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2. Osszefoglalas

A kisméretd, cirkularis DNS genommal rendelkezé virusok tagjai k6zé sorolhatjuk a
Cressdnaviricota torzs (phylum) - kdéztik a Circoviridae viruscsalad - egyszalid genommal,
illetve a Polyomaviridae viruscsalad kétszalu genommal rendelkez, burok nélkili virusait.

Kutatomunkank soran vizes éléhelyek kérnyékén eléforduld vadmadarakbdl szarmazé
kloaka tampon mintakat hasznaltunk fel circo-, cyclo- és egyeéb cirkularis, replikacio-asszocialt
fehérjét kodolo, egyszalu (circular replication-associated protein encoding single-stranded,
CRESS) DNS virusok sziirésére. Teljes genom analizis soran igazoltuk a liba circovirus, az uj
fajként elfogadott Duck associated cyclovirus 1, és a szintén Ujonnan leirt Garrulus glandarius
associated circular virus 1 jelenlétét a rendelkezéslinkre allé mintakban. Megallapitottuk, hogy
az egyes CRESS DNS virusok eloszlasa adott vizes él6helyhez, foldrajzi régidhoz kotott
mintazatot mutatott. A vizsgalatba bevont madarfajok vonuld életmédot folytatnak, mely
el6segitheti a virusok szorédasat. A potencidlis gazdafajokra és kornyezetre is kiterjedd
mintavételezés el6segitheti a vizsgalt virusok szerepének feltarasat adott okolégiai
rendszerben, illetve a CRESS DNS virusok esetleges jarvanytani jelentéségének
meghatarozasat.

A Polyomaviridae csaladra kiterjedd6 munkank soran 22 Uj lud haemorrhagias
polyomavirus (goose haemorrhagic polyomavirus, GHPV) tdrzs teljes genomszekvenciajat
hataroztuk meg hazi viziszarnyasokbal, koztik az els6, 1969-es jarvany soran gy(ijtott torzsét.
Ezen felll leirtuk egy hazai tenyészetben elhullott papagdj szévetmintajabdl szarmazo papaggj
polyomavirus (budgerigar fledgling disease virus, BFDV) torzs teljes genomjanak nukleotid
sorrendjét is. Mindegyik tdérzs genomja nagyfoku hasonlésagot mutatott a génbank
adatbazisaban elérhet6 referencia szekvenciakkal. Tanulmanyoztuk a GHPV el6fordulasat
2005 és 2020 kdzétt. Eves viszonyitasban a GHPV pozitiv mintak szama hullamzé tendenciat
mutatott, amely a 2008., 2013. és 2017. években csucsosodott ki.

Az elérheté GHPV, BFDV, suvolté polyomavirus (finch polyomavirus, FPyV) és kanari
polyomavirus (canary polyomavirus, CaPyV) szekvencidk felhasznédlasaval evoluciés
elemzéseket végeztink. A szelekcidés analizis szerint a madar polyomavirus
genomokra/génekre negativ szelekciés nyomas hat, pozitiv szelekciés nyomasra utalo
értékeket a BFDV kapszid fehérjéket kodold génjei esetében tapasztaltunk. A becsiilt
szubsztitucios ratak alapjan megallapithattuk, hogy a GHPV genomija lassabb Gtem{ valtozast
mutatott a BFDV és FPyV tdrzsekhez képest. Sajat és szakirodalmi adatok alapjan
elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt, eddig szlk gazdaspektrumu korokozoként kezelt,
konzervativ genommal rendelkez6 CRESS DNS virusok és polyomavirusok a korabban
feltételezetthez képest szélesebb korben elterjedtek és nagyobb genetikai valtozatossagot
mutatnak.



3. Summary

Viruses with small circular DNA genomes comprise also members of Cressdnaviricota
phylum (including Circoviridae family) with single-stranded genome, and viruses of the
Polyomaviridae family with double-stranded genome.

In this study cloacal swab samples, collected from wild bird species living at various
aguatic sites in Hungary, were examined to reveal the presence of circoviruses, cycloviruses
or other circular replication-associated protein encoding single-stranded (CRESS) DNA
viruses. The samples were collected for compulsory seasonal influenza virus surveillance.
Goose circovirus, Duck associated cyclovirus 1 and garrulus glandarius associated circular
virus 1 were detected and subjected to whole genome sequencing. We observed that variable
CRESS DNA viruses were more common in a particular study area. The investigated hosts
are migratory wild birds that may facilitate the global spread of the virus. More intense
sampling, including tissues of potential hosts and environmental specimens, could help better
understanding of the ecology and epizootiology of CRESS DNA viruses.

To characterize the genome of circulating goose haemorrhagic polyomavirus (GHPV)
strains, 22 novel complete genome sequences were determined including a virus strain
isolated from samples collected during the first recorded GHPV-associated disease outbreak
in 1969. Furthermore, we identified the complete genome of a new budgerigar fledgling
disease virus (BFDV) strain from a mixture of liver and kidney samples of a juvenile ring-
necked parakeet. The genome structures were identical to the reference GHPV and BFDV
genomes available in GenBank. We analysed the prevalence of GHPV in Hungary between
2015 and 2020. The number of the tested samples and positive case numbers fluctuated with
higher GHPV positive case numbers for year 2008, 2013 and 2017.

Phylogenetic and evolutionary analyses were performed using the available GHPV,
BFDV, finch polyomavirus (FPyV) and canary polyomavirus (CaPyV) sequences. Our analysis
suggested that purifying selection acts on the protein coding regions of avian polyomavirus
genomes. However, in case of BFDV, positive selection pressure was also predicted in a few
positions within capsid proteins. Based on the estimated substitution rates, we assessed that
GHPV evolves more slowly than BFDV and FPyV. We established that CRESS DNA viruses
and polyomaviruses show a wider host spectrum and higher genetic diversity than previously
thought.



4. Bevezetés

A Polyomaviridae és Circoviridae viruscsaladba tartozé kisméretli, cirkularis DNS
genommal rendelkezd virusok sulyos veszteségeket okozhatnak az  érintett
allatallomanyokban. Allatorvosi szempontbdl ezeknek a viruscsaladoknak legjelentésebb
tagjai a sertés circovirus 2 (Porcine circovirus 2), a lud haemorrhagias polyomavirus (goose
haemorrhagic polyomavirus, GHPV), a liba circovirus (Goose circovirus, GoCV), a papagajok
csor- és tollbetegségét okozo circovirus (Beak and feather disease virus), vagy a szintén
papagajokat megbetegitd, tollasodasi zavarokat okoz6 polyomavirus (budgerigar fledgling
disease polyomavirus, BFDV). Immunszuppressziv hatasuk mellett fejlédési és szervi
rendellenességet okozhatnak, de klinikai tiinetek kivaltasa nélkll is képesek szaporodni a
gazdaszervezetben, ezaltal biztositva a virusok fennmaradasat az érintett allomanyban.

A kulénb6z6 ujgeneracios szekvenalasi technikak széleskorl alkalmazasa, valamint a
molekularis virologiai vizsgalé modszerek fejlédése lehetévé teszi uj virusok azonositasat,
valamint ismert virusfajok leirasat eddig ismeretlen gazdafajokban (vad-, haszon-, disz- és
tarsallatokban egyarant) vilagszerte. A virusfertézések lefolyasanak tisztazasahoz, valamint
jarvanytani kovetkeztetések levonasahoz nélkulézhetetlen a virusok genom szintii elemzése.
A kulénb6zd modszerek egyuttes alkalmazasa hozzajarulhat az egyre hatékonyabb
diagnosztikai modszerek és a védekezésben kulcsfontossagu szerepet jatszd vakcinak
fejlesztéséhez is.

Tervezett kutatdbmunkank soran egyik f6 célunk volt a kilénbdz6 gazdafajokbdl
szarmazo, allategészséglgyi szempontbdl jelentés, kisméretl cirkularis DNS genommal
rendelkezd virusok szekvencia adatainak gyljtése és jellemzése. Ezen felul a hazai
allomanyok jarvanylgyi adatainak feltérképezésével igyekeztink béviteni eddigi
ismereteinket. A kilonbdzé virustdérzsek genomjanak o6sszehasonlitasaval szeretnénk
mélyebb ismeretet szerezni ezeknek a virusoknak a genetikai diverzitasardl, a lehetséges
gazdaszervezetekrdl és rezervoarokrdl, valamint a virusokat érinté evoluciés mechanizmusok

jelentéségérdél.



5. Irodalmi attekintés

5.1.A Circoviridae csalad jellemzése

A Circoviridae csalad cirkularis, egyszalu (single-stranded, ss) dezoxiribonukleinsav
(DNS) genommal rendelkez6 virusokat foglal magaba, melyek drokitbanyaga megkdzelitéleg
1,7-2,1 kilobazis (kb) hosszusagu. A csalad tagjai burok nélkuli, 15-25 nanométer atmérdgjd,
ikozaéderes szimmetriat mutaté kapsziddal rendelkeznek. Ambiszensz elrendezddési
genomjuk két f6 nyitott leolvasasi kerete a virus replikaciéjahoz szikséges fehérjé(ke)t
(replication-associated protein, Rep) és a kapszid fehérjét (capsid, Cp) kédolja (Delwart és Li,
2012; Li és mtsai, 2010a; Rosario és mtsai, 2017).

A Circoviridae csaladot 1995-ben hoztak létre, amikor felismerték, hogy a csalad
tagjainak genomja nem mutat homoldgiat mas, szintén eukariéta ssDNS virus, példaul a
Geminiviridae vagy Parvoviridae csaladok fajainak genomjaval. Végll az 6sszes allati eredetd,
cirkularis, ssDNS genommal rendelkez6 virus a csaladon bellli egyetlen nemzetségbe, a

Circovirus nemzetségbe kertlt (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). A csalad legismertebb

tagja a sertéseket érintd kérképek (példaul valasztott malacok sokszervi elégtelensége,
dermatitis, 1égzdszervi és reproduktiv rendellenességek) kivaltasaért felelés sertés circovirus
2 (Porcine circovirus 2, PCV2), a papagajok csér- és tollbetegségéért felelés circovirus (Beak
and feather disease virus), valamint a vérképzd szervek megbetegedését okozd csirke
anaemia virus (Chicken anaemia virus, CAV) volt (Rosario és mtsai, 2017). A molekularis
biologiai technolégidk fejlddésének és metagenomikai kutatasoknak kdszonhetéen azonban
egyre tdbb szekvenciat irtak le, igy a Circoviridae csalad ujabb fajokkal és nemzetséggel
bévilt. Késdbb a kutatasok ravilagitottak arra, hogy szamos eltérés talalhaté a kildonb6zé
virusok genomszerkezetében, a nyitott leolvasasi keretek (open reading frame, ORF)
elhelyezkedésében, a replikaciés mechanizmusban, ami indokoltta tette az addigi taxondmiai
osztalyozas felllbiralatat (Delwart és Li, 2012; Rosario és mtsai, 2017).

Jelenleg a Circoviridae viruscsalad a Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsag
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) online fellletén elérhetd rendszertan

alapjan (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/) két nemzetségbél all: a Circovirus nemzetség

43, a Cyclovirus nemzetség 51 virus fajt foglal magaba (1. abra).
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1. dbra A Circoviridae csalad rendszertani elhelyezkedése.

A korabban ide tartozd Gyrovirus nemzetséget, melybe a CAV is tartozott, atsoroltak
az Anelloviridae viruscsaladba (Rosario és mtsai, 2017). Az ICTV jelenlegi ajanlasa szerint
kilon fajba tartozénak tekinthetlink egy circo- vagy cyclovirus torzset, ha egy masik
virustdérzshdz viszonyitva a teljes genom szekvencia azonossag kozoéttik alacsonyabb, mint
80%. A replikacié-asszocialt fehérje kdédold gén (rep) filogenetikai elemzése, és a genom
elrendez6dés (kuldénds tekintettel a replikacidos origd, az ori elhelyezkedésére a kddold
szakaszokhoz viszonyitva) segit eldénteni, hogy az adott genom a Circovirus vagy Cyclovirus
nemzetséghez tartozik-e (1. tablazat) (Rosario és mtsai, 2017).
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1. tablazat Circo- és cyclovirus genomok kozotti eltérések 6sszefoglalasa.

Circovirus nemzetség Cyclovirus nemzetség
Méret ~1700-2100 bazis ~1700-1900 bazis
Viralis szalon kodolt f6 replikacio-asszocialt fehérjét kapszid fehérjét kddold
nyitott olvasasi keret kédold
A replikacios origé Rep-et kédold szélon Cp-t kédold szalon
elhelyezkedése
A két f6 nyitott olvasasi nagyobb hianyzik vagy révidebb
keret 3’ vége kozotti IR
»Rolling circle” replikacio [.motivum: FT(L/I)NN [.motivum: FT(L/W)NN
motivumok [l.motivum: PHLQG [l.motivum: (P/X)HLQG
[ll.motivum: YC(S/x)K [ll.motivum: Y(C/I)(S/x)K
Superfamily 3 helikaz Walker-A: G(P/x)(P/X)GxGK(S/t | Walker-A: G(P/x)(P/t)(G/X)XxGKS
motivumok Walker-B: uuDDF Walker-B: uuDDF
C-motivum: uTSN C-motivum: uTS(N/e)

Az elmult években szamos cirkularis, replikacio-asszocialt fehérjét (Rep) kodold
egyszalu (circular Rep-encoding single-stranded, CRESS) DNS virust azonositottak
kiildbnb6zd eukariota gazdafajokbol és kornyezeti mintakbdl egyarant (Delwart és Li, 2012;
Rosario és mtsai, 2012), amelyek Rep szekvencigja hasonlésagot mutat a Circoviridae csalad
tagjainak Rep szekvencigjaval. Az ICTV ajanlasa szerint amennyiben egy Uj virus
genomszekvenciaja a circovirusokéval vagy cyclovirusokéval mutat hasonlésagot, viszont
55%-nal alacsonyabb teljes genom szekvencia azonossagot mutat, akkor az eddig
besorolatlan CRESS DNS virusok kézé tartozik (Rosario és mtsai, 2017).

5.1.1. A Circovirus nemzetség

Altalénos jellemzés, eléfordulds

A Circovirus nemzetséghez tartozo virusok 1,7-2,1 kb hosszisagu genomjaban a két
f6 ORF ambiszensz elrendezddést mutat. Az ORF1, melyet altalanossagban rep-ként
jegyeznek, a virusgenom replikaciéhoz sziikséges fehérjéket kdédolja és a virion genomi
nukleinsav szalanak megfeleld szalon talalhaté, mig a replikativ kettdsszalu nukleinsav
komplementer szalan talalhaté ORF2 a Cp-t kodold cp gént tartalmazza. A Cp N-terminalis
régioja bazikus aminosavban (as) gazdag, mely a sejtmagba jutasban, valamint a virdlis
genom becsomagolasaban jatszik kiemelked6 szerepet (Rosario és mtsai, 2017; Zhao és
mtsai, 2019). A két ORF 5’ vége koz6tt a nagy intergénikus szakasz (intergenic region, IR)
foglalja magaban az ori régiét, benne szarhurok (stem-loop) strukturaval, amely egy

konzervativ, 9 nukleotidbdl (nt) all6 (nonanukleotid, nonamer) szekvenciat tartalmaz (altaldban
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TAGTATTAC). A két ORF 3’ vége kozotti kis IR funkcidja egyel6re ismeretlen (Todd és mtsai,
2001a).

A sertés circovirusoknal ismert egy harmadik ORF is, az ORF3, mely altal kédolt
fehérjének apoptotikus hatast tulajdonitanak. Szekvencia analizisek alapjan a kacsa, galamb
€s papagaj circovirus genomjaban is talalhaté ORF3, melynek pontos funkcioja nem ismert,
de a sertés circovirusok ORF3-jahoz hasonléan apoptotikus tulajdonsagot tarsitanak hozza
(Mankertz és mtsai, 2000; Robino és mtsai, 2014; Xiang és mtsai, 2012; Zhang és mtsai,
2020b). Tovabbi ORF-ek jelenlétérél szamos circovirus faj esetében beszamoltak (Zhao és
mtsai, 2019). A PCV2 ORF4-ben leirt génjéhez példaul anti-apoptotikus funkciot tarsitanak
(Rosario és mtsai, 2017).

A circovirus fert6zéseket 2010-ig csak kiilénb6zé madarfajokhoz (példaul papagaj),
valamint a sertésekhez kotottek. Metagenomikai modszerek, degeneralt polimeraz lancreakcio
(PCR) és ,rolling circle” amplifikacié segitségével azonban szamos Uj (potencialis) gazdafajt
siker(lt azonositani (Rosario és mtsai, 2017). A circovirusok jelenlétét kimutattak tébb emlésfaj
bélsar- és szOvetmintaiban, példaul csimpanz, kutya, denevér, nyérc és ember esetében is
(Ge és mtsai, 2011; He és mtsai, 2013; Kapoor és mtsai, 2012; Li €s mtsai, 2010a; Li és mtsai,
2010b; Li és mtsai, 2013; Lian és mtsai, 2014). EmIésdkon felil azonositottak halakban
(L&rincz és mtsai, 2011; Lérincz és mtsai, 2012) és hillékben (Altan és mtsai, 2019), valamint
gerinctelenek koézul kullancsban és szunyogban is (Sadeghi és mtsai, 2018)

(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Integralédott circovirus szekvenciakat irtak le emlésok,

madarak, kétéltliek, hillék, nyalkahalak, csontos halak és kigydk esetében, am az integralt
szakaszok funkciondlis jelentésége nem ismert (Altan és mtsai, 2019; Dennis és mtsai, 2019).

A circovirusok el6fordulasa madarakban rendkivul széleskord. Kimutattdk azokat
galambok (Columbidae), papagajok (Psittacidae), nyari lud (Anser anser), kacsak (Anatidae),
kanari (Serinus canaria), ezustsiraly (Larus argentatus), holl6 (Corvus corax), seregély
(Sturnus vulgaris), hattya (Cygnus olor), pinty (Erythrura gouldiae) fajok mintaiban is (Banda
és mtsai, 2007; Halami és mtsai, 2008; Hattermann és mtsai, 2003; Johne és mtsai, 2006a;
Mankertz és mtsai, 2000; Niagro és mtsai, 1998; Stewart és mtsai, 2006; Todd és mtsai,
2001b; Todd és mtsai, 2001c; Todd és mtsai, 2007). A madar circovirus fert6zésekdl (papaga;,
liba, kacsa, galamb és pinty) altalanossagban elmondhatd, hogy immunszuppressziot valtanak
ki, a fert6zott allatok elhullasat sok esetben az emiatt kialakulé masodlagos fertézésekre valo
fogékonysag okozza. Szakirodalmi adatok alapjan a madar circovirus fert6zés jellemzd
kozvetlen tlnetei k6zé a levertség, letargia, sulyvesztés, hasmenés, tollasodasi zavarok
sorolhatdak. Kérszdvettani vizsgalatok nyirokszervekben limfocita depléciot mutattak (Halami
és mtsai, 2008; Todd, 2000, 2004).
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A legismertebb madarakat fert6z6 circovirus a papagajok csér- és tollbetegségét
okozé virus (Beak and feather disease virus), mely altal okozott tineteket mar 1975-ben leirta
egy ausztral allatorvos (Hakimuddin és mtsai, 2016). Fiatal egyedek esetében gyakran
elhullassal jar a fertézés, mig a felgyogyult és tinetmentes fiatal és idésebb példanyok részt
vehetnek a korokozo terjesztésében. Fiatal allatok esetén a tlinetek latvanyosak lehetnek, csor
deformacio (szerkezete felpuhul, megrepedezik, elhajlik), kronikus tollvesztés léphet fel (2.
abra). A ropképtelenné valt, csérbetegség miatt alultaplalt egyedek fokozottan fogékonyak
masodlagos fertézésekre, mely végll az allat pusztulasahoz vezethet. A virus a Psittaciformes
rend tagjait fertézi, beleértve a kakadukat (Cacatuidea csalad fajai), arakat (Psittacidae csalad
fajai), 6rv0s sandorpapagajokat (Psittacula krameri) és jakopapagajokat (Psittacus erithacus)
(Bert és mtsai, 2005; Hakimuddin és mtsai, 2016). Az intenziv papagajkereskedelemnek
készdnhetben a csér- és tollbetegséget okozd circovirus mar az egész vilagon elterjedt (Bert
és mtsai, 2005).

2. abra Bal oldalon egy rézsas kakadu (Eolophus roseicapilla), mig jobb oldalon egy

sargabdbitas kakadu (Cacatua galerita) esetében figyelhetjik meg a circovirus fertézés
jellegzetes tollvesztéssel és csérdeformitassal jarod tineteit. (A kép forrasa: Figure1.1,
https://researchoutput.csu.edu.au/ws/portalfiles/portal/9315285/80155)

A galamb circovirus jelentds veszteségeket okoz a versenyeztetés céljabdl tartott
tenyészetek vagy husgalamb allomanyok esetében vilagszerte. A fiatal, tdbbnyire 1-4 hénapos
madarak étvagytalanokka valnak, lesovanyodnak, légzészervi tineteket mutatnak, hasmenés
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jelentkezhet naluk; hajlamossa valnak a masodlagos fertézésekre. A nyirokszdvetekben
limfocita deplécid alakul ki. A fert6zéssel jard korképet sokszor nevezik fiatal galamb
betegség” szindromanak (Csagola és mtsai, 2012; Duchatel és mtsai, 2006).

Egy németorszagi libadllomany esetében 1997-ben csokkent taplalékfelvételt és
hasznosulast irtak le. Az érintett ludak eltéré fejlettségi és taplaltsagi allapotba kertiltek,
.5Zétnéttek”. Ezek a valtozasok beleillettek a ,sathyasag” koérképbe. A betegséget kivaltd
kérokozot azonositas utan liba circovirusnak nevezték el (Goose circovirus, GoCV) (Soike és
mtsai, 1999). A liba circovirus névendékkorban okozza a legsulyosabb veszteségeket. A
fert6zés tlnetei kd6zé sorolhatd a tollasodasi zavar, egyéb fejlédési rendellenességek,
,Szétndveés”, hasmenés. Az elhullott egyedek vizsgalatai megallapitottak a Iép, thymus és m3j
megnagyobbodasat, valamint T-limfocita depléciét a thymusban, |épben és Fabricius-
tomldben (3. abra). Utébbiakban elektronmikroszkopos vizsgalattal kimutathatéva valhatnak a
cirovirusok sorokba rendez8dott csoportjai, ugynevezett parakristalyos elrendez6désben. A
circovirussal fert6zott allomanyokban a tarsfert6zések el6forduldsa sokkal gyakoribb lehet

(Stenzel és mtsai, 2018a).

3. abra A circovirus szaporodasa kdvetkeztében a Fabricius-tdmlében megfigyelhetd

limfocita deplécié. (A kép forrasa: Figure 11., http://www.bvpa.org.uk/pdfs/palyal011.pdf)

A kacsa circovirust (Duck circovirus, DuCV) el6szér Németorszagban irtak le 2003-
ban (Soike és mtsai, 2004). Ezt kdvetbéen szamos orszagban kimutattak, tdbbek kozott
Magyarorszagon, Kinaban, az Egyesiilt Allamokban, Olaszorszagban és Dél-Koredban. A

fert6zést kovetben az érintett allatok tollasodasi zavarokat, fejlédési rendellenességet,
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sulyvesztést mutathatnak. Koérbonctani és kérszdvettani vizsgalatok limfocita depléciot,
nekrozist, a Fabricius-tomlében hisztiocitdzist mutattak. Az allatok fogékonnya valnak
masodlagos fertézésekre (Liu és mtsai, 2020; Soike és mtsai, 2004)

Az eddigi kutatasok alapjan a circovirusok terjedése horizontalis és vertikalis (szul6rél
utddra térténd fert6zés) uton egyarant megvaldsulhat. Papagaj, galamb és liba circovirust
kimutattak bélsarban, ami feltételezi a virus horizontalis terjedését a bélsarral szennyezett
taplalék és ivoviz elfogyasztasaval vagy por belégzésével. A vertikalis fertézés gyanuja is
felmertilt, mivel embridk és napos madarak szerveibdl is sikerilt circovirust kimutatni (Duchatel
és mtsai, 2006; Hakimuddin és mtsai, 2016; Shehata és mtsai, 2016).

A circovirus fert6zés sejtszintii folyamatai, a virus replikacioja

A Circoviridae csaladba tartozo virusok tekintetében legtobb adat a PCV1 és PCV2
fert6zés sejtszinti folyamatairdl all rendelkezésre, mivel ezek (illetve a PCV1 és PCV2 mellett
a PCV3) PK-15 sejtvonalon (sertés vese sejtvonal) j6l tenyésztheték (Mora-Diaz és mtsai,
2020; Todd és mtsai, 2001a; Zhang és mtsai, 2020a). A madar circovirusok szaporitasa
sejtkulturdkon  nem megoldott, ennek ko&szdnhetéen hianyos informacidk allnak
rendelkezéslnkre.

A sertés circovirus célsejtjei kdzé tartoznak az epitélialis és endotél sejtek, valamint
monocitdk, makrofagok és dendrikus sejtek (Nauwynck és mtsai, 2012). A virus
glikozaminoglikan (példaul hepran-szulfat és kondroitin-szulfat) és feltételezhetéen egyéb
sejtfelszini receptorokhoz (példaul szialsav) kotédést kdvetden klatrin-, kaveloa- és dinamin-
dependens, valamint ATP-4z és GTP-az-dependens endocitézissal kerllhet a sejt
citoplazmajaba. A virusgenom fehérjeburokbdl térténé kicsomagolddasat kdvetben az ssDNS
genom a sejtmagba kerll, ahol a gazdasejt enzimkészletét hasznalja a viralis genom
sokszorozasahoz (Misinzo és mtsai, 2006; Nauwynck és mtsai, 2012), melyek az érintett sejt
szaporodasi ciklusanak S fazisaban elérhetéek. A replikacio ,rolling circle” mechanizmussal
(rolling circle replication, RCR) torténik (Todd és mtsai, 2001a). Az ssDNS genom duplaszalu
intermedier formava alakul és szuperhelikalis szerkezetet vesz fel, igy a transzkripcio és
replikacié templatjaként szolgal. Alternativ splicing folyamatoknak k&észdnhetéen tobb
kilénb6z6 RNS irddhat at a circovirusok genomjardl, belértve a kiulénb6zd Rep fehérjéket,
amelyek funkcidbeli kildnbségei még nem teljesen tisztazottak (Cheung, 2012). A Rep
szekvencia igen konzervativ; olyan motivumokat tartalmaz, melyek jelentésége az RCR soran
érvényesull. A fehérje N-termindlis régidjaban harom RCR motivumot kulénbdztetink meg
(Rosario és mtsai, 2012). Az |. motivum ([FT(L/I)NN]) pontos funkciéja nem ismert,
valészinileg az ori koruli ismétléd6 szakaszok felismerésében jatszhat szerepet. A Il. motivum
([PHLQG]) szerepe a Mg?* ionok kotése, melyek a nonanukleotid motivumot tartalmazoé hurok

hasitashoz nélkulézhetetlenek. A lll. motivum ([YC(S/x)K]) a hurok hasadasat katalizalja. A
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Rep C-termindlis régiojaban talalhaté domén a superfamily 3 (SF3) helikazokra jellemz6
harom f6 motivumot tartalmaz, melyek a kovetkezék: Walker-A ([G(P/x)(P/x)GxGK(S/t)]),
Walker-B ([uuDDF]) és C-motivum ([uTSN]);mindezeket végul egy arginin motivum kévet (1.
tablazat) (Rosario és mtsai, 2012; Rosario és mtsai, 2017).

