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BEVEZETES

A virologiai kutatasok 1j korszakat nyitotta meg a nukleinsav-amplifikacios mddszerek és
a szekvenalasi technikdk fejlédése, olcsobba valasa. A klasszikus virologiai moddszerek
mellett, azt kiegészitve, gyorsabba valt a kiilonféle fertézéses eredetii betegségek hatterében
allo, ismeretlen korokozok azonositasa. Ugyanakkor a genomvadaszatok sok esetben random
mintakbol, klinikai tiinetek nélkiil, nagy ateresztOképességii szekvenalasi technikakkal végzett
szekvenciaanalizisek, metagenom-analizisek. Ennek is koszonhetéen a 2000-es években
ugrasszertien megndtt az Gjként leirt virusfajok szdma.

A Polyomaviridae csaladban szamos allati virus mellett 2007 6ta 16 0j, human
polyomavirus genomszekvenciajat irtak le, azonban a virionokat nem izolaltak [1]. Néhany
esetben betegség miatt, célzottan keresték a korokozot, és a késdbbi kutatdsok igazoltdk is a
virusok korképekben betdltott szerepét, azonban a legtobb virus klinikai jelentdsége, ha van,
még feltaratlan. Nem ismert a terjedési modjuk, a replikacio célsejtjei, ahogy néhany
kivételével azt sem tudjuk, okoznak-e betegséget, ha igen, mit [2].

Az alapvet6 kérdések megvalaszolasahoz tobb iranyban zajlé vizsgalatokra van sziikség. A
szeroprevalencia felmérések valaszt adhatnak arra, mennyire elterjedt egy adott virus a
populécidban, a kiilonb6z6 korcsoportokban, mikor valoszinlisithetd a primer fertézés, kik
lehetnek fogékonyak a fert6zésre. Az adatok utalhatnak a terjedés modjara, de akar foldrajzi
eltéréseket is feltarhatnak. Ezek a vizsgalatok kihivast jelentenek, hiszen nem pusztan
ellenanyagok mérését kell megvalositani — amelyhez vérmintak gytljtése kiilonbozo
korcsoportokbol nagy szdmban sziikséges — hanem modszereket kell fejleszteni; sot, a
szlikséges antigént is eld kell allitani, mivel kereskedelmi forgalomban nem elérhetéek. A
DNS prevalencia vizsgalatokbol kovetkeztethetiink a terjedési modra, a behatolési kapura, a
szervezeten beliili disszeminaciora, az esetleges latenciara, a szervezetbdl kitiriilés modjara, a
virusreplikacio helyére, megfelelé betegadatokkal az esetleg okozott betegségre is. Ezekhez
kiilonboz6 klinikai mintdk gytijtésére, nukleinsav izolalasara, majd PCR mddszerekre van

sziikség.



IRODALMI ATTEKINTES

Human polyomavirusok

A Polyomaviridae csalad tagjai 4045 nm atméréji, cirkularis, kettésszala DNS genommal
rendelkezd, burok nélkiili virusok. Az ikozahedralis kapszid 72 kapszomerbdl épiil fel,
minden pentamer 6t VP1 (VP=viral protein, virus protein) fehérjét és egy VP2-t, a legtobb faj
esetén VP3-at is tartalmaz. A kapszomerek egymashoz a VPI1 fehérje C-terminalis részén
keresztiil kapcsolddnak. A virionok belsejében talalhatd virdlis genom csomagolodasat
gazdasejt eredetii hiszton proteinek (H2A, H2B, H3 és H4) segitik [2].

A kiilvilaggal kizarolag a virion VP1 fehérjéje érintkezik, a fogékony sejt felszinén 1évé
receptorhoz kotédik, ez a virus fO antigénje. A prokaridta vagy eukariota fehérjeexpresszios
rendszerben eldallitott és tisztitott, rekombinans VP1 fehérjék képesek dnmagukban — viralis
DNS, VP2 vagy VP3 fehérjék nélkiill — kapszomerekké oOsszedllni, melyek megfeleld
koriilmények kozott intakt kapszidot képeznek. Ezt a strukturat nevezziik VLP-nek (virus like
particle, virusszerti partikulum), amit példaul szeroprevalencia vizsgalatokhoz hasznalhatnak
[2, 3].

A polyomavirusok genomja funkcionalisan harom részre oszthatd: a korai, a késoi, illetve
az ezek kozott elhelyezkedé nem kodold, kontroll régiéra (NCCR=non-coding control
region). Ez utobbi tartalmazza a replikacios origot, enhanszereket, promotereket, valamint a
transzkripcios startkodonokat. A polyomavirusok sajatossaga, hogy a genom mindkét szala
kodold, az NCCR kétiranyu transzkripciot tesz lehetévé [3]. Az egyik szalon, egyik iranyban
a korai régid a replikacio €s génexpresszio szabalyozédsat végz0, transzformald hatdsu kis
(sTag=small tumor antigen) €s nagy tumorantigéneket (LTag=large tumor antigen) kodolja. A
késobi régio a masik szalon, ellentétes iranyban a virion felépitéséhez sziikséges VP1, VP2 és
VP3 strukturfehérjéket, mikroRNS-eket, egyes virusoknal agnoproteineket, esetleg VP4-et is
kodol [2].

Az els6 két humanpatogén polyomavirust 1971-ben irtak le: a BK polyomavirust (BKPyV)
egy vesetranszplantalt beteg vizeletébdl, mig a JC polyomavirust (JCPyV) progressziv
multifocalis leukoencephalopathia tiineteit mutatd beteg agyszovetébol [4, 5]. Jelentdségiiket
kozel 1 évtized multan tartak fel, ma mar tudjuk, hogy a populacio >80%-at megfert6zik [6].
A primer fertdzés utan életreszold latenciat alakitanak ki, a reaktivaciojuk pedig
immunszupprimaltak esetén sulyos, akar halallal végzddo tiineteket okozhat [7-10].

