A négy kutatasi év alatt szamos Uj burok nélkitizipv, egyszali RNS (+ssRNS)
virus kimutatasa, elemzése és leirasa tortént Ki@gnboz virusgenotipusok/szerotipusok
mellett 6sszeseh9 Uj virusfajt és elith egyben 13 potencialisan Uj névado virusnemzetsége
(m) sikertlt 36 elfogadott, illetve benyujtott ,pemviewed” kdzleményben (+2 angol és 1
magyar nyehi felkért konyvfejezetben) publikalnEimpakt faktor: 97,475). (A még nem
publikalt angol nyeli nemzetkozi éladasok szama 5.) A felfedezett virusok kdz6tt vianna
olyanok, melyek gazdafaja mar ismert — ebben atheseaz adott virusnemzetség Ujabb
virusfajanak ¢) leirdsardl van sz6 (virus diverzitas), illetvgan virusfajok ¢) is, melyek
eddig nem ismert, 0j gazdafajokhoz kotiedt (gazdafaj diverzitas). Az Uj virusfajokat
egyrészt hagyomanyos RT-PCR maddszerrel, konzerggitinszakaszokra tervezett 0 alap-
primerkombinaciokkal, mas résziket viralis metageikai (és nagy atereszképesséi U
generacios szekvenalasi+bioinformatikai) médszesegikerllt azonositani. A virusok teljes
genomjat 5-3' RACE, longe-range és taill PCR, adapigalas és ,primer-walking”
mobdszerek kombin4cidjaval hataroztuk meg, majd \szedia elemé- és filogenetikai
modszerekkel jellemeztikket. Az adott virusfaj éfordulasi gyakorisagat, endémias
jelenlétét, diverzitasat, lehetséges Klinikai héttek és pathogenezisének felderitését
molekularis epidemioldgiai és tenyésztéses modkkergizsgaltuk.

Osszesen 14 kilonb®zmazdafajbdl sikeriilt Gj virusokat azonositani ésni, igy
emlésokbsl (ember, sertés/vaddiszno, szarvasmarha, juh,véenenacska)madarakbol
(szalakéta, furj, pulyka, galamb, csirke, vorésceé),hill 6bol (teknés) éshalbdl (ponty). Az
emldsok és a madarak kozo6tt vadot és haziasitott allatok is voltak.

Viruscsaladok szerint bontva @ztroviridae csalddban Uj taxondémiailag elfogadott
virusfajokat azonositottunk és hataroztunk rsegé$o6l (Mamastrovirus 26 Archives of
Virology, 2011;156:125)juhbdl (Mamastrovirus 24Archives of Virology, 2012;157:323),
elssként astrovirustaddiszndol (Mamastrovirus 27Archives of Virology, 2013;158:281)
ésszalakotadl (Infection, Genetics and Evolution, 2015;komékenyujtva). Utdbbi azért is
kiemelend, mert ebszor sikertlt mamastrovirust (tehat émereddinek tartott astrovirust)
madarbol azonositani. Az emberhez legkdzelebbnd#iéskamamastrovirusMamastrovirus
2, Veterinary Microbiology, 2014;171:102) mellett sikkt az el$ hazaihuman astrovirus
gastroenteritis jarvanyt leirni (Orvosi Hetilap, 140152:45) és tovabb 2 hazai astrovirus
jarvany azonositani, gyermekek égsdtthonok lakoi kdzott. A legtbbb felfedezett Gjud a
Picornaviridae csaladba tartozik. Aicornaviridae csaladban 6sszesen potencialisan 11 Uj
virusnemzetséget azonositottunk, illetve hataréztnag. (Osszehasonlitasképpen, 2008-ban
dsszesen 8 picornavirus nemzetség volt ismert@naeirologiaban!) A 11 () picornavirus
nemzetséghl négy nemzetséget az International Committee oii@my of Viruses (ICTV)
mar hivatalosan elfogadott Ayisivirug Gallivirus, Hunnivirug Megrivirus), ketit
eléterjesztett ("Kunsagivirus”, "Sakobuvirus”), héramra kézleményeinkben javaslatot
tettiink ("Falcovirus”, "Orivirus”, "Rafivirus”), ké virus nemzetségalkotdo szerepe meg
bizonytalan ("Mesivirus”, "Phacovirus”). A kutatagpdlyazat egyik & célja, a "bovine
(szarvasmarha) hungarovirus” €és "ovine (juh) huogans’ teljes genomjanak
meghatarozasa vokzarvasmarh®dl ésjuhbdl, melyek 2012-ben kerlltek publikalasra
(Journal of Virology, 2012;86:13295) és az ICIRUYnnivirusnemzetség néven fogadott el. A
hunnivirusok érdekessége, hogy az 5’ nem kédolid i&JJUTR), benne az ll-es tipusu IRES,
a human parechovirusokhoRarechovirusnemzetség) hasonlit (ll-es tipusu IRES), mig a
kodol6 régibban a legkozelebbi ismert rokonai atéserteschovirusok Téschovirus
nemzetseg), melyek egyebként IV-es tipusu IRESeswlelkeznek. Ez a mozaikos genetikai
mintazat azt veti fel, hogy a hunnivirusok, a humparechovirusok és a sertés teschovirusok
(illetve esetleg tovabbi eddig még ismeretlen piawirus) szorosabb evollcids rokonsagban
allhatnak egymassal, és talan a nem kddold6 RNSeddanodularis rekombinéacidjat sikerdlt
korikben leirniPulykakbol tdbb 0] picornavirust sikertlt azonositani ésgimatarozni, igy a




