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1. Bevezetés

1.1. Az alloherpeszvirusokrol altaldnossagban

Az alloherpeszvirusok a Herpesvirales rend Alloherpesviridae csaladjaba tartozo,
sejtmembran eredetii burokkal rendelkez6 virusok. Linearis, duplaszala DNS-genommal
rendelkeznek, mely 135-294 ezer bazispardl all. A virusok genomja mintegy 70-200 fehérjét
kodol. [1]

A csalad négy nemzetséget tartalmaz: Batrachovirus, Cyprinivirus, Ictalurivirus és
Salmonivirus. A Batrachovirus nemzetségbe sorolt harom virus békakat fertéz, a
Cyprinivirus nemzetség virusai kozil egy gazdaallatai az Anguilla nemzetség angolnai, mig
a masik harom ide sorolt virust pontyfélékbol (Cyprinidae) mutattdk ki. Az Ictalurivirus
nemzetségbe sorolt virusok torpeharcsafélék (Ictaluridae) és tokfélék (Acipenseridae)
herpeszvirusai, a Salmonivirus nemzetségbe pedig a lazacfélék (Salmonidae) virusai

tartoznak. [1, 2] Az Alloherpesviridae csalad virusainak torzsfaja, az 1. abran lathato.

Elmondhato tehat, hogy az alloherpeszvirusok gazdadllatai Teleostei és Chondrostei
halak egyarant lehetnek, ideértve tengeri és edesvizi fajok egyedeit is, valamint az Anura
rend békaiban is kimutathatoak. Tavasszal, amikor a viz hdmérséklete megfelel6 a virusok
replikaciojahoz és a halak immunrendszere még le van gyengllve, gyakoriak az
alloherpeszvirusok altal okozott jarvanyok. Az alloherpeszvirusokat az altaluk okozott
tlnetek és a betegség lefolyasa alapjan négy kategéridba lehet sorolni. A gyenge
virulenciaju, kronikus, szisztémas megbetegedést okozd herpeszvirusok hatasara gyakran
figyelhetéek meg az érintett egyedeken kiilonféle bdrelvaltozasok: erdziok, fekélyek,
verzéses elvaltozasok, melyet magas mortalitas kisérhet. A lazacfélélék herpeszvirusai kozul
kett6 (Salmonid herpesvirus 1, illetve 3) sorolhat6 ezen virusok kdzé. Szintén szisztémas, de
gyors lefolyast, magas mortalitdssal jar6 megbetegedéseket okoznak az aldbbi erds
virulencidju virusok: Ictalurid herpesvirus 1, Cyprinid herpesvirus 2. Gyenge virulencigju
virusok esetében a joindulati vagy enyhe borelvaltozasok alakulnak ki. Az Anguillid
herpesvirus 1 és a les6harcsabdl kimutatott herpeszvirus is ezen kategoriaba tartozik. Erds
virulencigju virusok, melyek akut borelvaltozasokat okoznak és magas mortalitas kiséri 6ket
az Acipenserid herpervirus 1 és 2, a Salmononid herpesvirus 2 és a Cyprinid herpesvirus 3.
A virus hatésara a fert6zott sejtek sejtmagja gyakran megnagyobbodik, kromatinallomanya
szegélyezetté valik. [3, 4, 5, 6]



Altalanossagban elmondhatd, hogy az alloherpeszvirusok gazdaspecifikusak, a
csaladba tartozé virusok mindegyike egy-egy fajt, esetleg egy nemzetségbe tartozo,
egymassal rokon fajokat képes megfertézni. Tovabba hosszu latencia és epitheliotropizmus

jellemzi oket. [7]

SalHVA
100
100

Ll SalHV2
100
SalHV3

1 Salmonid herpesvirus

100
100

IcHV1 j Ictalurid herpesvirus

lcHV2 J

AciHV2 j Acipenserid herpesvirus
AciHV1 B
RaHV1 7

83
a7

b4 B3

o8 Ranid herpesvirus

100

100 ———— RaHV2 J

100
g0 [~ CYHV2
o Cyprinid herpesvirus

100 — CyHV3 J

100

100 CyHWVA1
100 T _Anguillid herpesvirus
AngHV1 |

HHW1

HHV8
0.1

1. 4bra: A halak és a kétéltliek herpeszvirusainak torzsfaja, DNS-polimeraz és terminéz
gének szekvenciai alapjan, maximum likelihood mddszert hasznalva. Kilcsoport (HHV1,
HHV2): eml6s herpeszvirus. [8]

1.2. A papillémavirusokrdl altalanossagban

A tudomany jelenlegi allasa szerint minden ismert papillémavirus a Zurhausenvirales
rend Papillomaviridae csaladjaba sorolhat6. A papillémavirusok genomjanak nagysaga
5748 és 8607 bazishar koze esik, cirkularis, duplaszali DNS-sel és sejtmembran eredetii
burokkal rendelkeznek. A halak papillomavirusainak genomja 5600 es 6000 bazispar
kozotti. [9, 10]

A Papillomaviridae csalad két alcsaladra oszlik: Firstpapillomavirinae €s
Secondpapillomavirinae. Elébbibe 52 nemzetség tobb, mint 130 faja sorolhato, utobbiba egy
nemzetség tartozik: az Alefpapillomavirus. Az ICTV (Nemzetkdzi Virusrendszertani

Bizottsag) altal eddig elfogadott egyetlen, halakat fert6z6 faj, az Alefpapillomavirus
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nemzetségbe sorolt Alefpapillomavirus 1 melyet aranydurbincsbol (Sparus aurata) mutattak
ki. [9] A papillomavirusok E1 fehérjéinek elemzése alapjan Kraberger és munkatérsai
megallapitottak, hogy halak papillémavirusai jol elkilonilt csoportot alkotnak, melyek a
madarak és hillék papillomavirusaival allnak tavoli rokonsigban. A papillomavirusok

filogenetikai viszonyait a 2. abra szemlélteti. [11]
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2. &bra: A papillomavirusok maximum likelihood mddszerrel készitett torzsfaja, E1 fehérjék
szekvenciai alapjan. Kiemelve a halak rendkivil divergens papillomavirusainak alcsaladja,
a Secondpapillomavirinae és a szarazfoldi gerincesek papillomavirusait magéba foglald

Fistpapillomavirinae alcsalad [11]

A papillomavirusok gazdaallatai kdz¢ halak, hiillok, madarak és emldsok is tartoznak.
[12] Sziik gazdaspektrum jellemz6 a csalad tagjaira. A legtobb papillomavirus nem patogén
vagy nagyon enyhe lefolyasu fert6zést okoz. Gyakran papillomaszerli elvaltozasokat, az
epithel sejtek burjanzasat idézi eld, ez a 3. abran van szemléltetve. A papillomavirusok Kis
hényada onkogén, rosszindulatl tumorok kialakulasaért felel6s. A korokozo jellemzéen a

mukozus, illetve keratizizalt hamszovetet fert6zi. [13]



1.3. Circovirusokrdl altalanossagban

A Circlivirales rendbe sorolt Circoviridae csalad virusai burok nélkili, egyszald, cirkularis
DNS-sel rendelkeznek. Kapszidjuk ikozahedralis, genomjuk a legkisebbek kdzott van a
virusok kozott: 1700-2300 bazispar nagysagu. A csalad két nemzetségre oszlik: a Circovirus,

illetve a Cyclovirus. A halak circovirusai a Circovirus nemzetségbe sorolhatok. [14]