A sertés circovirusok esetében a RCR kiindulopontjaként szolgalo hurok szara 11, a
hurok része 10-12 bazis hosszusagu. 3’ veégenél hat bazis hosszu tandem ismétiddések
(repeat) helyezkednek el (négy repeat). A replikacié soran a Rep fehérjéket is tartalmazé
replikaciés komplex a tandem repeateket felismerve a replikativ intermedier DNS-hez kétédik.
A komplex endonukleaz és helikaz aktivitasa révén a hurok szétcsavarasat és szal vagasat
segiti a nonanukleotid motivum T-A (7. és 8. nt) nukleotidjai kdzt. A hasitott szal szolgaltatja a
replikacid primerjét. A sejt enzimjei altal végzett szalhosszabbitast kdovetéen a szarhurok
strukturat elérve a lanchosszabitas terminacidjaban és az Uj szal dsszezarasaban szintén a
Rep fehérjék jutnak szerephez. A fert6zés soran a replikacios és kapszid fehériék a
sejtmagban halmozédnak fel (Cheung, 2012). A kapszid fehérjék és a megsokszorozddott
DNS segitségével a sejtmagban és citoplazmaban szerelédnek dssze az Uj virionok (Todd és
mtsai, 2001a). Bar madar circovirusok esetében a folyamatok ilyen részletességgel nem
ismertek, a rendelkezésre all6 adatok a papagajok toll- és csérbetegségét okozd virusa

esetében hasonldé mechanizmusra utalnak (Chen és mtsai, 2019).

A circovirusok diagnosztikaja, a ferté6zések megel6zése

PCV2 fertbzés gyanuja esetében a klinikai tlinetek, kérbonctani és koérszdvettani
vizsgalatok, valamint a szbévetekben a virus nukleinsav és antigén (in situ hibridizacié és
immunhisztokémiai mdédszerek) kimutatasa nyujtjak az elsédleges diagnosztikai eszkdzoket
(Saikumar és Das, 2019). Egyéb circovirusok, kdzte a madar circovirusok esetében a klinikai
kép kevésbé egyértelmi lehet, igy elsésorban molekularis bioldgiai médszereket hasznalnak,
leggyakrabban PCR-t (adott kérokozé genetikai anyaganak jelenlétét vagy hianyat igazolja) és
real-time PCR-t (a kérokozd mennyiségi meghatarozdsara is alkalmas). A szekvenalasi
modszerek (Sanger szekvenalas, uUjgeneracidos szekvendlds) alkalmasak az ismert és
ismeretlen virusok/virustdrzsek kimutatasara, a PCR eredményének megerdsitésére (Rosario
és mtsai, 2017). Ellenanyagok kimutatasara iranyulo vizsgalatot, példaul az enzimhez kotott
immunszorbens probat (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), elsGsorban lezajlott
fertézés igazolasara, a vakcinazas idézitésének meghatarozasara, valamint hatékonysaganak
kdvetésére alkalmazzak (Saikumar és Das, 2019). Az ELISA mddszer alkalmazésa mellett az
egyes koérokozoék altal generalt immunvalaszt hemagglutinacidos és hemagglutinacio-gatlasi
(HAG) probaval is vizsgaljak (Cheng és mtsai, 2020; Khalesi és mtsai, 2005). A virus izolalasa
a korabban leirtak szerint csak néhany virus, példaul a PCV1, PCV2 és PCV3 esetében
megoldott (Mora-Diaz és mtsai, 2020; Todd és mtsai, 2001a).
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A circovirus fert6zés ellen az altalanos jarvanyvédelmi és allathigiéniai szabalyok
betartasaval lehet védekezni

(http://gpc.adm.slu.se/8 Animal Health at Farm level/page 13.htm). Ennél hatékonyabb

védekezést jelent a kereskedelmi forgalomban elérhet6 vakcinak megjelenése, mely a PCV2
esetében valdsult meg. Jelenleg kétféle PCV2 elleni vakcina érheté el Eurdépaban és Eszak-
Amerikaban: inaktivalt (példaul Circovac, Suvaxyn PCV) vagy baculovirus rendszer altal
termelt rekombinans PCV2 Cp alegységvakcina (Porcilis PCV, CircoFLEX, Circumvent PCV)
(Saikumar és Das, 2019). Az engedélyezett vakcinakon felll szamos, még kisérleti fazisban
lévé vakcinajelolt létezik, melyek a sertés circovirusok mellett megoldast nyujthatnak a
papagajok csér- és tollbetegségét okozd circovirus, valamint a galamb circovirus elleni

védekezésre is (Bonne és mtsai, 2009; Regnard és mtsai, 2017; Stenzel és mtsai, 2018b).

5.1.2. A Cyclovirus nemzetség

Li és munkatarsai 2010-ben f6emlésdk (csimpanz és human) bélsarmintgjaban és
kalonb6z6 allatokbol szarmazd hustermékekben (teve, csirke, marha, kecske és barany)
azonositottak circovirus-szerl szekvenciakat, melyeket az eltérd genetikai tulajdonsagok miatt
cyclovirusoknak neveztek el (Li és mtsai, 2010a). Jelenlétiket azéta igazoltak szamos egyéb
eml8s eredetli mintdban (denevér, macska, 16, mokus, egér), madarakban (kacsa) és
rovarokban (csotany, szitakété, pok, hangya) (Dayaram és mtsai, 2013; Fehér és mtsai, 2017;
Ge és mtsai, 2011; Li és mtsai, 2010a; Li és mtsai, 2011; Li és mtsai, 2015; Lima és mtsai,
2015; Padilla-Rodriguez és mtsai, 2013; Rosario és mtsai, 2011; Rosario és mtsai, 2018; Sato
és mtsai, 2015; Zhang és mtsai, 2014). Emberek esetében a virust kimutattak széklet és
szérum mintaban, cerebrospindlis folyadékban és légz&szervi valadékban is (Rosario és
mtsai, 2017; Tan le és mtsai, 2013). A cyclovirusok nagy részét széklet- és bélmintaban
azonositottak, ami megneheziti a gazdafaj pontos meghatarozasat. Kérdéses, hogy a
gazdaszervezetet fert6z6 virust sikerult azonositani vagy olyan virusokat, melyek replikacié
nélkdl keresztulhaladtak a gazdaszervezet tapcsatornajan (Delwart és Li, 2012; Rosario és
mtsai, 2017).

A cyclovirusok a circovirusokhoz hasonléan cirkularis, 1,7-1,9 kb hosszisagu ssDNS
genommal rendelkeznek. A két f6, Rep és Cp fehérjéket kddolé6 ORF szintén megtalalhato a
genomjukban, am a circovirusokkal ellentétben itt a Rep fehérjéket kddolé ORF a replikacios
intermedier szalon helyezkedik el. A cyclovirus Rep a circovirushoz hasonlé6 RCR és SF3
motivumokat tartalmaz, melyek sorrendben RCR motivum | [FT(L/W)NN], Il [(P/X)HLQG], IlI
[Y(C/)(S/X)K] és SF3 helikdz motivum Walker-A [G(P/x)(P/t)(G/x)xGKS], Walker-B [uuDDF],
és C-motivum [uTS(N/e)] (Rosario és mtsai, 2012). Ahogy mar a circovirusoknal is lathattuk,
a Cp N-terminalis régioja bazikus aminosavakban gazdag. A feltételezett ori-t jellemz&en

ugyanaz a szarhurok részben megtalalhaté nonamer (TAGTATTAC) szekvencia jeldli, mint a
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circovirusok esetében (Delwart és Li, 2012; Rosario és mtsai, 2012). A hasonlésagok ellenére
a Rep szekvenciat érintd kildnbségek, a 3’ intergénikus régio hianya vagy révidebb mivolta, a
kodold régidk eltérd elrendezédése, valamint az ori Cp-t kédold szalon vald elhelyezkedése
miatt a két nemzetség tagjai jol elkulonithetéek (Li és mtsai, 2010a; Rosario és mtsai, 2017).
A replikacid6 mechanizmusanak fébb 1épései feltehet6leg megegyeznek a circovirusoknal

tapasztaltakkal (Li és mtsai, 2010a; Rosario €s mtsai, 2012).

5.2. A CRESS DNS virusok jellemzése

A virdlis metagenomikai kutatdsok az ssDNS virusok nagy diverzitasat fedték fel.
Ravilagitottak, hogy szamos Uj viralis genom nem osztalyozhaté a meglévdé taxondmiai
kategdriak szerint, igy 2012-ben megprébaltak egy megfeleld klasszifikacidés rendszert
létrehozni ezek szamara (Rosario és mtsai, 2012). Rosario és munkatarsai (2012) ajanlasa
szerint nyolc tipusra kilonithetjik el a CRESS DNS virusok genomijat. A kategériak kialakitasa
soran szerepet jatszik a genomi elrendezddés, a feltételezett ORF-ek szama, a lehetséges
szarhurok strukturat tartalmazd intergénikus régié elhelyezkedése, és a konzervalt
nonanukleotid motivum orientacidja (Rosario és mtsai, 2012; Zhao és mtsai, 2019). Az évek
soran a be nem sorolt CRESS DNS virusok szama rohamosan ndvekedett, igy sziikségessé
valt a rendszertani kategorizalas lehetéségének vizsgalata. 2020-ban az ICTV létrehozott egy
Uj virus torzset (phylumot), a Cressdnaviricota-t. Ide olyan virusok tartoznak, melyek cirkularis
genommal rendelkeznek, RCR mechanizmussal sokszorozédnak, két génjuk kédolja a Rep és
Cp fehérjéket, illetve eukariéta gazdakat fertéznek (Krupovic és mtsai, 2020). Hét viruscsalad
sorolhaté a térzsbe, melyek tagjait allatok (Circoviridae, Smacoviridae, Redondoviridae),
névények (Nanoviridae, Geminiviridae), gombak (Genomoviridae) és kovamoszatok
(Bacilladnaviridae) mintaibol azonositottak. A filogenetikai elemzésbe a hét viruscsaladon felll
bevontak az eddig be nem sorolt CRESS DNS virusokat is (Kazlauskas és mtsai, 2018). A
végeredményként kapott 13 csoport (a 7 viruscsalad és CRESSV1-CRESSV6 csoport) két
nagy kladba kilonilt el (4. abra):

I. kldd, Repensiviricetes osztaly: magaban foglalja a Geminiviridae és Genomoviridae
viruscsaladokat, valamint a CRESSV6 csoportot. Elkilénilésitket indokolja, hogy a Rep
fehérjén beldl talalhaté egy ugynevezett GRF motivum, ami a masik kladba tartozé virusok
Rep fehérjéjébdl hianyzik, illetve hianyzik a helikdz doménbdl az ,arginin ujj”.

Il. klad, Arfiviricetes osztaly: ide tartozik a t6bbi eukaridta CRESS DNS virus. Ot
kllonb6z6 rendet kuldnbdztetnek meg a Rep alapjan készilt filogenetikai fan beldli
elhelyezkedés, eltér6 genom hossz és felépités alapjan:

e Baphyvirales, ide tartozik a Bacilladnaviridae csalad.

e Cirlivirales, ide tartozik a Circoviridae csalad és a CRESSV1-3 csoportok.
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e Cremevirales, ide tartozik a Smacoviridae csalad.

e Mulpavirales, ide tartozik a Nanoviridae csalad, CRESSV4-5 csoportok.

e Recrevirales, ide tartozik a Redondoviridae csalad.
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(A kép forrasa: Krupovic és mtsai., 2020)

Az Uj rendszertani kategériak segitségével az eddig ismert eukaridta gazda eredet(i

CRESS DNS virusokat sikerilt rendszerbe foglalni, ami remélhetéleg megkénnyiti a jovében

felfedezett Uj virusok azonositasat is (Krupovic és mtsai, 2020).

A viruscsaladokba nem sorolhatd, Cirlivirales rendbe tartozé CRESS DNS virusok
széles korben elterjedtek. A gerinces gazdafajokon tul azonositottak éket tdbbek kdzott édes-
és soOsvizi dkoszisztémakban (kagyld, vizi csiga, rovarlarva, viz- és uledék mintakban),

szennyvizben (Dayaram és mtsai, 2015a; Dayaram és mtsai, 2015b; Dayaram és mtsai, 2016;

Kaszab és mtsai, 2018; Zhao és mtsai, 2019).

A CRESS DNS virusok evoluciojanak egyik f6 eleme a rekombinacio, amely nemcsak
taxonémiai szempontbdl kdzeli térzsek szekvenciai kozt fordulhat eld, hanem egymastdl igen

tavol es6 torzsek kapcsolataval, vagy nem viralis elemek kozremikodésével is létrejohet.
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Mindez nagyban hozzajarul a CRESS DNS virusok sokszinlségéhez és
alkalmazkoddképességéhez (Kazlauskas és mtsai, 2018; Kazlauskas és mtsai, 2019).

Az utébbi években tobb integralédott CRESS DNS virus szekvenciahoz hasonlo
szakaszt (a legtobb a rep-pel mutatott homoldgiat) azonositottak névényekben, gombakban,
allatokban és protisztakban, melyek a multban gazdaszervezetei lehettek CRESS DNS
virusoknak (Zhao és mtsai, 2019). Arrdl egyel6re nincs informacionk, hogy ezek a genom
részletek vagy virusszerli szekvenciak mennyire aktivak, milyen mértékben befolyasoljak a
gazdaszervezet fitneszét. Felfedezésik segitséget nyujthat az evollcidés ismereteink
elmélyitésében is. Ezek a genomi fossziliak informaciét szolgaltathatnak arrdl, hogy mikor és
hol létezett a cirkularis genommal rendelkezd virusok 6se; eredetik feltehet6leg sokkal
korabbra nyulik, mint ahogy azt eddig képzeltik. Minél tobb integralédott CRESS DNS
virusszakaszt talalunk, annal kézelebb juthatunk az evoluciés kérdések megvalaszolasahoz
(Zhao és mtsai, 2019).

21



5.3. A polyomavirusok jellemzése

Altaldnos jellemzés, rendszertan

A Polyomaviridae viruscsalad — 9 faj kivételével — négy nemzetségre kilonithetd el a
nagy tumor antigént (large tumor antigen, LTA) kédold szekvenciak alapjan, melyek az Alpha-
(44 faj), Beta- (36 faj), Delta- (4 faj) és Gammapolyomavirus (9 faj) nemzetség
(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/) (5. abra).

Realm: Monodnavirina
Kingdom: Shotokuvirae
Phylum: Cossaviricota

CEImmTr.
CEITTTE . 4 v
I

Genus: Deltapolyomavirus M

5. abra A Polyomaviridae csalad rendszertana.

A polyomavirusok 45-50 nanométer atmérdjl, ikozaéderes szimmetriat mutato virionja
burok nélkili kapsziddal rendelkezik. A kapszid 72 kapszomerbdl all, mely felépitésére
jellemzd, hogy a szimmetrikusan elhelyezkedd viralis protein 1 (viral protein, VP) pentamereket
VP2 és VP3 fehérjék veszik korul (Calvignac-Spencer és mtsai, 2016; Johne és mtsai, 2011).
A duplaszalu DNS (double-stranded DNS, dsDNS) genom kdrtlbeltl 5000 bazispar (bp)
hosszusagu, melyrél kétiranyu leolvasas lehetséges, korai és késéi kifejez8désli géneket
kilonitink el. A korai gének kodoljak a nagy és kis tumor (small tumor antigen, STA)
antigéneket, melyeknek szerepe van a génexpresszid szabalyozasaban, a
sejttranszformacioban, a viralis DNS replikacidéban, illetve patogenezisben. A késéi gének
kédoljak a kapszidot alkoté VP1, VP2 és VP3 szerkezeti fehérjéket (Johne és Miiller, 2007;

Johne és mtsai, 2011). Az SV40 (simian virus 40, Macaca mulatta polyomavirus 1) és egyéb
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eml8s polyomavirusok koddolnak egy koéralbeldl 15 kDA (kilodalton) meéreti, VP4-nek nevezett
fehérjét, amely a kapszidban nem jelenik meg. Ez SV40 esetében a sejt lizisében jatszhat
szerepet (Johne és mtsai, 2011). Néhany human polyomavirus (példaul JC és BK
polyomavirus) kodol egy agnoproteinnek nevezett nem strukturalis fehérjét, ami feltehetéleg
bekapcsolddik a replikacios ciklus néhany 1épésébe és kapszidképzésbe, de az érett virionnak
mar nem része (Johne és mtsai, 2011). A papagdj polyomavirusok genomja is tartalmaz VP4
ORF-et, am az eml6s polyomavirusokkal ellentétben a kdédolt gének termékei mar az érett
virion részét képezik, valdszinlleg részt vesznek a viralis genom csomagolasaban és
apoptézist indukalnak (Johne és Miller, 2007). A tébbi madar polyomavirus esetében az LTA,
STA, VP1, VP2 és VP3 mellett egy ORF-X nevli ORF-et azonositottak, amit a nagyfoku
szekvenciaszinti eltérés ellenére is a papagdj polyomavirus VP4 génjével homolog
szakasznak tekintenek (Johne és Miiller, 2001, 2007). Egyes ragcsalé polyomavirusoknal
(egér és horcsdg polyomavirus) leirtak egy kozépsd T antigént, melyhez onkogén szerepet

tarsitanak (Calvignac-Spencer és mtsai, 2016; Johne és Miuiller, 2007; Johne és mtsai, 2011).

Eléfordulas

A Polyomaviridae csaladba tartozé virusok emldsok és madarak kdzott széles korben
elterjedtek. EmI6sok esetében altalaban egyetlen fajt vagy néhany kdzeli rokon fajt képesek
produktiv formaban fertézni, mig madarak esetében sokkal tagabb gazdaspektrumrol
szamoltak be (Johne és mtsai, 2005; Johne és mtsai, 2006b). Az 1950-es évek kdzepén
elséként leirt polyomavirus az egér polyomavirus (Mus musculus polyomavirus 1) volt
(Stewart és mtsai, 1957); ezt kévetden egyéb ragcsaldkbol, majomfélékbdl, denevérekbdl,
szarvasmarhabdl, emberbdl, s6t halakbdl és gerinctelenekbdl is mutattak ki Ujabb
polyomavirus fajokat (Buck és mtsai, 2016; Calvignac-Spencer és mtsai, 2016; Moens és
mtsai, 2017). Polyomavirus-szerii szekvenciakat kimutattak izeltlabdakban is (Buck és mtsai,
2016).

A legtébb emlds polyomavirus élethosszan at tartd szubklinikai fert6zést okoz.
Immunhianyos gazdaszervezetben azonban sulyos betegségek,jelenhetnek meg, egyes
polyomavirusok daganatkeltd képességgel is rendelkeznek (Johne és mtsai, 2011). Erre a
tumorképz6 tulajdonsagukra utal taxonomiai elnevezésik is, hisz a polyoma szd gorog
eredetd, jelentése: poly="sok”, oma="tumorok”. Ezzel szemben a madar polyomavirusokat
heveny lefolyasu, nagy mortalitdssal jaré betegségek kapcsan irtdk le, melyek ép
immunrendszer(i gazdaszervezetet is érinthetnek (Johne és mtsai, 2005; Stewart és mtsai,
1958).

A daganatkutatas egyik modellvirusa a rhesus majombdl szarmazé SV40, ami egyben
az elsé DNS virus, amely genomszekvenciajat meghataroztak (Sweet és Hilleman, 1960).

Kimutattak, hogy az SV40 gyakran el6fordul a vakcinagyartas soran alkalmazott rhesus majom
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vesejébdl szarmazo sejtkulturakban. Ez 1955 és 1963 kozott hatalmas problémat jelentett,
mivel a human poliovirus (jarvanyos gyermekbénulas) elleni vakcinak korulbelll 30%-arol
kiderult, hogy SV40-nel szennyezettek. Kutatasok bebizonyitottak, hogy laboratoriumi
hércségdkbe injektalt SV40-el fertézott vesesejtek tumorképzé tulajdonsaggal rendelkeznek.
Tovabbi in vitro Kkisérletek alatamasztottak, hogy az SV40 alkalmas human sejtek
transzformalasara. Ennek koszonhet6en egyértelmlvé valt, hogy egy egészséges, de fert6zott
gazdabdl szarmazo virus képes lehet megbetegiteni és daganatos elvaltozasokat indukalni
eltéré gazdafajban is (Dang-Tan és mtsai, 2004).

Az emlés polyomavirusok esetében altalaban nem tarsulnak klinikai tlinetek az
elsddleges fertézéshez. Kivételt képez ez aldl a BK polyomavirus (Human polyomavirus 1),
mely altal okozott fert6zés sokszor enyhe hugyuti panaszokkal és felsé léguti tlinetekkel
parosul. Transzplantalt betegek esetében a fert6zés sulyos holyaggyulladast és
vesekarosodast okoz, mely a transzplantalt szerv kilok6déséhez vezethet. A JC polyomavirus
(Human polyomavirus 2) fertézés a kozponti idegrendszer megbetegedését, progressziv
multifokalis leukoenkefalopatiat okozhat, amely gyakori szov6dmény szerzett immunhianyos
szindromaban (acquired immune deficiency syndrome, AIDS) szenved8knél. SV40 esetében
kimutattak progressziv multifokalis leukoenkefalopatia-szeri megbetegedést olyan rhesus
majmoknal, melyek HIV (human immunodeficiency virus) fert6zottek voltak. A Merkel-sejtes
polyomavirus (Merkel-cell polyomavirus, Human polyomavirus 5) fert6zés Merkel-sejtes
karcindma kialakulasahoz vezethet. A Trichodysplasia spinulosa polyomavirus (Human
polyomavirus 8) felel6s egy ritka bérbetegség, a trichodysplasia spinulosa kialakulasaért (Buck
és mtsai, 2016; Johne és Miller, 2007; Johne és mtsai, 2011). A Human polyomavirus 6 és 7
fert6zés viszketéssel és diszkeratdzissal jaro bérelvaltozashoz vezethet (Nguyen és mitsai,
2017). Toébb human polyomavirus patolégiai jelentésége még nem tisztazott, beleértve a WU
polyomavirust (Human polyomavirus 4), Kl polyomavirust (Human polyomavirus 3), MW
polyomavirust (Human polyomavirus 10), STL polyomavirust (Human polyomavirus 11), New
Jersey polyomavirust (Human polyomavirus 13), Lyon IARC polyomavirust (Human
polyomavirus 14), valamint Human polyomavirus 9-et és 12-t (Baez és mtsai, 2017; Gheit és
mtsai, 2017; Johne és mtsai, 2011).

Az emlGs és madar polyomavirusok esetében szamos kulénbséget figyelhetiink meg.
Ide tartozik a korabban emlitett, madar polyomavirusokra jellemzé szélesebb gazdaspektrum.
Mig az eml6s polyomavirusok in vivo korulmények kozott kizarolagos szoveti tropizmust
mutatnak, addig madar polyomavirusok esetén jellemz6 tobb szerv érintettsége is. Az emlds
polyomavirusok daganatos elvaltozasokat indukalhatnak, am madar polyomavirusok kérében
ilyen tulajdonsagot eddig nem tapasztaltak. A fent emlitetteknek megfeleléen kuldonbségek
talalhaték a genom strukturajaban is. Az LTA DNS-két6 doménjének konszenzus

szekvencidjaban is eltéréseket irtak le. Az eml8s polyomavirusok a GAGGC pentanukleotidot
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hasznaljak a nagy T antigén kot6ként, mig a madar polyomavirusok esetében egy palindrom
motivumot (CC(A/Te)GG) figyelhetiink meg. Az itt emlitett szerkezeti és bioldgiai jellemzdk
miatt a madarak polyomavirusai kulénallé csoportot képviselnek a Polyomaviridae csaladon
belul (Johne és mtsai, 2011).

A polyomavirus fertézés sejtszintii folyamatai, a virus replikacioja

A polyomavirusok a gazdasejt gangliozid, glikoprotein és glikozaminoglikan
molekulaihoz kétédést kdvetden kaveolin- és klatrin-medialt endocitézissal, egyes esetekben
kaveolin-figgetlen extracellularis vezikulakkal jutnak a cytoplazmaba (Mayberry és mtsai,
2021; Stroh és mtsai, 2020). A receptor hasznalat meghatarozza az érintett sejtek korét; a
kilénb6zb polyomavirusok eltérd sejttropizmust mutatnak (Yang és You, 2020). Emlds
polyomavirusokra jellemzd a specifikus sejttropizmus, példaul a JC polyomavirus a kdzponti
idegrendszer, a BK polyomavirus a vese, a murine pneumotropic polyomavirus a tudé, a
Merkel-sejtes polyomavirus pedig a boér egyes sejtjeit fertézheti. Ezzel szemben a madarakat
érinté polyomavirus fert6zés utan a virus szamos szervben kimutathatd (Circella és mtsai,
2017; Johne és Miuiller, 2007).

