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1. A munka elé6zményei, célkitiizések

Az utébbi évtizedekben a hiillétartds egyre nagyobb népszertiségnek
orvend az egzotikus allattartok korében, ezzel parhuzamosan ndévekszik az
igény a hiillokben gyakran halalos kimenetelii betegséget okozd virusok
kimutatasara és megismerésére. A hiilldket érintd virusfertézések esetében a
koroktani hattér tObbnyire tisztazatlan marad, valamint a virusok
diagnosztikdja sem megfeleld, igy a hatékony kezelés és megeldzés
nehézségekbe iitkozik. Az ujgeneracids szekvendlasi technikdk széleskort
elterjedése lehetéséget nyujt az egyes virustdrzsek teljes genomszekvencia
adatainak megismerésére, mellyel jobban feltérképezhetd a virusok genetikai
diverzitdsa ¢és leszarmazasi kapcsolataik, valamint hozz4jarulhat a
diagnosztikai modszerek és megel6z6 vakcinak fejlesztéséhez is. Munkank
soran hiilléket érinté RNS virusfertézésekkel foglalkoztunk, ezen beliil is

arénavirusokra, orthoreovirusokra €s picornavirusokra dsszpontositottunk.

A Bunyavirales rendbe sorolt Arenaviridae csalad négy nemzetséget
foglal magaba, ezek koziil kett6, a Hartmanivirus ¢és Reptarenavirus
nemzetség képviseldi fertdznek hiilldket. A munkank szempontjabol fontos
Reptarenavirus nemzetség tagjai szimplaszaldt RNS orokitéanyaggal
rendelkeznek, mely két szegmensre tagolodik (nincs valami neve ezeknek a
szegmenseknek? esetleg ide lehetne irni zarojelben). Jelenleg 6t fajt sorol a
Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) a nemzetségbe: California-,
Golden-, Giessen-, Ordinary- ¢és Rotterdam reptarenavirus. A
reptarénavirusok a boa sejtzarvanyos betegség (BIBD) korokozoi, a betegség
valtozatos tiinetekkel jelentkezik, nevét jellegzetes szovettani képérdl kapta: a
fertozott sejtek citoplazmdjadban eozinofil zarvanyok lathatok. A BIBD
boakban és pitonokban eltéré korlefolyast, am kozos jellemzo a kigyok
sovanysaga ¢és a kozponti idegrendszeri tiinetek. Mig bodkban ismertek

tiinetmentes hordozok, pitonokban a betegség sulyosabb lefolydsu. Szamos
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kigyofajban irtak le BIBD-t és mutattak ki reptarénavirust, az esetek tobbsége

mégis vorosfarka boakbol (Boa constrictor) ismert.

Az Orthoreovirus nemzetség a Reoviridae csalad egyik legnagyobb
fajszammal rendelkez6 csoportja. Duplaszalit RNS (dsRNS) oérokitéanyaguk
tiz genomszegmensre tagolodik, mely kétrétegi, burok nélkiili kapszidban
talalhato. A hiilldk reovirusait szdmos esetben kimutattdk mar kiilonb6z6
pikkelyes és pancélos hiilléfajokbdl, 1égzdszervi és kdzponti idegrendszeri
tiinetekkel kapcsolatosan, bar koroktani szerepiik jelenleg is tisztdzasra var.
Jelenleg tiz orthoreovirus faj tartozik a nemzetségbe, ezek koziil a pikkelyes

hiill6kbdl izolalt reovirusok a hiill orthoreovirus (RRV) fajba tartoznak.

A Picornaviridae csalad kisméretii, gerinceseket fert6z6, szimplaszalu
RNS genommal rendelkez6 virusokat foglal magaba, mely jelenleg 65
nemzetséget tartalmaz. Szamos tekndsfajbol mutattak ki picornavirusokat
altalaban egyéb korokozokkal tarsfertézésben. Az esetek tobbségében fiatal
allatok érintettek, legjellegzetesebb tlinet a pancél felpuhulasa, de tiinetmentes
hordozok is ismertek, tehat a teknds picornavirusok pontos koéroktani szerepe
is tisztazasra szorul. A tekn6sokbdl kimutatott picornavirusokat a Rafivirus és

Torchivirus nemzetségbe soroljuk.

