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1. Bevezetés és célkituzések

Az utdbbi évtizedekben a hiilldtartas egyre népszeriibb az egzotikus allattartok korében,
ezzel parhuzamosan novekszik az igény a hiillokben gyakran halalos kimeneteli betegséget
okozo virusok kimutatasara és megismerésére. Az ujgeneracios szekvenalasi technikak (next-
generation sequencing, NGS) és a metagenomikai modszerek rohamos fejlédésének és
térhoditasanak koszonhetbéen egyre tobb adattal rendelkeziink a ribonukleinsav (RNS)
genommal rendelkez6 virusokrol. A legtobb kutatas ennek ellenére foleg a gazdasagilag jelentds
allat- és novényfajokra 0sszpontosit @ human megbetegedéseket okozo virusokon feliil €és a
gerinctelen, valamint az alacsonyabbrendli gerinces szervezetek viroszférajardl elenyészéen
keveset tudunk (Shi et al., 2018).

Az esetek tobbségében a hiilldket érinté megbetegedések koroki hattere tisztazatlan
marad, és a mar kimutatott virusokbol is csak részleges szekvencia adatok allnak
rendelkezésiinkre. A virus eredetli betegségek diagnosztikdja nem megfeleld, ezaltal a hatékony
kezelés ¢s megeldzées is jelentds nehézségekbe litkozik.

Munkank soran a hiilléket érint6 RNS virusfertézésekkel foglalkoztunk, ezen beliil is a
hiillé orthoreovirusokra, a kigyokat fertdzd arénavirusokra és a tekndsdket érintd
picornavirusokra 0sszpontositottunk. Céljaink az alabbiak voltak:

e Hiilld eredetii arénavirus teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa ¢és elemzése,
valamint rendszertani besorolésa.

e Egy hiill6bdl szarmaz6 reovirus teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa és elemzése.

e Ahill6 orthoreovirus fertézottség gyakorisaganak felmérése, a kimutatott virusok teljes
vagy részleges genomszekvenciainak meghatarozasa, a hiill6 orthoreovirusok genetikai
diverztdsdnak pontosabb megismerése, ¢és egy magyarorszagi torzsgylijtemény
létrehozésa.

e Szarazfoldi teknésbdl szarmazod picornavirusok izolalasa, tovabba a kimutatott virusok
teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa és elemzése.

e Teknds eredetii picornavirusok kimutatasara alkalmas sziirdvizsgalat Kifejlesztése.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Az arénavirusok és a boa sejtzarvanyos betegség

2.1.1 Az arénavirusok rendszertana

Az Arenaviridae csalad 1976-ban alakult, két szegmensbdl, nagy és kicsi (large, L és
small, S) allo, ambiszensz kodolasu, egyszala RNS (sSRNS) orokitdanyaggal rendelkezd burkos
virusokat foglalja magaba (Maes et al., 2018). 2012-ig az Arenaviridae csalad egyetlen
genuszbol, az Arenavirus nemzetségbdl allt, és kizarolag emldsoket fert6z6 virusok tartoztak
ide, melyek természetes gazdai ragesalok voltak (Pontremoli et al, 2019). A fejlodé molekularis
bioldgiai technikaknak kdszonhetden egyre tobb arénavirust mutattak ki hiillékbdl, melyek igen
kiilonb6zének bizonyultak (Abba et al., 2016). Ennek készonhetéen 2015-ben az Arenaviridae
csalad Gjabb nemzetséggel boviilt: a kigyokat fert6z6 virusokat a Reptarenavirus nemzetségbe,
az emlésokben el6forduléd virusokat pedig a Mammarenavirus nemzetségbe soroltak (Maes et
al. 2018). Utobbi nemzetségben a virusok foldrajzi elhelyezkedésiik és antigenitasi
tulajdonsagaik alapjan két monofiletikus csoportot alkotnak, az 6vilagi (Old World, OW) és
ujvilagi viruscsoportokat (New World, NW) (Pontremoli et al., 2019). A Mammarenavirus
nemzetség képviseldinek természetes gazdai a ragcsalok, melyekben kronikus fertdzést
alakitanak ki, majd zoondzis Utjan emberben vérzéses lazat vagy lagyagyburok gyulladast
eredményezhetnek (Stenglein et al., 2015). Jelenleg 39 virusfajt sorolhatunk a Mammarenavirus
nemzetségbe (Radoshitzky et al., 2019).

Gerinctelen ¢€161ényekbdl is sikeriilt kimutatni arénavirust, amely a Hubei myriapoda
virus 5 virus nevet kapta. Ez az L és S szegmensek mellett egy harmadik, kézepes méretii
(medium, M) genomszegmenssel is rendelkezik, ami nem mutatott homologiat a csoport mas
tagjainak genomszekvenciaival (Shi et al., 2016).

2017-ben a Bunyaviridae csaladbol atalakitott Bunyavirales rendbe gyijtotték a
szegmentalt, linearis, egyszali RNS orokitdanyaggal rendelkezd virusokat, melyek negativ
vagy ambiszensz kodolasuak. A rendbe az Arenaviridae csalad mellett 11 masik viruscsaladot
soroltak: Cruliviridae, Fimoviridae, Hantaviridae, Leishbuviridae, Mypoviridae, Nairoviridae,
Peribunyaviridae, Phasmaviridae, Phenuiviridae, Tospoviridae, Wupedeviridae (Maes et al.,
2018). Az Arenaviridae csalad 2018-ban tovabbi két nemzetséggel gyarapodott (1. abra): az
Antennavirus genusz képviselGit sugarasuszoju halakban mutattak ki, melyek — a Hubei
myriapoda virus 5-h6z hasonléan — harom szegmenssel rendelkeznek. Ezeket a
csaposhal-félékben (Antennarius striatus) talalt virusokat Wenling frogfish arenavirus 1-nek
(Striated antennavirus) és 2-nek (Hairy antennavirus) nevezték el (Shi et al., 2018; Radoshitzky
et al, 2019). A Hartmanivirus nemzetség tagjai szintén kigyokat fertéznek ¢és a
reptarénavirusokhoz hasonlé kodolasi stratégiaval rendelkeznek, azonNPban az L
szegmensiikrol hianyzik a cink-koté matrixfehérjét (zinc-binding matrix protein, Z) kodold gén
(Hepojoki et al., 2018). Jelenleg négy fajuk ismert: Muikkunen hartmanivirus, Schoolhouse
hartmanivirus, Zurich hartmanivirus, Haartman hartmanivirus (Radoshitzky et al., 2019).
BIBD-ben szenved6 kigyok egy részében kimutattak hartmanivirusokat, azonban a betegség
kialakulasaban betoltott szerepiik jelenleg tisztazatlan (Hepojoki et al., 2018). A munkank
szempontjabol fontos Reptarenavirus nemzetségen beliil jelenleg 6t fajt tart szamon a
Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsag (International Committee on Taxonomy of Viruses,
ICTV): California-, Golden-, Giessen-, Ordinary-, Rotterdam reptarenavirus, melyekbe
minddsszesen nyolc virustorzset sorolnak be, a tobbi GenBank adatbazisaban talalhatd torzs
besorolasa még nem tortént meg. Taxonomiai vizsgéalatokra az RNS-fiiggd RNS polimeraz gént
(RNA-dependent RNA polymerase; RdRp vagy L) és nukleoprotein (nucleoprotein, NP) gént
hasznaljak nagyfoku konzervaltsaga miatt (Radoshitzky et al., 2019).
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Az ICTV a virusok rendszertani helyzetének meghatarozéasara kiilonbozé bioldgiai és
molekularis jellemzoék alapjan ad ajanlast. Egyik f6 szempont a szekvencidk paronkénti
Osszehasonlitasa (pairwise sequence comparison, PASC): két arénavirus egy nemzetségbe
sorolandd, ha S szegmens esetén 40%-nal, L szegmens esetén 35%-nal magasabb nukleotid (nt)
azonossagi értékekkel rendelkeznek. A faji szintli besoroldsndl S szegmens esetén 80% nt
szekvencia azonossagtol, L szegmens esetén 76% feletti nt azonossagi értékeknél tekinthetliink
két virust egyazon fajba tartozonak. A NP fehérje aminosav (as) szekvenciaja esetén ez az érték
88%. A fenti csoportositason kiviil egyéb tényezoket is figyelembe kell venni: a virus foldrajzi
elterjedését, az antigenitasi tulajdonsagokat, a gazdaspektrumot és az emberi megbetegedést
okozo képességét vagy hianyat (Radoshitzky et al., 2019).
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Hantaviridae
Cruliviridae
Mypoviridae

1. abra. Az Arenaviridae csalad képviselének RNS-fiiggdé RNS polimeraz génjének szekvenciaja
alapjan késziilt maximum-likelihood filogenetikai torzsfa; jol elkiilonithetéek az egyes nemzetségek:
Antennavirus nemzetség (kék pont), Hartmanivirus nemzetség (z6ld pont), Mammarenavirus nemzetség (piros
pont), Reptarenavirus nemzetség (sarga pont). A fa LG+G modellel késziilt, 1000-es bootstrap értékkel

(Radoshitzky et al., 2019).
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2.1.2 Az arénavirusok virionja és genomszervezodése

Az arénavirusok neve a latin arena, vagyis homok kifejezésbdl ered. A virionok
elektronmikroszkopos képén jellegzetes, homokszerii, elektrondenz szemcséket lathatunk. A
virionok lipidburokkal rendelkeznek, 4&tmérdjiik 40-200 nanométer (nm), szerkezetiik pleomorf,
kerek vagy kissé ellipszoid. A virion feliiletén tiiskeszer(i képletek talalhatoak, melyek a virus
altal kodolt glikoprotein trimerekbdl épiilnek fel (Hetzel et al., 2013). (2. abra)

100 nm

2. abra. University of Helsinki virus (UHV) krioelektronmikroszkopos (A) és negativ festéses
elektronmikroszkdopos (B) felvétele (Radoshitzky et al., 2019).

Az arénavirusok 4ltalanos genomszervezddése a viruscsalddon beliil a reptaréna- és
mammarénavirusok esetén megOrzottséget mutat (3. abra). Az OrokitGanyag koriilbeliil
11 kilobazis (kb) hosszisdgu, negativ iranyultsagl, szimplaszala RNS, mely kettd
(mammaréna-, reptaréna- és hartmani virusok), esetenként harom (antennavirusok és Hubei
myriopoda virus) szegmensbdl all. Mindkét szegmens ambiszensz kodolasi stratégiat hasznal, a
szegmens hossza hozzavetéleg 3,5 kb, két fehérjét kodol: a glikoprotein prekurzort
(glycoprotein precurzor, GPC) a viralis RNS szalon ¢s az NP-t a genommal komplementer
szekvencian. A koriilbeliil 6,7 kb hosszu L szegmens a genommal komplementer szekvencian
koédolja az RdRp-t (masnéven L fehérjét) és — mammarénavirusok és reptarénavirusok esetén —
az un. really interesting new gene (RING) domént tartalmazd cink-kotd matrix fehérjét (Z
fehérje) (Hetzel et al., 2013; Pontremoli et al., 2019). Az antennavirusok genomjaban tovabbi
egy, ismeretlen funkcioval rendelkezd fehérjét kodold gén talalhatd (Radoshitzky et al., 2019).
Az RdRp a leginkabb meg6rzott, mig a tobbi fehérje nagyfoku valtozatossagot mutat (Hepojoki
et al., 2015b). Az RNS szegmenseken nem talalhato ,,cap” struktiira (sapka struktara), illetve a
3’ végi poli-A struktuara is hianyzik. A kodolo régidokat nemkodolo intergenikus régio (intergenic
region; IGR) valasztja el egymastol, mely stabil hajtli szerkezetet alkot (Hetzel et al., 2013).
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Antennavirus nemzetség Hartmanivirus nemzetség

Sseeqmens 5 —NGECHD— NP -5

@2

S szegmens 5 NP -3

Hubei myriapoda virus 5 Mammarena- és Reptarenavirus nemzetség

Szegmens 2

3. abra. Az Arenaviridae csalad genomszervezédésének sematikus abraja a négy nemzetség és a Hubei
myriapoda virus 5 esetén (Bunyavirales: Mypoviridae) (Radoshitzky et al., 2019 alapjan). A téglalapok és nyilak
az egyes fehérjéket kodold géneket jelolik, csillaggal a hipotetikus fehérjék jeldltek. RARp — RNS-fiigg RNS
polimeraz, GPC — glikoprotein prekurzor, NP — nukleoprotein, Z — cink-ko6t6é matrix fehérje.

Az RNS szegmenseknek 5’ és 3° végein nemkddolod konzervalt reverz komplementer
szekvencidk (untranslated region, UTR) talalhatok, melyek jellegzetes visszahajlo (gynevezett
panhandle) strukturat alakitanak ki bazisparosodéason keresztiil. A 3’UTR szakaszon talalhat6 a
promoter régid, mely az RNS replikaciojat és a virdlis gének transzkripcidjat iranyitja
(Radoshitzky et al., 2015).

Az arénavirusok négy szerkezeti fehérjét expresszalnak. A viralis NP a nukleokapszid
f6 alkotoja, mely a virdlis Orokitdanyaggal gyongysorszeri strukturat, ugynevezett

rrrrr

rrrrr

virus életciklusdnak korai szakaszaban alacsony expresszidja gatolja az RNS-szintézist, igy
korlatozza a replikaciot, mig emelkedett szintje sziikséges a virus Osszeallitdsdhoz és a virus
gazdasejtb6l vald kiszabadulasahoz (Hetzel et al., 2013; Radoshitzky et al., 2019).
Hartmanivirusok esetén ez a Z fehérje nélkiil zajlik, igy feltételezhetd, hogy az arénavirusok
virion Osszeszerelése és kijutdsa a sejtbdl kiilonbozd evolicids utakon mehetett végbe
(Pontremoli et al.,, 2019). A GPC fehérje poszttranszlacios modositasaival alakul ki a
glikoprotein (GP). A GPC hasitasat a gazdasejt eredetii SIP/SKI proteaz végzi, melynek
eredményként kialakulnak a GP1 és GP2 fehérjék. Hartmani- és mammarénavirusok esetében
ugynevezett stabil szignal peptid (stable signal peptide, SSP) is keletkezik harmadik hasitas
eredményeként, mely a GP komplexhez kapcsolddik. Reptarénavirusok nem rendelkeznek SSP-
vel, GP komplexiik egyediilallé a nemzetségen beliil. Hartmanivirusok esetében GP1 és GP2 az
SSP-hez kapcsolddva harom alegységet tartalmazo tiiske strukturat hoznak létre (SSP-GP1-
GP2). A GP1 a gazdasejt sejtfelszini receptoraihoz valo kapcsolodasért, a GP2 — amely I-es
tipusu fuzids fehérje — a gazdasejtbe jutasért felelos. A tiiskék a virion gazdasejt eredetii
membranjanak egész feliiletén megtalalhatoak, feji és szar régiobol épiilnek fel. A tiiske behatol
a virion membranjaba, ezen keresztiil kapcsolodik a Z fehérje alkotta réteggel, melyen keresztiil
kdlcsonhatéasba tud 1épni a gyongysorszerti strukturat alkotd nukleinsav-polimeraz komplexszel
(Radoshitzky et al., 2019). Reptarénavirusoknal a University of Helsinki virus (UHV) esetében
ismert a virion felépitése, mely a fentiek szerint épiil fel (Hetzel et al., 2013).

2.1.3 Az arénavirusok szaporodasa

A virus a sejtfelszini receptorokon vald kétddést kovetden az endoszomalis utvonalat
hasznalva jut be a gazdasejtbe. Egyes mammarénavirusok glikoprotein molekulakat, alfa
disztroglikan receptort hasznalnak ehhez, reptarénairusok esetén nem ismert, mely receptor
segitségével jut be a virus a sejtbe (Hepojoki et al., 2015a). Ott a kés6i endoszémakkal pH-
fiiggd mdodon egyesiilve a citoplazmdba juttatja az RNP komplexet. Az RNP irdnyitja a viralis

crcr
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¢s genomi RNS-t szintetizal. Az ambiszensz kodolési stratégia miatt csak az NP és RdRp
messenger RNS (mRNS) tud a genomi RNS-rél szintetizalodni, a GPC ¢és Z fehérjék mRNS-
ének szintézisé¢hez templatként az S és L szegmensek antigenomja szolgal. A viralis fehérjék
szintézise a szubgenomi, 5’ cap strukturaval rendelkezd mRNS-rdl torténik, melyekrdl hidnyzik
a terminacioért felelds poli-A farok. A virion dsszeépiilésének mechanizmusa kevéssé megértett
teriilet, az ujonnan szintetizalt genomi RNS, NP fehérje és RdRp fehérje nukleokapszidda all
Ossze gazdasejt eredetii riboszomakkal, utobbi funkciodja jelenleg nem tisztazott (Radoshitzky
etal., 2019).

2.1.4 A Dboa sejtzarvanyos betegség

A boa sejtzarvanyos betegség (BIBD; boid inclusion body disease) az 1970-es évek 6Ota
ismert. Harom évtizeden keresztiil az etiologiai agensének a C-tipusu retrovirusokat tartottak,
azonban az Osszefliggést nem tudtak meger6siteni (Schumacher et al., 1994). 2012-ben és
2013-ban harom csoport munkassaga alapjan a betegség mogott allé korokozoként
arénavirusokat - reptarénavirusokat - jeloltek meg (Stenglein et al., 2012; Bodewes et al., 2013;
Hetzel et al., 2013). A gyakran halalos kimenetelii és gyorsan terjedd kor nagy karokat okoz
allattenyésztk és hobbi allattartok szamara, oriaskigyo-félék (Boidae csalad) és a Pythonidae
csalad tagjainak fertézésével (Turchetti et al., 2013; Argenta et al., 2020). A két oriaskigy6 taxon
képviseldinek €l6helye eltérd: a boa fajok foként Kozép- és Dél-Amerikédban, Madagaszkaron,
a pitonok Afrikdban, Azsidban és Ausztralidban honosak. A vadon é16 kigyok reptarénavirus
fert6zottségérol jelenleg is kevés adattal rendelkeziink (Argenta et al., 2020).

A BIBD klinikai tiinetei és eloforduldsa

A BIBD-vel érintett oriaskigyok tiinetei sokrétiiek. Boakban ¢és pitonokban a betegség
eltéré lefolyasarol szamoltak be (Carlisle-Nowak et al., 1998). Boakban kezdetben a
legjellegzetesebb tiinet a regurgitacid, mely anorexiaval parosul. Ezt kdvetik par héten beliil a
kozponti idegrendszeri tiinetek, mint a fej remegése, dezorientacio, ataxia, anizokoria, pupilla
egyenldtlen tagulata, viselkedésbeli valtozasok és bénulas. Ezeket a tiineteket kisérheti
tidogyulladas, fekélyes szajgyulladas, a szaj rothadasa, immunszuppresszio, abnormalis vedlés,
neoplasztikus elvaltozasok és elhalasos borgyulladas (Vancraeynest et al., 2006). A tiinetek
megjelenése utan hetekkel, akar honapokkal késébb kovetkezik be az elhullas, de ismert
tlinetmentes hordozas is (Schumacher et al., 1994; Oros et al., 1998). Pitonokban ezzel szemben
nem szamoltak be regurgitaciorol, azonban koros sovanysag jellemzo a fertézésre. A kdozponti
idegrendszeri tiinetek hamarabb megjelennek ¢és stlyosabbak a boakhoz viszonyitva:
koordinécids zavarok, iddszakos gorcsok, a test hatso részének bénuldsa, a fej allando felfelé
néz6 pozicidja (Ggynevezett stargazing szindroma) és ferde fejtartas (Carlisle-Nowak et al.,
1998). A pitonok néhany héttel a tiinetek megjelenése utan elpusztulnak. Mivel a vords- és
fehérvérsejtekben is megtalalhatdoak a betegségre jellemzd sejtzarvanyok — melyek igy
képtelenek ellatni funkcidjukat —, immunszuppressziv allapot alakul Ki. Anti-reptarénavirus
ellenanyagot a BIBD-s kigyok csak kis részébdl tudtak kimutatni (Korzyukov et al., 2016). A
kigyok gyakran masodlagos fert6zések miatt pusztulnak el: leirtak bakterialis (szalmonellozis),
gomba eredetli (aszpergillozis) és protozoonotikus (amdbiazis) szeptikémiat (Hetzel et al.,
2013).

Az elhullott kigydk boncolasa soran megfigyelték a hasnyalmirigy és a 1ép kdtészovetes
elfajulasat, a gyomor és a nyeldcsd nyalkahartya 1€zioit, fekélyes szajnyalkahartya gyulladast,
a maj sapadtsagat, tiildégyulladast és limfoproliferativ elvaltozasokat. Tovabba a pitonokban a
fert6zéshez kothetd tobb szervet érint6 gyulladas is el6fordul boakkal ellentétben (Vancraeynest
et al., 2006).

A reptarénavirusok terjedése torténhet kozvetlen kontaktussal cseppfertdzés vagy
aeroszol utjdn, de a vektor kozvetitette horizontdlis terjedést sem zarhatjuk ki. A
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vertikalis — sziilordl utodra torténd — terjedés mind az apatél, mind az anyatol bizonyitast nyert
fogsagban tartott kigyok korében (Keller et al., 2017).

Az 1970-es évek ota leirtak BIBD-t vordsfarki boaban (Boa constrictor), zold
anakondaban (Eunectes murinus), Haiti boaban (Epicrates striatus), fan laké boaban (Corallus
annulatus, Corallus hortulanus), szalagos tigrispitonban (Python molurus), kockas pitonban
(Python reticulatus), kiralypitonban (Python regius), sziklapitonban (Python sebae) és
sz6nyegmintas pitonokban (Morelia spilota variegata és Morelia spilota spilota) (Carlisle-Nowak
et al., 1998; Hetzel et al., 2013). Siklo- és viperafélékben is jegyeztek le a BIBD-hez hasonlo
tiinetekkel rendelkez6 megbetegedést: kaliforniai kiralysikloban (Lampropeltis getula
californiae), palma viperaban (Botriechis marchi) és fiatal voros gabonasikloban (Pantherophis
guttatus guttatus) (Raymond et al., 2001; Fleming et al., 2003).

A BIBD jellegzetes szdvettani képe

A BIDB ajellegzetes szovettani képrol kapta a nevét: 2-10 um atmérdji eozinofil amorf
zarvanyokat lathatunk a fert6zott sejtek citoplazmajaban (4. abra) (Wozniak et al., 2000).

A zarvanyok pitonokban foként a kozponti idegrendszer sejtjeiben talalhatoak meg, mig
boakban testszerte eléfordulnak. Erintettek lehetnek a kozponti idengrendszer neuronjai, a
retina, a periférias ganglionok, az emésztorendszer, 1égzérendszer és vesetubulusok epitél
sejtjei, a hepatocitak, a mellékvese szoveti limfocitak és a hasnyalmirigy acinus sejtjei (Chang
and Jacobson, 2010; Stenglein et al., 2017). Zarvanyokat mutattak Ki tovabba a vérbdl,
limfocitakbol, vorosvértestekbol, bazofil granulocitakboél is (Chang and Jacobson, 2010).

Elektronmikroszkdopos vizsgalat (5. abra) szerint a zarvanyképzodés kezdeti fazisaban
a poliriboszomabdl szarmazo, 68 kDa molekulatomegli fehérje alegységek, a viralis
nukleoproteinek (NP), a sejtek citoplazmajaban akkumulalodnak (Hetzel et al., 2013; Hepojoki
et al.,, 2015a). A novekvd zarvanyokhoz tovabbi alegységek csatlakoznak, koncentrikus
elrendezést kialakitva (Chang and Jacobson, 2010).

4. abra. Tigrispiton (Python molurus) agy metszet (Hematoxilin és eozin festés). A nyilak
jelolik a citoplazma zarvanyokat (Chang and Jacobson, 2007).
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5. abra. University of Helsinki (UHV) virussal fert6zott boa vese sejtek (B) és UHV-val fertézott Vero

E6 sejtek (D) ultrastrukturaja. A zarvanyok a boa vese sejtek citoplazmajaban amorf, mig a Vero sejteknél
ellipszoid alakuak (Hepojoki et al., 2015b).

A BIBD diagnozisa

Mivel a BIBD nem rendelkezik patognomikus tiinetekkel, a betegség ante mortem
diagnoézisa a szovettani metszetek fénymikroszkdopos vizsgalataval torténik (Vancraeynest et al.,
2006). Leggyakrabban vérbdl, maj-, vese- és a bélbiopszigjaval nyernek mintat, melyekben
hematoxilin-eozin festés utan a nagy eozinofil és elektrondenz zarvanyok jelenléte a BIBD
korjelzdje (Chang et al., 2010). Arrol jelenleg nincsenek adatok, hogy a fert6zott egyedek hany
szazalékaban alakulnak ki tiinetek és mennyi a szubklinikai fert6zott. Valoszintileg a fertdzés
sokaig fennmaradhat a kigyokban latens forméaban (Chang and Jacobson, 2010).

2.1.5 A reptarénavirusok koinfekcidja

2015-ben két munkacsoport — Stenglein és munkatarsai, valamint Hepojoki és
munkatarsai — BIBD-vel diagnosztizalt kigyok metagenomikai vizsgalataval igazolta kiilonb6z6
reptarénavirusok egyidejii jelenlétét kigyokban, mely az S és L szegmens genotipusok
kiilonbozd eloszlasat eredményezte rekombindacio €s reasszortacid révén. Ezeknél a kigyoknal
kiegyenlitetlen L és S szegmens aranyt mutattak ki, mely az eddig ismert reptarénavirus
diverzitast sokszorosara novelte (Hepojoki et al., 2015b; Stenglein et al., 2015). Err6l a
jelenségrél mammarénavirusok esetében eddig nem szamoltak be (Radoshitzky et al., 2019).

Kimutattdk tovabba, hogy bizonyos S szegmensek el6forduldsa gyakoribb, illetve
klinikai tiinetekkel nem rendelkezd kigyokban mas S szegmens talalhaté meg, mint a tiineteket
mutato egyedekben (Windbichler et al., 2019). Ez az eltér6 szegmens eloszlas valdsziniileg az
egyes genotipusok kozotti kompeticid kovetkezményeként alakult ki, mely kiilonb6zo
replikacio/csomagolodasi hatékonysagban valosulhat meg (Pontremoli et al., 2019).

A reptarénavirus koinfekcido hozzajarulhat a BIBD-re jellemz6 kronikus fert6zés és
immunszuppressziv allapot kialakitasahoz (Hepojoki et al., 2015b). Azonositottak BIBD-ben
szenvedo kigydkban multiplex reptarénavirus fertézésen feliil hartmanivirusokat, melyek egy S
és egy L szegmenst birtokoltak (Argenta et al., 2020).
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2.2 Hiill6 orthoreovirusok jellemzése

2.2.1 A reovirusok altalanos jellemzése

Reovirusokat el8szor az 1950-es években mutattak ki az Egyesiilt Allamokban és
Mexikoban. A csaladnév elnevezésében a ,reo” a respiratory enteric orphan kifejezés
roviditésébdl ered, mely arra utal, hogy az elsé izolatumok allatok és emberek 1égz6- és
emésztorendszerébdl szarmaztak, azonban betegséghez egyetlen esetben sem tudtak tarsitani
jelenlétiiket (Sabin, 1959; Day, 2009). Reovirusokat azota szamos ¢161énybdl sikertilt kimutatni;
gerinctelen- és gerinces €él6lényekben, protistakban, gombakban és ndvényekben is igazoltak
jelenlétiiket (Palacios et al., 2011). Duplaszalu (double-stranded, ds) RNS genomjuk 9-12
szegmensre tagolodik, virionjuk burok nélkiili, 60-80 nm atméréjii, ikozaéderes szimmetriat
mutat (Attoui et al., 2011).

A Reovirales rend csaladja 15 nemzetséget foglal magaba. A Spinareoviridae csalad az
Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, Idnoreovirus, Mycoreovirus,
Oryzavirus és Orthoreovirus nemzetségekbdl all, virionjuk felszine tiiskeszeri képleteket
tartalmaz. A Sedoreoviridae csalad tagjainal ezek a tliskeszerli képletek hianyoznak — a gdmb
alaki virion felszine sima — a csalad a Seadornavirus, Cardoreovirus, Mimoreovirus,
Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus nemzetségeket foglalja magaban. A nemzetségek
elkiilonitése a genomszegmensek szama, a gazdaspektrum, az okozott klinikai tiinetek, a
kapszidstruktara és a konzervalt genomszegmensek, illetve fehérjék szekvenciahasonlosaga
szerint zajlik (Attoui et al., 2011).

2.2.2 Az orthreovirusok rendszertana

Munkank kezdetekor az orthoreovirus nemzetség 6t fajbol allt: madar orthoreovirus
(Avian orthoreovirus, ARV), emlds orthoreovirus (Mammalian orthoreovirus, MRV), denevér
orthoreovirus (Nelson Bay orthoreovirus, NBV), hiillé orthoreovirus (Reptilian orthoreovirus,
RRV) és pavian orthoreovirus (Baboon orthoreovirus, BRV). Napjainkra az ICTV
(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/) tovabbi 6t fajjal bovitette az orthoreovirus nemzetséget:
Mahlapitsi orthoreovirus (Mahlapitsi orthoreovirus, MAHLYV), hal orthoreovirus (Piscine
orthoreovirus, PRV), teknds orthoreovirus (Testudine orthoreovirus, TRV), Broome
orthoreovirus (Broome orthoreovirus, BrRV) és vadmadar orthoreovirus (Neoavian
orthoreovirus, NeARV) (6. abra) (Kloet, 2008; Thalmann et al., 2010; Attoui et al., 2011;
Markussen et al., 2013; Dandar et al., 2014; Ogasawara et al., 2015; Kugler et al., 2016; Van
Vuren et al. 2016).
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6. abra. Az Orthoreovirus nemzetségbe tartozo tiz virusfaj RNS-fiiggd RNS polimeraz génjének
nukleotidszekvenciajan alapuld filogenetikai torzsfa (MEGAX program, Tamura 3 szubsztituciés modell, 1000
bootstrap érték). A szinek az egyes fajokat jelolik: vilaigoszold — madar orthreovirus, vilagos kék — hal
orthoreovirus, sotétzold — hiillé orthoreovirus, rozsaszin — teknés orthoreovirus, sziirke — Mahlapitsi
orthoreovirus, so6tétkék — Broome orthoreovirus, narancssarga — pavian orthoreovirus, piros — emlds
orthoreovirus, barna — vadmadar orthoreovirus, sarga — denevér orthoreovirus. Az egyes fekete szimbolumok a
virusfaj gazdaspektrumat jelolik.

Az MRV sejtfuziora képtelen orthoreovirusokat tartalmaz, melyek tiinetmentes, vagy
enyhe tiinetekkel jard 1égzészervi és enteralis fertdzéseket képesek okozni emlés fajokban;
emberekben elsésorban gyermekekben és immunszuppresszalt egyénekben mutattak Ki.

Virusneutralizaci6 és hemagglutinaci6 gatlas alapjan harom MRV szerotipust kiilonithetiink el:
1-es Lang, 2-es Jones és 3-as Dearing (Attoui et al., 2011).

Szintén eml6sokbol mutattak ki a denevér orthoreovirust. Az elsé izolatum egy
ausztraliai szirkefejii repiilékutya (Pteropus poliocephalus) vérébdl szarmazik, azota
kimutattak mas denevér fajokbol (Pteropus hypomelanus-Pulau virus) és emberbdl is (Melaka
¢s Kampar virus) (Pritchard et al., 2006; Chua et al., 2007; 2008). A pavian orthoreovirust
szintén emldsokbdl izolaltak: egy agyhartya-és agyvelogyulladasban szenvedd pavian kolonia
tagjainak agyvelé homogenizatumabol mutattak ki az Egyesiilt Allamokban (Leland et al.,
2000). A madar orthoreovirus faj baromfiallomanyokban gazdasagi karokat is okozo6 patogén

18



virusokat foglal magéaban. Leggyakrabban enteralis és 1égz0szervi megbetegedésekkel, tovabba
szivizom-, maj- és inhiivelygyulladassal kapcsolatban irtdk le, azonban a madarak fogékonysaga
¢és a korkép életkor fiiggd, a feln6tt allatok ellenalldbbak a virussal szemben (Benavente and
Martinez-Costas, 2007). 2015-ben orfeusz biilbiilb6l (Hypsipetes amaurotis) mutattak ki
sejtfuziora képes vadmadar orthoreovirust (Ogasawara et al., 2015). Utobbi fajba tartozik a
dolmanyos varjubdl (Corvus cornix) kimutatott varju orthoreovirus (Tvarminne avian virus,
TVAV) (Dandar et al. 2014). A Broome orthoreovirust repiilékutya-féléboél (Pteropus
scapulatus) mutattak ki el6szor (Thalmann et al., 2010). Nilusi repiilokutya (Rousettus
aegyptiacus) vérszivo ektoparazitajabol (Eucampsipoda africana) izolalt orthoreovirus a
Mahlapitsi orthoreovirus nevet kapta (Van Vuren et al., 2016). Hal orthoreovirust szivarvanyos
pisztrang (Oncorhynchus mykiss) sziv- ¢és izomszovet gyulladasaval diagnosztizalt
vorosvérsejtekbol mutattak ki (Palacios et al., 2010; Olsen et al., 2015; Dhamotharan et al.,
2018). A teknés orthoreovirus mor tekndsbél szarmazik (Testudo graeca), az egyéb
hiill6fajokbol izolalt orthoreovirusokat pedig a hiillé orthoreovirus fajba soroljuk (Duncan et
al., 2004; Attoui et al., 2011; Kugler et al., 2016).

