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Absztrakt

A madarak és denevérek szamos kozos tulajdonsaguk alapjan kivald alanyai a kiilonb6zé
virusok kimutatdsdnak és tanulmanyozasanak. Kutatdsunk soran ezen gazdaszervezetek szerv-
¢s tamponmintaibol igyekeztiink kimutatni kiilonb6z6 DNS-virusokat, az adott
mintagyljteményekben a legnagyobb valdszintséggel kimutathatd viruscsalddok tagjait
célozva. A kiilonb6z6 viruscsaladokra specifikus nested PCR mddszereket alkalmaztunk, majd
a gélelektroforézis alapjan pozitivnak tiind mintakat szekvenaltuk. Egy magantartotol szarmazo
japan flrjek (Coturnix japonica) két egyedébdl sikeriilt kimutatnunk ugyanazon, a Siadenovirus
nemzetséghez tartozd adenovirust. A vizsgalataink azt mutatjak, hogy a kimutatott virus a DNS-
fiiggd DNS polimeraz részleges génszekvenciaja alapjan feltételezhetden egy 0j adenovirus faj
elso tagja: legkdzelebbi rokona a pulyka-siadenovirus 3, nukleotid szekvencia esetén 78%-os,
aminosav szekvencia esetén 80%-os egyezéssel. Filogenetikai torzsfa-rekonstrukcio6 alapjan az
altalunk talalt virus jol elkiiloniilé kladot alkot a pulyka- és a pingvin-siadenovirusokkal. A
torzsfankon lathatdak a Siadenovirus nemzetségre jellemzd korai gazdavaltasi, és késObbi
virus-gazda koevolucids folyamatok is, melyek szintén alatdmasztjadk a készitett fa
megbizhatdsagat. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy az adenovirusok DNS-polimeraz
génszekvencidjanak egy rovidebb szakaszabol is megfeleld filogenetikai analizist tudunk

végezni.

A munkank sordn tapasztalt magas negativitasi arany szokatlan a kapcsolodé irodalom alapjan,
azonban sok tényezd szabdlyozhatja a virusok prevalenciajat egyes populaciokban, melyek még
kevéssé kutatottak. A megbizhatobb eredmények érdekében érdemes lenne folytatni a
szliréseket, esetleg fejlettebb metagenomikai modszerekkel kiegészitve, a tenyésztett fiirjeket

pedig allatorvosi és gazdasagi szempontbol fontos lehet nagyobb ardnyban szlirni virusokra.



Abstract

Birds and bats have several common characteristics that make them ideal subjects for the
screening and study of different viruses. The aim of our research was to detect different DNA
viruses in the organ and swab samples of these hosts, targeting the members of the virus families
most likely to be found in the given sample collections. After using family-specific nested
PCRs, we sequenced the samples that appeared positive based on gel electrophoresis. We
detected the same adenovirus belonging to the genus Siadenovirus in two specimens of
Japanese quail (Coturnix japonica), obtained from a private quail owner. Our studies show that
the detected virus is presumably the first member of a new species, based on the partial DNA-
dependent DNA polymerase gene sequence: its closest relative is turkey siadenovirus 3, with a
78% identity for the nucleotide sequence and 80% for the amino acid sequence. Based on
phylogenetic tree reconstruction, the virus we found forms a distinct clade with turkey and
penguin siadenoviruses. Early host changes and subsequent virus-host co-evolutionary
processes typical of the genus Siadenovirus can also be seen on the tree, which support its
authenticity as well. We can conclude that a reliable phylogenetic analysis can be performed

from the partial adenoviral DNA polymerase gene sequence.

The high rate of negativity we experienced in the samples is unusual based on related literature,
but many factors may control the prevalence of viruses in some populations, which are,
however, poorly researched. In order to obtain more reliable results, it would be ideal to
continue the screenings, possibly supplemented by more advanced metagenomic methods, and
it may be important from a veterinary and economic point of view to screen a higher proportion

of farmed quails for viruses.
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Bevezetés

A virusok kutatasa napjainkban egyre nagyobb jelent0séggel bir, elsdsorban a jarvanykivalto
képességiik felismerése miatt. Ez nem csak a COVID-19 vilagjarvany, hanem az egyéb,
haszonallatokat fert6z6é virusok (afrikai sertéspestis, madarinfluenza stb.) kartételeinek is az
eredménye. Ezek hatdsara a diagnosztikai modszerek is gyorsan fejlddnek, amely a virusok

gyorsabb azonositasat, valamint az elleniik torténd hatékony védekezést teszi lehetéveé [1].

A madarak és denevérek hasonlod, sajatos életmodjuk miatt hatékony gazdaszervezetek a
kiilonb6z6 virusok szdmara. Ropképességiik és vandorlasi szokasuk miatt nagy tavolsagokat
tesznek meg, igy hatékonyan terjesztik az altaluk hordozott virusokat. Ezenfeliil mind a
madarak, mind a denevérek szamos faja nagy egyedsiirliségli kolonidkban él, amelyek idedlis
koriilményeket biztositanak a virusatadasra az egyedek kozott fajon beliil, vagy akar fajok

kozott is [2, 3].

A madarakban leggyakrabban eldforduld virusok az Adenoviridae csalad tagjai, az
adenovirusok (AdV), amelyek vilagszerte el6fordulnak mind héziasitott, mind vadmadarakban.
Az Adenoviridae csalad hat elfogadott nemzetsége koziil haromban, az Aviadenovirus, az
Atadenovirus és a Siadenovirus nemzetségekben talalhatéak madarakat is fertdz6 virusok [4].
A haziasitott madarakban eléforduld AdV-ok gazdasagi okokbol jobban kutatottak, mint a
vadmadarakban megtaldlhatdak, ez azonban hatranyos a virusok kutatasa szempontjabol. A
vadmadarakban eléforduld virusok nem csak gazdafajaikra jelentenek kockéazatot — amelyek
gyakran kiilonb6z6 antropogén hatdsok miatt is veszélyeztetettek —, hanem egyes esetekben
gazdavaltassal képesek mas fajokat is megfertdzni, igy a haziasitott madarakra atterjedve
komoly gazdasagi karokat okozhatnak. Az AdV fert6zés altalaban tlinetmentes, azonban
populécidk érintkezésekor, gazdavaltiskor, immunhidnyos, vagy tobb virussal egyszerre
fert6z0dott egyedben 1éguti és gasztrointesztinalis tlineteket, vagy akar halalt is okozhat [5, 6].
Ujabb kutatés szerint az AdV-ok tobb tulajdonsaga potencialisan vilagjarvany okoz6java teheti
Oket: tlinetmentes és latens fertdzést alakitanak ki, rekombinédcioval képesek variansok

kialakitasara, illetve nincsenek elleniik hatékony védekezési modok [5].

A denevérek természetes virusrezervoar szerepérdl sok kutatds szamol be, azonban pontos
hattere maig sem teljesen ismert. Igen valtozatos virusokat hordozhatnak, amelyek mas
emldsfajok megfertdzésére is képesek lehetnek, igy fontos rendszertani csoportnak szdmitanak
az 0j virusok felfedezése és a zoonodzisok nyomon kovetése szempontjabol. Az altaluk hordozott

virusok nagy része fajspecifikus, azonban koziilik néhany, mint példaul a koronavirusok,



jelentés aggodalomra adnak okot [8]. Virusrezervoar szerepiik feltételezhetéen azzal
magyarazhatd, hogy perzisztens fert6zés alakul ki benniik iddszakos fellangolasokkal. A
madarakhoz hasonlé tulajdonsagaik mellett jellemz6 rajuk a hosszu élettartam és a sajatos
immunrendszer, amely korlatozni képes a kéaros gyulladdsos reakciokat, és szabalyozni tudja a
virus elterjedését a szervezetben. Ezek az egyedi jellemzok kedvezhetnek egyszerre tobb virus
hordozaséanak is [1, 8, 9]. A denevérek hasznos szerepet jatszanak dkoszisztémaikban; emberek
szamara csupan a természetes €lohelyeikre valo fokozatos behatolas jelenti a kockéazatot, hiszen

az egyre gyakoribb érintkezéssel ndveljiik a virusok atvitelének kockazatat [9].

Mindezek altal tovabbra is sziikség van ujabb virusok felfedezésére, illetve leszarmazasi
kapcsolataik felderitésére, hogy ebbdl kifolydlag megdvhassuk a természetes faundnkat és
haziasitott allatainkat a feltorekvd fertézésektdl, ndvelni tudjuk felkésziiltségiinket ujabb

jarvanyok ellen, illetve akar alkalmazhassuk ezen virusokat terapias vektorokként [10].



Irodalmi attekintés

1. Madarak adenovirusai

Az Adenoviridae csaladba burok nélkiili, 2548 kb hosszisagu linearis, kettds szala DNS
genommal rendelkezd virusok tartoznak: az 1. dbra sematikusan mutatja be felépitésiiket. A
gerincesek minden osztalydbdl ismeriink az adott csoportot fertéz6 AdV-okat, a halaktol az
emberig [11]. Az AdV nemzetségek altalanos felépitése hasonld, azonban a genomok két szélén
tobb a nemzetségspecifikus rész, amelyek nagyban eltérnek; elsésorban a genom jobb oldali
végén nagyobb a variabilitds. A géneket a fertézés kezdete utdn a kifejezddésig eltelt ido,
valamint a transzkripcié modja szerint kategorizaljuk. A korai gének feladata a hatékony DNS-
replikacio biztositasa, valamint a kései gének expressziojanak eldsegitése. Az intermedier [Va2
gén szerepe a transzkripcid meginditasa, a kései gének feladata pedig elsésorban a szerkezeti

fehérjék kodolasa, ezaltal pedig a kapszid felépitése [4].

Major capsid proteins Minor/cement proteins Core proteins

‘ Peripentonal hexon ) Protein IX @ ProteinVv
&) Hexon 4, Protein llla © Protein VIl
‘ Penton base 0 Protein Vil O

/Q Long fiber Protein VI Protein Va2

Terminal protein
@ Shortfiver ® P
Protease

1. abra. Az AdV Altalanos felépitése €s fehérjéi [12]. Az abra ,,B” részét eltavolitottuk.

A csaladba hat nemzetség tartozik, amelyek mindegyike bizonyos allatcsoportokban gyakoribb.
A jelenleg hivatalosan elismert AdV fajok szama 87. Ezek koziil a Mastadenovirus
nemzetségbe 51 faj tartozik, amelyek tagjai kizarolag emldsoket, az Aviadenovirus nemzetség
16 fajaba tartozd6 AdV-ok pedig kizarolag madarakat fertéznek. Az Atadenovirus nemzetség 10
fajt tartalmaz: az ide tartoz6 AdV-ok valtozatos gazdakban el6fordulhatnak, mint a pikkelyes
hiill6k, madarak, kérédzok és erszényes allatok. A Siadenovirus nemzetségbe jelenleg 8 faj
tartozik, melyekben madarak, békak és tekndsok virusai talalhatoak. Az Ichtadenovirus
nemzetség egyetlen fajaba a fehér tok AdV-a tartozik, a Testadenovirus nemzetségbe pedig
eddig szintén csak 1 faj tartozik, melynek egyetlen tagja a vorosfiilti ékszerteknés AdV-a. Az
egyes nemzetségek leszarmazasi viszonyait a 2. abra, tagjaiknak altalanos genomszerkezetét a
3. abra szemlélteti. Az egyes fajok elkiilonitése legfoképpen a filogenetikai tavolsagon alapul
(>5-15% eltérés a DNS-fliggé DNS polimeraz gén (pol) aminosavszekvenciaja alapjan, hiszen
ez az egyik legmegorzottebb gén) [3, 11, 13].
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abra. Az AdV nemzetségek leszarmazasi viszonyai [3]. DOlt bettivel szerepelnek az AdV

nemzetségek, lila szinnel a denevér taxonok, fekete szinnel pedig az egyéb taxondmiai

csoportok és taxonok.
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Mastadenovirus (human adenovirus 5)
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3. abra. Genomszerkezetek az egyes AdV nemzetségek fajaiban [3]

Altalanossagban igaz, hogy egyes AdV-ok természetes gazdakore egyetlen gazdafajra
(fajspecificitas), vagy evoliciosan kozeli rokon fajokra korlatozodik; azonban az is bizonyitott,
hogy szamos AdV képes (akar nagy taxonOmiai tavolsagokat is ativeld) gazdavaltasra.
Filogenetikai vizsgalatok is mutatjak, hogy ez a jelenség eldfordult a legtobb korokozod
evolucidja soran. A hatékonyabban alkalmazkodni képes koérokozoknal (pl. RNS virusok) ez
gyakoribb, mig példaul a kevéssé valtozékony, duplaszala DNS genommal rendelkezd
virusoknal (amilyenek az AdV-ok is) ritkabb. E tulajdonsag remek alannya teszi ezeket a
virusokat a virus-gazda koevolucid vizsgalatira, hiszen a valtozasok akar évmilliokra is
visszakovethetéek. Gazdavaltds akkor kovetkezhet be, ha a virus valamilyen tényezd

(legtobbszor genetikai mutacio) miatt hatékonyan képes megfertdzni egy olyan Uj
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gazdaszervezetet, amely kordbban nem volt kitéve, vagy nem volt fogékony e virusfertdzésre.
A lehetséges gazdaszervezetek fogékonysaga jelentdsen eltérhet, jellemzden a természetes
gazdaszervezet kozeli rokonai a legérzékenyebbek. Virusok sikeres gazdavaltasat gyakran az
gatolja meg, hogy az ehhez sziikséges molekularis valtozasok a kérokozo mas tulajdonsagait
hatranyosan befolyasoljak, példaul nem képes megfelelden szaporodni [11, 14-16]. gy az AdV
DNS-polimeraz teljes aminosav-szekvenciajan alapul6 filogenetikai rekonstrukcié a csalddra

jellemzo altalanos virus-gazdaszervezet koevolucidt tiikrozi, korabbi fontos gazdavaltasokkal
[3].

