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1.BEVEZETES

A kutatocsoport, amelyhez csatlakoztam, évtizedek ota foglalkozik az 4allati
adenovirusok taxonomidjaval és filogenetikdjaval. Szakdolgozati munkdm is ezen a
teriileten folyt. Az adenovirusok el6forduldsat valamennyi fobb gerinces csoportban
kimutattak mar. Jellegzetességiik, hogy altalaban szlik gazdaspektrummal rendelkeznek,
csak ritka esetekben 1épik at a faji hatarokat, ezért valosziniisithetd, hogy a legtobb
adenovirus tipus a gazdafajjal egyiitt fejlodott. A legelsé adenovirus izoldtumokat
emberbdl és haszondllatokbdl nyerték tobb mint 60 évvel ezeldtt. Kiilonféle gazdakban
szamos tovabbi adenovirus tipust mutattak ki kiilonb6z0 szeroldgiai modszerekkel
illetve elektronmikroszkdppal is. A molekularis modszerek ugrasszerti fejlodése, a PCR
valamint a DNS nukleotid-sorrendjének meghatarozasara kidolgozott, egyre olcsobb
eljarasok kovetkeztében lehetdvé valt a potencidlis gazdafajok szélesebb spektrumanak
vizsgalata is. Ezaltal lehetdség nyilt e virusok genomjanak filogenetikai €s taxondmiai
elemzésére. Igy sikeriilt az eddig megismert adenovirus-tipusokat méra 5 genusba
besorolni. Az Atadenovirus nemzetségbe tartozd virusokat eldszor kérddzokben,
madarakban és egy erszényesben irtdk le, majd pikkelyes hiillékben is kimutattdk a
jelenlétiiket. Munkdm kiindulasi alapjaul az a hipotézis szolgalt, mely szerint az
atadenovirusok az Adenoviridae csaladnak a pikkelyes hiillokkel (Squamata) egyiitt
fejlodott csoportjat képviselik. Ennek alapjan, minden nem-hiillé gazdaban kimutatott
atadenovirusos fertézottség gazdavaltas eredménye. Célkitlizéseim kozott szerepelt,
hogy ennek a hipotézisnek a helytallosagat vizsgaljam ujabb gazdafajok esetleges
atadenovirusainak kimutatdsaval ¢s jellemzésével. Meg kell azonban jegyezni, hogy
bizonyos tekndsfajokbol nemrégiben leirt adenovirusok a torzsfan egy kiilonalld, az
Osszes eddigi nemzetségtdl elkiiloniild d4gon helyezkednek el. Valosziniisithetd, hogy ez
az ag képviseli a tekndsokkel egyiitt fejlodott adenovirus vonalat. Munkdm mésodlagos
célja volt, hogy teknds eredeti mintdk sziirésével tovabb bdvitsem a leirt teknds-
adenovirusok korét.

Szakdolgozatom targyat a hiillékben eléforduld adenovirusok vizsgélata képezte.
Ennek keretében tekndsokbol €s pikkelyes hiillokbdl szarmazd mintdk PCR-es szilirését
végeztem el. A szliréshez a virus DNS-polimeraz génjébdl egy kb. 300 bp hosszu
szakasz felerOsitésére alkalmas PCR mddszert hasznaltunk. Az igy nyert genom

fragmentum nukleotid-sorrendjét meghatdroztuk, majd filogenetikai szadmitasokat
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végeztiink. Az Gjonnan talalt virusok torzsfan valo elhelyezkedésébdl probaltunk az

evolucidjukra vonatkozé kovetkeztetéseket levonni.
2. Irodalmi attekintés

Az adenovirusok az Adenoviridae csaladba tartozo, gerinceseket fert6zd virusok
(Harrach et al., 2011). Burokkal nem rendelkeznek, méretiik kb. 70-90 nm, a virusok
kozott kozepesnek szédmitanak. Genomjuk mérete, ami linedris, duplaszala DNS,
azonban ehhez képest nagy, 26-45 ezer bazispar kozott mozog, 33,7% és 63,8% kozotti
G+C tartalommal. A kapszid ikozaéder alaku, f6 alkotorésze a hexon protein. Az
ikozaéder 12 csucsan (vertex) 1évo fehérje-alegységek neve pentonbézis vagy penton-
alap. Ezeken helyezkednek el az adenovirusokra jellemz6 nyulvanyok, az igynevezett
fiberek, amelyek altal a virionok sejtfelszini receptorokhoz valo elsddleges kotddése
1étrejon. Az Aviadenovirus nemzetség tagjainak sajatossaga, hogy vertexenként két
fiber-nyulvannyal rendelkeznek, melyeket egy vagy két fiber gén kddolhat. Néhany
mastadenovirusban szintén eléfordul két, eltéré fiber gén, de a virionban ezek kiilon
penton-alapba agyazva, egyesével épiilnek be. Az adenovirus genomok kozos
tulajdonsaga, hogy a kozépsd régiojuk jol megdrzott, mig a genomok végei mind
Osszetételben, mind hossziusagban jellegzetes eltéréseket mutatnak az egyes
nemzetségek tagjai kozott, amint azt az 1. dbra mutatja (Davison et al., 2003; Ursu et
al., 2004).

Az adenvirusokat gazdafajuk szerint nevezik el, és az ugyanabbol a fajbdl
kimutatott kiilonbozd tipusokat szammal jelolik (pl. human adenovirus 1, bovin
adenovirus 3). Egy fajba tartoznak azok a virustipusok, melyeknek homoldg
szekvenciai kozott 95% vagy ennél magasabb az azonossag. Kiilon fajba sorolandok
azok, melyeknek szekvenciai kozott a kiilonbség nagyobb, mint 10%. Ha a virusok
kozotti kiilonbség 5 és 10% kozott mozog, akkor egyeb bioldgiai tulajdonsagok, mint
példaul a szeroldgiai vizsgalatok eredménye vagy a genom varidbilisabb részének
szervezOdése alapjan végezhetd el fajba sorolasuk (Benkd ez al., 2000). Az egyes
tipusoknak altalaban nagyon szlik gazdaspektrumuk van, de egy-egy gazdafaj tobb,
kiilonféle tipusu adenovirussal rendelkezhet. Ezért feltételezhetd, hogy minden gerinces
fajnak lehet sajat, vele egyiitt evolvalodott adenovirusa (Benké & Harrach, 2003). Ez a
tulajdonsaguk teszi az adenovirusokat alkalmas targgyd gazda-parazita koevolucios