Gallivirus-t (Journal of General Virology, 2012;93:2171)Aagsivirust melyeket tenyésztett,
tineteket mutaté hazi pulykakbdl mutattuk ki (Jalimf General Virology, 2013;94:1496). E
virus ll-es tipusu IRES-sel, tdbb 2A régiéval jelezhed és legkdzelebbi ismert rokona a
duck hepatitis A virus. Ugy néz ki mind a gallivdrumind az avisivirus igen elterjedt és
endémiasan jelen lehet a pulyka farmokon. A vizspalyka mintak 63,6%-ban a vizsgalt
farmok 75%-ban a két virust egyifilgg ki lehetett mutatnilLeirtuk, tenyésztettik az éls
eurdpai pulyka megrivirust (mely az &lteljes genom meghatarozas) és egy Uj megrivirus
fajt, Uj gazdafajbdlgcsirkébdl (Journal of Virology, 2014;88:6434). A megrivinksaz eddig
ismert leghosszabb genomu picornavirusok, melyebmeszerveddése is Uj felismerésekre
vezettek: tobb, akar négy 2A régioval is rendelletabk, szokatlanul hossztuak a 3' nem
kodolo régidik, melyek toébbszoros isnt@ld szekvencia motivumokat és akar egy masodik
ORF-et is tartalmazhatnak, valamint rendkivil hegén a szerkezetilnem szerkezeti
fehérjéik hasonlosaga, mely felveti a rekombindeltettségét még ismeretlen picornavirus
partnerrel. A megrivirusokkal rokon virust ("Mesiv”) mutattunk ki az emberhez kdzebgl
hazai és hong-kongi varogalambok fécesz mintaibdl (PLoS ONE, 2013;8:e72787). biva
0j, potencialis picornavirus nemzetségeket irtuakftirj bél ("Phacovirus”, Archives of
Virology, 2012;157:525), az Afrikaba koltéz vadon & szalakotédl (,Kunsagivirus”,
Journal of General Virology, 2013;94:2029macsk&0dl ("Sakobuvirus”, Veterinary
Microbiology, 2014;171:102)csirkébsl ("Orivirus”, Infection, Genetics and Evolution,
2014;28:333)tekndshdl ("Rafivirus”, Archives of Virology, 2015;k6zlésrbenyujtva), mely

az el$ ismert picornavirus hidibél, illetve az eddig ismert picornavirusoktdl jelésen
kilonbd® picornavirustvords vércs®dl ("Falcovirus”, Infection, Genetics and Evolution,
2015;nyomtatasban). Utobbi az &lslyan picornavirus I-es tipust IRES-sel, mely nam
enterovirusok kozé tartozik. Ertelemdisn, az (j nemzetségek egyben Uj virusfajokat
(alacsonyabb taxondmiai kategoria) is jelentenek.

