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BEVEZETES

A picornavirusok (Picornaviridae csalad) igen elterjedtek az ¢élvilagban,
szdmos allati és emberi megbetegedést okozhatnak, melyek morbiditdsa és
mortalitasa valtozatos. A jelenlegi ismereteink szerint a legszdmosabb tagu
viruscsaladnak tekinthetdk, jelen vannak a halaktdl a féemlésokig. A Nemzetkdzi
Virustaxonémiai Bizottsag (ICTV) 2008-ban hivatalosan 12 nemzetséget kiilonitett
el a csaladban: Aphthovirus, Avihepatovirus, Cardiovirus, Enterovirus, Erbovirus,
Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus, Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus és
Tremovirus. 2013-ban tovabbi 5 nemzetséggel boviilt a csalad: Aquamavirus,
Cosavirus, Dicipivirus, Megrivirus és Salivirus. Minden egyes nemzetség szamos
virusfajt foglal magaba.

A picornavirusok burokkal nem rendelkezd, kicsi, 22 — 30 nm atmérd;i,
pozitiv polaritast, egyszalit RNS (+ssRNS) genomu virusok. A virus genom 7000-
9700 nukleotid (nt) hosszlisagl, egy nyilt leolvasasi kerettel (ORF) rendelkezik,
melyrél klasszikusan egy polyprotein irddik at. A genom két végén nem kodolod
régiok (UTRs) talalhatok. A picornavirusok 5’UTR-ja valtozatos hosszisagu és
bonyolult masodlagos RNS szerkezettel jellemezhetd. Ezen beliill is mind
strukturalisan, mind a funkcié szempontjabol kiemelendd a belsd riboszoma kotd
hely (IRES), melynek jelenleg 5 tipusat (IRES I-V) ismerjiik. A picornavirus
genom 3’ végén szintén egy eltérd hosszlisaghi, masodlagos strukturaval
jellemezhetd nem kodolod régiéo (3’UTR) talalhatd, melynek végén polyadenin

(poly(A)) farok talalhato.



A picornavirusok kodolo régidja harom allando részre oszthato: P1, P2 és
P3. Egyes picornavirusok a P1 régi6 eldtt 5° iranyban még egy Leader proteinnek
(L-protein) nevezett fehérjét is kodolnak. A P1 régi6 kodolja a kapszid fehérjéket,
amelyek kozill az antigenitasért felelds VP1 emelend6 ki. A P2 és P3 régiok
fehérje termékei a fehérjék hasitdsaban (2AP°, 3CP°, 3CDP™) és a viralis genom
replikaciojaban (2B, 2C, 3AB, 3B"FE 3CDP™, 3D™) jatszanak nélkiilozhetetlen
szerepet.

Az ismert emberi megbetegedést is okozo picornavirusok (Enterovirus,
Hepatovirus, Kobuvirus és Parechovirus) valtozatos korképek (kozonséges
megfazas, poliomyelitis, meningitis, akut flaccid paralizis, hepatitis, gastroenteritis
myocarditis, herpangina stb.), kialakitdsdban jatszhatnak szerepet. A virusok
atvitele egyik gazdaszervezetrol a masikra horizontalisan torténhet, ahol
kulcsfontossagu a fekalis-oralis €s a 1éguti atvitel.

Az ICTV Picornaviridae Study Group taxondmiai osztalyozasa szerint
egy adott picornavirus nemzetségrol tagjairdl beszéliink, ha (1) az L, a 2A, 2B ¢és
3A virus fehérjék a nemzetség tagjai kozott homologok, (2) a nemzetség tagjai
alapvetden szerkezetileg homoldég IRES-sel (azonos IRES tipus) rendelkeznek és
(3) az egy nemzetségbe tartozé virusfajok genomjainak P1, P2 és P3 régioi
filogenetikailag kapcsolatban vannak egymassal és P1>40%, P2>40% és P3>50%
szintli aminosav (aa) azonossagot mutatnak.