A nemzetségen beliil a virusok egyazon fajba sorolasa tobb tulajdonsag
figyelembevételével torténik: az RNS-ujjlenyomat, a policisztronos S szegmens felépitése, a
gazdafaj specificitds, a virus altal indukalt klinikai tiinetek, az RNS genom agar6z
gélelektroforézissel nyert elektroferogramjanak jellege és a kiilonbozd fajhoz tartozo
virustorzsek egymassal torténd reasszortacios képessége. A nukleotid- és az aminosav
szekvencia azonossag is dontd tényez0, az ICTV azonossagi hatarértékei: ha homolog gének nt
szekvenciajanak azonossaga nagyobb, mint 75%, akkor két virus egyazon fajba tartozik, ha ez
az érték kisebb, mint 60%, akkor két kiilon fajrol beszélhetiink. Ha a valtozékonyabb kiilsé
kapszid fehérjék as szekvencidi kozott 55%-nal nagyobb hasonlosag van, akkor a virusok egy
fajba, ha 35%-nal kisebb, akkor a virusok kiilon fajba tartoznak. A konzervativabb mag
fehérjéknél ezek az értékek 85%, illetve 65%. As és nt szinten is a hatarértékek kozott nagy
intervallum taldlhato (nt: 60—75%, konzervaltabb fehérjék esetén 65-85%, valtozékonyabb
fehérjék esetén 35-55%), melynél nem egyértelm a fajba sorolas kérdése (Attoui et al., 2011).

2.2.3 Az orthoreovirusok virionja és genomszervezodése

Az orthoreovirusok dSRNS genomja 10 szegmensbdl all, melynek mérete Osszesen
koriilbeliil 23500 bazispar (bp). A szegmensek harom csoportba sorolhatéak elektroforetikus
mobilitasuk alapjan: harom nagy (large, L1-L3; méretiik kb. 3,9-3,8 kbp), harom ko6zepes
(medium, M1-M3; méretiik kb. 2,3-22 kbp) és négy kicsi (small, S1-S4; méretiik kb. 1,6-0,9
kbp), melyek a megfelel6 £, p, o fehérjéket kodoljak. A dsRNS szegmensek a virionon beliil
ekvimolaris mennyiségben vannak jelen: szegmensenként egy kopia talalhato (Attoui et al.,
2011).

Az egyes szegmensek felépitése konzervalt. A pozitiv irdnyultsaga RNS szal 5° végén
dimetilalt ,,cap” szekvencia talalhatd, mig a 3 végrél hidnyzik a poliadenilacios szignal
szekvencia (Attoui et al., 2011). A szegmensek végein néhany bp hosszisagh konszenzus
szekvencia talalhato, melyek koziil az 5° fajra jellemzd, mig a 3° vég az Orthoreovirus
nemzetségen beliil konzervalt UCAUC nukleotidsorbol all (Duncan, 1999) (1. tablazat).
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1. tablazat. Az orthoreovirus nemzetség tagjainak terminalis konzervalt szekvenciai. Roviditések: ARV —madar
orthoreovirus; BrRV — Broome orthoreovirus; BRV — pavian orthoreovirus; MAHLV — Mahlapitsi orthoreovirus;
MRV — eml0s orthoreovirus; NBV — denevér orthoreovirus; NeARV — vadmadar orthoreovirus; PRV — hal
orthroeovirus; RRV — hiillé orthoreovirus; TRV — tekn@s orthoreovirus.

Orthoreovirus faj 5'vég 3' vég

ARV GCuUuUuU
BrRV GUCAA
BRV GUAAAUUU

MALHV GGUCA
MRV GCUA

UCAUC

NBV GCUUUA

NeARV CGuUuuuC
PRV GAUAAA/U
RRV GUUA/CUU
TRV GUUCA/UU

Ezeket a konszenzus szekvencidkat az 5’ végen rovidebb, a 3 végen hosszabb UTR
elézi meg, illetve koveti (Attoui et al., 2011). Az S1/S4 szegmens kivételével — amely bi-vagy
tricisztronos — minden szegmens egy nyitott leolvasasi keretet (open reading frame; ORF)
tartalmaz (Lamirande et al., 1999). gy az orthoreovirusok genomja nyolc szerkezeti fehérjét
koédol, melyek emlds €s hal orthoreovirusok esetén Al, A2, A3, ul, u2, ol, 62, 63, a tobbi
orthoreovirus faj esetén AA, AB, AC, pnA, uB, A, oB és oC fehérjék. Tovabbi harom vagy négy
nem strukturalis fehérje is atirodik virusfajtol fiiggéen, beleértve a puNS, oNS és egyéb
kisméretii fehérjéket (Attoui et al., 2011).Utobbiak a bi-vagy tricisztronos S szegmensen
kodolodnak, fajonként eltérd méretiiek: az emlds és hal orthoreovirusok biszisztronos Sl
szegmense két, részben egymassal atfedé ORF-mel rendelkezik, mig az ARV, NeARV és NBV
esetében harom atfedd6 ORF talalhato (Benavente and Martinez-Costas, 2007). Az RRV,
MAHLYV és TRV bicisztronos S1 szegmensén két ORF talalhat6. BRV és BrRV esetén azonban
az S4 a bicisztronos szegmens (Attoui et al., 2011).

Az orthoreovirusok burok nélkiili 60-80 nm atmérdjli virionja ikozaéderes szimmetriat
mutat (7. abra).

7. abra. A reovirus virion morfologidja. A kiilonb6z6 szinii alegységek kiilonbozo fehérjéket jeldlnek:
Al (piros) a virion méretének és szimmetridjanak meghatarozdja; 62 (sarga) stabilizalja a A1-et; A2 pentamer
(kék) tornyocska-szerii struktarat formal az ikozaéder csucsainal, cap struktaraval latja el a keletkezé6 mRNS-ket
és segiti a citoplazmaba jutasukat (Reinichs et al., 2000).

A viriont kétrétegii fehérje kapszid épiti fel (8. abra). A 60 nm atmérdji belsé réteg a
genomszegmensekkel egyiitt alkotja a core-t (mag) (Lamirande et al., 1999). A bels6 kapszid
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fehérjéi a AA, AC, pA, oA és a AB, utdbbi a viralis RNS-fiiggé RNS polimeraz, a pA NTP-az
aktivitassal rendelkezik, a virus replikacidjaban jatszik fontos szerepet. A AC a bels6 kapszidbol
kiemelkedd ¢és a kiils6 kapszidba atnytlé nyulvanyokat alkotja. A kiilsé kapszid 80 nm
atmérdji, fo szerkezetét a uB és oB fehérjék alkotjak. A virion felszinén a cC fehérjébol
felépiil6 sejtkapcsolodasért felelés fiber fehérje talalhatd, mely 40 nm-ra nyulik ki a kapszidbol
(Attoui et al., 2011). Az orthoreovirusok fehérjéit és funkcioit a 2. tablazat mutatja.

)
"}Z}:
£3)
)

8. abra. Az orthoreovirusok virionjanak sematikus abraja. A virion kétrétegi, a kiils6 kapszidot felépitd
fehérjék: uB, oB, oC, a belsé kapszidot (core) pedig az alabbi fehérjékbol all: AA, AC, cA. A virionon beliil
talalhato a harom nagy (L), harom kézepes (M) és négy kisméretii (S) genomszegmens
(Gummersheimer et al, 2021).

2. tablazat. Az Orthoreovirus nemzetség fajainak fehérjéi és funkcioik. Roviditések: ARV —madar orthoreovirus;
BrRV — Broome orthoreovirus; BRV — pavian orthoreovirus; MAHLV — Mahlapitsi orthoreovirus; MRV — emlés
orthoreovirus; NBV — denevér orthoreovirus; NeARV — vadmadar orthoreovirus; PRV — hal orthroeovirus; RRV
— hiill6 orthoreovirus; TRV — teknds orthoreovirus.

Fehérjék
ARV/BRV/BroV/ Funkcié
MRV/PRV MAHL/NBV/RRV/TRV
Al AA bels6 kapszid szerkezeti fehérje, NTP-az, helikaz aktivitassal
2 \C core nyulvany, capping enzim, metiltranszferaz és
guanililtranszferaz aktivitassal
A3 AB RNS-fiiggd RNS polimeraz
ul uB kiils6 kapszid 6 szerkezeti fehérje
NTP-az, sejt tropizmusért felelds, cejtes interferon valasz
u2 LA 1
modulélasa

NS pUNS ssRNS és citoszkeleton-kot6 funkcid
ol oC* kiils6 kapszid fiber, sejtkapcsolodasért felelos fehérje
62 cA belsd kapszid szerkezeti fehérje
63 cB kiils6 kapszid minor szerkezeti fehérje

oNS oNS SSRNS koto funkeio

* BroV, MAHLV, BRYV esetén nincs cC

Az orthoreovirus nemzetség fuzioképes és nem fuzidképes virusokra tagolodik. A
burkos, faziora képes virusokkal ellentétben az orthoreovirusok a sokmagvu oriassejtek, a
szinciciumok kialakulasat a sejten beliilrél indukaljak, mely arra utal, hogy a folyamatban az
Ujonnan szintetizalt viralis fehérjék jatszanak szerepet (Duncan et al., 1996). Ezek a kisméretii
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fehérjék a fizio-asszocialt kis transzmembran (fusion associated small transmembrane, FAST)
fehérjék kozé tartoznak (Ciechonska and Duncan, 2014). A szinciciumok szdvettenyészeten jol
lathatoak és in vivo fontos szerepet jatszhatnak a virus szomszédos sejtekre torténd terjedésében
a szervezet immunvalaszanak kikeriilésével (Benavente and Martinez-Costas, 2006). A FAST
fehérje indukalta sejtfuiziot kdvetden apoptozis és membran instabilitas alakul ki, a membran
szétesése az 0j virionok terjedéséhez vezet (Salsman et al., 2005). Az MRV ¢és PRV kivételével
az orthoreovirusok sejtfuziora képesek (Attoui et al., 2011). Az ARV, NeARV ¢és NBV a
tricisztronos S1 genomszegmens kodolja a Szincicium kialakitasaért felelés pl0 fehérjét
(Shmulevitz et al., 2002; Pritchard et al., 2006; Chua et al., 2007; Day et al, 2007). Az RRV,
MAHLYV ¢s TRV esetében szintén megtalalhatd a szincicium kialakitasaért felelds fehérje, a
pl4, melyet a bicisztronos S1 szegmens kodol (Duncan et al., 2004; Van Vuren et al., 2016).
BRYV esetében a bicisztronos S4-en talalhato p15 fehérje, mig BrRV esetében a szintén az S4
kodolta p13 fehérje felelés az oriassejtek kialakitasaért (Dawe et al, 2002).

2.2.4 Az orthoreovirusok szaporodasa

Az orthoreovirusok a c1/cC fehérjén keresztiil kapcsolodnak a gazdasejt megfeleld
receptorahoz és receptor medialt endocitdzissal a gazdasejtbe keriilnek. A késéi endoszomaban
a kiils6 burok proteolitikus hasitdson esik at savas pH hatasara, igy alakul ki az aktiv
transzkripcioval rendelkez6 fert6z6 virusrészecske, majd ez kijut a citoplazmaba (infectious
subvirion particle, ISVP) (Benavente and Martinez-Costas, 2007). A reovirusok dsRNS-e
MRNS-ként, vagyis transzlacios templatként szolgal a gazdasejtben. A virus megfeleld
transzkriptaz komplexszel rendelkezik a virionon beliil, mely az atirt mRNS-t a gazdasejt
citoplazmajaba juttatja. A citoplazmaban talalhat6 core-on beliil a viralis dSRNS genom negativ
szalat templatként hasznalva a £3/4B kodolta RORp mRNS-eket szintetizal. A cap struktirat a
AC fehérjékbdl allo capping enzim helyezi az RNS 5’ végére, mikozben az mRNS elhagyja a
core-t (Benavente and Martinez-Costas, 2007). A reovirus mRNS kett6s feladata a fertézott
sejtekben a viralis fehérjék szintézise a gazdasejt riboszomainak segitségével és templatként is
szolgal a dsRNS genom negativ iranyultsagl szalanak szintéziséhez (Attoui et al., 2011). A
fert6zott sejtek citoplazmajaban membran nélkiili, denz sturktirdjii zarvanyok talalhatoak,
melyeket uNS és oNS fehérjékbdl allo viroplazmanak neveznek. Itt talalhatok a citoplazmaban
keletkezett virusfehérjék, a viralis RNS, illetve a részben és teljesen szétszerelt virusrészecskék.
Az 6sszeépiilt virion gazdasejtbol valod kijutasanak mechanizmusa ismeretlen (Benavente and
Martinez-Costas, 2007). Az orthoreovirusok apoptozist indukalnak a fert6zott sejtekben és
szovettenyészeten.

A pontmutaciét tartjak az orthoreovirusok f6 evoliciés mechanizmusanak, mely az
RNS-fliggé RNS polimeraz hibajavité funkcidjanak hianyabol eredeztetheté (Kugler et al.,
2016).

2.2.5 Az orthoreovirusok patogenitasa hiillokben

Reovirusszerli képletet eldszor 1986-ban irtak le hiillékben, azdta szamos fajban
igazoltak jelenlétiiket (Attoui et al., 2011). A tekn6sok kivételével minden hiillébdl kimutatott
orthoreovirus az Orthoreovirus nemzetség hiillé orthoreovirus (Reptilian orthoreovirus) fajaba
sorolandd, a Testudines rend képviseldinek reovirusai pedig a teknds orthoreovirus fajba
(Testudine orthoreovirus) tartoznak (Kugler et al., 2016).

Teknoésokbol eddig két esetben igazoltak orthoreovirus fertézést: leopardteknds
(Geochelone pardalis) bélszovetének elektronmikroszkopos vizsgalataval, valamint mor teknés
(Testudo graeca) nyelv, nyeldcso, tiido €s vese mintajabol virusizolalassal (Dandar et al., 2012).

Gyikokban tobb esetben igazoltak reovirus fert6zottséget. Zold gyik (Iguana iguana)
papillomajabol  és  négyszarvi kaméleon (Chamaeleo  quadricornis) tiidejében
elektronmikroszkopos vizsgalattal mutattak ki reovirusszer(i részecskéket (Drury et al., 2002).
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Fiatal leopard gekkok (Eublepharis macularius) szovettani vizsgalata soran gyulladasos,
oridssejtképzodéssel jard elvaltozasokat figyeltek meg a bélben, 1épben és a majban, utobbi
szervbol sikeresen izolaltak reovirust. E reovirus fertézésre utald tiinetek mellett szikzacsko
gyulladast és a bél cryptosporidiosisat diagnosztizaltak (Marschang, 2011). Fiatal tiiskésfarka
gyikok (Uromastyx hardwickii) koérbonctani vizsgalata soran nem talaltak elvaltozast a
szajliregben, nyeldcsOben, légcsében, majban és vesében, azonban a tiidd sotétvordses
elszinezddését figyelték meg a huigycsovek fehéres lerakodasaval és tagulataval egyetemben.
Virusizolalassal sikerrel mutattak ki reovirusokat az elhullott egyedekbdl (Drury et al., 2002).
Aspecifikus tiinetek, étvagytalansag és szisztémas bakterialis fert6zés mellett z61d leguanokbol
(lguana iguana) elhullasuk utan izolaltak két kiilonb6z6é reovirust (Blahak et al., 1995;
Marschang and Papp, 2009). Egy masik tanulmanyban két kaméleonfajbol is izolaltak reovirust,
az egyikben metabolikus csontbetegséget figyeltek meg, a masik kaméleon pedig vemhes volt.
Ezek az elvaltozasok nem hozhatdk egyértelmiien dsszefliggésbe reovirus fertézéssel, azonban
lehetséges, hogy az immunszuppressziv allapot szerepet jatszhatott a reovirusok
elszaporodasaban (Marschang and Papp, 2009). Mexikoban vadon ¢él6 biitykdsgyik
(Xenosaurus sp.) fajokban szerologiai vizsgalat alapjan azonositottak reovirust, Honduraszban
zold leguan (Iguana iguana rhinolopha) és tiiskésfarka leguanok (Ctenosaura bakeri és
Ctenosaura similis) vérébdl igazoltak reovirusok jelenlétét szerologiai vizsgalattal (Gravendyck
et al., 1998; Marschang et al., 2002).

Kigyoknal az els6 feljegyzés reovirus fertézésrol 1987-ben keletkezett. Egy elhullott
kiralypiton (Python regius) vérzéseket tartalmazo veséjébol, majabol és 1épébdl izolalt virus
elektronmikroszkdpos vizsgalata soran tipikus reovirus morfoldgiat mutatott, szegmentalt
dsRNS genommal rendelkezett €s sokmagvu oOriassejteket alakitott ki szovettenyészetben (Ahne
and Thomsen, 1987). Reovirust izolaltak kozponti idegrendszeri tlineteket mutatd
(inkoordinacid, propriocepcio hianya, gorcsos testtartas) zold csorgokigyo (Crotalus viridis)
agyszovetébol, kutyafejii boa (Corallus caninus) és erdei sikl6 (Elaphe longissima) vese és
vékonybélbol vett mintaibol; a siklo elhullasa paramyxovirus okozta jarvannyal hozhatd
Osszefiiggésbe. Sejtzarvanyos Dbetegséggel diagnosztizalt vordsfarki boa veséjebdl,
gerincvel§jébol és majabol izolaltak reovirust, mellyel fiatal vordsfarku bodkat fertéztek. A
fiatal allatok nem mutattak a BIBD-re jellemz0 tiineteket, azonban jelentésen lefogytak, és a

reovirus izolalassal visszanyerhetd volt, arénavirus jelenlétét nem vizsgaltdk a kigydkban
(Darke et al., 2014).

Siklofélékben is igazoltak reovirusok jelenlétét (Elaphe moellendorffi, Orthriophis
taeniurus ¢és Pantheropis obsoletus) (Lamirande et al., 1999). Erdei siklobol (Elaphe
longissima) és gabonasiklobol (Pantherophis guttatus) allo gyiijteménybdl virusizolalassal
mutattak ki reovirusokat adeno- és paramyxovirus fert6zottséggel egyetemben (Abbas et al.,
2011). Zold fiisikloban (Opheodrys aestivus) reverz transzkripcios PCR (RT-PCR) és
elektronmikroszkdpos vizsgélat tarta fel a reovirus fert6zést; az allatok boncolasakor a maj
elhalasos gyulladasat lehetett megfigyelni, illetve a gyomorra és vékonybélre korlatozodo
Cryptosporidium spp. fert6zést is leirtak (Gal et al, 2009; Landolfi et al., 2010).

A reovirus fertézottség koroki szerepe a kiillonbozd koérképekben kérdéses, hiszen
sokszor a fertdzott egyedek nem mutatnak klinikai tiineteket elhullasukat megel6zden. A
leggyakrabban kialakuld kozponti idegrendszeri és 1€gzdszervi tiinetek sem patognomikusak,
igy a hiill6 orthoreovirusok diagnosztikai célii kimutatasara Wellehan és munkatarsai 2009-ben
kétkoros RT-PCR-t fejlesztettek ki, mely a viralis RNS-fiiggé RNS polimeraz gén kdzel 245 bp
hosszusagu szakaszat er6siti fel (Wellehan et al., 2009).
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2.3 Teknés picornavirusok jellemzése

A Picornaviridae csalad a legkisebb, gerinceseket fertéz6 RNS virusokat foglalja
magéaban. A csalad nevének eredetére két magyarazat is szolgal, a "pico”, vagyis a kicsi (102
nagysagrendii) prefixum vagy a poliovirus, insensitivity to ether, coxsackievirus, orphan virus,
rhinovirus, ribonucleic acid betiikb6l eredeztethet6 (Zell et al., 2017).

A Picornaviridae csaladba szamos patogén virus sorolhatd. Szubklinikai fertézéstol az
enyhe megbetegedésen at (megfazas) a stlyos tiinetekben megnyilvanuld (poliomielitisz,
encephalitisz, meningitisz, hepatitisz) megbetegedésekig valtozatos korképek kialakitasaban
jatszanak szerepet (Jiang et al., 2014). A viruscsalad az ICTV szerint jelenleg 65 nemzetséget
tartalmaz, valamint szamos virustorzs jelenleg is besorolas alatt all. Kimutattak
picornavirusokat (PV) emberbdl, szamos emldsfélébol, madarakbol, hiillokbdl és halakbdl is.
Az els6 PV-t — a szdj-és-koromfajas virusat — 1898-ban fedezték fel. Legismertebb képviseldik
az Enterovirus nemzetségbe tartozo poliovirusok, rhinovirusok, echovirusok, az Aphthovirus
nemzetségbe sorolandé szaj- és koromfajas virusa (foot-and-mouth disease virus, FMDV) és a
Hepatovirus nemzetség hepatitis A virusa (HAV) (Jiang et al., 2014).

A Picornaviridae csalad képvisel6i kicsi, ikozaéderes szimmetriat mutatd, pozitiv,
egyszala RNS orokitéanyaggal rendelkezd virusok (9. abra). A csalad képviseldinek kozos
jellegzetessége altalaban a B-lemezes szerkezeti fehérjékbol felépiild kapszid, a viralis cisztein
protedzok altal hasitott viralis poliprotein és az RdRp enzim konzervalt YGDD as szekvencia
motivummal (Jablonski et al., 1991; Zell et al., 2017).

9. abra. Poliovirus elektronmikroszkopos képe (Zell et al., 2017).

2.3.1 A picornavirusok rendszertana

Az ICTV jelenlegi rendszerezése alapjan a picornavirusokat (PV) a Picornavirales rend
Picornaviridae csaladja foglalja magaba (Zell et al., 2017).

Egy nemzetségbe azokat a PV fajokat soroljuk, melyek képviseléi a filogenetikai
torzsfakon egyazon monofiletikus agon helyezkednek el. Az ismert PV nemzetségek
kiilonboznek genomszervezddésiikben, az L fehérjéik kozott nem detektalhatdo homoldgia és az
ortolog fehérjéik kozott divergencia jellemzd (a szekvencidk egyes poziciokban talalhato
kiilonbozésége, mely P1°% esetén meghaladja a 66%-ot, 2C™!, 3CP és 3DP°! fehérjék esetében
pedig a 64%-ot). Tovabba két kiilonb6z6 nemzetség képviseldinek L, 2B, 3A és 3B fehérjéje
kozott nem detektalhatd hasonlosag (Zell et al., 2017; Zell, 2018). Jelenleg az ICTV ajanlasa
alapjan két PV egy fajba sorolando6, ha P1, 2C, 3C ¢és 3D fehérjéik jelentds as azonossagi
értekekkel rendelkeznek, filogenetikai torzsfan monofiletikus elhelyezkedést mutatnak, a
genomok elrendezddése megegyezik, tovabb a fehérjék proteolitikus hasitasa, a replikacid és
enkapszidacioé azonos mechanizmus szerint torténik (Zell et al, 2017). Az ICTV Picornaviridae
csoportjanak tovabbi ajanlasa szerint Gj PV faj leirdsakor minden esetben sziikséges feltiintetni
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a gazdafajt, a virustorzs nevét, az izolalas helyét és évét, tovabba virusnév ajanlast is kell tenni.
Az egy fajba sorolas szabalyai azonban az egyes nemzetségekben valtozhatnak, az ismert
szekvencia adatokat figyelembe véve (Zell, 2018).

Minden jelenleg kimutatott picornavirusban az 1B, 1C, 1D, 2C, 3C és 3D ortolog
fehérjék konzervaltak, igy jol alkalmazhato a szekvencidk filogenetikai elemzéséhez. Az 1A,
2A, 2B, 3A ¢és 3B fehérjék nagyfokt diverzitassal rendelkeznek az egyes nemzetségek
képvisel6i kozott (Zell et al., 2017).

A teknds eredetli PV-ket (Tortoise picornavirus, ToPV) a Picornaviridae csalad két
nemzetségébe, a Rafivirus és Torchivirus nemzetségbe soroljak (Zell et al., 2017) (10. abra).

Kingdom — Orthornavirae

Class — Pisoniviricetes

Order— Picornavirales

Genus — Rafivirus

Genus — Torchivirus

10. abra. Tekn6s eredetil picornavirusok aktudlis rendszertani besorolasa. Két nemzetség, a Torchivirus
és Rafivirus foglalja magaba teknds eredetii picornavirusokat.

A Rafivirus elnevezés Raph(ael)-b6l szarmazik, ami a Tini Nindzsa Teknbécok egyik
fiktiv karaktere. Az ICTV alapjan jelenleg harom faja van a nemzetségnek: Rafivirus A (RaV-
Al), B és C. A nemzetség tagjai azonos genomszervezddéssel rendelkeznek, a poliprotein, P1
¢és 2C+3CD as szekvenciak esetén 30%-nal kisebb divergenciaval rendelkeznek (Zell et al.,
2017). A Rafivirus B faj képvisel6jét azonban nem teknésbdl, hanem egy Kinabol szarmazo
gekkobol (Gekko similignum) mutattak ki, melynek a Rafivirus B1; Hainan gekko similignum
picornavirus (RaV-B1) nevet adtak (Shi et al., 2018). A Rafivirus C fajt driasvarangybol irtak
le (Rhinella marina) Ausztraliaban. M4aj szervminta metatranszkriptom vizsgalata segitségével
hataroztak meg a virus teljes genomszekvenciajat, melynek eredetileg a Rhimavirus A (Rhinella
marina virus A, RhiV-A) nevet adtak (Russo et al., 2018).

A Torchivirus nemzetség elnevezése a tortoise virus X (chi; gorog C betli) -bol
eredeztethetd, egyetlen faja a Torchivirus A (torchivirus Al, tortoise picornavirus;, TXV-Al)
(Zell et al., 2017). Ezt a virust munkacsoportunk mutatta ki, mely disszertaciom targyat képezi.

2.3.2 A picornavirusok virionja

A PV-k burok nélkiili virionja 30-32 nm atmérdjli, ikozaéderes, mely korbeveszi a
szimplaszali RNS (simple-stranded RNA, sSRNS) genomot. A kapszid 60 egyforma egységbdl
(protomer) épiil fel, ezeket jellemzéen hdrom vagy négy fehérje alkotja. Azon PV-nél, ahol a
protomert négy fehérjébdl all, ott harom fehérje alkotja a felszini (1B, 1C, 1D) és egy a belsd
alegységet (1A). A harom fehérjébdl allo szerkezet esetén ezek az 1C és 1D mellett a hasitatlan
1AB. Az 1A, 1B, 1C és 1D fehérjéket rendszerint VP4, VP2, VP3, és VP1-ként nevezik, a
hasitatlan 1AB-t pedig VPO-nak. Az 1B, 1C, 1D és a hasitatlan 1AB fehérjék jellegzetes f3-
lemezes szerkezettel rendelkeznek (11. abra) (Zell, 2018).

A kiilonbozé PV nemzetségek tagjai a P-hordokat O6sszekotd kiilsé hurokban is
kiilonboznek. A kapszidban 6t protomerbdl épiil fel egy pentamer, ezekbdl épiil Gssze a kapszid.
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A pentamerben az N-terminalisukon Osszekapcsolddd belsé haldzatot alkotnak, mig a C-
terminalis talalhato a kapszid felszinén (Zell et al., 2017).

_ Prtomer
o= '~
rl L‘_‘ vw § Vi deszeépllése
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Kapszid prekurzor P1-28 (60 kopia) Protomer (60 kopia) Pentamer (12 kopia) \- 105 részecske

11. abra. Picornavirus kapszid felépitése (szaj-és-koromfajas virus esetében). A kapszid prekurzor P1-
2A hasitasa 3CP™ altal torténik, majd a keletkezett fehérjék (VPO, VP1 és VP3) protomerekké allnak 6ssze. A
protomerekbdl pentamerek lesznek, az ezekbdl allo egységek alkotjak a kapszidot. A VPO hasitasa a virion
Osszeépiilése soran torténik VP4-¢ és VP2-vé (Kristensen and Belsham, 2019).

2.3.3 A picornavirusok genomszervezédése és szaporodasa

A picornavirusok 6,7-10,1 kb hosszl, szimplaszali RNS genomjaban egyetlen ORF
talalhato (Woo et al., 2012) (12. abra). Genomszervez6désiik modularis, az egyes 5 és 3° UTR
¢s a kodolo régio genetikai elemeirdl feltételezik, hogy a kiilonb6zé nemzetségek tagjai kozott
cserélodtek (Zell, 2018).

A 3’ vég UTR 50-100 nt hosszu, ezt kdveti a poli-A farok. Az 5> UTR régi6 0,5-1,5 kb
hosszusagu, melyhez a viralis virus-encoded protein (VPg) fehérj e kovalensen k6t6dik‘ a VPg-
szerkezeti elemet és belsd riboszoéma- kotohelyet (internal ribosomal entry site, IRES) is
tarlamaz, mely a transzlacio kezdOpontjatol 220-450 nt tavolsagra talalhatdo az UTR-ben. A
l()here levél a virélis RNS t Védi az exonukleézokt(’)l az IRES pedig a Virus transzléciéj aban ¢€s
szerkezeti elemiik fuggvenyeben (Takacs, 2011; Zell et al., 2017). Minden ismert PV tarlamaz
egy un. cisz replikacios elemet (cis replication elements, cre), ennek elhelyezkedése az egyes
virusok genomjaban eltéré (Jiang et al., 2014). Egyes nemzetségekben tgynevezett L fehérje
kodolodik a poliprotein N-terminalis részén. Az L fehérje szekvenciaja a PV-K kozott eltérd és
kiilonb6z6 funkcidkhoz kapcesolodik (Racaniello, 2007). A PV-k alapveté genomszervezddése
minden nemzetségben hasonld, a f6 fehérjekodold régiokat szamok és betlik jelzik:
VPg+5’UTR[(L)/1A-1B-1C1-D/2A-2B-2C/3A-3B-3C-3D]3’UTR-poli(A) (Zell, 2018). Ezt az
ugynevezett L434 diagramon abrazoljak sematikusan (12. abra) (Rueckert and Wimmer, 1984).
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12. abra. Picornavirusok altalanos genomszervezddése és a poliprotein feldolgozasa. A picornavirusok
egyetlen nyitott leolvasasi keretérdl szintetizalodo poliprotein poszttranszlacios hasitasa révén alakulnak ki az
érett viralis fehérjék (Jiang et al., 2014).
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A fertézés soran PV-K a gazdasejtek sejtfelszini receptoraihoz kotédnek, ezek — ahogy a
viruscsalad is — nagyon valtozatosak lehetnek. A rhinovirusok tobbsége az intracellularis
adhézids molekuldhoz kotédik (ICAM-1), a coxasackivirus B3 a coxsackievirus-adenovirus
receptorhoz (CAR), a hepatitis A virus hepatitisz A virus cellularis receptorhoz, a poliovirusok
pedig a topoliovirus receptorhoz (CD155) kapcsolddnak. A receptorok nagy részének kozos
tulajdonsaga, hogy az immunglobulin szupergéncsalad molekuldi koz¢é tartozé sejtfelszini
molekulak (Rossmann et al., 2002). A receptorhoz vald kapcsolddas eredményeként receptor
medidlt endocitozissal jut be a sejtbe a virus, a virdlis RNS endoszoméan keresztiil a
citoplazmaban alakitja ki a virdlis replikaciés organellumot intracellularis membranok
atszervezésével, melyben viralis nem struktur fehérjék, ezek prekurzorai és gazdasejt eredetii
molekulék is megtalalhatoak. A komplex védi a viralis RNS-t a gazdasejt eredetli nukleazoktol
(Jiang et al., 2014; Zell et al., 2017). A gazdasejtben folyé transzkripcidés folyamatok
leallitasdnak mértéke jellemzd az egyes PV-re (Takécs, 2011). A virdlis RNS mRNS-ként
funkcional az IRES-medialt transzlaciohoz. A VPg molekulak a cre elemeken uridilalédnak és
a VPg-pU-pU szolgal primerként a pozitiv és negativ szali RNS szintézisé¢hez. Ezt kvetden az
egyetlen ORF kifejez6désével termelddik a poliprotein. Ez harom kiilonb6z6 régiobol all:
kapszid fehérjék (P1), illetve nem strukturalis fehérjék (P2 és P3), melyek a genom
replikaciojaban nélkiilozhetetlenek (12. abra) (Racaniello et al., 2017). A poliproteinbdl viralis
protedzok hasitdsa révén alakulnak ki a funkciondlis fehérjék. Eldszor az L fehérje hasitja a
poliproteint P1, P2 és P3-ra, majd a kovetkez6 1épésben a P1-bol alakulnak ki a kapszid fehérjék,
P2-bdl a nem strukturalis fehérjék (2A, 2B, 2C) és a P3-bol a négy nem strukturalis fehérje (3A,
3B, 3C, 3D). Legutoljara az 1AB-bdl alakul ki az érett kapszid fehérje, az 1A és 1B (12. abra,
3. tablazat) (Zell, 2018).

3. tablazat. A picornavirusok fehérjéi és altalanos funkcidik (Zell et al. 2017).

Fehérje
neve
VP1
VP2
VP3
VP4

2AP0 Proteinaz aktivitas révén poliprotein proteolitikus hasitasa

Fehérje funkcidja

Kapszid alkot6 fehérjék

Membran permeabilitas indukcidja, az uj virionok kijutasanak segitése a gazdasejtbol.
2B Az RNS szintézis helyszinéiil szolgalo membran vezikulak kialakitasa, a replikacios
komplex része.