A legtéb informacié a fertézés sejtszintli folyamatairdl az emldés polyomavirusok
esetében all rendelkezésre. A virusok korai endoszémaba csomagolva a virusok az
endoplazmatikus retikulumba jutnak, ahol a kapszid konformaciéja megvaltozik. A virus
tovabbi utja a sejtmagba vezet, ahol az S fazisban lév6 sejtek enzimkészletét hasznalva
replikalodik (Mayberry és mtsai, 2021). Az ori a LTA és ORFX/VP4 kédold régiok 5° végei
kozott talalhatd nemkddold régiora esik. A replikaciéd folyamataban fontos szerepe van a
fert6zés korai szakaszaban expresszalédd LTA-nak (Baez és mtsai, 2017; Yang és You,
2020). Az LTA segqiti a sejtek S-fazisba kertlését és annak megnyujtasat, melynek egyik eleme
a retinoblasztdma tumorszuppresszor fehérje foszforilalasa, amely igy inaktivalodik. A virus
replikacié soran az LTA hexamer stukturat vesz fel, az ori régiohoz kétédik és helikaz aktivitasa
révén a viralis dsDNS szalak szétvalasat segiti. Az eukariota replikaciés fehérje az ssDNS
szalhoz koétédik, majd a topoizomeraz, DNS polimeraz és primaz enzimek segitségével elindul
a replikacié folyamata (Baez és mtsai, 2017). Az LTA elsd exonjaban kédolt Dnad domén a
hésokkfehérje 70 (Hsp70) molekulat koti, ami feltehetleg a kapszid Osszeszerel6dés
helyének és minéségének szabalyozasaban jut szerephez (Chromy és mtsai, 2003). A human
polyomavirusok esetében a viralis DNS replikaciojanak képessége, a transzformacio, valamint
a kapszid 6sszeszerel6dése az intakt Dnad doméntél figg (Baez és mtsai, 2017). A tdbbi DNS
virushoz hasonléan a polyomavirusok kapszid fehérjéi is a citoszolban szintetizalédnak, mig

a virionok 6sszeéplilése a sejtmagban zajlik (Chromy és mtsai, 2003).
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A polyomavirusok diagnosztikdja, a fert6zések megel6zése

A circovirusokhoz hasonléan a klinikai tiinetek megjelenése, valamint a kérbonctani és
korszovettani (in situ hibrifdizacio, immunhisztokémia) vizsgalatok képzik a polyomavirus
fert6zés diagnosztikajanak alapjat (Chen és mtsai, 2014; Hossain és mtsai, 2014; Latimer és
mtsai, 1993). A viralis nukleinsav kimutatasara a PCR-t és real-time PCR-t alkalmazzak (Chen
és mtsai, 2014). A human betegek, valamint az allatallomanyok immunologiai statuszanak
nyomonkoévetése érdekében ELISA és HAG-probak, virusneutralizacios tesztek végzése a
legelterjedtebb (Chen és mtsai, 2014; Zielonka és mtsai, 2006).

Jelenlegi ismereteink szerint nem all rendelkezésiinkre hatékony kezelés, megfeleld
antiviralis szer a human polyomavirus fertézés ellen (De Gascun és Carr, 2013). A madarakat
érinté polyomavirus fertézés ellen mar szamos kisérleti vakcina sziletett, melyeket a
késbbbiekben ismertetink (Gelfi és mtsai, 2010; Ritchie és mtsai, 1998)..

5.3.1. A Gammapolyomavirus nemzetség

A Gammapolyomavirus nemzetség jelenleg kilenc, kilénb6zb madarfajokat fertézd
virust foglal magdba az ICTV online felluletén elérhetd rendszertan alapjan
(https://talk.ictvonline.org/) (2. tablazat).

2. tablazat A Gammapolyomavirus nemzetségbe tartozé kilenc virusfaj nevezéktana.

Fajnév Virusnév Magyar név

Anser anser polyomavirus 1 goose haemorrhagic polyomavirus | lud haemorrhagias polyomavirus
Aves polyomavirus 1 budgerigar fledgling disease virus | papagaj polyomavirus

Corvus monedula polyomavirus 1 crow polyomavirus csoka polyomavirus

Cracticus torquatus polyomavirus 1 | butcherbird polyomavirus Orvos fojtogeébics polyomavirus

Erythrura gouldiae polyomavirus 1 | Erythrura gouldiae polyomavirus Gould-amandina polyomavirus
fehérfejl apacapinty

Lonchura maja polyomavirus 1 Hungarian finch polyomavirus polyomavirus

Pygoscelis adeliae polyomavirus 1 | Adélie penguin polyomavirus Adélie-pingvin polyomavirus
Pyrrhula pyrrhula polyomavirus 1 finch polyomavirus suvolté polyomavirus
Serinus canaria polyomavirus 1 canary polyomavirus kanéri polyomavirus
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A nemzetség tagjainak f6 jellemz6i megegyeznek a polyomavirusokra altalanosan
elmondhaté tulajdonsagokkal. Genomjuk az idébeli kifejez6désuk alapjan elnevezett a korai
(LTA és STA) és késabi (VP1, VP2, VP3) fehérjéket kodold ORF-ek mellett egy hatodik ORF-
et (VP4-et vagy ORF-X) is tartalmaz (Calvignac-Spencer és mtsai, 2016; Johne és Miller,
2007). A papagadj polyomavirus (budgerigar fledgling disease virus, BFDV) VP4 génjérél két
termék, a VP4 és VP4d képzddhet alternativ splicing segitségével. Funkcionalis vizsgalatok
alapjan el6bbi szerkezeti fehérijeként mikodik és részt vesz a viralis genom
Osszeszerelésében, utdbbi pedig apoptozis indukalasara képes, melyet sejttenyészeteken
végzett kisérletekkel igazoltak. Megallapitottak, hogy a VP4 fehérje kozépsd régiodja felelés a
DNS-koétésért, mig az N- és C-terminalis régiok az apoptdzisban jatszanak szerepet. A VP4
k6zépsd szakaszan talalhatdé egy leucin-cipzar motivum, mely a fehérje multimerizaciojat
idézheti el6 (Bernier és mtsai, 1981; Bozeman és mtsai, 1981; Johne és Miiller, 2001, 2007).
A VP4/VP4d fehérje lehet a felel6s az akut megbetegedések kialakulasaért. Deléciés mutans
madar polyomavirusok létrehozasaval tanulmanyoztak a VP4 kddold régidjat érinté mutaciok
hatasat. Megallapitottak, hogy a deléciés mutansok fert6z6- és szaporoddképessége lassult.
Amennyiben a mutacié az iniciaciés kodont érintette, a virus replikacidja csirke embrionalis
sejteken teljesen megszlint. A madar polyomavirusok VP4 deléciés mutans fehérjéit érdemes
lehet vakcinajelbltként kezelni, &m ehhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az ORF-X fehérje
pontos szerepe maig ismeretlen (Johne és Mdller, 2007; Johne és mtsai, 2007).

Az 1980-as években elséként leirt gammapolyomavirust, a BFDV-t, 1-15 napos
hullamospapagdj (Melopsittacus undulatus) fiokakbol azonositottédk, melyek hirtelen elhullast
okozd belsé szervi rendellenességben és tollasodasi zavarokban szenvedtek (Bernier és
mtsai, 1981; Bozeman és mtsai, 1981; Johne és Miiller, 2007). A BFDV fert6zést késébb mas
madarfajokban is kimutattak (Johne és Miiller, 2007).

Az els6, madar gazdafajhoz kéthetd polyomavirus okozta megbetegedést, napos koru
libak vérzéses vese- és bélgyulladasat (hemorrhagic nephritis and enteritis of geese, HNEG),
1969-ben jegyezték le hazai ludallomanyokban. A tunetegyuttes megjelenése el6tt a kislibakat
a Derzsy-betegség ellen rekonvaleszcens szérummal kezelték, melyrdl a késébbi vizsgalatok
soran beigazolddott, hogy egy addig ismeretlen kérokozoval volt szennyezett, és végul ez
vezetett a nagyaranyu elhulladshoz (Bernath és Szalai, 1970). A kérokozo6t azonban csak 30
évvel késébb, 2000-ben Guerin és munkatarsai azonositottak és irtak le Uj polyomavirus
fajként, Goose hemorrhagic polyomavirus (lud haemorrhagias polyomavirus, GHPV) néven
(Guerin és mtsai, 2000). Az elsé megjelenést kdvetéen Németorszagbdl és Franciaorszagbal
jelentettek megbetegedéseket (Johne és Miller, 2003). A virus azéta is folyamatosan jelen
van az eurdpai ludallomanyokban; az utébbi években Németorszagban, Franciaorszagban,

Lengyelorszagban és Belgiumban is regisztraltak eseteket (Garmyn és mtsai, 2017; Gawel és
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mtsai, 2014; Kozdrun és mtsai, 2012), mig Eurépan kivll tajvani ludallomanyokban mutattak
ki (Tu és mtsai, 2021).

A madar polyomavirusok két tovabbi képvisel6jét 2006-ban széles spektrumu PCR
segitségeével sikerult azonositani (Johne és mtsai, 2006b). Egy németorszagi madarhazban
2000 és 2004 kozott fellepd nagy mortalitassal jaré megbetegedés tébb, a verébalakuak
(Passeriformes) rendjébe tartozé madarfajt is érintett. Az idésebb madarak esetében
tollasodasi problémak léptek fel. A vizsgalatok els6ként egy hirtelen elpusztult fiatal stivéltében
(Pyrrhula pyrrhula) igazoltak a stvoélté polyomavirus (finch polyomavirus, FPyV) jelenlétét. A
csoka polyomavirust (crow polyomavirus) egy Spanyolorszagban elhullott cséka (Corvus
monedula) 1ép mintajabol mutattak ki, am a virus etiolégiai szerepe a betegség lefolyasaban
kérdéses (Johne és mtsai, 2006b; Johne és Miiller, 2007).

2010 és 2016 kozott tovabbi gammapolyomavirus fajokat is leirtak. Kanarimadar fiokak
(Serinus canaria) nagyaranyu elhullasat, maj- és Iépmegnagyobbodast kanari polyomavirus
(canary polyomavirus, CaPyV) fert6zésnek tulajdonitottak (Halami és mtsai, 2010). A 6rvos
fojtogébics polyomavirust (butcherbird polyomavirus) Ausztraliaban egy szemkoérnyéki
bérelvaltozasokat mutatd fojtdégébics (Cracticus torquatus) mintajabdl (Bennett és Gillett,
2014), mig az Adélie-pingvin polyomavirust (Adélie penguin polyomavirus) tollasodasi
problémakat mutatd Adélie-pingvinek (Pygoscelis adeliae) Grtlékébdl mutattak ki (Varsani és
mtsai, 2015). A FPyV mellett tovabbi két polyomavirust jegyeztek le pintyfélék mintaibdl. A
Gould-amandina polyomavirus (Erythrura gouldiae polyomavirus) genom szekvencigjat egy
polyomavirus fertézés gyanus Gould-amandina (Erythrura gouldiae) majabdl hataroztak meg
(Heenemann és mtsai, 2015), A fehérfejii apacapinty polyomavirust (Hungarian finch
polyomavirus) munkacsoportunk azonositotta fehérfeji apacapinty (Lonchura maja) tidé és

maj mintaibdl (Marton és mtsai, 2016).

5.3.2. A GHPV tulajdonsagai

Magyarorszagon a ludtenyésztés és a libatomés tobb évszazados hagyomanyokra

vezethet( vissza. Hazank globalisan is a legnagyobb hizott liba- és kacsamaj termel6k kozé

tartozik (https://mbtt.hu/), de nagy népszeriiségnek orvend a libahus és toll is. A termékek
tulnyomo része exportra kerul. Néhany jarvanyos betegseg — példaul a HNEG, madarinfluenza
és liba parvovirus fert6zés — hazankban is 6ridsi karokat okozott, ezért az dllomanyok védelme
fokozott figyelmet érdemel.

A HNEG Kkialakulasaért felelés GHPV 5252-5256 bp hosszusagu genommal
rendelkezik. A mar emlitett kis és nagy tumor antigéneken (STA, LTA) és VP1, VP2, VP3
szerkezeti fehérjéken felll az ORF-X régié egy tovabbi, 169 as hosszu fehérjét is kddolhat,
melynek funkcidja eddig ismeretlen. Feltételezések szerint a VP4-hez hasonléan a virus

patogenitasaban jatszik szerepet (Fehér és mtsai, 2014; Johne és Miller, 2003). Annak
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ellenére, hogy a GHPYV altal okozott megbetegedés tobb, mint 50 éve kerult leirasra, a fert6zés
soran lejatszdédé intracellularis folyamatok a mai napig ismeretlenek. A GHPV izolalasa és a
virus szaporitdsa primer sejteken és sejtvonalakon valtozé sikerrel jart, a virus életciklusarol
€s génexpresszios profiljarol szerzett ismereteink hianyosak (Guerin és mtsai, 2000; Johne és
Muller, 2003; Mészaros és mitsai, 2014; Palya és mtsai, 2004). Fert6zott primer
sejttenyészetekben megfigyelhetd a sejtmag enyhe megnagyobbodasa, a sejtek levalasa vagy
aggregacioja, valamint granulumok és vezikulak megjelenése a citoplazmaban (Guerin és
mtsai, 2000). A GHPV a hazilidon kivil kacsakban (pekingi kacsa, Anas platyrhynchos
domesticus; pézsmaréce, Cairina moschata; mulard kacsa, Cairina moschata * Anas
platyrhynchos) is képes szaporodni, igy azok potencialis rezervoarok a virus szamara
(Corrand és mtsai, 2011; Pingret és mtsai, 2008; Stys-Fijol és mtsai, 2016; Wan és mtsai,
2018). Egyes tanulmanyok szerint a ludak GHPV fert6zésére jellemzé tinetek jelentek meg
kacsak esetében, am ezt mas vizsgalatok nem erésitették meg (Bernath és Szalai, 1970;
Corrand és mtsai, 2011). GHPV VP1 szekvenciakat mutattak ki kilonb6zé vadmadarfajok
(t6kés réce, Anas platyrhynchos; szirke gém, Ardea cinerea; fehér golya, Ciconia ciconia;
szirti galamb, Columba livia; vorés vércse, Falco tinnunculus; egerészolyv, Buteo buteo;
bltykds hattyu, Cygnus olor; csoka, Coloeus monedula) egyedeibdl szarmazé szdvet- és
bélsarmintdkban is, am teljes virdlis genomszekvenciak nem allnak rendelkezésre és a
lehetséges fertézés jelent6sége nem ismert (Stys-Fijol és mtsai, 2016).

A GHPV megjelenése védtelen allomanyokban nagyaranyda (akar 80%-0s)
megbetegedéssel és elhullassal jarhat. Leginkdbb a 3-10 hetes kislibakat érinti, melyeknél
véres bélsarlrités és idegrendszeri tlinetek (apatia, mozgasi zavarok, remegés, komatézus
allapot) figyelhetéek meg (6. abra) (Corrand és mtsai, 2011; Dobos-Kovacs és mtsai, 2005;
Palya és mtsai, 2004; Tu és mtsai, 2021). A kérbonctani és kérszdvettani vizsgalatok soran
tapasztalt legjellemzébb elvaltozasok HNEG esetében: bér alatti kdtészdvetben 6déma, a
kapillaris endotél nagyfoku sértlései miatt kialakuld vérzések, a testlregben és belsé szervek
burkaiban savo felhalmozodasa, a bels6 szervek szoveteinek elhalasa, a vesék, belek és
Fabricius-féle toml6 esetében vérzéses gyulladas (Bernath és mtsai, 2001; Bernath és mtsai,
2006; Palya és mtsai, 2004; Tu és mtsai, 2021).
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6. abra A 1ud haemorrhagias polyomavirus fert6zésre jellemzd kérszdvettani és kdrbonctani
tinetek ludakban: savé felhalmozédasa a hasliregben (a), erezetesen beldvellt vastagbél
nyalkahartya (b), duzzadt vesék vérzésekkel (a, b), vérzéses bélgyulladas (c), zsigeri

kdszveény (d).

Kisérletes fert6zés soran a vese, tud6, toll follikulus sejtek és endothel sejtek
sejtmagjaban virusszeri( részecskéket figyeltek meg (Lacroux és mtsai, 2004). A szdvettani
vizsgalatok alapjan megallapitottak, hogy a GHPV a szervezet vérereinek endotél sejteinek
magjaban szaporodik, aminek kdvetkeztében azok sérulnek, funkcidjuk ellatasara képtelenné
valnak, a kapillarisok falanak atjarhatésaga fokozédik, ami testszerte el6forduld 6démak és
vérzések kialakulasahoz vezet (7. abra) (Bernath és mtsai, 2006; Dobos-Kovacs és mtsai,

2005; Tu és mtsai, 2021).
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7. abra A bélfal kapillaris endotél sejtjeinek magjaban azonositott GHPV virionok. A
felvétel transzmisszios elektronmikroszképpal késziilt.

(A kép forrasa: Bernath és mtsai., 2006)

A GHPV fert6zés idésebb egyedekbdl allé ludallomanyok esetében alacsonyabb
elhullassal, tinetmentességgel jarhat. Azonban az allomanyt éré hatasok, valamint a stressz
befolyasolhatjak a betegség sulyossagat (Palya és mtsai, 2004).

Tanulmanyok alapjan a fert6zés bejutasa egy érintetlen allomanyba tébbféleképpen is
megvaldsulhat. A horizontalis terjedéséhez hozzajarulhatnak az érintetlen allomanyokba
keril6 fert6zott egyedek vagy koérnyezetben fennmaradd  virusok, melynek
kovetkezményeként folyamatosan jelentkezhetnek elhullasok. Mivel idésebb madarak
szamara a korokozd kisebb veszélyt jelent, a virussal fert6z6dott tinetmentes, vagy
felgyogyult egyedek perzisztensen fertézottek maradhatnak és szerepet jatszhatnak a virus
horizontalis és vertikalis terjedésében. A vertikalis terjedés lehetéségét a kislibak esetében
mar négy napos korban megfigyelt polyomavirus altal okozott elhullas veti fel (Bernath és
Szalai, 1970; Palya és mtsai, 2004).

Hatékony védekezést a betegség ellen a vakcindzas nyujthat. A chorioallantois
membranba injektalt virussal liba embridk fertézhetéek voltak, azonban a virus replikacioja
nem bizonyult elég hatékonynak a vakcinagyartashoz (Bernath és mtsai, 2006). Laboratériumi
korilmények kozott a fé strukturalis fehérjét (VP1) tartalmazd alegység vakcinaval jo
eredményeket sikerult elérni (akar 95-100%-o0s hatékonysaggal nyujtott védelmet az GHPV
fert6zéssel szemben), am a készitmény kereskedelmi forgalomba még nem kertlt . A modszer
Iényege, hogy rekombinans baculovirus felhasznalasaval termeltek VP1 proteint, melynek
klilébnb6zd antigénkoncentraciéban vald felhasznalasaval olajemulzids vakcinat allitottak elé

(Maté és mtsai, 2009). Napos koru libakon tesztelésre kertltek olyan oltéanyagok is, melyek
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primer liba vesesejteken tenyésztett, inaktivalt GHPV-t és kilénbdz6 adjuvansokat (Al(OH)s,
Carbopol) tartalmaztak. Kereskedelmi forgalomba ez a vakcina sem kertlt (Gelfi és mtsai,
2010). Jelenleg inaktivalt viriont tartalmazé telepspecifikus autovakcinaval értek el sikereket

hazankban.

5.3.3. A BFDV tulajdonsagai

A BFDV koérulbelll 4981 bp hosszusagu genomjanak f6 szerkezeti felépitése mas
gammapolyomavirusokéval megegyez8, egyedi elemként a VP4/VP4d fehérjéket kodolé ORF
emlitendd. A virus a diszmadarak kereskedelmének kdszonhetben vilagszerte elterjedt, féleg
hulldamos papagaj (Melopsittacus spp.) és torpepapagaj (Agapornis spp.) tenyészetekben. A
papagajféléken felll (Psittaciformes) kimutattak pintyfélékbél (Fringillidae), vadmadar
(solyomfélék, Falconidae) és csirke (Gallus gallus domesticus) gazdafajokbdl is (Johne és
Mller, 2007).

Habar a BFDV A&ltal okozott megbetegedést mar 1981-ben leirtak, a koérokozé
azonositasara csak kés6bb kerillt sor, el6szér szeroldégiai modszerekkel 1987-ben, ezt
kovetéen pedig PCR segitségével 1991-ben (Bernier és mtsai, 1981; Phalen és mtsai, 1991;
Wainright és mtsai, 1987).

Azokban a papagajtenyészetekben, ahol kimutathaté az BFDV fert6zés, a fert6zési
arany megkozelitheti a 100%-ot, ezzel szemben a mortalitasi arany 25-100% kdzo6tt mozog
(Katoh és mtsai, 2009; Krautwald és mtsai, 1989; Phalen és mtsai, 1997). A mortalitasi arany
jelentds mértékben fligg a fert6zott madarak életkoratdl és az Sket ért stresszhatasoktol. A
frissen kikelt fiokak a legveszélyeztetettebbek, a fertézést kovetben latszélag normalis
fejlédésnek indulnak, majd 2-3 hetes korukban hirtelen elpusztulhatnak. Azoknal az
egyedeknél, melyek tulélik, késébb tollasodasi problémak Iéphetnek fel és ropképtelenné
valhatnak (Krautwald és mtsai, 1989; Miiller és Nitschke, 1986).

A tollasodasi zavarokon tul a leggyakoribb tinetek kozé a bér kékes elszinezbdését,
bér alatti vérzéseket, hasmenéses tlneteket, hasureg felfuvodasat soroljak. Az idésebb
madarak esetében a francia vedlésnek is nevezett klinikai kép jelenik meg: a madarak hirtelen
elveszitik farok- és szarnytollaikat, ropképtelenné valnak (Bernier és mtsai, 1981; Muller és
Nitschke, 1986). Koérbonctani vizsgalatok soran megfigyelték a sziv megnagyobbodasat,
szivburok és hasiri folyadékgyllemet, majgyulladast, a vesék halvannya vagy vérbévé
valadsat. Korszovettani vizsgdlatok virusrészecskékbél 4&ll6  bazofil magzarvanyok
azonositottak kilénbdzd szervek (maj, 1ép) sejtjeinek magjaban (Bernier és mtsai, 1981;
Bozeman és mtsai, 1981; Miller és Nitschke, 1986). Beszamoltak tlinetmentes hordozokrol
is, melyek hozzajarulnak a koérokozé terjesztéséhez (Katoh és mtsai, 2009; Krautwald és

mtsai, 1989; Phalen és mtsai, 1997). A virus atviteli médja a GHPV esetében kdzdlteknek felel
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meg; mind vertikalis, mind horizontalis atadas lehetséges (Phalen és mtsai, 1997). Mas
madarfajok esetében is megfigyelték a hullamos papagajoknal azonositott klinikai tiineteket,
de leirtak olyan hirtelen elhullasokat, ahol elézetes tiinetek nem jelentkeztek (Johne és Milller,
2007).

Hatékony védekezést a betegség megelézésére a vakcinazas nyujthat. Laboratériumi
korulmények kozott mar az 1990-es évek végeén teszteltek inaktivalt papagaj polyomavirust
tartalmazo vakcinakat (Ritchie és mtsai, 1996). Kereskedelmi forgalomban jelenleg egy termék

kaphatd, melyet a 3-9 hetes papagaj fiokak oltasara alkalmaznak.
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6. Ceélkitlizés

Tanulmanyunk soran az alabbi célokat tlztuk ki:

- Kilénb6z6 vadmadarfajok esetében CRESS DNS virusok és polyomavirusok

el6fordulasanak vizsgalata.
- Az altalunk azonositott, Uj CRESS DNS virusok teljes genomszekvenciajanak
meghatarozasa, a genomok szerkezeti elemzése, a filogenetikai kapcsolatok

megismerése, modellezése.

- Hazai ludallomanyokban eléforduld GHPV térzsek genomjanak vizsgalata, azok

genetikai diverzitdsanak meghatarozasa.

- Az egyes gammapolyomavirusok filogenetikai és evoluciés kapcsolataink

feltérképezése.

- Egy hazai tenyészetben elhullott papagaj szovetmintajabol azonositott BFDV torzs

genomjanak jellemzése, 6sszevetése szakirodalmi adatokkal.
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7. Anyag és modszer

7.1. A vizsgalt mintak eredete

Tanulmanyainkhoz a mintdkat a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
Allategészségligyi Diagnosztikai Igazgatésaga (NEBIH ADI) biztositotta.

Kismeéretd, cirkularis DNS genommal rendelkez6 virusok, koztik circo-, cyclo- és
egyéb CRESS DNS virusok, valamint polyomavirusok kimutatasara Magyarorszag kulénb6z6
terlleteirél szarmazo, 2013 novemberében és decemberében gyiijtott, influenza szlirésre
érkezett 31 madarfaj 90 egyedének kloaka tampon mintajat vontuk be. Az érintett madarfajok
az alabbi rendekbe tartoztak: vagomadar-alakuak (Accipitriformes), ladalakdak
(Anseriformes), lilealakuak (Charadriiformes), goélyaalakuak (Ciconiiformes), galambalaktuak
(Columbiformes), soélyomfélék (Falconiformes), tyukalakuak (Galliformes), darualakuak
(Gruiformes), verébalakuak (Passeriformes), goédényalakuak (Pelecaniformes), vocsokfélék
(Podicipediformes), bagolyalakuak (Strigiformes) és szulaalakuak (Suliformes). A tampon
mintak gazdafaj szerinti eredetét, illetve a mintagy(jtés helyét az 3. tablazat tartalmazza. Az
egyedek egészségi allapotardl, korardl, nemérdél nem allt rendelkezéslnkre informacié. A
vizsgalatunkba bevont mintdkat hazank kulénbdzé vizes éléhelyeirdl gydjtotték: Sarbogard
(n=31), Hortobagy (n=29), Mez&berény (n=17), Kéréstarcsa (n=5), Tiszaklrt (n=1), Tiszasas
(n=4), Magyarhertelend (n=3). A klodka tampon mintak gyljtése a hazai madarinfluenza
megfigyelési program (surveillance) keretében allatorvosok, vadaszok és ornitoldgusok
kézrem(ikddésével tortént. Az elérni kivant mintaszam és a gytijtésbe bevonandd madarfajok
elézetesen nem voltak meghatarozva. Ennek készdnhetéen az egyes tertletekrdl kiilénbdzd

vadmadarfajok mintazasa tortént.
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Gazdafaj

3. tablazat A vizsgalt vadmadarfajok listaja, mintaszam és a mintagydjtés helye.

