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1. BEVEZETES

1.1. Adenovirusokrol altalanossagban

Az adenovirusok (Adenoviridae csalad) buroknélkiili, ikozaéder alaku kapsziddal és linearis,
duplaszalit DNS genommal rendelkez6 (26-45 kbp), kozepes méretii (~90 nm atmérd) virusok.
Virionstruktarajuk jellegzetes elemei a hexonok és a penton bazisok (elébbiek az ikozaéder
oldalait, mig utobbiak a csticsait alkotjak), illetve a fiberek, melyek a penton bazisokon talalhato
antennaszertien kiallo struktarak, szamuk pentononként egyt6l haromig terjedhet.
Gazdaszervezeteik skaldja lefedi a gerincesek torzsének osztalyait. A csaladban jelenleg hat
hivatalosan elfogadott nemzetség talalhat6: a Mastadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus,
Atadenovirus ¢és Siadenovirus nemzetség mellé 2021-ben fogadtak el a Testadenovirus
nemzetséget (1. abra). A mastadenovirusok emlésoket, az aviadenovirusok madarakat, az
egyetlen ismert ichtadenovirus egy tokféle halat, a testadenovirusok pedig teknésoket
fertéznek. A maradék két nemzetség gazdaszervezeteinek kore kiterjedtebb: atadenovirusok
foleg madarakban ¢és pikkelyes hiillokben talalhatok, tovabba erszényesekben is, mig
siadenovirusokat szinte csak madarakban fedeztek fel, de eldfordulnak kétéltlickben és
hiillékben is. Az adenovirusok okozhatnak megbetegedéseket (pl. 1égzdszervi,
emésztorendszeri tiinetek), de egészséges, nem immunszupresszalt szervezetben altaldban
észrevétlenek maradnak. A molekularis biologiai vizsgalatok kedvelt modellorganizmusai,
hozzajuk ko6tédik tobbek kozt a splicing mechanizmuséanak felfedezése, de a génterdpiaban és

a vakcinaiparban is jelent6s a szerepiik (Harrach és Benkd, 2021).

1. dbra: Az Adenoviridae csaldad térzsfdja, mely a DNS-polimerdz aminosav-szekvencidjdn
alapul. Feltiintetésre keriiltek a gazdafajok egyes nagyobb klddjai is, igy bemutatva az ezek
és virusaik kézétt megfigyelhetd koevoluciot. (Forrds: Harrach és mtsai, 2019)
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1.2. CRESS-DNS virusokrol altalanossagban

A Cressdnaviricota torzsbe tartozo6 CRESS-DNS virusok (circular replication associated
protein-encoding single-stranded DNA viruses) neviiket cirkularis, replikacios proteint kodolo,
szimplaszali DNS genomjukrdl kaptdk. Ezen buroknélkiili, ikozaéderes virusok kisméretiiek
(15-38 nm atméré), genomjuk 1,7-6 kbp terjedelemben mozog. Gazdaszervezeteik az
eukariotak széles korében megtalalhatok, mind névényi, mind allati korokozokként jelentds
szerepiik van az 6koszisztémaban. A gazdaskalahoz hasonléan maguk a virusok is magasfokt
diverzitast mutatnak, melyet egyrészt mutacioknak, masrészt az igen gyakori egymas kozotti
rekombinacidoknak kdszonhetnek. Genomjuk eltérd szamban tartalmazhat kodold régiokat,
viszont két ORF (open reading frame) régi6 minden CRESS-DNS virus genomjaban
megtalalhat6: a Rep (replikacios proteint kodolo) illetve a CP (kapszid proteint kodold) régiok.
Mig a CP régiora magas diverzitas és gyakori rekombinéacios események jellemzdk, addig a
Rep egy viszonylag konzervaltabb gén, igy utobbira elészeretettel tamaszkodnak filogenetikai
elemzésekben, taxonomiai besorolasokban. A Cressdnaviricota torzs jelenleg magaban foglal

két osztalyt, hat rendet, hét csaladot (Nanoviridae, Smacoviridae, Circoviridae,
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2. dbra: A Cressdnaviricota térzs dsszefoglalo térzsfdja, melyet a Rep fehérje aminosav-
szekvencidja alapjan szdrmaztattak. A kézeli rokon virustérzsek dgait hdromszégekké vontdk
Ossze, melyeknek oldalhosszai ardnyosak a kladon beliil mért legrévidebb és leghosszabb
dghosszal. (Forrds: Krupovic és mtsai, 2020)



Redondoviridae, Bacilladnaviridae, Geminiviridae, Genomoviridae) és 6 tovabbi kladot
(CRESS1-6), melyeknek taxonoémiai besorolasi szintje még bizonytalan (Zhao és mtsai, 2019;
Krupovic és mtsai, 2020) (2. abra).

1.2.1. Circovirusok

A Circoviridae csaladban két nemzetség talalhatod, a Circovirus, illetve a Cyclovirus. Ebbe a
csaladba tartoznak a jelenleg ismert legkisebb allati virusok (1,7-2,1 kbp). Mig a cyclovirusok
gerinces és gerinctelen fajokat is fert6znek, addig a circovirusok féleg gerincesek korokozoi. A
circovirusok az eddig legatfogobban tanulmanyozott CRESS-DNS virusok ko6zé tartoznak.
Szadmos esetben jol ismert a patogenitdsuk, példaul sertések circovirussal Osszefiiggésbe
hozhaté betegségét (PCVAD=porcine circovirus-associated disease) a sertés circovirus 2
(PCV2=porcine circovirus 2) okozza, mig a papagajok csor-toll szindromajat (PBFD=psittacine
beak and feather disease) a BFDV (beak and feather disease virus) virus okozza. Patogenitasuk

jelent6s gondokat okozhat tobbek kozt a hiisiparban, allattenyésztésben (Zhao és mtsai, 2019).