Kobuvirus nemzetség

1991-ben egy 10j viralis korokozot azonositottak kagylofogyasztashoz
kothetd gastroenteritis jarvany székletmintaibol a japan Aichi Prefekturaban. 1998-
ban sikeriilt az 0j virusfaj (Aichi virus; 2013. marciustdl Aichivirus A) teljes
genetikai allomanyat meghatarozni, mely a Kobuvirus nemzetség elsd, prototipus
tagja. 2003-ban megtalaltdk az Aichi virus rokonat, a bovine (szarvasmarha)
kobuvirust (U-1; 2013. marciustdl dichivirus B), szarvasmarhak fécesz mintaiban

is. A kobuvirus név a japan ’kobu’ szobol ered, jelentése dudor, csomd, mely a



virus elektronmikroszkopos képén lathatd dudorra vagy csomoéra emlékeztetd
felszini struktiraira utal. A kobuvirusok L-proteinnel rendelkeznek.

Japan, német, francia és spanyol szeroepidemiologiai tanulmanyok alapjan
a populéacié 80-90%-a rendelkezik Aichi virus elleni antitestekkel mar 30-40 éves
életkorra. Az Aichi virusfertézés valoszintileg hosszu tava védettséget nem ad, az
ujrafertéz6dések gyakoriak lehetnek. A kobuvirusok feltehetéen fekalis-oralisan,
kozvetlen kontaktussal, szennyezett ¢lelmiszerrel vagy vizzel jarvanyosan is
terjedhetnek.

Az Aichi virus jelenlegi tudasunk szerint hasmenéssel jar6 megbetegedést
okoz emberekben. F6 klinikai tiinete a gyomor ¢és bélrendszeri zavarok és
hasmenés, de eléfordulhat hasi fajdalom, hanyinger, hanyas és 1az is.

Vizsgélataink kezdetéig csak néhany tanulmany foglalkozott az Aichi
virus és szarvasmarha kobuvirus molekularis biologiai modszerekkel torténd
kimutatasaval. Az Aichi virust ritkdn (<3%) mutattak ki a jarvanyos és sporadikus
gastroenteralis megbetegedésekben. A szarvasmarha kobuvirus kimutatasaval csak
Japanban és Thaifoldon foglalkoztak, ahol a kimutatasi aranya 17% alatt volt
mindkét vizsgalatban. Valoszintisithetd, hogy a virus endémidsan jelen lehet a
szarvasmarha allomanyokban.

Enterovirus nemzetség

Az Enterovirus (EV) nemzetség tagjai sokszinli képet mutatnak mind az
ide tartozo virusok (rhinovirusok, poliovirusok, enterovirusok stb.), mind az altaluk
okozott megbetegedések tekintetében; kezdve a tiinetmentes vagy enyhe felsd-
léguti (kozonséges megfazas) és gastroenteralis fert6zésektdl egészen a ritka, de
sulyos megbetegedésekig, mint példaul az agyvel6/agyhartyagyulladas vagy a
heveny petyhiidt bénulas. A legfontosabb viralis kapszid fehérje, a VP1 alapjan, a
human enterovirusok (a rhinovirusokon kiviil) négy virusfajba sorolhatéak: EV-A,
EV-B, EV-C és az EV-D. A nemzetségen beliili Gjonnan felfedezett emberi
megbetegedést okozod enterovirusok szdma rohamosan nodvekszik. 2008.

februarjaban, egy 11j, rekombindns enterovirust (EV-C109) fedeztek fel az EV-C
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csoportban gyermekkori 1éguti fertézésekbdl Nicaraguaban. Az EV-C109 5°UTR
régioja EV-A, mig a kodold és a 3’UTR régidja EV-C eredetti.
Sapelovirus nemzetség

A Picornaviridae csaladban a Sapelovirus nemzetség 2006 6ta hivatalosan
elfogadott uj nemzetség. Az evolucids dsszehasonlitd elemzések alapjan jelenleg

harom virusfaj tartozik a nemzetségbe: a majom, a madar ¢és a sertés sapelovirus.

CELKITUZESEK

» Célunk volt a hazi sertések fécesz mintaibol véletleniil felfedezett (sertés)
kobuvirus molekuldris genetikai modszerekkel torténd vizsgalata és
meghatarozasa.