Mintaszam | Mintagyiijtés helye

tékés réce (Anas platyrhynchos)

nyari lud (Anser anser)

nagy lilik (Anser albifrons)
szarcsa (Fulica atra)

csoOrgo réce (Anas crecca)
sziirke gém (Ardea cinerea)
vetési varjua (Corvus frugilegus)
karokatona (Phalacrocorax carbo)
vetési lud (Anser fabalis)
dankasiraly (Chroicocephalus ridibundus)
vizityuk (Gallinula chloropus)
facan (Phasianus colchicus)

egerészolyv (Buteo buteo)

szajko (Garrulus glandarius)

balkani gerle (Streptopelia decaocto)

szarka (Pica pica)

erdei fiilesbagoly (Asio otus)

halaszsas (Pandion haliaetus)
karvaly (Accipiter nisus)

voros vércse (Falco tinnunculus)
barna rétihéja (Circus aeruginosus)
kabasolyom (Falco subbuteo)
bakcsoé (Nycticorax nycticorax)
gyongybagoly (Tyto alba)

fehér gélya (Ciconia ciconia)
rétisas (Haliaeetus albicilla)

hollé (Corvus corax)

kuvik (Athene noctua)

bubos vocsok (Podiceps cristatus)
hazi veréb (Passer domesticus)

kis lilik (Anser erythropus)

6 Sarbogard
Mezéberény
Magyarhertelend
Korostarcsa
Tiszasas
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Sarbogard
Hortobagy
Sarbogard
Sarbogard
Tiszakurt
Sarbogard
Sarbogard
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Hortobagy
Mez&berény
Tiszasas

Mez&berény

N O N N P N & WO WP WO WDNEP P DNP P P PP ORPR P P PPN WODNP WO WNDN W W

Korostarcsa
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A hazankban el6forduld reprezentativ GHPV tdrzsek teljes genomszekvenciajanak

meghatarozasahoz haziludbdl (n=19) és mulard kacsabol (n=2) szarmaz6 vese/bursa

szOvetmintakat hasznaltunk fel. A mintak GHPV fertézés tipikus tlneteit mutaté madarakbdl

szarmaztak. Az GHPV jelenlétét elézetesen mar igazolta a NEBIH ADI. Ezen felill egy, az

1969-es jarvany kitorésekor azonositott magyarorszagi torzset is feldolgoztunk (4. tablazat).

A kivont nukleinsav allomanyt (a dolgozatban szerepl6 22, illetve egy, korabban a

munkacsoport altal feldolgozott egyéb minta) circo- és cyclovirusok, illetve egyéb CRESS DNS

virusok kimutatasara alkalmas PCR rendszerrel is vizsgaltuk.

4. tablazat A vizsgalt hazi viziszarnyas mintak listgja, a mintazott gazdafajok, azok szarmazasi

helye és mintavétel ideje.

Torzs Gazdafaj Gyiijtés helye Mi?éae‘j’eétel
1969 hazilud (Anser anser domesticus) Szarvas 1969
opa | MO e oy IS mosa aons
3814 hazilud (Anser anser domesticus) Bocsa 2008
5171 hazilud (Anser anser domesticus) Kiskunfélegyhaza 2008
5348 hazilud (Anser anser domesticus) Szatymaz 2013
6345 hazilud (Anser anser domesticus) Jaszszentlaszlo 2013
6930 hézilud (Anser anser domesticus) Bocsa 2008
7169 hazilud (Anser anser domesticus) Bocsa 2008
7327 hazilud (Anser anser domesticus) Felpéc 2013
7613 hazilud (Anser anser domesticus) Kiskunfélegyhaza 2008
10362 hazilud (Anser anser domesticus) Kelebia 2008
10372 hazilud (Anser anser domesticus) Bdcsa 2008
12016 hazilud (Anser anser domesticus) Jaszszentlaszlo 2007
14451 hazilud (Anser anser domesticus) Kelebia 2011
16005 hazilud (Anser anser domesticus) Kiskunfélegyhaza 2013
16006 hazilud (Anser anser domesticus) Kiskunfélegyhaza 2013
20158 hazilud (Anser anser domesticus) Bocsa 2015
20962 hazilid (Anser anser domesticus) Kiskunfélegyhaza 2013
oo | MO (e ey IS moesa oo
24131 hazilid (Anser anser domesticus) Kiskunfélegyhaza 2013
24135 hazilud (Anser anser domesticus) Jaszszentlaszlo 2013
37233 hazilud (Anser anser domesticus) Rém 2015

Egy 2011-ben elhullott fiatal 6rvds sandorpapagajbdl (Psittacula krameri) szarmazo
szervminta elegyet (maj és 1ép) a gazdat fert6z6 BFDV torzs genomjanak jellemzésére
hasznaltunk fel. Az allat jelentds sulyvesztést mutatott, majd par napon belil elhullott. A

makroszkopos elvaltozasok kozé tartozott a Iép- és majmegnagyobbodas, a vese duzzanata,
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belsé szervek vérbdsége. A szdvettani vizsgalatok feltartak a maj, vese, 1ép és sziv

véromléses elvaltozasat, nekrotizalé majgyulladast, a vesék tubularis nekrdzisat.
7.2. A mintak elokészitése, virusok kimutatasa, genom amplifikalas

7.2.1. Viralis nukleinsav kivonasa

A vadmadar eredetli kloaka tampon mintakat 1 ml PBS (phosphate buffered saline,
foszfat pufferes sooldat) (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) oldatban bocsatottak
rendelkezéslinkre. A viralis nukleinsav allomany kivonasahoz Direct-zol RNA MiniPrep Kitet
(Zymo Research, Irvine, CA, USA) hasznaltunk a gyartoi eléirasoknak megfeleléen, a DNaz
kezelést tartalmazé Iépés kihagyasaval. A kivont nukleinsavat 50 ul ellciés pufferben vettik
fel, majd tovabbi felhasznalasig -60 °C-os fagyasztéban taroltuk.

Az GHPV és BFDV torzsek teljes genom meghatarozasahoz hasznalt viralis
nukleinsavat a kapott szévetekbél DNeasy Blood&Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag)
segitségével vontuk ki, a gyartoi utasitasoknak megfeleléen. A kivont nukleinsavat 50 pl

eluciés pufferben vettik fel, majd tovabbi felhasznalasig -60 °C-on taroltuk.

7.2.2. CRESS DNS virus specifikus széles spektrumu PCR

A circo- és cyclovirusok, vagy egyéb CRESS DNS virusok kimutatasa széles
spektrumu nested PCR rendszerrel, univerzalis primerekkel tortént (5. tablazat) (Li és mtsai,
2010a). Ezzel a modszerrel a rep korulbeltl 400 bp hosszu fragmensét amplifikalhatjuk. A
PCR reakcidelegy 25 ul végtérfogatban tartalmazott 1 pl kivont nukleinsavat, 200 nM primert,
200 uM dNTP keveréket, 1x DreamTaq Buffert és 0,625 U DreamTaq DNA Polymerase
enzimet (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA). A nested PCR els6é és masodik
amplifikacids lépése tartalmazott egy 3 perc hosszu kezdeti denaturaciot 95 °C-on, amit 40
ismétl6do ciklus kdvetett (denaturacié 95 °C 30 mp, anellacio az elsé PCR Iépésnél 52 °C 30
mp, masodiknal 56 °C 30 mp, lanchosszabitas 72 °C 1 perc), majd legvégil egy 72 °C-o0s 10
perc hosszu végsd extenzids Iépés zart le.

A PCR-eket Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler tipusi PCR készulék (Applied
Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA) segitségével végeztik.

7.2.3. Polyomavirus specifikus széles spektrumu PCR

A polyomavirusok kimutatasa széles spektrumi nested PCR rendszerrel, a
virusgenom VP1 régidjara illeszkedd degeneralt primerekkel (5. tablazat) tértént (Johne és
mtsai, 2005). A reakcio kivitelezéséhez 25 pl végtérfogatban 1 pl kivont nukleinsavat (a

masodik amplifikacids 1épés soran az els6 kor elegyébdl 4 ul-t), 200 nM primert (5. tablazat),

38



200 yM dNTP keveréket, 1x DreamTaq Green Buffert és 0,625 U DreamTaq DNA Polymerase
enzimet (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) hasznaltunk. Mindkét amplifikacios
lépésben a 95 °C 3 perc hosszu kezdeti denaturacios 1épést egy 45 ciklusbadl allé amplifikacid
kovetett (denaturacié 95 °C 30 mp, anellacio az elsd PCR |épésnél 46 °C 30 mp, masodiknal
56 °C 30 mp, extenziéo 72 °C 30 mp), végul egy 10 perc hosszu 72 °C-os elongacioval
végz6dott. A PCR-eket Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler tipusu PCR készulék
(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA) segitségével végeztik.

5. tablazat A vizsgalatok soran hasznalt primerek szekvenciai.

CRESS DNS virus: cirkularis, replikacié-asszocialt fehérjét kédolo, egyszalu DNS virus;
GHPV: lud haemorrhagias polyomavirus; GgaCV-1: szajko-asszocialt cirkularis virus 1;
DUACyV-1: Kkacsa-asszocialt cyclovirus 1; GoCV: liba circovirus, BFDV: papag3;
polyomavirus. Degeneralt primerek bazisai: Y=C/T; R=A/G; W=A/T; N=A/C/T/G; |= inozin,
AICITIG

Primer neve | Szekvencia Elhelyezkedés Felhasznalas

CV-F1 GGIAYICCICAYYTICARGG rep

CV-R1 AWCCAICCRTARAARTCRTC rep circo-, cyclo- és egyéb
CRESS DNS virus

CV-F2 GGIAYICCICAYYTICARGGITT rep sziirés (Li et al., 2010a)

CV-R2 TGYTGYTCRTAICCRTCCCACCA rep

VP1-1f CCAGACCCAACTARRAATGARAA VP1

VP1-1r AACAAGAGACACAAATNTTTCCNCC VP1 polyomavirus szfirés

VP1-2f ATGAAAATGGGGTTGGCCCNCTNTGYAARG VP1 (Johne et al., 2005)

VP1-2r CCCTCATAAACCCGAACYTCYTCHACYTG VP1

PolyVP1f | CCTCTACGGCACTGTGTACC VP1 o

PolyVP1-r | CGGCTTATGTCTGGATCACC VP1 GHPV szlires

GYACVIf | GCAGGGCGAACGAACAGATTGG 348-369 GgaCV-1 teljes genom

GYACV1-r | GAGGAATTCGGCGAACTACCCCG 325-347 amplifikalas

DUACyV1-f | TCATCTCTTGAACTGGTGTGCC 1528-1547 DUACYV-1 teljes genom

DUACyV1-r | CTGTGACGCAATAACGAGGTC 1548-1567 amplifikalas

GoCV-f CCGGAAGTACCCGACNACTTATG 465-487 GoCV teljes genom

GOCV-r TCTGCCGATAACTGACGTGGC 444-464 amplifikalas

2763F CAGCATTTTAGGGGACTTCCACGG 2763-2786

2248R ACCTCTGTTTTGACAGAGACTGCC 2225-2248 GHPV telies genom

4541F TGCAGGATCAATGGCTGAAGCTC 4541-4563 amplifikalas

3792R TTCAGGGGACCGGTTAACACTG 3771-3792

bPyVbbF1 | ACGCTATTTCAGTATCCAGCTG 2720-2741

bPyVbbR1 | GGTAGGCCTCGCCAATATTG 2700-2719 BFDV teljes genom

bPyVbbF2 | TGTATCTGGTTTGCTAAACTCCTTG 2771-2795 amplifikalas

bPyVbbR2 | GGATAGGGGTTACGAACATTACG 2748-2770
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7.2.4. GHPV specifikus diagnosztikai PCR

A NEBIH ADI &ltal hasznalt GHPV specifikus diagnosztikai PCR egy 1072 bp hosszu
szakaszt sokszoroz fel a GHPV genom VP1-VP3 atfedd régidjabol. A 25 ul végtérfogatu PCR
reakcié 200 nM primert (5. tablazat), 200 uM dNTP keveréket, 2,5 pl 10x DreamTaq Green
Buffert és 0,625 U DreamTaq DNA Polymerase enzimet (Thermo Scientific™, Waltham, MA,
USA) tartalmazott. A héprofil az alabbi Iépésekbél allt: 95°C 30 mp kezdeti denaturacio, majd
40 ismétlédd ciklusbdl allé amplifikaciod (denaturacio 95 °C 10 mp, anellacié 53 °C 30 mp,
extenzié 72 °C 90 mp), végul 72 °C 10 perc végs6 extenziod (Fehér és mtsai, 2014). A PCR-
eket Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler tipusi PCR készilék (Applied
Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA) segitségével végeztik.

7.2.5. PCR termékek ellenOrzése és tisztitasa

A nested PCR termékek hosszat 1%-0s agaréz (Lonza, Basel, Svajc) gélen térténd
elektroforézissel ellenériztik. A gél elkészitéséhez 0,5X TBE (trisz-borat-etilén-diamin-
tetraecetsav, Lonza, Basel, Svajc) puffert hasznaltunk. A DNS lathatéva tétele GelRed
(Biotium, Fremont, CA, USA) festékkel tortént. Molekulatdomeg markerként O’Gene Ruler Mix
DNA Laddert (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) alkalmaztunk. Az elektoforézist 80-
120 V-on veégeztik. A gélt UV fénnyel atvilagitottuk, majd CSL-Microdoc Systems
géldokumentacios rendszerrel (Cleaver Scientific, Rugby, Egyesult Kiralysag; Power Shot G12
kamera, Canon, Tokio, Japan) rogzitettik az eredményeket.

A megfeleld méretli fragmenseket el6szor kivagtuk a gélbdl, majd ezt kdvetben
tisztitottuk ki Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taipei, Taiwan) segitségével,
a gyartd utasitasai szerint. A tisztitott DNS fragmenseket -20 °C-on taroltuk tovabbi

felhasznalasig.

7.2.6. Sanger szekvenalas

A tisztitott, felsokszorozott PCR termékek mindkét szalanak nukleinsav sorrendjét
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific,
Foster City, CA, USA) alkalmazasaval, a nested PCR masodik amplifikacios Iépésében is
hasznalt oligonukleotidokkal hajtottuk végre. A reakcidelegy 10 ul végtérfogatban tartalmazott
1 pl Sequencing Buffert, 1 pyl BigDye Reaction Mixet, 500 nM primert (5. tablazat) és 5 pl
tisztitott PCR terméket. A szekvenalasi reakcioban a 96 °C-on végzett, 1 perc hosszu kezdeti
denaturacioét 30 ciklus (denaturacié 95 °C 20 mp, anellacié 50 °C 5 mp, elongacio 60 °C 4
perc) kdvette.

A szekvenalasi termékeket etil-alkohol és natrium-acetat elegyével vontuk ki. Az elegy

tartalmazott 10 pl szekvenalasi terméket, 31 pl 96% etanolt, 1,5 pyl 3M Na-acetatot (pH 5,2),
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7,5 pl nukleaz mentes vizet. Az elegyet 4400 g fordulatszamon, 4 °C-on 45 percig
centrifugaltuk, majd a pelletet 70%-os etil-alkohollal mostuk. Ezt kdvetden Ujra centrifugaltunk
4400 g fordulatszamon, 4 °C-on 15 percig, az igy kapott Uledéket pedig szobah&meérsekleten
szaritottuk. A termékek nukleinsav sorrendjének meghatarozasa ABI PRISM 3100-Avant
készliléken (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA),

egyuttmdikodd partnerink segitségével tortént.

7.2.7. CRESS DNS virusok teljes genomjanak amplifikalasa

A telies CRESS DNS virus genomok amplifikalasa back-to-back PCR segitségével
tortént, a nested PCR termék szekvenciaja alapjan tervezett primerparok hasznalataval. A
reakcidelegy 25 pl végtérfogatban tartalmazott 1 ul kivont nukleinsavat, 200 nM primert (5.
tablazat), 200 uM dNTP keveréket, 1x Phusion HF Buffert és 0,25 U Phusion DNA Polymerase
enzimet (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA). A back-to-back PCR 98 °C 30 mp kezdeti
denaturacié utan 45 ciklusbol allt (98 °C 10 mp, 60-61 °C 30 mp, 72 °C 1 perc), amitegy 72 °C-
on 10 percig tarté végsé elongacios lépés kovetett. A PCR-eket Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler tipusu PCR készilék (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster
City, CA, USA) segitségével végeztik. A PCR termékek tovabbi felhasznalasa a 7.2.5.

pontban leirtak alapjan tortént.

7.2.8. Uj GHPV térzsek teljes genomjanak amplifikaldsa

Az GHPV teljes genomjanak meghatarozasahoz két, a GHPV genomjahoz viszonyitva
atfedd PCR terméket hasznaltunk. A PCR reakcioelegyek 1 ul kivont nukleinsavat, 200 nM
primert (5. tablazat), 200 uM dNTP keveréket, 1x Phusion HF Buffert és 0,3 U Phusion DNA
Polymerase enzimet (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) tartalmaztak. A PCR a
kovetkezd lépésekbdl allt: 98 °C-on 30 mp hosszu kezdeti denaturacié, 40 ciklusbol allé
felsokszorozas (98 °C 10 mp, 57 °C 30 mp, 72 °C 5 perc), végul 72 °C-on 10 perc hosszu
végsh elongacio. A PCR-eket Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler tipusu PCR készilék
(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA) segitségével végeztuk.
A PCR termékek tovabbi felhasznalasa a 7.2.5. pontban leirtak alapjan tortént.

7.2.9. Uj BFDV térzs teljes genomjdnak amplifikaldsa

Az BFDV teljes genomjanak meghatarozasa back-to-back PCR segitségével tortént.
A PCR reakcidelegy 200 nM primert (5. tablazat), 200 uM dNTP keveréket, 1x Phusion HF
Buffert, 0,3 U Phusion DNA Polymerase enzimet (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) és
1 pl kivont nukleinsavat tartalmazott. A héprofil az alabbiak szerint alakult: 98 °C 30 mp kezdeti
denaturacio utan 40 ciklusbdl all6 felsokszorozas (98 °C 10 mp, 54 °C 30 mp, 72 °C 2,5 perc),
végll 72 °C 10 perc hosszu végsd elongacios lépés. A PCR-eket Applied Biosystems 2720
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Thermal Cycler tipusu PCR (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA,
USA) készulék segitségével végeztik. A kapott back-to-back PCR termékekbdl a 7.2.5.

pontban leirtak szerint tisztitottunk és tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltunk.

7.2.10. Ujgenerdciés szekvendlds

Az Ujgeneraciés szekvenalast lon Torrent Personal Genome Machine® (Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA) készillék segitségével
végeztik. A back-to-back és a hosszu (GHPV esetén) PCR termékek enzimes
fragmentaciojat, az adapterek fragmenshez ligalasat a NEBNext® Fast DNA Fragmentation &
Library Prep Set for lon Torrent™ kit segitségével (New England Biolabs, Hitchin, Egyesdlt
Kiralysag) hajtottuk végre, mig a koényvtarakhoz az egyedi mintaazonositdé kodokat az
lonXpress™ Barcode adapterek kozil valasztottuk (Life Technologies/Thermo Fisher
Scientific™, Waltham, MA, USA). Az indexelt cDNS (komplementer DNS) konyvtarak tisztitasa
a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taipei, Tajvan) alkalmazasaval tortént, a
tisztitott terméket 2%-0s, elére gyartott, kereskedelmi forgalomban kaphaté E-Gel
(Invitrogen™ | Carlsbad, CA, USA) segitségével elektroforetizaltuk. A 300-350 bp hosszusagu
fragmenseket a gélbdl visszanyertik és PCR amplifikaciot hajtottunk végre a NEBNext® Fast
DNA Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent™ kit (New England Biolabs, Hitchin,
Egyesllt Kiralysag) leirasanak megfeleléen. Az ampilfikacié héprofilja a kdvetkezd volt: 30 mp
kezdeti 98 °C-on térténé denaturacid, majd 12 amplifikacios ciklus (98 °C 10 mp, 58 °C 30 mp,
72 °C 30 mp), legvégul 72 °C-on 5 percig tartoé végsé elongacio. Az igy keletkezett termékeket
ismét tisztitottuk Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taipei, Tajvan)
segitségével, majd mennyiségi meghatarozast végeztink Qubit® dsDNA BR Assay kit és
Qubit®. 2.0 fluorométer (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval. Az indexelt,
megfeleld aranyban kevert DNS termékek klonalis amplifikaciéja lonSphere™ (Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA) paramagneses gyongyok
felszinén emulziés PCR-el tortént lon OneTouch 200 Template Kit és lon One Touch 2
berendezés (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) segitségévelt, gyartoi utasitasok
alapjan. A megfeleld templatokat hordoz6 részecskék dusitasa lon OneTouch™ ES robottal
(Life Technologies/Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA) tortént. A szekvenalast
316 tipusu chipeken, az lon PGM™ Sequencing Kithez (Life Technologies/Thermo Fisher
Scientific™, Waltham, MA, USA) ajanlott 200 bp szekvenalasi protokoll alapjan végeztik.
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7.3.Szekvenciaadatok elemzésére alkalmazott bioinformatikai modszerek

7.3.1. Szekvenciaillesztés és annotalas

A Sanger szekvenalasbdl szarmazo elektroferogramok beolvasasara és ellendrzésére
BioEdit szoftvert hasznaltuk (Hall, 1999).
Az Ujgeneracios szekvenalas soran kapott ,nyers” szekvencia adatokat a CLC

Genomics Workbench v7 (www.giagenbioinformatics.com/products/clc-genomics-

workbench/), valamint Geneious (Biomatters Ltd., Uj-Zéland) (Kearse és mtsai, 2012)
szoftverek segitségével dolgoztuk fel. Min6ségi ellenérzés utan (a rossz minéségi vagy tul
rovid szekvenciakat kiszlrtik, az adapter régiokat levagtuk) referencidhoz térténd
szekvenciaillesztéssel, valamint de novo illesztés segitségével allitottuk dssze a teljes
genomokat. A kapott konszenzus genomokat manualisan javitottuk és annotaltuk. Referencia
genomok keresése a génbank adatbazisaban BLASTnN

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) algoritmussal tértént, a virdlis ORF-ek keresésére

pedig az ORF Findert alkalmaztuk (https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/). A kész genomok

nt és as szekvenciainak illesztését az Aliview és MEGAG szoftverekkel végeztik el, a Muscle
algoritmust hasznalva (Larsson, 2014; Tamura és mtsai, 2013). Az illesztett szekvencia
halmazoknal a mintaparonkénti szekvencia azonossagokat a MEGAG szoftverrel hataroztuk

meg (Tamura és mtsai, 2013).

7.3.2. Evoluciés és filogenetikai elemzések

A filogenetikai elemzéseket az online elérhetd PhyML szoftver legjobban illeszkedd
modelljének segitségével készitettik el, az elkésziilt fakat a MEGAG szoftver alkalmazasaval
vizualizaltuk (Guindon és mtsai, 2010; Tamura és mtsai, 2013). Az esetleges rekombinacios
eseményeket az RDP4 szoftver RDP, GeneConv, Bootscan, MaxChi, Chimaera, SiScan és
3Seq mobdszereinek segitségével azonositottuk (legmagasabb elfogadott P-érték=0,05
beallitassal) (Martin és mtsai, 2015). Eredményeinket a SIMPLOT szoftver hasznalataval is
megerésitésitettiik (Lole és mtsai, 1999), melynél a Kimura-2 parameter (K2P) modellt futtattuk
alapértelmezett beallitasokkal.

A szelekciés nyomas, valamint a nem szinonim (aminosav valtozassal jard) és
szinonim (aminosav valtozassal nem jard) szubsztitucié arany (dN/dS) vizsgalatara a
Datamonkey webszerver algoritmusait (FEL, FUBAR, MEME) alkalmaztuk (Weaver és mtsai,
2018).

Az illesztett szekvencia halmazok felhasznalasaval filogenetikai fakat készitettliink az
IQ-Tree online szoftverrel (Trifinopoulos és mtsai, 2016). Az igy kapott fa és a TempEst v1.5.3
szoftver segitségevel ellendriztuk, hogy az adataink alkalmasak-e az id6skalazott evolucios

elemzésekre (Rambaut és mtsai, 2016). Az evolucios elemzéseket a BEAST (Bayesian
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Evolutionary Analysis by Sampling Trees) v1.10.4 programcsomag segitségével hajtottuk
végre (Suchard és mtsai, 2018), mely a filogenetikai rekonstrukciokhoz a Markov chain Monte
Carlo (MCMC) médszert alkalmazza. Szamitasainkhoz az adatainkra legjobban illeszkedd
szubsztituciés modellt a TOPALi v2.5, MEGA6, JModelTest és PhyML programokkal
valasztottuk ki (Milne és mtsai, 2009; Posada, 2008; Tamura és mtsai, 2013). Ezt kGvetéen a
BEAULi v1.10.4 (Bayesian Evolutionary Analysis Utility) alkalmazas segitségével, felvittik a
rendszerbe szekvenciainkat és az ezekkel egyutt elemzendd jellegzetességeket (esetlinkben
a mintavétel datumat), beallitottuk a megfelelé szubsztiticidos modellt, molekularis érat, a
megfelel§ iteracidt és a populacié ,prior’-jat. Minden adathalmaz esetében az alabbi
beallitdsok bizonyultak megfelelének: uncorrelated lognormal relaxed molecular clock,
constant size coalescent prior (populacio prior), 50 millié6 MCMC iteracio.

A BEAST szofver altal generalt adatok tomaoritését a LogCombiner v1.10.4-el végeztik
(Drummond és Rambaut, 2007). A MCMC adatok és az ESS (Effective Sample Size) értékek
ellendrzése és a szubsztiticios ratak leolvasasa a Tracer v1.6 szoftver segitségével valosult
meg (Rambaut és mtsai, 2018). A szubsztiticios rata értékeket nukleotidcsere/hely/év
(substitutions per nucleotide site per year, s/sly) egységben adtuk meg. A becslés
pontossagara utalé valészinliségi tartomanyt 95% legmagasabb posteriori slrliség (highest
posterior probability, HPD) értékkel jeldltik. Ezt koévetben oOsszegeztik az adatokat
TreeAnnotator szoftverrel, és Maximum Clade Credibility (MCC) fat generaltunk, mely
Osszegzi a bayes-i filogenetikai szamitasok eredményét (Drummond és Rambaut, 2007). Az
igy generalt MCC filogenetikai fakat a FigTree v1.4.3 szoftverrel vizualizatuk

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

A BEAST programcsomag szoftvereit tébb szamitégépen futtattuk parhuzamosan,
melyek 64-bites Windows 7 és 10 operacios rendszerrel rendelkeztek. A gépek paramétereit
az 6. tablazat tartalmazza. A futasi idé a szamitogep teljesitményétdl és a rendelkezéslinkre

allé adathalmaz méretétdl fliggott.

6. tablazat Az evolucios becslésekhez alkalmazott szamitogépek konfiguracioi.

