OTKA F67847
Magyarorszagi hiill6 és kétéltii gyiijtemények virologiai vizsgalata, kiillonos tekintettel a
jarvanyos megbetegedést okozo virusokra

Szakmai zardjelentés

1. Célkitiizések

Munkamban célul tiztem ki a magyarorszagi gyiijteményekben, tenyészetekben tartott
kétélti és hiillé fajok egyes jarvanytani szempontbol jelent6s virusainak monitoring
vizsgalatdt hagyomanyos ¢és modern virus-diagnosztikai modszereket alkalmazva. A
kimutatott virusok részleges szekvencidjat meghatarozva lehetdség nyilt szekvencia elemzésre
¢s filogenetikai szamitasok elvégzésére a virusok kozotti rokonsagi viszonyok felderitése
céljabol, valamint hatékonyabb diagnosztikai modszerek kidolgozasdra. A mintékat
magyarorszagi terraristak, allatkereskedések, a Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudoményi
Kar, Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszéke és a Févarosi Allat- és Novénykert
bocsajtottak rendelkezésemre. Mivel Magyarorszagon korabban nem végeztek ilyen jellegi
vizsgalatokat, izgalmasnak igérkezett annak megvizsgédldsa, hogy a magyarorszagi
alloményokban mely virusok fordulnak eld, és azok milyen genetikai rokonsdgot mutatnak az
eddig megismert virusokkal. A németorszagi egyiittmiikodés keretében lehetéség nyilt
kiilfoldi reovirus és picornavirus izolatumok szekvencidjanak meghatarozasara, és genetikai

jellemzésére.

2. Személyi valtozasok és eltérések a kutatas idozitésében

A 2008/2009-es tanévben Anders Severson, allatorvos hallgatd segitette a
kutatomunkat, elkészitette és sikeresen megvédte diplomamunkajat ,,Occurrence of
paramyxoviruses in exotic reptile species in Hungary” cimmel.

2009. julius 1-t61 2011. jonius 30-ig tartd 2 éves iddszakra az OTKA kutatas
ideiglenes felfiiggesztését kértem GYES miatt. Az OTKA Iroda megadta az engedélyt a
projekt felfliggesztésére.

Mivel rajtunk kiviil 4ll6 okok miatt az Ion-Torrent szekvenald berendezés
belizemelése, igy a szekvendalas optimalizalasa is késedelmesen tortént, a szekvenalasok soran
nyert adatok feldolgozasara és az eredmények publikaldsira mar nem volt lehetdség. Az
adatok feldolgozasa utan palyazatomhoz kapcsolédoan tovabbi publikaciok megjelenése

varhat6. A publikdciok megjelenése utan szeretném kérni palydzatom tjraértékelését.



3. Eredmények

Az OTKA-téma segitségével sikeriilt els6ként beszamolnunk hazai mintakban
eléforduld adenovirus-, parvovirus- és feltételezett coronavirus-fertézottségrol:
Coronavirus-szeri részecskék kimutatasa amursiklo savos-fibrines légesogyulladasaval
osszefiiggésben (Gal és mtsai, 2008)

Egy kifejlett amursikloban (Elaphe schrenki) a 1égcsé elzarddasaval jard, savos-

crcr

meg. A légcsé iiregében taldlhatd fibrindugobdl elektronmikroszkopos vizsgalattal
altalanos coronavirusok kimutatasara iranyuld RT-PCR vizsgélatok negativ eredményre
vezettek, ami szarmazhat tobbek kozott abbol is, hogy a konszenzus coronavirus primerek
nem alkalmasak hiillék coronavirusainak kimutatasara.

Adenovirus okozta sejtzartvanyos hepatitis és masodlagos parvovirus-fertézés elsé hazai
leirasa Hagen-viperaban (Farkas & Gal, 2008)

Az atadenovirusok igen elterjedtek, az altalunk vizsgalt hazai egzotikus hilld
mintdkban megkozelitdleg 10% az eléfordulasuk aranya. Egy Hagen-viperaban [Parias
(Trimeresurus) hageni] adenovirusok okozta sejtmagzarvanyok képzoédésével jard hepatitist
allapitottunk meg. A kigyd majabol és a bélbdl az Atadenovirus nemzetségbe tartozo vipera
adenovirust mutattunk ki PCR segitségével. A vipera-adenovirus a DNS-fliggd DNS-
polimeraz gén részleges szekvenciaja alapjan azonosnak bizonyult az aspis vipera (Vipera
aspis) egy németorszagi laboratoriumban kimutatott adenovirusaval.

