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Bevezetés

A hllék virolégiai targyu kutatasa mintegy fél évszazados mdultra tekint vissza.
Els6ként zoondzist okoz6 arbovirusok (flavi- és togavirusok) rezervoarjat keresték
hallében, majd egy évtizeddel késébb sajat kérokozd virusaiknak leirdsa is
megkezd6édott. Az egyes hulld csoportokra jellemzé legfébb virusos korokozok
eltéréek. A tekndsokben a rana- (Iridoviridae) és herpeszvirusok, krokodilokban a
poxvirusok, kigyokban a paramyxo- és a reovirusok, mig gyikokban a reo- és
adenovirusok talaltattak a leggyakoribb kéroki agenseknek.

Adenovirusokat (AdV) eddig féként gyikokbdl, de emellett szamos kigyofajbdl
és tekndsokbél, valamint néhany krokodilbdl is sikerilt kimutatni. Ugy tlinik, hogy a
pikkelyes hullék (gyikok és kigydk) gyljteményi alloméanyai vilagszerte fertézottek AdV-
sal, és vadbefogott kigydkban is kimutathaté volt szerologiai athangolédas. AdV
fert6zott pikkelyes hullében leggyakrabban leirtak a gyomor-, bél- és majgyulladasos
jelek, de kdzponti idegrendszeri tiinetek is mutatkozhatnak. A virusok izolalasa és/vagy
genetikai jellemzése csak kevés esetben tortént meg. Vizsgalataink kezdetekor csupan
kigydkbol élltak rendelkezésre AdV izolatumok, melyek egy génszakasz szekvenciaja
alapjan egyetlen tipusba tartozénak tlntek. Egyik ilyen izolatum teljes genetikai
allomanyat meghataroztak 2005-ben Budapesten, s ez a virus a kigy6-adenovirus 1
(SnAdV-1) nevet kapta.

Az iridovirusok (Iridoviridae csalad) fontos koérokozok hidegvérli gerinces
fajokban és szadmos gerinctelen fajban. A csalad 6t hivatalos nemzetsége kozil ketté
(Iridovirus és Chloriridovirus) tagjait kordbban csupan gerinctelenekbél, elsésorban
rovarokbdl irtak le, erre utal angol réviditésuk: IV (“invertebrate iridoviruses”). A mult
szadzad 90-es éveinek végén egy Uj 1IV-t irt le tlcskokbdl két német kutatdcsoport.
Mindkét esetben terrarisztikai eleségként tartott ticsokallomanyokban regisztraltak a
fert6zést. A tlcsok-iridovirust részleges genetikai és egyéb fenotipusos jellemzdi
alapjan az Iridovirus nemzetség tipusfajdnak, a CIV-nak (Chilo iridescent virus), egy
variansaként soroltak be. Késébb ugyanezen virust lesovanyodott és/vagy
bérelvaltozasos gyikokban is megtalalta két német csoport egymastol fuggetlendl. A
virus tlcsokrél gyikokra tortént gazdafajvaltasat tételezték fel.

Az elsé hull6 paramyxovirust (rPMV) 1972-ben egy svajci landzsakigyo
allomanybdl mutattak ki, ahol a fert6zés légz8é- és kdzponti idegrendszeri tiineteket
okozott és 30%-0s mortalitassal jart. Az izolalt virus a kigyo francia nevébél képzett Fer
de Lance virus (FDLV) nevet kapta, s késdbb teljes genomjanak nukleotidsorrendjét is
meghataroztdk. Ebben egy Uj, még ismeretlen szerepl fehérje kddolé egységet (U-
gén) taldltak az N és P gének kozott. E gén jelenléte és az FDLV rekonstrudlt
torzsfakon valé elkilondlt helyez8dése miatt egy Uj nemzetség felallitasa (Ferlavirus)
valt szikségessé a Paramyxovirinae alcsaladdon belil. ldékdzben szamos mas



pikkelyes hillébél szarmazé ferlavirust mutattak ki és jellemeztek, azonban a
nemzetségen bellli csoportositasuk nem volt egyértelm{. Munkank kezdetekor szintén
nem alltak még rendelkezésre adatok a kiilonbdz6 tipusok eléfordulasardl és a fertézés
allomanyszintli prevalencigjarél kigyokban, valamint ismeretlen voltak a teknésdkben
el6fordulé paramyxovirusok (filo)genetikai jellemzéi.

Vizsgalataink célja volt e gyakori és fontos hullé-virusoknak a jellemzése, Uj
tipusok leirasa, elterjedségik, kérokozo képességik, gazdafajlagossaguk vizsgalata,
és filogenetikai viszonyaik elemzése.

Anyag és modszer

Mintak

Kigyokbadl, gyikokbdl és tekndsokbél szarmazé 6sszesen 72 diagnosztikai minta
(szervek és tampon) kerilt vizsgalatra AdV jelenlétének kimutatasa céljabdl, két-koros
konszenzus PCR és sejttenyészeten torténd izoldlas modszereivel. Egy daniai
allatkertben 1évé gila (Heloderma suspectum) és mexikéi viperagyik (Heloderma
horidum) allomany esetén egy év soran négy alkalommal tértént mintavétel.