1.3. A pingvinek és virusaik
1.3.1. A pingvinekrdl altalanossagban

A ma ¢él6 Osszes ismert pingvin fajt a Spheniscidae csaladba soroljak, ezen beliil hat
nemzetségiik és Osszesen 18 fajuk talalhato. A legdsibb ismert pingvinek hazija Uj-Zéland
lehetett (Ksepka és mtsai, 2006) napjainkban él6helyiik foként a déli félgombre korlatozodik
(ez aldl az egyetlen kivétel a galapagosi pingvin, melynek tertiletei kis mértékben atnyalnak az
Egyenlit6tdl északra is). A 18 faj koriilbelill kétharmadat érinti a populdcidoméret
csokkenésének folyamata, ennél fogva 10 fajt tartanak nyilvan sebezhetd vagy veszélyeztetett
természetvédelmi kategoériaval (Hickcox és mitsai, 2019). Természetvédelmi statuszukbol
adodoan kiilondsen fontos él6helyiik védelme. Hét olyan forropont taldlhatd a Foldon, amely 4
vagy 5 faj koltdhelyéiil szolgal, ezek a teriiletek az Antarktiszi-félszigeten, a szubantarktikus
szigeteken, illetve Dél-Amerika déli részén talalhatok (Hickcox és mtsai, 2019). El6bbi kettd
kiilonlegessége, hogy foldrajzi elhelyezkedésiik €s éghajlati sajatossagaik révén meglehetosen
elszigeteltek. Az egyes fajok elterjedési teriileteinek mérete igen valtozé: mig a
csaszarpingvinek példaul birtokba veszik az Antarktisz hatalmas partvidékeit, addig a
galapagosi pingvinek a Galapagos-szigetekre, jelentdsen kisebb teriiletekre korldtozodnak. Az
egyes fajok veszélyeztetettsége illetve sziik elterjedése kovetkeztében az esetleges patogén

megjelenése nagy veszélyt hordozhat magaban.



1.3.2. A pingvinek virusos fertézéseinek lehetséges forrasai

Az antarktiszi 0koszisztémanak fontos elemei a virusok. Feltételezhetd, hogy az itteni sos
vizekben fellelhetd virusoknak nagyobb mikrobialis 6kologiai szerepiik van, mint a tropusokon
vagy mérsékelt ovben fellelhetoknek. A hatalmas, 6rokjég formajaban jelen 1évo édesviz tomeg
szamos, a tudomany szamdra 0j virust foglalhat magdban (Pearce és mtsai, 2003). De ez
elmondhaté azon ¢€l6lények populacioirdl is, melyek szaméra az Antarktisz ¢él6helyiil szolgal.
Az itt talalhaté madarfaunabol, melynek meghatarozo elemei a pingvinek, szamos virust irtak
mar le, és mivel nem ezek a legintenzivebben kutatott teriiletek, valosziniileg még sok 0j virus
felfedezésre var. Antarktiszi és egyéb pingvinpopulaciokban kimutattak mar az Adenoviridae,
Astroviridae, Birnaviridae, Caliciviridae, Circoviridae, Coronaviridae, Flaviviridae,
Herpesviridae, Paramyxoviridae, Papillomaviridae, Picobirnaviridae, Picornaviridae,
Polyomaviridae, Poxviridae, Reoviridae és Orthomyxoviridae csaladok képvisel6it (Lee és
mtsai, 2014; Wille és mtsai, 2020; Parsons és mtsai, 2016; Levy és mtsai, 2020a; Morgan ¢s
mtsai, 1981; Tuxbury és mtsai, 2020; Fornells és mtsai, 2012; Varsani és mtsai, 2014; Hayer és
mtsai, 2020; de Souza és mtsai, 2019; Yinda és mtsai, 2019; Varsani és mtsai, 2015; Nunes ¢és

mtsai, 2012; Offerman és mtsai, 2014).

A pingvineket érintd virusos fertdzésekben szamos tényezd kozrejatszik. Az egyik legfontosabb
az antropogén hatas. Gardner és munkatarsai (1997) antarktiszi csaszar- és Adélie pingvineket
vizsgalva kimutattak, hogy az emberi tevékenységek kozelében leggyakoribb a fert6zd burzitisz
virusa elleni szeropozitivitas jelenléte a madarakban. Ez, a pingvinek esetében foként a fiokakra
veszélyes baromfivirus, valosziniileg embereknek kdszonhetden jelent meg az Antarktiszon
(Gardner ¢és mtsai, 1997). Ugyanez elmondhat6 a szubantarktikus Crozet-szigetcsoporton €16
kiralypingvinekrél. Az ide tartozd Possession-szigeten taldlhatdo kutatéallomas mellett egy
1dében baromfiudvar allt és az ott €16 tobb tucat csirke €s kacsa érintkezett a szigeten jelen 1&vo
vadmadarakkal, példaul sirdlyokkal és halfarkasokkal. Ezek aztdn tovabbadhattdk a virust a

kiralypingvin kolonianak (Gauthier-Clerc, 2002).

A kozvetlen antropogén hatdsokhoz tarsulhat a virusok vadvildgon keresztiili terjedése. Mivel
azon madarak, amelyek osztoznak életteriikon a pingvinekkel (példaul a délsarki és barna
halfarkasok, a déli oridshojsza vagy egyes kormoran fajok) idénként hajokon taldlnak
taplalékot, az ily mddon Ujonnan szerzett virusaikat konnyen atadhatjdk a pingvineknek
(Gauthier-Clerc, 2002; Uhart és mtsai, 2020; Gallo és mtsai, 2013). Tovabba maguk a pingvin
fajok is terjeszthetik egymas kozott a korokozokat, 1évén hogy a koltési idészakon kiviil idejiik
nagy részét vizben toltik és nagy tavolsagokra is elvandorolnak, a kiilonb6z6 fajok érintkeznek
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egymassal, igy még a legtavolabbi antarktiszi populaciok sincsenek teljesen izolalva (Morgan

¢és mtsai, 1981; Gauthier-Clerc és mtsai, 2002).

Tovéabbi lehetséges fertdzésforrast jelenthetnek a pingvinek ektoparazitai. Flavivirusok elleni
ellenanyagokat szamos fajbol, példaul kék-, royal-, kiraly- és sziklaugré pingvinekbdl is
kimutattak (Morgan és mtsai, 1981; Morgan és mtsai, 1985). A fert6zés forrasa valosziniileg az
Ixodes uriae kullancs faj lehetett, amelybOl izolaltak a virust, és amelynek elsédleges

gazdaszervezetei a pingvinek (Murray és Vestjens, 1967).

Nagy jelentdsége van tovabba az allatkerteknek, rehabilitacids kozpontoknak is. Egyrészrol
megvan a veszélye, hogy a pingvinek itt addig szdmukra ismeretlen virusokkal fertézddnek és
azokat a természetes ¢él0helyiikre valo visszaengedésiik utan vadon €10 tarsaik kozt elterjesztik
(Parsons €s mtsai, 2015). Masrészt viszont ilyen folyamatos megfigyelés alatt 4ll6 egyedekben
sokkal konnyebb detektalni egy esetleges fert6zés tiineteit €s megkezdeni az okok felderitését.
A spheniscid-alfaherpeszvirus 1 virust példaul papaszemes és Humboldt-pingvinekbdl izolaltak
két németorszagi allatkertben (Pfaff és mtsai, 2017). Mivel mindkét esetben az un. pingvin
diftéria-szerli betegség tiinetei jelentkeztek, igy ezen tiinetek vadon €16 pingvinekben valo
mutatkozéasa esetén mar lehet gyanakodni, nem ez a virus all-e a betegség hatterében. Hasonlo

tiineteket észleltek mar példaul vadon €16 sargaszemii pingvinekben is (Alley és mtsai, 2017).