Az AdV-ok tobbek kozott majbetegségeket, vérzéses bélgyulladast, sargas vizeletet és
székletet, stilycsokkenést, felborzolt tollazatot, 1éguti betegségeket és hirtelen halalt okozhatnak
madarakban. A klinikai tiinetek és az AdV tipusok sokfélesége miatt tobbnyire nem allapithato
meg pontos Osszefliggés a tipusok és a specifikus patologias allapotok kozott [17]. Jellegzetes
azonban a tyuk AdV-4, mely hydropericardium szindromat okoz csirkékben, valamint a tyak
AdV-1, mely zazoégyomorfekélyt okoz. A kacsa AdV-1 az “egg drop” szindroma okozoja
(tojashozam csokkenés), a pulyka AdV-3 pedig vérzéses bélgyulladast okoz. Ez utobbi a
pulykakon kiviil mas baromfikat is képes fertézni, gazdasagilag igen jelentds; akar 60%-0s

elhullést is okozhat be nem oltott alloméanyokban [6, 11].

Sajatunkhoz hasonlé magyarorszagi kutatdsok eredményeképpen 20%-os [6], illetve 19%-os
[18] ardnyban mutattak ki AdV-t mindharom madarat is fert6z6 nemzetségbol, igy mi is ehhez

hasonl6 eredményt vartunk.

1.1. Siadenovirusok

A siadenovirusok rovidebb genommal rendelkeznek (26-27 kb), G+C ardnyuk jellemzden
alacsony (35-39%). A DNS-polimeraz génszekvencia diverzitisa akar 35% is lehet a
nemzetségen beliil; foként a kozépsd, konzervalt régidja hasonlit a tobbi nemzetségére. A
genom két végén nemzetség-specifikus gének taldlhatoak; a bal oldali végen jellemzden
megtalalhato a szialidaz gén, melyrdl a nemzetség a nevét kapta [4]. A siadenovirusok dontd
tobbségét madarakban irtdk le; az elsd leirt siadenovirus a pulykdk vérzéses bélgyulladasat
okoz6 pulyka AdV-3 volt [18]. Hagyomanyosan feltételezett ezen virusok kétéltii gazdabol valo
eredete, mivel a béka AdV-1 rendelkezik a legrévidebb és legegyszeriibb genommal az AdV-
ok koziil. Ezt azonban kevés bizonyiték tdmasztja ala, és tovabbi intenziv sziirések utdn sem
sikerlilt Gjabb siadenovirust kimutatni kétéltliekbdl. A rendelkezésre all6 informaciok alapjan

inkabb egy nagy gazdavaltasi eseményre kovetkeztethetiink, melynek soran az 6si siadenovirus
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egy Passeriformes rendbe tartozo gazdarol ugrott at mas fajokra a nemzetség korai evolucioja
soran. Ezt az is alatdmasztja, hogy minden eddig vizsgélt siadenovirus az A+T felé torzitott
bazisosszetételli DNS-sel rendelkezik, amely a gazdavaltasi események egyik jellemzéje [3, 4,
16]. Egy Gjonnan kimutatott papagéj-siadenovirus genom filogenetikai elemzése nem mutatott
szoros evolucios kapcsolatot a tobbi siadenovirus tipussal, az eredményiil kapott fak azt
mutattak, hogy az 4j AdV a béka-siadenovirus kivételével az Gsszes ismert tagnal korabban

fejlodott ki, és feltehetdleg a madar siadenovirusok dse [19].

Szlovéniai fogsagban tartott madarak sziirése 16,3%-0s AdV pozitivitast mutatott, melynek
nagy része papagdj siadenovirus volt. Mivel egy AdV-t tobb gazdafajbol is kimutattak, a kutatas
alapjan megallapitottak, hogy a Psittaciformes renden beliil gyakran jelenik meg az AdV
gazdavaltasa [17]. Hasonl6 kutatast folytattak Magyarorszdgon, amely azonban csupan 5,6%-
0s aranyban mutatta ki a papagaj AdV-2-t. A kiilonbség feltehetéleg a mintavételi modszerek
eltérésébdl adodhatott: a magyarorszagi kutatds soran mind €16, mind elhullott egyedekbdl
tortént a mintavételezés, mig a szlovéniai szlirések esetén csak €16 allatokat vizsgaltak [17, 18],

azonban nem egyértelmii, hogy ez miért okozott ekkora kiilonbséget.

1.2. Aviadenovirusok

Magas genetikai diverzitasi nemzetség; a G+C aranyban nagymértékii eltérés figyelheté meg
a fajok kozott (34-67%). Konzervalt régidjukban két nemzetség-specifikus fiber gén talalhato,
melyek a sejthez valo kotddést segitik eld. E nemzetséget madarra specifikusnak tartjuk, hiszen
bar mas ¢élélénycsoportokbol is kimutattdk mar tagjait, ez altaldban kontaminaciobol, vagy
prédaallat virusanak kimutatasabol fakadt. A daru-AdV 1 esetében a gazdaszervezetekkel valo
koevoluciot feltételeztiik, azonban a madarak leszarmazasat figyelembe véve itt is feltehetdleg

gazdavaltas tortént [4, 11, 20].

Harom baromfijarvanyt kovetden Nagy-Britannidban vizsgalatot végeztek a magas mortalitas
okéanak felderitésére. A kimutatott zizogyomorfekély 6sszhangban volt a tyuk-aviadenovirus
(FAdV) tipusok tiinetével, majd ezt a megallapitast megerdsitették: a zazamintakbol FAdV-A
fajba tartoz6 FAdV-1 DNS jelenlétét mutattak ki. Egyes esetekben FAdV-8-cal val6 egyiittes
fert6zodést talaltak, azonban megallapitottak, hogy a ziza koros elvaltozasai csak FAdV-1-el
valo fertdzottség esetében jelentek meg; ezaltal kizartdk a FAdV-8 részvételét a betegség

kialakitasaban [21].
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1.3. Atadenovirusok

Elnevezésiik genomjuk A+T gazdagsagabol szarmazik (>60%), hiszen az elsO,
szarvasmarhakban azonositott atadenovirusok mind A+T gazdagok voltak. Késébb azonban
szamos kiegyensulyozott bazistartamu atadenovirust is azonositottak, és az A+T gazdagsag mar
inkabb a gazdavaltas nem tal régi (evolucios 1éptékben évezredekben mérhetd) eseményére
utal. A gazdavaltott virus bazisaranya késObb ismét kiegyenstlyozotta valik. A leghijabb

kimutatasok mas AdV nemzetségben is talaltak mar A+T gazdag virusokat [4].

Viltozatos fajok tartoznak e nemzetségbe: a tavoli rokonok esetében a konzervalt DNS-
polimeraz génszekvencia sokszor csupan 50%-o0s homologiat mutat [4]. Mindossze két ide
tartozo virus ismert, melyet madarakbol irtak le. A legelterjedtebb a kacsak tojashozam-
csokkenését okozo kacsa AdV-1, ismertebb nevén az ,,egg drop” szindroma virusa [18]. Az
Osszes Squamata AdV is ebbe a nemzetségbe tartozik, és kiegyensulyozott bazisdsszetételiik
megkiilonbozteti ket a nemzetségen beliil [3]. Eredetileg hiillé gazdabol szarmaztattak 6ket,
feltételezték a hiillokkel vald koevoluciojukat, amelyekrél gazdavaltasokkal juthatott at madar
gazdaszervezetekre; mara azonban inkabb a Passeriformes rend tagjait feltételezziik eredeti
gazdaknak. Ezt kiilonbozo fehérjeszekvenciakkal torténd elemzések is alatamasztottak. Ezen
vizsgalatokbol arra kovetkeztethetiink, hogy a gazdavaltas gyakoribb lehet a virusok koérében,

mint eddig gondoltuk, és inkabb a kdzelrokon fajok esetében mehetett végbe koevolucid [4].

Nemrégiben Oroszorszagban mutattak ki az elsd csér atadenovirust (csér AdV-1). A genom
kifejezetten alacsony G + C tartalommal (33,86%) rendelkezik; ilyen magas A+T tartalom
eddig ebben a nemzetségben sem volt ismert, nagyban eltér az ismert képviselditdl.
Filogenetikailag legkdzelebb a kacsa AdV-1-hez all (53,7% homolodgia) [22]. Ebbdl is latszik,
hogy milyen keveset tudunk ténylegesen a virusok diverzitdsarol, és mennyire sok 0j faj

felfedezése varathat még magara.

2. Denevérek virusai

A denevéreket sok tényezd teszi jelentds természetes virusrezervoarokkd; a madarakhoz
hasonldéan migracios tendencidjuk és nagy kolonidik fontos részei ennek [2, 3, 9]. A repiiléskor
megemelkedd, lazhoz hasonlo testhdmérsékletiiknek nagy szerepe van a szervezetiikben
megtalalhatd virusok szamanak csokkentésében. Pihend allapotukban (torpor) pedig
testhdmérsékletiik jelentdés mértékben lecsokken (egyfajta hibernaciéban pihennek), és ekkor

ezek a korokozok ismét fel tudnak szaporodni [8, 23].
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Mindezekhez hozzajarulnak immunrendszeri sajatossagaik, amelyekkel kordaban képesek
tartani az Oket fert6z6 virusokat. A szervezet virusfert6zésére valaszul termel6dé interferon-a,
-B és -y utvonalak aktivalasi szintje eltéré a denevér és a tobbi emlés sejtjei kozott. Ezen feliil
a denevérek adaptiv humoralis immunvalasza is egyedi: bar adott kérokozok ellen antitestek
képzbédnek, ezek koriilbeliil 3-5 honap elteltével a kimutathaté szint ala csokkennek. A legtjabb
tanulmanyok szerint a denevérek immunvalasza a kérokozokhoz alkalmazkodik, és a koros
allapot mérséklésére iranyul, amely a virus szervezetbdl térténd hianyos kitirtilését okozza, és

a tlinetmentes fert6zést segiti elo [8].

Az emberekkel valo fokozott érintkezés az élohelyek megosztasa miatt, noveli az altaluk
hordozott virusok emberre vald atvitelének kockazatat. Ehhez az érintkezés lehetdségén kiviil
a virus-gazdaszervezet molekularis és sejtes kompatibilitasara, valamint az uj gazdaszervezet
megengedd vagy megkeriilt immunvalaszara is sziikség van. Ezekbol kovetkezden viszonylag
ritkan kdvetkeznek be ilyen gazdavaltasi események, azonban az eddig megtortént atadasok
(veszettség, COVID-19) sulyos kovetkezményeibdl kiindulva fel kell késziilniink a tovabbi

hasonl6 események megakadalyozasara és hatékony kezelésére [8, 9].

2.1. Adenovirusok

Az AdV-ok altalanos ismertetése a fentebbi, ,,1. Madarak adenovirusai’” alcim alatt olvashato.

Madarakhoz hasonldéan denevérekbdl is jelentd szamt AdV-t irtak le kiillonboz6 kutatasokban.
Egy Eurdpaban (Magyarorszdg és Németorszag) elvégzett kutatds sordn kozel 350, 28
denevérfajbol szarmazo mintat sziirtek AdV jelenlétére, amelybdl Osszességében 51 minta
(14,73%) volt AdV pozitiv [24]. Egy kameruni kutatas soran a 671 minta (37 faj) 14%-aban
mutattak ki AdV DNS-t. Osszefiiggést talaltak a nagyobb kolénidkhoz tartozé fajok és az AdV
DNS kimutatasa kozott, melybdl arra kovetkeztettek, hogy a gazda viselkedése és életmodja
jobban meghatarozza, hogy mely AdV-k talalhatbak meg benniik, mint az, hogy e virusok
Osszességeben mely fajok megfertdzésére specializalodtak [25]. Egy hazai kutatds soran 18
mintabol 6 (33%) lett AdV-ra pozitiv; ebbdl kovetkeztethetiink arra, hogy a hazai denevérfauna
erdsen fertdzott AdV-sal. Eddigi eredmények szerint az emldséllatok egészséges egyedeiben
AdV-okat csak kivételes esetekben lehet PCR-rel kimutatni, egészséges madarakban azonban
lényegesen tobbszor (kb. 0tszor gyakrabban) taldlunk kimutathaté AdV-t. A denevérmintak
szlirésének eddigi eredményei tehat jobban emlékeztetnek a madarakéhoz, mint a tobbi

emlOséhez [2].
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Korabbi tanulmanyok tobbnyire alatimasztjak a virus-gazdaszervezet koevolucio jelenségét az
AdV-ok esetében, azonban egyre tobb kutatas mutat ra, hogy ez kevésbé szigoru lehet, mint
eddig gondoltuk. Atfogd denevér-AdV torzsfik a gazdavaltott virusok miatt nem tiikrozik
koevoluciora. Mivel a denevérek ismert virusrezervoarok, valdsziniisitheté, hogy szamos

denevér-AdV esetében gazdavaltas tortént, akar a kdzelmultban is [25].