2007-ben akut léguti megbetegedésben szenvedd gyerekek nasopharyngealis mintdjabol a
KI (KIPyV) és WU polyomavirusok (WUPyV) genomszekvencigjat irtak le [11, 12]. Szamos
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tanulmanyban detektaltak nukleinsavukat felsé 1éguti valadékokban, ami miatt felvetették
koroki szerepiiket kiilonbozé 1éguti megbetegedésekben, onallé vagy akar tarsfert6zo
virusokként. Azonban ezt maig sem sikeriilt bizonyitani [13-16]. A Merkel sejt polyomavirust
(MCPyV) 2008-ban egy igen ritka, rendkiviil agressziv bértumorbol, a Merkel sejt
karcinomabol (MCC) irtak le [17]. Az MCPyV az MCC kialakulasaban etioldgiai agens,
foldrajzi régiotol fiiggéen a daganatok kozel 80%-aban, a gazdasejt genomjaba klonélisan
integralt formaban megtalalhato [18].

Egészséges emberek bormintaibol 2010-ben fedezték fel a sorban kovetkezdé human
polyomavirus 6-ot (HPyV6) és human polyomavirus 7-et [19]. Ehhez a két virushoz
elsdsorban immunszupprimalt betegek viszketd, barnas, pikkelyszert borelvaltozassal kisért,
epidermalis hyperplasiajat tarsitjak [20, 21]. Szintén 2010-ben egy szivtranszplantalt beteg
arcanak tliskeszerli kindvéseibdl a trichodysplasia spinulosa asszocialt polyomavirust
(TSPyV) irtak le [22]. A virus elnevezését a beteg mintavétel idején fennalld
alapbetegségérol, a kizardlag immunszupprimaltakban el6fordulé trichodysplasia spinulosarol
kapta, melynek jellegzetes ismertetéjegyei a foként az arcot, de akar egyéb testrészeket is
érint6 tiiskeszeri borkitiiremkedések, az érintett teriileteken alopecia, illetve bérvastagodas

miatti torz kinézet [23].

KI polyomavirus és WU polyomavirus

Annak ellenére, hogy a KI és WU polyomavirusok felfedezését kovetéen azonnal
megindultak a szeroprevalencia és DNS prevalencia vizsgalatok, klinikai jelentdséglik maig
sem tisztazott. A vilag kiillonbozé régidibol szarmazo, felnéttek korében mért 55-95,7%-0s
KIPyV ¢és 69-99%-0s WUPyYV szeropozitivitas alapjan a virusok széles korben elterjedtek,
bar az adatok jelentds eltérést mutatnak [24-29]. A néhany kutatocsoport altal gyermekek
korében detektalt, felndttekéhez hasonld atfertdzottségi rata alapjan a primer infekciok
jelentds része nagy valoszinliséggel gyermekkorban kovetkezik be.

A terjedési modjuk, a behatolasi kapu, a replikacio helye ismeretlen, ahogy azt sem tudjuk,
a primer fertézést kovetden a virus latens fert6zésként a szervezetben marad-e. Ubiquiter
jellegiik miatt felmeriil a 1éguti terjedés, a szajon at behatolés, akar fekal-ordl tton torténd
terjedés is. Mivel a KIPyV-et é a WUPyV-et is léguti tiineteket mutatd betegek
nasopharyngedlis mintajabol fedezték fel, igy a vizsgalatok jelentds része a 1éguti mintdkra

fokuszalt.



A KIPyV DNS-t léguti tiineteket mutatd vagy egészséges személyektol vett felsd 1éguti
mintak 0-34,4%-aban [13, 14, 30], mig a WUPyV nukleinsavat a mintak 0-33,3%-aban
detektaltak [15, 16, 31]. A virusok immunkompetens felnéttek 1éguti mintaiban ritkan, vagy
egyaltalan nem voltak kimutathatok, a KIPyV DNS prevalenciaja gyermekek esetében 0,1—
10,2%, a WUPyV-¢ 0,4-27,5% volt [13, 14, 32]. Immunszuppresszalt betegek fels6é 1éguti
mintaiban 0,8-34,4%-0s KIPyV és 0,8-25,8%-0s WUPYV prevalenciat irtak le [30, 33-35].
Léguti tiinetek nélkiil is igazoltak jelenlétiiket, mig az altaldban enyhe tlinetek esetén pedig
legtobbszor vagy tarsfert6zOk is jelen voltak, vagy azokat nem is vizsgaltak [14, 32, 34, 36-
39]. Also léghti mintakban, s6t tiidészovetben is detektaltak a virusokat, a prevalencia szintén
az immunszupprimaltakban bizonyult magasabbnak [13, 15, 16, 31, 40-42]. Egy-egy
esettanulmanyban virusreplikdciora utalé viralis antigén jelenlétét és viszonylag magas
kopiaszamot detektaltak a 1égati mintakban [13, 15, 16, 40], mely alapjan feltételezhet6, hogy
a KIPyV és WUPyYV is képes a légutakban replikalodni. Ezt erdsiti a megfigyelés, hogy
nyomon kovetéses vizsgalat soran a virusok napokkal vagy hetekkel késobb is kimutathatok
voltak a 1égutakbol [43-45].

