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Bevezetés

Az Allatorvostudomanyi Kutatéintézet Molekularis
es Osszehasonlitdé  Virolégia témacsoportjaban
O0sszehasonlitd genetikai és filogenetikai moddszerek
alkalmazasaval évtizedek oOta  megkulonboztetett
figyelemmel tanulmanyozzdk az d&sibb gerinces
csoportokat fert6z6 adenovirusokat (AdV). Eredményeik
alapjan az Adenoviridae csalad eredeti két nemzetsége
(Mastadenovirus és Aviadenovius) mellett mar harom
ujat alapitottak  Atadenovirus, Siadenovirus és
Ichtadenovirus névvel. Az Atadenovirus tagjait a hullék
osztalyaval egyutt fejlédott AdV leszarmazasi vonalnak
feltételezték, de késébb egyre tobb adat utalt arra, hogy
ezek a virusok a pikkelyes hull6k rendjébe tartozo6 allatok
virusai, és feltételezhetd, hogy madarakba és
kér6dz6kbe gazdavaltas uatjan kerulhettek. Meglepd
modon szinte azonos idében, 2007-ben egy amerikai és
két magyar laboratériumban is felfedeztek az addig
ismertektdl jelentés filogenetikai tavolsagban 1évé AdV-
okat kedvtelésbol tartott, szarazfoldi és édesvizi
teknésokben. A PCR-rel felerfsitett DNS-polimeraz
génszakasz alapjan készillt torzsfa-rekonstrukcié az

ujonnan talalt virusokat egy nemzetség szinten



elkilonllé leszarmazasi vonal tagjaiként mutatta.
Erdekesnek latszott minél tébb pozitiv minta keresése,
és a virusgenombol tovabbi szakaszok szekvenciajanak
megismerése és elemzése.

Halakbdl és kétéltliekbdl véletlenszerlien gydjtott
mintdk PCR-es szlirésével sem adenovirust, sem
herpeszvirust nem sikertlt kimutatnom. Egy hazai
tégazdasagbdl kapott, bérelvaltozasokat mutatd harcsa
bérmintajaban azonban kimutattam egy addig ismeretlen
herpeszvirust. A nemrégiben Kkialakitott Herpesvirales
renden belll a  szintén tjonnan létesitett
Alloherpesviridae csalad tagjai halakat és kétéltlieket
fert6z6, halgazdasagi és allategészségligyi szempontbdl
is jelentés korokozdk. A hazank természetes vizeiben is
6shonos les6harcsanak (Silurus glanis) az ugynevezett
pontyhiml6hdz hasonld bérelvaltozasat mikroszkopos és
elektronmikroszkopos lelet alapjan magyar kutatok
szintén herpeszvirus fert6zésnek tulajdonitottak, de
molekularis vizsgalattal ezt évtizedek 6ta nem erfésitették
meg.

Mintagydjteményemben jelentésebb pozitivitast a
cirkovirusok altalanos kimutatdsara alkalmas PCR-es
szliréssel kaptam. A Circoviridae csaladba sorolhatd

virusok el6fordulasat halakban a vildagon elséként
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magyar kutatok irtak le, de doktori munkam kezdetéig
kétéltlekbdl és hill6kbdl nem mutattak ki cirkovirusokat.
A kornyezeti mintakbdl nyert szekvencia adatok
ugrasszer(i gyarapodasa nyoman fokozatosan ismertté
valt a ma mar CRESS DNS virusnak nevezett virusok
rendkivili mennyisége, valtozatossaga és elterjedtsége.
E virusok kdézos jellemzbje, hogy kicsi, korkords,
egyszalu DNS genommal rendelkeznek, amely
replikacios fehérjét is kodol. A CRESS DNS virusok
el6fordulasat gerinces és gerinctelen allati
szervezetekben, de a ndvényvilag  kilénb6zd
szervez6désl tagjaiban, s6t gombakban is kimutattak.
Egyel6re kevés ismerettel rendelkezink a viroszféraban
betdltott szerepikre, illetve esetleges korokozé

képességukre vonatkozoéan.



