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1. BEVEZETES

Napjainkban a nukleinsav-amplifikacios modszerek és a szekvenaldsi technikak
fejlodése, olcsobba valasa a virologiai kutatasok j korszakat nyitotta meg. Teret hoditott
a szekvenciavadaszat, az 0] virusgenomok utdni kutatas. A fert6zéses eredetii betegségek
esetében a korokozo azonositasa gyorsabba valt, nem kizardlag csak a virus klasszikus
modszerekkel torténd izolalasara tamaszkodhatunk. JO példa erre a kdzelmultban
vilagjarvanyt okozé SARS-CoV-2 leirasa: ugyan in vitro izolaltak is, de genomjat
hamarabb szekvenadlva mar tudtdk, hogy 10j virusfaj okoz fertézést. Ugyanakkor a
genomvadaszatok sok esetben random mintakbdl, klinikai tiinetek nélkiil, nagy
ateresztoképességli szekvenalasi technikakkal végzett szekvenciaanalizisek, metagenom-
analizisek. Ennek is kdszonhetoen a 2000-es években ugrasszeriien megnétt az tjként
leirt virusfajok szama: 1999-ben 1550 virusfajt tartottak szamon, mig 2023-ban 14 690-et.

A szekvenciavadaszat a Polyomaviridae csaladban is szamos 1Uj faj leirasat
eredményezte. Cirkularis, duplaszall, kisméretli DNS genomjuk miatt viszonylag konnyti
célpontok. Az elmult, kozel két évtized alatt 16 j humanpatogén vagy potencidlisan
embert fert6z0 polyomavirus genomszekvencidjat irtak le. A klasszikus viroldgiai
kutatdsokhoz sziikséges virionokat azonban nem izolaltdk. Néhany esetben betegség
miatt, célzottan keresték a korokozot, és a késdbbi kutatdsok igazoltdk is a virusok
korképekben betoltott szerepét. A legtobb human polyomavirus Klinikai jelentdsége, ha
van, még feltaratlan. A polyomavirusok madarakban, emlésdkben, igy emberben is
stlyos betegséget okozhatnak. A mar jol ismert, humanpatogén BK (BKPyV) és JC
polyomavirus (JCPyV) éltal okozott primer fert6zés javarészt tiinetmentes, a virusok
viszont életre sz6l6 latenciat alakitanak ki. Reaktivaciojuk immunszuppresszalt
betegekben sulyos, olykor halalos kimeneteli megbetegedéseket okozhat. Az
orvostudomany fejlédése miatt egyre tobb az immunszuppressziv terapiaban részesiilo,
legyengiilt immunrendszerii beteg, igy az opportunista patogének, reaktivalodo latens
virusfertézések novekvo problémat jelentenek. A fertdézéses eredetii klinikai tiinetekhez
nem mindig tudnak ismert korokozot tarsitani, ami az esetlegesen ismeretlen, 01j virusok,
korokozok utani vadaszat igényét fokozza. Bar csak az emldsoket fertézok kozt és csak
néhany polyomavirust azonositottak tumorvirusként, mégis mind potencialisan onkogén
a genomjuk altal kodolt, szabalyozd T-antigének miatt. Emiatt szintén Kkitiintetett

figyelmet élvez a viruscsalad.



Bér az 1j, humanpatogén polyomavirusokkal kapcsolatos kutatasok felfedezésiik utan
rogton elkezdddtek, a legtobbjliikrél ma is csekély informdaciéval rendelkeziink,
betegséghez is csak néhanyuk kothet6. Az alapveté virologiai kérdések
megvalaszolasdhoz tovabbi, tobb irdnyban zajlé vizsgalatokra van sziikség.

A szeroprevalencia vizsgalatokkal feltérképezhetjiik, hogy mennyire elterjedt a virus
az adott populacioban, foldrajzi kiilonbségeket tarhatunk fel. Kiilonbozo
korcsoportokban végzett vizsgalatok esetén valaszt kaphatunk arra, hogy milyen
¢letkorban torténhet a primer fertdzeés, igazolhatjuk esetleges veszélyeztetett
betegcsoportok meglétét, valamint a terjedés modjardl is képet kaphatunk. Ennek
kivitelezéséhez vizsgalati mintdk gyljtésére, és megfeleld, a virusfertdzést igazold
szerologiai modszerre van sziikség.

A DNS prevalencia vizsgalatok elengedhetetlenek ahhoz, hogy a virusok terjedésének
modjat, a virusszaporodas, az esetleges latencia és reaktivacié helyét/helyeit, valamint a
transzmisszio mikéntjét megismerhessiik. Ehhez kiilonféle klinikai mintakbol a virus, a
viralis nukleinsav jelenlétét, annak mennyiségét sziikséges Vizsgalni, tarsfertézéseket is
azonositani. A szekvencidk analizise pedig a virusok esetleges genetikai, foldrajzi

valtozékonysagat tarhatja fel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A doktori értekezésben egységesen a virusnevek és nem a fajnevek szerepelnek.

2.1. Polyomavirusok

A Polyomaviridae csalad tagjai 40-45 nm atmérdji, cirkularis, kettésszala DNS
genommal rendelkez6, burok nélkiili virusok. Felépitésiiknek koszonhetéen igen
ellenallok a hének, kiilonb6z6 kémiai anyagoknak, igy a formalinnal torténd kezelésnek,
illetve detergenseknek is. Az ikozahedralis kapszid 72 kapszomerbdl épiil fel, minden
pentamer 6t VP1 (VP= virus protein) fehérjét és egy VP2-t, a legtobb polyomavirus
esetén VP3-at is tartalmaz (1. abra). A kapszomerek egymashoz a VP1 fehérje C-
terminalis részén keresztiil kapcsolodnak. A pentamerek kapcsolodasat kalcium ionok €s
diszulfid-hidas kotések is erdsitik. A virionok belsejében talalhaté viralis genom
csomagolddasat gazdasejt eredeti hiszton proteinek (H2A, H2B, H3 és H4) segitik.

1. abra: 4 human polyomavirusok virionjanak felépitése
(https://viralzone.expasy.orq)

VP1: virus protein 1, VP2: virus protein 2, VP3: virus protein 3

Az eddig ismert 16 human polyomavirus koziil a Saint Louis Polyomavirus (STLPyV)
rendelkezik a legkisebb, 4776 bp nagysagi genommal, mig a Merkel sejt polyomavirus
(MCPyV) 5387 bazisparbol alld6 genomja a legnagyobbnak szamit. Néhany allati
polyomavirus rendelkezik tovabba VP4 fehérjével 1is, melynek meglétét
szekvenciaclemzések alapjan a JC és BK polyomavirusoknal is felvetették [1, 2].
Jelentésége a human polyomavirusok esetében feltaratlan, azonban a majom
polyomavirus 40-nel (SV40=simian vacuolating virus 40), kapcsolatos tanulmanyok

alapjan tudjuk, hogy a VP4 a sejtmagmembranon porusokat képez, ezzel eldsegitve a
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https://viralzone.expasy.org/148?outline=all_by_species

virionok sejtmagbol torténd kiszabadulasat [1], egyéb, madar polyomavirusok esetében a
VP4 fehérjék részt vesznek a viralis genom csomagolasaban és apoptdzist indukalnak [2].
A kiilvilaggal kizarolag a viron VP1 fehérjéje érintkezik, a fogékony sejt felszinén 1évo
receptorhoz kotédik, ez a virus f0 antigénje. A prokaridta vagy eukariota
fehérjeexpresszios rendszerben eldallitott és tisztitott, rekombinans VP1 fehérjék képesek
onmagukban — viralis DNS, VP2 vagy VP3 fehérjék nélkiil — kapszomerekké 6sszeallni,
melyek megfeleld koriilmények kozott intakt kapszidot képeznek. Ezt a struktarat
nevezzilkk VLP-nek (virus like particle, virusszerii partikulum), amit példaul

szeroprevalencia vizsgalatokhoz hasznalhatnak [3].

A polyomavirusok genomja funkcionalisan hdrom részre oszthatd: a korai, a késdi,
illetve az ezek kozott elhelyezkedd nem kodolo, kontroll régidra (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 lehet6vé (2. abra).

2. abra: 4 polyomavirusok genomjanak felépitése [4]

Non-coding
region

Polyomavirus

ST: kis tumor antigén, LT: nagy tumor antigén
Az eredeti abra szerkeszt6i ST és LT roviditésekkel jelolték a kis és nagy tumorantigéneket,
ezt a szerz6i jogok védelme miatt nem tudjuk modositani. A disszertacioban az onkoproteinek

nevei egységesen sTag-ként és LTag-ként szerepelnek.



Az egyik széalon, egyik irdnyban a korai régi6 a replikdcido és génexpresszid
szabalyozasat végzo, transzformald hatdsu kis (sTag=small tumor antigen) €s nagy
tumorantigéneket (LTag=large tumor antigen) kodolja. A korai régiordl egyéb fehérjék is
keletkezhetnek. A késoéi régid a masik szalon, ellentétes iranyban a virion felépitéséhez
szikkséges VP1, VP2 és VP3 strukturfehérjéket, mikroRNS-eket, egyes virusoknal
agnoproteineket, esetleg VP4-et is kodol. Szamos allati polyomavirus mellett a human
BKPyV, JCPyV ¢és MCPyV is rendelkezik mikroRNS-ekkel, melyek fontos szerepet
tolthetnek be a perzisztens fert6zés kialakitasaban, fenntartasaban; az agnoproteineknek
a transzkripcié szabdlyozasaban, a maturdcioban, valamint a virus sejtbdl torténd
kiszabadulasaban lehet szerepiik [3].

A Polyomaviridae csaladban 1999-ben 12 fajt tartottak szamon. Ma mar az LTAg
szekvenciaja alapjan [5] jelenleg 118 human és allati polyomavirus fajt kiilonitenek el,
melyek koziil 113-at nyolc nemzetségbe soroltak be: az Alpha-, Beta-, Delta-, Epsilon-,
Eta-, Gamma-, Theta- és Zetapolyomavirus genusokba emlésoket és madarakat fert6z6

virusok tartoznak (https://ictv.global). A viruscsalad els6 tagjat, az egér polyomavirust

1953-ban fedezték fel, melyrdl késébb allatmodellekben végzett kisérletek soran
bebizonyosodott, hogy szamos tumor képzddését képes indukalni [6, 7]. Innen ered a
polyomavirus elnevezés (poly=sok, oma=tumor). 1960-ban rhesus majmok vesesejtjein
végzett vizsgalatok soran egy ujabb polyomavirust fedeztek fel, melyet majom
polyomavirus 40-nek (SV40) neveztek el [8]. Allatmodelleken végzett kisérletek soran
igazolodott onkogén mivolta, szamos human daganatban detektaltak jelenlétét, valamint
human sejtvonalakon transzformald hatasunak bizonyult [9]. Az 1950-es évek kozepétol
egészen 1963-ig szamos orszagban, a becslések szerint mintegy 100 milli6 ember kapta
meg az SV40-nel kontaminalt, jarvanyos gyermekbénulas korokozdja elleni poliovirus
vakcinat. A tény, hogy az SV40 ragcsalokban bizonyitottan tumorkeltd, valamint huméan
sejtkultrakban in vitro transzformalé hatast, aggodalmat keltett. Bar azota is
folyamatosan kutatott teriilet, annak ellennére, hogy emberi mintadkbdl, még daganatokbol
is kimutattak, jelenleg sem bizonyitott, hogy emberben tumorkelté lenne vagy betegséget
okozna [10].

Az els6 polyomavirusok felfedezésétdl szamitva tobb mint 70 év telt el. Azota tudjuk,
hogy a Polyomaviridae csalad tagjai igen diverz gazdaspektrummal rendelkeznek,
emlésok és madarak kozt széles korben elterjedtek, de ismert hiilloket, kétéltiieket,
halakat fert6z6 polyomavirus is, sét, mar izeltlabuakbol is azonositottak polyomavirus

szekvenciakat [11].


https://ictv.global/report/chapter/polyomaviridae/polyomaviridae

2.2. Human polyomavirusok

Az els6 két humanpatogén polyomavirus leirasa 1971-ben tortént meg. A BKPyV-et
egy vesetranszplantalt beteg vizeletmintajabol [12], mig a JCPyV-et egy progressziv
multifocalis leukoencephalopathia (PML) tiineteit mutaté paciens agyszovetébol
izolaltak klasszikus virologiai modszerekkel [13]. A virusok elnevezése a betegek
monogramja alapjan tortént. Ezeknek a virusoknak a patogenezise, klinikai jelentdsége
mar jol ismert. Tudjuk, hogy a populacié >80%-at megfertdzik, a primer infekcid
feltehetden szubklinikai modon zajlik, majd a virus kiilonb6z6 szervekben, szovetekben
¢letre szo6lo latenciat alakit ki. A reaktivacid egészséges emberekben is megtorténik,
azonban sulyos, olykor életet veszélyeztetd klinikai  kdvetkezményekkel
immunszuppresszaltak esetében jar. A BKPyV reaktivacidja transzplantalt betegek 30—
60%-aban jelent problémat. Vesetranszplantaltakban sulyos esetben kialakulhat nephritis,
ureter stenosis, valamint a betegek 1-10%-at ¢rintd polyomavirus-asszocialt
nephropathia is, ami progredialva akar a beiiltetett szerv elvesztését is okozhatja.
Csontvel6-transzplantaltak esetében a reaktivacio kovetkeztében né a haematuria,
valamint haemorrhagias cystitis kialakulasanak kockazata [14-16]. A JCPyV
reaktivaciojanak kovetkezményeként, szintén immunszupprimalt, immunterapidban
részesiilo betegekben kialakulhat a mar emlitett, zommel fatalis kimenetelli, a
myelinhiively karosodasaval jar6 PML. Ezenkiviil meningitis, encephalopathia, illetve
neuropathia is el6fordulhat [17-20]. A BK és JC virus ragcsalokon végzett kisérletek
soran onkogénnek bizonyult. Ma mar egyre tobb tanulmany utal arra, hogy a BKPyV
elsGsorban vesetranszplantaltak korében eléforduld, holyag- és vesedaganatok
kialakulasaban jatszhat szerepet, jelenleg azonban még nem tumorvirusként tartjuk
szamon [21-23].

2007-ben akut 1éguti megbetegedésben szenvedd gyerekek nasopharyngealis
mintajabol két (j human polyomavirus teljes genomszekvenciajat irtak le. Az egyiket a
stockholmi Karolinska Intézet munkatérsai, mig a masikat a Washington Egyetem kutatoi
azonositottak. A felfedezés helyeir6l az 0j virusokat Karolinska Institutet (KIPyV) és
Washington University polyomavirusoknak (WUPyV) nevezték el [24, 25]. 2008-ban az
elsd, jelenlegi tudasunk alapjan egyetlen, bizonyitottan tumorkelté human polyomavirust
irtak le Merkel sejt carcinomabol (MCC=Merkel cell carcinoma) [26]. 2010-ben harom
Uj, polyomavirust azonositottak. A human polyomavirus 6-ot (HPyV6) ¢s human

polyomavirus 7-et (HPyV7) egészséges emberek bormintaibol fedezték fel [27].



Ugyanebben az évben egy szivtranszplantalt, trichodysplasia spinulosa (TS) tiineteit
mutatd beteg arcanak tiliskeszerli kindvéseibdl a trichodysplasia spinulosa-asszocialt
polyomavirust (TSPyV) irtak le [28]. A human polyomavirus 9 genomjat (HPyV9) 2011-
ben azonositottak egy vesetranszplantalt beteg vérmintajabol [29], mig a Malawi
polyomavirust (MWPyV) egészséges gyerekek székletmintajabol irtak le 2012-ben [30].
2013-ban a human polyomavirus 12 (HPyV12) teljes genomjat majszovetbdl [31], a Saint
Louis polyomavirusét (STLPYV) pedig székletmintabol publikaltak [32]. 2017-ben a
HPyV12 genomjaval szinte teljesen megegyez6 virust azonositottak cickanyokbol [33],
ami kétségessé tette, hogy a HPyV12 valéban embert fert6z6 virus-e. EQy New Jersey-
tizenharmadik human polyomavirust, aminek a New Jersey polyomavirus (NJPyV) nevet
adtak [34]. A Lyon IARC polyomavirust (LIPyV) borfelszinrdl vett mintabol mutattak ki
2017-ben, a virust a kutatdintézetrél nevezték el [35]. A felfedezés helyérél Quebec
polyomavirusnak (QPyV) elnevezett virus 2019-ben lek6zolt székletminta metagenom-
analizisb6l szarmazik [36]. A legijabb human polyomavirust 2023-ban publikaltak
egészséges emberek bormintdjabol, €és a leirds sorrendjét kdvetve human polyomavirus
16-nak (HPyV16) nevezték el [37]. Az Gjonnan felfedezett polyomavirusok koziil a
Nemzetkozi Virustaxonomiai Bizottsag a QPyV-et és a HPyV16-ot még nem sorolta

viruscsaladba. Az eddig ismert human polyomavirusokat az 1. tablazat mutatja be.

