telles genomszekvenciak meghatarozasa utan
végzett elemzések szerint két leszarmazasi vonal |étére derult fény (Ill.b1 és 111.b2), melyek
raadasul nem is a jarvanyos idészak soran, hanem korabban, 2008 (95%HPD, 2007-2010)
korul kulondltek el. A becslés pontossagara utalé valdszinlségi tartomanyokat (95%HPD:

legmagasabb posteriori slriiség) kék savval jeloltik a szétvalasi pontokon (12. abra).
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12. abra: Magyarorszag térképén jeldltik a 2006-2018 soran azonositott RABV esetek szarmazasi helyét és bekildés idépontjat. A bal oldali
MCC fan lathato a kiillénb6z8 klaszterek szétvalasanak becsitilt idépontja. A csomdpontokon Iévé kék sav a szétvalas datumanak valdszinliségi
intervallumat jelzi. A kilénbdz6 klaszterekbe tartozdé mintak jeldlése megegyezik a filogenetikai fan és a térképen. (I. klaszter: kor, Il. klaszter:
sarga négyzet, lll.a és lll.c. klaszter: lila csillag, 11l.b. klaszter mintait alcsoportonként kuilon tintettik fel I11.b1. klaszter: kék rombusz, 111.b2.

klaszter: bordé forditott csepp.)



A 2006 és 2018 Kkozott azonositott veszettségvirusok genomszekvenciaibol
szubsztitucios (vagy evolucios) 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 szubsztituciés ratakat
kiszamitottuk kulon-kulon az egyes RABV génekre is, amellyel vizsgalni tudtuk a kulonb6zé
genek evolucidjanak sebességét (15. tablazat). A kddolo régidkra kapott szubsztitucios ratak
alapjan az altalunk vizsgalt RABV torzsek L génje mutatta a leglassubb Utemi valtozast
(2,17E-4 nukleotidcsere/hely/év), mig az M gén ennek az értéknek a kétszeresét mutatva a
leggyorsabban (4,52E-4 nukleotidcsere/hely/év) valtozé fehérje kddold szakasznak tlint a

genomokon beldl.

15. tablazat: 2006-2018 kozott hazankban azonositott RABV genomok kodold régidinak

szubsztitucios ratai.

CDS Szubsztitucids rata (95%HPD)
3,35E-4 (2,16E-4 — 4,70E-4)
3,62E-4 (2,14E-4 — 4,99E-4)
4,52E-4 (2,65E-4 — 6,48E-4)
3,07E-4 (1,98E-4 — 4,28E-4)
2,17E-4 (1,49E-4 — 2,85E-4)

r®o 02

A RABV genom egyes régidiban medfigyelt eltérd Utemi evollucids valtozasok
felvetették annak lehet6ségét, hogy a valtozasok mdgott valamiféle szelekcios nyomas
érvényesul. Ennek megfeleléen vizsgaltuk, hogy az 2006-2018 kdzott gydjtétt RABV CDS-
ein belil mely kodonokon érvényesll pozitiv szelekciés nyomas. A kérdés
megvalaszolasahoz kiszamoltuk a nem szinonim (azaz aminosav valtozassal jaro) és a
szinonim (azaz aminosav valtozassal nem jard) mutaciok aranyat (dN/dS), tovabba
alkalmaztuk a Datamonkey webszerver négy algoritmusat (SLAC, FEL, MEME, FUBAR) (16.
tablazat). A teljes genomra (azaz az 5 fehérjekddold gén konkatenalasaval kapott szakaszra)
vonatkozd dN/dS mutécids rata 0,104 volt. A kddold régidnkénti vizsgalatbdl egy kivétellel
minden esetben 1-nél kisebb értékeket kaptunk, ami arra utal, hogy a vizsgalt genomi
régiokra nem hat pozitiv szelekciés nyomas (Jeffares és mtsai., 2015). A lll.b. klaszter M
CDS-ének dN/dS értéke meglepéen magas volt; ennek hatterében az allt, hogy a vizsgalt 47
matrixprotein szekvenciaban 5 nukleotid eltérés talalhaté és mind az 6t aminosav valtozast
okozott. Mind az I. klaszter, mind a Il. klaszter esetében talaltunk egy-egy aminosav poziciot,
ami a MEME algoritmus alapjan pozitiv szelekcié alatt all. Ez az algoritmus egyarant képes
detektalni a tartds és az epizodikus szelekcids nyomas alatt allé6 genomi régiokat. A MEME

algoritmussal azonositott aminosavak egyetlen szekvenciaban vannak jelen (I. klaszter,
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12408 _piricsei RABV szekvencia, nukleoprotein 332. aminosav (alanin>treonin); Il. klaszter,
1545_makoi RABV szekvencia, nukleoprotein 3. aminosav (alanin>valin), ezért
feltételezhetd, hogy ezek csupan epizodikus szelekciés nyomas alatt allhatnak. Nem
mindegyik kodolo régidban tudtuk megvizsgalni csoportokon belul a szelekciés nyomas
jelenlétét, mivel legalabb harom eltér6 szekvencia szikséges a vizsgalat elvégzéséhez.
Osszefoglalva a fentieket, a 2006-2018 kdzott hazankban kimutatott RABV térzsek fehérje

kédolo régidin nem érvényesil tartos pozitiv szelekcid.

16. tablazat: RABV (2006-2018) genomok kédold régidira hatdé pozitiv szelekciés nyomas

klaszterenkénti vizsgalatanak eredménye.

CDSs I. klaszter (n=5) CDSs II. klaszter (n=3)
SLAC* = FEL® MEME® FUBAR® dN/dS SLAC® FEL® MEME® FUBAR® dN/dS
G* - - - - - G - - - - 0,12
P - - - - 0,153 p* - - - -
N - - 332 - 0,0665 | N - - 3 - 0,0424
M* - - - - - M* - - - -
L - - - - 0 L - - - - 0,0848
CDS lll.a/lll.c klaszter (n=5) CDS Ill.b klaszter (n=47)
SLAC®* FEL®* MEME® @ FUBAR® | dN/dS SLAC® FEL® MEME? FUBAR" dN/dS
G* - - - - - G - - - - 0,13
P - - - - 0,612 P - - - - 0,701
N* - - - - - N* - - - -
M - - - - 0,105 M - - - - 27,4
L* - - - - - L - - - - 0,0877

*Minimum hérom eltérd szekvencia sziukséges a vizsgalat elvégzéséhez, ezek a CDS-ek nem feleltek
meg ennek a kritériumnak.

# Kodonok P értéke <0,1

® Kodonok posteriori valészintisége> 0,9

6.1.3 Patogenitasban szerepet jatsz6 fehérjék klaszterenkénti variabilitasa

A RABV genomok kodolo régidinak elemzése azt mutatta, hogy a glikoprotein és a
foszfoprotein a két legvariabilisabb CDS (13. tablazat). Mivel ezek a fehérjék a virus-gazda
kdlcsonhatasban kiemelt szerepet téltenek be, ezért kilon figyelmet szenteltink e fehérjék
bioinformatikai vizsgalatanak.

Az altalunk vizsgalt foszfoprotein szekvenciak kozott klaszterre jellemzé eltérést
néhany aminosav poziciéban talaltunk (17. tablazat), azonban nem mutatkozott kilénbség a
C-terminalis doménen. Korabban megallapitottuk, hogy az llla./llic. és lllb. klaszterbe tartozé
RABV genomok egymashoz nukleotid szinten jobban hasonlitanak, mint az 1. és Il.
klaszterekbe csoportosuldk. A klaszterekre jellemzé eltéréseket a foszfoproteinek aminosav

valtozasai is tlikrozik.
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17. tablazat: A 2006-2018 kozotti RABV foszfoprotein szekvenciainak klaszterenkénti

Osszehasonlitasa aminosav (as) poziciénként. Pirosal jeloltik az egyes klaszterekre jellemzé

egyedi eltéréseket, kék és piros szin mutatja az I.-1l. és lll. csoportok eltéré mintazatat.
A,S .. | I. klaszter |II. klaszter lll. klaszter
pozicié

30 K R K

60 D E D

67 D

69 M M K/IM

86 E

136 S

138 R

149 T | \Y \ P

160 T N T

166 s G

A glikoprotein a gazda sejtfelszini receptoraihoz kétédik és endocitdzist indukal. A
glikoprotein kotédni képes a nikotin acetil-kolin (nAChR) receptorhoz (189. as; 214. as) és a
p75 neurotrophin receptorhoz (318. as; 352. as), ezzel elésegitve a rabies virus bejutasat a
sejtbe (Lentz és mtsai., 1990; Langevin és mtsai. 2002). Modelleztik a glikoprotein felszini
régidjat a VSV (hdlyagos szajgyulladas virusa (vesicular stomatitis virus)) glikoproteinjét

referenciaként hasznalva (13. 4bra).

13. abra: Az I. klaszterbe tartozé glikoprotein virion felszini régidjanak modellje (a). Zélddel
jeloltik a klaszterre jellemzd eltéréseket. A 1l. klaszterhez csoportosuld glikoprotein virion
felszini régiojanak modellje (b). Sarga szinnel a klaszterre jellemz6 eltérések lathatoak. Piros

szinnel jeleztiik az nAChR és a p75 receptorok kétéhelyeit.
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A glikoprotein szekvenciakban talalhaté klaszterenként jellemzd eltérést mutatéd
aminosavakat a 18. tablazatban gyujtottik dssze. A glikoprotein mind a négy szerkezeti
egységeben megmutatkoznak klaszterekre jellemzd as eltérések. Klaszterre jellemzé eltérést
az |. és Il. RABV csoport szekvenciaiban figyeltink meg. Az 1. klaszterbdl a
12496 _Nagyhegyes (13a. abra), a Il. klaszterbdl a 1545 Maké (13b. abra) genomok
glikoproteinjének (a virion felszini régidkban) szemléltetjuk a kizarolag arra a klaszterre
jellemzd aminosav eltérések helyét a homotrimer egyik lancan (13. abra). A vizsgalt RABV
glikoprotein szekvenciak konzervativak mind az nAChR, mind a p75 neurotropin-kété
helyeken, melyeket piros szinnel tlintettlink fel a 13. abran lathato virion felszini modelleken.
A glikoprotein vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a klaszterekre jellemzd eltéréseken feldl
az | — Il és lll.a/lll.c. — lll.b filogenetikai csoport egymassal nagyobb hasonlésagot mutat (18.

tablazat).

18. tablazat: A 2006-2018 kozotti RABV glikoprotein szekvencidinak klaszterenkénti
Osszehasonlitdasa aminosav pozicionként. Pirosal jeloltUk az egyes klaszterekre jellemzé
egyedi eltéréseket, kék és narancssarga szin mutatja az I.- Il. és lll.a/lll.c- lll.b csoportok

eltéré mintaztat.

Elhelyezkedés AS | | Kklaszter Il klaszter allllcup kiaszter
pozicié klaszter
2 E Y; Y; Y,
Signal peptid 5 A A 1 A
8 F F L L
(1-19 as) 10 S P P P
13 V \Y G G
30 L | L L
72 A A S S
102 K K R R
152 I \Y; I |
175 S G S S
Virion felszini régio 198 M L M M
(20-549 as) 202 L P L L
2012 I T T T
268 T A T T
357 I I \Y; v
361 K K R R
404 M M I I
Transzmembran 464 A A A A/
473 I I I T
483 Y, Vv I Y,
484 S N N N
489 S =] S S
491 H R R R
Intravirion 493 L F L L
(481-524 as) 494 G G R R
496 K T A A
497 G R G G
504 P S S S
506 S G S S
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6.2 Egy varatlan veszettségjarvany virusizolatumainak jellemzése

A 2013-2014 soran Kkitort veszettségjarvany idején azonositott RABV
genomszekvenciak a lll.b klaszterbe csoportosultak (11. abra). Ezekbdl a mintakbol (n=47)
készitett szekvenciaillesztés 11 799 nukleotid hossziusagu genomokat eredményezett, a
genomszekvenciaik kozotti azonossag értéke 99,8% és 100% kozottinek bizonyult. A
geénekre vonatkozé informaciok azonosak a 2006-2018 szekvenciakat tartalmazé veszettség
genomok bemutatasanal leirtakkal. A kédold régiok nt szintl azonossaga mind az 6t gén
esetében 99,67% feletti, azonban az as szint( eltérések alapjan a nukleoprotein és a
polimerazt kddol6 régiok a leghasonlébbak (= 99,9%). A nukleotid, illetve aminosav szinti
eltéréseket a kédold és intergenikus régidkban, a 19. tablazatban foglaltuk dssze. Eszerint a
G és L CDS-ek kozétti intergenikus régié mutatja a legnagyobb azonossagot (99,03%), mig
az N-P intergenikus szakasz tér el leginkabb ebben a filogenetikai csoportban (= 96,6% nt
azonossag). A lll.b klaszterbe tartozé RABV genomok tovabbi két csoportba (lll.b1 és Ill.b2
szubklaszter) sorolhatéak. A pontmutaciés mintazatot szubklaszterenként abrazoltuk, hogy
érzékeltessik a 2013-2014-es jarvany RABV genomjainak jelentés homogenitasat (14.
abra). Az abrazolt szekvenciaillesztésbdl jol kivehetdé a két genetikai vonalra jellemzé SNP
mintazat. Erdemes megfigyelni, hogy a Ill.b2 szubklaszter masodik mintaja
(22329 _Kiskunfélegyhaza) erre a klaszterre jellemz6 pontmutaciok koézul harom esetben
eltért (220nt N, 3071nt M-G, 4221nt G), ez a variabilitds azt eredményezte, hogy a 2006-
2018 adathalmazbdl készitett filogenetikai fan ez a virus a lll.b2 leszarmazasi vonalhoz

tartozott (11. abra), ugyanakkor elkilénilt a kérdéses csoport tagjainak szekvenciaitél.

