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1. Bevezetés

A denevérek rendje az eml6sok legvaltozatosabb €s legnagyobb rendje, nagyjabol 1423 elismert fajjal,
valamint kivételes repiilési és visszhang alkotasi képességgel (Han et al., 2015). Széles foldrajzi elterjedéstiek,
eltekintve a sarki régioktol, a szélséséges sivatagi éghajlattdl és néhdny 6cedni szigett6l (Irving et al., 2021). A
filogenetikai elemzés alapjan a denevérek 52,5 millié évvel ezelbttre vezethetdk vissza. Ez lehet6vé tette szamos
virussal valé koevoldcidjukat, igy természetes rezervoar gazdakka valtak (Wynne & Wang, 2013). Tovdbba a
napjainkban a denevérek immunitdsdval, anyagcseréjével és mitokondridlis dinamikdjaval kapcsolatos Osszes
tanulmany ramutat, hogy a denevérek felépitése adaptalddott a repiilés igényeihez és kovetkezményeihez. A
megvaltozott velesziiletett immunvalaszuk mellett, amelyek egyensilyban tartjdk az immuntolerancia
mechanizmusait és a gazdaszervezet védekezési stratégidit, hipotetikusan hozzdjarulnak hosszi élettartamukhoz és
a rdkos megbetegedések el6forduldsi ardnydnak csokkenéséhez, amellett, hogy kivételes tiinetmentes
virushordozok (Banerjee et al., 2020; Gorbunova et al., 2020; Irving et al., 2021).

A zoondézisok a gerinces allatokrdl az emberre természetes uton terjedd betegségek. Az tijonnan megjelend
zoondzisos megbetegedések koriilbeliill 70%-a vadon €16 éllatoktél szdrmazik, fo6ként azoktdl, amelyek
taxondmiailag valtozatos fajokat tartalmaznak, mint példdul a denevérek (Hassell et al., 2017; Jones et al., 2008).
Ezenkiviil az emberi populdcié globdlis terjeszkedése és a természetes allati él6helyek elfoglaldsa az dllatok és az
emberek kozotti érintkezési ardny novekedéséhez vezetett (Hassell et al., 2017). Mig a globalizicid, az utazis és a
kereskedelem megkonnyiti a terjedést, és biztositja a nehezen ellendrizhet6 jarvanyok el6forduldsat a jol bevalt
mérsékld intézkedések végrehajtdsa ellenére (Sabin et al., 2020). Nem meglepd médon az elmdlt évtizedben
szamos stlyos, kialakuléban 1év6 virusos betegség tarsult a denevérekhez: példdul a Kindban 2002-ben bejelentett
stlyos akut 1éguti szindroma (SARS) jarvany szdmos vizsgélatot kovet6en a kinai patkds denevérekhez kothetd
(Shi & Hu, 2008). Hasonl6képpen az ezt kdvetd koronavirus jarvany: a kozel-keleti 1égiiti koronavirust (MERS)
el6szor 2012-ben jelentették be, mely denevérekt6l szarmazhatott (Han et al., 2016). Végiil 2019-ben az tijonnan
felbukkané SARS-CoV-2 silyos megbetegedéseket okozott Kindban, Vuhanban, majd vildgméreti jarvanyt.
Fiiggetlentiil attdl, hogy a SARS-CoV-2 milyen homadlyos tton terjedt az emberekre, a legtobb hipotézis szerint a
denevérek a természetes virushordozok (Prince et al., 2021; Temmam et al., 2021). Mindezzel parhuzamosan, a
virusokkal és a virusgazda denevérekkel kapcsolatos intenziv molekuldris elemzések alapjan szdmos virus csaladot
azonositottak denevérekbdl, tobbek kozott, de nem kizardlagosan: Lyssaviridae, Astroviridae, Caliciviridae,
Coronaviridae, Flaviviridae, Hepeviridae, Picornaviridae, Arenaviridae, Filoviridae, Hantaviridae, Nairoviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxovirdae, Parvoviridae, Adenoviridae, Herpesviridae and Hepadnaviridae (Chen et al.,
2020; Letko et al., 2020). Ennek ellenére szamos szempont, mint példdul a zoondzis-potencidl, a tovabbgy(iriz6
események, az evolicid és még sok szempont kevéssé ismert. Az emlitett okok miatt, tovabbi kutatdsok indokoltak
az ismeretek megszerzése szempontjdbdl az esetleges jarvanyokra vald felkésziiléshez (Aarestrup et al., 2021;
Simpson et al., 2020).

Algéridban, amely Eszak-Afrikdban taldlhatd, teriilete 2,4 millié km2 és 45 millié lakosd, a kiilonféle
biot6pokbdl adéddan hatalmas denevér diverzitds alakult ki (Ahmim, 2018). Annak ellenére, hogy széles korben

elterjedtek és jelen vannak az emberek kozelében 1€v6 varosi teriileteken is, a denevéreket és virusgazda szerepiiket



még mindig kevéssé tanulmanyozzak. Figyelemre méltd, hogy a denevérekkel kapcsolatos virusos zoondzisokkal
kapcsolatban nem éllnak rendelkezésre mds publikéciok, kivéve a Pikornavirusokkal (Zeghbib et al., 2019) és

Koronavirusokkal (Zeghbib et al., 2021) kapcsolatos tanulmanyainkat.