1. tablazat: Humadn polyomavirusok

. . . | Genom
Virus Felf'e dezés Név eredete Minta, am}bol mérete Nemzetség
éve felfedezték
(bp)
BKPyV 1971 B. K. beteg vizelet 5141 | Betapolyomavirus
JCPyV 1971 J. C. beteg agyszovet 5130 | Betapolyomavirus

KIPyV 2007 | Karolinska Institutet | léguti minta | 5040 | Betapolyomavirus

Washington e .
WUPYV 2007 University léguti minta | 5229 | Betapolyomavirus
. . Merkel sejt .
MCPyV 2008  |Merkel sejt carcinoma carcinoma 5387 |Alphapolyomavirus
HPyV6 2010 sorrend bér 4926 | Deltapolyomavirus
HPyV7 2010 sorrend bér 4949 | Deltapolyomavirus
trichodysplasia . .
TSPyV 2010 spinulosa bor 5232 |Alphapolyomavirus
HPyV9 2011 sorrend vér, vizelet | 5026 |Alphapolyomavirus




MWPyV | 2012 Malawi széklet 4939 | Deltapolyomavirus

STLPYV | 2013 Saint Louis széklet 4776 | Deltapolyomavirus
NJPyV 2014 New Jersey izombiopszia | 5108 |Alphapolyomavirus
Lyon International
LIPyV 2017 | Agency for Research bor 5269 |Alphapolyomavirus
on Cancer
QPyV 2019 Quebec City széklet 4973 nem besorolt
HPyV16 2023 sorrend bér - nem besorolt

Az 10j, 2007 utan kozolt polyomavirusok koziil betegséget egyértelmiien kettéhoz
kothetiink. Az MCPyV tumorvirus, az MCC etioldgiai agense, a TSPyV pedig a bor
tiiskeszer( kitliiremkedéseivel és alopeciaval jaro TS betegséget okozza [26, 38]. A human
polyomavirus 6-hoz és 7-hez, vélhetéen a latens fertézés reaktivacidja kovetkeztében
kialakulo, els6ésorban immunszupprimalt betegek viszketéssel jaro, hiperkerat0osisos
bérbetegségét kotik [39]. A KI és WU polyomavirusokat gyakran detektaltak felsé 1éguti
valadékokban, ami miatt felvetették koroki szerepiiket kiilonbozd —1égiti
megbetegedésekben, 6nallo vagy akar tarsfert6zd virusokként, bizonyitani azonban maig

nem sikertilt [40].

2.3. KI polyomavirus

A KIPyV a Betapolyomavirus nemzetségbe tartozik, filogenetikai vizsgalatok alapjan
legkozelebbi rokona a WUPYV [41]. Annak ellenére, hogy a felfedezést kovetden azonnal
megindultak a szeroprevalencia és DNS prevalencia vizsgalatok, a KIPyV klinikai
jelentésége maig nem tisztazott. A vilag kiillonb6z6 régioibol szarmazo, felnéttek korében
mért 55-95,7%-0s szeropozitivitas alapjan a virus széles korben elterjedt, bar az adatok
jelentds eltérést mutatnak. A néhany kutatocsoport altal gyermekek korében detektalt,
felndttekéhez hasonlo atfertdzottségi rata alapjan a primer infekciok jelentds része nagy
valoszintiséggel kisgyermekkorban kovetkezik be [42-45].

A KIPyV terjedési modja, a behatolasi kapu, a replikacio helye ismeretlen, ahogy azt
sem tudjuk, a primer fert6zést kovetden a virus latens fertdzésként a szervezetben marad-
e. A KIPyV ubiquiter jellege miatt felmeriil a 1éguti terjedés, a szajon 4t behatolas, akar

fekal-ordl uton torténd terjedés is. Mivel a virust léguti tiineteket mutatd beteg



nasopharyngealis mintajabol fedezték fel, igy a vizsgalatok jelentds része a léguti
mintakra fokuszalt.

A KIPyV DNS-t léguti tiineteket mutatd vagy egészséges személyektol vett felsd
légiti mintdk (nasopharyngealis aspiratum, tamponnal vett torok, orr- vagy
orrgaratmintak) 0-34,4%-aban detektaltdk. A virus immunkompetens felnottek
mintaiban ritkdn volt kimutathat6, a DNS prevalencia gyermekektdl (0,1-10,2%) ¢és
immunszuppresszalt betegekt6l (0,8-34,4%) szarmaz6 mintakban volt magasabb [46-
50]. A gyermekekre vonatkozé adatok erésitik az ellenanyagvizsgalatok eredményeit,
miszerint a primer fertdzés fiatal gyermekek korében gyakoribb. Als6 léguti,
bronchoalveolaris lavage mintak 0,7-11,3%-aban detektaltdk a virust, a prevalencia
szintén az immunszupprimaltakban bizonyult magasabbnak [46, 51, 52]. A viralis DNS
mennyiségét is meghatarozd vizsgalatok soran tobb esetben is viszonylag magas
képiaszamot (>10° kopia/mL) detektaltak a 1égtiti mintdkban [46, 53, 54], ami felveti,
hogy a KIPyV a Ilégutakban replikalodhat. Ezt erésiti a megfigyelés, hogy
nyomonkovetéses vizsgalat sordn a virus napokkal vagy hetekkel késobb is kimutathato
volt a légutakbol [55-58]. Néhany kutatocsoport tiidoszovetben vizsgalta jelenlétét,
harom esetben viralis DNS-t [54, 59, 60] vagy antigént [61] mutattak ki. Megjegyzendd,
hogy a vizsgalt mintak szama (1-30) és a KIPyV pozitiv tiidészovetek szama (1-9) is
alacsony volt, virusreplikaciot pedig egyik esteben sem igazoltak. Erdekesség, hogy 9
tumoros tiiddszovetben is kimutattak a KIPyV jelenlétét [61], bar mas, szintén tumorokat
vizsgalo kutatdsok negativ eredménnyel zarultak [54]. Ezzel &sszhangban
munkacsoportunk korabban sem tumoros (n=100), sem tumoros elvaltozast nem mutatd
(n=47) tiid6szovetben sem detektalta a KIPyV DNS-t [62]. Bar néhany esettanulmanyban
korhazi ellatast igényld, léguti tiinetektdl szenvedd beteg esetén igazoltdk a KIPyV
jelenlétét, magas kopiaszamat, s6t még génexpressziora utalo RNS-eseit is [46, 47, 53],
tovabbra is kérdéses, hogy a KIPyV okoz-e léguti tiineteket, esetleg tarsfert6zo virusként
stlyosbitja-e a mas léguti korokozok altal okozott betegségeket. A KIPyV pozitiv
mintakban igen gyakran, 33—86%-ban egyidejlileg egyéb, 1éghti megbetegedést okozd
mikroba (e.g. human bocavirus, human metapneumovirus, RSV (respiratory syncytial
virus), enterovirus, adenovirus, influenza-A és B, patogén baktériumok) jelenlétét is
bizonyitottak [63-66]. Szamos tanulmanyban viszont 1éguti tiinetek idején hidba igazoltak
a KIPyV jelenlétét, mas korokozok vizsgalata nem tortént [50, 64, 67, 68]. A 2019-es
koronavirus betegség (COVID-19=coronavirus disease 2019) pandémia idején egy olasz
kutatocsoport a SARS-CoV-2 fertézott felndttek 1éguti mintajanak 24%-aban KIPyV
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DNS-t is kimutatott, ami kiugréan magas érték. Raadasul a SARS-CoV-2 negativ, szintén
felnottekbol allo, kontroll csoport mintadiban nem volt jelen a virus. A KIPyV jelenléte
szignifikans korreldciot mutatott a SARS-CoV-2 RNS mennyiségével, a koinfekcio
esetén a SARS-CoV-2 RNS nagyobb mennyiségét figyelték meg [50].

KIPyV DNS-t mutattak még ki vizeletbdl (2—4,1%), székletbdl (0,5-40%), vérbol
(0,5-12,5%), lymphoid szovetbdl, orr- és garatmandulabol, agyszovetbdl és benignus
bértumorbol is (1,8-25%) [49, 68-71]. Jelenléte a székletben utalhat fekal-oral modon
torténd terjedésre. Bar a nukleinsavat kimutattdk gastrointestinalis panaszoktol
szenvedok székletmintajaban, patogén szerepe az egyidejiileg kimutatott egyéb
korokozok (e.g. rotavirus, adenovirus) miatt kérdéses [24, 46].

Az, hogy a KIPyV bizonyitottan képes viraemiat és viruriat okozni, szamos hipotézist
vet fel. Elképzelhetd, hogy a virus a behatoldsi kapu(k) helyérdl (légut, szajiireg,
gastrointestinalis traktus) a vérarammal a szervezeten beliil disszeminalodhat, amelyben
a légut masodlagos nyirokszovetei szerepet jatszhatnak. A virus a vese, hugyutak,
nyirokszovetek sejtjeibe jutva perzisztalhat, akar latenciat alakithat ki, majd
immunszuppresszio hatasara reaktivalodhat, a 1égutakon keresztiil, vizelettel, széklettel —
akar tiinetmentesen — triilhet. A KIPyV éatfert6zottség mértéke hazankban nem ismert. A
munkacsoportunk altal kordbban publikalt, hazai 1égati mintdk vizsgélatabol szarmazo
prevalencia adatok a nemzetk6zi eredményekkel 6sszhangban allnak. Magasabb volt a
KIPyV DNS prevalencia immunszupprimaltak 1éguti mintaiban (14,3%); gyermekek
1éguti valadékaban kimutathatd volt (1,7%), az egészséges immunrendszerii felnttektol

vett mintakban viszont nem [57, 69].

2.4. WU polyomavirus

A WUPyYV is a Betapolyomavirus nemzetségbe tartozik [41]. Az eddig publikalt
szeroprevalencia vizsgalatok alapjan a WUPyV a populaciéo nagy részét megfert6zi,
mivel a felnéttek 69—99%-a rendelkezett virusellenes ellenanyaggal [43, 45, 72, 73]. A
WUPyV primer fertézések is vélhetden jorészt gyermekkorban zajlanak, mivel a
szeropozitivitas ardnya gyermekek korében is magas, 39,5-79% volt abban a néhany
tanulmanyban, amely soran gyermekeket is vizsgaltak [41-43, 74]. A potencialis atviteli
utvonalak kozt kell megemliteni a 1éguti terjedést, azonban ilyen mértékii populéciods

atfert6zottség esetén a fekal-oral Gton torténd transzmisszio is felmeriilhet.
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Prevalencia vizsgalatokban — hasonlé okok miatt és hasonléan a KIPyV-hez — a
leggyakoribb mintatipus a kiilonféle 1éghati valadék volt, amelyekben 0-33,3%-0s
gyakorisaggal mutattak ki a WUPyV orokitéanyagat [51, 52, 75]. A virus el6fordulasi
aranya a gyerekek (0,4-27,5%) ¢és immunszuppresszalt betegektél szarmazd léguti
mintakban volt magasabb (0,8-25,8%), immunkompetens felndttek esetében ritkabban
vagy egyaltalan nem volt kimutathato [46, 47, 50, 63, 76]. Bar idénként igen magas
WUPYV DNS mennyiséget is detektaltak (>10° kopia/mL) [46, 53, 54], a KIPyV-hez
hasonléan a WUPyYV koroki szerepe sem tisztazott. Léguti tiinetek nélkiil is igazoltak
jelenlétét, az altalaban enyhe tlinetek esetén pedig legtobbszor vagy tarsfert6zok (e.g..
adenovirus, rhinovirus, parainfluenza virus, influenza-A és B, RSV) is jelen voltak, vagy
azokat nem is vizsgaltak [47, 64, 77]. A virust kimutattak also 1égatban [46, 51, 52, 75],
s6t tiidszovetben is [60]. Néhany esettanulmanyban igazoltak a WUPYV DNS
pozitivitast a tiinetek fennallasa idején, és mas, ismert kérokozd nem volt jelen a mintdban
[40, 65]. Virusreplikaciora utald viralis antigént is mutattak mar ki tiidészovetbol,
tracheabol [78, 79]. Ezek alapjan feltételezik, hogy a WUPYV képes a légutakban
replikalodni [46, 54, 78, 80].

WUPYV DNS-t detektaltak még vizeletbdl (1,2-12%), székletbdl (0,5-35,5%), agy-
és lymphoid szovetbdl (7,1-27%), valamint vérbél is (0,5-8,3%) [55, 58, 80-86]. A
vizelet, széklet fertéz6forrasként funkcionalhat [46, 71, 82, 87]. A WUPYV viraemia arra
utal, hogy a virus a szervezeten belill a vérarammal sz6rodhat, tovabba felmeriilt, hogy a
lymphoid szovetek perzisztens fertdzés helyei lehetnek.

Magyarorszagi szeroprevalencia adatokkal nem rendelkeziink, azonban DNS
prevalencia eredményeket, igy légati mintdk vizsgalatdbol szarmazd adatokat
munkacsoportunk mar publikalt. A WUPyV DNS szintén gyenge immunstatuszu betegek
léghiti mintaiban volt jelen nagyobb ardnyban (9,1%). Gyermekektdl szarmazo6 léguti
valadékban a WUPyV DNS prevalencidja (5%) magasabb volt a KIPyV-hez képest,
immunkompetens felndttek 1€ghiti mintajaban viszont szintén nem volt kimutathato [49,
55, 57, 62, 69, 88].

2020-ban Wang ¢és kutatocsoportja jelentds attorést ért el, human léguti epithel
sejteken in vitro szaporitottak, sikeresen izolaltak a WUPyV-et [89]. Egyéb in vitro

vizsgalatokrol sz616 kozleményeket azonban azota sem publikaltak.
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2.5. Merkel sejt polyomavirus

Az 1972-ben leirt MCC egy igen ritka (0,1-1,6/100 000 f6 évente), rendkiviil agressziv
bortumor [90, 91]. A halalozasi aranya 15-33%, de akar a 45%-ot is meghaladhatja [92].
Megjelenését tekintve voOrdses szinil, tomott szovetszaporulat, amely az esetek
tobbségében a napfénynek kitett borfeliileteken — arc, nyaki régio, karok — jelentkezik (3.
abra). Fokozott kockazati csoportba tartoznak az iddsek, fehér bériiek, erés UV

sugarzasnak kitett személyek, valamint az immunszuppresszalt betegek [93].

3. abra: Merkel sejt carcinoma [94]

Az abran MCC-ben szenved6 beteg borén lathato a jellemzd vordses, tomott
szOvetszaporulat.

Az MCC kutatasa 2008-ban kapott nagy lendiiletet, amikor a tumorbol leirtak az
MCPyV-et [26]. Az eddigi kutatasok alapjan a virus a daganatok ~80%-aban
megtalalhato, kivéve Ausztralidban, ahol a tumorok minddssze negyedében mutattak Ki
[95-97]. Az MCPyV DNS-¢ a gazdasejt genomjaban klonalisan integralt formaban van
jelen. Az MCPyV pozitiv tumorok tartdsan expresszaljak a virus onkoproteinjeit, a korai
régio fehérjéit, azonban az LTag egy C-terminalisan rovidebb formaja fejezodik ki. Ez a
helikdz aktivitasdnak elvesztése miatt nem képes a virusreplikdcios folyamatok
inicializalasara, de a tumorképz6édésben elengedhetetlen szerepe van [98]. Az MCPyV
pozitiv tumorok kialakulasaban a virus etiologiai agens, mig a virus negativ tumorokban
az UV sugarzas a kulcsfontossagu tényez6 [97, 99]. Az MCC prevalenciaja Ausztralidban
a legmagasabb (1,3-1,6/100 000 f6 évente). Ott a populacié tilnyomo része kaukazusi,
az egész évben magas UV sugarzasnak valo kitettség miatt, a daganatok nagy része a fej-
nyaki régiora lokalizalodik és MCPyV negativ [100]. Ezzel ellentétben példaul az
Amerikai Egyesiilt Allamokban az évenkénti esetek szama 0,7/100 000 f6, Eurdpaban
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0,1/100 000 f&6, a tumorok dontd tobbsége a végtagokon talalhatdo és hordozza a
polyomavirus genomjat [101-103]. Ez a tény klinikai szempontbdl jelentds: szamos
tanulmany bizonyitja, hogy a virus negativ tumorok agresszivabban viselkednek, a
progresszio fokozottabb, illetve a mortalitas is magasabb [93, 104, 105]. A virus pozitiv
tumorok prognozisa altalaban jobb, illetve kisebb mutacios rataval rendelkeznek, mint
azok a daganatok, amikb6l nem mutattak ki a virus jelenlétét [106]. Az MCC incidenciaja
vilagszerte fokozatosan novekszik, melynek szdmos oka lehet. Tobbek kdzott a modern
diagnosztikai modszerek elérhetébbé valasa, a jobb életkoriilmények biztositotta
megnovekedett élettartam, a fokozott UV-expozicio. Emellett az orvostudomany
fejlodése miatt né az immunszupprimalt betegek szama, akik esetében fokozott a
tumorképz6dés kockazata. Mindemellett a viszonylag wjonnan megismert, sutlyos
kimenetelii korkép és az ahhoz kotheté virus vonzza a kutatok, orvosok figyelmét,
novekszik a diagnosztikai vizsgalatok szama is [93].