Nyolc  kilénbozé 1IV  izoldtumot vontunk genetikai  6sszehasonlitd
vizsgalatainkba, s kozuluk harmat az Aallatfert6zési kisérletekben is vizsgaltunk (1.
tdblazat). Tovabbi diagnosztikai mintdkat (45 gyik, 27 tlcsok), vizsgaltunk [V
jelenlétére hagyomanyos PCR (nPCR), val6s-ideji PCR (qPCR) és virusizolalas
modszereivel.

1. tablazat IIV izolatumaink szarmazasa
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*A genetikai ©6sszehasonlitasban szereplé izolatumok délten szedettek, az Allatfertézési
kisérletekben hasznéltak alahizottak.



Harom gén (U, HN, L) szekvencidjara alapozott genetikai dsszehasonlitadsban
hat kigyobol, harom gyikbdl és egy tenbsbél szarmazd paramyxovirus “izolatumot”
vizsgaltunk. Ezek kozll két (egy németorszagi gabonasiklé, PanGut-GERO09 és egy
magyarorszagi boasikld, HoBuc-HUNOQ9) esetben nem allt valédi izolatum a
rendelkezésinkre, itt szervmintdkat vizsgaltunk. Tovabbi 21 kdlonféle Kkigydfaj
Osszesen 102 egyedébdl szarmazé 203 minta (szervek és tampon) Kkerdlt
szlrévizsgalatra. Ezekben, sejttenyészeten torténd izolalds és két-koéros L-gén RT-
PCR segitségével vizsgaltuk ferlavirusok jelenlétét és tipusait.

Szovettenyésztés

A virusok izolalaséat hullékbél szarmazo permanens sejtkultdran kiséreltik meg.
Az eredeti virusgazdatol fuggéen 3 kiulonbozé sejttipust haszndltunk: leguan sziv
sejtvonalat (IgH-2) és/vagy vipera sziv sejteket (VH-2) és/vagy dobozteknés sziv
sejtvonalat (TH-1). Az allatfertézési kisérletek, ellenanyagtermelés és a részleges
genomszekvenalds céljabdl az irido- és adenovirus izoldtumokat ugyanezen sejteken
szaporitottuk, majd azt kdvetSen tisztitottuk és/vagy koncentraltuk.

Kisérleti allat-fert 6zés

Harom eltér6 gazdabol szarmazdé IV izolatum fertéz6képességének
O0sszehasonlitdsa céljabol (1. tdblazat) kétfolta tlicskdkkel (Gryllus bimaculatus) (n=20)
végeztunk 10 fert6zési kisérletet két eltérd allandé hémeérsékleten (20 és 30°C-on). A
virusszaporodast a tlicskok zsirtestjében vizsgaltuk.

A szakéllas agamékon végzett fert6zési kisérlethez 5 honapos koru allatokat
egyedi terrdriumos elhelyezéssel harom csoportra osztottunk (5 éllat/csoport), és a
fert6zésikhoz egy szakallas agamabdl szarmazo IV izolatumot (1. tablazat: Ir.iso.3)
hasznéltunk. Az ,A” csoport egyedei gyomorszondan keresztil 1 ml dializalt
virusszuszpenziot kaptak (TCIDs,=10%°/ml), a ,B” csoport tagjai ezen feliil ugyanezen
virusadagot intracoelomikus injekcié formajdban is. A primer fert6zést kovetéen
mindkét csoport tagjait ad libitum adagolt nbvényi taplalék mellett (19-26°C-on, 28-38%
relativ paratartalma kornyezetben tartva), kisérletileg fertézott ticskokkel etettik 45
napon keresztil, mig az utols6 2 hétben csak virusmentes névényi taplalékot kaptak. A
negativ kontrol csoport 5 tagja hasonld, de virusmentes kezelést kapott. 60 nap
elteltével a tuléléket felaldoztuk, szerveiket 11V jelenlétére vizsgaltuk.

Mikroszkopos vizsgalatok

A kisérleti allat-fert6zésben feldldozott tlicskok és szakallas agamék szerveit
fixaltuk és paraffinba agyaztuk. Az ezekbdl készult metszeteket HE festéssel, in situ
hibridizaciés (ISH) és immunhisztokémiai (IHC) eljarassal vizsgaltuk. Az ISH



modszerhez, a f6 kapszidprotein génhez (MCP) kétéd6é, digoxigeninnel jel6lt probéat
hoztunk létre. A szakallasagama izolatum (1. tablazat: Ir.is0.3) felhasznaladsaval
poliklonalis ellenanyagot termeltettiink nyulakban az IHC mddszerhez.

Az AdV izolatumok esetében a szOvettenyészeti fellliszobol készilt negativ
kontraszt festésli mintakban JEM-1011 tipusu transzmisszidés elektronmikroszkop
segitségével mutattuk ki a virus partikulumokat.