19. tablazat: Koédolo régiok szekvencia eltéréseinek 6sszehasonlitdsa a 2013-2014-es

RABYV jarvany mintaiban.
Kédolé régiok (CDS) Intergenikus régiok
N P M G L N-P P-M M-G G-L
Nukleotid hossz 1353 894 609 1575 6384 90 88 211 518

Min. nukleotid

azonossag (%) 99,85 | 99,67 99,67 | 99,75 99,83 96,67 98,86 98,58 99,03
SNP 6 7 5 11 35 3 1 5 10

Min. aminosav

azonossag (%) 100 99,33 99 99,62 99,9 - -

Aminosav eltérés 0 4 5 2 8 - -
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14. abra: A 2013-2014 soran kimutatott RABV teljes genomokban lathaté pontmutaciés

mintazat szubklaszterenként, idérendben listazva.

6.2.1 A 2013-2014 évi jarvany soran azonositott RABV genomok evoluciés
valtozasainak elemzése

A 15. abra Magyarorszag Duna-Tisza kdze régidjat abrazolja, ahol elhelyeztik a
2013-2014-es jarvany soran feldolgozott RABV tdrzsek mintavételi helyeit, filogenetikai
csoportonként kilénbdzé jeldléssel. A térkép bemutatja, hogy mind a 47 azonositott eset a
Duna és a Tisza altal jol korulhataroltan az M3-as autopalyatol délre lokalizalédott. A 47 eset
tobbségét vorés rokabol mutattak ki, emellett két szarvasmarhat (30856_Kocsér;
31183 Kecskemét), egy-egy esetben pedig eurdpai 6zet (1801_Petbfiszallas), kutyat
(46293_Cegléd) és kecskét (42708_Csemd) érintd elhullas is tortént.
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15. abra: A 2013-2014 soran fellobban6é RABV jarvany mintainak szarmazasi helyei, az

MCC fan két klaszterbe csoportosuld mintak kilon jeldléssel feltlintetve.

Evoluciés szamitasokat végeztink és id&skalazott fat generaltunk, hogy
megbecsilhessik a 2013-ban kitért jarvany leszarmazasi vonalainak szétvalasi idejét,
melyhez a rékakbdl azonositott genomokat (n=42) hasznaltuk fel. Ez az adathalmaz nagyon
homogénnek bizonyult, amit a fenti elemzések is alatdmasztottak, és idében, legalabbis
evolucios léptékben mérve, rendkivil révid intervallumot (2 év) fedett le. Ezért a 2013-2014-
es jarvany onallo jellemzésére készitett MCC fa egyes againak szétvaladsara adott becslések
valészinliségi intervalluma (95% HPD) viszonylag széles tartomanyban mozgott (adatok
nincsenek mutatva). Ugyanakkor a szamitdsok ugyanarra az iddintervallumra tették a két
szubklaszter szétvalasanak idejét (2006; 95%HPD: 1998-2010) (16. abra), mint amit a
teliesebb, 2006-2018 adathalmaznal a lll.b klaszterre becsdltink (2008; 95%HPD: 2007-
2010) (12. abra).

Az id6skalazott fa azt sejttette, hogy a két szubklaszter képvisel6i mar évekkel
korabban a térségben cirkulalhattak. Ezért a virus Duna-Tisza koze terlletén jellemzd
terjedésének dinamikajat vizsgalando filogeografiai elemzést végeztink. Ehhez a becsléshez

a mintak szarmazasi helyeinek koordinatait hasznaltuk, folyamatos valtozonak tekintve

52



azokat. A tdbbi elemzés soran a szekvenciakra jellemzd adatok, mint példaul bekildés ideje,

helye, gazdafaja diszkrét valtozoként voltak kezelve. Tekintettel arra, hogy a kuldonb6zé

gazdafajok kdrében a virusterjedés a hordozé allat eltéré viselkedésbioldgiai tulajdonsagai

miatt torzulasokat okozhattak volna a szamitasokban, csak a 42 voros roka eredeti

szekvenciakat vettik figyelembe. A szimulacié eredményeként az atlagos virusterjedési
sebességet évi 16,7 km-re (95% HPD: 6,4-27,6 km/év) becsultik, ami az idéskalazott MCC

fa adatainak figyelembevételével azt sejttette, hogy a virus nem a jarvanykitorés észlelt

id6szakaban, hanem annal korabban terjedhetett szét a Duna-Tisza kdzén.
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16. abra: 2013-2014 soran hazankban kimutatott, kizarolag rékabdl szarmazé RABV

genomokbdl készitett MCC fa. A csomépontok felett lathatd a szétvalas datuma, az agak

alatt a 0,6-nal magasabb posteriori valdszinliséget tlintettik fel.
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6.3 Eurdépai és magyarorszagi részleges RABV nukleoprotein és
glikoprotein szekvenciak filogeografiai elemzése

A 2006-2018 kozotti iddintervallumbol szarmazd magyarorszagi RABV genomok
elemzése alapjan nem kaphattunk képet arrél, hogy a hazai RABV térzsek mely kdrnyezd
orszagokbol szarmazé RABV térzsekkel allnak genetikai rokonsagban. igy ennek
tisztazasara tovabbi elemzéseket végeztink. A felmeruld kérdés megvalaszolasahoz
reprezentativ. szamu GenBank-i szekvencia adatot gyUjtéttink eurdpai orszagokbol
szarmaz6d RABV virustorzsekrél. Mindehhez nem csupan a vizsgalt teriletet, hanem a
vizsgalt idéintervallumot is bdvitettik; ennek megfeleléen a 1990-es évekbdl szarmazo
magyarorszagi RABV mintak szekvenciait is bevontunk az elemzésbe, beleértve a
GenBankban talalhaté (n=6) és az altalunk szekvenalt 1996-bdl szarmazé RABV térzs
szekvenciait is. A teljes genomszekvenciak elenyészé szama miatt az elemzésekhez az N és
G gének szekvenciait tudtuk csak felhasznalni; a szakirodalomban ezeket a genomi régidkat
hasznaljak molekularis epidemiologiai és evolucios vizsgalatokhoz (Davis és mtsai., 2007,
Talbi és mtsai., 2009; Ming és mtsai., 2010; McElhinney és mtsai., 2011, Fusaro és mtsai.,
2013).

El6szor a RABV részleges nukleoprotein génszekvencia (n=123; 571 nt hosszusagu
szakasz) illesztésével kapott adathalmazzal végeztiink evoluciés szamitast. A GenBank-ban
fellelhetd eurépai RABV N fehérjét kodold szekvenciak 20 orszagbdl, 1972-t6l 2017-ig
terjed6 idGintervallumban gy(jtétt mintakbdl szarmaztak. Az illesztett szekvencidk nt szint(i
azonossaga 88,9%-100% kozottinek bizonyult. A részleges nukleoprotein szekvencia
adatokra szamitott szubsztituciés rata 3,52E-4 nukleotidcsere/hely/év (95% HPD: 2,55E-4 -
4,55E-4) értéket mutatott, ami kézel azonos a hazai, teljes hosszusagu nukleoprotein génre
szamitott szubsztiticios rata értékkel (3,36E-4 nukleotidcsere/hely/év). Az N gén alapu
idéskalazott fan (17. dbra) szarmazasi orszaguk alapjan szinkéddal lattuk el a vizsgalatban
szerepld RABV szekvenciakat. A Kuzmin és munkatarsai altal is hasznalt geografiai régidkat
feltintettlk az MCC fa mellett (Bourhy és mtsai., 1999; Kuzmin és mtsai. 2004). Ez alapjan a
harom f6 genetikai vonalhoz tartozd, Magyarorszagon izolalt RABV térzsek k6zép- és kelet-
eurdpai, valamint balkani eredetll veszettségvirus mintakkal csoportosultak. Kozelebbrél
megvizsgalva a magyarorszagi szarmazasu szekvenciakat tartalmazoé legkisebb filogenetikai
csoportokat a 1993-1996 kozott azonositott magyarorszagi szekvenciak szerbiai, bulgariai és
ausztriai mintakkal (fekete és kék nyil), mig a Il. klaszterhez sorolhat6 RABV virus
szekvenciak szintén ausztriai, szerbiai €s bulgariai szekvenciakkal csoportosultak. A 2006 és
2010 kozott azonositott magyarorszagi virusok kozil az |. klaszterbe tartozok Romaniaban
gyUjtétt virustdérzsekkel mutattak rokonsagot (piros nyil). A lll.b. klaszterbe csoportosuld
hazai RABV térzsek mar korilbeltl 2000-ben (95% HPD: 1996-2006) szétvaltak a ma ismert
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kézel rokon romaniai RABV torzsektdl; ez azt valészinlsiti, hogy a 2013-2014-es
magyarorszagi jarvanykitérés szil6i torzsei Romaniabdl szarmazhattak, és ha igy van,
hosszu vandorlas révén juthattak hazankba. Az elmult években (2016-2017) kimutatott
magyarorszagi RABV szekvenciak lengyelorszagi, ukrajnai €s romaniai mintakkal mutattak
rokonsagot (sarga nyil). A RABV N génszekvencidkon alapulé Kuzmin-féle rendszerezést
(2004) figyelembe véve az 1990-es évektdl napjainkig hazankban azonositott és genetikailag
jellemzett RABV tdrzsek két nagyobb kladba sorolhatéak, a kbézép-eurdpai és a kelet-eurdpai
kladba. Az MCC fa topoldgiajabol azonban jél latszik, hogy a hazai torzsek eredete és
jarvanytorténete ennél sokkal részletgazdagabb. Az idéskalazott fan a kdzép-eurdpai kladon
belll legalabb 5 fuggetlen behurcolasra utalo jelet lattunk, mig a kelet-eurdpai kladon bell 6
ilyen esemény nyomait lehetett felfedezni. Kozép-eurdpai klad monofiletikus csoport,
amelynél a ma ismert torzsek és a nyugat-eurdpai klad kézds 6se az 1950-es évek elején
valhatott szét. Ezen belll a hazankban is kimutatott kozép-eurdpai klad ma ismert genetikai
csoportja (ll. klaszter) az egyetlen recens hazai képvisel6je a kladnak. A klad 1990-es
évekbdl ismert hazai képvisel6i itthonrdl kiszorultak (feltételezhetéen kihaltak), azonban
recens leszarmazottaik a balkanon még az elmdult 5 évben is cirkulaltak. A Kuzmin-féle kelet-
eurdpai klad nem monofiletikus; az I. klaszter levalasa a 1920-es évek végeén idében
egybeesett a lll.a és lll.c valamint a Ill.b klaszter képvisel6inek levalasaval, de a kérdéses
hazai klaszterek szétvalasa a k6zbs pan-eurdpai agrol egymastél fuggetlen esemény volt
(17. abra).

A RABYV részleges (672 nukleotid hosszu) glikoprotein szekvenciait elemezve (n=198)
a szekvenciak nukleotid szintli azonossaga 91,4%-100% volt, ezek tartalmaztdk a hazai
(1991-2017) és a GenBank-ban fellelheté eurdpai szekvenciakat (1882-2017) és teruleti
megoszlas szerint 14 orszagot reprezentaltak. A részleges glikoprotein evolucios rataja
alapjan 2,59E-4 nukleotidcsere/hely/év (95%HPD: 2,03E-4 - 3,18E-4), ami a teljes génre
szamitott szubsztitucios ratanal (3,07E-4) lassabb evoluciét mutat. A G CDS részleges
szekvenciakbol készitett MCC fa alapjan (18. abra) a magyarorszagi szekvenciakat
tartalmazd legkisebb filogenetikai csoportokat vizsgalva, az 1993-1996 kozotti és a |l
klaszterhez sorolhaté hazai RABV virus szekvenciak szerbiai mintakkal (kék és fekete nyil)
csoportosulnak. A Il. klaszterbe és az 1990-es évekbdl szarmazd hazankban azonositott
mintak (kék és fekete keretben) esetében valdszinlsithet6 a Szerbidbdl Magyarorszagra
iranyulod behurcolas. A 2006 és 2010 kozotti magyaroszagi RABV szekvenciak kozul az |.
klaszterbe tartozok ukrajnai és lengyelorszagi szarmazasu mintakkal mutattak rokonsagot
(piros nyil). A 2013-2018 soran detektdlt magyarorszagi szekvenciak szintén
Lengyelorszagbdl, Ukrajnabdl kerulhettek hazankba (séarga nyil). A 2013-2014-ben kirobbané

hazai RABV jarvany lehetséges forrasait illetéen az N génre kapott adatokkal latszélagos
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ellentmondasokat fedeztlink fel; az ellentmondas 6 forrasa feltehetéen az volt, hogy
romaniai RABV glikoprotein szekvenciak nem voltak elérhetéek a GenBank-ban.