Az Alphapolyomavirus nemzetségbe tartoz6 MCPyV szoros rokonsagban all a
TSPyV-vel [107]. A felmérések alapjan a gyerekek 34-68,4%-a, mig a feln6ttek 42—88%-
a szeropozitiv [43, 108-110]. Ezen adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a virus
széles korben elterjedt, a primer fertézések zome gyerekkorban torténik. Figyelemre
méltd azonban, hogy milyen nagy az eltérés az egyes kutatocsoportok altal publikalt,
felnbttekre vonatkozo szeroprevalencia adatokban [111-114]. A vilag kiilonb6z6
pontjairél szarmazd6 DNS prevalencia felmérések alapjan a virust az egészséges
bérszoveti mintak 11%-abol mutattak ki [96]. Nem MCC boérelvaltozasokban, egyéb
bortumorokban  (melanomaban,  laphdm- ¢és  bazélsejtes  carcinomakban,
keratoacanthomaban, keratosisban) is kimutattak az MCPyV DNS-ét, azonban az MCC-
hez képest joval alacsonyabb a prevalencia (4-21%) [115-118]. Mivel a normal,
egészséges bOrmintakhoz képest alacsonyabb volt a prevalencia, igy ezekben a
betegségekben a virus koroki szerepe kérdéses.

Az MCPyV DNS-t kimutattak még agy-, mandula-, mell-, méh-, sziv- és tiidészovet,
valamint szajnyalkahartya mintakbol (0,8-58,6%), felsé 1éguti valadékokbol (1,1—
34,2%), vizeletbdl (0,6-21%) és vérbol (0,6-39,1%) is [58, 119-124]. Hasonldan a tobbi
polyomavirushoz, az immunszuppresszaltak magasabb prevalencia értékeit figyelhetjiik
meg.

Az MCPyV terjedésével kapcsolatos kérdések még nyitottak. Az, hogy egészséges
emberek bormintdjabol detektaltak, valamint onnan tiinetmentes tiirtilését megerdsitették,

valdszinisiti a kdzvetlen, bér a borrel érintkezés utjan torténd terjedést. A virusreplikacio
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a bor fibroblastjaiban megy végbe [125]. Ezek mellett azonban a bizonyitott viruria,
valamint a légutak kiilonboz6 sejtjeinek, szoveteinek érintettsége miatt a vizelettel és
1éguti valadékokkal torténd transzmisszid sem vethet6 el [126-129].

Hazankbol még nem publikaltak szeroprevalencia adatot, DNS prevalencia
vizsgélatokat azonban mar végeztek. Mivel a tumor ritka, igy 8, 9 és szintén 9 MCC-s
esetet dolgoztak fel. Két vizsgalatban a tumorok tobbségében (77%) igazoltak az MCPyV
DNS jelenlétét [130, 131], mig egy tanulmanyban csak a tumorok 37,5%-a bizonyult
virus DNS pozitivnak [132].

2.6. Human polyomavirus 6

A HPyV6 a Deltapolyomavirus nemzetségbe tartozik, filogenetikai analizisek alapjan
legkozelebbi rokona a HPyV7 [133].

A HPyV6 is igen gyakori a populacioban, az eddigi felmérések alapjan a felnéttek 52—
93%-a rendelkezik kapszidellenes ellenanyaggal, a szeropozitivitas életkorral ndvekvo
[72, 108, 110, 134, 135]. A virus DNS jelenlétét egészséges bérszoveti mintak 12—-30%-
aban detektaltak, s6t igazoltak, hogy a bor felszinérdl virionok tiriilnek [27]. Az életkorral
a prevalencia mellett a virus mennyisége is n6, idésebb személyekben fokozottabb a
virusreplikacié és a virus dritése is [136]. Bar a HPyV6 célsejtjei nem ismertek,
feltételezik, hogy a keratinocytakat fertzheti, és a bérben perzisztens HPyV6 fertzés
alakul ki [39, 95, 133]. A virus terjedési modja nem ismert, de a bor a borrel kontaktus
utjan torténd terjedés igen valdszind.

Onkogén potencidlja miatt kiilonb6zd boér és nem bértumorban is tanulmanyoztak a
HPyV6  jelenlétét. Bazalsejtes carcindmaban, laphamsejtes  carcindmaban,
keratoacanthomaban, trichoblastomaban, MCC-ben, kutan T-sejtes lymphomaban,
keratésisban is detektaltak a HPyV6 DNS-ét, a kutatdsok zome kis mintaszammal zajlott
[124, 137-139]. Esetleges szerepe a karcinogenezisben, foként bértumorok esetén
felmeriilt ugyan, de ez iddig nem igazolodott. Egyéb, nem bdértumorok koziil
mandulacarcindbmaban, valamint maj- és epeuti Carcinomaban szenvedd betegek
epefolyadékaban is jelen volt a virus, altalaban alacsony kopiaszamban [116, 124, 140,
141]. A HPyV6 DNS-t garatmandulabdl, csecsem&mirigybdl, vizeletbdl, 1€ghti mintabol,
vérbol, liquorbdl és székletbdl is kimutattdk, azonban a prevalencia és virus DNS
mennyisége is alacsony volt [19, 58, 142-147]. Barhol is van a behatolasi kapu, a virus

valoszinlileg disszeminalodik a szervezetben. Mivel a szovetekben alacsony
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kopiaszammal volt jelen, illetve az atfert6zottségi rata magas, igy valdszini, hogy a
HPyV6 is latens fert6zést hoz 1étre a szervezetben.

A virus koroki szerepét bérbetegségben esettanulmanyok alapjan vetették fel. Ugy
vélik, viszketéssel jard, hiperkeratdsisos bérbetegséget okozhatnak, amely nagyon
hasonlé a HPyV7 fertézéshez tarsitott borbetegséghez. A mintdkbol a HPyV6 expresszalt
fehérjéinek jelenlétét immunhisztokémiaval igazoltak, a normadl borszovetekhez képest
magasabb virdlis DNS mennyiséget mutattak ki, és elektronmikroszkoppal virionok
sokasagat detektaltak. Erdekes tény, hogy a virusgenomok szekvenciaja jelentdsen eltérd
volt a korabban mar publikaltakhoz képest: a nem kodold, kontroll régidban deléciot,
inzerciot és nukleotid szubsztitaciot irtak le, de a korai és kés6i régidoban is szamos
nukleotidcsere tortént [39].

Hazai szeroprevalencia és DNS prevalencia vizsgalat még nem tortént, az esetlegesen

HPyV6 altal okozott korképrdl sem szdmoltak be.

2.7. Human polyomavirus 7

A Deltapolyomavirus genusba tartozd6 HPyV7 a HPyV6-tal all legkdzelebbi
rokonsagban [133]. A két virus prevalencidjanak vizsgalatat gyakran egyiitt végezték a
kutatok.

Nemzetkozi szeroprevalencia adatok alapjan a felndtt populacid nagy része
rendelkezik HPyV7 elleni antitestekkel, az atfert6zottség mértéke 55-80,3% kozotti [45,
73,110, 148].

Egészségesektdl szarmazo, borszoveti mintakban 9,7-12,4%-0s PCR pozitivitast
publikaltak [136, 138, 149, 150]. Hasonléan a HPyV6-hoz igazoltak a borfelszinrél
torténd virusiiriilést is [27]. Erdekes, hogy a HPyV6-hoz képest az idések korében
gyakrabban volt kimutathatdo magas kopiaszammal a HPyV7 DNS-e, valamint fokozott
virusreplikaciot is megfigyeltek [136]. A virus terjedésének modja nem tisztazott, néhany
tanulmany a kozvetlen, bor a borrel érintkezés Gtjan torténd transzmissziot vetette fel [39,
95, 136, 151]. A HPyV7 célsejtjeit nem ismerjilk, az epidermisz sejtjeinek, a
keratinocytaknak a patogenezisben, perzisztald virusfertdzésben betoltott szerepe néhany
tanulmany alapjan felmeriil [39, 95, 133].

Kiilonféle bértumorokban (bazal- és laphamsejtes carcinomaban,
keratoacanthomaban, trichoblastomaban, MCC, cutan T-sejtes lymphomaban,

keratosisban) 0,4-4,3%-0s gyakorisaggal mutattak ki a viralis nukleinsavat, minden
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esetben alacsony kopiaszammal [139, 140, 149, 152]. Karcinogenezisben betoltott
szerepe nem igazolodott. Leirtdk még mandulacarcindmas betegek mandulaszovetébol
(1,8-2,6%), mellcarcindbmas betegek mellszovet mintajabol (1,3-2%), valamint
csecsemOmirigy €s epett carcindmas betegek tumoros mintaibol is (54—-69%) [128, 153-
156]. Jelenlétét megerGsitették vizeletben [58, 142], 1€ghti mintaban [58, 145], székletben
[145] ¢és vérkészitményekben is [72, 124, 147]. A HPyV6-hoz hasonldan
esettanulmanyok alapjan feltételezhetd, hogy immunszupprimaltakban a bor viszketd,
hiperkeratodsissal, pikkelyszeri elvaltozasaval jard betegséget okoz (4. abra).

Vérben valo eléfordulasaval igazoltak, hogy a szervezeten beliil disszeminalodik. A
szeroprevalencia  vizsgalatok alapjan a populacid nagy részét megfertozi,
immunszupprimalt betegek kivételével alacsony a szovetekben mutatkozoé prevalencidja,
aktiv virusfertdzésre utald, magas kopiaszamokat sem detektaltak. Ezek alapjan
valdszintsithetd, hogy a BK és JC virusokhoz hasonléan a HPyV7 is képes tiinetmentes,

latens allapot 1étrehozasara.

4. abra: Viszketéssel jaro, hiperkeratoSisos borbetegség klinikai képe [39, 151]

A két fels6 foton egy AIDS-es beteg generalizalt, hiperpigmentalt pikkelyes borkititése
lathato, amelyb6l HPyV7 jelenlétét igazoltak [39]. A két alsé foton tiid6transzplantalt

betegek viszketd, barnas, barsonyos kinézetii, pikkelyszerti borelvaltozasai lathatok
[151].
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Immunhisztokémiai vizsgélattal a HPyV7 onkoproteinjeinek és kapszidfehérjéjének
expresszalodasat, a viralis DNS emelkedett mennyiségét mutattak ki [39, 148, 151]. Sét,
detektaltak [151]. Ezenfeliil a betegek vérében is detektalhato volt a virus 6rokitbéanyaga,
ami tovabb erGsiti a szervezetben torténd szorddas valdszinliségét [151]. A tiinetes
betegekbdl szarmazd HPyV7 genomok szekvenciaja szamos ponton eltért a referencia
genomtol. A variancidk egy része a NCCR-t érintette, ami befolyasolhatja a virusok
replikaciojat, virulenciajat [39].

Magyarorszagi szeroprevalencia és DNS prevalencia adat sem all rendelkezésiinkre,

illetve HPyV7-hez kotheté megbetegedésrdl sem publikaltak még.

2.8. Trichodysplasia spinulosa asszocialt polyomavirus

A TS-t eldszor 1999-ben irtak le. A kizardlag immuszupprimaltakban eléfordulod
borbetegségnek karakterisztikus ismertetdjegyei a bor tiiskeszert kitliremkedései, melyek
leggyakrabban az orron, szemoldokon és fiilkagylon figyelhetok meg, de akar mas
testrészek is érintettek lehetnek (5. abra). A korképet ezen kiviil a szemoldok, esetenként
a szempillak hianya, illetve a bor megvastagoddsa miatt eltorzuld, oroszlanszerti
arcvonasok jellemzik [38]. Igen ritka, eddig 6sszesen mindossze 60 esetet regisztraltak
vilagszerte [157].

5. abra: A trichodysplasia spinulosa jellegzetes tiinetei [28]

A) A képen lathaté a beteg bérének megvastagodasa a szemoldoknél és az orron,
valamint a szemoldok elvesztése. Papuldk lathatok az arcon, allon, homlokon, és a
fiilon is. B) A beteg orran a tiiskeszeri bérnyulvanyokat, papulakat mutatja a
kozelebbrol készitett felvétel.

crer

mellékhatasanak vélték. Azt, hogy a korkép hatterében egy virus allhat mar 1999-ben
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felvetették, mert elektronmikroszkoppal virusszerii partikulumokat lattak a biopsziaban
[38]. A TSPyV-et végiil 2010-ben van der Meijden és munkacsoportja fedezte fel.
Ugyanez a kutatocsoport vesetranszplantalt betegek szemoldokébdl is kKimutatta a TSPyV
DNS-ét, bizonyitva ezzel, hogy a virus nem kizarélag a TS tiiskeszerti képleteiben fordul
el6 [28].

A TSPyV az Alphapolyomavirus nemzetség tagja, kdzelrokon az MCPyV-vel [107].
Bar a betegség nagyon ritka, Gigy tlinik, maga a virus ubiquiter, a felnéttek 63-80%-a
bizonyult szeropozitivnak az eddig elvégzett felmérésekben [74, 158-160]. Ilyen
nagymértéki atfertézottség mellett érdekes a betegség ritka megjelenése. A BKPyV és
JCPyV reaktivacidja immunszupprimalt betegekben gyakori, ahogy a reaktivacidjuk altal
okozott betegségek is joval gyakrabban fordulnak eld, mint a TS. Feltételezhetd, hogy a
betegség kialakuldsdban az immunszuppresszid mellett mas tényezOk is szerepet
jatszhatnak. Tobb esetben igazoltak, hogy a TSPyV primer fertézésként okozza a
betegséget [161, 162]. A szeropozitivitasi adatok alapjan a primer fertézés jorészt
gyermekkorban zajlik, a kamaszok korében mar a felnéttekéhez hasonlo az ellenanyag-
pozitivak aranya [42, 74, 134, 158, 159, 163-165]. Ha nem a reaktivacio, hanem primer
TSPyV fertézés okozza a betegséget, az magyarazat lehet arra, miért ritka a betegség
immunszupprimalt felndttek korében.

Kérdéses a virus transzmisszioja is. Felmeriilt a bér a borrel kontaktus utjan terjedés,
amely esetén a bor a behatoldsi kapu. Immunkompetens személyektdl vett, elvaltozast
nem mutat6 brmintabol a virust nem vagy nagyon kevés mintaban mutattak ki (0-1,7%)
[149, 152]. Immunszupprimaltak bérmintajaban a DNS prevalencia magasabb volt (0,8
7,1%) [149, 152]. Keratosishol vett mintakban is detektaltak a TSPyV DNS-ét [152]. A
virust kimutattak nasopharyngealis valadékbol [58, 145], garatmandulabol [163, 166],
vérbol [72, 123, 167], vizeletbdl [29], székletbol [145] és liquorbol is [145]. Primer
TSPyV fertdzés miatt TS betegségben szenvedd esetekben igazoltak a viraemidt, viruriat,
a széklet és a liquor virus pozitivitasat [161], vagyis a disszeminalt virusfertézést. A 1éguti
terjedési modra utal a nasopharyngealis mintdk pozitvitasa, és gy tinik, hogy a
garatmanduléban perzisztalhat a virus.

Magyarorszagi TSPyV szero- és DNS prevalencia adatokkal nem rendelkeziink, az

altala okozott korképroél sincs hazai adatunk.
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3. CELKITUZESEK

Munkénk egyik célja volt tanulmanyozni a KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6,
HPyV7 ¢és TSPyV szeroprevalencidjat immunkompetens gyermekek és felndttek

korében, amelyhez az alabbi vizsgalatokat terveztiik:

- A virusok VP1 fehérjének eldallitasat bakterialis fehérjeexpresszids rendszerben.
- A virusellenes IgG ellenanyagok kimutatisat human szérummintakbol sajat
fejlesztésti ELISA modszerrel.