vizsgalatokhoz. Az eddig leirt adenovirus tipusok szama 150 felett van, és ezeket 5
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elfogadott nemzetségbe soroljak (Harrach et al., 2011). A Mastadenovirus genusban
csak emldsok adenovirusai, mig az Aviadenovirus genusban csak madarak virusai
talalhatok. A Siadenovirus nemzetségbe kiilonféle allatok adenovirusai keriiltek. A
nemzetség elsd két tagjanak egyike a pulykakban stulyos vérzéses bélgyulladast okozo,
de esetenként egyéb madarfajok képviseldiben is betegséget eldidézo virus, melynek a
THEV (turkey hemorrhagic enteritis virus) nevet adtak (Pitcovsky et al., 1998). A
masik siadenovirust egy békabol (Ramna pipiens) izolaltak, ezért azt az adenovirus
vonalat eleinte a kétéltiiekkel egyiitt fejlodott agnak tekintették (Davison et al., 2000).
Mara azonban egyre tobb madarfaj egyedeiben mutatnak ki jabb siadenovirusokat,
ezért jelenleg a genus gerinces gazda eredete tisztazatlan. A legjabb Ichtadenovirus
genusban eddig még csak egy virus tartozik, amit egy fehér tokbol (Acipenser
transmontanus) izolaltak (Doszploy et al., 2009), de mint gerinces allatoknak,
feltételezhetd, hogy a halaknak is vannak fajspecifikus adenovirusaik (Benkd et al.,
2002).

A dolgozatom szempontjabdl legfontosabb nemzetség az Atadenovirus nevet kapta.
A jelenleg ide sorolt virusok egy részét mar régota ismerték, azonban a genus hivatalos
elfogadasara hosszu ideig varni kellett (Benkd & Harrach, 1998). Az Atadenovirus
nemzetség legelsd tagjait szarvasmarhabol izolaltak (Bartha, 1969), majd a tyikokban
vilagszerte sulyos tojashozam-csokkenést okozo EDSV (Egg Drop Syndrome Virus)
virust is ide soroltdk (Harrach et al., 1997). A jelenlegi taxondmiai besorolds alapjait a
modern molekularis vizsgalé modszerek ¢&s filogenetikai szamitasok elterjedése
teremtette meg. Ezt megelézéen az EDSV-t az Aviadenovirus, a ,rendhagyo”
szarvasmarha adenovirusokat pedig a Mastadenovirus nemzetségbe soroltdk mint
kivételeket. Ugyanis ezek a virusok mind szeroldgiai tulajdonsagaikkal, mind feltind
kérokozo-képességiikkel kitlintek a két genus nem rendhagyo tagjai koziil (Harrach &
Benkd 1998; Dan et al., 1998). A nemzetség nevét e virusok genom-szekvencidiban
megfigyelt magas A+T aranyrdl kapta.

Az atadenovirusoknak az Aviadenovirus ¢és Mastadenovirus nemzetség tagjaitol
mért jelentds filogenetikai tdvolsaga alapjan feltételezték, hogy eredetileg egy Osibb
gerinces osztaly tagjaival, esetleg a hiillokkel fejlodhettek egytitt (Harrach, 2000). Ezért
megindult az alacsonyabb rendi gerincesekben taldlt adenovirusok molekuléris
vizsgalata (Benkd et al., 2002). A gabonasiklobdl (Pantherophis guttatus) izolalt virus
(kigy6-adenovirus 1, SnAdV-1) teljes genomjanak vizsgalata megerdsitette, hogy mind

a genom szervezddése, mind a virus torzsfan elfoglalt helye alapjan az EDSV és a
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rendhagyd szarvasmarha-adenovirusok altal alkotott csoportba, azaz az Atadenovirus
genusba tartozik (Farkas ef al., 2008). Tovabbi célzott vizsgalatokkal, nevezetesen
PCR-rel hat gyikfaj egyedeiben mutattak ki 0j atadenovirusok jelenlétét (Wellehan et
al., 2004). Meglep6é modon azonban a pikkelyes hiillokben taldlt adenovirusok DNS-
ének A+T és G+C aranya kiegyensulyozottnak volt tekinthet6. Tovabbi hiillé rendek
egyedeiben nem sikeriilt atadenovirust detektalni, viszont a pikkelyes hillokbol
szarmazo eddig vizsgalt Osszes adenovirus az Atadenovirus genusba sorolhatd. A
legujabb elmélet szerint az atadenovirusok eredetileg a pikkelyes hiilldkben (Squamata)
alakultak ki és fejlodtek egylitt, majd az evolucios folyamat sordn legalabb harom
alkalommal gazdavaltds is tortént. E gazdavaltaisok nyoman az atadenovirusok
megjelentek a kérddzOkben (Harrach et al., 1997; Harrach & Benkd, 2007), egy
erszényes fajban (Thomson et al., 2002) és kiilonféle madarakban (Harrach et al.,
2008).

Magyar ¢és amerikai kutatok nemrégiben egy hatodik adenovirus vonal létezését
fedezték fel tekndsokben. A PCR segitségével két génbdl nyert szekvencidk alapjan
késziilt torzsfakon a teknds adenovirusok aga jol elkiiloniil a fent leirt valamennyi
nemzetségétol, igy feltételezhetd hogy egy ujabb, hatodik genus elsd képviseldi
(Doszpoly et al., 2013)

Munkdm kozvetlen elézménye tobb, az adenovirusok kimutatasara iranyuld
széleskorli sziirdvizsgalat volt, amelyeket James Wellehan, Papp Tibor és Pénzes Judit
végzett allatkertekben és allatkereskedésekben elhullott, vagy allatorvosi vizsgalatra
hozott €16, de beteg hiillok és kétéltliek mintdin PCR-es modszerrel. A feldolgozott
mintak Eurdpa és az Egyesiilt Allamok t&bb teriiletérdl, javarészt fogsagban szaporitott
¢s tartott, fiatalon elpusztult egyedbdl szarmaztak. Az altaluk megallapitott atlagos

prevalencia 10%-os volt a pikkelyes hiilldkre vonatkoztatva.
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Mastadenovirus: SAdV-25 (HAdV-E)
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1. abra. A 2002-ig elfogadott 4 adenovirus nemzetségre jellemzd sematikus
genomtérképek Osszehasonlitdsa (Davison ef al., 2003). A IVa2 és a fiber gén kozotti,
fehér hatter(i, er6sen meg0érzott genomszakasz 16 olyan gént tartalmaz (tiirkizkék
jeloléssel), amely minden nemzetségben megtartott. Az egyéb szinek a tobb genusban
eléfordulo, a fehér nyilak a genus-specifikus géneket jelolik. Az U jelzésu, ugynevezett

U-exon valamennyi genusban megtaldlhatd, de csak genuson beliil mutat homologiat.
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3. Anyag és modszer