A leszarmazasi vonalak szétvalasanak idejére iranyuld evolucidos becslések
génenként eltérést mutattak (17.-18. dbra), ami részben abbol adédik, hogy a RABV genom
egyes részei eltér6 Utemben evolvalédnak, részben pedig abbdl, hogy a szomszédos
orszagokbodl szarmazé RABV génszekvencidk nem egységesek (altalaban vagy N, vagy G
geénre elérhetbek), teljes genomszekvenciak pedig alig talalhatéak a GenBank-ban.
Megfelel6 mennyiségli nemzetkdzi vonatkozasu szekvencia-adat hijan jelen dolgozat
irasakor nem adhaté meg pontosan, hogy a hazai elé6fordulasu RABV esetek és a

szomszédos orszagokban leirt RABV esetek kozott milyen irdnyu volt a tdérzsek terjedése.
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17. abra: Eurdpai és magyarorszagi RABV reszleges nukleoprotein szekvenciak leszarmazasi vonalai MCC filogenetikai fa alapjan. A

csomopontokon 1évd kék sav a szétvalas datumanak valdszinliségi intervallumat jelzi, csomopontok felett a szétvalas datuma lathato.
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6.4 RABV vakcina virus kimutatasa voros rokabol

2015 novemberében a Békés megyei Csabaszabadin egy masfél éves vords rokat
I6ttek ki, mert szokatlan imbolygé jarassal mozgott és bizonytalan viselkedést mutatott. A
kilétt allatbol a NEBIH-ADI munkatarsai veszettség vakcinavirust mutattak 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 torzsek (n=5)
genomszekvencigjat szintén meghataroztuk. Az igy kapott genomok illesztése (11 874
nukleotid) 99,9%-100% k&zotti nt szintli azonossagot mutatott (GC tartalom 45,1%). A
genomok CDS-einek altalanos bemutatasat a 20. tablazat tartalmazza, ahol feltlintettik a
genomban kodolt 6t gén pozicidjat 3’-5’ iranyban. A Lysvulpen vakcinavirus genomok kédolo
régiodiban csupan harom pontmutacié fordult el6, mig a Csabaszabadi eredeti RABV
genomok esetében minddssze egy pontmutaciét talaltunk (20. tablazat). A pontmutaciok
elszértan lokalizalédtak a viralis genomokban. A nukleoproteint megeléz6 szekvencia
régioban talalhatdé egyetlen pozicidban talaltunk SNP-t. Az N CDS teruletén, két helyen volt
pontmutacié. Az N—P intergenikus régiéban, egyetlen poziciéban, mig az M és L CDS-ekben
egy-egy helyen talaltunk SNP-t. A polimeraz kdédolé genomi szakaszt kovetéen szintén egy

poziciéban volt pontmutacié (19. abra).

20. tablazat: Az altalunk szekvenalt Lysvulpen és Csabaszabadi eredetli RABV genomok,
CDS-einek A&ltalanos bemutatasa. (Azon sorokat kékkel emeltik ki, ahol pontmutaciot
azonositottunk.)

Mintanév és CDS ORF genomi

oy CDS név A SNP szama
azonosité hossz (nt) pozicidja

Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0

Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0

Lyvulpen_0519 Métrix protein (M) 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0

Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0

Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 2

Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0

Lysvulpen_1819 Métrix protein (M 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0

Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0

Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0

Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0

Lysvulpen_6321 Matrix protein (M 609 2442 - 3050 1
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0

Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0

Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0

Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0

Lysvulpen_0922 Matrix protein (M 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0

Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0
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Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0
Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0
Lysvulpen_0622 Matrix protein (M 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0
Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0
Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0
Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0
Csabaszabadi_roka Matrix protein (M 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0
Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0
Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0
Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0
Csabaszabadi_egér Matrix protein (M 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0
Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 1
Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0
Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0
Csabaszabadi_N2a/1 Matrix protein (M 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0
Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0
Nukleoprotein (N) 1353 17 - 1369 0
Foszfoprotein (P) 894 1460 - 2353 0
Csabaszabadi_N2a/2 Matrix protein (M 609 2442 - 3050 0
Glikoprotein (G) 1575 3263 - 4837 0
Polimeraz enzim (L) 6384 5360 - 11743 0
Csabaszabadi_réka _
@S [} 103 (DS @5

Csabaszabadi_egér
Csabaszabadi_N2a_|
Csabaszabadi_N2a_ll
Lysvulpen0519
Lysvulpen1819
Lysvulpen6321
Lysvulpen0922
Lysvulpen0622

19. abra: Az 6t RABV vakcina genom és a négy Csabaszabadi izolatum genomjanak

illesztése pontmutaciok feltiintetésével.

Filogenetikai fat készitettink a Magyarorszagon alkalmazott vakcina térzsek és a
GenBank-ban fellelhet6 referencia vakcina térzsek teljes genomjanak 6sszehasonlitasahoz
(20. abra). A filogenetikai fa alapjan a hazankban hasznélt Lysvulpen vakcina térzsek és a
rékabol kimutatott vakcina virus kozelebbi rokonsagban alltak a SAD vakcinabdl
szarmaztatott térzsekhez (<6 nt eltérés; 299.9% nukleotid hasonlésag), mint az eredeti SAD
Lysvulpen (EF206708) torzshdz (kdzottuk 27-30 nt eltérést figyeltink meg a teljes genom

mentén, ami megfelel 99,72%-99,76% nt azonossagnak).
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@ Lyswlpen 0922 MK111080 o, ,
. ® Lyswipen 1819 MK111078 SAD vakcinabol szarmaztatott

[ | sADB19 1st EUS77068 vakcina torzsek

SADB19 Fuchsoral EF206709
71_|— SAG2 EF206719
SADVA1 ori EF206716

—— SADP5/88 Rabifox EF206715

100

2 SADBern ori var1 EF206710
SADBern ori var3 EF206712
a9 | SADBern ori var5 EF2067 14 SAD vakcina torzsek
4@ SADBemn Lyswilpen EF206708
SADBern Sanafox EF206720
SADBern ori var4 EF206713

100 ﬂ{SADBem ori var2 EF206711
8

ERA EF206707

100| SAD1 3670 var2 EF206718
| SAD1 3670 var1 EF206717

0.0005

20. abra: Filogenetikai fa a maximum likelihood modszerrel, Tamura 3 szubsztiticiés modell
és 1000 bootstrap bedllitassal készilt. Hazankban hasznalt Lysvulpen vakcina térzsek
(fekete kor) és a rékabdl izolalt Csabaszabadi vakcina genom a SAD vakcinabdl
szarmaztatott vakcinak kdzé sorolédnak ellentétben az eredeti Lysvulpen (fekete rombusz)

GenBank-i vakcina torzzsel.

A kelet-eurépai RABV és a vakcina torzsek gyors meghatarozasara DIVA-TagMan
RT-PCR moédszert fejlesztettiink. A GenBank-ban megtalalhatd RABV vakcina genomok és
kelet—eurépai vad RABV térzsek (RABV_KE) illesztése alapjan terveztik a prébakat (21.
abra). A tervezett probak és primerek a polimeraz enzimet kddolé genomi régiéban tapadnak
(21. abra). A 'vakcina proba’ a vakcina térzshdz tapad, mig a '’konzervativ proba’ a vad és a
vakcina virus térzsek felsokszorositasat is segiti. A duplex RT-PCR rendszer (FAM, vakcina
préba; HEX, konzervativ préba) kidolgozasahoz a Csabaszabadi vakcina-eredetl torzs
mellett a rendelkezéslinkre allé dsszes vakcina térzset (6321, 0922, 0622, 0519, 1819) és az
altalunk szekvenalt vad tipusu virus toérzsek kozal négy mintat (12408 Piricse,
14940 Kecskemét, 5666_Szerencs, 8656_Bekecs) hasznaltuk fel. A vakcinavirus eredeti
RNS-eket kdzvetlenll csalétekvakcinabdl, a vad tipusu virus RNS-t agyhomogenizatumbdl

tisztitottuk. A mddszer optimalizalasa soran a vizsgalatokat minden toérzzsel harom
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parhuzamos futtatasban végeztik. A multiplex RT-PCR rendszer diagnosztikai
kiértékelésének abrazolasahoz készitettlik a 22. dbrat, amelyen a jobb lathatdésag kedvéért a
parhuzamos futtatasokbdl egyet-egyet jeldltink. A virusvakcina mintakbdl szintén egyet, a
1819-es tdrzset tuntettik fel az abran. A fluoreszcens szignalt két kuldonbdz6 csatornan
detektaltuk.
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Bosnia farkas 1986 KXT4B145 yv mewiobsn v swvm ot 1im 4 1 0000 0L DRI I nn IR R T R ey
Bosnia_roka_1986_Kx148133 o " W " i wa
Poland_roka 1997 KX148117 4y 1umeemn - e " W N Ey
Slovenia_roka_1994 KXI48144 yommmimn 1o s vt 11w 4w vwm m e T o D T T R T T | e e A T e e e e e
Serbla_roka 1986 KOCIAB1A0 o mmwmsnn 00 000000100000 1000 AN 0 OO0 000 01 ORI - T | S T T e e T T R R e 1]

T
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"é::‘.‘::::}meVKE
(G
RS Revovs monmmvnvnnvens B poseyemngns s sy e g ANANECELLRY -
Primer Forward Konzevativ proba Vakeina proba Primer Reverse

21. abra: A DIVA-TagMan RT-PCR maddszer fejlesztéséhez hasznalt genomi régiok és az
altalunk tervezett primerek és prébak kétéhelyének sematikus abrazolasa. A DIVA-TagMan

rendszer alkalmas a kelet-eurépai RABV (RABV_KE) és a vakcina torzsek elkildnitésére.
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22. abra: DIVA-TagMan RT-PCR médszer a SAD vakcinabdl szarmaztatott virus torzsek és
Kelet-Eurépaban cirkulalé vad rabies virus torzsek elkllonitésére. Az abran két kiilénb6zé
csatornan (FAM, HEX) detektalt ciklusonként normalizalt fluoreszcencia lathaté. A vakcina

proba kizardlag a vakcina virusgenomjahoz két (kisebb abra), mig a konzervativ préba mind

a vad, mind pedig a vakcina virus genomhoz képes kotédni (nagyobb abra).
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6.5 EBLV-1 fert6zések molekularis epidemiolégia vizsgalata

6.5.1 Hazai EBLV-1 esetek 6sszefoglalé bemutatasa

A denevérveszettség hazai el6fordulasardl  kapott ismereteinket  passziv
szlrévizsgalatokbdl nyertik (23. abra). 1977 és 2017 kozott 144 denevér mintabdl hét
bizonyult denevérveszettségre pozitivhak. Az els6 hazai esetet 1999-ben azonositottak
(Molnar és mtsai., 2008), az ezt kovet6 10 évben egyetlen denevér esetet sem
dokumentaltak. 2009-t6l az évenként vizsgalt 4-24 mintabdl atlagosan egy-két denevérben
sikerllt denevérveszetiség fert6zottséget igazolni egészen 2015 végéig (23. abra). A
napjainkig kimutatott hazai denevérveszettség esetek mindegyike kbézdnséges

késeidenevérhez (Eptesicus serotinus) volt kétheté.

25 ~

20 ~

15 A
1OI II
0 - I I I

1006 1001 ’LQQ% ’LQQ‘B \0 ’Lor&'\ 10\'7, 10/&”) bc ’LQ\‘D 0 10»\'\ 0
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M negativ mintak szdma M pozitiv mintdk szama

23. dbra: Denevérveszettségre vizsgalt mintdk szama hazénkban 2006 és 2018 kozott.

6.5.2 EBLV-1 filogenetikai vizsgalatok részleges kodolo régidk alapjan

Hazankban leirt hét denevérveszettség virus térzs Sanger-féle szekvenalasi
modszerrel kapott részleges nukleoprotein (570 nukleotid) régidjat 6sszevetettik a kdérnyezé
orszagok GenBank-ban talalhat6é szekvenciaival. A filogenetikai elemzésbdél kiderllt, hogy az
EBLV szekvenciak tovabbi két-két klaszterre valnak szét, az EBLV-1a és EBLV-1b
leszarmazasi vonalakra, tovabba EBLV-2a és EBLV-2b csoportokra. A hazai

denevérveszettség mintak mind az EBLV-1 fajba, azon belll is az EBLV-1a leszarmazasi
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vonalhoz tartoztak (24. abra). Az EBLV-1a klaszteren belll a filogenetikai vizsgalathoz

felhasznalt szekvenciak azonossaga 97,2% és 100% kozott valtozott, mig az EBLV-1a és 1b

klaszterek kdzott a szekvencia azonossagi erték 94,3% — 96,1% kdzé estek.