A replikacios komplex része, NTP-az aktivitas, a replikacios komplex elemeit iranyitja

ATP-42
2C a sejtmembranhoz.
3AB A replikaciés komplex része. A membranba horgonyozza a VPg fehérjét, mely az RNS
szintézis kezdeti Iépése. A 3D stimulaciés kofaktora.
3CPo Proteinaz aktivitasa révén a 3CD prekurzorral egyetemben a poliprotein hasitdsaban
jatszik szerepet. RNS-ko6t6 aktivitasa stimulalja az RNS szintézist a kezdeti szakaszban.
3pr Viralis RNS-fliggé RNS polimeraz. Viralis RNS atirdsa. Sejtes membran frakcidokhoz

kotédve RNS replikacios komplexet alkot a 2BC, 2C, 3AB és 3CP fehérjékkel egyiitt

Tobbféle proteinaz talalhatod a csaladon beliil, a minden PV-ben megtalalhato a legtobb
hasitasért felelés 3CP™ (kimotripszin-szerti cisztein proteaz) (Sun et al., 2016). Ismert ezen feliil
a 2AP® (enterovirusok, boosepivirusok, siresapivirusok, felipivirusok, parabovirusok,
rabovirusok, sapelovirusok), LP™ (aphthovirusok, erbovirusok, mosavirusok) és a 2A proteaz is
(aalivirusok, ailurivirusok, aphtovirusok, aquamavirusok, avihepatovirusok, avisivirusok,
bopivirusok, cardiovirusok, cosavirusok, crohivirusok, erbovirusok, grusopivirusok,
hunnivirusok, kunsagivirusok, limnipivirusok, malagasivirusok, mischivirusok, mosavirusok,
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parechovirusok, pasivirusok, potamipivirusok, senecavirusok, shanbavirusok, teschovirusok,
torhivirusok) (Zell et al., 2017).

A pozitiv szalo RNS virusokra jellemzden picornavirusok esetén is a virus-kodolta
fehérjék segitségével szintetizalodik meg a negativ irdnyultsdgi RNS szal, amely templatként
szolgdl majd a wvirdlis szal VPg inicidlta szintéziséhez. Az Ujonnan szintetizalt RNS
funkcionalhat transzlacidhoz mMRNS-ként, replikdciohoz templatként vagy bekeriilhet az uj
virionokba. Az érett virus sejtbdl valo kiszabadulasa altalaban lizis Gtjan torténik (Jiang et al.,
2014; Zell, 2018).

2.3.4 A picornavirusok patogenitasa teknésokben

Az emlés és madar eredeti PV-k a leginkabb tanulmanyozottak human-és
allategészségiligyi vonatkozasuk miatt. A tobbi, gerinces eredetii PV-rol kevesebb informacioval
rendelkeziink annak ellenére, hogy gerinces ¢161ények nagy részében leirtak jelenlétiiket (Ng et
al., 2015).

A Testudinidae csalad képviseldibél Eurdpa-szerte kimutattak picornavirusokat. A
virusfertézés a fiatal allatokban jellemzo, legjellegzetesebb tiinete a pancél felpuhulasa (13.
abra), szajgyulladas, torokgyulladas, orrnyalkahartya gyulladasa, tiidégyulladas, kot6hartya
gyulladas, bélgyulladas és hasvizkor, de tiinetmentes fertézésekrol is beszamoltak (Marschang
etal., 2002; 2011).

13. abra. Mor teknds (Testudo graeca) pancél struktaraja kontroll (a) és picornavirussal fertézott egyed
(b) esetében (Paries et al., 2019).

Szamos tekndsfajbol sikeresen izolaltak szovettenyészeten picorna-szerii virusokat
(Teknds sziv, Terrapene heart cells, TH-1; ATCC CCL-50): a mor tekndsbdl (Testudo graeca),
szegélyes tekn6sbol (T. marginata), leopard tekn6sbdl (Geochelone pardalis) és egyiptomi
tekndsbol is (T. kleinmanni) kimutatott korokozonak az X virus nevet adtak. A legtobb esetben
az X virussal fert6zott teknésokben egyéb patogéneket (féként herpeszvirusokat és Mycoplasma
fajokat) is detektaltak (Marchang, 2011). Visszamaradott méretli, puha has-és hatpancéllal
fejlodo fiatal mor tekndsok és indiai csillagteknésok (Geochelone elegans) boncolasa soran
megnagyobbodott vesét, majat, valamint tagult higyholyagot figyeltek meg. Szdvettani
vizsgalattal anémiat, glomerulonefrézist, hemosziderézist allapitottak meg. Osszesen 64 szerv-
és 79 tamponmintabdl izolaltdk az X virust TH-1 szdvettenyészeten. A citopatids hatas PV
fert6zésre utalt, melyet az elektronmikroszkopos vizsgalat is megerésitett. Egy gorog teknésbol
izolalt X virus genomszekvencidjanak meghatdrozasa ravilagitott, hogy ez a virus a
Picornaviridae csalad tagja (Heuser et al., 2010).

Egy nagyobb kereteket 61t6 tanulmanyban 1015 Eur6pabol szdrmazo tekndsbdl vettek
mintat Mycoplasma, herpesvirus, ranavirus, picornavirus és ferlavirus PCR sziiréséhez. Az
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esetek tobbségében tampon- és vérmintak alltak rendelkezésre, néhany esetben szovetmintat is
felhasznaltak. A vizsgalt teknésok kozel két szazalékabol mutattak ki PV 6rokitéanyagot: gorog
tekn6sbol (Testudo hermanni), moér teknésbol, kirgiz teknésbol (T. horsfieldi), leopardteknésbol
(Stigmochelys pardalis), és ismeretlen vizi teknésfajbol. A pozitiv mintak PCR termékének
szekvenalasa megerdsitette teknds PV jelenlétét (Kolesnik et al., 2017).

Egy masik projekt soran Németorszagban 27 gyiijt6tol dsszesen 334, a Testudinidae
csaladba tartozo teknésbol (moér teknds, gorog teknds, szegélyes teknds (T. marginata), Kirgiz
teknés, sarkantyus tekn6s (Centrochelys sulcata), leopardteknés, fekete teknds (Chelonoidis
carbonarius)) vettek viroldgiai vizsgalat céljabol az allatok kotShartyajabol, kloakajabol és
nyeldcsdvébdl tamponmintat és vért. A tamponmintakban PV 6rokitéanyag jelenlétét vizsgaltak
RT-PCR segitségével, a vérbdl pedig virusneutralizacios tesztet végeztek. Egyik allat sem
mutatott pancél felpuhulast. Hét fiatal, PV pozitiv mér teknds mutatott elhullasukat megelézéen
visszamaradast a ndovekedésben és pancél vékonyodast. Osszesen 35 felnétt és 11 fiatal
egyednél detektaltak PV orokitdanyagot, virusneutralizacioval pedig 44 felnétt és egy fiatal
egyed esetében azonositottak picornavirus-specifikus ellenanyagot; 16 esetben mindkét
modszerrel pozitiv eredményt kaptak. A legmagasabb pozitivitas mor tekndsokre volt jellemz6.
Fekete tekndsben, szegélyes tekndsben és leopardtekndsben nem igazoltak PV jelenlétét (Paries
etal., 2019).

Az USA-ban kozel szaz travancori tekndst (Indotestudo forstenii) vizsgaltak. Az allatok
rossz fizikai allapotban voltak, anorexia, letargia, fekélyesedés, orrfolyds, konnyezés és
hasmenés jelentkezett naluk. Az elhullott egyedek szovettani vizsgélata sokszervi gyulladast és
elhalast allapitott meg. A tekndsokbol vett vérplazma, szovetminta és tamponmintdk PCR
szlirdvizsgalata az egyedek tobbségében adenovirus fertézést allapitott meg. Par évvel késdbb
egyik adenovirus fert6zott tekndsbdl szarmazo 1ép minta metagenomikai vizsgalata soran PV
koinfekciot is megallapitottak és a teljes PV genom (ToRaV-A) szekvenciat sikeriilt bel6le
meghatarozni (Ng et al., 2015; Rivera et al., 2009).

Tiz-tiz egészéges mor és gorog tekndst fertdztek PV fertdzésben szenvedd mor teknds
nyelvének homogenizdtumaval oronazalis, kloakalis €s intracoelomikalis uton. A tekndsoket a
fert6zést kovetden naponta vizsgaltak garat- és klodka tamponmintavétel mellett. Stlyos tiinetek
fellépésekor eutandziat gyakoroltak, de legkésObb 164 nappal a fert6zés utdn minden allatot
elaltattak. Mindkét faj esetén el6fordult visszamaradott novekedés és pancél puhulas, de
latszolag egészséges egyedek is maradtak. Minden fert6zott teknds kloaka mintajabol PV-t
mutattak ki RT-PCR sziirdvizsgalattal a fertdzést kovetd masodik naptdl kezdve, de ez
valdszintileg az inokulumban talalhaté virus volt, mert a fert6zést kovetd 18. nappal PV jelenléte
nem igazolddott. Az eutanaziat kovetd vizsgalatok soran azonban az allatok tobb szervébdl
(nyelv, vese, csont, 1ép) is ToPV orokitdanyagot detektaltak, és szovettenyészeten 16 allat
esetében izolalhato volt a virus. Vérbol 14 allat esetében ToPV specifikus ellenanyagot mutattak
ki (Paries et al., 2019).
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3. Anyagok és modszerek

3.1 A vizsgalt mintak eredete

3.1.1 Hiill6 eredetii arénavirus vizsgalata

Fogsagban sziiletett, feln6tt, ndstény, albind vordstarku boa tetemét virologiai vizsgalat
céljabol felboncoltuk. Az allatr6l nem rendelkeziink tovabbi informacidval. Az alabbi
szervmintakat gyujtottiik: tiidé, maj, vese, vékonybél, vastagbél, gyomor, 1égcsd, nyeldcso,
nyelv, petefészek tiisz6, 1ép és sziv, majd steril foszfat pufferes sooldatban (phosphate-buffered
saline, PBS) homogenizaltuk.

3.1.2 Hiill6 orthoreovirusok vizsgalata

RRV teljes genomszekvencia meghatarozasahoz egy németorszagi hiilld
gyiijteményben elpusztult bozotviperabol (Atheris squamigera) szarmazd, majd ott izolalt hiilld
orthoreovirus torzset (bozotvipera reovirus, 47/02 szamu torzs) hasznaltunk fel.

Egzotikus allattartoktol és kisallat kereskedésekbdl szarmazo elhullott allatok mintait
dolgoztuk fel (4. tablazat) RRV fert6zottség felméréséhez, az allatok kora és az elhullasok oka
ismeretlen. Az elhullott egyedeket felboncoltuk, majd steril PBS-be az alabbi szervekbdl
borsonyi darabokat vagtunk: tiid6, maj, vese, gyomor, bél, sziv, 1égcsd, nyel6cséd és nyelv,
valamint az elébbieket tartalmaz6 szervkeverék.

4. tablazat. A vizsgalt mintak eredete

Fajnév Mintaszam

N
[{e]

Telepes agama (Agama agama)

Vorosfarka boa (Boa constrictor)
Sisakos kaméleon (Chamaeleo calptratus)
Ko6z6nséges kaméleon (Chamaeleo chamaeleon)

Tobzosfarka gyik (Cordilus tropidosternum)
Voroshasu huszarteknds (Emydura subglobosa)
Kolumbiai szivarvanyos boa (Epicrates maurus)

Leopardgekko (Eublepharis macularis)
Schneider szkink (Eumeces schneideri)

Parduckaméleon (Furcifer pardalis)
Tiiskés partiteknés (Heosemys spinosa)
Z61d leguan (Iguana iguana)
Tog6 szkink (Mabuya perrotetti)

Gabonasiklo (Panthotheropis guttatus)

N(N[(RPlWlR|R|RPO|N|R[R[R|O]|F

Szakallas agama (Pogona vitticeps)

N
s

Kiralypiton (Python regius)

Uj-kaledéniai vitorlasgekko (Rhacodactylus ciliatus)

N |-

Malachit sovényleguan (Sceloporus malachitticus)

Mor teknds (Testudo graeca)

Szavanna varanusz (Varanus exanthematicus)

Azonositatlan gekkofaj 14

Azonositatlan gyikfaj

Azonositatlan kigyofaj 5
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3.1.3 Teknés picornavirusok vizsgalata

Teknés eredetii PV-k teljes genomszekvencidjanak meghatarozasahoz felhasznalt
torzseket 2003 és 2010 kozott izolaltak Németorszagban, valamint egy torzset izolaltunk

laboratoriumunkban (2013/T4). A vizsgalt TOPV torzsek eredetét az 5. tablazat mutatja.

5. tablazat. A vizsgalt picornavirus torzsek eredete.

A diagnosztikai célu RT-PCR rendszer fejlesztéséhez hasznalt mintakat 2000 és 2013
kozott gytijtotték Németorszagban, Olaszorszagban és Magyarorszagon. A szaj, garat és kloaka
tampon mintak ¢l6 allatokbol, a virusizolalashoz felhasznalt belsé szervek elhullott allatokbol
szarmaznak (6. tablazat). A vizsgalt allatok kortorténetét a melléklet 1. tablazata tartalmazza.

Torzs neve TeknOs faj
124/10
144/10 Mor teknds (Testudo graeca)
5/04
9/05 Sarkantyus tekn6s (Geochelone sulcata)
5/03 Kozonséges pokteknds (Pyxis arachnoides)
22}1%1_4 Gorog teknds (Testudo hermanni)

A mintakat PBS oldatban vettiik fel.

6. tablazat. A diagnosztikai céli RT-PCR rendszer fejlesztéséhez felhasznalt mintak eredete

azoé(l)l:i:()ja Torzs neve Gazdafaj Minta Orszag

1 659/00 Testudo hermanni nyelv -
2 2041/00 Testudo horsfieldi - -
3 5/03 Pyxis arachnoides tiid6 -
4-5 26/1-2/03 Testudo marginata pharingeélis tampon Olaszorszag
6 31/03 Testudo hermanni nyelv Németorszag
7 2/4/04 Ismeretlen tekndsfaj - Németorszag
8 5/04 Testudo graeca - Németorszag
9 14/04 Testudo hermanni kloaka tampon Németorszag
10 15/04 Testudo graeca nyelv Németorszag
11 16/04 Testudo hermanni boettgeri - Németorszag
12 17/04 Testudo hermanni boettgeri sziv Németorszag
13 9/05 Centrochelys sulcata szajtampon Olaszorszag
14 25/09 Testudo marginata - Németorszag
15 19/10 Testudo horsfieldii nyelv tampon Németorszag

16-21 152>46/-17/213 i Testudo graeca Orélit:risplélnoaika Németorszag
22 36/10 Testudo marginata Orélitzrispléln()éka Németorszag
23 144/10 Testudo graeca oralis tampon Olaszorszag
24 130/12 Stigmochelys pardalis fej Olaszorszag
25 2013/T4 Testudo hermanni belsd szervek Magyarorszag
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A PBS oldatban felvett bels6 szerv mintakat minden esetben Qiagen Retsch TissueLyser
IT segitségével homogenizaltuk. Az igy késziilt szuszpenzidt a sejttormelék iilepitése céljabol
centrifugaltuk (5 perc, 10510 g), majd a feliiluszobol RNS-t vontunk Ki.

3.2 Viralis nukleinsav izolalasa

A szervhomogenizatumokbdl a viralis RNS kivonasat TRI Reagent (Molecular Research
Center) felhasznalasaval végeztiik el a gyartoi eldirasok szerint. A kivont RNS-t -65 °C-0s
fagyasztoban taroltuk tovabbi felhasznalésig.

Virust izolaltunk a virusok izolalasra hasznalt szovettenyészetekbdl is. Hiillo
orthoreovirusok és TOPV-K esetében a szovettenyészetet harom fagyasztas/olvasztasi ciklusnak
vetettiik ald, hogy a letapado sejteket elvalasszuk a szovettenyésztd edény felszinétdl és a sejt
feltarasa céljabol. Ezt a sejtszuszpenziot centrifugaltuk 10000 g-n, 4 °C-on, 5 percig, majd a
feliilaszo 1 ml-ét 0,5 ml 20m/V%-os NaCl és 0,5 ml 29 m/V%-o0s PEG6000 (Sigma-Aldrich)
oldattal kiegészitve egy ¢éjszakén keresztiil inkubaltuk 4 °C-on. Az inkubdacids idd lejarta utan
3000 g fordulatszamon, 4 °C-on, 30 percig centrifugaltuk a mintdkat, majd a feliiliszot
eltavolitottuk. A pelletet 250 pl PBS oldatban vettiik fel. Ezt kovetden a viralis RNS kivondsat
TRI Reagent (Molecular Research Center) felhasznalasaval végeztiik el a gyartdi eldirdsok
szerint. A kivont RNS-t -65 °C-0s fagyasztoban taroltuk tovabbi felhasznalasig.

3.3 RT-PCR

3.3.1 Oriaskigyé eredetii arénavirusok vizsgalata
Altalinos RT-PCR

Arénavirus kimutatdsdhoz a GPC gén részleges szakaszat felerdsitd RT-PCR-t
alkalmaztunk Stenglein és munkatarsai altal 2012-ben publikalt primerek felhasznalasaval
(Stenglein et al., 2012).

Az RNS atirasat RT reakcioban random hexamer primerekkel végeztiik, amely az alabbi
reagenseket tartalmazta 25ul végtérfogatban: 5 ul kivont RNS, 1 uM random hexamer primer,
400uM dNTP (Thermo Scientific) keverék, 1x AMV puffer és 10 egység (unit, U) AMV reverz
transzkriptaz (Promega). Els6 1épésben az RNS ¢és random hexamer keverékét (95 °C-on 5
percig denaturaltuk, majd jégen lehiitottiik. Ezutan hozzaadtuk a reakcid tobbi dsszetevdjét és
eldszor 25 °C-on 10 percig, 42 °C-on 60 percig, végiil 70 °C-on 15 percig inkubaltuk. Az igy
keletkezett komplementer dezoxiribonukleinsav (complementary DNA, cDNS) felsokszorozasa
PCR-rel tortént.

A PCR reakcidelegy 25 pl végtérfogatban tartalmazott 3ul-t az RT reakcié soran
keletkezett cDNS-bél, 0,5 uM MDS 436F ¢és 0,5uM MDS 400R primert (7. tablazat), 400 uM
dNTP keveréket (Thermo Scientific), 1x DreamTaq puffert és 2,5 U DreamTaq DNS polimeraz
enzimet (Thermo Scientific). A kezdeti 3 perc hosszusagu, 95 °C-on torténd denaturaciot 45
ismétlési ciklusbol allo amplifikacio kovette (95 °C 30 masodperc (mp), 47 °C 30 mp, 72 °C 1
perc), majd a folyamatot 72 °C-on 7 percig torténd elongacio zarta.
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7. tablazat. A dolgozatban alkalmazott primerek nevei és szekvenciai. A primereket az Eurofins Scientific cég

szintetizalta
Primer < e o Tm Primer . ,
neve Szekvencia (5'-3") (°C) | felhasznalasa Hivatkozas
MDS 436F ARCACATTGGGCCYTTYAC 54,7 Arénavirus Stenglein et
MDS 400R TTCATTTCTTCATGRACTTTRTCAATC 52,5 sztiro6 PCR al., 2012
1607F CARMGNCGNSCHMGHTCHATHATGCC 67,7 Reovirus sziird
PCR 1. kér Wellehan et
2608R TAVAYRAAVGWCCASMHNGGRTAYTG 62,7 Rd§p ’ al., 2009
2200F GGBTCMACNGCYACYTCBACYGAGCA 69,3 Reovirus szlro
PCR 2. Kor Wellehan et
2334R CDATGTCRTAHWYCCANCCRAA 57,8 Rd§p ’ al., 2009
Pic-gen- ToPV szlr6
FOg-l TGATGGCTATGAATGCTACACAGG 61 PCR,5 UTR
régid sajat primer
Pic-gen- ToPV szlird
REV-1 ATGGACGTTTTAACACGATCAGA 57,1 PCR, VP4 régi6
Pic-gen- ToPV sziird
FOR-2 GGTGTWGAYTGGAGTGAYTT 55,3 PCR, 3D régi6 L
Pic-gen- ToPV sziiré sajat primer
REV-2 ACACTYCTGATTTTRTCACCAAA 55,3 PCR, 3D régi6
FR26RV-N | GCCGGAGCTCTGCAGATATCNNNNNN Random primer, |
NGS Djikeng et al.,
FR20RV GCCGGAGCTCTGCAGATATC Ra“dONmGF;”mer' 2008
RNS Vreede et al
PC3 GGATCCCGGGAATTCGG-(ddC) szegmensvég 1998 N
meghatarozas
RNS Vreede et al
PC2 CCGAATTCCCGGGATCC szegmensveég 1998 B
meghatarozas

Egylépéses RT-PCR

Az 1 generacios szekvenaldst kovetéen a bizonytalan vagy hidnyos szekvencidk
meghatarozasa Sanger szekvenalassal tortént. Ehhez oligonukleotid primereket terveztiink az
Eurofins PCR Primer Design Tool (https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/pcr-primer-
design/) program segitségével, majd egylépéses RT-PCR segitségével sokszoroztuk fel a
megfeleld szakaszokat. A reakciohoz sziikséges elegyet az alabbiak szerint allitottuk dssze 25 pl
végtérfogatban: 1x OneStep RT-PCR puffer, 400 uM dNTP keverék, 1 uM forward és 1uM
reverse primer, 1 ul QIAGEN One-Step RT-PCR Enzim Mix. A reakcioelegyhez 2 pul RNS-t
adtunk, majd az alabbi hdprofilt alkalmaztuk: 50 °C 30 percig tartd RT 1épés utan a 95 °C-on
15 percig tartd denaturaciot 45 ismétlési ciklusbol allé amplifikacié kovette (94 °C 30 mp, 48
°C/52 °C 30 mp, 72°C 1 perc), majd a folyamatot 10 percig tartdé 72 °C-os elongécio zarta.

3.3.2 Hiill6 orthoreovirusok vizsgalata
Kétlépéses RT-PCR sziirévizsgalathoz

Hiill6 orthorevirus kimutatasahoz a Wellehan és munkatarsai altal 2009-ben kidolgozott,
az RdRp részleges szakaszat felerésité kétkords, tgynevezett nested RT-PCR-t alkalmaztuk
25 ul végtérfogatban (Wellehan et al. 2009). Az els6 PCR korben 5 pul RNS-t egy 1002 bp (nt
1607-2608) hosszsagu szakaszt at6lelé primerekkel egyiitt 95°C-on 5 percig denaturaltunk,
majd jégen hitottiik. 0,5 pM 1607F és 0,5 pM 2608R primert hasznaltunk a szintézishez. Ezt
kovetéen mértiik hozza a denaturalt RNS-hez az alabbi reakcidelegyet: 400 uM dNTP, 1x RT
puffer (Thermo Scientific), 20 U Ribolock RNase Inhibitor (Thermo Scientific), 200 U Revert
Aid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific). A cDNS szintézis héprofilja a kovetkezéképpen
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alakult: 25°C 5 perc, 42°C 30 perc, 70 °C 10 perc. A masodik PCR korben egy kisebb, 245 bp
(2090-2334) hosszusagh szakaszt erdsitettiink fel.

Az els6 PCR elegyhez 3 ul cDNS-t keriilt hozzaadasra, a masodik PCR elegy pedig az
els6 PCR termékének 3 pl-ét tartalmazta. A reakciokhoz sziikséges reakcidelegy a kovetkezd
Osszetevokbol allt: 400 uM dNTP, 1xTaq Puffer (NH4)2SO4 (Thermo Scientific), 1 uM MgCl»
(Thermo Scientific) és 1,25 U Taq polimeraz (Thermo Scientific) enzim. A masodik PCR
korben a 2200F és 2334R 0,5-0,5 uM kertilt a reakcidelegyekbe. A reakcioelegyet az alabbi
héprofil szerint inkubaltuk: 95 °C 3 perc kezdeti denaturcié utdn 35 ciklusbol allé amplifikacio
(95 °C 30 mp, 45 °C 30 mp, 72 °C 1 perc az els6 PCR korben/30 mp a masodik kor esetében),
majd 72 °C 8 percig torténd végso elongacio.

Egylépéses RT-PCR

A mintak egy részét Qiagen OneStep RT-PCR kit segitségével vizsgaltuk a Wellehan és
munkatarsai altal 2009-ben leirt protokoll szerint 25 ul végtérfogatban (Wellehan et al. 2009),
melyhez a fent emlitett kiilsé (1607F, 2608R) és bels6é (2090F, 2334R) primereket alkalmaztuk.
A reakcio els6 korében 5 pul RNS-t a mar ismertetett moédon denaturaltuk 0,5-0,5 uM primerrel,
majd hozzaadtuk az alabbi reakcidelegyet: 1x OneStep RT-PCR puffer, 400 uM dNTP keverék,
1 ul QIAGEN OneStep RT-PCR Enzim Mix. A mésodik PCR korbe az elsé korben keletkezett
PCR termék 2 pl-t vittiik at a belsé kor primereivel, az elsé korben ismertetett reakcioelegyet
alkalmazva. A hoprofil az alabbiak szerint alakult: 42 °C 30 perc, 95 °C 15 perc, majd 45 ciklus
amplifikacio, amelynek 1épései 95 °C 30 mp, (47 °C 1 perc az elsé korben/30 mp a masodik
korben, és 72 °C 1 perc; az amplifikaciot végiil 72 °C 8 perc inkubaci6 zarta.

3.3.3 Teknés picornavirusok specifikus kimutatasa RT-PCR rendszerrel

A ToPV orokitbanyaganak specifikus detektalasahoz két RT-PCR  rendszert
alkalmaztunk, melyeket az altalunk NGS-el és Sanger szekvenalassal meghatarozott ToPV
genomok alapjan terveztink. Az RT reakcid az aldbbi reagenseket tartalmazta 25 pl
végtérfogatban: 5 ul kivont RNS, 50 uM random hexamer, 400 uM dNTP keverék, 1x AMV
puffer és 10 U AMV reverz transzkriptaz (Promega), 20 U RiboLock RN-az inhibitor (Thermo
Scientific). Els6é 1épésben az RNS és a random hexamer keverékét 95 °C-on 5 percig
denaturaltuk, majd jégen lehiitottiikk. Ezutan hozzaadtuk a reakcid tobbi 0sszetevdjét és eldszor
25 °C-on 10 percig, 42 °C-on 60 percig, végiil 70 °C-on 15 percig inkubaltuk. A PCR
reakcioelegy 25 ul végtérfogatban tartalmazott 3ul ¢cDNS-t, 0,5 uM Pic-gen-For-1/For2 és
0,5 uM Pic-gen-Rev-1/Rev-2 primert (7. tablazat), 400 uM dNTP keveréket, 1x DreamTaq
puffert és 2,5 U DreamTaq DNS polimeraz enzimet (Thermo Scientific). Az 5 perc hosszu,
95 °C-on torténd denaturaciot 40 ismétlési ciklusbol allé amplifikacio kovette (95 °C 30 mp,
45 °C 30 mp, 72 °C 40 mp), majd a folyamatot 72°C-on 8 percig torténd elongacio zarta.

A diagnosztikai PCR primereink tesztelésére altalunk elézetesen kimutatott ismert
virustorzseket (5/03 és 14/04), valamint klinikai és patologiai mintakat hasznaltunk. A PCR
terméket Sanger szekvendldssal, az amplifikalasra hasznalt primerekkel ellendriztiik.

Azért, hogy megallapitsuk RT-PCR rendszeriink specificitasat, ismert hiillé eredetii
orthoreo- (CH 1197/96), adeno- (IBD 27/00), irido- (100/01), rana- (CH8), herpesz- (4295) és
paramyxovirus (9/5/03) torzsekbdl izolaltunk DNS-t vagy RNS-t, majd mindkét primerparral
elvégeztiik az RT-PCR-t a fent ismertetett protokolt alkalmazva. A primerparok érzékenységét
5/03 és 14/04-es torzseinkbol hét tagu, tizes alapt higitasi sorokat készitettiink PBS-ben, majd
viralis 6rokitdanyagot izolaltunk beldliik a mar ismertetett modon. A virdlis RNS kimutatasa ezt
kovetéen az altalunk fejlesztett diagnosztikai primerek segitségével, PT-PCR rendszerben
tortént.
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3.4 A PCR termékek ellendrzése és tisztitasa

A PCR termékek hosszat elektroforézissel ellendriztiik. Az elektroforézist 1 m/V%-0s
agardz (Lonza) gélen végeztiik 90 V-on, 25 percig 0,5 m/V% TBE (trisz-borat-etilén-diamin-
tetraecetsav, Lonza) pufferben. A DNS lathatova tételéhez 0,5 V/IV%-0s (térfogatszazalék)
koncentracioban GelRed (Biotium) festéket, molekulatémeg markerként pedig O’Gene Ruler
DNS Iétrat (Thermo Scientific) alkalmaztunk. Az elektroforézis utan a gélt ates6 UV fényben
vizsgaltuk, az eredményeket CSL-Microdoc Systems géldokumentacids rendszerrel (Cleaver
Scientific; Power Shot G12 kamera, Canon) rogzitettiik.

A megfeleld méretii termékeket kimetszettiik a gélbdl, és Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kittel (Geneaid) tisztitottuk ki a gyartoi utasitasok alapjan, 25-40ul elacioval. A
tisztitott DNS-fragmenseket tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

3.5 Virusizolalashoz felhasznalt sejtvonalak

A kigyo eredetli arénavirust hiillé eredetli VH 2 sejttenyészeten (Russell’s viper heart,
ATCC CCL-140, vipera sziv) kiséreltiik meg izolalni. A hiill¢ orthoreovirusokat VH 2 és IgH-2
(iguana heart, ATCC CCL-108, leguan sziv) sejtvonalakon izolaltuk, tartottuk fent és
szaporitottuk. A teknds eredetli picornavirusokat TH-1 (terrapin heart, ATCC CCL-50, teknds
sziv) sejtvonalakon tartottuk fent és szaporitottuk.

A sejteket reptaréna- és hiilld orthoreovirus esetén 5V/V%, mig ToPV esetében
10 VIV% FBS (fetal bovine serum, magzati borjusavo) (Gibco, Thermo Scientific),
1 VIV% penicillin/streptomicin/amphotericin B (Lonza) és 1 V/V% NEAA (non-essential
amino acid, Lonza) tartalmt DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium) tapfolyadékban
(Lonza) tenyésztettiik, 28 °C-os termosztatban, 5% CO tartalom mellett.

3.6 Virusizolalas

3.6.1 Oriaskigyo eredetii arénavirus izolalasa

A PCR szlrdvizsgalattal reptarénavirus pozitiv eredményt ado szervek koziil a
gyomorbol, vesébdl, majbal, trachedbodl, nyeldcsdbdl, szivbdl és vastagbélbdl kiséreltiink meg
arénavirust izolalni VH 2 sejtvonalon. Ehhez a szervhomogenizatumot 10000 g fordulatszamon
4 °C-on 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiliiszot atszirtik 0,22 pm-es PES sz{ir6n (Sarstedt;
Niimbrecht, Germany). Az igy nyert feliilaszo 100 ul-ét 12 lyukt szdvettenyésztd lemezen,
80%-os konfluenciaval rendelkez6 VH 2 sejteken adszorbaltuk egy oran keresztiil, majd kétszeri
PBS-sel torténd mosas utan friss tapfolyadékot adtunk a sejtekhez és 28°C homérsékleten
inkubaltuk 5% CO; tartalom mellett. A szovettenyészetet naponta vizsgaltuk
fénymikroszkoppal. Ot nap elteltével passzalast végeztiink: haromszori fagyasztis-olvasztas
ciklust kdvetden a lemezek tartalmat egyedi csovekbe mértiik, majd 10000 g fordulatszamon 4
°C-on 10 percig centrifugaltuk és 100 ul feliiliszot mértiink at friss VH 2 sejteket tartalmazo 6
lyuku szovettenyésztd lemezre. Ilyen modon haromszori ,,vak™ passzalast kovetden a lemezeket
-65 °C-on fagyasztottuk. Mivel nem tapasztaltunk citopatogén hatast (CPE), a sejtek
feliiliszojabol az arénavirus jelenlétet RT-PCR segitségével ellendriztiik, a 3.3.1. pontban
leirtak szerint.

3.6.2 Hiill6 orthoreovirusok izolalasa

A 47/02-es hiillé orthoreovirus izolatummal 75 cm?-es szovettenyésztd flaskaban 80 %-
os konfluenciat mutato, VH 2 sejteket fertoztiink. A sejteken PBS oldattal torténé mosas utan
100 pl izolatumot oszlattunk el abszorpcio céljabdl, 1 oran keresztiil, 28 °C hémérsékleten,
5% COq tartalom mellett inkubaltuk.

A PCR szilirdvizsgalat soran pozitiv eredményt add6 mintdkbodl kiséreltik meg RRV
izolalasat  szervhomogenizatum mixekbdl, VH 2 és IgH-2 sejtvonalon. A
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szervhomogenizatumot centrifugaltuk 10000 g fordulatszamon 4 °C-on tiz percig, majd a
feliiluszot atsziirtiik 0,22 pm-es PES sziirdn (Sarstedt; Niimbrecht, Germany) keresztiil. Az igy
nyert feliiliszo 300 pl-ét 6 lyuku szovettenyészté lemezen, 80%-os konfluenciaval rendelkez6
VH 2 ¢és IgH-2 sejteken adszorbaltuk 1 6ran keresztiil, majd két kor PBS oldattal torténd mosas
utan friss tapfolyadékot adtunk a sejtekhez ¢és 28 °C hémérsékleten, 5% CO: tartalmu
inkubatorban taroltuk.

A szovettenyészeteket naponta vizsgaltuk fénymikroszképpal. Harom-6t nappal a
fertdzést kovetden megjelentek a hiillé orthoreovirusokra jellemzd oriassejtek, ekkor tovabbi
felhasznalasig -65 °C-ra fagyasztottuk le a virusszuszpenziot tartalmazé lemezeket, flaskakat.

3.6.3 Teknés picornavirusok izolalasa

A 2013/14-es torzset laboratoriumunkban izolaltuk, a tobbi izolatum németorszagi
egylittmiikodd partneriinktdl szarmazik. A 2013/14-es torzs izolalasa szervhomogenizatumbol
tortént az arénavirusoknal ismertetett modon TH-1 szdvettenyészeten. A teknds picornavirus
torzseket szintén TH-1 szovettenyészeten szaporitottuk tovabb a fent leirtak szerint.