Céljaink kozott szerepelt:

e Hiilld eredetii arénavirus teljes genomszekvencidjanak meghatarozésa és
elemzése, valamint rendszertani besorolasa.

e Hiillobdl szarmazd reovirus teljes genomszekvencidjanak meghatarozésa
és elemzése.

e A hill6 orthoreovirus fertézottség gyakorisaganak felmérése, a
kimutatott virusok teljes vagy részleges genomszekvencidinak

meghatarozasa, a hiilld orthoreovirusok genetikai diverzitasanak
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pontosabb megismerése, ¢és egy magyarorszagi torzsgyljtemény
létrehozasa.

Szarazfoldi tekndsokbdl szarmazo picornavirusok izoldldsa, tovabba a
kimutatott virusok teljes genomszekvencidjanak meghatdrozasa ¢és
elemzése.

Teknds eredetli picornavirusok kimutatasara alkalmas szlrdvizsgalat

kifejlesztése.



1. Anyagok és modszerek

Vizsgalt mintdink eredete

Hiillé eredetli arénavirus vizsgalatdhoz fogsdgban sziiletett, ndstény

vorosfarkil boa (Boa constrictor) boncolésa soran gytjtottiink szervmintakat.

Hiill6 orthoreovirus teljes genomszekvencidjanak meghatarozasat egy
Németorszagban izolalt bozotvipera (Atheris squamigera) eredetli reovirus
torzson (47/02) kiséreltik meg. Az RRV fertdzottség gyakorisdganak
felméréséhez pedig kisallatkereskedésekbdl és hobbi allattartoktol szdrmazéd

elhullott allatokbol (n=111) szarmaz6 szervkeverékeket dolgoztunk fel.

Teknds eredetii picornavirusokkal végzett vizsgalatainkhoz németorszagi
egylittmiikodd partneriink hat torzset bocsatott rendelkezésiinkre: a 124/10,
144/10, 5/04 mor teknés (Testudo graeca), a 9/05 sarkantyus teknds
(Geochelone sulcata), az 5/03 k6zonséges pokteknds (Pyxis arachnoides) és a
14/04  gorog teknds  (Testudo hermanni) eredeti. Egy torzset
laboratoriumunkban izolaltunk 2014-ben mor tekndsbol (2013/T4).

A mintak feldolgozdsahoz hasznalt molekuldris biologiai modszerek

A rendelkezésre 4ll6 szervkeverékekbdl TRI reagens segitségével
izolaltunk nukleinsavat, majd az aréna-, orthoreo- és picornavirusok kimutatasa
széles spektrumll reverz-transzkripcidos polimeraz lancreakcid6 (RT-PCR)
rendszerrel tortént. A PCR termékeket agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik,
a megfeleld mérettartomanyban talalhaté termékeket gélkivondsos mddszerrel
tisztitottuk és Sanger szekvenalds segitségével hataroztuk meg a nukleinsav

sorrendjiiket.

Az Ujgeneracios  szekvenadlashoz  sejttenyészeten  felszaporitott
virusizolatumbdl TRI reagens segitségével izolaltunk nukleinsavat, majd az

RNS-r6l RT-PCR reakcioban, a 3’ végén randomizalt szakaszt tartalmazo
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FR26RV-N oligonukleotid hasznalataval készitettiink komplementer DNS
(cDNS) masolatot. A cDNS-t PCR segitségével sokszoroztuk fel az FR26RV-
N primerhez illeszkedd FR20RV primer hasznalatdval. A PCR termékeket
agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik, a 200-2000 bazispar (bp) kozotti
savban 1évé termékeket gélkivonassal tisztitottuk. Az igy amplifikalt és
tisztitott cDNS-bdl kdnyvtarkészités utan teljes genom szekvenalast végeztiink
IonTorrent PGM 1jgeneracios szekvenald platformon. A szegmensvégi
szekvencidk megerdsitése RNS ligalassal kombinalt modositott 5° és 3> RACE

modszer segitségével tortént.

Teknds eredetli picornavirusok specifikus kimutatasdhoz az jgeneracios
szekvenalas sordn meghatarozott teknds picornavirus genomszekvenciak
alapjan primereket terveztliink, majd ismert virustdrzseken, klinikai ¢és
patoldgiai mintakon teszteltiik dket. A specificitds ellendrzését ismert hiilld
eredetii orthoreo-, adeno-, irido-, rana-, herpesz- és paramyxovirus torzsén
végeztiink. Az érzékenység tesztelése teknds picornavirus eredetii

virusizolatumokbdl készitett higitasi sorokon tortént.