Szamitégép Memoria (GB) Processzor Orajel (GHz)
1. 512 Intel Xeon E5-2630v4 (x2) 2,20
2. 32 Intel Core i7-3770K 3,50
3. 32 Intel Core i5-4460 3,20

44


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

8. Eredmények
8.1.A CRESS DNS virusokat érint6 vizsgalatok eredményei

8.1.1. A CRESS DNS virus specifikus széles spektrumu PCR eredménye

vadmadar eredetii mintak esetében

A megvizsgalt 90 vadmadar klodka tampon mintaban 30 esetben (14 kilénb6zd
gazdafajbdl) igazoltuk PCR, Sanger szekvenalas és BLASTn keresés alapjan CRESS DNS

virus jelenlétét (7. tablazat).

; (]
Hortobagy

Sarbogard| Tiszakirt~ Korostarcsa
‘ Tiszasas ®
MezG6berény

Magyarhertelend
(]

8. abra A cirkularis, replikacié-asszocialt fehérjét kddolo, egyszalu DNS virus

specifikus PCR pozitiv kloaka tampon mintak gydjtési helye.

Hasonl6sagot mutattunk ki a GoCV (n=9), a Duck associated cyclovirus 1 (DUACyV-1,
n=17) és a Garrulus glandarius associated circular virus 1 (GgaCV-1, n=2) rep szekvenciakkal.
Két esetben a kapott elektroferogram eredmény nem volt egyértelmien értékelhetd,
valészinlileg tdbb kildnb6z6 rep szekvencia szakasza is felsokszorozddott a PCR soran. A
GoCV szekvenciakat Hortobagy (8/31, 25,8%) és Sarbogard (1/29, 3,4%) kornyékérdl,
valtozatos gazdafajokbdl sikerllt azonositani, melyek a Iudalakuak, szulaalakuak,
verébalakuak, gobdényalakuak és vagomadar-alakuak rendjébe tartoztak. A GgaCV-1
szekvencidkat szajké és csorgd réce mintakban mutattuk ki, mindegyik minta Sarbogard
kornyekérdl szarmazott. A DUACyV-1 torzseket Mezdberény és Kordstarcsa kornyékérdl

gyUjtétt, ludalakuak és vocsokfélék rendjeibe tartozé madarakbdl hataroztuk meg (8. abra).
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7. tablazat A vadmadar kloaka tampon mintak cirkularis, replikacié-asszocialt fehérjét kédolo,
egyszalu DNS virusokra vonatkoztatott sz(irbvizsgalatanak eredménye. GoCV: liba circovirus;

GgaCV: szajk6-asszocialt cirkularis virus; DUACyV: kacsa-asszocialt cyclovirus.

Gazdafaj Mintagyiijtés helye Z'is;;déE;R Torzs/Génbank azonosito
szajké (Garrulus glandarius) Sarbogard, Fejér megye GgaCV-1 GgaCV-1/1/ KY884302
csoOrgo réce (Anas crecca) GgaCV-1 GgaCV-1/2/ MG254877
tékeés réce (Anas platyrhynchos) GoCV GoCV-Hunl/ MG254878
nyari lud (Anser anser) GoCV GoCV-Hun2/ MG254879
nagy lilik (Anser albifrons) GoCV GoCV-Hun3/ MG254880
karokatona (Phalacrocorax carbo) GoCV

sziirke gém (Ardea cinerea) GoCV

egerészolyv (Buteo buteo) GoCV

nyari lud (Anser anser) GoCV

szarka (Pica pica) GoCV

vetési varju (Corvus frugilegus) nem értékelhetd

fehér gdlya (Ciconia ciconia) Hortobagy, Hajdu-Bihar megye nem értékelhetd

rétisas (Haliaeetus albicilla) GoCV

bubos vocsok (Podiceps cristatus) Mezéberény, Békés megye DuACyV-1 DuACyV-1/2/ MG254873
bubos vocsok (Podiceps cristatus) DuACyV-1 DuACyV-1/5/ MG254876
tékeés réce (Anas platyrhynchos) DuACyV-1 DuACyV-1/1/ KY851116
tékés réce (Anas platyrhynchos) DuACyV-1 DuACyV-1/3/ MG254874
tékés réce (Anas platyrhynchos) DuACyV-1

tékeés réce (Anas platyrhynchos) DuACyV-1

tékés réce (Anas platyrhynchos) DuACyV-1

tékeés réce (Anas platyrhynchos) DuACyV-1

tokeés réce (Anas platyrhynchos) DuACyV-1

kis lilik (Anser erythropus) DuACyV-1 DuACyV-1/4/ MG254875
kis lilik (Anser erythropus) DuACyV-1 DuACyV-1/4/ MG254875
kis lilik (Anser erythropus) DuACyV-1

kis lilik (Anser erythropus) DuACyV-1

kis lilik (Anser erythropus) DuACyV-1

kis lilik (Anser erythropus) DuACyV-1

kis lilik (Anser erythropus) DuACyV-1

kis lilik (Anser erythropus) Korostarcsa, Békés megye DuACyV-1

8.1.2. Az uj CRESS DNS virus torzsek teljes genom szekvenciainak

jellemzése, genetikai diverzitasa, filogenetikai elemzése

A back-to-back PCR soran alkalmazott ,forward” és ,reverz” primerek 5’ végei a genom

ellentétes szalain szomszédos nukleotidokon helyezkedtek el. Harom primerpar segitségével
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Osszesen kilenc teljes genomot amplifikaltunk, majd ezt kdvetéen ujgeneraciés szekvenalas
segitségével meghataroztuk azok szekvencigjat. Ot, harom és egy szekvencia mutatott
hasonlosagot GoCV, valamint a munkacsoportunk altal korabban leirt DUACyV-1 és GgaCV-
1 genomokkal (Fehér és mtsai, 2017; Kaszab és mtsai, 2018). Sikeresen azonositottuk a rep

és cp géneket, valamint tovabbi, a referencia genomokra is jellemzé motivumokat.

GTATY
)
o o ST

DuACyV-1
[KY851116]

GgaCVv-1 rep cap GoCV
[KY884302] 891 nt 753 nt [AJ304456]
1971 nt

rep

981 nt 1902 nt

1821 nt

9. dbra A kacsa-asszocialt cyclovirus (DUACyV-1), szajk6-asszocialt cirkularis virus

(GgaCV-1) és liba circovirus (GoCV) genomok sematikus abrazolasa.

A DUACyV-1 genomok viralis szalan helyezkedik el a cp és a komplementer szalon a
rep (9. abra). A két gén 5’ végei kdzott 1évd IR 158 nt, mig a 3’ végek kdzotti IR csupan négy
nt hosszusagu. Az 6sszes DuUACyV-1 nonanukleotid motivumanak szekvenciaja TAGTATTAC
(Fehér és mtsai, 2017). A munkacsoportunk altal eddig azonositott genomok kézul harom térzs
(DUACyV-1/1-DUACyV-1/3 torzsek) 1902 nt hosszu genommal rendelkezett, és 99,7-99,8%
genom szintl azonossagot mutattak egymassal. Egy szekvenciat bubos vocsodk, a masik két
szekvenciat pedig tékés réce klodka tampon mintajabdl sikerllt azonositani. Tovabbi harom
genom 1899 nt hosszusagu szekvencigja teljesen megegyezett (DUACyYV-1/4 és DuUACyV-1/5
térzsek), a gazdafajpban mutattak eltérést (két minta kis lilikbél, egy pedig bubos vocsokbél
szarmazott). A DUACyV-1 teljes genomok mérete kdzotti kulonbség a cp 5 régidjaban
bekdvetkez6, harom nukleotidot érintd delécidbdl/inzercidbdl szarmazik. A teljes genomokra
vonatkoztatott azonossagi érték 88,6—100% volt. Megvizsgaltuk az egyes génekre vonatkozé
nt és as szekvencia azonossagi értékeket. A DuACyV-1/1-DUACyV-1/5 tdrzsek rep
szekvenciai 99,2 - 100% nt és 98,8 - 100% as szintli azonossagot mutattak. A cp esetében
72,1-100% nt és 73,4-100% as szekvencia azonossagi értékeket kaptunk. A DUACyV-1/1-
DUACyV-1/5 torzsek 87,4-100% teljes genom nt azonossagot mutattak olyan viralis
szekvenciakkal, melyeket Braziliaban azonositottak csirke bélsarmintakbdl (Lima és mitsai,
2019). A Cp alapjan keészult filogenetikai fa alapjan a DuACyV-1/4 és 1/5 torzsek kulon
csoportosultak a tébbi DUACyV-1 torzstél (10. abra).
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@ KY884302 GgaCV-1/1 szajké Sarbogard
@ MG254877 GgaCV-1/2 tokés réce Sarbogard
KP153442 LSaCV-23-LSMU-2013
KP153443 LSaCV-24-LSMU-2013
KP153441 LSaCV-22-LSMU-2013
KP153527 DflaCV-6
KP153397 LSaCV-4-LSWO-2013
KM874322 AHEaCV-10-NZ-25995G-2012

KP153437 LSaCV-21-LSMU-2013

£ | KP153502 LSaCV-46-LSS0-2013
KC248418 DaCV-OL7433

JX185415 DfCirV
KT732788 FfaCyV TbatH 103923
KF031466 HuACyV-8
GQ404857 HuACyV-4
KC469701 EeelCV
KC512918 DfCyV-6
GQ404846 HUACyV-3
HM228874 BatACyV-1
GQ404845 HuACyV-5
HQ738643 ChickACyV-1
HQ738637 BatACyV-5

KT878836 Cyclo-sf1
KM598406 OdasCV-20
81 KP153523 LSaCV-27-LS50-2013
JX185418 DfCyclV
JX185417 DfOrV
"ol 81 @ MG254876 DuACyV-1/5 bubos vécs6k Mezéberény
@ MG254875 DUACYV-1/4 kis lilik Mezéberény
MG846359 DuACyV RS/BR/2015/4R
@ KY851116 DuACyV-1/1 tokés réce Mezdberény
91)@ MG254874 DuACyV-1/3 tokés réce Mezdberény
s4@ MG254873 DuACyV-1/2 bubos vocsdk Mezdberény
MG846361 DUACyV RS/BR/2015/4S
0e) MG846362 DuACyV RS/BR/2015/58
100lMG846360 DuACyV RS/BR/2015/2S
KR902499 HoACyV-1
KM598396 OdasCV-13-US-1591LM1-12
KM874347 AHEaCV-19-NZ-4942GA-2012
I KR528563 CcaCV-10298
L KJ547623 SaCV-12 NZ-BS3888-2012
DQ100076 DuCV
EU056309 SWCV
DQ192282 GoCV
AJ304456 GoCV
@ MG254880 GoCV-Hun3 nagy lilik Sarbogard
@ MG254879 GoCV-Hun2 nyari lud Sarbogard
@ MG254878 GoCV-Hun1 tokés réce Sarbogard
80 KT808667 GoCV G9
JQ782200 BFDV
DQ845074 GuCVvV
DQ146997 RaCV
DQ845075FiCV
AF252610 PiCV
DQ172906 StCV
AF071879 PCV-1
JX863737 BatACV-1
——— GU799606 BarCV

JQ011377 EcatfishCV

99

100]

91

10. abra A Cirlivirales rendbe tartozo virusok kapszid fehérje aminosav szekvenciai alapjan,
a PhyML szoftverrel, RtREV+G+F modellel (SH-like support) készilt maximum-likelihood

filogenetikai fa. Az altalunk leirt torzseket fekete kor jelzi.
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Ezzel szemben a Rep alapjan készult filogenetikai fa

esetében az 6sszes DuACyV-1

szekvencia k6z6s agon helyezkedett el (11. abra).

@ KY884302 GgaCV-1 szajko Sargobard
@ MG254877 GgaCV-1/2 tokés réce Sarbogard
KP153442 LSaCV-23-LSMU-2013
KC248418 DaCV-OL7433
2|: KM874347 AHEaCV-19-NZ-4942GA-2012
KJ547623 SaCV-12 NZ-BS3888-2012

KR528563 CcaCV-10298

97 KM598406 OdasCV-20
|_|: JX185418 DfCyclV

KP153527 DflaCV-6

— KP153523 LSaCV-27-LSS0-2013

100

99|81}

- KM874322 AHEaCV-10-NZ-25995G-2012

99 JX185415 DfCirV
37| E KM598396 OdasCV-13-US-1591LM1-12

KP153502 LSaCV-46-LS50-2013
KC469701 EeelCV

JQO011377 EcatfishCV
AF071879 PCV-1
JX863737 BatACV-1

JX185417 DfOrv
GU799606 BarCV

97
81

DQ100076 DuCV
1001 EU056309 SWCV
AJ304456 GoCV
o' @ MG254879 GoCV-Hun2 nyari lud Sarbogard
80| 91| @ MG254878 GoCV-Hun1 tékés réce Sarbogard
.| DQ192282 GoCV
o KT808667 GoCV G9
@ MG254880 GoCV-Hun3 nagy lilik Sarbogard

JQ782200 BFDV
DQ845075 FicV
=]H DQ172906 stcv
|~ AF252610 PiCV
sL DQ146997 RaCV
DQ845074 GuCV

KT732788 FfaCyV Tbat H 103923
H GQ404857 HuACyV-4
KF031466 HuACyV-8
97 KC512918 DfCyV-6
GQ404846 HuACyV-3
HQ738643 ChickACyV-1
HM228874 BatACyV-1
GQ404845 HuACyV-5
91— HQ738637 BatACyV-5
KT878836 Cyclo-sf1

KR902499 HoACyV-1
o @ MG254873 DuACyV-1/2 biibos viécsék Mezéberény
@ MG254874 DuACyV-1/3 tokés réce Mezdberény
@ KY851116 DuACyV-11 tokés réce Mezdberény
MG846359 DuACyV-1 RS/IBR/2015/4R
@ MG254876 DuACyYV-1/5 bubos vocsok Mezéberény
@ MG254875 DUACYV-1/4 kis lilik Mezéberény

100

0.5

ol KP153437 LSaCV-21-LSMU-2013

| o _EKN 53441 LSaCV-22-LSMU-2013
89

KP153443 LSaCV-24-LSMU-2013
a7 KP153397 LSaCV-4-LSWO-2013

- Nem besorolt CRESS DNS virusok

- Circovirus nemzetség

- Cyclovirus nemzetség

11. abra A Cirlivirales rendbe tartozé virusok replikacié-asszocialt fehérje aminosav

szekvenciai alapjan, a PhyML szoftverrel, LG+G+| modellel (SH-like support) késziilt

maximum-likelihood filogenetikai fa. Az altalunk leirt térzseket fekete kor jelzi.
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Annak érdekében, hogy tisztazzuk a két as szekvencia alapjan készitett filogenetikai
fakon tapasztalhaté kildnbséget, a telies genomszekvenciakkal rekombinacids analizist
végeztink. Az RDP4 elemzés kilénbdz6 mdodszereivel végrehajtott vizsgalatok alapjan az
atlag p-érték 2,023x102 és 1,230x10% kozott mozgott. Az RDP4 és SIMPLOT elemzések
eredményeit 6sszevetve megallapithattuk, hogy a cp génen belll lehetséges rekombinaciés
események zajlottak le (12. abra). Azonban a génbankban elérhet§ korlatozott szamu
DUACyV-1 és egyéb, hasonldsagot mutato referencia szekvencia miatt ezek a vizsgalatok nem
alkalmasak pontos filogenetikai kapcsolatok feltérképezésére, valamint a kapszid kodolé régio

lehetséges eredetének megallapitasara.

100%

5°°/a

Similarity %

Simplot- Query:KY851116
")‘*-" - e — — DUACYV-1/2
= DUACyV-1/3

G - =5 g
R \»—!\/;/\—\.\// / DUACYV-1/4
\ /,«" — DUACYV-1/5
f —— MG846359_DUACYV
| — MG846360_DuACyV
e 4 / —— MG846361_DUACyV
— MG846362_DUACYV

Cp (112-870) Rep (875-1855)

Position

12. abra A kacsa-asszocialt cyclovirus 1 (DUACyV-1) szekvenciakkal, SIMPLOT

szoftver segitségével végzett rekombinacids analizis eredménye.

Tokés réce, nyari lud és nagy lilik kloaka tampon mintaibol harom kilonbdzé, 1822 nt
hosszusagu GoCV genomot irtunk le. A GoCV genomoknal a viralis szalon kédolt a 882 nt
hosszusagu rep (73-954 nt kdzotti szakaszon) és a komplementer szalon a 783 nt hosszu cp
(1791-1009 nt kozbtti szakaszon) (9. abra). A két gén 5’ vége kdzotti IR 104 nt, mig a 3’ végek
kozotti IR 54 nt hosszusagu. A nagy IR a circovirusokra jellemzé TAGTATTAC nonanukleotid
motivumot hordozza. A rep esetében 97,3-97,7% nt és 99,3-99,8% as azonossagot, mig a
cp esetében 95,6-96,8% nt és 97,3-98,8% as azonossagot kaptunk. A térzsek kozotti teljes
genom szintli azonossagi érték 96,8-97,3% volt. A magyarorszagi térzsek (GoCV-Hunl, -

Hun2 és -Hun3) 97,0-99,4% teljes genomra vonatkoztatott nt azonossagot mutattak
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lengyelorszagi vadmadar mintakbol gydijtott szekvenciakkal. Az RDP4 (SiScan modszer
alapjan p-érték 9,664x108) és SIMPLOT segitségével elvégzett rekombinacidés elemzés
ravilagitott lehetséges rekombinaciés eseményre, mely a sajat térzseinket és a lengyelorszagi

szekvenciakat egyarant érintheti (13. abra).

Simplot- Query: MG254880_GoCV_Hun3

100% T X
[ e — o~ 3 — KRE69727_GOCV
. NS 2 \ S - —Y [ b Ls o
N N -
- \
50%
B
2
i
»
Rep (73-954) Cp (1009-1761)
0%
0 Position 1800

13. abra A lud circovirus (GoCV) szekvenciakkal, SIMPLOT szoftver segitségével

végzett rekombinacids analizis eredménye.

GoCV teljes genomok felhasznalasaval filogenetikai fat készitettlink, mely
segitségével a GoCV szekvenciakat kiilénb6zb genotipusokba sorolhatjuk (Stenzel és mtsai,
2018a). Ez alapjan a Hun1 térzs a VI. genotipushoz, mig a Hun2 térzs az V. genotipushoz
tartozik. A Hun3 toérzs, mely maximum 96,9-97,1% teljes genom azonossagot mutatott a hozza
legkdzelebb allo, az V. és VI. genotipusba tartoz6 torzsekkel, a torzsfan teljesen elkilondld
agat képviselt, igy egy Uj genotipust (XVIII.) tarsitottunk hozza. A 14. abra szemlélteti a GoCV
telies genomok felhasznalasaval készult maximum-likelihood filogenetikai torzsfat.
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AF418552_GoCV B
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leirt torzseket fekete kor jelzi.
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14. abra A lud circovirus (GoCV) teljes genomszekvenciak alapjan, a PhyML szoftverrel,
TN93+G+l modellel (SH-like support) készilt maximume-likelihood filogenetikai fa. Az altalunk



A GoCV teljes genomok, valamint a teljes genomokbdl szarmazé rep és cp génekre

szubsztitucios ratat szamitottunk, melyeket az 8. tablazat tartalmaz.

8. tablazat A Iud circovirus (GoCV) teljes genomokra és génjeire becslilt szubsztiticios rata
€és nem szinonim/szinonim szubsztitucios (dN/dS) arany értékek. A szubsztitucios rata
ertékeket nukleotidcsere/hely/év (s/sly) egységben adtuk meg, mellette a 95% legmagasabb

posteriori sir(iség (HPD) intervallum is szerepel.

Szubsztitlucids

Gén/genom modell Szubsztittucios rata dN/dSs
GoCV teljes genom GTR+G+l 2,57x10* (4,44x105-5,02x10%)
GoCV Rep GTR+G+l 2,44x10* (6,34x105-4,45x10%) 0,058
GoCV Cp GTR+G+l 4,64x10* (2,50x107-9,93x10%) 0,103

A Datamonkey webszerver algoritmusainak segitségével vizsgaltuk a génekre hato
szelekcidés er6k hatasat, valamint meghataroztuk a dN/dS aranyt (8. tablazat). A GoCV
genomokra/génekre 6sszességében negativ szelekciés nyomas hat (dN/dS 0,058 a rep és
0,103 a cp esetében). Az egyedi as poziciok tekintetében pozitiv szelekcidos nyomas
eérvényesil a Rep 72. as poziciojaban (K72N/T/S). A Cp esetében pozitiv szelekciés nyomas
feltehet6en a 19. as poziciojaban (A19T/I/S/V) hat.

A munkacsoportunk altal leirt két GgaCV-1 térzs 1971 nt hossziusagu genomja
megegyezett. Kdzeli rokonsagot egyetlen génbanki CRESS DNS virus szekvencigjaval sem
mutatnak. A szekvenciak azonositasa egymastél tavol allé madarfajok (szajké és csorgb réce)
kloaka tampon mintaibdl tértént. A genomra jellemzd, hogy a virdlis szalon, egymast atfedve
talalhaté meg a 891 nt hosszusagu rep és a 801 nt hosszusagu cp (9. abra). Arep 5 ésacp
3’ vége kozott talalhatd a 335 nt hosszusagu IR, mely a circovirus-szer(i genomokra jellemzé
nonanukleotid motivumot (TAGTATTAC) tartalmazza. A filogenetikai fakon a GgaCV-1 térzsek

a circo- és cyclovirusoktol elkulonulnek (10. és 11. abra).

8.1.3. CRESS DNS virusok el6fordulasa GHPYV fert6zott ludak széveteiben

Az altalunk vizsgalt 21 lud és 2 mulard kacsa szOvetmintabdl 17 esetben sikerUlt
igazolnunk a CRESS DNS virusok jelenlétét (9. tablazat). Minden szekvencia GoCV
szekvencidkhoz illeszkedett a BLASTn analizis alapjan. A szekvencidak 95,1-98,3% nt
azonossagot mutattak a legkdzelebbi referenciakkal, koztik az altalunk leirt Hun3 torzs rep

c s

genomszekvenciakat a tanulmany keretei kbzt nem hataroztunk meg.
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9. tablazat Lud haemorrhagias polyomavirus pozitiv mintak cirkularis, replikacié-asszocialt

fehérjét kodolo, egyszalu DNS virus szlrésének eredménye.

1969 MN311452 héazilud (Anser anser domesticus) negativ
2083 | MNILS3 o Clill | Carina moschata domestics) pozitiy
3814 MN311454 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
5171 MN311455 hazilud (Anser anser domesticus) negativ
5348 MN311456 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
6345 MN311457 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
6930 MN311458 hazilud (Anser anser domesticus) negativ
7169 MN311459 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
7327 MN311460 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
7613 MN311461 hazilud (Anser anser domesticus) negativ
10362 MN311462 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
10372 MN311463 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
12016 MN311464 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
14234 KJ452212 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
14451 MN311465 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
16005 MN311466 hazilud (Anser anser domesticus) negativ
16006 MN311467 hazilud (Anser anser domesticus) negativ
20158 MN311468 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
20962 MN311469 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
23000 | MNSLIATO o ina moscnata domestica) pozitiy
24131 MN311471 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
24135 MN311472 hazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
37233 MN311473 héazilud (Anser anser domesticus) pozitiv
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8.2. A polyomavirusokat érinté vizsgalatok eredményei

8.2.1. A polyomavirus specifikus széles spektrumu PCR eredménye

vadmadar eredetii mintak esetében

A CRESS DNS virusok mellett polyomavirusok kimutatasat is megkiséreltik a 90
vadmadar kloaka tampon minta nukleinsav allomanyabdl. Bar néhany esetben megfelel6
mérettartomanyba es6é PCR termékeket kaptunk, a szekvenalas eredménye alapjan nem

sikerult igazolnunk a polyomavirusok jelenlétét (Bali, 2017).

8.2.2. Az uj GHPV torzsek teljes genomszekvenciainak jellemzése,

evolucios vizsgalatok

Osszesen 22 Uj GHPV torzs telies genomszekvencidjat hataroztuk meg, kdztik az
1969-es jarvany soran gy(jtott torzsét is. A genomok 5252-5254 bp hosszisaguak, a
klldnbség a nemkodold régidoban bekdvetkezd delécidknak/inzercionak kdszdnhetd (6.
tablazat).

15. abra A Iud haemorrhagias polyomavirus genom (génbanki azonosité szam
MN311452) sematikus felépitése. Az dbra a Geneious Prime 2020.2.4 szoftver segitségével

készllt.

Mindegyik torzs genomjaban megtalalhaté a korai (STA és LTA) és késéi (VP1, VP2,
VP3) fehérjéket kédold ORF, illetve a feltételezett ORF-X (15. abra). A feltételezett gének
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hosszat, valamint a leirt toérzsek szekvenciainak génbanki azonositojat a 10. tablazat

tartalmazza.

10. tablazat Az altalunk azonositott Uj lud haemorrhagias polyomavirus genomok génbanki
azonositoja és genomra jellemzé tulajdonsagai. VP1-VP3: virusfehérje 1-3; LTA: nagy tumor

antigén; STA: kis tumor antigén.

Génbanki
azonosito

MN311452 5254

Genom | VP1 VP2 VP3 LTA STA ORF-X

1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1962- 1082- 1409- 5252-4956, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 4763-3150 | 4770 497-928
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1962- 1082- 1409- 5252-4956, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 4763-3150 | 4770 497-928
1962- 1082- 1409- 5252-4956, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 4763-3150 | 4770 497-928
1962- 1082- 1409- 5252-4956, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 4763-3150 | 4770 497-928
1962- 1082- 1409- 5252-4956, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 4763-3150 | 4770 497-928
1963- 1083- 1410- 5253-4957, | 52583- 347-424,
3024 2063 2063 4764-3151 | 4771 498-929
1962- 1082- 1409- 5252-4956, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 4763-3150 | 4770 497-928
1962- 1082- 1409- 5252-4956, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 4763-3150 | 4770 497-928
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1962- 1082- 1409- 4763-3150, | 5252- 347-424,
3023 2062 2062 5252-4956 | 4770 497-928
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929
1963- 1083- 1410- 5254-4958, | 5254- 347-424,
3024 2063 2063 4765-3152 | 4772 498-929

MN311453 5254
MN311454 5254
MN311455 5252
MN311456 5254
MN311457 5254
MN311458 5252
MN311459 5252
MN311460 5252
MN311461 5252
MN311462 5253
MN311463 5252
MN311464 5252
MN311465 5254
MN311466 5254
MN311467 5254
MN311468 5254
MN311469 5254
MN311470 5254
MN311471 5252
MN311472 5254

MN311473 5254
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A genomok felépitése, valamint az ORF-ek hossza megegyezik a génbankban
megtalalhatd tovabbi kilenc GHPV teljes genoméval, melyek kdzul egyet munkacsoportunk
hatarozott meg korabban (Fehér és mtsai, 2014). Az dsszesen 31 teljes genomszekvencia,
illetve a Magyarorszagon gyijtott szekvenciak is magas, 99,6—100% nt azonossagot mutattak
egymassal.

