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1 Roviditések jegyzéke

AdV adenovirus

AtAdV atadenovirus

ATKI Allatorvostudomanyi Kutatointézet

bp bazispar

BoHV-4 szarvasmarha herpeszvirus 4

ChHV chelonid herpesvirus

DNS dezoxiribonukleinsav

EDS egg drope syndrome

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

IUPAC Internatinal Union of Pure and Applied Chemistry
kbp kilobazispar

LAdV lizard adenovirus

LETD lung-eye trachea disease

LETV lung-eye-trachea-disease-associated virus

LGRV loggerhead genital-respiratory herpesvirus

LOCV loggerhead orocutaneous herpesvirus

ML maximum likelihood

NGS next generation sequencing= 0ij generacios szekvenalas
nm nanomeéter

PAdV porcine adenovirus

PBS phosphate-buffered saline=foszfattal pufferolt sdoldat
PCR polymerase chain reaction= polimeraz-lancreakcid

RESAdV-1 red-eared slider adenovirus 1

rpm revolutions per minute= percenkénti fordulatszam
SnAdV snake adenovirus

TAdV-3 pulyka adenovirus 3

TAE trisz-acetat-EDTA
TeHV testudinid herpesvirus
THEV turkey hemorrhagic enteritis virus



2  Irodalmi attekintés

2.1 A tekn6sok, mint allatcsoport

A tekndsok (Testudines) egy evoluciosan €s morfologiailag is egyediilalld kladot alkotnak a
gerinces allatokon beliil [1]. Osi mivoltuk mellett, a nagy mennyiségben talélt, j6 allapotban
megOrz6dott  fosszilidknak koszonhetéen jol ismert csoportnak tekinthetok [2]. A
maradvanyok alapjan a ma ¢l6 tekndsok 6sei koriilbeliil 220 millié évvel ezel6tt jelentek
meg, a késé Perm vagy a kora Tridsz idészakaban az elsé dinoszauruszokkal egyiitt [3]. A
klad korahoz képest azonban rendkiviil alacsony faji diverzitas jellemzi 6ket [1], S mindGssze

356 ma ¢16 faj tartozik a tekndsok rendjébe [4] (1. abra).

kel { madarak

Y Crocodylidae&__ crocodiles, gavials (15, 12 . - y
Crocodylia [ Gavialidae s, gavish | ’ krokodilok, aligatorok, gavial
Alligatoridae Aigatore, Galisare ;) (Crocodylia)
o e Other Turtles (196, 88)
L c"°"y°h'd”, Softshelled (30, 9 ]- nyakrejtd teknésok (Cryptodira)
arretochelyidae __ pig-nosed softshell turtle (1, 1)
Testudines Cheliidae
Mata mata turtles (59, 29)' e
v nyakforditd teknésok
_Ll Pelomedusidae Side-nocked turtles (19, 7) ‘ ya ordito e' 0S0
Podocnemidae Side-necked trties(5, §) gl (Pleurodlra)

_& All other snakes (2905, 1004) & 7]
Amerophicia Dwarf boas, False Coral snakes (29, 13)

Scrpcn!s_L Anomalepididae Blind snakes (16, 3) é

RO Blind snakes (256, 21)
Leptotyphlopidae Blind snakes (107, 13)
Anguimorpha

Alligator lizards, Monitor lizards, and relatives (195, 82)
Ig spiny lizards, ch | and relatives (1583, 589)
Amphisbaenians (66, 19)& pikkelyes hillok

Florida worm lizard (1,1) (D) B (Squamata)
Wall lizards and relatives (303, 81)

Whiptails, Tegus, Microteids (339, 87) g
Skinks (1424, 554)

Cordylomorpha Amored, Night lizards(118, 34) sese?
Gekkomorpha Geckos (1261, 621)

| Pygopodomorpha__ - £iat.footed Geckos, and relatives(3, 32)%/
Olbamidee Blind limbless lizard (22, 2)&

Toatara 2, 1) Smpem 1 a5 qyikok

Mammals P
h emlBsok

1 1 1 1 il J

!
MA 300 200 100 0
[ |

Paleozoic Mesozoic Cenozoic

Iguania

Amphisbaenia
Rhineuridae

Lacertidae
Teiioidea

Scincidae

Squamata

Sphenodontia Sphendontia

—

1. abra: A klasszikus értelemben vett (nem madar) hiillok - foldtorténeti korokra vetitett -
filogenetikai faja, a ,,10.000 gerinces genom projekt” kutatoi szerint [5]. Az angol nevek utani
szamok a ma ¢é16 fajokat (2009-es adat) és koziiliik a projektben mintaként kivalasztottakat jelolik.



Evolucidjuk soran meghdditottdk a tengervizi, az édesvizi €s a szarazfoldi élohelyeket
egyarant [1, 6]. Antarktikat leszamitva az Osszes kontinensen megtalalhatok, legnagyobb
fajgazdagsag Eszak-Amerikara és Azsidra jellemzd. Taplalkozasukat tekintve vannak
obligat novényevok, obligat husevok is, de legtobbjiik a mindenevok kozé sorolhatd.
Alapvetden ezek a fajok a taplalék szezonalis elérhetdsége szerint fogyasztanak éallati eredetli
¢s ndvényi eredetli taplalékot is, de csupan ndvényi részek fogyasztasaval is képesek tulélni

[7]1

A ma ¢l6 tekndsok két alrendbe oszthatok. A Pleurodira alrend tagjai a fejiiket oldalra hajtva
képesek azt hatpancéljuk védelmébe rejteni, mig a Cryptodira csoport képviseldi a pancélba

visszahtizva helyezik biztonsagba fejiiket veszély esetén [1, 7].

Testfelépitésiik jellegzetessége miatt talan a legkarakterisztikusabb gerinces allatok.
Kiilonlegességiiket pancélozott testiiknek koszonhetik, melyet a carapax (hatpancél) és a
plastron (haspancél) alkot, a két részt lateralisan a hid koti 0ssze [1]. A pancél jelentds
védelmet nyujt a ragadozokkal szemben, fontos szerepe van a termoregulacidban és

lehetdséget teremt viz, zsir és asvanyi anyagok raktarozasara [8].

A legtobb tekndsfajt veszélyeztetett allatként tartjak szamon. 2020-ra az dsszes faj tobb mint
felét fenyegeti a kihalés, az él0helyiik elpusztitasa, a termdteriiletek tulzott kizsakmanyolésa,
allatkereskedelem és a klimavaltozas kovetkeztében. Az 1990-es évektdl kezdddden
létrejottek a tekn6sok védelmével foglalkozo szervezetek, tudomanyos folyoiratok, melyek

igyekeznek felmérni és megakadalyozni ezt a folyamatot [7, 9].

2.2 Adenovirusok

Az Adenoviridae csalad tagjai burokkal nem rendelkez6 ikozahedralis virusok, melyek
gerinces allatok sejtmagjaban replikalédnak. Kapszidjuk hexonokbdl és pentonokbdl épiil
fel. A hexon az adenovirusok (AdV) f6 szerkezeti fehérjéje, a kapszid lapjait ezekbdl
Osszesen 240 db hatarolja. A pentonnak nevezett fehérjeegység a pentonbazisbdl és az abbodl
antennaszertien kinyulo fiberbdl épiil fel, és az ikozaéder 12 csticsat alkotja. A fiber, a hexon
¢és a penton a harom legjelentdsebb AdV-ban talalt antigén is egyben [10-12]. Virionjaik 90-
100 nm-es nagysagtiak, orokitéanyaguk linearis, duplaszali, 26-45 kilobazispar (kbp)

hosszusagu DNS, mely alapjan a kdzepes méretli DNS-virusok kézé sorolhatoak [13].



Az Adenoviridae csaladon belill jelenleg 6 nemzetséget kilonitink el [13]. A
Mastadenovirus genus tagjai csak emldsallatokban fordulnak el6, hasonloképpen az
Aviadenovirus nemzetségbe tartozok csak madarakat fertéznek [14]. Az Ichtadenovirus
genusba jelenleg az egyetlen ismert hal-adenovirus tartozik, melyet fehér tokbol (Acipenser
transmontanus) sikeriilt kimutatni [15]. Két nemzetség tagjai gazdaallatok szélesebb
korében, azaz tobb gerinces osztalyban is megtalalhatok. Az Atadenovirus nemzetség egyes
tagjai kérddzo, madar vagy erszényes gazdaval rendelkeznek, de legnagyobb szamban a
pikkelyes hiillok (Squamata) rendjének tagjaiban fordulnak el6. E virusnemzetség
kialakulasa a hiillok ezen rendjével koevolucioban valoszinisithetd, mig a homeotherm
gerincesekben torténd megjelenésiik tobb korai gazdafajvaltdas €s hosszi adaptacio
eredményeként johetett 1étre. A tekndsokbdl torténd sporadikusan kimutatott
atadenovirusok ugyanakkor valdsziniileg kozelmultbeli (recens) gazdavaltas eredményei
lehetnek, akar fogsagban egyiitt tartott pikkelyes hiilloktol fertézédve [16, 17]. A
Siadenovirus genusba foként madarakat fert6z6 virusok tartoznak [14], valamint egyik
elséként leirt képviseldjiiket leopardbékabol (Lithobates pipiens) sikeriilt kimutatni [18]. E
nemzetség esetében eziddig nem volt kimutathatd koevolicidos mintdzat egyik
gazdacsoporttal sem. Korabban csempészett Forsten-teknésb6l (Indotestudo forstenii)
detektaltak egy sulyos patologiai elvaltozasokat okozo siadenovirust. A virus képes volt
atterjedni az elkobzott allatokrol az ideiglenes befogadonal elhelyezett egyéb teknésfajokra
is. A fert6z6dés a legtobb esetben az allatok elhullasaval jart [14, 19].

A kozelmultban egy 0j adenovirus leszarmazasi vonalat fedeztek le magyar és amerikai
kutatok, melybe teknés gazdaval rendelkez6 virusok sorolhatok. Ennek megfeleléen egy
hatodik, un. Testadenovirus genust is 1étrehoztak az Adenoviridae csaladon beliil [20, 21].
Ezek a virusok nagy valdszintiséggel koevolucioban fejlédtek a Testudines rend tagjaival.
Patologiai elvaltozasok nem voltak kothetdek a korokozé jelenlétéhez, ami szoros, hosszu
tava adaptaciot feltételez, ezzel is Gjabb bizonyitékot nyujtva eredetiiket illetden. Ezen
virusok in vitro izolalasara vagy teljes-genomszekvenalasara iranyulo térekvések azonban
még nem vezettek eredményhez. Jelenleg csupan egyetlen elfogadott virusfaj (Pond slider
testadenovirus A) van. E fajba a vorosfiilt ékszerteknds adenovirus 1 tipusa (red-eared slider
AdV-1; RESAdV-1) tartozik, melynek 1Va2 géntdl a hexon génig terjedé mintegy 16 kb-nyi
szekvenciaja all rendelkezésre (2. abra), s a Testadenovirus genus létesitésére torténd

javaslat ezen részleges genomszekvencia ismeretében keriilt elfogadasra [14, 21, 22].