- Az eredmények értékelését, a mar publikalt adatokkal dsszevetését.

Masik célunk a KIPyV és WUPyV DNS prevalenciajanak tanulmanyozasa volt 1éguti

mintakban:

- Avvirélis DNS jelenlétét gyermekektdl és felnottektdl szarmazd, nasopharyngeélis
mintdkban real-time PCR modszerrel terveztiik vizsgalni.

- A COVID-19 pandémia alatt gytijtott 1éguti mintakban a WUPyV és a KIPyV
jelenlétének vizsgalatat terveztiik tanulmanyozva azt is, hogy tarsfertozok-e a

SARS-CoV-2 infekcio soran.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. SZEROPREVALENCIA VIZSGALATOK
4.1.1. Mintak

Szeroprevalencia vizsgalatainkhoz 2016 és 2021 kozott gyermekektdl és felndttektdl
gyljtottilk a szérummintdkat, melyek a Debreceni Egyetem, Orvosi Mikrobioldgidra
érkeztek diagnosztikai vizsgalatokra. A vizsgalatbol kizartuk azokat a szérumokat,
amelyek olyan személyektdl szarmaztak, akik biologiai, kemo- vagy
Immunszuppresszans terapiaban részesiiltek, az elmult 1 év soran vérkészitményt kaptak,
vagy az immunstatuszt befolyasold alapbetegséggel rendelkeznek. A szérumokat
felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A kutatast a Debreceni Egyetem Klinika Kozpont
Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaga hagyta jova (az etikai engedélyek
szamai: DE RKEB/IKEB: 5134-2018, DE RKEB/IKEB: 5770-2021). A szérumokat
anonim modon hasznaltuk. A nemek minden vizsgalati csoport esetében kozel azonos
aranyban reprezentaltak.

A KIPyV szeroprevalencidjanak vizsgalata 692, mig a WUPyV esetén 705 szérum
felhasznalasaval tortént. A mintaallomanyok csak részben atfedoéek, a k6zos minta 494
szérum volt. A vizsgalt alanyokat életkoruk alapjan csoportokba rendeztiik, a részletes

adatokat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: 4 KIPyV és WUPyV szeroprevalencia vizsgalathoz hasznalt mintdk adatai

KIPyV WUPyYV
Eletkor, Eletkor,
Korcsoportok | Mintaszam | min-max | N6/Férfi| Mintaszam | min-max | Né/Férfi
(median) (median)
i 0,7-1,9 év 0,7-1,9 év
0,7-1 év 20 (1.3) 7/13 22 (1.4) 8/14
, 2,1-59 ¢év 2,1-59 év
2-5 év 82 (3.5) 34/48 88 (3.4) 36/52
. 6,1-9,9 év 6,1-9,9 év
6-9 év 67 (7.6) 33/34 68 (7.5) 33/35
. 10,1-13,9 év 10,1-13,9 év
10-13 év 67 (11.8) 34/33 96 (11.9) 52/44
, 14-20,9 év 14-20,9 év
14-20 év 105 (16) 59/46 114 (16) 66/48
, 21-39,6 év 21-39,6 év
21-39 év 101 (31) 48/53 92 (31.6) 42/50
. 40-59,5 év 40-59,5 év
40-59 év 125 (50) 64/61 116 (50) 59/57
. 60-92 év 60-92 év
>60 év 125 (72) 64/61 109 (70.1) 57/52
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.. 0,7-92 év 0,7-92 év
Osszesen 692 (21.9) 343/349 705 (16,8) 353/352
o 18-92 év 18-92 év
Felndttek 367 (50.2) 187/180 332 (50.1) 168/164
Gyerekek (<18 0,7-17,9 év 0,7-17,9 év
év) 325 (9.6) 156/169 373 (7.9) 185/188

Az MCPyV, HPyV6, HPyV7 és TSPyV szeroprevalencia vizsgéalatokat azonos
mintadllomannyal, virusonként 552 mintdval végeztilk. Mintainkat a 3. tablazatban

bemutatott médon hét korcsoportba rendeztiik.

3. tablazat: Borbetegséghez kithetdé polyomavirusok szeroprevalencia vizsgadlataihoz

hasznalt mintdk adatai

Korcsoportok Mintaszam Eletkor, min-max (medién) 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) 47/40

21-39 év 114 21-39,5 év (30,8) 57/57

40-59 év 128 40-59,5 év (50) 66/62

>60 év 104 60-85 év (69) 57/47
Osszesen 552 0,8-85 év (33) 283/269
Felnéttek 359 18-85 év (47,3) 187/172

Gyerekek (<18 év) 193 0,8-17,9 év (11,7) 96/97

4.1.2. Rekombinans fehérjék eldallitasa és tisztitasa
4.1.2.1. VP1 expressziés plazmidok eléallitasa

Az N-termindlisan 6xHis taggel ellatott, polyomavirus VP1 fehérjét kodold gént
szintetizaltattuk (GeneArt Strings DNA Fragments, Thermo Fisher Scientific). Ehhez
minden esetben a referencia szekvencidkat valasztottuk: a KIPyV Stockholm 60 torzset
(GenBank azonosit6: NC_009238.1); a WUPyV B0 torzset (GenBank azonosito:
EF444549.1); az MCPyV R17b-t (GenBank azonosito: NC 010277); a HPyV6
(GenBank azonosit6: NC 014406); HPyV7 (GenBank azonosito: NC 014407); és
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TSPyV (GenBank azonositd: NC_014361) referencia szekvencidkat. A KIPyV
kivételével a szekvencidkat kodonoptimalizaltuk. A 6xHis tag és a fehérje kozé egy
harom aminosavbol (Ser-Ser-Gly) allo linkert kodold szekvenciat illesztettiink, a
szekvencia két végét restrikcids endonukleaz (Ncol, Xhol) hasitohelyekkel lattuk el.

A pTriEx™-4 Neo (Novagen) vektort és az inzerteket is Ncol-HF és Xhol restrikcios
endonukledzzal hasitottuk 10X CutSmart puffert tartalmaz6 reakcidelegyben (New
England Biolabs Ltd.) a gyartd utasitasai alapjan. Az emésztett inzerteket Monarch
PCR&DNA Cleanup Kittel (New England Biolabs) a reakcidelegybdl kozvetleniil
tisztitottuk a gyart6 utasitdsdnak megfelelden. A hasitott plazmidot pedig 1%-o0s agardz
gélben (Sigma-Aldrich) gélelektroforézis utan a gélbdl kivagtuk, majd Monarch DNA
Gel Extraction Kittel (New England Biolabs) a gyart6 utasitasat kovetve tisztitottuk. Az
inzert vektorba klonozasat Rapid DNA Ligation Kittel (Thermo Fisher Scientific)
végeztiik a gyartoi ajanlast kovetve.

A ligatumot TransformAid Bacterial Transformation Kittel (Thermo Fisher Scientific)
Escherichia coli XL-1 Blue torzsébe (Agilent Technologies) transzformaltuk az alabbi
1épések szerint:

o XL-1 Blue baktérium Lennox Luria Broth (LB) taptalajon (Sigma-Aldrich) egy
¢jszakan at tenyésztett, izolalt telepeit steril kaccsal felvéve 1 mL C médiumban 2
orén at, 37 °C-on, 250 rpm-mel razattuk.

o A feliiluszot 1 perces, 10 000 g-vel torténd centrifugaléas utan eltavolitottuk.

o A baktériumokat 300 pL T oldatban (1:1 aranyban A és B oldatot tartalmaz)
szuszpendaltuk, ezt 5 perc jégen torténd inkubaléas kovette.

o A baktériumokat 1 percen at, 10 000 g-vel centrifugaltuk, a feliiluszot
eltavolitottuk. Ezt kdvetden 120 pL T oldatban szuszpendaltuk a baktériumokat,
majd 5 percig jégen inkubaltunk.

o 5 uL ligatumot 50 puL T oldatban inkubalt baktériummal szuszpendaltuk, majd
ismét 5 perc jégen inkubalas kovetkezett.

o A transzformalt baktériumokat 100 pg/mL carbenicillint (Duchefa Biochemie)

tartalmaz6 LB taptalajra szélesztettiik, majd 37 °C-on, egy ¢jszakan at inkubaltunk.

Inkubalast kovetden, a carbenicillinre rezisztens, egyedi, izolalt telepek koziil néhany,
altalunk kivalasztott teleppel kolonia PCR-t végeztink 20 uL végtérfogatban. A
reakcidelegy 10 uL AmpliTaq Gold 360 master mixet (Thermo Fisher Scientific), 10
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pmol reverse primert, 10 pmol forward primert és 8 uL nukledzmentes vizet tartalmazott.

A primerek szekvenciait, illetve a PCR reakcid protokolljait a 4. tablazat foglalja dssze.

4. tablazat: Kolonia PCR-hez hasznalt primerek szekvenciai és a reakcio koriilményei

Virus

Primer neve

Szekvencia (5’-3%)

Hdémérsékleti profil

KIPyV

sz_KIPyV_VP1_1F

AGAAATTGCACCGCCTGATA

Triex_R_seq

TCACATTGCCAAAAGACGGC

95°C10p
95 °C 30 mp
59 °C 30 mp
72 °C 80 mp
72°C5p

} 35 ciklus

WUPYV

TriEx UP

GTTATTGTGCTGTCTCATCA

sz WUPyYV_VPlex_ 1R

GAATACCTGCATTCAGAACCG

95°C10p
95°C 30 mp
54 °C 30 mp
72°C 41 mp
72°C5p

} 35 ciklus

MCPyV

TriEx UP

GTTATTGTGCTGTCTCATCA

MCPyV R1

TTACGACCCAGAACGGTTTC

95°C5p
95 °C 30 mp
51°C30mp
72 °C 53 mp
72°C5p

]» 35ciklus

HPyV6

TriEx UP

GTTATTGTGCTGTCTCATCA

HPyV6 R2

CGGTGTGGTGCTCTGATTAC

95°C5p
95°C 30 mp
51°C 30 mp
72 °C 57 mp
72°C5p

} 35 ciklus

HPyV7

TriEx UP

GTTATTGTGCTGTCTCATCA

HPyV7 R1

CATCAGTATTGCCTGGACCTT

95°C5p
95 °C 30 mp
51 °C 30 mp
72 °C 47 mp
72°C5p

]» 35 ciklus

TSPyV

TriEx UP

GTTATTGTGCTGTCTCATCA

TSR1

GCGTTTGGTTGCCATATGAA

95°C5p
95°C 30 mp
51 °C 30 mp
72°C41mp
72°C5p

} 35 ciklus

A kolonia PCR mellett az adott telepbdl a baktériumokat 2 mL folyékony, 100 pg/mL

carbenicillint tartalmazo LB taptalajban 6 o6ran at, 37 °C-on 220 rpm-mel razattuk. A

kolonia PCR eredménye alapjan az inzertet tartalmazd vektorral transzformalt

baktériumokat atoltottuk 15 mL friss, 100 pg/mL carbenicillint tartalmazo folyékony LB

taptalajba. A baktériumok tenyésztése egy éjszakan at, 37 °C-on, 220 rpm-mel razatva

tortént.
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A baktériumokbol a plazmid tisztitasat PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kittel

(Thermo Fisher Scientific) végeztiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az inzert

szekvencidjat, megfeleld iranyultsagat Sanger szekvenalassal ellendriztiik, amelyhez az

5. tablazatban feltiintetett primereket hasznaltuk.

5. tablazat: 4 Sanger szekvenaldashoz hasznalt primerek szekvencidi

Virus Primer neve Szekvencia (5°-3%)
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
KIPyV Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
sz_KIPyV_VP1_1F AGAAATTGCACCGCCTGATA
sz_KIPyV_VP1 1R AACCAGCAGTTCGGTTTCC
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
WUPYW Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
sz WUPyV_VPlex_ 1F TCCGAATCAGGTTAGCGAAT
sz WUPyV_VPlex_1R GAATACCTGCATTCAGAACCG
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
MCPYV MCPyV F1 GCCGATGCTGAATGAAGATA
MCPyV F2 GCCGTTATTATGGTAGCATCC
MCPyV R1 TTACGACCCAGAACGGTTTC
MCPyV R2 CAGTGCCATTTTACCGCTG
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
HPyV6 F1 GGTCCGAGCAAAGAAAATCA
HPyV6 HPyV6 F2 TGATGTTTCGTCAGTTTCTGC
HPyV6 R1 GCACCACGGCTCTGATAAAC
HPyV6 R2 CGGTGTGGTGCTCTGATTAC
HPyV6 R3 CGGCTGCATTTGTTCCATA
Triex UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
HPYV7 HPyV7 F1 CTATTTGCTCCACAAATGGC
HPyV7 F2 GCAGTGTGTATCTTACCAGTGCT
HPyV7 R1 CATCAGTATTGCCTGGACCTT
HPyV7 R2 GGGGCTGCAGAAACTGTCTA
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
HPYV7 HPyV7 F1 CTATTTGCTCCACAAATGGC
HPyV7 F2 GCAGTGTGTATCTTACCAGTGCT
HPyV7 R1 CATCAGTATTGCCTGGACCTT
HPyV7 R2 GGGGCTGCAGAAACTGTCTA
TriEx UP GTTATTGTGCTGTCTCATCA
Triex_R_seq TCACATTGCCAAAAGACGGC
TSPYV TSF1 AATACCCTGACCATGTGGGA
TS F2 CCGGTTCTGCAGTTTACCAA
TSR1 GCGTTTGGTTGCCATATGAA
TS R2 TCACAACAGCTAACATACAGACCA
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A szekvenalas a Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratériumban
zajlott szolgaltatasként ABI SeqStudio Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)
késziilékkel, BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kittel (Thermo Fisher Scientific).

A szekvencia alignmentet AliView szoftverrel végeztiik.

4.1.2.2. Bakterialis fehérjeexpresszio

A VP1 fehérjék expresszidjat Escherichia coli Origami™ B(DE3)pLacl (Novagen)
kompetens baktériumban végeztiik, kivéve a nem kodonoptimalizalt KIPyV VPI1
baktériumban termeltettiink. A baktériumokat minden esetben 10 ng plazmiddal
(pTriEx™-4 Neo vektor polyomavirus VP1 gént inzerttel) transzformaltuk a fent leirtak
szerint TransformAid Bacterial Transformation Kittel. A transzformalt baktériumokat
szilard, 1% gliikozt (Sigma-Aldrich), 100 pg/uL carbenicillint, 15 pg/mL kanamycint
(Merck Millipore), 34 pg/mL chloramphenicolt (Merck Millipore) és 12,5 ug/mL
tetracyclint (Merck Millipore) tartalmazo LB taptalajra szélesztettiik, majd 37 °C-on 16
oran at inkubaltuk.

A kinétt, egyedi telepet 5 mL 1% glikkozt, 100 pg/uL carbenicillint, 15 pg/pL
kanamycint, 34 png/uL chloramphenicolt és 12,5 ng/uL tetracyclint tartalmazo folyékony
taptalajba oltottunk, majd 14 6ran at, 37 °C-on, 220 rpm-mel razatva szaporitottunk. Az
inkubaciés 1d6 letelte utan az eltenyészetb6l 2 mL-t 98 mL 100 pg/ul. ampicillint
(Antibiotice) tartalmazo, folyékony LB taptalajba oltottunk, majd 4 6ran at, 37 °C-on,
220 rpm-mel razattuk (OD600= ~0,5). A fehérjetermelést 0,5 mM IPTG (izopropil-p-D-
1-thiogalaktopiranozid, Thermo Fisher Scientific) hozzaadasaval indukaltuk. Ezt
kovetéen 37 °C-on, 3 oran at, 220 rpm-mel razattuk a tenyészeteket. A feliiluszo
eltavolitasa centrifugalassal tortént (4000 g, 15 perc, 4 °C-on). Az iiledéket, azaz a

baktériumok nedves tomegét lemértiik, majd a fehérje tisztitasaig -20 °C-on taroltuk.