Mig egyes virusok komoly tiinetekkel jelentkeznek és akar jelentds mortalitdshoz 1is
vezethetnek (altalaban fiokak esetében) (Niemeyer és mtsai, 2013; Alley és mtsai, 2017;
Neimeyer és mtsai, 2017; Pfaff és mtsai, 2017; Molini és mtsai, 2020) addig néhany virus
jelenléte altalanosnak és veszélytelennek tlinik a pingvinek szervezetében. Az egyik ilyen
legjobban dokumentalt virus a madar-avulavirus, melynek szamos szerotipusat kimutattdk
kiilonboz6 pingvin fajokbol, eltérd foldrajzi teriileteken, altalaban tiinetmentesen (Morgan és
Westbury, 1981; Morgan és mtsai, 1981; Morgan és mtsai, 1985; Austin és Webster, 1993;
Karesh és mtsai, 1999; Travis és mtsai, 2006; Miller és mtsai, 2010; Uhart és mtsai, 2020). A
Newcastle-betegséget okozo virust is Kimutattak mar tobb fajbol, am tgy tiinik, széles korben

nincs elterjedve a pingvinek kozott (Morgan és Westbury, 1981).
1.3.3. A pingvinek adeno- és circovirusai
A pingvinekbdl eddig egy adenovirus és egy circovirus fajt irtak le.

A Penguin siadenovirus A faj els6 tipusat allszijas pingvinben fedezték fel, de kimutattak

Adélie és szamarpingvinben is. Erdekessége, hogy habar a Siadenovirus nemzetségbe



sorolhatd, genomjiban nem taldlhaté meg a nemzetség nevét add szialidaz gén. Legkozelebbi
rokonsagban a pulyka-adenovirus 3 tipussal all, és feltételezhetden apatogén virus. (Lee és

mtsai, 2014; Lee és mtsai, 2016)

A pingvin-circovirust egy olyan Adélie pingvin egyedben fedezték fel, melyen tollhullatas volt
megfigyelhetd (3. abra). Ilyen rendellenességet eddig 4 pingvinfajrol jelentettek (csaszar-,
papaszemes-, magellan- és Adélie pingvinekrdl (Kane és mtsai, 2010; Barbosa és mtsai, 2015;
Morandini és mtsai, 2019)), am mivel a tovabbiakban ezt a circovirust tiineteket nem mutatd
egyedekbdl mutattik ki, igy szerepe a betegségben nem igazolt. A pingvin-circovirus a siraly-
circovirussal all legk6zelebbi rokonsagban, eddig Adélie és allszijas pingvinekben mutattak ki
(Morandini és mtsai, 2019; Levy és mtsai, 2020b). A kdzelmultban tovabba négy pingvinfajt
vizsgalva (kiraly-, Adélie-, allszijas- és szamarpingvineket) kimutattak szamos olyan, a
tudomany szamara eddig ismeretlen szimplaszala DNS virust, melyek a Cressdnaviricota
torzsbe sorolhatok, de nem osztalyozhatok egyik jelenleg elfogadott viruscsaladba sem (Levy

¢és mtsai, 2020a).

3. dbra: Példa egy tollhullatdst mutato Adélie pingvin
fidkardl (Forrds: Morandini és mtsai, 2019)



1.4. Célkitiizések

Szakdolgozatom soran célul tiiztem Ki a pingvin-credetii mintakban esetlegesen fellelhetd
adeno- ¢és CRESS-DNS virusok vizsgalatat. Fokuszaltam a pingvinek és virusaik
rokonsagi kapcsolataik felderitése. Valamint, mivel szamos bélsar mintaval dolgoztunk, volt
es¢ly taplalék-eredetli virusok kimutatasdra is, amivel nemcsak a pingvinek, de a

kornyezetiikben 1évo, szamukra taplalékul szolgalo allatok virusainak vizsgalata is lehetséges.
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A mintak szarmazasa

Az altalam vizsgalt 6sszesen 24 db minta harom pingvinfajtol (Spheniscidae csalad) szarmazott
¢s magaban foglalt 20 db bélsar- és 4 db szerv (m4j, vese) eredetii mintat. Koziilik 23
kiilonboz6  allatkertektél szarmazott, egyet pedig egy pingvinrezervatum bocsatott
rendelkezésemre. A mintagytijtést legtobb esetben az allatkertek munkatarsai végezték, majd
postai uton juttattdk el szamomra, illetve egy esetben témavezetém és én személyesen
boncoltuk és mintaztuk az allatokat. A mintak négy kiilonb6z6 orszagbol (Chile, Németorszag,

Magyarorszag, Egyesiilt Kiralysag) szarmaztak. A mintak eredetét az 1. tdblazat foglalja ssze.

1. tablazat: Vizsgalt mintaink szarmazasa ¢s mennyisége

Faj Orszag, telepiilés, allatkert db Minta Azonosito

kiralypingvin Chile, Tuzfold,
) ) ) 1 maj LPV004
(Aptenodytes patagonicus) | Global Penguin Society

Németorszag, Hannover,

) 1 bélsar SZ0
Erlebnis Zoo Hannover
papaszemes pingvin Magyarorszag, Debrecen,
. = ) s 15 bélsar SZ1-S715
(Spheniscus demersus) Nagyerdei Kultarpark

Magyarorszag, Budapest, .
o, 3 maj, vese S716-S718
Fovarosi Allat- és Novénykert

Humboldt-pingvin Egyesiilt Kiralysag,
. ) ) 4 bélsar SZ19-S722
(Spheniscus humboldti) Winchester, Marwell Zoo

2.2. DNS kivonasa a mintakbol

A bélsar eredetli mintakbol a DNS kivonasat a NucleoSpin DNA Stool kit (Macherey-Nagel)
segitségével, a szerv eredetii mintakbol a NucleoSpin RapidLyse kit (Macherey-Nagel)
segitségével végeztem a gyarto utasitasai szerint. Hogy ki tudjam mutatni az esetleges kivonas
kozben torténd kontaminaciot vagy a kivond kitek kontamindltsdgat, minden esetben

készitettem egy un. feltarasi negativ kontrollt, melyhez mintat nem adtam, de a protokollt
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elvégeztem vele. Az 1 db Aptenodytes patagonicus majminta esetében mar kivont DNS allt

rendelkezésemre. A kivont DNS-t a PCR vizsgalatok elvégzéséig -20 °C-on taroltam.