Molekularis biologiai technikak

Allati mintak homogenizatumaibol és virusfertézott szovettenyészeti feliilliszok-
bol tortént a virus-nukleinsav kivonasa. Az AdV izolatumok DNS-ének emésztett
fragmentumait véletlenszeri molekularis klénozassal Phagemid pBluescript® Il KS(+/-)
vektorba juttattuk szekvencia meghatarozas céljabol.

A paramyxovirusok RNS-ébél RT-PCR-rel, mig a DNS virusok esetében
konvencionalis PCR-rel erésitettiink fel géneket és génszakaszokat. Az AdV esetén 6
szakirodalomban leirt és 38 Ujonnan tervezett, 11V esetén 14 irodalmi és 57 Ujonnan
tervezett, mig PMV esetén 10 szakirodalmi és 12 0 primert alkalmaztunk.

Amennyiben a PCR termékek kozvetlen DNS-szekvenalasa nem volt
Kivitelezhetd vagy bizonytalan eredményt adott, Ugy ezek tompa-végl klbnozasat pJET
PCR Cloning Kit (Fermentas) segitségével végeztik el. Gélbél kivagott és tisztitott
(Invisorb Spin DNA Extraction Kit) PCR amplikonok és kittel (Qiaprep) tisztitott plazmid
preparatumok nukleotid szekvenciajanak meghatarozasdhoz a BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit v.1.1-et alkalmaztunk. Szekvenalashoz a PCR-hez hasznalt
primereket vagy plazmidok esetében a pJET-F és -R primereket, valamint a T3 és T7
primereket alkalmaztuk. A futtatast ABI prism 310 automata DNS szekvenalé gépen
magunk veégeztik, vagy szolgaltatd cégekkel végeztettik. A nyert szekvenciak
javithsara és szerkesztésére a STADEN Package version 2003.0 programijait
hasznaltuk, majd homoldgiakeresé programok segitségével egybevetettik ezeket a
GenBankban lévé adatokkal. A kilénb6zd szekvencidk pozicionalis illesztését a
BioEdit program ClustalW algoritmusaval végeztik. Filogenetikai szamitdsokhoz a
PHYLIP programcsomagot és TOPALI v2.5 platform MrBayes programjat hasznaltuk.
Az 1IV és PMV szekvenciak esetében az esetleges rekombinacios helyeket a SimPlot
for Windows v.3.5.1 programmal deritettik fel. Az IV izoldtumok exonukledz és DNS
polimeraz szarmaztatott aminosav szekvencidja alapjan a fehérjék masodlagos
szerkezetét probaltuk megallapitani a GENtle v1.9.4. és SWISS-MODEL programok
segitségével és hasonlitottuk a CIV homoldg fehérjéihez.

Nyolc IV izolatum (1. tAblazat) MCP génjének azonosnak bizonyult szekvenciai
alapjan terveztink TagMan gPCR-t az IIV-ok kimutatdsara a Primer Express v.3.0
program segitségével. A gPCR reakciokat StepOne™ PCR berendezésben futattuk és



érzékenységuket IV izolatumok gélbél tisztitott MCP gén PCR termékével (Ir.is0.7) és
plazmidba épitett MCP gén részletével (Ir.is0.4) hataroztuk meg és standardizaltuk.

Eredmenyek

Adenovirusok kimutatasa és jellemzése

Adenovirusokat tudtunk kimutatni PCR-el 25 pikkelyes hillébél (4 gyik és 1
kigydfaj), és ezek kozul a két mérgesgyik faj harom egyedébdl sikerilt a virust
szovettenyészeten is izolalni. Ezek az elsé leirt gyik-adenovirus izolatumok. Ebbél a
két gazdafajbdl két kuloénbozé tipusba sorolhaté virus volt kimutathatd, melyek minden
esetben fajspecifikusan fordultak el8. A gilabdl szarmazé virus a gyik-AdV-1 (LAdV-1),
mig a mexikdi viperagyik virusa a gyik-AdV-2 (LAdV-2) nevet kapta. Ezek mellett
egyazon agamid AdV tipus 5 variansat és egy varanusz-AdV-t talaltunk, valamint a
Kigy6-AdV-2 tipusat tudtuk kimutatni. A kalonb6zé virusok DNS polimerdz-gén
szakaszaiban a G+C nukeotidok aranya kiegyenlitett volt: 42,5-58,3%. Torzsfa-
rekonstrukcios szamitasok alapjan valamennyien az Atadenovirus nemzetség tagjainak
bizonyultak.