4.1.2.3. A VP1 fehérje tisztitasa

Elokisérleteink soran megallapitottuk, hogy az expresszaltatott fehérjék dontden
inklazids testekben taldlhatok. A VP1 fehérjék tisztitasa ezért denaturald koriilmények

kozott, a 6xHis tag segitségével, affinitds kromatografiaval (Protino NI-TED Packed
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Columns, Macherey Nagel) tortént. A tisztitas soran a gyartoi utasitasokat kovettiik
kisebb modositasokkal. A baktériumokat grammonként 5 mL 1X LEW puffert, protedz
inhibitor tablettat (cOmplete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche), 1
mM PMSF-et (phenylmethylsulfonyl fluoride), 1 mM lizozimet tartalmazé lizis pufferrel
lizaltuk. KIPyV és WUPyV VP1 esetében a lizis puffer 1% Triton X-et és 5% glicerint is
tartalmazott. Tiz perc jégen torténd inkubalast kovetden 4 pL nukleazt (Pierce Universal
Nuclease for Cell Lysis, Thermo Fisher Scientific) mértiink az elegyhez. Hlisz perc mulva
szuszpendaltuk, amit centrifugalas kovetett (10 000 g, 30 perc, 4 °C). Az inkluzids
testeket denaturalé oldatban vettiik fel, melynek Gsszetétele a kovetkezd volt: 50 mM
NaH2PO4, 300 mM NacCl, 8M urea, 100 mg/mL PMSF, proteaz inhibitor tabletta (pH 8).
A denaturalast 60 percig jégen, folyamatos, ovatos keverés mellett végeztiik, majd a be
nem oldodott anyagokat centrifugalassal tavolitottuk el (10 000 g, 30 perc, 20 °C).

A VPI1 fehérjéket a denaturdld oldattal ekvilibralt oszlopra mértiik. A kikotddott
fehérjéket kétszer mostuk denaturalé oldattal, majd 2 M ureat tartalmazé elualo pufferrel
oldottuk le. Az elualo puffert a kdvetkezok szerint allitottuk 6ssze: 50 mM NaH2PO4, 300
mM NaCl, 2M urea, 250 mM imidazol.

A fehérjék renaturdldsat, az wurea eltavolitdsat dializissel, csokkend wurea
koncentarcioju, majd ureamentes pufferben (PBS, foszfat puffer) végeztiik 1 napig.
Ehhez dializal6 kazettat (Slide-A-Lyzer Dialysis Casettes, gamma-irradiated, 10 kDa)
alkalmaztunk. A fehérjekoncentracio meghatarozasa BCA assay-vel (Pierce BCA Protein
Assay Kits, Thermo Fisher Scientific) tortént a gyartoi utasitast kovetve. Sziikség esetén
a fehérjét Amicon Ultracentrifugal Filter (Sigma-Aldrich) segitségével koncentraltuk. A
tisztitott fehérjéket felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

4.1.2.4. Antigén mindéségi analizise

A tisztitott  VP1  fehérjék  mindségének  ellendrzése  SDS-poliakrilamid
gélelektroforézist kovetd Coomassie Brilliant Blue festéssel, illetve Western blottal
tortént. Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis 12%-0s SDS-poliakrilamid gélben
tortént Bio-Rad Mini Protean II késziilék segitségével. A mintakat Laemmli pufferben
(Sigma-Aldrich) denaturaltuk 95 °C-on 5 percig. A fehérjék molekulatomegének
meghatarozasahoz Page Ruler fehérje létrat (Prestained Protein Ladder, 10-180 kDa,
Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk.

Elektroforézist kovetden a fehérjéket tartalmazo gélt 50% metanolt és 10% esetsavat

tartalmazo oldatban fixaltuk 1 6ran at, szobahdmérsékleten billegtetve. Ezt kovetden festd
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oldattal (0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% metanol, 10% ecetsav) festettiik 45
percen keresztiil szobahdémérsékleten. A gél szintelenitéséhez 40% metanolt és 10%
jégecetet tartalmazd festékkivono oldatot hasznaltunk. A gél fotézasa 5%-os jégecet
oldatban tortént.

A gélelektroforézist kovetd Western blot soran PVDF (polivinilidén-fluorid)
membranra (Immobilon-E Transfer Membrane, Merck) transzferaltuk a fehérjéket Mini
Trans-Blot (Bio-Rad) késziilék segitségével, transzfer pufferben (10% metanol, 25 mM
Tris-base, 192 mM glicin), 90V-on, 1 6ra alatt. A membranon az aspecifikus kotések
blokkolasat 5% tejport (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 TBST (tris pufferelt sdoldat + 0,05%
Tween-20) pufferrel végeztiik 1 6ran at. A membrant egy ¢jszakan at, 4 °C-on inkubaltuk
a primer antitesttel (REF: MA1-21315, LOT: UJ287597, 6xHis tag elleni, egér, 1:5000
higitas, Thermo Fisher Scientific), melyet 5%-0s tejporban oldottunk be. A 3x5 perces,
TBST-vel torténé mosas utan a membrant 5% tejport tartalmazé TBST-ben oldott
masodlagos antitesttel (REF: A28177, LOT: 2812147, 1:30000 higitasban, anti-egér,
kecskében termelt, HRP konjugéalt, Thermo Fisher Scientific) inkubaltuk
szobahémérsékleten, 1 Oran at. A membrant ezt kdveten 3x5 percig TBST-vel mostuk.
Az immunreakcid detektalashoz Immobilon ECL Ultra Western HRP (Merck Millipore)
reagenst hasznaltunk, a detektalast ChemiDoc MP Imaging System késziilékkel (Bio-
Rad) végeztiik.

4.1.3. ELISA

A VPI1 fehérjek elleni IgG antitestek detektalashoz indirekt, kolorimetrids ELISA
modszert fejlesztettiink. Optimalizaltuk a kiko6tott antigén mennyiségét, a blokkold oldat
Osszetételét, a blokkolas homérsékletét, idotartamat, a mosooldat 6sszetételét, a mosasi
Iépéseket, a szérum higitdsi mértékét, a szérummal vald inkubaldas homérsékletét,
id6tartamat, a szekunder antitest mennyiségét, az ellenanyaggal torténd inkubalas

homérsékletét, idotartamat, valamint a szubsztratummal torténo inkubalas idotartamat.
Meéréseinket az elvégzett kisérletek utan az alabbi modon végeztiik:

o A reakcidhoz 96 lyukl, lapos alju, immunreakciéra alkalmas, mianyag
mikrolemezt (MaxiSorp Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plate,

Nunc) hasznéltunk.
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o Az antigén kikotése 16 oran at, 4 °C-on zajlott lyukanként 100 uL. PBS-ben
(Coating Buffer, pH 7,4, Thermo Fisher Scientific) 50 ng VP1 fehérjével; kivételt
képez a KIPyV ELISA, amely soran 100 ng VP1 fehérjét kotottiink ki.

o Az inkubécid letelte utan a lyukakat 3x mostuk 300 uL. PBS-sel (pH 7,4).

o A blokkolast 300 puL blokkold oldattal (2% kazein PBS-ben) végeztiikk 1 o6ran
keresztiil 37 °C-on.

o Ezt haromszori PBS-sel torténd mosas kovette.

o A szérummintakat 1:100 ardnyban blokkolo6 oldatban higitottuk, majd 100 pL-ta
lyukakba mérve 1 6ran at 37 °C-on inkubaltuk.

o A lemezt 3x mostuk, lyukanként 300 uL. moso6 oldattal (PBS+0,05% Tween-20,
eBioscience™ ELISA Wash Buffer, Thermo Fisher Scientific).

o A 100 pL masodlagos antitest (REF: A18829, LOT: 95-14-052722, 1:10000
aranyban blokkolé oldatban higitott anti-human, egér, HRP konjugalt, Thermo
Fisher Scientific) bemérése utan 1 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltunk.

o Ezt kdvetden a lemezeket 3x mostuk lyukanként 300 pL mos6 oldattal.

o Szubsztratként 100 uL TMB-t (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin) mértiink be, majd
sOtétben inkubaltunk szobahdmérsékleten 15 percen at.

o A reakcid leallitasahoz 100 pL STOP oldatot (1M kénsav) mértiink minden
lyukba.

Az optikai denzitast (OD) 450 nm-en mértiik MultiSkan Sky Microplate
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific), majd a kapott eredményeket a 620 nm-
en mért értékekkel korrigaltuk. Az ELISA méréseinket minden szérumminta esetében
duplikatumban végeztiik el. Az OD értékek meghatarozasdhoz az ELISA vizsgalatok
soran mért OD értékekbdl kivontuk a vak értékét, a duplikatumok eredményét atlagoltuk.
Az OD értékeket ndvekvd sorrendbe rendeztiik, majd a legjobb determinacios
egyiitthatoval (r?) rendelkezd trendvonalat illesztettiink rd. Az igy kapott fiiggvény
alapjan inflexiés pontot szamitottunk, amely az ELISA cut-off értéke. Azokat a mintakat

tekintettiik szeropozitivnak, amelyek OD értéke >cut-0ff+10% volt.
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4.2. DNS PREVALENCIA VIZSGALATOK
4.2.1. KIPyV és WUPyV DNS prevalencia vizsgalatihoz hasznalt 1égiti mintak

A KIPyV ¢s WUPYV DNS prevalenciajanak tanulmanyozasara a 2020 augusztusatol
2021 aprilisaig, valamint a 2021 oktoberében SARS-CoV-2 PCR vizsgélatra a Debreceni
Egyetem Orvosi Mikrobioldgidra érkezett orrgaratmintak nukleinsavat hasznaltuk fel. A
vizsgélatba csak olyan mintdkat vontunk be, amelyek esetében a nukleinsav izolalasa
megfelelonek bizonyult a SARS-CoV-2 PCR amplifikacids, izolalasi kontrollja alapjan.
Osszesen 1030 nukleinsavat gyiijtéttiink, amelyek koziil 680 SARS-CoV-2 RNS pozitiv,
mig 350 SARS-CoV-2 negativ betegtél szarmazott. A betegek adatait a 6. tablazat

foglalja Ossze.

6. tablazat: KIPyV és WUPyV DNS prevalencia vizsgalathoz hasznalt nasopharyngedlis

mintak adatai
Mintaszam Eletkor, mt n-max Gyerek/Felnétt | Né/Férfi
(median)
SARS-CoV-2PCR 680 0,1-94,2 év (35,7) 202/478 353/327
pozitiv
SARS-CoV-2 PCR 350 0-94,1 év (48,9) 148/202 174/176
negativ
Osszesen 1030 0-94,2 év (38,1) 350/680 527/503

4.2.2. A nukleinsav izolalasa

Az orrgaratmintakbol 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 gyartd utasitasai alapjan tortént. A SARS-CoV-2
nukleinsav kimutatasa a ViroReal® Kit SARS-CoV-2 & SARS (Ingenetix) vagy a SARS-
CoV-2 RT-gPCR Reagent Kit (PerkinElmer) felhasznalasaval az ajanlott protokoll
alapjan tortént. A nukleinsav izoladlasat az Orvosi Mikrobiologia végezte,

vizsgélatainkhoz a nukleinsavat gytijtottiik, felhasznalasig -20 °C-on téaroltuk.

4.2.3. Real-time PCR

A KI és WU polyomavirusok DNS-ének kimutatasahoz kutatécsoportunk korabbi
vizsgalataiban is hasznalt [49, 55, 57, 69], a KIPyV VP2-3, valamint a WUPyV VP1

crcr

végtérfogatban, QuantStudio 5 (Applied Biosystems) késziilékben végeztiik a kovetkezok
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szerint: 10 pL templat nukleinsav, 500-500 nM forward és reverse primer, 200 nM proba,
25 pL 2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). A primerek és
probak szekvencidit a 7. tablazat tartalmazza. A pozitiv kontrollként szolgalo, KIPyV és
(Karolinska Intézet, Stockholm, Svédorszag) és David Wang (Washington Egyetem, St.

Louis, Miss., USA) hozzajarulasaval hasznaltuk fel.

7. tablazat: A multiplex real-time PCR-hez haszndlt VPI primerek és probdk szekvencidi,

a reakcio koriilmeényei

Primerek Szekvencia (5°-3°) PCR reakcié

K'Py;/FVPZ' CTATCCCTGAATACCAGTTGGAAAC

KIPyV VP2- 50°C2p

KIPyV " GTATGACGCGACAAGGTTGAAG | 95°C 10 p
KIPyV VP2- 95°C 15 mp
Sorobe | FAM-TTCCGGGCATCCCAGACTGGC [60°CLp | 45ciklus
WYV | AACCAGGAAGGTCACCAAGAAG | A fluoreszcens jel
WUPVV detektalasa minden
wupyv| oY) TCTACCCCTCCTTTTCTGACTTGT | ciklusban 60 °C-on

WUPYV NED- tortent.

VP1 probe | CAACCCACAAGAGTGCAAAGCCTTCC

4.3. STATISZTIKAI VIZSGALATOK

A statisztikai vizsgalatokhoz Mann-Whitney U tesztet, Fisher-féle egzakt tesztet,
trend-tesztet, Spearman rank korrelaciés analizist hasznaltunk a GraphPad Prism 9.4.0
szoftver segitségével (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A kiilonbséget
szignifikansnak tekintettiik, ha p<0,05.

4.4.NEM ONALLOAN VEGZETT MUNKAK, METODIKAK

o ELISA mddszer fejlesztése és optimalizalasa: témavezetdi utmutatas alapjan
végeztem.

o ELISA (WUPyV és KIPyV VP1 fehérjével): a ~ 15 000 ELISA mérés mintegy
30%-anak kivitelezésében Katona Melinda segitkezett.

o PCR reakciok: a SARS-CoV-2 PCR-eket Csoma Eszter végezte; a WUPYV és
KIPyV PCR-ek harmadat Katona Melinda végezte.

o Szeroprevalencia eredmények kiértékelése: a cut-off érték meghatarozasat

témavezetdvel kdozdsen végeztem.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. A VP1 fehérjék mindségi és mennyiségi vizsgalata

Minden tanulményozott virus esetében a VP1 fehérjéket az ELISA modszerhez
megfeleldnek itéltiik a Coomassie Brilliant Blue festés és a Western blot eredményei

alapjan (6. abra).

6. abra: A VPI fehérjék minoségi vizsgalatanak eredményei

~55 kDa\y\ KIPyV  WUPyV — MCPyV HPyV6 HPyV7 TSPyV
. S

/ — — prem—
~40 kDa 40kDa— .

~55kDa

~40 kDa

A abra fels6 részén (a és b) a Western blot eredményei, mig az also részen (¢ és d) a
Coomassie Brilliant Blue festett VP1 fehérjék lathatok. A blot vizsgalatkor a fehérje
1étra fotdja fehér fénnyel torténd megvilagitassal késziilt. A vizsgalt VP1 fehérjéket az
elvégzett immunreakciok utdn kemilumineszcens reagens segitségével detektaltuk. A
tanulmanyozott polyomavirusok VP1 fehérjéjének molekulatomegei a kdvetkezok:
KIPyV: ~42 kDa, WUPyV: ~ 41 kDa, MCPyV: ~ 47 kDa, HPyV6: ~42 kDa, HPyV7:
~42 kDa, TSPyV: ~43 kDa. A molekulatomeg becsléséhez Page Ruler fehérje 1étrat
(10-180 kDa) hasznaltunk. kDa: kilodalton

5.2. Az ELISA vizsgalatok specificitasa

A KIPyV ¢és a WUPYV azonos nemzetségbe tartoznak, VP1 fehérjéik szekvenciaja
65%-ban azonos [41]. A szintén azonos nemzetségbe tartozd6 MCPyV és TSPyV VPI
fehérjéjének szekvencidja 57%-ban megegyezik [107]. A HPyV6 és a HPyV7 VP1
fehérjéje 69%-ban egyez6 [133]. Felmeriil, hogy a VP1 ellen termel6dé ellenanyagok
keresztreagalhatnak, nem kellden specifikus szerologiai tesztek esetén az eredmények
kétségesek lehetnek. A KIPyV és WUPyV szerologiai vizsgalatdhoz hasznalt

mintadllomany részben atfedd volt, igy a mindkét teszttel vizsgalt mintak OD értékeit
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korrelacidanalizisnek vetettiik ala. Az MCPyV, HPyV6, HPyV7 és TSPyV ELISA
vizsgalatok ugyanazokkal a mintakkal torténtek, igy a mért OD értékek

korrelacidanalizisét ez esetben is elvégeztiik. Az eredményeket a 7. abra mutatja.

7. abra: Szeroreaktivitasok korrelacioja a vizsgalt polyomavirusok kozt

MCPyV HPyV6 HPyV7 TSPyV WUPyV  KIPyV
MCPyV|1 0.45971 | 0.6341 | <0.0001 wuryV|1 <0.0001
HPyV6| 0.04641 |1 <0.0001 | 0.3979 kipyv] 03352 |1
HPyv7|0.029887 032501 |1 0.46146
TSPyV| 0.27731 [-0.053058] -0.04623 |1

HIyVe
HRyV7?
TSIYV
W LYY

MCPyV

®

WUPyY . @

.