Mivel adenovirusok mellett parvovirusok 1is gyakran eléfordulnak, ezért a
dependovirus genom konzervativ szakaszaira konszenzus primerpart terveztem, mely
segitségével egy kb. 1300 nukleotid hosszisagn szakaszt lehet felerdsiteni. fgy a Hagen-
viperabdl az adenovirus mellett egyidejiileg mintegy 1297 nukleotid méretli parvovirus
szakaszt is sikeriilt felerésiteni az uj primereket alkalmazva. Az igy nyert adatok alapjan
megallapithattuk, hogy az altalunk kimutatott parvovirus minddssze 71%-os azonossagot
mutatott a mar korabban leirt kigyo-adeno-asszocialt-virussal (SAAV), valamint a gerincesek
parvovirusainak nem strukturdlis génjének egy szakaszaval végzett filogenetikai szdmitdsok
szerint a dependovirusokkal, koztlik a liba Derzsy-féle betegségét okozé virussal és a barbari
kacsa parvovirusaval mutatta a legkdzelebbi rokonsagot és a filogenetikai fan a SAAV mellett
egy kiilonallo agat képezett.

Adenovirus- és mycoplasma-fertozottség dobozteknosben, (Farkas & Gal, 2009)



Egy felndtt doboztekndsben (Terrapene ornata ornata) az adenovirus fertdzottségre
jellemzd zsiros majelfajulast, szovettani vizsgalattal sejtzarvanyos hepatitist allapitottunk
meg. PCR-rel adenovirusok jelenlétét sikeriilt kimutatni. A DNS-fiiggé DNS-polimeraz gén
részleges aminosav szekvencidja alapjan elvégzett elemzések és filogenetikai szamitasok
szerint a dobozteknds adenovirusa igen érdekesnek bizonyult. A filogenetikai fan a korabban
megismert kigyd, gyik és teknds adenovirusokkal ellentétben a dobozteknds adenovirusa egy
teljesen kiilonallo agat képezett és egyik eddig megismert nemzetséggel sem mutatott
rokonsagot (1. abra). A virus pontos taxondmiai besorolasanak megallapitasahoz azonban
tovabbi szekvenciak meghatarozasa és a virus genomszervezddésének ismerete sziikséges.

A doboztekndsben egy eddig csak Amerikaban kimutatott Mycoplasma faj jelenlétét is
sikeriilt kimutatnunk és meghataroztuk annak ISR szekvencijat, mely tovabbi megerdsitésiil
szolgalt arra vonatkozodan, hogy a dobozteknésokben talalhatd Mycoplasma faj elkiiloniil az

eddig ismert teknés Mycoplasma fajoktol.
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1. abra Az Adenoviridae csalad torzsfa-rekonstrukcioja a DNS-fiiggd DNS-polimerdaz gén
részleges szekvencidja alapjan.

Circovirusok kimutatasa alacsonyabb rendi gerincesekbdl (Lorincz és mtsai, 2011;
Farkas és mtsai, 2012)

A SZIE mtsaival egylittmiitkodésben alacsonyabb rendii gerinces fajok monitoring
vizsgalata soran tobb mint 100 kétélti és hiilldé mintaban circovirusok eléfordulasat altalanos
circovirus PCR-rel nem sikeriilt bizonyitani, azonban a vilagon els6ként dokumentaltuk
circovirusok jelenlétét hazai halakban. Marnak mesterséges szaporitasa soran az ivadékok
tomeges pusztulasat tapasztaltak. A minték circovirus vizsgalata pozitiv eredményt hozott. Az
els6 rovid amplikonok szekvenalasa soran bebizonyosodott, hogy valoban egy uj, a
marnakban eléforduld circovirus fajrol van sz6. A szekvenciak alapjan tervezett primerekkel

sikeriilt a teljes virusgenomot amplifikalni és azt szekvendlds utan elemezni. A filogenetikai



elemzés megallapitotta, hogy az Ujonnan kimutatott hal circovirus nem azonos az eddig
kimutatott virusokkal.

Ezt kovetden circovirusokat detektaltunk gazdasagi szempontokbdl is jelentds indiai
halfajokbol is. 2009 novemberében az indiai Uttar Pradesh Allamban 1év6 halgazdasagban
(Parisitgarh Fish Farm), ill. koz6sségi halastavakban (Khajuri ponds) tenyésztett két indiai
pontyfélébdl (Labeo rohita és Catla catla) gyijtott mintak koziil a PCR vizsgalatok két catla
¢s egy labeo esetében pozitiv eredményt hoztak. A PCR sordan amplifikélt révid szakaszok
szekvenciajanak elemzése mindkét halfajban circovirusok jelenlétét igazolta. A két catla-bol
kimutatott circovirus nukleotid szekvencidja a felerGsitett szakaszon 100%-ban megegyezett,
a labeo circovirusaval pedig 67,85% azonossagot mutatott. Szekvencia és filogenetikai
analizis (2. 4bra) alapjan megallapithattuk, hogy az ijonnan kimutatott circovirusok nem
azonosak a koradbban kimutatott marna és a késObbiekben szintén Magyarorszdgon kimutatott

harcsa circovirusokkal.
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2. abra Filogenetikai analizis a labeo és catla circovirusok Rep génjének részleges varhato
aminosav szekvencidja alapjan.
Paramyxovirus fert6zottség javai boasikloban (Papp és mtsai, 2012)