Ezen kivll tdbb U0j picornavirus genotipust irturk derté$dl: ezek a sertés
enterovirus EV-G3 (Infection, Genetics and Evolunti@011;11:1096), az élsvaddisznd
enterovirus az EV-G4 (Archives of Virology, 201271831), az el$ sertés teschovirus
vaddisznébdl a PTV-13 (Archives of Virology, 2012711573), az els sertés kobuvirus
vaddisznébdl (Archives of Virology, 2013;150:28X) & sertés pasivirus PaV-A3 (Archives
of Virology, 2015;nyontatasban). Mindegyik esetben virusok teljes genomja is
meghatarozasra és elemzésre kertilt.

Juhbol az el§ juh kobuvirus teljes genomjat (Emerging InfectioDsseases,
2010;16:869) és az élllati interspecies rekombinans enterovirust avesmarha/sertés
enterovirust (EV-G5, Journal of General Virolog9,12;93:1941) is leirtuk.

Szalakotéol tovabbi két olyan picornavirus azonositotturk Kobuvirus és a
Mosavirusnemzetségekben), melyeket madarakbdl eddig mégmetattak ki. Mosavirus
esetén eddig csak egy részleges mosavirus gendimeszeéa (mosavirus Al) volt ismert
egértdl az USA-bél. A mosavirus A2 egy U] genotipus (Avels of Virology,
2014;159:2723), a kobuvirus pedig feltéteet egy Uj kobuvirus faj (Archives of Virology,
2015;160:345). Itt is meghatarozasra és elemzé&sidtla virusok teljes genomja.

Emberbél az el$ human enterovirus C-109 (EV-C109) kimutatasa mbrtéeg
gyermekkori |éguti fefizésldl Eurdpaban (Acta Microbiologica et Immunologicardarica,
2012;59:285), illetve sikerllt az éldrazai human parechovirusokat beazonositani (Orvosi
Hetilap, 2011;152:1007), genomjukat meghatarozmiterdlis és kozponti idegrendszeri
fertézésekbl. Az utdbbi molekularis vizsgalat immar a rutinrolbgiai diagnosztikai
palettankra is felkerilt és orszagos betegelld&dadatot vallaltunk fel. Feltételezléetiralis
koreredetet kerestink pyroszekvenalas modszeréaklasknalasaval X-kromoszémahoz
kotott agammaglobulinémia alapbetegségben és kiizipmgrendszert érititkarosodasban



szenved két gyermek agybiopszias mintajabol, azonbanrfedihied viralis szekvenciakra
nem akadtunk (Allergy, 2011;66:1615).

A Caliciviridae csaladbaraz el$, hazai szarvasmarha nebovirus kimutatasa és teljes
genomjanak meghatéarozasa toértént meg enterdlis etegglésben elpusztsltarvasmarha
bélsarmintajabdl (Magyar Allatorvosok Lapja, 20132). Folytattuk a calicivirusok
molekuléris epidemioldgiai vizsgalatat a hazai gasiteritis jarvanyok korében, mellyel
fenntartottuk ezen a terlleten is a nemzetk6zi $@lptainkat, egyuttikodéseinket. A
referencia norovirusaink felhasznalasaval egy spawcgg kereskedelmi forgalomban is
kaphat6 diagnosztikumot készitett.

A Dicigtroviridae csaladban egy Uj dicistrovirus fajt irtunkdenevébdl (Archives of
Virology, 2014;159:3453).

Edesvizi ponty (Cyprinus carpi béltartalmabél két Gj burok nélkili, pozitiv,
egyszald, dicistronos RNS (+ssRNS) genomu virustattunk ki és hataroztunk meg. A
dicistovirus-szdr ,Halastavi arva RNA virus”-ra keresztelt virusj@sl genomja 9565 (PL0oS
ONE, 2011;6:€29145), a posavirus-§izetrus ("Fisavirus”) 8712 nukleotid hosszusagu
(Archives of Virology, 2015;nyomtatasban). Mindkérus aPicornavirales rend egy Uj
nemzetsége, de egyetlen ismert viruscsaladba sethaok.