KIPyV DNS-t detektaltak még vizeletben, székletben és vérben, lymphoid szovetben, orr-
¢és garatmandulaban, agyszovetben és benignus bértumorokban is [30, 38, 46-48]. A WUPyV
nukleinsavat kimutattak vizeletb6l, székletbol, agy-, és lymphoid szévetbdl, valamint vérbol
IS [43, 45, 49-52]. Jelenlétiik a székletben utalhat fekal-oral modon torténd terjedésre. Bar a
virdlis DNS-t kimutattdk gastrointestinalis panaszoktdl szenveddk székletmintajaban, patogén
szereplik az egyidejlileg kimutatott egyéb korokozok miatt kérdéses [11, 13, 48]. Az, hogy
bizonyitottan képesek viraemiat és viruriat okozni, szamos hipotézist vet fel. Elképzelhetd,
hogy a virusok a behatolasi kapu(k) helyér6l a vérarammal a szervezeten beliil
disszeminalodhatnak, amelyben a 1égit méasodlagos nyirokszdvetei szerepet jatszhatnak. A
virusok a vese, hugyutak, nyirokszovetek sejtjeibe jutva perzisztalhatnak, akar latenciat
alakithatnak ki, majd immunszuppresszi6 hatasara reaktivalodhatnak, a légutakon keresztiil,
vizelettel, széklettel - akar tiinetmentesen - iriilhetnek. Hazai szeroprevalencia adatok egyik
virussal kapcsolatban sem allnak rendelkezésiinkre. Kutatocsoportunk korabban mar publikalt
prevalencia adatokat 1€giti mintak vizsgalatabol. Az eredmények a nemzetkozi adatokkal
Osszhangban alltak, azaz magasabb volt a KIPyV ¢és WUPyV DNS prevalencia
immunszupprimaltak 1éguti mintaiban (14,3% és 9,1%), gyermekek léguti valadékaban
kimutathatok voltak (1,7% és 5%), az egészséges immunrendszeri felndttektdl vett mintakban

viszont nem [43, 46, 53, 54].



Borbetegséghez kotheto polyomavirusok

A nemzetk6zi szeroprevalencia vizsgalatok alapjan a felndttek 42—88%-a szeropozitiv
MCPyV-re, 52-93%-a HPyV6-ra, 55-80,3%-a HPyV7-re, mig 63—-80%-a TSPyV-re [55-59].
Ezen adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a virusok széles korben elterjedtek a
populacidoban. Figyelemre méltdé azonban, hogy milyen nagy az eltérés az egyes
kutatécsoportok altal publikalt, felnéttekre vonatkozé szeroprevalencia adatokban.

A vilag kiilonb6z6 pontjairdl szarmazoé DNS prevalencia felmérések alapjan az MCPyV-et
egészséges borszoveti mintdk 11%-abol, HPyV6-ot 12-30%-abol, HPyV7-et 9,7-12,4%-4abdl,
mig TSPyV-et 0—1,7%-abdl mutattak ki [19, 60-64]. A HPyV6 és HPyV7 esetében igazoltak,
a bor felszinérdl torténd virion trilést [19, 21, 61]. Az életkorral a HPyV6 és HPyV7
prevalencia mellett a virusok mennyisége is ndtt, iddsebb személyekben fokozottabb
virusreplikdciot és virusiiritést figyeltek meg. Bar a HPyV6 és HPyV7 célsejtjei nem
ismertek, az epidermis sejtjeinek, a Kkeratinocytadknak a patogenezisben, perzisztalo
virusfertézésben betdltott szerepe néhany tanulmany alapjan felmeril [18, 20, 65].

Kiilonféle boértumorokban az MCPyV prevalencigja 4-21%, a HPyV6-¢ 3-42,3%,
HPyV7-¢ 0,4-4,3%, a TSPyV-é 0,8-1,7% volt [62, 64, 66-71]. Esetleges szerepiik a
carcinogenezisben foként boértumorok esetén felmeriilt ugyan, de a MCPyV MCC-ben
betoltott szerepén kiviil egyéb esetben nem igazolodott. A virusok DNS-ét kimutattdk mar
léguti mintdbol, vérbol, székletbdl és vizeletbdl is, valamint tobbféle szoveti mintdban. A
virusok terjedési modja nem ismert. Az, hogy egészséges emberek bérmintajabol detektaltak,
valamint onnan tiinetmentes tUriilésiiket megerdsitették, valoszinlisiti a kozvetlen, bor a borrel
érintkezeés Utjan torténd terjedést. A nem tumoros szovetekben alacsony kopiaszammal valo
jelenlétiik, illetve a magas atfert6zottségi rata alapjan valoszinli, hogy latens fertdzést
alakitanak ki a szervezetben. Ezek mellett azonban a bizonyitott viruria, valamint a 1égutak
kiilonbozo sejtjeinek, szoveteinek €rintettsége miatt a vizelettel és 1éguti valadékokkal torténd
transzmisszio sem vetheto el.

Hazankbol még nem publikaltak egyik virus esetében sem szeroprevalencia adatot, DNS
prevalencia vizsgalatokat is csak az MCPyV-vel végeztek. Mivel a tumor ritka, igy kisszamu
MCC-s esetet dolgoztak fel. Két vizsgalatban a tumorok tobbségében (77%) igazoltak az
MCPyV DNS jelenlétét [72, 73], mig egy tanulmanyban csak a tumorok 37,5%-a bizonyult
virus DNS pozitivnak [74]. HPyV6-hoz, HPyV7-hez és TSPyV-hez kotheté korképekrol

hazénkban eddig nem szamoltak be.



CELKITUZESEK

Kutatasaink céljait az alabbiak szerint fogalmaztuk meg:

Munkank egyik célja volt tanulményozni a KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6, HPyV7 és

az alabbi vizsgalatokat terveztiik:

- A virusok VPI fehérjének eldallitasat bakterialis fehérjeexpresszids rendszerben.

- A virusellenes IgG ellenanyagok kimutatasat human szérummintakbol sajat fejlesztésii
ELISA moédszerrel.

- Az eredmények értékelését, a mar publikalt adatokkal dsszevetését.

Masik célunk a KIPyV és WUPyV DNS prevalencidjanak tanulméanyozasa volt 1éguti

mintakban:

- A virdlis DNS jelenlétét gyermekektdl és felndttektdl szarmazo, nasopharyngealis
mintdkban valos idejii PCR modszerrel terveztiik vizsgalni.

