Zarojelentés
az
Arterivirusok vizsgalata, kiilonos tekintettel a hazai izolatumok genetikai
tulajdonsagaira

cimi, K 62853 azonositd szami OTKA témarol

A Nidovirales rend Arteriviridae csaladjaba tartozd Arterivirus genus tagjai burkos
virusok, pozitiv iranyultsagh RNS genommal rendelkeznek. Két jelentds korokozé tartozik a
nemzetségbe, sertések szaporoddsbioldgiai zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jaro
tiinetegylittese (porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) ¢és a 16 fert6z6
arteritise (Equine viral arteritis, EVA). Mindkét kérokozd virus gyakorlatilag vilagszerte
el6fordul, jelenlétiiket tobb eurdpai orszagban igazoltdk. Magyarorszagon mindkét virust
munkacsoportunknak sikeriilt eldszor kimutatnia illetve izoldlnia. Az OTKA tdmogatassal
végzett munka célja a két virus elterjedtségének, a hazai jarvanyhelyzetnek ¢és a
Magyarorszagon eléforduld virustdrzsek genetikai és antigenitasbeli tulajdonsagainak

tisztazasa volt.

A sertések szaporodasbiologiai zavarokkal és 1égzoszervi tiinetekkel jaro
tiinetegyiittesének virusaval kapcsolatos vizsgalatok

A PRRS széles korben elterjedt virusos megbetegedés, melyet a PRRS virusa
(PRRSV, porcine arterivirus) altal okozott fertdzés idéz el6. Nevét onnan kapta, hogy
kocakban reprodukcios zavarokat, fiatal allatokban pedig 1égzdszervi tiineteket idéz eld. Az
ujsziilott, a szopos koru illetve a valasztott malacokban a megbetegedés dnmagéaban, valamint
az altala okozott immunszuppresszio kovetkeztében kialakulé masodlagos fert6zések hatasara
az 4llat elhullasahoz vezethet.

A PRRSV genomja 15100-15400 nukleotid hosszsagu, pozitiv iranyitottsagh RNS
molekula, amely 9 nyitott leolvasasi keretbdl &ll. A virusnak két, genetikailag és
antigénszerkezetileg is jol elkiilonithetd valtozatat kiilonboztetik meg: az eurdpai (1-es) €s az
amerikai (2-es) tipust, melyek csak mintegy 60-65% azonossagot mutatnak a teljes genom
nukleotidsorrendjét tekintve. Korabban ugy tartottak, hogy az eurdpai torzsek kozelebbi

rokonsagban allnak egymadssal, mint az amerikaiak, de nemrégiben kelet-eurdpai, illetve



oroszorszagi torzsek vizsgalataval négy, egymastol genetikailag ¢lesen elkiiloniilé szubtipust
hataroztak meg az eurdpai genotipuson beliil.

A PRRS diagnosztikdjaban a virus, annak fehérjéi, vagy genetikai allomanya
kimutatasan alapul6 un. direkt, illetve az altala indukalt ellenanyagvalasz kimutatasan alapulo
un. indirekt modszereket, szeroldgiai probakat hasznalnak. Ez utdbbiak allomanyszinta
profilvizsgalatokra alkalmasak, de nem mutatjdk az allatok védettségét, perzisztensen
fert6zott allatok esetében negativ eredményt adhatnak, tovabba (mivel az esetek kb. 1%-aban
téves pozitiv eredményt adnak), csak magas arany( pozitivitds esetén éErtékelhetdé az
eredményiilk. A PRRSV a ma ismert egyik legvaltozékonyabb virus, molekuléris
diagnosztikdja emiatt rendkiviil nagy kihivast jelent. Ezért elengedhetetlen egy olyan, gyors,
specifikus és megfelelden érzékeny diagnosztikai eljarasok kifejlesztése, melyek alkalmasak
mindkét genotipus, illetve a kiilonb6zé eurdpai szubtipusokba tartozd6 PRRSV térzsek
kimutatdsara.