A csaléd tagjai kozil a madarak és sertések circovirusai a legrégebb 6ta ismertek a
tudomany altal, igy ezekr6l all rendelkezésiinkre a legtobb informacio. 2009-ben fedeztek
fel el6szor, circovirus-szerli genomot vizi mintabol, tengeri teknds (Chelonioidea) eredetii
mintaban, majd 2010-ben Li és munkatarsai emberi és csimpanz eredetii székletmintakbol
mutattak ki egy 0] virust, amit a Circoviridae csalad Cyclovirus nemzetségébe soroltak. [15]
Ezt kovetden 2011-ben mutattak ki el6szor halakban el6forduld circovirust, rézsas marna
(Barbus barbus) egyedekbdl, majd les6harcsabol (Silurus glanis), eurdpai angolnabdl
(Anguilla anguilla) és garda mintakbol (Pelecus cultratus) is mutattak ki circovirus
orokitéanyagot. [16, 17, 18, 19]

Madarak esetében az egyik legjelentdsebb circovirus a Beak and feather disease virus
(BFDV), melynél a szamottevé tollvesztés, illetve a csér, karmok és tollak rendellenes,
nagymértékii névekedése kiséri. A tiinetegyiittest csor- és tollbetegségnek nevezzik. A
gyors testsulycsokkenés, a sport célbdl tartott madarak teljesitményének romléasa és az
altalanos letargia szintén gyakori tiinete a circovirus okozta megbetegedésnek. A fertdzés
hatdsara kialakul6 immunszupresszi6 fogékonnya teszi az egyedeket a masodlagos,

opportunista fertézésekre is. [20, 21]

A sertések circovirusa szisztémas megbetegedést okoz az érintett allatokban: a
légzbszervi, enteralis, ivarszervi rendellenességekkel jaré a tlinetegylttest sertés-
circovirussal 6sszefiiggd betegségnek hivjuk. A madarak és sertések circovirusa tiinetmentes
egyedekbdl is kimutathato. [22, 23, 24]

Bar azok a halak, melyekbdl circovirust mutattak ki, tliineteket produkaltak, egyes
esetekben tomeges elhullast is leirtak a fertdzott halak korében, viszont a virus és a tiinetek
kdzotti kapcsolat eddig nem bizonyitott, vagyis a halak circovirus-fert6zését a tudomany

jelenlegi &llasa szerint még nem tudjuk tiinetekhez kapcsolni. [16]



1.4. Az iridovirusokrol altalanossagban

A Pimascovirales rend Iridoviridae csaladjanak tagjai nagyméretli, ikozahedralis
virusok, melyek duplaszald DNS genomja 103 és 220 ezer bazispar kdzotti. Az Iridoviridae
csaldd két alcsaladra oszlik: Alphairidovirinae es Betairidovirinae. Az Alphairidovirinae
alcsaladba jelenleg tartozd 13 virusfaj hdrom nemzetségbe sorolhat6: Lymphocystivirus,

Megalocytivirus és Ranavirus. [25]

A Lymphocystivirus nemzetseég virusai tobb, mint szaz édesvizi és tengeri halfajt
képesek megfertézni. Magas morbiditasu, de alacsony mortalitast okoz6 virusfajok tartoznak
kdzéjuk. A Megalocytivirus nemzetségbe sorolt virusok szintén édesvizi és tengeri
halfajokat fertéznek, a fertdzés nyoman tobb belsd szerv elvaltozasa is megfigyelhetd. A
Ranavirus nemzetség tagjai nem csak halakat képesek megfertézni, a hét jelenleg elfogadott
ranavirusfaj gazdadllatai koz¢ csontos halak, hiillok és kétéltiiek is tartoznak. Némely
ranavirus képes egy osztaly tobb fajat is megfertézni, de egyes ranavirusok gazdaallatai
kiilonboz6 osztalyok fajai koziil keriilnek ki (a Bohle iridovirus példaul harom kétéltii és egy
halfaj egyedeiben is el6fordul). [26, 27] A Ranavirus nemzetseg filogenetikai viszonyait és

gazdaéllatait 3. abra szemlélteti.

A Ranavirus nemzetségbe jelenleg 7 virusfaj tartozik, mely az ICTV Altal elfogadott:
a Ambystoma tigrinum virus (ATV), a Common midwife toad virus (CMTYV), az Epizootic
haematopoietic necrosis virus (EHNV), a European North Atlantic ranavirus (ENARV), a
Frog virus 3 (FV3), a Santee-Cooper ranavirus (SCRV) és a Singapore grouper iridovirus
(SGIV). [28]

Az EHNV fajba két, egyméashoz morfoldgiailag hasonl6 virus is tartozik: a European
catfish virus (ECV) és a European sheatfish virus (ESV). Ezeket a virusokat szamos
halfajbol mutattak ki eddig kutatok: csapdsiigérbdl (Perca fluviatilis), fekete torpeharcsabol
(Ameiurus melas), les6harcsabdl (Silurus glanis), nagy rombuszhalbdl (Scophthalmus
maximus) és fogassiilléb6l (Sander lucioperca) is. [29, 30, 31, 32, 33]

A ranavirus-fertézés tobb belsé szervet is érint, szisztémas megbetegedést okoz,
gyakran magas morbiditassal és magas mortalitdssal jar nemcsak tenyeésztett hal- és

kétéltiiallomanyokban, de szabadon €16, veszélyeztetett fajok esetében is. [25, 34]
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3. &bra: A ranavirusok kozotti filogenetikai viszonyok és gazdaallataik. Feltételezett Osi
gazdaallatok (halak vagy kétéltiiek) sziirkével jeldlve a noduszoknal. A torzsfa topologiaja
Stohr és munkatarsai (2007) 3. abrdjan alapszik, annak leegyszeriisitett valtozata.
Roviditések: FV3-like: Frog virus 3-szerti; CMTV-like: Common midwife toad virus-szerii;
ATV-like: Ambystoma tigrinum virus-szerii; SERV: short-finned eel ranavirus; ESV:
European sheatfish virus; EHNV: Epizootic haematopoietic necrosis virus; ATV:
Ambystoma tigrinum virus; Rmax: Ranavirus maximus; CodV: Cod iridovirus; CMTV:
common midwife toad virus; PPIV: pike-perch iridovirus; PNTRV: Portuguese newt and
toad ranavirus; THRV: Testudo hermanni ranavirus; ADRV: Andrias davidianus
ranavirus; BIV: Bohle iridovirus; GGRV: German gecko ranavirus; RGV: Rana grylio
iridovirus; STIV: Soft-shelled turtle iridovirus; FV3: Frog virus 3; LMRV: Lacerta

monticola ranavirus. [35]



1.5. A les6harcsa és virusai
1.5.1. A lesoharcsa jelent6sége, altalanos jellemzése

A les6harcsa vagy europai harcsa (Silurus glanis) a sugarasuszoju halak
(Actinopterygii) osztalyaba, a harcsaalaktak (Siluriformes) rendjebe és a harcsafélék
(Siluridae) csalddjaba tartozé faj. Oshonos fajnak szamit nyugat-keleti irdnyban a Rhone
folyotol az Uralig, észak-déli iranyban pedig Svédorszagtol és Esztorszagtol Gorogorszag,
Torokorszag, Eszak-Iran és Tadzsikisztan teriletéig fordul el édesvizii tavakban és
folyokban. [36]