4 KC69277T1 Magyarorszag 2009
4 KCE92772 Magyarerszag 2010
& MF977665 Magyarorszag 2015
4 KC692770 Magyarorszag 1999
HAYBGSM Szlovakia 2001

o

& KC692774 Magyarorszag 2011
- 4 KC692775 Magyarorszag 2012

4 KCB92773 Magyarorszag 2011
AY863370 Lengyelorszag 1990

[} AY863365 Hollandia 2000
KF831549 Dania 1986

MF187858 Lengyelorszag 1985

|8

AY863378 Dania 1999
|- KF826148 Németorszag 2010

— AY863381 Franciaorszag 2003

L AY863372 Ukrajna 1987

@ AY863402 Franciaorszag 2001

AY863389 Hollandia 1397

% KY087944 Spanyolorszag 2013
KY087942 Spanyolorszag 2015
KF826149 Németorszag 2013
S AYB863407 Svajc 1993
GU002399 Finnorszag 2009

AY863405 Hollandia 1989

AY212120 Anglia 2002

AY996323 Dél Afrika 1971 Duvenhage virus

005

EBLV-1a

EBLV-1b

EBLV-2b

EBLV-2a

KC169985 Franciaorszag 2012 Bokeloh bat lyssavirus

NC031955 Spanyolorszag 2011 Lleida bat lyssavirus

24. abra: A filogenetikai fa EBLV részleges nukleoprotein szekvenciak alapjan (maximum

likelihood modszer, Tamura-Nei szubsztitucios modell, 1000 bootstrap). A hazankban

detektalt EBLV virusok (fekete rombusz) az EBLV-1a leszarmazasi vonalhoz csoportosulnak.
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6.6 EBLV-1 torzsek evolucidos elemzése teljes genom szekvenciak
alapjan

6.6.1 EBLV-1 teljes genomok altalanos vizsgalata

A hazai mintak koézil a 22540 2011 és az 52206_2015 tbrzsek telies genom
szekvenalasat és a kapott szekvenciak szoftveres illesztését végeztik el, annak érdekében,
hogy kiterjedtebb 6sszehasonlitast tudjunk végezni a kdrnyezd orszagokbdl publikalt EBLV-1
genomokkal. Az altalunk megszekvenalt két EBLV-1 genom 11935 nukleotid hosszu (44,7%
GC) volt, mely 6t virus proteint kédolt. 3’ iranybdl haladva a kédold szakaszok mérete és
helyzete konzervativ. A kodolod régidk a kdvetkezéképpen helyezkednek el a genomban: N
CDS, 49-1404 nt; P CDS, 1495-2391 nt; M CDS, 2475-3083 nt; G CDS, 3295-4869 nt; L
CDS, 5430-11813 nt). A 22540_2011 és az 52206_2015 genomok kozott 99,84% nt szintl
azonossagot mértiink, ami 19 pontmutacioban, a koddolo régidk esetében 16 SNP-ben (N (4);
P (2); M (0); G (2); L (8)) és a glikoprotein gén esetében 1 aminosav eltérésben mutatkozott
meg.

A GenBank-ban megtalalhaté EBLV-1 teljes genomokkal végeztik a filogenetikai és
evoluciés elemzéseket (n=100); ezeket 10 orszagbdl irtak le, a 1968 és 2015 kozotti
id6szakbdl (25. abra). A GenBank-ban fellelhet6 EBLV-1 genomok koézil a legtébb
Franciaorszaghol (n=60) szarmazik, amely az orszagban végzett kiterjedt aktiv
szlrévizsgalatoknak kdszdnhetd (Picard-Meyer és mtsai.,, 2011). A Nyugat-Eurépaban
(Spanyolorszag, Franciaorszag, Hollandia) azonositott EBLV-1 genomok tébbsége az EBLV-
1b leszarmazasi vonalba tartozott, mig Kézép- és Kelet-Eurépaban az EBLV-1a klaszterbe
tartoz6 esetek voltak a dominansak (25. abra).

Az EBLV-1 genomok molekularis tulajdonsagainak vizsgalatara szikség volt a
késbdbbi epidemioldgiai elemzésekhez, ezért dsszevetettik a 100 EBLV-1 genomban Iévé
kodold régiok elhelyezkedését és az aminosav szintl eltérések szamat (21. tablazat). A
CDS-ek nukleotid szinti elemzésébdl lathatd, hogy a polimerazt koédold régid a
legkonzervativabb, mig a tébbi (N, P, M, G) kdédol6é région belil ~94%-os a nt szintl
hasonlésag. Aminosav szinten vizsgalédva a foszfoprotein bizonyult a legvariabilisabbnak.
Az altalunk vizsgalt EBLV-1 genomok nukleoprotein és glikoprotein kozott talalhato
intergenikus régidja a legvaltozatosabb (minimalis nt hasonlésag 79,17%). A Bayesian
vizsgalathoz hasznalt EBLV-1 genomokbdl készitett szekvenciaillesztés hossza 11 944
nukleotid, GC tartalma 44,9% volt.
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. 1982-1985

25. abra: 1968 és 2015 kozott detektalt EBLV-1 genomok szarmazasi helye és ideje.

21. tablazat: EBLV-1 (1968-2015) szekvenciak kddolo régidinak hossza és aminosav szinti
eltérések szama.

Koédol6 régiok (CDS) Intergenikus régiok
N P M G L N-P P-M M-G G-L
Nukleotid hossz 1353 894 609 @ 1575 6384 97 83 212 561
Min. nukleotid

azonossag (%) 94,84 94,3 94,74 | 94,67 | 95,31 | 79,17 | 81,93 96,68
Min. aminosav
azonossag (%) 98,9 95,3 96,04 | 97,32 | 99,05 -

86,42

Aminosav eltérés 8 45 28 45 104 - -

A vizsgalt adathalmazban talalhaté denevérveszettség genomok pontmutacios
mintazatat a 26. abran szemléltetjik kilon az EBLV-1a és EBLV-1b leszarmazasi vonalakra.
Jol lathatd, hogy klaszterenként kirajzolodik egy,

az adott szubklaszetrre jellemzé
pontmutacios mintazat.
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26. abra: Az EBLV-1a (felll) és az EBLV-1b (alul) virus genomok szubklasztereinek

pontmutaciés mintazata lathaté.

Az EBLV-1 leszarmazasi vonalainak kapcsolatrendszerérdl filogenetikai elemzés
segitségével gy6z8dtink meg (27. abra). A filogenetikai rekonstrukcié szerint az altalunk
felhasznalt EBLV-1 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 (EBLV-1a_| és EBLV-1la_ll), mig az EBLV-1b klasztert reprezentalo
genomok négy kisebb filogenetikai csoportba sorolédtak (EBLV-1b_I; EBLV-1b_II; EBLV-
1b_Ill; EBLV-1b_IV). Mindkét hazai vizsgalt denevérveszettség virus az EBLV-la |
szubklaszterhez tartozott (27. abra).
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27. abra: EBLV-1 (1968-2015) teljes genomokkal készitett filogenetikai fa (maximum
likelihood modszerrel, GTR G szubsztiticidos modell és 1000 bootstrap beallitassal készilt).

A vizsgalt Magyarorszagrol szarmazo EBLV-1a szekvenciakat fekete rombusszal jeldltik.
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Az EBLV-1 genomokra nukleotid diverzitas értéket szamitottunk; a teljes
adathalmazra 1=0,02968 értéket kaptunk. A két nagy klaszter nukleotid diverzitasa ~0,01
koérdli (0,01309 és 0,01798) volt. A szubklaszterek joval homogénebbeknek bizonyultak, de a
diverzitas értékekben voltak eltérések (példaul 1,5X-os kulonbséget figyeltink meg az EBLV-
1a torzsek kozott és maximum 3,6X-os kulonbséget egyes EBLV-1b klaszterek kozott).
Osszességében, az EBLV-1b_lI csoport bizonyult a legvaridbilisabb szubklaszternek (22.

tablazat).

22. tablazat: Az EBLV-1 genomok (1968-2015) nukleotid diverzitasa elkilonildé genetikai

csoportonként feltlintetve.

EBLV- EBLV- EBLV- EBLV- EBLV- EBLV-

NESAETE ‘ EBLV-1a H 1a | 1a ll ‘EBLV'“’ H 1b_| 1b_II 1b_IIl 1b_VI

Nukleotid 0,01309 | 0,00576 = 0,00910 | 0,01798 | 0,00735 | 0,01745 0,00791 = 0,00484
diverzitas ()

A vizsgalt EBLV-1 virus genomok nt szinten 95,13%-100% kozo6tti azonossagot
mutattak egymassal. Az EBLV-1a és EBLV-1b leszarmazasi vonalak kozott a legkisebb nt
szintli azonossag 95,13% koril alakult, mig klasztereken belll legalabb 97,61% volt a
genomok szekvencia hasonlésaga. A szubklaszterek koézul az EBLV-1b Il csoport a
legvariabilisabb (23. tablazat), amit a tobbi leszarmazasi vonalhoz viszonyitottan magas

nukleotid diverzitasa is alatamaszt.

23. tablazat: EBLV-1 genomok (1968-2015) nukleotid szintli azonossaganak Osszevetése

klasztereken bel6l és azok kozott. A tablazat szazalékos értékeket tartalmaz.

EBLV-la_|  EBLV-la Il EBLV-lb | = EBLV-1b_Il EBLV-1b_Ill EBLV-1b_IV
EBLV-1a_| 99,14 - 100
EBLV-1a_lI 97,69-9835 | 98,34—100
EBLV-1b_| 9527-9598 | 9537-959 & 9849 -100
EB LV-lb_ll 95,41 — 95,95 95,45 — 95,84 97,55 -97,97 97,61 — 99,65
EBLV-1b_lIl 9555-96,08  9562-9594 9758-97,96 = 97,65-97,95 | 99,04 -99,99
EB LV-lb_lV 95,13 - 95,85 95,23 — 95,76 97,34 — 97,88 97,44 — 97,76 97,32 - 97,77 99,02 - 99,18
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6.6.2 EBLV-1 teljes genomok evolticiés elemzése

Az altatunk elemzett EBLV-1 genomok becsult szubsztitucios ratajanak értéke
3,583E-5 (95%HPD: 2,55E-5 - 4,61E-5). Klaszterenként is szamitottunk szubsztitucios
ratakat, azonban az EBLV-1a két szubklaszterének vizsgalata nem adott megfeleléen
behatarolhaté becslést, igy ezeket az értékeket nem vettuk figyelembe (24. tablazat). A
legmagasabb evolucios ratat (8,75E-5) az EBLV-1b_IlI leszarmazasi vonalnal lattunk, ez a
csoport joval (~2-4X) gyorsabban evolvalodott, mint a tdbbi EBLV-1b szubklaszter vagy az
EBLV-1a klaszter (24. tablazat).

24. tablazat: 1968-2015 kozott azonositott EBLV-1 szekvenciak szubsztitlcios ratai

klaszterenként.

Klaszterek (n) Szubsztituciés rata (95% HPD)
EBLV-1a (44) 3,45E-5 (1,82E-5 — 5,01E-5)
EBLV-1b (56) 4,04E-5 (2,19E-5 — 5,86E-5)
EBLV-1b_| (27) 4,04E-5 (2,19E-5 — 5,86E-5)
EBLV-1b_II (6) 8,75E-5 (3,23E-5 — 1,37E-4)
EBLV-1b_IIl (11) 2,94E-5 (1,09E-5 — 4,91E-5)
EBLV-1b_IV (12) 2,19E-5 (6,45E-5 — 3,95E-5)

Az EBLV-1 esetében is elvégeztik az 5 virdlis gén evoluciés sebességének
szamitasait (25. tablazat). Az elemzés 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). Kivancsiak voltunk az EBLV-1a és
EBLV-1b klaszterek CDS-einek szubsztitucios rataira kildén-kilon is (25. tablazat). Az EBLV-
1a és 1b klaszterek esetében hasonlé eredményt kaptunk, mint az 6sszes EBLV-1 CDS
vizsgalatakor és a két klaszter képvisel6inek kulonb6zé génekre vonatkozd evolucios

rataiban nem talaltunk Iényeges kulonbségeket (25. tablazat).
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25. tablazat: Az EBLV-1 és EBLV-1a, EBLV-1b genomok (1968-2015) kodold régidinak
szubsztitucids ratai.
Szubsztitucios rata

Szubsztitucids rata Szubsztitucids rata

(95% HPD)

(95% HPD)

(95% HPD)

CDS
EBLV-1 EBLV-1a EBLV-1b
Nukleoprotein (N) 543E-5 S5,45E-5 5,60E-5
P (3,96E-5 — 6,89E-5) (3,47E-5 — 7,55E-5) (3,65E-5 — 7,80E-5)
Foszfoprotein (P) 6,77E-5 7,20E-5 6,47E-5
P (4,83E-5 — 8,65E-5) (4,49E-5 — 1,00E-5) (4,06E-5 — 9,13E-5)
Matrixprotein (M) 6,21E-5 7,09E-5 6,89E-5
P (4,28E-5 — 8,23E-5) (4,02E-5 — 1,03E-4) (4,13E-5 — 9,87E-5)
Glikoprotein (G) 5,95E-5 7,13E-5 5,35E-5
P (4,42E-5 — 7,52E-5) (4,75E-5 — 9,67E-5) (3,53E-5 — 7,30E-5)
5,46E-5 6,06E-5 5,32E-5

Polimeraz enzim (L)

(4,33E-5 - 6,48E-5)

(4,59E-5 - 7,63E-5)

(3,89E-5 — 6,80E-5)

Az EBLV-1 fejlédéstorténetének megértése érdekében és annak kideritésére, hogy
hazankba koézelitéleg mikor és milyen iranybol érkezett a virus, idéskalaval ellatott fat
generaltunk (28. abra). Az MCC fan lathatd, hogy az 1300-as évek kdrnyékén valhatott el az
EBLV-1 két szubtipusa egymastdl. A magyarorszagi szarmazasu szekvenciak szlovakiai,
lengyelorszagi és daniai mintakkal csoportosultak és a szlovakiai mintatél ~1950-es években
valhattak el. A két nagy klaszter, azaz EBLV-1a és EBLV-1b ~1337 korul valhatott szét. A
filogenetikai fan és az MCC fan is megfigyelhet6, hogy az EBLV-1a csoportba tartoztak kelet-
eurdpai genomok is, mig az EBLV-1b leszarmazasi vonalba tartozé mintak Nyugat-
EBLV-1b

Lengyelorszagban azonositott denevérveszettség szekvencia, mely ebben a csoportban

Eurépabdl szarmaztak. Az leszarmazasi vonalhoz  csoportosult  egy

foldrajzilag a legkeletebbre es6 minta. Ezek alapjan nyugatrol kelet felé mutaté virus
terjedési iranyt sejttet a denevérveszettség genomok csoportosuldsa az EBLV-1b

leszarmazasi vonalon belll.
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28. abra: Az MCC fan lathat6 az EBLV-1a és EBLV-1b leszarmazasi vonalak elkulonllése
(az orszagok eltérd szinnel jeldlve). A csomopontokban a becsult szétvalas datuma lathaté,
a kék sav a szétvalas datumanak val6szinlségi intervallumat jelzi. Az agakon a posteriori

valoszinliség értékek talalhatéak.