A két gyik-AdV izoldtum részleges genomszekvenaldsa soran a LAdV-1
esetében 13.4 kb dsszesitett hosszUsagu 3 szegmenst, mig a LAdV-2 estén 17.4 kb
0sszhosszUsagu 2 szegmenst hataroztunk meg, 43,3% és 43,8% G+C tartalommal. A
két virus homoldg génjei nagyfokl hasonlésagot mutattak egymashoz (81-99% és 77-
99% a nukleotid és aminosav szekvenciakat tekintve), valamint genomszerkezetik is
nagyobbrészt megegyezett, csupan néhany esetben mutatkozott killénbség a gének és
a gének kozotti szakaszok (IGR) hosszaban. E gyik-adenovirusok legkdzelebbi rokona
bizonyult a ma ismert genomu AdV-ok kozil a kigyo-AdV-1. Legfébb kilonbségnek
tekinthetd, hogy mig a SnAdV-1 egyetlen fiber-gént tartalmaz, addig a LAdV-ok esetén
egy rovidebb (fiber-1) és egy hosszabb (fiber-2) gén koveti egymast a homoldg
genomrészben, s a jelek szerint mindketé mikodé fehérjét koédol. Ezek az elsd
atadenovirusok, melyekben tobb mint egy fiber-gén jelenléte ismert.

Iridovirus vizsgalatok

A kidolgozott qPCR érzékenynek és specifikusnak bizonyult; a mérésen belll
és mérések kozotti reprodukalhatdésagra vonatkoz6 variacids koefficiens értékek
megfeleléek voltak. IV izolatumokkal és azok génszakaszaival végzett érzékenyseégi
vizsgalatban a qPCR a kordbbi két-kéros nPCR-rel azonos érzékenységlnek
mutatkozott és képes volt akar 1 képia/ul DNS koncentracié kimutatasara is. A
szovettenyészeten valé izolaldas érzékenysége 10%-10°%szor alacsonyabbnak
mutakozott.



A gyikokbdl és izeltlAbl gazdakbdl (1. tablazat) szarmazd 1V izolatumok
genetikai 6sszehasonlitdsat 15 génszakasz (koztik 8 teljes gén) szekvenciai alapjan
végeztik el. A legtdbb esetben a vizsgalt génszakaszok valamennyi izolatumban
megegyeztek, s csupan az exonukleaz és a DNS polimerdaz génekben mutatkozott
alacsony (0,1-0,4%) foku variancia. Ezen szekvenciaelemzés alapjan valamennyi
izolatumot a tlcsok-iridovirus (GblV) egy variansadnak tekintettink. Meglep&en
nagyfokd kilonbséget mutattunk ki e GblV variansok és a tipusfaj, a CIV egyes
homol6g génjeinek szekvenciai kozott (2. tablazat). Rekombinaciés pontokra
bukkantunk két helyen, ahol feltehetbleg mas csoportba tartozé I[IV-t6l atvett
genomszegmensek jelennek meg.

2. tablazat Hasonlosag (%) a IV izolatumaink (GblV) és a CIV homolég génjei kozott

Gén: | Exonuk. | Polim. | ATPaz| ,Viral Antibiotic Peptide” gén és | Ligaz | Tim. ,»,Major Capsid Protein” gén I.E.
szomszédos gének szint. szomszédos gének prot.

ORF 012L 037L | 075L 155L 157L 159L 160L 161L 205L 225R orf011 274L 281R 282R 393L
WIv

DNS 97,4 954 545* 736 993|958 957 | 43,8 945 849 981|978

FEHERJE 99,2 98,0 46,0+ 39,6 100 | 97,2] 924 NA 955 788 97,6 | 96,3

*rekombinaciés helyek mutathatok ki

A tlcsok fert6zési kisérletekben nem sikertilt jelentés kilénbséget kimutatni az
egyes izolatumok kodzott. A gPCR segitségével megallapitottuk, hogy a ,sulyosan”
fertézott (patently infected) tiicskdkben a virus-DNS képiaszama 107-10°/mg jéval
meghaladija a rejtett ,szubklinikai” fertézottségi (covert infection) egyedekben fellelhetd
képiaszamot (10%-10%). A ,sdlyosan” fertézott allatok aktivitasanak novekedése, a
potrohuk teriméjének ndévekedése, boncolas soran pedig a zsirtestjik irizalé szine volt
megfigyelhetd. Ezekbél a magas qPCR koépiaszamu egyedekbdl ISH modszerrel is
kimutathaté volt a virus-nukleinsav. Az esetlegesen mutatkozé virulencia kulonbségek
nem tekintheték szignifikAnsnak, mivel ugyanazzal az izolatummal végzett megismételt
fert6zési kisérletek a standardizalt feltételek ellenére is jelentésen eltéré eredményt
adtak.

Az agama fert6zési kisérlet soran egyetlen fertézott allat sem mutatott klinikai
tinetet a kisérlet alatt. Taplalékfelvételik altalaban megfelelt az elvartnak. Az ,A5”
jelzést A&llat étvagytalansag, levertség tunetei mellett a 16. napon elpusztult. A
kérbonctani vizsgélat soran latott egyetlen koros eltérés az enyhén séargas, térékeny
ma4j volt, ahol a kérszovettani vizsgalat glikogén-felhalmozodas és lipidosist mutatott ki.
Valamennyi fert6zoétt allat szaj- és kloaka-tamponjabdl kimutathaté volt a virus az elsé
héttdl kezdddden, ugyanakkor a kontrol csoport tagjaib6l nem. A kisérlet végén
eutanizalt, fert6zott agamak kodzil minddssze kettdben (Al, A4) volt kimutathaté az