A nagytestli cstcsragadozok kozponti szerepet toltenek be az Okoszisztémak
stabilitdsdnak fenntartdsaban. Ha egy cstcsragadozo faj eltiinik a taplalékhalozatbol,
elkezdodhet az ugynevezett trofikus kaszkdd folyamat, mely eredményeképp az
Okoszisztéma felépitése és a tapanyagkorforgas gyokeresen megvaltozik. Tavakban ha
megfeleld nagysagu csucsragadozd populacio van jelen, akkor a kisebb testi,
zooplanktonnal és fitoplanktonnal taplalkozé halak abundanciaja csokken. Ennek
eredményeképp a tdbb zooplanton tdbb fitoplanktont fog fogyasztani, igy a fitoplankton-
mennyiség csokken. gy a t6 COz-abszorpcidjanak mértéke is csokken, tobb CO2 fog a
Iégkorbe jutni, mint amennyit elnyel, nettd CO2-forraskent tekinthetlink ebben az esetben a
tora. Vagyis cslcsragadozo jelenlétében a t6 CO2-ot bocsat ki a légkorbe, mig ha a
csucsragadozo hianyzik vagy nem elég nagy a populécidja, akkor a fent leirt folyamatok
ellenkezdje kovetkezik be. Szélsdséges esetben megvaltozik a t6 és a légkor kozotti
szénaramlas iranya, a té fog CO2-t abszorbeélni. Elmondhaté tehat, hogy a leséharcsa, mint
édesvizeink csucsragadozOjanak jelenléte létfontossagu az Okoszisztéma mikodésének
egyensulya érdekében. Ha egy virusfertdzés miatt az alloméanyuk lecsokken, az nemcsak az

adott él6hely tobbi fajara, de az anyag- és energiaaramlasra is hatassal lehet. [37]

A lesOharcsa gazdasagi jelentdsége megkérddjelezhetetlen, hazankban is elszeretettel
fogyasztjak hisat az emberek, az Amerikai Egyesiilt Allamokban pedig a negyedik legtébbet
fogyasztott halfaj. A kereskedelmi forgalomba keriilé les6harcsak nagyrésze a természetes
vizekbdl kifogva érkezik, de egyre tobb helyen tartjak intenziv haltenyészetekben is, tobbek
kozott Magyarorszagon is. A herpesz-, illetve papillomavirussal fertézott egyedek bérén
megjelend papilloma-szeri kindvések undort keltdek, csokkentik a halak értékesithetdségét.
[38]



Egyes orszdgokban a rekreaciés horgaszok altal kedvelt halként tartjak

horgasztavakban, mashol a htisan kiviil a bérét és az ikrait is felhasznaljak. [39]
1.5.2. A lesoharcsa herpeszvirusa

A harcsakban el6forduld herpeszvirust magyar kutatok irtdk le a 80-as években. A
virussal fert6z6dott egyed bdrén gyakran pontyhimlé-szerli epidermalis elvaltozésokat
ismertek voltak - herpeszvirus altal okozott mortalitast nem figyeltek meg les6éharcsaknal.
1980-1982-ben sulyos borelvaltozasok altal kisért, magas mortalitasti herpeszvirus-fertdzést
irtak le Magyarorszagon. A patologiai vizsgalatok soran a bort egyes részeken beboritd
szlirke, rugalmas reteget, illetve a fejen nyalkas burkot diagnosztizaltak. A bér és a maj
Kivételével minden szerv épnek bizonyult, a maj distrophiat mutatott. A beteg egyedeket
fénymikroszkoppal vizsgalva a dermis megvastagodasat figyelték meg. Egyes epidermalis
sejtekben a sejtmag megnagyobbodott és Cowdy-A tipusd acidofil zarvanytesteket

tartalmazott. A sejtmag szabalytalan alaku volt, egyes esetekben szétesett. [40]

Molekularis vizsgalatokat csak az elmult években kezdtek el végezni a les6harcsa
herpeszvirusaval, a kutatocsoportban, ahol a szakdolgozatomat készitettem. A meglévo, még
nem publikalt szekvenciak alapjan a les6harcsakbol kimutatott herpeszvirus, a Cyprinivirus

nemzetségbe sorolhatd. (Tarjan ZL, személyes kozlés)
1.5.3. A lesoharcsa papillomavirusa
Papillomavirust elészor harcsa herpeszvirussal fertézottallatok molekularis

vizsgalatdval mutattak ki. Himlészerli epidermalis elvaltozasok ¢és papillomaszeri

fiiggelékek voltak megfigyelhetdek az érintett halakon. Ez a 4. dbran lathat6. [41]

4. abra: Papillomak les6harcsa borén [41]
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A lesOharcsa papillomavirusdnak genomja csak az E1, E2, L1, L2 backbone géneket
tartalmazza, az onkogének (ES5, E6 és E7), melyek jellemzden eléfordulnak magasabbrendii
gerincesek papillomavirusaiaban, nem talalhatok meg benne (5. abra (a)). Az L1 gén péaros
illesztése soran kideriilt, hogy az 60% alatti egyezést mutatott mas halakat fert6z6
papillomavirusokkal (5. abra (b)). Mivel a Papillomaviridae csaladba tartozé fajok 70%-0s
szekvenciaegyezés felett tekintheték egy fajnak és 60%-0s egyezés felett sorolhatdk egy
nemzetségbe, igy a leséharcsa papillomavirusat Surjan és munkatarsai 4j fajként terjesztették

el6 az ICTV felé. Az1j fajt Nunpapillomavirus siluri néven, egy Uj, Nunpapillomavirus nevii

nemzetségbe helyeznék. Az Uj faj elhelyezkedése a torzsfan az 5. abra c részén lathato. [41]
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Haddock PV2 100 1000 Sparus aurata PV (Alefpapiomarus)
\vRVé::”:‘-sbzl:‘ulir:::t:VV 94 Wels catfish PV (Nunpapillomavirus)
Red.snapper PV 7] 89 e Rainbow trout PV (unciassified)
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5. dbra: (a) a les6harcsa papillomavirusanak genomjanak szervezédése, zolddel a késbi
(L1, L2), sargaval a korai (E1, E2) gének jeldlve; (b) az L1 core gén
aminosavszekvenciajanak 0sszehasonlitasa halak papillomavirusaival; (c) Az E1, E2 és L1
gének maximum likelihood alapu filogenetikai analizise alapjan készitett torzsfa (k6zépen

gyOkereztetve, az Amniota klad papillomavirusai 6sszevonva) [41]

1.5.4. A lesoharcsa circovirusa

2011-ben a Balatonban az el6z6 évtizedeknél nagyobb mértékii volt a les6harcsak
elhullésa. 6 és 50 kilogramm koz6tti, elpusztult, illetve sulyosan betegnek tiin6 egyedekbdl
vett maj-, 1ép-, kopoltyl- és gonaddmintakbol Loérincz és munkatarsai egy a tudomany

szamara Uj circovirust irtak le. A virussal fert6zott egyedek borén 1ézidkat figyeltek meg,
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tovabba értagulatot irtak le a bdrszovetben. Ezen kivill a gasztrointesztinalis rendszer
gyulladasat és a vérképz6 szervek sejtjeinek sériilését irtak le a patologiai vizsgalatok. A
teljes genom leirasa és a filogenetikai analizis alapjan megallapitottak, hogy a
lesOharcsakbol kimutatott circovirus a korabban leirt rézsas marna circovirusaval all

rokonsagban, a Circovirus nemzetségbe sorolhatd. [17]
1.5.5. A lesoharcsa ranavirusa