Az EBLV-1 terjedési iranyaira vonatkozé sejtéseinket statisztikailag is szukségesnek
éreztik alatamasztani. Ezért az EBLV-1a és EBLV-1b leszarmazasi vonalak evollciés
szamitasaibél kapott eredményekbdl a lehetséges terjedési iranyok valdszinliségét
szamitottuk és megjelenitettik Eurépa térképén (29.-30. abra). A terjedési iranyok
valoszinliségét megkaptuk posteriori valészinliség és a Bayes-faktor értékek formajaban
egyarant. A kdnnyebb abrazolhatésag végett az EBLV-1a és -1b virus csoportok terjedési
iranyait a posteriori valdszinlségekre (pp.) tdmaszkodva kilonb6z6 vonal vastagsaggal

jelenitettik meg. Az EBLV-1a klaszterbe tartozé virusmintak Kézép-Eurdpabdl féleg keleti
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iranyba terjedtek. Erdemes kiemelni, hogy bar az MCC fa alapjan a magyarorszagi
szarmazasu genomok genetikailag kdzelebb allnak a szlovakiai mintahoz, mégis alacsony
posteriori valoszinlséget kaptunk a Szlovakiabdl Magyarorszag felé iranyuld terjedésre
(0,134 pp), mint a Lengyelorszagbdl hazankba mutaté iranyra (0,862 pp). Emiatt
feltételezhet6, hogy Magyarorszagon azonositott EBLV-la virusok Lengyelorszagbdl
kertilhettek hazankba (29. abra). Az EBLV-1b Nyugat-Eurépabdl terjedt tovabb kelet felé (30.

abra).

o S

Ry o
| -V 4 =W

Lengyelorszag .
%

Oroszorszag

pp
0,9 mmm
0,8 w=m
0,6 we—
X, L - 0,4 =
A . 0,3 =
200 km S a5y %

29. abra: EBLV-1a virus terjedési irdnyai Europaban posteriori valdszinlség (pp) alapjan. A

nyilak vastagsaga aranyos a szamitott posteriori valészinliségekkel.
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30. abra: EBLV-1b virus terjedési iranyai Eurépaban posteriori valészinliség (pp) alapjan. A

nyilak vastagsaga aranyos a szamitott posteriori valésziniségekkel.

Vizsgaltuk az EBLV-1 génekre haté szelekciés er6k hatadsat. A Datamonkey
webszerver négy algoritmusat (FEL, SLAC, MEME, FUBAR) vettik igénybe a kérdés
megvalaszolasahoz. Az eredményt a 26. tablazatban foglaltuk 6ssze. A dN/dS aranyt a
SLAC algoritmussal vizsgaltuk. Ez az érték 1 alatt maradt, ami arra utal, hogy a vizsgalt
genomi régidkra nem hat jelentds pozitiv szelekciés nyomdas. A kodon alapu
vizsgaldmoddszerek pozitiv szelekcids nyomas érvényesulését igazoltak a 141. (FEL,
FUBAR) és a 244. (FEL, MEME, FUBAR) aminosav pozicidkban. Troupin és munkatarsai
(2017) is vizsgaltak az EBLV-1 genomokban érvényesul6 szelekcios nyomast és szintén arra

kovetkeztettek, hogy a 244. aminosav pozitiv szelekcio alatt all.
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26. tablazat: EBLV-1 (1968-2015) genomok kodold régidira hatd pozitiv szelekciés nyomas

klaszterenkénti vizsgalatanak eredménye.

CDS FEL! SLAC! MEME! FUBAR? dN/dS
N - - - 18 0,0221
P 141 - 155 141 0,144
M - - - - 0,148
G 244 - 244, 488 244 0,0831
L - - 168/980/1597/1754 - 0,0404
Lp érték >0,1 % posterior probability = 0,9

Tudni akartuk, hogy a fentebb bemutatott aminosavakat érinté pozitiv szelekcios
nyomas az EBLV-1a és/vagy az EBLV-1b genomokban érvényesul. Ezért a fenti elemzést
lefutattuk kulon az EBLV-1a és az EBLV-1b genomok CDS-ein is. Csak az EBLV-la
glikoprotein szekvenciakban kaptuk meg ismét a 244. as-rél, hogy pozitiv szelekcié hat ra.
Az EBLV-1a klaszterben a filogenetikai csoportosulasoktél fiiggetlenll a 244. as a genomok
tobbségében (n=40) leucint, ritkabban (n=3) (1968-as német mintak) glutamint, egyetlen
esetben arginint (1986-0s német minta) kodol. A foszfoprotein 141. as-a kizar6lag az EBLV-
1b szekvenciakban all pozitiv szelekcié hatasa alatt.

A patogenitasban fontosabb szerepet betdlté fehérjék klaszter szint(i eltéréseit a G és
P kédold régidk as illesztésében vizsgaltuk. Az EBLV-1 glikoprotein szekvenciak as
sorrendjében két poziciéban talaltunk a klaszterekre jellemzé kilonbséget. A 19. as (szignal
peptid) az EBLV-1a leszarmazasi vonalban alanin, mig az EBLV-1b csoportban glicin. A 224.
pozicidban EBLV-1a klaszterben arginin, EBLV-1b esetében lizin kédolodik. A 224. és 244.

as a virion felszini régidjaban helyezkednek el (31. abra).

31. abra: A 52206 EBLV-1a minta glikoproteinjének homotrimer modellje lathato, melynek
egyik lancan jeloltik a 224. aminosavat, ami klaszterenként eltérést mutat (zold) és a 244.

aminosavat, amin pozitiv szelekciéos nyomas érvényesul (kék).



7. Megbeszélés

A veszettség a leginkabb rettegett fert6z6 betegségek kdzé tartozott egykor és
tartozik ma is. Rabies virus fertézésben, napjainkban is kdzelitéleg 59 000 ember hal meg
vilagszerte minden esztenddében. Magyarorszagon a veszettség tanulmanyozasa érdemben
a XIX. szazad végén kezd6dott és olyan ikonikus személyekhez kéthetd, mint H6gyes Endre,
és tanitvanya, Aujeszky Aladar. Hazankban a XXI. szazad elejére a hatékony megel&zési
programoknak kdszdnhetéen az emberi veszettség esetek mar eltlintek és szerencsére a
haziallatokat is csak elenyészden kis szamban betegiti meg a virus; a vadon él6 allatok
jelentette jarvanylgyi kockazat azonban ma sem lebecsllendé. Jelen korszakban a
betegség tanulmanyozasanak ujabb aspektusait kinaljdk a modern laboratériumi technikak
és a szamitégép kinalta matematikai modellezés lehetéségei. PhD munkdm soran
megkiséreltem az U0j mobdszerekre épitve a korabban elérhetetlennek tiné genomi
epidemioldgiai modszertant alkalmazni a veszettség jarvanytananak jobb megértése
érdekében. Dolgozatom Megbeszélés fejezetében is leginkdbb erre fogok fokuszalni,
remélve, hogy be tudom majd mutatni, hogy a legujabb mddszertani megkdzelitések
alkalmazasa sok esetben elkerllhetetlen egy-egy jarvanykitérés hatterének jobb

megismereséhez.

7.1 RABV fert6zések molekularis epidemiolégia vizsgalata

Rabies virussal kapcsolatos vizsgalataim egy magyarorszagi veszettségjarvany
lecsengése utan kezdédtek; e jarvany feldolgozasa jelentette a kdzponti pillérét a témaval
kapcsolatos tudomanyos munkamnak.

A 2013-2014-es veszettség jarvanyt a Duna-Tisza kdzén azonositottak, és a jarvany
soran felderitett esetek alapjan a virus egy ~10 000 km* méretii teriileten cirkulalt. Ebben a
régidoban nem vakcinaztak 2008 6ta egészen a jarvany kitdéréséig. 2008-2013 kdzott csupan
a déli és keleti hatarszakaszokon, a hatar menti 50 km-es zdénaban helyeztek Kki
csalétekvakcinat. A 2013-2014 soran azonositott veszettség eseteket megel6z6 két évben
Magyarorszagon nem diagnosztizaltak RABV okozta megbetegedést, ellenben 2013
augusztusaban az orszag kdzepén, Kecskeméten egy veszettséggel fert6zott vords rokat
talaltak és 2014 oktéberéig tovabbi 46 RABV okozta fert6zést dokumentaltak. A jarvany elsé
feldolgozasa soran, figyelembe véve a részleges szekvenciakkal jellemzett térzsek genetikai
homogenitasat, arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a 2013-2014-es magyarorszagi
jarvanyban egy korabban nem identifikalt virustérzs gyors klonalis diffuzidja volt felelés az

azonositott esetekért. Az akkor elérhetd adatok alapjan megvalaszolatlan maradt a kérdés,
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hogyan lehetséges, hogy az immunizalasi zénan kivil az orszag kbézepén (ti fel a fejét egy
RABYV jarvany ugy, hogy azt megel6z6 két évben egyetlen veszettséggel fert6zott allatot sem
talaltak hazankban.

Hogy a kérdés megoldasahoz kozelebb jussunk, a jarvanybol kimutatott Osszes
RABV minta koézel telies hosszusagu genomszekvenciajat meghataroztuk. Ennek a
korabbinal joval részletesebb adathalmaznak az elemzése ramutatott, hogy a 2013-2014-es
jarvanyban azonositott RABV genomok valéjaban két klaszterbe csoportosultak, melyek
2008 kornyéken valhattak szét. A két klaszter szétvalasanak becsult id6pontja valamelyest
eltért a kulonbdzd elemzésekben, attdl flggdéen, hogy hany szekvenciat vontunk be a
szamitasokba, ezek eredete milyen idétartamot Olelt fel és mely genomi régiokkal végeztik a
becslést. Osszességében, a becslések eredményei azt mutattak, hogy a 2013-2014 soran
azonositott kdzép-magyarorszagi rabies jarvany el6hirndkei mar évekkel korabban két
genetikai agra valtak szét és ez a folyamat akar korabbi hazai, surveillance ala nem vont
tertleteken is lezajlodhatott. A teljes genomszekvenciakon alapulé vizsgalatok egyben arra is
ramutattak, hogy a jarvany eredete nem klonalis, mint azt a részleges szekvenciak alapjan
egyik cikkliinkben feltételeztik. A két leszarmazasi csoportba tomoérilé mintakat szarmazasi
helylk szerint térképén abrazoltuk. A Ill.b1 csoportba sorolhaté szekvenciak mintavételi
helyeit a 31.a abra szemlélteti. A korai adatok azt sejttették és a térképes abra is arra utal,
hogy Kecskemét volt a jarvany gocpontja, ahol az index-esetet is leirtak, hat masik
fertézéssel egyetemben. Azonban nem szabad figyelmen kival hagyni a tényt, hogy
Kecskemét a térség legnépesebb telepilése, ahol egy, a veszettség jeleit mutatdé roka
valdészinlleg kdnnyebben feltlinést kelt, mint valamely kevésbé siriin lakott vagy lakatlan
terlleten. Mindenesetre, a kecskeméti index-eset azonositasat kovetd és a térségre gyorsan
kiterjesztett aktiv szlrévizsgalat a veszett allatok széles korl elterjedését mutattak, melynek
— szerencsére — a természetes foldrajzi akadalyok (a Duna és a Tisza), valamint ember
alkotta akadalyként az M3-as autdpalya gatat szabtak. A 2013-ban kecskeméti centrummal
jelzett (32. abra, kék vonal) ellipszis atmérdje a kdvetkezd évben tovabb tagult
(narancssarga vonal), ugyanakkor szamos Uj esetet azonositottak a 2013-ban megallapitott
elterjedési zonaban is. A lll.b2 szubklaszterbe tartozo torzsek elsé képviselbi szintén 2013
soran kerultek el6 Kiskunfélegyhaza koérnyékérdl. Innen, mint lehetséges gocpontbdl terjedt
tovabb a virus és 2014-ben mar nagyobb sugarban észak-déli iranyu szérédast mutattak az
ebbe a leszarmazasi vonalba tartoz6é virusok (32.b. abra). E tdrzsek diszperzidjat is