2.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Mind a CRESS-DNS, mind az adenovirusok kimutatasa két-k6ros PCR modszerrel tortént. A
CRESS-DNS virusok esetében a replikacioért felelés (Rep) gént, mig adenovirusok esetében a
DNS-polimerdz gén egy szakaszat kiséreltem meg felerdsiteni. Eldbbi esetben a Li ¢és
munkatarsai altal 2010-ben, mig utobbi esetben a Wellehan és munkatarsai altal 2004-ben leirt
PCR-t alkalmaztam. Pozitiv kontrollként kacsa-circovirus, illetve szarvasmarha
mastadenovirus (BAdV-1) eredeti DNS-t hasznaltam. A reakcidkhoz DreamTaq Hot Start
Green PCR Master Mixet alkalmaztam. Az egyes reakciok végtérfogata 25 pul volt. A PCR-
termékeket ezutan +4 °C-on taroltam. A PCR-reakcioelegyek Osszetétele a 2. tablazatban, a

programok protokollja a 3. tablazatban, végiil a primerszekvenciak a 4. tablazatban lathatok.

2. tablazat: A CRESS-DNS és adenovirusok kimutatdséra iranyuld PCR reakciok dsszetétele

Els6 és masodik kor
Milli-Q viz 10,5 pul
DreamTaq Hot Start Green PCR Master Mix 12,5 ul
Forward primer (50 pM) 0,5 ul
Reverse primer (50 M) 0,5 ul
DNS 1l
Végtérfogat 25 ul

3. tablazat: A PCR reakciok id6- és hdmérséklet-protokollja

CRESS-DNS virusok Adenovirusok
Els6 kor Masodik kor Els6 és masodik kor
Hoémérséklet 1d6 Hoémérséklet 1d6 Hoémérséklet 1d6
(°C) (perc) (°C) (perc) (°C) (perc)
95 5 95 5 95 5
95 1 95 1 94 0,5
Ismétlés Ismétlés Ismétlés
52 1 56 1 46 1
40x 40x 45x
12 1 72 1 72 1
12 10 72 10 72 3
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4. tablazat: A PCR vizsgalatok soran hasznalt primerek szekvencidi. A tobbféle nukleotidot
tartalmazoé poziciok, illetve kiilonleges nukleotidok jelolései: | = inozit, N = G/A/T/C, M =
AIC,R=AIG,W=AIT,S=C/G,Y =C/T,H=A/CIT,D = A/GIT, B =CI/G/IT.

Virus Primerszekvenciak
o CV-F1 5’-GGIAYICCICAYYTICARGG-3’
CRESS-DNS clso kor CV-R1 5’-AWCCAICCRTARAARTCRTC-3’
virusok CV-F2 5’-GGIAYICCI CAYYTICARGGITT-3’
masodik kor

CV-R2 5’-TGYTGYTCRTAICCRTCCCACCA-3’

poloutfo 5’-TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC-3’
poloutre 5’-GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT-3’
polinnfo 5’-GTNTWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC-3’
polinnre 5’-CCANCCBCDRTTRTGNARNGTRA-3’

elso kor

Adenovirusok

masodik kor

2.4. Agaroz gélelektroforézis

A PCR vizsgalatok pozitivitasanak ellenérzése agaroz gélelektroforézissel tortént a keletkezett
PCR-termékek mérete alapjan. Ehhez GelRed (Biotium) festéket tartalmazo (4 pl/100 ml)
1,5 %-o0s agardz gélt hasznaltam. A mintakbol, illetve pozitiv és negativ kontrollokbdl 5 pl-t,
molekulatomeg markerbdl (GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Scientific) 2 ul-t vittem fel
a gélre. A futtatas 0,5x TAE (trisz-(hidroximetil)-amino-metan, ecetsav, etilén-diamin-

tetraecetsav) pufferben zajlott 90 V fesziiltségen 15-30 percig.

2.5. PCR-termékek tisztitasa szekvenalashoz

A gélelektroforézis eredménye alapjan pozitivnak itélt mintak PCR-termékeit szekvenalashoz
tisztitottam. Amennyiben csak specifikus termék keletkezett, azt a reakcidelegybdl tisztitottam
ExoProStar 1-Step (Cytiva) kit alkalmazasaval. Amennyiben nem-specifikus termékek is
keletkeztek, ugy a megfelelé méretiit elektroforézis utan gélbdl tisztitottam NucleoSpin Gel and

PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel) segitségével.

2.6. DNS-szekvenalas

A tisztitott PCR-termékek szekvencidjat mindkét szalon meghataroztam BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing kit hasznalataval. A szekvenalo primerek a PCR reakciok soran hasznalt
belsé kords primerek voltak, 5 uM higitdsban. A reakcidt 200 pl-es Eppendorf csovekben
végeztem. Ezt kdvetden a szekvendlasi reakciokat alkoholosan precipitaltam. A kicsapas a

kovetkezOképpen tortént: 40 pl kicsapd mixet mértem minden tisztitott termékre, majd a
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csoveket keverés utan 15 percig letakarva szobahémérsékleten inkubaltam. Ezutan 2100 Xg
gyorsuldssal 45 percig centrifugaltam szobahdmérsékleten, majd eltavolitottam roluk a
feliiluszot. Ezt kovetden az egyes termékekre 70 pl 70%-os etanolt mértem, majd ismét 2100 xg
gyorsulassal 15 percig centrifugaltam a csoveket szobahdémérsékleten. A feliiliszo ujboli
eltavolitasa utan a csoveket nyitva hagyva 10 percig sotétben szobahdmérsékleten szaritottam.
A kapillaris gélelektroforézist a Szegedi Biologiai Kutatokozpont szolgaltatdlaborjaban
végezték el. A szekvenalasi reakcid Osszetételét, illetve id6- és hdmérsékletparamétereit az 5.

€s 6. tablazat, a kicsap6 mix 0sszetételét a 7. tablazat mutatja.

5. tablazat: A szekvenalasi reakcid Osszetétele

Milli-Q viz 1l
BigDye Terminator v1.1 &v3.1 5X Sequencing Buffer | 1 ul
Primer (5 uM) 1l
BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 1l
Minta 1ul
Végtérfogat S5ul

6. tablazat: A szekvenalasi reakcid id6- és homérsékletprotokollja

Hoémérséklet (°C) Id6é (masodperc)
96 60
96 10
50 5 Ismétlés 35x
60 240

7. tablazat: A kicsapd mix Osszetétele

3M Na-acetat (pH 4,6) 1,5ul
96%-0s etanol 31l
Milli-Q viz 7,5 ul
Végtérfogat 40 nl
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2.7. Molekularis klonozas