Virusizoldalas

Az RT-PCR-es szlrOvizsgdlat soran pozitivnak  bizonyulo
szervmintakbol kiséreltiink meg virust izolalni megfeleld szovettenyészeten: az
Oriaskigyod eredetli arénavirus esetétn VH 2 (ATCC CCL-140), hiillé
orthoreovirus esetén VH 2 és IgH-2 (ATCC CCL-108), teknés picornavirus
esetétn TH-1 (ATCC CCL50) sejtvonalat alkalmaztunk. Az egylittmikodd
partnereinktdl szarmazoé virusizoldtumokat is a fenti szdvettenyészeteken

tartottuk fent.

Bioinformatikai maodszerek

Az Ujgeneracids szekvenalds soran nyert adatokat CLC Genomics

Workbench szoftver segitségével dolgoztuk fel, a Sanger szekvenalasbol
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szarmazo elektroferogramok beolvasasa és szerkesztése pedig a BioEdit, illetve
a Geneious Prime szoftverekkel tortént. A kapott szekvenciak dsszeillesztése
az ujgeneracids szekvendlds eredményével a Geneious Prime mellett az
AliView szoftverek segitségével végeztiik el, majd GenBank adatbazisaban
BLASTN vagy BLASTP algoritmussal kerestiink homolog géneket. A kodon
alapu tobbszoros szekvencia illesztéseket Geneious Prime szoftverrel és a
TranslatorX online illesztdprogrammal végeztik el. A filogenetikai
elemzéseket, illetve a szekvencia azonossagi értékek szdmitasait a MEGAG,
illetve MEGAX szoftvercsomaggal készitettiik el. A filogenetikai fak
rekonstrukcidjahoz alkalmazott, legjobban illeszkedd szubsztitiicios modell
kivélasztasa a Bayesi kritériumrendszer alapjan tortént. A torzsfak készitése
maximum-likelihood moddszerrel tortént, megbizhatosagukat bootstrap
elemzéssel (500 vagy 1000) ellendriztik. A szekvencidk kozti atlagos
nukleinsav és aminosav tavolsagokat a p-distance modszerrel szamitottuk ki.
Teknds picornavirusok esetén a hipotetikus hasitasi helyeket NetPicoRNA

online programmal kerestiik.



2. Eredmények és azok megbeszélése
Oridskigyé eredetii arénavirus vizsgdlata

A reptarénavirusok glikoprotein génjének egy rovid szakaszara tervezett
altalanos primerek segitségével a voOrosfarki boa aldbbi szerveinek
homogenizatumaibol sikeriilt reptarénavirust kimutatnunk RT-PCR-es
szlirdvizsgalattal: petefészek tiisz6, nyeldcsd, vese, gerincveld, agy, gyomor,
vékonybél, maj és 1ép. A virust a kigyo tartasi helye alapjan Coldvalley-nak
neveztilk el. A virus izolaldsa sejttenyészeten sikertelen maradt a vizsgalt
szervek esetében tobbszori passzalas utan is. Irodalmi adatok alapjan
oriaskigyo eredetli arénavirus izolalasa valtozo sikerrel jart viperasziv €s egyéb,

hiillé és emlds eredetii szovettenyészeteken.

Ujgeneracios és Sanger  szekvenalas segitségével  maj
szervhomogenizatumbol hatdroztuk meg a kimutatott virus genomjanak 8755
nukleotid (nt) hosszisagu szakaszat. A kapott adatok alapjan a Coldvalley virus
genomja két szegmensre tagolodik: az L szegmens teljes szekvencidjat
meghataroztuk, mérete 6860 nt, mig az S szegmenst részlegesen, 1985 nt
hosszusagban tudtuk meghatarozni. Az L szegmens 5° nem-kodolo régidja
(UTR) 87, a 3’ UTR 47 bazis hosszisagl. A szegmensen két nyitott leolvasasi
keret (ORF) helyezkedik el: 5’ iranyban a 115 aminosavbol (as) allo Z fehérjét
kodold gén, 3’ iranyban a 2068 as-bol allo viralis RNS-fiiggd RNS polimeraz
(RARp) fehérjét kodold gén, koztik a 172 nt hossza intergénikus régio
talalhatd. Az S szegmens 5° vége ismeretlen, 3’ irdnyban az 584 as hosszusagu
nukleoprotein (NP) fehérje kodolt. A 3° UTR hossza 29 nt, az intergéikus régio
(IGR) 111  nt-ot sikeriilt meghataroznunk. A  Coldvalley virus
genomszervezOdése az L szegmensen megegyezik az Reptarenavirus
nemzetség tagjainak genomszervezddésével, ugyanez mondhatdo el az S

szegmens ismert szakaszardl is.