HPYV6 . [ I keev | @ .
0333

0333

HPYV7 Qo l_1

TSP}.“‘ . .

Spearman-féle rangkorrelacio analizis. A tablazatok bal oldali, als6 haromszoge az
ELISA vizsgalatokban mért OD értékek korrelacids egylitthatéit (r érték), mig a jobb
oldali, felsé haromszog a p értékeket mutatja. A hotérképek a korrelacios egyliitthatd
PAST szoftverrel készitett, grafikus dbrazolasai.

A korrelacioanalizis alapjan ugyan szignifikans, de mérsékelt a korrelacio (r=0,335,
p<0,0001) a KIPyV ¢és WUPyV OD értekek kozt. Hasonloan 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 korrelacio alacsony, am szignifikans volt (r=0,277,
p<0,0001). A nem azonos genusba tartoz6 polyomavirusok esetén a mért szeroreaktivitasi
értékek nem mutattak korrelaciot. Mas kutatocsoportok is publikaltak szignifikans, de
gyenge korrelaciot [159, 169-171]. Néhany kivalasztott mintaval gyakorlatban is
megvizsgaltuk az esetleges keresztreakciot. A szérummintékat eldinkubaltuk 1000 ng
homoldg vagy heterolog fehérjével, majd elvégeztiik az ELISA mérést. A homolog
fehérjékkel torténd eldinkubalas utan a szérumok szeronegativva valtak, mig a heterolog
fehérjéknek nem volt ilyen hatdsa. Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy ELISA

vizsgalataink kell6en specifikusak voltak a vizsgalt virusokra.
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5.3. KI polyomavirus szeroprevalencia vizsgalat

Az ELISA vizsgalatokat 692 szérummintaval végeztiik. A modszertani részben leirtak
szerint meghatdroztuk a cut-off értéket. Szeropozitivnak azokat a mintakat tekintettiik,
amelyek OD értéke >0,21.

A szeroreaktivitas (8. abra) statisztikailag igazolhato 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).

8. abra: KIPyV szeroreaktivitas és szeroprevalencia korcsoportonként

KIPyV szeroreaktivitas KIPyV szeroprevalencia
*%k *

Szeropozitvitas (%)

A PENS

; W e A A

< 19 < < 19 < (2
A N b/q \“’Z‘ ;19 /"9 ol ,/,@
Q- \Q/ X '\/\ &Q/

Koresoportok Korcsoportok

A szeroreaktivitas abran minden fekete pont egy szérumminta atlagolt OD értékét
reprezentalja. Piros, szaggatott vonal jelzi a szeropozitivitasi hatarértéket. A
statisztikai analizist Mann-Whitney U teszttel végeztiik. A szeroprevalencia
tanulmanyozasahoz a statisztikai vizsgalatot Fisher egzakt teszttel végeztik. A
szignifikans eltéréséket piros vonal és csillag jelzi az alabbiak szerint: *=p<0,05;
**=p<0,01. OD: optikai denzitas

A szeroprevalenciat, azaz a szeropozitiv mintak aranyat az egyes korcsoportokban a
8. abra mutatja. Méréseink alapjan a KIPyV szeroprevalencidja a teljes vizsgalati
populacidéban 82,1% volt. A felndttek (<18 évesek) 93,7%-a rendelkezett virusellenes
ellenanyaggal, azonban mar a gyermekek (<18 évesek) korében is 68,9%-0S
szeropozitivitast allapitottunk meg. A fertdzésen mar atesettek életkora szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult a szeronegativak életkorahoz képest a gyermekek korében
(p=0,0002), valamint a teljes populaciéban (p=0,005). Ilyen eltérés a felndttek kozt mar
nem volt. Nemi kiilonbségeket nem tartunk fel.

Négy korabbi vizsgalat eredményeit [41-43, 108] megerdsitve ugy tapasztaltuk, hogy

a primer fertdzések jelentds része kisgyermekkorban torténhet, mivel a legfiatalabb, két
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¢v alatti gyermekek korében mar 55%-0s atfert6zottségi ratat detektaltunk. A
szeropozitivak aranya ezt kdvetéen az életkorral ndvekvé, amit a ¢ trend teszt is igazolt
(p<0,0001). Statisztikailag szignifikans szeropozitivitasbeli novekedést (p=0,015) a 14—
20 ¢és 21-39 ¢éves korcsoportok kozott tapaszaltunk, ami Osszhangban 4ll a
szeroreaktivitdsi eredményekkel is. A legmagasabb, 96%-os szeropozitvitast a 21-39
évesek korében detektaltunk. Iddsebbek kozt csak kissé, de statisztikailag nem
szignifikansan volt alacsonyabb az ellenanyag-pozitivak aranya. Mindezek 6sszhangban
allnak a magasabb feln6ttkori szeroprevalenciat k6z16 tanulmanyok eredményeivel [44,
73,110, 148, 172, 173]. Eredményeink alapjan a KIPyV ubiquiter virus, a populacio nagy

része hazankban is atesik a fert6zésen.

5.4. WU polyomavirus szeroprevalencia vizsgalat

A WUPyV szeroprevalencidjanak vizsgalatdit 705 szérumminta felhasznalasaval
végeztiik. Szeropozitivnak azokat a mintakat tekintettiik, melyek OD értéke >0,23 volt.

A vizsgalt mintak korcsoportonkénti szeroreaktivitasat a 9. abra ismerteti. Az OD
értékekben szignifikans novekedést allapitottunk meg a 0,7-1 és 2—5 évesek (p=0,03),
illetve a 14-20 és 21-39 évesek kozott (p=0,004).

9. dbra: WUPyV szeroreaktivitas és szeroprevalencia korcsoportonként

WUPyV szeroreaktivitas
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A szeroreaktivitas dbran minden fekete pont egy szérumminta atlagolt OD értékét
reprezentalja. Piros, szaggatott vonal jelzi a szeropozitivitdsi hatarértéket. A
statisztikai analizist Mann-Whitney U teszttel végeztiik. A szeroprevalencia
tanulmanyozasanal a statisztikai vizsgalatot Fisher egzakt teszttel végeztik. A
szignifikans eltéréséket piros vonal és csillag jelzi az aldbbiak szerint: *=p<0,05;
**=p<0,01. OD: optikai denzitas
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A WUPyV teljes populaciora vonatkoztatott szeroprevalenciaja 79,1% volt. A
felnéttek (>18 évesek) 89,2%-a esett at a WUPYV fertdzésen, azonban a gyerekek (<18
évesek) korében is magas, 70,2%-0s ellenanyag-pozitivitast tapasztaltunk. A
szeronegativak ¢letkora szignifikdnsan alacsonyabb volt a teljes vizsgalt populaciéban
(p=0,02) és a gyermekek korében is (p=0,004). A szeropozitivitasi arany életkorral
novekedését a y?> trend teszt a WUPyV esetében is igazolta (p<0,0001). A
szeroprevalencia vizsgalat eredményeit a 9. abra szemlélteti.

Szeroprevalencia eredményeink alatdmasztjak a masok altal publikaltakat, miszerint a
populacié zome gyerekkoraban talalkozik el6szor a WU polyomavirussal [41-43, 134].
Mar a 2 évesnél fiatalabbak 45%-a szeropozitiv volt, a fertézésen atesettek aranya a 6
évesek kozt pedig mar a 68%-ot is elérte. Eredményeink alapjan a szeropozitivitasi
aranyban valtozas, szignifikins ndvekedés (p=0,03) kamaszkorban, illetve fiatal
felndttkorban (1820 évesek) tortént. A felndttek korében kissé, de folyamatosan
novekvd szeropozitivitdsi aranyt figyeltink meg, a legmagasabb, 90,8%-0S
szeroprevalencia értéket az iddsek korében detektaltuk. Eredményeink alapjan
Kijelenthetd, hogy a WUPyV ubiquiter virus hazankban is, a populacié nagy része mar
gyerekkoraban atesik a fert6zésen. A nemzetkozi kozleményekben fellelhetd
szeroprevalencia vizsgalatok eredményeivel sajat adataink dsszhangban allnak [42, 43,

73,110, 172, 173].

5.5. KI és WU polyomavirus DNS prevalencia léguti mintikban

A KI és WU polyomavirusok DNS prevalencidjanak vizsgalatait a COVID-19
vildgjarvany alatt vizsgaltuk 1030 orrgaratvaladékban. Kivancsiak voltunk, hogy SARS-
CoV-2 fertdzottekben a polyomavirusok tarsfertézéként jelen vannak-e, ha igen, van-e
hatasuk a betegségre, a SARS-CoV-2 fertézésre. A mintdk koziil 680 SARS-CoV-2 RNS
pozitiv, mig 350 SARS-CoV-2 RNS negativ volt.

KIPyV DNS-t 6sszesen 5 esetben, a mintak 0,49%-aban detektaltunk. Ezek koziil két
minta SARS-CoV-2 RNS pozitiv (2/680, 0,29%), harom pedig SARS-CoV-2 RNS
negativ volt (3/350, 0,86%). Valamennyi minta felnéttektdl szarmazott. A KIPyV DNS
mennyisége a mintdkban <250 és 6,9x10* képai/mL kozti volt. WUPYV DNS-t két
mintaban mutattuk ki, a prevalencia 0,19% (2/1030). Az egyik minta SARS-CoV-2
fert6zott felndttdl, a masik minta pedig gyermektdl szdrmazott, akinek 1éguti mintaja
SARS-CoV-2 RNS negativ volt. Mindkét mintdban <250 kopia/mL WUPyV DNS-t

detektaltunk. A multiplex real-time PCR eredményeit a 8. tablazat foglalja 6ssze.
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8. tablazat: A KIPYV/WUPyV DNS prevalencia a vizsgalt léeguti mintakban

SARS-CoV-2 pozitivak SARS-CoV-2 negativak
Mintaszam Eletkor | N6/Férfi | Mintaszam Eletkor | Né/Férfi
KIPYV 21680 26,6 év, " 3/350 ooy 20
DNS pozitiv (0,29%0) 72,8 év (0,86%0) 72’ 2 év’
WUPyV 1/680 . 1/350 .
DNS pozitiv | (0.15%) | “02¢ 1/0 (0,29%) 3.7 & 1/0

Az alacsony polyomavirus prevalencia és viralis DNS mennyiségek miatt tovabbi
korokozok jelenlétét nem vizsgaltuk.

A felnéttekre szamitott prevalencia eredmények, a 0,74% (5/680) KIPyV és 0,15%
(1/680) WUPyV DNS pozitivitasi aranyok nem térnek el jelent6sen az immunkompetens
feln6ttek korében mas munkacsoportok és korabban altalunk is mért értékektdl [55, 57,
69, 174, 175]. Erdekes viszont, hogy gyermekek 1éguti mintaibol KIPyV-et nem, WUPyV
DNS-t pedig minddssze egy esetben detektaltunk, a DNS prevalencia 0,29%. A
munkacsoport 2016-ban gyermekek 1éguti mintainak 5%-aban WUPyV DNS-t, 1,7%-
aban pedig KIPyV DNS-t mutatott ki [69].

A polyomavirus DNS jelenléte és a SARS-CoV-2 RNS pozitivitas kézt nem talaltunk
Osszefliggést. Eredményeink jelentdsen eltértek egy olasz munkacsoport altal publikalt
adatoktol. Ok ugyan a SARS-CoV-2 negativ személyek léguti mintaiban nem mutattdk
ki egyik virust sem, viszont a SARS-CoV-2 fert6zott felndttek magas, 24,1%-0s KIPyV
Felmeriil, hogy mi okozhatja az olasz kutatécsoportétol eltéré eredményeinket. A
magyarazat lehetne metodikai kiilonbség, azonban sok hasonld 1épés mellett azonos PCR
modszerrel végeztiik a vizsgalatot. Lehet az ok az eltéré mintatipus, mi nasopharyngealis
mintdkat, a masik kutatocsoport pedig oropharyngealis mintatipust vizsgalt. Korabban
azonban mi is torokvaladék mintakkal dolgoztunk [69], illetve mas kutatocsoportok
mindkét polyomavirust mindkét mintatipusbol sikeresen Kimutattak [40, 46, 174-177],
igy vélhetden a minta tipusa nem okozhatta az eltérd eredményeket. Immunszupprimalt
betegekben a KIPyV és WUPYV prevalencia is magasabb, azonban sem a sajat, sem az
olasz tanulmany esetén nem ismert a vizsgalatban résztvevok pontos immunoldgiai
statusza. Fontos megjegyezni, hogy az olasz munkacsoport a vildgjarvany elején gytijtotte
a PCR vizsgalatokhoz hasznalt mintakat, akkor, amikor a korlatozo intézkedéseket
Olaszorszagban éppen bevezették (2020 marciusa és 2020 majusa kozt). Ezzel ellentétben

mi 2020 &szétél gyujtottiik a mintakat, a hosszu, kijarasi tilalmak, tarsadalmi

36




érintkezéseket jelentésen korlatozo intézkedések, iskolai és dvodai bezarasok utan és
kozott. Nemzetkozi, irodalmi adatok is alatamasztottak, hogy a korlatoz6 intézkedések
bevezetése szamos léguti virusfert6zés terjedését szoritotta vissza [178, 179]. Mivel a
KIPyV ¢és WUPyYV valoszintileg a 1égutak valadékaival iiriil és terjed, igy feltételezéseink
szerint a vilagjarvany idején ezeknek a virusoknak a terjedését is korlatoztak a SARS-
CoV-2 fertzés transzmissziojat gatolni hivatott intézkedések. Ezt tdmasztja ala az a tény
is, hogy gyermekek mintaibol a KIPyV-et ebben a vizsgalati csoportban nem mutattuk ki,
a WUPYV DNS-t is csak egy esetben.

5.6. Merkel sejt polyomavirus szeroprevalencia vizsgalat

Az MCPyV ELISA vizsgélat alapjan azokat a mintakat tekintettiik szeropozitivnak,
melyek OD értéke 0,146 felettinek bizonyult.

Az egyes mintakhoz tartozo6 optikai denzités értékeket, azaz a szeroreaktivitast a 10.
abran korcsoportonként rendezve latjuk. Az egymast kovetd életkorcsoportok kozt
statisztikailag szignifikans kiilonbséget az OD értékben nem tapasztaltunk. A
szeroprevalencia azonban az életkorral ndvekvé (10. abra), amit y? trend teszt erdsitett

meg (p=0,0004). Ugyanezt tapasztaltak mas kutatok is [43, 159, 180-182].

10. abra: MCPyV szeroreaktivitas és szeroprevalencia korcsoportonként

MCPYyYV szeroreaktivitas MCPyV szeroprevalencia

100

w

OD érték
]
Szeropozitivitas (%)

. & & on &
N M Q/c?' &
NEELEEE
Korcsoportok Korcsoportok

Az abran talalhat6 fekete pontok mindegyikéhez egy szérumminta atlagolt OD értéke
tartozik. A szeroreaktivitds hatarértékét a piros szaggatott vonal reprezentalja.
Statisztikai vizsgalathoz Mann-Whitney U tesztet ¢és Fisher egzakt tesztet
alkalmaztunk. A szignifikdns eltérést piros vonal, illetve csillag jeloli a kovetkezdk
szerint: *=p <0,05. OD: optikai denzitas
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A teljes populacioban az ellenanyag-pozitivitasi rata 63,9% volt. A fertézésen
atesettek ardnya a gyerekek (<18 évesek) korében is magasnak, 53,9%-nak bizonyult, s6t
mar a 6 évnél fiatalabbak 36,8%-a szeropozitiv volt. Eredményeink a nemzetkozi
kozlemények adataival 6sszhangban allnak [42, 134, 159, 183-186]. Az atfert6zottségi
rataban szignifikans novekedést a 10—13 és 14-20 éves korcsoportok kozott tapasztaltunk
(p=0,0396). A felndtt (>18 év) szeroprevalencia vizsgalati csoportunkban 69,3%, 40 év
felett az életkor eldrehaladtaval kismértékben emelkedé. Néhany munkacsoporthoz
hasonloan a legmagasabb (72,1%) szeroprevalencia értéket a 60 évnél idésebbek kdrében
figyelhettiik meg [43, 159, 180-182, 184-186]. Ez 6sszhangban all azzal a megfigyeléssel,
hogy boOrmintdk vizsgdlatakor életkorral novekvé DNS prevalenciat, sét DNS
mennyiséget tapasztaltak, a legmagasabb értékeket a 60 évnél id6sebbekben [187]. A
virus altal okozott tumor eléforduldsi ardnya ebben a korosztdlyban szintén joval
magasabb, 50 év alatt extrém ritkanak mondhato6 [188].