Azon mintdk esetében, amelyeknél az eredményiil kapott szekvencidk keveréknek tlintek,
ezeket molekuldris klonozassal kiilonitettem el egymastol. A PCR-termékeket plazmid
vektorba ligaltam a Clone JET PCR Cloning Kit hasznélatdval, majd a plazmidokat One Shot
TOP10 Chemically Component Escherichia coli baktérumokba transzformaltam. A ligalast
szobah6émérsékleten végeztem el, 1 ul PCR-termék felhasznalasaval a gyartd utasitasai szerint.
Ezt kdvetben hiitott pipettaheggyel 2 ul ligitumot adtam 25 pl baktériumhoz. Jégen valo 30
perces inkubalast kovetéen 90 masodpercre 42 °C-os vizfiirddbe, majd 0jbol 1-2 percre jégre
helyeztem a transzformatumot. Ezutan hozzaadtam 250 ul SOC tapfolyadékot, majd 45 percig
37 °C-on inkubaltam a transzformatumot folyamatos razatas kdzben. Mivel a plazmidok
ampicillin-rezisztencia gént tartalmaztak, ezért a transzformatumokat ampicillines taptalajra
oltottam. Ennek el6allitasahoz 50 ul 50 mg/ml koncentracioja ampicillin oldatot szélesztettem
egyenletesen petricsészében 1évé LB agarra. A transzformatumokbol 20 ¢és 200 pl-t
szélesztettem az igy elokészitett taptalajra, majd ezeket 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltam.
A szilard taptalajon nétt telepekb6l 5-5 darabot atoltottam ampicillines (100 pg/ml) folyékony
LB tapfolyadékba, majd ezeket ismét 37 °C-on egy éjszakat inkubaltam.

A plazmid DNS kinyerését miniprep eljarassal végeztem a NucleoSpin Plasmid Mini kit
(Macherey-Nagel) segitségével, majd a kinyert DNS-t szekvenaltam. A szekvenalasi reakcio

Osszetételét a 8. tablazat mutatja. Az alkoholos kicsapés a 2.6. fejezetben leirt modon zajlott.

8. tablazat: A szekvendlési reakcid Osszetétele plazmidok esetében

Milli-Q viz 1,5l
BigDye Terminator v1.1 &v3.1 5X Sequencing Buffer | 1 ul
pJET 1.2 Forward primer (10 uM) 0,5 ul
BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 1ul
Minta 1ul
Végtérfogat Sul

2.8. Bioinformatikai elemzések és filogenetikai szamitasok

A szekvenalasi kromatogramokat elektronikus formaban tovabbitottak szamomra, ezek
megtekintésére a BioEdit programot hasznaltam. Az NCBI BLASTx szolgaltatdsanak

segitségével hasonlitottam 0Ossze Oket a GenBankban megtaldlhatd szekvencidkkal ¢és
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megvizsgaltam, melyekkel mutatjak a legnagyobb azonossagot (Altschul és mtsai, 1997). A
Geneious segitségével eltavolitottam a primereket és nem megfeleléen leolvashatd
szekvenciarészeket, illesztettem a kétoldalrol leolvasott szekvenciakat, és konszenzust, majd
aminosav-szekvenciat szarmaztattam a nukleotidszekvenciakbol a megfelelé leolvasasi
keretben. Tobbszoros illesztést készitettem a MAFFT szoftver segitségével (Katoh & Standley,
2013), referencia szekvenciaként a GenBankban elérhet6 CRESS-DNS virus szekvenciakat
hasznaltam ugy, hogy lefedjem a Cressdnaviricota torzs Arfiviricetes osztalyanak minden
jelenleg elfogadott vagy javasolt kladjat (Kazlauskas és mtsai, 2018). A magas pontozasu
BLASTX talalatokat is szerepeltettiik az elemzésben, €s két, pingvinekbdl kimutatott CRESS-
DNS virust is (Levy és mtsai, 2020). A torzsfarekonstrukciot a RAXML szoftverrel végeztem
(Kozlov és mtsai, 2019). A megfelel6 evoluciés modell kivalasztdsdhoz a MEGA X programot

hasznaltam (Kumar ¢és mtsai, 2018).
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3. EREDMENYEK

3.1. A PCR tesztek eredményei gélelektroforézis alapjan

A gélelektroforézis alapjan az adenovirusokra tesztelt 23 db minta mindegyike egyértelmiien
negativnak bizonyult. A CRESS-DNS virusokra tesztelt 24 db minta esetében 15 egyértelmiien

negativ és 9 pozitivnak latsz6 eredményt kaptam (pl. Id. 5. abra).

4. dbra: A CRESS-DNS virusra pozitiv SZ4-es minta (aldhuzva) gélfotdja. 1-15: mintdk (SZ1-15),
- PCR negativ kontroll, F-: feltdrdsi negativ kontroll, +: pozitiv kontroll, M: molekulatémeg
marker, C: Chalupa Réka egyéb mintdja. A felsé sorban CRESS-DNS-, az alsé sorban
adenovirus PCR reakcidk elektroforetogramja lathato.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 C - F + M

- —
-~ —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 C - F + M
—— [——
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5. dbra: Egy fals pozitiv CRESS-DNS virus PCR reakcid gélfotdja. SZ19-22: mintdk, F-: feltdrdsi
negativ kontroll, -: PCR negativ kontroll, +: PCR pozitiv kontroll, h+: higitott pozitiv kontroll,
M: molekulatémeg marker

SZ19 SZ20 SZ21 SZ22 F- - + h+ M

w

3.2. A szekvenalas eredményei

Mivel a PCR reakciok soran el6fordulhat nem-specifikus genomrészek feler6sodése, igy a
szekvenalds utdn az altalam kapott szekvencidkat Osszehasonlitottam a GenBankban
megtalalhat6 szekvenciakkal. Ennek eredményeképp a 9 pozitivnak itélt mintabol 8 mintardl
megallapitottam, hogy nem-specifikus PCR-terméket tartalmazott (pl. bakterialis vagy
pingvingenom-eredetiit). Egy esetben kaptunk valds pozitiv eredményt. Az SZ4 jelzési
mintabol, amely egy, a debreceni Nagyerdei Kultirparkbol szarmazo papaszemes pingvin
bélsarminta volt, egy CRESS-DNS virust mutattam ki. A kapott szekvencia jo minéségii volt,
igy alkalmazni tudtam torzsfarekonstrukcios elemzésben. A sziirGvizsgalat eredményét a 9.

tablazatban foglaltam Gssze.
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9. tablazat: A szlirGvizsgalatok eredményeinek 6sszefoglalasa