3.7 Sanger szekvenalas

A szlirdvizsgélatok soran keletkezett PCR termékekrdl, valamint az ujgeneracids
szekvenalas soran sikerteleniil meghatarozott DNS szakaszokrol késziilt PCR termékekrol
kozvetlen szekvencia meghatarozast végeztiink BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems) segitségével, a PCR reakcioban is hasznalt oligonukleotidokat
alkalmazva. A reakciodelegy 10 ul végtérfogatban tartalmazott 1 pl BigDye 3.1 reagenst
(Applied Biosystem), 1 ul BigDye puffert, 500 nM primert és 1-4 pl tisztitott PCR terméket. A
szekvenalasi reakcidban a 96 °C-on 1 perc hosszu kezdeti denaturdcié utdn 30 amplifikalasi
ciklus (95 °C 20 mp, 50 °C 5 mp, 60 °C 4 perc) kovetkezett.

A terméket etanol és natrium-acetat elegyével tisztitottuk, melyhez a sziikséges oldat
50 pl végtérfogatban tartalmazott 10 ul szekvenalasi reakcioelegyet, 60 V/V% etanolt (VWR)
¢s 90 uM pH 4,6 natrium-acetatot (Sigma Aldrich). Ezt az elegyet 4400 g-n, 4 °C-on 45 percig
centrifugaltuk, majd a pelletet 70 V/V% etanollal mostuk. Ujabb centrifugalast kovetéen
(4400 g, 4 °C, 15 perc) az iiledéket szobahémérsékleten szaritottuk. A szekvenalasi termékek
kapillaris gélelektroforézise egylittmiikddd partnereinknél tortént (Pécsi Tudoményegyetem;
Magyar Honvédség Egészségiigyi Kozpont Honvédkorhaz) ABI PRISM 3100, illetve ABI
PRISM 3100 Avant Genetic Analyser késziilekek hasznélataval.

3.8 Ujgeneracios szekvenalas

A ToPV-ok és a 47/02 jelolésli RRV esetében virusizoldtum eredetli, mig kigyo
arénavirus esetében maj szervhomogenizatumbdl szdrmazé nukleinsavat hasznaltunk NGS-re.
Az NGS eldkészitése minden esetben az aldbbiaknak megfelelden zajlott.

RT-PCR

Az RT lépést FR26RV-N primerrel végeztiik; ez egy random hexamer primer melynek
5’ vége meghatarozott oligonukleotid szekvencia (7. tablazat) (Djikeng et al. 2008). Az RT
reakcid 25 pl végtérfogatban a kovetkezd reagenseket tartalmazta: 5 pl kivont RNS, 1 uM
FR26RV-N primer, 400 uM dNTP keverék (Thermo Scientific), 1x AMV puffer és 10 U AMV
reverz transzkriptaz (Promega). Els6 1épésben az RNS és primer keverékét 95 °C-on 5 percig
denaturaltuk, majd lehitottiik jégen. Ezutan hozzdadtuk a reakcio tobbi Osszetevdjét, és a
reakcioelegyet 25 °C-on 10 percig, majd 42 °C-on 60 percig, végiil 70 °C-on 15 percig
inkubaltuk. Az igy keletkezett cDNS felsokszorozasa PCR-rel tortént. A reakcidelegy 25 pl
végtérfogatban tartalmazott 3 ul cCONS-t, 1 pM FR20RV primert (7. tablazat), 400 uM dNTP
keveréket (Thermo Scientific), 1x DreamTaq puffert és 2,5 U DreamTaq DNS polimeraz
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enzimet (Thermo Scientific). A kezdeti 3 perc hosszu, 95 °C-on t6rténé denaturaciot egy 40
ismétlési ciklusbol allo amplifikacio kovette (95 °C 30 mp, 48 °C 30 mp, 72 °C 2 perc), majd a
folyamatot egy 8 perces, 72 °C-on torténd elongacios 1épés zarta.

PCR termékek ellenorzése és tisztitdasa

PCR termékek méret szerinti elvalasztasat agaroz gélelektroforézissel végeztiik a 3.4
pont szerint. A gélbdl a koriilbeliil 200-2000 bp hosszusagh termékeket nyertiik ki a Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kittel (Geneaid) a gyartd utasitasai szerint. A tisztitott PCR
termékeket -20 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

TonTorrent szekvenadlas

100 ng amplifikalt cDNS-bs]l a NEB-Next® Fast DNA Fragmentation & Library Prep
Set for Ion Torrent™ kit segitségével (New England Biolabs) enzimes fragmentaciot végeztiink
a gyartd utasitdsai szerint, majd ugyanezen kit hasznalataval a fragmensekhez adaptereket
kotottiink. Az lonXpress™ Barcode adapterek koziil valasztottuk (Life Technologies) a
konyvtarakhoz valo egyedi nukleinsavkodokat. Az egyedi kodokkal elatott cDNS konyvtar
tisztitasat a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) oszlopos mddszerével végeztiik,
a tisztitott mintakat 2 m/\VV%-os, elére gyartott géleken (Life Technologies) elektroforetizaltuk.
A NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for Ion Torrent™ kit hasznalatéval,
(New England Biolabs) PCR modszerrel amplifikaltuk a 300-350 bp hosszusagu termékeket.
Ehhez egy 98 °C-on 30 mp denaturaciot koveto, 12 amplifikacios ciklusbol (98 °C 10 mp, 58 °C
30 mp, 72 °C 30 mp) majd egy végso elongacios 1épésbdl (72 °C 5 percig) alldo héprofilt
alkalmaztunk. Az igy keletkezett konyvtarat Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kkittel
(Geneaid) tisztitottuk, majd Qubit® dsDNA BR Assay kittel (Life Technologies) fluorometrias
mennyiségi meghatarozast végeztiink. Az egyedi koddal ellatott DNS termékek klonalis
amplifikacidja lonSphere™ paramagneses gyongyok felszinén emulzios PCR-rel zajlot PCR-t
lon OneTouch™ Template Kit (Life Technologies) hasznalataval, OneTouch v2 késziiléken, a
gyarto utasitasai alapjan. Ezutan Ion OneTouch™ ES robottal dusitottuk az amplifikalt konyvtar
DNS-t tartalmazo részecskéit. A szekvenalast Ion Torrent Personal Genome Machine®
késziiléken végeztiik, 316 ¢és 318 tipusu chipekkel, az ITon PGM™ Sequencing kithez ajanlott
szekvenalasi protokollt kdvetve.

3.9 Az RNS genom szegmensvégeinek meghatarozasa

3.9.1 Hiill6 orthoreovirusok vizsgalata

A virdlis RNS genomszegmensek nemkodold végszekvencidinak meghatarozasa
céljabol a kivont RNS 3’ végeihez a PC3 primert ligaltuk (7. tablazat), mely 5° végén
foszforilalt, 3* végén didezoxi-citozinnal lezart (Vreede et al. 1998). A ligalasi reakcio 30 ul
végtérfogatban a kovetkez0 reagenseket tartalmazta: 5 pl kitisztitott viralis RNS, 1x T4 RNA
Ligase puffer, 1 mM ATP (Thermo Fisher Scientific), 1,3 uM PC3 primer, 15 m/V% PEG8000,
10 U T4 RNS ligaz (New England Biolabs). A reakcidelegyet 17 °C-on inkubaltuk egy éjszakan
keresztiil (16-18 ora). Ezt koveten a ligalt kettdsszali RNS-t QIAQuick Gel Extraction Kit
(Qiagen) segitségével nyertiik ki. A mintahoz 150 pl QG puffert és 150 ul izopropanolt (VWR)
adtunk, majd a kitben talalhato szilika membran oszlopon tisztitottuk a gyarto utasitasai szerint.
A ligalt RNS-t tovabbi felhasznalasig -65 °C-os fagyasztoban taroltuk.

Kétlépéses RT-PCR

A ligalt RNS atirasat RT reakcioban a PC3 primerrel komplementer PC2 primerrel
végeztikk (7. tablazat) (Vreede et al. 1998). A reakcio 25 ul végtérfogatban a kovetkezo
reagenseket tartalmazta: 5 plligalt RNS, 400 nM PC2 primer, 400 uM dNTP (Thermo
Scientific), 4 uM DTT (Thermo Scientific), 1x First-Strand puffer (Thermo Scientific), 20 U
RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific) és 200 U SuperScriptlll reverz transzkriptaz
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(Thermo Scientific). Els6 1épésben az RNS és a PC2 oligonukleotid keverékét 95 °C-on 5 percig
denaturaltuk, majd jégen lehtitottik. Ezutan hozzaadtuk a reakcio tobbi Osszetevdjét és az alabbi
hoprofil szerint inkubaltuk: 25 °C-on 5 perc, 50 °C 60 perc, 70 °C 15 perc.

Az igy keletkezett cDNS-r6l a szegmensvégi szekvencidk felsokszorozasa PCR
reakcidban 25 pl végtérfogatban tortént az alabbi reakcidelegy segitségével: 2 ul cDNS, 400 nM
PC2 ¢és 400 nM génspecifikus primer, melyet az el6zdleg nyert szekvenciaadatok alapjan
terveztiink, 400 uM dNTP keverék (Thermo Scientific), 1x DreamTaq Green puffer, 1 U
DreamTaq DNS polimeraz (Thermo Scientific). A reakcioelegyet 95 °C-on 3 percig
denaturaltuk, majd 40 ciklusbo6l all6 hoprofil kovetkezett (95 °C 30 mp, 55 °C 30 mp, 72 °C
1 perc), melyet 72 °C 8 perc hosszl végso elongacios 1épés zarta.

A nyert PCR termékek méret szerinti elvalasztasat agaroz gélelektroforézissel végeztiik
a fent ismertetett modon (3.4. fejezet), majd a szekvenciak meghatarozasa Sanger
szekvenalassal tortént.

3.9.2 Teknés picornavirusok vizsgalata

ToPV esetében az 5°/3° RACE Kit (rapid amplification of cDNA ends, cDNS végek
gyors amplifikalasa; Roche, 2nd Generation) segitségével hataroztuk meg az 5° és 3° NTR
szakaszokat a gyartd utasitdsai szerint virusizolatum eredeti RNS-b6l kiindulva. Az
amplikonokat agardz gélben futtattuk és gélbdl tisztitottuk a fent emlitett modon, majd a
termékek nt sorrendjét Sanger szekvenalassal hataroztuk meg a fent ismertetettek szerint.

3.10 A szekvenciaadatok elemzésére hasznalt bioinformatikai modszerek

A Sanger szekvenalas elektroferogramjait a BioEdit és Geneious Prime v 2020.0.3
szoftverek segitségével tekintettiik meg és szerkesztettiik (Hall 1999; Kearse et al., 2012). A
Sanger és NGS eredményeként kapott szekvenciak Osszeillesztését a Geneious Prime és az
AliView szoftver segitségével végeztilk el (Larsson, 2014). A GenBank adatbazisaban a
homolog gének keresése BLAST algoritmussal (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) tortént
(Altschul et al., 1990).

A kodon alapt tobbszoros szekvencia illesztéseket Muscle algoritmus alkalmazasaval
Geneious Prime szoftverrel és a TranslatorX (http://translatorx.co.uk/) online illeszt6
programmal végeztiik el (Abascal et al., 2010). A filogenetikai elemzéseket és a Szekvencia
azonossagi szamitasokat a MEGA6 és MEGA X szoftvercsomag segitségével készitettiik el
(Tamuraet al., 2013; Kumar et al. 2018). A szekvenciak kozti atlagos nt és as tavolsagokat a p-
distance modszerrel szamoltuk ki. A filogenetikai fak rekonstrukciojahoz hasznalt legjobban
illeszkedd szubsztitucios modell kivalasztasit MEGA6 ¢s MEGAX programmal végeztiik. A
torzsfak készitése maximum likelihood mddszerrel tortént, az elkésziilt fak megbizhatosagat
bootstrap elemzéssel (500 vagy 1000 ismétléssel) ellendriztiik. A viralis ORF-eket ORF Finder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) segitségével kiséreltiikk meg azonositani.

Az NGS soran nyert adatokat a CLC Genomics Workbench szoftver
(https://digitalinsights.giagen.com/) segitségével dolgoztuk fel. A kapott szekvencia adatokat
ellendriztiik, a rossz mindségii, vagy tal révid nt szakaszokat (readek) kiszirtiik, levagtuk az
adapter régiokat. Ezt kovetden a readeket egy GenBank-ban fellelheté referencia torzs
szekvenciajahoz illesztettiik; ezzel a modszerrel a virustdrzsek teljes, vagy kozel teljes
genomszekvencidjat hataroztuk meg.

A Recombination Detection Program (RPD4) szoftver segitségével rekombinacios
analizist végeztiink (Martin et al., 2015). Az SDT v1.2 szoftverrel szemléltettiik az egyes gének
kodold régidinak nt és as szekvenciai kozotti hasonlosagi értékeket (Mubhire et al., 2014).
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ToPV-ok esetén a hipotetikus proteolitikus hasitasi helyeket a NetPicoRNA online
software  (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPicoRNA/)  segitségével  kerestink a
meghatarozott szekvencidkban (Blom et al., 1996). A 14/04-es teknbs PV torzset tekintettiik
referencia szekvencidnak a tobbi teknds PV torzs esetén.

3.11 Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A 47/02 bozotvipera reovirus izolatumabol kivont RNS alloméanyban a reovirus
szegmenseket PAGE segitségével valasztottuk el.

Az 5 m/V%-os szeparald gél 15 ml végtérfogatban az alabb sszetevokbél allt: 6 V/V%
akrilamid/biszakrilamid (40 m/\VV%-o0s) (Sigma Aldrich), 5 V/V % 10X TBE puffer (Lonza),
0,5 V/V% ammonium-perszulfat (APS, 10 m/V%-o0s) (Sigma Aldrich), 15 ul (0,05 V/IV%)
tetrametil-etilén-diamin (TEMED) (Sigma Aldrich). A 4 m/V%-0s koncentraldo gél 5 ml
végtérfogatban az alabbi OsszetevOket tartalmazta: 10 V/V% akrilamid/biszakrilamid
(40 m/V%-0s), 10 V/V% 10X TBE puffer, 1 V/V% APS (10 m/V%-o0s), 0,01 V/V% TEMED.
Az elektroforézis omniPAGE Mini Wide Vertical Protein Electrophoresis System (Cleaver
Scientific) vertikalis elektroforézis rendszerrel tortént, 90 V-on, 4 °C-on.

Az RNS szegmensek megjelenitése céljabol eziist-nitrat festést alkalmaztunk. 2x5 percig
10 V/V%-os etanol és 0,5 V/V%-os ecetsav oldatban razatas mellett fixalast két ioncserélt vizes
mosas kovetett. Ezutan 0,1 V/V%-os eziistnitrat oldatban festettiik a gélt 15 percig, majd ismét
mostuk. Az eléhivas 15 percig zajlott enyhe razatassal, 1,5% natrium-hidroxid és 35 V/V%-0s
formaldehid oldataban. Ismételt két mosas utan az eléhivas leallitasa 5 V/V%-0s ecetsav
oldattal tortént 15 perces razatassal torténd inkubalassal.
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4. Eredmények

4.1 Oriaskigyo eredetii arénavirus vizsgalata

4.1.1 A szervek RT-PCR-es sziirdvizsgalata

A repatrénavirusok glikoprotein génjének egy rovid szakaszara tervezett altalanos
primerek segitségével a vorosfarki boa alabbi szerveinek homogenizatumabol sikeriilt
reptarénavirust kimutatnunk RT-PCR sziirdvizsgalattal: petefészek tiisz6, nyeldcsd, vese,
gerincveld, agy, gyomor, vékonybél, maj és 1ép. A rovid szakasz Sanger-szekvenalasa alapjan

arénavirus jelenlétét allapitottuk meg, melynek a tartasi hely alapjan Coldvalley virus nevet
adtuk.

4.1.2 A Coldvalley virus izolalasa

Annak ellenére, hogy vorosfarki boa szerveinek nagy részébdl RT-PCR-es
szlir6vizsgalattal ki tudtunk mutatni arénavirust, a virus izolalasa sikertelen maradt a vizsgalt
szervek esetében tobbszori passzalas utan is. RT-PCR segitségével sem tudtunk arénavirus
orokitéanyagot kimutatni az egyes szervek homogenizdtumaval fertdzott szovettenyészetek
feliiluszojabol.

4.1.3 A teljes genomszekvencia meghatarozasa és elemzése

Ujgeneracios szekvenalas segitségével a kimutatott arénavirus 8775 nt hossziisagy,
kozel teljes genomszekvencidjat sikeriilt meghatdroznunk. A szekvenciaadatok alapjan a
Coldvalley virus genomja két szegmensre tagolédik. Az L szegmens teljes szekvenciajat
megismertiik, mérete 6860 nt, az S szegmenst részlegesen, 1985 nt hosszsagban tudtuk
meghatarozni. A GC arany 40,8% (8. tablazat).

8. tablazat. A Coldvalley reptarénavirus genomjanak altalanos jellemzoi

Szegmens L S
Szegmens mérete (bazis) 6860 1895*

5' UTR (bazis) 87 NA
ORF hossza (bazis) 348 6208 NA 1755

kodolt fehérje z RdRp GPC NP
fehérje mérete (as) 115 2068 NA 584
IGR hossza (bazis) 172 111*

3' UTR (bazis) 47 29

* Részleges szekvencia
NA: nincs adat

Az L szegmens 5’ UTR régioja 87, a 3’ UTR régidja 47 bazis hosszusagl. A szegmensen
két ORF helyezkedik el: 57 iranyban a Z gén talalhato, mely a 115 as-bol allé Z fehérjét kodolja,
3’ iranyban az RdRp gén talalhatd, mely a 2068 as-bol allo viralis RARp fehérjét kodolja. A két
ORF kozotti IGR régid 172 nt hosszlil. Az S szegmens 5’ vége ismeretlen, mig a 3’ iranyban
talalhato ORF az 584 as hosszusagii NP fehérjét kodolja. A 3° UTR régio hossza 29 nt, az IGR
régiobol 111 nt-ot sikeriilt meghataroznunk, melyben hajtii struktara alakul ki. A Coldvalley
virus genomszervezddése az L szegmensen megegyezik az Arenaviridae csalad tagjainak
genomszervezddésével, ugyanez mondhatd el az S szegmens ismert szakaszarol is. Az altalunk
vizsgalt virus a reptarénavirusokkal megegyez6 genomszervezddéssel rendelkezik tekintve,
hogy L szegmensén a viralis polimeraz gén mellett a Z fehérje kodold szakasza is megtalalhato.
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A Coldvalley virus teljes L és részleges S szegmens szekvenciajat 6sszehasonlitottuk az
Arenaviridae csalad reprezentativ képviseldinek homoldg szakaszaival: a legmagasabb
azonossagi értékeket a Reptarenavirus nemzetség esetében lathattunk (L szegmens: 56,3-98,9,
S szegmens: 65,4-98,7%). Ezek az azonossagi értékek az ICTV ajanlasa szerint egyazon
arénavirus nemzetségbe tartozas hatarértékei (35% és 40%) felett allnak, ezért megallapitottuk,
hogy a vorosfarka boa eredetli virusunk a Reptarenavirus nemzetségbe tartozik. Ezt megerdsiti
az RARp és NP gének kodolo régioinak nt szekvenciaja alapjan készitett filogenetikai torzsfa is,
mely — az Arenaviridae csalad reprezentativ képvisel6vel dsszevetve — a Coldvalley arénavirus
a Reptarenavirus nemzetség tagjai kozott helyezkedik el (14. abra).
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14. abra. Az Arenaviridae csalad reprezentativ képvisel6inek RNS-fiiggé RNS polimeraz gén (A) és
nukleoprotein gén (B) kodold szakaszai alapjan készitett filogenetikai térzsfa. A fa maximum-likelihood
mddszerrel késziilt, 1000 bootstrap ismétléssel, a MEGAX program altal javasolt legmegfelelobb modell

segitségével (RARp — GTR+G+I; NP — GTR+G+l). Roviditések: CASV — California Academy of Science virus,
UGV — University of Giessen virus, TSMV — Tavallinen suomalainen mies virus, GOGV — Golden Gate virus,
UHV — University of Helsinki virus.

A Coldvalley virus RdRp génjének szekvenciajat dsszehasonlitottuk az Arenaviridae
csalad reprezentativ képviseldinek homoldg szakaszaival A Mammarenavirus nemzetség
tagjaival 38,6-40,0% nt, 22,7-25,9% as azonossagi értékeket kaptunk. A Hartmanivirus
nemzetség képviseldinél ezek az értékek nt szinten 37,3-38,3%, as szinten 19,3-21,3%; mig az
Antennavirus nemzetség esetén 35,2-37,1% nt, 28,6-19,4% as azonossagi értékeket kaptunk. A
Coldvalley arenavirust szintén dsszevetettiilk a Hubei myriapoda virussal, ez esetben 34,1% nt
¢s 16,2% as azonossagi értéket lathattunk. Az NP gén Osszehasonlitdsa soran a
Mammarenavirus nemzetség tagjaival 42,9-48,9% nt, 29,2-34,2% as azonossagi értékeket, a
Hartmanivirus nemzetség képvisel6ivel 6sszevetve ezek az értékek nt szinten 38,2-40,2%, as
szinten 15,6-20,6%; az Antennavirus nemzetség esetén 13,6-16,1% nt, 35,3-35,6% as
azonossagi értékeket kaptunk. A Hubei myriapodavirus 5-tel sszehasonlitva a Coldvalley
arénavirust 32,1% nt és 9,8% as azonossagi értékeket lathattunk.

Az altalunk vizsgalt torzsek RdRp, NP és Z fehérjéit kodolo gének szekvenciaadatait
egyenként Osszehasonlitottuk a Reptarenavirus nemzetség mas képviseléinek GenBank-ban
fellelhet6 szekvenciaival, valamint filogenetikai torzsfakat is készitettiink maximum likelihood
modszerrel (15. abra). Mindharom gén alapjan késziilt torzsfan az altalunk vizsgalt arénavirus
a Rotterdam reptarenavirus faj képvisel6i kozott talalhato.
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15. abra. A Reptarenavirus nemzetség képvisel6ivel késziilt, az RNS-fiiggd RNS polimeraz (A), Z (B)
és NP (C) gén nukleotid szekvencidkra épiild, maximum-likelihood modszerrel késziilt filogenetikai torzsfa. Az
egyes korok az ICTV altal elfogadott, egy fajba tartozo torzseket jelzik: sarga — California reptarenavirus, piros

— Rotterdam reptarenavirus, z6ld — Golden reptarenavirus, kék — Ordinary reptarenavirus, sziirke — Giessen
reptarenavirus. A szines korok az ICTV altal besorolt torzseket jelolik, a Coldvalley reptarénavirus élére allitott
fekete négyzettel jelolt. A fa 1000 bootstrap ismétléssel, a MEGAX program altal javasolt megfelelé modell
(T92; Tamura-3) segitségével. Roviditések: KMHV — Kuka mitae haeh virus; KaBV — Kaltenbach virus; KePV —
Keijut pohjoismaissa virus; SVaV — Suria Vanera virus; HKV — Hans Kompis virus; ABV — Auroroa borealis
virus; BSV — Bis spoeter virus; FStV — Frankfurter Strasse virus; PAV — Porto Alegre virus; SauV — Saudades
virus; GauV — Gaucho virus; ArBV — Aramboia boa virus; ArSV — Arabuta snake virus; UGV — University of
Giessen virus; UHV — University of Helsinki virus; CASV — California Academy of Science virus; GOGV —
Golden Gate virus; HKV — Hans Kompis virus; TSMV — Tavallinen suomalainen mies virus.

A Coldvalley arénavirus kodold szakaszainak szekvencidjat Osszehasonlitottuk a
Reptarenavirus nemzetség GenBank-ban talalhato képvisel6ivel: az RARp gén nt szinten 99,3%
hasonldsagot mutat az F15158-UHV-3 torzzsel (KX527586), mig as szinten 99,5% azonossagot
lathattunk UHV-4-gyel (KR870027). A legalacsonyabb azonossagi értékeket a California
Academy of Science virusnal (CASV, JQ717261) lathatunk (56,1% nt és 51,6% as). Az NP gén
nt szinten az UHV-3 (KR870019) virussal mutatja a legmagasabb, 98,9%-0s azonossagi
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értéket, as szinten azonban az UHV-2 virussal (KR870016) a leghasonlobb (99,6%). A
legalacsonyabb azonossagi érték itt is CASV-nél (JQ717262) lathat6 (59,0% nt és 58,2% as). A
Z gént vizsgalva nt szinten F15158 UHV-3-mal kaptuk a legmagasabb azonossagi értéket,
99,8%-ot nt, 100%-ot as szinten. Itt is CASV ¢s L1l-es genotipus esetében talalhatoak a
legalacsonyabb azonossagi értékek: 58,8% nt és 47,2% as szinten. A teljes L és részleges S
szegmens szintén az UHV-3-mal mutatta a legmagasabb nt azonossagi értékeket (98,8-99,3%
L ¢s 98,8% S). A Rotterdam reptarenavirus két tipusszekvenciajaval, az UHV-1-gyel (L és S
szegmens GenBank azonosito: KF297881, KR87011) és ROUTV-al (L és S szegmens GenBank
azonosito: KC508670, KC508669) szintén magas azonossagi értékeket kaptunk a Coldvalley
virussal Gsszevetve, az egyes géneket vizsgalva. Az RARp génnél 82,1-87,2% nt, 84,9-87,8% as
azonossagi értékeket lathatunk, a filogenetikai fakon egy agon helyezkednek el. Ezzel szemben
a Z gén szekvenciaja alapjan késziilt torzsfakat vizsgalva a harom virus tavoli dgakon
helyezkedik el és azonossagi értékeik is alacsonyabbak (72%>). Az NP gén alapjan késziilt
torzsfan a Coldvalley és ROUTV egy agon talalhat6 (98,5% nt és 98,9% as azonossagok), mig
az UHV-1 egy tavolabbi 4gon lathato (77,6% nt és 85,0% as azonossag).

Az egyes génekre vonatkoztatott nt azonossagi értékek alapjan a legnagyobb
hasonlésdgot mutatd reptarénavirus torzsekkel készitettiink Osszehasonlitdé abrat SDT
programmal. Minharom vizsgalt gén esetében az abrak jol szemléltetik az UHV-3-mal valo
nagyfoku hasonlosagot (16. abra).

Coldvalley virus s

UHV- UHV-3  UHV-2
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16. abra. SDT alapt paronkénti nukleotid szekvencia 6sszehasonlitason alapulé dbra. A
reptarénavirusok GenBank-ban fellelhetd képvisel6i koziil a Coldvalley reptarénavirussal magasabb azonossagi
értékeket mutato torzsetek vetettiik 6ssze. Az dbra SDT1.2 szoftverrel késziilt. (A) RNS-fiiggé RNS polimeraz

gén nukleotid szekvencia alapjan, (B) Z gén nukleotid szekvencija alapjan, (C) NP gén nukleotid szekvencia
alapjan késziilt.

Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ORFFinder programjanak segitségével az L
szegmensen azonositott kettd €s az S szegmensen azonositott egy ORF-en feliil tovabbi
alternativ ORF-eket azonositottunk.

Az RDP4 program segitségével végeztiink rekombinacios analizist a Coldvalley
reptarénavirus és az Arenaviridae csalad, valamint a Reptarenavirus nemzetség képvisel6ivel:
a program nem talalt rekombindcidos eseményt a vizsgalt virusunk L szegmensén. Az S
szegmensre a részleges szekvenciaadatok miatt nem végeztiik el ezt a vizsgalatot.

A filogenetikai torzsfak vizsgalata, a magas bootstrap értékek és a vizsglalt szekvenciak
magas nt €s as azonossagi értékekei is alatdmasztjak azt a megallapitasunkat, hogy a vizsgalt
arénavirusunk a Rotterdam reptarenavirus faj képviseldje. Els6é alkalommal hataroztuk meg
reptarénavirus kozel teljes genomszekvenciajat Magyarorszagon.
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4.2 Hiill6 orthoreovirusok vizsgalata

4.2.1 A bozétvipera reovirus torzs teljes genomszekvenciajanak meghatarozasa és
elemzése

A bozotviperabol izolalt 47/02-es virustorzs VH 2 sejtvonalon a hiilld orthoreovirusokra
jellemzé citopatogén hatast hozott 1étre (17. abra).

17. abra. A 47/02-es virustorzzsel fertézott VH 2 sejtek. 1. 24 oraval a fert6zés utan; I1. 48 6raval a
fertézés utan; I11. 72 6raval a fertézés utan; IV. VH 2 sejtek negativ kontroll).

A tisztitott virdlis RNS poliakrilamidgél elektroforetikus képe az orthoreovirusokra
jellemzé képet adta, a 47/02-es torzs, mas néven bozotvipera reovirus genomja szegmensekre
tagolodott (18. abra).
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18. abra. A bozdtvipera
reovirus RNS-ének
eziistfestéssel el6hivott
poliakrilamid
gélelektroforetikus képe. Jol
lathat6 az orthoreovirusokra
jellemz6 RNS genom
szegmentaltsaga.

A 47/02-es hiill6 orthoreovirus torzs teljes genomjanak
mérete 0sszesen 24043 bp, mely tiz szegmensre tagolodik. Az egyes
szegmensek mérete 1211 bp-tol (S4) 3970 bp-ig (L1) terjed, G+C
aranya 45,67%. Az 5> UTR 13-31 nt, mely a viszonylag konzervalt
GUUA/CUUU szekvenciat tartalmazza: a negyedik nt pozicioban az
S szegmensek ¢€s két M szegmens esetén adenin talalhatd, mig az L
szegmenseknél és egy M szegmensnél citozin figyelheté meg. A 41-
121 nt hosszusagu 3° UTR régidoban megtalalhaté az orthoreovirus
nemzetségre jellemzé  konzervalt  pentanukleotid UCAUC
szekvencia. A bozoétvipera reovirus minden genomszegmense egy
gént kodol, ez aldl a bicisztronos S1 szegmens a kivétel. A virus
genomjarol igy dsszesen 11 fehérje irddhat at: LA (belsé kapszid 6
szerkezeti fehérjéje), AB (RNS-fiiggdé RNS polimeraz), AC (core
nyulvany), pA (core ATP-az), uB (kiils6 kapszid szerkezeti fehérje),
UNS (nem strukturalis fehérje), oA (bels6 kapszid szerkezeti
fehérje), oB  (kilsé kapszid szerkezeti fehérje), oC
(sejtkapcsolodasért felels fehérje), pld (FAST fehérje) és oNS
(RNS kot6 funkcioval rendelkez6 nem strukturalis fehérje). A nem
struktaralis FAST ¢és oC fehérjék a bicisztronos S1 genom
szegmensen kodoltak. A 47/02-es torzs genomjanak jellemzoit a 9.
tablazat mutatja. Az egyes genomszegmensek mérete, szervezédése
megegyezik az orthoreovirus genom sajatossagaival. Kijelenthetjiik,

hogy a 47/02-es bozotvipera izolatum a hiilld orthoreovirus fajba tartozik.

9. tablazat. A 47/02-es bozotvipera orthoreovirus torzs genomjanak altalanos jellemzoi

47/02 Szegmens Szegmens hossza Kodolt Fel,lérje

szegmensek | mérete (bazis) 5'vég ORF 3'vég fehérje mercte
(bazis) (as)

L1 3970 GUUCUUU 3873 |UUCAUC AA 1290
L2 3901 GUUCUUU 3846 | UUCAUC AC 1281
L3 3847 GUUCUUU 3786 | UUCAUC AB 1261
M1 2487 GUUAUUU 2379 | UUCAUC uNS 792
M2 2348 GUUCUUU 2277 | UUCAUC LA 758
M3 2310 GUUAUUU 2031 |UUCAUC uB 676
360 FAST 119
S1 1554 GUUAUUU 1050 UUCAUC oC 349
S2 1314 GUUAUUU 1251 |UUCAUC cA 416
S3 1281 GUUAUUU 1164 |UUCAUC oB 387
S4 1211 GUUAUUU 1113 |UUCAUC oNS 370

Az orthoreovirus nemzetségen beliil az egyes genomszegmensek mérete valtozatos. A
47/02-es torzs szegmenseinek mérete a legnagyobb eltérést a uNS fehérjét kodold M3 szegmens
esetében mutatja, azaz az altalunk vizsgalt torzs rendelkezik a leghosszabb M1 szegmenssel a
nemzetség ismert tagjai koziil.

A bozébtvipera reovirus egyes szegmenseinek fehérjekddold szekvencidit egyenként

elemeztiik filogenetikai

¢és hasonlosagi vizsgalatokkal az Orthoreovirus nemzetség fajainak

reprezentativ képviselGivel dsszevetve. A 47/02-es RRV torzs nt és as szekvenciai a TRV
szekvencidkkal mutattak kozelebbi rokonsagot, az egyes szegmensek szekvencidinak
paronkénti Osszevetésekor az azonossag nt szinten maximum 71,6%, as szinten maximum
82,3 %-nak bizonyult (10. és 11. tablazat).
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10. tablazat. 47/02 hiill orthoreovirus kodolo szekvencidinak mas orthoreovirus fajok homoldg nukleotid
szekvenciaival torténd dsszehasonlitdsanak azonossagi értékei. BroV, BRV és MAHLYV esetén nincs oC.

Roviditések: ARV —madar orthoreovirus; BrRV — Broome orthoreovirus; BRV — pavian orthoreovirus; MAHLV
— Mahlapitsi orthoreovirus; MRV — eml6s orthoreovirus; NBV — denevér orthoreovirus; NeARV — vadmadar
orthoreovirus; PRV — hal orthroeovirus; RRV — hiill6 orthoreovirus; TRV — teknds orthoreovirus.