2. Célkitiizés

e  Mintavétel denevérektdl varosi teriileteken és az emberekhez kozeli barlangokbdl.

e A gyiijtott mintdk széleskord viroldgiai elemzése, valamint gazdaszervezeteik meghatarozasa genomikai
elemzések segitségével

e Az azonositott virusok evolicids, valamint genomikai 9sszehasonlitd elemzése.

e Az 1j SARS-CoV-2 vildgjarvany vizsgédlata Algéridban in silico elemzésekkel.

e Az algériai jarvidnyhoz kapcsolddo tobbszords behurcoldsi események, valamint a virus orszdgon beliili
atviteli mintazatdnak jellemzése.

e Az algériai szekvencidkhoz tartozé nukleotid- és aminosav mutdciok leirdsa, valamint azok varhat6
hatdsainak el6rejelzése az érintett fehérje miikodését illeten.

e ‘Molecular tracing’ elvégzése és ramutatds a hidnyzé mintavétel nélkiili adatokra.

e A végrehajtott jarvanyiigyi intézkedések értékelése statisztikai elemzéssel

3. Anyag és médszer
Mintagyiijtés

A guand mintagy(jtés 2016 és 2018 kozott zajlott az algériai tengerparton fekvd Bejaia varos Aoukas és
Melbou barlangjaib6l. Tovabbd 2018-ban tovabbi mintavétel tortént a Konstantin varosaban taldlhat6 Ibn-Ziad

barlangban. Osszesen 97 guané minta 4llt rendelkezésre a tovébbi feldolgozds és elemzés céljabol.

Denevér guané mintak el6készitése és nukleinsav extrakcio

A mintdkat 500 pl 1X PBS és két darab 2,0-2,5 mm 4tmérdjii iiveggyongy felhaszndldsaval homogenizaltuk
(Kisker Biotech GmbH & CO., Németorszag) 60 masodpercig maximadlis sebességgel Minilys® homogenizatorral
(Bertin Corp., USA). A nukleinsav extrakciét a gyartd ajanldsainak szigord betartdsdval végeztiik 200 pl
feliiliszobdl a GeneJET Viral DNS/RNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific., USA) vagy Genaid viral
nucleic extraction kit II (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) segitségével elérhetoségtdl fiiggden. A tisztitott

nukleinsavat 50 pl nukledz mentes vizben eludltuk, majd -80°C-on tdroltuk.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

Szamos oligonukleotidot és PCR tipust hasznaltunk virusspecifikus nukleinsav kimutatdsra, molekuldris
azonositasra (‘barcoding’) vagy teljes genom helyredllitasra. A 800 bp-ig terjedd fragmentumok esetében a reverz
transzkripcids polimerdz lancreakcidkat (RT-PCR) a QIAGEN OneStep RT-PCR kittel (Qiagen, Németorszag),
mig a hosszabb fragmentumokat (>1000 bp) a SuperScript® III One- Step RT-PCR rendszer Platinum® Taq DNS
polimeraz kittel (Thermo Fisher Scientific, USA) végeztiik el. Hasonldképpen a hagyomanyos PCR-eket GoTaq®
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G2 Flexi DNS polimeraz kittel (Promega, USA) végeztiik (fragment < 800 bp). Mig a Phusion High-Fidelity DNS-
polimerazt (Thermo Fisher Scientific, USA) hasznéltdk hosszi amplikonokhoz (>800 bp).

Klonozas és Sanger szekvenalas

A denevér Koronavirusok esetében, a PCR amplikonok pGEM-T Easy vectorba torténd ligdldsa zajlott
(Promega, USA) és a rekombindns plazmidokat tartalmazé Escherichia coli JM109 kompetens sejtek (Promega,
USA) transzfektdldsa a gyartéi utasitdsokat kovetve. A rekombindns telepek kék/fehér szelekcidjahoz a
transzfektalt sejtek Luria-Bertani (LB; Sigma Ltd.) taptalajra torténé szélesztése zajlott: a lemezek tartalmaztak
100p g/ml ampicillin, 0.5mM IPTG és 40ug/ml X-Gal és egy €jszakdn at tart6 inkubdlds tortént 37°C-on. A pozitiv
klénok colony-PCR-on estek 4t pGEM-T Easy Vector-specifikus primerek alkalmazdsaval. Ezt kovetSen egy
tisztitdsi 1épést végeztiink a Geneaid Gel/PCR DNS fragment kittel (Geneaid Biotech Ltd, Taiwan). A BigDye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kitet (Applied Biosystems, USA) alkalmaztuk a szekvendldshoz. A mintakat
ABI Prism 310 DNS Sequencer (Applied Biosystems, USA) berendezésen dolgoztuk fel.