Kilonféle hiilld fajok paramyxovirus fert6ézottségét kiilfoldon mar igen gyakran
leirtak. A virus els6sorban 1égzdszervi ¢és kozponti idegrendszeri tiinetekkel jard
megbetegedést okoz, sulyosabb, tomeges elhullast okozo formdjat elsésorban viperafélék
(Viperinae) alcsaladjaba sorolt fajokbol allo gylijteményekben dokumentaltdk. Monitornig
vizsgalataink sordan paramyxovirus-fertézottséget kizardlag importalt allatokban, Osszesen a
feldolgozott hazai mintak csupan 2%-ban sikeriilt megallapitani. Egy egzotikus
allatkereskedotdl vasarolt, majd fél évvel késobb elpusztult, elhullasa el6tt 1égzdszervi
tineteket mutaté javai boasiklot (Homalopsis buccata) kiildtek intézetiinkbe virologiai
vizsgalatra. A kigyot elhullasa eldtt 4 fajtarsaval egyiitt tartottak, a vasarlast kovetden fél éven
beliil valamennyi kigy6 elpusztult. A korelézmény, a koérbonctani és korszovettani

elvaltozasok alapjan paramyxovirus fertézottség gyandja mertiilt fel, melyet késdbb az RT-



PCR vizsgalatok és a PCR termékek szekvenalasa igazolt. Az RNS-fiiggé RNS-polimeraz
(L), a hemagglutinin-neuraminidaz (HN) és az ,,ismeretlen” (unknown, U) gének részleges
szekvenciajanak elemzése ramutatott arra, hogy a kimutatott virus HoBuc-HUNO09 a
nemrégiben leirt ,,C csoport” tagja a Ferlavirus nemzetségen beliil. Munkank soran egy uj
hiilll6 paramyxovirust sikeriilt jellemeznink egy homalopsid kigyé mucopurulens
tiidogyulladassal jaro elhullaséval kapcsolatban.
Reovirusok kimutatasa

Orthoreovirus fertdzottség a hazai és a kiilfoldi kereskedésekbdl szdrmazoé hiilld
mintdkban igen gyakran kimutathato virusizolalas és/vagy altalanos RT-PCR segitségével. A
hazai mintakb6l kimutatott orthoreovirusok szekvencidja tobbségében megegyezett a
génbankban talalhato szekvencia adatokkal, azonban egy csoport importalt zold fiisiklobol

(Opheodris aestivus) egy érdekes, az RNS-fiiggé RNS-polimeraz gén részleges szekvencija

alapjan 0j hiillé reovirust sikeriilt kimutatni és izolalni (3. abra).

3. abra Hiilld reovirusok altal kivaltott citopatogén hatés, sejtfizid viperasziv sejtvonalon
(VH-2).

Sajnos az eddig publikalt altalanos RT-PCR rendszerek segitségével az
orthoreovirusok RNS-fiiggé RNS-polimeraz génjének csak egy igen rovid szakasza (kb. 30
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vagy 75 aminosav hosszusagu) erdsithetd fel, mely csak a virusok eldzetes jellemzésére
alkalmas. Hiilld reovirusokbol mindeddig csak részleges szekvencia volt elérheté a
génbankban, azonban az lon-Torrent 0j generacioés szekvenald berendezés segitségével
sikeriilt tobb hiill6 reovirus izolatumot szekvendlni. Az 1) szekvencia-adatok alapjan
hatékonyabb diagnosztikai rendszer kidolgozasara is lehetdség nyilik.
Picornavirusok molekularis jellemzése

Németorszagi egylittmiikddésiink keretében eddig nem ismert picornavirus izoldtumok

(4. abra) szekvencidjat részlegesen meghataroztuk.

4. abra Picornavirusra emlékeztetd virusrészecskék transzmisszios elektronmikroszkopos

képe.
Védett hiillé allomanyok virologiai vizsgalata

A Rakosivipera-védelmi Kozpontban, a rdkosi vipera fajmegdrzését célz6 LIFE-
program keretében szaporitott 55 ndvendék rakosi viperabol vettiink szaj és klodka tampon
mintakat. A tampon mintakat altalanos, a hiilld paramyxovirusok RNS-fiiggd RNS-polimeraz
(L) génjének egy szakaszat feler6sitd RT-PCR-rel vizsgaltuk. A paramyxovirusok jelenlétére
iranyuld vizsgélat negativ eredménnyel zarult, a fenti modszerrel aktiv virusiiritéssel jard

fertdzést nem tudtam megallapitani.
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