3.1. A vizsgalt mintak eredete

A szakdolgozati munkdm sordn vizsgalt mintdk zéme klodkatampon volt,
melyek az USA egyik allamabol, Arkansasbol szarmaztak. Dr. Andrew Goodwin egy
nagy halgazdasag teriiletén gyijtotte be kiilonféle, az Osszes ott fellelhetd hiillofaj
egyedeib6l a mintdkat és kiildte el hozzank vizsgalatra. Néhany minta a helyi
tropikariumbol szdrmazott. A mintdkat alkoholban tartositottdk, és igy postaztdk. A
befogott egyedek teljesen szabadon éltek, és latszolag egészségesek voltak. Osszesen
112 mintat tartam fel és vizsgaltam meg, melyek koziil 88 a tekndsok (Testudines), 23
pedig a pikkelyes hiillok (Squamata) rendjébe tartozo allatbol szarmazott. A kétéltiiek

osztalyat mindossze egyetlenegy béka minta (Anura) képviselte.
A mintdk szdma rend és csalad szerint:

Pikkelyes hiill6k (Squamata) 23 db
o siklofélék (Colubridae)
o vizisikl6 (Natrix natrix) 1db
o floridai vizisikldé (Nerodia fasciata) 1db
o holbrooki kiralysiklo (Lampropeltis getulus holbrooki) 2 db
o nyugati disznoorru siklé (Heterodon nasicus) 1 db
o voros gabonasikld (Pantherophis guttatus) 5 db
o kaliforniai kiralysiklo (Lampropeltis getulus californiae) 1 db
e pitonfélék (Pythonidae)
o kirdlypiton (Python regius) 9 db *
o Children-piton (Antaresia childreni) 1 db*
o oridskigyofélék (Boidae)

o vorostarka boa (Boa constrictor) 2 db*

Teknosok (Testudines) 88 db
e mocsariteknds-félék (Emydidae)
o vorostiilii ékszerteknds (Trachemys scripta elegans) 18 db
o karolinai dobozteknds (Terrapene carolina carolina) 5 db

o haromkarmu dobozteknds (Terrapene carolina triunguis) 1 db
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o térképteknds (Graptemys geographyca) 11 db

o alabamai tarajosteknds (Graptemys nigrinoda) 1 db

o diszes ékszerteknds (Chrysemys picta) 1 db

o Cagle-tarajosteknds (Graptemys caglei) 2 db

o ouachitai tarajosteknds (Graptemys ouachitensis) 3 db
o sargafoltos tarajosteknds (Graptemys flavimaculata) 1 db
o hieroglifas ¢kszerteknds (Pseudemys concinna) 2 db

o gyémantteknds (Malaclemys terrapin) 3 db

o kozonséges tarajosteknés (Graptemys pseudogeographica) 1 db
e lagyhéjuteknds-félék (Trionychidea)

o kinai lagyhéju teknds (Pelodiscus sinensis) 8 db*

e iszapteknds-félék (Kinosternidae)

o fehér iszapteknds (Kinosternun leucostomum) 1 db

o kozonséges pézsmateknds (Sternotherus odoratus) 4 db
o fedeles pézsmateknés (Sternotherus carinatus) 3 db

o nagyfejli iszapteknds (Claudius angustatus) 2 db

e aligatorteknos-félék (Chelidridae)

o aligatortekn0Os (Chelydra serpentina) 1 db

o keselyliteknOs (Macrochelys temminckii) 1 db

e nem meghatarozott faju teknés 19 db

Farkatlan kétéltiiek (Anura)
e Valodi békafélék (Ranidae)
o afrikai 6korbéka (Pyxicephalus adspersus) 1 db*

Csillaggal jelolve a tropikdriumbdl szarmazd mintak.

3.2. Mintak elokészitése

A DNS kivonas el6tt az alkoholos tamponmintdkat 15 percig razattuk
kémcsokeverdben, majd az igy nyert szuszpenziobol 200 pl-t mértiink 1,5 ml-es
centrifuga csovekbe. A csoveket Eppendorf 5417C tipusu 17,900 g-nek megfeleld
sebességen 3 percig centrifugaltuk. A feliiluszd eltavolitdsa utan az iiledéket
beszaritottuk, majd 1% TE pufferben Gjraszuszpendaltuk. Ezutan Dan et al. (2003)

mddszerét alkalmazva nyertiik ki a nukleinsavat az oldatbol. Az emésztést 10 pl 10%-os
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Sarcosyl ¢s 4 pl Proteinase K (20 mg/ml) oldat hozzaadasaval végeztiik, egy éjszakan at
Eppendorf thermomixer compact 5350 tipust thermomixerben 55°C-on és 400 rpm-en
inkubalva. Masnap hozzaadtunk 300 pl guanidine HCI (8 M) és 20 pul ammonium-acetat
(7,5 M) oldatot, €s szobahdmérsékleten tartva egy oran keresztiil, 15 percenként
megforgattuk a csoveket. A nukleinsav kicsapasdhoz 1 ml jéghideg (-20°C) abszolut
etanolt alkalmaztunk, majd Eppendorf 5417C tipusu centrifugaban 15 percig 17,900 g-
nek megfeleld sebességen centrifugaltuk. A feliiluszét leontottiik, az tiledéket 1 ml
70%-o0s alkohollal mostuk és 7 percig ujra centrifugaltuk valtozatlan sebességen. A
feliiluszot leontottiik, és par mp tovabbi centrifugalast kovetden a maradék folyadékot
pipettaval eltavolitottuk. Végil 10 perc szobahdmérsékleten valo szaradas utan a DNS-

precipitatumot 50 pl steril Milli-Q vizben szuszpendaltuk. mentettiik el
3.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A mintdk szlrését adenovirusok jelenlétére PCR-rel végeztiik, melyhez a
Wellehan et al. (2004) altal leirt kétkoros (nested), konszenzus PCR rendszert
hasznaltuk. Ehhez a reakcidohoz az erdsen degeneralt, Ugynevezett konszenzus
primereket a virus DNS-fiiggd DNS-polimerdz enzimének az Adenoviridae csalad
valamennyi ismert tagjdban megorzott aminosav motivumaira tervezték. A modszer
lehetévé teszi a DNS-polimeraz génbdl egy kb. 300 bp hosszia fragmentum
felsokszorozasat.

A pozitiv mintdkbol megkiséreltik a hexon gén egy kb. 400 bp hossza
szakaszanak felerositését is. Itt egy egykoros PCR rendszert alkalmaztunk. A primerek a
ez a szekvencia kifejezetten alkalmas filogenetikai szédmitdsokhoz. Ehhez a
laboratériumunkban tervezett, degeneralt primereket hasznaltunk (Pénzes Judit, nem
kozolt eredmény).