U2 MRV | NeARV | ARV | NBV [MAHLV| TRV | BrRV | BRV | PRV
A4 449?232% 554?'7‘;0 5555;2) 5554,& 6622,'82% 716% | 59.8% | 583% 4432,21%;0
B 55:%362%’2) 556%2‘% 5555,& 5566?;& 6632,'2% 69% | S83% | 56:3% 4?6%;0
2C 443250 flo,%%% 339?53;) le,b%k) 5500,51% 60,9% | 458% | 441% 3387,5%}0
PRI AR
1B | oo | caton | shns | 542% | Sy | 708% | 547% | s14% | 2l
UNS | seoon | 400 | a0 | aoae | asores | 531% | 9% | @20% | gho
o4 | a0 | anoon | abavs | abow | saare | 632% | 445% | 274% | gio
AR AR AR AR A
oC 3383:;5%2; 3228,'99% 3321,21%2 31.2% - 49,4% - - 3311,;;3;}0
oNS 338?;51‘% f53,'170;o 4455,21%;0 &2,’2%;0 55:53%;0 61,0% | 494% | 463% 33215%;0

11. tablazat. 47/02 hiillé orthoreovirus kodold szekvencidinak mas orthoreovirus fajok homolog aminosav
szekvenciaival tortén6 osszehasonlitasanak azonossag értékei. BroV, BRV és MAHLYV esetén nincs oC.

Roviditések: ARV —madar orthoreovirus; BrRV — Broome orthoreovirus; BRV — pavian orthoreovirus; MAHLV
— Mahlapitsi orthoreovirus; MRV — eml6s orthoreovirus; NBV — denevér orthoreovirus; NeARV — vadmadar
orthoreovirus; PRV — hal orthroeovirus; RRV — hiill6 orthoreovirus; TRV — teknds orthoreovirus.

U | MRV | Nearv | Arv | nev | MATE | TRv | BrRV | BRV | PRV
LA fzzy'\c;) 5532,& 5532,’2%;0 5522,'620;0 64,1% | 82,32% | 59,9% | 56,2% | 30,3%

52,0- | 56,3 [ 56.7- ) ) : | 34
B | oo | saws | 5540% | SO | 64 | 8L02% | 620 | 528% | i

32,7- | 297~ | 279- | 304 | 436 233-
M| 3350 | 305% | 28,1% | 30,7% | 437% | 0259% | 339% | 3L6% | 5400
pA | ZE | 380 6300 | OIS | 464w | 7335% | 4L0% | 358% | S

223~ | 536 | 510- | 528 26,3-
MB | 428% | 553% | 538% | 5300 | 0% | BLO6% | 49.2% | 404% | 567,
aNS | 215% | 20| azaom | 22 | 33w | 4705% | 2019 | 205% | oo
269- | 396- | 383- | 398 15.8-
OA | 272% | 417% | 388% | d04% | 4¥7% | 6992% | &7% | 343% | 160

137- | 202- 189- | 235 98-
OB | 1a7% | 21,206 | 2489% | 19506 | 24496 | 4984% | 2245 | 2L3% | 101,

1492 | 1l2- | 125 | 132 ) 10,9-
°C | 1030% | 159% | 17,6% | 146% | NA [ 4271% 1 NA T NA T g g0

33,0- 32.7- 17.1-

0 ! 0 ! 0 0, 0, 0, !

ONS | 256% | oo | 3460% | Snl | 49.80% | 63.86% | 436% | 36.4% | 1 po
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A magas azonossagi értékek mellett a teknds orthoreovirussal kozeli kapcsolatot
mutatjak a policisztronos S1 felépitése is, a Szegmensen az ORF1 kodolja a FAST fehérjét, mig
az ORF2 a oC-t (19. abra), valamint az egyes szegmensek alapjan késziilt, magas bootstrap
értékekkel alatamasztott filogenetikai fak és genomszervezodésiik is (20. abra).

BRVS4 )
pl6 (410-835)
BrRV S4 pLs (25564)
pl6 (370-744)
pl7 (277-699)
pl7 (293-733)
NeARVS1 _
pl7 (291-809)
PRVS1 pl3 (140-514)
ols (75-434)
T
14 (28-405
MAHLV S1 )
pl8 (562-1020)
pl4 (25-402)
S1

19. abra. Az orthoreovirusok policisztronos S genomszegmense. A téglalapba irt szamok az ORF-ek
els6 és utols6 nukleotidjait jelzik, a homoldog fehérjék azonos szinnel jeldltek. A téglalapban lathato az adott ORF
altal kodolt fehérje. BroV, BRV és MAHLYV esetén nincs oC. Roviditések: ARV — madar orthoreovirus, BRV —
pavian orthoreovirus, MAHLYV — Mabhlapitsi orthoreovirus, MRV — emlés orthoreovirus, NBV — denevér
orthoreovirus, PRV — hal orthoreovirus, RRV — hiilld orthoreovirus, NeARV — vadmadar orthoreovirus, TRV —
teknds orthoreovirus, BrRV — Broome orthoreovirus. A GenBank-i azonositok a kovetkez8k: ARV — KF741762,
BRV — NC015885, BrRV — NC014245, MAHLYV — KU198621, MRV — REOS1A, NBV — AF218360, PRV —
MH229785, NeARV — HM222974, TRV — KT696553, Piton reovirus - AY238887.
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AB914760 - Pycno1 NeARV
HM222978 - SSRV NeARV
KF692089 — TVAV NeARV
NC015126 - AVS-BAVR
KF741756 - S1133 ARV
JF342674 - NBV

NC038662 - Pulau

$KCB852153 - 47/02

KT696547 — TRV

NC015879 — BRV

NC014236 - BrRV
KU198612 - 0624 MAHLV
NC029917 - 2511 MAHLV
AF129821 - MRV2 Jones

NC013229 - MRV3 Dearing
AF129820 - MRV1 Lang

MH229778 — ADLPRV3 PRV
NC036476 — CGA28005 PRV

AC

5 KU198513 - 0624 MAHLY
NC029911 — 2511 MAHLV
4 KC852155 — 47/02 RRV
KT696548 — TRV
NC014237 - BrRV
NC015877 - BRV
AF378005 - MRV2 Jones
AF378003 - MRV Lang
NC013226 — MRV?3 Dearing
m NC015123 — AVS-B ARV
: KF741758 - $1133 ARV
JF342672 - NBV
NC038665 — Pulau
KFE92091 — TVAV NeARV
140 AB914762 - Pycnol NeARV
1 HM222979 - SSRV NeARV

EMHZZQTW — ADLPRV3 PRV
1 NC036468 — CGA280-05 PRV

AB914764 - Pycno1 NeARV
HM222976 — SSRV NeARV
KF692093 — TVAV NeARV
KF741760 - S1133 ARV
NC015130 - AVS-B ARV
JF342676 - NBV

NC038664 - Pulau

NC014240 — BrRV
NC015881 — BRV

o KU198616 - 062¢ MAHLY

|:NC029918 2511 MAHLYV
@ KC852157 - 47102

—10[ KT696552 — TRV

REO2M2 - MRV2 Jones
1% TENCMBZZS - MRV3 Dearing
1 REO1M2 - MRV1 Lang

[—1H229780 - ADLPRV3 PRV
100 NC036470 — CGA280-05 PRV
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AB914764 - Pycno1 NeARV
HM222976 — SSRV NeARV
KFB92093 - TVAV NeARV
KF741760 - S1133 ARV
NC015130 - AVS-B ARV
JF342676 - NBV

NC038664 - Pulau

NC014240 - BrRV
NC015881 - BRV
KU198616 - 0624 MAHLV
NC029918 - 2511 MAHLV

@ KC852157 - 47/02
KT696552 - TRV

REO2M2 - MRV2 Jones

NC013228 - MRV3 Dearing
REO1M2 - MRV1 Lang

—— MH229780 — ADLPRV3 PRV

106—— NC036470 - CGA280-08 PRV
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AB914763 - Pycno1 NeARV
HM222977 - SSRV NeARV
KF692092 - TVAV NeARV
KF741759 - S1133 ARV
NC015129 — AVS-B ARV
JF342675 - NBV
NC038661 - Pulau
@ KC852156 - 47/02
KT696551 - TRV
NC014239 - BrRV
KU198615 — 0624 MAHLV
108-NC029913 - 2511 MAHLV

NC015880 - BRV

AY428874-MRV2 Jones
WAF%WSZ- MRV1 Lang
NC013227 - MRV3 Dearing

— MH229779 - ADLPRV3 PRV
100— NC036469 — CGA280-05 PRV

0.2

AB914765- Pycno1 NeARV
HM222975 - SSRV ARV
JF342677 - NBV
NC038666 — Pulau
KF692094 — TVAV NeARV
l: NCD15131 - AVS-B ARV

102 KF741761 - $1133 - ARV
@ KC852158 — 47/02
KT696550 — TRV

UNS

KU198617 - 0624 MAHLV
NC028914 - 2511 MAHLV
NC014241 - BrRV

NC015882 - BRV
AF174383 - MRV2 Jones
1 NC013230 — MRV3 Dearing

AF174382 - MRV Lang
[— 1H229781 - ADLPRV3 PRV
100 N 036471 - CGA280-05 PRV

"
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AF059718 - NBV
NC038659 - Pulau

KF692096 — TVAV NeARV
NC015133 — AVS-B ARV
1W0xF741763 - 51133 ARV
AB914767 - Pycnol NeARV
HM222973 — SSRV NeARV
KU198618 — 0624 MAHLV
NC029915 — 2511 MAHLY

@ KC852159 — 47/02

oB

AB914768 - Pycno1 NeARV
HM222972 - SSRV ARV
KF692097 — TVAV NeARV

AF059722 - NVB
10

NC038663 - Pulau
E NC015134 — AVS-B ARV
100 kF741764 — 51133 ARV
KU198619 — 0624 MAHLV

NC029919 — 2511 MAHLV
NC014243 - BrRV

KT696554 — TRV

NC015884 — BRV

NC015883 — BRV

REO2MCPS2A — MRV2 Jones
49%;1&011.@52;; — MRV Lang
S& NC013232 - MRV3 Dearing
1MH229783 — ADLPRV3 PRV
{NC036473 — CGA280-05 PRV

NC014243 — BrRV

# KCB852160 — 47/02
KT696555 — TRV

DQ220019 — MRV2 Jones
1op_Luco13234 — MRV3 Dearing
100ReONSS3 — MRVA Lang
[ MH229785 — ADLPRV3 PRV
100 036472 — CGA280-05 PRV

02 r—-'o 3
)
AB914769 - Pycnol NeARV
oC oNS
ABY14766 — Pycnol NeARV HIM222971 — SSRV NeARV
HM222974 — SSRV NeARV KF692098 — TVAV NeARV
KF692095 — TVAV NeARV NCO15135 — SVS-B ARV
NC015132 — AVS-BARV - 10 KF741765 — 51133 ARV
KF741762 - S1133 ARV AF059726 - NVB
AF218360 - NBV 10E NC038663 — Pulau
e Pl NC014244 — BrRV
’ q_— MH229782 — ADLPRV3 PRV NCO1SBOBL- SR
NCO036475 — CGA280-05 PRV 93
KU198620 — 0624 MAHLV

@ KC852161 47/02

KT696553 — TRV

NC013231 — MRV3 Dearing
REOS1A - MRV1 Lang

NC029916 — 2511 MAHLV
@ KC852162 — 47102
KT696556 — TRV

REO2SIG1 - MRV2 Jones 10b MH229784 — ADLPRV3 PRV

L nco3sars - cGA280-05 PRV

=l
0,2 REOS3NSB — MRV2 Jones
%Ewcmam - MRV3 Dearing
10 REONSS3 — MRV1 Lang
—

0,2

20. abra. Az orthoreovirus fajok reprezentativ képviseldinek, a megfelelé genomszegmensek kddold
szekvenciaibol, kodon alapt illesztéssel készitett gyokér nélkiili torzsfai. A filogenetikai fak maximum-likelihood
modszerrel késziiltek a MEGAX programban az egyes génekre legjobban illeszkedé modell alapjan, mely
minden gén esetében egyedileg keriilt kiszamolasra. Megbizhatosagukat 500 ismétléssel végeztiik bootstrap
analizissel. BroV, BRV és MAHLYV esetén nincs oC. Roviditések: ARV — madar orthoreovirus, BRV — pavian
orthoreovirus, MAHLV — Mahlapitsi orthoreovirus, MRV — emlés orthoreovirus, NBV — denevér orthoreovirus,
PRV - hal orthoreovirus, RRV - hiill6 orthoreovirus, NeARV — vadmadar orthoreovirus, TRV — teknés
orthoreovirus, BrRV — Broome orthoreovirus. A 47/02 bozotvipera reovirus sarkara allitott négyzettel jelolt.

A bozétvipera reovirus szekvenciajat vizsgalataink soran dsszehasonlitottuk a GenBank-
i adatbazisban fellelheté pitonbol izolalt reovirus szekvenciajaval. A 6B és oC kiils6é kapszid
fehérjéit kodold szegmenseket vizsgdlva mérsékelt azonossagot fedezhettiink fel kozottiik. A
oC fehérje esetén 61,70% nt és 63,32% as, a oB fehérje esetén 65,20%. nt és 70,3 % as
azonossag all fenn. A konzervativabb, RdRp-t kodolo gén részleges szekvenciait
Osszehasonlitva magasabb azonossagi értékeket lathatunk a GenBank-ban fellelheté hiilld
reovirus szekvenciakkal: as szekvencia esetén 75-98 %, mig ezek az értékek nt szekvencia
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esetén 65-96%. Ezek az értékek a nemzetségen beliil az egy adott fajba valéo besorolas
hatarértékei felett talalhatok, igy megallapithatjuk, hogy az eddig ismert hiill6 reovirusok
mindegyike az RRV fajba tartozik.

4.2.2 Hiill6 orthoreovirus fertézottség gyakorisaganak felmérése

Az orthoreovirusok RARp génjének egy rovid, koriilbeliil 245 nt hosszsagu szakaszat
felerésité RT-PCR-rel 111 mintabol 5 (4,5%) pozitiv mintat talaltunk, melyek kiralypitonbol
(Python regius, n=2), zold leguanbol (lguana iguana, n=1), Schneider szkinkb6l (Eumeces
schneideri, n=1) és egy azonositatlan kigyofajbol (n=1) szarmaztak.

Munkéank kezdetekor az Orthoreovirus nemzetség ot fajt foglalt magaba, ezek
képviseldinek bevonasaval végeztiink hasonlosagi és filogenetikai vizsgalatokat. Jelenleg a
nemzetség tiz fajbol all, ezek reprezentativ képviseldivel készitett filogenetikai torzsfa a
21. abran lathat6. Az RdARp gén részleges szekvenciak alapjan készitett filogenetikai fa alapjan
valamennyi altalunk kimutatott reovirus torzs (2013/12, 2013/67, 643/47, 2013/KP1, 2013/KP3,
2013/54) az RRYV faj tagjanak bizonyult. A TRV beékelédik a RRV torzsek kdzé, noha kiilon
faj képviseldje. Ennek oka lehet a vizsgalt szakasz rovidsége és a TRV és RRV kozeli
kapcsolata.

€ 201312

& 643/47

& 2013/67
EU309700_968-1-00
«| EU309701_IBD26-00

& KP3
KT696549_TRV .
EU309706_BTS984 Reptilian

EU309698_112-99 [ orthoreovirus
! EU309699_200-99

EU309696_KYMojave

& KP1

EU309705_VBV

EU309704_LCV2

KCB52154 _47/02

& 2013/54

«»| EU309703_55/02

NC015878_BRV

NCO014238_BrRV

o — KU198614_0624_MAHLV

NC029912_2511_MAHLY

5 MH229776_ADLPRV3_PRV
L NC036477_CGA28005_PRV
REO1LAM3P_MRV-1 Lang

wns_mv-s Dearing

REO2LAM3P_MRV-2 Jones
" KF741757_S1133_ARV
[ NC015127_AVS-B_ARV

KF682090_TVAT_NeARV
» AB914761_Pycno-1_NeARV
HM222980_SSRV_NeARV
JF342673_NBV
»L— NC038660_Pulau

21. abra. Az Orthoreovirus nemzetség reprezentativ képvisel6inek RNS-fliiggd RNS polimeraz
génjének 245 bp hosszsagh szakasza alapjan készitett torzsfa rekonstrukeio. A toérzsfa maximum likelihood
modszerrel késziilt MEGAG programmal (500 bootstrap értékkel, modell: K2+G+1) az alabbi, GenBank-ban
talalhato RRV torzsekkel: EU30969 — Mojave csorgékigyo (Crotalus scutulatus); KC852154 és EU309705 —

bozdbtvipera (Atheris squamigera), EU309703-szényegpiton (Morelia spilota); EU309704 — viragos/savosfarka
siklo (Elaphe guttata); EU 309706 — barna mangréovesiklo (Boige irregularis); EU309698, EU30699,EU309700;
EU309701 — vorosfark boa (Boa constrictor) Az altalunk izolalt térzsek fekete négyzettel jeloltek: 2013/67,
2013/KP1, 2013/KP3 — Kiralypiton (Python regius); 2013/12 — Schneider szkink (Eumeces schneideri); 643/37 —
azonositatlan kigyofaj; 2013/54 — Zold leguan (Iguana iguana) és az Orthoreovirus nemzetség tovabbi kilenc
fajanak reprezentativ képviseldivel. Roviditések: ARV — madar orthoreovirus, BRV — pavian orthoreovirus,
MAHLYV — Mahlapitsi orthoreovirus, MRV — emlgs orthoreovirus, NBV — denevér orthoreovirus, PRV — hal
orthoreovirus, RRV — hiill§ orthoreovirus, NeARV — vadmadar orthoreovirus, TRV — teknés orthoreovirus
(pirossal), BrRV — Broome orthoreovirus.

—_—
0,20
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Az altalunk vizsgalt RRV torzsek és az Orthoreovirus nemzetség reprezentativ
képviseldinek nt és as azonossagi értékeit a 12. és 13. tablazat foglalja 6ssze. Nukleotid szinten
a bozotvipera reovirussal >78%, TRV-vel 6sszehasonlitva >68% azonossagi értékeket kaptunk,
mig BRV, BrRV, PRV, NeARV, MAHLV ¢és NBV virusokkal mérsékelt hasonlosagot
lathatunk. A TRV-vel 6sszevetve az uj RRV torzsek >85%, bozdtvipera reovirussal >86% as
azonossagi értékeket lathatunk, MAHLYV esetén ismét csak mérsékelt, 66-68% az azonossag.

12. tablazat. Az Orthoreovirus nemzetség reprezentativ képviseldinek RNS-fiiggé RNS polimeraz génjének
koriilbeliil 245 bp hosszusagu szakasza alapjan szamitott nukleotid azonossagi értékei a vizsgalt hiilld
orthoreovirus térzsekkel. Z61d szinnel jelolve az egyazon fajba sorolas hatarértéke feletti, sargaval a sziirke
zonaba es6 értékeket lathatjuk, fehér hattérrel a kiilon fajba sorolds hatarértékei alatti értékei szerepelnek. Az
Osszehasonlitasban szerepld torzsek GenBank-i azonositéi a kovetkez6k: KC963265 — 47/02, KT696549 — TRV,
NC015878 — BRV, NC014238 — BrRV, KU198614 — 0624 MAHLV, NC029912 — 2511 MAHLYV, NC013225 —
MRV3 Dearing, REO1LAM3P — MRV1 Lang, REO2LAM3P — MRV2 Jones, MH229776 — ADLPRV3 PRV,
NC036477 — CGA280-05 PRV, AB914761 — Pycnol NeARV, HM222980 — SSRV NeARV, KF692090 — TVAT
NeARV, KF741757 — S1133 ARV, NC015127 — AVS-B ARV, JF342673 — NBV, NC038660 — Pulau.
Roviditések: ARV — madar orthoreovirus, BRV — pavian orthoreovirus, MAHLYV — Mahlapitsi orthoreovirus,
MRV — eml§s orthoreovirus, NBV — denevér orthoreovirus, PRV — hal orthoreovirus, RRV — hiill§ orthoreovirus,
NeARV - vadmadar orthoreovirus, TRV — teknés orthoreovirus, BrRV — Broome orthoreovirus.

Vizsgalt | 2013/KP3 | 2013/12 | 643/47 | 2013/67 |2013/KP1| 2013/54
ortrhoreovirus torzsek

47/02 RRV 78% 78% 78% 78% 79% 96%
TRV 78% 77% 77% 73% 68% 71%
BRV 60% 66% 66% 62% 58% 70%
BrRV 63% 61% 61% 61% 56% 66%
0624 MAHLV 64% 63% 63% 62% 60% 65%
2511 MAHLV 62% 62% 62% 61% 60% 66%
MRV3 Dearing 57% 56% 56% 60% 58% 58%
MRV1 Lang 56% 54% 54% 54% 56% 64%
MRV2 Jones 59% 55% 55% 56% 56% 55%
ADLPRV3 PRV 56% 60% 60% 58% 56% 60%
CGA280-05 PRV 60% 56% 56% 55% 53% 57%
Pycnol NeARV 57% 56% 56% 57% 56% 60%
SSRV NeARV 58% 56% 56% 60% 59% 59%
TVAV NeARV 60% 63% 63% 60% 60% 63%
S1133 ARV 53% 56% 56% 57% 52% 57%
AVS-B ARV 52% 55% 55% 54% 54% 58%
NBV 59% 56% 56% 56% 57% 57%
Pulau NBV 60% 60% 60% 56% 58% 59%
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13. tablazat. Az Orthoreovirus nemzetség reprezentativ képviseldinek RNS-fiiggd RNS polimeraz génjének kb.
245 bp hosszisagu szakasza alapjan szamitott aminosav azonossagi értékei a vizsgalt hiillé orthoreovirus
torzsekkel. Z61d szinnel jelolve az egyazon fajba sorolas hatarértéke feletti érté¢keket lathatjuk, fehér hattérrel a
kiilon fajba sorolas hatarértékei alatti értékek szerepelnek. Az 6sszehasonlitasban szereplé torzsek GenBank-i
azonositoi a kovetkezok: KC963265 — 47/02, KT696549 — TRV, NC015878 — BRV, NC014238 — BrRV,
KU198614 — 0624 MAHLYV, NC029912 — 2511 MAHLYV, NC013225 — MRV3 Dearing, REO1LAM3P — MRV1
Lang, REO2LAM3P — MRV2 Jones, MH229776 — ADLPRV3 PRV, NC036477 — CGA280-05 PRV, AB914761
— Pycnol NeARV, HM222980 — SSRV NeARV, KF692090 — TVAT NeARV, KF741757 — S1133 ARV,
NC015127 — AVS-B ARV, JF342673 — NBV, NC038660 — Pulau. Roviditések: ARV — madar orthoreovirus,
BRYV - pavian orthoreovirus, MAHLYV — Mahlapitsi orthoreovirus, MRV — emlGs orthoreovirus, NBV — denevér
orthoreovirus, PRV — hal orthoreovirus, RRV — hiilld orthoreovirus, NeARV — vadmadar orthoreovirus, TRV —
teknGs orthoreovirus, BrRV — Broome orthoreovirus.

Vizsgalt
ortrhoreovirus 2012’ KP 2013112 | 64347 | 2013067 201?’ KP 1 2013754
torzsek
47/02 RRV 93% | 93% | 93% | 90% | 86% | 100%
TRV 90% | 90% | 90% | 88% | 85% | 85%
BRV 50% | 59% | 59% | 56% | 54% | 59%
BIRV 61% | 61% | 61% | 63% | 63% | 61%
0624 MAHLV 66% | 66% | 66% | 68% | 68% | 68%
2511 MAHLV 66% | 66% | 66% | 68% | 68% | 68%
MRV3 Dearing 56% | 56% | 56% | 59% | 56% | 59%
MRV Lang 56% | 56% | 56% | 59% | 56% | 59%
MRV2 Jones 51% | 51% | 51% | 54% | 54% | 54%
ADLPRV3 PRV 4% | 44% | 44% | 46% | 46% | 44%
CGA280-05 PRV 4% | 44% | 44% | 46% | 46% | 44%
Pycnol NeARV 49% | 49% | 49% | 51% | 51% | 49%
SSRV NeARV 49% | 49% | 49% | 51% | 51% | 49%
TVAV NeARV 51% | 51% | 51% | 54% | 54% | 56%
S1133 ARV 46% | 46% | 46% | 49% | 49% | 51%
AVS-B ARV 6% | 46% | 46% | 49% | 49% | 51%
NBV 6% | 46% | 46% | 49% | 49% | 51%
Pulau NBV 6% | 46% | 46% | 49% | 49% | 51%

A vizsgalt RRV torzsek részleges nt és as szekvenciai a GenBank-ban fellelhet6 RRV
torzsek homoldg szekvenciaihoz viszonyitva nagyfokd hasonlosagot mutatnak: a paronkénti
szekvenciak Osszehasonlitasakor nt szinten ez 71-100% (14. tablazat), as szinten 88-100%
(15. tablazat). As szinten ezek az értékek beleesnek az egyazon fajba sorolas hatarértékébe
(core fehérjéknél >85%), mig nt szinten nem mindegyik térzs azonossagi értéke éri el a 75%-nal
nagyobb értéket. Két torzs kiilon fajba sorolandd, ha nt azonossagi értékeik 60%-nal
alacsonyabbak, igy e torzsek esetében az azonossagi értékek alapjan nem egyértelmiien
donthet6 el, hogy a két virus egy fajba sorolhato-e (60-75% azonossag).
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14. tablazat. A GenBank adatbazisaban talalhato hiill6 reovirus torzsek €s vizsgalt torzsek nukleotid azonossagi
értékei az RNS-fiiggé RNS polimeraz gén kb. 245 bazis hosszusagu szakaszan. Sarga szinnel a 75% alatti
nukleotid azonossagi értékeket emeltiik ki, az altalunk izolalt torzsek félkovérrel lathatoak. Az
Osszehasonlitasban szereplé torzsek GenBank-i azonositoi a kovetkez6k: EU309700 — 968-1-00, EU309701 —
IBD26-00, EU309698 — 112-99, EU309699 — 200-99, EU309696 — KY Mojave, EU309703 — 55-02, EU309704
—LCV2, KC852154 — 47/02, EU309705 — VBV, EU309706 — BTS984.

Vizsgalt hilld 65,47 | 5013/12 | 2013/KP3 | 2013/67 | 2013/KP1 | 2013/54
reovirus torzsek
968-1-00 94% | 94% | 88% | 89% | 76% | 77%
IBD26-00 94% | 9% | 88% | 89% | 76% | 77%
112-99 81% | 81% | 80% | 78% | 75% | 73%
200-99 81% | 81% | 80% | 78% | 75% | 73%
643147 100% | 89% | 94% | 79% | 76%
2013/12 81% 89% | 94% | 79% | 76%
KP3 80% | 89% 88% | 79% | 76%
KYMojave 83% | 90% | 90% | 86% | 79% | 78%
2013/67 78% | 94% | 94% 83% | 75%
KP1 75% | 79% | 79% | 83% 77%
55-02 73% | 76% | 76% | 75% | 75% | 100%
LCV2 74% | 79% | 79% | 71% | 7% | 94%
2013/54 73% | 76% | 76% | 75% | 75%
47102 71% | 78% | 78% | 78% | 78% | 95%
VBV 77% | 78% | 78% | 75% | 75% | 91%
BTS984 81% | 78% | 78% | 78% | 78% | 73%

15. tablazat. A GenBank adatbazisaban talalhato hiill6 reovirus torzsek és vizsgalt torzsek aminosav azonossagi
értékei az RNS-fiiggé RNS polimeraz gén kb. 245 bazis hosszusagu szakaszan. Az altalunk izolalt torzsek
félkovérrel lathatoak. Az 6sszehasonlitdsban szerepld torzsek GenBank-i azonositoi a kovetkezok:

EU309700 — 968-1-00, EU309701 — IBD26-00, EU309698 — 112-99, EU309699 — 200-99,

EU309696 — KYMojave, EU309703 — 55-02, EU309704 — LCV2, KC852154 — 47/02, EU309705 — VBV,
EU309706 — BTS984.

Vizsgdlt hiillo 643/47 | 2013/12 | 2013/KP3 | 2013/67 | 2013/KP1 | 2013/54
reovirus torzsek
968-1-00 98% | 98% 98% 95% 93% 95%
IBD26-00 98% | 98% 98% 95% 93% 95%
112-99 98% | 98% | 100% | 98% 95% 93%
200-99 100% | 100% | 100% | 98% 95% 93%
643/47 100% | 100% | 98% 95% 93%
2013/12 100% 100% | 98% 95% 93%
KP3 100% | 100% 98% 95% 93%
KYMojave 100% | 98% | 100% | 98% 95% 93%
2013/67 98% | 95% 98% 98% 90%
KP1 95% | 93% 95% 98% 88%
55-02 93% | 90% 93% 90% 88% | 100%
LCV2 90% | 93% 90% 88% 85% 98%
2013/54 93% | 93% 93% 90% 88%
47102 93% | 93% 93% 90% 88% | 100%
VBV 93% | 90% 93% 90% 88% | 100%
BTS984 90% | 90% 90% 88% 85% 90%
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4.2.3 Hiillo orthoreovirusok izolalasa

Az RT-PCR eredményei alapjan pozitivnak bizonyult mintakbdl és a 2013/KP3-as
mintabol az alkalmazott sejtvonalakon minden esetben oriassejtképzé hatassal rendelkez6
virusokat sikeriilt izolalni (22. abra, 16. tablazat).

500 nm

22. abra. (A) VH 2 sejtek, virussal nem fert6zott kontroll, (B) 2013/KP1 virustorzzsel fert6zott, VH 2
sejtek, a virusfert6zés hatésara kialakult oriassejtek, (C) 2013/KP1 orthoreovirus térzs transzmisszids
elektronmikroszkdpos képe, készitette: Pop Renata (ATE, Patoldgiai Tanszék).

16. tablazat. Az altalunk izolalt hiilld orthoreovirus izolatumok

Sejtvonal | Torzs neve Minta eredete
IgH-2 2013/54 Z61d leguan (lguana iguana)
IgH-2 2013/12 Schneider szkink (Eumeces schneideri)
VH2 | 2013/KP1 Kiralypiton (Python regius)
VH2 | 2013/KP3 Kiralypiton (Python regius)
VH 2 2013/67 Kiralypiton (Python regius)
VH 2 643/47 Azonositatlan kigyofaj

VH 2 sejtvonalon a négy kigyd mintabol (2013/KP1, 2013/KP3, 643/47, 2013/67),
IgH-2 sejtvonal esetében két gyik mintabol (2013/12, 2013/54) szarmazo torzs volt szaporithato.
A 2013/KP1 szdmu torzs elektronmikroszkopos vizsgélatat is elvégeztiik és a detektalt
virusrészecskék az orthoreovirusokra jellemz6 morfoldgiai sajatsagokkal rendelkeztek, azaz jol
lathat6 az ikozaéderes kapszid (Attoui et al., 2011).

58



4.3 Teknds picornavirusok vizsgalata

4.3.1 Teknés eredetii picornavirusok teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa
és elemzése

NGS ¢és Sanger szekvenalas segitségével hét, kiilonbozé teknds fajbol szarmazéd
picornavirus kozel teljes, 7065-7079 nt hosszi genomszekvenciajat hataroztunk meg az 5> UTR
régid kivételével. A szoftveresen becsiilt ORF-ek mérete 6651-6657 nt; az 5/03 torzs 2216 as,
mig a tobbi térzs 2218 as hosszu poliproteint kddolt. A 3 UTR régiok teljes genomszekvencidjat
meghataroztuk, ezek hossza 235-248 nt, mig az 5’ végek esetében részleges szekvenciaadatokat
sikerlilt megismerniink. BLAST analizis alapjan az altalunk vizsgalt ToPV torzsek a
legkozelebbi rokonsagot sajat magukkal mutattak a GenBank adatbaziasaban fellelhet6 PV
szekvenciakkal osszevetve.

A Picornaviridae csalad reprezentativ képvisel6ivel Osszevetve az altalunk
meghatarozott ToPV torzsek genomszekvencidit nagyon vegyes értékeket kaptunk. A
legmagasabb nt azonossagi értékeket a Mosavirus genuszba sorolt Mosavirus A-val mutatta
(JF973687, 61,5-63,1%). A poliprotein szekvenciait 6sszehasoniltva a legmagasabb azonossagi
értékeket nt szinten a Mischivirus nemzetségbe tartozd6 Mischivirus D faj Canine
picornavirus/A128thr torzsével (KY512802, 68,1-71,7%) mutatta, as szinten ezt az értéket a
Mosavirus nemzetségbe tartozo Mosavirus A faj Mouse/M-7/USA/2010 torzsével (JF973687,
51,2-52,2%) lathattuk. A legalacsonyabbat a Fipivirus nemzetség Fipivirus C fajanak Wenling
crossorhombus picornavirus torzsével kaptuk (MG600095, 23,1-23,8%). A Rafivirus
nemzetségen beliili a szintén teknds eredetli Rafivirus A fajba sorolt UF4-es torzs (KJ415177)
genomszekvenciajat 6sszehasonlitva mérsékelt azonossagi értékeket kaptunk (49,0-50,2%). A
poliprotein as szekvencidja minddssze 30,3-31,1%, a nt szekvencia pedig 44,7-45,7%
azonossagot mutatott az altalunk meghatarozott ToPV torzsekkel oOsszevetve. BLAST
analizissel nem talaltunk hasonlosagot ToPV torzseink leader peptidjét vizsgalva egyik PV torzs
homolog szekvencidjaval sem.