Az fentebb felsorolt 6t nemzetségre jellemz6, ami valdsziniileg a hatodik Testadenovirus
genus tagjai esetében is megfigyelhetd lesz majd, hogy a virusgenom kozEépso részét képzo,
jol megOrzott (konzervalt) sorrendi és funkcidju génektdl (lasd a 2. abran feketével jeldlve)
balra ¢€s jobbra, vagyis a genomvégeken, helyez6dd régiok génjei sokkal valtozatosabbak
mind szamukban, mind szerepiiket tekintve. E gének altalaban nemzetség-specifikusnak

tekinthetdk (2. abra).

Mastadenovirus (human adenovirus 5)
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2. abra: Az egyes adenovirus nemzetségekre jellemzé genom-szervezddések térképe. A nyilakkal
jelolt gének mindkét DNS szalon kodoltak, igy lehetnek jobbra (R) vagy balra (L) atirodoak, amint
az abran is lathatd. Az egyes gének szine megorzottségiik fokat jeloli. Fekete nyillal jeldltek a minden
genusban jelen 1évok, sziirkével a tobb, de nem minden nemzetségben eléforduld, mig szines
nyilakkal a nemzetség-specifikus gének lettek jelolve. Az abra aljan 1évé ,,vonalzd” a genomok
hosszat jelzi kbp-ban kifejezve [21]. Az egyetlen, jelenleg teljes génszekvenciakkal jellemzett
testadenovirus (RESAdV-1) mar megismert genomrészletét a hal-adenovirus genomra vetitve
(halvany piros hattér) jeloltem [22]



Hiullékben AdV okozta megbetegedést leggyakrabban gyikfélékben [23, 24], foképp
agamakban azonositjak [25, 26] , de kigyokban [12, 14, 27, 28], tekndsokben [14, 16, 17,
19-21, 29], s6t krokodilokban [12, 30] is id6r6l-idore detektaljak. Teknésokben patologiai
vizsgalattal multifokalis majnekrézist, diffiz majlipidoézist, a csontveldben myeloid
nekrozist és heveny nekrotizald enterocolitist mutattak ki. Korszovettani vizsgalattal a

cres

magzarvanyokat detektaltak [12, 17, 19, 29].

2.3 Herpeszvirusok

A herpeszvirusok a Herpesvirales rendbe tartozo linearis duplaszalu, kb. 125-260 kbp DNS
genommal rendelkez6 virusok. Ikozahedralis nukleokapszidjukat a fert6zott sejt
citoplazmatikus membranrendszerébdl szarmazo Gsszetett felépitésti burok veszi koril. A
herpeszvirusok tobbnyire a sejtmagban replikalédnak és képesek latencidba keriilni

természetes gazdaikban [31].

A hiilléket, igy a tekndésoket fert6z6 herpeszvirusok az Orthoherpesviridae csalad
Alphaherpesvirinae alcsaladjaba, azon beliil a Scutavirus genusba tartoznak [31, 32]. A fenti
genus jelenleg 2 fajt foglal magaban: a Scutavirus chelonidalpha5-6t, korabbi ismertebb
nevén chelonid alphaherpesvirus 5-6t (ChHV-5) és a Scutavirus testudinidalpha3-at, korabbi
nevén testudinid alphaherpesvirus 3-at (TeHV-3) [14] (3. abra). A chelonid
alphaherpesvirus 6 (ChHV-6) szintén az Alphaherpesvirinae alcsaladba tartozik, de

besorolasa jelenleg még bizonytalan [31, 32].

A legismertebb human alfaherpeszvirus fertézések korfejlodése jellegzetes mintat kovet.
Négy-hat nappal a bérbe vagy a nyalkahartyaba torténd behatolasa utan a virus szaporodik
a hamsejtekben, sejtlizist €s gyulladast okozva, mely altalaban holyagok képzddésével jar.
Ezutan a virus az érzéidegeken felfelé haladva eléri a dorzalis gyokérganglionokat, s itt
alakul ki a latencia. A reaktivacidé soran a ganglionokban torténd replikaciot retrograd

axonalis terjedés koveti a periférias szenzoros idegeken keresztiil mas bérfeliiletekre [19].

A herpeszvirusok koziil tobb allategészségiigyi jelentdséggel bird megbetegedést okoz
teknésokben [32, 33]. A chelonid alphaherpesvirus 5-tel kapcsolatban a kutatasok
ravilagitottak a Cheloniidae csaladba tartozd tengeri tekndsokben eléforduld

fibropapillomatosis betegséggel vald kapcsolatara. A lung-eye-trachea-disease-associated
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virus (LETV), amely egy a chelonid alphaherpesvirus 6 fajba tartozo virus, szintén tengeri
teknGsokben okoz megbetegedést (Chelonia mydas fajbol mutattak ki). Tengeri tekn6sok
megbetegedését okozza a “grey patch-disease virus” is, illetve a ,,loggerhead genital-

respiratory herpesvirus” (LGRYV), és a ,,Joggerhead orocutaneous herpesvirus” (LOCV) is
[32].

: . B

Opheodrys herpesvirus 1 &
e Lacerta viridis herpesvirus 1 (ACD64983)
Varanid herpesvirus 2 (BAF03633)

Varanid herpesvirus 1 (AAS17072)

Iguanid herpesvirus 2 (AAO84913)
093 Helod! id herpesvirus 1 (ALL54582)
Gerrhosaurid herpesvirus 1 (AF416629)

Gerrhosaurid herpesvirus 2 (AF416628)
Gerrhosaurid herpesvirus 3 (AF416630)
07 Psittacid herpesvirus 1 (AAQ73709)

0.85

[ Gallid herpesvirus 1 (AFM36628)
096 — Gaviid herpesvirus 1 (ACY69868)
(e Psittacid herpesvirus 3 (AFP36410)
1
[ Phoenicopterid herpesvirus 1 (AKE07653)

Passerid herpesvirus 1 (AF520812) lltovirus
Tortoise (Testudinid) herpesvirus 2 (AAX15944)
'—— Tortoise (Testudinid) herpesvirus 4 (ACT09138)
05 __ Tortoise (Testudinid) herpesvirus (BAB40430) TeHV-1
Tortoise (Testudinid) herpesvirus (ABC70832) TeHV-3
Terrapene herpesvirus 1 (AHN16732)
082 Glyptemys herpesvirus 1 (AIY27714)
9 z%g\ydid herpesvirus 2 (AIY27715)
—— Glyptemys herpesvirus 2 (AlY27716)
1Emydid herpesvirus 1 (AIY27713)

08

2]

Ll i Eastern river cooter herpesvirus (KF478668)
[:1 Lung-eye-trachea di jated herpesvirus (ABU93815)
- Loggerhead genital-respiratory herpesvirus (ABV59128)
Loggerhead oroct herpesvirus (ABV59131)
OFﬁigropapilIoma~assoaaled turtle herpesvirus (AAU81562)
1 Caretta caretta herpesvirus (AF120208)
Eo(%helonid herpesvirus 5 (AFC37167) Scutavirus
Chelonia mydas herpesvirus (AF120209)
Crocodyline herpesvirus 1 (ALI97592)
: Crocodyline herpesvirus 2 (ALI97593) h
[ Crocodyline herpesvirus 3 (ALI97594)
088 Columbid herpesvirus 1 (AF141890)
099 Gallid herpesvirus 2 (ABF72268)
0.81 1 L Meleagrid herpesvirus 1 (AF282130)
Anatid herpesvirus 1 (ACT83543) Mardivirus
n Vulture herpesvirus (AAT79466)
-—‘OSB—L Common buzzard herpesvirus (ACY82597)
1 Fregata i herpesvirus (ACJ66652)
— phenicid alphaherp us 1 (SCL6940)
Strigid herpesvirus 1 (AWB09341)
ot Phocid herpesvirus 1 (AAB93518)
063 Equid herpesvirus 1 (BAM75880)
063 055 Suid herpesvirus 1 (DAA02153)
1 Bovine h irus 1 (AFV53388)
Tursiops truncatus herpesvirus 1 (AAU13922) Varicellovirus

1 Macacine herpesvirus 1 (AAP41448)
_%sHuman herpesvirus 1 (CAA32323)
1 - Human herpesvirus 2 (NP_044500)
Bovine herpesvirus 2 (AF181249) Simplexvirus

3. abra: A Bayes-féle filogenetikai fa [34], amely az alfaherpeszvirusok feltételezett leszarmazasi
kapcsolatait abrazolja. A fa megbizhatosagat jelzé utdlagos valdszintiségi értékek (posterior
probability) szerepelnek az eldgazasi pontoknal. A pikkelyes hiillék (Squamata) herpeszvirusai piros
agakkal, a teknésoké kék agakkal, a krokodiloké pedig z6ld agakkal vannak kiemelve. Az
alfaherpeszvirus nemzetségek ICTV altal elfogadott tagjait arnyékolt hattér jelzi. A cikk
megjelenésekor a Scutavirus genus csak egyetlen hivatalos taggal rendelkezett, id6kdzben egy wjjal
(testudinid alphaherpesvirus 3, TeHV-3) boviilt. Scutavirus chelonidalpha5 és Scutavirus
testudinidalpha3 a két faj jelenlegi neve. Valdszinii, hogy genomjaik teljes feltarasat kdvetéen
valamennyi kék agon abrazolt virus a Scutavirus nemzetség hivatalos tagjava valik majd.
Kilcsoportként gammaherpeszvirusok (sziirke haromsz6g) és bétaherpeszvirusok (fekete
haromszog) 6sszevont (collapsed) csoportjai szerepelnek.
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Szarazfoldi tekndsokben szintén tobb herpeszvirust leirtak mar. Legismertebb koziilik a
szarazfoldi tekn6sok (Testudinidae) csaladjaba tartozo fajokban kimutatott testudinid
alphaherpesvirus 3 (TeHV-3), melynek genomja teljes terjedelmében szekvenalasra kertilt.
A TeHV-3-at mar sok szarazfoldi teknésfélébol (Testudinidae) kimutattak [32, 35], példaul
gorog tekndsbol (Testudo hermanni) és mor tekndsbdl (Testudo graeca.) A fertézott
allatokban apatia, anorexia, orrfolyas és oralis 1éziok voltak megfigyelhetéek [32]. Sok mas
genetikailag megkiilonbdztethetd herpeszvirus is leirasra keriilt szarazfoldi tekndsokben. Ide
sorolhato a testudinid herpesvirus 1, 2 és 4 (TeHV-1, -2, és -4), melyek kevésbé kutatottak,
mint a TeHV-3. A TeHV-1-ct eredetileg Japanbol importalt résteknésben (Malacocherus
tornieri) és kirgiz teknésben (Testudo horsfieldii) irtak le [32, 36]. Ez a virus Europaban
kirgiz teknds6kbdl keriil leggyakrabban kimutatdsra, de mas faju tekndsok megbetegitésére
is képes [32, 37]. TeHV-2-t els6ként fogsagban tartott kaliforniai tiregtekndsbol (Gopherus
agassizii) [38], mig a TeHV-4-et csérosmelli tekndsbdl (Chersina angulata) és leopard
tekn6sbol (Stigmochelys pardalis) mutattak ki [39, 40].

