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2. Bevezetés

2.1 Békak (Anura)

A békék (Anura) a kétéltiiek (Amphibia) osztalyanak legnépesebb rendje. Mint az osztaly neve
is mutatja egyedfejlédésiik szokatlan utat jar be a tobbi gerinceshez képest. Altalanossagban
elmondhat6, hogy a megtermékenyités utan a peték vizes kornyezetben fejlédnek larvava, majd
a larva az atalakulést kovetden tobbnyire a szarazfoldon fejlodik kifejlett békava. A kifejlett
allatok ¢letiik talnyomo részét is itt toltik €s legtobbszor csak a szaporodési idészakban térnek
vissza a vizbe. A taplalkozas szempontjabol is taldld az osztaly neve, ugyanis az ebihalak
ndvényi eredetll, ritkdbban allati vagy mikrobialis eredetii taplalékot fogyasztanak, mig az
Osszes ismert kétéltli kifejlett allapotaban ragadozd. A békak a fajok 88%-at kitevd kétélti
csoport [1], minden kontinensen megtaldlhatoak az Antarktika kivételével, &m legnagyobb
diverzitasuk a tropusokon figyelhetd meg. A rend tagjai kozt rengeteg az anatdmiai hasonldsag,
a legfontosabbak ezek koziil a megnyult, ugrashoz alkalmazkodott hatsé labak, az altalaban
nedves bor, melyen keresztiil a gazcseréjiik jelentds hanyadat végzik, a farok hidnya, valamint
az OsszenOtt sing- és orso- valamint szarkapocs- és sipcsontok [2]. A rend hozzavetdleg 240
millié éve alakult ki, a korai tridszban, majd ezt kdvetéen 163 millié évvel ezelbttre tehetd a
Neobatrachia alrend 6si képviseldinek megjelenése, alrendbe tartozik a legtobb ma €16 béka,

koztiik a valodibéka-felék (Ranidae) és a varangyfélék (Bufonidae) csaladja is [3].

2.1.1. Erdei béka (Rana dalmatina)

Az erdei béka (Rana dalmatina) a valddibéka-félék csalddjanak tagja. Kozepes termetli, és
feltinden hossza hatsé 1abakkal rendelkez6 faj. A ndstények 6-8 cm, a himek 5-6 cm hosszura
nének. Szine vildgosbarna, sotét foltokkal, a legjellemzdbb mintazata a sotét kantar- és
halantéksav. A dobhartyaja kisebb ¢és kozelebb helyezkedik el a szemhez, hozza leginkabb
hasonlitd gyepi béka esetében. Hatso labain sotét keresztsavok lathatok, hasoldala egyszinti,
fehéres arnyalatd, egyenletes szindtmenetli a hataval (1. abra). Ebihalaik sitéten foltozott
farokzaszloval és robusztus testtel rendelkeznek. Labai pihenés kozben Osszeérnek a test
mogott.

A gyepi békatol (Rana temporaria) és a megjelenésében szintén hasonlitdé mocsari békatol
legkdnnyebben a hegyes orrardl, egyszinli hasardl, valamint hosszu labair6l, melyeket eldre
hajtva a sarokiziilet talnyulik az orron, lehet elkiiloniteni.

Eurdpaban a Pireneusoktol egészen a Fekete-tengerig megtalalhato, beleérve az Appennini-

félszigetet és a Balkant, ¢szakon egészen Dél-Svédorszagig terjed. Hazank egyik leggyakoribb



faja, ugyanis az alacsonyabban fekvd, lombos erddket kedveli, 1000 méter felett nem talalhato
meg.

Az erdei béka foként &jjel aktiv, de magas paratartalmu, nedves idoben nappal is lathato. Foként
rovarokkal, férgekkel és meztelencsigakkal taplalkozik, amelyeket az erdd aljnovényzetében
keres. Hosszl ugrasokkal halad, menekiiléskor akar 1-2 métert is ugrik. Peterakohelyei tiszta
vizii, iddszakos erdei tavak. A himek mar februar végén-marcius elején megjelennek a
szaporodasi helyeken, a parzasi iddszak aprilis kdzepéig tart. A himek halk, kattogé hangot
adnak, de korust nem alkotnak. Néhol az ¢él6helye atfed a gyepi békaéval és ilyenkor gyakran
megfigyelhetiink vegyes amplexust, de hibridizacid6 nem torténik. 400-2000 petét raknak
gdmbolyli csomokba, a kisbékdk majus végén—juniusban hagyjak el a vizet. Az erdei béka késo
Oszig aktiv, és kovek, fatuskok alatt telel at. Mint minden kétéltli és hiilld, igy az erdei béka is

védett Magyarorszagon, természetvédelmi értéke 10000 Ft [4].

Zsoldos Mérton - MME - www.mme.hu © Zsoldos Marton - MME - www.mme.hu

1. abra: (A) Az erdei béka (Rana dalmatina) és (B) a barna varangy (Bufo bufo) illusztracioi [4], [5].
(Zsoldos Marton festményei)

2.1.2. Barna varangy (Bufo bufo)

A barna varangy (Bufo bufo) egy a varangyfélék (Bufonidae) csalddjaba tartoz6 faj. Nagy,
eroteljes testli békafaj, ahol a ndstények hozzavetdleg 8-11 cm, a himek 5-8 cm hosszuak. Boriik
gombolyded dudorokkal boritott, fejiik hosszukas, az orrcsucs lekerekitett, a pupilla tojasdad
alakt, a szivarvanyhartya réz-arany szinli. A dobhartya kicsi, alig lathato, a fliltdmirigyek jol
fejlettek. A hatulso végtagok hosszu, uszohartyas ujjakkal rendelkeznek. A hatoldal szine barnas
vagy olivbarna, sotétebb foltokkal, naszidében pedig egyszinli barna, mig a has fehéres,
gyakran sotéten marvanyos (1. abra). Az ebihalak feketék, 1égzonyilasuk a test bal oldalan
talalhato, farokvégiik lekerekitett.

Eurdpéban mindenhol megtalélhaté, az ir-szigeten és az Eszak-Szamifold kivételével. Kelet
felé egészen az Altaj-hegységig terjed, délkeletfel¢ pedig Anatdlidban huzodik a faj
elterjedtségének hatara. Magyarorszag egyik leggyakoribb békafaja, sik-, domb- ¢és



hegyvidéken egyarant megtalalhatd, amennyiben nincs szdrazsdg vagy tartdsan viz alatt az
¢l6hely. Foként erdétarsulasokban fordul eld, a nagy kiterjedésti famentes teriileteket kertili.
Telepiiléseken eldfordul, bar rokon fajanal, a zold varangynal ritkabb.

Hazankban altaldban novembertdl februarig telel, szarazfoldi, fagymentes helyeken, akar
csoportosan is, am ez az iddszak részben a mikroklimatikus viszonyoktol is fiigg. Foleg
tavakban, holtdgakban, pocsolyakban szaporodik, erds szaporoddhely-hiiség jellemzi, képesek
hatalmas tavolsadgokat is megtenni ilyenkor. A ndstény tobb méter hosszl petezsinorban akar
7000-10000 petét is lerak, melyeket a vizi novényzet koré csavar. Az egy viztestben €10 fekete
ebihalak sokszor 1-2 nap leforgasa alatt alakulnak at. A kis varangyok eleinte nappal aktivak,
majd tavolabb véandorolnak a viztél. Taplalékukat, amely elsésorban izeltlabtiakbol,
puhatestiiekbdl, gilisztakbdl all, alkonyatkor és hajnalban szerzik meg, gyakran ,,iilni és varni”
modszerrel, ritkdbban aktivan keresve. VeszEly esetén testiiket felftjjak, és mérgik, a
bufotoxin, a legtobb ragadozot elriasztja. A vizisiklok, madarak és emldsok azonban immunisak
a mérgére vagy ligyesen kiforgatjak a varangyot a mérget termeld borébdl. Mint minden kétéltl

¢és hiillo, igy az erdei béka is védett Magyarorszagon, természetvédelmi értéke 10000 Ft [5].

2.2. Virusok

A virusok a sejtes ¢let mindeniitt jelenlévo parazitai, a F6ldon a legnagyobb szamban eléforduld
organizmusok. Széles korben elfogadott, hogy egy polifiletikus csoport, de pontos eredetiik
még mindig homalyba vész. Hagyoméanyosan harom Ilehetséges forgatokonyvet tartanak
szamon: 1) reduktiv evoltcio cellularis 6s6kbdl, 2) leszarmazas primordialis, precelluldris
genetikai elemekbdl, 3) a gének kiszabaduldsa a cellularis gazdaszervezetekbdl és parazita
genetikai elemmé valasuk [6]. Egy friss tanulmany az utobbi kettdt egyesitve egy ,,kiméra”
forgatokonyvet vazolt fel, amely szerint a kiilonb6zd tipusu primordialis, 6nz6 replikonok
virusokat hoztak 1étre azéltal, hogy a virionképzéshez gazdafehérjéket toboroztak. E folyamat
[7]. A virusok és gazdaszervezeteik kozotti folyamatos kiizdelem egy sziintelen fegyverkezési
verseny kialakuldsdhoz vezetett, ahol a fegyvereknek is tekinthetd gének gyakran cserélédnek

a résztvevok kozott [8].