elhullott allatéhoz hasonlé majelvaltozas, mas kéros elvaltozast nem tapasztaltunk. A
direkt viruskimutatas (részben altalunk kifejlesztett) kulonbdzé moédszerei — izolalas,
nPCR, gPCR, ISH, IHC, EM - koézill az els6 harom bizonyult hasznélhatonak az
agamak kulonféle szerveinek a vizsgalatdban. A virusizolalas és a PCR-ek sikeresen
kimutattdk az 1V jelenlétét a fertézott allatok kilonbozé szerveiben, mig a negativ
csoport allataiban nem reagaltak. Sem ISH, sem EM mddszerrel nem sikerilt a virus
nyomara bukkani a fert6zott allatokban, az IHC mddszer pedig aspecifikusan is
reaktivnak bizonyult, igy az értékeléshez nem alkalmaztuk.

Paramyxovirus vizsgalatok

A gorog tekndshdl szarmazé PMV izolatum (THer-GER99) esetében csupan az
L-génbél sikertlt specifikusan DNS-t felerésiteneni és annak szekvenciajat
meghatarozni. A tobbi pikkelyes hilld izolatumnal” ez mindhdrom vizsgalt gén
esetében sikeres volt. Két gyik-izolatum (Xeno-USA99; Var-GER95) L-, HN- és U-gén
szekvencidi egymassal megegyeztek, mig a harmadik gyik-izolatum esetében (Igu-
GERO00), annak HN-génje egyezett kigyo izolatumokéval (Pyth-GERO1, Crot-GERO03).
A filogenetikai szamitasok azt mutattak, hogy a valamennyi &altalunk vizsgalt és
GenBank-bdl lehivott hill6-PMV szekvencia a Ferlavirus nemzetségbe sorolja ezeket a
virusokat. A nemzetségen belll a gorog teknés-virus egy 6si ledgazaskeént szerepel, s
ezt kovetéen a pikkelyes hullék ferlavirusai harom monofiletikusan elkilonilé
csoportba (A, B és C) sorolhatok.

A diagnosztikai felmérd vizsgélat soran 28 (a vizsgalt egyedek 27,5%-a)
kigydbdl szarmazd, Osszesen 50 (a vizsgalt szervek 24,6%-a), minta bizonyult
pozitivhak, ezek kozil 38 esetben meghatéaroztuk a feler8sitett génszakasz nukleotid-
sorrendjét. A pozitiv mintak koézul 47 esetben elvégzett HN-gén PCR csupan 16
alkalommal (34%) adott pozitiv eredményt, a virus izoldlasa pedig minddssze 3
(10,7%) esetben sikerllt. Azon két esetben, amikor a direkt szekvenciak alapjan
feltételezhetd volt, hogy azok tébb egymastdl eltéré szekvencidju PCR termék egyidejl
olvasasabol adodhatnak, e termékeket molekularis klonozéssal valasztottuk szét, és az
egyes klonok nuleotidsorrendjét ismét meghataroztuk. EI6 allatoknal a 46 vizsgaltbol
12 esetben sikerilt a tampon-mintdbdél PMV-t kimutatni (26,1%). A PMV pozitivhak
bizonyult elhullott kigyoknél a szervek szerinti megoszlas a kdvetkezéképpen alakult:
bél (11 poz./15 vizsg.), tidd (11/13), vese (10/14), maj (3/5), 1égcsbd (2/4) és nyeldcsd
(1/1), mig a néhany lép (0/2), vér (0/1) és agy (0/1) minta negativ volt Ezek mellet egy
leopardteknés 12 megvizsgalt szerve kdzil a maj, a sziv, a vékonybél és a klodka-
tampon bizonyult PMV pozitivhak.

Tizenharom kilénbdz6 szekvencia-varians volt megkulénboztetheté a vizsgalt
kigyé-ferlavirus L-gén szakaszokon, melyek a squamatid ferlavirusok A csoportjdba (7



varians) vagy annak B csoportjdba (8 varians) sorolédtak. Nyolc szekvencia
megegyezett korabban lekdzoltekkel, 6t varians 0j volt. Szamos esetben azonos
varianst talaltunk egyazon allat kilénb6z6 szerveiben, vagy egy allomany kilénbdzé
egyedeiben. De arra is szamos példa akadt, hogy tdbb ferlavirus egyidejd jelenléte volt
kimutathaté egy kigy6 allomanyon, egy kigyé egyeden vagy akar annak egy szervén
beltl. A sulyos légzdszervi tinetekkel elhullott leopardeknés PMV pozitiv szervei
szintén 4 kulénbdzé ,szekvencia varianst” képviseltek. Kozulik csak harom (sziv,
vékonybél, m4j) volt olyan hasonldésagl egymashoz, hogy azok ugyanazon virusfajbol
szarmaztathatok legyenek. Tehat legalabb 2 kulonb6zé PMV fajjal volt fertézott a
teknds, amelyek nem is a gorég teknds izolatummal (THer-GER99) mutattak
rokonsagot, hanem a squamatid PMV-okkal.