4. abra: Testudinid alphaherpesvirus 2 és 3 (TeHV-2, -3) okozta patoldogias elvaltozasok [38, 41]
(a, b) Vérzéses rhinitis (a) és szajiiregi diftérias plakkok (a, b) kaliforniai tiregteknésben.
(c) Sulyos kotohartya-gyulladas gordg tekndsnél. A siirti valadék neheziti a szemhéjak kinyitasat.

A herpeszvirusok vertikalis, horizontdlis és mechanikai Uton egyarant terjedhetnek a
fogékony egyedek kozott [31, 42, 43]. Tengeri tekndsokben gyakran borelvaltozasokat,
példaul papillomatoézus tumoros elvaltozasokat vagy sziirkés szinli papuléris 1ézidkat
okoznak [42]. Emellett az LETD-ben szenved6 allatoknal pneumonia, stridor és a szemeken
valamint a felsé légutakban jelentkezd felrakodasok figyelhetéek meg [31]. Edesvizekben
€16 tekndsok esetén majnekrozis, proliferativ vagy ulcerativ elvéaltozasok voltak lathatok az
allatok bérén és pancéljan [44, 45]. Szarazfoldi teknésokben ulcerativ szajgyulladast,

diphteroid és nekrotizal6 szajgyulladast (4/a,b. abra), conjunctivitist (4/c. abra), glissitist,



rhinitist (4/a. abra), nehézlégzést, illetve a maj és az idegrendszer megbetegedésére utald
tiineteket, letargiat, anorexiat és nyaki 6démat is észleltek mar a kutatok. Egyes esetekben a
fert6z6dés halalos kimeneteliinek bizonyult [31, 33, 46, 47]. Ugyanakkor viszonylag
nagyaranyu (3-15%) tiinetmentes PCR-pozitivitas (latens hordozas) volt kimutathato egyes
eurdpai orszagok teknds gyiijteményeiben (5. abra) [32], sajnos Magyarorszagrol nem

ko6zoltek sem itt, sem mashol hasonld adatokat.

5. abra: Teknds herpeszvirus-
pozitivitasi aranyok az egyes
europai orszagokbol, a 2016 és
2020  kozott, egy  német
celand < allatorvosi-diagnosztikai  céghez
(Laboklin®) bekiildott nagyszamii
minta  (n=4797)  eredményei
alapjan. Ebben az 0sszevetésben

Finland

e csak azok az orszagok szerepelnek,
0.1% - 4/0% Norviay melyekbdl 50 vagy annal tobb
I 5.0% - 9.9% ..., ~ mintat kiildtek be. Leineweber et
I 0% - 14.9% al, 2021 [32] publikaciojabol.
-5 L '3‘43’-'2"' Latvia

; Lithuania
reland

k| 1isozyonss

el Belarus
4.50%
fand
462%
Ukraine
Slovakia é
Austiia Moliova
340% [ Hungary
na Romania
Croatla
Bosnia erbia
Portugal had :
Herzegovina, Bulgana

T Macedonia

Greece Montenegio

Albania

3  Célkituzések

Kutatasom céljaként az ATKI Molekularis Virologiai Témacsoport gytijteményében 1év6,
még fel nem boncolt teknds-tetemek adenovirusainak és herpeszvirusainak vizsgalatat
tliztem ki. Az emlitett virusok kimutatasa és azok genetikai vizsgéalatan keresztiil rokonsagi
kapcsolataik és faji sokszinliségiik felderitése tartozott céljaim kozé, szem eldtt tartva a

gazdafaj és virusa kozotti koevolucios kapcsolatok feltérképezését is.
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4

4.1

Anyag ¢s modszer

A mintak eredete €s gytijtése

Kiilonboz6 faju, allatkereskedésbdl szarmazd elhullott, emellett hobbidllatként tartott

egyedek, illetve egy természetbdl befogott allat szolgalt mintaként kutatasomhoz. Az

elhullott allatok szerveibdl (garattajék szervei, tiidd, sziv, gyomor, vékony- €és vastagbelek,

maj, vesék, nemi szervek), €16 allatok esetén garat-illetve klodka-tampon mintdkbol

végeztilk a DNS-kivonést. Osszesen 33 egyedet vizsgaltunk. A mintdk allatfajok szerinti

csoportositasat az 1. tablazat ismerteti.

1. tablazat: A vizsgalatba vont tekndsok taxonomiai besoroldsa, egyedszdma és a mintak
laboratoriumi kodja (ez utobbi a boncolas sorrendjében lett kiosztva).

Al- | Csalad Latin fajnév Magyar fajnév Egyed- Labor-kédok
rend szam
| Pelo- |Pelomedusa subrufa merevmellii sisakteknds 1 BPP7
© 2 .
5 i< medusidae | pe)sios castaneus barna sisakteknds 2 BPP30, BPP31
= QO
3= Emydura subglobosa  |vordshasi huszarteknds 1 BPP25
o > |Chelidae il4 Sy
& Phrynops hilarii vilagos Szegglyu 1 BPP19
varangyteknds
Kino- | inosternon baurii csikos iszapteknés 1 BPP29
sternidae
) Chrysemys picta diszes ékszerteknds 1 BPP24
Emydidae
| (Mocsari  |Emys orbicularis mocsari teknds 1 BPP5
= |teknds-félék i i
2 )| Trachemis scripta vorosfiilii ékszerteknds 1 |BPP1L
~§ elegans
& Geochelone carbonaria |szenes teknés 2 BPP15, BPP27
QO
o Geochelone elegans indiai csillagteknds 2 BPP8, BPP32
E Q =~
= S T M4 . . i " BPP1, BPP9, BPP12,
g E % :3 Stigmochelys pardalis  |leopardteknds 4 BPP21
o S g =§ Kinixys homeana pupos zsanérteknds 3 BPP2, BPP3, BPP20
8 g aa 3 [Testudo graeca mor teknds 2 BPP17, BPP33
o
S‘ Testudo hermanni gorog teknds 2 BPP18, BPP28
Testudo horsfieldii kirgiz teknds 1 BPP26
Geoemyd- |Mauremys mutica indokinai viziteknds 2 BPP16A, BPP16B
idge BPP4A, BPP4B,
(Folditek- |Mauremys reevesii kinai haroméliiteknds 6 BPP6, BPP10,
ndsfélék) BPP22, BPP23
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4.2 DNS-kivonasa a mintakbol

A boncolt szervekbdl kb. 2-5 mm-es darabokat vagtunk le, és tekndsonként 1-1 Eppendorf
cs6be helyeztiik a szervmintakat, majd 1 ml foszfattal pufferolt s6oldatot (PBS) adtunk a
mintakhoz. Egy sterilizalt csapagygolyd segitségével homogenizaltuk a szerveket. A
folyamatot 5 percen at 50 Hz frekvencian végeztiik Tissue Lyser II késziilék segitségével.
Az igy kapott homogenizatumot 3 percig, 3000 percenkénti fordulatszam (3000 rpm) mellett
centrifugaltuk. A feliiluszobol NucleoSpin® DNA RapidLyse kit alkalmazasaval, a gyartd

utasitasainak megfeleléen vontuk ki a DNS-t.

A tamponmintdk esetén a mintahoz 1 ml (PBS) hozzdadéasat kovetéen 15 percig 50 Hz
frekvenciaval szonikald vizflirdébe helyeztiikk, majd 5 percig 3000 x g fordulatszamon
centrifugaltuk. A feliiluszobdl torténd DNS-kivonast szintén a NucleoSpin® DNA Rapid
Lyse kit-tel végeztiik.

4.3 Polimeraz lancreakcio (PCR)

A mintakbol készitett DNS-kivonatokbol a DNS-virusokat kétkoros (,,nested”) PCR
segitségével kiséreltiik meg kimutatni. Mind az adenovirusok, mind a herpeszvirusok esetén
a reakcio a virusok DNS-polimeraz génjének kimutatasara iranyult [25, 48]. Adenovirusok
esetén a hexon gén kimutatasat is megkiséreltilk. A PCR-reakcidelegyek Osszetételei a 2.
tablazatban, a protokolljaik a 3. tablazatban, a hasznalt primerek szekvenciai a 4.
tablazatban olvashatok. A reakcioelegyek Osszetételei a reakcio elsé €s masodik kore soran
megegyeznek. Pozitiv kontrollnak az adenovirusoknal a polimeraz gén kimutatasa esetén
sertés-adenovirus 4 DNS-ét (PAdV-4), a hexon gén kimutatasanal pedig a pulykak vérzéses
bélgyulladasa virusanak (turkey hemorrhagic enteritis virus, THEV, turkey adenovirus 3),
mig a herpeszvirusok kimutatasara iranyul6 PCR-ek esetén kutya herpeszvirust (CHV-1)
roka herpeszvirust, és/vagy szarvasmarha herpeszvirus 4 (BoHV-4) DNS-t hasznaltuk

pozitiv kontrollként.
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2. tablazat: A PCR reakcidelegyek Osszetételei

Osszetétel: Adenovirus PCR- | Herpesz 1.kér | Herpesz 2. kor
ek

Milli-Q viz 8,5 ul 6,5 ul 7 ul
DreamTaq Hot Start 12,5 ul 10 pl 10 pl
Green PCR Master Mix

Fwd. primer (50 uM) 1 ul 0,5 ul 0,5 ul

0,5 ul

Rev. primer (50 uM) 1 ul 0,5 ul 0,5 ul
templat DNS 2 ul 2 ul 2 ul
Végtérfogat: 25 ul 20 ul 20 ul

3/a, b, c tablazat: A PCR-ck hémérsékleti protokolljai

Herpeszvirus PCR AdV DNS- AdV hexon PCR

Hém. 1d6 polimeraz PCR Hom. 146
94 °C 3 perc Hom. 146 95°C | 5perc
94 °C 30 mp. C > perc 94 °C 30 mp.
46°C | 1perc 45 e S0 mp. 45 50°C_ [30m