2.2. Poliomavirusok

A Polyomaviridae kisméretii, burok nélkiili virusok csaladja, koriilbeliil 5 kb méretii, cirkularis,
duplaszala DNS genommal. A genom erésen konzervalt, és harom funkcionalis régiora
oszthato: a korai régiora, mely szabalyozo fehérjéket kodol (kis és a nagy tumor antigén); a
késdi régiora, mely strukturfehérjéket kodol; valamint a nem kodold vezérld régiora, amely a
DNS replikacio kezddpontjat, valamint a transzkripcidt szabalyozo elemeket tartalmazza. A
csaladba nyolc nemzetség tartozik, amelyek tagjai széles gazdakorrel rendelkeznek; foként
emlOsOket és madarakat fertdznek, de halakbol ¢és izeltlabuakbol is kimutattak mar oket [16,
26]. A Polyomaviridae csalad gyorsan béviil: egyre tobb gazdafajbol mutatnak ki 0 tipusokat.
A poliomavirus (PyV) fert6zés klinikai megnyilvanulasai immunhianyos betegeknél
nyilvanvaloak, egészséges egyének azonban gyakran tlinetmentesek maradnak, perzisztens

fertdzést kialakitva [23].

A rendelkezésre allo szekvenciaadatok azt mutatjak, hogy a PyV-ok nem szigortan
gazdaspecifikusak, kiilonosen féemldsok és denevérek esetében. A PyV-vonalak ko6zotti
rekombinacié 10 virusfajokat hozhat 1étre, és a gazdaszervezeten beliili molekularis
nem kodold kontrollrégiok atrendezddései kritikusan megvaltoztathatjdk rokon PyV-ok
patogenitasat, immunogenitasat és célszerveit [16, 27]. Méar bizonyitott a PyV-0k gazdavaltasa
denevérekben, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a Chiroptera rendben nagyobb a kapacitas

a fajok kozotti atviteli eseményekre [27].

Magyarorszagi denevérpopulaciokbol is mutattak mar ki PyV-okat [28], Németorszagbol

azonban hidnyos adatok allnak rendelkezésiinkre.

2.3. Herpeszvirusok

A Herpesvirales rendbe tartozo virusok burkosak, és kettds szalu, 125-290 kb méretii, linearis
DNS genommal rendelkeznek. Gerinctelen és gerinces fajokat is fertzhetnek testnedvek altal.

Az els6dleges fertdzés soran sejt- és szovettropizmusok jellemzoek, majd akar egész életen at
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tarté latens fert6zés alakul ki; ekkor a virusgenom a gazdasejt magjaban marad, a génexpresszio
pedig korlatozott. A latens virusok reaktivaciojat stressz, oregedés vagy a gazdaszervezet
immunkompetenciajat csokkenté fert6zések valthatjak ki. A herpeszvirusok (HV-0k)
nemrégiben nagy taxonodmiai atalakitason mentek keresztiil, mivel egyre tobb tipusuk keriil
felfedezésre, amelyek besorolasa kihivast jelent a taxonomusok szamara. A rend igen
valtozatos, a Nemzetkdzi Virus-Taxonomiai Bizottsag (ICTV) harom csaladba sorolja tagjait:
Alloherpesviridae, Orthoherpesviridae és Malacoherpesviridae [1, 29]. A HV-okra

nagymértéki gazdaspecifikussag jellemzo [1].

Vadon €16 és fogsagban tartott magyarorszagi denevérekbdl szarmazé mintak PCR-rel vald
vizsgalata soran két 1j HV DNS-ét mutattak ki, nilusi repiilékutya (Rousettus aegyptiacus)
egyedekbdl [30]. Dél-amerikai denevérekben az Orthoherpesviridae csaladba tartozo HV-ok
magas prevalencidjat és sokféleségét figyelték meg; a 71 vizsgalt mintabol 48 (67,6%) lett
pozitiv. Az eredmények arra utalnak, hogy a trépusokon €16 denevérek sokféle HV-sal
rendelkeznek, ¢és legaldbbis bizonyos esetekben a denevérfajok viruskozossége erdsebben

kapcsolodik a gazdaszervezet 6kologiai tulajdonsagaihoz, mint a taxondmiajahoz [31].

2.4. Papillomavirusok

A Papillomaviridae csalad tagjai cirkularis, kett6s szala DNS genommal rendelkeznek, melyek
mérete 6,8-8,4 kb. A papillomavirusok (PV-0k) erésen gazda- és szovetspecifikusak;
természetes gazdaikban és esetenként rokon fajokban okoznak joindulatd daganatokat
(szemolcsoket és papillomakat). A papillomak a bérben és nyalkahartyaban alakulnak ki,
gyakran a test kiilonboz6 pontjain. Valamennyi PV monofiletikus eredetii, lassabban fejlédnek,
mint barmely mas viruscsoport, €és ismereteink szerint nem rekombinalodnak [32]. Bar a
legtobb emlds PV-fertézés tiinetmentes, egyes eredmények szerint emberben rakos

megbetegedéshez is vezethet, amit denevérek esetében is megfigyeltek [9].

Egy 0jabb tanulmany a PV filogeografidjat vizsgalta vadon €16 allatokban. Eredményeik azt
mutattdk, hogy az északi féltekén gyakoribbak a PV-fertézések vadon ¢él6 emldsokben,
denevérekbdl pedig legfoképp Azsiaban és Eszak-Amerikaban mutattak ki a viruscsalad tagjait.
Fontos kovetkeztetés, hogy a vadon €16 allatok PV-fert6zottsége az 6koszisztéma egészségére,
valamint a kornyezetszennyezés és az antropogén hatasok vadallatokra vald hatasaira

biztosithat ralatast [33].
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2.5. Cirkovirusok

A Circoviridae csalad tagjai burok nélkiili, egyszala, cirkularis genommal rendelkezé DNS-
virusok, kortilbeliil 2,0 kb nagysagi genommal. Két gént tartalmaznak, amelyek a replikaciohoz
kapcsolodo (Rep) és a kapszid (Cap) fehérjéket kodoljak. Az egyes cirkovirus (CV) fajok
gazdaspecifikusak, vagy szlik gazdakorrel rendelkeznek, és az ismert virusok tobbsége
madarakat fert6z. Foként széklettel terjednek a fertézések, de a vertikalis terjedést is kimutattak.
A CV fertézések altalaban immunszuppresszivek [16, 34]. Egyes szerzok szerint a kiilonb6zo
gazdafajokban szaporodd CV-ok szoros filogenetikai rokonsaga a fajok kozotti atvitel jele

lehet, azonban ez még nem tisztazott [16].

Egy ideje ismert, hogy CV-ok denevérekben is megtalalhatéak. Olaszorszagi hossziszarnyu
denevérek (Miniopterus schreibersii) székletmintaibol (ij CV-t azonositottak (8.7% pozitivitasi
arannyal); ez az els6 jelentés CV-rdl eurdpai denevérekben [35]. Az egyik legujabb

tanulmanyban 4 kontinens 8 orszagabol tobb, mint 80 denevér CV-t mutattak ki [36].
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Célkituzések

Kutatdsunk célja az volt, hogy felmérjiik a hazai madarfauna, valamint a németorszagi Robert
Koch Intézetbdl és a Févarosi Allat- és Novénykertb6l szarmazo denevérek virusfertdzottségét
a rendelkezésre all6 mintagyiijteményeink segitségével. A hazai madarmintadkat AdV-okra
sztrtik PCR-rel, hiszen a magyarorszdgi madarfaunaban ezen viruscsaldd tagjainak
kiemelkedd elterjedtségérél tobb kutatas szdmol be [6, 18]. Németorszagi denevér-
mintagytjteményiinket PyV-okra szlrtiik PCR-rel, hiszen egyrészt ezeket mar vizsgaltak
korabban AdV-ra, szdmos pozitiv eredményt adva [24]; masrészt Németorszagbol nem all
rendelkezésiinkre nagyszamu adat a denevérfauna PyV-fert6zottségérdl [28]. Miutan hazai
denevérmintak sziirése soran tobb j PyV-t is leirtak mar [24, 37], mas eurdpai mintakat is
fontosnak tartottunk megvizsgalni. Mindezeken kiviil a Févarosi Allat- és Novénykertbdl
szarmazo denevér-mintagyljteményt szlirtiik PCR-rel mind AdV-ra, mind pedig PyV-ra, HV-
ra, PV-ra és CV-ra. Azért voltunk mindezekre kivancsiak, mert ugyan ezek a mintdk
Magyarorszagrol szarmaztak, a levélorru denevérek csaladjaba (Phyllostomidae) tartozd
Phyllostomus discolor faj Dél-Amerikdban honos, ahonnan azonban nem ismeriink adatokat e
faj virusfertdzottségérol. Ez a kovetkezd kérdést vetette fel: amennyiben taldlunk a
gyljteményben virusokat, ezek a magyar faundban megtalalhat6, vagy pedig a dél-amerikai

fauna jellemz6 virusai lesznek?

A sztirések utan cé€lunk volt az esetleges pozitiv mintak kitisztitdsa €s adott génszakaszaik
szekvenaldsa mar ismert, vagy esetleg a tudomany szamara 11j fajok megtalalasa érdekében. Ezt
kovetden a talalt virusok szekvenciaszintli elemzését, mas fajokkal valo osszevetését tliztiik ki
célnak filogenetikai szamitdsok altal, hogy megvizsgalhassuk rokonsagi viszonyaikat,
evoluciods fejlédésiik menetét. A pozitiv eredmények alapjan javaslatot is tehetiink 0 fajok

leirasara és elfogadasara, illetve nemzetségbe valo hivatalos besorolasara.
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Anyag és modszer

1. A mintak eredete

Munkankhoz a mintékat kiilonb6z6é forrasokbol gytijtottiik. A német eredetii mintakat kész,
kivont DNS forméjadban kaptuk meg a Robert Koch Institute-tol (n=74), elhullott allatok
szerveibdl kivonva: ezt a maj, 1ép és vese egyiittes homogenizalasaval (,,poolozasaval”), és
abbol torténd DNS Kkitisztitassal végezték el. A tobbi denevérmintat a Févarosi Allat- és

Novénykerttdl kaptuk (n=28), ezesetben elhullott allati tetemekként. Osszesen tehat 102

denevérmintat dolgoztam fel, ezeket az 1. tablazatban foglaltam 6ssze.

1. tablazat. Feldolgozott denevérmintak

Magyar fajnév Latin fajnév Darabszam Minta tipusa
. . . . maj, 1ép és vese pool
bajuszos denevér Myotis mystacinus 4 (kész kivont DNS)
barna hosszufiilii- . maj, 1ép és vese pool
denevér Plecotus auritus 2 (kész kivont DNS)
durvavitorlgju . iy maj, 1ép és vese pool
torpedenevér Pipistrellus nathusii 4 (kész kivont DNS)
. . . . . . maj, 1ép és vese pool
¢északi késeidenevér Eptesicus nilssonii 1 (kész kivont DNS)
ot s . . . maj, 1ép és vese pool
fehérszel torpedenevér Pipistrellus kuhlii 1 (kész kivont DNS)
. , . s . maj, 1€p és vese pool
fehértorka denevér Vespertilio murinus 4 (kész kivont DNS)
halvany vampirdenevér | Phyllostomus discolor 28 fmay es vese ppol (sajat
kivonas)
kozonséges . . maj, 1€p és vese pool
késeidenevér Eptesicus serotinus ! (kész kivont DNS)
kozonséges - - maj, 1ép és vese pool
torpedenevér Pipistrellus pipistrellus 1 (kész kivont DNS)
. . . maj, 1€p és vese pool
rot koraidenevér Nyctalus noctula 43 (kész kivont DNS)
L . . maj, 1€p és vese pool
szopran torpedenevér Pipistrellus pygmaeus 1 (kész kivont DNS)
i , . . o maj, 1€p és vese pool
szOrdskart koraidenevér Nyctalus leisleri 1 (kész kivont DNS)
.- . . . maj, 1ép és vese pool
vizi denevér Myotis daubentonii 1 (kész kivont DNS)
Osszesen 102

A madarmintdk fo részét (n=100) a Magyar Madartani €s Természetvédelmi Egyesiilettdl

kaptuk Gydér-Moson-Sopron megye teriiletérél kész, kivont DNS formdjaban, klodka- és
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légesdé-tamponmintakbol kivonva. A maradék madarmintat (n=7) egy magantartotol kaptuk,
levagas utan. Igy osszesen 107 madar mintat dolgoztam fel, ezeket a 2. tablazatban foglaltam

0ssze.