- A COVID-19 pandémia alatt gyjtott léguti mintdkban a WUPyV és a KIPyV
jelenlétének vizsgalatat terveztiik tanulmanyozva azt is, hogy tarsfertézok-e a SARS-

CoV-2 infekcid soran.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Szeroprevalencia vizsgalatok

Mintak

Szeroprevalencia vizsgalatainkhoz a szérummintakat 2016 és 2021 kozott valogattuk a

Debreceni Egyetem, Orvosi Mikrobiologiara diagnosztikai vizsgéalatokra érkez6 mintak koziil.

A KIPyV szeroprevalencidjanak tanulmanyozasat 692, a WUPyV-ét 705 szérumminta

felhasznalasaval végeztik. Az MCPyV, HPyV6, HPyV7 és TSPyV szeroprevalenciajanak

vizsgalatat

azonos

mintaallomannyal,

552-552

szérummal

végeztik. A mintdkat

korcsoportokra osztottuk. A részletes adatokat az 1. és 2. tablazat mutatja.

1. tablazat: 4 KIPyV és WUPyV szeroprevalencia vizsgalathoz hasznadlt mintak adatai

KIPyV WUPYV
Korcsoportok | Mintaszam | CACHKO: MIn- | e p o 6 | Mintaszam | 1CtKOn Min- g pe i
max (median) max (median)
0.7-1 év 20 | 07-19¢év(1.3) | 713 22 | 07-19¢v(1.4) | 814
25 év 82 | 215006v(3,5) | 34/48 88 | 21506 (3.4) | 36/52
6-9 év 67 | 6,1-9.9¢év(7.6) | 33/34 68 | 6,1.9,9¢6v(7,5) | 33/35
, 10,1130 v 101130 &v
10-13 év 67 18 34/33 % 16 52/44
14-20 év 105 | 14209 év (16) | 59/46 114 | 14209 év (16) | 66/48
21-39 év 101 | 21-39.66v(31) | 48/53 92 21(319’66) & 450
40-59 év 125 | 40-59.5 év (30) | 64/61 116 | 40-59.5 év (30) | 59/57
60 év 125 6092 év (72) | 64/61 109 | 60-92 év (70.1) | 57/52
Osszesen 692 | 0,792 év (21,9) | 343/349 | 705 | 0.7-92 év (16,8) | 353/352
Felnottek 367 | 18-92év(50,2) | 187/180 | 332 | 18-92 év (50,1) | 168/164
Gyeregve)k (K181 305 |07-17.96v (9.6) | 156/169 | 373 | 0.7-17.9 év (1.9) | 185/188

2. tablazat: MCPyV, HPyV6, HPyV7 és TSPyV szeroprevalencia vizsgadlataihoz hasznalt

mintdk adatai

Korcsoportok Mintaszam Eletkor, min-max (medisn) No/Férfi

<6 év 38 0,8-5,9 év (2,8) 15/23

6-9 év 36 6,1-9,9 év (7,6) 19/17

10-13 év 45 10,1-13,9 év (11,7) 22/23

14-20 év 87 14-20 év (16) 47140

21-39 év 114 21-39,5 év (30,8) 57157

40-59 év 128 40-59,5 év (50) 66/62

>60 év 104 60-85 év (69) 57147
Osszesen 552 0,8-85 év (33) 283/269
Felnottek 359 18-85 év (47,3) 187/172

Gyerekek (<18 év) 193 0,8-17,9 év (11,7) 96/97
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Antigének eléallitasa, fehérjeexpresszio, fehérje tisztitasa

Az ELISA vizsgalatokhoz sziikséges antigéneket bakterialis fehérjeexpresszioval allitottuk
el6. Ehhez a VPl kapszid fehérjéjét kodolo gént a referencia szekvencidk alapjan
szintetizaltattuk — a KIPyV kivételével — kodonoptimalizaltan. Az inzeretet pTriEx™-4 Neo
vektorba klonoztuk, Escherichia coli XL-1 Blue torzsében amplifikaltuk, végiil
szekvenalassal ellendriztik. A VP1 fehérjék expresszidjat Escherichia coli Origami™
coli Rosetta-gami™ B(DE3)pLacl baktériumban termeltettiink. A fehérjék expresszioja
indukalt médon tortént. A VP1 fehérjék tisztitasat denaturald koriilmények kozott, a 6xHis tag
segitségével, affinitas kromatografiaval (Protino NI-TED Packed Columns) végeztik. A
fehérjéket ezt kovetden Slide-A-Lyzer Dialysis kazettaval dializaltuk, sziikség esetén Amicon
oszlopon koncentraltuk, felhasznalasig fagyasztva taroltuk. A tisztitott VP1 fehérjék

mindségének vizsgalatdit Coomassie Brilliant Blue festéssel és Western blot segitségével

végeztiik, mig a mennyiségi analizishez BCA assay-t hasznaltunk.
ELISA

A VPI1 fehérjék elleni IgG antitestek detektalasdhoz indirekt, kolorimetrias ELISA
modszert fejlesztettiink. Az immunszeroldgiai mdodszer minden 1€pését optimalizaltuk, majd
elvégeztiik a vizsgalatainkat. Az optikai denzitast 450 nm-en mértiik MultiSkan Sky
Microplate spektrofotométerrel, az eredményeket a 620 nm-en mért értékekkel korrigaltuk.
Az ELISA méréseinket minden szérumminta esetében duplikdtumban végeztiik el. Az optikai
denzitds (OD) értékeket novekvd sorrendbe rendeztiik, majd trendvonalat illesztettlink rd. A
kapott fliggvény alapjan inflexids pontot szamitottunk, amely az ELISA cut-off értéke.

Azokat a mintakat tekintettiik szeropozitivnak, amelyek OD értéke >cut-0ff+10% volt.