X 46 °C 1 perc P
72 °C 1 perc 755 1 perc X 72 °C 30 mp
72 °C 7 perc 72 °C 7 perc 72 °C 5 perc
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4. tablazat: Az alkalmazott PCR primerek nukleotidsorrendjei

Target | PCR Hasznalt primerek és szekvencidjuk Ref.
gén (termék
méret)
x| 1.kér | polFouter 5>-TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC-3’
£ | (500 bp) | polRouter 5’-GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT-3’ 125]
. 03; 2.kér | polFinner 5>-GTNTWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC-3’
é & | (272 bp) | polRinner 5-CCANCCBCDRTTRTGNARNGTRA-3’
o
g 1.kér | SIHEX FO out 5-TTYAAYCAYCAYMRNAAYMGNGG-3
<| g | (710bp) | SIHEX RE out 5-CATYTGNAYNARVHACCARTC-3’ 0201
x
T |2.kdr | SIHEX FO in 5-GARTGGTGGTTYMGNAARGAYCC-3'
(430 bp) | SIHEX RE in 5-GGNAVNARNANDCKRTCRTTNCC-3'
forward primerek:
1.kér | DFA: 5-GAYTTYGCNAGYYTNTAYCC-3’
IR: (350 bp) ILK: 5°-TCCTGGACAAGCAGCARNYSGCNMTNAA-3’
= g P) "reverse primer:
2|2 KG1: 5>-GTCTTGCTCACCAGNTCNACNCCYTT-3’ [48]
% %) 2 Ko forward primer:
T8 | TGV:5-TGTAACTCGGTGTAYGGNTTYACNGGNGT-3’
(215 bp) | reverse primer:
IYG: 5°-CACAGAGTCCGTRTCNCCRTADAT-3’

A konszenzus primerek esetében az IUPAC tobbértelmiiséget jelolé kodjait (ambiguity codes)
hasznaltuk, ahol Y= C vagy T, N= A, C, G, vagy T, R= A vagy G, M= A vagy C, D= A, G, vagy T,
S=Gvagy C,H=A, Tvagy C, B=G, T, vagy C és W= A vagy T

4.4  Agaroz gélelektroforézis

Az agaroz gélelektroforézis soran 1%-os agaroz gélen vizsgaltuk a PCR-reakciok termékét.
A gélben 4 ul/100 ml gél koncentracioban GelRed (Biotium Inc, Hayward, USA) festéket
hasznaltunk a futtatott termékek megfestésére. GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus-t
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) alkalmaztunk molekulatoémeg markerként. Az
elektroforézis soran 0,5 X TAE (trisz-acetat-EDTA) puffert és 90 V fesziiltséget hasznaltunk.
A folyamat végeztével az eredmények értékeléséhez Kodak 212 Gel Logic rendszer

segitségével, UV fénnyel atvilagitva készitettiink fényképeket.
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45 PCR-termékek tisztitasa, elokészitése a szekvenalashoz

Az agardz gélelektroforézis soran feltételezhetden pozitivnak bizonyuld mintak 2.korés PCR
termékeit ExoSAP enzimmel (EXoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent, Thermo Fisher)
tisztitottuk meg. A tisztitas soran 5 pul PCR-terméket és 2 ul ExoSAP enzimet elegyitettiink,
majd 37 °C-on 15 percig, ezutan 80 °C-on 15 percig inkubaltuk 6ket.

Egyes esetekben 2%-os agaroz gélen futattuk meg a 2. kérés PCR termékeket, majd UV
fény felett gélkivagast végeztiink. A kivagott termékeket ezutdn a NucleoSpin® Gel and

PCR Clean-up kit-et hasznalva, a gyarto utasitasai szerint tisztitottuk.

4.6 DNS-szekvenalas

A tisztitott termékek nukleotid-sorrendjének meghatarozasat Sanger-szekvenalassal
végeztiikk. A reakcidé soran a BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-et (Applied
Biosystems/Life Technologies, Carlsbad, USA) hasznaltunk. A szekvenalas soran hasznalt

elegy Osszetétele a kovetkezOképpen alakult (5/a.tablazat).

A reakcidelegy 0Osszetételét a PCR-termékek koncentracidja szerint valtoztattuk. A
koncentraciot agaréz gélen torténd futtatds sordn becsiiltik meg és annak megfelelden
hataroztuk meg a PCR-termékek elegybe keriil6 mennyiségét. A Milli-Q viz mennyiségét
ugy allitottuk ehhez, hogy az elegy végtérfogata minden esetben Sul maradjon. A kész

rekciodelegyeket az enzim gyartdjanak utasitasa szerint inkubaltuk. (5/b. tablazat).

5/a, b tablazat: A szekvenalasi reakciok dsszetétele és hdmérsékleti protokollja

Osszetétel
Milli-Q viz 0,5-1,7 ul
Big Dye puffer 1ul Hoémérséklet | Iddtartam
. 96 °C 1 perc
Primer (4puMol) 1l
96 °C 10s
PCR-termék 0,3-1,5 ul
50°C 5s 35X
Blg Dye MIX 1 ul 60 °C 4 perc
Végtérfogat 5ul
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A szekvenalasi reakciot kovetéen a DNS-t kicsaptuk az oldatbdl. A mintakhoz 1,5 ul 3M
Milli-Q vizet adtunk, majd szobahémérsékleten 15 percen at, sdtétben inkubaltuk. Ezutan
4400 rpm fordulatszamon 45 percig centrifugaltuk SOFT tizemmoddban. A centrifugalas utan
a feliilszot eltavolitottuk, majd a mintakhoz 70 ul 70%-0s etanolt adtunk. Ismét egy
centrifugélds kovetkezett, 15 percig 4400 rpm fordulaton. A feliilusz6 Gjboli eltavolitasat a
mintak szaritdsa kovette, amely sordn 10 percig szobahdmérsékleten, sotétben allni hagytuk
Oket. A kicsapott termékeket aluminium folidba csomagolva postai Uton juttattuk el a
moérahalmi Seqomics Biotechnoldgiai Kft. munkatarsainak, akik elvégezték a kapillaris
gélelektroforézist. Az igy kapott eredményeket AB1 kiterjesztésii fajlok formajaban kaptuk

meg elektronikus uton.

4.7 Bioinformatikai €s filogenetikai vizsgalatok

A kapott nukleotidsorrend megjelenitését BioEdit program 7.2.5-6s verzidjaval végeztiikk. A
szekvenciak szerkesztésére és javitasara a Staden [49], illetve a Genious programot
hasznaltuk [50]. Az igy kapott, szerkesztett szekvencidkat az NCBI Blast® homologia-
Osszehasonlitod program segitségével vetettiik 6ssze a GenBank [51] adatbazisaban szerepld
szekvenciakkal, mind a szekvenciak altal meghatarozott gének, mind pedig a kodolt fehérjék
tekintetében. A filogenetikai szamitasaink elvégzésére a Phylogeny.fr oldalt vettiik igénybe
[52] (http://www.phylogeny.fr/index.cgi). Az igy kapott filogenetikai fak szerkesztését a
MEGAL1 programban végeztiik [53]. A virusok részleges DNS-polimeraz fehérjéinek és
teknds gazdaik citokrom-b fehérjéinek alapjan szamitott maximum-likelihood (ML) fak
képezték az alapjat a virusok és gazdaik feltételezett kozos evolucios multjat bemutatd

tanglegramnak, amit a Dendroscope v3.8.9 program segitségével készitettiik el [54].
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5  Eredmények

A boncolt tekndsok jelentds része autolizalt allapotii volt, s mindegyikiiket fagyasztva
taroltak, akar tobb éven keresztiil, igy korszdvettani vizsgalatokra nem voltak alkalmasak.
A megtartott szervi struktirakkal jellemezhetd hulldk kdzott egy olyan volt, ahol jelentdsebb
makroszkdpos elvaltozast tapasztaltam a mintavétel soran. A BPP32-es kodu allat boncolasa
soran (6. abra) a szivburok fibrines gyulladasat, a maj sargas elszinezddését, illetve a

vesékben diffuizan elhelyezkedd apro, tliszirasnyi fehér gdcokat tapasztaltam.

e

6. abra: Fibrines pericarditis, mas néven a "sz6r6s sziv" (cor villosum) makroszkopos képe,
a BPP32 laboratériumi kodu indiai csillagteknésben (Geochelone elegans). A pericardium savos-
fibrines gyulladasat akar virus fertdzés is okozhatja. Ebb6l az allatbol testadenovirus keriilt
kimutésra.

A mintaként szolgald 33 allatbol elvégzett adenovirus kimutatdsara iranyuld vizsgalataink
soran Osszesen 5 egyed bizonyult pozitivnak, 12 allatban hamis (fals) pozitiv eredményt
kaptunk, mig 16 esetben a vizsgalat negativ eredménnyel zarult. A hamis pozitivitas azt
jelenti, hogy az agarozgél-eletroforézis soran megfeleld méretiinek itélt PCR-termékrol,

annak nukleotid szekvencidja alapjan kidertiilt, hogy nem adenovirus, hanem gazdaallat,

cres
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6. tablazat: A tekn0sokbdl végzett AdV és HV specifikus PCR-szlirések eredményei

o | |Fainév Labor |AdV DNS- |Herpeszvirus | Ertékes
S |= kod pol. PCR PCR eredmény
- [
< |0
© | g Pelomedusa subrufa | BPP7
% 3 Pelisios castaneus BPP30 pozitlv TeHv-1
D
S| & BPP31
§ ~ | Emydura subglobosa | BPP25
& | © [Phrynops hilarii BPP19
& | Kinosternon baurii | BPP29 pozitiv TeHV-1
@ | Chrysemys picta BPP24
= | Emys orbicularis BPP5
> . T
L% Trachemis scripta BPP11
elegans
Geochelone BPP15
carbonaria BPP27
BPP8
Geochelone elegans
R
BPP1
(3]
= | Stigmochelys BPP9
< | = |pardalis BPP12
il BPP21
° | ° BPP2
o = L.
+~ | + [Kinixys homeana BPP3
o [72]
| @ BPP20
ST Testudo graeca BPP17
N ’ BPP33 [pozitiv  |TeHv-3 |
BPP18
Testudo hermanni
BPP28 pozitiv TeHV-1
Testudo horsfieldii BPP26 pozitiv TeHV-1
Mauremys mutica BPP16A
® y BPP16B
S BPP4A
S BPP4B
°E’ Mauremys reevesii BPPO
g Y BPP10  |pozitiy testAdV
BPP22 pozitiv siadenovirus
BPP23 pozitiv TeHV-1

Az azonos hattérszinek a kiilonbdz6 mintakbol kimutatott azonos szekvenciaju virus gén-részleteket
jelolnek. Roviditések: Ch-Chelidae, KS-Kinosternidae, Pelom-Pelomedusidae.
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A herpeszvirusok detektalasat célzo vizsgalatok soran a 33 egyedbdl 6 bizonyult pozitivnak,
mig 3 hamis pozitivitast mutatott, 24 egyed pedig negativ eredményt. A BPP23, BPP26,
BPP28, BPP29 és a BPP30-as jelolésii tekndsben 1évé virus szekvenciaja testudinid
alphaherpesvirus 1-gyel mutatott 99.47% egyezést. A BPP32 koddal ellatott allatbol pedig
testudinid alphaherpesvirus 3-at sikeriilt kimutatni, mely 97,14%-ban egyezett a génbank

szekvenciajaval.