2. tablazat. Feldolgozott madarmintak

Magyar fajnév Latin fajnév Darabszam Minta tipusa
billegetd canko Actitis hypoleucos 2 tamponminta
bojti réce Anas querquedula 2 tamponminta
blitykos hattya Cygnus olor 5 tamponminta
csOrgdréce Anas crecca 61 tamponminta
flistds canko Tringa erythropus 4 tamponminta
guvat Rallus aquaticus 1 tamponminta

japan fiirj Coturnix japonica 7 szerv (sajat kivonas)
pajzsoscanko Calidris pugnax 1 tamponminta
parti lile Charadrius hiaticula 1 tamponminta
szarszalonka Gallinago gallinago 21 tamponminta
vOros vércse Falco tinnunculus 2 tamponminta

Osszesen 107

2. DNS-kivonas elhullott allati szervekbol

A Févarosi Allat- és Novénykertb6l szarmazé denevérmintakkal és a fiirjmintakkal végeztiik el
ezt a modszert. A fagyasztott denevértetemeket kiolvasztottuk, majd szike €s oll6 segitségével
bevagast ejtettiink a hasfalon. Felnyitottuk a hasfalat és eltavolitottuk a maj egy darabjat, illetve
a vesét. Minden minta kozott sterilizaltuk a bonceszkozoket 70%-os alkohollal és hdvel a
kontaminaci6 elkeriilése végett. A kimiitott majbol és vesébdl, valamint a készen kapott
fiirjszervekbdl apr6d szovetmintdkat vettiink, majd a Macherey-Nagel NucleoSpin ,,DNA
RapidLyse” (Thermo Fisher Scientific, USA) készletét hasznaltuk a mintdk feloldaséra, a
gyarto altal javasolt protokoll szerint. Elséként a mintak homogenizalasat végeztiik el: a mintat
2 ml-es centrifugacsébe helyeztiik egy csapagygolyoval, majd hozzaadtunk 400 pl TE (Tris-
EDTA) puffert, és ezeket 10 percig razattuk 50 Hz frekvencidval. Kovetkezd 1épésként a
mintakhoz hozzamértiink 120 pl RLE (Elution Buffer) és 20 pul RLB (Binding Buffer)

puffereket, valamint 10 ul proteindz K enzimet. Ezutan razotermosztatba helyeztiik a csoveket,
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¢és 1 oraig, 1400 rpm-en razattuk Oket. Ezt kdvetden tovabbi 420 ul RLB puffert mértiink az
egyes mintakhoz, és ezeket roviden razattuk, majd 11.000 x g-n 5 masodpercig centrifugéltuk.
Ezutan kovetkezett a DNS-megkotés: 500 ul homogenizatumot toltéttiink a NucleoSpin ,,DNA
RapidLyse” oszlopara, melyet 2 ml-es gylijtdcsdbe helyeztiink, majd ezeket centrifugaltuk
11.000 x g-n 1 percig. A RapidLyse oszlopot 0 gylijtocsébe helyeztiik. A kovetkezd 1€pés a
membran atmosasa volt, hogy eltavolitsuk a maradék szennyezddéseket: 500 ul RLW (Wash
Buffer) puffert mértiink a RapidLyse oszlopra, és 11.000 x g-n centrifugaltuk a csdveket 1
percig. Ezt a 1épést még egyszer megismételtiik, majd az iires csdveket is ugyanigy
centrifugaltuk a membran megszaritasahoz. Az utolsé 1épés a DNS leoldasa volt a membranrdl,
ehhez a RapidLyse oszlopokat 10j, 1.5 ml-es Eppendorf csovekbe tettiik at, majd 100 ul RLE
(Elution Buffer) puffert mértiink rajuk, és igy centrifugaltuk dket 11.000 x g-n 1 percig.
Végeredmeényiil tiszta, oldott 0ssz-DNS-t kaptunk, amelyeket -20°C-on taroltunk.

3. PCR (polimeraz lancreakcio)

Mindegyik vizsgalt viruscsalad tagjainak kimutatasat PCR-rel végeztiik; kétkoros, ,,nested”
eljarast alkalmazva (kivéve a papillémavirusoknal, ahol egykords programot hasznaltunk),
degeneralt primerek felhasznalasaval. Az egyes virusokhoz tartozo primereket a 3. tdblazat és

a Fliggelék 1-4. kiegészito tablazata foglalja dssze.

3. tablazat. Az AdV-ok kimutatasara hasznalt PCR soran alkalmazott primerek szekvenciai;

ezek a virus DNS-fliggd DNS-polimeraz génjét amplifikaljak [38]

5’-TNM GNG GNG GNM GNT GYT AYC
3

5’-GTD GCR AAN SHN CCR TAB ARN
GMR TT-3’

5’-GTN TWY GAY ATH TGY GGH ATG
TAY GC-3’

5’-CCANCC BCD RTT RTG NAR NGT
RA-3

Kiilsé ,,forward” primer: Polout FO

Kiils6 reverz primer: Polout RE

Belsd6 ,,forward” primer: Polin FO

Belsé reverz primer: Polin RE

A készitett ,,master mix” (PCR folyamatokhoz sziikséges reakcidelegy) Osszetétele az egyes
vizsgalt virusok esetében hasonld, aprobb mennyiségi kiilonbségekkel: ezeket a 4. tablazat és a
Fiiggelék 5-8. kiegészitd tdblazata tartalmazza. A PCR-hez sziikséges OsszetevOk java részét a
DreamTaq PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, USA) termék kozvetleniil tartalmazza:
ebben talalhato DNS-polimeraz, Magnézium-klorid, dNTP, puffer és a késobbi gélfuttatashoz

sziikséges ,,loading” festék is. A primereket 50 pikomolos koncentracidban alkalmaztuk.
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A PCR reakciot 7-12 mintara végeztiik el egyszerre, negativ kontrollként ultratiszta vizet,
pozitivként pedig rendre szarvasmarha-adenovirus (bovin AdV-1) DNS-t (AdV PCR-hez), libak
vérzéses vese- ¢€s bélgyulladdsat okozd poliomavirus DNS-t (PyV PCR-hez), kutya-
herpeszvirus DNS-t (HV PCR-hez), 6z-papillémavirus-DNS-t (PV PCR-hez), valamint kacsa-
citkovirus DNS-t (CV PCR-hez) alkalmaztunk. PCR csovekbe mértiik az elkészitett
reakcioelegyet, majd belemértiik a sziikséges mennyiségii DNS-t, illetve a negativ és pozitiv
kontrollokhoz a vizet, valamint a virusra pozitiv DNS-t. A mintakat tartalmazo cséveket a gépbe
helyezés eldtt roviden razattuk, majd centrifugaltuk az OsszetevOk megfeleld eloszlatasa
érdekében. Végiil a csdoveket a PCR gépbe helyeztiik: ehhez egy Eppendorf Mastercycle, T100
(BioRAD, USA) gépet hasznaltunk. A PCR program Iépései valamennyi virus esetében
hasonloak voltak, aprobb kiilonbségekkel; ezeket az 5. tablazat és a Filiggelék 9-12. kiegészitd

tablazata foglalja Ossze.

4. tablazat. ,Master mix” osszetétele AdV-ra valéo PCR-sziirés esetében

1. kor 2. kor
DreamTaq Mix 12,5 ul 12,5 ul
MQ 8,5 ul 8,5 ul
Primer 1 (,,forward”) 1 ul 1 ul
Primer 2 (reverz) 1 ul 1 ul
DNS 2 ul 2 ul
Osszesen 25 ul 25 ul

5. tablazat. A PCR program lépései az AdV-ra vald sziirés esetében

1. kor 2. kor
94°C 5 perc 94°C 5 perc
94°C 30 mp 94°C 30 mp
46°C 1 perc 46°C 1 perc 45 x ismétlés
72°C 1 perc 72°C 1 perc
72°C 5 perc 72°C 5 perc

4. Agaroz geélelektroforézis

A PCR segitségével felszaporitott DNS-termékek lathatova tevésére szolgal a gélelektroforézis.
Ehhez 1%-o0s agardz gélt készitettiink: 0,5x TAE pufferben forralassal feloldottuk az agardz
port, majd enyhe lehiilés utan GelRed (Biotium) festéket adtunk hozza (100 ml oldathoz 4 pl-

t). Ezutan gélfuttatd kadba ontottiikk a gélt, majd megszilardulas utdn a zsebekbe 5-5 pl-t
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adagoltunk az egyes mintakbol, illetve a pozitiv és negativ kontrollokbodl. Egy szabadon hagyott
zsebbe 3 pl GeneRuler DNA Ladder Mix-et (ThermoFisher Scientific, USA) toltottiink; ez
szolgalt molekulatomeg-markeriinkként. A futtatas 60 percen keresztiil, 100 V-on tortént. Ezek
utdn UV transzilluminatorral és az Imager CHEMI Premium (VWR) géldokumentécios
rendszerével készitettiink digitalis felvételeket, amelyeken megéallapitottuk, mely mintak
lehetnek pozitivak a keresett virusra. Ezt a pozitiv kontrollnal lathato csik és a molekulatomeg-
marker segitségével donthettiik el. A 4. abran lathatd, hogy ebben az esetben a 3., 5., 7. és 8.

minta tiinik PyV-ra pozitivnak.

DNA

Pozitiv mintak Ladder

I Tz T3 T TS o e
4. abra. PyV mintak agaroz gélelektroforézise utan késziilt felvétel

5. DNS izolalasa a gélbol

Az elsé gélfuttatas utdn a virusra pozitivnak itélt mintdk teljes megmaradt PCR termék
mennyiségét felvittiik 0, 2%-os agardz gelre. 100 V-on, 60 perc futtatds utdn UV-fény felett,
védo plexi viselete kozben szikével kivagtuk a gélbdl a megfeleld csikokat. A kivagott DNS-
csikot felvagtuk, majd 1,5 ml-es Eppendorf csébe toltottiik. Az ezutan kovetkezd tisztitashoz a
Macherey-Nagel NucleoSpin ,,Gel and PCR Clean-up XS” (ThermoFisher Scientific, USA)
készletét hasznaltuk a javasolt protokoll szerint. Elséként egyenként megmértiik a kivagott
gélcsikok tomegét (lires Eppendorf csé tomegéhez viszonyitva), majd ehhez a tomeghez
sziikséges mennyiségli NTI (Binding Buffer) puffert mértiink a géldarabokra: 100 mg gélhez
200 pl puffert adtunk. Ezt 10 percig 50°C-on inkubaltuk Eppendorf Thermomixer Comfort
5355 termomixer segitségével, folyamatosan 1400 rpm sebességen razatva. Ezek utdn az
oldatokat NucleoSpin ,,DNA RapidLyse” oszlopokra mértiik, melyeket gytlijtdcsovekbe

helyeztiink: egyszerre maximum 500 pl mérhetd az oszlopokra, igy ennél nagyobb mennyiségii
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oldat esetén a maradékot egy kovetkezd korben mértiik ra. 11.000 x g-n centrifugaltuk a
csoveket 60 masodpercig, majd a gyujtdcsoveket kitiritettik. A DNS membranon valo
megkdtése utan kétszer toltottiink az oszlopokra 500 pul NT3 (Wash Buffer) mosopuffert és
centrifugaltuk a csoveket 11.000 x g-n 60 masodpercig, majd iiritettiik ki a gylijtécsoveket.
Végso 1épésiink a DNS leoldasa volt a membranrol; a RapidLyse oszlopokat 1j, 1,5 ml-es
Eppendorf csdvekbe helyeztiik at, majd 20 pl NE (Elution Buffer) eluald puffert mértiink
kozvetleniil a membranokra. 1 percig inkubaltuk a csoveket szobahdmérsékleten, majd 11.000
x g-n centrifugaltuk dket 1 percig. A centrifugalast Gjbol elvégeztiik ugy, hogy az Eppendorf

csovekben 0Osszegylilt folyadékot ismét ramértiik a membranokra. Eredményiil magas

crer

6. Sanger-szekvenalas

A gélbdl valo kitisztitas utan a kapott DNS-t szekvenaltuk, ennek protokollja a 6. tablazatban
talalhato. A szekvenalasi folyamatot mi végeztiik el, majd precipitacio utdn a kicsapott DNS-t
a Seqomics Biotechnoldgia Kft.-nek kiildtiik, ahonnan digitalisan visszakiildték a kapillaris

gélelektroforézis kapott eredményét.

6. tablazat. Szekvenald oldat Osszetétele

MQ 1 ul
BigDye puffer Il
Primer Il
DNS Il
BigDye Mix Il

A szekvenalashoz a BigDye Terminator v3.1 ,,Cycle Sequencing Kit” (ThermoFisher Scientific,
USA) készletet hasznaltuk a javasolt protokoll szerint. Steril PCR csdvekbe toltottiink 1-1 pl-t
az OsszetevOkbdl: elsdként vizet, majd a puffert, a primert (4 pikomol/pl higitasban), a
kitisztitott DNS-t, és végiil az enzim mixet, melyet fény- és hdérzékenysége miatt alufoliaban

¢s jégen tartottunk. A szekvenalasi PCR protokoll a 7. tablazatban lathato.
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7. tablazat. Szekvenalasi PCR program lépései

96°C 1 perc
96°C 10 mp
50°C 5 mp 35 x ismétlés
60°C 4 perc

A szekvenalas utan a kapott mintakat precipitaltuk, hogy igy kiildjiik tovabb a Seqomics Kft.-
nek. Minden mintédhoz 1,5 pl 3 M-os natrium-acetatot, 31 pl 96%-os etanolt és 7,5 pul MQ-t
adtunk, pocogtetéssel elkevertiik, majd 15 percig sotétben allni hagytuk oket. Ezutan 45 percig
centrifugaltuk a csdveket 4400 rpm-en, a ,,soft” lizemmadd beallitdsa mellett. Az id6 leteltével a
csoveket nyitva €s felforditva 2 ml-es gylijtécsdvekbe helyeztiik t, és roviden, csupan 700 rpm-
re allitva a centrifugat, néhany masodpercig hagytuk porgetni. Kovetkezd 1épésként 70 pl 70%-
0s, -20°C-ra hiitott etanolt mértiink a csdvekbe, majd tovabbi 15 percre visszaraktuk dket a
centrifugaba, ugyanugy 4400 rpm-en, ,soft” ilizemmoédban. Az id6 leteltével 1jbol
megforditottuk a csdveket és néhany masodpercig centrifugaltuk oOket. Mindezek utan a
feliiliszo oldat nagy része mar kiliriilt a csovekbdl; a precipitalt DNS szaritdsdhoz még 10
percig hagytuk a csoveket sotétben, nyitva allni, a maradék alkohol elparologtatasa céljabol.
Végiil alufolidba csomagolva elkiildhettiik a mintdinkat a szekvenal6 laborba, ahol automata

szekvenalo késziilékkel (ABI Prism 310) elvégezték a kapillaris gélelektroforézist.