Elészor Ahne és munkatarsai irtak le iridovirust les6harcsabol 1989-ben, miutan egy
németorszagi haltenyészetben rendkiviil nagymértékii mortalitast figyeltek meg a
les6harcsaallomanyban. Az izolalt virus a European sheatfish virus (ESV) nevet kapta,
melynek magas virulencidja a halivadékok hirtelen elhulldsat okozta. A fertézott halak
alultaplaltak, apatia figyelhetd meg rajtuk, mozgasuk bizonytalannd valik (ataxia) és a
melegebb vizben gylilnek 6ssze. Elhullds el6tt a beteg egyedek lassan mozognak, néha

viszont gyorsan, spiral alakban Gsznak. [31, 42]

Bor alatti, illetve belsd vérzések jelentkeznek, amely egyes esetekben a szemet, a
szaglogodrot is érinti. Boncolaskor megfigyelték, hogy az iridovirussal fert6zott leséharcsak
maja és lépe gyakran duzzadt, fako szinli, az emésztérendszeriik nem tartalmaz taplalékot.
Az ESV endotheliotrop virus, a szaporodas az endotheliumban torténik, ami a kapillarisok
falanak gyengulését okozza, ezaltal a vérerek permedbilitasa n6. Emelett a vérképzdszervek,
a maj es a lép szovetének altalanos degeneracidja kiséri a betegséget. Mindez 6démat,
vérzéses diatézist és a periférias keringés zavarat okozza. Siwicki és munkatarsai kimutattak,
hogy a les6harcsédk iridovirusa az eldvese makrofagjainak és a limfocitdknak a milkodését

szupresszalja. [43, 44]

1.6. Célkitiizések

Szakdolgozatom célja hazai les6harcsadllomanyokban, 2014 és 2021 kozott vett
mintakbol herpesz-, papilléma, circo- és iridovirusok kimutatasa és jellemzése volt, illetve
ezen virusok prevalenciajanak meghatarozasa. A vizsgalt virusok tiinetekhez kapcsolasat is
célul tiiztem ki, hiszen a virusok altal okozott tiinetek, esetleges tiinetegyiittesek, betegségek

ismeretének birtokaban a korokozok elleni védekezés hatékonysagat névelni tudjuk.
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2. Anyag és modszer

2.1. A mintak szarmazéasa

Az altalam vizsgalt 68 minta mind halgazdasagokbdl szarmazott, a mintak tébbsege
rutin bakteriol6giai és parazitoldgiai vizsgalatokra érkezett az intézetlinkbe. 25 minta
Rétimajorbol, 17 minta Harsasberekrdl, 7 Dalmandrél, 6 Varsadrol, 6 Keszthelyrdl, 3 a
Balatonr6l, 3 Tapolcarol, 1 Szarvasrél érkezett. A mintak kozul 53 maj-1ép-vese elegy volt,
9 m4j, 3 tumor eredetil, 3 esetben pedig az egész ivadékot felhasznalva tortént a DNS-

extrakcio.

2.2. DNS-kivonas a mintakbol

A DNS extrakciot a NucleoSpin RapidLyse kit (Macherey-Nagel, Németorszag)
hasznalataval végeztem el, a gyartd utasitasait kovetve. A kivont DNS-t -20 °C-os

fagyaszt6ban taroltam.

2.3. Polimeraz lancreakcié

A circovirusok kimutatdsa kétkords, nested polimeraz lancreakcié (PCR)
alkalmazésaval tortéent, mig a herpesz-, papilloma- és iridovirusokat egykorés PCR-rel

vizsgaltam.

Minden esetben volt negativ kontroll, aminél a mintabol kivont DNS-t Milli-Q vizzel
helyettesitettem a reakcio6 dsszeéllitasakor. A pozitiv kontrollt tartalmazo csébe olyan mintét
helyeztem, amely korabbi PCR és szekvenalas alapjan pozitivnak bizonyult az adott virusra.
A reakcioOelegy végterfogata 50 ul volt, dsszetétele az egy-, illetve kétkdrds PCR soran az

1., illetve 2. tdblazatban leirtak szerint alakult.

A herpesz-, papilloma- és iridovirusok kimutatasara szolgalo egykords PCR id6- és
hémérseklet protokollja a 3. tdblazatban lathatd. A circovirust kimutatdo kétkordos PCR
protokolljat a 4. tAblazat részletezi. A reakcid végeztével a PCR gép a termékeket +10 °C-

on tartotta, majd az agardz gélelektroforézis elvégzéséig +4 °C-on taroltam 6ket.

A PCR-hez hasznélt primerszekvenciak az 5. tablazatban lathatok. Az alabbi gének
keriltek felerésitésre a PCR altal: a herpeszvirus esetén a DNS-polimeraz gén (Tarjan ZL,
személyes kozlés), a papillomavirusnal az E2 gén [41] az iridovirusnal a f6 kapszid fehérje
génje [45] a circovirusnal pedig a replikacidért felelés gén [46] A reakcidkhoz DreamTaq
Hot Start Green PCR Master Mixet (Thermo Fisher Scientific, USA) hasznaltam.
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1. tablazat: A herpesz-, papilloma- és iridovirus kimutatasara szolgalé6 PCR dsszetétele,
illetve a circovirus kimutatasara iranyuld kétkorés PCR els6 korének osszetétele (utobbi

esetben az outer primerek hasznélataval zajlott az elsd kor)

egykoros, illetve elsé kor PCR esetén

Milli-Q viz 21wl

DreamTaq_Hot Sta_rt G_re_en PCR Master Mix 25 pl

(Thermo Fisher Scientific, USA)

Forward primer Il

Reverse primer 1w

DNS 2 ul

Végtérfogat 50 ul

2. tablazat: A circovirus kimutatasara iranyul6 kétkoros PCR masodik korének dsszetétele

masodik kor circovirus PCR esetén

Milli-Q viz 18 ul

DreamTaq_Hot Sta_rt G_rgen PCR Master Mix 25 ul

(Thermo Fisher Scientific, USA)

Forward, inner primer 1wl

Reverse, inner primer 1 ul

Els6 koros PCR-termék Sul

Végtérfogat 50 ul
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3. tblazat: A herpesz-, papilloma- és iridovirus Kimutatasara szolgal6 PCR protokollja.

Roviditések magyarazata: hdm. - hémérséklet, t — id6, ism. - ismétlésszam

Herpeszvirus Papillomavirus Iridovirus
hém. (°C) | t (perc:mp) | ism.| hém. (°C) | t (perc:mp)| ism.| hoém. (°C) | t (perc:mp) | ism.
95 3:00 1 95 3:00 1 94 3:00 1
95 0:30 95 0:30 94 0:30
55 0:30 45 65 0:30 45 50 1:00 40
72 1:00 72 0:30 72 1:00
72 3:00 1 72 3:00 1 72 10:00 1
10 ) 10 0 10 00
4. tdblazat: A circovirus kimutatasara szolgal6 PCR protokollja
Els6 kor Maésodik kor
hém. (°C) | t(perc:mp) | ism. [ hém. (°C) | t (perc:mp) | ism.
95 5:00 1 95 5:00 1
95 0:30 95 0:30
46 1:00 45 56 1:00 45
72 1:00 72 1:00
72 5:00 1 72 5:00 1
10 oo 10 oo
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5. tablazat: A PCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek szekvenciai

kimutatandd virus primer szekvencia

herpeszvirus fo: 5°-CTT CTT GGC GTC GTT TCA AA-3’
re: 5’>-CGC ACATGT TCT CCACGT TT-3’

papillémavirus SgPV1 _E2 fo: 5’-CAG AAG CAG CAG ATC CAC
CA-3’