A modern genetikai moddszerek és a metagenomika térhoditdsaval az Ujonnan leirt és
osztalyozasra var6 virusok szdma tetemes mértékben novekszik. A Nemzetkozi
Virustaxondmiai Bizottsag (ICTV), ezzel 1épést tartva, a virusoknal kordbban nem alkalmazott

taxonokat is bevezetett a virusok osztalyozasra, valamint az eukaridta taxonomidban
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megszokott binomidlis fajnevek haszndlatat is eldirta. Hatarozatuk szerint, valamennyi virus
taxonnév dolt betiivel irandd. A kozismert Baltimore-féle rendszer felvaltottak a birodalmak,
ezek a kovetkezdk: Adnaviria, Duplodnaviria, Monodnaviria, Riboviria, Ribozyviria,
Varidnaviria. A dolgozatban targyaland6 viruscsoportok a Duplodnaviria és Monodnaviria

birodalmakba tartoznak [9].

2.2.1. Kétéltuek virusai

A kétéltiiek, koztik a békak betegségeirdl csupan az elmult par évtizedben kezdett ndni a
tudasunk. Ennek egyik oka a megndvekedett igény a hazidllatként tartdsukra dm fontos
szempont, hogy a szakértok felismerték, a kétéltli populaciok sokkal nagyobb aranyban
csokkennek, mint mas gerinces osztalyok képviseldi, melyben az éldhelyeik elvesztésén til a
patogének is jelentds szerepet jatszanak. A poikiloterm gerinceseket gyakran nem fajspecifikus,
sOt nem is osztalyra specializalodott korokozok fertézik, melynek egy potencialis magyarazata
lehet a kevésbé fejlett adaptiv immunrendszeriik. A legfontosabb korokozo virusként
szamontartott ranavirusok mellett, kimutattak illetve izolaltak mar herpeszvirust, adenovirust,
calicivirust és szdmos retrovirust is [10]. Metagenomikai modszerrel mutattak ki tovabba

adomavirusokat és papillomavirusokat is kétéltiiekbol [11].

2.2.2. CRESS-DNS virusok, cirkovirusok

A CRESS-DNS (circular replication associated protein-encoding single stranded DNA) virusok
a Cressdnaviricota tdrzsbe tartoz6 virus csoport, neviiket a gytiriibe zar6do, szimpla szalit DNS-
bdl (ssDNS) allo genomjukrol, illetve az abban kodolt replikacioért felelés génjiikrdl kaptak.
Ezek az egyik legkisebb méretli, eukariotakat fert6z6 virusok, mindossze 15-25 nm atmérdji
ikozaéderes kapszidjukkal [12]. A modern molekularis biologiai technikak fejlédése révén
késdbb rengeteg 1j CRESS-DNS virust fedeztek fel kiilonféle eukaridta €lélényekben, sokféle
¢léhelyrdl szarmazo mintakbol. Eléforduldsuk kiilondsen valtozatos bélsdrmintakban [13].

A Circoviridae csaladot két nemzetség alkotja, a Cyclovirus (CyV) illetve a csalad nevét ado
Circovirus, ezek genomjaban két gén, a kapszidfehérje kodolo (cap) illetve a replikacié iniciator
fehérjét kodolo (rep) egymassal ellentétes orientacidban (ambiszensz genom) helyezkednek el,
filogenetikai viszonyaikat a 2/A. abra mutatja. A két nemzetség kozt markans kiilonbség, hogy
a replikacios origohoz képest e két gén iranya ellentétes (pozitiv/negativ ill. negativ/pozitiv) a

DNS szalon [14].
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2. abra: (A) A cirkovirusok és ciklovirusok Rep fehérje alapjan szamitott filogenetikai kapcsolatai,
(B) valamint az endogén cirkovirusok gazdafajainak filogenetikai féja.
(A) A részleges Rep fehérje szekvencidja (131 as) alapjan szarmaztatott fan pirossal kiemelve az egyetlen
labatlan kétéltli eredetii CV lathato, amely metagenomikai elemzés eredményeként nyert adat, infektiv,
avagy endogén (CV/CVe) jellege nem ismert. A mérce a szubsztiticios aranyt jeloli [11].

V4

feltételezett idévonala (1asd az abra aljan, millié években). A rozsaszin kordk az igazolt ortologokat
jelzik. Sarga korok jelzik a potencialis ortologok jelenlétét. Kék haromszdgek pedig azokat az ismert
CVe lokuszokat, amelyeknél nem volt becsiilhet6 az evolucids koruk [20].

A csalad ismertebb tagjai, a patogén sertés cirkovirusok [15] és a madarak csor-toll
szindromajat [16] okozok mellett szamos mas madar és emldsfajbol (koztiik emberbdl) [17],
sOt halakbol is [18] mutattak mar ki infektiv CV-t, valtozd patogenitdsi jellemzokkel.
Erdekesség, hogy halakbol tortént elsd teljes CV leirashoz hasonloan, kétéltiiekbdl is elészor
hazankban tortént meg CV rep szekvenciak kimutatasa. Eszak-Magyarorszagon elhullott barna
varangybol nyert cirkovirus részleges rep szekvencia és egy hasonl6 szakasz, egy fogsagban
tartott ausztral levelibékaban (Litoria caerulea) eltérd cirkovirusabol keriilt kozlésre [19]. Ezen
két példan kiviil két masik békafaj esetében, az amerikai 6korbéka (Lithobates catesbeianus)

¢és egy karmosbéka faj (Xenopus tropicalis) esetében genomba beépiilt, igynevezett endogén



cirkovirusokat (CVe) talaltak. Ezek a szekvencidk olyan cirkovirusok genomjaibol szarmaznak
melyek tobb millid6 évvel ezelétt szabadon léteztek, majd a gazda allat csiravonaldba

integralddtak [20]; evolucidés multjukat a 2/B abra mutatja [11].

2.2.3. Herpeszvirusok, alloherpeszvirusok

A herpesz virusok a Herpesvirales rend tagjai, genomjuk linedris, 125-260 kbp hosszu és
dsDNS alkotja. Kapszidjuk ikozaéder alakt, melyet citoplazmatikus membranbol szdrmazo
lipid burok borit [21]. A csalddon beliil 12 homoldg gén talalhatd, szemben az orthoherpesz
virusokkal, ahol 40 talalhatd. Ezek a 6 strukturalis fehérjéket, replikacidért felelds enzimeket
¢s virionba csomagolasért felelds fehérjéket kodolnak. Ugyanakkor egy nemzetségen beliil 40-
60 homolog gén talalhato.

Az 0Osszes ismert kétéltlieket fert6z6 herpeszvirus az Alloherpesviridae csaladon beliil a
Batravirus nemzetségbe tartozik. Ebbe a csaladba tartoznak a kétéltlick mellet a halakat fert6z6
herpeszvirusok is. A Batravirus nemzetségbe jelenleg 4 fajt sorolunk, ezek a Ranid herpesvirus-
1, -2, -3 (RaHV-1, -2, -3) valamint a Bufonid herpesvirus-1 (BfHV-1) [22]. Els6ként a RaHV-
1-et irtak le északi leopard békak (Lithobates pipiens) vese tumoros elvaltozasabol [23], majd
3 évtizeddel késObb a RaHV-2-t szintugy tumoros leopard békak vizeletébol [24]. A két
legtjabban felismert béka herpeszvirust (RaHV-3 és BfHV-1) az elmult 7 évben irtdk le svajci
kutatok, az elébbit gyepi békabol [25] mig az utdbbit barna varangybol [26].

A Ranid herpesvirus-3 virussal fertézott egyedek sok esetben sulyos proliferativ
borelvaltozdsokat mutatnak, amit multifokalis, gyengén koriilhatarolt, vildgosbarnatol
szlirkésig terjedd szinli, enyhén kiemelkedd, kemény bdrfoltok jellemeznek, s amelyek
atmérdje 1-3 mm kozott valtozik (3/A abra). A haton stlyosabbak a bérelvaltozasok, azonban
a hasi oldalon is megjelenhetnek a nyaktol a has aljaig, valamint a combok hati oldalan. A
borelvaltozasok epidermalis hiperplaziat mutatnak, mely a bor normal vastagsdgahoz képest
haromszor vastagabb. A vastagabb epidermiszben vildgos sejtkozotti terek alakulnak ki. Az
érintett borteriileteken dermalis 6déma, limfocitdk és degeneradlddott nyalkamirigyek is
megjelennek. A virus genomja 208 kbp hosszq, rajta 186, legalabb 90 kodon hosszlisagu nyitott
leolvasasi keret (ORF) taladlhato. Ezekbdl 41 mutat hasonldsagot a Ranid herpesvirus-1 vagy -
2 genomjaval. A GC arany 42%-os [25]. Vizsgalataink kezdetéig a virus jelenlétét tobb eurdpai
orszagbol (Egyesiilt Kiralysag, Norvégia, Svajc és Németorszag), ugyanakkor mindossze két
fajban, a gyepi- és erdei békaban mutattak ki [27], [28].

A Bufonid herpesvirus-1 szintugy patogén a fert6zott egyedek borén szabad szemmel vizsgélva

kiemelkedd, kor alaka, barna, multifokalis foltok figyelhetdk meg. A barna foltokat



szOvettanilag az epidermisz hiperplaziaja okozza, amely igy akar 6tszor vastagabb is lehet a
normdlnal. Az érintett teriileteken sejtkozotti 6déma, parakeratdzis és diszkeratozis is
jelentkezik, bar nem minden esetben. A virus genomja 158 kbp hossz, rajta 152, legalabb 90
kodon hosszu ORF talalhat6. Ezekbdl 51 mutat hasonlosdgot a RaHV-1 vagy -2 genomjaval. A
GC arany 41%-os.

3. abra: Az Eur6paban el6forduld béka herpeszvirusok okozta tipikus borelvaltozasok [25], [26].

(A) Ranid herpeszvirus 3 (RaHV-3) fertdzés a kdzonséges gyepi békaban, Norvégia. A béron multifokalis vagy
0sszendvo, enyhén kiemelkedett, sziirke foltok jelennek meg (epidermalis hiperplazia eredményeként), melyek a
kiiltakar6 nagy részére kiterjednek, ezek kdzott a normal bor 1athatd. © Jeroen van der Kooij [25].