A sajat és a génbankban elérhetd szekvencia adatok segitségével a GHPV torzsek
rokonsagi viszonyait elemeztik, telies genomra és génekre vetitve is. A f6 kapszid fehérje
(VP1) szekvencia adatokat két csoportra tudtuk osztani. Az egyik csoport a 31 teljes genom
VP1 szekvencigjat tartalmazta, mig a masik csoport a génbankban fellelhetd, telies és
részleges genom szekvenciakbdl gyijtétt egyedi VP1 szekvenciakat (n=61) foglalta magaba;
utobbi csoport vadmadar gazdafajokbdl gyijtott szekvenciakat is reprezentalt (golya, szirti
galamb, szlirke gém, ezustsiraly, egerészolyv, cséka). A VP1 gén esetében a legalacsonyabb
azonossagi értéket a vadmadar eredetli — kdztlik a golya eredetli — szekvenciak esetében
(nukleotid, 297,9%) kaptuk. Néhany korabban vizsgalt hazai GHPV térzs VP1 szekvencijja is
rendelkezésre allt (Palya és mtsai, 2004), melyekkel sajat térzseink 99,6—100% nt, valamint
99,7-100% as azonossagot mutattak.

A GHPV szekvenciak tekintetében rekombinacios eseményt nem mutattunk ki. A
TempEst szoftver segitségével megallapitottuk, hogy az adatsorunk alkalmas evoluciés
elemzés végrehajtasara (Rambaut és mtsai, 2016). A teljes genomokra és a teljes genomokbdél
szarmazé VP1, VP2, LTA, STA, ORF-X génekre becsllt atlagos evollcids rata 1,25x10°-
5,82x10° s/sly volt (11. tablazat). Ezekhez képest a VP3 gén esetében alacsonyabb, 6,57x10°
6 s/sly értéket kaptunk. A szubsztiticios rata emelkedését (1,54x10* s/sly) tapasztalhattuk,
amikor a vizsgalatba bevontuk a vadmadar eredetl VP1 szekvenciakat is.

A Datamonkey webszerver algoritmusainak segitségével vizsgaltuk a génekre haté
szelekciot. GHPV genomokra/génekre Osszességében negativ szelekciés nyomas hat. A
dN/dS arany értéke minden esetben 1 alatt maradt, a legmagasabb értéket az ORF-X
esetében kaptuk (11. tablazat). Kismértékl eltérést tapasztaltunk a VP1 szekvenciak két
csoportjanak dN/dS arany értékeiben, ami a bévitett VP1 adathalmazban enyhén magasabb
volt. Az egyes as poziciokat vizsgalva pozitiv szelekciés nyomas egy esetben feltételezhett,
harom Magyarorszagrél szarmazoé torzs esetében, az LTA régiéban (G100V). Ez a pozicio

egyetlen ismert LTA funkciondlis doménnek sem része, a mutacio jelentéségét nem ismerjik.
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11. tablazat A lud haemorrhagias polyomavirus (GHPV), papagaj polyomavirus (BFDV) és slivolté polyomavirus (FPyV) teljes genomjara és
egyes génjeire meghatarozott szubsztituciés rata és nem szinonim/szinonim szubsztitlcio (dN/dS) arany értékek. A szubsztituciés rata értékeket

nukleotidcsere/hely/év (s/sly) egységben adtuk meg, mellette a 95% legmagasabb posteriori stiriség (HPD) intervallum is szerepel. VP1-VP3:

virusfehérje 1-3; LTA: nagy tumor antigén; STA: kis tumor antigén.

GHPV BFDV FPyV
Gén S2UbsZ. o hsztithcids réta dN/dS | Gén Szubsz. o, hsatitiicios rita dN/dS | Gén Szubsz. o, hsatitiicios rita dN/dS
model model model
HKY+G 4,82 x10° 1,58x10° 2,00x10°
VP1 0111 | vP1 ic 0,322 | vP1 ic 0,038
+l (1,03 x108-1,24 x10°%) (7,88x10°5-2,45x10) (4,40x10°6-4,77x10%)
1,25x10° 1,78x10° 1,452x10°
VP2 HKY 0194 | VP2 IC+G 0,798 | VP2 ic 0,110
(6,76 x10"2-5 46x10°) (8,93x105-2,74x10%) (2,45x10°5-3,59x10"4)
6,57x106 2,28x10" 1,84x10°
VP3 HKY 0644 | VP3 IC+G 0702 | vP3 ic 0,160
(5,27x1013-3,38x10°%) (1,11x10-3,60x10) (3,03x10°6-4,61x10)
4,87x10° 8,02x10° 2,931x10°
LTA  HKY+G 00916 |LTA  IC+G 0156 | LTA  IC 0,180
(4,39 x10-1,00 X104 (3,63x105-1,30x10%) (1,28x105-6,53x10%)
5,82x10°5 1,55x10° 2,28x10°
STA HKY+G 0111 | STA ic 0,0547 | STA ic 0,270
(3,05x1019-1,37x10%) (6,19x10°-2,62x10) (2,72x10°6-5,96x10)
2,98x10° 9,64x10° 3,214x10"
ORF-X HKY 0963 | VP4 ic 0,720 | ORF-X IC 0,264
(1,73 x109-8,53x10°5) (3,41x105-1,69x104) (5,60x10-7,77x10%)
7,03x10°5
- - - - VP4d  IC 1,430 |- ; ; ;
(1,29x10°5-1,39x10)
VP1 1,54 x10°4
HKY+G 0442 | - . - . - . .
(n=61) (5,77 x105-2,53 x10%)
HKY+G  3,03x10° 1,39x10° 2,63x10*
genom genom JC+G - genom JC -
+l (1,09x10°5-5,33x10°5) (7,18x105-2,10x10%) (1,60x108-6,26x104)
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A f6 kapszid fehérjét (VP1) koédold gén szekvenciginak (n=61) felhasznalasaval
idéskalazott filogenetikai fat készitettink (16. abra). Ehhez felhasznaltuk a mintavétel
helyének és id6pontjanak adatait, amelyeket a fakon is feltuntettik (16. és 17. abra). Egy
1944-ben (95% HPD 1889-1969) bekovetkez6 esemény hatasara a GHPV térzseket két kladra
oszthattuk. Az egyik kladba az 1969-bél szarmazé magyarorszagi torzs kilonult el. A masik
kladba a 2000 utan gy(jtétt mintakban leirt térzsek szekvenciai tartoztak, melyek nagy része
Magyarorszagrol és Lengyelorszagbol szarmazott. Ezen a kladon bellil valoészinlleg egy 1976-
ban (95% HPD 1951-1999) bekovetkez6 elvalas kovetkezményeként két szubkladot
kulonithettink el. A 2007-2008-ban gydjtott mintakbdl szarmazd magyar torzsek, valamint a
2013-ban Felpécen gy(jtott mintabdl szarmazé magyar torzs szekvenciaja egyutt alkotta az
egyik szubkladot (szubklad ). Ebbe a szubkladba sorolhaté harom referencia torzs
szekvencigja is, melyek kdzul egyiket Franciaorszagban (2000), libabdl szarmazo mintaban
azonositottak, a masik kettét kacsa eredeti mintdban Kinabol (2016). A 2013-ban
Magyarorszagon gyujtétt mintakbdl szarmazé GHPV szekvenciak kozul a felpéci mintaban
kimutatott szekvencia volt az egyetlen, amely ebbe a szubkladba kerllt és tovabbi
érdekességkeént ez volt az egyeduli, amit az orszag északnyugati régidjaban gyuUjtottek. A
masik szubkladot (szubklad Il) a 2011-2015-ben gyljtétt magyarorszagi kacsa és liba eredetii
mintak szekvenciai, valamint 2001-2015-ben leirt tovabbi eurdpai (lengyel, francia, német,
magyar) és kinai térzsek alkotjak. Az Ujonnan azonositott magyarorszagi, valamint néhany
lengyelorszagi vadmadar, liba és kacsa eredetli mintakbdl nyert GHPV szekvenciak jol
elkuléndlnek a 2000-2001 kozott leirt hazai GHPV térzsek szekvenciaitdl, valamint egyéb

foldrajzi terlletekrdl és évekbél szarmazéd szekvenciaktol.
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16. abra A lud haemorrhagias polyomavirus VP1 szekvenciak alapjan készitett idéskalazott
filogenetikai fa. Az egyes agakra vonatkoz6 95% HPD értékeket kék savval jeloltuk. Az agak
alatt a 0,6-nal magasabb posterior valdszinliséget tintettik fel. Az altalunk leirt torzseket
fekete kor jelzi. VP1: virusfehérje 1; HPD: legmagasabb posteriori slirliség.

60



A lud és kacsa eredetl mintakbol leirt GHPV torzsek teljes genomszekvenciaval

neighbor joining filogenetikai fat generaltunk (17. abra), mely eredménye 6sszhangban allt az

elébb emlitettekkel.

68

o MN311453 kacsa Bocsa_HUN_2015
o MN311467_liba_Kiskunfelegyhaza HUN_2013

L @ MIN311466_liba_Kiskunfelegyhaza HUN_2013

—— @ MN311470_kacsa_Bocsa HUN_2012

@ VIN311472_liba_Jaszszentlaszlo_ HUN_2013

60 @ VIN311473_liba_Rem_HUN_2015

73

@ VIN311468_liba_Bocsa HUN_2015

_Ii o MN311457_liba_Jaszszentlaszlo_HUN_2013
69 JF304775_kacsa_CHN_2010

HQ681905 kacsa_FRA_2008
—©@ MN311469 liba_Kiskunfelegyhaza  HUN_2013

82

7 [Q MN311456_liba_Szatymaz_HUN_2013

o MN311465_liba_Kelebia_ HUN_2011
| HQ681904_pezsmarece_FRA_2008
o7l HQ681902_liba_FRA_2008

AY140894 _liba_GER_2001

@ VIN311452_liba_Szarvas_ HUN_1969
MG670535_kacsa_CHN_2016
87 | MG190356_kacsa_CHN_2016

——— @ MN311454_liba_Bocsa_HUN_2008

@ VIN311458_liba_Bocsa HUN_2008
98

81

0.0002

@ VIN311459 liba_Bocsa HUN_2008

o KJ452212_liba_Kiskunfelegyhaza_ HUN_2007
o MN311461_liba_Kiskunfelegyhaza_ HUN_2008

poy o MN311471_liba_Kiskunfelegyhaza HUN_2013
HQ681903_liba_FRA_2000

-® MN311455_liba_Kiskunfelegyhaza_ HUN_2008
|| —— @ MN311460_liba_Felpec_ HUN_2013

@ VIN311462_liba_Kelebia HUN_2008

@ VIN311463_liba_Bocsa HUN_2008

o MN311464_liba_Jaszszentlaszlo_HUN_2007

69

17. abra A lud haemorrhagias polyomavirus teljes genomszekvenciak felhasznalasaval,
MEGAG6 szoftverrel készitett neighbor joining filogenetikai fa (p-distance modell, 1000
bootstrap ismétlés). Az altalunk leirt térzseket fekete kor jelzi.

A filogenetikai fan lathatd, hogy a 2011 utan gydjtott toérzsek genomja kuldon
csoportosul, pusztan a 2013-as felpéci és 2013-as kiskunfélegyhazi mintakbdl szarmazoé
torzsek szekvenciai illeszkednek a 2007-2008 évekbdl szarmazok kdze.
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Mintaszam

Elvégeztilk a hazai jarvanytani adatok elemzését is. A NEBIH ADI 2005-2020 kozott
1214 hazilud és 30 kacsa (pekingi kacsa; mulard; mandarin réce, Aix galericulata; sarlés réce,
Anas falcata; vordsvallu réce, Callonetta leucophrys; karolina réce, Aix sponsa) belsd szerv és
bélsarmintajaban vizsgalta a GHPV el6fordulasat. A virust 420 esetben, 416 Iud és négy
mulard kacsa eredet(i mintabdl sikeresen azonositottak. A GHPV specifikus PCR vizsgalatokat
ismeretlen okbdl elhullott allatok, valamint GHPV fertézés gyanuja esetén végezték el. Eves
viszonyitasban a beérkezé mintdk szama és a GHPV pozitiv esetek szama hullamzo
tendenciat mutatott, a 2008., 2013. és 2017. években mérhet6 csucsokkal a GHPV fert6zott

esetszam tekintetében (18. abra).

GHPV esetek el6fordulasa a hazai ludallomanyban

250
200 i

150
B Pozitiv esetek

m Osszes vizsgalt minta
100 B .

o..a.m]J]i“i

2005 2006 2007 2008 2009 20102011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

5

o

18. abra A Iud haemorrhagias polyomavirus (GHPV) specifikus vizsgalatok és igazolt
GHPV fertézések szama a hazai ludallomanyokban 2005-2020 k6zott. Az X-tengelyen a
mintak bekulldési idejét, az Y-tengelyen a mintaszamot tlntettik fel.

A mintak az orszag 75 telepllésérél erkeztek, tobbnyire a Duna-Tisza k6zérdl, valamint

Dél-Magyarorszagrol. A viziszarnyas termelés hazankban foként ezekre a régidkra

orientalddik. A legtdbb pozitiv minta 15 telepllésrél szarmazott (19. abra).
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19. abra A kiemelt hazai régiokra vonatkoztatott, a lud haemorrhagias polyomavirus
kimutatasra iranyulé vizsgalatok és igazolt fertézések szama. Fekete kor jeldli a 75 mintat
szolgaltato telepllés elhelyezkedését, mig piros kor jeldli a 15 kiemelt telepilést, melyekrél a
legtébb pozitiv minta szarmazott. Az X-tengelyen a mintak bekildési idejét, az Y-tengelyen a

mintaszamot tlintettik fel.
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A GHPV fert6z6ott ludak esetében a szakirodalomban leirtaknak megfelel6 klinikai

tunetek megjelenését tapasztaltak. Az GHPV fert6z6tt négy mulard kacsa esetében a GHPV

fert6zésre jellemzd kérbonctani/kérszovettani kép is feltlint (12. tablazat). Mindegyik esetben

kimutathaté volt kilénbdzd tarsfertézések (Escherichia coli, Candida albicans, lud circovirus)

jelenléte.

12. tablazat A NEBIH ADI altal igazolt, lud haemorrhagias polyomavirus fert6zétt mulard

kacsa egyedek esetében regisztralt korbonctani és kérszévettani jellemzék, egyéb fertézések.

Gazdafaj | Kor Ev Koérbonctan / kérszovettan Tarsfert6zés
mulard 4 hét 2012 | Lud haemorrhagias polyomavirus fertézésére jellemz6 | Lad circovirus
korbonctani és korszovettani kép
mulard 3,5 hét 2015 | A vesékben vérzésekkel kisért zonalis tubulus elfajulas Lud circovirus
mulard 6 hét 2016 | Sulyos foku vérzések, csatornaham elhalassal jar6 heveny | Escherichia
tubulonephrosis coli (maj)
mulard 11 hét, 2019 | Circovirus fertézés gyanu, Fabricius-féle tomlé vacuolas | Candida
tomott degeneratioval jaré sorvadasa, nyel6cs6 mikozis, bélflora | albicans
eltolodas, zsigeri kdszvény, hurutos tiidégyulladas Lo
Escherichia
coli (tiid6)
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8.2.3. Az uj BFDV torzs teljes genomszekvenciajanak jellemzése,

evolucios vizsgalatok

Az elhullott 6rvos sandorpapagajbdl szarmazoé uj BFDV térzs (génbanki azonosito:
MNG657184) genomja 4981 bp hosszisagu. A genom felépitése és a feltételezett ORF-ek
hossza megegyezik az elérhet6 referencia térzsekével. Megtalalhatéak a genomban a korai
(STA és LTA) és késéi fehérjék (VP1, VP2, VP3), valamint a VP4 és VP4d fehérjéket kddolo
ORF-ek is (20. abra). Az altalunk leirt BFDV térzs a génbank adatbazisaban elérheté BFDV
szekvenciakkal 99,8<% genom szintl nt azonossagot mutatott, a génenkénti nt és as

azonossagi értékek pedig 100%-ot is elértek.

20. abra Sematikus abra a papagaj polyomavirus genomrol. Az abra a Geneious

Prime 2020.2.4 szoftver segitségével készllt.

A génbankban elérheté BFDV (n=27), FPyV (n=5) és CaPyV (n=6) szekvenciakat
egymashoz illesztettik, majd evolucids elemzéseket folytattunk. Az evoluciés analizis el6tt
ellenériztuk az esetleges rekombinacio lehetGségét, am potencidlis eseményt nem
azonositottunk. A TempEst szoftver segitségével megallapitottuk, hogy az adatsorunk
alkalmas az evolucids elemzés végrehajtasara (Rambaut és mtsai, 2016). Az adataink pozitiv
korrelaciot mutattak a mintavételi idé és genetikai diverzitas kdzott. Teljes genomok esetében
a korrelacios koefficiens 0,631-0,774, mig a génenként kapott érték 0,187-0,862 volt.

A BFDV szekvenciak felhasznalasaval maximum-likelihood és id&skalazott
filogenetikai fakat generaltunk. A mintak gazdafaj eredetét és gydijtési idejét a filogenetikai fan
jeloltik (21. és 22. abra).

A BFDV teljes genomszekvenciak felhasznalasaval készilt idéskalazott MCC fa

alapjan két leszarmazasi vonalat kiilénboztethetlink meg, melyek idébeli szétvalasa 1964-re
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tehetd (95% HPD 1931-1982) (21. abra). Az egyik leszarmazasi vonalon talalhaté egy 1982-
ben, Németorszagban gy(jtott mintabol szarmazé BFDV szekvencia, valamint tovabbi két
szekvencia, melyek Németorszagban és Mozambikban gyjtott mintakbol szarmaztak (1995).
Ide nem tartoznak késdbbi évek soran azonositott szekvenciak. A masik leszarmazasi vonalat
két f6 agra bonthattuk, az elagazas ideje 1975-re tehetd. Az egyik agon egyeduliként talalhato
egy 1982-ben, Japanban gyUjtétt mintdban azonositott szekvencia, mig a masik agon

talalhatéak a 2003-2018 kozott leirt genomok.
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21. abra A papagadj polyomavirus teljes genomok alapjan készitett id6skalazott filogenetikai
fa. Az egyes agakra vonatkozé 95% HPD értékeket kék savval jeloltuk. Az agak alatt a 0,4-
nél magasabb posterior valészinliséget tlntettik fel. Az altalunk leirt térzseket fekete
négyszag jelzi. HPD: legmagasabb posteriori slriség.

A BFDV teljes genomok alapjan készitett maximume-likelihood filogenetikai fa (22.

abra) az id6skalazott fahoz hasonld topologiat mutatott. Az altalunk leirt, hazai mintaban
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azonositott BFDV szekvencia egyltt csoportosul mas papagajfajok mintaiban azonositott
szekvenciakkal, melyeket Lengyelorszagban és Kinaban gydjtéttek. Ugyanebbe a csoportba
kerult egy galamb mintaban leirt BFDV torzs is, melyet 2018-ban gyijtottek Kinaban.

AB453162 Pionites melanocephala JPN 2005
AB453163 Pionites melanocephala JPN 2005
FJ385773 Melopsittacus undulatus CHN 2008
MK516256 Psittacula eupatria KOR 2014
quB4531 59 Pionites melanocephala JPN 2003

AB453160 Pionites melanocephala JPN 2003
AB453161 Eclectusroratus JPN 2004
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22. abra A papagadj polyomavirus teljes genomszekvenciak alapjan, a PhyML szoftverrel,
GTR+G+I modellel (SH-like support) készllt maximume-likelihood filogenetikai fa. Az altalunk

leirt torzseket fekete négyszog jelzi.

Elvégeztik a BFDV torzsek telies genomszekvenciai, valamint az egyes gének
szekvenciai esetében is az evolucios rata becslést. A BFDV teljes genomszekvenciakra
vonatkoztatott szubsztitcids rata atlag értéke 1,39x10* s/sly (95% HPD 7,18x10°-2,10x10-
4). Az egyes génekre meghatarozott evollcids rata 7,03x10°-2,28x10* koz6tt mozgott; a
leggyorsabban evolvalédoé genomi régié a VP1-VP3 fehérjéket kddold szakasz, ahogy azt a
11. tablazat is szemlélteti.

Elemzéseinket elvégeztik a FPyV és CaPyV teljes genomszekvenciak esetén is: a
BFDV-hez hasonl6 evolucids ratakat kaptunk, amely FPyV esetén 2,63x10*s/sly (95% HPD
1,60x108-6,26x10*), mig CaPyV esetén 1,41x10* s/sly (95% HPD 5,75x101°-7,17x10%) (11.
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tablazat). A BFDV, FPyV és CaPyV esetében kalkulalt értékeket dsszehasonlitva a GHPV
esetében szamitottakkal megallapitottuk, hogy a GHPV teljes genomokra szamitott
szubsztitucids rata (3,03x10° s/sly, 95% HPD 1,09 x10°-5,33 x10°) a masik harom virusra
vonatkozé értékhez képest egy nagysagrenddel alacsonyabb volt. (11. tablazat). FPyV
esetében is végeztiink génenkeénti elemzést, ahol a BFDV-hez hasonlé szubsztituciés ratakat
kaptunk, melyek altalaban magasabbak a GHPV esetén meghatarozottakhoz képest. A kapott
értékeket a 11. tablazat szemléleti. CaPyV esetén a génbankban elérhetd korlatozott szamu
szekvencia és a szekvencidk kozti nagyfoku hasonlosag kévetkezményeként génenkeénti
evolucios és szelekcios analizis nem tortént.

A BFDV egyes génjeire kapott dN/dS arany 0,054-1,430 kozotti érték kozé esett, mig
a FPyV esetében ez alacsonyabb tartomanyban (0,038-0,270 kdzott) mozgott. Ez aldl kivételt
az STA gén esetében lathattunk, ahol a FPyV dN/dS aranya 0,270, mig BFDV dN/dS aranya
0,055 volt (11. tablazat). Amennyiben dsszehasonlitottuk a GHPV STA és ORF-X, valamint a
BFDV STA és VP4 régioja esetében kalkulalt dN/dS aranyt, a GHPV-re vonatkoztatott értékek
némileg magasabbak, minden egyéb gén esetében azonban a GHPV szekvenciakra
vonatkozatott értékek alacsonyabbak a BFDV-hez viszonyitva.

Ahogy a GHPV esetében is, negativ szelekciés nyomas jellemzé a BFDV és FPyV
esetében is. Az egyedi as pozicidk tekintetében pozitiv szelekcidos nyomas érvényesul a BFDV
f6 kapszid fehérjéjének (VP1) 65. (Q65K), 173. (R173E), 205. (K205R) és 325. (Y325l) as
pozicidjaban. A tovabbi kapszid fehérjék esetében a nem szinonim mutaciok a VP2 gén,
valamint az ugyanazon leolvasasi keretben 1évd, am VP2-nél rovidebb VP3 gén kdzépsé
a VP2 gén 221. (G221V/S) és 240. (S240T/P), illetve a VP3 gén 115. (G115V/S) és 134.
(S134T/P) as pozicidjaban (amelyek egymas megfelel6i az adott ORF-ben). Az emlitett,
pozitiv szelekcios nyomas alatt allé pozicidbkban azonositott as csere legtobb esetben egy-egy
szekvencia esetében jelent meg. A GHPV, BFDV és FPyV esetében kalkulalt as pozicionkénti

szelekcidés szamitasok eredményét az 1. melléklet szemlélteti.
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9. Megbeszélés

A magyar viziszarnyas termelés Eurdpa szinten meghatarozé. Nagy népszerliségnek
orvend a ,foie gras”, mely fellenditi a hazai hazilid, mulard kacsa és pézsmaréce hizlalt
majanak el6allitasat. Emellett magas a kereslet a hustermékek és toll irant is. Bar az utébbi
években — a madarinfluenza jarvanynak is koszonhetéen — csodkkent a ludallomanyok
mennyisége, a hizlalasra szant napos libak szama elérte a 3,9 milliét 2020-ban (Kdzponti

Statisztikai Hivatal, https://www.ksh.hu/). Emellett kacsatermelésben is élvonalban jarunk;

2020-as adatok alapjan ez a szam kacsak esetében 29,9 millié volt (https://www.ksh.hu/).

Ennek a nemzetgazdasagi szempontbdl is fontos agazatnak a védelme kiemelt szerepet élvez
hazankban. Sajnos a hazai lud- és kacsaallomanyokat szamos jarvanyos megbetegedés
veszelyezteti, mint példaul a madarinfluenza, a lud parvovirus okozta Derzsy-betegség, a
GHPV altal okozott HNEG, vagy liba és kacsa circovirusok okozta megbetegedések (lvanics
és mtsai, 2003). Az emlitett virusokhoz tarsithatd betegségek el6fordulasa sulyos gazdasagi
karokat okoz az allattenyésztéknek, igy a védekezés szempontjabdl fontos az allomanyokban
cirkulalo virustérzsek genomvariabilitasanak feltérképezése, valamint a potencialis rezervoar
szervezetek felkutatasa. Munkank soran igyekeztiink eddigi ismereteinket béviteni a
viziszarnyasokat fert6z6 CRESS DNS virusok és polyomavirusok el6fordulasanak és
potencialis gazdafajainak leirasaval, valamint az el6forduld térzsek azonositasaval és

genetikai jellemzésével.

9.1.CRESS DNS virusok vizsgalatai

Vizsgalataink soran a CRESS DNS virusok el6fordulasat kulonb6z6 vadmadarfajok
klodka tampon mintgjaban tanulmanyoztuk. Reprezentativ térzsek teljes genomjanak
felsokszorozasaval és szekvenalassal lehetéséglink nyilt Uj adatokat szolgaltatni egyes
CRESS DNS virusok genetikai értelemben vett felépitésérdl. Mivel CRESS DNS virusokra
jellemzd rep-szerl szekvenciak integralodott formaban megtalalhatéak eukaridta
genomokban (Marton és mtsai, 2015; Zhao és mtsai, 2019), a teljes genom amplifikalassal
ellendrizhettlik, hogy az altalunk felsokszorozott részleges rep génhez hasonlé szakaszok
nem a gazda genomjaba integralt virus eredetli szekvenciak lehettek.