Tételesen a kovetk&zuj virusok, virusfajok ¢ vagy e), virus nemzetségeka)
azonositasa, genomjanak meghatarozdsa és molekejdidemioldgiai jellemzése tortént
meg a palyazat ideje alatt (GenBank szgumlikacid megjelenési éve
|. azAstroviridae

1. egy Uj porcine (sertés) astrovirus (mamastrayijw) (GU562296) 2017);

2. az el§ hazai human astrovirus jarvany leirasa (HQ39885®)1);

3. az el wild boar (vaddisznd) mamastrovirus€) (JQ340310)2012);

4. egy Uj ovine (juh) mamastrovirue)((JN592482)2012);

5. mamastrovirus kimutatasa macskabdl (KF37472204;

6. az el§ (és Uj) mamastrovirus faje (o) leirasa madarbdl (szalakéta) (KP663426)

(2015
[l. a Picornaviridae

1. az el§ ovine (juh) kobuvirus d) (GU245693) (2010, teljes genom meghatarozas

2011,

2. egy Uj porcine (sertés) enterovire3$ (HQ702854-HQ702859R011);
3. az el§ hazai human parechovirusok leirasa (GU125390-GBHZ5 JF799975)
(2013);
. az elé és 0j wild boar (vaddisznd) enterovirug (JN807387-JN8073892012);
. az el§ és 0] picornavirus (phacovirus?) furjbena)) (JN674502)2012);
. az el§ és (] allati interspecies rekombinans bovine/p@rognterovirus juhbare)
(JQ277724-JQ2777262012);
. az elé human enterovirus 109 (EV109) kimutatasa Européiid@00470)2012);
. az el§ és U] sertés teschovirus (JQ429405) @enotipus (PTV-13) leirasa
vaddisznokbadl,Z012);
9. egy Uj turkey (pulyka) picornavirus (gallivirupulykdkban ¢,m) (JQ691613-
JQ691615)2012);
10. egy Uj ovine (juh) picornavirus hungarovirusn(hivirus) juhband,m) (HM153767)
(2012;
11. egy Uj bovine (szarvasmarha) hungarovirus (linus) szarvasmarhakboéb f@)
(JQ941880)2012;
12. az el§ porcine kobuvirus kimutatasa vaddisznokbol (IX1Z§G2013;
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13. egy Uj turkey (pulyka) picornavirus (avisiviylsirasa pulykakbam(a) (KC465954-
KC465958) R013;
14. egy Uj picornavirus (kunsagivirus) leirasaaaatidban ¢,a) (KC935379) 2013;
15. egy (j picornavirus (mesivirus) leirasa vagasambokbdl ¢,m) (KC811837) 2013;
16. az el§ eurdpai pulyka megrivirus kimutatasa pulykakml (KF961188) 2014);
17. egy Uj megriviruso) kimutatasa csirkékih (KF961186-KF961187)2014);
18. egy Uj picornavirus (orivirus) leirasa csirkéiie,a) (KM203656) 2014);
19. egy Uj picornavirus (sakobuvirus) leirasa makisél (©,a) (KF387721) 2014;
20. egy U] mosavirus (élskimutatas Eurépaban) leirasa Uj gazdafajbol, niedar
(szalakéta) ¢) (KF958461) 2014
21. egy Uj pasivirus genotipus (PaV-A3) kimutatésaeljes genom elemzése serdésb
(KM259923) @015);
22. egy Uj az eddig ismert picornavirusoktdl nagyéiden kilonbod picornavirus
(falcovirus) leirasa voros vércstljo,a) (KP230449) 2015);
23. az elé kétéliy, uj picornavirus (rafivirus) leirasa teigiol (o,m) (KJ415177) 2015;
24. egy Uj kobuvirus faj leirdsa és a kobuvirug kimutatdsa madarbol (szalakota) (
(KJ934637) 2015
[ll. a Caliciviridae:
1. az el§ hazai szarvasmarha nebovirus (JX018212) leir@saasmarhaboR013;
IV. a Dicistroviridae
1. egy U dicistrovirus faj Kicistroviridag) kimutatasa denevésb (o) (KJ802403)
(2014;
V. (], dicisztronos genomu +ssRNS ("Unassignedtas@icornaviralesrend) virusok:
1. egy Uj, édesvizi pontybdCyprinus carpid kimutatott ,Halastavi arva RNS virus”-ra
keresztelt virusd,m) (JNOO0306) Z201D);
2. egy Uj, posavirus-s#ewirus (fisavirus, "Unassigned” csaldBicornaviralesrend)
kimutatasa és leirasa édesvizi pontyklarinus carpi (o,m) (KM434233) @015