Az adenovirusokat tekintve 3 fajbol, Gsszesen 5 egyedbdl sikeriilt ebbe a rendszertani
csoportba tartoz6 virust kimutatni. Ezek koziil a BPP8, BPP9 és BPP32 jelolést allatokban
ugyanazt a virus mutattam ki, amely az NCBI BLAST programban végzett 6sszehasonlitas
soran 87,34%-0s egyezést mutatott a szenes teknds (red footed tortoise) adenovirus 1
szekvenciaval, mig a szenes teknds AdV-2-vel 90,18%-0s homologiat. A BPP10-es koddal
ellatott allatbdl szintén egy testadenovirust sikeriilt kimutatni, melyet az adatbazissal
Osszehasonlitva 72,22%-ban egyezett meg a szenes teknés AdV-1-gyel. A BPP22-vel jelslt
tekndsben talalt szekvencia génbankkal torténd Osszevetése soran 99,63% egyezés adodott
egy siadenovirus, a Sulawesi teknés AdV-1 DNS-dependens DNS-polimerazanak
szekvenciajaval. Az AdV-ok részleges polimeraz szekvenciainak szamitott filogenetikali

viszonyait a 7. abra mutatja.

Valamennyi olyan mintabol, amely a DNS-polimerdz alapi szlir@vizsgalatban AdV-
pozitivnak bizonyult, megkiséreltem a hexon gén egy részletének felerdsitését is egy
kétkoros konszenzus primereket hasznaldo PCR segitségével. Kisérleteim a testadenovirus
tartalmtl mintak esetében sikerrel jartam, az ezekbdl nyert szekvencidk alapjan késziilt a 8.

abran bemutatott filogenetikai fa.

A testadenovirusok koevollcios vizsgalata céljabol készitett tanglegrammon (9. abra), a
sajat szekvenciainkat is beleértve, dsszesen 19 ilyen virusbol ismert részleges polimeraz
fehérje szekvencia és a gazdaikat képvisel6 15 teknds citokrom-b fehérje szekvencia azonos
modszerrel szamitott filogenetikai fajat vetettiilk 0ssze. A tanglegrammon sarga vonalak
kotik Ossze a parhuzamos evoluciot bejart agvégeket, mig a piros vonallal jelolt
keresztezések az ennek nem teljesen megfeleld eredményeket jelolik A koevolucios fejlodést
jol mutatja, hogy tekndsok alrendjeinek és csaladjainak taxonjai, a testadenovirus

filogenetikai fan is jobbara monofiletikus csoportokként abrazolodnak.
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—— MK101347 Sturgeon ichtadenovirus A

JNG632576 Pond slider testadenovirus A
AFP53936.1 Sargafll( ékszertekn&s testadenovirus
o RO8-207 AFP53937.1 Keleti dobozteknds testadenovirus
ACJ09760. 1 Dobozteknds testadenovirus 1
UsSO21618.1 Amerikai mocsariteknds testadenovirus 1
TA-66 Sargafull ékszerteknds testadenovirus
QVD38879.1 Hamilton teknds testadenovirus
CAG9046690.1 Galapagosi driasteknds testadenovirus 2
CAG9046689. 1 Galapagosi oriasteknos testadenovirus 1
BPP-10 Kinai ha €li teknés
ANWB1816.1 Szenes teknds testadenovirus 1
AFP53933.1 Reésteknds testadenovirus

1ovirus

BPP-08 BPP-09 BPP-32 Indial csillagteknds és leopardteknds testadenovirus
ANWB1818.1 Szenes teknds testadenovirus 2

QvD38881.1 Gorog teknds testadenovirus
N WKE34770.1 Flareszheju teknds testadenovirus 2
4];:WKE34??1 1 Flirészhéju teknds testadenovirus 3
OL791322.1 Flrészhéju teknds testadenovirus 1

KP144329 Penguin siadenovirus A
002 — — — AF074946 Turkey siadenovirus A

4 EU715130 Raptor siadenovirus A
|r — - HM585353 Skua siadenovirus A
|*— MK227353 Psittacine siadenocvirus E

MK695679 Psittacine siadenovirus D
] [ FJ849795 Great tit siadenovirus A
1y BPP-22 Kinai haromél( teknés siadenovirus
‘_EE!UABSE?,I Sulawesi teknds siadenovirus 1

AF224336 Frog siadenovirus A
0,80

Psittacine aviadenovirus B és C
087 ) . .
1 [—— Pigeon aviadenovirus A és B
| | — MN153802 Aviadenovirus leucophthalmi
! |‘ GU936707 Turkey aviadenovirus B
|

I~ KF477313 Turkey aviadenovirus D
[ NC 001720 Fow! aviadenovirus A

I‘—{Faw.‘ aviadenovirus B, C, D, E és Turkey aviadenovirus C

Iﬂ'j JF510462 Goose aviadenovirus A
KJ469653 Duck aviadenovirus B

0,90 EU835513 Murine mastadenovirus C

AC 000012 Murine mastadenovirus A

r— — - KY427939 Squirrel mastadenovirus A
Ir‘ —— - KT160425 Equine mastadenovirus 8
| | MNG86925 Guinea pig mastadenovirus A
i
|

— — MK518392 Ovine mastadenovirus C
HMO049560 Murine mastadenovirus B

Bat mastadenovirus F és H

- =l Bat mastadenovirus D, E és |

—— AC 000189 Porcine mastadenovirus A
| NC 007876 Bovine mastadenovirus B
| H KY306667 Deer mastadenovirus B
{'— KT698853 Bat mastadenovirus C
| — HQ913600 Platyrrhini mastadenovirus A
— NC 001734 Canine mastadenovirus A

Human és simian mastadenovirusok (8 majom és 7 human virusfaj)
'
|
{— arz89262 Porcine mastadenovirus ¢
KP238322 Skunk mastadenovirus A
; ~=ssglll Delfin mastadenovirusok (2 faj)

I

|

|

I

| L ‘ Bat mastadenovirus A, B, G, J és Equine mastadenovirus A
|

|

|

|

L

||l-- AF258784 Tree shrew mastadenovirus A
-Hh{ MK774519 Porcine mastadenovirus B
KJ563221 Sea lion mastadenovirus A
0.8 NC 044934 Bovine mastadenovirus A
NC 002513 Ovine mastadenovirus A
— — MF773580 Polar bear mastadenovirus A .
Kérdédzd atadenovirusok (4 faj)
NC 007813 Duck atadenovirus A
| MTO50041 Lizard atadenovirus B
[ LFKJ156523 Gylik atadenovirus 2
ol

0,86

} Gyik atadenovirus 1
B4

QVD38885.1 Kirgiz teknds atadenovirus
! Kigyo atadenovirusok (3 faj)

Lizard atadenovirus A
6 ||

ANWO06228.1 Mor teknds atadenovirus 1
Kigyé atadenovirus 2

r
|
|
|
| o
|
|
|
! KJE75568 Psittacine atadenovirus A

J Ichtadenovirus

Testadenovirus

Siadenovirus

Aviadenovirus

Mastadenovirus

Atadenovirus

—_—

Qa5

7. abra: Az adenovirusok szarmaztatott, részleges DNS-polimeraz fehérje szekvenciaibol képzett
illesztés (90 as) alapjan (maximum likelihood-modszerrel) szamitott filogenetikai fa. A 60%-0s
megbizhatdsagi (bootstrap) érték alatti elagazasok szaggatott vonallal abrazolva. A jobb oldalon a
nemzetségek hatarai lathatok. A vastagon kiemeltek a jelen dolgozatban kozolt szekvenciak.
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Sturgeon AdV A
100 Keleti dobozteknés AdV AFP53927.1
88 Indiai csillagteknds BPP08+32 SIHEX
" 7 Szenes teknds AdV ANWSE1817.1
Kinai haroméli teknés BPP10 SiIHEX

Vérosfill ékszerteknds AdV YP010797005.1
" Vorosfili ékszerteknés AdV AFP53928.1
Vorosfllh ékszerteknds AdV AFP53929.1

37

21 Psittacine aviadenovirusok ( 2 virusfaj)

Pigeon AdV A (1)

Parakeet AdV 2

Pigeon AdV B (2)

Vizibaromfi aviadenovirusck (1 kacsa és 1 liba virusfaj)

Siraly AdV AGH58207.1

58

° " Csirke és pulyka aviadenovirusok ( 5 csirke és 3 pulyka virusfaj)

——— Frog AdV A (1)
” o Psittacine siadencvirusok (3 virusfaj)
Skua AdV A (1)
Raptor AdV 1
Papagéaj AdV 2 AGG68813.1
Galamb AdV AOE45173.1
Turkey AdV A (3)
%2 Chinstrap penguin AdV A
Gyik AdV 1
Gyik AdV 2
Kigyo atadencvirusok (4 virusfaj)

99

100

all

Z6ld anolisz AdV
Duck AdV A (1) (EDS)
Psittacine AdV A (3)

Kérédzé atadenovirusok (4 virusfaj)

90
Szakallas agama AdV
— Murine AdV C (3)
Tengerimalac AdV 1
Porcine AdV C (5)
Porcine AdV A (3)
Bovine AdV A (1)
Ovine AdV D (7)

100

100

45

Murine AdV B (2)
Murine AdV A (1)
Porcine AdV B (4)

Canine AdV A (1)

Equine AdV A (1)

Majom és Human adenovirusok (13 virusfaj)