Faj Orszag, telepiilés, Azonosito Adenovirus CRESS-DNS
allatkert virus
irdlypingvin | oo Tyzfs1d, Global L
(Apteno@ytes Penguin Society LPV004 - fals pozitiv
patagonicus)
Németorszag, Hannover, , i
Erlebnis Zoc%I Hannover 520 negatlv fals pozitiv
SZ1 negativ negativ
SZ2 negativ fals pozitiv
SZ3 negativ negativ
SZ4 negativ pozitiv
SZ5 negativ negativ
SZ6 negativ negativ
p?ipas_zemes Magyarorszag, Debrecen, SZ1 negat%v negativ
pingvin Nagyerdei Kulttrpark SZ8 ne gatlrv negat{V
(Spheniscus SZ9 negativ negativ
demersus) SZ10 negativ negativ
SZ11 negativ negativ
SZ12 negativ negativ
SZ13 negativ negativ
SZ14 negativ negativ
SZ15 negativ negativ
Magyarorszag, Budapest, SZ16 negativ fals pozitiv
Févarosi Allat- és SZ17 negativ fals pozitiv
Novénykert SZ18 negativ fals pozitiv
Humboldt- SZ19 negativ negativ
pingvin Egyesiilt Kiralysag, SZ20 negativ fals pozitiv
(Spheniscus Winchester, Marwell Zoo Sz21 negativ negativ
humboldti) Sz22 negativ fals pozitiv

3.3. A filogenetikai elemzés eredménye

Az NCBI BLASTx eredménye alapjan az altalam talalt papaszemes pingvin CRESS-DNS virus
Rep génje a szdrmaztatott aminosav-szekvencia szintjén 95% szekvenciaazonossadgot mutatott
két, kornyezeti mintabol szarmazd6 CRESS-DNS virus homoldg génjével. A talalati lista

kovetkezé harom eleme crucivirus volt, ezekkel 43,84-52,71% volt a szekvenciaazonossag.

A torzsfarekonstrukcids elemzés eredménye alapjan az altalam talalt virus a CRESS-DNS

virusok Arfiviricetes osztalyanak CRESS2 viruskladjaba sorolodik (4. abra).
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4. DISZKUSSZIO

4.1. A pozitiv mintak szama

Kutatisom soran az adenovirusokra tesztelt 23 db mintank 0%-a, a CRESS-DNS virusokra
tesztelt 24 db minta 4,2%-a hozott pozitiv eredményt. Utobbi esetben a szervmintak 0%-a, mig
a bélsarmintdk 5%-a volt pozitiv. Az vizsgalt bélsarmintak jo fizikai kondicidban 1évo,
egészséges, kifejlett egyedektdl szarmaztak, a szervmintdk esetében az elhullds nem volt
Osszefliggésbe hozhato virusos fertézéssel. Korabbi tanulmanyokban pingvinek adenovirusokra
vald PCR tesztelése esetében az egyedek 28,2%-a, illetve 80%-a mutatott pozitivitast, bar ezen
tanulmanyok egyike sem az altalunk vizsgalt fajokra iranyult, illetve eltéré primereket
alkalmaztak, és kizardlag szervmintakkal dolgoztak (Lee és mtsai, 2014; Lee és mtsai, 2016).
Ugyanakkor az alkalmazott primerek specificitasa nem okozhatott gondot, hisz az alkalmazott

modszer minden ismert adenovirust kimutat (Kajan, 2016).

CRESS-DNS virusokra valo PCR tesztelés esetében korabbi tanulmanyokban 12%, illetve
2,7% pozitivitas volt megfigyelhetd, szintén az altalunk vizsgaltaktol eltéré fajokban, eltérd
primerek hasznalataval, illetve klodka tamponmintak sziirésével (Morandini és mtsai, 2019;
Levy és mtsai, 2020a). A kutatasom soran alkalmazott CRESS-DNS virusokat kimutatd
primerek segitségével Kapitany Szilvia szakdolgozati munkaja keretein beliil denevér eredetii
mintdk sziirésekor bélsarmintdk esetén 12,84%-0S, szervmintdk esetén pedig 9,38%-0S
pozitivitast tapasztalt (Kapitany, 2017). Immunszupresszalt allapotban 1év6, esetleg hosszabb
ideje tartd betegeskedésben elhullott allatokbol feltehetdleg nagyobb valdszintiséggel lehetett
volna sikeresen virusokat kimutatni. Pingvinek esetében rdadasul szamos tanulmany ravilagit,
hogy a fidokak sokkal érzékenyebbek a virusos fertdzésekre, mint a kifejlett egyedek. A pozitiv

mintdk alacsony szdma valosziniileg ezen tényezdk egyiittesének volt kdszonhetd.

4.2. A fals pozitiv mintak szama

Mintaim adenovirusokra valdé PCR tesztelése soran nem adddott fals pozitiv eredmény. A
CRESS-DNS virusokra vald tesztelés esetében azonban a vizsgalt mintak 33,3%-anal nem-
specifikus DNS szakasz erdsodott fel a PCR soran, a keletkezett PCR-termékek mérete pedig
megegyezett a vart termékével, igy fals pozitiv eredmény sziiletett. A bélsarmintak kdzott 20%,
mig a szervmintak kozott 100% volt a fals pozitiv eredmények aranya. Ezen esetekben vagy

bakterialis vagy pingvingenom-eredetli DNS szakaszok erdsodtek fel.
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A vizsgalat soran mindkét PCR modszer esetében alacsony annealing homérsékletet (3.
tablazat), valamint degeneralt primereket (4. tablazat) alkalmaztam. Utobbi jelentése, hogy az
egyes primerek tobb, egymashoz hasonld, de szekvencidjukban eltéré keverékként vannak
jelen. Attol fliggden, hogy hany nukleotid pozicidban, milyen mértékii variabilitas figyelhetd
meg, kifejezheto a degeneraltsag mértékét. A CRESS-DNS virusok detektalasara szolgald négy
primer degeneraltsaga 8-, 16-, 16-, illetve 32-szeres. Mind az alacsony annealing homérséklet,
mind a degeneralt primerek ndvelik a primerek nem-specifikus kotodésének, azaz a fals
pozitivitasnak az esélyét. Ez nehézségeket okozhat, viszont ezen PCR moddszerek széles kort
detektalasi spektruma mégis nagy eldnyt jelent a vizsgalatok soran. Az adenovirusok
detektalasara hasznalt primerek alkalmasak példaul a tudomany szamara Uj virusok
detektalasara. Segitségiikkel kimutattak mar mast- (Lange és mtsai, 2019), avi- (Ivanics és
mtsai, 2010), at- (Ball és mtsai, 2012), si- (Rivera és mtsai, 2009), valamint testadenovirusokat
(Salzmann és mtsai, 2021) is. A CRESS-DNS virusokra iranyuld primerek célspektruma az
eredeti tanulmanyban nem teljesen tisztazott, a circovirusokon til egyéb CRESS-DNS virusok
kimutatasara is alkalmasak (Li és mtsai, 2010). A széles detektalasi spektrum kdvetkeztében
megnovekedett fals pozitivitas viszont még inkabb hangsulyossa teszi a szekvenalas
jelentdségét, hiszen csak ennek segitségével tehetd egyértelmiivé, melyek a specifikus

termékek, azaz a valoban virust tartalmazo mintak.