7. Filogenetikai analizis

A visszaérkezett kész DNS-szekvencidkat elséként a BioEdit Sequence Alignment Editor
programmal [39] tudtuk elemezni, megallapithattuk a szekvencia mindségét. Amennyiben
nagyrészt megfelelden elkiiloniild hulldmvonalakat, ezaltal pedig egyértelmiien elkiilonithetd
nukleotidokat lattunk, a szekvenciat az NCBI GenBank BLAST blastx homoldgiakeresd
funkciodjaval vizsgaltuk tovabb. A talalatokbdl lathattuk, hogy a kapott szekvencia valoban az
volt-e, amit kerestiink, valamint, hogy hany szdzalékban egyezett az aminosavsorrendje mas,
mar leirt virusokéval. Az aminosavsorrend hasznéalata megbizhatobb volt az elemzések soran,
hiszen ezaltal a csendes mutaciok (pontmutaciok a tripleteken beliil, melyek azonban nem

valtoztatjak meg a kddolt aminosavat) zavard hatasat kikiiszobolhettiik.

Amennyiben eredményiil valoban a keresett viruscsalad tagjat kaptuk, a szekvenalast a masik
primerrel is elvégeztiik (elsdként a reverz primerrel szekvenaltunk, igy ezesetben a ,,forward”

primert hasznaltuk maésodik korben). Ezt kovetden Osszevetettiik a két szekvenciat, a
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primerszekvencia maradvanyokat a szekvenciaszakasz két végérol eltavolitottuk, és manudlisan
kijavitottuk a szekvencia leolvasasa soran hibasan megallapitott nukleotidokat, ezaltal a valddi
szekvenciasorrendet 1étrehozva. Az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
GenBank adatbazisabol kerestiik ki mas relevans virusok sziikséges génszekvenciait a torzsfa
elkészitéséhez: a tobbi ismert siadenovirust, valamint kiilcsoportnak egy masik nemzetségbe
(Testadenovirus) tartozo virusfajt, az ékszerteknés AdV-t vettiik bele. Ezutan a MAFFT
program segitségével [40], tobbszords 0sszerendezéssel (multiple alignment) dsszeillesztettiik
ezeket a szekvenciakat. A MEGA 11 [41] programban a nagyobb nem illeszkedd részeket,
inzerciokat, delécidkat kivagtuk a szekvencidkbol, illetve levagtuk a végiikrdl, hogy csak a
szamitashoz relevans régiok maradjanak meg. Az illesztés szerkesztés utani hossza 98
aminosav volt. Ezek utdn a PhyML programban [42] végeztiik el a tovabbi Iépéseket a
torzsfakészitésben: virusok esetében ez az altalunk optimalisnak talalt program. Elséként
»Smart Model Selection” funkcioval kivalasztottuk a legidealisabb aminosav szubsztitucios
modellt, a legkisebb BIC érték alapjan. LG+G+I szubsztiticiés modellt alkalmaztunk, amely a
DNS-virusok esetén legtobbet alkalmazott modell; ez az invarians €s varidns régiok
valtakozasat feltételezi [43]. A torzsfaszdmitast Maximum Likelihood mddszerrel végeztiik el,
a Smart Model Selection pontos paraméterei alapjan, majd SH-like aL.rt modszerrel ellendriztiik
az agak megbizhatésagat. Ez az modszer a topologidkat teszteli; nem modositja az alap
adathalmazt, szekvencidkat és szamolja (ijra a torzsfat, mint a klasszikus ,,bootstrap” maodszer.
0ssze egymassal statisztikai modon [44]. Végiill a MEGA 11 programban szerkesztettiik a

torzstat igényeink szerint.

27



Eredmények

1. Mintak pozitivitasa
1.1. Hazai madar-mintagytijtemény

A 107 hazai madarmintat vizsgalva, a varthoz képest sok fals pozitiv eredményt kaptunk a PCR
utani gélelektroforézis soran: a viruscsaladokra kifejlesztett ,,diagnosztikai” PCR-ek soran
jellemzden degenerativ primereket hasznalunk alacsony primer-k6tddési homérséklettel. Ez azt
eredményezi, hogy szamos, ugynevezett aspecifikus termék képzdodhet a primerek nem
megfeleld DNS-re torténd bekotddése miatt. Ezek az aspecifikus termékek legtobbszor mas
mérettartomanyba esnek a gélképen, ritkabb esetekben azonban éppen az altalunk keresett
méretli DNS szakasz képzddik, fals pozitiv eredményt adva [45]. Emiatt fontos minden esetben
a PCR eredmény utani DNS szekvenalés, hogy el tudjuk kiiloniteni a valos pozitiv mintakat a
fals pozitivaktol. A fals pozitiv eredmények jellemzden a mintakbdl kivont 6ssz-DNS-ben
talalhato bakterialis, gomba eredetii, vagy a vizsgalt gazdafaj mitokondrialis eredetii DNS-€bdl
szarmaztak, a visszaérkezett szekvencidk alapjan. Ebben a mintagyiijteményben azonban 2
minta ténylegesen pozitivnak bizonyult AdV-ra (1,9% pozitivitas), és e szekvencidkat sikeriilt
tisztan, kevert szekvencidk nélkiil meghatarozni. A vizsgalt 11 faj koziil csupan egy faj
képviseldiben talaltunk virust: ez mindkét pozitiv eredmény esetében a magantartotol szarmazo
japan flirj mintdkbol tortént. Az igy kapott pozitivitdsi ardny a fajhoz tartozé mintakon beliil
28,6%. Ez tehat azt jelenti, hogy a vadmadar mintak kozott nem talaltunk AdV-ra pozitivat, és
az 0sszes madarminta kozil egyediil a szervbdl kivont DNS-mintak esetében tudtunk pozitiv

eredményt kimutatni.

1.2. Németorszagi denevér-mintagyiijtemény

A németorszagi mintagyiijteményiink 72 egyed szerveibdl kivont DNS-mintabdl allt, melyeket
PyV-ra sziirtiink PCR-rel. A sz{irések tobb fals pozitiv eredményt adtak, és csupan ezen mintak

szekvenalasa utan valt egyértelmiivé a felerdsitett DNS szakaszok valodi, nem virdlis eredete.

1.3. Févarosi Allat- és Novénykertbél szirmazé denevér-mintagyiijtemény

A 28 egyed szerveibdl altalunk kivont DNS-mintdkat AdV-ra, PyV-ra, HV-ra, PV-ra és CV-ra
is sztirtiik PCR-rel. Ezen mintak esetében kevesebb fals pozitiv eredményt kaptunk, azonban

ténylegesen pozitiv mintat itt sem talaltunk a keresett virusokra.

2. Kimutatott uj madar-adenovirus

A kimutatott virus mindkét mintaban ugyanaz, a Siadenovirus nemzetségbe sorolhato AdV volt.

Az eddigi eredmények alapjan feltételezziik, hogy ez az eddig ismeretlen AdV Uj virusfajba
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sorolhatd a késdbbiekben, a teljes genomszekvencia ismerete alapjan. Az 0j virustipust quail
adenovirus-nak neveztiik el, a virus szdmara a késObbiekben alapitandd fajnak pedig a
Siadenovirus coturnicis nevet javasoljuk. Az altalunk két iranybodl szekvenalt és 6sszeillesztett
rovid DNS-polimerdaz szekvencia 273 nukleotid, 91 aminosav hosszisagu. Virusunk a
génbankban megtaldlhaté aminosavszekvencidk koziil a pulyka AdV-3-mal (génbanki
azonositd: AF074946) mutatta a legnagyobb szadzalé¢kos azonossdgot: nukleotid-szekvencia

alapjan 78%, aminosav-szekvencia alapjan 80%.

3. Filogenetikai analizis

A torzsfa-rekonstrukcido a génbankban elérhetd legkdzelebbi rokon AdV-ok homolog DNS-
polimeraz génszekvenciai alapjan tortént. A felhaszndlt virusok génbanki azonositd szédmait
(accession number) feltlintettilk a torzsfan. A torzsfan a kiilonb6z0 siadenovirus fajok
képviseldi megfeleld6 modon kiiloniilnek el, magas megbizhatdsagi értékekkel. Az 0j fiirj-
adenovirus a pulyka és a pingvin siadenovirusokkal alkot egy jol elkiiloniild kladot, amelyet az

5. abran ,,A” betiivel jeleztiink.

L |: Sulawesi tortoise adenovirus 1 ABU48657
frog siadenovirus A AF224336
psittacine adenovirus 2 MZ562791

great tit adenovirus 3 MW508338
long tailed finch adenovirus 1 QEO64551

great tit siadenovirus A FJ849795

a0 penguin siadenovirus A KP144329

[ turkey siadenovirus A AF074946 A
quail adenovirus

96

94

psittacine siadenovirus E MK227353 Siadenovirus
rainbow lorikeet adenovirus QKX49058
psittacine siadenovirus D MKE95679
pigeon adenovirus 5 AOE45172
|: gouldian finch adenovirus 1 AGU01648
98 zebra finch adenovirus 1 QIAS0599

raptor siadenovirus A EUT15130

71

skua siadenovirus A HM585353

Emmon murre adenovirus MN480433

73 pigeon adenovirus 4 AOE45171

pond slider testadenovirus A JNB32576 Testadenovirus

O ——
050

5. abra. Siadenovirusok Maximum Likelihood moédszerrel szdrmaztatott filogenetikai
torzsfarekonstrukcidja. A torzsfat az altalunk is kimutatott DNS-polimeraz gén
szekvenciaszakasza alapjan szamoltuk. Az altalunk talalt fajt vastag betlivel és
lila szinnel emeltiik ki. A néduszokon az SH-like aLrt moddszerrel kiszamolt
megbizhatosagi  értékek szerepelnek, az aghosszak pedig az éatlag
nukleotidszubsztitliciora utalnak helyenként.
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Megbeszélés

1. Hazai madar-mintagyiijtemény

Atfogd vizsgélatok eredményei azt mutatjak, hogy a madarak és a denevérek a leggazdagabb
AdV-hordozok az allatvilagban: random mintavételezés esetén 10% feletti PCR-pozitivitast
mutatnak. Ennek egyik lehetséges magyarazata a sajatos életmodjuk: a napi és szezonalis
vandorlas lehet6vé teszi a nagy tavolsagok megtételét, ezaltal pedig messzire képesek hordozni
korokozoikat. Emellett a magas fajszamuk, a siirii populacioik és a gyakran zstfolt fészkel6- és

pihendhelyeik is hozzajarulnak a kiilonbdz6 mikroorganizmusok, koztik az AdV-ok konny(

atadasahoz [2, 3, 9].

Az éltalunk a fiirj szervmintakbol kimutatott virust egy uj faj képviseldjének feltételezziik,
hiszen megfelelden nagy genetikai tdvolsagban van a legkdzelebbi rokonatol, a pulyka AdV-3-
tol. Ez jelentds eredmény, hiszen bar japan flirjbdl (Coturnix japonica) mar mutattak ki kacsa,
illetve baromfi AdV-t [46, 47], a fajban ismereteink szerint siadenovirust még nem sikertilt
talalni. Az uj AdV atorzsfan is magas megbizhatdsagi értékkel kiiloniil el a csalad tobbi tagjatol,
a mar ismert virusok topologidja pedig hasonlit az irodalomban leirt torzsfakéhoz [4, 6, 17, 19],
igy kellden megbizhatonak tartjuk az eredményeinket. Ebbdl arra is kovetkeztethetiink, hogy
rovid DNS-polimeraz szekvencidk alapjan is megfeleld filogenetikai vizsgalatokat végezhetiink
Uj virusok besoroldsara, igy ez a modszer a kovetkezOkben is megbizhatéan alkalmazhato.
Fontos kiemelni, hogy az éaltalunk kimutatott fiirj siadenovirus a pulyka AdV-3-mal mutatja a
legnagyobb hasonlosagot, amely az ismert legmagasabb patogenitdsu AdV a madarak kozott: a
pulykak vérzéses bélgyulladasat okozza, valamint mas baromfi fajok képviseldiben is eléfordul
[18]. A hasonlosag az i) AdV részletesebb vizsgalatat €s megismerését teszi sziikségesseé, amely
a tovabbiakban szdmos fontos informacidt adhat, és segitheti az eddig leirt legnagyobb

korokozé képességgel rendelkezd madar AdV jobb megismerését.