A PhD munka célja

Osibb gerincesek mintainak PCR-es sziirése a
harom viruscsalad (Adenoviridae, Alloherpes-

viridae és Circoviridae) tagjainak kimutatasara.

A kimutatott Uj virusokbdl a teljes genom, vagy a
lehet6ségek szerint minél nagyobb genom-

részletek nukleotid sorrendjének meghatarozasa.

Az Ujonnan nyert szekvenciak elemzése, a
virusok filogenetikai vizsgalata, az Uj virusok

rendszertani helyének tisztazasa.

A virusok és a gazdafajok feltételezett



Anyag és modszer
A vizsgalati mintak eredete

A teknésdk AdV-szilrévizsgalatahoz 23 teknésfaj
148 egyedébdl szarmazd mintakat hasznaltam. Az él6
allatokbdl kloakatampont vettem, az elhullott allatoknak
kevert szervmintait vizsgaltam. Az 8sibb gerincesekben
el6forduld CRESS DNS virusok kimutatasahoz 40 halfaj
(407 egyed), 15 kétéltl faj (52 egyed) és 29 hill6faj (107
egyed) kevert szervmintait hasznaltam. Az
alloherpeszvirus kimutatasa egy hazai halgazdasagbdl
vizsgalatra kuldott, himlészerl kiltéseket mutato,
kétnyaras les6harcsa bdrmintajanak felhasznalasaval

tortént. A mintakbdl minden esetben DNS-t vontam Kki.

A polimeraz lancreakcié (PCR), a DNS szekvenalas

és a molekularis klénozas

A virusnukleinsav jelenlétének kimutatasara a
nemzetkOzi szakirodalomban kozolt, széles korben
alkalmazott PCR mddszereket hasznaltam, amelyeket
az egyes viruscsoportok adott génjeiben talalhato

konzervativ régiok felerdsitésére terveztek.



A teknbs-adenovirus és a les6harcsa-
herpeszvirus esetében tovabbi génszakaszok
feler@sitését és azok Osszekdtését probaltam meg egy-,
illetve kétkorés PCR-ekkel, konszenzus és specifikus
primerek alkalmazasaval. A CRESS DNS virus
jelenlétére pozitiv mintakbol sajat tervezési specifikus
primerekkel, kétkords inverz PCR-ekkel kiséreltem meg
a teljes genom feler@sitését.

A PCR termékek szekvenalasat Sanger-féle
reakcioval BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems) hasznalataval végeztem.

Tobbszordés hullamokat eredményez6 PCR
termékek esetén a CloneJET™ PCR Cloning Kit
(Thermo Scientific) hasznalataval elvégzett molekularis
klénozassal kulonitettem el az azonos méretl, de nem

virus eredetli DNS fragmentumokat.
Az adatok elemzése és a filogenetikai vizsgalatok

A kétoldalrél  meghatarozott  nukleinsav-
sorrendeket a Staden programcsomag Gap v4.11.2
programjanak segitségével illesztettem, szerkesztettem
és javitottam. A BLAST homoldgiakeresé alkalmazassal
online elvégeztem a kapott szekvenciak ellenbrzését. Az

aminosav és nukleotid szekvenciak pozicionalis



illesztését a T-Coffee programmal végeztem. A
szarmaztatott aminosav (as) szekvenciakat a JavaScript
DNA Translator 1.1 programmal allitottam elé. Az as és
nukleinsav adataimra legjobban illeszkedd evollcios
modell kivalasztasara a ProtTest v3.3, illetve a
jModelTest  2.1.10 programot hasznaltam. Az
ékszertekn6s-AdV esetében az illesztésekben
esetlegesen eléforduld bizonytalan régidkat a Gblocks
v0.91 program online szerverének hasznalataval
tavolitottam el. A HV-ok és a CRESS DNS virusok
esetében manuadlisan végeztem az illesztések
szerkesztését a BioEdit v7.0.9.0 programmal. A
maximum likelihood analizishez a PhyML 3.0 programot
hasznaltam. A Bayes-i statisztikan alapuld filogenetikai
elemzéshez a MrBayes 3.2.7 programot alkalmaztam. A
virusok és természetes gazdaik feltételezett kdzOs
evolucios  multjat  bemutatd  tanglegramokat a
Dendroscope v3.7.2 program segitségével készitettem
el. A sematikus géntérképek és genomabrak
készitéséhez az Artemis r16.0.0 programcsomag