A REDTaq™ DNA Polymerase (Sigma) enzimet a gyartd hasznalati utasitasa
szerint alkalmaztuk. Az 50 pl végtérfogatl reakcidelegy csovenként 25 pl 2x REDTaq
Ready Mixet, mely mar az enzimet is tartalmazta, 18 pl Milli-Q vizet, a megfeleld
primerekbdl 1-1 pl-t (50 pmol/ul) és 5 pl minta DNS-t tartalmazott. A pozitiv és negativ
kontroll mellett csak 5 mintat vizsgaltunk a kontaminaci6 elkeriilése végett, igy
altalaban 7 csére elegendd ugynevezett master mixet készitettlink. A master mixet

eloszor 200 pl drtartalmu PCR-csovekbe (Axygen) adagoltam, és csak ezutan adtam
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hozza a mintakbdl kivont target DNS-t. A reakcid masodik korének reakcidelegyébe
csovenként szintén 5 pl-t tettiink at az elsd kor elegyébdl. A reakciokat TI
Thermocycler (Biometra) tipusi PCR gépekben végeztiik. A programot az 1. tablazat
szemlélteti.

Mindig hasznaltunk a hiillék mintai mellett egy pozitiv €s egy negativ kontrollt
is ellendrzésképp. A negativ kontroll target DNS helyett Milli-Q vizet tartalmazott,

pozitiv kontrollként a bovin adenovirus 1 DNS-t hasznaltunk.

1. tablazat. Az adenovirusok DNS-polimeraz génjének egy szakaszara tervezett
kétkoros polimeraz lancreakcid 1épései. Mindkét korben ugyanazt a programot

alkalmaztuk. A hexon gén esetében a primertapadasi hdmérséklet 41°C volt.

reakcio hémérséklet reakcioido
kezdeti denaturacié 94°C 5 perc
denaturacio 94°C 0,5 perc
primerek tapadasa 46°C 1 perc 45 ciklus
DNS szintézis 72°C 1 perc
vEégso szintézis 72°C 3 perc
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3.4. Gélelektroforézis

A PCR eredményét, a reakcidelegyet agaroz-gélelektroforézissel vizsgéaltuk. Az
1%-0s agardzgélt 100 ml TAE puffer és 1 g agardz felhasznalasaval készitettiik, amihez
4 ul GelRed (Biotium) festéket adtunk. A gél zsebeibe a masodik kor termékeibol 10 pl-
t mértiink. Molekulatomeg-kontrollként GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus
(Fermentas) nevii, készen kaphato markert alkalmaztunk. Az elektroforézist 1X TAE
pufferben, 90 V fesziiltségen 45 percig végeztiik. Az UV fénnyel atvilagitott gélekrdl az
Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 120 (KODAK) rendszer
segitségével készitettiink fotokat. A gélfotdkat az adott nap datuméval cimeztiikk meg ¢s

mentettiik el

3.5 A PCR termék Kitisztitasa

A pozitivnak bizonyult mintdkbol a felsokszorozott DNS kivondsat, abban az
esetben ha a kivant terméken kivill mas, nem sokszorozddott fel a PCR soran, a
Machery-Nagel NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up alkalmazasaval tettiik, a gyarto
utasitasai szerint. Ha a megfeleld hosszisagti fragmentum mellett mas egyéb,
aspecifikus, termék is keletkezett, akkor az 0Osszes reakcioelegyet agardz gélen,
elektroforézissel szétvalasztottuk, €s szikével kivagtuk a 300 bp-nak megfelelé DNS-
csikot. Ezutan a fent emlitett kit gélbol izolald protokollja szerint kinyertiik a DNS-t.

3.6 Szekvenalas

A tisztitott DNS nukleotid-sorrendjének meghatarozasat a BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) hasznalataval végeztik a gyartd
utasitasai szerint, azonban a reakcidelegy mennyisége csak 5 pl volt. A PCR termékek
szekvencidjat mindkét szalon meghataroztuk a bels6 korének primerei hasznaldsaval. A
elkésziilt szekvenalasi reakcioban fluoreszcensen jelolt termékeket automata DNS
szekvenalon (ABI Prism® 3100) torténd elektroforézisre postan kiildtiik el a szolgaltato
laboratoriumba (MTA Szegedi Biologiai Kozpont), ahonnan elektronikus levélben

kaptuk vissza az elektroforetogramot.
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3.7 Molekularis klonozas

Abban az esetben, ha a PCR termék a szekvencia eredmény alapjan nem tiint
homogénnek, feltehetden a specifikus termékekkel azonos méretl mérhetd, de nem
specifikus termék is keletkezett, a tiszta szekvencia kinyerésének érdekében molekularis
klénozast alkalmaztunk. Ezt CloneJet PCR cloning kit hasznalataval, a gyarto utasitdsai
szerint végeztilk. A klénozandd PCR termék felerdsitésénél hasznalt Taq polimeraz
enzim miatt a DNS fragmentumok végeirdl a tulnytlé adenin nukleotidokat el kellett
tavolitani, amit ugyanezen kit hasznalatdval végeztink. A fragmentumot a
pJET1.2/blunt Cloning Vector nevii plazmidba ligalatuk, majd ezt hdsokk segitségével
juttattuk be kompetens E. coli sejtekbe. A baktériumokat folyékony tenyészetben 1
oraig inkubaltuk, majd ampicilin tartalmt agarlemezen szélesztettilk. Masnap koldnia
PCR probat végeztiikk, hogy megbizonyosodjunk a plazmid beépiilésérdl. A pozitiv
telepekbdl vett sejtek tenyésztését tovabbi 1 napig folytattuk folyékony tapoldatban. A
plazmid DNS tisztitasat az ugynevezett alkalikus miniprep modszerrel végeztiik. Ehhez
1,5 ml folyékony baktérium tenyészetet centrifugacsdben 1 percig tilepitettiik 17,900 g-
nek megfeleld sebességen. A feliiluszdt leontottiik, és az tiledéket 100 pl 1-es oldatban
(50 mM gliitkoz, 10 mM EDTA, 25 mM Trisz-HCI) szuszpendaltuk. Alapos vortexelés
utan 200 pl 2-es oldatot (160 pl MQ, 20 ul SDS (16%), 20 pul NaOH (0,2 M)) adtunk a
elegyhez és a csoveket 5 percig jégen inkubaltuk, aztan 150 pl 3-as oldatot (3 M-os K-
acetat, 75 ml MQ, pH= 4.,8) adtunk hozza. 10 perc szobahdmérsékleten torténd
inkubdlés utan, az oldatban 1évd nukleinsav kicsapdsdhoz 800 pl jéghideg (-20°C) 96%-
os etanolt adtunk mértiink a csovekbe, majd 10 percig 17,900 g-nek megfeleld
sebességen centrifugaltuk. A feliiluszo eltavolitdsa utan, az iiledéket 600 pl 70%-os
alkohollal mostuk €s 10 percig Gjra centrifugaltuk valtozatlan sebességen. A feliiluszot
leontottiik, €s 5-10 perces vakuumcentrifugaldssal eltavolitottuk a maradék alkoholt.
Ezutan 38 ul MQ-t és 2 pl RNéaz-t adtunk hozza, a DNS-sel egyiitt kivont RNS

eltavolitasa céljabol. A plazmidok méretét gélelektroforézissel ellendriztiik.
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3.8 Szekvencia adatok elemzése