Kovetkez6 generacios szekvenalas IonTorrent PGM és Illumina platformokon

A konyvtar készitést megel6z6en a mintdkat alacsony fordulatszdmon Sartorius (Sartorius, Germany) sz{iro
csO segitségével a tormeléket eltavolitottuk majd enzimatikus emésztést végeztiink [Micrococcal nuclease (Thermo
Fisher Scientific, USA) and Benzonase (Sigma-Aldrich., USA)] a virdlis eredetli nukleinsav tovabbi tisztitisa
érdekében. Mindezen feliil, célzottan az RNS virusok felsokszorozasa érdekében szekvencia fiiggetlen egy primer
amplifikacids eljarast alkalmaztunk (SISPA). Az IonTorrent platformon torténd szekvendlds kivitelezéséhez a
konyvtarkészités a NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for Ion Torrent™ kit (New England
Biolabs, USA) valamint az IonTorrent Xpress barcode adapters kit segitségével tortént. Ezt kovetden a klonalis
amplifikdciét az Ion PGM Template Kit haszndlatdval a OneTouch v2 eszkoz (Life Technologies, USA)
segitségével végeztiik. A pozitiv gyongyoket az Ion OneTouch™ ES pipettdzé robot haszndlatdval disitottuk. A
szekvendlds 316-os chip felhaszndldsaval zajlott (Life Technologies, USA). Mindezzel parhuzamosan, az
IonTorrent szekvendlds eredményeinek megerdsitése érdekében, Illumina platformra is készitettiink konyvtarakat
NEBNext Ultra I RNA Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs) haszndlatdval. A szekvendlds
Illumina NextSeq késziiléken 2 x 150 bp leolvasasi hosszisdggal zajlott (Illumina). Az szekvendlasi eredmények
nyers adatainak kiértékelését, trimmelését €s mindségellenérzését CLC Genomics Workbench version 9.0

(http://www .clcbio.com) program segitségével végeztiik. A szekvendlds sordn keletkezett szekvencia adatok

taxondmiai besoroldsat Diamond v0.8.3 adatbazis segitségével végeztiik.

A cDNS-végek amplifikacigja polimeraz lancreakcioval (3> RACE-PCR)

A denevér Picornavirus genomjéra vonatkozdan elvégzett kisérletek. A SuperScript III Reverse Transcriptase
kit (Invitrogen, USA) és a 2nd Generation RACE kit (Roche, Svijc) felhasznaldsaval az elsd szal cDNS-t az Oligo
dT-Anchor Primerrel kombindlva, egy tervezett szekvencia specifikus primerrel (1/3' race) kaptuk. Ezt kdvetSen a

c¢DNS-amplifikaciéot PCR Anchor Primerrel (Roche, Svdjc) és egy mdsodik szekvencia specifikus primerrel



folytattuk (2/3' race). A kapott amplikonokat el8szor 1,2%-o0s agaréz gélen tettiik lathatévd, majd a Geneaid Gel
PCR DNS fragmentum extrakcios kittel tisztitottuk (Geneaid, Taiwan). A szekvendldst Ion Torrent (Life
Technologies, USA) segitségével végeztiik. Végiil a CLC Genomics Workbench-et (http://www .clcbio.com/)

hasznaltuk a de novo szekvencia Osszedllitashoz €s a referencia térképezéshez.

Szekvencia szerkesztés, temporal signal assessment, filogenetikai és filogeografiai elemzés

A denevér picornavirus BtPV-analizisével kapcsolatban az adatkészlet 70 RNS-fiiggd RNS polimerdz (RdRp)
szekvenciat €s 29 denevérrel kapcsolatos citokrom B szekvencidt tartalmazott. A szekvencidk illesztése a MAFFT
webszerveren tortént (Katoh et al., 2002). Ezutdn a non-molecular clock Bayesian filogenetikai analizist végeztiink
MrBayes v3.2.4 szoftverrel (Ronquist et al., 2012) mind a BtPV-k, mind a gazdaszervezetek esetében. Mindegyik
elemzés 10 millié generdcion keresztiil miikodott €s 1000 generdcidonként tortént mintavétel. Az eredményiil kapott
fakat vizudlisan iTOL segitségével keriiltek szerkesztésre (Letunic & Bork, 2016).

Hasonldképpen, a denevér koronavirus adatkészlete 24 részleges helikdz gént és 806 részleges RdRp
szekvencidt tartalmazott. El6szor a szekvencidk igazitisa a MAFFT webszerverentortént az alapértelmezett
paraméterekkel (Katoh et al., 2002). Ezt kovetéen az IQTREE webszerverben mindegyik ‘substitution model
selections’ €s ‘maximum likelihood’ filogenetikai fak ‘ultrafast bootstrapping’ médszerrel valdsitottdk meg.