020

Ichtadenovirus

Testadenovirus

Aviadenovirus

Siadenovirus

Atadenovirus

Mastadenovirus

8. abra: Az adenovirusok szarmaztatott, részleges hexon fehérje szekvenciaibol képzett illesztés
(140 as) alapjan (maximum likelihood -modszerrel) szamitott filogenetikai fa. A megbizhatosagi
(bootsrap) értékek az elagazisok mentén feltiintetésre keriiltek. A jobb oldalon a nemzetségek
hatarai. A vastagon kiemeltek a jelen dolgozatban szerepld szekvenciak.
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o [ Amerikai mocsariteknés — Am. mocsariteknds AdV
2 3 Diszes dobozteknés *Diszes dobozteknds AdV
X S 7 e TS P
_35; = IKarolinal dobozleknos Karolinai dobozteknés AdV
s L o . *Sargafull ékszerteknés AdV (TAG6) %
g 3 Sogali ehazedeknts *Sargaful(i ékszerteknds AdV S
Tengeriteknds- = Lq—), ) Vorosfult ékszerteknds / *Vorosfull ékszerteknés AdV (Pond slider Adv-A) g
félék (Cheloniidae) Kozonséges levesteknds Hamilton teknds AdV =
e Hamilton teknd ) *Kozonséges levesteknds AdV a
amilton teknés
Félditekndsfelek Galpagosi 6ridsteknos AdV-2 1 &
< (Geoemydidae) Kinai haroméli teknds/%hémmém teknds Advﬁ- %
_g P A Galapagosi 6riasteknés == Galapagosi driasteknés AdV-1 3
T ] ( 5 Q
8 o8 Szenes teknds Szenes teknds AdV-1 s
Qo £ o ’ Szenes teknés AdV-2 ||| N
S‘ ] Indiaticsillagteknos *Indiai csillagteknés AdV + *Leopardteknds AdV] &
S8 Leopardteknds *Résteknds AdV
ey Réstekn6s Gorog teknds AdV —
n Firészhéju teknds AdV-2
D © Gorog teknds / 2 ur'ef.z eJu"e nee
— Flrészhéju teknés AdV-1
58 I: Kigyonyakuteknds- Freszhejd teknos Fiirészhéja teknos AdV-3
2 T L félék (Chelidae)
n' £

9. abra: A testadenovirusok és gazdaik feltételezett kozos evolicios multjat bemutato tanglegram.
Az 6sszehasonlitd vizsgalatnak a virusok részleges DNS-polimeraz fehérjéinek és teknds gazdaik
teljes citokrom-b fehérjéinek illesztése alapjan szamitott maximum-likelihood (ML) fak képezték
az alapjat. A virus-fan vastagon kiemeltek a jelen dolgozatban kozolt szekvenciak, és csillaggal
jeloltek az ATKI kutatéinak eredményei.

6 Megbeszélés

Osszesen 15 esethen a sziirésre hasznalt DNS-polimeraz génrészletet detektalo PCR
vizsgalatok soran, a méretiik alapjan pozitivnak tiné terméket megszekvenalva, hamis (fals)
pozitiv eredményt kaptunk (adenovirus PCR esetén 12, herpeszvirus esetén 3 alkalommal).
Ennek oka, hogy er6sen degeneralt primereket alkalmaztunk a reakciokban, és e primerek
képesek voltak akar baktériumok vagy gombak, akar a teknésok testi sejtjeiben azok
genomjanak egy-egy szakaszdhoz (jellemzéen a DNS-polimeraz génjiikhoz) is bekotni,

amelynek kovetkeztében a PCR reakcid soran ezen genomok szakaszai sokszorozodtak fel.

oo e

Ugyanakkor e PCR sziir@vizsgalatok soran 6 esetben sikeriilt herpeszvirus, mig 5 allatnal
adenovirus jelenlétét igazolni (6. tablazat). Ezen eredmények megbeszélését az alabbi

alfejezetekben részletezem.
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6.1 Herpeszvirus kimutatdsok

Herpeszvirusokat gyakorta mutatnak ki Eurdpa szerte kiilonféle fogsagban tartott
tekndsfajokbol, mint ezen allatok egyik legfontosabb fert6zd, gyakran életet veszélyeztetd
megbetegedését okozo patogén agenseket [35]. Korabbi kutatasok Eurdpa szintjén vizsgalva
6,5%-os eléfordulasi aranyt allapitottak meg [32], Spanyolorszagban kiilonbozé fajokbol
25% [55], Belgiumban 17% [56], Nagy- Britanniaban 8,2% adddott [57], mig esetiinkben a
vizsgalt tekndsok 18,18%-a volt pozitiv herpeszvirusokra. Ezek alapjan megallapithato,
hogy az altalunk kapott prevalencia érték megfeleltethet6 a korabban kapott eredményeknek.
A szakirodalomban taldlhaté adatok kozotti eltérést az egyedszam, a vizsgalt fajok, illetve
még a mintdk tipusa és a mintavétel idépontja is befolyasolhatja, kiillonb6z6 évszakokban
eltér6 lehet a pozitivitasi rata [32]. Leineweber és munkatarsai a herpeszvirusra pozitiv
egyedek 45,83%-ban TeHV-1-et azonositottak [32], mig esetlinkben ez az arany 83,3%-nak
adodott. TeHV-3 azonositasara a szakirodalomban a pozitiv allatok 49,04%-ban [32], mig
a mi kutatasunk esetén 16,7%-ban keriilt sor. Az altalunk detektalt virustorzsek mindegyike
szinte teljes egyezést mutatott nukleotidsorrendjiik tekintetében a mar korabban leirt
torzsekkel. Rachel Marschang személyes kozlése alapjan, sajnos magyarorszagi adatok nem
alltak rendelkezésre 2021-es kutatdsahoz, igy orszagunkban ezen virusok eléfordulasarol
eddig nem volt adat.

A TeHV-3 okozta necrotizal6 stomatitis-rhinitis betegség soran tapasztalhato elvaltozasokat
fogsagban tartott tekndsok esetén mar tobb esetben leirtak gordg tekndsbdl, illetve mor
tekndsb6l [32]. A tiinetek az apatian, takarmany-visszautasitison at az enyhe
conjuctivitistol, illetve savos orrfolyastol egészen a mucopurulens orrfolyasig és sulyos
stomatitisig terjedhetnek. A conjuctivitis gyakran visszatéré jelleget mutat, érintheti csak az
egyik, vagy mindkét oldali szemet. A szajiiregben glossitis, sargas szinez6désti, diphteroid
plakkok megjelenése is gyakran el6fordul. Ugyanakkor az als6 légutak érintettségébdl
adodo, illetve 1idegrendszeri tiineteket szintén megfigyeltek, a TeHV-3 virusra
neurotropizmus is jellemz6 [58, 59]. A tiinetek nagyon hasonlitanak a Mycoplasma agassizii
altal okozott fels6-légiti tlinetekre, azonban ilyen bakteridlis eredetli fertdzések esetén
gyomor-érintettséget nem figyeltek meg [58]. A virus ellen ellenanyagok képzddtek,
azonban ezek nem védenek a klinikai tiinetek kialakulasatol, illetve az esetleges
reinfekciotol sem [58]. A korabbi kutatasokban megfigyelhetd faji eréfordulas a mi

esetiinkben is megerdsitést nyert, hiszen nekiink is mor tekndsbdl sikeriilt kimutatni a virust.
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A TeHV-1 a TeHV-3-mal szemben sokkal ritkdbban mutathatdé ki. Elséként Japanba
importalt réstekndsben (Malacochersus tornieri), illetve kirgiz tekndsben (Testudo
horsfieldii) detektaltak, Europaban ez utobbi fajban talaltak meg az esetek tobbségében [32,
36, 37]. Emellett sikeriilt kimutatni gorog tekndsben is [60]. Kirgiz teknésokben viszonylag
alacsony morbiditas és mortalitas jellemzi a TeHV-1-et, tehat az éaltala okozott betegség
kevésbé sulyos. Valdszinlileg ez a magyarazata az ebbdl a fajbol torténd gyakori
kimutatasnak is [60]. Munkankban kirgiz tekndsbdl, gorog teknésbdl, de a korabbi
kutatasokban szereploktdl eltéré fajokban is, mint kinai haroméli teknds, csikos
iszapteknds, és barna sisaktekndsbol sikeriilt kimutatni a TeHV-1-et. Mivel az allatok
ugyanabbol a kereskedésbdl szdrmaznak, valdszintsithetd, hogy igy volt lehetsége a
virusnak ennyi kiilonb6z0 fajt megbetegiteni. Ez az eredmény megerdsiti a korabbi kutatéasi

eredményeket is, hiszen a kirgiz tekndstdl eltérd fajokban is sikeriilt mar kordbban kimutatni

[12, 61].

A rendelkezésemre bocsatott teknds tetemeken nem allt moédunkban a virus okozta
lehetséges elvaltozasokat tudomdanyos bizonyossaggal megfigyelni, illetve azokbol
kovetkeztetéseket levonni a kovetkezd tényezok miatt. A boncolas idépontjahoz viszonyitva
az clhullas évekkel korabban tortént, illetve a boncolas soran sok esetben a testekben a
bomlasi folyamatok eldrehaladott stddiumaival talalkoztunk, valoszintlisithetéen a
kereskedésben az elhullast kovetd nem megfeleld koriilmények kozotti tarolés
kovetkeztében. Emellett a legtobb esetben az elhullas koriilményeirdl, illetve az eldtte

tapasztalhato tlinetekrdl sem allt rendelkezésre adat.

6.2 Adenovirus kimutatasok

Pikkelyes hiillokb6l wjabban mar rendszeresen mutatnak ki adenovirusokat, azonban
tekndsokben e virusokat és az daltaluk okozott megbetegedések tiineteit mar joval
kevesebbszer sikeriil azonositani [16]. Farkas és Gal keleti dobozteknésb6l adta egyik elsé
leirasat az 0j nemzetségbe (Testadenovirus) sorolandd virusoknak [29]. Doszpoly és
munkatarsai ezzel kdzel egyidében mutattak ki egyetlen tekndsfaj két alfajabol,vorostiili-és
sargafiilli ékszertekndsokbol hasonld virusokat, eldbbi alfaj esetén 31.8%-o0s, mig utobbi
esetén 22,7%-os el6fordulési gyakorisaggal. Tovabba keleti doboztekndsben, réstekndsben
is 6k talaltak ebbe a nemzetségbe sorolhaté virusokat [20]. A vorosfilii ékszerteknds

adenovirus, a red eared slider AdV-1; RESAdV-1 nem hivatalos nevet kapta ekkor. Tarjan
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Zoltan 2021-ben védett PhD dolgozataban a RESAdV-1 primer-séta modszerével végzett
részleges-genom szekvenalasanak eredményeit mutatta be (2. abra). Tarjan tovabba,
Osszesen 148 tekndsbol szarmazo, dont6 részben kloaka tampont is vizsgalt sziir6-PCR-el
[22]. A mintak b6 felét add (n=79) fentebb is emlitett két ékszerteknds alfaj egyedeiben talalt

csupan a Testadenovirus nemzetségbe sorolhato virusokat, ezen egyedek 25%-ban (n=19).