Az elektroforetogramot a BioEdit programmal jelenitettilk meg, a szekvencidk
illesztését a Staden programcsomaggal (http://staden.sourceforge.net/) végeztiik. Ezutan
az Uujonnan meghatarozott szekvencidkat Osszehasonlitottuk az eddig megismert
adenovirus-szekvencidkkal a BLAST homologia keresd programok alkalmazéséaval
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) a BLASTX segitségével. A szarmaztatott
aminosav  szekvencidkat a  ClustalX2  (multiple alignment) programmal

(http://www.clustal.org/clustal?/) illesztettiink 6ssze. A filogenetikai szamitasokhoz a

PHYLIP v3.67 (http://evolution.genetics.washington.edu/ phylip.html; Felsenstein,

1989) programcsomagot, a ProtTest (http://darwin.uvigo.es/software/prottest.html)

modellszelekcios alkalmazast és a PhyML3.0 (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/)

internetes ~ programot  hasznaltuk. A kapott  torzsfakat a  FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) programmal jelenitettiik meg.

4. Eredmények

A 112 vizsgalt mintabdl, a polimeraz génre iranyuld szlirés mindossze két kigyo
esetében mutatott pozitivitdst, ami 1,79-es prevalencidnak felel meg. Ez a pikkelyes
hillé mintadk szamara vonatkoztatva 8,7%-os prevalenciat jelent, ez hozzavetdlegesen
megegyezik a fogsagban tartott ¢és elpusztult hiillokben mért értékkel. Azonban az
alacsony mintaszdm miatt ezt az eredményt Ovatosan kell kezelni. Az Osszesen 88
kiilonféle tekndsbdl szarmazd mintdkbol €s az egyetlen vizsgalt békabol nem sikertilt

adenovirust kimutatni. Egy pozitiv PCR eredményét mutatja be a 2. 4bra.
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2. abra. Az adenovirusok DNS-fiiggé DNS-polimeraz génjére iranyul6 kétkorés PCR 2.
korének eredménye 1%-os agar6z gélen tortént elektroforézise utan. A mintak sorrendje

balrdl jobbra: negativ kontroll, floridai vizisiklé mintaja, pozitiv kontroll, marker.

Egy gabonasikld (Panterophis guttatus) mintajabol az 1-es tipusu kigyo-
adenovirust (SnAdV-1) mutattuk ki. Ennek az adenovirusnak a teljes genomja mar
ismert (Farkas et al., 2008), és az Atadenovirus nemzetségbe tartozik. A masik pozitiv
minta egy floridai vizisikld (Nerodia fasciata) mintdjanak esetében kaptuk. A sziirés
soran meghataroztuk a DNS-polimeraz egy megorzott szakaszat és a hexon gén egy
gén kb. 400 bp hosszu szakaszanak kozvetlen szekvenalasara kapott elektroforetogram
nehezen volt olvashatd, ami arra utalt, hogy a PCR termék nem homogén, ezért

molekularis klonozast végeztiink (3. dbra).
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3. abra. A felsd képen a hexon gén egy szakaszanak a PCR-es felerdsitése utan kapott
elektroforetogram lathat6. Jol latszik a sok zaj és a tobbszords hulldmok, amik miatt a
leolvasott nukleotid-sorrend nem megbizhat6. Az alsé képen a molekuléris klénozas
eredménye van, itt minimalis a zaj és nincsenek egymast atfedé hullamok, az errdl
leolvasott nukleotid-sorrend megbizhato. A két kép a szekvencia ugyanazon szakaszat

abrazolja.

A homoldgia-keresés sordn nem taldltunk ezekkel a szekvencidkkal egyezd
génbanki adatot. A floridai vizisiklobdl szarmazo virus tehat a tudomany szamara 1j

AdV, és egyben a legujabb kigyo-adenovirus is (4. abra).

} 1.0 20 Zl) Q 50 60 70 72:

SnAdvY-3 mmrmmmnsmsvrnsanmmm PPPLHCLOYLPPLCSKKSGKL
SnfidV-1  SALSHPHPYGATLSPFOSAYATAEF URKL DGOSELSYFDPDIFPHIVVADAF PPSLHCLDYLPPLCSKRSGKL
N.fasciata SALSHPHPYGETESPFDSSYSIKVFQGLLDKREKISYF DPRAKFHIIQADCYPPPPHOLDVLPPLCSKSSGRL
SnfdY-2 SALSHPAPYGRTLGPFDAATANRHI OALLDTOKKISYFEPTINPRITTVOCH PPDILRLDVLPPLCSRKSGRL
Consensus  SALSHPIPYG, T1sPfDasvana PO kL8, k1SKF#p. i PHI!, alcEPPplh, LDVLPPLCSKKSGrL

4. abra. Az eddig ismert kigyd-adenovirusok DNS-polimerdzanak a vizsgalatban
szereplO szakasza. Jol latszik, hogy az uj, floridai vizisikl6-adenovirus egyikkel sem
mutat egyezést. Az is szembetlinik, hogy mennyire kiilonbozdek a kigyd-adenovirusok,

még ezen a rovid és nagyon konzervativ fehérje-szakaszon is.

A torzsfa-rekonstrukciét mind a polimeraz (5. abra), mind a hexon (6. ébra)
fehérje ismert szakasza alapjan elvégeztiik. Amely soran mindkét virus az Atadenovirus

nemzetségben foglalt helyet. Mindketté virus kiegyensulyozott G+C ardnnyal
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rendelkezik, melyet a 2. tdblazat is szemléltet. Az 0j Nerodia fasciata adenovirus esetén
ez 48,10%, mig a SnAdV-1 teljes genomjara nézve 49,10% volt, a rovid szakaszon

pedig alig tobb, 49,45%.