» Célunk volt a sertés kobuvirus teljes nukleotid sorrendjének meghatarozasa,
jellemzése és filogenetikai elemzése. Cél volt az 5’UTR ¢és IRES masodlagos
szerkezetének meghatarozasa.

» Célunk volt a sertés kobuvirus molekularis epidemiologiai vizsgalata ¢és
nyomon kovetése sertés fécesz/szérum minta parokbol; a sertés kobuvirus
virémia lehetdségének keresése, valamint evolucids vizsgalata, két teljes
genom ismerete alapjan.

» Célunk volt a kobuvirus kimutatisa mas fajba tartozo haszonallatok (pl.:
szarvasmarha, juh) fécesz mintaibol.

» Célunk volt az Aichi virus kimutatdsa gyermekektdl szarmazo széklet- és

léguti mintakbol.

kobu-R/UNIV-kobu-F sziir6primerpar alkalmazasaval a kobuvirusok keresése
emberi és fiirj székletmintakbol.

» Célunk volt a molekularis biologiai/genetikai modszerek (RT-PCR, Long-
Range RT-PCR, ,,primer walking” PCR, 5°/3° RACE RT-PCR) laboratériumi
beallitasa és fejlesztése a picornavirusok teljes genomjanak meghatarozasa

érdekében.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgadlati mintdk

A vizsgalati mintakat 2000 és 2011 kozott gytjtottiik. A vizsgalt allatoktol
fécesz, szérum és tojas felszinérol vett mintdkat hasznaltunk. Human mintak esetén
székletet és nasopharyngealis valadékot vizsgaltunk. A bélsarmintakat hasmenéses
betegektdl, illetve tiinetmentes ¢€s tiinetekkel rendelkez6 allatoktol gy(jtottik. Az
allati székletmintak hazi sertés (Sus scrofa domestica), szarvasmarha (Bos taurus),
juh (Ovis aries) és hazi fiirjtél (Coturnix coturnix) szarmaztak.
RNS extrakcio, RT-PCR és 5°/3’ RACE modszer

A székletmintdkat PBS-sel 10-50%-ra higitva hasznaltunk. A szérum
mintékat és nasopharyngedlis valadékot nem higitottuk. A teljes RNS mennyiséget
TRIzol®/TRIzol LS® Reagensekkel (Serva, Gibco BRL) vontuk ki a gyartd
utasitasa szerint, majd az RNS-t a felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A viralis RNS
felsokszorozasat ~ RT-PCR-rel — végeztik. A  teljes  virdlis  genomok
meghatarozasdhoz a ,,primer walking” modszert alkalmaztuk, az 5°/3° régiok
meghatdrozdsa a ,rapid amplification of cDNA ends” (573’ RACE, Roche)
moédszerrel tortént a gyartd utasitasai szerint. A vizsgalatok kulcs primerparjat az
UNIV-Kobu-R (5’ATGTTGTTRATGATGGTGTTGAZ’, antisense, R: A/G) és az
UNIV-Kobu-F (5TGGAYTACAAGTGTTTTGATGC3’, sense, Y: C/T) primerek
nukleotid szekvenciajat a kobuvirusok 3D (RNS-fiiggé RNS polimeraz) gén
konzervativ szakaszara terveztiikk. A vizsgalatokhoz tervezett sziird és szekvencia
specifikus primereket az IDT (Belgium) szintetizalta.
Gélelektroforézis, szekvencia és filogenetikai elemzés

A PCR termékeket 1,5%-o0s agardz gélben Tris-Borat-EDTA pufferben
futtattuk és etidium-bromiddal festettiik. A PCR-termékeket direkt mdédon BigDye
Terminator Kit-el szekvenaltuk és kapillaris szekvenatoron futtattuk a gyartd
leirasa alapjan. A filogenetikai elemzéseinkhez a GenBank adatbézisat és a

ClustalX, GeneDoc és MEGA programokat hasznaltuk.