Az AdV-ok korében a gazdavaltasi események jelentdségét egyre tobb kutatas tdmasztja ala. A
fennallé hipotézis az, hogy bar viruscsalddonként eltérd gyakorisdggal, de gazdavaltési
események viszonylag gyakran fordulnak eld a virusok evolucidja soran. Mivel a gazdavaltott
virusok késobb jellemzden a kozelrokon fajokra ugranak at, ezen filogenetikai leszarmazasi
agakon figyelheté meg gyakran a koevolucio jelensége [4, 11, 14—-16]. Ezek alapjan az RNS
virusoknal szinte alig kovetheté a koevolucios fejlddés, a sokkal stabilabb és genetikai
valtozasokra kevésbé hajlamos genommal rendelkezd DNS virusokndl pedig erre nagyobb az
esély. A DNS virusokon beliil is az AdV-ok kivaldan alkalmasak a koevolucid vizsgalatara. A

siadenovirusok esetében a kordbban feltételezett kétélti eredet helyett, az egyre tobb
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filogenetikai bizonyiték jelenleg egy nagyobb gazdavaltasi eseményre utal, ahol ismereteink
szerint egy Passeriformes taxonba tartozé gazdarol valthatott az 6si virus kétélti-, illetve egyéb
madar gazdakra [3, 4, 16]. Az altalunk készitett torzstan lathaté ezen megallapitasokkal
Osszhangban a hiill6 és kétéltii gazdakbol kimutatott siadenovirusok figyelemre méltoan
nagyobb filogenetikai tadvolsaga a nemzetség tobbi (madarakbol kimutatott) tagjatol [3, 4, 16].
A papagdj AdV-2 (psittacine AdV-2) is a tobbi madar siadenovirus altal alkotott monofiletikus
agon kiviil helyezkedik el [19]. A monofiletikus kladban, amelybe a fiirj AdV is tartozik,
valamint a torzsfa nagyobb részén megfigyelhetd a koevolucid: a gazdafajok rokonsagi
viszonyban allnak egymadssal, és virusaik kelld6 mértékli evolucids tavolsdgot mutatnak

egymastol, 0sszehangban az eddigi szakirodalmi eredményekkel [4, 11, 14-16].

Miutén a vizsgalt fiirjekbdl egy uj AdV fajba sorolhato tipust sikeriilt kimutatnunk, ami az eddig
ismert legnagyobb koérokozo képességgel rendelkezé madar-AdV-hoz hasonlit a legjobban, a
jovoben érdemes lenne tenyésztett flirjeket nagyobb szamban szlirni mind AdV-ra, mind egyéb
viruscsaladok képviselodire. Bar a siadenovirusokon kiviil a tobbi, madarakat fert6zo AdV-ok
kozott is vannak allatorvosi szempontbdl jelentds fajok [46, 48, 49], és az emlitett pulyka AdV-
3-mal val6 hasonlosag miatt az altalunk kimutatott AdV mélyebb vizsgélata javasolt, az uj fiirj-
AdV koérokozo szerepérol eddig nincsenek ismereteink. Bar a magantart6 altal levagott egyes
fiirjek labiziiletein duzzadt elvaltozasok voltak lathatoak, az elvaltozas és a kimutatott AdV
kozott nem mutathatd ki egyértelmii Osszefiiggés, és mint a legtobb AdV-nal, itt is AdV-
perzisztencia feltételezhetd. Fontos lenne tehat a fajhoz tartoz6 egyedek tovabbi vizsgalata, €s
jelentds eredményt jelentene az AdV izoldldsa. A mintdinkban megjelend 28,6%-o0s AdV
eléfordulasi arany alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy igen fert6z6képes lehet, és viszonylag
konnyen terjedhet. Amennyiben sikeriilne az AdV izoldldsa, egy fert6zési kisérlettel a
kimutatott AdV-hoz kd&thetd esetleges patogenitas is megfigyelhetd lenne, ezéltal pedig a

gazdasagi karokat okozo képességérdl is nyerhetiink informaciot.

Meglepd eredmény volt szamunkra, hogy a vadmadar-mintakbol nem tudtunk kimutatni AdV-
t, hiszen hazai vizsgalatok alapjan magas prevalenciaji az AdV-fertdzés a vadmadar
faunankban [6, 18]. Azonban fontos megemliteni, hogy bar az irodalomban ez a tendencia
figyelhetdé meg, ismereteink szerint a teljesen negativ sziirésekre is vannak példdk, a
sajatunkhoz hasonldéan; ezek altalaban nem keriilnek lekozlésre, igy a pozitiv eredmények
keriilnek tulsulyba a szakirodalomban, amely mas tudoményagakban is megfigyelhetd
tendencia. Tobb oka lehet az ilyenfajta, virusra negativ mintagylijteményeknek: mig egyes

populacidk fertézottek adott virusra, masok lehetnek kevésbé érzékenyek rd. Gazdafajoktol,
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évszakoktol és az egyes egyedek egészségi allapotatol is fligg, hogy milyen mértékben képes
egy virus fertdzni a populaciot [49, 50]. Ezen tényezokrol kevés kutatas szamol be, hiszen adott
populaciok hosszatavli vizsgalatara van sziikség hozza. Mindezeken kiviil egyes
mintagytjteményekben, ahogy a miénkben is, tobb fajbol kevés szamu minta all rendelkezésre,

igy azok kozott kisebb lehet az esély a pozitivitasra.

Bar kutatasunk soran csak szervmintabol sikeriilt kimutatni AdV-t, tapasztalataink szerint a
mintdk tipusa nagymértékben befolyasolhatja az AdV pozitivitast. Mig bélsar vagy vizelet
mintdbdl jellemzden gyakoribb a viruskimutatds, szamos esetben kontaminacioval kell
szamolnunk, hiszen ezen mintdk nagyban kitettek a kornyezetnek, valamint sokszor a
taplalékként elfogyasztott organizmusok virusait mutatjak ki. Az ilyen eredmények kezelésekor
nagyon koriiltekintden kell eljarni, ezek utdlagos beazonositasa igen komplikélt, gyakran téves
informaciokat tartalmazé publikaciokat eredményezve. A szervmintdkbol kimutatott virusok
kozott sokkal kevésbé jellemzo6 a kontaminacid, itt legtobbszor ténylegesen a vizsgalt gazdat
fertdz6 virusok mutathatoak ki, a pozitivitdsi ardny azonban jellemzden alacsonyabb.
Tamponmintak esetében nehezebb kimutatni az eléforduld virusokat, hiszen ez csak akkor
lehetséges, ha a vizsgalt egyed nagy mennyiségben iiriti a vizsgalt kérokozot, ami egészséges
egyedeknél viszonylag ritka. Szlovéniai kutatds soran azonban éppen ennek ellenkezdjét
figyelték meg [17, 18], az erre vonatkoz6 magyarédzat a vizsgalt madarpopulacié aktualis erds
virusfertézése lehetett. A PCR ugyan egy hatékony és elterjedt modszer virusok kimutatasara,
egy kutatasban megallapitottak, hogy akkor a legatfogobb a sziirési folyamat, ha mind PCR-
rel, mind metagenomikai moddszerekkel egyiittesen detektaljuk a virusokat, hiszen ezek
kiegészitik egymast. Egy kutatds soran PCR-rel kimutatott virusokat nem tudtak detektalni
metagenomikai modszerekkel, és a metagenomikai moddszerekkel kimutatott virusokat sem

tudtak mindig detektalni PCR-rel [51].

Végiil fontos megemliteni, hogy ugyan az AdV a leggyakoribb, tobb masik viruscsalad tagjai
is eléfordulhatnak madarakban (Coronaviridae, Circoviridae, Orthomyxoviridae) [48, 52, 53].
Erdemes lehet a tovabbiakban az emlitett viruscsaladokra is szfirni a mintakat, hiszen
valoszintsithetden egy résziik pozitiv lenne, és akar eddig ismeretlen virusokat is

kimutathatnank.

2. Németorszagi denevér-mintagyiijtemény

A denevérek a természet egyik legjelentésebb virusrezervoar szervezetei: ehhez hozzajarul

mind a madarakhoz hasonlé migracios és koloniaképzd tendencidjuk, mind a repiiléskor
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megemelkedd, torpor allapotban pedig lecsokkend testhomérsékletiik. Fontosak ezeken kiviil
az immunrendszeri sajatossagaik, melyekkel szabalyozzék a virus elterjedését szervezetiikben,
¢és lehetdveé teszik a perzisztens fert6zés kialakulasat [2, 3, 8, 9, 23]. Virusaik emberre torténd
atadasanak kockazata napjainkban megndvekedett, hiszen az ember egyre inkabb behatol

természetes €¢lohelyeikre, és ezaltal a denevérek kozelségbe kényszeriilnek veliik [8, 9].

PCR-szliréseink soran magas szamu fals pozitiv eredményt kaptunk, azonban PyV-ra
ténylegesen pozitiv mintdt nem talaltunk a gyiijteményben. A fals pozitiv eredmények a
degeneralt primerekkel magyarazhatéak: ahhoz, hogy csalddszinten mindegyik PyV-tipust
képesek legyenek felerdsiteni, olyan szintli degeneraltsdgra és alacsony primer kotodési
hémérsékletre van sziikség, hogy a primerek gyakran bekotddnek mas eredetli DNS-

szakaszokra is [45]. A hibésan felerdsitett termékek legtobbszor bakterilis eredetliek voltak.

Miutan Németorszdgbol nem ismerlink adatokat a denevérfauna PyV-fertdzottségére
vonatkozoan, tobbféleképpen értelmezhetjiik a pozitiv eredmények hidnyat. Els6 és leginkabb
val6szinill hipotézisiink az, hogy az észak-németorszagi denevérfauna nem tartozik a PyV csalad
természetes foldrajzi el6fordulasi teriiletébe. Ezzel parhuzamos masik hipotézisiink, miszerint
a Rhinolophus nemzetség (Patkosdenevérek) tagjai adhatnak at a Vespertilionidae (Simaorra
denevérek) csalad tagjainak ezen virusokat. Ezt alatamasztja, hogy patkdsdenevér fajokbdl mar
sikeresen kimutattak e viruscsalad tagjait Europaban, azonban ezen fajok eléfordulasi teriilete
nem fed 4t a mintavételi teriilettel, amely Eszak-Németorszagban taldlhato [28, 54]. Lehetséges
okologiai magyardzat erre az, hogy a mintavételi teriileten az 6ceani €s kontinentalis éghajlatok
keveredése figyelheté meg, K6zép-Eurdpa nagy részével ellentétben, ahonnan sok virus ismert
patkosdenevér fajokbdl [55]. Miutan a patkdsdenevérek a melegebb éghajlatokat kedvelik,
csupan kis szamban fordulnak elé Eszak-Németorszagban [56]. Hipotéziseinket egy dél-
braziliai kutatds is aldtamasztja, melynek sordn AdV-okat és PV-okat kerestek, azonban a
prevalencia joval alacsonyabb volt, mint mas régiokban: csupan 1%. Azt a kovetkeztetést
vontdk le, hogy mivel nem valdszinli, hogy a virusdiverzitds nagy mértékben eltér a
denevérfajok kozott, feltételezhetden a kornyezeti jellemzok, a foldrajzi elterjedtség és a mas
denevérfajokkal valo érintkezés okozhatta az eltéré eredményeket [9]. Egy masik kutatas soran
megfigyelték, hogy a nagyobb kolonidkban €16 fajok egyedeibdl nagyobb aranyban mutattak ki
virusokat, melybdl szintén arra kovetkeztettek, hogy a gazda életmodja hatarozza meg
legnagyobb mértékben a benniik eldforduld virusokat, nem pedig a virus fertdzéképessége az

adott gazdaszervezetben [25].
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Végso soron pedig felmeriil a lehetdség, hogy a mintak, melyek eredete 2007-2009-re vezethetd
vissza, tul régiek voltak a DNS kimutatdsdhoz: esetlegesen a tarolocsovekbe keriilt
kontaminacio (kiils6 DNS vagy nukledz) karosithatta, vagy akar a sziirés soran elnyomhatta az
eredeti DNS-tartalmat. Mindezek altal tovabbi sziirésekre van sziikség a németorszagi

denevérfauna virusfertdzottségének felmérésére.