Az elbzetes vizsgalatok soran leirtunk egy Uj cyclovirus fajt, a Duck associated
cyclovirus 1-et (DUACyV-1) (Fehér és mtsai, 2017). Jelen tanulmanyunk soran tovabbi 6t
DuACyV-1 teljes genomszekvenciat sikerult meghataroznunk kilonbozo
vadmadarfajokbdl. Elemzések alapjan ezek nagyfoku azonossagot mutatnak olyan viralis
szekvenciakkal, melyeket csirkék bélsarmintajabdl azonositottak Braziliaban (Lima és

mtsai, 2019). A broiler csirkék esetében gyakran eléfordul a satnyasag és torpendvés

69


https://www.ksh.hu/
https://www.ksh.hu/

szindromaja, mely fejl6dési rendellenességgel, tollfejlédési problémakkal és hasmenéssel
jar. A betegség kovetkeztében megndvekedik a mortalitasi rata, csékken a hustermelés,
mely hosszu tavon gazdasagi karokhoz vezet. A betegség etioldgiaja pontosan nem ismert,
valoszinlleg kulénbdz6 virusos megbetegedések (astrovirus, reovirus, parvovirus,
rotavirus), bakteridlis fert6zések, kornyezeti hatasok jatszanak szerepet a kivaltasaban
(Lima és mtsai, 2019). Az esetleges korokozok felderitése céljabol egy brazil kutatdcsoport
2015-ben gytijtott egészséges és beteg csirkék bélsarmintajaban metagenom vizsgalattal
hatarozta meg a csirkék intestinalis viromjat. Ennek koészonhetéen négy DuACyV-1
szekvenciat irtak le egészséges allatok esetében (Lima és mtsai, 2019). BLASTn elemzés
soran tovabbi szekvencidak mutattak 94-96% azonossagot a DuACyV-1 szekvenciakkal,
melyeket csirke eredeti trachea tampon mintakbol azonositottak (MN379599—-MN379600)
az Egyesiilt Allamokban, am a tanulmany részletei nem keriiltek kdzlésre.

Munkacsoportunk korabban leirt egy masik CRESS DNS virust, a GgaCV-1-et is,
ami szajkobol szarmazd mintabdl kerilt azonositasra (Kaszab és mtsai, 2018). Jelen
tanulmanyunk keretei kdzott csoérgd réce kloaka tampon mintajabdl sikerult kimutatnunk
ugyanezt a virust. Filogenetikai és azonossagi vizsgalatok alapjan a két GgaCV-1 tdrzs rep
szekvencidja egy Uj-Zélandon él6 édesvizi kagyld (Echyridella menziesii) mintajabdl
azonositott virus (Lake Sarah-associated circular virus-23, LSaCV-23, KP153442; rep 50%
as azonossag), valamint az Egyesiilt Allamokban gydjtétt édesvizi zooplankton eredetii
virus (Diporeia sp. associated circular virus, DaCV, KC248418; rep 48% as azonossag),
szekvenciaihoz allt legkbzelebb, am igy is igen messze allé térzsekrél beszélhetink. A
genom felépitése és a specifikus as motivumok jelenléte arra utal, hogy a GgJACV-1 RCR
mechanizmussal replikaldédé virus. A rep esetében megtalalhatdak az eukariotakat fertézé
CRESS DNS virusokra jellemzd RCR I, 1l és Ill. motivumok (CWTLNN, PHLQG, YCKE),
valamint a Walker-A, -B és -C motivumok (GTGKS, LLDDD, ITSN). A konzervativ
motivumok tekintetében a GgaCV-1 tdrzsek, valamint a circo- és cyclovirus fajok torzsei
hasonlésagot mutatnak, de a genom felépitése alapjan elkilonulnek egymastol. Ezt az
elkulonilést figyelhettik meg a filogenetikai torzsfakon is.

E két uj virus (DUACyV-1 és GgaCV-1) potencidlis gazdaszervezetre kifejtett
hatasa, esetleges patogén mivolta tovabbra is kérdéses. A szekvencia adatokon és
potencialis gazdafajokon felll tovabbi informacié nem all rendelkezésunkre. Mivel a CRESS
DNS virusok egysejtli organizmusokat is fertézhetnek, nem zarhato ki, hogy gerincesek
és/vagy gerinctelenek gasztrointesztinalis traktusat kolonizald, eddig azonositatlan exogén
virusokrdl beszélink. Felmeril a lehetéség, hogy a virusok taplalék utjan kerlilnek a
gazdaszervezet emésztérendszerébe és a tapcsatornan athaladva, az érintett szervezettel
valé barmilyen kélcsénhatas nélkll jelennek meg a bélsarban (Dayaram és mtsai, 2015a;

Dayaram és mtsai, 2016; Fehér és mtsai, 2017; Kaszab és mtsai, 2018).
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A vizsgalt vadmadar mintakban a DuACyV-1 és GgaCV-1 mellett a GoCV jelenlétét
is leirtuk, amely esetében az eddigiekhez képest szélesebb potencialis gazdaspektrumot
sikerult feltarnunk. A GoCV eddigi ismereteink szerint a hazilibak kérokozodja, am a
l[udalakuak mellett kimutattuk kardkatona (Phalacrocorax carbo), szirke gém (Ardea
cinerea), szarka (Pica pica), egerészdlyv (Buteo buteo) és rétisas (Haliaeetus albicilla)
esetében. Néhany reprezentativ torzs teljes genomszekvenciajat is meghataroztuk, amely
igazolta, hogy GoCV torzseket detektaltunk. A génbank adatbazisaban tébb részleges
GoCV cp szekvencia elérhet, melyeket vadmadarak bél- és egyéb szévetmintaibdl (lép,
sziv, vese, zuzégyomor) azonositottak (tudomanyos folydiratban nem publikalt). A mintakat
2014 és 2017 kozott Lengyelorszagban gyijtottéek kilonbdzé vadmadarakbdl (nyari lad,
tékés réce, golya, csoka, ezustsiraly, fenydpinty és szirti galamb). A GoCV eredetl
szekvenciak szdvetekben vald kimutatasa arra utal, hogy a virus sikeresen szaporodhat
tavoli rokonsagban all6 vadmadarfajokban, am ennek megerdsitéséhez tovabbi
vizsgalatokra, teljes virusgenom szekvenciak meghatarozasara is szukség lenne. Nem
zarhatjuk ki, hogy a GoCV a hazi ludakkal szoros rokonsagot mutaté ludalakuakat fertézi
és mas madarfajok egyedeibe véletlenszerlen kerllt a virus. Az is el6fordulhat, hogy a
DuUACyV-1 és a GgaCV-1 esetében leirt modok valamelyike okozta valamennyi esetben a
GoCV el6fordulasat. Mindharom virus esetében k6zds pont lehet a viz, mint kézvetitdé
kdzeg, azaz a taplalék és a vizfelvétel soran torténd virus behatolas.

Noévendék ludak esetében a két leggyakoribb betegség a Derzsy-betegség és a
HNEG (lvanics és mtsai, 2003). Azonban a liba circovirus okozta esetek szama névekedést
mutat. Egyre gyakoribbak azok a ludallomanyok, melyeknél az 5-10 hetes Aallatok
tollvesztés és ,szétndvés” tlneteit mutatigk. A GoCV fert6z8dott ndévendék
ludallomanyokban gyakori a tarsfertézések megjelenése (példaul lud parvovirus és GHPV),
melyek végul az allatok elhullasat okozhatjak (Glavits és mtsai, 2005; lvanics és mtsai,
2003). A tarsfert6zések nagy aranyat mutatja, hogy az altalunk vizsgalt 23 GHPV fert6z6tt
liba és mulard kacsa vese/bursa szdvetmintaiban 17 esetben igazoltuk a liba circovirus
jelenlétét.

A mortalitasi rata jelentésen fligg a tarsfert6zdktél. Glavits és munkatarsai 2005-ben
attekintették a ndévendék Iludak parvo-, circo-, reo- és polyomavirus okozta
megbetegedéseinek kapcsolatat. E tanulmany keretein beliil vizsgaltak az Orszagos Allat-
egészségugyi Intézetben a novendék ludakban megallapitott virusos betegségek
szazalékos megoszlasat 2000-2003. években, ami az igazolt liba circovirus fert6zések
szamanak ndvekedését mutatta 2003-ra (Glavits és mtsai, 2005). A GoCV eléfordulasara
vonatkozé ismereteink bévitése céljabdl désszegylijtottik, hogy a késdbbiek soran miként
alakult hazankban ezeknek az eseteknek szama. A NEBIH ADI adatai alapjan 2005-2020
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kozott 6sszesen 612 esetben hajtottak végre liba circovirus specifikus vizsgalatot, melybél
414 esetben pozitiv eredményt kaptak (23. abra).

Liba circovirus esetek Magyarorszagon
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23. abra A NEBIH ADI 4altal vizsgalt liba circovirus esetek megoszlasa 2005-2020 kdzétt.

X-tengelyen a minta bekuldésének ideje, Y-tengelyen a mintaszam lathato.

Jol megfigyelhetd, hogy az évek elérehaladtaval egyre inkabb megndvekedett a
GoCV fertdzés gyanuja miatt bekuldétt mintak szama és sokkal tdbb erre specifikus
vizsgalatot hajtottak végre (23. abra). Ennek oka lehet, hogy nem mindig egyértelm( a
klinikai tinet vagy kérbonctani elvaltozas alapjan, hogy milyen fertézés all a hattérben.
Minddssze néhany tdmpont szolgal ennek elkulonitésére. Circovirus fertézéssel jellemzéen
az egy honaposnal idésebb allomanyokban kell szdmolni. A ,szétnovés”, fejlédési
rendellenességek, tollasodasi zavarok tdbbféle libabetegségnél is eléfordulnak, am
amennyiben ezek a klinikai tinetek két hénapos korban tlnnek fel, akkor circovirus
fert6zésre gyanakodhatunk. Tipikus korbonctani elvaltozasok nem ismertek, a halmoz6dé
tarsfertézések el6forduldsabdl, a tollhidnyos egyedek viszonylag nagy szamabal, valamint
a Fabricius-téomlé kisebb méretébdl kdvetkeztethetlink a circovirus fertézésre (lvanics és
mtsai, 2003).

Az egyszerilibb és olcsébb tartasnak kdszdénhetdéen a hazai piacon megfigyelheté a
kacsa agazat eléretorése, ezért 6sszegyljtéttik a DUCV eléfordulasara vonatkozé, 2005-

2020 kdzotti idészakra esé adatokat is. Ezen id6szakban 6sszesen 118 esetben végeztek
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vizsgalatot hazikacsakban, melyekbdl 84 egyed bizonyult a virussal fert6zottnek, mig
mulard kacsa esetében 47 esetbél 40 mindsult pozitivnak. Ezek megoszlasat a
mellékletben talalhaté diagramok szemléltetik (2. melléklet).

A vadmadarakban szaporodd, vagy emésztérendszerlikben szaporodas nélkdl
athaladd virusok veszélyt jelentenek mind a haztaji szarnyasokra, mind a gazdasagok
allomanyaira. A vonuld, kolt6z6 életmddot folytatd madarfajok egyedei és az allatok
kereskedelme hozzajarulhat a mikrobak széleskorl elterjedéséhez. Megfigyeltik, hogy
egyes virusok eloszlasa (példaul GoCV Sarbogard kérnyékén, DuUACyV-1 Mez8berény
koérnyékén) madarfajtol fliggetlen, az adott vizes éléhelyhez, illetve féldrajzi régidohoz kotott
mintazatot mutatott. Mindez arra utalhat, hogy a madarak taxonémiai hovatartozasan és
életmaddjan tal egyéb, ismeretlen tényezék formalhatjak a (potencialis patogén) CRESS
DNS virusok elterjedését, jarvanytani szerepét. A mintak tipusa (kloaka tampon), a
viszonylag alacsony mintaszam és az egyes teriletekre vonatkozott, madarfaj és
mintaszam tekintetében eltér6 mintavételezési mintazat nem tette lehetévé szamunkra,
hogy meghatarozzuk a virusok sikeres szaporodasara alkalmas gazdafajok korét. A limitalo
tényez6k ellenére tanulmanyunk Uj ismeretet szolgaltatott az azonositott CRESS DNS
virusok foldrajzi eloszlasanak és genetikai diverzitdsanak megismeréséhez.

A vadmadarak, féként a vizi szarnyasok, természetes gazdafajai lehetnek alacsony-
€s magas patogenitasu madar virusoknak, melyek révid idén bellli szérédasat segiti a nagy
féldrajzi terlleteken ativeld vandorlasuk. A madarinfluenza virusok gyors terjedése jol
szemlélteti, hogy a kolt6z6 madarak a kontinensek kozotti nagy tavolsagokat athidalva
képesek a virusok tovabbterjesztésére (Lycett és mtsai, 2016). A nyari lud, tékés réce és
nagy lilik szdmara Magyarorszag kedvelt koltési és pihend hely. A vandorlasi utvonaluk
Eszak-Eurdépatél Kozép- és Kelet-Eurdpaig, valamint a Karpat-medencétdl Dél-Eurdpaig és
Eszak—Afrikéig tart. A CRESS DNS virusok jelen lehetnek az édesvizi 0koszisztémaban, a
viz megfelel6 kdzvetitd kdzeg lehet a virusok tovabbadasara, igy tavoli vizes éléhelyeken
is megfigyelhetd lehet a virus cirkulaciéja. Ez lehet a magyarazata annak a jelenségnek,
hogy koézel azonos GoCV szekvenciakat azonositottak Lengyelorszagban és
Magyarorszagon. Tovabbi példaként szolgalhat DuACyV-1-szerl részleges rep
szekvencidk azonositasa (mellyel a DuACyV-1 rep 98% azonossagot mutatott)
Tunéziaban gyUjtott human székletmintaban (Li és mtsai, 2010a) vagy DuUACyV-1 genom
szekvenciak leirasa csirke bélsarmintakban Braziliaban (Lima és mtsai, 2019), mely felveti
annak a lehet6ségét, hogy ezek a CRESS DNS virusok is vilagszerte elterjedtek.

A teljes genomszekvenciak elemzésének kdszonhetéen az alabbi megallapitasokat
tettlk az uj CRESS DNS virustorzsek kapcsan:

l. Az ORF-ek elrendez8dése alapjan az ujonnan azonositott GoCV, DuACyV-1 és

GgaCV-1 térzsek a Rosario és munkatarsai altal korabban felallitott klasszifikacios
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rendszerben sorrendben a CRESS DNS virusok I., Il. és V. tipusaba tartoznak
(Rosario és mtsai, 2012). Az osztalyozasi rendszer kialakitasa soran a fobb
kritériumokat a rep és cp gének elhelyezkedése, a genom polaritasa, valamint a
genom altal kédolt gének szama jelentette (Rosario és mtsai, 2012; Rosario és
mtsai, 2017).

2020-ban Krupovic és munkatarsai a Rep alapjan készitett filogenetikai torzsfa
topolodgiaja szerint Uj rendszertani kategériakat alakitottak ki (Krupovic és mtsai,
2020). Az altalunk leirt torzsek adott csoportba/csaladba sorolasahoz a Krupovic és
munkatarsai altal felhasznalt szekvenciak segitségével filogenetikai torzsfat
készitettink (3. melléklet) (Abbas és mtsai, 2019; Kazlauskas és mtsai, 2018;
Kazlauskas és mitsai, 2019; Krupovic és mtsai, 2020). Mivel az altalunk leirt
virustorzsek genomjaban kédolt Rep motivumok a Circoviridae csalad tagjainak
genomjaban leirtakhoz hasonlitottak, készitettliink egy olyan térzsfat is, melyhez a
sajat szekvenciainkon felil a Cirlivirales rendbe tartozd referencia virusok
szekvencia adatait hasznaltuk fel a Kazlauskas és munkatarsai altal k6zolteknek
megfeleléen (4. melléklet). Megallapitottuk, hogy a GoCV és DuACyV-1
szekvenciaink a filogenetikai fan a Circoviridae csalad tagjaival csoportosulnak, mig
a GgaCV-1 szekvencia a CRESSV1 csoporttal helyezkedik el k6z6s agon (24.
abra). A CRESSV1-CRESSV3 csoport ismert viruscsaladokba be nem sorolt
virusok szekvenciait foglalia magaba, melyeket leginkdbb gerincesek
bélsarmintaiban, gerinctelenekben vagy kdrnyezeti mintdkban azonositottak (4.
melléklet). A GgaCV-1 szekvenciak a CRESSV1 csoporton belll kilénallé agat
képeznek, és bar ebben a csoportban nem allapitottak meg a fajok elkllonitésére
szolgald szekvencia azonossagi hatarértékeket, a filogenetikai csoportosulasa és a
legkozelebbi referencia szekvenciakhoz mért hasonlésaga alapjan valdszinlileg egy

onallé virusfaj képviseléje lehet.
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24. abra A Cirlivirales rendbe tartozo virusok reprezentativ replikacié-asszocialt fehérje

szekvenciai alapjan, a PhyML szoftverrel, TN93+G+l modellel (SH-like support) készilt

maximum-likelihood filogenetikai fa. Az altalunk leirt torzseket fekete kor jelzi.

Bar DNS genommal rendelkeznek, a pontmutaciék felhalmozédasa nagyobb
genetikai diverzitadst eredményezhet egyazon virus(faj)hoz tartozé kilénbdzé
kocirkulalé torzsek kozott. Ez a PCV mellett igaz példaul a GoCV-ra is, melyek
torzseit eddig 17 genotipusra osztottak, am jelen tanulmanyunknak koszonhet6en
egy tovabbi, XVIII. genotipus is leirasra kerult (Stenzel és mtsai, 2018a). A harom
uj GoCV genomot ugyanarrdl a foldrajzi terlletrél, de kiléonb6z6 gazdafajbdl gyljtott
mintakbol mutattuk ki, és bar kdzeli rokonsagot mutattak, a felallitott csoportositas
szerint kuldn genotipust képezhetnek. A GoCV szekvenciak elég nagy adathalmazt
jelentettek evollcids vizsgalatok végrehajtasara. Az altalunk kapott 10* s/sly
nagysagrend( szubsztitucios rata egybevag az irodalomban mar ismertetett, egyéb
circovirusok esetében szamitott értékekkel. A legfrissebb tanulmanyok az ssDNS

virusok evolucids ratajat 102 és 10° s/s/y nagysagrendben hatarozzak meg, ami az
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RNS virusoknal kalkulalt ertékekhez kozelit (Domingo-Calap és mtsai, 2018). Firth
és munkatarsai (2009) szamitdsa alapjan a PCV2 tdrzsekre jellemz6 becsult
szubsztiticidés rata magas ~1,2x102 s/sly volt (Firth és mtsai, 2009). Meg kell
azonban jegyeznunk, hogy a szamitott evolucios ratat tobb tényezd befolyasolhatja,
beleértve a virus replikacios stratégiajat, vagy a felhasznalt adathalmaz
tulajdonsagait, a mintagydijtés geografiai kiterjedését és idébeli intervallumat (Firth
és mtsai, 2009; Firth és mtsai, 2010).

\VA Amellett, hogy a CRESS DNS virusok evollucios elemzések soran magas
szubsztiticios ratat mutattak, rekombinaciéra is er6sen hajlamosak. Ezen
tulajdonsagok kombinacidja hozzajarulhat ezeknek a virusoknak a gyors
diverzifikaciojahoz, az Uj gazdafajhoz és az Uj kornyezethez val6é adaptalédasahoz
(Kazlauskas és mtsai, 2018). A folyamatok nemcsak genetikai értelemben véve
kozel all6 szekvencidak kozott torténhetnek, hanem tavolalld viruscsoportok,
bakterialis vagy plazmid szekvenciak részvételével is (Kazlauskas és mtsai, 2018;
Kazlauskas és mtsai, 2019). A rekombinacié lehetésége felmerilt GoCV és
DuUACyV-1 torzsek szekvencidival kapcsolatban is. A GoCV esetében a
rekombinacié homoldg virusokat érintett. Ezzel szemben a rekombinans DuACyV-
1 cp génje a predikcid szerint ismeretlen szil6t8l szarmazik. A DUACyV-1 genomok
két variansanak cp génje esetében kapott alacsony azonossagi értékek (72,1—
72,4% nt, 73,4-73,8% as azonossag) azt sugalljak, hogy a rekombinaciés esemény
Iéphetett fel. Virusfajon bellli rekombinaciés eseményt mar korabban leirtak masik
cyclovirus faj esetében, a szitakdté cyclovirus (dragonfly cyclovirus) kapcsan

(Dayaram és mtsai, 2013).

Magyarorszag egyes vizes éléhelyeinek kdrnyezetében él6 vadmadarfajok mintaiban
nagy aranyban mutattuk ki CRESS DNS virusok jelenlétét. A potencialis gazdafajokra és
kérnyezetre is kiterjed6 mintavételezés eldsegitheti a vizsgalt virusok szerepének feltarasat
az adott Okologiai rendszerben betoltott, vagy esetleges jarvanytani szerepének
meghatarozasaban. Az ujonnan leirt genomok szekvencia adataival tovabb bévult a mar
ismert CRESS DNS viruscsaladok és a még be nem sorolt CRESS DNS virus csoportok
tagjainak szama. A munkacsoportunk altal leirt Uj virusok és virustérzsek mind geogréfiai,
mind gazdafaj tekintetében széles korben elterjedtek lehetnek, am a virusok szerepének

tisztdzasa még jovdbeni feladatunk.

76



9.2. Polyomavirusokhoz kapcsol6dé vizsgalatok

Az emlbés polyomavirusokra Aaltalaban jellemzd, hogy sziik gazdaspektrummal
rendelkeznek. Ugyanezt nem tudjuk elmondani a gammapolyomavirusok tagjaira, a BFDV,
GHPV, valamint a kanarikat és pintyféléket fert6zd polyomavirusok esetében ugyanis tébb
lehetséges gazdafajt is azonositottak (Circella és mtsai, 2017; Johne és Muller, 2007; Pingret
és mtsai, 2008). Stys-Fijol €és munkcsoportja (2016) egy Lengyelorszagban végzett tanulmany
keretein belul vadmadarakban is megallapitotta a GHPV jelenlétét. Néhany esetben a GHPV
fert6zésre jellemzé tineteket is tapasztaltak, mint példaul a vese és maj megnagyobbodasat,
vérbéséget, maj- és Dbélvérzést (Stys-Fijol és mitsai, 2016). Ezzel parhuzamosan
munkacsoportunk a CRESS DNS virusok sz(irésére felhasznalt klodka tampon mintakbol
prébalta azonositani a GHPV genom jelenlétét, am egy esetben sem igazoltuk azt. Mivel a
polyomavirusok korokozéként jelentés karokat okozhatnak madarallomanyokban, érdemes
lenne elterjedésiiket mérni nagy mintaszam és elhullott egyedek esetében szervmintak
felhasznalasaval.

Munkank kezdetén a génbank adatbazisaban minddssze kilenc telies GHPV genom
szekvencia allt rendelkezésre, melyek Magyarorszagrél (munkacsoportunk korabbi kozlése),
Franciaorszagbodl, Németorszagbadl és Kinabdl szarmaztak. Tanulmanyunknak kdszénhetéen
tovabbi 22 uj GHPV toérzs teljes genomjanak nukleotid sorrendjével bévithettik az adatbazist.
A genomok szerkezete és a kodolt gének hossza megegyezett a szakirodalmi adatokkal,
eltéréseket a nemkodold régié hosszanak kuldnbségei adtak. Az igy vizsgalt, 6sszesen 31
teljes genom nukleotid szintl azonossagi értéke rendkivul magas volt. Ez az eredmény az
allomanyokban cirkulalé virustdrzsek szoros genetikai rokonsagara utalhat, valamint a
duplaszalu DNS 6rokitéanyag stabilitasara vezetheté vissza.

Palya és munkatarsai 2000 és 2002 kozo6tt 41 hazai ludallomanyban azonositottak
olyan eseteket, ahol felmertlt a GHPV fert6zés gyanuja. A fertézott libak szama az érintett
allomanyokban 1000 és 4000 k&zott valtozott. A klinikai tinetek megjelenését, az esetleges
elhullasokat az adott tartasi helyen rogzitették. Megallapitottak, hogy a jarvany kitérése a 3—6
hetes ludallomanyokat érintette leginkabb, valamint néhany esetet jegyeztek négy napos,
valamint 17-20 hetes allatok esetében. A mortalitas aranya széles skalan mozgott, 4—67%
kozott valtozott. Egyes esetekben a libak normalis fejlédésnek indultak, majd barmilyen klinikai
tinet kialakulasa nélkil hirtelen elpusztultak. Mas esetben megjelentek a fertézésre jellemzd
klinikai tinetek, mint példaul ataxia, fej és nyak remegése, bér alatti vérzések, véres
bélsarurités. A tanulmany keretein belll meghataroztak 6t torzs VP1 génjének teljes nukleotid
sorrendjét, melyek az altalunk vizsgalt torzsek ugyanezen szekvenciaitol kis meértékben
eltértek (AY327109-AY327113) (Palya és mtsai, 2004, 2005). A NEBIH ADI altal nyujtott

adatok alapjan ralatasunk nyilt a 2005-2020 k6zott regisztralt GHPV fertézések esetszamara.

77



Sajnos nem allt rendelkezéslnkre informacio arrol, hogy adott helység kdrnyékén hany telep
van, adott teleprdl pontosan hany minta érkezett, milyen létszamu az adott telep ludallomanya,
és milyen klinikai tineteket mutatott az allomany. Az igazolt GHPV fert6zések szama hullamzé
tendenciat mutatott, néhany évenkénti csucsosodassal. Ez, és adott terlleten a nagyfoku
hasonlésagot mutatd szekvenciak tdbb évben jellemzé regisztralasa arra utalhat, hogy a virus
az adott térségben folyamatosan jelen van és fert6zi a naiv egyedeket. Mivel a fert6z6deés
horizontalisan (feko-oralis ut, ragalyfogd targyak), valamint feltételezhetéen vertikalisan is
bekovetkezhet, nagyon fontos a megfelelé tartastechnoldgiai koriimények beallitasa és az
allatok szallitasa soran az allomanyok érintettségének felmérése. Figyelmet kell forditani az
épuletek, kifutok megfeleld fertétlenitésére, valamint az allatok jolétét befolyasol6é tényezék
korultekintd kivalasztasara (almozas, h6mérséklet igény, viz- és taplalék szikséglet). A GHPV
ludak és kacsak szoveteiben/szerveiben perzisztalhat vagy latens fertézést okozhat, igy bels6
(példaul hormonhatas) és kilsé stresszhatasok (példaul zsufoltsag, szallitas) a betegség
fellangolasat okozhatjak. Ez magyarazhatja a mért esetszamok hullamzoé tendencigjat is.
Mulard kacsak GHPV fert6zése esetén is feltlint a libaknal leirt kérkép, am mivel tarsfertézdk
is jelen voltak, a megjelend tlnetek és azok kéroktananak feltarasahoz tovabbi vizsgalatok
szikségesek. A hazai telepeken végzett kdvetéses vizsgalatok, a cirkulald tdrzsek
genomszekvenciajanak meghatarozasa, elemzése segithet a GHPV altal okozott fert6zés
folyamatanak megértésében és elGsegitheti a virus elleni hatékony védekezés kialakitasat.