EREDMENYEK

A sertés kobuvirus felfedezése

A vizsgélataink kezdeti célja a sertés calicivirusok kimutatidsa ¢és
molekularis epidemioldgiai elemzése volt hdzi sertések fécesz mintaibol RT-PCR
moddszerrel. 2007. februarban &sszesen 60 egészséges malactol (Sus scrofa
domestica) gyljtottink székletmintat egy kelet-magyarorszadgi farmrol. A
primerpar hasznalataval sapovirust 3,3%-ban, mig a mintdk 35%-aban
kovetkezetesen egy ,,calicivirusokra nem specifikus” méretti ~1100 nt hosszusagu
PCR-terméket kaptunk. E szekvencidk (swine/S-1-HUN/2007, EU787450) a
kobuvirus nemzetségbe tartozé szarvasmarha (U-1 virus) és human (Aichi virus)
kobuvirus 3C™°/3D™ génrégidival mutattak rokonsagot. A sertés kobuvirus (S-1-
HUN) teljes genomjanak hossza 8210 nt, a kodolo régié 7467 nt (2488 aa) hosszu.
Az S-1-HUN 5°UTR (576 nt) els6 108 nt-ja és masodlagos RNS szerkezete nagyon
hasonl6 az U-1 és Aichi virusokéhoz, azonban az 5’UTR tovabbi része, benne az
IRES, jelentdsen eltér. Az S-1-HUN virusnak hepacivirus/pestivirus-szerti (HP),
IV-es tipusu IRES-e van, melynek minden jellegzetes motivumat megtaldltuk. A
fehérjét kodol. Az L, P1, P2 és P3 aa azonossaga 23/34%, 53/61%, 59/68% és
63/71% az Aichi és szarvasmarha kobuvirusok megfelelé régioihoz. Az S-1-HUN
koziil a 2A-ban talalhatbak a HWAL és NCTHFV konzervativ aa motivumok. A
2B-ben (viroporin?) egy egymas utan ismétlddé 30 aa AANRVAESIETTAS(/T)V
(/A)VREADLARSTLNISM hosszusagi motivum (tandem repeat) talalhatd. A 2C-
ben megtaldlhatd a konzervativ helikdz aa motivum a GPPGTGKS, a P3 régid
fehérjéiben pedig a GMCGA (3C) és a KDELR, YGDD, FLKR, GNPSG (3D)
motivumok. Az S-1-HUN genom magas (52,4%) G+C arannyal jellemezhetd.



A sertés kobuvirus kimutatdsa uj, daltalanos kobuvirus sziiréprimer segitségével
kobuvirus ,,sziird”-primerpart (UNIV-kobu-F/UNIV-kobu-R) terveztiink. A 60
sertés fécesz mintat ismételten megvizsgalva az egészséges allatok mintdinak 65%-
abol sikeriilt a sertés kobuvirust kimutatni: a 10 napos allatok mindegyikébol
(100%), a 3 hetes allatok 93,3%-bol, a 3 honapos allatok 20%-bol és a 6 honapos
allatok 46,7%-bol.
A sertés kobuvirus fertdzés nyomon kovetése és a virus evolucidja
vizsgaltuk a sertéstelepen, ahol a prototipus S-1-HUN virust kimutattuk.
Huszonegy hénappal az elsé mintavételezés utan ismételten 60 fécesz/szérumminta
part vizsgaltunk RT-PCR modszerrel. A sertés kobuvirus RNS-t &sszesen 32
(53,3%) esetben azonositottuk a bélsarmintakban, mig a virust 16 (26,6%) esetben
a szérumbol is ki tudtuk mutatni. Kilenc olyan minta par volt (szérum-fécesz), ahol
mind a féceszben, mind pedig szérumban megtalaltuk a sertés kobuvirus RNS-t. A
masodik mintavételezésbdl gyiijtott, kobuvirust tartalmazé székletminta kozil az
egyik virusnak meghataroztuk a teljes genom szekvencidjat (kobuvirus/swine/K-
30-HUN/2008/Hungary; GQ249161) és Osszehasonlitottuk a prototipus S-1-HUN
virus szekvenciajaval. A legmagasabb és a legalacsonyabb nt szinti mutacios
valtozast az L €és a 3D régiokban talaltuk, mig a legmagasabb szintli aa valtozasok
a 2C, 2A és a VP3 régiokban voltak. Aminosav valtozast a VP1, 3A és 3B
régidkban nem tapasztaltunk.
A szarvasmarha kobuvirus elsé eurdpai kimutatdsa

A 2002. februarban egy farmrol gy(ijtott 32 szarvasmarha fécesz minta
kozil 2 (6,25%), az 1-7,6 éves korcsoportba tartozo allat bélsarmintajabol lehetett
szarvasmarha kobuvirust (kobuvirus/bovine/Aba-Z20/2002/Hungary; FJ225406)
kimutatni, RT-PCR mddszerrel az UNIV-kobu primerekkel, Eurépaban elészor.