Végiil a SARS-CoV-2 szekvencia elemzés két adatkészletbdl allt; egy globdlis 95 genomot tartalmazébol (29
Algéria és 66 vilagszerte), és egy helyi adatkészlet csak az algériai szekvencidkbdl 4llt. A ‘time calibrated’
filogenetikai fak értelmezése el6tt mindkét adatkészleten beliili ‘temporal signal’-t a TempEst segitségével
értékeltiink, a fentebb leirtak szerint (Rambaut et al., 2016). Ezt kovetéen a BEAST 1.10.4 program segitségével a
‘molecular clock’ filogenetikai fat haszndltuk a rekonstrukcidhoz a globdlis vildgjarvanyra vonatkoz6an a GTR+I
alatt és egy ‘lognormal uncorrelated relaxed clock’ modellt. Figyelembe véve a népesség novekedését, egy
exponencidlis novekedésii koaleszcens modellt valasztottunk (Drummond et al., 2006; Suchard et al., 2018). Ezzel
parhuzamosan az algériai vildgjarvanyra filogenetikai, valamint diszkrét és folyamatos filogeografiai elemzéseket
végeztiink az aldbbi paraméterek mellett: a ‘time calibrated’ filogenetikai fa a GTR+I szubsztiticiés modell alapjan
‘lognormal uncorrelated relaxed clock’ és egy ‘skyline plot coalescent’ modellel allapitottuk meg a
népességdinamikdt. A diszkrét filogeografidhoz a Bayes-féle sztochasztikus ‘search variable selection’ (BSSVS)
kombinaltunk és egy ‘standard symmetric substitution modellt a diszkrét difftiziés folyamatot illetéen az algériai
véarosok kozotti jelentds dtmenetekre lehet kovetkeztetni a Bayes-faktorgeneracié (BF) alapjan. Ezzel szemben a
folyamatos diffiziés modell a Brown-diffiizion alapul, homogén eloszlasi sebességet feltételezve a filogenezisben,
és kovetkeztetni lehet az 6si allapotokra, amelyekhez a folyamatos filogeografiai difftiziés elemzésekhez
koordindtdkon (szélességi és hossziisdgi fok) alapulé koordinatdkat alkalmaztunk (Lemey et al., 2010). Ezt
kovetben a SpreaD3 v0.9.7 szoftvert haszndltuk a transzmisszids utvonalak megjelenitésére és a Bayes-tényez6

kiszamitasara (BF) (Bielejec et al., 2011).



Paronkénti genetikai tavolsag
MegAlign pro programmal (DNASTAR v15.2.0) illetve a MEGA v6 programmal (Tamura et al., 2013) a

nukleotid- vagy aminosav véltozasok szamat a szekvenciapdrok kozott szamitottuk ki.

Filogenetikai ‘trait association’ vizsgalat
A BtPiV esetében a filogenezis és a mintavételi hely, a gazda nemzetség vagy a gazdafaj kozotti asszocidcid

mértékét a BaTS csomag segitségével becsiiltiik meg (Parker et al., 2008).

Virus-gazdaszervezet koevolicids elemzése
A JANE v 4.0 (Conow et al., 2010) programot hasznéltuk a koevolicié elemzéséhez, amely levezeti a
kiilonbozd evolicids események gyakorisdgat (kospecidcid, duplikacid, gazda valtés, elvesztés és a szétvalas) a

Picornavirusok és a hozzdjuk tartozé denevér gazddik kozott.

Szelekciés nyomas és mutacioanalizis

A vizsgalat soran az algériai szekvencidkat a kinai rferencia szekvencidkkal hasonlitottuk 6ssze. A szelekcids
nyomadst a w hdnyados hatdrozza meg, amely a nem szinonim mutaciok (Ka/dn) €s a szinonim mutaciok (Ks/ds)
aranyén alapul (Nei és Gojobori, 1989). Vizsgalatunk sordn az emlitett hanyadost az ORFla, ORF1bD, S, E, M, N,
ORF3a és ORFS8 gének esetében a SNAP v2.1.1 program segitségével hatdroztuk meg (Bromberg & Rost, 2007;
Masatoshi Nei & Takashi Gojobori, 1986; Yang & Bielawski, 2000). Ezzel parhuzamosan, az algériai
szekvencidkat érintd nukleotid- és aminosav mutdciok azonositdsat a GISAID adatbédzisba beépitett CoVsurver
mutations App segitségével hajtottuk végre (Elbe & Buckland-Merrett, 2017). Ezt kovetéen az aminosav
véltozdsok varhat6 hatdsat az érintett fehérjére PredictSNP webszerver segitségével hatdroztuk meg

(https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/, accessed on 1 August 2021).

Rekombiniciés analizis
A rekombindciés eseményeket az RDP4 szoftver (Martin et al., 2015) (SARS-CoV-2) segitségével vagy a
kiilonbozd génekbdl (BtPiV P1, P2, P3) konstrudlt filogénekben megfigyelt inkongruencidk alapjan detektéltuk.

Statisztikai analizis

Spearman koefficienst alkalmaztunk a Picornaviridae csalddban, hogy megbecsiiljiik a korrelacié er6sségét a
picornavirusok sokfélesége k6zott, amelyet a picornavirusok kimutatott klasztereinek szdma és a Picornavirus fajok
szama négy nemzetségben képvisel. Mdasrészt az algériai SARS-CoV-2 pandémia elleni védekezés kapcsan
végrehajtott mérséklo intézkedések értékeléséhez a fertdzott, felépiilt €s halmozott haldlozasi esetek Osszegyijtése
utdn a linedris, exponencidlis és logaritmikus trendvonalakat hasonlitotunk 6ssze. Ezt kovetéen az R2 értékek
alapjan vélasztottuk ki a legjobb modellt. Ezt kovetden kiszamitottdk a korreldcids egyiitthat6t a népstirtiség (az

egyes algériai varosokra szamitva) és a meger0sitett esetek szdma ko6zott (minden véaroson beliil).