Munkank elsé szakaszanak célja az volt, hogy magyarorszagi, PRRSV-vel fertdzott
sertéstelepekrdl torténd mintagyljtést kovetden megallapitdsokat tegylink a PRRS hazai
elterjedtségére vonatkozdlag. Hairom diagnosztikai intézet adatait 6sszegezve azt tapasztaltuk,
hogy bar a fert6zott nagylétszamu sertéstelepek aranya (kb. 10%) emelkedett az utdbbi
idében, nalunk még mindig kedvezdbb a helyzet, mint a nagy sertéstartd6 hagyomanyokkal
rendelkezé nyugat-europai (Déania, Hollandia), illetve szomszédos (Ausztria) orszagokban,
ahol ez az arany joval meghaladhatja az 50%-ot.

Vizsgalataink sordn 5 év alatt Osszesen 30 magyarorszagi teleprdl szarmazo 50,
tovabba 8 vajdasagi PRRSV minta ORFS5 szekvencia vizsgalatat végeztiik el. Az igy kapott
szekvencidkat azutan Osszehasonlitottuk egymassal és a nemzetkozi adatbazisban (GenBank)
fellelheté fontosabb szekvencidkkal, és megallapitottuk, hogy a hazai PRRSV torzsek
tulnyomo tobbsége (42) az eurdpai genotipusba, azon beliil pedig az 1-es szubtipusba tartozik.
A magyarorszagi szekvenciadk koziil 42 az 1-es tipusba tartozik. Ezek a szekvencidk a nyugat
europai orszagok PRRSV torzseihez hasonloan az 1-es szubtipusba tartoztak. Ezen beliil a
vizsgalt torzsek 4 monofiletikus alcsoportot, valamint 3, az alcsoportoktdl elkiiloniild
szekvenciat alkotnak. A 4 alcsoportbdl kettdbe Magyarorszagon torzskonyvezett, élévirusos
vakcindhoz nagymértékben hasonld, a masik kettdbe pedig vadvirusok tartoztak. A
legnagyobb alcsoportba az altalunk vizsgalt 1-es tipust magyar szekvencidk fele (21) tartozik.
Az ezt az alcsoportot alkotd szekvencidk ezen beliil olyan kisebb, monofiletikus csoportokat
képeznek melyekbe az adott fOldrajzi teriiletr6l szdrmazo virusok tartoztak. Az

aminosavszekvencidk illesztése és a potencidlis glikozilacios helyek szoftveres vizsgéalataval a



nukleotidszekvenciakbol szarmaztatott GP5 feliileti alegységén megtalalhato, 37. aminosav
esetében egy Asp—Asn valtozas kovetkeztében szinte valamennyi torzs esetében megjelent
egy uj glikozilacids hely a Lelystad virushoz képest, igy a magyar torzsek nagy része ezen a
szakaszon 3 oligoszaharid alegységet tartalmaz. Hasonlo jelenséget figyeltek meg mas
europai torzsek esetében is.

Talaltunk harom olyan szekvenciat, melyek az amerikai genotipusba tartoztak, noha
hazai telepekrdl szdrmazé mintakbol mutattuk ki ezeket. Ezek koziil két, egymassal direkt
kapcsolatban levd teleprdl szarmazd virustorzs vadvirusnak bizonyult, és a kanadai referens
virushoz hasonlitott leginkabb, egy szekvencia pedig Nyugat-Eurdpaban széles korben
elterjedt, de Magyarorszagon nem torzskonyvezett, ¢élovirusos vakcindval mutatott
rokonsagot.

A vajdasagbodl szarmazd mintak vizsgalataval megallapitottuk, hogy azok az eurdpai
genotipusba, és az l-es szubtipusba tartoznak, és szoros rokonsagot mutatnak egymadssal,

illetve Daniaban izolalt torzsekkel.
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1. dbra: Husz altalunk kimutatott magyarorszagi (vastagon szedett kodok) és husz