SgPV1 _E2 re: 5’-GCT TCA GCG TAG TGG TCT
GT-3’

iridovirus RanaMCP-Fbh: CCA GTC CAC ATG GTC AAC CC
RanaMCP-Rb: GAT AAT GTT GTG GTT GAT
GGCC

circovirus elsd kor Cv-s: 5’-AGA GGT GGG TCT TCA CNH TBA
AYA A-3°

Cv-as: 5’-AAG GCA GCC ACC CRT ARA ART
CRT C-3°

masodik kor | Cn-s: 5>-AGC AAG GAA CCCCTC AYY TBC
ARG G-3

Cn-as: 5>-ACG ATG ACT TCN GTC TTS MAR
TCA CG-3°

2.4. Agaroz gelelektroforézis

A keletkezett PCR-termékek méret szerinti elvélasztdsa, a PCR vizsgalat
pozitivitdsanak ellendrzése agardz gélelekroforézissel tortént. 100 ml gelhez 1%
agardztartalmu gélhez 4 pl GelRed (Biotium, USA) festéket adtam. A mintafelvivd zsebekbe
a mintékbol, illetve a pozitiv és negativ kontrollbdl is 10-10 pl-t mértem ki, mig a
molekulatomeg markerbdl (GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Scientific, USA) 4 pl-t.
A futtatashoz hasznalt puffer 0,5x TAE (trisz-(hidrometil)-amino-metén, ecetsav, etilén-
fiamin-tetraecetsav) volt. A kisebb méretii futtatbkadban torténd futtataskor 90 V, nagyobb
kad alkalmazasa esetén 110 V feszlltséget allitottam be. A futtatds nagyjabol 30 percig

zajlott.

2.5. PCR-termék elokészitése szekvenalashoz

Azon mintdk PCR-termékeit, amelyek a gelelektroforézis alapjan pozitivnak
mutatkoztak, a szekvenalas el6tt tisztitani kellett. Erre kétféle modszert alkalmaztam: ha
csak specifikus termék keletkezett, akkor az ExoProStar 1-Step (Cytiva, USA) Kkitet

hasznaltam, a folyamat soran hasznalt id6- és hdmérsékletprotokoll a 6. tablazatban lathato.
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Nem-specifikus termékek jelenléte esetén a NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kittel

(Macherey-Nagel, Németorszag) végeztem a tisztitast a gyarto utasitasainak megfeleléen.

6. tablazat: A ExoSap protokoll

hémérséklet (°C) id6 (perc:mp)
37 15:00
80 15:00
25 o

2.6. DNS-szekvenalas

A tisztitott PCR-termékek szekvenciajat a DNS mindkét szalan meghataroztam
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitet (Thermo Fisher Scientific, USA)
hasznalva. A diagnosztikai PCR-ekhez hasznalt primereket alkalmaztam a szekvenalas soran
is, a circovirusok esetében a belso primerekkel végeztem a szekvenalasi reakcidt. A primert
5 pmol koncentrécidra higitva hasznaltam. A szekvenalasi reakcio 0sszetételét a 7. tablazat,

mig az id6- és hémérsékletprotokollt a 8. tablazat részletezi.

7. tdblazat: A szekvenalasi reakcid 0sszetétele

Milli-Q viz 3ul

BigDye Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing Buffer 1l

primer 1l
BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 2 ul
DNS 3ul
Vegterfogat 10 ul
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8. tablazat: A szekvenalasi reakcid protokollja

hémérseklet (°C) id6 (perc:mp) ismétlészam
96 0:10 1
96 0:10
50 0:05 35
60 4:00
4 oo

Miutan a szekvenalasi reakcié végbement, alkoholos precipitalast végeztem. A
kicsapas elsO lépéseként 40 pl kicsapd mixet mértem minden mintara (1,5 pl 3M natrium-
acetat, 31 pl 96% alkohol, 7,5 ul Milli-Q viz), majd egy dvatos keverést kovetden 15 perc
szobahdmérsékleten torténd, fénytdl elzart inkubacid kovetkezett. Ezt kovetden a centrifugat
2100 g-re allitva 45 percig centrifugadltam a mintdkat szobahdmérsékleten. Ezutan a
feliliszot eltavolitottam, majd minden csébe 70 pl 70%-0s etanolt mértem és 2100 g-t
alkalmazva 15 percig szobahdmérsékleten centrifugaltam a mintdkat. A kovetkezo 1épés a
feliiluszo eltavolitasa volt, majd a csdveket nyitva hagyva 10 percig szobahdmérsékleten
széritottam Oket. A kapillaris gélelektroforézist a Szegedi Biologiai Kutatokozpont

munkatarsai végezték.

2.7. Molekularis klonozas

Azokban az esetekben, amikor nem kaptam megfelelé mindségli hullamokat a direkt
szekvenalas soran, molekularis klonozast végeztem. Ennek elsé 1épése a PCR-termék
ligalasa volt a Clone Jet PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével, a
gyarto utasitasai alapjan. A ligatumot -20 °C-on taroltam. Ezt kovet6en a hdsokkal vald
transzformalas kovetkezett. Ekkor hiitott pipettahegyekkel és csovekkel dolgoztam. 50 pl
TOP10 (Thermo Fisher Scientific, USA) baktériumhoz 5 ul ligaitumot adtam, majd 30 perc
jégen vald inkubalas utan 90 masodperc 42 °C-os vizfiird6, végiil 2 perc jégen valo inkubalas
kovetkezett. Ezutan 250 ul SOC tapfolyadékot mértem a transzformatumra és 37 °C-on

inkubaltam egy 6ran at folyamatos razatas kiséretében.

Az egy ora leteltével 100 pl baktériumot ampicillint (100 pl/ml) tartalmazé taptalajra

szélesztettem, majd 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltam. A masnapra nétt telepeket
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atoltottam 100 pl/ml ampicillin tartalmt LB tapfolyadékba, majd folyamatos razatas mellett

ismét 37 °C-0s, egy éjszakan at tarto inkubacio kovetkezett.

A plazmid DNS-t miniprep modszerrel, a NucleoSpin Plasmid Mini Kit (Macherey-
Nagel, Németorszag) hasznalataval vontam ki, a gyart6 utasitasait kovetve. Az igy kapott
DNS-t egy restrikcios endonukledzzal emésztettem, 2 dran keresztil, 37 °C-on. A reakcid
Osszetétele a 9. tAblazat szerint alakult. Az emesztés utan gél elektroforézist végeztem a 2.4.

fejezetben leirtaknak megfelelden, de 20 pl mintat téve a mintafelvivd zsebekbe.

9. tablazat: a plazmid DNS emésztése restrikcids endonukleazzal

Minipreppel kivont plazmid DNS 2 ul

10x Buffer O (Thermo Fisher Scientific, USA) 2 ul

Milli-Q viz 15 ul
BGIII enzim (Thermo Fisher Scientific, USA) 1wl
végtérfogat 20 ul

Ha a gél elektroforézis eredménye megfeleld volt, Osszeallitottam a szekvenalési
reakciot a Clone Jet PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) szekvenalo primereit
hasznalva. A reakci6 idd-, és hdmérsékletprotokollja a 8. tdblazatban leirtakkal egyezik meg.
Az alkoholos precipitéalas és a kapillaris gélelektroforézis a 2.6. fejezetben kifejtett modon

tortént.