Megbeszélés
Adenovirus vizsgalatok

A konszenzus PCR segitségével 6 szakallas agama, 3 mexikéi viperagyik, 2
gila, 1 smaragdvaranusz és 1 aspisvipera esetében mutattunk ki atadenovirusokat,
melyek kozlul a rovid, részleges polimeraz-gén szekvenciaja alapjan ketté eddig
ismeretlen tipus volt, 4 pedig kordbban leirtak Uj varidnsa. Valamennyi itt leirt AdV a
Atadenovirus nemzetség tagjanak bizonyult, a vizsgalt génszakasz G+C tartalma
(42,5%-58,3%) kiegyensulyozott volt. Mindezen Uj ismeretek tamogatjdk az
atadenovirusok pikkelyes hull6kbél eredeztetésének és velik péarhuzamos

Vizsgalataink kezdetéig csupan kigyokbdl szarmazd hillé-AdV izolatumok
voltak ismertek. Két €l gila tampon-mintaibdl (LAdV-1) és egy elhullott mexikoi
viperagyik szerveibdl (LAdV-2) izolalt két virus tipus, igy az elsé gyik-adenovirusnak
tekintheté. Ezeket az izolatumokat kilféldi egylittmikodd kollégdk rendelkezésére
bocséatottuk tovabbi vizsgéltok céljabdl (pl. haromdimenziés fehérje-szerkezeti
vizsgalatok). Mi, Stuttgartban, a genomszekvencidjuk meghatdrozasat kezdtik el,
szoros egyuttmikodésben az MTA AOTKI-val Budapesten.

Az altalunk vizsgélt genomrészeken a LAdV-ok G+C tartalma alacsonyabb
(43,3% és 43,8%) volt, mint a kigy6-AdV-1 (SnAdV-1) homoldég genom-részeiben
(50,2%). Elséként irtuk le egynél tobb fiber-gén jelenlétét atadenovirusokban. llyen,
kordbban csak a Mastadenovirus, Aviadenovirus és Ichtadenovirus nemzetség
bizonyos tagjaiban volt ismeretes. A fiberek szarmaztatott aminosav sorrendjének
elemzése azt mutatta, hogy mindkét LAdV tipus mindkét fibere valdszinileg
mikodéképes, mivel a farki résziikon megtalalhatéak a meg6érzétt motivumok, valamint
ezt thAmogattak a Madridban végzett elektronmikroszkopos vizsgalatok is. Annak az
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elddntése, hogy a két fiber jelenléte kapcsolatba hozhat6-e a virusok Uj gyikfajokhoz

VA

Iridovirus vizsgalatok

Az IIV-ok fontos koéroki tényez6k a rovartenyészetekben, valamint a terrariumi
hallék potencialis korokozoéiként is szamon tartjak éket. Ezért éreztik fontosnak egy
megbizhatd, érzékeny, ugyanakkor kontaminaciora kevéssé hajlamos mébdszer
kidolgozasat 11V-ok széles gazdakoérbdl valdé kimutatdsara. A kifejlesztett valos-idejl
PCR a korabban hasznalt két-korés nPCR-rel azonos érzékenységli, ugyanakkor
kevesebb munkafazissal, gyorsabban szolgaltat informativabb eredményt.

A kilénb6zé gazdafajokbdl szarmazd szarmazé IV izoldtumok (1. tablazat)
restrikcios fragmens-eloszlasuk és hat gén teljes, valamint hat gén részleges
nulkeotidszekvenciaja alapjdn egymassal megegyeznek. Tovabbi két génben
elenyészd kulonbség mutatkozott (max. 0,4%) az egyes izolatumok kdzott. Az MCP-
gén szekvencigjat tekintve izolatumaink azonosak voltak a korabban leirt tlcsok-11V
(GblV) izoldtumokkal, igy annak variansainak tekintettiik 6ket. Ugyanakkor jelentés
kulonbségeket is kimutattunk a GblV variansok és a CIV homoldg génjei kozott kdzott
(2. tablazat). Két génszakaszon rekombinaciés helyekre bukkantunk, tovabba egy
harmadik gén esetében (DNS polimerdz) a szarmaztatott fehérie egyik aktiv
kozpontjanak  (katalitikus DEDDY  domén) mutattunk  ra  feltételezett
konformaciévaltozdsara. Ezen jelentés kilonbségekre alapozva javasoljuk, hogy a
GblV-t célszerli lenne kulén virusfajnak tekinteni. Az emellett tapasztalt alacsony
pontmutacios arany pedig arra enged kovetkeztetni, hogy a GblV egy nemrég tortént
gazdafajvaltas soran jott Iétre a CIV-bdl.

A tlicskokoén végzett kisérletek soran harom IV izoldtum (1. téblazat)
fert6z6képességét kivantuk oOsszevetni. Eredményeinkbél az volt lathatd, hogy az
egyes izoldtumok ko6zoétt mutatkoz6 virulencia kildnbség nem  tekinthetd
szignifikAnsnak, mivel ugyanazzal az izolatummal végzett megismételt fertézési
kisérletek a standardizalt feltételek ellenére is jelentdsen eltéré eredményt adhatnak.
Megdllapitottuk, hogy az alacsony kd&piaszamu, un. ,rejtett” fert6zések aranya
meglepbéen alacsony minden izolatum és hdémérséklet esetén, ami egybecseng a
korabbi még nem standardizalt fertézési kisérletiink eredményével.