(B) Bufonid herpeszvirus 1 (BfHV-1) okozta durva bérelvaltozasok barna varangyon. Multifokalis
domboru hélyagok, sotétbarna, foltos borfeliiletek elszértan helyezkednek el a varangy hatan [26].

2.2.4. Ranavirusok

A Ranavirus az Iridoviridae csalad egyik nemzetsége. Az Iridoviridae csalad nagy, ikozaéder
kapszidu, kétszala DNS-t tartalmazo virusokbol all, két alcsaladra oszthatd: Alphairidovirinae
¢és Betairidovirinae. Az els6 foként poikiloterm gerinceseket (halakat, kétéltiieket, hiilloket)
fertdz, mig a masodik gerincteleneket (rovarokat, rakokat). A virusok szaporodasa a sejtmagban
¢s citoplazméban torténik, és az érett virionok sejtlizissel vagy membranbimbdzassal
szabadulnak ki [29].

A Ranavirus nemzetség tagjai kétéltiieket, hiilloket és csontos halakat fertéznek. A virus
fertdzeés, kiilonféle klinikai tlineteket eredményezhet, példaul belsd szervi vérzést, borlevalast
¢s kiils6 borvérzéseket. A jelenleg azonositott ranavirusok kozott a fo kapszidfehérje
szekvenciaazonossaga koriilbeliil 70% vagy annal magasabb.

A burkos virion 160-200 nm atmérdjli, mig a burok nélkiili 150 nm. A genom 104-140 kbp kozt
mozog ¢és korkorosen permutalt, valamint nagyjabol 30%-ban terminalisan redundans, GC
aranya 49-55%. A genomban 26 a csaladra jellemzd proteint kddolo gén talalhato, valamint 27
a nemzetségben kozdsen -eloforduld proteint kodold gén. A nemzetségen belil 4

alcsoportot/genocsoportot kiilonitenek el, ezek nevei: FV3-szerti (Frog Virus 3-like, ,,béka 3
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virus” -szerll), az EHNV-szerli (Epizootic Hematopoietic Necrosis Virus-like, epizootias
vérképzOszervi nekrézis virus-szerli), a CMTV-szerii (Common Midwife Toad Virus-like,
kozonséges dajkabéka virus-szerti) valamint az SGIV-szerti (Singapore Grouper Iridovirus-like,
szingapuri fiirészesfogt stigér iridovirus-szerii) (4. abra). Az el6bbi harom csoport tagjaiban a
gének (ORF-ek) nagyfokl kolinearitast mutatnak, helyenkénti szekvencia inverzidkkal és
torésekkel. A filogenetikailag tdvolabbiként besorolt az SGIV-szerli virusok, csak rovidebb
szakaszokon kolinearisak a tobbiekkel, naluk jelentésebb genom atrendezddéssel taldlkozunk
[30].

A virus terjedése lehetséges taplalkozas és kontakt Gtjan vagy kornyezeti érintkezéssel. Sok fajt
képes egy adott virus megfertdzni, akar mas osztalybdl szarmazo éallatokat is. Europaban 3
alcsoport terjed, halaknal az EHNV-szertii, mig kétéltiiekben az FV3-szerti, valamint a CMTV-
szerli virusok. A békakat Europa-szerte, de foleg a kontinens k6zépsd részén az utdbbiak
fertdzik, mig FV3-szerii virusok Nagy-Britannia, Spanyolorszag és Oroszorszag teriiletérdl is
leirasra keriiltek (4. abra). Jelentds (olykor tomeges) elhulldsokkal jard fert6zéseket okozhat
egyes fajokban mindkét , kétéltli-RV” csoport, s egylittes jelenlétiiket is kimutattattak észak-
spanyolorszagi teriileten, a beszdmolokban kiemelve a klimavaltozas szerepét is e fertézések

kivalto okaként [31], [32].
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4.abra: (A) A Ranavirus genus alcsoportjai és azok gazdafajai, (B) koziiliik térképen jelolve Eurdpa honos
farkos- és farkatlan kétéltii populacioban eléfordulé tipusok és hatasuk [33]

(A) A ranavirusok kiilonbdz6 tipusainak filogenetikai kapcsolata és gazdafajspektruma. A nemzetségben leirt 3
alcsoport (FV3-szerti, CMTV-szert, ¢s EHNV-szerll) az 4gvégektdl jobbra jelolve. A feltételezett 6sgazdakat
(halak vagy kétéltiiek) a csomopontokban 1évo sziirke gazdaképek jelolik.

(B) A kétéltiiek ranavirusainak elterjedése és hatasa Europaban. A pontok hozzavetdleges helyeket jeldlnek, és
néha helyi Iéptékben tobb szomszédos esetet jeldlnek, amelyek ugyanazokkal a jellemzdékkel rendelkeznek. Piros
kor jeloli az elhullasokkal jard jarvanyos eseteket, mig fekete kor a megallapitott fert6zottséget tiinetek nélkil. A
kor belsejében a zold pont CMT V-szertl, a sarga pont FV3-szerti virus fert6zottséget mutat.
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A halakat fertéz6 EHNV-szer(i virusok egyike, az eurdpai harcsa virus (ECV — European
Catfish Virus) kozel masfél évtizede hazankban is felbukkant, és torpeharcsdkban (Ameiurus
nebulosus) tobbszor is tomeges pusztuldst okozott. E virust hal szoveten izolaltak és teljes
genom szekvencidjat meghataroztak [34], [35]. Magyarorszagrol szarmazo kétéltii mintakbol
is sikeriilt kimutatni ranavirust, azonban csak annak DNS-ét, valos ideji PCR (qPCR)
modszerrel, s alacsony kdpiaszamban. Ennek tipizalasa igy, az alkalmazott modszer jellege

miatt, nem torténhetett meg [36].

3. Célkituzések

Kutatdsunk céljaként azt thztik ki, hogy az altalunk gyljtott békakbol szadrmazd
tamponmintakbol CRESS-DNS virusokat, ranid herpeszvirus 3-at, bufonid herpeszvirus 1-et és
ranavirust mutassunk ki. Szerettiik volna az esetlegesen talalt cirkovirusok teljes genomjat
szekvenalni, vagy endogén jellegiiket bizonyitani. Tovabba célunk volt a ranid herpeszvirus 3
hazénkban el6forduld tipusdnak Osszehasonlitdsa a kiilfoldon kimutatott tdrzsben 1évo
szekvenciakkal. Célunk volt a hazai kétéltiiekben detektalhato ranavirust tipizalasat elvégezni,
¢és ezzel alatamasztani vagy megcafolni azt a hipotézist, hogy sajat kétéltii virustipusok (CMTV-
szerli vagy FV3-szerl) vannak jelen Magyarorszdgon is és nem csak hal-ranavirus (EHNV-
szerll) tipust6l szarmazdé kontaminacié eredménye volt a korabbi publikacioban leirt qPCR

alapt kimutatasuk.
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4. Anyag és modszer

4.1 Minta gyiijtés
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A mintakat két fajbol gytijtottiik,

erdei béka ¢és a barna varangy

eredetiiek voltak. Mind, az 6sszesen

+ 104 egyedbdl (48 erdei béka és 56

 barna varangy) vett minta 14

Budapest kozeli ¢l6helyrol
szarmazott (5. abra, 1. tablazat). A
2023 tavaszan gyujtott allatokbol
szaj-, bor- és klodka-tamponmintat

vettlink, steril mintavevd palcakkal.

A 2024 tavaszan gyljtottekbol
szajtamponmintat, illetve, a

_ bdrelvaltozasokat mutatd

egyedeknél, az elvéltozas helyén
bértampont is  gyljtottink. A
palcakat steril csoviikbe
visszahelyezve, -20°C-on taroltunk

DNS izolalasig.



1. tablazat: Az 5. abran jel6lt ¢l6helyekrdl gytijtott tampon mintak fajok alapjan bontva. Egy sarga tégla egy
egyedet jelol. Osszesen 48 minta szarmazott erdei békakbol és 56 barna varagyokbol. A tdbbes mintagyiijtés
(sz4j-, bor- klodkatampon) nincs kiilon jeldlve.

Nr. Eléhely neve Erdei béka Barna
*#) varangy
1 Hatarréti-t6/2024
2 Apatkiti viztaroz6/2024
3 Feneketlen-t6/2024
4 Hidegkuti horgaszt6/2024
> Palya-t6/2024
6 Perocsényi halast6/2024
7 Javor-t6/2024
8 Bajdazo-t6/2024
0 Katlan/2024
10 Ilona t6/2024
1 Gyermelyi halast6/2024
12 Anyécs_gpusztai-t6/2024
13 NOVI t6/2024
13 NOVI t6/2023
14 Pisztrangos t6/2023
4.2 DNS kivonas

A tampon fejét steril olloval levagva 0,5 ml foszfattal pufterolt s6oldatba (PBS) helyeztem,
majd a csovet 20 percre 37 kHz frekvencian egy Elmasonic ultrahangos szonikator késziilékben
»razattam”, hogy a tamponrdl levaljanak a sejtek és az esetlegesen jelen 1évd szabad virus
részecskek. Ezutan a feliiliszobol 250 pl-t felhasznalva a NucleoSpin® DNA Rapid Lyse kit-
tel végeztem a DNS kivonast a gyarto utasitasait kovetve.