A meghatarozott hét ToPV torzs poliprotein szekvenciainak egymassal torténd
Osszehasonlitasa soran magas nt (81,2-99,0%) és as (90,1-97,6%) azonossagi értékeket kaptunk
(23. abra). Szintén magas értékeket lathatunk a kozel teljes genomok nt szekvencidit 6sszevetve
(80,6-98,9%). Erdekes, hogy a 144/10 és 5/04 torzs, mely azonos gazdafajbél, mor tekndsbdl
(Testudo graeca) szarmazott, csupan 89% nt azonossagi értékkel rendelkezett a meghatarozott
genomra nézve, mig a 144/10 szamu és sarkantyus teknés (Geochelone sulcata) eredetti 9/05
szamu torzsek szekvenciaja kozel azonosnak bizonyult (98,8% nt azonossag).
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23. abra. Paronkénti szekvencia 6sszehasonlitason alapuld dbra, mely teknés eredetii picornavirusok
poliproteinjének aminosavszekvenciaja alapjan késziilt SDT1.2 programmal, az alabbi szekvenciak
felhaszalasaval: rafivirus Al — KJ415177, 5/03 — KM873617, 5/04 — KM873612, 9/05 — KM873613, 14/04 —
NC025890, 124/4/10 — KM873616, 144/10 — KM873614, 2013/T4 — KM873615.
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Az altalunk meghatarozott ToPV torzsek nt szekvencidinak Gsszehasonlitdsa vegyes
azonossagi eredményeket adott a 3° UTR régioban (71,9-98,7%), mig az egyes genomi régiokat
Osszevetve mind nt, mind as szinten magas azonossagi értékeket kaptunk (P1 nt 81,3-99,0%,
as 92,5-99,1%; P2 nt 78,6-98,7%, as 88,1-98,9%; P3 nt 81,3-99,0, as 91,3-99,2%; 2C nt
81,4-99,7%, as 92,8-100%; 3C nt 82,3-98,9%, aa 92,5-93,5%; 3D nt 80,0-98,6%, as
87,3-99,4%).

Minden vizsgalt TOPV torzsiink kodolo régioi alacsony G+C tartalommal rendelkeznek:
35,8-36,8% (17. tablazat). A kapszid fehérjéket kodolo régio, a P1 esetében magasabb G+C
tartalmat tapasztaltunk (39,3%), mint a nem-struktar fehérjéket kodold régioknal: P2 (36,1%)
¢s P3 (36,2%). A 3’ UTR szekvencia adenin tartalma nagyon magasnak bizonyult (84%).

Mivel egy 0j nemzetség elsO tagjait irtuk le, az altalunk vizsgalt 14/04 szamt ToPV

crer

ToPV fehérjék altalanos jellemzoit a 17. tablazat mutatja.

17. tablazat. A 14/04-es tekn8s picornavirus torzs fehérjéinek altalanos jellemzése

Loy GC C i s
Fehérje Pozici6 | Hossz Hasitdsi hely tartalom Legmagasabb as hasronl(,)sagl érték
(as) (as) (%) (BlastP hasznalataval)
Leader Csak a sajat teknds PV torzsekkel mutat
- pro
peptid 1-52 52 EYQIQ/GQGQ (3CP) 34,0 hasonlosagot
APLLL/DQDT S o
1A/VP4 | 53-121 69 (autokatalitikus hely) 42,3 Encephalomyocarditis virus, 41 %, P03304
1B/VP2 | 124-358 | 237 HLKEE/GIPT(3CP™) 38,6 Mouse mosavirus, 51 %, AEM05833

Mouse mosavirus A2, 48 %,

: pro)
1C/VP3 | 359-591 | 233 | PMRSQ/GTEV (3C 40,5 YP 009026384

Mouse mosavirus A2, 32 %,

1D/VP1 | 592-836 | 245 | EIVFQ/GPID (3Cpro) 35,8 YP 009026384

DVEQNPG/P . . i
2A  [837-982| 145 | (riboszomacsiszas | 38,2 | Csakasajatterkns PV torzsekkel mutat
hely) hasonldésagot
983- Theiler’s encephalomyelitis virus, 20 %,
pro
2B 1119 138 | EIEQQ/GVLR (3CP) 331 ACGE5802
1120- Human cosavirus A, 38.3 %
pro : ,
2C 1451 332 | GLVEQ/GVLD (3Crr) 36,9 YP 002956103
1452- Csak a sajat terknds PV torzsekkel mutat
pro
3A 1536 85 | VKQGQ/GPYD (3CPr) 36,9 hasonléségot
1537- Csak a sajat terknés PV torzsekkel mutat
pro
3B o 19 | EILAQ/APDL (3CP) 36,8 hasonl6sigot
3c 1157%% 195 | KIEEQ/GLKV (3C") | 362 | Human cosavirus D, 28.5 %, YP002956128
1751- .
3D 2918 468 34,9 Mouse mosavirus, A2 45.6 %

A teknds PV torzsek josolt proteaz hasitasi helyei alapjan a genom szervezddése az
alabbiak szerint alakul:
VPg+5°UTR[L/1A-1B-1C-1D-2A"%/2B-2C/3A-3BVP9-3CP-3DP°113 UTR-poly(A)

(24. abra).
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24. abra. A 14/04-es tekn6s picornavirus torzs sematikus genomszervezddése.

Mind a hét altalunk meghatarozott ToPV genomban megtaldlhatd a leader peptid a
poliprotein N-termindlis részén. Osszevetve a PV-k leader peptidjeinek as szekvencidit,
konzervalt Cys és His aminosavak jellemzik, melyekr6l feltételezik, hogy papain-szerti
protedzok katalitikus aktiv helyének tagjai, azonban ezekre jellemzé GXCG motivumot nem
tudtunk azonositani (Gorbalenya et al., 1989; Gorbalenya et al., 1991). A tobbi PV-hoz
hasonléan a 14/04-es torzs 2C"! fehérjében is megtalalhaté a GisKPGCGKS (GXXGXGKS)
NTP-koté hely és a helikaz aktivitashoz sziikséges Di1200DLGQ (DDLXQ) motivum
(Gorbalenya et al., 1990; Lau et al., 2012). A 3CP® G1706YCG (GXCG) motivummal
rendelkezik, mely a proteaz aktiv helyének katalitikus tridajat (His-Asp-Cys) alkotja, de nem
azonositottunk K[F/Y]RDI RNS-ko6té motivumot (Hammerle et al., 1992; Gorbalenya et al.,
1989; Sauvage et al., 2012). A PV-k 3DPokrg jellemz6 konzervalt motivumokat is megtalaltuk
a 14/04-es ToPV torzs as szekvenciajaban: Y20::GDD, KisuDELR (KDE[L/I]R), G2000GLPSG
(GG[L/M/N]PSG) és Fa:1LKR (Koonin et al., 1991; Sauvage et al., 2012). A VPg-t 19 as alkotja
talalhato konzervalt Tyr as-hoz kovalensen ko6tddik két uridin nukleotid (Zell et al., 2017). A
VP4 kapszid fehérje as szekvencidjanak Gs3-QGQS (GXXXT/S) konzervalt mirisztilacios
helyet sikeriilt azonositanunk a C-terminalison (Chow et al., 1987).

Az altalunk vizsgalt teknés eredeti PV torzsek filogenetikai kapcsolatainak
vizsgalatahoz a 3DPY és a Pl-es genomi régiok szekvencidival as alapii maximum likelihood
filogenetikai torzsfakat készitettiink a Picornaviridae csalad reprezentativ képviseldivel
Osszevetve (25. abra).
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25. abra. A Picornaviridae csalad nemzetségeinek reprezentativ képviseldivel készitett maximum
likelihood filogenetikai torzsfa P1 (A) és 3D (B) aminosav szekvencia alapjan A tdrzsfak MEGAX
programban, LG+G+I+F (A) és LG+G+I (B) szubsztitiicios modellel, 1000-es bootstrap értékkel késziilt. Az
altalunk izolalt teknds eredetii picornavirustorzseket kor jelzi.

ToPV torzseink a vizsgalt filogenetikai torzsfakon kiilonallo agat alkotnak és a Rafivirus
A nemzetségbe sorolt RaV-Al-t6l tavol helyezkedtek el. A kiilonb6z6 régiok alapjan készilt
filogenetikai torzsfak topologiaja kiilonbozé. A 3DPY és P1 alapt torzsfan torzseink
legszorosabb kapcsolatot Mosavirus A-val mutattak.

Osszehasonlitottuk teknés PV torzseink P1, 2C, 3C és 3D régidinak szekvencidjit
egymassal is. A P1 szakaszon 1-9,5%, a 2C régioban 0,3-9,6%, 3C esetében, 0,3-16,4%, mig
3D régional 0,9-20,0% kiilonbséget kaptunk. Ezek az értékek igen csekélyek ahhoz, hogy két
virust kiilon nemzetségbe soroljuk.

A fent ismertetett azonossagi értékek és torzsfak topologidja alapjan ToPV torzseink a
Rafivirus nemzetség tagjaitol tavol allnak, a Picornaviridae csaladon beliil kiilonallo egységet
képeznek.

4.3.2 Teknés picornavirusok izolalasa

25 ToPV torzset szaporitottunk (6. tablazat) €16 allatok tampon- és elhullott egyedek
szovetmintaibol, egészséges egyedekbdl csakigy, mint tiineteket mutatd tekndsokbol. Ebbdl a
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2013/T4-es torzset izolaltunk Magyarorszagon. A TH-1 sejttenyészetek picornavirusokra
jellemzd citopatogén hatast mutattak, elvesztették nyulvanyos alakjukat, lekerekedtek (26.
abra).

A 14/04 szamu torzset elektronmikroszkoppal is megvizsgaltuk és kicsi, ~30 nm-es
viralis részecskét detektaltunk (26. abra)

26. abra. Virusmentes kontroll TH-1 sejtek (A). Fert6zést kovetd negyedik (B) és hetedik (C) napon
lathato citopatogén hatas. (D) 14/04-es teknGs picornavirus torzs izolatumabdl késziilt elektronmikroszkopos
felvétel. Az elekronmikroszkopos képet az Allatorvostudoményi Egyetem Patologia Tanszékén készitette Pop
Renata. A nyilak jelzik a ~30 nm atmérdjli részecskeét.

4.3.3 Diagnosztikai RT-PCR rendszer fejlesztése teknés picornavirusok specifikus
kimutatasahoz

Az Gjonnan fejlesztett diagnosztikai RT-PCR rendszer tesztelésére 25 virusizoldtumot
hasznaltunk fel (6. tablazat). A ToPV orokitéanyag kimutatasat — a hét altalunk meghatarozott,
kozel teljes teknés PV torzsiink genomszekvenciai alapjan — tervezett primer szettek koziil ketté
bizonyult jol alkalmazhatonak teknds eredetli PV torzseink specifikus kimutatasara: a Leader
peptid és VP4 régiokra tervezett Pic-gen-FOR-1 és Pic-gen-REV-1, valamint a 3D régiora
tervezett Pic-gen-FOR-2 és Pic-gen-REV-2. Minden izolatumbdl PV 6rokitéanyagot tudtunk
kimutatni az altalunk tervezett primer szetteket alkalmazo RT-PCR rendszerrel. A PCR
termékek nt sorrendjét meghataroztuk, ellendrizve a PCR sikerességét, a termékekek
szekvenciai KR363962-KR363997 azonosité alatt talalhatéak meg a GenBank adatbazisaban.

A szekvencidkat felhasznalva filogenetikai torzsfakat készitettiink a leader peptid, a VP4
fehérjét kodold teljes régio és a 3DP részleges nt szekvenciak alapjan (27. abra). E torzsek nt
¢s as szekvencia azonossagi értékei nagyon magasnak bizonyultak mindharom gén esetében
egymassal osszehasonlitva (leader peptid nt: 67,3-100%, as: 67,9-100%; VP4 nt: 72,9-100%,
as: 94,2-100%; részleges 3D nt: 77,5-100%, as: 86,9-100%), mig RaV-Al-el mérsékelt
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azonossagi értékeket kaptunk (VP4 nt: 39,8-44,4%, as: 22,8-26,3%; leader peptid nt:

23,1-27,1%, as: 9,3-12,0%; 3D nt: 49,4-52,7%, as: 39,1-41,4%).
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27. abra. A 3D részleges, a leader peptid és VP4 teljes nukleotid szekvenciaja alapjan késztitett
filogenetikai torzsfak teknés picornavirus térzseink esetén. A filogenetikai torzsfa maximum-likelihood
mddszerrel késziilt MEGAX programmal és az altala szamitott legmegfeleldbb modellt alkalmazva
(3DP°! — T92+1, leader peptid — TN93+1, VP4 -GTR+G) 1000 bootstrap ismétléssel.

A filogenetikai torzsfak topoldgidjat vizsgélva hasonlo struktarat lathatunk mindharom
fa esetében, két f6 leszdrmazasi vonal kiiloniil el. Az egyik vonalat az 5/03 ¢és
124/1-2-4-5-6-7/10 torzsek alkotjak, melyek Németorszagbdl szarmaznak az 5/03 kivételével,
mely ismeretlen eredetii. A 124/2-4-5-6-7/10-¢s torzsek kozel azonosak, a 124/1/10-es pedig
alig kiilonbozik t6liik. A masik leszarmazasi vonalba a tobbi torzs tartozik. Itt is talalunk kozel
azonos szekvenciaval rendelkezd torzseket a harom vizsgalt szakaszon, mint a 17/04 és 16/04,
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31/03 és 659/00, 144/10 és 2013/T4, 5/04 és 130/12 vagy a 26/2/03 és 26/1/03. Ezen kozel
azonos torzsek koziil nem mindegyik szarmazik ugyanazon orszagbol. Az 5/04 németorszagi, a
130/12, a 144/10-es olaszorszagi, a 2013/T4 pedig magyarorszagi torzs.

A primerparok specificitasanak tesztelését hiill eredetii orthoreo- (CH 1197/96), adeno-
(IBD 27/00), irido- (100/01), rana- (CHS8), herpesz- (4295) és paramyxovirus (9/5/03)
torzsekbdl izolalt DNS-en vagy RNS-en végeztiik el. Egyik primer par esetében sem kaptunk
specifikus PCR terméket a fent ismertetett protokollt alkalmazva.

Az tervezett diagnosztikai RT-PCR rendszer érzékenységének tesztelésére
virusizolatumbol készitett higitasi sorokat alkalmaztunk. Az 5/03-as torzs titere
2.81E+04 TCIDso/mL, a 14/04-es torzs titere 5.00E+05 TCIDso/mL volt. Az 5/03-as torzs
esetén kaptuk a legjobb eredményt, itt ugyanis a Pic-gen-FOR1 és REVI1-es primereket
alkalmazva 104, a Pic-gen FOR2 és REV2 szettet alkalmazva 102 higitasi fokig kimutathato
volt picornavirus orokitéanyag virusizolatumbol (28. abra).
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28. abra. RT-PCR termékek gélelektroforetikus képe 5/03-es picornavirus torzs izolatumanak higitasa
esetén, a Pic-gen-FOR1 és REV1 (A), valamint a Pic-gen FOR2 és REV2 primer szettet (B) alkalmazva. Neg:
negativ kontroll.
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5. Megbeszélés

5.1 Kigyo arénavirusok vizsgalata

Tanulmanyunk egyik célja egy ismeretlen okbol elhullott vordsfarka boa virologiai
vizsgalata volt. Az éllat belsé szerveinek nagy részében arénavirus jelenlétét mutattuk ki
RT-PCR-rel, amely a GPC gén egy rovid szakaszat erdsiti fel. A PCR protokollt CASV és
Golden Gate virus (GOGV) teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa utan dolgoztak ki a
szerzOk, melyek az els6 reptarénavirus teljes genomszekvenciak voltak (Stenglein et al., 2012).
Azota a szekvenalasi technikak fejlodésének koszonhetden fény deriilt a reptarénavirusok nagy
genetikai diverzitasara. A GPC felelds a virion gazdasejtbe torténd bejutdsaért, és habar a
legtobb reptarénavirus szekvencia vordsfarki boabdl szarmazik, e fehérjét kodold gén
sokszinlisége is nyilvanvalova valt a GenBank adatbazisaban fellelhetd nagyszamu
szekvencianak koszonhetéen. Az altalunk hasznalt PCR primerpar GPC génre mar nem minden
ismert reptarénavirus esetén megfeleld, azonban a GOGV faj képviseldire sikerrel
alkalmazhat6. Emellett tovabbi RT-PCR rendszerek, és egyéb technikdk is elérhetdek a
reptarénavirus fertdzés kimutatasara, példaul a szovettani metszetekben talalhato, zarvanyok
formajaban felhalmoz6dd NP fehérje kimutatasat célzo6 immunhisztokémia (IH) (Abba et al.,
2016; Keller et al., 2017). Az RdRp gén megdrzott szekvenciajanak koszonhetden idealis
célpontja az RT-PCR alapu diagnosztikai célu sziirévizsgalatoknak, mely gyorsabb és
hatékonyabb madja lehet kis mennyiségii reptarénavirus orokitéanyag kimutatasanak (Keller et
al., 2017). Ezzel a BIBD ante mortem diagnézisara jelenleg is szolgald fénymikroszkdpos
vizsgalat eredménye megerdsitést nyerne, tekintve, hogy a klinikailag egészségesnek tiind
egyedek egy rész¢ébol kimutathato reptarénavirus orokitéanyag (Stenglein et al., 2015).

Repaterénavirusok izolalasat eddig emlés (VERO, BHK-21, REF), hiill6 (JK, I/1Ki) és
izeltlabu eredetli szovettenyészeteken kisérelték meg, CPE-t csupan az esetek egy részében
detektaltak az citoplazma zarvanyokon feliil (Stenglein et al., 2012; Hetzel et al., 2013; Hepojoki
et al., 2015b; Korzyukov et al., 2016).

Szakirodalmi adatok alapjan a kiilonb6z6 reptarénavirusok izolalasa szovettenyészeten
valtozo sikerrel jart. Stenglein és munkatarsai (2012) VH 2 és IgH-2 sejteken kiséreltek meg
sejttenyészetek feliiliszojabol monitoroztak qRT-PCR segitségével 18 napig. Sikeriilt viralis
RNS-t kimutatniuk a fert6zés elején, am a fertézést kovetd hetedik napon mar nem lehetett azt
detektalni. Hasonld eredményt kaptak Vero sejteken is, melyrél ismert, hogy emlds
arénavirusok szaporitasara alkalmas. Ezt kovetéen kigyd eredetli reptarénavirust izolaltak
sikerrel limfomas betegség kovetkeztében elhullott néstény boa veséjébdl szarmazd adherens
sejtvonalon (JK sejtek). Vese és maj szervhomogenizatumbol GOGV virus orokitdanyagat
sikertilt kimutatni novekvé mennyiségben a sejtek tapfolyadékabol, azonban CPE-t nem
detektaltak (Stenglein et al., 2012).

Hetzel és munkacsoportja (2013) BIBD-vel diagnosztizalt, valamint BIBD tiineteit nem
mutatd vorosfarkl boa csontvel§jébdl, szivébdl és veséjébdl permanens sejtvonalat hozott 1étre
reptarénavirus izoldlasa céljabol. A BIBD pozitiv szovettenyészetben zarvanyokat figyeltek
meg a BIBD negativ szovettenyészettel ellentétben. A BIBD negativ szovettenyészetet fertdzték
meg a BIBD pozitiv szovet feliiluszojaval és sikerrel mutattak ki zarvanyokat a fertzést kovetod
hatodik napon, annak ellenére, hogy citopatias hatast nem figyeltek meg. Szintén BIBD negativ
vese szovettenyeészetet (I/1Ki) fertéztek BIBD pozitiv és negativ vordsfarkti boak maj-, szérum
és teljes vér homogenizatumaival. A szervszuszpenziokat 24 napig inkubaltak 30 °C-on, kdzben
kétszer passzaltak Oket. A BIBD-re jellemzd zarvanyokat figyeltek meg, reptarénavirus
jelenlétét pedig RT-PCR ¢és immunblott modszerekkel ellendrizték, melyek pozitiv eredményt
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adtak, a virust pedig UHV-nak keresztelték. VERO sejteket is fert6ztek a fent ismertetett
modon, annak ellenére, hogy Stenglein és munkatarsai 2012-ben nem tudtak ezen a szdveten
reptarénavirust izolalni. Jelen esetben zarvanyokat figyeltek meg a fertdz¢s utani hatodik napon,
¢s immunhisztokémiai modszerrel reptarénavirus antigént mutattak ki. A kontrollhoz képest a
fert6zott sejtek stirtisége csokkent, ezen feliil egyéb CPE-t nem detektaltak (Hetzel et al., 2013).
A I/1Ki szdvettenyészetet a késobbiekben tovabbi reptarénavirus tenyésztésére is felhasznaltak
(Hepojoki et al., 2015b).

CPE-t okoz6 reptarénavirusokat els6ként Abba és munkatarsai irtak le, vorosfarka
boabdl, szalagos tigrispitonbdl (Python bivittatus), szényegmintas pitonbol (Morelia spilota
variegata), kockas pitonbdl (Python reticulatus), kiralypitonbdl (Python regius), sziklapitonbol
(Python sebae), kutyafejii boabol (Corallus caninus) szarmazo szervhomogenizatumokkal
fertéztek VERO ¢és REF sejteket. 72 oraval a fertdzést kdvetden a sejtek lekerekedése volt
jellemzo a fertézések felében. Szovettani vizsgalatok zarvanyok jelenlétét erdsitették meg a
CPE-t mutatd szervmintakban, illetve RT-PCR-es vizsgalattal arénavirus OrdkitGanyagot
mutattak ki (Abba et al., 2016). Szintén VERO sejteken tenyésztettek UHV-1 virust
immunoldgiai vizsgalat céljabol (Korzyukov et al., 2016).

VH 2 szdvettenyészeten nem tudtuk eredményesen izoldlni a vordsfarki bodbol
kimutatott Coldvalley reptarénavirust. A sikertelen izolalasi kisérlet egyik oka lehet, hogy az
altalunk hasznalt mintaban nem volt megfelel6 mennyiségli szaporodasra képes virus. Mivel az
izolalasra hasznalt szervmintakat fagyasztva taroltuk, lehetséges, hogy a reptarénavirusok
burkos virionjat ért esetleges sériilés kovetkeztében nem tudott a gazsdasejthez kotddni. Masik
a viperasziv sejtek receptoraihoz. Reptarénavirusok esetén nem rendelkeziink adatokkal arra
nézve, hogy a virion glikoproteinje milyen sejtfelszini receptorokhoz képes kotddni a gazdasejt
feliiletén. Mammarénavirusok egyes ovilagi képvisel6inél (lymphocytas choriomeningitis virus,
lassa virus) az alfa-disztroglikant (aDG) azonositottdk, mint arénavirus receptort,
funkcionalasahoz szamos poszttranszlacios modositason kell keresztiilmennie, mint az
acetilgliikozaminiltranszferaz fiiggd glikozilacio. Ettdl eltérden Gjvilagi arénavirusoknal (junin
virus) a human transzferrin receptor 1 (TfR1) felel6s a gazdasejtbe jutasért (Grande-Perez et al.,
2016).

A kigy6 arénavirusokat érintd tanulmanyunk kezdetén, 2012-ben, minddssze néhany
referencia szekvencia volt elérheté a GenBank adatbazisban. A reptarénavirusok diverzitasanak
megismerése céljabol megkiséreltiik az altalunk amplifikalt virus teljes genomszekvenciajanak
meghatarozasat. Mivel a virus izolalasara tett kisérletiink meghitsult, RT-PCR-es amplifikaciot
kovetd szekvenalast és NGS-t alkalmaztunk. A két szegmensbdl all6 genom L szegmense
esetében sikeresen megallapitottuk a teljes nt sorrendet, az S szegmensrdl részleges adatokkal
rendelkeziink: az NP gén és a 3° UTR régié meghatarozésra keriilt, mig az IGR, GPC gén és 5°
UTR régido szekvencidja ismeretlen. A szegmensek szervezddése a reptaréna-és
mammarénavirusokra jellemzo.

A GenBank-i adatok feldusulasaval és a Coldvalley virus hosszabb genomszakaszainak
meghatdrozasa alapjan jol latszik, hogy az altalunk leirt térzs az UHV-3 virussal all szoros
rokonsagban, melyet az Osszes génre vetitett azonossagi ¢és filogenetikai analizisek is
alatamasztanak. Az RdRp, NP és Z gének teljes kodold régioi alapjan készitett torzsfak
mindegyikén a Coldvalley arénavirus az UHV-3 torzzsel egy agon, a Rotterdam reptarenavirus
faj képviseldi kozott helyezkedik el. A magas bootstrap értékek is megerdsitik a
megallapitasunkat, mely szerint a fent emlitett virusok k6zos evolucids eredettel rendelkeznek.
Mivel a Coldvalley reptarénavirus rendkiviil magas azonossagi értékekkel rendelkezik a
részleges S és teljes L szegmens nt szekvenciajat nézve az UHV-3 torzsekkel, sajat torzsiinket
Coldvalley UHV-3 névvel latjuk el. A Rotterdam reptarenavirus faj két képviselgjével
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Osszevetve is nagyon magas azonossagi értékeket kaptunk, mely megerdsiti az altalunk vizsgalt
virus faji besorolasat az UHV-3 torzzsel egyetemben. A reptarénavirusok esetében a Coldvalley
¢s UHV-3 virus genomjdnak egyes génjei az UHV-1, UHV-2 és UHV-4 virusok homolog
szakaszaival is rokonsagban allnak, génenként eltérd azonossagi értékeket és filogenetikai
értelemben vett tavolsagot mutatva, amit a reptarénavirusok kozotti rekombinacio
eredményezhet. Az RARp, Z, NP kodolo régiok alapjan késziilt filogenetikai torzsfak eltérd
topoldgiaja is megerdsitheti potencialis, multbéli rekombinacios eseményeket reptarénavirusok
kozott, mely jelenség ismert az UHV-1 és ROUTYV esetében, mig a Coldvalley virus és UHV-3
esetében ezt nem tapasztaltuk (Stenglein et al., 2015).

Jelenleg csupan egyetlen UHV-3 torzsbdl all rendelkezésiinkre L és S szegmens
szekvencia  (KR870032 és  KR870019), melyet szintén  vorosfarkih  boa
szervhomogenizatumabol mutattak ki virusizolalassal Németorszagban. Az NGS-sel
meghatarozott szekvenciak mellett tovabbi reptarénavirus L (Aurora borealis virus 2, ABV-2,
KR870033) és S szegmenst (ABV-2, KR870018; UHV-3, KR870019) is kimutattak (Hepojoki
et al., 2015b). Az F15158 UHV-3 torzs esetében, mely egy svajci magantenyésztd 2015-ben
elpusztult vorésfarku boa mintajabol szarmazik, L szegmens szekvencia all rendelkezésiinkre.
A tenyészt0 kérésére eutandziat hajtottak végre az allaton a vemhessége ellenére, és szovettani
vizsgélattal BIBD-t diagnosztizaltak. Az UHV-3 reptarénavirus torzson kiviil még harom masik
reptarénavirus L szegmenst (KX527583, KX527584, KX527585) és két S szegmenst
(KX527576, KX527577) is kimutattak NGS technikaval agyszovetbol (Keller et al., 2017).
Szintén Svajcbol szarmazo felndtt vordsfarku boa szérumabol mutattak ki az F17-0012 UHV-3
torzset (MHS503952, L szegmens), mely mellett tovabbi nyolc L és egyetlen S reptarénavirus
egyetemben (L és S szegmens GenBank-i azonosit6 MH483024 és MH483025) (Hepojoki et
al., 2018).

A GenBank adatbazisaban jelenleg szamos reptarénavirus genomszekvencia talalhatod
meg. A besorolatlan statuszl torzsek kozott akadnak olyanok, melyek az ICTV ajanlasa szerinti
egy fajba sorolas hatarértéke feletti azonossagi értékekkel rendelkeznek (L szegmens nt >76%,
S szegmens nt >80%, NP gén as >88%). Igy példaul az UHV-1 (S és L szegmens GenBank-i
azonosito: KR870011, KR870020) és UHV-3 torzsek (S és L szegmens GenBank-i azonosito:
KR870032 és KR870019) a Rotterdam reptarenavirus, mig a F17-0012_9 University of Giessen
virus 1 (UGV-1; S és L szegmens GenBank-i azonosité: MH483051 és MH483052) torzsek a
Giessen reptarenavirus fajba sorolandéak. A Golden reptarenavirus faj tagjait gyarapitja az
ABV-1 (S és L szegmens GenBank-i azonosité: KR870010 és KR870021) és ABV-2 (S és L
szegmens GenBank-i azonosit6: KR870018 és KR870033).

Olyan esetben, mikor a csupan egyetlen arénavirus szegmens ismert, a besorolas az
ICTV ajanlasa szerint nem teljesiilhet. ABV-3 és ABV-4-bdl csupan L szegmens szekvencia all
rendelkezésre (ABV-3 GenBank-i azonositok: KX527583, MH483045; ABV-4 azonositok:
KX527594, KX52792, MH483054, MH483071, MH483078, MH483091), ezek azonossagi
értékei alapjan a Golden reptarenavirus fajba tartoznanak, de nem ismert az S szegmens.
Ugyanez a helyzet all fenn a Hipoen jatkoon virus 1-gyel (HJV-1; MH483085) ¢és a Giessen
reptarenavirus-sal, az F17-0012 UHV-3-mal (MH503952) és a Rotterdam reptarénavirus-sal,
valamint a Tavallinen suomalainen mies virussal (TSMV-2; F17-0012_8 (MH483050), T200
(KX527591)) ¢és TSMV-1-gyel (KR870026), S13-1157 (KX527595), S14-369-79
(MH503953), S13-1157 (KX527595)) és az Ordinary reptarénavirus-sal.

Olyan torzsek is ismertek, melyeknek egy L szegmensiik ismert €s ezek egyik besorolt
reptarénavirus torzzsel sem mutatnak megfelelden magas hasonldsagot (<76/80/88%) (Hans
Kompis virus 1 (HKV-1), KR870028, KX527593; Kuka mitae haeh virus 1 (KUKV-1),
KX527588; Keijut pohjoismaissa virus 1 (KePV-1), MH483047, KX527597, KX527589),
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Arabuta snake virus1l (ArSV-1), MN567045) tovabba a be nem sorolt, ismert
reptarénavirusokkal is csekélyebb azonossagi értékekkel birnak nt és as azonossagi értékeik
alapjan, igy taxonomiai bosorolasuk szintén tisztazasra szorul.

Stenglein és munkatarsai (2015) felallitottak egy genotipizald rendszert az USA
teriletén gyljtott reptarénavirus torzsekre. 48 allatbol 23 féle L és 11 féle S szegmens teljes
szekvencigjat tudtdk meghatdrozni metagenomikai vizsgalattal. Két torzset egyazon
genotipusba L és S szegmens esetén is 80% feletti nt azonossagi érték felett soroltak. Ezek koziil
tobb genotipus is megfelel az ICTV faji besorolds kovetelményeinek az ismert S vagy L
szegmensre vonatkozdan: az L7 az Ordinary reptarenavirus, az L1 és S1 a California
reptarenavirus, L2, L3 és S2 a Golden raptarenavirus, L13, S6 és S7 a Giessen reptarenavirus,
L20 pedig a Rotterdam reptarenavirus képvisel6i kozé tartozhat, ennek ellenére masik
szegmens hidnyaban a taxondmiai besorolas feltételei nem teljesiilhetnek. Mindezek alapjan,
valamint a reasszortacid6 ¢és rekombinacid figyelembevételével sziikségesnek latjuk a
reptarénavirusok taxonomiajanak feliilvizsgalatat, tovabbi fajokkal kibovitve a nemzetséget.

Megvizsgalva a Rotterdam reptarenavirus faj képviseléinek foldrajzi eredetét a torzsek
a filogenetikai fakon foldrajzi csoportosuldst nem mutattak. Az L20-as genotipus képviseldi
(KP071549, KP071622, KP071564) az USA-bol szarmaznak, a tobbi torzs pedig eurdpai
eredetli. Az L20-as genotipus szekvenciai > 97% azonossag értékekkel rendelkeznek a teljes L
szegmens nt szekvencidjat nézve az UHV-3 és UHV-4 torzsekkel Osszehasonlitva, igy
feltételezhetjiik, hogy az L20-as genotipus képvisel6i az UHV torzsek kozé tartoznak. Ennek
figyelembevételével UHV-t nem csupan Eurdpaban, hanem az USA tobb teriiletén is
kimutattak.

crer

kigyokba a zsakmanybdl elfogyasztott ragcsalok utjan terjedhettek at arénavirusok. A reptaréna-
¢s mammarénavirusok azonban eltérnek egymastol, igy ez a kezdeti atadas az arénavirus
evolucid egyik korai szakaszdban torténhetett meg, mely a kigyok és arénavirusaik

crer

A virusok genetikai diverzitasanak novekedése tobb mechanizmusnak koszonhetd. llyen
a virus replikacioban szerepet jatszO RARp enzim masolasi hibara hajlamos miikddése, amely
mutaciok felhalmozodasat eredményezheti a viralis genomban (Duffy, 2018). Ha ez elényos
véltozasokat eredményez, 0j szovethez vagy gazdafajhoz adaptalédast eredményezhet.
Kiilonb6z6 genotipusok vagy virusfajok egyidejii fertdzése esetén virus rekombinacio jelensége
léphet fel, igy a gazdasejtben valtozatos genomszekvenciajii virionok johetnek Iétre.
Szegmentalt virusok esetében a szegmensek cserélddésével, a reaszortacid jelensége révén a
sziil6i genotipusok keveredésével 0j genotipust virionok keletkezhetnek. Ez a folyamat szintén
eltérd szamu L és S szegmens altali fert6zottség egy egyeden belill tobb esetben is bizonyitast
nyert, mely nagyban neheziti a virusok rendszertani besoroldsat. Keller és munkatarsai
hipotézise szerint a miltban minden egyes S egy L szegmenssel parban alkotott egységet (Keller
etal., 2017). A jelenlegi nyilvanvalo L szegmens szambeli f6lényére magyarazat lehet, hogy az
S szegmens kodolja a viralis glikoproteint, mely esszencialis a virion gazdasejtbe jutasahoz. Az
az S szegmens, mely ezt a leghatékonyabban tudja véghezvinni, egy esetleges koinfekcid soran
tobb utodvirionba keriilhet be. Jelenleg nem rendelkeziink adatokkal arra nézve, hogy milyen
faktorok befolyasoljak az L és S szegmensek parositasat a virion dsszeépiilése soran (Keller et
al., 2017). Vadon ¢€I6 kigyok reptarénavirus fertdzésének vizsgalata mindenesetre kozelebb
hozna minket a reptarénavirusok szamos megoldatlan kérdésének feloldasara. Szintén ilyen
kérdés a virus természetes gazdainak meghatarozasa, melyhez vadon €16 kigyok reptarénavirus
fert6zottségének vizsgalata elengedhetetlen lenne. Ehhez visz kozelebb minket Braziliaban, az
Amazonas régiojabol szarmazo vordsfarkil bodk vizsgalata. A vizsgalt allatok igazoltan
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BIBD-ben szenvedtek masodlagos, bakterialis fertézésekkel egyetemben. A kigyokban tébb L
¢€s csupan egyetlen S szegmenst azonositottak, az egyik koziilik a KaBV-1 L szegmense 97%-
0s azonossagot mutatott a svajci vordsfarka boabol leirt azonos nevii torzzsel. Filogenetikai
torzsfakon ezek a torzsek beékelddnek az eurdpaiak kozé. Igy Argenta és munkatarsai
feltételezik, hogy a reptarénavirusok vadon €16 kigyoktol szarzmaztathatoak. Reptarénavirusok
mellett hartmani-és chuvirusokat is sikeriilt azonositani a fert6zott egyedekben. Ezt leszamitva
kevés adatunk van reptarénavirusok természetes gazdairdl és foldrajzi elterjedésérél (Argenta
et al., 2020).