Haplotipus halézatelemzés

A részleges algériai szekvencidk adatbazisbdl torténd eltdvolitdsat kovetden a 84 teljes genomot tartalmazé

adathalmazbdl haplotipus f4jlt generdltunk DnaSP v6.12.03 programcsomag segitségével (Rozas et al., 2017) majd,

a POPART szoftvert hasznéltuk a haplotipus hdl6zat elemzéshez, amely a szdrmazdsi orszag alapjan a medidn

csatlakozasi hdlézat médszerével késziilt, mint (epsilon=0) alapértelmezett bedllitas (Bandelt et al., 1999; Leigh &

Bryant, 2015).

4. A fobb eredmények és jelentoségiik osszegzése

A Picoronaviridae csaladdal kapcsolatban:

Az elsé picornavirus genom leirdsa egy algériai Miniopterus schreibersii denevérb6l. Az Uj virus a
Mischivirus nemzetségbe sorolhat6 a filogenetikai fan a magyar Mischivirus B szekvencidkkal.
Kiemelésre keriiltek a gazdaszervezet ugrasi pontok a denevér gazdaszervezetek korében a BtPVs esetében
valamint a hipotetikus funkcidja a szimpatidnak a novekvd gazda dtugrasi eseményekben.

A Phylogenetic-trait association vizsgalat sordn nyomatékositottuk a részleges Osszefiiggést a
gazdaszervezet nemzetsége €s a gazdaszervezet faja k6zott, ami arra utal, hogy a picornavirusok kiilonb6z6
nemzetségekhez és fajokhoz tartozé denevérek kozott terjednek. Ezzel parhuzamosan, a kapott részleges
Osszefiiggés a filogenetikai vizsgalat eredménye és a nagyléptékli mintavételi helyszinek kozott ravilagitott
a tényre hogy a virus terjedését a foldrajzilag tdvoli teriileteken taldlhaté denevér populdciok kozott
valésziniileg a denevérek vandorl6 képessége konnyitette meg.

A péaronkénti genetikai tdvolsdgok elemzése alapjan megfigyelhettiik, hogy ugyanabbdl a gazda
nemzetségbdl szarmazd BtPV-k nagyon elkiiloniiltek €s nem voltak szoros rokonsagban, ami arra utal, hogy
feltételezhet6en a denevérek tobbszor taldlkoztak a virussal a denevérekre jellemzd egyiittélés miatt.
Kimutattuk a lehetséges és szignifikdns rekombindcids eseményeket a BtPV-k kozott, jelezve ezzel a
potencidlis szerepet a BtPV-k sokféleségében és evolicidjaban egyarant.

Mindemellett, felmeriiltek hatrdnyok is a vizsgdlatainkat illetden, mint a nem megfelel6 mintakészlet
(néhany nemzetség és mintavételi helyszin nagyobb ardnyu részvétele az adatkészletben, mig mdsok
alulmintdzottnak bizonyultak), a kapott szekvencidk hossza valamint mennyisége (rovid szekvencidk, kis

méretii adathalmaz) voltak a vizsgdlataink f6 limitald tényezdi.

A denevérekhez kiothetd Coronaviridae-vel kapcsolatban:

Négy denevérrel kapcsolatos alfakoronavirust és két béta-koronavirust irtunk le kiilonb6z6
denevérfajokbodl, amelyek az emberhez kozeli vérosi teriileteken fordulnak el6.

Az altalunk azonositott Bétakoronavirusok a SARS-CoV-2 legkozelebbi rokondnak szamité RATG13-
mal 100%-ban azonos szekvencidval csoportosultak, ami utalhat szekvencidink rokonsdgara az uj
koronavirussal.

Els6 alkalommal szdmoltunk be Plecotus gaisleri denevért6l szarmazo alfakoronavirusrdl.



Kiemeltiik az alfakornavirus és a bétakoronavirus kocirkuldcidjat Rhinolophus ferrumequinum
denevérben, amely potencidlis rekombindcids eseményeket €s egy késébbi 1] varidns megjelenését
valthatja ki.

Mindazonéltal a szekvencidk rovid hossza €s a Plecotus gaisleri koronavirusaira vonatkoz6 irodalom

hidnya megnehezitette mind a pontos elemzéseket, mind a megbizhatd kovetkeztetéseket.

A SARS-CoV-2 vilagjarvannyal kapcsolatban:

Az id&vonal kalibralt filogenetikai elemzés alapjan meg tudtuk becsiilni az algériai vilagjarvany kezdetét.
A filogenetikai és haplotipus hdl6zatelemzés vizsgalatoknak koszonhetéen meghatdrozasra kertilt a virus
tobbszori behurcoldsi eseménye.

Attekintést készitettiink a virus algériai terjedését illetéen mind a diszkrét (varosok kozétt) mind a folytonos
(orszagon beliili elterjedés kovetkeztetve a szdrmazasi orszdgra a GPS koordindtak alapjan) filogenetikai
vizsgélatok soran.