A protokoll rovid, az elsd 1épésben a mintdhoz lizis puffert és proteinaz K-t adtam, majd 56°C

fokon 30 percre inkubaltam. A mésodik 1épésben DNS kotddést segitd (binding) puffert mértem
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a mintahoz majd ezt szilikat oszlopra helyeztem és 1 percig centrifugaltam 11000g gyorsulason,
majd 2 korben mosé puffer ramérése utdn, illetve még egy korben folyadék ramérése nélkiil
szaritas c€ljabol azonos koriilmények kozott centrifugdltam. Az utolsd 1épésben a szilikat
oszlopot athelyeztem egy 1,5 ml-es csdbe ¢és elacidos puffert mértem rd, majd

szobahdémérsékleten inkubaltam 4 percig és 1 percig 11000g gyorsulassal centrifugaltam.

4.3 Polimeraz lancreakcio (PCR)

A DNS kivonatokb6l a DNS virusokat PCR segitségével probaltuk kimutatni. A herpesz virusok
esetén a polimeraz génre, a ranavirus esetén a {6 kapszid fehérje génjére, a cirkovirus esetén
pedig a rep génre tervezett primerrel végeztem az elsé PCR-t. Az elébbi kettd egy kords, mig
utobbi két koros (,,nested”) PCR volt. A PCR-reakcidelegyek Osszetételei a 2. tablazatban, a
protokolljaik a 3. tablazatban, a hasznalt primerek szekvenciai a 4. tablazatban olvashatok. A
két koros PCR esetében az elsd, illetve masodik kor reakcidelegy Osszetétele megegyezett.
Pozitiv kontrollként a ranavirus kimutatasakor Frog virus 3-at (FV3), a cirkovirus kimutatisara
sertés cirkovirus 2-t (PCV2), mig a ranid herpeszvirus 3 és a bufonid herpeszvirus 1
kimutatasara els6é alkalmakkor semmit nem hasznaltam. Utobbi két PCR esetében, az
1dékozben pozitivnak bizonyult mintdimat hasznaltam a késdbbiekben pozitiv kontrollként. A
PCR-t a Biometra T-Personal Thermal Cycler és a Biorad T100 Thermocycler késziilékekben

végeztem.

2. tablazat: A PCR reakcidkhoz hasznalt reakcidelegyek

Osszetétel: Ranavirus | Cirkovirus | RaHV-3 | BfHV-1
Milli-Q viz 8 ul 10,5 ul 8l 8 ul
Dream Taq Green 10 pl 12,5l 10 pl 10 pl

DNA polymerase

Fwd primer (50uM) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Rev primer (50puM) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Minta 1wl 1wl Il 1yl
Végtérfogat: 20 pl 25 ul 20 pl 20 pl
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3. tablazat: PCR programok id6- és homérséklet protokollja

Ranavirus Cirkovirus

Hoémérséklet Idétartam Hoémérséklet Idétartam

95°C 5 min 95°C 5 min

95°C 30 sec 95°C 30 sec

50°C 30 sec 35X 46°C 1 min 45X
72°C 1 min 72°C 1 min

72°C 10 min 72°C 10 min

RaHV-3 BfHV-1

Hoémeérséklet Id6tartam Hémeérséklet Idétartam

95°C 3 min 95°C 3 min

95°C 30 sec 95°C 30 sec

50°C 30 sec 35X 55°C 30 sec 35x
72°C 30 sec 72°C 30 sec

72°C 10 min 72°C 10 min

4. tablazat: Az alkalmazott PCR primerek nukleotidsorrendjei. R = A/G, W = A/T, Y = C/T, I = G/A/T/C

Target Neve/azonosité | Termék- | Szekvencia (5°-3°) Ref.
(virus, gén) méret

RV MCP Rana MCP Frw GAC TTG GCC ACT TAT GAC [37]
RV MCP Rana MCP Rev 2000p GTC TCT GGA GAA GAA GAA [37]
CV rep CV-F1 GGI AYI CCI CAY YTI CAR GG [38]
CVrep CV-R1 AWC CAI CCR TARAARTCR TC [38]
CV rep CV-F2 GGIAYI CCI CAY YTI CAR GGITT [38]
CVrep CV-R2 +30bp TGY TGY TCR TAI CCR TCC CAC CA [38]
RaHV-3 pol RaHV-3 F TTA TAT TCA ATT AGA GAC CACC [25]
RaHV-3 pol RaHV-3 R 250p GCA GGATCG GGA GAATGG [25]
BfHV-1 pol BuHV-1F CAAACT GAA GAT ACA GAA GGT TGG GG [26]
BfHV-1 pol BuHV-1 R 250bp GCG CGA GTG CTTTGTACG CAACC [26]
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4.4 Gélelektroforézis

A gélelektroforézis soran a PCR termékét 1%-os agardz gélen vizsgaltuk, melybe 5 pl-t mértem
a termékbdl. A gélben a termékek megfestésére 4 pl/100 ml gél koncentracidban GelRed
(Biotium Inc, Hayward, USA) festéket hasznaltunk. Molekulatomeg markerként GeneRuler
100 bp DNA Ladder Plus-t (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) alkalmaztunk. Az
elektroforézis soran 0,5 x TAE (trisz-acetat-EDTA) puffert és 100 V fesziiltséget hasznaltunk.
A folyamat végeztével az eredmények értékeléséhez Kodak 212 Gel Logic ¢s VWR Imager
CHEMI Premium rendszerek segitségével, UV fénnyel atvilagitva készitettiink fényképeket.

4.5 PCR amplikon tisztitasa

A gélelektroforézis alapjan pozitivnak tiind (specifikus méretii) PCR terméket a rekcioelegybol
tisztitottam ki, vagy 1,5%-o0s agardz gélen 0jbol megfuttatva abbol kivagtam. Az eldbbi esetben
az ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher) kitet mig a masodik esteben
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitet (MacheryNagel, Diiren, Németorszag) hasznaltam

kovetve a gyarto utasitasait.

4.6 Sanger-féle szekvenalas

A szekvenalashoz a BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kitet (Applied Biosystems/Life
Technologies, Carlsbad, USA) alkalmaztam a reakcio elegy Osszetétele a 5/A tablazatban

leirtak alapjan alakult. A PCR termék koncentracidja alapjan valtoztattuk a reakcio elegy

crer

cre

alakult a Milli-Q viz mennyisége is Ugy, hogy a végtérfogat azonos maradjon. A reakcidok
protokolja a 5/B tablazatban lathato.

A reakciot a szekvenalasi termék ,.kicsapasa” kovette. Minden mintdhoz 31 pl 96% etanolt, 7,5
ul Milli-Q vizet és 1,5 pl natrium-acetatot (3M, pHS) mértem, majd Ovatos Osszerazast
kovetden 15 percig sotétben és szobahdmérsékleten inkubaltam. Ezt 2060g-n, egy 45 perces
centrifugalds kovette. Ennek végén a feliiltiszot eltavolitottam, 280g-n egy par masodperces
centrifugdval, melynek sordn a csdveket kinyitottam és forditva helyeztem az eszkozbe. A
csovekbe ezt kovetden 70 pl 70%-os etanolt mértem, €és az elézdvel azonos gyorsulason, 15

percig centrifugaltam ¢és a feliiluszot eltavolitottam. Végiil a csdveket 10 percig sotétben

17



szaritottam. A kapillaris elektroforézist kiilsé cég végezte, az eredményeket ABI formatumban

imélben kaptam meg.

Osszetétel 5. tablazat: A szekvenalasi reakcidelegy
Osszetétele (5/A) €s a reakcid homérsékleti

Milli-Q viz 0-1,5 pl protokollja (5/B)
BigDye puffer Ll Hoémérséklet | IdGtartam
Primer (4 pM) 1 ul 96°C 1 min
PCR termék 0,5-2 ul 96°C 10 sec 35X
BigDye Lyl 50°C 5 sec
Végtérfogat Sul 60°C 4 min

4.7 Bioinformatikai elemzés

A kapott szekvencia megjelenitésére a BioEdit program 7.2.5-6s verzidjat hasznaltam [39], a
nukleotidsorrend szerkesztésére és javitdsara a Staden [40], illetve a Geneious programot
alkalmaztam [41]. A javitott szekvencidkat a NCBI Blast segitségével hasonlitottam 6ssze a
GenBank adatbazisban talalhaté szekvenciakkal.

A filogenetikai szamitasokat a MEGA X program segitségével végeztem, melyben referencia
szekvenciaként a GenBankban elérhetd egyes virus szekvencidkat vettem alapul. A protein
szekvenciak pozicionalis illesztés¢hez a MAFFT ¢és Muscle algoritmust alkalmaztam, majd
ezen illesztéseket szerkesztve (GBlock), modellszelekciot kovetden, maximum likelihood
elven alapuld szdmitasokkal generaltam a filogenetikai fakat (PhyML), s ezek megbizhatosagat

un. bootstrap analizissel ellendriztem [42].

4.8 Uj primerek tervezése

Annak érdekében, hogy a RaHV-3 Magyarorszagon el6forduld varidnsat 6sszehasonlitsam a
nyugat-eurdpai varidnssal 1j primereket terveztem a 97-es sorszamu ORF-re, ami egy
feltehetdleg antigenitdsban is szerepet jatszo strukturalis fehérjét kodol, valamint a nem
struktar-fehérje, a DNS-polimeraz génjére. Ehhez a rendelkezésre 4ll6 egyetlen teljes genom, a

svajci varians szekvencidjat (GenBank Accesion: KX832224) vettem alapul.

Annak érdekében, hogy a barna varangy eredetii cirkovirusrol bizonyitsuk annak szabad vagy

endogén mivoltat a rep gén alapjan két , kifelé irdnyuld” (inverz) primert terveztem, melyhez
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alapul a rendelkezésre 4llo, barna varangy eredetii cirkovirus rep gént (GenBank Accession Nr.:

KF358282) vettem.