A GenBank adatbazisaban a fellelhet6 reptarénavirus genomszekvenciak tobbsége Boa
constrictorbol szarmazik, ennek ellenére e szekvencidk rendkiviil nagy genetikai diverzitassal
rendelkeznek. Ismertek még Corallus annulatusbol szarmazd teljes reptarénavirus
genomszekvenciak: a CASV a California reptarenavirus faj jelenleg egyetlen besorolt
képviseldje, de az L1-es genotipus az ICTV L szegmensre vonatkozé kritériumai szerint szintén
ebbe a fajba sorolhatd. Ezek a reptarénavirus nemzetség képvisel6ibdl szarmazo teljes kodolod
régiok alapjan készitett filogenetikai torzsfakon a vorosfarka bodkbol szarmazo szekvencidktol
jol elkiiloniilt, monofiletikus agon helyezkednek el. Ez az elkiiloniilés lehet a gazdafaj
kiilonbség oka is. Az NP gén részleges genomszekvencidja tobbféle kigyobol is fellelhetd
(Pantherophis guttatus, Antaresia stimsoni, Morelia carinata), csakugy, mint az RdRp egy-egy
hosszabb rovidebb szakasza (Python bivittatus, Python timoriensis). A fenti kigyofajokbol
szarmazo reptarénavirus torzsek teljes genomszekvenidjanak megismerése kozelebb vinne
minket a reptarénavirusok diverzitasanak megismeréséhez ¢és a torzsek és gazdafajok evoltcios
viszonyainak feltérképezéséhez.

A vorostarka boa vilagszerte nagyon népszerii és nagy szamban tartott kigy6. Tekintve,
hogy a boa sejtzarvanyos betegségére eddig nincs ismert gyogymod és vakcina sem all
rendelkezésre, a BIBD a tiineti kezelések ellenére a beteg kigyok elhullasaval ér véget, igy nagy
karok keletkezhetnek kisallattenyésztok és hobbiallat tartok korében. Mivel a betegség ragalyos
¢és az esetek tobbségében a tiinetek megjelenése utan diagnosztizaljak, az egyiitt tartott kigyok
sziirdvizsgalata elengedhetetlen, a fertézott egyedek esetében eutanazia alkalmazasa javasolt.
Uj egyed vasarlisa esetén minden esetben legalabb 90 napos karantén sziikséges, hogy
elkeriiljik az allomanyok fert6z6dését. Mivel a boakban enyhébb klinikai tlinetekkel is
jelentkezhet a betegség €s ismertek tiinetmentes hordozok is, a pitonok védelme érdekében nem
ajanlott a boak és pitonok egyiitt tartasa.

5.2 Hiill6 orthoreovirusok vizsgalata

Vizsgalatunk célja a bozotviperabol (Atheris squamigera) izolalt 47/02-es RRV torzs
teljes genomszekvencidjanak meghatdrozasa és analizise volt. A bozotvipera kdérbonctani
vizsgalata soran diphteroid-elhaldsos szaj-, nyeldcs6- és bélgyulladast, valamint a nyalkahartya
fakultativ patogén baktériumot is kimutattak (Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Salmonella sp., Streptococcus sp.), ezen feliil a bélcsatornaban sulyos flagellata fert6zottséget
azonositottak. Az kétséges, hogy a bozotvipera legyengiilt fizikai allapota kedvezett-e a reovirus
elszaporodasanak, vagy a reovirus fertdzés kovetkeztében meggyengiilt immunrendszer jarult
hozzé egyéb patogének megtelepedéséhez. Mivel az orthoreovirus fertézés hiilldkben altaldban
nem korjelz6 — idegrendszeri és emésztdszervi — tlinetekkel jar, igy a bozdtvipera esetében is
felderitetlen maradt pontos koroktani szerepe. A bozoétvipera reovirus szovettenyészeten vald
elszaporitasa soran latott citopatogén hatds az orthoreovirusokra jellemz6 oOriassejt képzést
mutatta a fert6zést kovetd harmadik-6todik napon. A sikeres izolalas lehetdséget nytjtott a virus
orokitéanyaganak tovabbi vizsgalataira: a PAGE rendszerben a reovirusok esetében latottaknak
megfeleld genomszegmens eloszlast mutatott, majd a tisztitott nukleinsavbol a
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genomszekvencia meghatdrozasra keriilt. A bozotvipera reovirus genomfelépitése az
orthoreovirusokra jellemzd sajatsdgokat mutatta. A tiz szegmensre tagolédd dsRNS
orokitéanyag méret szerint harom tartomanyra oszlik, az egyes szegmensek 3’ UTR-e a
konzervalt UCAUC pentanukleotid szekvenciat, az 5 UTR pedig GUUA/CUU szekvenciat
tartalmazza, elébbi az Orthoreovirus nemzetség jellegzetessége, utobbi pedig valdsziniileg a
hiillé orthoreovirus faj jellegzetessége.

Oszehasonlitottuk a kodolé régiok nt és as szekvenciait az Orthoreovirus nemzetség
fajainak reprezentativ képviseldivel is. Minden szegmens esetében a legmagasabb azonossagi
értékeket TRV esetében lathatunk, azonban ezek az értékek alulmaradnak az ICTV altal javasolt
egyazon orthoreovirus fajba sorolas hatarértékeivel szemben. Igy 47/02-es reovirus torzs
kiilonallo RRV fajba jegyezhetd, melyet a filogenetikai torzsfak topologiaja és magas bootstrap
értékek is alatamasztanak.

Munkéank kezdetekor nem volt ismert teljes hiilld orthoreoviurus genomszekvencia,
csupan az RdRp génbdl rovid részleges szekvenciai voltak elérhetéek a GenBank-ban, igy a
hiillé reovirusok genetikai valtozatossagardl és evolucios kapcsolatairdl kevés informacioval
rendelkeztiink. A 47/02-es bozotvipera reovirus az Orthoreovirus nemzetség RRV fajanak
képviseldje, tekintettel genomszervezddésére, azonossagi €rtékeire és a filogenetikai térzstak
elrendezddésére. Ezaltal sikeresen hataroztuk meg az elsd teljes RRV genomszekvenciat is,
melyet az ICTV mint tipustorzset jelol meg.

A fuzidképes reovirusok az egyetlen ismert virusok, melyek nem rendelkeznek burokkal
¢s mégis szincicium kialakitasara képesek FAST fehérjéjiik segitségével. Burkos virusoknal a
gazdasejthez valod kapcsolodasért és a membran fuzidért nagy, multimer fehérjekomplexek
feleldsek (Ciechonska and Duncan, 2014). A FAST fehérjéknek jelenleg hat tipusa ismert: a
pl0 (ARV, NEARV, NBYV), pl3, pl4 és pl5 (BroV, TRV, BRV, RRV), pll és pl6
(aquareovirusok A, C és G csoportja). A pl3 és pl4 esetében N-termindlis konzervalt
dekapeptid szekvencia talalhato, a tobbi orthoreovirus FAST fehérjében azonban eddig nem
talaltak kozvetlen szekvencia hasonlosagokat. A Reoviridae viruscsalad egy masik nemzetsége,
az Aquareovirus genusz képviseldinek esetében is csupan mérsékelt szekvencia hasonlosagot
fedezhetiink fel a fehérje N-terminalisdban az orthoreovirusok FAST fehérjéivel dsszevetve
(Ciechonska and Duncan, 2014). Ezen fehérjék az endoplazmatikus retikulum - Golgi utvonalon
keresztiil jutnak el a sejtmembranhoz. A f0zids fehérjék felhalmozddéasa vezet azutan a gazdasejt
is megfigyelhetd. A FAST fehérjék altal kivaltott oridssejtképzés apoptotikus valaszt indukal a
gazdasejtben, €s az igy megvaltozott membran permeabilitds végiil a sejt pusztuldsat okozza
(Salsman et al., 2005). fgy az orthoreovirusok flizios fehérjéjének megléte vagy hianya, illetve
tipusa meghatarozo lehet. A bozotvipera reovirus esetén az S1 genomszegmens felépitése
hasonlosagokat mutat a piton RRV, TRV és MAHLV homolog szegmenseivel, itt talalhatoak a
FAST (pl4) és oC fehérjét kodolo régiok. Szoros rokoni kapcsolatukra és k6zos evolucios
eredetiikre utalhat ez a genomfelépités. Ezt a feltételezést alatamasztjdk az egyes szegmensek
kodolo région alapjan keésziilt filogenetikai torzsfak topologiai is: a AA, AB, AC, uB, uNS, oB és
oNS fakon 47/02 monofiletikus agon helyezkedik el TRV-vel, MAHLV-vel, tovabba ezekkel
egy agon taldlhatdo a BroV ¢és BRV, amely szintén kozeli evolucids kapcsolatra enged
kovetkeztetni.

Fontos megvizsgalni a sejtkapcsolodasért felelés oC fehérjét, illetve annak meglétét
vagy hidnyat. A viralis patogenezis kritikus 1épése a gazdasejt receptoraihoz valo kotédés. Ez
az interakcid specifikus receptorokon keresztiil megy végbe, eredménye a virion internalizacidja
és a gazdasejt fertézése (Grande et al., 2000). BroV, BRV, MAHLV virusok esetén a cC
hianyzik a policisztronos szegmensrol, helyette a p16-os fehérje kodolo szakasza talalhaté meg,
melynek funkcidja jelenleg ismeretlen (Van Vuren et al., 2016). A bozotvipera reovirus
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rendelkezik az S1 szegmensen kodolt oC fehérjével csakiagy, mint a TRV. Vizsgalataink szerint
az RRV ¢és a BroV/BRV fajok képviseldi kozott kozeli filogenetikai kapcsolat all fent, ezt
lathatjuk az egyes szegmensekrol készitett filogenetikai torzsfakon is. Feltételezhetd, hogy a
BroV ¢és BRV ORF2-n kodolt fehérjéje (p16) egy 6si RRV-bdl vagy RRV-szerli virus oC
fehérjét kodold génjébdl alakulhatott ki. Eldfordulhat, hogy ez a strukturélis valtozas egy
korabbi gazdafaj valtas eredményeként johetett 1étre. Lehetséges tehat, hogy egy Osi hiill6 (-
szerll) orthoreovirus kozponti szerepet jatszhatott a kiilonb6z6 majom ¢és denevér
orthoreovirusok kialakulasaban.

A hiillotartas egyre népszeriibbé valasanak ¢és a veszélyeztetett hiilléfajok védelméért
inditott megdrzési programoknak kdszonhetéen a gazdasagilag kevésbé jelentds hiilld viroldgiai
kutatasok napjainkban egyre nagyobb figyelmet kapnak. Mivel az alacsonyabb rendi
gerincesek szamos meglehetdsen diverz virussal rendelkeznek, a virusok kimutatésa,
szekvencidjanak meghatarozdsa ¢és elemzése érdekes adatokkal szolgal az egyes virusok

crer

Munkank kezdetéig Magyarorszagon eddig csak egy esetben irtak le orthoreovirus
fertdzottséget egy USA-bol importalt €és nem sokkal késébb elhullott zold flisiklokbol
(Opheodrys aestivus) allo csapatban (Gal et al., 2009).

Vizsgalataink masik célja a kiilonféle egzotikus hiilléfajokban szaporodd
orthoreovirusok eléforduldsanak felmérése és genetikai sokszinliségének megismerése. 20
hiilléfaj 111 egyedének kevert szerv mintait vizsgalva 3 faj 6 egyedében sikeriilt kimutatnunk
orthoreovirust a korabban mar ismertetett modszerekkel. Erdekes médon az alkalmazott
kétkords RT-PCR rendszer a 2013/KP3 torzs esetében negativnak bizonyult, mig a virusizolalas
sikerrel jart. A sejttenyészeten elszaporitott izolatum RT-PCR vizsgalata azonban mar pozitiv
lett. Ennek magyarazata lehet, hogy a 2013/KP3-as torzs genomjaban az RdRp génben talalhato
primer kotési helynél mutacio alakulhatott ki, igy a primerek nem voltak képesek megfeleléen
bekotni. A virusizolalas sokkal érzékenyebben képes kimutatni citopatogén hatdssal rendelkezd
€16 virusokat, ezért célszerli a PCR vizsgalatokkal parhuzamosan virusizolalast végezni. Ezen
kovetkeztetésiink megegyezik Abbas és munkatarsai altal 2011-ben publikalt megallapitasaval
is (Abbas et al., 2011).

Erdekes modon a harom kirdlypitonbol (2013/KP1, 2013/KP3, 2013/67) kimutatott
virustorzsek szekvencidja az RdRp gén altalunk vizsgalt rovid és konzervativ szakaszan sem
volt azonos. A 2013/KP3 és a 2013/67-es torzsek szekvenciai eltérést mutattak; mig az utobb
emlitett torzs, az ismeretlen kigyobol izolalt 643/47-es torzs és a schneider szkinkbdl izolalt
2013/12-es torzs nt szekvenciaja azonosnak bizonyult. A 2013/KP1-es torzs az eldbbiekkel
Osszehasonlitva jelentdsebb eltérést mutatott, csakiigy, mint a z61d leguanbol izolalt 2013/54-es
torzs. Tehat kiilonbozdé hiilléfajokbdl azonos részleges RdRp szekvencidval rendelkezd
virustorzseket mutattunk ki, mig ugyanabbdl a hiilléfajbol kiilonb6zd szekvenciaval rendelkezd
virustorzseket detektaltunk.

Béar hiillékben orthoreovirusokat altalaban 1égzdszervi és/vagy idegrendszeri
elvaltozasokkal kapcsolatban mutattak ki, kozvetlen kérokozo szerepiik a legtobb esetben
tisztazatlan maradt. Ezek a tiinetek hasonléak paramyxovirus eredetli megbetegedéseknél
leirtakhoz, mely neheziti a virusok diagnosztikdjat és a beteg allatok megfeleld kezelését.
Gyakran mas virusokkal (példdul adeno- ¢és paramyxovirusokkal), baktériumokkal
(Staphylococcus spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Streptococcus spp.), parazitakkal
egyiitt okoznak betegséget, mint lathattuk ezt az altalunk vizsgélt bozdtvipera esetében is. A
hiill6 reovirusok, a madar orthoreovirusokhoz hasonléan immunszupressziv hatasuk révén
jatszhatnak szerepet az elvaltozasok sulyosbitasaban (Benavente and Martinez-Costas, 2007).
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A betegség kialakulasat és Osszefiiggését a virusfertdzéssel eddig két allatfertézési
kisérletben vizsgaltak. 1988-ban fiatal viragos siklokbol (Orthriophis moellendorffi) és
savosfarku siklokbol (Orthriophis taeniurus) allé gylijtemény tagjait holtan talaltak nem sokkal
az utan, hogy Azsiabol az USA-ba importaltak Sket. Az allatok elhulldsuk el6tt semmilyen
tiinetet nem mutattak. A kigyok boncolasa soran az 6démas tiidoben siirti, nydkos valadékot
irtak le. Ezek koziil egy virdgos siklo szovettani vizsgdlata soran jelentds elvaltozasokat
fedeztek fel a tlidoben: diffuz, félheveny interstitialis tiidégyulladast allapitottak meg a 1égutak
felhalmozodast €s baktériumokat figyeltek meg a 1égutakban. A végso diagndzis primer virusos
eredetli tidogyulladas volt bakterialis feliilfertozédéssel. A siklokbol virusizolalassal €s
elektronmikroszkopos vizsgalattal reovirust mutattak ki, melynek korokozd képességét
virusfert6zési kisérlettel vizsgaltdk. A kisérlet soran egy fogsdgban sziiletett fiatal fekete
patkanysiklot (Elaphe obsoleta obsoleta) fertéztek a virusizolatummal intratracheélisan, per os
¢s nazalisan. Ezt kdvetben a patkanysiklo semmilyen tlinetet sem mutatott, azonban a fertézést
kovetd 26. napon elpusztult. A boncolads sordn megéllapitdst nyert, hogy nagy mennyiségii
nyalka halmozodott fel a tiidében, a garatban és a légcsdben. A szdvettani vizsgalat soran
szintén diffuz, szubakut intersticidlis tiidogyulladast allapitottak meg, a tiid6 epithel sejtjei
oridssejteket képeztek. A majban nagy kiterjedésti elhalt teriiletet figyeltek meg bakterialis
szeptikémidval egyetemben. A tobbi szerv szamottevd elvaltozdsokat nem mutatott. A
patkanysikld6 m4ajabol ¢és tlidejébdl sikeriilt Ujra reovirust izoldlni, melyet az
elektronmikroszkdpos vizsgalat is alatdmasztott. Egy masodik fekete patkanysiklot is fertdztek
intratrachedlisan, per os és nazalisan a tlidobol izolalt reovirussal. A kigy6 anorexian kiviil mas
klinikai tiinetet nem mutatott. A fertdzés utani negyvenedik napon a talaltatott patkanysikld
koérbonctani vizsgalata az el6zo kigyd boncolasaval megegyez6 eredményt hozott. Az allat
tiidejébdl, majabol és hasnyalmirigyébdl Gjra izolaltak reovirust. A tiido szdvettani vizsgalata
soran proliferativ intersticidlis tidogyulladast allapitottak meg, a 1€gcsd szubakut proliferativ
gyulladasaval egylitt. A virdgos- és savosfarku siklobol izolalt reovirus jelenléte nem bizonyitja
a virus stlyos, halalos kimenetelt 1égzdszervi betegség okozo képességét, azonban a kisérletes
virusfertézés eredménye felhivja a figyelmiinket reovirusok esetleges koérokozd szerepére
ezekben a siklofajokban (Lamirande et al., 1999). A masik fertdzéses kisérletet Németorszagban
végezték el. Harom, BIBD-vel diagnosztizalt vorosfarkt boabol izolaltak reovirusokat, majd az
izolatumokkal fiatal vorosfarku boakat fertéztek meg. A fertézott kigyok azonban nem
betegedtek meg, benniik semmilyen koros elvaltozast sem figyeltek meg, mely ellentétben all
Lamirande és munkatarsai (1999) sikl6 fajokkal végzett fertézéses kisérletével.

Az altalunk vizsgalt allatok esetében az elhullds oka ismeretlen, a nem megfeleld
szallitasi és tartasi koriilmények okozta stressz nagymértékben hozzajarulhatott a patogén és
fakultativ patogén korokozok, koztik az orthoreovirusok elszaporodasahoz és az allatok
pusztuldsahoz. Mivel e virusok pontos korokozd szerepe még nem ismert €s a feldolgozott
mintdk viszonylag jelentds szazaléka pozitivnak bizonyult, 1 allatok vasarlasa esetén fontosnak
tartjuk a karanténozast allomdnyaink védelmében. Ezen kiviil érdemes lenne fert6zési
kisérletekkel a virus 6nallé korokozo képességét vizsgalni.

Az RNS virusok rendelkeznek a leggyorsabban mutalédé genommal a természetben,
mely millidszor nagyobb, mint a gazdaiké. Ez a magas rata kedvez6 valtozasokat is eldidézhet
a virus szamara, mellyel novelheti virulencidjat. Ugyancsak jarhat a virus szdmara végzetes
kovetkezményekkel is. Poliovirusok esetében példaul erds a szelekcids nyomdés gyorsabb
replikacids mechanizmus elérésére, azonban a gyorsabb polimerazok tobb hibat is vétenek. igy
a mutaciok feldiisuldsaval kifejezetten karos kdvetkezmények is kialakulhatnak a virus szamara
(Duffy, 2018). Ennek hatterében részben az RNS polimeraz generalta pontmutaciok allhatnak,
hiszen ez az enzim nem rendelkezik a DNS polimerazokra jellemz6 hibajavité mechanizmussal
(Choi, 2012). Hozzajarulhat tovabba a gazdaszervezet immunrendszerének védekezése — tobbek
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kozott az orthoreovirusok esetében is — a virusok ellen, amely szelekciés nyomast gyakorol a
virdlis genomra. Ezen evoliciés mechanizmusokon kiviil a genomszegmenseken beliili
inszerciok és deléciok is novelhetik a torzsek genetikai diverzitdsat. A szegmentalt virusokra
jellemz6, hogy tobb virus egyideji fertdzése esetén a kiilonbdzd virusok szegmensei
kicserélodhetnek, reasszortdlodhatnak. Az igy keletkezett virusok korokozo képessége
novekedhet, konnyebben fertézhetnek 0j gazdafajokat és hatékonyabban keriilhetik ki az

crer

nyomon kovetése klinikai jelentéségekkel is birhat.

Az RdRp gén egy szakaszanak vizsgalata lehetOséget ad a virusok diagnosztizalasara,
mert rendkiviil konzervalt a hiillé orthoreovirus faj képviseldi kozott. Ez a konzervaltsag lehet
az oka, hogy az éaltalunk vizsgalt rovid, kb. 245 bp hosszusagi szakaszon magas nt és as
azonossagi értékeket kaptunk. A filogenetikai torzsfan a RRV torzsek kozé ékelédé TRV
jelenléte is a vizsgalt szakasz rovidségének kovetkezménye, hiszen ez a régié a teljes RARp
génnek mindossze hat szdzaléka, igy nem tekinthetd reprezentativnak és az RRV és TRV fajok
kozeli rokonsagi kapcsolatban allnak egymassal. Ennek ellenére diagnosztikai célokra jol
alkalmazhato az altalunk is hasznalt RT-PCR modszer (Wellehan et al., 2009). Tovabba a fajba
sorolas tovabbi tényezoktol is fiigg, igymint az RNS-ujjlenyomat, a policisztronos S szegmens
felépitése, a gazdafaj specificités, a virus altal indukalt klinikai tiinetek, az RNS genom agar6z
gélelektroforézissel nyert elektroferogramjdnak jellege és a kiilonbozd fajhoz tartozo
virustorzsek egymassal torténd reasszortacios képességének hianya (Attoui et al. 2011). A
konzervativ jelleg miatt sorolhatjuk mégis a RRV faj tagai koz¢ az altalunk vizgalt torzseket. A
teljes genomszekvencidk meghatarozasa megtortént (publikalas alatt). Mindezek ellenére a
kiralypitonok esetében lathato szekvencia kiilonbségek ennél a génnél is felhivjak a figyelmet a
pontmutaciok okozta esetleges valtozasokra, ami akar azok diagnosztizalast is befolyasolhatja.

A virdlis polimerdz gének hosszt tavu filogenetikai vizsgéalatokra is kivaldan
alkalmasak. Az orthoreovirusok RNS polimerdza a belsé kapszidban taldlhato, igy a gazda
immunvalaszanak kevéssé van kitéve. A polimerdz miikodése esszencidlis a virus szdmara, igy
szekvencia-adatok csak a kiils6 kapszid fehérje génekbdl allnak rendelkezésiinkre, igy az RARp
gén szekvenciak gyakorlati alkalmazéasa nehézségekbe iitkozik. Az orthoreovirusok evolicios
mechanizmusainak és torzsfejléddésének vizsgdlatdhoz a reasszortacid jelensége €s az egyes
szegmensek eltérd mutacids rataja miatt valamennyi szegmens analizisére szilikség van.

Tovéabbi tanulmanyok sziikségesek az orthoreovirusok genetikai jellemzésének és
evolucios  kapcsolatainak  felderitéséhez. Az altalunk meghatarozott elsé  teljes
genomszekvencia adatok feltartak, hogy az RRV kiilon fajt képviselhet az Orthoreovirus
nemzetségen beliil.

5.3 Teknds picornavirusok vizsgalata

A PV-k nagyfokt genetikai diverzitassal és rendkiviil széles gazdaspektrummal
rendelkeznek. Mivel genomszervezddésiik valtozatos, nem csoda, hogy rendszerezésiik nem
egyszeri feladat. (Zell, 2018). Az ujgeneracios szekvenalasi technikaknak kdszonhetden egyre
tobb adat all rendelkezésilinkre az alacsonyabbrendii gerinces szervezetek picornavirusairol is,
ujabb és jabb virustdrzsek keriilnek eld vilagszerte.

Munkéank kezdetekor egy mor tekndsbdl szarmazd PV torzs (TGT1A/96), a virus X
kozel teljes genomszekvenciajat meghataroztak az 5° NTR régio kivételével, am ez a szekvencia
nem Kkeriilt be a GenBank adatbazisaba (Heuser et al., 2010). Ezt kovetéen a travancori
tekn6sbol kimutatott RaV-Al teljes genomszekvenciajat irtak le (Ng et al., 2015). Ez a két torzs
jelentdsen kiilonbozik egymastol, igy nem sorolhatok egyazon nemzetségbe. Munkacsoportunk
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hét szarazfoldi teknds eredetii PV-t izolalt sikerrel, melyek kozel teljes genomszekvenciajat
hataroztuk meg és elemeztiik.

Az ICTV ajanlédsa szerint két virustorzs kiilon nemzetségbe tartozik, ha az ortoldg
fehérjék szekvenciai kozotti kiilonbség P1 régid esetében 66%-nal, mig a 2C, 3C, 3D régiok
esetében pedig 64%-nal magasabb (Zell et al., 2017). Esetiinkben mind a négy vizsgalt régidban
jelentésen kiilonboznek torzseink a Picornaviridae csalad tobbi nemzetségének reprezentativ
képvisel6itol, valamint olyan magas as azonossagi értékeket kaptunk hét ToPV torzsiink egyes
genomi régiot tekinve, mely nemcsak az egy nemzetségbe, de az azonos fajba sorolast is
feltételezi. Genomszervezodésiik mind a hét torzs esetén azonos, a filogenetikai torzsfakon
mind a hét torzs egyazon agon helyezkedik el, tavol allnak a RaV-Al-tdl és a GenBank-ban
talalhato tovabbi picornavirus torzsek képviseldinek szekvenciditol is, igy mind a hét ToPV
torzslink egyazon nemzetség egyazon fajaba tartozik. Ezek alapjan javasoltuk 2014-ben, hogy
a tekndsokbol izolalt PV torzseink a virus ,,X” -Szel egyetemben kiilonallo nemzetségbe
tartozzanak a Picornaviridae csaladon beliil, Topivirus (Tortoise picornavirus) elnevezéssel.
2016-ban az ICTV az altalunk izolalt virusokat kiilon nemzetségbe sorolta és a Topivirus
elnevezés helyett a Torchivirus nevet adta.

2018-ban a be nem sorolt teknés rafivirust kiilonallé nemzetségbe, a Rafivirus genuszba
soroltak a Picornaviridae csaladon beliil. Az altalunk izolalt 14/04-es torzs szolgal a Torchivirus
A faj tipustorzseként.

Az ismert PV-k kapszid fehérjéi (1B, 1C, 1D), a 2C"!, 3CP" és 3DP ortologok, igy
konzervaltabbak is. Az 1A, 2B, 3A és 3B fehérjék esetében gyakran nincs detektalhatod
hasonlosag a k6zos evolucios eredet és a funkcionalis analdgia ellenére sem a jelenleg ismert
PV-k kozott. Az L és 2A fehérjék valoszinisithetden kiilonb6zé evolicids eredettel
rendelkeznek a kiilonb6z6 nemzetségekben (Zell, 2018).

Erdekesség, hogy két torzs, a 144/10 és 5/04, mely azonos gazdafajbol, mér tekndsbol
szarmazik csupan 89% nt szekvencia azonossagi €rtékkel rendelkezik a poliproteint vizsgalva,
mig kiilonbozd allatfajbol szarmazd, mor teknds eredetli 144/10 és sarkantyts teknds eredetli
9/05-es torzsek kozel azonosnak bizonyultak (98,8%). Erre magyarazatul szolgalhat, hogy a
teknds PV-ok nem kotddnek szorosan gazdafajhoz, hanem kiilonboz6 tekndsfajokat is képesek
hatékonyan megfertdzni.

A kodonok hasznélata jellemz6 az egyes organizmusokra, a genomra hat6 evolucios
nyomast reprezentalhatja. Virusok esetén ez kiilondsen fontos, mert viralis fehérjéik
szintéziséhez cellularis transzfer RNS-ekre (tRNS) van sziikségiik, alkalmazkodniuk kell a
gazdasejtjiikk kodonhasznalatahoz (Pint6 et al., 2018). A szinonim kodonok hasznalatanak okai
a genom Osszetételében keresenddk (GC tartalom, CG tartalom a kodon harmadik nt-ban, mono-
¢s dinukleotid dsszetétel). A tekndsokbdl izolalt PV torzsek kodold régioi alacsony G+C
tartalommal rendelkeznek, mely nem egyediilallo eset PV-k korében: a hepatitisz A virusnal ez
az érték 37%, human parechovirus 1 esetében 38,5%, human rhinovirus A2-nél 38,2%. RaV-Al
esetében szintén alacsony a GC tartalom, ez 39,1% (Pinto et al. 2018). A leginkabb preferalt
kodonok az altalunk vizsgalt teknés PV torzsek esetén A-és U végiiek voltak, kivéve a His
kodon a 14/04 és 5/04 torzsek esetén (CAC). A viralis genom dinukleotid dsszetétele a cellularis
antivirdlis immunvalasz kikeriilésében jatszik fontos szerepet, a virdlis RNS 0Osszetételét
cellularis un. patogén asszocialt molekularis mintazat (pathogen associated molecularn pattern;
PAMP) receptorok érzékelik. HAV-nal a CpG dinukleotidok alacsony szamarol feltételezik,
hogy evolucids nyomas hatasara alakul ki, mely indirekten befolyéasolja a kodonhasznalatot. A
CpG gyakorisag vélhetéen a replikacios kapacitast forditott aranyban befolyasolja, ezaltal a
PAMP receptorok kevésbé ismerik fel az alacsony CpG tartalmu virdlis genomokat, igy a
gazdasejt immunrendszerének nyomasa fontos faktor a kodonhasznalat tekintetében (Jenkins
and Holmes, 2003; Lukashev, 2010; Atkinson et al., 2014).
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a 3D és P1 régio alapjan késziilt torzsfakon is a Mosavirus nemzetség képviselGjével
helyezkednek el egy agon, valamint az Osszehasonlitdo elemzések alapjan is e nemzetséggel
mutatjak a legmagasabb azonossagi értékeket a vizsgalt szakaszokon. Mosavirust el6szor vadon
€16 ragesald (Peromyscus crinitus) bélsar mintajabol mutattak ki metagenomikai modszerek
segitségével (Phan et al., 2011). Elnevezése a mouse stool-associated kifejezésbol ered. Azota
szamos kiilonb6z6 él6lényben igazoltak jelenlétét, példaul eurdpai szalakéta, (Coriacas
garrulus) és himaldjai mormota mintaiban (Marmota himalayana), ami a nemzetség nagyfoku
heterogenitasara utal gazdaspecifitas terén (Zell et al., 2017). Genomszervez6dése is hasonlo a
teknds PV-kéhez, tovabba a torzsfak topoldgiaja alapjan feltételezhetd a két nemzetség kdzos
evollcids eredete.

Az RdRp gén nagyon konzervalt genomszakasz a PV genomokon beliil. Esszencialis
feladatuk ellenére kozismert, hogy nagyfoku hibarataval rendelkeznek az RNS genom
replikacioja soran (Duffy, 2018). Ezzel a jelenséggel az RNS virusok novelhetik genetikai
diverzitasukat, ijabb, a fert6zés és immunrendszer kikeriilésének tekintetében sikeresebb
utédvirusokat hozva 1étre. Az RNS polimeraz és helikdz szekvenciak tanulmanyozésa, tovabba
a Picornaviridae csalad nagyon széles gazdaspektruma arra enged kovetkeztetni, hogy a
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torténhetett (Koonin et al., 2008).