Az ICTV az arénavirusok rendszertani helyzetének meghatarozasara a
szekvenciak paronkénti 6sszehasonlitdsa alapjan ad ajanlast: két arénavirus egy
nemzetségbe sorolandd, ha S szegmens esetén 40%-ndl, L szegmens esetén
35%-nal magasabb nt azonossagi értékekkel rendelkeznek. A faji szintli
besorolasnal S szegmens esetén 80% nt szekvencia azonossagtol, L szegmens
esetén 76% feletti nt azonossagi értékeknél tekinthetiink két virust egyazon

fajba tartozonak. A NP fehérje as szekvencidja esetén ez az érték 88%.

Osszevetve a Coldvalley virus genomszekvencidit az Arenaviridae
csalad reprezentativ képviseldinek homolog génszakaszaival, legmagasabb
azonossagi értékeket a Reptarenavirus nemzetség tagjaival lathattunk (L
szegmens: 56,3-98,9,0% S szegmens: 65,4-98,7%). Tekintve, hogy az L
szegmensen - a Reptarenavirus nemzetség tagjaira jellemzéen - az RARp gén
mellett a Z fehérje kodold szakasza is megtaldlhatd, eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy a Coldvalley arénavirus a Reptarenavirus nemzetségbe

sorolando.

Az altalunk vizsgalt Coldvalley virus egyes szegmenseit, valamint az
RdRp, NP és Z fehérjéit kodold gének nt és as szekvenciaadatait egyenként
Osszehasonlitottuk a Reptarenavirus nemzetség mas képviseldinek GenBank-
ban fellelheté szekvenciaival. Minden esetben az University of Helsinki
virustorzsekkel kaptuk a legmagasabb azonossagi értékeket (L szegmens 98,8-
99,3% nt, S szegmens 98,9% nt; RdRp 99,3% nt, 99,5% as; NP 98,9% nt, 99,6%
as; Z 99,8% nt, 100% as), ezen belil is az UHV-3 virussal all szoros

rokonsagban.

A Rotterdam reptarenavirus faj két képviselgjével, az UHV-1-gyel
(KF297881, KR87011) és ROUTV-vel (KC508670, KC508669) osszevetve
szintén magas azonossagi értékeket kaptunk az RdRp (82,1-87,2% nt,
84,9-87,8% as) és NP géneket vizsgalva (77,6-98,5% nt, 85,0-98,9% as). A Z

gént Osszevetve mérsékeltebb azonossagi értékeket lathattunk (72%>). Az
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RdRp, Z, NP kodolod régiok alapjan készilt filogenetikai torzsfak eltérd
topologidja UHV-1, ROUTV, UHV-2 ¢és UHV-4 esetében is megerdsithet
potencialis, multbéli rekombinédciés eseményeket reptarénavirusok kozott,
mely jelenség ismert az UHV-1 és ROUTV esetében, mig a Coldvalley virus
¢s UHV-3 esetében ezt nem detektaltuk.

A harom gén kodold szakasza alapjan készitett filogenetikai torzsfak
vizsgalata — az azonossagi értékeken feliil — IS megerdsiti az altalunk vizsgalt
virus Rotterdam reptarenavirus fajba valo tartozast az UHV-3 torzzsel

egyetemben.

Hiillo orthoreovirusok vizsgalata

A bozotvipera reovirus szovettenyészeten vald elszaporitasa sordn az
orthoreovirusokra jellemzd sokmagvl Oridssejt képzéssel jard citopatogén
hatast figyeltink meg. A sikeres izolalds lehetdséget nyujtott a virus
orokitdanyaganak tovabbi vizsgalataira: PAGE rendszerben a reovirusok
esetében latottaknak megfelelé genomszegmens eloszlast mutatott, majd a
tisztitott nukleinsavbol a teljes genomszekvencia, osszesen 24043 nt
meghatdrozasra keriilt. A bozotvipera reovirus genomfelépitése az
orthoreovirusokra jellemzd sajatsdgokat mutatta. A tiz szegmensre tagolodo
dsRNS orokitdanyag méret szerint hdrom tartoméanyra oszlik, az egyes
szegmensek 3” UTR-e a konzervalt UCAUC pentanukleotid szekvenciat, az 5’
UTR pedig a GUUA/CUU szekvenciat tartalmazza, elobbi az Orthoreovirus
nemzetség, utobbi pedig valdsziniileg a hiilld orthoreovirus faj jellegzetessége.
Minden szegmens egyetlen fehérjét kodol, kivétel az S1 szegmens, mely

bicisztronos.