DNS prevalencia vizsgalatok

Mintak

A KI és WU polyomavirusok DNS prevalencidjanak tanulméanyozasira a 2020
augusztusatol 2021 aprilisaig, valamint a 2021 oktdberében SARS-CoV-2 PCR vizsgélatra az
Orvosi Mikrobiologidra érkezé orrgarat mintak nukleinsavat valogattuk. Osszesen 1030
személytdl gyijtottiink mintat, amelyek kozil 680 SARS-CoV-2 RNS pozitiv, mig 350
SARS-CoV-2 negativ betegtdl szarmazott. A betegek €letkora 0-94,2 év (median: 38,1 év)
volt. A nukleinsav izolalasa MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kittel



(Roche) vagy Chemagic Viral DNA/RNA 300 Kit H96 (PerkinElmer) Kit segitségével a

gyarto utasitasai alapjan tortént.
Valos idejii PCR

A KI és WU polyomavirusok DNS-ének kimutatdsdra TagMan probas, kvantitativ, valos
idejii PCR modszert alkalmaztunk. Vizsgalatainkhoz a KIPyV VP2-3, valamint a WUPyV
végtérfogatban végeztiik a kovetkezok szerint: 10 pL templat nukleinsav, 500-500 nM
forward és reverse primer, 200 nM proba, 25 pL 2X TagMan Universal PCR Master Mix. A
PCR reakcié QuantStudio 5 valos idejii PCR késziilékben az alabbi protokollal zajlott: 50 °C
2 perc, 95 °C 10 perc, 45 ciklus 95 °C 15 masodperc és 60 °C 1 perc. A fluoreszcens jel
detektalasa 60 °C-on tortént.

Statisztikai vizsgalatok

A statisztikai vizsgalatokhoz Mann-Whitney U tesztet, Fisher-féle egzakt tesztet, x>
trend-tesztet és Spearman rank korrelacids analizist hasznaltunk a GraphPad Prism 9.4.0

szoftver segitségével. A kiilonbséget szignifikdnsnak tekintettiik, ha p<0,05.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Minden tanulmanyozott virus esetében az eléallitott, tisztitott VP1 fehérjéket az ELISA
moddszerhez megfelelonek itéltiik.

A KIPyV és WUPyV azonos genusba tartozik, VP1 fehérjéinek szekvencidja 65%-ban
identikus [76]. A szintén azonos nemzetségbe tartozO MCPyV és TSPyV VPI1 fehérjéjének
szekvenciaja 57%-ban megegyezik [77]. A HPyV6 és HPyV7 is szoros rokonsagban all
egymassal, VP1 fehérjéjiik 69%-ban egyezé [65]. Felmeriil, hogy a VPI1 ellen termel6dé
ellenanyagok keresztreagalhatnak, nem kelléen specifikus szerologiai tesztek esetén az
eredmények kétségesek lehetnek. A KIPyV és WUPyV szerologiai vizsgalatdhoz hasznalt
mintadllomany részben atfedd volt, igy a mindkét tesztben vizsgalt mintdk OD értékeit
korrelacidanalizisnek vetettiik ald. Az MCPyV, HPyV6, HPyV7 ¢és TSPyV ELISA
vizsgalatok ugyanazokkal a mintakkal torténtek, igy a mért OD értékek korrelacidanalizisét is
elvégeztiik. A korreldcidanalizis alapjan ugyan szignifikans, de mérsékelt a korrelacio
(r=0,335, p<0,0001) a KIPyV ¢és WUPyV OD értékek kozt. Hasonléan mérsékelt,
szignifikans korrelaciot (r=0,326, p<0,0001) tapasztaltunk a HPyV6 és HPyV7 OD értékei
kozott is. Az MCPyV és a TSPyV esetén a korrelacié alacsony, am szignifikans volt (r=0,277,
p<0,0001). A nem azonos genusba tartozd polyomavirusok esetén a mért szeroreaktivitasi
értékek nem mutattak korrelaciot. Mas kutatocsoportok is publikaltak szignifikans, de gyenge
korrelaciot [78-81]. Néhany kivalasztott mintaval gyakorlatban is megvizsgaltuk az esetleges
keresztreakciot. A szérummintakat eldinkubaltuk 1000 ng homolog vagy heterolog fehérjével,
majd elvégeztik az ELISA mérést. A homolog fehérjékkel torténd eldinkubalds utdn a
szérumok szeronegativvd valtak, mig a heterolog fehérjéknek nem volt ilyen hatésa.
Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy ELISA vizsgalataink kelléen specifikusak voltak a

vizsgalt virusokra.

K1 és WU polyomavirus szeroprevalencia vizsgalata

A KIPyV szeroreaktivitds statisztikailag igazolhatd novekedését, azaz az OD értékek kozt
szignifikans eltérést a 10-13 és 14-20 (p=0,01), valamint a 14-20 ¢és 21-39 évesek kozott
tapasztaltunk (p=0,005). A szeroprevalencidt, azaz a szeropozitiv mintdk aranyat az egyes
korcsoportokban az 1. abra mutatja. Méréseink soran a teljes populacid6 KIPyV
atfertdzottsége 82,1%-nak, a gyerekkori (<18 évesek) 68,9%-nak, mig a felndtt (>18 évesek)
93,7%-nak bizonyult. A szeropozitivak életkora a teljes populacioban (p=0,0001), valamint a
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gyerekek esetében is (p=0,0002) szignifikdnsan magasabb volt a szeronegativakhoz képest. A
primer fertézések jelentds része kisgyermekkorban tortént, mivel a két év alatti gyermekek
korében mar 55%-os atfertdzottségi ratat detektaltunk. A szeropozitivak aranya ezt kovetden
az életkorral novekvé, amit a x® trend teszt is igazolt (p<0,0001). Szignifikans
szeropozitivitasbeli novekedést (p=0,015) a 14-20 és 21-39 éves korcsoportok kozott
tapaszaltunk, ami 6sszhangban all a szeroreaktivitasi eredményekkel is. A legmagasabb, 96%-
0s szeropozitivitast a 21-39 évesek korében detektaltuk. Idésebbek Kozt csak kissé, de
statisztikailag nem szignifikansan volt alacsonyabb az ellenanyag-pozitivak aranya. Mindezek
Osszhangban allnak a nemzetkozi kozleményekben publikaltakkal [26, 29, 58, 82].