2. tablazat. Néhany, a génbankban mar szerepld, kiillonbozd eredetli atadenovirus
genomjanak G+C aranya. Aldhuzva az Ujonnan kimutatott kigyd-adenovirus, zold
betlikkel a hiillo-, kékkel a nem-hiillo eredetii adenovirusok lathatok. A szazalékok a
virusok eddig feltart teljes genomjara vonatkoznak. A csillaggal jelolve azok a virusok,

amiknek a teljes genomja ismert.

virus G+C tartalom

Szakallas agama-AdV 56,27%
Gabonasiklo-AdV* 49,10%
Mexikoi viperagyik-AdV 46,90%
Gila-AdV 48,10%
Kacsa-AdV-1 (EDSV)* 43%

Ovin-AdV-7* 34,60%
Rokakuzu-AdV 38,70%
Floridai vizisikl6-AdV 48,10%
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vorosfilli ékszerteknds

7 sargahasu ékszerteknés
'9‘? dobozteknés

100 eleti dobozteknés
= réstekndés

5. abra: A részleges aminosav szekvencidk alapjan maximum likelihood médszerrel
szamitott torzsfarekonstrukcio. Jol lathatd az 5 genus, valamint az 0j teknds-adenovirus

vonal elkiiloniilése.
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6. abra. A hexon fehérje kb. 130 aminosavbdl all6 szakasza alapjan szdmitott torzsfa.
Ezen a fan is jol elkiiloniil az 5 adenovirus genus, és megerdsiti, hogy a floridai
vizisikloban talalt virus (kigy6-5) az Atadenovirus nemzetségbe tartozik.
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S5.Megvitatas

A hiill6 és kétélti fajok nagy hanyada a veszélyeztetett fajok folyamatosan boviilo
listdjan van (Rohr & Palmer, 2013). Ebbdl addddan életmddjuk, elterjedésiik,
szaporodasuk, valamint kérokozoik megismerése és tanulméanyozasa elengedhetetlen, a
két csoport diverzitasanak fennmaradasahoz. Vadon €16 és egészséges hiilloket ezel6tt
nem vetettek ald olyan sztirdvizsgalatnak, amely kifejezetten az adenovirusokra iranyult
volna. Sajat vizsgdlataim voltak tehat az elsOk ezen a teriileten, ahol eddig -
adenovirusok esetében - nem talaltunk eltérést az elpusztult allatok esetén tapasztalt
prevalencia értékekhez képest.

A molekuléris szintli diagnosztikai mddszerek széleskoru elterjedése utdan a PCR
alapi mddszereket tUgy tervezték, hogy a szeroldgiai vizsgalatok soran
legmeghatarozobb fehérjének bizonyult hexon génjét lehessen kimutatni veliik. Az elso,
atadenovirus kimutatasara képes eljarast az EDS virus (kacsa-AdV-1) hexon génjére
tervezték (Raue & Hess, 1998). Azonban ezek a mddszerek nem voltak elég
hatékonyak, mert egy adott PCR rendszer csak egy genusban miikodott megfelelden.
Emiatt nagy problémat okozott kiillonosképpen a madarak adenovirusainak a
kimutatasa, melyek 3 kiilonb6z6 nemzetséghez is tartozhatnak. Az elsd, kiilonbozo
nemzetségekbe tartozd adenovirusok kimutatasara is képes PCR rendszer valtoztatott a
koncepcion, €s a hexon gén helyett a sokkal konzervativabb DNS-polimeraz génre
iranyult. Mivel az 6sszes addig ismert nemzetségbe tartozo adenovirus kimutathatdsaga
volt a cél, er6sen degeneralt, konszenzus primereket hasznaltak. Az elsd jelentds siker
egy Uj adenovirus kimutatdsa volt egy erszényesbdl, a rédkakuzubdl (Trichosurus
vulpecula), melyr6l megallapitottdk, hogy atadenovirus (Thomson ef al., 2002).
Tovéabbi nagy lépés volt az eddigi egyetlen halbdl kimutatott adenovirus leirasa is
(Benkd et al., 2002). A primerek tovabbi pontositasa €s a kétkoros rendszer bevezetése
utan feltételezték, hogy a DNS-polimeraz génre iranyuld finomitott modszerrel mar
minden adenovirus kimutathaté (Wellehan ef al., 2004). Az érzékenység novekedésével
azonban a specifikussdg csokkent. A PCR primerek nagyobb degeneraltsaga miatt
nagyobb a valdsziniisége annak, hogy a reakciok soran a DNS-polimeraz szakaszan
kiviil mas aspecifikus fragmentek is felerésodnek.

A vizsgélataimban szerepld 112 minta mindegyikét ezzel a modszerrel sziirtiik és
bebizonyosodott, hogy a Wellehan és munkatarsai (2004) altal publikalt PCR rendszer

alkalmas a pikkelyes hiilldkben adenovirusok kimutatdsdra. Ugyanakkor a tekndsok
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esetében az 4ltalam kapott negativ eredmények koriiltekintésre adnak okot a
diagnosztikai modszer hatékonysdga szempontjabdl. Amennyiben a tekndsok
(Testudines) adenovirusai egy 0j genust alkotnak (Doszpoly et al., 2013), mely nem
1étezett a primerek tervezésekor, felmertiil a jogos kérdés, hogy e virusok megbizhatdéan
kimutathatdak-e. A valasz a diagnosztikai mddszerek finomitasat igényelheti.

Ezzel szemben a pikkelyes hiillok (nagyrészt kigyok) fertdzottségi aranya
megegyezett az elpusztult allatok esetében tapasztaltakkal. Ez az eredmény jelentds
bizonyiték az atadenovirusok Squamata eredete mellett. Ugy tiinik ugyanis, hogy az
atadenovirusok a pikkelyes hiillokben csak fakultativ kérokozok. Megbetegedést,
tiineteket csak a fiatal, stressz alatt vagy rossz altalanos kondicidban 1évé allatokban
okoznak (Pénzes & Doszpoly, 2011). Ez a jelenség az immunrendszer és a virus hosszu,
kozos evolucids multjara enged kovetkeztetni. Ezzel szemben a nem hiillékben
atadenovirusok mindig valamilyen jol kortilirhatd, komoly kérkép kapesan izolaltak, pl.
a tyukok tojashozam-csdkkenés szindromajat okozéo EDSV-t, hivatalosa nevén kacsa-
AdV-1-et, amelyrdl feltételezhetdé hogy napjainkban a vizi madarakrdl keriilt at a
tyikokra (McFerran & Smith, 2000). Elképzelhetd, hogy ezekben az esetekben, hogy a
gazdavaltast kovetett virus még nem adaptalodott megfelelden az uj gazdafajokhoz.

Vizsgalataim eredményeit figyelembe véve kijelenthetjiik, hogy a mai napig nem
azonositottak olyan pikkelyes hiillét fert6z6 adenovirust, mely ne lett volna
atadenovirus. Az altalam kimutatott 0 kigyd virus, az 5. kigydkat fertéz6 adenovirus
tipus (a megfeleld evolucids tavolsag alapjan kiilon tipusnak javasoljuk, €s a snake
adenovirus 5 elnevezést ajanljuk.) A tobbi Squamata atadenovirushoz hasonloan
kiegyensulyozott G+C arannyal rendelkezik.