A primerek tervezését a Geneious v 9.1.8 (Bioinformatics Software for Sequence Data
Analysis) [41] programmal végeztem. A primer tervezés soran a legfontosabb szempontok
melyeket figyelembe vettem, hogy az primer par két tagjanak olvadasi hdmérséklete ne sokkal
térjen el egymastol, 19-20bp hosszl legyen, a GC arany 40-60% kozt mozogjon, illetve, hogy
a primer parok egymassal, se magukkal ne alkossanak stabil kettdsszalu szakaszt. A tervezett
primerek szekvencidja a 6. tablazatban talalhato. A PCR protokolt ugy moddositottam a
korabban leirtakhoz képest, hogy a primerek szdmitott olvadasi homérsékleténél 3°C fokkal
alacsonyabb legyen a primer bekdtési homérséklet, és a szintézis 1épese (elongécio) 1 kbp-

onként 1 perccel noveked;jen.

6. tablazat: Az altalam tervezett 0j primerek szekvenciai

Primer neve
RaHV_ORF97 F
RaHV_ORF97 R
RaHV_ORF97 F2
RaHV_ORF97 R2
RaHV_ORF97 F3
RaHV_ORF97 R3

Virus, target gén
RaHV-3, ORF97
RaHV-3, ORF97
RaHV-3, ORF97
RaHV-3, ORF97
RaHV-3, ORF97
RaHV-3, ORF97

Szekvencia (5°-3°)

AAG CTACAA GAAACCTTC CG
CTA CAA GAG TCT GTG AAC GC
GAT AAGAAAGCCCCGTTGC
CAC AGT TCA GTC CCA GAG G
AAT AGG TCATAATTC CCC CG
AAT TAATAC GCC CAAGCCC

RaHV-3, ORF97

RaHV_ORF97 F3.2

AGC GTC GTT AAA GAT ATC CC

RaHV-3, ORF97

RaHV_ORF97 R3.2

CAT GGATGCACT CTATCT CC

RaHV-3, polimeraz

RaHV pol F 99

ACA GTG TCC ACA GTA CAACA

RaHV-3, polimeraz

RaHV pol R 99

CAT TGG GAAAACAAATTG GC

Cirkovirus, rep BuCV Fzs F1 TTC AAG GTG AGC ACG AGT CG
Cirkovirus, rep BuCV_Fzs RI ACG TGA CTG TGATTG TGG GA
Cirkovirus, rep BuCV_Fzs F2 TTG GTT GGT CGT ATC ATC AG

Cirkovirus, rep BuCV _Fzs R2 AGT AGC GTGACTTTAAGA CC
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5. Eredmények

A virusfertdzottség felméréséhez alkalmazott PCR-ek és a képzddott termékek szekvencia-
meghatarozasanak eredményeit a 7. tablazatban foglaltam 0ssze. Az egyes virus-csoportokra
bontott részletes ismertetésiik a kovetkezo alfejezetekben olvashato.

7. tablazat: A ,,virus-screening PCR-ek” ¢s amplikon-szekvenalasok eredményeinek 6sszefoglalasa.
Egy feketén keretezett rubrika egy allatot jeldl (1asd 1. tablazat). A szines hattérben szerepld roviditések az
adott a virusra alkalmazott PCR pozitiv vagy kétes (fals) eredményét jelolik, mig a mindharom virusra negativra
tesztelt egyedek rubrikai liresen maradtak. Az él6helyek teljes neve az 1. tdblazatban szerepel.

Roviditések: BfHV: bufonid herpeszvirus 1,,CV: cirkovirus, CyV: ciklovirus, CoCV. columbid /galamb/
cirkovirus, ITV: gerinctelen /invertebrate/ iridovirus, RaHV: Ranid herpeszvirus 3, RV: ranavirus.

A ,,cv?” olyan specifikus méretii amplikonokat jelent melyekbdl nem kaptunk értelmezhetd szekvenciat.
A zardjeles (CV) jeloléssel pedig olyan termékeket jeloltem, amelyek a konszenzus CV PCR-ben vagy nagy mennyiségii, de
aspecifikus méretii terméket eredményeztek (citromsarga), vagy szekvenalas utan nem cirkovirus eredetiinek bizonyult az
egyébkent specifikus méretii termék (narancssarga).

z;) I’EI6her neve Erdei béka Barna varangy
1 Hatarréti-to RaHV cv? BfCV ‘ BfCV
2 Apatkati... cv?
3 | Feneketlen-té RaHV
eneketien-to T,
4 | Hidegkauti... cv? | cv?
5 Palya-t6 RaHV
6 Perdcsényi...
7 Javor-to
8 Bajdazo6-t6 cv?
9 Katlan
10 llona té BfCV [
" Gyermelyi...
12 Anyacsa...
cv? cv?
13 NOVI té .
RaHV BfCV BfCV BfCV
i RaHV
13 | NOVI t6/2023
14 | pisztr. t6/2023 BfCV | BfCV
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5.1. Cirkovirusok

Bufonid cirkovirus (BfCV) eredetii részleges rep gén szekvencidt 11 barna varangybdl sikertilt
kimutatni (5. abra és 1. tablazat: #1, #4, #5, #7, #10, #13 ¢és #14 ¢ldhelyek) (7. tablazat
sotétkék rubrikak). Az amplikonok (430 bp) (6. abra) nukleotid szekvencidja 76—99% nt
hasonlosagot mutatott a GenBank-bol ismert BfCV részleges rep szekvenciaval (GenBank
Accesion: KX832224).
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6. abra: A konszenzus-CV PCR masodik kdrének termékei agardz gélen szétvalasztva.
A molekulatomeg marker (M) 100 bp-os 1épéskdzokkel rendelkezd ,,1étra”.

A specifikus termékméret 430 bp. A jobb oldalon a pozitiv kontroll 1athaté ,,+” -val
jelolve, és vonalaban baloldalt és kozépen a pozitiv termékek az él6hely nevének
roviditése €s a békaegyed sorszama alapjan. Csak azon mintak lettek jeldlve, melyeknél
a termék specificitasat szekvenaldssal bizonyitani tudtuk.

A 2023-ban megismert szekvencidk alapjan, altalam tervezett, ,kifelé irdnyuld” (inverz)
primerekkel végzett PCR-ek egyike is varthoz kozeli hosszisaghi (1300 bp) terméket
eredményezett, s ennek szekvencia olvasata is kielégitd volt egyik irdnybol. (A masik iranybol
szétbogozhatatlan keverék-szekvenciat mutatott az elektroforetogramm.) Az eziton megismert
tovabbi ~700 nt hosszusagl uj szakasz illeszthetd volt a fenti 430 nt szakasz 3’ végéhez. Ennek
a szekvencianak azonban csak a ,,befelé es6” mintegy 280 nt hosszisagu részén mutatott BlastX
hasonlésagot a GenBank ,,nr” protein adatbazis barmely adataval, s a vartaknak megfeleléen a
CV rep szekvencidkkal. Legmagasabb értékkel (57% as azonossag, 75% as hasonlosag;
Identity/Positives — Id/Pos = 59/75%) a gyurgyalag cirkovirus rep fehérjére (UMM62403)
hasonlitott ez a szakasz. Az inverz PCR amplikon szekvencidjanak fennmarado, ,kifelé esd”
része, nem taldlt sem BlastN, sem BlastX, kereséssel homolog egyetlen GenBank-i ,,nr”
adatbazisokban felelhet6 adattal sem. Ugyanakkor az eukariota teljes genom projektek (Whole-

genome shotgun contigs /wgs/ database) - kétéltiiekre sziikitett - nyers adataiban keresve BlastN
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algorimussal, mar kapunk taldlatokat. Harom barna varagy szekvencia kontiggal
(CAJIMMO010014670, CAJIIMMO010002988 ¢s CAJIMMO010003000) (Id: 78—88%) tovabba az
Eszak-Amerika nyugati partvidékén é16 Anaxyrus boreas varangyfaj (Id: 75%) és a Kozép-
Amerikdban 6shonos 6rids varangy (Rhinella marina) (I1d: 74%) kontigokkal

(JBEFLT010000003 ¢s ONZH02000620 mutatnak szekvenciaink magas foku hasonlosagot.

A CV sziirésre hasznalt kétkorés PCR sordn tovabbi 10 esetben, amikor specifikus méretii
termék keletkezett a barna varangy mintdkbdl, sajnos nem sikeriilt értékelhetd szekvencia

adatot nyernem (7. tablazat vilagoskék és narancssarga mezok).

Az erdei békdk esetén ugyanez a kétkords konszenzus PCR csupan 4 minta esetében adott
specifikus méretli terméket (7. tablazat sotétkék és narancssarga rubrikdk). Ezek egyike egy
galamb cirkovirusok homoldg rep részletével volt szinte azonos (0Q184742; nt Id: 95%). A
masik a gyepibéka genom projekt nyers adatainak szamos kontigjaval (pl. CAJIML010000624)
mutatott nagyfokt hasonlésidgot (nt Id: 93%) ugyanakkor —a BfCV fentebb leirt eseteitdl
eltéréen— BlastX kereséssel sem mutatott homologiat CV rep fehérjékhez. A harmadik erdei
béka mintabol képzddott PCR amplikon egy eddig ismeretlen ciklovirusnak bizonyult. Ez a
BlastX keresésben legnagyobb hasonldsagot a denevér eredetli 2-es szamu ciklovirus (Bat
associated cyclovirus 2) homolog génrészletével (UOI84984) adta (as 1d/Sim: 45/57%). A

negyedik PCR termékbdl sajnos nem kaptunk értelmezhetd szekvenciat.