3. Févarosi Allat- és Novénykertbol szarmazé denevér-mintagyiijtemény

Az allatkerti mintdk sem tartalmaztak az altalunk keresett virusokhoz (AdV, PyV, HV, PV, CV)
tartozd DNS-t. Ez ugyan a tobbi denevér virussziirés eredményei alapjan meglepd, valojaban
nem rendelkeziink ismeretekkel a Phyllostomus discolor faj virusdiverzitasarol, igy nem volt
konkrét elvardsunk az eredményeket illetden, csupdn feltételezéseink a denevérekben
megtalalhaté altalanos virusdiverzitas alapjan. Osszesen 28 minta allt rendelkezésiinkre, amely
viszonylag kevés, tehat a kimutatas valdsziniisége is alacsonyabb volt. Masik hipotézisiink,
hogy mivel ezek az allatok fogsdgban voltak tartva az allatkertben egész életiik soran, kevés
lehetdségiik volt mas fajok egyedeivel érintkezni és altaluk megfert6z6dni. A tovabbiakban
érdekes lenne a természetes elterjedési teriiletiikon, Dél-Amerikaban vizsgalni a faj egyedeinek
virusfert6zottségét, hiszen az tobb informacidval szolgalhat, mint a fogsagban tartott egyedek

vizsgalata.
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Osszefoglalas

Mind humén, mind éallategészségligyi szempontbdl kulcsfontossagl napjainkban az 11j virusok
keresése, kimutatdsa €s vizsgalata; ehhez szerettiink volna hozzajarulni kutatdsunk altal is. 100
hazai vadmadarb6ol szarmazd tamponmintat, 7 tenyésztett japan firj (Coturnix japonica)
szervmintait, 74 németorszagi denevér szerveibdl kivont DNS-mintat, valamint 28, a Fovarosi
Allat- és Novénykertbdl szarmazéd levélorra denevér (Phyllostomus discolor) szervmintait
dolgoztunk fel, illetve szlrtink PCR modszerrel kiilonbozd virusokra. A németorszagi
denevérmintakat csak PyV-ra, a madarmintakat csak AdV-ra, az allatkerti denevérmintakat

pedig AdV-ra, PyV-ra, HV-ra, PV-ra és CV-ra is sziirtiik.

A denevérmintdk kozott nem taldltunk egyik virusra sem pozitiv mintat, a madar-
mintagyljteményben azonban japan fiirjekbdl sikeriilt AdV-t kimutatni. A magas ardnyt
negativitdsra tobb lehetséges magyardzat van, azonban a biztosabb eredmények érdekében

fontos volna folytatni a szliréseket, esetleg fejlettebb metagenomikai modszerekkel kiegészitve.

Mindkét pozitiv mintdban ugyanazon siadenovirust talaltuk, és filogenetikai vizsgélatok altal
megallapitottuk, hogy a taldlt AdV megfelel6 genetikai tdvolsagban all a legkozelebbi
rokonaitol ahhoz, hogy a teljes genom szekvenalasat kdvetden 1) faj képviseldjeként lehessen
elfogadtatni. Az altalunk készitett torzsfan lathato, hogy jol elkiiloniil a hozza legkozelebb esé
siadenovirusoktol, valamint a torzsfan megfigyelhetéek gazdavaltasi események, €s — ahogy az
altalunk kimutatott 0j adenovirus kladja esetében is — a virus-gazda koevolicio folyamata.
Ezekbdl kovetkeztetiink ra, hogy a DNS-dependens DNS-polimeraz gén részleges szekvencidja

1s megfeleld az AdV-ok megbizhat6 filogenetikai vizsgalatahoz.

Eredményeink alapjan a tovabbiakban allatorvosi és gazdasagi szempontbdl érdemes lenne
tenyésztett flirjeket szlirni AdV-okra, illetve megvizsgalni a benniik eléforduld virusok
korokozo képességét, az altaluk esetleg okozott tiineteket, és ezek alapjan vizsgalni a lehetséges
megeldzési modokat. A denevérekre tekintettel folytatni kellene a németorszagi fauna PyV
szlirését az eredményeink és kovetkeztetéseink alatamasztidsdhoz, illetve a Phyllostomus

discolor faj virusdiverzitasanak természetes él6helyen torténd vizsgalatat.

35



Irodalomjegyzék

1.

10.

11.

12.

13.

Méndez-Rodriguez A, Horta P, Zarza H, Constante-Pérez LG, Salgado-Mejia F, Lopez-
Wilchis R, Juste J (2024) Surveying Bat-Hosted Adenoviruses and Herpesviruses: A
Comprehensive Analysis. Diversity 16:46. https://doi.org/10.3390/d16010046

Zoltan VM, Boldogh S (2011) Detection of adenoviruses in the Northern Hungarian bat
fauna. Magy Allatorvosok Lapja 133:747-753

Harrach B, Tarjan ZL, Benkdé M (2019) Adenoviruses across the animal kingdom: a walk
in the zoo. FEBS Lett 593:3660-3673. https://doi.org/10.1002/1873-3468.13687

Athukorala A, Helbig KJ, Mcsharry BP, Forwood JK, Sarker S (2022) Adenoviruses in
Avian Hosts: Recent Discoveries Shed New Light on Adenovirus Diversity and
Evolution. Viruses 14:1767. https://doi.org/10.3390/v14081767

Fitzgerald SD, Rautenschlein S, Mahsoub HM, Pierson FW, Reed WM, Jack SW (2020)
Adenovirus Infections. In: Diseases of Poultry. John Wiley & Sons, Ltd, pp 321-363

Harrach B, Megyeri A, Papp T, Ursu K, Boldogh SA, Kajan GL (2023) A screening of
wild bird samples enhances our knowledge about the biodiversity of avian adenoviruses.
Vet Res Commun 47:297-303. https://doi.org/10.1007/s11259-022-09931-6

Kremer EJ (2021) What is the risk of a deadly adenovirus pandemic? PLOS Pathog
17:¢1009814. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1009814

Letko M, Seifert SN, Olival KJ, Plowright RK, Munster VJ (2020) Bat-borne virus
diversity, spillover and emergence. Nat Rev Microbiol 18:461-471.
https://doi.org/10.1038/541579-020-0394-z

Finoketti F, Santos RN dos, Campos AAS, Zani AL da S, Barboza CM, Fernandes MES,
Souza T de CP de, Santos DD dos, Bortolanza GW, Filho HO, Roehe PM, Franco AC,
Batista HB de CR (2019) Detection of adenovirus, papillomavirus and parvovirus in

Brazilian bats of the species Artibeus lituratus and Sturnira lilium. Arch Virol 164:1015.
https://doi.org/10.1007/s00705-018-04129-1

Gallardo J, Pérez-Illana M, Martin-Gonzélez N, San Martin C (2021) Adenovirus
Structure: What Is New? Int J Mol Sci 22:5240. https://doi.org/10.3390/ijms22105240

Benkd M, Aoki K, Arnberg N, Davison AJ, Echavarria M, Hess M, Jones MS, Kajan GL,
Kajon AE, Mittal SK, Podgorski II, San Martin C, Wadell G, Watanabe H, Harrach B,
ICTV Report Consortium (2022) ICTV Virus Taxonomy Profile: Adenoviridae 2022: This
article is part of the ICTV Virus Taxonomy Profiles collection. J Gen Virol 103:.
https://doi.org/10.1099/jgv.0.001721

Rafie K, Lenman A, Fuchs J, Rajan A, Arnberg N, Carlson L-A (2021) The structure of
enteric human adenovirus 41—A leading cause of diarrhea in children. Sci Adv
7:eabe0974. https://doi.org/10.1126/sciadv.abe0974

Current ICTV Taxonomy Release | ICTV. https://ictv.global/taxonomy. Accessed 26 Mar
2024

36



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Parrish CR, Holmes EC, Morens DM, Park E-C, Burke DS, Calisher CH, Laughlin CA,
Saif LJ, Daszak P (2008) Cross-Species Virus Transmission and the Emergence of New
Epidemic Diseases. Microbiol Mol Biol Rev 72:457-470.
https://doi.org/10.1128/mmbr.00004-08

Longdon B, Brockhurst MA, Russell CA, Welch JJ, Jiggins FM (2014) The Evolution and
Genetics of Virus Host Shifts. PLOS Pathog 10:¢1004395.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1004395

Kajan GL, Doszpoly A, Tarjan ZL, Vidovszky MZ, Papp T (2020) Virus—Host
Coevolution with a Focus on Animal and Human DNA Viruses. J Mol Evol 88:41-56.
https://doi.org/10.1007/s00239-019-09913-4

Zadravec M, Racnik J, Slavec B, Ballmann MZ, Kajan GL, Doszpoly A, Zorman-Rojs O,
Marhold C, Harrach B (2022) Novel adenoviruses from captive psittacine birds in
Slovenia. Comp Immunol Microbiol Infect Dis 90-91:101902.
https://doi.org/10.1016/j.cimid.2022.101902

Monika B Madarakban el6fordul6 adenovirusok sokféleségének €s genetikai jellemzdinek
feltarasa

Athukorala A, Phalen DN, Das A, Helbig KJ, Forwood JK, Sarker S (2021) Genomic
Characterisation of a Highly Divergent Siadenovirus (Psittacine Siadenovirus F) from the
Critically Endangered Orange-Bellied Parrot (Neophema chrysogaster). Viruses 13:1714.
https://doi.org/10.3390/v13091714

Kajan GL, Davison AJ, Palya V, Harrach B, Benkdé M (2012) Genome sequence of a
waterfowl aviadenovirus, goose adenovirus 4. J Gen Virol 93:2457-2465.
https://doi.org/10.1099/vir.0.042028-0

Grafl B, Garcia-Rueda C, Cargill P, Wood A, Schock A, Liebhart D, Schachner A, Hess M
(2018) Fowl aviadenovirus serotype 1 confirmed as the aetiological agent of gizzard

erosions in replacement pullets and layer flocks in Great Britain by laboratory and in vivo
studies. Avian Pathol 47:63—72. https://do1.org/10.1080/03079457.2017.1367364

Matsvay A, Dyachkova M, Mikhaylov I, Kiselev D, Say A, Burskaia V, Artyushin I,
Khafizov K, Shipulin G (2022) Complete Genome Sequence, Molecular Characterization

and Phylogenetic Relationships of a Novel Tern Atadenovirus. Microorganisms 10:31.
https://doi.org/10.3390/microorganisms10010031

Hibernate or Migrate - Bats (U.S. National Park Service).
https://www.nps.gov/subjects/bats/hibernate-or-migrate.htm. Accessed 30 Mar 2024

Vidovszky M, Kohl C, Boldogh S, Gorfol T, Wibbelt G, Kurth A, Harrach B (2015)
Random sampling of the Central European bat fauna reveals the existence of numerous
hitherto unknown adenoviruses. Acta Vet Hung 63:508-525.
https://doi.org/10.1556/004.2015.047

Ntumvi NF, Diffo JLD, Tamoufe U, Ndze VN, Takuo J-M, Mouiche MMM, Nwobegahay
J, LeBreton M, Gillis A, Rimoin AW, Schneider BS, Monagin C, Mclver DJ, Joly DO,
Wolfe ND, Rubin EM, Lange CE (2021) Evaluation of bat adenoviruses suggests co-

37



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

evolution and host roosting behaviour as drivers for diversity. Microb Genomics
7:000561. https://doi.org/10.1099/mgen.0.000561

Moens U, Calvignac-Spencer S, Lauber C, Ramqvist T, Feltkamp MCW, Daugherty MD,
Verschoor EJ, Ehlers B, ICTV Report Consortium (2017) ICTV Virus Taxonomy Profile:
Polyomaviridae. J Gen Virol 98:1159-1160. https://doi.org/10.1099/jgv.0.000839

Gonzalez G (2020) Bat Polyomaviruses: A Challenge to the Strict Host-Restriction
Paradigm within the Mammalian Polyomaviridae. pp 87—118

Bat-borne polyomaviruses in Europe reveal an evolutionary history of intrahost
divergence with horseshoe bats distributed across the African and Eurasian continents |
Microbiology Society.
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/jgv.0.001467.
Accessed 10 Mar 2024

Gatherer D, Depledge DP, Hartley CA, Szpara ML, Vaz PK, Benké M, Brandt CR, Bryant
NA, Dastjerdi A, Doszpoly A, Gompels UA, Inoue N, Jarosinski KW, Kaul R, Lacoste V,
Norberg P, Origgi FC, Orton RJ, Pellett PE, Schmid DS, Spatz SJ, Stewart JP, Trimpert J,
Waltzek TB, Davison AJ (2021) ICTV Virus Taxonomy Profile: Herpesviridae 2021. J
Gen Virol 102:001673. https://doi.org/10.1099/jgv.0.001673

Janoska M, Vidovszky M, Molnar V, Liptovszky M, Harrach B, Benké M (2011) Novel
adenoviruses and herpesviruses detected in bats. Vet J 189:118—121.
https://doi.org/10.1016/5.tvj1.2010.06.020

Moreira Marrero L, Botto Nuifiez G, Malta L, Delfraro A, Frabasile S (2021) Ecological
and Conservation Significance of Herpesvirus Infection in Neotropical Bats. EcoHealth
18:123-133. https://doi.org/10.1007/s10393-021-01530-2

Papillomaviridae | ICTV. https://ictv.global/report 9th/dsDNA/Papillomaviridae.
Accessed 9 Mar 2024

Frias-De-Diego A, Jara M, Escobar LE (2019) Papillomavirus in Wildlife. Front Ecol
Evol 7:. https://doi.org/10.3389/fevo0.2019.00406

Circoviridae | ICTV. https://ictv.global/report_9th/ssDNA/Circoviridae. Accessed 9 Mar
2024

Lecis R, Mucedda M, Pidinchedda E, Zobba R, Pittau M, Alberti A (2020) Genomic
characterization of a novel bat-associated Circovirus detected in European Miniopterus
schreibersii bats. Virus Genes 56:325-328. https://doi.org/10.1007/s11262-020-01747-3

Vidovszky MZ, Kapitany S, Gellért A, Harrach B, Gorfol T, Boldogh SA, Kohl C,
Wibbelt G, Miihldorfer K, Kemenesi G, Gembu G-C, Hassanin A, Tu VT, Estok P,
Horvath A, Kajan GL (2023) Detection and genetic characterization of circoviruses in
more than 80 bat species from eight countries on four continents. Vet Res Commun
47:1561-1573. https://doi.org/10.1007/s11259-023-10111-3

Surjan A, Gonzalez G, Gellért A, Boldogh S, Carr MJ, Harrach B, Vidovszky MZ (2023)
First detection and genome analysis of simple nosed bat polyomaviruses in Central
Europe. Infect Genet Evol 112:105439. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2023.105439

38



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Wellehan JFX, Johnson AJ, Harrach B, Benkd M, Pessier AP, Johnson CM, Garner MM,
Childress A, Jacobson ER (2004) Detection and analysis of six lizard adenoviruses by
consensus primer PCR provides further evidence of a reptilian origin for the
atadenoviruses. J Virol 78:13366—13369. https://doi.org/10.1128/JVI1.78.23.13366-
13369.2004

Hall, T.A. (1999) BioEdit: A User-Friendly Biological Sequence Alignment Editor and
Analysis Program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series, 41, 95-98.