Bar a vizsgalati csoportunkban a nék és férfiak aranyosan reprezentaltak (51,3% vs.
48,7%), a fertdzésen mar atesettek korében nemi kiilonbséget tapasztaltunk. A teljes
csoportban szignifikansan t6bb nd, mint férfi volt ellenanyag-pozitiv (195/283 wvs.
158/269; p=0,0133). Ilyen kiilonbséget a gyermekek ¢és felnbttek korében nem
tapasztaltunk. Hasonld eredményekr6l nem szamoltak be, bar egy IgM pozitivitasi
vizsgalat sordan gyermekek és fiatal felndttek esetében szintén a lanyok, ndk korében
tapasztaltak szignifikansan magasabb prevalenciat [183]. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek az esetleges nemi kiilonbségek tanulmanyozasihoz.

Ugyan az altalunk mért felndtt szeropozitivitasi arany (69,3%) illeszkedik a vilag
kiilonb6zd pontjairdl publikalt adatok soraba, kérdés, hogy vajon miért mértek jelentds
kiilonbségeket (42—88%) az egyes kutatocsoportok.

A vizsgalati csoportok kozti vagy a metodikai kiilonbségek, az eltérd antigének
magyarazatul szolgalhatnak, de lehetnek akar foldrajzi kiilonbségek is a
szeroprevalencidban. Sajat eredményeink értékeléséhez atfogd elemzést végeztiink.
Adatainkat minden olyan kozlemény adataival Osszevetettiik, amelyekben
korcsoportokra  vonatkozd szeroprevalencia értékeket is  publikaltak.  Sajat
eredményeinket az 6sszehasonlithatdsag kedvéért olyan korcsoportokba rendeztiik, ami
az adott publikdcioban szerepelt, €s az azonos csoportokat statisztikai analizisnek vetettiik
ala. Sajnos a legtobb publikdcidban a teljes vizsgalati csoport részletes adatai nem
elérhetdek, az egyes korcsoportok esetében az életkorok minimum, maximum, medidn

vagy atlag értékei adottak csak. Ezért nem kizart, hogy korban és nemben nem illesztett
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csoportokat hasonlitottunk Ossze. Az Osszehasonlitasokat publikdcionként dbrazoltuk

feltiintetve a foldrajzi régiot, ahonnan a szeroprevalencia eredmények szarmaznak, illetve

a virustorzset, amelynek VP1 fehérjéjét antigénként hasznaltak. A 11. abra azokat az

Osszehasonlitasokat mutatja be, amelyek

esetében a felnottekre vagy teljes populdciora

vonatkoz6 szeroprevalencia eredmények nem tértek el szignifikdnsan az Aaltaluk

mértektol.

11. abra: MCPyV szeroprevalencia eredményeinkhez hasonlo nemzetkozi adatok

a B Cseh Koztarsasag (MCPyV 339) b W Olaszorszag (VP1 mimotdp)
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Az 6sszehasonlitas az alabbi publikaciok adataival tortént: : @) [185], b) [189], c) [42],
d) [190], e) [184], ) [159]. A szignifikans eltéréseket piros vonal és csillag jelzi a

kovetkezok szerint: *=p <0,05, **=p=<0,

01.
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Annak ellenére, hogy az alkalmazott modszerek, sot, sokszor a virusizoldtumok is
eltértek, a sajat MCPyV szeroprevalencia adataink nagyon hasonloak voltak a
Csehorszagbdl (11a. abra) [185], Olaszorszagbol (11b, 1lc. abra) [42, 189], Iranbol
(11d. abra) [190], Kamerunbdl (11le. abra) [184] és Ausztraliabol (11f. abra) [159]
szarmaz6 kozleményekben publikalt eredményekhez. Minden esetben az életkorral nétt
a szeropozitivitas, szignifikans kiilonbségeket a fiatalabb korcsoportoknal figyelhetiink
meg (11c-11f. abra) [42, 159, 184, 190]. Ez arra utal, hogy a primer fertézések foldrajzi
régiotol fliggben — beleértve a diverz tdrsadalmi szokasokat, eltérdé higiénés
koriilményeket — kiilonb6zd életkorokban térténhetnek meg. Antigénként hasznaltak
GST taggel ellatott VP1-et (11c, 11d, 11f. abra) [42, 159, 190], VLP-t (113, 1le. abra)
[184, 185], egy kutatocsoport pedig a VP1 peptidrészletét alkalmazta. (11b. abra) [189].
Szeroldgiai mddszerként a legtobb munkacsoport kolorimetrias ELISA-t véalasztott (11a,
11b, 11d, 1le. abra) [184, 185, 189, 190], de voltak, akik gyongyalapt, multiplex,
fluoreszcens immunszerologiai modszert alkalmaztak (11c, 11f. abra) [42, 159].

A 12a-f. abrak [73, 110, 182, 191-193] azokat az 6sszehasonlitasokat mutatjak be,
amelyeket az Aaltalunk mértektdl szignifikdnsan magasabb total vagy felndttkori
szeroprevalencia adatokat k6zl6 publikaciok eredményeivel végeztiink. A spanyol (12a-
12c. abra) [110, 182, 191], holland (12d. abra) [73] és olasz (12e, 12f. abra) [192, 193]
feln6tt vagy total szeroprevalencia ugyan szignifikdnsan magasabb volt az altalunk
mérthez képest, azonban a trendek, a szeroprevalencia életkor elérehaladtaval névekvése
nagyon hasonld volt minden esetben. A 18 év alattiak szeroprevalencia adatainak az
Osszehasonlitasat a legtobb tanulmany esetében akadalyozta, hogy vagy hianyos adatokat
kozoltek, vagy egyaltalan nem is vizsgaltak gyermekeket (12a-12d, 12f. abra) [73, 110,
182, 191, 193]. Egy munkacsoport kivételével, akik GST taggel ellatott VP1 fehérjét
hasznaltak (12b. abra) [110], a tdbbiek VLP-t alkalmaztak antigénként.
Immunszerologiai modszerként tobbségében kolorimetrias ELISA-t alkalmaztak (12a,
12¢, 12e, 12f. abra) [182, 191-193], két munkacsoport fluoreszcens, gyongyalapt,
multiplex metodikat valasztott (12b, 12d. abra) [73, 110].
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12. abra: MCPyV szeroprevalencia eredményeinknél szignifikansan magasabb
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Az 6sszehasonlitas az alabbi publikaciok adataival tortént: a) [191], b) [110], c) [182],
d) [73], e) [192], f) [193]. A szignifikans eltéréseket piros vonal és csillag jelzi a
kovetkezdk szerint: *=p <0,05, **=p<0,01, ***= p<0,001, ****= p<0,0001.

Japanban (13a. dabra) [194], Kinaban (13c. abra) [181] és az Egyesiilt Allamokban
(13b, 13d, 13e. abra) [43, 172, 195] az altalunk detektalthoz képest alacsonyabb MCPyV

atfertézottséget mértek. Két, gyermekek mintait is vizsgalo felmérésben (13a, 13b. abra)

[43, 194] szinte minden életkorcsoportban szignifikdnsan vagy jelent6sen alacsonyabb

MCPyV szeroprevalenciat tapasztaltak, mint mi. Kindbdl a csak felndttek korében végzett
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felmérés eredményeként minden korcsoportban alacsonyabb, és 0Osszességében
szignifikansan alacsonyabb feln6ttkori szeropozitivitasi aranyt publikaltak (13c. abra)
[181]. Az USA-beli adatok elemzése alapjan (13b, 13d. abra) [43, 172] pedig gy tiinik,
hogy az Gsszességében alacsonyabb MCPyV szeroprevalencia a felndttekre vonatkozik,
mert a gyermekek és fiatal felndttek esetében csak kismértékben térnek el adataink.
Antigénként eukariota expresszios rendszerben eléallitott VLP-t (13a, 13e. abra) [194,
195] és baktériumokban expresszalt GST-VP1-et hasznaltak (13b-13d. abra) [43, 172,
181], a mérés magneses gyongy alapu, luminometrids szerologiai modszerrel (13a, 13c,

13d. abra) [172, 181, 194] vagy kolorimetrias ELISA-val (13b, 13e. abra) tortént [43,
195].

13. abra: MCPyV szeroprevalencia eredményeinknél alacsonyabb dtfertozottségi
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Az sszehasonlitas az alabbi publikaciok adataival tortént: a) [194], b) [43], c) [181],
d) [172], e) [195]. A szignifikans eltéréseket piros vonal és csillag jelzi a kovetkezok
szerint: *=p <0,05, **=p<0,01, ***= p<0,001, ****= p<0,0001.

Osszességében elmondhaté, hogy eltérd modszerekkel végzett vizsgalatok esetén is
megfigyelhetiink a miénkhez nagyon hasonl6 eredményeket, mig szinte azonos metodikat
alkalmazva is lathatok szignifikdns eltérések. A szeroprevalencia eredményeket
esetlegesen befolyasolhatja, hogy milyen antigén eldallitasi, tisztitasi modszert
alkalmazunk. Azonban azt tapasztaltuk, hogy a sajat, His taggel ellatott VP1 fehérjével
végzett ELISA modszeriink eredménye hasonl6 volt a VLP-t (11a. [185] és 1le. abra
[184]), vagy éppen VP1 peptidrészletet (11b. abra [189]) antigénként alkalmazd
munkacsoportok adataihoz. Az eredményeket befolyasolhatja, hogy antigénként sok
esetben eltérd MCPyV izolatumok VP1 fehérjéit alkalmaztak. Filogenetikai vizsgalatok
alapjan korabban mar felvetették a genotipusok foldrajzi elkiiloniilését [111, 196]. Li és
munkatarsai szeroprevalencia vizsgalataik soran a Japanbol szarmazo TKS izolatum VP1
fehérjéjével dolgoztak, ami eltérd szekvencia kladba tartozott, mint azok, amiket masok
¢s mi is valasztottunk méréseinkhez [194]. Ez arra utal, hogy MCPyV esetében
létezhetnek foldrajzilag eltéré genotipusok, amik a szeroprevalencidban mutatkoz6
kiilonbségek hatterében allhatnak. Ennek tisztazasa érdekében eltérd foldrajzi régiobol
szarmaz6 szekvencia adatok gylijtése ¢és elemzése lenne célszerli, valamint a
szeroprevalencia vizsgalatokat érdemes lenne az adott régiora specifikus genotipusok
felhasznalaséaval elvégezni.

Szeroprevalencia vizsgalataink eredményei alapjan az MCPyV hazankban is ubiquiter
virus. A primer fertézésen a populacid nagy része gyermekkorban atesik, a

szeropozitivitas életkorral novekvo.
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5.7. Human polyomavirus 6 szeroprevalencia vizsgalat

A HPyV6 ELISA cut-off értékének meghatdrozdsa utdn minden mintat
szeropozitivnak tekintettiink, melyek OD értéke >0,222 volt.

Az egyes korcsoportokba tartozo OD értékeket ¢s a HPyV6 szeroprevalenciat a 14.
abra mutatja be. A szeroreaktivitas statisztikailag szignifikans novekedését a 6-9 éves

(p=0,0359), illetve a 21-39 éves (p=0,0192) korcsoportokban figyeltiik meg.

14. abra: HPyV6 szeroreaktivitas és szeroprevalencia korcsoportonként
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A szeroreaktivitas abran minden fekete pont egy szérumminta atlagolt OD értékét
reprezentalja. Piros, szaggatott vonal jelzi a szeropozitivitasi hatarértéket. A
statisztikai analizist Mann-Whitney U teszttel végeztiik. A szeroprevalencia
tanulmanyozasanal a statisztikai vizsgalatot Fisher egzakt teszttel végeztiik. Piros
vonal és csillag jeloli a szignifikans eltéréseket az alabbiak szerint: *=p <0,05. OD:
optikai denzitas

A HPyV6 szeropozitivitas a teljes vizsgalati populacidban 79,2% volt. Eredményeink
alapjan a primer fertdzések jelentds része gyermekkorban zajlik, a 18 évnél fiatalabbak
63,2%-a mar atesett a fert6zésen. Az ellenanyag-pozitvitasi rata egészen 40 éves korig az
¢letkorral novekedett. Az €letkor és a szeroprevalencia kozti szignifikans Osszefiiggést a
¥2 trend teszt is igazolta (p<0,0001). A felnéttek (>18 évesek) 87,7%-a rendelkezett
virusellenes ellenanyaggal. A legmagasabb, 91,2%-0s prevalenciat a 21-39 évesek kozt
mértiik, az ellenanyag-pozitivitasi arany szignifikans névekedését is — hasonldéan az OD
értékekhez — ebben a korcsoportban figyeltiik meg. Az idésebbekben kissé alacsonyabb,
de véltozatlan szeropozitivitasi ratat tapasztaltunk. Eredményeink hasonldak a masok

altal publikaltakhoz [42, 73, 74, 134, 159]. A szeroprevalencia eredmények 6sszhangban
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allnak egy DNS prevalenciat vizsgdlé tanulmany eredményeivel: egészséges
bérmintadkban a HPyV6 DNS mennyisége és a prevalencia is életkorral novekvOnek
bizonyult [136].

A HPyV6 fertdzés vizsgalata kapcsan nemi kiilonbséget figyeltiink meg, amelyrol
masok nem szamoltak be. A szeropozitiv gyermekek kozt szignifikdnsan tobb volt a lany
(68/96 vs. 54/97; p=0,0366), és a teljes vizsgalt populacioban is tobb nd, mint férfi
bizonyult szeropozitivnak (234/283 vs. 203/269; p=0,0461). A nemi kiilonbség okat nem
tudjuk, tovabbi vizsgalatok, illetve a terjedési mod biztos ismerete lenne sziikséges.

Bar mind a teljes (79,2%), mind a felndttekre vonatkozo (87,7%) HPyV6
szeroprevalencia eredményiink a masok altal publikalt 52-92%-o0s tartomanyba
illeszthetd, szembetiing, hogy a mért értékek kozt akar 40% is lehet az eltérés. Az MCPyV

fejezetben leirtak szerint atfogd elemzést végeztiink a sajat és masok altal kozolt adatok

Osszevetésével (15. abra).

15. abra: HPyV6 szeroprevalencia eredmények osszehasonlitasa nemzetkozi

adatokkal
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Az 6sszehasonlitashoz hasznalt publikaciok a kovetkezok voltak: a) [170], b) [73], ¢)

[110], d) [159]. A szignifikans eltéréseket piros vonal és csillag jelzi a kovetkezok
szerint: *=p <0,05, **=p<0,01, ***= p<0,001, ****= p<0,0001.
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Csehorszagbol (15a. abra) [170] és Hollandiabol (15b. abra) [73] is az altalunk
mérthez nagyon hasonlé felnétt szeroprevalencia eredményeket publikaltak, minddssze a
fiatal feln6ttek korében mutatkozott eltérés. A cseh kutatok a mérést a miénkhez hasonld
ELISA modszerrel végezték, antigénként GST taggel ellatott VP1 fehérjét és VLP-t is
alkalmaztak. A kutatocsoport igazolta, hogy az eltéré6 modszerrel eldallitott antigének
hasznalata nem okoz jelentés kiilonbséget a mérési eredményekben [170].
Spanyolorszagbol szignifikdnsan magasabb (15¢. abra) [110], Ausztraliabol viszont
szignifikansan alacsonyabb (15d. abra) [159] feln6tt HPyV6 atfert6zottségi adatokat
publikaltak. Tovabbi kiilonbség, hogy az ausztral populacidoban az iddsekben is
folyamatosan névekvd volt a szeropozitivitds. A holland, a spanyol és az ausztral csoport
is GST taggel ellatott VP1 fehérjét hasznalt multiplex, gyongyalapu, fluoreszcens
immunszerologiai reakcidban. A metodikai kiillonbségek ellenére az altalunk mérthez
hasonlé és eltérd szeroprevalencia eredményeket is kozoltek. Igy felmeriil, hogy
tényleges foldrajzi kiillonbség, akar foldrajzilag eltérd virusvaridnsok a magyarazat az
eltéré szeroprevalencia adatokra, esetleg a vizsgalati csoportok kiilonbdztek
jelentésebben. A virus terjedési médja nem ismert, igy a terjedési modokat befolyasolo
tényezOk sem, amelyek lehetnek esetlegesen kulturélisan, foldrajzilag kiilonbozdek.