4.3. A papaszemes pingvin CRESS-DNS virusianak rendszertani beosztasa és feltételezett
evolucioja

A pépaszemes pingvinbdl kimutatott CRESS-DNS virus a CRESS-DNS virusok Arfiviricetes
osztalyanak egy nemrégiben létrehozott viruskladjaba sorolodott. Ezt a kladot ideiglenesen
CRESS2 kladnak nevezték el, se rendszertani szintje nem eldontott még, se a gazdafajok korét
nem sikeriilt koriilhatarolni (Kazlauskas és mtsai, 2018). Tagjait gyakran kdrnyezeti mintakbol
mutatjak ki. Ilyen eredetiieck a papaszemes pingvin CRESS-DNS virussal legmagasabb
szekvenciaazonossagot mutatd virustorzsek is: a két legkdzelebbi rokonsagban 4116 virustorzset
a Jangce-foly6 vizébdl mutattak ki (Lu és mtsai, 2020), mig a kevésbé hasonld crucivirusokat
franciaorszagi tavakbol (de la Higuera és mtsai, 2020). [A crucivirusok a CRESS-DNS virusok
kozé tartozd kiméra virusok: replikacios fehérjéjiik a CRESS-DNS virusokra jellemzd, mig
kapszid fehérjéjiik feltehetéen horizontalis géntranszfer eredménye egy RNS-virustol a

Tombusviridae csaladbol (Diemer és Stedman, 2012.; de la Higuera és mtsai, 2020).]
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De a vizsgalt virustorzs filogenetikai kozelségében megtalalhato két pingvinbdl szarmazo torzs
is, melyet leiroi 6vatosan csak Antarctic virus 3, illetve 4 néven illettek. Az egyik kiralypingvin,
a masik allszijas pingvin klodkatamponjabol keriilt kimutatasra, de mutattak ki hasonld virust
Adélie- és szamarpingvinekbdl is. Az allatokat az Antarktiszon és ahhoz kozeli szigeteken,
természetes ¢€lOhelyiikon mintaztdk (Levy és mtsai, 2020b). A papaszemes pingvinbol
kimutatott CRESS-DNS virus eredetének vizsgalatakor ezért konnyen felmeriilhet a hipotézis,
hogy a CRESS-DNS virusok ezen kis aga, hosszabb ideje egyiitt fejlodhet a pingvinekkel mint
gazdafajokkal. Ezt erdsitheti meg, hogy a péapaszemes pingvinek és a fent emlitett négy
antarktiszi faj foldrajzi lokalizacidja igen eltérd, az altalunk vizsgalt minta rdadasul egy magyar
allatkertb6l szarmazik, ami a természetes élohelyekt6l még tavolabb esik. Ezen 6t fajbol
kimutatott virus filogenetikailag kozeli egymashoz. Ehhez tarsul a tény, hogy a virusokat jo
fizikai kondicioban 1évd kifejlett egyedekbdl mutattak ki, amelyek betegség tlineteit nem
mutattdk. A CRESS-DNS virusok eltéré pingvin fajokban vald jelenléte, a nagy foldrajzi
tavolsag és a valdszinlsithetd apatogenitas az evolucios fejlodés régota tartd 0sszefonodasara
utal a pingvinek ¢és az ujonnan felfedezett CRESS-DNS virusklad kozott (Kajan és mtsai, 2020).
Eredményem, az elsé¢ kimutatott papaszemes pingvin CRESS-DNS virus, megerdsiti ezt a

feltételezést.

Ugyanakkor a CRESS-DNS virusok talan legjobban ismert és jellemzett nemzetsége az
Arfiviricetes osztaly, Cirlivirales rendjének, Circoviridae csaladjaba tartozd Circovirus
nemzetség, melybe jelentds szamban osztalyoznak madar-circovirusokat (pl. kanari-, kacsa-,
galamb-cirkovirus stb.), és ezeket a virusokat épp a kozelmultban irtdk le pingvinekbdl is
(Morandini ¢és mtsai, 2019; Levy és mtsai, 2020a). A biztosan ismert gazdafajok nagy szama
egyértelmiivé teszi, hogy a CRESS-DNS virusok ezen vonala hosszabb ideje egyiitt fejlodik a

madarakkal, hisz circovirus sok emldsbol, s6t halbol is kimutathato (Breitbart és mtsai, 2017).

Persze nem zarhat6 ki, hogy a CRESS-DNS virusok két leszarmazasi vonala is egyitt fejlodott
volna a pingvinekkel. A Cressdnaviricota torzs hatalmas varianciaja és széles gazdaspektruma
lehetévé tenné, hogy egy gazdavaltds utan a pingvinekkel akar két virusvonal is egylitt
fejlédjon. De ha megvizsgaljuk a pingvinek egyméshoz hasonlé taplalkozasat és vizhez kozeli
¢letterét, valamint, hogy a CRESS2 virusokat sokszor vagy (pingvinektdl fliggetlen) vizes
életterek metagenomikai vizsgalatdbol vagy vizhez kothetd izeltlabliakbol mutatjak ki
(Dayaram ¢és mtsai, 2015; Kraberger ¢s mtsai, 2015; Bistolas és mtsai, 2017), konnyen

elbizonytalanodunk elméletiink helyességében. Persze a vizes élettérhez kapcsolt gazdat se
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vehetjiik biztosra a CRESS2 klad esetében, kiilondsen hogy az Egyesiilt Arab Emiratusokban

€16 egypupt teve bélsarabdl is kimutatdsra keriilt mar ilyen virus (Woo és mtsai, 2014).

A virus pontos gazdafaja tehat tovabbi vizsgalatokat igényel, azonban a befoglalé klad

feltételezhetéen egy uj rendet vagy csaladot fog képviselni az Arfiviricetes osztalyon beliil.

erer

Virusok ¢és gazdaszervezeteik kozotti koevolicid szamos esetben megfigyelhetd, ez alol a
pingvinek €s virusaik sem képeznek kivételt. Ezen madarak esetében egy igen atfogdan kutatott
csoport a Paramyxoviridae csaladba tartoz6 paramyxovirusok csoportja. A madar avulavirust
(més néven madar paramyxovirust) szamos esetben kimutattdk kiilonb6zd pingvin fajokban.
Szerologiai modszerekkel vizsgalva a hat pingvin nemzetségbdl 6tben kimutattak kiilonb6zo
szerotipusait, altalaban tlineteket nem mutat6é egyedekbdl, ezen kiviil royal-, kirdly-, Adélie-,
szamar-, sziklaugro- és magellan pingvinekbdl tobb szerotipust sikeresen izolaltak is. A
paramyxovirusok ilyen mértékii és ilyen széleskori tiinetmentes jelenléte pingvinekben utalhat
a koevolucio jelenségére, valamint ravilagit, hogy ezen madarak kulcsfontossdgu szerepet
tolthetnek be a paramyxovirusok életciklusa és terjedése szempontjabdl. (Morgan és mtsai,
1981; Morgan ¢és Westbury, 1981; Morgan és mtsai, 1985; Alexander és mtsai, 1989; Austin és
Webster, 1993; Karesh és mtsai, 1999; Smith és mtsai, 2008; Miller és mtsai, 2010; Fornells és
mtsai, 2012; Parsons és mtsai, 2016; Wille és mtsai, 2019; Uhart és mtsai, 2020; Wille és mtsai,
2020)