Az Atadenovirus nemzetség mellett mas adenovirus nemzetségben is megfigyelhet6
hasonld tendencia. A szintén komoly tiineteket okozd siadenovirusokra is A+T
gazdagsag a jellemzd, €s — ugyan az eredeti gazdafajaikat még nem ismerjik —
jelenlétik a ma ismert gazdakban feltételezhetéen szintén gazdavaltds eredménye
(Pitcovsky et al., 1998, Davison et al., 2000, Kovacs & Benkd 2009, Rivera ef al., 2009,
Wellehan et al., 2009, Kovacs et al., 2010). Arra azonban, hogy egy 0j gazddhoz vald
adaptacié soran a virusgenomjanak G+C tartalma csokkenhet, a legjobb bizonyitékot
egy RNS-virussal, a macskakat fertdzo felin lentivirussal végzett kisérletek szolgaltattak
(Poss et al., 2006). Mivel a retrovirusok mutacios rataja, — ¢s ezen keresztiil evolicidja
is — extrém gyors a DNS virusokéhoz képest, a kisérlet soran sikeriilt megfigyelni valds

idoben az uj gazdaszervezet fertdézésekor bekovetkezd G+C tartalom csokkenést.
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Amennyiben ez a tendencia az adenovirusokra is igaz, eredményeim ismét igazoljak az
atadenovirusok pikkelyes hiillo eredetét.

A kigyokban eddig talalt négy adenovirust nem a gazdafaj angol neve utdn nevezték
el, mint a legtobb emlds AdV-t, hanem altalanossdgban a ,snake” azaz ,kigyo”
elnevezést kaptak. Ennek oka, hogy a fertdzottség altalaban nem kothetd pusztan
egyetlen fajhoz. A kigyok 1-es tipusu adenovirusat eredetileg gabonasiklobol
(Pantheropsis guttatus) (Juhasz & Ahne, 1993; Farkas et al., 2008) és kirdlypitonbol
(Python regius) izolaltak (Ogawa et al., 1992), de jelenlétét kimutattdk vordsfarkt
boabdl (Boa constrictor) (Ramis et al., 2000) is. A 2-es tipusu kigyo-adenovirust
elsoként kaliforniai kirdlysiklobol (Lampropeltis getulus californiae) mutattak ki
(Garner et al., 2008), de azota Hagen tiiregi viperaban (Trimeusurus hageni) és egy
homoki viperdban (Vipera aspis aspis) is megfigyelték eléfordulasat (Farkas & Gal,
2008; Papp et al., 2009). Egy harmadik tipusi kigy6é adenovirus PCR-rel nyert
polimerdz gén szekvencidjat Garner és munkatarsai sarga bikasiklobol (Pituophis
catenifer) nyerte ki, és 3-as tipusként helyezte el a génbankban (FJ012164.1).
Tudomasunk van egy negyedik tipusu kigyd adenovirus hasonlé PCR-es detektalasarol
is (Wellehan, személyes kozlés). Mivel ez nem publikalt eredmény, a szekvenciat és a
torzsfan vald elhelyezkedését nem mutathatd be. A fenti négy kigy6é adenovirus
jelolthoz képest az altalam kimutatott virusnak a SnAdV-5 elnevezés ajanlhato. Erdekes
még megemliteni, hogy az altalam talalt virus az eddig nem kozolt 4-es tipust kigyo-
adenovirussal k6zos 4gon helyezkedik el.

Egyelore nincs magyardzat egyes SnAdV-ok az adenovirusknal a megszokottnal
szélesebb gazdaspektrumara, lehetséges, hogy a kigyok gyors evolucidja jatszott kozre,
de az is elképzelhetd, hogy a megoldds a hiillok immunrendszerének eltérd
miikodésében keresendd. Mindenesetre a fertdzés nem tiinik Uj keletlinek, mely szintén
az atadenovirusok pikkelyes hiill6 eredetét timasztja ala.

A torzsfa-rekonstrukcié soran mindenesetre bebizonyosodott, hogy a révid DNS-
Mint mar kordbban emlitettem, az 1 floridai vizisikld-adenovirus is az Atadenovirus
nemzetség monofiletikus agara keriilt, akarcsak az eddigi 6sszes pikkelyes hiillo-
adenovirus. Noha a genus alatti, finomabb felbontasu evolucids kovetkeztetésekkel
ovatosan kell banni ilyen rovid szekvencidk elemzése esetén, az mégis egyértelmiien

latszik, hogy a kigyd-AdV-ok nem alkotnak monofiletikus csoportot. Valosziniisithetd,
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hogy e virusok kiillonb6z6, sokszor egymastol tavoli, gazdafajokban alakulhattak ki és
kertiltek a mai gazdaikba.

Eredményeim tehdt egy ujabb kigyd-adenovirus tipussal gyarapitottdk eddigi
ismereteinket a hiilldket fert6z6 virusokat illetden. Az, hogy ismét sikeriilt kimutatni a
kigyok 1-es tipusi AdV-at, ujabb bizonyiték arra, hogy milyen széles korben elterjedt
ez a virus. Mivel ezuttal egy vadon €l allatbol tortént a kimutatés, elvethetjikk az eddigi
feltételezést, miszerint a gabonasiklokban a virus csupan a fogsagban tartas mesterséges
kortilményei kozott, esetleg a vorosfarku bodkkal vald érintkezés eredménye.
Természetesen a fogsagban tartott példanyok esetében azonban nem zarhat6 ki ez az ut
sem. Eredményeim tovabbi jelentésége, hogy ez az els6, vadon €16 allatokon végzett,
hiillékkel kapcsolatos sziirévizsgalat adenovirusok jelenlétére. Fontosnak tartom
vizsgalataim folytatasat, mivel szemmel lathatdan igy kapjuk a leghitelesebb képet egy
tekndsokbol szarmazo mintdk, valamint a masik két hiillé rend (Crocodylia,
Rhynchocephalia) alapos vizsgélata is. Elképzelhetd, hogy ezekben az é4llatokban olyan
adenovirusok fordulnak eld, amelyek kimutatdsara az altalunk hasznalt PCR rendszer
nem megfelel6. A jovoben, a sokkal finomabb felbontast evolucios kovetkeztetések
levonasa céljabdl, tovabbi génszakaszok vizsgalatat is tervezziik, am ez Gjabb primerek

tervezését, és az Uj virus esetleges szovettenyészeten vald izolalasat igényelheti majd.
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Osszefoglalas

Amerikai hiillokben elofordulé adenovirusok diverzitasanak felmérése élo allatok
szurovizsgalataval