meggatoltak a fent emlitett természetes és épitett akadalyok.
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32. abra: Az lll.b1 és Ill.b2 szubklaszterekbe tartozo torzsek terjedési zénai a 2013-2014-es RABV jarvany soran. Kékkel a 2013-as

narancssargaval a 2014-es terjedési zonakat jeldltik




Mivel a kapott eredmények ellentmondtak a korabbi feltételezésnek a jarvanytorzsek
klonalis  eredetére  vonatkozoan, tovabbi elemzéseket végeztink a teljes
genomszekvenciakkal, melyben vizsgaltuk a RABV terjedési sebességét. Matematikai
modellekbél mar ismert és altalanosan elfogadott becslés szerint a vords rokak altal
terjesztett rabies évenként 30-60 km-t is nyomulhat elére (Murray és mtsai., 1986; Murray és
Seward, 1992). Ezt az értéket természetesen szamos tényezd (domborzat, idéjaras,
populaciosiriség, rabies elleni vakcinazas) befolyasolhatja. A kevésbé fogékony (azaz
vakcinazott) rokak esetében példaul 10-25 km/év a szakirodalmiadat a virus terjedési
sebességre (Murray és mtsai., 1986; 1992). Ha a teljes genomszekvencia-adatokra nem
tamaszkodhatnank, arra a kovetkeztetésre kellene jutnunk, hogy a Kecskemét kornyéki
gocpontbdl a még azonositott legtavolabbi terliletek iranyaba (délen Fajsz, északon
Vacszentlaszld) a fertézés fél év alatt 90-100 km-re jutott. A genomszekvenciakra és a
torzsek szarmazasi idejére és helyére éplldé szamitasok azonban joval lassubb terjedésrél
(=17 km/év) arulkodtak a hazai 2013-2014-es jarvanykitorésnél, ami jécskan alatta marad a
fenti durva szamitassal levezetett értéknek és a publikalt adatokhoz (10-60 km/év Murray és
mtsai., 1986; 1992) is kdzelebb all. Mindezt csak ugy lehetséges értelmezni, ha a virus
évekig cirkulalt észrevétlenul az érintett tertleten. A Bayes-i szamitasokon alapuldé becslést
jol alatamasztja a voros rokak vandorlasardl és terlletfoglalasardl felhalmozott ismeretanyag
is. Nevezetesen, a rokak mozgaskdrzete a populacidsiriség fuggvényében 30-1300
hektarnyi terllet kdézott mozog. A populaciésiriiség ndvekedésével csokken a rokak
mozgaskorzete (Jensen, 1973). A fiatal allatok szeptember kdzepétdl oktdber végéig
elhagyjak szlletési helyiket és a kovetkez6 szaporodasi ciklusig igyekeznek sajat
territériumot talalni. Daniaban végzett visszafogasos vizsgalat alapjan a voros rokak 64%-a 5
km-nél kisebb, 15%-a 5-14 km kdzotti, 7%-a 15-25 km kozotti tavolsagban, mig 14%-a 25
km-nél tavolabb telepedett meg a szlletési terlletétdl (Jensen, 1973).

Arra a kérdésre, hogy miért az orszag kdzepénél tort ki a 2013-as jarvany az egyik
lehetséges magyarazat szerint vizi életmodot is folytatd kiseml6sdkben (hod, vidra,
pézsmapocok) lappanghatott és terjedhetett a virus, mivel ezek a fajok képesek lehetnek a
Tiszan koénnyedén atkelni (Fishbein és mtsai., 1986; Serfass és mtsai., 1995; Krebs és
mtsai., 2003). Azt sem lehet kizarni, hogy borzban, nyestben, nyestkutyaban,
mosomedvében is lappanghatott a virus (Smith és mtsai., 2002); ez esetben azzal kell
kalkulalni, hogy ezeknek a gazdaallatoknak tdbb id6t vehetett igénybe eljutni arra a Duna-
Tisza kozei teruletre, ahol a jarvanykitorés lezajlott. A hazai aktiv monitoring kizarolag voros
rokara terjed ki, azonban passziv szlrfvizsgalat sordn minden lehetséges gazdafajt
megvizsgalnak. Az utdbbi vizsgalatoknak koszonhet6en 1987-t6l 2018-ig tudomasunk van
hazai eredetl veszettséggel fert6zott nyestkutya (n=1), borz (n=9) és kisragcsalé (n=59)

esetekrdl (https://www.who-rabies-bulletin.org). A kiseml6s6k mozgaskorzete joval sziikebb,
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példaul a pézsmapocok 1 ha terlileten, a menyétek néstényei 1-5 ha, mig a himek 15-20 ha
terlleten mozognak. A pézsmapockok fiatal egyedei tdbbnyire tavasszal vandorolnak, mig a
menyétek télen is aktivan terjeszkednek, amit az elérhetd taplalékallatok nagyban
meghataroznak. Az eurazsiai borz 3—90 hektarnyi terlletet jar be, de egyes hénapokban ez
akar 100-200 hektarra is néhet (Lups és Wandeler, 1993). A kiseml6sOok vandorlasanak
sajatsagai, tovabba az a tény, hogy a csalétekvakcina elsésorban rékak szamara vonzo (bar
ritkan borzok is elfogyaszthatjak), megerdsiteni latszanak azt a lehet6séget, hogy
amennyiben a 2013-2014-es jarvanyt el6idéz6 RABV torzs kozép-magyarorszagi
megjelenése vadon é16 allatokhoz kdthetd, akkor abban talan kisemlésok is részt vehettek.

Amennyiben a lll.b klaszter virusai altal el6idézett 2013-2014-es jarvanyrél végzett
szamitasok helyesek, ugy érdemes ujragondolni az elmult évek soran hazankban azonositott
RABV jarvanyok dinamikajardl alkotott képet is. A 2006-t6l 2010-ig, és a 2014 utan
dokumentalt hazai rabies esetek az aktualisan kijelolt vakcinazasi zoénakon belll
(https:/www.who-rabies-bulletin.org), az adott terlleten végzett surveillance-nek
koszonhetéen kerlltek azonositasra. Tobb alkalommal valamely foldrajzi régidban
sporadikusan kertiltek el6 RABYV fertézott vad- és haziallatok (lasd Pusztaradvany, 2008, Il.a
klaszter; Nagyhegyes, 2007, |.b klaszter; Pocsaj, 2010, lll.a klaszter). Mas esetekben a
sporadikus izolatumok mogott genetikai egyezést talaltunk, ami idében elhuzédd latens
jarvanyra utald jelként is értelmezhet6 (példaul Szerencs és kornyéke, 2016-2017, lll.c
klaszter; Nyirlugos és koérnyéke, 2006-2009, l.a klaszter) (11. abra). Figyelembe véve a
filodinamikai elemzések eredményeit, és kiemelve az egy gocpont koérll azonositott, idében
izolalt eseteket arra kdvetkeztetiink, hogy az azonositott esetek mellett ismeretlen szamu
nem-identifikalt rabies eset is el6fordulhatott. Az alacsony mintaszammal reprezentalt
jarvanykitérések nagysagrendjét azonban utélag nehéz megbecsiilni.

A fenti szamitasok ramutattak arra, hogy a teljes genomszekvenciakon alapuld
molekularis epidemioldgiai és evollcids vizsgalatok segithetnek pontosabb képet alkotni egy
adott terileten zajlé jarvany kialakulasardl és dinamikajarél, azonban csak a szomszédos
orszagokbdl publikalt adatok fényében kaphattunk ennél is részletesebb képet arrdl, hogy a
kérdéses virus mely foldrajzi régidobdl szarmazhatott. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasa
alapvet6 fontossaggal bir a hazai és nemzetkdzi rabies eliminacio sikerének szempontjabdl
egyarant. Szamitdsokat végeztink szaznal tdébb eurépai és 67 hazai RABV
genomszekvencia  bevonasaval. Bar az elsddleges szandékunk a teljes
genomszekvenciakon alapuld szamitasok szisztematikus alkalmazasa volt, hamar
szembesultunk azzal, hogy balkani, kozép- és kelet-eurépai RABV genomszekvencia adatok
a miénkhez mérhet6 nagysagrendben ma nem allnak rendelkezésre, és ezen adatok hijan
ez a cél nehezen valosithatd meg. Végul a kérdés megvalaszolasahoz részleges RABV

nukeloprotein és glikoprotein szekvenciakkal végeztink filogeografiai vizsgalatokat. Azért
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elemeztik mindkét gént, mert egy-egy orszagbdl és adott idészakbol sok esetben vagy az
egyik, vagy a masik RABV génre vonatkozé szekvencia adat volt csak elérhetd. A két génnel
parhuzamosan elvégzett vizsgalatokat ennek megfeleléen egymast kiegészitd elemzésként
kell értelmeznink.

Az 1990-es években hazankbdl szarmazé RABV torzseket a 2000-es évek kdzepétél
Magyarorszagon mar nem lehetett kimutatni. Keveset tudunk a Dunantulon egykor keringd
RABYV torzsek genetikajardl. Ugyanakkor az 1990-es évekbdl ismert RABV virusok hattérbe
szorulasaleltiinése csak részben magyarazhaté azzal, hogy a Dunantul id6kézben RABV
mentessé valt, hiszen az 1996-os Pahi macska RABV izolatum a Duna-Tisza koézérdl kertlt
el6. A részleges nukleoprotein és glikoprotein szekvenciakbdl kapott MCC fa alapjan a 2006-
2017 kozott kimutatott harom magyarorszagi RABV klaszter (33. abra) tovabbi
szubklaszterekre volt tagolhaté. Az 1970-1980-as évekre teheté az |. és Il. klaszter
kialakulasa; az |. klaszterben a hazai térzsek mellett ukrajnai €s romaniai torzseket talalunk,
a ll. klaszterben a magyarorszagi térzseken kivll balkani és ausztriai RABV torzsek vannak
(Turcitu és mtsai., 2010; McElhinney és mtsai., 2011; Picard-Meyer és mtsai., 2012). Az
1990-es években levalt lll. klaszterbe tartoz6 RABV torzsek kulhoni képviselbit megtalaljuk
Lengyelorszagtél, Ukrajnan és Romanian keresztlil egészen Horvatorszagig (Turcitu és
mtsai., 2010; Picard-Meyer és mtsai., 2012; Cvetnic, 2013; Ortowska és Zmudzinski, 2014).
Feltételezésunk szerint az utdbbi id6k hazai jarvanyaiban ezeknek a RABV klasztereknek
részben egymastol fluggetlen behurcolasait sikerllt dokumentalni. Attdl figgben, hogy a
k6zds szubklaszterbe tartozé virusok eltérd idében, de azonos foldrajzi régidban térténé
felbukkanasat hogyan értelmezzik (azaz fliggetlen eseményként vagy egy jarvanyként)
eltér6 eredményeket kaphatunk a behurcolasok szamat illetéen. Abban az esetben, ha
szubklaszterenként az azonositas idejétél fuggetlenul egy-egy jarvanynak tekintve
elemezzik az adatokat, 7 RABV behurcolast allapithatunk meg. Flggetlen eseményeknek
kezelve az eltérd id6pontban azonositott eseteket 11 behurcolas térténhetett. Kilén kiemelve
a 2013-2014-es jarvanykitorést, a lll.b klaszter N génjének szekvencia elemzésébdl arra
kovetkeztettiink, hogy az eredeti virustérzs Romaniabdl szarmazhatott, mig a lll.b klaszter
tovabbi két genetikai vonalra torténé szétvalasa Magyarorszagon mehetett végbe. A
részleges N és G RABV szekvencidkkal kapott MCC fakon eltéré szétvalasi iddket figyeltink
meg és eltérd szubsztitucidos ratakat kaptunk az elemzésekben. Az adatok megfeleld
kiértékeléséhez és  értelmezéséhez a molekularis  epidemiologiai  vizsgalatok
egységesitésere lenne szikség, tehat teljes génekkel és lehetbség szerint teljes genomokkal

lenne érdemes az elemzéseket végezni.
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33. abra: RABV N részleges szekvenciakbdl nyert MCC filogenetikai fa, a magyarorszagi vonatkozasokat kiemelve. A 2006-2018-bdl hazankbdl
szarmazo genomokkal végzett vizsgalatokbdl kapott klasztereket is feltlintettik.



A betegség jelentdségéhez mérten ma a teljes genomszekvenciakon alapuld
molekularis epidemioldgiai elemzések elérhetd célkitizésnek tiinnek nemcsak technikai, de
anyagi szempontbdl is. Adatelemzéseinkbdl jol latszik, hogy amennyiben csak részleges
genekkel végezzik a statisztikai becsléseket, nem kapunk a vizsgalt virusra vonatkoztathaté
egyértelmi TMRCA értékeket.