DNAPIotter rl.11 programjat hasznaltam.



Eredmények és megbeszélés

Vorosfiill ékszerteknos-AdV

A szlrdvizsgalatok soran nyert PCR termék
szekvencigja alapjan  egy  elhullott  vorosfull
ékszertekn6s belsé szerveib6l szarmazdé mintaban az
ujonnan felfedezett adenovirus vonal egyetlen valtozata
volt jelen, igy ez a minta alkalmas kiindulasi anyag volt a
virus genomjanak szekvenalasahoz. A korabban a DNS-
polimeraz, valamint a hexon génjebdl felerdsitett
termékek szekvencidja alapjan a virusra specifikus
primereket terveztem kétkords, Osszekdétd PCR
végrehajtadsahoz. A genom bal vége felé esd Va2 génre
tervezett konszenzus primerekkel a DNS-polimeraz gén
ismert része felé egy masik dsszekétd PCR-t végeztem.
A PCR termékek szekvenciainak illesztése utan a virus
genomjanak kozépsb, megdrzott részébdl 14776
bazisparnyi nukleotid-sorrend valt ismertté. A teljes
genom nagyjabdl felének becsllheté szekvencia G+C
tartalma 55,2% volt, ami kiegyensulyozottnak tekinthetd.
A szekvencia annotalasa soran 2 részleges (IVa2 és
hexon) és 8 telies (DNS-polimeraz, pTP, 52K, pllla,

pentonbazis, pVII, pX és pVI) gént azonositottam. Ezek
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relativ. mérete, iranya és sorrendje megfelelt az
adenovirusokra altalanosan jellemzé szervezdédésnek.
Lehetséges splicing donor és akceptor helyet a
terminalis fehérje prekurzor (pTP) génjében talaltam.

Ot prekurzor protein aminosav sorrendjében
kerestem a viralis proteaz vagasi motivumait, mivel ezek
az egyes nemzetségek tagjaiban altalaban jellegzetesek
és jol megbrzottek, igy szamuk, valamint pontos
szekvencigjuk a genusok taxonomiai elkilonitésére is
alkalmas lehet. A pVI és pX prekurzor protein esetében
jelentds eltéréseket tapasztaltam a tobbi nemzetség
képviselbihez viszonyitva. A pVIl esetében az eltérés
kevésbé szembedtlé volt. A filogenetikai tavolsagot két
telies (DNS-polimerdz és pentonbazis), valamint a
részleges hexon gén alapjan elvégzett torzsfa-
rekonstrukciokkal vizsgaltam. A red-eared slider
adenovirusnak (RESAdV-1) elnevezett virus mindharom
fan a hivatalosan elfogadott nemzetségektdl jol
elkilénulé agon jelent meg, és testvércsoportja minden
esetben az Ichtadenovirus nemzetséget képvisel6 fehér
tok-adenovirus 1 volt. A kimutatott filogenetikai tavolsag
is indokolta a virus Uj fajként toértén6 besorolasat,
valamint a teknésokbdl kimutatott, hasonlé adenovirusok