génbanki PRRSV OREF 5 szekvencia felhasznalasaval filogenetikai fa

Kiilon csoportokat képeztek a vakcina eredetli torzsek. Mindkét Magyarorszagon
torzskonyvezett élovirusos vakcina esetében talaltunk a vakcinara nagymértékben hasonlito
szekvencidkat nem vakcinazott, de vakcindzott allatokkal egy 1égtérben tartott sertésekben,
Osszesen kilenc esetben. Ezek nagymértékben hasonlitottak az adott telepen hasznalt
élévirusos vakcinakhoz. Osszehasonlitva a Magyarorszagon torzskonyvezett két vakcinavirust
illetve a hozza nagymértékben hasonlito varidansok szdrmaztatott GP5 aminosav-sorrendjét azt
tapasztaltuk, hogy az egyik vakcina esetében az Osszes ra hasonlitd varians kovetkezetesen
ugyanazokban az aminosav-pozicidkban valtozott meg, minden esetben az elsé ektodoménen,
rdadasul mindegyik elveszitett egy glikozilacios helyet, igy erre az alegységre az eredeti
vakcinavirustol, €s a vadvirusok tilnyomo tobbségétdl elérden csak két cukormolekula
kotddhet. Az aminosavvaltozast eredményezd, illetve a néma, szinonim nukleotidmutaciok
szamat Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy ezen vakcina eredetii szekvencidk esetében a
vizsgalt szakaszon kevés kivétellel valamennyi nukleotid valtozds aminosav valtozast
eredményezett, ami — feltehetdleg a gazdaszervezet immunrendszere altal kifejtett — erds
szelekcidos nyomdsra utal. Valamennyi ilyen varidnst a betegség tlineteit mutatd, majd
elpusztult allatokbdl, vetélt magzatokbol, gyenge, illetve 1égzdszervi tiineteket mutatod
malacokbdl mutattuk ki. A masik Magyarorszagon kaphat6 vakcina esetében ilyen jelenséget
nem figyeltiink meg.

Megvizsgaltuk tovabba 8 szerbiai (vajdasagi) PRRSV minta ORFS5 nukleotidszekvencidjat, és
megallapitottuk, hogy azok az eurdpai genotipusba, €s az 1-es szubtipusba tartoznak, €s
szoros rokonsagot mutatnak egymassal, illetve Daniaban izolalt torzsekkel.

Munkank masodik részének legfébb célja az volt, hogy kifejlessziink egy olyan
egylépéses valos idejii, kvantitativ vizsgéalatokra alkalmas reverz transzkripcios PCR
modszert, mely gyors, érzékeny és — ellentétben a proba hidrolizisén alapuld (TagMan)
modszerekkel — képes a proba és a célteriilet kozotti mismatch esetén is megfelelden
miikddni. Ez utdobbi a modszer legfontosabb eldnye, mivel a PRRSV az egyik
legvaltozékonyabb ¢és leggyorsabban fejlédé RNS virus.

PriProET rendszerlink kiilonb6z6 virustorzsekbdl készitett, ismert kopiaszamot
tartalmazo higitdsi sorozatainak vizsgalataval megéllapitottuk, hogy rendszeriink kis
mennyiségli templat RNS-t is képes kimutatni. Az Ingelvac MLV® torzs vizsgalataval az is

nyilvanvalova valt, hogy akér 6t proba-célteriilet mismatch esetén is képes miikddni anélkiil,



hogy érzékenysége, hatékonysaga, illetve a standard gorbe korrelacios egyiitthatdja (R?)
megvaltozott volna a Lelystad virushoz képest. Az olvadaspont érték 67,0°C, mely
megegyezik a szintén 6t mismatchot hordoz6 HU12-es torzs esetében kapott értékkel, és még
mindig meglehetésen magasnak mondhato, ezért feltételezhetd, hogy akar tovabbi mutaciok
esetén is képes miikodni.

Az egyes reakciok utdn elvégzett olvadaspont (T,,) vizsgalat minden esetben
hogy milyen erdsen kapcsolddik a proba a célteriilethez, milyen magas homérsékleti értéken
valik le a templatrol. Ezt alapvetden az befolyasolja, hogy a proba hany nukleotidja talalkozik
a célteriileten a neki megfeleld parjaval. Mivel a proba a PRRSV torzsekre lett tervezve, az
olvadaspontvizsgalat gyors, megbizhaté moddszer ahhoz, hogy minden pozitiv reakcid
esetében megbizonyosodjunk az eredmény specifikussagarol. Az olvadaspont értékének
csOkkenése azt jelenti, hogy a proba és a célteriilet kozott nem tokéletes a kapcsolodas,
mismatch 1épett fel. A kapott T, értékeket a tokéletes illeszkedést mutatd Lelystad virus
esetében kapott homérséklet értékekkel (76,0°C), mar a szekvenciavizsgalat elott
felismerhetdek a mismatch-ek — mutaciok. Pontos szamuk azonban a hdmérsékletkiilonbségek
alapjan nem hatarozhatdé meg, mivel a proba 5° végén taldlhaté nukleotid eltérések kevésbé
tudjak befolyasolni a Ty, értéket. Noha a pontos mismatch szam nem allapithaté meg ennek
alapjan, a modszer alkalmas a nemzetkozi adatbdzisban megtalalhaté amerikai és europai
genotipust torzsek gyors elkiilonitésére.