Ezen tul szamos tovabbi +ssRNS genomu virus azdsasiortént mar meg (ezek
felsorolasatol, megadasatol eltekintettem), desaljenomjuk meghatarozasa és a publikalasa
a palyazati idn tal fog befejeadni.

A virdlis metagenomikai vizsgalatok modszertanabdlkévetkeden
.melléktermékkent” Uj, fontos dsRNS virusokat, @ltiseadornavirusRgoviridag, macska
és avian rotavirustReoviridag, picobirnavirust, valamint DNS virusokat, egyadijcularis
ssDNS virust (csalad nélkdl), bocavirud®afvoviridag és két Uj avian parvovirust
(Parvoviridag is sikertlt azonositani, meghatarozni kuloriboAllatokbdl, melyek
publikdlasra keriltek. ASeadornavirusnemzetségbe tartozé 0 virust (Balaton virus,
JX947843-JX947850 és KC522611-KC522612), mely a -BSteszélyessegi csoportba
tartoz6 Banna virushoz all filogenetikailag a legdd@bb (mely szanyogok kozvetitette
encephalitist okozé emberi agensként volt eddigeisnesak Dél-Kelet Azsidban) hazai
édesvizi pontyok Qyprinus carpid bélsarmintajdbdl mutattuk ki (Archives of Virolgg
2013;158:2163).

El6szor sikerllt, a lovakbol frissen leirt non-primateepacivirus-t (NPHV;
Flaviviridae) — mely a hepatitis C virus (HCV) eddig ismertkégelebbi genetikai rokona -
Klinikai kérképpel (hepatitis) Osszefliggésben [6b€irni (KF177391) (Acta Veterinaria
Hungarica, 2014;62:422).

Az ismereteket két felkért 6sszefoglald cikkbenigawpicornavirus és kobuvirus) és
két felkért konyvfejezetben (sertés calicivirussksértés astrovirusok) is 6sszefoglaltuk angol
nyelven.



Az Uj, burok nélkdli, pozitiv, egyszali RNS virusbkszéklet, léguti valadeék,
szovettenyészet, biopszias anyag (sziv, bélg,thdr, agy), szérum, liquor, konjunktiva
mintakban kerestiink. A mintamberi (human) ésllati (rovaroktdl az endistkig) eredet
mintak voltak, melyek egészséges és beteg egyddatdrmaztak. Kilon érdekesség, hogy
egy-egy mintabdl akar tobb, kiulondbairuscsaladhoz, virusnemzetséghez, virusfajhoz
tartozo Uj +ssRNS virust is sikerilt kimutatni ésginatarozni. A metodologiat is fejlesztettiik
toébb tertleten. Kidolgoztunk és alkalmazunk egysUi3’ RACE maodszert a polyadenilalt
RNS-ek végeinek meghatarozaséra,dssttalid RNS terméken keresztul (sajnos a keéziratot
eddig még nem sikerilt elfogadtatni).