Megbecsiiltik a kiilonb6zé kodold gének evoldcidjat a negativ szelekcié mellett, amelyek megtartjak
funkcidjukat. Az adatkészlet azonban csak 29 algériai szekvencidt tartalmazott (plusz a

2.2

referenciaszekvencidt), amelyeket a vilagjarvany kezdetérdl szarmaznak, igy tobb adattal az eredmények
eltéréek lehetnek.

A muticiés mintdzatot mind nukleotid, mind aminosav szinten jellemeztiik és ennek alapjan molekuldaris
nyomkdovetést végeztiink, majd azonosithatjuk az importdlt és exportdlt mutdcidkat. Ezen kiviil
megéllapitottuk a kdros aminosav cseréket (megvaltoztatja a fehérje miikodését) és semleges cseréket is.
Felmértiik a betegség visszaszoritdsa érdekében végrehajtott mérsékld intézkedések hatékonysdgat
(0sszességében jo intézkedések) tekintettel a megerdsitett linedris novekedésre, felépiilési és halalesetek
szamdval. Tovabbd azonositottunk néhany magas népsiirliségii varost, amelyekben alacsony a megerdsitett
esetek szdma, annak ellenére, hogy a véros stirlisége és az esetek szdma kozott pozitiv Osszefiiggés van. Ez
hangsiilyozza a lakossagi tudatossag szerepét a betegségek terjedésében.

Amint arr6l kordbban beszamoltunk, a szekvencidk szdma és hossza jelentette a f6 limitdld tényez6t az

elvégzett elemzések soran.



5. Felhasznalt irodalom

Bandelt, H. J., Forster, P., & Rohl, A. (1999). Median-joining networks for inferring intraspecific phylogenies.
Molecular Biology and Evolution, 16(1), 37-48. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.molbev.a026036

Banerjee, A., Baker, M. L., Kulcsar, K., Misra, V., Plowright, R., & Mossman, K. (2020). Novel Insights Into
Immune Systems of Bats. Frontiers in Immunology, 11.
https://www frontiersin.org/article/10.3389/fimmu.2020.00026

Bielejec, F., Rambaut, A., Suchard, M. A., & Lemey, P. (2011). SPREAD: Spatial phylogenetic reconstruction of
evolutionary dynamics. Bioinformatics, 27(20), 2910-2912.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btr481

Bromberg, Y., & Rost, B. (2007). SNAP: Predict effect of non-synonymous polymorphisms on function. Nucleic
Acids Research, 35(11),3823-3835. https://doi.org/10.1093/nar/gkm238

Chen, Y., Liu, Q., & Guo, D. (2020). Emerging coronaviruses: Genome structure, replication, and pathogenesis.
Journal of Medical Virology, 92(4), 418-423. https://doi.org/10.1002/jmv.25681

Conow, C., Fielder, D., Ovadia, Y., & Libeskind-Hadas, R. (2010). Jane: A new tool for the cophylogeny
reconstruction problem. Algorithms for Molecular Biology : AMB, 5, 16. https://doi.org/10.1186/1748-
7188-5-16

Drummond, A.J., Ho, S. Y. W, Phillips, M. J., & Rambaut, A. (2006). Relaxed Phylogenetics and Dating with
Confidence. PLoS Biology, 4(5), e88. https://doi.org/10.1371/journal .pbio.0040088

Elbe, S., & Buckland-Merrett, G. (2017). Data, disease and diplomacy: GISAID’s innovative contribution to global
health. Global Challenges, 1(1), 33—46. https://doi.org/10.1002/gch2.1018

Gorbunova, V., Seluanov, A., & Kennedy, B. K. (2020). The World Goes Bats: Living Longer and Tolerating
Viruses. Cell Metabolism, 32(1), 31-43. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2020.06.013

Han, H.-J., Wen, H., Zhou, C.-M., Chen, F.-F., Luo,L.-M., Liu, J., & Yu, X .-J. (2015). Bats as reservoirs of severe
emerging infectious diseases. Virus Research, 205, 1-6. https://doi.org/10.1016/j.virusres.2015.05.006

Hassell, J. M., Begon, M., Ward, M. J., & Fevre, E. M. (2017). Urbanization and Disease Emergence: Dynamics
at the Wildlife-Livestock—Human Interface. Trends in Ecology <& Evolution, 32(1), 55-67.

https://doi.org/10.1016/j.tree.2016.09.012



Irving, A. T., Ahn, M., Goh, G., Anderson, D. E., & Wang, L.-F. (2021). Lessons from the host defences of bats, a
unique viral reservoir. Nature, 589(7842),363-370. https://doi.org/10.1038/s41586-020-03128-0

Jones, K. E., Patel, N. G., Levy, M. A, Storeygard, A., Balk, D., Gittleman, J. L., & Daszak, P. (2008). Global
trends in emerging infectious diseases. 451, 5.

Katoh, K., Misawa, K., Kuma, K., & Miyata, T. (2002). MAFFT: A novel method for rapid multiple sequence
alignment based on fast Fourier transform. Nucleic Acids Research, 30(14), 3059-3066.