Kobuvirus leirdsa és teljes genomjanak meghatdarozdsa juhokbol

A baranyoktol (Ovis aries) 2009. marciusban gytjtott 8 fécesz minta
kozil 5 (62,5%) esetben tudtunk kobuvirust kimutatni RT-PCR moédszerrel az
UNIV-kobu  primerekkel. =~ A  juh  kobuvirus  (kobuvirus/sheep/TB3-
HUN/2009/Hungary, GU245693) teljes genomjanak hossza 8378 nt, a kodold
régi6é 7404 nt (2468 aa) hosszi. A TB3-HUN 5’UTR (797 nt) masodlagos RNS
szerkezete a szarvasmarha kobuvirus 5’UTR-hez hasonlit (V-6s tipusti IRES-sel).
A 3’UTR régioja (174 nt) a szarvasmarha kobuvirushoz mutatott szekvencia
rokonsagot. A genom L-fehérjét kodol. Az L, P1, P2 és P3 aa azonossaga
28,/54/36%, 48/81/60%, 61/88/67% és 62/92/71% az Aichi, szarvasmarha ¢s sertés
kobuvirusok megfeleld régidihoz. A polyprotein lehetséges hasitdsi helyei - a
3B/3C hatar kivételével - megegyeztek az U-1 viruséval. A juhokbdl kimutatott
kobuvirusok a szarvasmarha kobuvirusokkal mutatnak kozeli filogenetikai
rokonsagot.
Aichi virus (human kobuvirus) kimutatisa Magyarorszagon

Az clézbleg bakterialis korokozot, rota-, adeno- és calicivirust nem
tartalmazd, 12 év alatti gyermekektdl szarmazd 65 székletmintabol 1 (1,5%)
esetben sikeriilt Aichi virust (HUN298/2000/HUN; FJ225407) RT-PCR
mddszerrel azonositani az UNIV-kobu primerekkel. A székletminta egy jard beteg
szakellatdson megjelent 3 éves kislanytdl szarmazott, akinek mind felsé-léguti,
mind pedig enteralis (gastroenteritis) tiinetei is voltak. A HUN298/2000/HUN
virus 100% aa azonossagot mutatott egy mnémetorszagi (BAY-1-03-DEU,
AY747174) Aichi virushoz, ami az A genotipusit Aichi virusok csoportjaba
tartozik.



Uj picornavirus azonositdsa hdziasitott fiirj fécesz mintibol az UNIV-kobu
primerekkel