A rekombinacié és modularis evoltcio fontos szerepet jatszik a PV-k magas genetikai
diverzitasanak kialakulasaban (Lukashev, 2010). Irodalmi adatok alapjan a leggyakoribb
rekombinacids esemény a P1 régid hatarat és ezaltal az L, 2A, 2B és VP4 fehérjék kodolo régioit
érinti, igy e fehérjék nagyfoku valtozatossdgot mutatnak. Ez a jelenség szintén lathaté a teknds
PV-k korében is, az L és 2A kodolo gének és a 3° UTR nem mutat hasonldsagot mas, GenBank-
ban fellelhet PV torzzsel, a tobbi teknds eredetii PV torzset leszamitva. A teknés PV-ok VP4
¢és 2B feheérjét kodolo régidi azonban cardiovirusok azonos régiodihoz, az 5> UTR régio 65 nt
hosszlisagli szakasza pedig leginkdbb a kutya kobuvirus 1 ¢és az Aichi virus UTR
szekvenciajahoz hasonlit. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a ToPV-ok mozaikos genommal
rendelkeznek, mely modularis evolucio eredménye.

A hat- és testpanceél puhulasa gyakori jelenség fogsagban tartott tekndsok esetében. Ezt
kovetheti anorexia, apatia és elhullas. Azonban nem minden esetben all PV fertdzés a tlinetek
mogott: nem megfeleld tartds kovetkezményeként az UVB sugarak hidnya és a nem megfeleld
étrend (nem megfelel6 kalcium:foszfat arany, magas fehérje és oxalsav bevitel) is okozhatja ezt
a jelenséget. Ezen kiviil protozoa parazita fert6zés (Hexamita parva) okozta veseelégtelenség is
kivalthatja a fenti tiineteket (Gerlach, 2004). Igy a teknds nem megfeleld fejlédése esetén
klinikai kivizsgélas sziikséges: bakterioldgiai és mikologiai vizsgalatokat is érdemes végezni a
PV specifikus RT-PCR sziirdvizsgalat mellett. Célravezetdbb a teknds tartasat kiiltéri ketrecben
tartassal is kiegésziteni, ajanlott a friss zoldségek és széna beiktatasa a taplalékba, tovabba
asvanyi anyagok és vitaminok kiegészit6 adagolasa is sziikséges (Paries et al., 2019).

Az altalunk fejlesztett, a Torchivirus nemzetség képviseldinek specifikus kimutatasat
célz6 diagnosztikai RT-PCR rendszert fejlesztettiink ki. A specificitds tesztelése hiillokben
ismert korokozd képességli virusok torzsein tortént (Marschang, 2011). Egyik virustorzs
esetében sem kaptunk pozitiv eredményt RT-PCR-rel. A szenzitivitas tesztelése pozitiv
eredményt hozott, igy a mintdban talalhatd6 kis mennyiségli PV kimutatasara is sikerrel
alkalmazhato. Mindkét primer szettel sikeresen mutattunk ki PV RNS-t szervkeverékekbdl is
(2013/T4, 2013/T11, 2011/247), megerdsitve ezzel munkacsoportunk korabbi vizsgalatait,
melynek soran e szervmintakban PV jelenlétét mutattuk ki molekularis bioldgiai modszerek
segitségével Magyarorszagon. Igy rendszerink nem csak virusizolatumon, hanem
szervmintdkon is alkalmazhat6. Ezen felil minden torzset sikerrel tenyésztettiink TH-1

76



sejttenyészetben és hasonld CPE hatast is detektalhattunk, mint a sejtek lekerekedése. Mindezen
eredmények alapjan ezek a tekn6s eredetii PV-k egyazon nemzetségbe, a Torchivirus nemzetség
tagjai koz¢ tartozhatnak. A VP4, leader peptid és 3D szekvenciak magas as és nt hasonlosagi
értékekkel rendelkeznek egymashoz viszonyitva. A Rafivirus nemzetség is tartalmaz teknds
eredetli picornavirusokat, azonban a nt €s as azonossag értékei messze alulmaradnak az altalunk
izolalt torzsek értékeitdl.

A diagnosztikai PCR rendszer fejlesztése soran kapott szekvenciakbol készitett
filogenetikai torzsfak mindegyikén (Leader peptid, VP4, 3D régiok) két f6 leszarmazasi vonalat
egyes leszdrmazasi vonalak, a torzsfak topoldgiaja €s az izoldlas helyszine kozott. A vizsgalt
PV torzsek harom kiilonb6z6 eurdpai orszagbol szarmaznak (Németorszag, Magyarorszag és
Olaszorszag), ezek koziil az egyik 4g németorszagi, mig a masik ag vegyes eredetii torzseket
tartalmaz. Tovabba mindkét agon talalhatunk kozel azonos szekvenciaju teknds PV torzseket
is. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy PV torzseink genetikai kapcsolatai és a
foldrajzi elhelyezkedés kozott nincs Osszefiiggés. Azonban egy Eurdpat szélesebb korben lefedd
vizsgalat kozelebb hozhatna minket egy biztosabb alapokon all6 konklizid levonasara.

A virusizolalas szovettenyészeten hatékony modja a PV-k kimutatasanak, sok esetben
diagnosztikai célra is alkalmazzak. A virusizolalas szdmos eldnnyel rendelkezik, mint a virus
elszaporitdsa (igy a virus mennyisége nem limitdlja a vizsgalatokat), megfigyelhetd a citopatias
hatas, esetlegesen kimutathaté egy masik virdlis patogén is a mintdbol. Azonban tobb
nehézségbe is litkozhetiink a PV-k kimutatdsa kapcsan. Az enterovirusok példaul genetikailag
diverz csoportot alkotnak, egyetlen sejtvonal nem alkalmazhat6 sikerrel az egyes szerotipusok
szaporitasara, igy tobbféle sejtvonal egyidejli alkalmazasa lenne sziikséges (Prim et al., 2013).
A nem megfelel6 mintatarolas is ronthatja a virusizolalas hatékonysagat, mely fals negativ
eredményhez vezethet, tovabba idéigényes, mig a virus megfeleléen el tud szaporodni a
sejttenyészeten.

Annak ellenére, hogy teknds PV fertdzést gyakran diagnosztizalnak tekndsdkben, a virus
jelenléte €s az elvaltozasok kozotti sszefiiggést eddigi ismereteink szerint nem vizsgaltdk. Az
altalunk vizsgalt tekn6sok kloaka- és szajtampon mintaibol detektalt PV o6rokitdanyag arra
utalhat, hogy a PV fert6zés hosszabb lappangasi id6vel rendelkezik, illetve a tiinetek
megjelenése eldtt a fertdzott allatok képesek liriteni a virust, vagy tiinetmentesek maradhatnak
a fertdzés fennallasa alatt. fgy észrevétleniil megfertdzhetnek egész gytijteményeket,
populéciodkat, tekintve, hogy a tekndsoket altalaban csoportosan tartjak. Addig, mig kideriil a
ToPV-k pontos koroktani szerepe, fontos, hogy 1) egyed vasarlasa esetén karanténozzuk az
allatokat és az altalunk fejlesztett diagnosztikai RT-PCR rendszer segitségével gyorsan és
koltséghatékonyan azonositsuk az esetleges PV fertdzést. Virusizolalassal is megerdsithetjiik a
diagnozist, a két modszer egylittes alkalmazasa biztos diagndzist nyujthat a teknds allapotarol.

A hiillék nemzetkozi keresekedelme igen intenziv az egyre nagyobb népszertiségnek
orvendd hiillétartds miatt. Mindhdrom vizsgéalt virus esetén kiemelkedd fontossagli a
kereskedelem, hiszen az egyes virustorzsek terjedése akar nagy foldrajzi tavolsagokba is
lehetséges. A hiillok, mint hazi kedvencek irant megndvekedett igény adhat okot illegalis
tenyészetek kialakulasdhoz, melyekben ellendrizetlen koriilmények kozott tartjak az allatokat,
igy utat engedve betegségek terjedésének. Ezekhez hozzajarulhatnak a nem megfeleld szallitasi,
esetlegesen csempészési kortiilmények is, mely rossz fizikai allapotot eredményez, a korokozdk
terjedésének Sszabad utat biztositva. Nagyon fontos lenne a megfeleld higiénés allapotok
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betartasa, 1) allatok vasarldsa esetén karantén bevezetése a meglévd allomanyok védelme
érdekében.

Az éltalam vizsgalt kérokozok kozds sajatsdga az RNS oOrokitd anyag és a veliik
kapcsolatos megvalaszolatlan kérdések sora. Csupéan reptarénavirusok esetén bizonyitottak a
virus koroktani szerepét a BIBD-ben, reo-és picornavirusok esetében ennek felderitése még
véarat magara. Ezek megvalaszoldsdhoz kozelebb hoz minket a virusok genomszekvencidjanak
ismerete és vizsgalata, mely nélkiilozhetetlen a betegség koroktani és jarvanytani szerepének
tisztazasahoz, eredményes védekezés kialakitasahoz. A kereskedelem ellendrzése, a szallitasi és
tartasi koriilmények javitasa szintén fontos tényez6 lenne a korokozok visszaszoritasaban. Nem
utolsé sorban hatékony diagnosztikai rendszerek rutinszerti alkalmazasaval, mint a gyors és
érzékeny PCR-es vizsgalatok, a virusizoldldas a hiilloket ¢érintd6 megbetegedések is
visszaszorithatok lennének.
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6. Uj tudomanyos eredmények

Magyarorszagi vorosfarkt boa eredetli reptarénavirust mutattunk ki és meghataroztuk
kozel teljes genomszekvenciajat NGS-sel. A virustorzs szekvencidjanak filogenetikai
elemzésével elvégeztiik rendszertani besoroldsat. Ez az els6 magyarorszagi
reptarénavirus genomszekvencia.

Németorszagi bozotviperabol szarmazo 47/02-es RRV torzs teljes genomszekvenciajat
hataroztuk meg NGS ¢és Sanger szekvenalas segitségével. A kapott szekvencia
filogenetikai vizsgalatat is elvégeztiik. Ez az els6 teljes RRV genomszekvencia.

Magyarorszagi magangytijtoktél és kisallatkereskedésekbdl szarmazéd kiilonbozo
hiilléfajok RRV fertdzottségét vizsgaltuk. Részleges szekvenciaadatok segitségével
filogenetikai elemzéseket végeztiink, majd sikeresen izolaltunk hat RRV-t
szOvettenyészeten.

Teknos eredetli PV-t izoldltunk szdvettenyészeten, melynek teljes genomszekvenciajat
is meghataroztuk masik hat ToPV torzzsel egyetemben. A kapott szekvenciakat
elemeztiik, mely ravilagitott, hogy e torzsek egyéb PV-kkal csak mérsékelt hasonlosagot
mutatnak. Eredményeink fényében tettiink javaslatot az ICTV felé kiilonalld
nemzetségbe sorolasukra, mely a Torchivirus nevet kapta. A nemzetség tipusfaja a
14/04-es torzs lett Torchivirus A néven.

Teknds PV torzseink szekvenciainak felhasznalasaval diagnosztikai RT-PCR rendszert
fejlesztettiink ki, mely specifikusan képes kimutatni a Torchivirus nemzetség
képviseldinek orokitdanyagadt mind virusizolatumbol, mint szdvetmintabol, igy
diagnosztikai célokra is alkalmazhato.
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7. Osszefoglalas

7.1 Osszefoglalas

Munkank soran hiilloket fertdz6 RNS virusokkal foglalkoztunk. A hiill6tartés
napjainkban egyre nagyobb népszeriiségnek drvend szerte a vilagon, ennek ellenére a hiilloket
érintdé megbetegedések koroki hattere az esetek tulnyomd részében tisztazatlan marad. A
felderitett esetek kapcsan kevés szekvenciaadattal rendelkeziink, a virus genomszekvenciajabol
legtobbszor csak részleges informaciok allnak rendelkezésiinkre. Az 0j generacios szekvenalasi
technikdknak koszonhetden egyre tobb és tobb adat elérheté RNS virusok kapcsan, mely
segitségével atfogobb képet kaphatunk a hiillok €s a virusfertdzés koroktani dsszefliggésérol.

Magyarorszagi magangyijtotdl szarmazd, néstény vordsfarka boabol kimutatott
arénavirus kozel teljes genoszekvencidjat sikeriilt meghataroznunk NGS és Sanger szekvenalas
segitségével. A kapott szekvencidk elemzésének koszonhetéen megallapithattuk, hogy a
Coldvalley névre keresztelt virusunk a Reptarenavirus nemzetség tagja. Genomfelépitése
megegyezik a mammaréna-és reptarénavirusokra jellemzo, két szegmensre tagolodo,
szimplaszali RNS genommal, mely négy gént kodol. Tovabba a viralis gének kodolo régidinak
nukleotid és aminosav azonossagi értékei, valamint ezek alapjan késziilt maximum likelihood
filogenetikai fak topoldgiaja alapjan a Coldvalely virus a Rotterdam reptarenavirus faj
képviseldje.

Németorszagbol szarmazo bozotvipera (Atheris squamigera) eredetii hiillé orthoreovirus
(Reptilian orthoreovirus, RRV) izolatum teljes genomszekvencidjanak meghatarozasat
végeztiik el Ton Torrent 01 generacids €s Sanger szekvenalassal. A bozdtvipera reovirus az
orthoreovirusokéval megegyezd genomfelépitéssel rendelkezik, duplaszala RNS o6rokitdanyaga
tiz szegmensre tagolodik. A virus az Orthoreovirus nemzetség tovabbi fajaival 6sszehasonlitva
a teknds orthoreovirussal (Testudine orthoreovirus, TRV) mutatta a legmagasabb azonossagi
értékeket nukleotid €s aminosav szinten, melyet megerdsitettek a filogenetikai torzsfak
topologiai is. Ez az elsé teljes RRV genomszekvencia. Magyarorszagi magangyijtoktol és
kisallat kereskedésekbdl szarmazé, 20 hiilléfaj 111 egyedét sziirtik RRV fertdzésre. Ot
egyedben tudtuk kimutatni a virust RT-PCR-es vizsgalattal, mely a konzervalt RNS-fiiggé RNS
polimeraz gén 245 bazispar hosszsagu szakaszat erdsitette fel. Virusizolalassal a pozitiv
mintakbol és egy negativ mintabdl tudtunk virust tenyészteni VH 2 szdvettenyészeten és az
orthoreovirusokra jellemz6 citopatogén hatast, oOrdissejtek képzodését figyeltink meg. A
kimutatott virusok Sanger szekvenalasaval megallapithattuk, hogy az RRV faj képviseldi kozé
tartoznak.

Szarazfoldi tekndsokbdl szarmazd hét teknds eredetii picornavirus (ToPV) izolatum
kozel teljes genomszekvenciajat hataroztuk meg 1) generacids és Sanger szekvenalas
segitségével. Az izolatumok Németorszagbol és Magyarorszagrol szarmaznak. A Kapott
szekvencidk a PV-ra jellemzd genomszervezddéssel rendelkeznek, szimplaszala RNS
genomjuk egyetlen poliproteint kodol, melybdl proteolitikus hasitasok révén alakulnak ki a
viralis fehérjék. A genom egyes régidinak vizsgélata csupan mérsékelt azonossagi értékeket
mutatott a Picornaviridae csalad tovabbi €s a szintén tekndsbdl kimutatott Rafivirus nemzetség
reprezentativ képviselSivel. igy megallapitottuk, hogy az altalunk kimutatott teknds PV torzsek
kiilonallo nemzetséget alkotnak, mely a Torchivirus nevet kapta. A 14/04-es torzsiink a
Torchivirus A faj tipusfaja. Felhasznalva az 0j generacios szekvenalas soran kapott ToPV teljes
genomszekvencidkat, specifikusan ToPV  ordkitdanyag kimutatdsara alkalmazhat6
diagnosztikai RT-PCR rendszert fejlesztettiink ki. A primerparok tesztelése soran kettd
bizonyult hatékonynak az altalunk izolalt virusizolatumokon és teknds szervmintakon egyarant.
A kapott PCR termékek szekvenalasat is elvégeztiik.
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Az éltalunk vizsgalt virusok koziil csupan reptarénavirusok esetén nyert igazolast a boa
sejtzarvanyos betegségben betoltott koroktani szerepe, reo- €s picornavirus esetén ez jelenleg
nem bizonyitott. A virusok teljes genomszekvenciajanak elemzése kézelebb hozhat minket ezen
Osszefiiggés feltarasdhoz, valamint eredményes védekezés kialakitdsahoz ¢€s a virusok
filogenetikai kapcsolatainak feltarasahoz is.
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7.2 Summary

Our work has focused on RNA virus infections in reptiles. Exotic animal keeping
become more and more popular in the world, our knowledge about viruses of reptiles is scanty.
In the absent of sufficient data, diagnosis of these viruses is difficult, therefore, in most cases,
the pathogenic background of infectious diseases of reptiles remains unclear. Next-generation
sequencing methods can provide opportunity to collect complete genomic sequence data of the
circulating virus strains, broadening our knowledge about genetic diversity, etiological role and
phylogenetic relationships of the viruses causing infections.

We determined almost complete genome sequence of an arenavirus detected in a female
red-tailed boa (Boa constrictor) that had succumbed in a private collection in Hungary. We used
a combination of next-generation sequencing and Sanger sequencing methods. Based on the
analysis of the obtained sequence data, the virus, tentatively named Coldvalley virus, seemed to
belongs to the Reptarenavirus genus of the Arenaviridae family. This classification was
confirmed by the genome structure (bisegmented, single-stranded RNA) characteristic of the
genera Mammarenavirus and Reptarenavirus. The pairwise comparison of the nucleotide and
amino acid sequences, as well as the topology of the maximum likelihood phylogenetic trees,
suggested that the newly-characterised Coldvalley virus can be classified into the species
Rotterdam reptarenavirus.

We sequenced the the first whole genome of a Reptilian orthoreovirus strain isolated
from a green bushviper (Atheris squamigera) with the combination of next-generation and
Sanger sequencing. The bush viper reovirus shared several features with other orthoreoviruses,
including its genome organization (double-stranded RNA genom divided into ten segments). In
phylogenetic analysis, this reovirus strain was monophyletic and showed the highest nucleotide
and amino acid identitiy values with Testudine orthoreovirus.

111 tissue samples from 20 exotic reptile species were collected from pet shops and
private collectors in Hungary. Applying RT-PCR amplification of a short, 245 nt long sequence
of the orthoreovirus RdRp gene five positive samples were found. Reoviruses were isolated from
all the RT-PCR positive and one negative (2013/KP3) samples on VH 2 cell line and observed
syncytia formation characteristic of orthoreoviruses. Based on Sanger sequencing, the detected
viruses belong to the Reptilian orthoreovirus species.

Applying the combination of next-generation and Sanger sequencing we obtained the
nearly complete genome sequence of seven picornavirus strains from different terrestrial
tortoise species. The isolates were of German and Hungarian origin. The genome organization
of the strains proved to be similar and displayed a typical picornavirus layout (a single stranding
RNA genom encodes a single polyprotein wich is co- and post-translationally processed into
mature viral polypeptides). The polyprotein and each regions showed low similarity to those of
other picornaviruses, even to the members of Rafivirus genus. These results suggest that these
tortoise picornaviruses belong to a distinct species in a separate genus in the family
Picornaviridae, called Torchivirus A.

We developed a diagnostic RT-PCR system for rapid and specific detection of
Torchivirus genus based on the identified seven tortoise picornavirus strain genome sequences.
Two primer sets proved to be effective on both virus isolates and organ samples. We also
sequnced the PCR products.

The etiological role of the investigated viruses is proven only in reptarenaviruses in boid
inclusion body disease whereas in the case of tortoise picornaviruses and reptilian
orthoreoviruses is unclear. Analysis of the whole genome sequence may bring us closer to
unreveal this relationship as well as developing effective protection and reveal the phylogenetic
relationship of these viruses.
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M2. Mellékletek

1. tablazat. A diagnosztikai célu RT-PCR rendszer fejlesztéséhez felhasznalt mintak eredete és kortorténetiik.

Torzs Gazdafaj Minta Orszag Kortorténet
659/00 Testudo hermanni nyelv - Herpeszvirus PCR pozitiv.
2041/00 Testudo horsfieldi - - Herpeszvirust talaltak a tartd csoportjaban.
5/03 Pyxis arachnoides tiido - Giessen/Hetzel (2401/02)-t61 szarmazik.
26/1-2/03 Testudo marginata phariengedlis tampon Olaszorszag Indiai csillagteknds keriilt a csoportba, ezt kdvetSen elhullott.
31/03 Testudo hermanni nyelv Németorszag Giessen/Hetzel (786/03)-t61 szaramzik.
2/4/04 Ismeretlen teknésfaj - Németorszag Hirtelen elhullas. Boncolas soran kovér maj, diffiiz vakuolaris hepatocellularis zsirszovet degeneracio.
5/04 Testudo graeca - Németorszag Mycoplasma agassizii PCR pozitiv.
14/04 Testudo hermanni klodka tampon Németorszag -
15/04 Testudo graeca nyelv Németorszag 8 egyedbdl 4 tamponmintaja pozitiv. Klinikailag eg’észsége’s allatok, de mi'utén eladtak 6ket, 4j helytikon
elpusztultak. Herpesz-és ranavirus PCR negativ.
16/04 Testudo herrr_1anni ) Németorszig A gylijteménybe érkezés uté.tyl egy f':vvel hirtelefl puszturlt el, pancél puhulés, aszcites, tiidészovet
boettgeri keményedés. Herpesz-és ranavirus PCR negativ.
17/04 Testudo hermanni , . , Pancél felpuhulas, vese vilagos, széteso szerkezetli. Virus izolalva a veséb6l, vékonybélbol, szivbol,
boettgeri sziv Németorszig 1iid8bol és nyelvbol.
9/05 Centrochelys sulcata szajtampon Olaszorszag Herpeszvirus PCR negativ.
25/09 Testudo marginata - Németorszag Klinikailag egészséges.
19/10 Testudo horsfieldii nyelv tampon Németorszag Piros, puha pancél, sarga plakkok a szajliregben. Herpesz-és ranavirus PCR negativ.
124/1-2-4- e . . , S I . . .
5-6-7/10 Testudo graeca oralis és klodka tampon Németorszag Klinikailag egészséges. Herpesz-és ranavirus PCR negativ.
36/10 Testudo marginata oralis és klodka tampon Németorszag Gasztritisz, obstipacid. A partner éllat elhullasa uriirgl 2fzi:lornavirus PCR pozitiv, herpesz-és ranavirus PCR
144/10 Testudo graeca oralis tampon Olaszorszag Konjunktivitisz és glosszitisz.
130/12 Stigmochelys pardalis fej Olaszorszag Herpesz-, rana- és adenovirus PCR pozitiv.
2013/T4 Testudo hermanni belsé szervek Magyarorszag Szamos tekndssel egyetemben fiatalon elpusztult a kisallatkereskedésben.
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M2.1 Az abrak jegyzéke

1. abra. Az Arenaviridae csalad képviselonek RNS-fligg6 RNS polimeraz génjének
szekvenciaja alapjan késziilt maximum-likelihood filogenetikai torzsfa; jol elkiilonithetdek az
egyes nemzetségek: Antennavirus nemzetség (kék pont), Hartmanivirus nemzetség (z6ld pont),
Mammarenavirus nemzetség (piros pont), Reptarenavirus nemzetség (sarga pont). A fa LG+G
modellel késziilt, 1000-es bootstrap értékkel (Radoshitzky et al., 2019). .......cccevviviiiiiiiniinnns 11

2. abra. University of Helsinki virus (UHV) krioelektronmikroszkopos (A) és negativ festéses
elektronmikroszkopos (B) felvétele (Radoshitzky et al., 2019).......ccccvvvviiiiiiiiiiiii e, 12

3. abra. Az Arenaviridae csalad genomszervezodésének sematikus abraja a négy nemzetség és
a Hubei myriapoda virus 5 esetén (Bunyavirales: Mypoviridae) (Radoshitzky et al., 2019
alapjan). A téglalapok ¢és nyilak az egyes fehérjéket kodold géneket jeldlik, csillaggal a
hipotetikus fehérjék jeloltek. RARp — RNS-fiigg RNS polimeraz, GPC — glikoprotein prekurzor,
NP — nukleoprotein, Z — cink-kotd matrix feherje. ........ooooviiiiiiiiiiiiiice e 13

4. abra. Tigrispiton (Python molurus) agy metszet (Hematoxilin és eozin festés). A nyilak
jelolik a citoplazma zarvanyokat (Chang and Jacobson, 2007). .......cccevverviriiiiiinnieeniee e 15

5. abra. University of Helsinki (UHV) virussal fert6zott boa vese sejtek (B) és UHV-val
fertdzott Vero E6 sejtek (D) ultrastrukturaja. A zarvanyok a boa vese sejtek citoplazmajaban
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6. abra. Az Orthoreovirus nemzetségbe tartozo tiz virusfaj RNS-fliggé RNS polimeraz
génjének nukleotidszekvenciajan alapulo filogenetikai torzsfa (MEGAX program, Tamura 3
szubsztitiicidos modell, 1000 bootstrap érték). A szinek az egyes fajokat jeldlik: vilagoszold —
madar orthreovirus, vilagos kék — hal orthoreovirus, s6tétzold — hiillé orthoreovirus, rdézsaszin
— teknds orthoreovirus, sziirke — Mahlapitsi orthoreovirus, sotétkék — Broome orthoreovirus,

narancssarga — pavian orthoreovirus, piros — emlds orthoreovirus, barna — vadmadar
orthoreovirus, sarga — denevér orthoreovirus. Az egyes fekete szimbolumok a virusfaj
gazdaspektrumat JEIOLIK. .........ccoviiiiiiiii 18

7. abra. A reovirus virion morfologidja. A kiilonbozd szinll alegységek kiilonbozd fehérjéket
jeldlnek: A1 (piros) a virion méretének €s szimmetriajanak meghatarozoja; 62 (sarga) stabilizalja
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cA. A virionon beliil taldlhaté a harom nagy (L), harom kozepes (M) és négy kisméretii (S)
genomszegmens (Gummersheimer et al, 2021). .......cccouviiriiieiiie e, 21
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13. abra. Mor teknds (Testudo graeca) pancél struktraja kontroll (a) és picornavirussal
fertdzott egyed (b) esetében (Paries et al., 2019). ...ocooiiiiiiiiiiiiii e 28

14. abra. Az Arenaviridae csalad reprezentativ képviseléinek RNS-fiiggé RNS polimeraz gén
(A) ¢és nukleoprotein gén (B) kdodold szakaszai alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A fa
maximume-likelihood modszerrel késziilt, 1000 bootstrap ismétléssel, a MEGAX program altal
javasolt legmegfelelébb modell segitségével (RARp — GTR+G+l; NP — GTR+G+l).
Roviditések: CASV — California Academy of Science virus, UGV — University of Giessen virus,
TSMV — Tavallinen suomalainen mies virus, GOGV — Golden Gate virus, UHV — University
OF HEISINKI VITUS. ..o 42
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Golden reptarenavirus, kék — Ordinary reptarenavirus, sziirke — Giessen reptarenavirus. A
szines korok az ICTV altal besorolt torzseket jeldlik, a Coldvalley reptarénavirus élére allitott
fekete négyzettel jelolt. A fa 1000 bootstrap ismétléssel, a MEGAX program altal javasolt
megfelelé modell (T92; Tamura-3) segitségével. Roviditések: KMHV — Kuka mitae haeh virus;
KaBV — Kaltenbach virus; KePV — Keijut pohjoismaissa virus; SVaV — Suria Vanera virus;
HKYV — Hans Kompis virus; ABV — Auroroa borealis virus; BSV — Bis spoeter virus; FStV —
Frankfurter Strasse virus; PAV — Porto Alegre virus; SauV — Saudades virus; GauV — Gaucho
virus; ArBV — Aramboia boa virus; ArSV — Arabuta snake virus; UGV — University of Giessen
virus; UHV — University of Helsinki virus; CASV — California Academy of Science virus;
GOGYV - Golden Gate virus; HKV — Hans Kompis virus; TSMV — Tavallinen suomalainen mies
174 LU RPSPPR 45

16. abra. SDT alapu paronkénti nukleotid szekvencia Osszehasonlitdson alapulé édbra. A
reptarénavirusok GenBank-ban fellelhetd képviseldi koziil a Coldvalley reptarénavirussal
magasabb azonossagi értékeket mutatd torzsetek vetettiik 6ssze. Az abra SDT1.2 szoftverrel
késziilt. (A) RNS-fiiggd RNS polimeraz gén nukleotid szekvencia alapjan, (B) Z gén nukleotid
szekvencidja alapjan, (C) NP gén nukleotid szekvencia alapjan késziilt. .............ccceviiiinnnnnn. 47

17. abra. A 47/02-es virustorzzsel fertézott VH 2 sejtek. 1. 24 oraval a fert6zés utan; II. 48
oraval a fert6zés utan; II1. 72 oraval a fert6zés utan; IV. VH 2 sejtek negativ kontroll). ......... 48

18. abra. A bozotvipera reovirus RNS-ének eziistfestéssel elohivott poliakrilamid
gélelektroforetikus képe. Jol lathatdo az orthoreovirusokra jellemzé RNS genom
SZEEMENTAITSAZA. .....eviiiee et 49

19. abra. Az orthoreovirusok policisztronos S genomszegmense. A téglalapba irt szdmok az
ORF-ek els6 és utolsdé nukleotidjait jelzik, a homoldg fehérjék azonos szinnel jeloltek. A
téglalapban lathato az adott ORF altal kodolt fehérje. BroV, BRV és MAHLYV esetén nincs oC.
Roviditések: ARV — madar orthoreovirus, BRV —pavian orthoreovirus, MAHLV — Mabhlapitsi
orthoreovirus, MRV — eml6s orthoreovirus, NBV — denevér orthoreovirus, PRV — hal
orthoreovirus, RRV — hiill6 orthoreovirus, NeARV — vadmadar orthoreovirus, TRV — teknds
orthoreovirus, BrRV — Broome orthoreovirus. A GenBank-i azonositok a kovetkezok: ARV —
KF741762, BRV — NC015885, BrRV — NC014245, MAHLV - KU198621, MRV — REOSI1A,
NBV - AF218360, PRV — MH229785, NeARV — HM222974, TRV — KT696553, Piton
TEOVITUS = AY 238887 . ... ettt e ettt e e e ettt e e e s st b e e e e s et aeeeeebbeeeessbbeeeenans 51

20. abra. Az orthoreovirus fajok reprezentativ képviseldinek, a megfeleld genomszegmensek
kodolo szekvenciaibol, kodon alapt illesztéssel készitett gyokér nélkiili torzsfai. A filogenetikai
fak maximum-likelihood modszerrel késziiltek a MEGAX programban az egyes génekre
legjobban illeszked6 modell alapjan, mely minden gén esetében egyedileg keriilt kiszamolasra.
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Megbizhatosagukat 500 ismétléssel végeztiik bootstrap analizissel. BroV, BRV ¢s MAHLV
esetén nincs oC. Roviditések: ARV — madar orthoreovirus, BRV — pavian orthoreovirus,
MAHLV — Mahlapitsi orthoreovirus, MRV — emlds orthoreovirus, NBV — denevér
orthoreovirus, PRV — hal orthoreovirus, RRV — hiill6 orthoreovirus, NeARV — vadmadar
orthoreovirus, TRV —teknds orthoreovirus, BrRV — Broome orthoreovirus. A 47/02 bozo6tvipera
reovirus sarkdra allitott négyzettel JElOIt. ........coovviiiiiiiiiii 53

21. abra. Az Orthoreovirus nemzetség reprezentativ képviseléinek RNS-fiiggd RNS polimeraz
génjének 245 bp hosszusagu szakasza alapjan készitett torzsfa rekonstrukcid. A torzsfa
maximum likelihood modszerrel késziilt MEGAG6 programmal (500 bootstrap értékkel, modell:
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fekete négyzettel jeloltek: 2013/67, 2013/KP1, 2013/KP3 — Kiralypiton (Python regius);
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denevér orthoreovirus, PRV — hal orthoreovirus, RRV — hiill6 orthoreovirus, NeARV —
vadmadar orthoreovirus, TRV — teknds orthoreovirus (pirossal), BrRV — Broome orthoreovirus.
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28. abra. RT-PCR termékek gélelektroforetikus képe 5/03-es picornavirus torzs izolatumanak
higitasa esetén, a Pic-gen-FOR1 és REV1 (A), valamint a Pic-gen FOR2 és REV2 primer szettet
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orthoreovirus; NBV — denevér orthoreovirus; NeARV — vadmadar orthoreovirus; PRV — hal
orthroeovirus; RRV — hiill6 orthoreovirus; TRV — teknds orthoreovirus. ..........cccceeevivereennnee. 50
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HM222980 — SSRV NeARV, KF692090 — TVAT NeARV, KF741757 — S1133 ARV,
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orthoreovirus, NBV — denevér orthoreovirus, PRV — hal orthoreovirus, RRV - hiillé
orthoreovirus, NeARV — vadmadar orthoreovirus, TRV —teknds orthoreovirus, BrRV — Broome
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Elsoként szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Farkas Szilvianak, hogy
lehetdséget biztositott doktori munkdm végzéséhez, bevezetett a labormunka és a virusok
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a dolgozat. Koszonettel tartozom belsd témavezetdmnek, Dr. Nagy Szabolcs Tamasnak
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munkéban, akar a maganéletben is szamithatok tAmogatasukra.

Halasan koszonom a csaladomnak, hogy céljaim elérése soran mindig részesiilhettem
tamogatasukban ¢és igyekeztek nyugodt, harmonikus hatteret biztositani szamomra. Kdszondm
férjemnek, hogy mindig az aktualis helyzetnek megfelelden nyujtott segitséget a doktori munka
soran, ha kellett batoritott, ha kellett megnevettetett. Kdszonet illeti barataimat, akiktdl az évek
soran rengeteg biztatast kaptam és végre megértiik ezt a pillanatot is.

A munka anyagai feltételeit a Dr. Banyai Krisztian altal elnyert Lendiilet palyazat,
valamint a Dr. Farkas Szilvia alltal elnyert OTKA PD K108727 palyazat biztositotta.
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