Az adenovirusok (AdV-ok; Adenoviridae) ikozaéder alaku, kozepes méret,
burok nélkiili virionnal és duplaszala DNS genommal rendelkezd virusok. Jelenlétiiket
minden fobb gerinces osztdly képviseldjében kimutattdk, ennek megfelelden igen
valtozatosak. Az egyes tipusok ritkan 1épik at a gazdafaji hatarokat, igy j6 modellek
koevolucios vizsgalatokhoz. Az AdV-okat jelenleg 5 genusba soroljak. Ezek koziil az
Atadadenovirus genus tagjait el0szor kérddzokben, majd madarakban ¢és egy
erszényesben irtdk le. Gazda-eredetiik utdn kutatva az Osibb gerinces osztalyokra
terelodott a figyelem. A hal, kétéltli és hiilld adenovirusok molekularis genetikai
vizsgalat tisztdzta, hogy a pikkelyes hiillok adenovirusai egyértelmiien ugyanebbe a
genusba sorolhaték. A molekularis biologiai mddszerek elterjedése és egy hatékony
PCR modszer kidolgozasa lehetdvé tette a széleskorii felmérd vizsgalatokat. Célzott
sziirovizsgalatok eredményei is megerositették, hogy a fogsagban tartott, elpusztult
pikkelyes hulldkben gyakori (10% koriili) az AdV fertézottség. A filogenetikai
elemzések meger6sitették a pikkelyes hiill6-eredetet. Erdekes modon a legtjabban
felfedezett teknds-eredetli AdV-ok egy kiilonalld agon helyezkednek el a torzsfan,
feltehetdleg egy ujabb nemzetség képviseldi.

A jelen munka elsddleges célja tovabbi hiillé-eredetii mintak vizsgalata volt az
adenovirusos fertdzottség kimutatdsa, az tjonnan taldlt virusok diverzitasanak
felmérése, ¢s esetleg tovabbi teknds-AdV-ok felderitése céljabdl. Mivel az AdV
diverzitas €s abundancia szempontjabol eddig még nem végeztek felméréseket szabadon
¢lo, egészséges allatokban, ez is munkam célkitlizései kozott szerepelt.

Egy amerikai egyesiilt allamokbeli halgazdasdgban szabadon €10, latszolag
egészséges hiillok mintdinak PCR-es szlrését végeztik el. A DNS-t alkoholban
tartositott klodkatamponokbdl izolaltuk. A kétkords, konszenzus primereket alkalmazo
PCR soran kapott termékeket szekvenaltuk, majd torzsfa-rekonstrukcidt végeztiink.

Osszesen 113 mintat sziirtem, melyek koziil 88 szarmazott kiilonbozd teknds
fajokbdl de ezek mind negativ eredményt adtak, ugyanigy mint az egyetlen kétélti-
eredetli minta. Az eddig vizsgalt 23 pikkelyes hiill6 mintaban két esetben mutattunk ki
adenovirusos fertézottséget, ami ezen a gazda csoporton beliill 8.7 %-os prevalenciat
jelent. Egy gabonasikld (Pantherophis guttatus) mintajaban az 1-es tipust kigyo-
adenovirust azonositottuk (SnAdV-1), aminek mar a teljes genom-szekvencidja ismert.
Egy, a tudomany szamara ) AdV-t mutattunk ki floridai vizisiklobol (Nerodia
fasciata). A viralis DNS-polimeraz génbdl kinyert, 300 bp hosszt szakasz , €s a hexon
génbol szarmazd 400 bp hosszu szekvencia alapjan ez is az Atadenovirus nemzetségbe
sorolhat6 be, hasonloan az eddig kimutatatott minden pikkelyes hiilldé AdV-hoz.

Figyelembe véve az €16 dallatokban megaéllapitott prevalencia adatokat, a
pikkelyes hiillokben az atadenovirusok valdsziniileg csupan fakultativ kdérokozok,
ellentétben a madarakat és emldsoket fert6z6, komoly megbetegedéseket okozo
atadenovirusokkal. Ez tovabb bizonyitja a nemzetség pikkelyes hiilld eredetét.
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Summary

Survey on the diversity of adenoviruses occurring in American reptiles by
screening live animals

Adenoviruses (AdV) are non-enveloped, icosahedral, medium-sized viruses with
linear, double-stranded DNA genome. AdVs have been derived from members of all
major vertebrate classes, however, the different AdV types possess quite narrow host
spectrum, and each animal species may have its own adenovirus. Therefore AdVs make
a suitable model for investigating co-evolution. Out of the five presently approved
genera of the family Adenoviridae, the genus Atadenovirus is supposed to be the lineage
that has co-evolved with the Squamata although its first members were found in
ruminants, birds, and in a marsupial. Following the widespread usage of molecular
methods in virology, the Squamata-origin of the genus was supported by the detection
of novel reptilian atadenoviruses and by the first full genome analysis of snake
adenovirus 1. Previous surveys have demonstrated approximately 10% prevalence in
samples of captive snakes and lizards, whereas phylogeny inference reinforced the
Squamata-origin of atadenoviruses. Interestingly, a novel AdV lineage, most likely
corresponding to a sixth genus, has been discovered in different testudinoid turtles
recently.

The primary objective of this work was to examine further samples of reptilians
in order to detect adenoviral infection, to explore the diversity of the newly detected
viruses, and to find perhaps additional novel testudine AdVs. As no foregoing studies,
concerning the infection rate in healthy animals from their natural habitat had been
performed, this was a principal aim of this work as well.

Cloacal swabs, collected from apparently healthy wild-living animals on a fish
farm in the United States, were screened by a consensus nested PCR system. The swabs
were preserved in ethanol. The PCR products were sequenced and submitted to
phylogenetic analysis.

To date, 113 samples were screened in total, from which 88 originated from
turtles, and 23 from scaled reptilians and one from an amphibian. No AdV was detected
in turtles or in the frog. The only two positive swabs were from scaled reptiles. This
corresponds to prevalence value of 8.7% among Squamata. In one sample originating
from a corn snake (Pantherophis guttatus) a sequence identical to that of snake
adenovirus 1 was obtained. In another sample from a southern water snake (Nerodia
fasciata), a novel sequence implying the presence of a hitherto unknown snake
adenovirus was derived. Based on the results of phylogeny reconstruction with the 300-
bp-long DNA-polymerase gene fragment and the 400-bp-long hexon gene fragment,
both viruses belong clearly to the genus Atadenovirus.

The prevalence data indicate that atadenoviruses in reptiles might be facultative
pathogens. To the contrary, in the non-reptilian hosts, atadenoviruses were found often
to cause serious diseases. Considering this and the results of the phylogenetic
reconstruction, the Squamata-origin of atadenoviruses has been verified.
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(internetes kereségépekkel is miikodo) kereshetéséget és lehetdség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar allatorvosok publikacidira torténd hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése,

- az Allatorvos-tudomdnyi Kar és az egyiittmitkédé partnerek tuddsvagyondnak
koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-tudomdny
tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodeés elosegitése,

- awnyilt hozzaférés tamogatasa.

A SZIA Szent Istvan Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomanyos dolgozatok
tdra.