Annak a bizonyitaséara, hogy rendszeriink kiilonb6z6 virustartalm klinikai mintdkban
is képes meghatarozni azok virustartalmat, egy eurOpai genotipusu, magyar izolatumot
tartalmazo sejttenyészet feliilliszoval intranazalisan fertztiink Ot valasztott malacot. A
vérsavok, illetve a szervmintdk vizsgéalatdval kapott eredmények nagysagrendileg
megegyeznek kordbban mar publikalt kisérleti adatokkal, és bizonyitottdk, hogy heveny
fertézés sordn a virus elsddleges szaporodasi helye a tiidd, ahol feltehetdleg a legnagyobb
szamban fordulnak el6 a virus szaporoddsanak elsddleges célsejtjei, €s a virusgenom
kopiaszama 1000% nagyobb mennyiségben van jelen, mint a manduldban, illetve a
vérsavoban. Heveny megbetegedés esetén a virus molekularis biologiai kimutatdsira ez a
szerv a legalkalmasabb.

Nagyszamu, genetikailag kiilonb6z6 PRRSV szekvenciakkal, illetve kisérleti
allatokbol nyert klinikai mintdkkal elvégzett vizsgélataink adatait 6sszegezve megéllapithato,

hogy az altalunk kifejlesztett PriProET érzékeny, specifikus modszer, mely képes viszonylag



nagy szamu proba-célteriilet mismatch esetén is megbizhatéan kimutatni és mennyiségileg
meghatdrozni az adott mintdk PRRSV RNS kopiaszamat.

A kiilonb6zd orszagokbol gylijtott mintdk vizsgéalata bebizonyitotta, hogy a PriProET
modszer alkalmas volt azok kimutatasdra. A mintdk olvaddspontjanak meghatarozasaval,
illetve 0Osszehasonlitd nukleotidszekvencia vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a proba
tapadasi teriiletének 3’ vége kozelében fellépd mutaciok sokkal nagyobb befolyassal vannak a
T értékekre, mint az 5° vég kozelében 1évok. A primerek, illetve a proba tervezésekor a
nemzetkdzi adatbazisbol letoltott 235 PRRSV szekvencia alapjan gy tiint, hogy az amerikai
torzsek olvadaspont értéke egy, a proba tapadasi teriiletének 5° vége kozelében 1€vo deléciod
miatt alacsonyabb lesz az eurdpai torzsekénél. Jelen vizsgalatunk azonban bizonyitotta, hogy
egyes magyarorszagi virusok esetében az olvadaspont értékek alacsonyabbak lehetnek. Ez
arra hivhatja fel a figyelmet, hogy nem csak a filogenetikai vizsgalatokra leginkabb hasznalt
ORF5-06s génszakasz, hanem a diagnosztikai vizsgalatok sordn leggyakrabban célba vett
terlilet az ORF7 nukleotidszekvenciajat is érdemes kozzé tenni a nemzetkdzi adatbazisban,
hogy azok megfeleld forrast biztositsanak a molekularis diagnosztikai modszerek

fejlesztésére.

A 10 fertozo arteritisét okozo virussal kapcsolatos vizsgalatok

A lovak virusos arteritise (equine viral arteritis = EVA) az egész vilagon elterjedt
betegség, melyet a jelenleg a Nidovirales rend Arteriviridae csaladjanak Arterivirus
nemzetséghez sorolt burkos, pozitiv irdnyultsagl, egyszala ribonukleinsav tartalma RNS virus
(equine arteritis virus = EAV) okoz. Bar az eddig izolalt torzsek szerologiailag egységesek,
virulencidjukban a vizsgalatok szerint jelentdsen eltérnek egymastol. A virus érfalkarosito
hatdsa miatt fellépd 1égzdszervi, ddémaképzddéssel jaro és szaporodasbiologiai forméaban
jelentkezd esetek koziil az utdbbi, az esetleg tomegesen eléforduld vetélés a legsulyosabb. Ez
a korforma az, amely az idOnként egy-egy alloméanyban nagy gazdasagi veszteségeket okozo
vetélési hullamok miatt a fertzés jarvanytani jelentoségét kiemeli. Ugyanakkor igen gyakori
a tiinetmentes fert6zés is.