Molekularis epidemiologiai vizsgalataink tovabbi érdekessége volt egy vakcina-
eredetl rabies azonositdsa. Bar hasonld eseteket korabban az amerikai kontinensen és
Europaban is dokumentéaltak mar (Fehlner-Gardiner és mtsai., 2008; Muller és mtsai., 2009a;
Hostnik és mtsai., 2014; Vuta és mtsai., 2016; Pfaff és mtsai., 2018;), jelen dolgozat jelenti
az els6 hazankbdl szarmazoé leirast. A csalétekkel kihelyezett vakcinak él6, attenualt
virustorzset tartalmaznak, mely képes lehet neuroinvaziv fenotipusban megnyilvanulni és
megbetegedést okozni bizonyos korilmények kozott (WHO, 2013). Laboratériumi kisérletek
is alatamasztjak a fenti allitast. Attenualt SAD Bern és SAD B19 vakcinak a beadas maodjatol
fuggetlenll virulensek lehetnek néhany ragcsald faj esetében (Artois és mitsai. 1992;
Bingham és mtsai., 1992; European Commission, 2002; Miller és mtsai., 2009b; Vos és
mtsai. 1999). Dokumentaltak vadonélé allatok SAD Bern vagy SAD B19 vakcina virus torzs
altal indukalt sporadikus fert6z6dését Ausztridban, Németorszagban, Lettorszagban,
Romaniaban, Svajcban és Szlovéniaban az oralis vakcinazasi kampanyt kovetéen
(Wandeler és mtsai., 1988; Vuta és mtsai. 2016; Pfaff és mtsai., 2018).

A Csabaszabadi mellett 16tt vOros rokabol szarmazd virusminta és a korabbi
vakcinazasi kampanyok soran kihelyezett Lysvulpen vakcina virustorzsek 99,9% feletti
genom szintli azonossaga, tovabba a pozitiv TCM teszt alatdmasztja, hogy nagy
valészinliséggel a korabbi vakcinazasi kampany soran kihelyezett virustorzs okozta ezt a
fert6zést. Nem volt lehetéségunk megvizsgalni a Csabaszabadinal 16tt roka nyalmirigyeit, igy
nincs informaciénk arra vonatkozéan, hogy az allat tudta-e terjeszteni a virust. A
csalétekvakcinazas soran kihelyezett SAD Bern vakcina indukalta veszettség esetek
ritkasaga ellenére fontos az ilyen jellegl esetek azonositasa és monitorozasa. Ezért éreztik
szikségét egy olyan modszer kifejlesztésének, mely képes meghatarozni és elkiloniteni a
kelet-europai vad RABV torzsekt6l a vakcina torzseket. A kifejlesztett DIVA TagMan assay
integralasat a rutin diagnosztikai eljarasba azonban még meg kell, hogy el6zze a modszer
teljesebb validalasa is, amire a jov8ben szeretnék tobb figyelmet szentelni.

A telies RABV genom szekvenciakkal végzett filogenetikai elemzés alapjan a
magyarorszagi vakcina torzsek, melyeket a korabbi kampanyok soran alkalmaztak, és a
rokabol szarmazo izolatum kozelebbi rokonsagot mutat a SAD-bol szarmaztatott vakcina
torzsekkel (299.9% nt azonossag), mint az eredeti Lysvulpen vakcina (EF206708) vonallal
(~99.7% nt azonossag). Korabbi kutatasok is beszamolnak hasonlé tapasztalatokrol a SAD

Bern tdrzsek és a terepi vakcina izolatumok genetikai kapcsolatat tekintve (Cliquet és mtsai.,
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2013; Pfaff és mtsai., 2018). Ezt a jelenséget korabban azzal magyaraztak, hogy a SAD
Bern-bél szarmaztatott vakcina torzsek képesek nagyszamu nukleotid mutaciot felhalmozni.
Ezzel ellentmondé adatokat kaptunk azonban sajat elemzéseink soran. A kuldnb6zé
sarzsszamu, hazankban felhasznalt Lysvulpen vakcina torzsek genomja mindésszesen hat
nukleotid szubsztitucioét tartalmazott és egy-egy nukleotid valtozast figyeltink meg a
csabaszabadi RABV-pozitiv minta egérbe oltasat és szdvettenyészeten vald izolalasat
kovetben is, ami nem utal arra, hogy a nukleotid szubsztituciok felhalmozddasa a korabban
feltételezett Utemben Uj filogenetikai vonal kialakulasahoz vezethet. Minthogy azonban a
vakcinakban alkalmazott virusok genetikai stabilitasa elengedhetetlen a biztonsagos
alkalmazashoz, a SAD Bern és a SAD vakcina térzsekbdl szarmaztatott virusok genetikai
stabilitasanak vizsgalatara tovabbi figyelmet kell forditani.

Az intenziv magyarorszagi rabies eliminacios program tovabbra is sikeres. A
szomszédos orszagokban azonban (Ukrajna, Romania, Szerbia), a veszettség-mentesitési
programok kevésbé hatékonyak. Amig ez a helyzet nem oldédik meg, tovabbra is szamitani
lehet arra, hogy a szilvatikus rabies idénként felliti 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 szervezédik (European Commission 2012). Ez a rendszer nagy biztonsaggal
jelezheti a RABYV jelenlétét egy surveillance ala vont tertleten. Fontos hangsulyozni, hogy a
molekularis epidemioldgiai felmérésekben szorosabb egyittmikddésre lenne szikség a
szomszédos orszagokkal, ami - feltételezve a RABV elsédlegesen Magyarorszagra mutato
behurcolasi irdanyat - hazank szemsz6gébél kulcsfontossagu és segithet jobban értelmezni
az egyes RABV variansok eredetét és terjedésének dinamikajat. A surveillance el6l
esetlegesen rejtve maradt rabies esetek feltardasa érdekében megfontolasra érdemesnek
tinik az is, hogy a surveillance-t mas gazdafajokra is kiterjessziik. Egy adott gazdafajhoz
adaptalédott RABV varians ugyan kevésbé valdszinlien fertéz meg egy idegen gazdafajt,
azonban a hazankban eléforduld RABV variansok esetében ma nem ismerjiuk a teljes

gazdafaj-spektrumot.

7.2 EBLV-1 fert6zések molekularis epidemiolégia vizsgalata

Nyugat-Eurépaban, ahol a RABV okozta jarvanyokkal mar nem kell szamolni, a
veszettség szlrdvizsgalata a denevérekben el6forduld lyssavirusokra iranyul (Echevarria és
mtsai., 2001; Muller és mtsai., 2007; Picard-Meyer és mtsai., 2011). Ennek kdszénhetbéen az
europai denevérveszettség jarvanytanardl ma ezekbdl az orszagokbol rendelkezink
megfeleld mélységl adatokkal. Kozép- és kelet-eurdpai denevérveszettség esetekrdl

szérvanyos informaciéval birunk, mivel ebben a régidban a denevérveszettség monitoringja
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kevésbé szervezett. Hazankban a NEBIH ADI munkatarsai az elmult 40 évben minddssze
hét veszettségre pozitiv denevért azonositottak. A részleges génszekvencia vizsgalatok
mind a hét esetben EBLV-1 virus jelenlétét mutattak. Megallapitottuk, hogy az EBLV-1 fajon
belll a hazai térzsek az EBLV-1a genetikai vonalhoz tartoznak. A teljes EBLV-1 genomokkal
torténd evoluciés elemzésektél azt vartuk, hogy pontosabb képet kapunk a hazai térzsek
evolucios mechanizmusairdl és foldrajzi eredetérdl. A hét hazai EBLV-1 minta kozul kett6
volt alkalmas arra, hogy a teljes virusgenomot meghatarozzuk. A magyarorszagi EBLV-1
szekvenciakkal kiegészitve a Bayes-i statisztikai szamitasok a virus evolucios ratajat tekintve
a publikalt adatokéval Osszevethetd eredményeket adtak (EBLV-1a, 3,45E-5 vs 3,01E-5;
EBLV-1b, 4,04E-5 vs 4,07E-5) (Troupin és mtsai., 2017).

Az EBLV-1 két szubtipusanak (EBLV-1a és EBLV-1b) térhoditasa feltételezhetéen
kétiranyu folyamat; az EBLV-1b Eszak-Afrika iranyabdl Dél-Spanyolorszagon keresztiil
terjedt Eurdpa, nyugati orszagaiba, mig az EBLV-1a esetében nyugat-keleti iranyu elterjedés
figyelhetd meg (Amengual és mtsai., 2007; Davis és mtsai., 2005; Eggerbauer és mtsai.,
2017). Franciaorszagban és Hollandiaban mindkét genetikai csoport reprezentativ torzseit
megtalaltak (Davis és mtsai., 2005; Picard-Meyer és mtsai., 2011). Az evolucios becslések
eredményeibdl generalt posteriori valdszinlségek alapjan megvizsgaltuk az EBLV-1a és
EBLV-1b terjedési iranyait Eurdépan belll, s e vizsgalatok megerdsiteni latszanak a
szakirodalmi adatokat a virus terjedésére vonatkozéan mindkét szubtipus esetében. Az
altalunk szekvenalt EBLV-1a térzsek valdészinlleg hazank és Lengyelorszag kézott vandorld
denevérfajok kozvetitésével kerlltek Magyarorszagra. Az EBLV-1 virust az esetek nagy
részében - hazankban is - k6zdnséges késeidenevérbdl (Eptesicus serotinus) mutattak ki
(Echevarria és mtsai., 2001; Davis és mtsai., 2005; Miller és mtsai., 2007; Schatz és mtsai.,
2014), ami azt sejteti, hogy az EBLV-1 kilonbdzb genetikai valtozatai egyarant jol
adaptalédtak ehhez a gazdafajhoz. A kdzdnséges késeidenevér nem vandorol, ezért az
EBLV-1 foldrajzi elterjedését feltehetben a kbzdnséges késeidenevérrel egyitt él6 egyéb, a
virusra fogékony denevérfajok segitik eld. Példanak okaért a durvavitorlaju térpedenevérrél
(Pipistrellus nathusii) feltételezhet6, hogy szerepet jatszik az EBLV-1 terjesztésben, mert
nagy teruleteken vandorld és igen elterjedt denevérfaj (Davis és mtsai., 2005).

Denevérveszettségrél hazankban nincsenek biztos, naprakész adataink, mert azokat
csupan passziv szlrdvizsgalatokbol nyerik. Jelenleg hazankban kevés a denevérek
mentésével foglalkoz6 szervezet, igy nincsen megfelel gyUjtési pont és diagnosztikai hattér
a févarostol tavolabbi orszagrészekben; ugyanakkor egy szervezett, egész orszagra
kiterjed6 aktiv, felméré jellegl vizsgalatsorozat hianypétlé lenne. Ehhez a szilréseket minél

tdbb hazai denevérfajra érdemes lenne kiterjeszteni.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. Magyarorszagon el6szor végeztiink veszettséggel kapcsolatos genomi epidemioldgiai
vizsgalatokat. A 2006-2017 kozott kimutatott RABV 79,2%-at bevontuk a
vizsgalatokba és 0Osszesen 61 Ujonnan meghatarozott RABV genomszekvenciat
felhasznalva végeztik az elemzéseket. A RABV genomszekvenciakra épuld
szamitasok segitettek Uj alapokra helyezni a hazai RABV jarvanykitorések
értelmezését.

2. Genom szint(i vizsgalattokkal tdmasztottuk ala, hogy hazankban az elmult 12 évben a
RABV harom genetikai klaszterének variansai cirkulaltak. A harom klaszteren belll
tovabbi hét genetikai vonalakat azonositottunk, ami valdszinUsithetéen legalabb
ugyanennyi fliggetlen behurcolasrél arulkodik. Feltételezzilkk, hogy az 1990-es
évekbdl ismert magyarorszagi RABV variansok a 2000-es évek kézepére hazankban
kihaltak.

3. A genomszintl elemzések mutattak ra néhany, korabban félreértelmezett jelenségre
és segitettek a megértésben. Ez érintette a 2013-2014-es jarvany klonalitasara
vonatkozé korabbi megallapitasokat is, de szekvenciaadatok és térinformatikai
hattéradatok felhasznalasaval sikerllt becslést adni a virus terjedésének
sebességére, valamint az evoluciés valtozasok Utemére is, melyek fényében a hazai
esethalmozodasok mogott idében elhuzdédd és az aktiv. monitoring szamara
észrevétlen viruscirkulaciét sejtink.

4. Hazankban el6szor irtunk le vakcina eredetl rabiest, mégpedig voros rokabol. Az
azonositott vakcinavirus genomszerkezeti hasonldésagat vizsgalva megallapitottuk az
itthon alkalmazott Lysvulpen vakcina térzsekkel mutatott genetikai egyezést.

5. Kidolgoztunk a RABV vakcinavirusok és vad tipusu RABV torzsek elkulonitésére
szolgald6 DIVA Tag-Man RT-PCR rendszert. A modszer DNS szekvenalas
alkalmazasa nélkil segitheti a vakcina eredetli esetek gyors identifikalasat.