4.5. A vadvilag virologiai vizsgalatanak jelentosége

Mivel szdmos tanulmany ramutat, hogy egészséges pingvinek virusok széles skaldjaval
lehetnek fertdzottek, igy ezen organizmusok minél atfogobb ismerete hasznos lehet a vadon €16
allatvilag védelme szempontjabol. A virusokkal szembeni ellenalloképesség és a vandorlo
életmod idedlis rezervoarokka teszi a pingvineket, akik igy jelentOs szerepet jatszhatnak
esetleges patogének mdas madar fajoknak valé atadasaban (Wille és mtsai, 2019). A
pingvinekkel Osszefiiggésbe hozhat6 CRESS-DNS virusokrol jelenleg kevés informacié all
rendelkezésiinkre, am ismeretesek olyan megbetegedések mas madar fajokban, amelyeket
CRESS-DNS virusok okoznak, példaul a papagdjok csér-toll szindrémaja. Ennél fogva az
altalam papaszemes pingvinbdl, illetve az egyéb pingvin fajokbdl kimutatott CRESS-DNS
virusok epizootioldgiai vizsgalata Uj potencialis patogének felfedezésének lehetOségét is

magaban hordozhatja. Ezen kiviil olyan virusok észlelése vadmadar populécidokban, amelyek
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potencialisan a baromfidlloményokban okoznak megbetegedéseket, felhivhatja a figyelmet
arra, hogy az emberi behatasoknak minél koriiltekintdbbnek kell lenniiik, hogy
megakadalyozzuk a vadmadarvirusok gazdasagi kérokozasat. De szintén konnyen atadhatjuk
haziasitott madaraink korokozoéit akar pingvineknek, akar mas veszélyeztetett vadon ¢élo

fajoknak, amivel komoly karokat tehetiink az 6koszisztémaban.
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5. OSSZEFOGLALAS

A Spheniscidae csaladba tartozo pingvinek a déli félteke kiilonleges, ropképtelen vizi madarai.
Kiilonb6z6 pingvin fajokbol szdmos virust mutattak mar ki, &m ezek kozott igen kevés adeno-
¢s CRESS-DNS virus (circular replication associated protein-encoding single-stranded DNA
virus; cirkularis, replikacids fehérjét kodolod, szimplaszala DNS virus) talalhatd. Kutatdsom
célja a pingvinek sajat, illetve esetlegesen taplalék eredeti adeno- és CRESS-DNS virusainak
Kimutatasa és filogenetikai jellemzése volt. Vizsgalni terveztem tovabba a pingvinek és virusaik
kozotti koevoluciot, hogy kimutathaték-e olyan virusvonalak, melyek evolucids fejlodése
hosszabb ideje 0sszefonodott gazdaszervezeteikével. Kutatdsom soran dsszesen 24 db bélsar,
illetve szerv eredetii mintat dolgoztam fel, melyek kiilonb6z6 allatkertekbdl, illetve egy chilei
pingvinrezervatumbol szarmaztak. Az altalam vizsgalt harom faj a kiraly- (Aptenodydes
forsterii), a papaszemes (Spheniscus demersus), valamint a Humboldt-pingvin (Spheniscus
humboldtii) volt. A virusok detektalasara mindkét esetben kétkoros PCR modszert
alkalmaztam. A  gélelektroforézist kovetéen a pozitivnak itélt PCR-termékek
nukleotidsorrendjét meghatdroztam. Ez alapjan elsdnek mutattam ki papaszemes pingvinbdl
CRESS-DNS virust, valamint nyolc fals pozitiv (bakterialis vagy pingvingenom eredetii) minta
is volt. A kimutatott virustorzs a filogenetikai elemzések alapjan a Cressdnaviricota torzs
Arfiviricetes osztalyaba sorolhatd. Ezen beliil a nemrégiben leirt, ideiglenesen CRESS2-nek
szintén pingvin fajokbol kimutatott CRESS-DNS virus is. Ez a gazdadiverzités, a kimutatasok
nagy foldrajzi tavolsaga és a valdszinlisithetd apatogenitds az evollcids fejlddés régota tartd
osszefonodasara utal a Spheniscidae csalad és a CRESS2 virusok egy aga kozott. Am annak
lehetdségét sem zarhatjuk ki, hogy a CRESS2 klad virusainak esetleges vizes él6helyekhez vald

kotddése miatt tudtuk kimutatni egy tagjat papaszemes pingvinbdl.
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6. SUMMARY

Screening of penguin samples for adeno- and CRESS DNA viruses

Penguins (family Spheniscidae) are flightless seabirds, living in the Southern Hemisphere.
Numerous different viruses were detected already in penguin species, but only a scarce number
of adenoviruses or CRESS DNA viruses (circular replication-associated protein-encoding
single-stranded DNA virus). The goal of the study was to evaluate the diversity of these viruses
in penguins and their prey animals and to investigate the coevolution between certain viral
lineages and their penguin hosts, that is, to detect viruses whose evolutionary development
intertwined with their hosts’ for a long time. Faecal and organ samples were obtained from
different zoos and a penguin reserve in Chile. The 24 samples originated from three species:
king (Aptenodytes forsterii), African (Spheniscus demersus) and Humboldt-penguin
(Spheniscus humboldtii). Both virus clades were targeted using nested PCR systems. After gel
electrophoreses, PCR products were sequenced. An African penguin CRESS DNA virus was
detected for the first time, and further eight false positivities too, originating from bacterial or
penguin genomes. According to the phylogenetic analysis, the detected virus is a member of
the phylum Cressdnaviricota, class Arfiviricetes, and falls into a recently described viral clade.
The clade was numbered as CRESS2 temporarily, and even its exact taxonomic level is
uncertain yet. The clade encompasses several further penguin CRESS DNA viruses. This host
diversity, the high geographic distances of the detections and the hypothesized apathogenicity
might support the presumed coevolution of the family Spheniscidae and this lineage of the
CRESS2 clade. However, we cannot rule out the possibility that we were able to detect a
member of the CRESS2 clade in the African penguin because of the clade’s possible connection

to aquatic habitats.
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