Eredményeink alapjan a KIPyV ubiquiter virus, a populdcié nagy része hazankban is atesik a

fert6zésen.
1. abra: KIPyV és WUPyV szeroprevalencia korcsoportonként
KIPyV szempreralencia WUPyV szeroprevalencia
1007 100 2
£ 501 S
@ =
= &4
= 60 =
2 £
o N
2 40 2
=l =]
s b
@ 204 &
0_

Korcsoportok Korcsoportok

A WUPYV szeroreaktivitasban szignifikans ndvekedést allapitottunk meg a 0,71 és 2-5
évesek (p=0,03), illetve a 14-20 és 21-39 évesek kozott (p=0,004). A teljes populacio 79,1%-
aban mutattunk ki WUPyYV elleni ellenanyagokat, a felndttek (>18 évesek) 89,2%-a, mig a
gyerekek (<18 évesek) 70,2%-a esett at a fert6zésen (1. abra). A szeronegativak életkora
szignifikansan alacsonyabb volt a teljes vizsgalt populacioban (p=0,02) és a gyermekek
korében is (p=0,004). A szeropozitivitdsi ardny életkorral ndvekedését a 2 trend teszt a
WUPYV esetében is igazolta (p<0,0001). Szeroprevalencia eredményeink a masok altal
publikaltakkal dsszhangban allnak [24, 25, 76, 83]. Eredményeink alapjan a primer infekciok
zome gyerekkorban torténik, mar a 2 évesnél fiatalabbak 45%-a szeropozitiv volt, a 6 évesek
kozt mar a 68%-ot is elérte. Szignifikans szeropozitivitasbeli novekedés (p=0,03)
kamaszkorban, illetve fiatal felnéttkorban (18-20 évesek) tortént. A felndttek korében kissé

novekvo szeropzitivitasi aranyt figyeltiink meg, a legmagasabb atfert6zottségi értéket (90,8%)
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az id6sek korében detektaltuk. Eredményeink alatamasztjak, hogy a WUPYV hazankban is
ubiquiter, a populacié zome gyerekkoraban atesik a fertézésen [29, 56, 82, 84].

KI és WU polyomavirus prevalencia léguti mintakban

KIPyV DNS-t 2 SARS-CoV-2 fertézott (2/680; 0,29%) és 3 SARS-CoV-2 RNS negativ
beteg 1éguti valadékaban detektaltunk (3/350; 0,86%), a KIPyV prevalenciaja a vizsgalt
kohorszban 0,49% (5/1030). Azonban minden KIPyV pozitiv minta felnéttektdl szarmazott,
igy a felndttek mintaira szamitott prevalencia 0,74% (5/680). A WUPyV nukleinsavat egy
SARS-CoV-2 RNS pozitiv felnétt €és egy SARS-CoV-2 RNS negativ gyermek mintdjabol
tudtuk kimutatni (1/680; 0,15% és 1/350; 0,29%). A teljes mintapopulacioban igy 0,19%
(2/1030) gyakorisaggal detektaltuk a WUPyV DNS-ét. A felnétt mintdk vizsgalatanak
eredményei nem térnek el jelentésen az immunkompetens felnéttek 1éguti mintaiban mas
munkacsoportok altal mért eredményektél [43, 46, 53, 85, 86]. Ugyanakkor a
véarakozéasainkkal ellentétben a gyerekek 1égiti mintaibol KIPyV-et egyaltalan nem, mig WU
virust is csak egy esetben detektaltunk. Ez jelent6sen eltér a pandémia el6tti, gyermekek
léguti mintdinak vizsgalatabol szarmazd 5%-0s WUPYV és 1,7%-0s KIPyV prevalenciatol
[46]. A SARS-CoV-2 és a két polyomavirus kozti kapcsolatot egy olasz kutatocsoport
korabban mar vizsgalta. Felndtt betegektdl szarmazo, SARS-CoV-2 RNS pozitiv 1égiti
mintak 24,1%-os KIPyV és 4,5%-0os WUPyV DNS prevalencijat publikaltak, mig SARS-
CoV-2 RNS negativ mintakban egyik virust sem mutattak ki [32]. Korabbi, szintén felnottek
1égiiti mintajanak vizsgalatabol szdrmazd DNS prevalencia eredményekhez képest is kirivoan
magas pozitivitast tapasztaltak [13, 85-87].

Felmeriil, hogy miért nem detektaltuk a KIPyV-et gyerekek mintaiban, a WUPyV-et is
csak egy esetben, illetve miért térnek el adataink az olasz kutatocsoport altal publikaltaktol. A
magyarazat lehetne metodikai kiilonbség, azonban sok hasonld 1épés mellett azonos PCR
moddszerrel végeztik a vizsgalatot. Ugyan eltérd mintatipusokat dolgoztunk fel,
oropharyngealis, illetve nasopharyngealis mintakat, am az eddigi publikaciok alapjan mindkét
mintatipus egyarant alkalmas a vizsgalatokra [13, 46, 85, 86, 88-90]. Immunszupprimalt
betegekben a KIPyV és WUPyV prevalencia is magasabb. Az olasz tanulmany esetén nem
ismert a vizsgalatban résztvevok immunoldgiai stitusza, a sajat mintadllomanyunkban sem
teljesen. Fontos megjegyezni, hogy az olasz munkacsoport a vilagjarvany elején gyijtotte a
PCR vizsgalatokhoz hasznalt mintdkat, akkor, amikor a korldtoz6 intézkedéseket
Olaszorszagban éppen bevezették (2020 marciusa és 2020 méjusa kozt). Ezzel ellentétben mi

2020 augusztusa és 2021 aprilisa kozt, valamint 2021 dszén gytijtottiik a mintakat a hosszaq,
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kijarasi tilalmak, tarsadalmi érintkezéseket jelentdsen korlatozo intézkedések, iskolai és dvodai
bezarasok utan és kozott. Nemzetkdzi kozlemények jelentek meg arrdl, hogy a korlatozo
intézkedések bevezetésének kovetkeztében szamos l1éguti fertdzés terjedése visszaszorult [91,
92]. Mivel a KIPyV és WUPYV esetében az egyik potencialis transzmissziés mod a 1éguti

terjedés, igy igen valdszinti, hogy az alacsonyabb prevalencia adataink ennek készonhetok.