A filogenetikai szamitasok eredményét a 7. abra mutatja. A fentebb felsorolt sajat cirko- és
ciklovirus nt szekvencidkbol szarmaztatott as (részleges rep fehérje) adatok 6sszehasonlitasa
lathato a GenBank-bdl lehivott rep fehérjékkel. Ezek koziil kettot kiegészitettiink, a HUN-REN
ATKI korabbi munkatarsa (Pénzes Judit) munkaibol idékozben rendelkezésiinkre bocsajtott
[Tarjan Zoltan, személyes kozlés]] adatokkal. Azaz, az eddig csak rovidebb részben publikalt
ausztral levelibéka CV ¢és BfCV [19] eredmények is meghosszabbitva szerepelnek az
Osszehasonlitasban. A filogenetikai fan (7. abra) jol kirajzolodik a Circoviridae csalad két
nemzetsége, s a Circovirus nemzetségen beliil a kétéli CV-ok viszonylag bazalis (0si)

helyezddése a poikiloterm gazdak virusaihoz képest.
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100 p= AFO71879 Porcine circovirus 1 (PCV1}) ]
10 _r— AF027217 Porcine circovirus 2 (PCV2)
83 = A7AQ7505.1 Bat circovirus
o ALB35039 1 Fox circovirus
.20 1i 100 l AKOB84208.1 Fox circovirus
i r DQ100076 Duck circovirus isolate
I_g_i 100 EU056309 Mute swan circovirus
P 75 fe= AJ304456 Goose circovirus
: E AF071878 Beak and feather disease virus (BFDV) %)
ol : = DQ845074 Gull circovirus =
"'I ?&"—I— DQ845075 Finch circovirus 4
?i i 5 :J|—- DQ172906 Starling mrcowru§ §
el 4t = AF252610 Columbid circovirus (CoCV)
3 i i mmmmm e Litoria caerulea CV-rep (Pénzes)
ol - GU799606 Barbel circovirus
BT DAZ91099 Caecilian CV-rep
‘EJ; I’;{ i—: LC416389 Masked palm civet circovirus
9 : % KT869077 Porcine circovirus 3 (PCV3)
e e BfCVe (Pénzes + Fiilei)
AEWTO0742 1 European catfish circovirus
JQ011377 European catfish circovirus -
O i et NOVI-Rd-skin_Pv15 (HUN-2023) cyclovirus
i 100 H2738634 cyclovirus from beef
,if? (3404857 Human stoole associated cyclovirus TN25
i_ JX185422 Dragonfly cyclovirus 2
i1 MH545511 Arboreal ant associated circular virus 1
3r?_i------ HQ738637 Cyclovirus from bat
%2 | T GQ404854 Human stoole associated cyclovirus NG12
'Tj _: JX569794 Florida woods c.ockraach-assaciated cyclovirus )]
& |y i: 5% JX185426 Dragonfly cyclovirus 5 g
:'! Sremenns HIM228874 Bat cyclovirus GF-4c <
| 1--------- 6404845 Human stoole associated cyclovirus PK5034 c
i M—i —————— 52404847 Human stoole associated cyclovirus PK5510 n
e 59-1| s GQ404855 Human stoole associated cyclovirus NG14
" --------- HQE38049 Dragonfly cyclovirus
,{;‘; 5 HQ738643 Cyclovirus from chicken
i (52404849 Chimpanzee cyclovirus
(52404846 Human stoole associated cyclovirus PK5222
HQ738636 Cyclovirus from goat
o 5404844 Human stoole associated cyclovirus PK5006
MH545516 Soft spider associated circular virus 1 )

8. abra: Az altalunk kimutatott cirko- és ciklovirusok csaladon beliili helyzete a részleges rep
gén szekvenciai alapjan (sajat adatok pirossal kiemelve)

A filogenetikai fa ML modszerrel, a LG+G modell alapjan késziilt. Vizszintes dgain szerepld
szamok annak megbizhatosagi (bootstrap) értékei szazalékban. A 50-nél kisebb értékkel
tamogatott 4gakat szaggatott vonallal jeloltem. Az elemzésben 41 CV részleges rep-je
szerepel. A szamitashoz hasznalt, végso (szerkesztett) illesztés 253 as hosszu volt. Bootstrap
permutaciok szama:100. A kétélti fajokban detektalt CV rep-eket vastagon szedve.
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5.2. Alloherpeszvirusok

A ranid herpeszvirus 3 (RaHV-3) kimutatasra végzett PCR-ek, a 48 erdei béka szilirése soran 4
¢l6helyrdl szarmazo (5. abra és 1. tablazat: #1, #3, #5 és #13 ¢l6helyek), 6sszesen 10 egyednél
bizonyultak pozitivnak (7. tablazat vilagoszdld mezok). Ezek koziil annal a két egyednél (#3
¢lohely: ,,Go-01” €s #5 €ldhely ,,Pi-05”) melyeknél kétféle tampon mintat is vettiink a lathato
bérelvaltozas miatt, mind a sz4j-, mind a bértamponminta pozitiv eredményt adott, am az utdobbi

lathatdan tobb PCR terméket eredményezett (8. abra).

1000 bp
1000 bp
500 bp
- 4 500 bp
s .
.. - -

DRURRE [he: “RR: - B
Q
S 3
S -~
m . -
g
b
CRRRE D BB 14

8. abra: A RaHV-3 PCR termékek agaroz gélen tortént szétvalasztas utan. A
molekulatdémeg marker (M) 100 bp-os Iépéskozokkel rendelkezd ,,létra”. A vart
termékhossz: 250 bp. A jobb oldalt pozitiv kontroll lathato ,,+” -val jeldlve, és
vonalaban baloldalt a pozitiv termék az ¢l6hely roviditése alapjan. A G6-01
jelolést termékek azonos példanybol szarmazo szaj- és bértampon.
A DNS-dependens DNS polimeraz (pol) gén e rovid szakaszan 4% nt és 3-4% as eltérést
(Id/Sim: 96/97%) figyelhettiink meg a GenBank-ban taldlhatd6 minddssze két RaHV-3 torzs,
egymassal megegyez0 pol adataihoz képest (nt: MG800826 és NC 034618). A sajat tervezésli
primerekkel végzett ,,primer-séta” szekvenalasi eredményeként a pol fehérje C-termindlis
részét kodold kozel 30%-at deritettem fel a génnek (1177 nt). Itt a prototipus svajci RV
genomhoz (NC_034618) képest 9 aminosav eltérést tapasztaltunk a feltart 390 as hosszu kodold

értekek joval alacsonyabbnak (Id/Pos: 23/38%) bizonyultak, amint ezt a filogenetikai fan is
abrazolodik (9. abra).
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'3 r NOVI-Rd Pv6+8 (HUN-2023) pol (RaHV-3)

i | vPo09362398 Ranid herpesvirus 3 (CH-2017) pol (RaHV-3)
4 L YP656727 Ranid herpesvirus 1 pol (RaHV-1)
E__E_: YP009552918 Bufonid herpesvirus 1 pol (BfHV-1)

30 i—l_ YPE56618 Ranid herpesvirus 2 pol (RaHV-2)

o1 B MZ244212 Ranid herpesvirus 4 pol (RaHV-4)

snilAeseg

100 I ¥P 009447884 Ictalurid herpesvirus 2 pol (lcHWV-2)
AVPTZ2265 Silurid herpesvirus 1 pol (SiHV-1)

H I QAB0B542 |ctalurid herpesvirus 1 (USA-1998) pol (IcHV-1)
100 MPO41148 Ictalurid herpesvirus 1 (USA-1970) pol (IcHW-1)

b WWULIO146 Barramudi herpesvirus (SG-2016) pol (LCHV)

o ALPT3375 Acipenserid herpesvirus 2 (RUS-2011) pol (AcHWV-2)
WNUD1460 Acipenserid herpesvirus 2 (USA-2023) pol (AcHW-2)

SnJIAE))|

%ODYPUDEIBE#—SSQ Acipenserid herpesvirus 2 (LISA-2008) pol (AcHWV-2)
ADCTOIT10 Acipenserid herpesvirus 2 (RUS-20063} pol (AcHW-2)

1 WNREZ2150 Acipenserid herpesvirus 2 (CAM-2015) pol (AcHY-2)
AWILIAGT 5D Percid herpesvirus 2 (FIMN-1997) pol (PeHWV-2)
_I: AMNKEB026 Esocid herpesvirus 1 (USA-2014) pol (EsHW-1)
e Rt i Tk B UKB92884 Acipenserid herpesvirus 1 (IUSA-1991) pol (AcHV-1)
o8 YPOOT7003742 Cyprinid herpesvirus 1 {(JP-1981) pol (CyHV-1)
4& MNC 019495 Cyprinid herpesvirus 2 (1JP-19923) pol (CyHW-2)
54 ABG42906 Cyprinid herpesvirus 2 (USA-2003) pol (CyHWV-3)

Y¥PO02358194 Anguillid herpesvirus-1 (NL-2009) pol (AngHV-1)

|
I
i
I"""'""'""'""""L"""""""""""'ﬁ -

100

SNJIAAD

UFPE3456 Tiger shark herpesvirus 1 (USA-2018) pal (TSHV-1)

9. dbra: Az altalunk kimutatott RaHV-3 torzs (sarga hattér, pirossal szedve) és BfHV-1 (sarga hattér)
csaladon beliili helyzete a DNS-polimerdz szarmaztatott részleges fehérje szekvenciai alapjan.
A fa ML mddszerrel, a LG modell alapjan késziilt, diszkrét gamma eloszlast alkalmazva. A vizszintes
again szerepld szamok azok megbizhat6sagi (bootstrap) értékei szdzalékban. A 50-nél kisebb értékkel
tamogatott 4gakat szaggatott vonallal jeloltem. Az elemzés 28 virustorzs adatain alapul, a szerkesztett
illesztés hossza: 231 as volt. Bootstrap permutaciok szama:100. Az agak szinei a nemzetséget jelolik a
csaladon beliil, melyeket az agvégektdl jobbra jeldltem.