A virus peroralis, 1éguti és veneredlis Uton terjedhet. E fert6zésmoddok koziil az utobbi
azért fontos, mert hangstlyozott szerepe van a virus allomanyokon beliili fennmaradasaban.
Mig ugyanis az eldbbi kettd a loallomanyokban a rovid iddtartamu (Gn. ,,short term”)
fertdzéssel kapcsolatos, addig a virushordozé mének a hossza id6tartamt (un. ,,long term”)
virustiritésben és az ezzel jard, nemi Uton terjedd fertdzésben jatszanak szerepet. Ezek a

mének akar élethosszig hordozhatjak és ondojukkal iirithetik a virust, fertézve igy a fogékony



kancéakat, amelyekben a virus elszaporodik, ,,felpasszalodik™ €s aerogén-peroralis uton terjedo
jarvanyt indithat meg. Ily modon egyetlen fert6zott mén is vetélési hulldmot indithat meg
tenyészallomanyokban. A virusiiritésnek ez a modja kiemelt jelentOséget ad a szeropozitiv
méneknek, mert az irodalmi adatok szerint az ilyen mének mintegy 30%-a tartds virusiiritd €és
ezzel az un. hosszu idétartam virushordozo statusszal fenntartja a virusfertozottséget. Ez az
allapot tesztoszteronfiiggd, vagyis csak ivarérett ménekben alakulhat ki, kancak, heréltek és
egy évesnél fiatalabb csikdk csak 3-4 hétig hordozhatjdk a virust (révid iddtartamu
virushordozok), igy annak csak aerogén-peroralis terjesztésében jatszhatnak szerepet, hosszu
tava fenntartasaban nem.

Kordbban, a magyarorszagi jarvanyhelyzet felmérésére végzett vizsgalataink
folytatdsaként vizsgaltuk, hogy az immunizalas 2004-ben tortént bevezetésének volt-e hatasa
a virus elterjedtségére. A két négyéves vizsgalati periodus (2002-2005: 7647 minta, illetve
2006-2009: 3031 minta) idején végzett szeroldgiai vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy
a virus elterjedtsége, a pozitiv mintak ardnya nem novekedett, illetve kis mértékben csokkent
(32,055%-r61 27,98%-ra). Még szembedtlobb a kiilonbség, ha nem a szeropozitivitasi
adatokat hasonlitjuk 0Ossze, hanem a virus fenntartdsaban ¢és veneredlis Uton torténd
terjesztésében kulcsszerepet jatszd fedezOmének ondomintdibol végzett viruskimutatds adatait
vetjiik Ossze. Mig az els6 periddusban vizsgalt 343 onddmintdbol 52 tartalmazott virust
(15,16%), addig a masodik periddusban vizsgalt 138 mintdbdl mindossze 1 volt pozitiv
(0,72%).

Az EAV a Nidovirales rend tobbi tagjahoz hasonldan, jellegzetes transcripcios stratégidja szerint a
3> végen coterminalis subgenomikus mRNSeket (sg-mRNAs) képez a proteinszintézis soran.
Ezeknek a sg-RNS szakaszoknak a jelenléte intenziv virusmultiplikaciot jelez a fert6zott
sejttenyészetben illetve a fertdzott gazdaszervezetben. Az altalunk kifejlesztett €s a genomikus €s
szubgenomikus nukleinsavszakaszok kimutatdsdra €s mennyiségi meghatdrozasara alkalmas
Tagman real-time PCR felhaszndldsdval azonositani lehet azokat a virushordozd egyedeket,
amelyekben a fert6zés inaktiv stddiumban van, illetve amelyekben akut virusszintézis zajlik