A jelenlegi rendszertan szerint egy fajhoz tartozik két orthoreovirus torzs,

ha koztik az azonossag nt szekvencia esetében >75%, core fehérje as
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szekvencia esetében >85%, illetve kiils kapszid fehérje as szekvencia esetében

>55%.

Osszehasonlitottuk a koédolo régiok nt és as szekvencidit az
Orthoreovirus nemzetséghez tartozoé fajok reprezentativ képvisel6inek
homolog szakaszaival is. Minden szegmens esetén a legmagasabb azonossagi
értékeket a teknds orthoreovirus fajjal (TRV) kaptuk (49,4-71,6% nt, 47,05-
82,32% as), azonban ezek az értékek alulmaradnak az ICTV altal javasolt
egyazon orthoreovirus fajba sorolas hatarértékeivel szemben. A GenBank-ban
fellelhet6 részleges RRV nukleotidszekvencia adatokkal &sszevetve a
bozotvipera reovirus nagyfoka hasonlosagot mutat (65-95% nt, 75-90% as). A
TRV-vel val6 kozeli rokoni kapcsolatot tdmasztja ala a filogenetikai torzsfak
topologiaja, valamint a bicisztronos genomszegmens felépitéseis: az Sl
szegmensiik kodolja a sejtkapcsolddasért felelés oC fehérjét, valamint a

sejtfuzios fehérjét (pl14).

A 47/02-es bozoétvipera reovirus az Orthoreovirus nemzetség RRV
fajanak képviseldje, tekintettel genomszervezddésére, azonossagi értékeire €és
a filogenetikai torzsfak elrendezddésére. Ezaltal sikeresen hataroztuk meg az

elsd teljes RRV genomszekvenciat is, melyet az ICTV tipustorzsnek jeldlt meg.

Vizsgalataink masik célja a kiilonféle egzotikus hiilléfajokban szaporodo
orthoreovirusok el6forduldsdnak felmérése és genetikai sokszinliségének
megismerése. Az orthoreovirusok RARp génjének egy rovid, koriilbeliil 245 nt
hosszusagu szakaszat felerésité RT-PCR-rel 20 hiill6faj 111 egyedének kevert
szervmintait vizsgalva 5 (4,5%) pozitiv mintat talaltunk, melyek kirdlypitonbol
(Python regius, n=2), zold leguanbol (lguana iguana, n=1), Schneider
szkinkbol (Eumeces schneideri, n=1) és egy azonositatlan kigyofajbol (n=1)
szarmaztak. Az Orthoreovirus nemzetség reprezentativ képviselGivel torténd
Osszehasonlitds sordn a legmagasabb azonossagi értékeket a bozodtvipera

reovirussal (78-96% nt, 86-100% as), valamint a TRV-vel (68-78% nt, 85-90%
12



as) lathattuk. A vizsgalt RRV torzsek részleges nt és as szekvenciai a GenBank-
ban fellelheté RRV torzsek homoldg szekvencidihoz viszonyitva nagyfoki
hasonldsagot mutatnak (71-100% nt, 88-100% as). As szinten ezek az értékek
beleesnek az egyazon fajba sorolas hatarértékébe (core fehérjéknél >85%), mig
nt szinten nem mindegyik torzs azonossagi €rtéke éri el a 75%-nél nagyobb
értéket. Viszont az RARp gén részleges szekvencidk alapjan készitett
filogenetikai fan valamennyi altalunk kimutatott reovirus torzs (2013/12,
2013/67, 643/47, 2013/KP1, 2013/KP3, 2013/54) egy monofiletikus agon
helyezkedett el, igy az RRV faj tagjanak bizonyult. Az RT-PCR eredményei
alapjan pozitiv mintakbol és a 2013/KP3-as mintabol az alkalmazott
sejtvonalakon minden esetben dridssejtképzé hatassal rendelkezé virusokat
sikeriilt izolalnunk. A 2013/KP1 szdmu torzs elektronmikroszkopos vizsgélata
soran a detektalt virusrészecskék az orthoreovirusokra jellemzd ikozaéderes

kapszid morfologiaval rendelkeztek.