2.8. Bioinformatikai és statisztikai elemzések

A Kkapott szekvenciakat a BioEdit nevii elektroforetogram megjelenitdé program

segitségével ellendriztiik, és sziikség esetén manualisan javitottuk. [47]

A DNS szekvencidk azonositasat homologia keresd programok, BLASTX és BLASTN
segitségével online végeztik a National Center for Biotechnology Information (NCBI)
adatbankjaban (GenBank). [48] Egyazon PCR termeék forward és reverse primerekkel kapott

szekvenciéit a Staden program segitségével illesztettiik dssze. [49]

A nukleotidsorrendeknek, a GenBankban illetve sajat adatbdzisunkban talalhatdéaknak, a

pozicionalis illesztését  (alignment) a  MultAlin (http://bioinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html) online alkalmazasaval végeztiik el.
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Hogy megvizsgaljam, hogy az egyes virusok eléfordulasa kozott van-e dsszefliggés, Fisher-
féle egzakt probat végeztem. Kis elemszam mellett ez a teszt pontosabb eredményt ad, mint

a y>-préba, ezért ezt alkalmaztam.
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3. Eredmények

Az elvégzett vizsgalatok alapjan a herpeszvirusra vizsgalt 68 mintabol 13 bizonyult
pozitivnak, vagyis 19%-o0s prevalenciardl beszélhetink. A 68 minta kozil, amit
papillomavirusra teszteltem, 28 volt pozitiv, ami vizsgalt mintak nagyjabol 42%-at teszi ki.
Circovirusra 48, iridovirusra 59 mintat teszteltem, ezek egyikében sem fordultak elé ezen
virusok. A vizsgalt virusokra pozitiv mintak ardnyat, a mintdk szarmazési helye szerint

elktlonitve a 11. és 12. tablazat szemlélteti.

11. tdblazat: a vizsgalt virusok el6fordulasa (pozitiv mintak szama/Osszes vizsgalt minta) a

kiilonb6zo helyekrdl szarmazo mintakban

szgr]rir?:igsa herpeszvirus papillomavirus circovirus iridovirus
Reétimajor 0/25 6/25 0/14 0/25
Harsasberek 5/17 10/17 0/17 0/17
Dalmand 0/7 317 0/7 0/7
Varsad 6/6 4/6
Keszthely 0/6 1/6 0/6 0/6
Balaton 1/3 3/3 0/3 0/3
Tapolca 1/3 1/3
Szarvas 0/1 0/1 0/1 0/1
Osszesitve 13/68 28/68 0/48 0/59
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12. téblazat: a vizsgalt virusok prevalenciaja a kiilonb6z6 helyekrdl szarmazé mintakban

szgrr]rirT;igsa herpeszvirus | papillomavirus circovirus iridovirus
Rétimajor 0% 24% 0% 0%
Hérsasberek 29,41% 58,82% 0% 0%

Dalmand 0% 42,86% 0% 0%
Varsad 100% 66,66%

Keszthely 0% 16,67% 0% 0%
Balaton 33,33% 100% 0% 0%
Tapolca 33,33% 33,33%

Szarvas 0% 0% 0% 0%

0sszesitve 19,12% 41,18% 0% 0%

A papilloma PCR 220 bazispar hosszusagu terméket adott. A szekvenciak elemzése
soran a primerek levagasa utan egy 180 bazispar hosszisagu szakasz nukleotid sorrendjét
hasonlitottuk Ossze a 28 pozitiv esetbdl. Minddssze egy esetben tapasztaltunk egy nukleotid
eltérést a génbanki adathoz képest, am ez sem eredményez aminosav cserét a keletkez6
fehérjében. [41] A herpeszvirus PCR 267 bazispart erdsitett fel, a primerek eltavolitasa utan
227 bazispar maradt. A herpeszvirusra pozitiv mintak esetében nem volt eltérés a Tarjanék

altal atadott szekvencidkhoz képest, 100% volt a nukleotidazonossag.

A Fisher-féle egzakt probahoz készitett kontingenciatablazat a 13. tablazat. A proba
eredményeként kapott p-érték 0,0051 - p<0,05 - vagyis a herpeszvirus és a papillomavirus

eléfordulasa kdzotti szignifikans kapcsolat all fent, egymastol nem fuggetlenek.

13. tablazat: kontingenciatablazat a herpesz- és a papillomavirus el6fordulasara (db)

Papillémavirusra pozitiv Papillomavirusra negativ
Herpeszvirusra pozitiv 10 3
Herpeszvirusra negativ 18 37
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A 23 tlinetmentesnek mutatkozé hal kdzil 6t volt, ami papilléma és herpeszvirussal is
fertézott volt és nyolc minta esetében csak a papillémavirus jelenlétét tudtam kimutatni,

vagyis a tiinetmentes egyedek esetében csaknem 57%-volt papillémavirus prevalenciaja.

Azon egyedek melyek csak a herpeszvirusra adtak pozitiv eredményt a kovetkezd
tiinetekkel lettek bekiildve: papillomaszerii borelvaltozasok (két varsadi minta esetében),
egy tapolcai mintanal pedig a fej egyik oldalan és az azonos oldali mellisz6 kordl 4-5 cm-
es savban az intakt, de szinvesztett bor alatt az izom teljesen elhalt, lagyszoveti gyulladas
volt megfigyelhetd, illetve fajilag nem beazonositott bakteridlis fertdzést mutattak ki a

vizsgalatok.

A csak papillomavirusos egyedeken a kovetkezd tiinetek voltak megfigyelhetok:
kopoltyafedén szovetburjanzasbol szarmazo tumor, ivadékelhulldst megeldzden spiral
alakban Uszas, csonkolddott bajusz, vese taji bevérzés, hole-in-head betegségre utald

tiinetek, a korabban emlitett necrosis és bakterialis fert6zés.

A herpesz- és papillomavirussal is fertézott tiz hal koziil 6t tinetmentes volt, négy
testén papillomaszerti epidermalis elvaltozasokat figyeltek meg, egy esetében az egyetlen

rendellenesség az ivadékelhullas volt.
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4. Diszkusszio

A lesOharcsa gazdasagi és Okologiai szempontbol is jelents halfaj. Ahogy az
emberiseg igénye novekszik a hal, mint tapanyagforras irant, egyre né a tenyésztett halak
szerepe. Az intenziv akvakultrarék elterjedésével és azokban a tenyészett halak
abundancidjanak novekedésével, a virusos megbetegedések eldforduldsa is egyre gyakoribb
lett. A lesGharcsa virusainak atfogd ismerete segithet ezen megbetegedések, jarvanyok

visszaszoritasaban.

A les6harcsak hepreszvirusa tobb évtizede ismert, Békési és munkatarsai 1984-ben
irtak le el@szor, azonban ekkor még csak a hisztopatologiai tiinetek, illetve a fény- €s
elektronmikroszkdpos vizsgélatok eredmenyei keriiltek publikalasra. [40] A molekuléris
vizsgalatok csupan az elmualt években kezdddtek, a kutatécsoportban, ahol a
szakdolgozatomat készitettem. Ezen vizsgalatok nélkuldzhetetlenek a virus teljes

megismeréséhez.

A lesdharcsakbol egy éve kimutatott papillomavirus, Gj faj révén szamos ismeretlen
hatassal lehet az akvakultarékra. A halallomanyok stabilitasat ugy tudjuk a legbiztosabban
prevalencigjanak felmérése. Ha a halallomanyokban nagymértékii fert6zottséget tudunk
kimutatni és jelentds karokat okoz az 0j virus, akkor célszeri lehet vakcinafejlesztésbe

kezdeni.