A szakallas agamakon végzett IV fert6zési kisérlet soran nem sikeriilt a Koch
posztulatumokat igazolni. Egyetlen elhullott egyed lesovanyodasa kivételével (A5), a
fert6z6tt agadmak nem mutattak semmilyen Klinikai tlinetet a kisérlet alatt. A kérbonctani
vizsgalat soran latott egyetlen koros eltérés: glikogén-felhalmozas és lipidosis a
majban, feltehetbleg toxikdzis kovetkezményei, amihez hasonlét irodalmi adatok
szerint a CIV is kivalt egerekben. Valamennyi fert6z6tt allat szdj- és kloaka-
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tamponjabdl kimutathatd volt a virus jelenléte az elsé héttdl kezdédden, ugyanakkor a
kontrol csoport tagjaibél nem. A virusizolalas és a PCR-ek sikeresen kimutattadk az IV
jelenlétét a fertézott allatok kulonbozé szerveiben, mig a negativ csoport allataiban
nem reagdltak. A vastagbélben, illetve a Gl traktus egyéb részein mért magas
virusmennyiség (a 2 hetes novényi diéta dacara) az ott maradt fert6zott tlicskokbdl
szarmazo6 maradvanynak tekinthetd. Sajnos sem ISH, sem EM médszerrel nem sikerdilt
a virus replikacigjat a szévetekben igazolni. Az A5 szadmu allat elhulldsa nem volt
egyértelmien 6sszeflggésbe hozhat6é 11V fertézéssel, de szerveiben a virus mind
izolalassal, mind PCR modszerekkel kimutathaté volt, ami a virémiara utal.

Paramyxovirus vizsgalatok

Kigyokban ezidaig csupan oériaskigydkbadl, sikloféleékbél, mérgessiklokbdl és
viperafélékbél irtak le paramyxovirusokat. A beszamolénk az elsé boasiklé-ferlavirus
leirdst nyUijtja, emellett szintén elséként k6z6l genetikai adatokat varanusz, leguan és
blutykdsgyik, valamint teknés eredetli PMV-bdl. Eredményeink tovabbi bizonyitékként
szolgalnak a Paramyxovirinae alcsaladon belll, a Kurath altal javasolt Ferlavirus
nemzetség létjogosultsagahoz, amelyben a pikkelyes huillék (squamata) virusai
gazdafajtol flggetlenil, a goérog teknés-PMV izolatumtol azonban jol elkllonilé
csoportokban helyezddnek. Ez a teknés-PMV egy 6si leagazast képvisel, melyben
vizsgalataink tanulsdga szerint még nincs jelen a szinapomorf tulajdonsagként a
pikkelyes hullé-ferlavirusokra jellemzé U-gén. A kordbban nem egyértelmiien definialt
squamatid ferlavirusok csoportjainak (A és B) mddositasara tettiink javaslatot, s két
Ujabb, az eddig ismert kigyo-izolatumoktdl jelentdsen eltérd kigy6-PMV képviselbvel,
egy Ujabb csoporttal (C) is bdvitettiik azt. Ez a csoportbeosztas alapjat képezheti a ma
még nem definidlt virusfaj beosztasnak az Uj nemzetségen belll.

Az izolatumokkal végzett munka eredményeire alapozva, a legérzékenyebbnek
bizonyult L-génre tervezett két-kéros RT-PCR-t tudtuk alkalmazni els6dleges
diagnosztikai modszerként a kigyokbdl (és egy leopardteknésbél) végzett diagnosztikai
PMV-felmérd vizsgalatok soran. A pozitivnak talalt kigyok egy részében jellegzetesnek
vélt tineteket figyeltek meg, mig masokndl csak az allomanyi kérel6zményi adatok
keltettek gyanut PMV fertézésre. A beteg, elhullott és az egészséges allatokban mért
el6fordulasi gyakorisag megegyez6 volt. Vizsgalataink eredményeképp elészor irtuk le
tébb ferlavirus tipus egyittes eléfordulasat egy populacion, ill. egy egyeden beldll
szamos kigy6 allomanyban és egy tudégyulladasos leopardteknésben. Ez utdbbi
esetben, feltételezésiink szerint, a squamatid PMV-ok egy legyengilt immunrendszeri
.aspecifikus gazdaban”, s nem primer kérokozoként voltak jelen, a pikkelyes hllé
ferlavirusok eddig is ismert széles gazdaspektrumat tovabb bdvitve.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Két 0j hulld-adenovirus tipus, 4 U0j agamid-AdV varidns kimutatdsa, melyek
valamennyien az Atadenovirus nemzetség tagjai. Ujabb tamogaté adatok a
koevollcios hipotézis és az atadenovirusok pikkelyes hill6kbél eredeztetésének

elmélete mellett.