szamara egy Uj nemzetség létrehozasat. Eredményeink
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alapjan tett javaslatunk szerint a Nemzetkozi
Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) hivatalosan elfogadta
a hatodik nemzetséget Testadenovirus néven. Alapitd
fajként az 0j, Pond slider testadenovirus 1 virusfajt
fogadta el. Az Uj teknds-adenovirusok leszarmazasi
vonalanak elkulonilését a koevollucios vizsgalatok
eredménye is megerésitette. Feltehetd, hogy ezeknek a
teknds-adenovirusoknak az 6se mar az 8si tekndésoket
fertzte, és a tekn6sok evolucidja soran a tekndsfajok
kialakuldsaval parhuzamosan vellk egyitt fejlédtek a

testadenovirusaik is.
Lesdharcsa-herpeszvirus

Az intézetinkbe vizsgalatra kuldott les6harcsan
megfigyelhetd, himlészeri kiutések hasonlitottak a
Békési és mtsai (1981) altal leirt, fény-, illetve elektron-
mikroszképos  vizsgalatok alapjan  herpeszvirusos
fert6zésnek  tulajdonitott  bérelvaltozasokhoz. Az
alloherpeszvirusok DNS-polimeraz génjét célzd, sikeres
PCR termékének szekvenciaja egy Uj alloherpeszvirus
jelenlétét sugallta. A termindz génre iranyul6 PCR
terméke olvashatatlan szekvenciat eredményezett, ami
arra utalt, hogy az amplikon nem homogén. Molekularis

klbnozas utan sikertilt a terminazbdl szarmazé

12



fragmentumot elklloniteni. Meglepetésiinkre azonban
kiderllt, hogy a tobbféle, nem-specifikus termék kdzott
meég egy szintén viralis eredetl fragmentum is volt, ami a
Cyprinivirus nemzetség egyes tagjaiban el6forduld,
egyelére ismeretlen funkciéju fehérje génjével mutatott
homolégiat. Ennek a PCR terméknek, valamint a
részleges DNS-polimeraz gén szekvenciajanak alapjan
tervezett, specifikus primerekkel sikerllt a két gén
Osszekotése PCR-rel. Az athidalé PCR-rel kapott termék
szekvenalasaval 15222 bp méretli genomszakasz
elemzésére nyilt lehetéségem. A genomszakasz
szekvencigjaban talalt ORF-ek kozul kilencet fogadtam
el génnek a hasonldé genomszakaszzal rendelkez6 1-es
tipusi angolna- és 1-es tipusu ponty-herpeszvirus
genomtérképe alapjan. A hét teljes gén kozul négy a
harcsa-herpeszvirusra specifikusnak mutatkozott. Az
O0sszehasonlitd genomvizsgalatok eredményei alapjan a
felerGsitett részleges genomszakasz szervezdédésében
egyértelmien a CyHV-1 megfeleld szakaszara hasonlit
jobban. Mivel egy uvegharcsaban talalt alloherpeszvirus
teljes genomszekvenciajat nemrégiben silurid
herpesvirus 1 elnevezéssel k6zoltek, mi a les6harcsaban
kimutatott Uj virusnak a silurid herpesvirus 2 (SiHV-2)

nevet és a szamara kialakitando faj szamara a Silurid
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herpesvirus 2 fajnevet javasoljuk. A részleges vagy teljes
génszekvenciak alapjan készilt toérzsfa-rekonstrukcidk
szerint ez az Uj virus a Cyprinivirus nemzetségbe
sorolhatéonak  bizonyult, amelyben a pontyfélék
alloherpeszvirusain kivil az angolna-herpeszvirus is
talalhaté. A genusba tartozd virusok és gazda-halaik

térzsfa-rekonstrukciéja hasonld topoldgiat mutatott.
Osibb gerincesek CRESS DNS virusai

A replikaciés fehérje konzervativ szakaszara
tervezett, kétkoros PCR-rel a szlrévizsgalatok soran 566
vizsgalati mintabol 8 esetben kaptam pozitiv eredményt
ugy, hogy ezt kovetben a teljes virusgenomot sikerilt
felerGsiteni. Az eredetileg cirkovirusok kimutatasara
tervezett kétkorés PCR modszer (Halami és mtsai, 2008)
alkalmasnak bizonyult ciklovirus (CyV) és a Circoviridae
csaladot is magaba foglaldé nagyobb csoport, az un.
CRESS DNS virusok kimutatasara is. Pozitiv PCR-t
eredményezett a dévérkeszeg, a razbdra, az angolna, a
fenékjaré kull, az amazoniai tejbéka és a vorosfull
ékszertekn6sbél szarmazo mintak vizsgalata. A virusok
mindegyike a tudomany szamara uUjnak bizonyult. Egy
folyami gébtél szarmazo szervminta keverékbél a sertés