A halgazdasagokbdl szarmazd mintakat herpesz-, papilléma-, circo- és iridovirusra
teszteltem. Utobbi két virust egy mintabdl sem tudtam kimutatni, a herpesz- €s
papillomavirus viszont nagy aranyban fordult eld, tiinetmentes ¢és kiilonféle tiineteket mutato
allatok is fert6zottnek bizonyultak. A tovabbiakban a herpesz- €és papillémavirus

eléfordulésat, potencialis kapcsolodo tiineteit jellemzem.

Rétimajorbdl erkezett 25 mintabdl csak papillémavirust tudtam kimutatni, 6sszesen 6
esetben. Ezek kozil kettonél tudtunk tiineteket kapcsolni a virusfertézéshez: kopoltyufedd
szélén elhelyezkedd, szovetburjanzasbol szarmazd tumor; spirdlis vonalban Uszas, circovirus
tlnetek altal kisérve, majd ivadékelhullas. A hat papillémavirusra pozitiv minta kézil négy
tiinetmentes egyedekbdl szarmazott, melyek koziil egy egyed bar tiinetmentes volt, tomeges
ivadékelhullasban pusztult el. Hat olyan, ivadékelhullasbdl szarmazé rétimajori mintat
vizsgaltam, melynél az elhullas el6tt a halak spirdlis vonalban sztak, és a tiinetek alapjan

feltehetden circovirussal lehettek fertézottek. [17] A vizsgalatok sordn ezen hipotézis
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megddlt: a hat mintabol egy volt pozitiv papilldomavirusra, circovirus viszont egyikbdl sem
volt kimutathat6. Két olyan mintat is kaptunk ebbdl a halgazdasdgbol, amelyek szintén
elhullasbol szarmaztak, de az allatok tiinetmentesek voltak. Ezek egyikében sem fordultak

el6 a vizsgalt virusok.

A 17 hérsasberki mintat vizsgalva 6tb6l tudtam herpeszvirust és papillomavirust is
kimutatni. Ezen felll volt 5 méasik minta is, ami csak papillomavirusra mutatott pozitiv
eredményt. Két olyan, mdjeredetli minta érkezett, melynél az egyedek betegségre utald
tlneteket mutattak. Ez a két minta 50-60 cm nagysagu egyedekbdl szarmazott, melyeket
korosan sovanynak itéltek meg, testsulyuk 1-1,5 kg k6zé esett. Ebbdl a két egyedbdl egyik

vizsgélt virus sem volt kimutathatd.

Dalmandrél hét minta szarmazott, ezekbdl a négy vizsgalt virus koziul csak a
papillémavirus volt kimutathaté. A harom papilldmavirusra pozitiv minta koziil kettd
tiinetmentes egyedekbdl szarmazott, egy minta pedig egy csonkolodott bajuszii egyed
majabol lett kinyerve. Volt egy masik ugyanilyen tiineteket mutaté egyed is, amely viszont
negativ volt papillémavirusra. Ez alapjan nem tekinthetjiik egyértelmiien papillomavirus

tlnetének a csonkolodott bajuszt, elképzelhetd, hogy a virustol fuggetlen az elvéltozas.

Varsadrol hat minta érkezett, ezek mindegyike pozitiv volt herpeszvirusra, négybdl
pedig papillomavirust is kimutattam. A halak mindegyike a herpeszvirus-fert6zés klinikai

tiineteit mutatta, illetve a boriikon papillomaszerli elvaltozasok voltak megfigyelhetdek.

A Keszthelyrdl kapott hat minta koziil 6t esetében nem fordult eld a négy vizsgalt virus
egyike sem, annak ellenére, hogy mind az 6t allatban tumort talaltak a boncolés soran. A
hatodik keszthelyi mintabdl papillomavirust mutattam ki, ezen az allaton hole-in-headre
utald jelek mutatkoztak és vesetaji bevérzést lehetett megfigyelni. A Balaton mas részér6l
érkezett harom minta mind papillémavirussal volt fertdzott, egybdl pedig emellett
herpeszvirust is kimutattam. Az a minta, amelyikben mindkét virus megtalalhaté volt,
ivadékelhullas soran elpusztult halbol szarmazott. A maésik két, papillomavirusra pozitiv

minta tinetmentes les6harcsakbol valo volt.

A tapolcai halgazdasagbdl szarmaz6 harom minta egyikébdl herpeszvirust, egy
mésikbdl papillémavirust mutattam ki, a harmadik negativ volt ezekre a virusokra.
Mindharom minta azonos tlineteket mutaté allatokbdl szarmazott: a fej egyik oldalan és az
azonos oldali mellisz6 koril 4-5 cm-es sdvban az intakt, de szinvesztett b6r alatt az izom

teljesen elhalt, lagyszoveti gyulladas volt megfigyelhetd, illetve fajilag nem beazonositott
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bakterialis fertdzést mutattak ki a vizsgalatok. A bakteridlis fert6zés bemeneti kapuja a

fejtetdi seb volt, innen a bor alatti szovetekben terjedve emésztette fel a szoveteket a fertdzes.

Szarvasrol kaptunk egy olyan egyedbdl szdrmazd méj mintat, aminek borén testszerte
vérzéses gyurik voltak megfigyelhetdk, ez a minta a négy vizsgalt virus mindegyikére

negativnak bizonyult.

Osszességében elmondhatd, hogy tiinetmentes és kiilonféle tiinetekkel rendelkezd
les6harcsakbol is kimutathatd a herpesz- és papillomavirus. Egyes egyedek egy adott virus
tlneteit produkalva nem bizonyultak erre a virusra pozitivnak, mig méas halak
tinetmentességiik ellenére herpesz-, illetve papillomavirussal voltak fertézottek. A
Rétimajorbol szarmazd, elpusztulasuk eltt spiral alakban usz6 ivadékok koziil - melyek a
hipotézis szerint circovirussal fert6zottek - egy esetben volt kimutathatd papillomavirus,
viszont circovirusra mindegyik negativnak bizonyult. Azok a halak, melyek egyetlen tlinete
az alultaplaltsag volt, a vizsgalt virusok koziil egyikkel sem voltak fertdzottek. Ezen
eredmények alapjan az alultaplaltsag énmagaban nem tiinete a vizsgalt virusoknak. Az
ivadékelhullas és spiral alakban Uszas sem jelentette azt, hogy a vizsgalt négy virus kozl
egy (vagy tobb) fertdzte meg az allatokat, ezek kozott is szdmos egyed volt, amibdl nem

tudtam kimutatni a széban forg6 virusokat.

Azon 06t hal kozil, melyek testén tumor fordult eld, egy volt bizonyitottan
papillomavirussal fert6zott, ez alapjan a tumort sem tekinthetjiik a papilldémavirus jellemz6
tiinetének. Hasonloképp a csonkolodott bajusz sem bizonyult a papillomavirus fertézés
biztos indikatoranak, két egyeden figyelték meg ezt a tiinetet, koziiliik egyb6l mutattam ki

papillomavirust.

A kutatdisom soran nem sikeriilt tipikus tiineteket kapcsolni a lesOharcsa
papillomavirusdhoz. A jovOben sikeres virusizoldlds utan 4llatkisérletek elvégzésével
lehetséges lenne bizonyitani, hogy a papillomavirus okoz-e elhullast, illetve a fert6zést

milyen tunetek Kisérik.