A pélyazat kutatéinak (RG, PP, BA) személyébenozéls nem volt. A munkéakhoz
hozzajarult, hogy a témave#e2011. m4jus-juniusban, 21 napos tanulmanyuitra tethe
palyazat anyagi segitségével a Blood Systems Résdasitute-ba (BSRI, San Francisco,
USA), ahol a 454-pyroszekvendlashoz 50 igéreteaihamtat (a partner altal biztositott
tovabbi ~kb. 5M Ft értékreagens felhasznalasavaljlalszithetett, és igénybe vehetett plusz
koltségek nélkil nagy értékmiiszereket a mintak elemzéséhez (Roche 454 GS-FLX
Titanium platform és a Stanford University, SanHr€iaco, USA, szuperszamitdogepe) és
személyes, hosszu tavra tervezett kutatasi kapgosalakithatott ki Eric Delwart-tal (BSRI,
San Francisco, USA). 2012-ben és 2013-ban Ujabd54%géretes hazai minta viralis
metagenomikai vizsgalata és pyroszekvendlasa torteag a BSRI-ben, a partner altal
biztositott reagens és nagy eftékmiszerek segitségével. A témavétetaz a
megtiszteltetés/elismerés érte 2011. év végén, hndgternational Committee on Taxonomy
of Viruses (ICTV),Picornaviridae Study Group (PSG) 1%$ tagjai k6zé fogadtak. Intenziv
szakmai kapcsolat és egyeztetés folyt az Uj picdrasok leirdsa kapcsan Nick J. Knowles-al
(Pirbright, UK) az ICTV PSG vez§evel és csoport tagjaival, a témavézgiRG)
munkacsoportbeli tagsagabdl (ICTV Member No.1530)ektkes feladatokon tul is, melyek
kozos kozleményekhez vezettek. 2014-ben RG és Bkt rgett a 18 International
Picornavirus Meeting-en és RG az ICPitornaviridaeStudy Group Ulésén (Blankenberge,
Belgium).

A kutatas témajaban a témavéz€RG) 2013. november 13-an benyujtotta MTA
Doktori értekezéesét, melynek nyilvanos vitdja 20dfarcius 19-én lesz; valamint PP 2014.
aprilishban megvédte PhD doktori értekezését a Fademanyegyetemen.

A palyazati célok megvalositasat akadalyok, prollémrmem hatraltattak. A
koltségvetésben lefektetett pénzosszegek a tetveeéliokra és dtemben keriltek
felhasznalasra. A kutatasi tervben megfogalmazétte ebelathatd, kozvetlen célok mar a
kutatds méasodik év végére teljesiltek. A palydzathdon nevesitett virusok genomjainak
meghatarozasa, élsnolekularis epidemioldgiai elemzése és publikaksgol nyel, ,peer-
reviewed” folydiratokban ekkor mar megtdrtént. Arhadik, illetve a negyedik évben pedig
szamos Uj RNS virus azonositasa, meghatarozasiisyasa tortént meg.

Az (re)emerging fetiz6 betegségek folyamatos fenyegetést jelentenekisgghdmdon
él6 allatokra és az emberre. A kutatasaink alatamésztjogy feltételezésiink helyes és
eredményre vezet, ha a lehetséges gazdafajokatesmetikusan vizsgalva prébalunk meg Uuj,
burok nélkili, pozitiv, egyszali RNS virusokat azsitani, a mar ismert rokon virusok
genom-jellegzetességeinek figyelembe vételével. Anka eredményei hozzjarultak a
+ssRNS genomu virusok diverzitdsanak megismerés@heirustaxondmia fdjtiéséhez, a
virusok kozétti mélyebb (valdésabb) genetikai és l@sids 0Osszefliggések, gazdafaj-
specificitds és valtas (gazdafaj diveritas), a meze szerep, valamint a faji-hataratlépések



0sszefliggéseinek megértésehez ésitette az ember-allat-kdrnyezet egységében, a ,One
Health” koncepcidban val6 gondolkodast, egyiittidést.

Osszességében a palyazat kutatoi sikeresnek fbéik az elmult 4 év munkajat és
eredményeit, melyre a kovetkekutatasi években is tAmaszkodhatnak, épithetrekm8s
viruscsaladban ezen belll &srban a picornavirusok korében sikerllt az isrekret
nemzetkdzi szinten jelefgen viteni. Koészonetiinket fejezzik ki az OTKA részdregy a
kutatdsnak bizalmat szavaztak és a zavartalanegbnényes kutatashoz sziikséges anyagi
hatteret mindvégig biztositottak.

Pécs, 2015. februar 2.
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