Borbetegséghez kotheté polyomavirusok szeroprevalencia vizsgalata

MCPyYV antigén elleni szeroreaktivitas vizsgalatakor az egymast kovetd €letkorcsoportok
kozt statisztikailag szignifikans kiilonbséget az OD értékben nem tapasztaltunk. HPyV6
esetében a szeroreaktivitas statisztikailag szignifikans novekedését a 6—9 éves (p=0,0359),
illetve a 21-39 éves (p=0,0192) korcsoportokban figyeltiik meg, mig a HPyV7 esetén a 14—
20, valamint a 21-39 évesek korében detektaltunk (p=0,021 és p=0,003). A TSPyV ELISA-
val mért OD értékek szignifikans novekedését a két legfiatalabb (p=0,009), illetve a két
legidésebb korcsoport kozott tapasztaltuk (p=0,029).

A teljes vizsgalati csoportban az MCPyV fertdzésen atesettek ardnya 63,9%-nak, mig a
feln6tt populacid szeroprevalencidja 69,3%-nak bizonyult. A HPyV6, HPyV7 és TSPyV
esetében ennél magasabb atfert6zottséget mértiink: a teljes vizsgalati populacié 79,2%-a,
72,5%-a és 78,4%-a esett at HPyV6, HPyV7 és TSPyV fertdzésen. A felndttek korében
minden esetben 80% feletti volt a szeropozitivak szdma. Bar a nemek aranyosan
reprezentaltak a teljes kohorszban, eredményeink szerint szignifikdnsan tobb nd esett 4t
MCPyV, HPyV6 és HPyV7 fert6zésen a férfiakhoz képest (p=0,01, p=0,046, p=0,017).
Felnéttek kozt nem, azonban a gyerekek korében szintén nemi kiilonbséget tartunk fel HPyV6
és HPyV7 atfert6zottség vizsgélatakor: szignifikdnsan tobb lany esett at a fertézésen a fitkhoz
képest (p=0,0036, p=0,0062). Hasonl6 adatokat masok nem publikaltak. A nemi kiilonbségek
okara jelenleg nincs magyarazatunk, tovabbi, nagyobb mintaszdmmal végzett vizsgalatokra,
illetve a terjedés modjanak ismeretére lenne sziikség.

A szeropozitivitds mind a négy virus esetében az életkor elérehaladtaval novekvonek
bizonyult, amit a y? trend teszt is megerdsitett (MCPyV: p=0,0004, HPyV6, HPyV7, TSPyV:
p<0,0001) (2. abra).
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2. abra: Borbetegséghez kotheto polyomavirusok szeroprevalencidja
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Mind a négy virus esetében elmondhato, hogy a nemzetkozi kézleményekkel 6sszhangban
a fiatal ¢letkorokban is mar viszonylag magas volt a fertézésen atesettek aranya [24, 29, 79,
83, 93-96]. A 6 év alattiak kozott virustol fiiggéen 26,3-36,8% kozott volt a szeropozitivitas.
A fert6zésen atesettek aranyanak szignifikans novekedését MCPyYV esetén a 10—13 és 14-20
éves (p=0,0396), HPyV6 és HPyV7 vizsgalatakor pedig a 14-20 és 21-39 éves korcsoportok
kozott (p=0,0396, p=0,0052) tapasztaltunk. A TSPyV szeroreaktivitas eredményeivel
Osszhangban a két legfiatalabb (p=0,0346) és a két legidsebb (p=0,0084) korcsoport kozott
detektaltunk szignifikdns emelkedést a szeropozitivak aranyaban.

Eredményeink minden esetben a mas kutatdcsoportok altal publikalt tartomanyon beliiliek.
Igen érdekes azonban, hogy a vilag kiilonb6z6 régiobol publikalt adatok akar 30-50%-ban
eltérnek [29, 79, 80, 93, 97]. Ennek magyarazata lehet az alkalmazott immunszerologiai
modszerek valtozatossaga, ugyanakkor akar foldrajzi kiilonbségek is lehetnek a virusok

elterjedtségében. Tovabba lehetnek foldrajzilag eltérd genetikai virusvariansok, amelyek akar