A primereket 35 (genomikus) illetve 170 (szubgenomikus) szekvencia illesztésével terveztiik, €s
ismert titeri, RK-13 sejteken elszaporitott virusszuszpenzi6 (Bucyrus torzs), tovabba
perzisztensen fert6zott ménekbdl szarmazd ondomintdk felhasznéalasaval teszteltiik, negativ
kontrollok beéllitasa mellett. A forward primer szakaszok a 185 (leader region) illetve 12248
(membrane protein encoding gene) nukleotid poziciondl tapadnak, a reverz primer az 12398 (N
gene) poziciondl. A 6° FAM és BHQ jelolt proba nukleinsav az N gén 12350 nt poziciojanal
tapad. A Tagman valoés idejii RT-PCR kivitelezésére Platinum® 7ag DNA Polymerase kit-et



(Invitrogen) és Applied Biosystems 7300 thermocycler késziiléket hasznaltunk a kovetkezo

thermoprofil alkalmazasaval: 48 °C 15 min., 95 °C 2 min., 95 °C 30 sec., 60 °C 1 min. A két
utolso Iépést 45 alkalommal ismételtiik.

Mindkét real-time rendszer esetében volt kimutathatd fluoreszcencia az EAV-t tartalmaté mintak
vizsgalatakor, azonban a genomikus redszer érzékenysége sokkal nagyobb volt. Nem
tapasztaltunk aspecifikus pozitiv reakciot egyéb, a lovakban vetélést okozd mas pathogének,
ugymint az EHV-1, EHV-4, Chlamidophyla psittaci, Leptospira icterohaemorrhagiae, Salmonella
abortusequi vizsgalatakor. Az 540/64-es jelzésti virus 10°°, 10*°, 10*3, 10*°, 10% infektiv titerti
higitasainak vizsgalatakor a szubgenomikus real-time modszer atlagos kiiszobértékei (threshold
cycle, Cy) sorrendben 28.55, 31.70, 35.70, 41.73, 43.95 voltak, mig ugyanezek a mintak a
genomikus modszerrel vizsgalva 21.61, 24.87, 28.27, 31.29, 36.08-os C; értékeket adtak. Az EAV
tartalma ondomintak atlagos C, értékei 30.77, és 24.26 volt a szubgenomikus illetve a genomikus
rendszerrel vizsgalva. A negativ mintdk esetében nem volt kimutathatd fluoreszcens jel. A
feliiluszobol, illetve a sejttenyészetbdl kimutatott sg-mRNS-ek C; értékei minden idopontban
megegyeztek egymassal a fertézést kovetd 16. oratdl a 48-ig, 43,19-19,72-ig tartd értékeket
mutatva.

Az altalunk kidolgozott modszer segitségével kovetkeztetni lehet az EAV replikacios aktivitasara
mind in vitro sejttenyészetekben, mind a természetes koriilmények kozott fert6z6dott allatokban.
Az sg-mRNA jelenléte ugyanis az intenziv virusreplikacio jele. A rendszer tovabbi optimalizalas
utan hasznos maddszer lehet a virusdiagnosztikaban a fert6zott allatok aktiv virusiiritd statuszanak

megallapitasara.

Az elmult 6t évben vizsgaltuk a két allategészségiigyi szempontbol fontos arterivirus, a sertések
szaporodasbiologiai zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jard tlinetegyiittesét el6idézd virus
(PRRYS) és a lovak fert6z6 arteritisét el6idézo virus (EAV) hazai elterjedtségét €s megallapitottuk,
hogy mindkét virus hazai eléforduldsa elmarad a nyugat-eurdpai orszagokban megfigyelttol.
Mindkét virus diagnosztikdjaban kidolgoztuk és széleskorlien alkalmaztuk az RT-PCR alapt
diagnosztikai modszert. Az amplifikacios termékek nukleotid-sorrendjének meghatdrozasa utan
vizsgaltuk a két virus filogenetikai viszonyait magyarorszagi €s a kornyezd orszagokbdl szarmazo
pozitiv mintdk felhasznalasaval, tovabba Osszehasonlitottuk ezeket a nemzetkdzi génbankban
elhelyezett szekvencidkkal is. A PriProET és Tagman technikdra valamint valds idejii RT-PCR
eljarasra alapozott modszerekkel a virusfertézések in vitro és in vivo zajlo kinetikdjardl tudtunk
adatokat gytljteni. Eredményeinket nyolc referalt szakfolyoiratben megjelent vagy kozlésre

elfogadott kozleményben ¢és két PhD értekezésben kozoltiik illetve foglaltuk dssze.