— f.ml NOVI-Rd Pv6+8 (HUN-2023) ORF97 (RaHV-3)
YP 009362430 Ranid herpesvirus 3 (CH-2017) ORF97 (RaHV-3)

¥P 656580 Ranid herpesvirus 2 ORF72 (RaHV-2)

QWY26472 Ranid herpesvirus 4 ORF72 (RaHV-4)

snJineJieg

¥YP 656701 Ranid herpesvirus 1 ORF46 (RaHWV-1)

YP 009552957 Bufonid herpesvirus 1 ORF46 (BfHV-1)

¥P 007003762 Cyprinid herpesvirus 1 ORF29 (CyHWV-1)
00| ; ¥P 007003918 Cyprinid herpesvirus 2 ORF99 (CyHV-2)
24

— AJKO93E604 Cyprinid herpesvirus 2 ORF29 (CyHWV-2)

SITIY )

toof MNP 041137 Ictalurid herpeswvirus 1 (USA-1970) ORF-46 (lcHY-1)

i QABOS520 Ictalurid herpesvirus 1 (USA-1998) ORF46 (IcHv-1) I

—— YP 009447871 Ictalurid herpesvirus 2 ORF46 (IcHV-2) g«-

L WWES4678 Barramundi herpesvirus ORF49 (LCHV) §
a8 KT182704 White sturgeon herpesvirus 2 (RUS-2006) ORF4E6 (AcHWV-2) %

100 WAALIO1 449 White sturgeon herpesvirus 2 (USA-2023) ORF46 (AcHV-2)
(]

ALPT2385 White sturgeon herpesvirus 2 (RUS-2011) ORF46 (AcHW-2)

10. 4bra: Az éltalunk kimutatott RaHV-3 (sarga hattér, pirossal szedve) és BfHV-1 (sarga
hattér) filogenetikai helyzete az ORF97-homologok szarmaztatott fehérje szekvenciai alapjan.
A fa ML mddszerrel, a WAG+G modell alapjan késziilt és a vizszintes dgain szerepld szdmok

azok megbizhatdsagi (bootstrap) értékei szdzalékban. Az elemzés 16 homolog alloherpeszvirus
membranfehérje teljes szekvenciajan alapul. A szerkesztett illesztés hossza: 858 as volt.
Bootstrap permutaciok szama:100. Az agak szinei a csaladon beliili nemzetséget jelolik,
melyeket az agvégektol jobbra jeldltem.
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A ,,membran-gliikoprotein” néven ismert strukturalis fehérjét kddoléo ORF97 gén megismerését
célz6 ,,primer-sétdm” sordn, a tobb PCR-szekvencidbdl (,,read” -bdl) osszeillesztve nyert kontig
(3874 nt), a gén teljes hosszdban feltarta a genom-részletet. A teljes fehérje (1251 as)
szekvenciat vizsgalva 34 aminosav kiilonbséget talaltam a prototipus RaHV-3 (NC 034618)
torzshoz képest, ami 97,28% egyezésnek felel meg. A RaHV-1 homolég fehérjéjével (ORF46)
vald Osszevetésben az értékek (Id/Pos: 28/46%) valamivel magasabbnak bizonyultak a pol
fehérje vonatkozasaban fentebb leirthoz képest. Az ¢ membran-gliikkoprotein alapjan szamolt
filogenetikai fan is magasabb megbizhatosagi (,,bootstrap”) értékkel abrazolodtak az egyes

alloherpeszvirusok feltételezett rokonsagi viszonyai (10. abra).

A bufonid herpeszvirus 1 kimutatasat célzo PCR esetében 2 barna varangy egyed lett pozitiv az
56 vizsgalt példanybol, a #3, illetve #12 ¢l6helyeken (pl.: 11. abra). Ezek részleges polimeraz

gén szekvenciaja megegyezett a svajci prototipuséval (MF143550).

M M M +
- 4 w -
gg'looo bp “~ w1000 bp
== 500 bp An-10 = = 500 bp
- - -
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11. abra: A BfHV-1 PCR termékek agardz gélen tortént szétvalasztas
utan. A molekulatomeg marker (M) 100 bp-os 1épéskozokkel rendelkezd
»létra”. A vart termékhossz: 250 bp. A jobb oldalt pozitiv kontroll lathato

»T -val jel6lve, és vonalaban baloldalt a pozitiv termék az él6hely
roviditése alapjan.

5.3. Ranavirusok

A ranavirus MCP specifikus PCR mindossze két minta esetében eredményezett specifikus
méretli amplikont (5. abra és 1. tablazat: #3 és #9 ¢l6helyek) (7. tablazat piros mezdk), ebbdl
az egyik esetben jelentds mennyiségii terméket (12. abra). A szekvenalas utan kideriilt, hogy a
#9 ¢€lohelyrdl szarmazo mintdban a termékek nukleotid sorrendje 100%-ban megegyezik az
eurdpai harcsa virus homolog szekvencidjaval, ami egy halakat fert6z6, EHNV-szerli virus (4/A

abra).
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A #3 ¢l6helyrdl szarmazo erdei béka bértamponmintabol szarmazo joval ,,gyengébb” amplikon
szekvenciaja BlastN keresésben egy gyokérragd lepkébdl kimutatott iridovirussal (Wiseana
iridescent virus, [IV-9) (NC_015780) mutatta a legnagyobb hasonlosagot (nt Id: 68%). A BlastX
keresés ugyanakkor egy csupaldballatbol kimutatott iridovirussal (Pentanymphon antarcticum
iridovirus) (WYL18956) adta a legjobb értéket (as Id: 63%). Ezek alapjan legvaldsziniibb, hogy

egy a Betairidovirinae alcsaladba tartozo, de még le nem irt I[IV-bdl szarmazott a termék.

Ka-02 =

E 1000 bp 1000 bp E

&9 500bp - 500bp - -
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12. abra: ARV PCR termékek agardz gélen tortént szétvalasztas utan. A
molekulatdmeg marker (M) 100 bp-os 1épéskozdkkel rendelkezd ,,1étra”. A vart
termékhossz: 500 bp. A jobb oldalt pozitiv kontroll lathato ,,+” -val jelolve, és
vonalaban baloldalt a pozitiv termék az él6hely roviditése alapjan.
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6. Megbeszélés

Dolgozatomban harom virustaxon felmérését végeztem két viszonylag gyakori békafaj
Budapest kornyéki populdcidiban. Amint azt a bevezetdben is emlitettem (2.2.1 alfejezet), a
kétélti viroldgia meglehetés hatranyban van a legtobb gerinces osztidly virusainak
vizsgalatdhoz képest. Csupan a természetvédelmi szempontbol jelentds, elhullasokért felelds,
vagy kiterjedt elvaltozasokat okozo6 virusok kapnak hangstlyosabb figyelmet. Olykor azok a
zoonotikus koérokozo virusok is elétérbe keriilnek, melynek rezervoarjaként vizsgaljak ezen
allatcsoportot is [10]. Manapsag pedig, az ujgeneracids szekvenalas elterjedése nyoman indult
atfogd munkatervek (pl. 1000 species genome projekt) pedig immar nagy sebességgel termelik
az olyan metagenomikai adathalmazokat, melyekben keresgélve ujabb virusszekvencidkra lehet
bukkanni [11]. A dolgozatban ismertetett a cirkovirus vizsgalatok az utobbi vonulathoz
(,,metagenomi adathalészat™) kapcsolodtak végsd soron, noha az eredeti céljuk tudoményra 1j,
infektiv kétélti cirkovirusok kimutatasa volt. E célt most nem értiik el. Az egyéb vizsgalataim
(aRV, RaHV-3 és BfHV virusok kimutatésa és jellemzése) pedig a természetvédelmileg jelentds
virusok vizsgalatanak korébe tartoztak.

A Circoviridae csalad legrégebb ota ismert tagjai, a silyosan patogén sertés cirkovirusok [15]

¢s a madarak csor-toll szindromaéjat [16] okozd virus, allatorvosi €s gazdasagi jelentdsége miatt
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kiemelten kutatottak. Tobb tucatnyi masik emlds-, madar- €s hal teljes (infektiv) CV genomja
mellett [17], kozoltek mar kétéltiiekben detektalt CV szekvencidkat is. Ezek vagy PCR-es
felmérd vizsgalat [19] vagy a mar emlitett ,,metagenomi adathalaszat” soran [11], [20] soran
felbukkant részleges rep szekvencidk voltak, utébbi cikkbe [20] bizonyitottan a gazda
(karmosbéka és okorbéka) genomokba beépiilt endogén CV-ok (CVe). A Magyarorszdgon
kimutatott barna varangy cirkovirus részleges rep szekvencidjdnak jelenlétét én is
megerdsitettem ugyanezen faj 11 egyedébdl nyert tamponmintaibdl.