Leigh, J. W., & Bryant, D. (2015). popart: Full-feature software for haplotype network construction. Methods in
Ecology and Evolution, 6(9), 1110-1116. https://doi.org/10.1111/2041-210X.12410

Lemey, P., Rambaut, A., Welch, J. J., & Suchard, M. A. (2010). Phylogeography Takes a Relaxed Random Walk
in Continuous Space and Time. Molecular Biology and Evolution, 27(8), 1877-1885.
https://doi.org/10.1093/molbev/msq067

Letko, M., Seifert, S.N., Olival, K. J., Plowright,R. K., & Munster, V.J. (2020). Bat-borne virus diversity, spillover
and emergence. Nature Reviews Microbiology, 18(8), 461-471. https://doi.org/10.1038/s41579-020-
0394-z

Letunic, I., & Bork, P. (2016). Interactive tree of life G'TOL) v3: An online tool for the display and annotation of
phylogenetic and other trees. Nucleic Acids Research, 44(Web Server issue), W242-W245.
https://doi.org/10.1093/nar/gkw290

Martin, D. P., Murrell, B., Golden, M., Khoosal, A., & Muhire, B. (2015). RDP4: Detection and analysis of
recombination patterns in virus genomes. Virus Evolution, 1(1). https://doi.org/10.1093/ve/vev003

Masatoshi Nei & Takashi Gojobori. (1986). Simple methods for estimating the numbers of synonymous and
nonsynonymous nucleotide substitutions. Molecular Biology and Evolution.
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.molbev.a040410

Parker, J., Rambaut, A., & Pybus, O. G. (2008). Correlating viral phenotypes with phylogeny: Accounting for
phylogenetic uncertainty. Infection, Genetics and Evolution, 8(3), 239-246.
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2007.08.001

Rambaut, A., Lam, T. T., Max Carvalho, L., & Pybus, O. G. (2016). Exploring the temporal structure of
heterochronous sequences using TempEst (formerly Path-O-Gen). Virus Evolution, 2(1).

https://doi.org/10.1093/ve/vew007

10



Ronquist, F., Teslenko, M., van der Mark, P., Ayres, D. L., Darling, A., Hohna, S., Larget, B., Liu, L., Suchard, M.
A., & Huelsenbeck, J. P. (2012). MrBayes 3.2: Efficient Bayesian Phylogenetic Inference and Model
Choice  Across a Large Model Space. Systematic  Biology, 61(3), 539-542.
https://doi.org/10.1093/sysbio/sys029

Rozas, J., Ferrer-Mata, A., Sanchez-DelBarrio, J. C., Guirao-Rico, S., Librado, P., Ramos-Onsins, S. E., &
Sanchez-Gracia, A. (2017). DnaSP 6: DNA Sequence Polymorphism Analysis of Large Data Sets.
Molecular Biology and Evolution, 34(12), 3299-3302. https://doi.org/10.1093/molbev/msx248

Suchard, M. A., Lemey, P., Bacle, G., Ayres, D. L., Drummond, A. J., & Rambaut, A. (2018). Bayesian
phylogenetic and phylodynamic data integration using BEAST 1.10. Virus Evolution, 4(1).
https://doi.org/10.1093/ve/vey016

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., & Kumar, S. (2013). MEGAG6: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis  Version  6.0.  Molecular  Biology and  Evolution, 30(12),  2725-2729.
https://doi.org/10.1093/molbev/mst197

Wynne, J. W., & Wang, L.-F. (2013). Bats and Viruses: Friend or Foe? PLOS Pathogens, 9(10), e1003651.
https://doi.org/10.1371/journal .ppat.1003651

Yang, Z., & Bielawski, J. P. (2000). Statistical methods for detecting molecular adaptation. Trends in Ecology &
Evolution, 15(12),496-503. https://doi.org/10.1016/S0169-5347(00)01994-7

Zeghbib, S., Herczeg, R., Kemenesi, G., Zana, B., Kurucz, K., Urban, P., Madai, M., Foldes, F., Papp, H., Somogyi,
B., & Jakab, F. (2019). Genetic characterization of a novel picornavirus in Algerian bats: Co-evolution
analysis of bat-related picornaviruses. Scientific Reports, 9(1), 15706. https://doi.org/10.1038/s41598-
019-52209-2

Zeghbib, S., Somogyi, B. A., Zana, B., Kemenesi, G., Herczeg, R., Derrar, F., & Jakab, F. (2021). The Algerian
Chapter of SARS-CoV-2 Pandemic: An Evolutionary, Genetic, and Epidemiological Prospect. Viruses,

13(8), 1525. https://doi.org/10.3390/v13081525

11



6. Publikaciok

Publikaciok a PhD értekezés témajaban

Zeghbib, S.,Herczeg,R., Kemenesi, G.,Zana, B., Kurucz, K., Urban, P., Madai, M., Foldes, F., Papp, H., Somogyi,
B., & Jakab, F. (2019). Genetic characterization of a novel picornavirus in Algerian bats: Co-evolution
analysis of bat-related picornaviruses. Scientific Reports, 9(1), 15706. https://doi.org/10.1038/s41598-
019-52209-2

Zeghbib, S., Somogyi, B. A., Zana, B., Kemenesi, G., Herczeg, R., Derrar, F., & Jakab, F. (2021). The Algerian
Chapter of SARS-CoV-2 Pandemic: An Evolutionary, Genetic, and Epidemiological Prospect. Viruses,
13(8), 1525. https://doi.org/10.3390/v13081525

Eldadasok a PhD értekezés témajaban
Zeghbib S. Genetic and evolutionary characterization of a novel picornavirus in Algerian Miniopterus schreibersii

bats 5th International Congress on Infectious Diseases Berlin, Germany, March 01-02, 2018.