2. Az els6 (két) gyik-AdV sikeres izolalasa, szaporitasa, részleges genom-szekvencia

meghatarozasa. Két fiber-gén jelenléte; ezek elsd leirdsa atadenovirusokban.

3. Uj diagnosztikai mddszerek (QPCR, ISH) kidolgozasa |l. csoportbeli gerinctelen

iridovirusok (11V) kimutatéaséara és alkalmazasuk kisérleti éllat-fert6zésekben.

4. Nyolc gén és hét génszakasz szekvenciai alapjan (>14 kb) a kulénb6zé allatokbol
(gyikok, skorpio, tlcsok) szarmazé 11V izolatumok alig/nem kildnbdznek egymastal,
ugyanakkor a tipusfajként szadmon tartott CIV-t8l mutatott eltérés sokkal jelentésebb
mint az kordbban ismert volt. Egyetlen IV tipus széles elterjedtségének kimutatasa

Németorszagban.

5. Szakallas agama kisérletben az 11V fert6zéssel kordbban kapcsolatba hozott tiinetek
nem bizonyultak reprodukalhaténak. A virus szérédasa igen, de szaporodasa nem volt

kimutaté a kilonb6z6 szovetekben.

6. Kordbban molekularisan nem jellemzett hillé-paramyxovirus (PMV) izolatumok
Ferlavirus nemzetségbe sorolasa. Uj csoport (,C”) és (j csoporthatarok (,A” és ,B")
kijelolése. Az els6é adatok teknés PMV-bdl, amely &si tipus, és benne U-gén nem volt

kimutathato.
7. A" és ,B” csoportd PMV varidnsok magas prevalencidja (27,5%) kigyotenyészet-

ekben. Tobb tipussal valé egyideji fert6zottség elsd kimutatdsa kigyokban, valamint

egy leopard teknésben.
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Koszdnetnyilvanitas

Rengeteg embernek tartozom koszonettel azért, hogy ez a dolgozat és vele
egyltt magam is idaig jutottunk. A kilféldi kollégaknak és segitéknek az angol nyelvi
disszerticidoban és tézisekben fejezem ki halamat. Témavezetém, Dr. Rachel E.
Marschang nevét azonban itt is ki szeretném emelni. Neki nem csupan a téméat, a
szakért§ segitséget, a kutatasi pénzt és a kulfoldi allast készonhettem, hanem annal
sokkal tobbet: folyamatos baréati tamogatast. Remélem j6 kapcsolatunk a jovében is
fennmarad.

Az itthoni témavezetém, Prof. Dr. Harrach Baldzs és konzultansom, Prof. Dr.
Benkd Maria nevét is ki kell emelni. Nekik kdszonhetem a virolégiaban valo elmélyilés
lehetéségét, valamint hogy az MTA AOTKI (ma: MTA ATK AOTI) masodik otthonomma
valhatott. E dolgozat javitdsakor is elsésorban az & segitségikre tamaszkodtam.
Természetesen része volt az otthonossag érzésében a sok kedves régi és mai
kolléganak, akikre szeretettel gondolok. Kézulik Dr. Farkas Szilviaval, Pénzes Judittal,
Dr. Doszpoly Andorral, és Dr. Kajan Gydézével egyuttmiikddésben végzett munkak is
részeét képezik az itt bemutatott dolgozatnak.

Szamos barat és ismerds (elsésorban a stuttgarti magyarok korébdl) tette a
kulhonban elt6ltétt id6t szamomra még tartalmasabba és emlékezetesebbé. Koszondom
ezt nekik! S kdszondm azoknak az itthon maradott baratoknak is a biztatast, akikkel
nem szakadt nem a kapcsolat a kint toltott idészak alatt sem. Meg az Ujaknak, akiket
hazaérkezés o6ta ismertem meg, s kozllik is kilondsen Egynek!

Az Allatorvos-tudomanyi Egyetem (ma: SZIE AOTK) oktatéira is halaval
gondoltam kulféldon, amikor azt tapasztaltam, hogy a Budapesten megszerzett
elméleti képzettség a nyugati egyetemeken végzett kollégakénal sok esetben
atfogdbbnak bizonyult.

A sarospataki Alma Mater-nek is kdsz6ném, hogy gazdagon megrakott
tarisznyéat akasztott a nyakamba. Kulénésen Sipos Tanar Ur éran kiviili foglalkozasai
hagytak kitordlhetetlen nyomot bennem. Talan 6 is feleléssé tehet6 azért, hogy az
élettudomanyi palyat valasztottam. Koszonjik Neki a tudas- és emberség-cseppeket.
Isten éltesse, anekdotazés j6 kedvben, még sokaig!

Legvégll, de legnagyobb koszonet illeti csaladomat! Szileim értem hozott
aldozatait, szeretetiiket. Nekik és a csalad tobbi tagjanak a tAmogatast soha, semmivel

nem fogom tudni kelléen meghalalni. De majd igyekezni fogok ezt tovabbadni...

16