Haziasitott fiirj (Coturnix coturnix) 2010. juliusdban vett fécesz
mintdjabol az UNIV-Kobu primerekkel egy erds, specifikus méretii PCR-terméket
kaptunk. A nt szekvencia hasonldésdgot mutatott a humén enterovirus 99
(EF015012) és a majom picornavirus 17 (YP_001718553) virusok 3D régidjahoz.
Meghataroztuk a fiirj picornavirus (QPV1-HUN/2010, JIN674502) teljes genomjat,
mely 8159 nt hossziisaga (kodolo régio 7449 nt, 2482 aa). A QPV-1 5’UTR (494
nt) IV-es tipusi IRES-sel jellemezhetd. Az IRES-ben fontos szerkezeti
kiilonbségek figyelheték meg, példaul a III-as domén igen hosszu cstcsi része. E
helyen az IRES egy 20 nt hosszlisdgu konzervativ motivumot is tartalmaz (,,8”-as-
szerli masodlagos szerkezet), melyet tovabbi 4 picornavirusban [foka picornavirus
(EU142040), galamb picornavirus B (FR727144), kacsa hepatitis virus 1
(DQ249299) és pulyka hepatitis virus (HQ189775)] is felleltiink. A QPV-1 3°UTR
(216 nt) részlegesen a kacsa sapelovirus 3’UTR szekvencidjahoz hasonlit. A QPV1
genom kodol (egy valdszinlileg komplex funkcidji) L-fehérjét (390 aa), mely
ciszteinben gazdag (9,5%) és amelyben egy 34 aa hosszsag ismétlédé motivum
taldlhato. A 2A régio viszont rendkiviil révid (11 aa). A P1 (2571 nt, 857 aa), P2
(1374 nt, 458 aa) és P3 (2334 nt, 777 aa) hosszsagu régiok 43%, 39% és 47% aa
azonossagot mutattak a madar sapelovirushoz (kacsa picornavirus, AY563023). A
polyprotein lehetséges hasitasi helyei — VP4/VP2 és VP2/VP3 hatarok kivételével
— a Q/G hataroknal voltak. A fiirj picornavirus a kozel egy idében felfedezett
galamb picornavirus A és B virusokkal (6nall6 nemzetségbe nem besorolt
picornavirusok) €s a sapelovirusokkal (Sapelovirus nemzetség) mutat filogenetikai
rokonsagot. Kilenc honappal késobb, ugyanarrdl a fiirjteleprél gyujtott fécesz
mintdk 30%-bol is sikertilt a fiirj picornavirust RT-PCR moédszerrel az UNIV-kobu
primerekkel kimutatni. A kereskedelmi forgalomban kaphatd fiirj tojasok
felszinérdl a fiirj picornavirus RNS-t viszont nem tudtuk RT-PCR modszerrel

kimutatni.
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Enterovirus C109 (EV-C109) elsé eurdpai kimutatdasa

2005/2006 ¢és 2006/2007-es léguti szezonokban léguti betegségekkel
kérhdzban kezelt gyermekektdl gytjtott 92 garatmos6d folyadékbol egy (1,1%)
esetben sikertilt specifikus méretii PCR terméket kapni az UNIV-kobu primerekkel
(majd specifikus EV-C109 primerekkel). A részleges szekvencia a coxsackievirus
A17 (G12, AF499639) virus nt szekvencidjaval 85%-o0s, mig az enterovirus C104
(AGA18499) virus aa szekvenciajaval 94%-os azonossagot mutatott. Majd 2010-
tél elérheté 1uj, prototipus enterovirus EV-C109 (NICA-08-4327, GQ965517)
virushoz hasonlitva 96% aa azonossagot kaptunk. Meghataroztuk a virus
(L87/HUN/2007, IN900470) teljes genomjat (7354 nt). A P1, P2 és P3 régiok
98%, 98% ¢és 97% aa azonossagot mutattak a prototipus EV-C109 megfelel6
régidival. Az L87 virus rekombinacids mintazata prototipus EV-C109-al egyezik:
EV-A-szerii nukleotid szekvencia az 5’UTR részen és EV-C-szerli nukleotid
szekvencia a kodoldo és a 3’UTR régiokban. A 2,5 éves fingyermeket 2007.

januarjaban bronchitis és pneumonia miatt kezelték.
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MEGBESZELES

A burok nélkiili, pozitiv, egyszali RNS (+ssRNA) genomu picornavirusok
fontos human és allati kérokozok, egyben a legnépesebb ismert viruscsalad is. A
Picornaviridae csaladba jelenleg 17 nemzetség és 37 virusfaj tartozik. Az jonnan
felfedezett picornavirusok szama rohamosan ndvekszik, jelenleg is szamos Uj
picornavirus var rendszertani besorolasra, tobb koziiliik egy-egy potencialisan uj
nemzetség elsé tagja. E mellett a valtozasok érintik a picornavirusok
alapdefiniciojat is. Az eredeti meghatarozas szerint, minden picornavirus egy ORF-
el rendelkezik, azonban 2012-ben kutyadk fécesz mintajabol olyan uj picornavirust
(cadicivirus A, Dicipivirus) fedeztek fel, melynek genomja a P1 és P2 régiok
kozott egy IRES-sel rendelkez6 intergenetikus régiot is tartalmaz.