Teknds picornavirusok vizsgalata

Ujgeneracios és Sanger szekvenalas segitségével hét, szarazfoldi teknds
fajbol szarmazoé picornavirus kozel teljes, 7065-7079 nt hosszl
genomszekvencidjat hataroztunk meg az 5 UTR kivételével. Ezek kozil hat
szarmazott németorszagi egylittmiikodd partneriinktél és egyet izolaltunk
laboratériumunkban.  Minden térzs a  picornavirusokra jellemzd
genomszervezOdéssel rendelkezik, genomjuk egyetlen poliproteint kodol, mely
viralis eredetll protedazok hasitdsai révén feldarabolodik, igy alakulnak ki az
érett viralis fehérjék. A szoftveresen becsiilt ORF-ek mérete 6651-6657 nt, az
5/03 torzs 2216 as, mig a tobbi torzs 2218 as hosszu poliproteint kodolt. A 3’
UTR teljes genomszekvenciajat meghataroztuk, ezek hossza 235-248 nt, mig

az 5’ végek esetében részleges szekvencia adatokat sikeriilt megismerniink.
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A Picornaviridae csalad reprezentativ képviseldivel Osszevetve az
altalunk meghatarozott teknds picornavirus torzsek genomszekvencidit
valtozatos értékeket kaptunk. A legmagasabb nt azonossagi értékeket a
genomra nézve Mosavirus A-val lathattuk (JF973687, 61,5-63,1%). A
poliprotein szekvenciait 6sszehasonlitva a legmagasabb azonossagi értékeket
nt szinten a Mischivirus nemzetség Mischivirus D faj képviseldjével
(KY512802, 68,1-71,7%), as szinten ezt az értéket a Mosavirus nemzetségbe
tartozO Mosavirus A faj torzsével (JF973687, 51,2-52,2%) lathattuk. A
Rafivirus nemzetség szintén teknds eredetii Rafivirus A fajanak (KJ415177)
teljes genomszekvencidjat Osszehasonlitva mérsékelt azonossagi értékeket
kaptunk (49,0-50,2%), a poliprotein as szekvenciaja mindossze 30,3-31,1%, a
nt szekvencia pedig 44,7-45,7% azonossagot mutatott az altalunk

meghatarozott teknds picornavirus torzsekkel dsszevetve.

A meghatarozott hét teknds picornavirus torzs  poliprotein
szekvenciainak egymassal torténd Osszehasonlitasa soran magas nt (81,2-
99,0%) és as (90,1-97,6%) azonossagi értékeket kaptunk. Szintén magas
értekeket lathatunk a kozel teljes genomok nt szekvencidit Osszevetve
(80,6-98,9%). A nt szekvencidinak Osszehasonlitasa 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%).

Egy nemzetségbe azokat a PV torzseket soroljuk, melyek képviseldi a
filogenetikai torzsfakon egyazon monofiletikus 4gon helyezkednek el, tovabba
ortolog fehérjéik kozott divergencia jellemzé (P15 esetén >66%, 2C"®, 3CP
és 3DP! fehérjék >64%). Jelenleg az ICTV ajanlasa alapjan két PV egy fajba
sorolando, ha P1, 2C, 3C ¢és 3D fehérjéik jelentOs as azonossagi értékekkel
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rendelkeznek, filogenetikai torzsfan monofiletikus elhelyezkedést mutatnak €s

a genomok elrendezddése megegyezik.

Osszehasonlitottuk teknds picornavirus torzseink P1, 2C, 3C és 3D
régidinak szekvenciait 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 soroljunk. A P1 és 3D régiok alapjan készitett filogenetikai
torzsfakon tekn6s picornavirus torzseink egy agon helyezkednek a Mosavirus

A mellett, mely szoros rokoni kapcsolatukra utalhat.

A fent ismertetett azonossagi értékek és torzsfak topologiaja alapjan az
altalunk vizsgalt teknGs picornavirus torzsek a Rafivirus nemzetség tagjaitol
tavol allnak, a Picornaviridae csaladon beliil kiilonallo egységet képeznek.
Ezen eredmények fényében tettlink javaslatot az ICTV felé teknds picornavirus
torzseink szamara kiilondlld6 nemzetség létrehozdsara, melyet elfogadtak, s
melynek a Torchivirus nevet adtak. Egyetlen faja a Torchivirus A, melynek
tipustorzse a 14/04 lett.