6. Megalapoztuk a denevérveszettség genomi epidemioldgiajanak laboratériumi hatterét
is. Annak ellenére, hogy az esetszam alacsony volt, az EBLV-1 szekvenciak
vizsgalatabadl kideritettik, hogy a hazai torzsek az EBLV-1a klaszterbe tartoznak és
az evolucios becslésekbdl kapott adatok alapjan valdszinlsithetéen Lengyelorszag

iranyabdl juthattak hazankba vandorlé denevérfaj(ok) kdozvetitésével.
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12. Fuggelék

12.1 Az evolucids elemzésekhez hasznalt genom szekvenciak
GenBank-i azonositoi

GenBank-i azonosito Bels6 azonosito Szarmazasi hely Faj Izolalas datuma
MK598338 18537 Nyirlugos roka 2006.10.30
MK598339 12408 Piricse roka 2007.01.22
MK598340 12496 Nagyhegyes roka 2007.08.29
MK598341 5247 Bocskaikert roka 2008.03.10
MK598342 44190 Szamosangyalos roka 2009.12.14
MK598343 18072 Pusztaradvany roka 2008.10.29
MK598344 1545 Maké roka 2009.01.13
MK598345 2690 Kubekhaza roka 2010.02.15
MK598346 893 Pocsaj roka 2010.01.13
MK598347 5666 Szerencs réka 2016.02.03
MK598348 8656 Bekecs réka 2017.02.27
MK598349 1703171 Bekecs kecske 2017.03.16
MK598350 1703172 Bekecs kecske 2017.03.16
MK598351 21068 Kecskemét roka 2013.08.31
MK598352 15582 Tiszajend roka 2013.10.08
MK598353 24936 Kecskemét roka 2013.10.17
MK598354 24951 Kecskemét roka 2013.10.17
MK598355 16374 Tiszajend réka 2013.10.20
MK598356 25611 Tiszavarkony réka 2013.10.25
MK598357 25987 Tiszakécske roka 2013.10.29
MK598358 25992 Kecskemét roka 2013.10.29
MK598359 26301 Lakitelek roka 2013.10.31
MK598360 27089 Kecskemét roka 2013.11.08
MK598361 29628 Danszentmiklos roka 2013.11.28
MK598362 30856 Kocsér szarvasmarha 2013.12.14
MK598363 31168 Kalocsa réka 2013.12.16
MK598364 31183 Kecskemét szarvasmarha 2013.12.16
MK598365 755 Tortel roka 2014.12.29
MK598366 1606 Kocsér roka 2014.01.07
MK598367 1608 Jaszkarajend réka 2014.01.07
MK598368 1322 Kecskemét réka 2014.01.13
MK598369 1816 Tiszakécske roka 2014.01.13
MK598370 4834 Vacszentlaszlé roka 2014.02.03
MK598371 5695 Fajsz roka 2014.02.05
MK598372 6003 Petdfiszallas roka 2014.02.10
MK598373 6917 Tortel roka 2014.02.16
MK598374 10436 Tiszakécske roka 2014.03.10
MK598375 13961 Szentmartonkata réka 2014.03.29
MK598376 16663 Jaszberény réka 2014.04.14
MK598377 17182 Kecskemét roka 2014.04.18
MK598378 42708 Csemé kecske 2014.09.15
MK598379 46293 Cegléd kutya 2014.10.06
MK598380 21541 Kiskunfélegyhaza réka 2013.09.04
MK598381 22329 Kiskunfélegyhaza roka 2013.09.18
MK598382 22934 Lakitelek roka 2013.09.24
MK598383 23335 Palmonostora réka 2013.10.01
MK598384 24956 Kiskunfélegyhaza réka 2013.10.17
MK598385 26627 Korostetétlen roka 2013.11.05
MK598386 26631 Kecskemét roka 2013.11.05
MK598387 26636 Kiskunfélegyhaza réka 2013.11.05
MK598388 29504 Tiszakécske réka 2013.12.02
MK598389 31167 Nagykéros roka 2013.12.09
MK598390 1801 Petéfiszallas 6z 2014.01.14
MK598391 9435 Mikebuda roka 2014.02.27
MK598392 13070 Tortel roka 2014.03.20
MK598393 14940 Kecskemét roka 2014.04.07
MK598394 16367 Cegléd roka 2014.04.12
MK598395 33424 Cegléd roka 2014.07.02
MK598396 35313 Szentmartonkata roka 2014.07.14
MK598397 41108 Téalmas roka 2014.08.28
MK598398 10244 Pahi macska 1905.06.18
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12.2 Az evolucids elemzésekhez hasznalt részleges N szekvenciak
GenBank-i azonositoi

GenBank-i azonosito Szarmazasi hely Faj Izolalas datuma
KX148127 Franciaorszag réka 1991
KX148126 Franciaorszag réka 1996
KP345881 Franciaorszag ember/human 2014
KF831562 Svajc roka 1987
KX148135 Németorszag réka 1991
EU886635 Németorszag réka 2005
JF973836 Ausztria 16 1991
JF973835 Ausztria kutya 2001
EU886633 Ausztria réka 2004
EU886636 Ausztria réka 2006

u42709 Belgium n.a 1992
KX148125 Belgium réka 1994
FJ424484 Olaszorszag réka 2008
GQ478245 Olaszorszag kutya 2009
KC198075 Olaszorszag réka 2010
KC198078 Olaszorszag réka 2010
AY277571 Lettorszag n.a 1999
AY277576 Lettorszag n.a 1999
LT909537 Esztorszag n.a 2000
KX148147 Finnorszag nyestkutya 1988
KX148146 Finnorszag réka 1993
JN190372 Lengyelorszag réka 1996
JN190380 Lengyelorszag réka 1999
JN190382 Lengyelorszag réka 2001
JN190388 Lengyelorszag réka 2004
JN190394 Lengyelorszag réka 2008
JN190395 Lengyelorszag réka 2010
HM852152 Szlovénia nyest 1994
HM852148 Szlovénia macska 1995
HM852164 Szlovénia réka 2002
HM852165 Szlovénia roka 2004
HM852167 Szlovénia szarvasmarha 2009
HM852163 Szlovénia réka 2010
KC522613 Szlovénia roka 2012
JN656494 Ukrajna réka 2002
JN656510 Ukrajna macska 2009
JN656511 Ukrajna kutya 2010
KX148161 Szerbia roka 1972
JN008440 Szerbia roka 2000
JF973846 Szerbia roka 2002
JQ973879 Szerbia kutya 2010
JQ973876 Szerbia kutya 2011
JQ973875 Szerbia réka 2011
JQ973870 Bulgaria réka 2009
JQ973872 Bulgaria réka 2009
JQ973873 Bulgaria réka 2011
GU086631 Romania domestic cow 2006
GU086637 Romania kutya 2007
GU086641 Romania réka 2008
JF973781 Montenegro szarvasmarha 1978
JF973802 Montenegro 16 2000
JQ973886 Macedonia farkas 2012
KC836502 Gorogorszag réka 2012
KJ865848 Gorogorszag szarvasmarha 2013
GU134624 Horvatorszag farkas 2009
JX459920 Horvatorszag tehén 2012
KX148160 Magyarorszag human 1991
MK598398 Magyarorszag macska 1996
KX148143 Magyarorszag roka 1993
KX148136 Magyarorszag roka 1993
KX148138 Magyarorszag réka 1993
KX148139 Magyarorszag réka 1993
KX148137 Magyarorszag roka 1993
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12.3 Az evolucids elemzésekhez hasznalt részleges G szekvenciak
GenBank-i azonositoi

GenBank-i azonosito Szarmazasi hely Faj Izolalas datuma
JN234426 Franciaorszag szarvasmarha 1882
JN234424 Franciaorszag szarvasmarha 1882
KU739048 Franciaorszag réka 1990
KX148127 Franciaorszag réka 1991
KX148128 Franciaorszag réka 1992
KU884973 Franciaorszag n.a. 1993
KX148134 Franciaorszag réka 1994
KU739044 Spanyolorszag kutya 2010
GU936875 Németorszag réka 1990
KX148135 Németorszag réka 1991
KX148113 Németorszag réka 1991
KX148124 Németorszag réka 1991
KX148123 Németorszag réka 1991
KX148122 Németorszag réka 1991
KC197875 Olaszorszag réka 2008
KU739037 Olaszorszag kutya 2009
KC197868 Olaszorszag réka 2009
KC197956 Olaszorszag réka 2009
KC197968 Olaszorszag réka 2009
KC197966 Olaszorszag roka 2010
KC197965 Olaszorszag réka 2010
KC197963 Olaszorszag réka 2010
KC197947 Olaszorszag réka 2010
KC197959 Olaszorszag réka 2010
KC197967 Olaszorszag réka 2011
KX148125 Belgium réka 1994
KX148144 Szlovénia réka 1994
KX148132 Szlovénia réka 1994
HM852175 Szlovénia nyest 1994
KX148131 Szlovénia roka 1994
HM852176 Szlovénia réka 1995
HM852170 Szlovénia réka 1996
HM852174 Szlovénia borz 2000
HM852187 Szlovénia roka 2002
HM852178 Szlovénia réka 2003
HM852188 Szlovénia réka 2004
HM852184 Szlovénia 16 2007
HM852185 Szlovénia 16 2008
HM852179 Szlovénia kutya 2008
HM852183 Szlovénia borz 2008
HM852189 Szlovénia réka 2009
HM852190 Szlovénia szarvasmarha 2009
HM852181 Szlovénia szarvasmarha 2010
HM852186 Szlovénia réka 2010
KU739049 Lengyelorszag nyestkutya 1985
KX148150 Lengyelorszag nyestkutya 1986
KX148141 Lengyelorszag roka 1992
KX148121 Lengyelorszag roka 1993
KX148119 Lengyelorszag roka 1993
KX148120 Lengyelorszag nyestkutya 1993
KX148142 Lengyelorszag réka 1994
KX148118 Lengyelorszag nyestkutya 1994
KX148153 Lengyelorszag nyestkutya 1996
KX148152 Lengyelorszag nyestkutya 1996
KX148151 Lengyelorszag roka 1996
KX148117 Lengyelorszag réka 1997
KX148154 Lengyelorszag nyestkutya 1997
JN656533 Lengyelorszag nyestkutya 2004
JN656534 Lengyelorszag nyestkutya 2006
MF197741 Lengyelorszag roka 2008
MF197743 Lengyelorszag roka 2010
MF197742 Lengyelorszag roka 2014
JN656532 Ukrajna szarvasmarha 2002
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GenBank-i azonosito Szarmazasi hely Faj Izolalas datuma
JN656531 Ukrajna réka 2002
JN656530 Ukrajna kutya 2002
JN656529 Ukrajna réka 2002
JN656524 Ukrajna réka 2002
JN656527 Ukrajna macska 2009
JN656517 Ukrajna macska 2009
JN656525 Ukrajna kutya 2009
JN656522 Ukrajna réka 2010
JN656521 Ukrajna kutya 2010
JN656519 Ukrajna nyest 2010
JN656518 Ukrajna réka 2010
JN656516 Ukrajna macska 2010
KX148149 Esztorszag nyestkutya 1991
KX148156 Esztorszag nyestkutya 1991
KX148148 Esztorszag réka 1992
KX148158 Esztorszag réka 1993
KX148157 Esztorszag nyestkutya 1993
KX148155 Esztorszag réka 1993
KX148147 Finnorszag nyestkutya 1988
KX148146 Finnorszag réka 1993
KX148161 Szerbia roka 1972
JF973740 Szerbia roka 1972
JF973741 Szerbia réka 1976
JF973748 Szerbia réka 1977
JF973742 Szerbia roka 1977
JF973746 Szerbia macska 1977
MG458309 Szerbia kutya 1978
JF973751 Szerbia 16 1986
MG458310 Szerbia tehén 1986
KX148140 Szerbia roka 1986
JF973752 Szerbia roka 1986
MG458312 Szerbia réka 1997
JF973760 Szerbia roka 1997
JF973761 Szerbia macska 1997
JF973754 Szerbia macska 1997
MG458311 Szerbia roka 1998
JF973738 Szerbia roka 1999
JF973763 Szerbia 6z 1999
JF973773 Szerbia roka 2000
JF973771 Szerbia kutya 2000
JF973772 Szerbia macska 2000
JF973737 Szerbia roka 2000
JF973759 Szerbia roka 1998
JF973750 Bosnia kutya 1986
KX148133 Bosnia roka 1986
KX148145 Bosnia farkas 1986
JF973765 Bosnia roka 1999
JF973764 Bosnia roka 1999
KU888640 Torokorszag réka 1987
KY860612 Torokorszag kutya 1989
KX148167 Torokorszag kutya 1993
KX148165 Torokorszag kutya 1993
KY860584 Torokorszag roka 1999
KY860604 Torokorszag roka 2000
KY860611 Torokorszag kutya 2001
KY860606 Torokorszag réka 2001
KY860607 Torokorszag kutya 2001
KY860587 Torokorszag roka 2001
KY860588 Torokorszag réka 2004
KY860589 Torokorszag réka 2006
KY860590 Torokorszag roka 2007
KY860591 Torokorszag roka 2008
KY860592 Torokorszag réka 2009
KY860593 Torokorszag réka 2010
KY860595 Torokorszag roka 2012
KY860602 Torokorszag kutya 2014
KY860601 Torokorszag réka 2014
KY860603 Torokorszag réka 2015
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