Katoh K, Misawa K, Kuma K, Miyata T (2002) MAFFT: a novel method for rapid
multiple sequence alignment based on fast Fourier transform. Nucleic Acids Res
30:3059-3066. https://doi.org/10.1093/nar/gkt436

Koichiro Tamura, Glen Stecher, and Sudhir Kumar (2021) MEGA11: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 11. Molecular Biology and Evolution 38:3022-
3027

Guindon S, Dufayard J-F, Lefort V, Anisimova M, Hordijk W, Gascuel O (2010) New
algorithms and methods to estimate maximum-likelihood phylogenies: assessing the
performance of PhyML 3.0. Syst Biol 59:307-321. https://doi.org/10.1093/sysbio/syq010

Le SQ, Gascuel O (2008) An improved general amino acid replacement matrix. Mol Biol
Evol 25:1307-1320. https://doi.org/10.1093/molbev/msn067

Anisimova M, Gil M, Dufayard J-F, Dessimoz C, Gascuel O (2011) Survey of Branch
Support Methods Demonstrates Accuracy, Power, and Robustness of Fast Likelihood-
based Approximation Schemes. Syst Biol 60:685—699.
https://doi.org/10.1093/sysbio/syr041

LiD, Zhang J, LiJ (2020) Primer design for quantitative real-time PCR for the emerging
Coronavirus SARS-CoV-2. Theranostics 10:7150-7162.
https://doi.org/10.7150/thno.47649

Baer J, Lansford R, Cheng K (2015) Chapter 22 - Japanese Quail as a Laboratory Animal
Model. In: Fox JG, Anderson LC, Otto GM, Pritchett-Corning KR, Whary MT (eds)
Laboratory Animal Medicine (Third Edition). Academic Press, Boston, pp 1087-1108

Quail Bronchitis - Poultry. In: MSD Vet. Man.
https://www.msdvetmanual.com/poultry/quail-bronchitis/quail-bronchitis. Accessed 28
Mar 2024

Rahman MdM, Talukder A, Chowdhury MMH, Talukder R, Akter R (2021)
Coronaviruses in wild birds — A potential and suitable vector for global distribution. Vet
Med Sci 7:264-272. https://doi.org/10.1002/vms3.360

Hall JS, Dusek RJ, Nashold SW, TeSlaa JL, Allen RB, Grear DA (2020) Avian influenza
virus prevalence in marine birds is dependent on ocean temperatures. Ecol Appl
30:e02040. https://doi.org/10.1002/eap.2040

Graziosi G, Catelli E, Fanelli A, Lupini C (2022) Infectious bursal disease virus in free-
living wild birds: A systematic review and meta-analysis of its sero-viroprevalence on a
global scale. Transbound Emerg Dis 69:2800-2815. https://doi.org/10.1111/tbed.14433

39



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Kohl C, Brinkmann A, Radoni¢ A, Dabrowski PW, Miihldorfer K, Nitsche A, Wibbelt G,
Kurth A (2021) The virome of German bats: comparing virus discovery approaches. Sci
Rep 11:7430. https://doi.org/10.1038/s41598-021-86435-4

Kaszab E, Lengyel G, Marton S, Dan A, Banyai K, Fehér E (2020) Occurrence and
genetic diversity of CRESS DNA viruses in wild birds: a Hungarian study. Sci Rep
10:7036. https://doi.org/10.1038/s41598-020-63795-x

LiJ, Zhang C, Cao J, Yang Y, Dong H, Cui Y, Yao X, Zhou H, Lu L, Lycett S, Wang X,
Song H, Liu W, Gao GF, Shi W, Bi Y (2021) Re-emergence of HSNS highly pathogenic
avian influenza virus in wild birds, China. Emerg Microbes Infect 10:1819-1823.
https://doi.org/10.1080/22221751.2021.1968317

Drexler J, Gloza-Rausch F, Glende J, Corman V, Muth D, Gottsche M, Seebens-Hoyer A,
Niedrig M, Pfefferle S, Yordanov S, Zhelyazkov L, Hermanns U, Vallo P, Lukashev A,
Miiller M, Deng H, Herrler G, Drosten C (2010) Genomic Characterization of Severe
Acute Respiratory Syndrome-Related Coronavirus in European Bats and Classification of
Coronaviruses Based on Partial RNA-Dependent RNA Polymerase Gene Sequences. J
Virol 84:11336—49. https://doi.org/10.1128/JVI.00650-10

Németorszag-Fooldal. https://meilong.web.elte.hu/uv/nemetorszag.html. Accessed 14 Apr
2024

UNEP/EUROBATS | Agreement on the Conservation of Populationsof European Bats.
https://www.eurobats.org/. Accessed 14 Apr 2024

Johne R, Enderlein D, Nieper H, Miiller H (2005) Novel Polyomavirus Detected in the
Feces of a Chimpanzee by Nested Broad-Spectrum PCR. J Virol 79:3883-3887.
https://doi.org/10.1128/JV1.79.6.3883-3887.2005

VanDevanter DR, Warrener P, Bennett L, Schultz ER, Coulter S, Garber RL, Rose TM
(1996) Detection and analysis of diverse herpesviral species by consensus primer PCR. J
Clin Microbiol 34:1666—1671. https://doi.org/10.1128/JCM.34.7.1666-1671.1996

Forslund O, Antonsson A, Nordin P, Stenquist B, Géran Hansson B (1999) A broad range
of human papillomavirus types detected with a general PCR method suitable for analysis

of cutaneous tumours and normal skin. J Gen Virol 80:2437-2443.
https://doi.org/10.1099/0022-1317-80-9-2437

Halami MY, Nieper H, Miiller H, Johne R (2008) Detection of a novel circovirus in mute

swans (Cygnus olor) by using nested broad-spectrum PCR. Virus Res 132:208-212.
https://doi.org/10.1016/j.virusres.2007.11.001

40



Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom elséként témavezetdimnek, Dr. Vidovszky Martonnak és Surjan
Andrasnak, hogy bevezettek a laboratoriumi munka vilagaba, megtanitottdk a hasznalt
modszereket, és minden kérdésemet és problémamat segitokészen fogadtdk, még
szabadidejilkben is. Az ATKI tobbi munkatirsanak is szeretnék koszonetet mondani,
kiilonosképpen Dr. Harrach Balazsnak és Dr. Kajan Gy6zonek, amiért kotelezettségiikon feliil

is segitséget nyujtottak nekem, tobbek kozott a tovabbi mintdk beszerzésében.

Végiil pedig koszonettel tartozom belsé konzulensemnek, Dr. Pasztory-Kovacs Szilvianak,
amiért segitett 6sszehangolni a munkémat a kovetelményekkel, és hasznos tanadcsokkal mutatott

utat a tovabbhaladasban.

41



Fiiggelék

1.

tablazat. A PyV-ok kimutatasara hasznalt PCR soran alkalmazott primerek szekvenciai:

ezek a virus VP1 génjét amplifikaljak [57]

Kiilsé ,,forward” primer: VP1-1FO

5’-CCA GAC CCAACT ARR AAT GAR
AA-D

Kiils6 reverz primer: VP1-1RE

5’-AACAAGAGA CACAAATNTTTC
CNCCD

Belsé ,,forward” primer: VP1-2FO_short

5’-ATG AAAATG GGG TTG GCC CNC
TNT G-3°

Belso reverz primer: VP1-2RE

5’>-CCCTCATAAACC CGAACY TCY
TCHACY TG-3’

2.

tablazat. A HV-ok kimutatdsara hasznalt PCR soran alkalmazott primerek szekvenciai:

ezek a virus DNS-fiiggé DNS-polimeraz génjét amplifikaljak [58]

Kiils6 ,,forward” primer 1: DFA

5’-GAY TTY GCN AGY YTN TAY CC-3’

Kiils6 ,,forward” primer 2: ILK

5’-TCC TGG ACAAGC AGC ARN YSG
CNM TNA A3

Kiils6 reverz primer: KG1

5’>-GTCTTG CTC ACC AGN TCN ACN
CCYTT-3

Belso ,,forward” primer: TGV

5’>-TGT AACTCG GTG TAY GGN TTY
ACN GGN GT-3’

Bels6 reverz primer: IYG

5’-CAC AGA GTC CGT RTC NCC RTA
NAT-3’

3.

tablazat. A PV-ok kimutatdsara hasznalt PCR soran alkalmazott primerek szekvenciai:

ezek a virus L1 génjét amplifikaljak [59]

,Forward” primer: FAP54

5’- TAA CWG TIG GIC AYC CWT ATT —
3 b

Reverz primer: FAP64

5’- CCW ATATCW VHC ATI TCI CCATC
-3

4.

tablazat. A CV-ok kimutatasara hasznalt PCR soran alkalmazott primerek szekvenciai:

ezek a virus Rep génjét amplifikaljak [60]

Kiils6 ,,forward” primer: Cv-s

5’-AGA GGT GGG TCT TCA CNH TBA
AYAA-3’

Kiils6 reverz primer: Cv-as

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

Bels6 ,,forward” primer: Cn-s

5’-AGCAAG GAACCCCTCAYY TBC
ARG G=3¥’

Bels6 reverz primer: Cn-as

5’-ACG ATGACT TCN GTC TTS MAR
TCA CG-3’
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5. tablazat. ,Master mix” Osszetétele Py V-ra valo PCR-szlirés esetében

1. kor 2. kor
DreamTaq Mix 12,5 ul 12,5 ul
MQ 8,5 ul 8 ul
Primer 1 (,,forward”) 1 ul 1 ul
Primer 2 (reverz) 1 ul 1 ul
DNS 2 ul 2,5 ul
Osszesen 25 ul 25 ul

6. tablazat. ,Master mix” Osszetétele HV-ra valo PCR-sziirés esetében

1. kor 2. kor
DreamTaq Mix 12,5 ul 12,5 ul
MQ 8,5 ul 8 ul
Primer 1.1 (,,forward”) 1wl 1 ul
Primer 1.2 (,,forward”) 1 ul -
Primer 2 (reverz) 1 ul 1 ul
DNS 1 ul 2,5 ul
Osszesen 25 ul 25 ul

7. tablazat. ,Master mix” 0sszetétele PV-ra valo PCR-szlrés esetében

1. kor
DreamTaq Mix 12,5 ul
MQ 6 ul
Primer 1 (,,forward”) 2 ul
Primer 2 (reverz) 2 ul
DNS 2,5 ul
Osszesen 25 ul

8. tablazat. ,,Master mix” Osszetétele CV-ra valo PCR-szlirés esetében

1. kor 2. kor
DreamTaq Mix 12,5 pl 12,5 ul
MQ 10,5 ul oul
Primer 1 (,,forward”) 0,5 ul 0,5 pl
Primer 2 (reverz) 0,5 ul 0,5 pl
DNS 1 ul 2,5 ul
Osszesen 25 ul 25 ul
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9. tablazat. A PCR program Iépései az AdV-ra vald sziirés esetében

1. kor 2. kor
94°C 2 perc 95°C 5 perc
94°C 30 mp 94°C 30 mp
46°C 1 perc 56°C 30 mp 45 x ismétlés
72°C 1 perc 72°C 1 perc
72°C 1 perc 72°C 1 perc

10.  tablazat. A PCR program lépései az HV-ra val6 sziirés esetében

1. kor 2. kor
95°C 5 perc 95°C 5 perc
95°C 30 mp 95°C 30 mp
46°C 1 perc 46°C 1 perc 45 x ismétlés
72°C 1 perc 72°C 1 perc
72°C 5 perc 72°C 5 perc
10°C tarolas 10°C tarolas

11. tablazat. A PCR program lépései az PV-ra val6 sziirés esetében

1. kor 2. kor
94°C 5 perc 94°C 5 perc
94°C 15 mp 94°C 15 mp
45°C 1 perc 47°C 1 perc 35 x ismétlés
72°C 20 mp 72°C 20 mp
72°C 1 perc 72°C 5 perc
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12.

tablazat. A PCR program lépései az CV-ra valo sziirés esetében
1. kor 2. kor
95°C 5 perc 95°C 5 perc
95°C 30 mp 95°C 30 mp
46°C 1 perc 56°C 1 perc 45 x ismétlés
72°C 1 perc 72°C 1 perc
72°C 5 perc 72°C 5 perc
10°C tarolas 10°C tarolas
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