2-es tipusu cirkovirusat (PCV-2) mutattam ki. Néhany
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esetben (razbdéra CV-1 és -2, fenékjard kull-asszocialt
CyV, amazoéniai tejbéka-asszocialt CRESS DNS virus) a
PCR termék heterogenitasa miatt molekularis klénozasra
volt sziikség a virus eredeti amplikon elkllonitéséhez. A
folyami gébben talalt PCV-2 teljes genomjanak mérete
1766 nukleotid volt, és a GenBank adatbazisaban
taldlhaté szekvencidk kozul a BLASTn keresés alapjan
egy Brazilidbdl szarmazoé mintaval (KT819161) mutatta a
legnagyobb egyezést (99,2%). Jelenléte a halban
feltételezhetbéen taplalék eredetl. A teljesgenom
vizsgalatok eredményei alapjan a 7 Uj virusbol 4 (a
dévérkeszegb8l, az angolnabdl és a razbdrabdl
kimutatott mindkét virus) a cirkovirusok kézé tartozik. A
fenékjaro kullbél leirt virus ciklovirusnak bizonyult, mig
az amazoniai tejbéka virusardl csak annyi mondhato,
hogy CRESS DNS virusokhoz tartozik. A vorosfuli
ékszertekn6sbdl szarmazo virus a szekvenciak alapjan
szintén CRESS DNS virus, de a genommeérete kisebb. A
razborabdl kimutatott két CV teljes genomialis DNS-ének
paros illesztése alapjan szamitott szekvencia azonossag
97,6%, tehat egy virus két variansanak tekintheték. A
torzsfa-rekonstrukciok  alatdmasztottdk a  genom-
vizsgalatok eredményeit. A  halakbdl  kimutatott

cirkovirusok evoluciésan kozel alinak egymashoz, bar
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nem alkotnak monofiletikus leszarmazasi agat, és
testvércsoportjuk a hal ciklovirusok kladja. E medfigyelés
alapjan felallitottunk egy hipotézist, amely szerint a
Circovirus nemzetség a hal-ciklovirusokbdl szarmazhat,
és kialakulasukhoz a genom inverziéja vezethetett. Az
eredmények alapjan a 7 Uj virusbol 4 (a dévérkeszeg és
a razbéra cirkovirusai, a fenékjard kullé ciklovirusa és az
amazoniai tejpéka CRESS DNS virusa) feltehet6en
6nallé, recens virus. Az angolnaban kimutatott
cirkovirus-szerll szekvencia, a kapszid fehérje génjének
csokevényes mérte miatt valészinileg a gazda
genomjaba integralédott DNS szakaszbdl szarmazott. A
vorosfull ékszertekn6sbél kimutatott szekvencia nem
rendelkezik kapszid fehérje gén homoldggal, igy 6nallé
virusként vald6 mikodése nem valdszinl. Eredetére
vonatkozdan tobbféle forgatokdnyv elképzelhetd. A
lehetbségek kozott szerepelhet genomi integracio,
szabad replikon, vagy egyes ndvényi virusokhoz
hasonléan kilén kapszidba csomagolt replikacidos és
kapszid gének. A két CRESS DNS virus gazdaeredetét
illetéen a filogenetikai fan elfoglalt poziciojuk nem nyuijt
megbizhatd informaciét. A tejbéka mintgjabdl kimutatott
virusrél feltételezhet6, hogy rovar eredet, és taplalékkal