Zeghbib S. Facteurs climatiques et maladies virales — Role de la biologie moléculaire, L’association FIKR pour la
santé, I’Environnement et le Développement en Collaboration avec la Faculté des Sciences, M’Sila,

Algeria, April 28 2016.

Publikaciok a PhD értekezés témajan kiviil

Kemenesi, G., Téth, G. E., Bajusz, D., Keser(i, G. M., Terhes, G., Buridn, K., Zeghbib, S., Somogyi, B. A., &
Jakab, F. (2021). Effect of An 84-bp Deletion of the Receptor-Binding Domain on the ACE2 Binding
Affinity of the SARS-CoV-2 Spike Protein: An In Silico Analysis. Genes, 12(2), 194.
https://doi.org/10.3390/genes 12020194

Kemenesi, G., Téth, G. E., Mayora-Neto, M., Scott, S., Temperton, N., Wright, E., Miihlberger, E., Hume, A. J.,
Zana, B., Boldogh, S. A., Gorfol, T., Estdk, P., Lanszki, Z., Somogyi, B. A., Nagy, A., Pereszlényi, C. 1.,
Dudais, G., Foldes, F., Kurucz, K., Madai, M., Zeghbib, S., Maes, P., Vanmechelen, B., Jakab, F. (2021).
Reservoir host studies of Lloviu virus: First isolation, sequencing and serology in Schreiber’s bats in

Europe [Preprint]. Microbiology. https://doi.org/10.1101/2021.08.10.455806

Kemenesi, G., Zeghbib, S., Somogyi, B. A., Téth, G. E., Banyai, K., Solymosi, N., Szabo, P. M., Szabd, 1., Bilint,
A., Urbén, P.,Herczeg,R., Gyenesei, A., Nagy, A., Pereszlényi, C.1., Babinszky,G.C.,Dudés, G., Terhes,
G., Zoldi, V., Lovas, R., ... Jakab, F. (2020). Multiple SARS-CoV-2 Introductions Shaped the Early
Outbreak in Central Eastern Europe: Comparing Hungarian Data to a Worldwide Sequence Data-Matrix.

Viruses, 12(12), E1401. https://doi.org/10.3390/v12121401

12



Konrat,R., Papp, H., Szijart6, V., Gesell, T., Nagy, G., Madai, M., Zeghbib, S., Kuczmog, A., Lanszki, Z., Helyes,
Z., Kemenesi, G., Jakab, F., & Nagy, E. (2020). The Anti-histamine Azelastine, Identified by
Computational Drug Repurposing, Inhibits SARS-CoV-2 Infection in Reconstituted Human Nasal Tissue
In Vitro (p. 2020.09.15.296228). https://doi.org/10.1101/2020.09.15.296228

Lanszki, Z., Kurucz, K., Zeghbib, S., Kemenesi, G., Lanszki, J., & Jakab, F. (2020). Identification of Hepatitis E
Virus in the Feces of Red Foxes (Vulpes vulpes). Animals : An Open Access Journal from MDPI, 10(10),
1841. https://doi.org/10.3390/ani10101841

Lanszki, Z., Zana, B., Zeghbib, S., Jakab, F., Szabo, N., & Kemenesi, G. (2021). Prolonged Infection of Canine
Distemper  Virus in a  Mixed-Breed  Dog.  Veterinary  Sciences, 8(4), 61.
https://doi.org/10.3390/vetsci8040061

Papp, H., Zeghbib, S., Foldes, F., Banfai, K., Madai, M., Kemenesi, G., Urban, P., Kvell, K., & Jakab, F. (2020).
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus infection triggers the upregulation of the Wnt signaling pathway

inhibitor genes. Virus Genes, 56(4), 508-514. https://doi.org/10.1007/s11262-020-01759-z

Zana, B., Kemenesi, G., Buzds, D., Csorba, G., Gorfol, T., Khan, F. A. A., Tahir, N. F. D. A., Zeghbib, S., Madai,
M., Papp, H., Foldes, F., Urban, P., Herczeg, R., Téth, G. E., & Jakab, F. (2019). Molecular Identification
of a Novel Hantavirus in Malaysian Bronze Tube-Nosed Bats (Murina aenea). Viruses, 11(10), 887.

https://doi.org/10.3390/v11100887

El6adasok a PhD értekezés témajan kiviil

Zana B, Kemenesi G, Urban P, Kurucs K, Foldes F, Zeghbib S, Oldal M, Jakab F. A nyugati mézelé méhekre
(Apis mellifera) veszélyt jelentd virusok jelenlétének kimutatdsa hazai denevér guano mintdk
metagenomikai elemzése sordn Magyar Mikrobiologiai Tdrsasdg 2016. évi Nagygyiilése, Keszthely
2016.0Oktéber 19-21.

13