A polyomavirusokat gazdafaj specifikus, konzervativ genomszekvencigjuknak
kdszbnhetben lassan evolvalodo virusokként jellemzik (Torres és mtsai, 2018). A szekvencia
adatok szamanak névekedése, az elemzd szoftverek egyre bévilé tarhaza és a viralis evolucié
gazdafajtdl fluggetlen vizsgalata a kisméretli dsDNS virusok becsllt evoluciés ratajanak
emelkedéséhez vezetett (Domingo-Calap és mtsai, 2018; Firth és mtsai, 2010). A legfrissebb
tanulmanyok a dsDNS virusok — beleértve a polyomavirusok — evolucids ratajat 10® és 103
s/sly nagysagrendben hataroztak meg (Aiewsakun és Katzourakis, 2016; Torres és mtsai,
2018). Szamitasaink szerint a GHPV teljes genomszekvencidkra vonatkoztatott evolucios
ratdja 10° s/s/ly nagysagrendl, mig BFDV, FPyV és CaPyV esetén ugyanez 10* s/sly
nagysagrendet mutatott. Az utobbi években mindezen virusok esetében bévilt a bizonyitott
vagy potencialis gazdafajok listaja. A mutaciok felhalmozddasa a viralis genomban javithatja
a virus fitneszét és segitheti az Uj gazdafajokhoz térténd adaptalédast. igy, ha a
szamitasainkat olyan adatsoron hajtjuk végre, mely a kilénb6zd gazdafajokat széles skalan
reprezentalja viszonylag szik id6intervallumon belll, akkor a becsult szubsztitiucios rata
emelkedését figyelhetjuk meg (Aiewsakun és Katzourakis, 2016; Firth és mtsai, 2010). Bar
génenként is vizsgaltuk a szubsztitiuciés ratat, egyes adathalmazoknal a 95%-os HPD
értéktartomany igen széles volt, ami az adatok bizonytalansagara utalt. A rovid szekvenciak,

a rovid id8intervallumbdl szarmazdé és homogén szekvenciahalmazok tehat kevésbé
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alkalmasak pontos evolucios vizsgalatok Kkivitelezésére. A vizsgalandd virustdérzsek
gyljtésének tér- és id6beli eltérése és a virusok szubpopulacidinak mintazasbeli kilénbségei
befolyasolhatjdk az evoluciés és szelekcids kényszerre vonatkozé szamitasok kimenetelét
(Aiewsakun és Katzourakis, 2016). Ahogy korabban is emlitettuk, hazi viziszarnyasokon felul
vadmadarakban is kimutattak a VP1 jelenlétét (Stys-Fijol és mtsai, 2016). Mindez arra utal,
hogy ezek a polyomavirusok nem olyan szigoruan fajspecifikusak, ahogy eddig gondoltuk.
Amennyiben evollciés vizsgalatainkba részleges szekvenciakat is bevontunk és
adathalmazunk vadmadar eredetli VP1 szekvenciakkal is bévilt, a szubsztitlcids rata
emelkedett (10 s/sly), ami a felhalmozott nt valtozasoknak kdszonhetd. A vadmadar eredet
torzsek VP1 szekvenciainak bevonasaval végrehajtott filogenetikai vizsgalat ravilagitott, hogy
a kacsa és egyéb vadmadar eredet(i mintakbdl azonositott szekvenciak nem kulonultek el a
lud eredetliekttl. Lehetséges, hogy fajspecifikus variansok nem alakultak ki, bar ennek
megallapitasahoz tovabbi, teljes genomszekvenciak elemzése szikséges. Elképzelhetd, hogy
a kilénb6zé kacsa fajokhoz (hazikacsa, pézsmaréce és hibridjeik) hasonléan a GHPV
tinetmentesen szaporodhat az Ujonnan felismert gazdafajokban. A tovabbi lehetséges
rezervoar fajok azonositasa segitséget nyujthat a virus terjedésének megakadalyozasaban.
Az analizisek eredményei alapjan megfigyelhetd, hogy a kilénb6z6 orszagokbdl szarmazoé
torzsek szekvenciai elszértan bukkannak fel mas orszagbdl (vagy esetiunkben mas varosbdl)
gy(jtott mintak GHPV szekvenciai k6zott. Tovabba egyazon terlletrél szarmazo, de kiillénb6z4
datummal gydijtott mintak GHPV szekvencidi egy agon csoportosulnak. Mindez utalhat
kilénb6zd virustdrzsek kocirkulacidjara, egyes térzsek idékdzonkénti ujbdli felbukkanasara, Uj
genomvariansok megjelenésére, vagy adott torzs esetében mutaciok felhalmozddasara is.
Mindebben szerepet jatszhat a GHPV vertikalis és horizontalis atviteli mddija, a tinetmentes
rezervoarok, a perzisztens fertézés fennallasa, a kdrnyezet szennyezettsége és az allatok
kereskedelme, amely tényez6k egyuttesen elésegithetik, valamint fenntarthatjak a GHPV
terjedéseét.

Egy 6rvos sandorpapagdj eredetli minta esetében meghatéroztuk az azt fert6z6 BFDV
torzs teljes genomszekvenciajat. Szekvencia és filogenetikai analizis soran megallapitottuk,
hogy az Uj térzs nagyfoku hasonlésagot mutatott a génbankban elérheté tovabbi
szekvencidkkal. A térzsfakon is jol lathato, hogy a nagy hasonlésagot mutaté BFDV toérzsek
nem mind a papagajfélék (Psittacidae) csaladjaba tartozé6 madarakbdl szarmaznak, hanem
genomjuk nagyfoku hasonlésagot mutat egyéb papagajalakuak (példaul Cacatuidae csalad),
illetve solyomfélék (Falconidae) és galambfélék (Columbidae) csaladjaba tartozo fajok
torzseivel is. Irodalmi adatok beszamoltak a BFDV térzsek baromfikban valé el6forduldsardl is
(Katoh és mtsai, 2009; Riaz és mtsai, 2019). Mivel a nemzetkdzi diszmadarkereskedelem
viragkorat éli és gyakoriak az ellenérizetlen tenyészetek, igy a madarak szallitdsanak és

tartasanak kortilményei, valamint a kereskedelem ellenérzése nagy odafigyelést igényelnek.
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Fennall a veszély, hogy a virus atterjedhet kilonféle gazdafajok fogékony példanyaira. A
GHPV esetében leirt tényezdk — ugymint a horizontalis terjedés, a perzisztens fertbzés és
kérnyezetben fennmaradd fert6z6képes virionok — meghatarozéak a BFDV jarvanyos
elterjedésben is (Phalen és mtsai, 1997).

A madar polyomavirusok génjeire altalanossagban negativ szelekcid hat és csak
néhany as pozicid esetében azonositottunk pozitiv szelekciés nyomast. A GHPV-vel
Osszevetve a BFDV esetében a génenként szamitott evollcids rata magasabb értékeket
pozitiv szelekcié hat. Az itt fellépé mutacidknak kdszdnhetbéen lehetséges, hogy a virus
sikeresebben fert6zi a gazda sejtjeit, vagy hatékonyabban kerlli ki az immunvalaszt, azaz
kihatassal lehet a virulenciara. Bar a tdbbi gammapolyomavirus genomjaban is eléfordultak
nem szinonim szubsztituciok, statisztikailag relevans, pozitiv szelekciés nyomas alatt allé
poziciot sem a GHPV, sem a FPyV kapszid fehérjéi esetén nem talaltunk. Az adott poziciora
vonatkoztatott nt és/vagy as valtozasok sokszor csak egyedi szekvenciakon belll talalhatéak
meg, amely hatterében kdnnyen lehet, hogy mas folyamatok allnak, nem pedig szelekcios
nyomas hatasa érvényesuil. Megjegyzendd, hogy az elérheté szekvencidk szama korlatozott,
mely a kapott eredmények kiértekelését és megbizhatdésagat torzithatja. A pozitiv és negativ
szelekciés nyomas alatt allé poziciok génenkénti eloszlasa és mennyisége eltért a kilénb6z8
madar polyomavirus fajok esetében. Az ismert genomszekvenciak alapjan elmondhatjuk, hogy
a GHPV a BFDV és FPyV fajokhoz képest konzervativ genommal rendelkezik. Azonban meg
kell jegyeznlink, hogy tovabbi gazdafajokbol szarmazé GHPV szekvencia adatok
modosithatjak a szamitott értékeket, ahogy az a VP1 elemzésekor is lathaté volt.

A legmagasabb dN/dS aranyt a BFDV VP4/VP4d, valamint a GHPV ORF-X régiok
esetén tapasztaltuk. A VP4 fehérje strukturalis elem, mely részt vesz a virdlis genom
Osszeszerelésében. A nem strukturalis VP4d fehérje (mely a VP4 splicing variansa) apoptozist
indukal a fert6zott sejtben, ezaltal részt vesz a viralis patogenezisben (Johne és Muller, 2001;
Johne és mtsai, 2007). A GHPV kapcsan az ORF-X funkcitja ismeretlen, de ugy gondoljak,
hogy BFDV VP4/VP4d fehérjéihez hasonlé funkcioval rendelkezik (Johne és Muller, 2007).
Bar a nem szinonim/szinonim mutaciok aranya ebben a régidoban a legmagasabb, ennek
jelentésége ismeretlen. A szelekcidés analizis egyetlen helyet sem emelt ki, ahol pozitiv
szelekcios nyomas nagy valosziniséggel érvényesulne.

A GHPV-hez és BFDV-hez hasonléan a FPyV és CaPyV esetében szintén jellemzd a
széles gazdaspektrum, amely disz- és vadmadarakat is magaban foglal. Ez is megerdsiti,
hogy nagyfoku hasonlésagot mutatd gammapolyomavirus térzsek kdzeli rokonsagban nem
allé gazdafajokban is sikeresen szaporodhatnak. A pintyfélék esetében raadasul egy gazdafajt

téobb gammapolyomavirus is megfertézhet: a tengelic (Carduelis carduelis) vagy Gould-
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amandina fajok egyedeiben két kllénb6z6 polyomavirus is megbetegedést okozhat (Alley és

mtsai, 2013; Circella és mtsai, 2017; Manarolla és mtsai, 2007).

Az elmult évek soran mind a CRESS DNS virusok, mind a gammapolyomavirusok
esetében egyarant bdévilt az igazolt, valamint a potencidlis gazdafajok szama. A széles
gazdaspektrum jarvanylgyi és gazdasagi jelentésége és az esetleges koinfekciok esetében a
virusok lehetséges koélcsbnhatasainak megallapitasa még feltarasra var. A jév8beni kutatasok
soran mindenképpen érdemes monitorozni a kilénb6zb vad-, diszmadar és haziszarnyas

fajokban felbukkand kisméret(, cirkularis genommal rendelkezd DNS virusokat.
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10. Uj tudomanyos eredmények

1. A munkacsoportunk altal korabban leirt DuACyV-1 cyclovirus fajt tovabbi
potencialis gazdafajokban is azonositottuk és meghataroztuk a térzsek teljes
genomszekvencijat.

2. A munkacsoportunk altal korabban leirt, taxondmiai értelemben be nem sorolt
CRESS DNS virust (GgaCV-1) is kimutattuk tovabbi gazdafajban, meghataroztuk
a torzs a teljes genomszekvenciajat és a GgaCV-1 filogenetikai helyzetét.

3. Vadmadar eredetl mintakbol meghataroztuk és jellemeztik Uj GoCV torzsek teljes
genomszekvenciajat. Megallapitottuk, hogy a teljes genomot érinté filogenetikai
osztalyozas alapjan az egyik altalunk leirt 0j tdrzs egy Uj genotipusba sorolhatd. Az
elérhet6 szekvenciak felhasznalasaval evolucios elemzéseket végeztunk,
megallapitottuk a GoCV-ra jellemzd evoluciés ratat.

4. 22 uj torzs genetikai allomanyanak feltérképezésével jelentésen bdévitettik a
génbanki adatbazisban elérhet6 GHPV genomok szamat.

5. Meghataroztuk és elemeztik egy uj BFDV torzs teljes genomszekvenciajat és
filogenetikai helyzetét.

6. Az elérhet6 gammapolyomavirus szekvenciak felhasznalasaval evolucios

elemzéseket végeztink, meghatarozva az adott virusra jellemzé evolucios ratat.
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13. Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Fehér Enikének, hogy
lehet6séget biztositott doktori munkam végzéséhez, bevezetett a labormunka és a virusok
vilaganak rejtelmeibe. Tanacsainak és lelkiismeretes, éjszakaba nyuld javitasainak
koszonhetben johetett létre ez a dolgozat. Halasan kdészéndm Féninek, Dr. Banyai
Krisztiannak, hogy munkacsoportjaban helyet biztositott szamomra és neki kdszonhetben
szamos munkafolyamatba be tudtam csatlakozni, bévitve eddigi tudasom.

Készéném Dr. Balint Adamnak, Dr. Dan Adamnak és Dr. Erdélyi Karolynak a
felhasznalasunkra bocsatott mintdkat és adatokat, melyek nélkil ez a dolgozat nem
valosulhatott volna meg. Kilon koészonet illeti Dr. Lengyel Gyorgyot, aki a mintak Sanger
szekvenalasdban nyujtott szerepet. Tovabba kdészonettel tartozom a Prophyl Kift.
munkatarsainak, hogy megosztottdk velink a kérbonctani/korszdvettani vizsgalatok soran
szerzett tapasztalataikat.

Koszénom az Uj kérokozok csoport minden tagjanak, hogy nekik készonhetéen a
szlrke hétkdznapok ragyogova valtak, mivel kis csapatunk nem csupan kollégak, hanem
baratok gyulekezete is. Kulon kdszonet illeti Enit, Ispit, Krisztit és Renit, akik elviselik
hobortjaim és akar a munkaban, akar a maganéletben is szamithatok tamogatasukra.

Halasan ko6szondm a csaladomnak, hogy céljaim elérése soran mindig részesulhettem
tamogatasukban és igyekeztek nyugodt, harmonikus hatteret biztositani szamomra.
Koszéndm férjemnek, Adinak, hogy mindig az aktudlis helyzetnek megfeleléen nyuijtott
segitséget a doktori munka soran, ha kellett batoritott, ha kellett megnevettetett, ha kellett
drakadi szigorral vett ra a dolgozat irgsara.

Kdszonet illeti barataimat, akiktdl az évek soran rengeteg biztatast kaptam és végre
megértik ezt a pillanatot is. Kilén kdszonet illeti Micikét, aki nélkilézte anyukajat az esti
jatékban, igy a PhD dolgozatom tudta javitani.

A munka anyagai feltételeit a Dr. Banyai Krisztian altal elnyert Lendllet palyazat,
valamint a Dr. Fehér Enikd altal elnyert OTKA PD 115519 palyazat biztositotta.
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14. Mellékletek

1. melléklet Az abra a BFDV (piros), GHPV (kék) és FPyV (z0ld) genomok génenekénti
FUBAR elemzésének eredményeit reprezentalja. Az Y-tengely X-tengely feletti része a
(adott poziciéra vonatkozé atlag posterior szubsztitucios rata), az Y-tengely X-tengely ala esé
része pedig a (atlag posterior szinonim szubsztitucié rata) értékek lathatdéak. A statisztikailag
relevans értékeket (posterior probablitiy: 0,9) haromszdgekkel emeltik ki.
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2. melléklet A NEBIH ADI altal vizsgalt kacsa circovirus pozitiv esetek megoszlasa 2005-
2020 kozott (a) hazikacsak és (b) mulard kacsak esetében.
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3. melléklet Reprezentativ Rep as szekvenciai alapjan készitett filogenetikai fa, melyek
Krupovic és munkatarsai altal taxondmiai besorolasra Osszeallitott adathalmazra épdl
(Krupovic és mtsai, 2020). A fa a PhyML szoftver segitségével, RtREV+G+F modell alapjan
készilt. A fekete kor jeldli az altalunk leirt szekvenciakat.

Recrevirales Baphyvirales

Bacilladnaviridae
Redondoviridae

Cirlivirales Circoviridae

CRESSV1

Geplafuvirales

CRESSV3 =

Geminiviridae

Nanoviridae

Repensiviricetes
Mulpavirales

Smacoviridae

Mulpavirales

Arfiviricetes
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4. melléklet A 24. abran lathato filogenetikai torzsfa készitéséhez felhasznalt, Cirlivirales rendbe tartozo reprezentativ szekvenciak génbanki
azonositd szama.

Génbanki azonosité | Virus Csoport

KC339249 Bat associated circovirus 2 Circoviridae
DQ151643 Porcine circovirus 2 Circoviridae
KJ641741 Bat circovirus isolate BtRf-CV-61/YN2010 Circoviridae
KJ641742 Bat circovirus isolate BtRf-CV-62/YN2010 Circoviridae
JX863737 Bat associated circovirus 1 Circoviridae
KJ020099 Mink circovirus Circoviridae
KP260925 Fox circovirus Circoviridae
KJ641727 Bat associated circovirus 5 Circoviridae
KJ641716 Bat circovirus isolate BtPspp.-CV/GD2012 Circoviridae
KJ641711 Bat associated circovirus 8 Circoviridae
KJ641723 Bat associated circovirus 7 Circoviridae
KT783484 Tadarida brasiliensis circovirus 1 Circoviridae
GQ404856 Human stool-associated circular virus NG13 Circoviridae
GU799606 Barbel circovirus Circoviridae
JQ011377 Silurus glanis circovirus Circoviridae
KC469701 Anguilla anguilla circovirus Circoviridae
JQ782200 Beak and feather disease virus Circoviridae
HQ738642 Circovirus NGchicken38/NGA/2009 Circoviridae
DQ146997 Raven circovirus Circoviridae
KU230452 Avian-like circovirus isolate A1 Circoviridae
KP793918 Zebra finch circovirus Circoviridae
AJ301633 Canary circovirus Circoviridae
DQ845074 Gull circovirus Circoviridae
JN377562 Bat circovirus ZS/Yunnan-China/2009 Circoviridae
EU056310 Swan circovirus Circoviridae
KF941309 Duck circovirus Circoviridae
GQ404844 Cyclovirus PK5006 Circoviridae
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GQ404846 Cyclovirus PK5222 Circoviridae
HQ738643 Cyclovirus NGchicken8/NGA/2009 Circoviridae
KC512919 Dragonfly associated cyclovirus 7 Circoviridae
GQ404849 Cyclovirus Chimp11 Circoviridae
KP151567 Cyclovirus NI-204 Circoviridae
KC512918 Dragonfly associated cyclovirus 6 Circoviridae
KM382269 Bat circovirus POA/2012/11 Circoviridae
KC512920 Dragonfly associated cyclovirus 8 Circoviridae
JX185426 Dragonfly associated cyclovirus 5 Circoviridae
JF938079 Bat associated cyclovirus 2 Circoviridae
HQ738637 Cyclovirus bat/USA/2009 Circoviridae
GQ404854 Cyclovirus NG12 Circoviridae
KJ641715 Bat associated cyclovirus 8 Circoviridae
JF938081 Bat associated cyclovirus 3 Circoviridae
HM228874 Bat cyclovirus GF-4c Circoviridae
GQ404845 Cyclovirus PK5034 Circoviridae
HQ638049 Dragonfly associated cyclovirus 1 Circoviridae
GQ404847 Cyclovirus PK5510 Circoviridae
KJ641728 Bat associated cyclovirus 13 Circoviridae
GQ404855 Cyclovirus NG14 Circoviridae
JF938082 Bat associated cyclovirus 4 Circoviridae
KJ641712 Bat associated cyclovirus 6 Circoviridae
KJ641717 Bat associated cyclovirus 11 Circoviridae
KF726984 Human cyclovirus Circoviridae
JX185423 Dragonfly associated cyclovirus 2 Circoviridae
KF031465 Cyclovirus VN Circoviridae
GQ404857 Cyclovirus TN25 Circoviridae
KC771281 Human cyclovirus VS5700009 Circoviridae
HQ738634 Cyclovirus PKbeef23/PAK/2009 Circoviridae
KR902499 Cyclovirus Equl Circoviridae
KP153414 Lake Sarah-associated circular virus-14 Circoviridae
KM821758 Sewage-associated circular DNA virus-23 Circoviridae
KT732785 Pacific flying fox associated cyclovirus-1 Circoviridae
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KT732786 Pacific flying fox associated cyclovirus-2 Circoviridae
KJ641714 Bat circovirus isolate BtRp-CV-14/GD2012 Circoviridae
KT732825 Pacific flying fox faeces associated circular DNA virus-8 isolat Tbat H 103163 Circoviridae
KT862256 Bovine faeces associated circular DNA molecule 1 isolat 5_Fec60361_cow CRESS1
KF246569 Fur seal faeces associated circular DNA virus CRESS1
KJ206566 Human circovirus VS6600022 CRESS1
KU043411 Unidentified circular ssSDNA virus isolate cg1855 CRESS1
KT600066 Human feces pecovirus strain PeCV-NI CRESS1
KU043424 Unidentified circular ssDNA virus isolate cg5269 CRESS1
KM573766 Dromedary stool-associated circular sSSDNA virus isolat DcSCV_c1054 CRESS1
KX388513 Cruciviridae sp. isolate CRUV-34-B CRESS1
KX388514 Cruciviridae sp. isolate CRUV-35-B CRESS1
KX388515 Cruciviridae sp. isolate CRUV-36-B CRESS1
KM573763 Dromedary stool-associated circular ssDNA virus CRESS1
KM821764 Sewage-associated circular DNA virus-29 isolat SaCV-29 _NZ-BS4325-2012 CRESS2
KU043397 Unidentified circular ssDNA virus isolate 2035 CRESS2
KU043406 Unidentified circular ssDNA virus isolate cg_1467 Cap and Re genes CRESS2
KM573776 Dromedary stool-associated circular sSSDNA virus isolat DcSCV_c1566 CRESS2
KM573767 Dromedary stool-associated circular sSSDNA virus isolat DcSCV_c1422 CRESS2
JX904107 Uncultured marine virus clone SOG00781 CRESS2
JX904562 Uncultured marine virus clone S103717 CRESS2
KM821755 Sewage-associated circular DNA virus-20 isolat SaCV-20_NZ-BS3900-2012 CRESS2
KT732816 Pacific flying fox associated multicomponent virus isolat That_K_12099 segment CRESS2
DNA-R
JF755415 Rodent stool-associated circular genome virus CRESS2
JX904344 Uncultured marine virus clone GOM03041 CRESS2
KP153364 Lake Sarah-associated circular molecule 5 isolat LSaCM-5-LSWO-2013 CRESS2
JX904185 Uncultured marine virus clone SOG05268 CRESS2
JX904420 Uncultured marine virus clone S100197 CRESS2
KP153404 Lake Sarah-associated circular virus-7 CRESS2
KC248416 Diporeia sp. associated circular virus isolate LM348 CRESS2
KT149398 Circovirus-like genome DCCV-5 CRESS2
KP153447 Dragonfly larvae associated circular virus-3 CRESS2
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KT732819 Pacific flying fox faeces associated circular DNA virus-4 isolat That_29894 CRESS2
KP153377 Lake Sarah-associated circular molecule 9 isolat LSaCM-9-LSLA-2013 CRESS2
KT149394 Circovirus-like genome DCCV-1 CRESS2
KP153360 Lake Sarah-associated circular molecule 2 isolat LSaCM-2-LSMU-2013 CRESS2
KP153369 Lake Sarah-associated circular molecule 6 isolat LSaCM-6-LSGA-2013 CRESS2
KP153485 Lake Sarah-associated circular virus-39 CRESS2
KJ547648 McMurdo Ice Shelf pond-associated circular DNA virus-3 isolat alg49-39 CRESS2
KT149412 Circovirus-like genome DHCV-6 CRESS2
KP153468 Lake Sarah-associated circular virus-32 CRESS2
FJ959082 Circovirus-like genome CB-A CRESS2
KF738877 Dragonfly larvae associated circular virus-4 isolat DflaCV-4_NZ-PG3-LG CRESS2
KP153483 Lake Sarah-associated circular virus-38 CRESS2
KT732823 Pacific flying fox faeces associated circular DNA virus-6 isolat Tbat H_77994 CRESS2
KM598396 Odonata-associated circular virus-13 isolat OdasCV-13-US-1591LM1-12 CRESS2
JX185415 Dragonfly circularisvirus isolate TO-DF3E-2010 CRESS2
JX904407 Uncultured marine virus clone SI00078 CRESS3
KJ641729 Bat circovirus isolate BtPa-CV-3/NX2013 CRESS3
JN857329 Circoviridae batCV-SC703 CRESS3
KJ641718 Bat circovirus isolate BtMf-CV-1/GD2012 CRESS3
KJ641722 Bat circovirus isolate BtMf-CV/HeN2013 CRESS3
HM228875 Circoviridae TM-6c CRESS3
KM972726 Mosquito circovirus strain B51 CRESS3
KP153422 Lake Sarah-associated circular virus-16 CRESS3
KM874317 Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 9 CRESS3
KM874304 Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 6 CRESS3
KP153408 Lake Sarah-associated circular virus-10 CRESS3
JX904075 Uncultured marine virus clone SOG00160 CRESS3
JX904139 Uncultured marine virus clone SOG03994 CRESS3
JX904076 Uncultured marine virus clone SOG00164 CRESS3
JX904581 Uncultured marine virus clone S103931 CRESS3
KM598406 Odonata-associated circular virus-20 isolat OdasCV-20-US-718DFS-12 CRESS3
KT149409 Circovirus-like genome DHCV-3 CRESS3
JX185418 Dragonfly cyclicusvirus isolate FL1-NZ37-2010 CRESS3
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KM874300 Avon-Heathcote Estuary associated circular virus 4 isolat AHEaCV-4-NZ-3049C3- CRESS3
2012

KM598404 Odonata-associated circular virus-19 isolat OdasCV-19-US-1594LM1-12 CRESS3

KF738883 Dragonfly larvae associated circular virus-9 isolat DflaCV-9_NzZ-PG10-LD CRESS3

KP153359 Lake Sarah-associated circular molecule 1 isolat LSaCM-1-LSCO-2013 CRESS3

104