kerult a békaba.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Egy ékszertekn6sbél kimutatott, az Adenoviridae
csalad ismert nemzetségeitél jelentésen eltérd, uj
leszarmazasi vonalat képviseld virus kézel 15 kb
méretl, kozéps6é genomszakaszanak nukleotid-
sorrendjét meghataroztam. A koédolt fehérjék
elemzése és filogenetikai vizsgalata
alatdmasztotta egy Uj nemzetség kialakitasat,
amit  javaslatunk alapjan a Nemzetkdzi
Virusrendszertani  Bizottsdg  Testadenovirus
néven hivatalosan jovahagyott. A genus alapité

tagja a Pond slider testadenovirus A faj.

2. A tudomany szamara Uj alloherpeszvirust
mutattam ki himlészerli bdrelvaltozast mutatd
les6harcsabdl. A virus genomjabdl tébb, mint 16
kb szekvenciat meghataroztam. A kddolt fehérjék
elemzése alapjan a virust az Alloherpesviridae
csalad Cyprinivirus nemzetségébe tartozénak
talaltam. Az Uj virusnak, mely az angolna és a
ponty herpeszvirusainak kozeli rokona, a silurid
herpesvirus 2 nevet adtam, és szamara egy Uj faj

alapitasat javaslom.
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3. PCR segitségével korabban nem ismert rep gén
fragmentumokat nyertem  kilonféle  8sibb
gerincese mintaibol. Hét mintabdl a teljes
korkérds genom kinyerése is sikerilt. A
szekvencidak elemzése alapjan Circoviridae
csaladba, illetve a CRESS DNS virusok
csoportjaba sorolhaté virusok jelenléte
feltételezhet6é  angolnaban, dévérkeszegben,
fenékjard kallében, razboraban, egy békaban és

egy ékszertekndsben.

4. A kimutatott virusok és feltételezett gazdafajaik
kozott az  esetek  tdbbségében  hosszu
koevolucidés multra utalé filogenetikai kapcsolatot

mutattam Kki.
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maganemberként egyarant mindvégig, mindenben
mellettem allt, elméleti és gyakorlati tudasaval,
tapasztalataval, tanacsaival segitette munkamat és utat
mutatott a kutatova valas rogos utjan.

Ugyancsak kdszdnettel tartozom Dr. Harrach
Balazs akadémikusnak, aki sokszor inspiralt és terelte
gondolataimat a helyes irdnyba. Disszertaciom gondos
javitasa mellett mindig szamithattam ra szakmai és
emberi szempontbdl egyarant.

A  Molekularis és Osszehasonlitd Virologia,
valamint a Halparazitologia Témacsoportok jelenlegi és
hajdani munkatarsait a kutatoi kornyezet megalkotasaért
és azeért illeti kdszonet, hogy barmikor, barkivel tudtam
konzultalni modszerekrél, eredményekrél, elképzelésrél,
vagy akar csak az élet Ugyes-bajos dolgairdl, mindezt
barati kornyezetben.

A harcsa HV vizsgalatahoz nyujtott segitségét Dr.
Eszterbauer Editnek szeretném megkdszonni, amiért

rendelkezésemre bocsatotta a szervmintat DNS
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kivonashoz és sziikség esetén hasznalhattam az altala
vezetett laboratériumot.

Edesanyémnak, Keresztanyamnak, Ocsémnek,
Feleségemnek, Nérinak és Szlleinek, valamint Gerinek,
Vilinek és Misanak azért tartozom koszonettel, mert
megteremtették azt a nyugodt csaladi 1égkort, ami nélkiil
nem lehet gondolatokat 6sszerendezni. Szabolcs 6csém
ezen kivdl még hal-mintakkal is ellatott és Norival egyitt
a helyszini mintavételeknél is segitségemre volt, amiért
klon kdszdnet illeti 6ket.

Munkdm anyagi hatterét az OTKA K100163,
NN107632 és NN128309 palyazatok, valamint a Szent
Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Doktori Iskolajanak
PhD-kerete biztositotta.
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