A tovabbi 22 vizsgilt tekndsfaj egyedei negativnak bizonyultak AdV-ra. Az
¢kszertekndsokben kimutatott DNS-polimeraz szekvencidk meglehetdsen kiilonboztek, de
azért még kozos virusfajba tartozonak bizonyulhatnak majd. Salzmann és munkatarsainak
2021-ben publikalt szakcikke, egy nagy németorszagi diagnosztikai céghez (Laboklin®)
Europa tobb orszagabdl masfél év leforgasa alatt beérkezett 6sszesen 949, donto részt oralis
tampon (n=902), minta eredményeit kozli [16]. A veliink azonos protokollt alkalmaz6 PCR-
es szlirGvizsgalataik soran, a mintak 2,3%-aban (n=22) sikeriilt adenovirusokat kimutatniuk,
ezek koziil 16 esetben testadenovirust, mig 6 esetben atadenovirust. A testadenovirus-
szekvenciak kozott tobb egymassal azonos vagy nagyon (>98%) hasonl6 volt, s Iényegileg
6 kiilonbozé szekvencia-tipust képviseltek. A 6 kimutatott atadenovirus alapvetden 3
kiilonb6z6 szekvencia-tipusba volt sorolhatd, amelyek mindegyike megfeleltethetd volt egy
korabban mar leirt pikkelyes hiill6 AtAdV szekvencianak (SnAdV-1 és -2, LAdV-2). Téth
Alexandra szakdolgozataban az altala vizsgalt 96 egyedbdl csupan egyben, egy sargafiilii
ékszerteknsben talalt testadenovirust. Erdekesség, hogy kozben egy kinai haromélii
tekndsben és egy vordshasu huszartekndsben ,,zsdkmanyallat” eredetli siadenovirust, a
pulykak vérzéses bélgyulladasat okozo TAdV-3-at detektalt, ezt valdsziniileg az etetésiikhoz
hasznalt pulykahus tartalmazta [62]. Brown és munkatarsai szenes teknésben (GenBank-i
azonositok: KU601301,KU601299), galapagosi oriasteknésokbol (OU508386, OUS508387)
[63], mig Adamovicz és munkatarsai amerikai mocsaritekn6sb6l (MW561636), tovabba
Okoh ¢és munkatarsai pedig ezidaig egyetlen Pleurodira alrendbe sorolt fajban, fiirészhéju
teknésben mutattak ki egymastol jelentésen eltérd testadenovirus szekvenciakat [64]. A
fentebb felsorolt szekvencidk mindegyikét bevettem az Osszehasonlitdo filogenetikai
vizsgalataimba (7. €s 9. abra).

Kutatasom soran a vizsgalt egyedek 12,12%-bol (4 egyedbdl) sikeriilt testadenovirust
kimutatnunk. Két indiai csillagteknds (BPP8, -32), egy leopardteknés (BPP9) és egy kinai
haroméli teknds (BPP10) bizonyult pozitivnak. A kinai haromélii teknds kivételével a masik
két fajban eddig még nem mutattak ki ilyen virusokat. Az altalam kimutatott szekvenciak,
korabban még masok altal le nem irt kétféle szekvenciatipust képviseltek. Az egyik tipust az

egymassal kozeli rokon (korabban azonos nemzetségbe sorolt szarazfoldi teknds fajokbol) a
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leopardteknds és a csillagteknés mintakbol mutattuk ki, mig a masik tipusu testadenovirust
a folditekndsfélékhez tartozo kinai haromélii tekndsben talaltuk.

A fentebb idézett, masok altal leirt virus torzsszekvenciak mindegyike szerepel a 7. abran,
s jO megbizhatosagi értékkel (100%) tamogatott monofiletikus csoportként mutatja a
Testadenovirus genust. Az altalam kimutatott négy egyedbdl szarmazo két virustipus is ebbe
nemzetségbe esett. Az agvégeken viszonylag nagy tavolsagok figyelhetéek meg az egyes
torzsek kozott, a tobbi nemzetségben megfigyelhetd aghosszokhoz hasonlitva ezeket
valoszintsithetd, hogy a jovoben 1j virusfajokba fogjak majd sorolni ezeket az jonnan
kimutatott testadenovirusokat. Altalanossagban elmondhato, hogy egy adott virustorzs
csupan egy-egy adott tekndsfajban figyelheté meg. Ez alol kivételt képez az altalam a BPPS,
BPP9, BPP32 kodu allatokbol kimutatott torzs, amirdl fentebb is irtam, hogy két kozel-rokon
tekndsfajban is megtalaltuk. Valodsziniisithetd az is, hogy ezeket az egyedeket egyiitt
tartottak.

A testadenovirusok patogenitasa, illetve els6dleges korokként betegségokozo szerepiik még
tisztazasra var. A legtobb klinikai esetben, ahol ilyen virusokat mutattak ki, szamos kofaktor
is szerepet jatszott a tiinetek és az elvaltozdsok kialakitdsdban, mint példaul stressz,
immunszupresszid, illetve bakteridlis vagy virusos koinfekcio. Egyes esetekben a fertdzés
teljesen tiinetmentesen zajlott, azonban stlyos, szisztémads tiinetekkel is Osszefiiggésbe
hoztak mar Oket (pl.: biliverdinuria, koros lesovanyodas, sulyos vérzések). Az ilyen
esetekben magas mortalitas is megfigyelhetd volt [64].

Az altalunk vizsgalt teknds-hullakbol torténd mintavétel soran nem késziiltek szabalyos
boncolasi jegyzokonyvek, hiszen valamennyi allatot fagyasztva taroltdk, akar tobb évig,
miel6tt hozzam kertiltek, s jo résziik autolizalt allapota volt. Azonban néhéany jelentdsebb
elvaltozast mégis tapasztaltunk. A BPP32-es koda allat boncolasa soran (6. abra) a
szivburok fibrines gyulladdsat, a m4j sargas elszinezddését, illetve a vesékben diffuzan
elhelyezked6 apro, tiiszGrasnyi fehér gocokat tapasztaltam. Mikroszkopos vizsgalatra nem
keriilt sor. A virus pontos szervi lokalizacidjanak meghatarozasarrol nem all rendelkezésre
adatunk, mert a szervekbdl torténd mintavétel, majd a szlirdvizsgalat ezek 6sszekeverésével
un. ,,poolozva” tortént. Ugyanakkor ennek a mintanak az esetében megfontolando in situ
hibridizacié megkisérlése, amennyiben a sziv mikroszkdpos szerkezete kellden megtartott.
A hexon-gén PCR-rel torténd felerdsitése, és a termékek szekvenalasa a testadenovirusokat
tartalmaz6é mintdink esetén sikerrel jart. A DNS-polimerdz génrészleteikben azonos mintadk
(BPPS, -9 ¢s -32) hexon génrészlete is egymassal azonos bazissorrendii volt. A 8. abran

abrazolt szarmaztatott hexon fehérje alapu filogenetikai fa elagazodasi mintazata is
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megfeleltetheté a 7. abran megjelenitett DNS-polimeraz fanak, annyi kiilonbséggel, hogy
sokkal kevesebb hexon szekvencia allt rendelkezésre, igy kevesebbet tudtunk megjeleniteni
ezen fan, a polimeraz fahoz képest. E megfigyelés egyben azt is sugallja, hogy valdsziniileg
nem tortént rekombinacié az azonos elagazasi mintazatot mutatd virustipusok vizsgalt
génrégioiban. Azoknal a virusoknal, ahol mindkét szekvencia rendelkezésilinkre all, ezekre
specifikus primereket tervezve, lehetdség adodik a két gén kozotti genomrészlet
felerdsitésére, mely igy egy jovobeni kutatas témajat képezheti a fenti mintaimnal. Sajnos a
dolgozat irdsanak id6pontjaig erre nekem mar nem volt lehetdéségem. Vizsgalataim korai
szakaszaban megkiséreltem az akkor a PCR eredmény alapjan legfertdzottebbnek itélt
egyedbdl (BPP8) szarmazd minta 0j generacios (NGS) genomszekvenalasat is (Illumina
paired-end”’modszerrel) Gellért Akos és munkatarsai altal hasznalt protokoll alapjan[65],
azonban sikerteleniil. A kapott adatokbol (,,read”-ekbol) tobb modszerrel sem sikeriilt a
testadenovirusnak megfeleltethetd szekvenciat nyerni, még PCR-rel korabban felerdsitett
szakaszt sem sikeriilt koztiik fellelni. A késdbbiekben pozitivként azonositott BPP32-es
jelolést allatbol vett minta NGS szekvenalasat is érdemes lenne megkisérelni, hiszen abban
az allatban jelentds patologiés elvaltozasokat tapasztaltunk.

Az adenovirusok érdekes modellként szolgalhatnak a gazdafaj és virusa kozotti koevolicio
kutatasaban [13, 66]. A 7. abran, a testadenovirusok csoportjat vizsgalva is feltlinik, hogy a
nyakforditd teknds (Pleurodira) eredetli virusszekvencidk jelentdsen elkiiloniilnek a szamos
nyakrejtd tekndsfajbol (Cryptodyra) kimutatott DNS-polimeraz szekvenciaktol. Ez utobbiak
kozott is kozelebbi elhelyezkedéstliek az azonos csaladba sorolt tekndsok virusai. Ezért a
koevolucios vizsgalat céljabol tanglegrammot készitettiink csak a testadenovirusok é€s
gazdafajaik reprezentans szekvenciait alapul véve (9. abra). A tanglegrammon
Osszevetettiik a részleges polimerdz fehérje szekvencidk alapjan szerkeszett viralis
filogenetikai fat, és a tekndsfajok mitokondridlis citokrom-b fehérje szekvencidi alapjan
szerkesztett filogenetikai fat. A kapott citokrom-b fat kellden megbizhatonak tekintettiik,
mert Osszevetve Thomson és munkatarsai 2021-es komplex filogenetikai vizsgalatanak
eredményével [1], jol reprezentalta a tekndsok evollicios ledgazasi vonalait. A
tanglegrammon sarga vonalak kotik 6ssze a parhuzamos evolliciot bejart agvégeket, mig a
piros vonallal jelolt keresztezések az ennek nem teljesen megfelelé eredményeket jelolik. A
tekndsok alrendjeinek és csaldadjainak taxonjai az adenovirus filogenetikai fan is jobbara
monofiletikus viruscsoportokként rendezddnek. Ez al6l a Hamilton teknds, €s a galapagosi
oriasteknés 2-es AdV képez csak kivételt. Utobbi esetben az eltérés abbol a

bizonytalansagbol adodik, hogy a virus szekvencidk esetén nagyon rovid, dsszesen 90
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aminosav-hosszisagu szakaszokkal tortént a szamitas. Az egymastol csak csekély eltérést
mutatd szekvencidk (galapagosi oriastekndés AdV-ok és kinai haroméli teknds AdV)
kiilonbozd algoritmusokkal torténd filogenetikai Osszevetése nem kellden megbizhato és
kongruens eredményt ad. Az el6bb emlitett két eltérés a filogenetikai szamitasok
bizonytalansdga miatt is lehetséges. A Hamilton teknds adenovirus esetén ugyanakkor
barmely algoritmust alkalmazva, j6 megbizhatdsagi értéket mutatéan (7. abra, 66%), e
virusszekvencia a mocsari tekndsofélékbol szarmazd AdV-okkal klaszterezddott egy
csoportba, s nem a masik folditeknésféle, a kinai haroméli teknésbél szarmazo AdV
szekvenciankkal mutatkozott leghasonlobbnak, ahogy ezt a koevoltcios elmélet szerint
varnank. Erdemes megjegyezni, hogy a Hamilton teknds AdV-bol szarmazod részleges
polimeraz szekvencia viszonylag magas A+T arannyal (57%) rendelkezik, szemben a tobbi
eddig megismert testadenovirussal (30-50%). A recens gazdavaltasokkal gyakran jar egyiitt
a genom A+T aranyanak novekedése [13], amint ezt az elséként szekvenalt atadenovirusok
esetében is kimutattak, s ahonnan ez a nemzetség a nevét is (AT gazdag AdV-ok) kapta [21].
Természetesen az is elképzelhetd, hogy a szintén vizi életm6di Hamilton teknds egyed
amelybdl az AdV-t kimutattak terrdriumi koriilmények kozott volt valamely mocsari teknds
fajjal egyiitt tartva, err6l az eredeti kozlemény nem ko6zo6l adatokat [16].