A Torchivirus nemzetség képviseldit gyorsan és specifikusan kimutato
diagnosztikai RT-PCR rendszert fejlesztettiink az altalunk meghatarozott hét
teknds picornavirus torzs genomszekvenciaja alapjan. A tervezetett primer
szettjeink tesztelésére 25 teknds picornavirus torzset szaporitottunk €16 allatok
tampon- ¢és elhullott egyedek szovetmintdibol, egészséges egyedekbdl csakugy,
mint tlineteket mutaté tekndsokbol. Minden eseteben hasonld citopatogén
hatast, a sejtek lekerekedését figyeltiik meg. Két primer szett bizonyult jol
alkalmazhatonak a klinikai és patologiai mintakon, valamint a virusizolatumon
valo tesztelés soran: a Leader peptid és VP4 régiokra tervezett Pic-gen-FOR-1
és Pic-gen-REV-1, valamint a 3DP° régiora tervezett Pic-gen-FOR-2 és Pic-
gen-REV-2. Minden izolatumbol, valamint klodka- ¢és szervmintakbol

picornavirus orokitéanyagot tudtunk kimutatni az altalunk tervezett primer
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szetteket alkalmaz6 RT-PCR rendszerrel. E torzsek nt és as szekvencia
azonossagi értékei nagyon magasnak bizonyultak egymassal dsszehasonlitva
mindharom gén esetében (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-gyel mérsékelt 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%). A szekvenciakat felhasznalva filogenetikai torzsfakat
készitettiink a leader peptid, a VP4 fehérjét kodolod teljes régio és a 3DP
struktarat lathatunk mindhérom fa esetében: két f6 leszarmazasi vonal kiiloniil
el, azonban nem taldltunk Osszefliggést az egyes leszarmazasi vonalak, a

torzstak topoldgiaja és az izolalas helyszine kozott.

A specificitas tesztelése hiilldkben ismert kérokozd képességli virusok
torzsein tortént, egyik virustorzs esetében sem kaptunk pozitiv eredményt RT-
PCR-rel. A szenzitivitas tesztelése pozitiv eredményt hozott, igy a mintdban

talalhato kis mennyiségli PV kimutatésara is sikerrel alkalmazhato.
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3. Uj tudomanyos eredmények

1. Magyarorszagi vorosfarka boa eredetli reptarénavirust mutattunk ki és
meghataroztuk kozel teljes genomszekvencidjat wjgeneracios szekvenalas
segitségével. A virustdrzs szekvencidjanak filogenetikai elemzésével
elvégeztiik rendszertani besoroldsat. Ez az elsé magyarorszagi reptarénavirus

genomszekvencia.

2. Elsoként hatdroztuk meg hiillé orthoreovirus torzs teljes
genomszekvenciajat, mely németorszagi bozotvipera eredeti 47/02-es RRV

torzs. A kapott szekvencia filogenetikai vizsgalatat is elvégeztiik.

3. Magyarorszagi magangyiijtoktol és kisallatkereskedésekbdl szarmazo
kiilonb6zé  hiillléfajok  RRV  fert6zottségét  vizsgaltuk.  Részleges
szekvenciaadatok segitségével filogenetikai elemzéseket végeztiink, majd

sikeresen izolaltunk hat RRV-t szovettenyészeten.

4, Teknds eredetli picornavirust izolaltunk szdvettenyészeten, melynek
teljes genomszekvencidjat is meghatdroztuk masik hat teknds eredetli
picornavirus torzzsel egyetemben. A kapott szekvencidkat elemeztiik, mely
ravilagitott, hogy ezen tdorzsek egyéb picornavirusokkal csak mérsékelt
hasonlésagot mutatnak. Eredményeink fényében tettiink javaslatot az ICTV
felé kiilonallo nemzetségbe sorolasukra, mely a Torchivirus nevet kapta. A

nemzetség tipusfaja a 14/04-es torzs lett Torchivirus A néven.
5. Az altalunk vizsgalt teknds picornavirus torzsek szekvenciainak
felhasznalasaval diagnosztikai RT-PCR rendszert fejlesztettiink ki, mely

specifikusan képes kimutatni a Torchivirus nemzetség képviseldinek
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orokitéanyagat mind virusizolatumbol, mint szovetmintabol, igy diagnosztikai

célokra is alkalmazhatd.
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