antigenitasukban is kiilonbozhetnek. Ennek tanulmanyozasara eredményeinket minden olyan
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publikacié  eredményeivel  Osszevetettiik, amelyekbdl  sajat  eredményeinkkel
Osszehasonlithatd, statisztikai elemzésre alkalmas adatokat tudtunk kigytjteni. Az MCPyV
szekvenciainak elemzése soran felmeriilt, hogy a virus foldrajzi régiotol fiiggden genetikai
eltéréseket is mutat. Az irodalmi adatok alapjan a felnéttek 42—88%-a szeropozitiv, a sajat
69,3%-0s adatunk ez alapjan clfogadhatd. Adataink megegyeznek vagy igen hasonloak a
cseh, olasz, irani, kameruni és ausztral adatokkal [24, 79, 98-101]. Szignifikans eltérést a
Japanbol, Kinabol, Amerikai Egyesiilt Allamokbél, valamint Hollandiabol ¢és
Spanyolorszagbol szarmazé adatok elemzése soran tartunk fel [6, 25, 29, 56, 84, 102-106].
Hasonl6 eredményeket tapasztaltunk nagyon eltéré modszerekkel végzett vizsgalatok esetén,
mig szinte azonos metodikat hasznalva is mutattunk ki szignifikans kiilonbségeket. Ez arra
utal, hogy nem a metodikai kiilonbségek allnak az eltérések hatterében, hanem foldrajzi
kiilonbozéségek is  lehetnek akdr a  virusok elterjedtségében, akar genetikai
valtozékonysagukban. Ezt erdsiti néhdny genomszekvencia elemzés, amelyek alapjan a
genotipusok foldrajzi elkiiloniilését vetették fel, ennek igazolasa azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel [107, 108]. Az altalunk mért HPyV6 és HPyV7 felnétt szeroprevalencia
(87,7% és 83,8%) szintén jol illeszkedik a nemzetk6zi adatok soraba [24, 29, 56, 58, 79, 80,
83, 93]. Az 6sszehasonlitaskor az életkor eldrehaladtaval ndvekvd szeropozitivitas trendjében,
az egyes korcsoportokban mért ellenanyag-pozitivitdas aranyaban megfigyelhetiink
egyezéseket, bar néhany esetben tapasztaltunk szignifikans eltéréseket is. Hasonloan az
MCPyV-nél emlitettekhez, a mddszertani és antigénbeli kiillonbozdségek mellett a virusok
genetikai kiilonbozdsége is felmeriilhet, ami akar foldrajzi régiotol fiiggd is lehet. A sajat,
felnéttek korében mért, 85%-0s TSPyV szeroprevalencia kissé magasabb a masok altal
publikalt 63-80% kozotti értékektol [25, 29, 79, 80, 109, 110]. Az dsszehasonlitasok soran
azonban a szeropozitivitas életkorral novekvd trendje, valamint az atfertdzottség mértéke is
hasonld volt mas kutatocsoportok adataihoz, szignifikans eltérést is csak két tanulmanyhoz
képest tapasztaltunk [29, 56, 79, 80, 94, 111]. Mind a négy virus esetében felmeriil a bér a
bérrel, kozvetlen kontaktussal torténd terjedés, de nem zarhatjuk ki a légutakon keresztiili

atvitelt sem.
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OSSZEFOGLALAS

A doktori kutatomunka soran hat, a Polyomaviridae csaladba tartozé polyomavirus
prevalenciajat tanulmanyoztuk. A KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6, HPyV7 ¢és TSPyV
szeroprevalencia vizsgalatainkhoz a virusok kapszid antigénjét, VP1 proteinjét bakterialis
fehérjeexpresszids rendszerekben sikeresen allitottuk el6. Az antigénekkel a VP1 elleni IgG
ellenanyagok detektaldsara alkalmas, indirekt, kolorimetrids ELISA modszert fejlesztettiink és
optimalizaltunk mind a hat virusra. A vizsgalatokat nagyszamt, immunkompetenes
gyermekektdl és felndttektdl szarmazd szérummintaval végeztiik, a hazai szeroprevalenciat
kiilonb6zé korcsoportokban meértiik és elemeztilk. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt
polyomavirusok Magyarorszagon ubiquiterek, amit a feln6tt szeropozitivitasi adatok is
alatamasztottak. Eredményeink alapjan a felnéttek 93,7%-a KIPyV, 89,2%-a WUPYV,
69,3%-a MCPyV, 87,7%-a HPyV6, 83,8%-a HPyV7 ¢és 85%-a TSPyV fertdzésre
szeropozitiv. A fertézésen atesettek aranya az életkorral novekvd volt mind a hat virus
esetében, a primer infekciok zommel gyermekkorban, KIPyV ¢és WUPyV esetében
kisgyermekkorban zajlottak. Az ezt kovetd életkorokban mar csak kismértékii valtozast
tapasztaltunk. A ndk korében magasabbnak bizonyult az MCPyV, HPyV6 és HPyV7
szeroprevalencia. TSPyV esetében 60 év felett szignifikans novekedést tapasztaltunk az
atfertdzottség mértékében. Osszehasonlitd elemzéseink soran megéllapitottuk, hogy a hazai
szeropozitivitas hasonld vagy egyezd a mas kutatocsoportok altal mértekhez. A publikalt
atfert6zottségi értékekben mutatkozo viszonylag nagy kiilonbségek hatterében vélhetden nem
a mérési modszerek vagy antigén eldallitasi kiilonbségek allnak.

A SARS-CoV-2 vilagjarvany idején léguti mintakban vizsgaltuk a KIPyV és a WUPyV
DNS prevalencidjat, az esetleges koinfekcidt. A polyomavirusok és a SARS-CoV-2 fertdzés
kozott Osszefliggést nem tartunk fel. Mindkét virus prevalencidja a varthoz képest joval
alacsonyabbnak bizonyult, gyermekek mintaiban KIPyV DNS-t nem, WUPyV DNS-t pedig
minddssze egy mintaban detektaltunk. Feltételezésiink szerint mindkét virus terjedését a

korlatozo intézkedések gatolhattak.
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UJ MEGALLAPITASOK

Hat polyomavirus immunszerolédgiai vizsgalatokra alkalmas antigénjét allitottuk eld, a

szeroprevalencia vizsgalatokhoz alkalmas mddszert terveztiink, optimalizaltunk.

Kiilonb6z6 korcsoportokban vizsgaltuk a KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6, HPyV7
¢s TSPyV polyomavirusok magyarorszagi szeroprevalenciajat.

Megallapitottuk, hogy a KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6, HPyV7 és TSPyV
szeroprevalencidja ¢életkorral né, hazankban is ubiquiter virusokként vannak jelen. A

primer infekciok zommel gyerekkorban zajlanak.

Osszehasonlito elemzéssel erdsitettiik a feltételezést, miszerint az MCPyV

szeroprevalencia, vagy akar a virus is foldrajzi eltérést mutat.

A KIPyV, WUPyV és a SARS-CoV-2 fertdzés kozott dsszefliggést nem tartunk fel.
Feltételezéseink szerint a korlatozo intézkedések mindkét polyomavirus terjedését

gatolhattak.
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