Siadenovirust teknésben el@szor Rivera és munkatarsai mutattak ki a veszélyeztetett
természetvédelmi statuszu Forsten tekndsbol (Indotestudo forstenii; Sulawesi tortoise AdV-
1). Osszesen 105 tekndst vizsgaltak, amelyekbdl 41 egyedben, vagyis az allatok 39%-ban
sikertilt tobbféle modszerrel (PCR, in situ hibridizacio, elektronmikroszkopia) kimutatni, és
elséként leirni ezt a virust [19]. A virus azonban nem csak az elébb emlitett egyedekben
okozott elhullast, de azon allatkertek mas faji tekndseiben is, amelyek befogadtak a mentett
allatokat. Harom éven belill az egyiitt tartott két mdsik délkelet-azsiai szarazfoldi
teknGsfélében: a hatso-india teknésben (Manouria impressa) és burmai csillagteknésben
(Geochelone platynota) is elhullassal jaré6 megbetegedést okozott és kimutathato volt a fenti
modszerekkel a virus [67]. Rivera és munkatarsai az elhullott egyedekben maj-és
lépmegnagyobbodast, a vastagbélben fibrinonekrotikus alhartyakat, oronasalis fistuldkat, a
nyelven €s a szaj nyalkahartyajan kimarodasokat tapasztaltak [19]. Mikroszkopos vizsgalat
soran a majsejtek nekrdzisat, a hepatocitdk sejtmagjanak megnagyobbodasat és benniik
valtozatos alaku, bazofil vagy amfofil zarvanyokat figyeltek meg. A csontveloben myeloid
nekrdzis volt tapasztalhatd. Az intenziv kezelés segitségével a betegséget hosszabb ideig
tuléld allatok esetén mas szervekben, példaul a belsé nemi szervekben, vesében, 1égutakban

és a kozponti idegrendszerben is talaltak elvaltozasokat [19].
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Mi, a kutatasunk soran az Osszes megvizsgalt teknés 3%-ban (1 egyedben), egy kinai
haroméli teknésben mutattunk ki — a rovid DNS-polimeraz szekvencia tanulsaga szerint —
ugyanezt a siadenovirust. Ez a tény ismét bizonyitja, hogy a Sulawesi tortoise AdV-1
konnyedén képes attorni a faji hatarokat. S az az adat, hogy immar mas csaladbeli
tekndsfajbol is kimutathaté volt, szintén alatdmasztja Schumacher és munkatarsai
megallapitasat e virustipus gazdafajok kozotti terjedésének képességérdl [67]. Patologias
elvaltozasokat a boncolas soran mi nem tapasztaltunk, am korszovettan itt sem késziilt.
Sajnos a virus hexon génjét célz6 PCR-es kisérleteim itt nem jartak sikerrel. Ugyanakkor e
siadenovirus genomjanak tovabbi vizsgalata célszeri lenne, hiszen egy nagy patogenitasa
virusrdl 1évén szo, sziikség lehet egy megbizhatd szlirGvizsgalati- kimutatasi modszer
kidolgozaséra, s e mellett a teljes genom megismerésekor, esetleges 1j, eddig ismeretlen
tipusti patogenitasért felelés gének is felbukkanhatnak. Mivel ez a virusdetektalas is csak
kés6bbi munkdm eredménye, és nem allt rendelkezésre a minta a végzett ijgeneracios

szekvenalas idején, igy azzal nem adodott lehetdségem megkisérelni e vizsgalat elvégzését.
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7 Osszefoglalas

A tekndsok virusainak vizsgalata még mindig margindlis teriiletnek szamit. A védett fajokat
is gyakran tizedel6 herpeszvirusok e rend fajainak legfontosabb korokozoi, s mellettiik
adenovirusok is szamos korképben felbukkantak. A leirt virusok mindossze kis szdzalékaban
hataroztak meg azok teljes genom szekvenciajat; a tobb mint tucatnyi adenovirus-kimutatas
esetében példaul még egyszer sem. Ennek dacara mégis lehetséges volt uj nemzetséget
1étrehozni a teknésok (Testudines) sajat adenovirusai szamara (Testadenovirus). Kutatasunk
célja volt, hogy a rendelkezésemre bocsatott, kereskedésben elhullott, 17 fajt képviseld, 33
teknds egyedbdl herpesz- és adenovirusokat mutassunk ki, s ezek tovabbi genetikai
jellemzését elvégezziik, utdbbiak esetében torekedve a teljes-genom meghatarozas
elokészitésére. Az egyedeket felboncoltam, majd a bels6 szervekbdl vett mintakbol kivont
DNS-bdl kétkoros-PCR-ek segitségével kiséreltem meg az emlitett virusok kimutatasat. A
sziirés mindkét viruscsalad esetén a DNS-polimerdz gén egy-egy szakaszara iranyult; a
megfeleld méreti PCR termékeket megszekvenaltam. A kapott nukleotid szekvenciakat
Osszevetettiik az NCBI adatbazisaban 1évokkel. Herpeszvirusra pozitivnak bizonyult egy
kinai haroméli tekn6s (Mauremys reevesii), egy kirgiz teknés (Testudo horsfieldii), egy
gorog teknds (Testudo hermanni), egy csikos iszaptekn6s (Kinosternon baurii), egy barna
sisakteknds (Pelusios castaneus) és egy mor teknés (Testudo graeca). Megallapitottuk, hogy
a mor tekndsben talalt virus a GenBank-i testudinid alphaherpesvirus 3 szekvenciaval mutat
97%-o0s nukleotid egyezést, mig a tobbi egyedbdl szarmazo szekvencidk a testudinid
alphaherpesvirus 1-gyel voltak 99,5%-ban azonosak. Adenovirusra pozitivnak bizonyult két
indiai csillagteknds (Geochelone elegans), egy leopardteknds (Stigmochelys pardalis) és két
kinai haroméli teknés. A Testadenovirus nemzetségbe sorolhato, két eddig ismeretlen
virustorzset talaltunk a fentiekbdl négy esetben: két csillagteknds és a leopardteknds esetén
az egyiket, egy haroméllii tekndsben pedig a masik torzset. Egy masik kinai haroméli
tekndsben pedig egy Siadenovirus nemzetségbe sorolt, a stlyosan veszélyeztetett sulawesi
tekndsokben korabban komoly veszteségeket okozo tlinetegylittes egyik korokaként leirt
virus volt kimutathatd. Egyik testadenovirus-tartalmi minta Illumina modszerrel torténd
teljes-genom meghatarozasat is megkiséreltem, sajnos sikerteleniil. Ugyanakkor sikeresek
voltak a testadenovirusok hexon-génjét célzo6 PCR-jeim és ezek termékeinek szekvenalasa.
Tovabba sikeriilt Osszehasonlitd filogenetikai vizsgalattal (tanglegram) megerdsitenem
kutatocsoportunk hipotézisét, hogy Testadenovirus nemzetség ismert tagjai (jelenlegi

szamuk 19) és gazdafajaik (15) parhuzamos evoltcios (koevolicios) utat jartak be.
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8 Summary

Research of chelonid (i.e., turtle) viruses is still a marginal field. Their most important
pathogens belong to the family Orthoherpesviridae, which often decimate protected species;
yet members of Adenoviridae have also been found in such disease outbreaks. Only a small
percentage of the described viruses have their complete genome sequences determined, e.g.,
from the over a dozen adenovirus types, not even one. Despite this, it was still possible to
create a new genus (Testadenovirus) for the adenoviruses of turtles (Testudines). The aim of
our study was to detect herpesviruses and adenoviruses from 33 specimens died in pet shops,
representing 17 species of turtles. In positive cases, we genetically characterised the viruses,
and attempted the full genome characterisation of one of the adenoviruses. The carcasses
were dissected, and DNA extracted from samples of internal organs was then subjected to
degenerate nested PCRs targeting the DNA polymerase gene for both kinds of viruses.
Specific-size PCR products were sequenced and the sequences were subjected to BLAST
homology searches against the NCBI database. A Chinese pond turtle (Mauremys reevesii),
a Russian tortoise (Testudo horsfieldii), a Hermann’s tortoise (Testudo hermanni), a striped
mud turtle (Kinosternon baurii), a West African mud turtle (Pelusios castaneus) and a Greek
tortoise (Testudo graeca) tested positive for herpesvirus. The virus found in the Greek
tortoise showed 97% nucleotide identity with the GenBank testudinid alphaherpesvirus 3
sequence, while the sequences from the other individuals were 99.5% identical to testudinid
alphaherpesvirus 1. Two Indian star tortoises (Geochelone elegans), one leopard tortoise
(Stigmochelys pardalis) and two Chinese pond turtles tested positive for adenovirus. Two
previously unknown viruses, belonging to the genus Testadenovirus, were found in four of
the above cases: one in the two Indian star tortoises and the leopard tortoise, and the other
one in a Chinese pond turtle. Furthermore, in another Chinese pond turtle, a virus belonging
to the genus Siadenovirus, described earlier as a major cause of severe disease in the
critically endangered Sulawesi tortoise, was detected. An attempt was also made to
determine the whole-genome of one of the testadenoviruses using the Illumina method, but
unfortunately without success. However, PCRs targeting the hexon gene of testadenoviruses
and sequencing of their products were successful. Furthermore, | was able to confirm the
hypothesis of our research group, by comparative phylogenetic analysis (tanglegram), that
known members of the genus Testadenovirus (current number is 19) and their host species

(15) have followed a parallel evolutionary (coevolutionary) pathway.
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