Osszességében azonban megallapithatjuk, hogy a HPyV6 fertézés hazankban is

gyakori, igy az altala okozott korképekre is szamithatunk.

5.8. Human polyomavirus 7 szeroprevalencia vizsgalat

HPyV7 ELISA vizsgéalatokban a szamitott cut-off érték alapjan szeropozitivnak
tekintettiink minden >0,265 OD értékkel rendelkez6 mintat.

A 16. abra a HPyV7 ELISA mérési eredményeket, azaz az OD értékeket és a szdmitott
szeropozitivitasi aranyokat korcsoportok szerint mutatja. Az OD értékek szignifikans
novekedését a 14-20, valamint a 21-39 évesek korében figyeltik meg (p=0,021 és
p=0,003).
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16. abra: HPyV7 szeroreaktivitas és szeroprevalencia korcsoportonként
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Minden fekete pont egy szérumminta atlagolt OD értékét reprezentalja. Piros,
szaggatott vonal jelzi a szeropozitivitasi hatarértéket. A statisztikai analizist Mann-
Whitney U teszttel végeztiik. A szeroprevalencia tanulmanyozasandl a statisztikai
vizsgalatot Fisher egzakt teszttel végeztiik. Piros vonal és csillag jeloli a szignifikans
eltéréseket az alabbiak szerint: **=p <0,01. OD: optikai denzités

Vizsgéalataink alapjan a HPyV7 gyerekek (<18 évesek) kdrében mért szeroprevalencia
51,3%, vagyis a primer fertézések jelentds része gyermekkorban torténik. Ezt néhany
korabbi kozlemény is megerdsiti [42, 74, 134, 159]. A felndttek (>18 évesek) kdrében az
atfert6zottség, 83,8%-nak bizonyult, igy a teljes, vizsgalt populacid 72,5%-a esett mar at
a HPyV7 fertézésen. A szeroprevalencia az életkor eldrehaladtival 40 éves korig
novekedett, amit a ¥ trend teszt is alatdmaszt (p<0,0001). A szeropozitivak aranyanak
szignifikans novekedését a 14-20 és 21-39 éves korcsoportok kozott tapasztaltuk
(p=0,0052), a legmagasabb atfertdzottségi aranyt a 21-39 évesek korében mértiink. A
szeroprevalencia 40 év felett kissé alacsonyabbnak bizonyult, viszont idésebbekben
kismértékli emelkedést tapasztaltunk.

A HPyV6-hoz hasonldan, a HPyV7 fertézottek kozt is szignifikansan tobb volt a nd,
mint a férfi a teljes populacioban (p=0,017) és a gyermekek (p=0,0062) kozt is.

A hazai HPyV7 atfert6zottségi rata 6sszhangban all a korabban publikaltakkal [45, 73,
110, 148, 159, 170]. A magas szeroprevalencia értékek alapjan kijelenthetd, hogy a
HPyV7 gyakori virusfertozés Magyarorszagon is. Kérdés azonban, hogy mi allhat a nagy,
akar 50%-ot meghalado6 szeroprevalencia kiilonbségek (33—84%) hatterében. Az elérhetd,

néhany publikéci6 adatait ezért ebben az esetben is részletesebb vizsgalatnak vetettiik ala
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(17. abra). Ugyanannak a négy, cseh, spanyol, holland és ausztral tanulmanynak az

adatait vizsgaltuk, amit a HPyV6 esetében is.

17. abra: HPyV7 szeroprevalencia eredmények dsszehasonlitasa nemzetkozi
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Az 6sszehasonlitashoz hasznalt publikaciok a kovetkezok voltak: a) [170], b) [73], ¢)

[110], d) [159]. A szignifikans eltéréseket piros vonal és csillag jelzi a kovetkezok
szerint: **=p<0,01, ***= p<0,001, ****= p<0,0001.

A spanyol (17c. abra) [110] és cseh (17a. abra) [170] szeroprevalencia adatok az
altalunk mértekhez hasonloak, viszont a csehorszagi, VLP-vel végzett vizsgalati
eredményekhez képest szignifikans eltéréseket is tapasztaltunk (17a. abra) [170]. A
holland felnétt szeropozitivitasi rata a 60 évnél fiatalabbakban alacsonyabbnak bizonyult,
a fiatal felndttek korében szignifikans a kiilonbség, valamint a felndttekre 6sszességében
(>18 évesek) szamitott érték is szignifikansan alacsonyabb a mi vizsgalati csoportunkhoz
képest (17b. abra) [73]. Erdekes, hogy a 60 évnél idésebbek korében viszont nincs
szeroprevalencia kiilonbség a két populdcid kozt. Ausztralidbol szignifikdnsan
alacsonyabb HPyV7 atfert6zottségi ratat kozoltek (17d. abra) [159]. A kisgyermekek

(<14 évesek) kozt azonos a fertézésen atesettek aranya, a szeroprevalencia novekedése
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hasonld trendet kdvet a két populacidban. Kivétel, hogy ellentétben az altalunk
tapasztaltakkal, Ausztralidban az id6sek kozt is nétt a szeropozitivitasi arany (17d. abra)
[159]. Mivel a modszertani kiilonbségek ellenére nagyon hasonld eredmények is
sziilettek, igy a HPyV6-hoz hasonloan tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy a

szeropozitivitasi aranyok kiilonbségeinek okait feltarhassuk.

5.9. Trichodysplasia spinulosa asszocialt polyomavirus szeroprevalencia vizsgalat

A TSPyV ELISA vizsgélatban a megallapitott cut-off érték alapjan szeropozitivnak
tekintettlink minden mintat, melynek OD értéke >0,375 volt.

A szeroreaktivitast és a szeroprevalenciat az egyes korcsoportokban a 18. abra
szemlélteti. Az OD értékek szignifikans névekedését a két legfiatalabb csoport (p=0,009),
illetve a két legidésebb korcsoport kozott tapasztaltuk (p=0,029). A szeropozitivitasi
arany szintén ezen korcsoportok kozt nétt szignifikansan (p=0,0346 és p=0,0084).

18. abra: TSPyV szeroreaktivitas és szeroprevalencia korcsoportonként
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A szeroreaktivitas abran minden fekete pont egy szérumminta atlagolt OD értékét
reprezentalja. Piros, szaggatott vonal jelzi a szeropozitivitasi hatarértéket. A
statisztikai analizist Mann-Whitney U teszttel végeztiik. A szeroprevalencia
tanulmanyozasahoz a statisztikai vizsgalatot Fisher egzakt teszttel végeztik. A
szignifikans eltérést piros vonal és csillag jelzi az aldbbiak szerint: *=p<0,05,
**=p<0,01. OD: optikai denzitas

Meéréseink alapjan 78,4% volt a TSPyV fert6zésen mar atesettek aranya a teljes
vizsgalt kohorszban, mig a felnéttek 85%-a rendelkezett virusellenes 19G
ellenanyagokkal. A TSPyV-vel kapcsolatos publikaciok alapjan a primer fertdzések
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jelentds része gyermekkorra tehetd [42, 74, 134, 158, 159, 163-165], ezt tamasztjak ala
sajat eredményeink is, mivel a gyerekek (<18 évesek) 66,3%-a bizonyult ellenanyag-
pozitivnak. A szeropozitivak aranya az életkorral folyamatosan novekvé, amit a ¥ trend
teszt vizsgalat is megerdsitett (p<0,0001). A tinédzserek és fiatal felndttek korében 80%
feletti volt a fert6zésen atesettek szdma, azonban a legmagasabb, 92,4%-0S
szeropozitivitdst a 60 évnél iddsebbek korében detektaltuk. Az iddsek emelkedett
szeropozitivitasat mas kutatocsoportok is megfigyelték [159, 164, 170]. Ennek oka lehet,
hogy idésebb korban az immunrendszer gyengiilésével nd a fertdzésekre a fogékonysag,
illetve a latens fertdzések reaktivacidjanak esélye is magasabb. Ez utdbbi esetén a
reaktivacio eredményezhet szeroreaktivitds novekedést. Nemi kiilonbséget nem tartunk
fel.

Az altalunk mért 85%-os felndttkori szeroprevalencia kissé magasabb a masok altal
publikalt 63—80%-os értékhez képest [45, 73, 158, 159, 163-165, 170], azonban hasonld
az Amerikai Egyesiilt Allamokban mért 80,9%-os felnétt szeroprevalenciahoz [148]. Hat
publikacié adataival elvégeztiik az el6zdekben mar ismertetett, részletesebb elemzést,

amelyek eredményeit a 19. abra szemlélteti.

19. abra: TSPyV szeroprevalencia eredmények osszehasonlitasa nemzetkozi
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Az Osszehasonlitashoz hasznalt publikaciok a kovetkezok voltak: a) [159], b) [165],
c) [164], d) [170], e) [110], f) [73]. A szignifikans eltéréseket piros vonal és csillag

jelzi a kovetkezdk szerint: *=p <0,05, **=p<0,01, ****= p<0,0001.

Annak ellenére, hogy tobb esetben is szignifikdnsan alacsonyabb szeropozitivitasi
aranyrol szdmoltak be az altalunk tapasztalthoz képest, szamos hasonlosagot tartunk fel.
Az Ausztraliabol szarmazé tanulmanyban a szeroprevalencia életkor elérehaladtaval
novekvo trendje rendkiviil hasonld volt ahhoz, amit mi is tapasztaltunk (19a. abra) [159].
Emellett a 10 évnél fiatalabbak, a 40 évnél idosebbek, és a 18 ¢év feletti felndttek
szeropozitivitdsi aranya nem tért el szignifikdnsan az Aaltalunk wugyanezen
¢letkorcsoportokban mértektdl. Szintén egy ausztral publikdcio teljes szeropozitivitasi
adataihoz képest a sajat eredményeink szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak (19b.
abra) [165]. Mindkét kozleményben prokariota rendszerben eléallitott, GST taggel
ellatott VP1 fehérjét hasznaltak antigénként a fluoreszcens, multiplex szerologiai
modszeriikhdz.  Japanbol — Osszességében  szintén  alacsonyabb  felndttkori
szeroprevalenciardl szamoltak be, viszont a primer fert6zésen atesettek aranya hasonléan
emelkedett az életkorral, mint amit mi tapasztaltunk. A legiddsebb korosztaly eredményei
azonban eltérnek, mert Japanban, ellentétben veliink, csokkend szeropozitivitasi aranyt
figyeltek meg 70 év felett. (19¢. abra) [164]. Méréseikhez kolorimetrias ELISA modszert

valasztottak, melyhez VLP antigént hasznaltak. Az idésekre jellemzd, emelkedett
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szeroprevalencidt hozzank hasonléan az ausztral és cseh adatok esetében figyelhetjiik
meg (19a, 19d. abra) [159, 170]. Ezzel ellentétben Japanbol és Spanyolorszagbol az
id6sek alacsonyabb atfertézottségérdl szamoltak be (19c, 19e. abra) [110, 164]. Nem
tapasztaltunk szignifikéns eltéréseket a Hollandiabdl szarmazo, felndtt szeropozitivitasi
adatokhoz képest, amelyet prokariotaban termelt, GST-VP1 antigénnel, multiplex,
gyongy alapu szerologiai médszerrel mértek (19f. abra) [73]. Igy a TSPyV esetén is
megallapithatjuk, hogy a kiilonboz6 szeroprevalencia adatok hatterében kevésbé a
moddszertani kiilonbségek allhatnak. Amellett, hogy a vizsgalati csoportok jelentésen
kiilonbozhetnek, akéar foldrajzilag eltéré virusvariansok is magyarazhatjdk a
kiilonbségeket. A virus hazankban is ubiquiter, igy amennyiben a betegséget primer
fertdzésként okozza, inkdbb immunszupprimalt gyermekek €s olyan immunszupprimalt
felndttek korében szamithatunk a TS megjelenésére, akik még nem estek at a TSPyV

fert6zésen korabban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A doktori kutatomunka soran hat, a Polyomaviridae csaladba tartozd polyomavirus
prevalencigjat tanulmanyoztuk. A KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6, HPyV7 és TSPyV
szeroprevalencia vizsgalatainkhoz mind a hat virus kapszid antigénjét, VP1 proteinjét
sikeresen allitottuk eld bakteridlis fehérje expresszids rendszerben. Az antigénekkel a
VPI elleni IgG ellenanyagok detektdlasdra alkalmas, indirekt, kolorimetrids ELISA
modszert fejlesztettlink és optimalizaltunk mind a hat virusra. A vizsgélatokat
nagyszamu, immunkompetenes gyermekektdl és felndttektdl szarmazo szérummintaval
végeztiik, a hazai szeroprevalenciat kiilonb6z6 korcsoportokban mértiik ¢€s elemeztiik.
Megallapitottuk, hogy valamennyi vizsgalt polyomavirus Magyarorszagon ubiquiter,
amit a felnott szeropozitivitasi adatok tamasztanak ala. Eredményeink alapjan a felnéttek
93,7%-a KIPyV, 89,2%-a WUPyYV, 69,3%-a MCPyV, 87,7%-a HPyV6, 83,8%-a HPyV7
és 85%-a TSPyV fertézésre szeropozitiv. Az ellenanyag-pozitivitasi rata életkorral
novekvd volt mind a hat virus esetében, a primer fertézések zommel gyermekkorban,
KIPyV és WUPyV esetében kisgyermekkorban (<6 év) zajlottak. Fiatal felndttkortol mar
csak kismértékli valtozast tapasztaltunk. A nék korében magasabb MCPyV, HPyV6 és
HPyV7 szeropozitivitasi aranyt figyeltiink meg. TSPyV esetében az idds korosztalyban,
60 év felett szignifikans novekedést tapasztaltunk az atfert6zottségi aranyban. Adatainkat
a nemzetkozi publikaciok adataival Osszevetve megallapitottuk, hogy a hazai
szeropozitivitas hasonld vagy egyez6 a masok altal mértekkel. A publikalt atfert6zottségi
értékekben mutatkozo6 viszonylag nagy kiilonbségek hatterében vélhetden nem a mérési
modszerek vagy az antigén eldallitasi kiilonbségek allnak.

A SARS-CoV-2 vilagjarvany idején léguti mintakban vizsgaltuk a KIPyV és a
WUPyV DNS prevalencigjat, az esetleges koinfekcidt. A polyomavirusok és a SARS-
CoV-2 fertdzés kozt dsszefliggést nem tartunk fel. Mindkét virus prevalencidja a varthoz
képest joval alacsonyabbnak bizonyult, gyermekek mintdiban KIPyV DNS-t nem,
WUPyYV DNS-t pedig mindossze egy esetben detektaltunk. Feltételezésiink szerint

mindkét virus terjedését a korlatozo intézkedések gatolhattak.
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7. SUMMARY

In the present study, we examined the prevalence of six polyomaviruses from the
family Polyomaviridae. For our seroprevalence studies of KIPyV, WUPyV, MCPyV,
HPyV6, HPyV7, and TSPyV, the capsid antigen (VP1 protein) of all six viruses, was
successfully produced in bacterial protein expression system. We developed and
optimized an indirect, colorimetric ELISA method for the detection of IgG antibodies
against VP1 using the antigens for all six viruses. The assays were performed using large
numbers of serum samples from immunocompetent children and adults, and Hungarian
seroprevalence was measured and analysed in different age groups. We found that all
polyomaviruses studied are ubiquitous in Hungary, which is supported by the adult
seroprevalence data. According to our results, 93.7% of adults are seropositive for
KIPyV, 89.2% for WUPyV, 69.3% for MCPyV, 87.7% for HPyV6, 83.8% for HPyV7
and 85% for TSPyV. Antibody positivity rates increased with age for all six viruses, with
primary infections occurring mostly in childhood, and at very young ages (<6 years) for
KIPyV and WUPyV. There was little change in seropositivity rates after young
adulthood. Higher seroprevalence rates of MCPyV, HPyV6 and HPyV7 were observed
among females. For TSPyV, we observed a significant increase in seropositvity rates in
the older age group, above 60 years. By comparing our data with those of international
publications, we found that our seroprevalence data is similar to or in agreement with
those measured by others. The relatively large differences in the published seropositivity
rates are probably not due to differences in serological methods or in the production of
antigens.

During the SARS-CoV-2 pandemic, the prevalence of KIPyV and WUPyV DNA in
respiratory samples was investigated for possible co-infection. No association between
polyomaviruses and SARS-CoV-2 infection was detected. The prevalence of both viruses
was much lower than expected, with no KIPyV DNA detected in samples from children
and WUPyYV DNA detected in only one sample. We hypothesized that the spread of both

viruses may have been inhibited by lockdown measures.
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