Az irido- és herpeszvirusokat kisér, Ahne és Békési altal leirt magas mortalitasra a
vizsgalataim soran nem kaptam megerdsitést, am a kis elemszamu minta miatt cafolni sem
tudom a mortalitasra vonatkozo allitdsokat. [31, 40] Iridovirust egy mintabdl sem tudtam
kimutatni, a herpeszvirussal fert6zott mintaknak pedig csak kis hanyada szarmazott

ivadékelhullasbdl (a 13 pozitiv mintabol egy).
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Egyes halfajok esetében mar megfigyelték a kutatok, hogy a virusaik eléfordulasa
kozott szoros kapesolat van, gyakran tobb virus egyszerre fordul el6 a fertdzott egyedekben.
Ilyen 6sszefiiggést irtak le a Lymphocystic disease virus (LCDV) altal okozott betegség és
egy papilloma-, illetve egy polidmavirus kozott is. Az Iridoviridae csalad Lymphocysticirus
nemzetségebe sorolt Lymphocystic disease virus 1-hez hasonlé LCDV vizsgéalata kdzben
Lépez-Bueno és munkatérsai egy Uj papillémavirust és egy Uj polibmavirust fedeztek fel.
Azt figyelték meg, hogy ezen 0j virusok kiilon-kiilon, illetve egyiitt is gyakran fordulnak el6
az LCDV okozta betegség tlineteit mutatd aranydurbincs egyedekben. [10] Hasonloképp
Chinchar és munkatéarsai leirtak az Alloherpesviridae csaladba sorolt Ictalurid herpesvirus 1
és a Reoviridae csaladba tartozo, eddig pontosabban nem besorolt Channel catfish reovirus
egyiitt valo el6fordulasat pettyes harcsaban (Ictalurus punctatus) és torpeharcsaban

(Ameiurus nebulosus) is. [50]

A les6harcsa herpesz- és papillomavirusanak el6fordulasa kozott is elképzelhetd
hasonl6 kapcsolat. A 68 vizsgalt minta 19%-a mutatott pozitiv eredményt a herpeszvirusra
valo tesztelés soran, mig papillomavirus Orokitéanyagot nagy hanyaduk, 41%-uk
tartalmazott. Egy korabbi tanulmany soran herpeszvirus tiineteket produkald leséharcsakbol
mutattak ki papillémavirust, azonban ebben a tanulmanyban nem kertilt bizonyitasra, hogy
az ujonnan felfedezett papillomavirus, a Nunpapillomavirus siluri és a les6harcsak
herpeszvirusanak el6fordulasa kozott van-e 0sszefuiggés. A statisztikai szamitasaim alapjan
a herpesz- és papillomavirus el6fordulasa kozott szignifikans 6sszefiiggés all fent. Ha egy
mintabol herpeszvirust tudunk kimutatni, akkor szignifikansan nagyobb valosziniiséggel van
benne papillomavirus 6rokitdanyag, mint a herpeszvirussal nem fertdz6tt mintdkban. Ha
pedig nem mutathat6 ki beldle herpeszvirus, akkor szignifikdnsan kisebb valoszinliséggel
fert6zott papillomavirus altal. Ez forditva is igaz, ha nincs herpeszvirus egy mintaban, akkor
szignifikansan kisebb valoszintiséggel lesz benne papilldmavirus, mint a herpeszvirussal
fertdzott egyedekben és ha nincs benne papillomavirus, akkor szignifikdnsan kisebb
valoszintiséggel fogunk tudni belble herpeszvirust kimutatni. Ahhoz, hogy minden kétséget
kizarolag igazoljuk a két virus eléforduldsa kozotti kapcsolatot, nagyobb mintaelemszami
vizsgalatok szikségesek. Azt azonban biztosan allithatjuk, hogy a herpeszvirus és a

papillémavirus jelen lehet egyidejiileg a lesGharcsaban. [41]
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5. Osszefoglalas

A kutatdsom soran négy, lesOharcsakban bizonyitottan eléforduld virus jelenlétét
vizsgaltam les6harcsa-mintdkban: herpeszvirus, papillomavirus, circovirus és iridovirus. A
les6harcsa herpeszvirusanak jellemzé tiinete az epithelium papillomaszerii elvaltozasa, de
herpeszvirust tinetmentes allatokbol is mutattak ki kordbban kutatok. Az Gjonnan leirt
papillémavirus herpeszvirussal fertdzott, herpeszvirus-tiineteket produkald leséharcsakbol,
ezen tUlmenden tlnetmentes és egyeb tlneteket mutatd allatokbdl is kimutathato volt. A
circo- ¢és iridovirusjarvanyokat gyakran a lesGharcsak tomeges elhullasa, illetve a
vérképzoszervek necrosis-a kiséri. A négy virus hatdsai a les6harcsaallomanyokra kevéssé
ismertek, igy célul tiiztem ki a virusokhoz kapcsolhato tiinetek feltérképezését és a virusok
prevalencidjanak meghatarozasat. Ezen ismeretek birtokdban megeldzhetjiik a jarvanyok

kialakulasat, illetve hatékonyan kezelhetjlik azokat.

A 2014 és 2021 kozotti idoszakbol szarmazod mintak, magyarorszagi halgazdasagoktol
érkeztek rutin bakteriologiai és parazitologiai vizsgalatokra, ezeket volt lehetdségem nekem
is tanulmanyozni. A virusok kimutatasat a DNS-extrakcié utdn PCR-rel végeztem. A PCR
termékeket agar6z gelelektroforézissel vizsgaltam, ami ez alapjan pozitivnak tiint, annak
DNS-szekvenalassal meghataroztam a nukleotidsorrendjét, majd a GenBankban talalhat6
szekvenciakkal dsszevetve nyertem bizonyossagot arrél, hogy az adott minta melyik virus

orokitdanyagat tartalmazza.

Circo-, illetve iridovirus egy mintaban sem fordult el6 annak ellenére, hogy voltak
olyan halak, amik a circovirus jellegzetes tiinetét produkaltak. A papillémavirus gyakran
nem okoz tlneteket, a tlnetmentes egyedek esetében 52% volt a papillomavirus
prevalencidja. A vizsgalt mintak 19%-aban herpeszvirus, 41%-aban pedig papillémavirus
orokitdanyagot mutattam ki. A statisztikai elemzés sordn bizonyossagot nyert, hogy ezen

virusok eléfordulasa kozott szignifikans kapcsolat all fent.
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6. Summary

My research was focused on four viruses that has been proven to infect wels catfish:
herpesvirus, papillomavirus, circovirus and iridovirus. The typical symptoms of the
herpesvirus of wels catfish are the papilloma-like lesions of the epithelium, but it was
isolated from asymptomatic specimens as well. The novel papillomavirus was found in wels
catfish showing clinical signs that are known to be connected to catfish herpesvirus disease.
The epidemics of circovirus and iridovirus are often cause mass mortality events and the
necrosis of hematopoietic organs of wels catfish. Effects of the four viruses on the wels
catfish population are rather undiscovered hence the aims of my study were to identify the
symptoms associated with the above-mentioned viruses and their prevalence. These pieces

of information are essential for preventing and effectively handling epidemics.

The samples were provided by Hungarian fish farms between 2014 and 2021 and were
sent to our institution for routine bacteriology and parasitology analysis. After the DNA
extraction viruses were detected by PCR. The PCR products were analysed by agarose gel
electrophoresis and the positive PCR products were sequenced. The DNA sequences were
compared against the sequences in the GenBank to determine which specimens were positive

to either of the four viruses.

Neither circovirus nor iridovirus was present in any sample, although some of the fish
showed the characteristic symptoms of circovirus. Papillomavirus frequently causes no
clinical signs of infection as it has a prevalence of 52% among asymptomatic fish.
Herpesvirus was detected in 19% and papillomavirus in 41% of the samples. Statistical
analysis confirmed that there is a significant connection between the prevalence of these two

Viruses.
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