A doktori értekezésben a Kobuvirus, az Enterovirus és egy jelenleg még
be nem sorolt picornavirus nemzetségbe tartozé Uuj, picornavirus fajokrol
szamoltunk be emberi és allatoktol szarmazo mintakbol. A pozitiv, egyszala RNS
genomu virusok sikeres azonositdsdnak kezdetben véletlen, mddszertani okai
voltak. A molekularis médszer (RT-PCR) sordn az adott virusok genom részeire
specifikusnak hitt olyan primerekkel dolgoztunk, melyekrél a hasznélat soran
dertilt ki, hogy addig ismeretlen virusok kimutatdsara is alkalmasak. Ez vezetett uj,
eddig nem ismert virusok azonositdsahoz. A kezdeti 1épésben a p289/p290 jelii
altalanos calicivirus primerpar hasznalataval a sertés kobuvirus, majd az UNIV-
kobu-R/UNIV-kobu-F primerpar hasznalataval — a human Aichi, a szarvasmarha, a
juh és a sertés kobuvirus — mellett a fiirj picornavirus €s egy 0j, human léguti
viralis korokoz6 az EV-C109 virus azonositasat tette lehetévé.

A kovetkez6 1j felismeréseket tettlik a picornavirusok korében:

» Az altalanos calicivirus primerekkel (p289/p290) — véletlentiil — azonositottunk
egy Uj picornavirus fajt sertések fécesz mintdibol. A sertés kobuvirus a
Kobuvirus nemzetségbe tartozik, melyet az ICTV 2013. maérciusaban

Aichivirus C néven fogadott el 0j virusfajként.
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Meghataroztuk a sertés kobuvirus genomjanak teljes nukleotid sorrendjét.
Elemeztiik az S-1-HUN nem kodolé régioit (UTRs) és meghataroztuk az S-1-
HUN bels6 riboszomakotd helyének (IRES) masodlagos RNS szerkezetét (IV-
es tipusu IRES).

Elemeztiik az S-1-HUN kodolo régioit és dsszehasonlitottuk az Aichi virus és
az U-1 prototipus kobuvirus szekvencidkkal. A 2B genomrégioban egy
ismétlédo szekvenciat (tandem repeat) azonositottunk.

Molekularis epidemiologiai modszerekkel vizsgaltuk a sertés kobuvirus
jelenlétét kiillonbozé korcsoportu sertések fécesz mintdiban. Kimutattuk a
sertés kobuvirus gyakori €s endémias jelenlétét a vizsgalt sertésfarmon.
Igazoltuk a sertés kobuvirus jelenlétét szérum mintakban, ezzel felvetettiikk a
virémia lehetdségét a kobuvirus fert6zések soran.

Elvégeztiik a sertés kobuvirus in vivo evolucids vizsgalatat a kb. 2 évvel
késébb, ugyanarrdl a farmrol kimutatott (K-30-HUN) és a prototipus virus (S-
1-HUN) teljes genomjainak &sszehasonlitasaval. Meghataroztuk az egyes
régiok nukleotid/aminosav valtozasat és megadtuk azok gyakorisagat.

Elészor mutattunk ki szarvasmarha kobuvirust (4ichivirus B) szarvasmarha
fécesz mintakbol Europaban.

El6szor mutattunk ki kobuvirust (dichivirus B) juhok fécesz mintaibol. A virus
(TB3-HUN) teljes genomjat meghataroztuk.

El6szor mutattunk ki Aichi virust (dichivirus A) gyermekektdl szarmazd
székletmintakbol hazankban.

Azonositottunk egy 10 picornavirust — fiirj picornavirus — fiirj fécesz
mintakbol, melynek teljes genomjat meghataroztuk és elemeztiik.

Eldszor mutattuk ki egy 0j rekombindns enterovirust — EV-C109 — Eurépéaban
10 év alatti, 1éguti tiinetekben szenvedd gyermektdl szdrmazo 1éguti mintaban.
Sikeresen adaptaltunk ¢&s fejlesztettiink molekularis biologiai/genetikai
mddszereket a picornavirusok kimutatdsa és teljes genomjanak meghatarozasa

érdekében.
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