Az ehhez hasznalt kétkorés PCR azonban sok fals pozitiv amplikont és nem szekvenalhato
terméket eredményezett (7. tablazat). Fals pozitivnak azokat az eredményeket neveztem, ahol
a PCR soran keletkezett 4m ez nem a keresett termék volt; bizonyos esetekben aspecifikus
méretli (a vartnal rovidebb vagy hosszabb), vagy ha specifikus méretiinek tiint is, akkor
szekvenalas utan dertilt ki, hogy nem CV eredetii. A felerdsitett ,,fals” amplikon lehet akar a
mintdt kontaminalé baktérium-, gomba-, egyéb parazita eredeti, sét olykor a gazdafaj
genomjanak egy szakasza is. Olyan eset is el6fordult, hogy az éltalinos BLAST keresés nem
talal hasonlosagot semmilyen ismert szekvencidval. Ezen fals eredmények elsddleges okai a
CV kimutatasra hasznalt PCR-ben alkalmazott degeneralt, konszenzus primerek voltak. Az
ilyen primer tobb, egymastol meghatarozott helyeken kissé eltéré oligonukleotidok keveréke.
A PCR sorén a primerekben ekképpen megjelend inherens variancia lehetévé teszi, hogy azok
tobbféle szekvencidhoz is bekotddjenek, €s tobb eltérd szekvencidju virus DNS-ét is képesek
legyenek felerdsiteni, igy tobbféle virusvarianst, -tipust, -fajt vagy akar tobb virusnemzetség
tagjait is ki tudjik mutatni. Ertheté tehat, hogy a felméré virus PCR-ek koziil a kétkoros jellege
miatt érzékenyebb ¢és degeneralt primereket alkalmazoként kevésbé specifikus modszer, a CV
kimutatasat célz6 PCR adta a legtobb pozitiv eredményt is, s koztlik nagyszamu valddi pozitivot
is.

Osszesen 7 él6helyen gytijtott 11 barna varangy tamponmintaibol bizonyitottam szekvenalassal
is a bufonid cirkovirus (BfCV) rep gén jelenlétét. Tekintve, hogy az elséként feltartfeltart ilyen
szekvenciaim, a megfeleld leolvasasi keretében (ORF-ben) stop kodon nélkiili rep fehérje-
részletet kodolt, igy logikusnak tiint a termék két végére inverz iranyt primerek tervezése, hogy
a feltételezetten teljes (infektiv) virusgenom (~1,8 kb) fennmaradé részének szekvencidjat is
meghatdrozhassam. E lehetdséget mar Tarjan és munkatarsai [19] is felvetették cikkiikben,
azonban a kozelmultig nem volt tudomasom arr6l, hogy e vizsgalatot el is végezték, s igy
természetesen sokaig nem is volt hozzaférésem e vizsgélatuk - még nem publikalt - adataihoz
nem [Tarjan Zoltan, személyes kozlés]. Ezért csupan azutan jutottam ezekhez az adatokhoz,

miutan yjonnan tervezett primerekkel (6. tablazat) én is sikeres inverz PCR-t végeztem és
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annak termékét egyik irdnybol szekvenaltam. A szekvencia illeszthetd volt a korabbi CV termék
(430 bp) 3’ végéhez, 1étrehozva egy 1340 nt hosszusagu kontigot. Ez és a Tarjan munkatarsa:
Pénzes Judit korabbi munkajabol szarmazo [19], még publikalatlan szekvencia [Tarjan Zoltéan,
személyes kozlés] >95% nt hasonlosdgot mutatott egymassal. E kontigok BlastN és BlastX
keresdvel tortént analizise soran kideriilt, hogy csupén a rep gén jelentds része (~800 nt) de nem
egésze talalhatd benniik, s a fehérje C- terminalisat kodold résznél szamos korai stop kodont
figyelhetiink meg benniik. Ezt a részt a barna varangy autoszomalis (kromoszomalis) DNS
szakasz kovette. Pontosabban az egész kontig fellelhetd volt a barna varangy genom projekt
tobb részletében 78- 99% nt hasonldsagi értékkel. Ezzel bizonyitottuk, hogy a Pénzes Judit altal
[19], és altalam is, kimutatott varangy cirkovirus nem szabadon el6forduld, nem exogén.
Hanem genomba beépiilt, endogén virus: vagyis helyes roviditése: BfCVe (7. abra). A rep
fehérje alapjan szamolt filogenetikai fan a BfCVe egyértelmiien a Circovirus nemzetségbe
sorolodik, kozel a harcsa-, marna- és tovabbi két kétéltli eredetii CV rep (az ausztral levelibéka
— Litoria caerulea és a féreggéte — Caecilian, CV rep) agaihoz, de azokkal nem alkotva
monofiletikus csoportot (7. abra), igy kozos eredetilk nem nyert bizonyitast. Ezen agak
bootstrap értékei alacsonyak, sziikség lesz valoszintileg tovabbi kétéltii CV vagy CVe adatokra,
hogy megalapozottabb szamitast végezhessiink a jovoben.

A varangy genom projekt (NCBI WGS PROJECT NUMBER: CAJIMNO1) [43] adatbazisban
célozottabb BlastN keresést végezve és azt is megallapitottuk, hogy az integracio a 2.
kromoszoma egyik végéhez kozel tortént és 2 és fél egymast kdvetd (tandem) ismétlodésként
jelent meg, vagyis valdszintileg duplikéacio is végbement. Ezek a részek magas fokban (94-
99%) hasonlitottak az altalunk PCR-rel meghatarozott kontig(ok) szekvenciajihoz. Erdekes
megjegyezni, hogy az ismétlodés elsd két darabja 1840 nt hosszasagu, vagyis hasonld egy
infektiv CV genom méretéhez, s latszolag egy megrovidiilt CV kapszidot kédolé ORF (cap) is
megbujik benne a rep génnel ellentétes orientdcidoban, amint ez a Circovirus nemzetség tagjaira
jellemzd. A 2. kromoszéman talalt ismétlddé szakasz cap-szerli ORF-je el6tt (upstream
iranyban) szintén fellelhetd volt a cirkovirusokra jellemzd szarhurok 9 konzervalt nukleotidja
(nonamer): TAGTATTAC [17] (13. abra).

A CV rep gén paraldgjait is felleltiik mas genomi pozicidokban: a 2. szdmu kromoszoéma egy
masik 10kuszan is egy kopiaban, valamint a 3. kromoszéma egymashoz kozel esd részein, de
nem fentebb leirthoz hasonl6 tandemként. Utobbi 3 paralog hasonlosaga a mi szekvenciankhoz
mar alacsonyabb (78-88%) volt, s ezek ugy tlinik nem tartalmazzék a virus cap kodolo részét.

CVe elemek ilyen hosszusagban eddig csak a pontyfélékbdl és kékhomlokt amazon papagéjbol,
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mig ilyen masolatszamban pedig csak halakbol és eml6sokbdl lettek leirva, kétéltiiekbol nem

[20].

Bufo bufo e G

{common toad)

94% ID to BFCV 8"
OR ORI | T CAuMNOT
ORI 99% |D to BfCV_complete (1840 nt)
L, 21kb
Lcomplete

13. abra: Jobbra fent a barna varangy sematikus kariogramjan zold négyzet jeloli a BfCVe integracio
hozzavet6leges helyzetét, balra és alatta kinagyitva ez a rész lathatd. A 2. kromoszoman két és fél tandem
ismétlédésben talalt CVe-k (bordé téglalap-nyilak) helyzete egymashoz és a legkdzelebbi génhez (sziirke
téglalap-nyil) képest abrazolva. Zolddel a rep gén, sargaval a cap lathat6. A piros ORI felirat a konzervalt

nonamet, a replikacios origd helyzetét jeloli. A sziirke szdmok a kromoszoma kezdetétél mért poziciokat jeldlik.

A kétkorés CV PCR soran tovabbi 13 esetben kaptunk specifikus méretli terméket, am
szekvenalasuk nem sikeriilt. Ennek egyes esetekben oka lehetett az eldbb leirt genomi
integracio jellege, vagyis, hogy egyszerre tobb egymastol részben eltérd szekvenciaju CVe rep
is horogra akadhatott ugyanazon PCR soran, ennek eredményeként kapott amplikon-keverék
szekvelaldsa pedig nehézségekbe itkozott. Természetesen azt sem tudjuk kizarni, hogy a
primerek egészen mas organizmust (is) felerdsitettek, 1évén degeneraltak (lasd fentebb).
Tovabbi megvalaszolatlan kérdés maradt azoknak a kétkoros CV PCR-ben negativra tesztelt
mintak esete, amennyiben minden varangy egyed genomja tartalmazza a fentebb leirt BfCVe
szegmenseket.

A CV felderitésére hasznalt PCR sordn kimutatott columbid CV egyértelmiien galambtol
szarmazo fekalis kontamindciora utal, mig a NOVI tonal még 2023-ban mintazott erdei béka
bértamponjabol kimutatott ciklovirus eredete, jelentdsége, sOt pontos taxondmiai helyzete is
ismeretlen még (7. abra).

Europa kétéltli populacidiban a tavalyi évig csupan két herpeszvirus tipust irtak le, mindkettot
békakbol. A RaHV-3-at illetve a BfHV-1-et mutattak ki Svajcbdl, az Egyesiilt Kiralysagbol,
Norvégiabol és Németorszagbol) [27], [28], [44]. Eszak Amerikabol tovabbi két, ritka virus
tipus ismert korabbrol, a RaHV-1 illetve 2 [23], [24]. A RaHV-3 hazai el6fordulasat sajat [45]
¢s szimultan kutatdsok [46] egyidOben erdsitették meg erdei békakbol. Emellett a BfHV-1 elsd
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hazai megjelenése is leirasra keriilt barna varangybdl [46]. A BfHV-1 s jelenlétének igazoldsa
szamomra csak az idei évben gyiijtott nagyobb szamu barna varagy mintdkbol volt lehetséges.
Jelen vizsgalatban 10 erdei békabol sikeriilt kimutatnom a RaHV-3-at, mig BfHV-1-et 2 barna
varangybol mutattam ki. A BfHV-1 szekvencidja, akarcsak a tobbi ¢észlelés, teljesen
megegyezett a prototipus szekvencidjaval, ugyanakkor a RaHV-3 szekvencidnk eltért mar az
elsének szekvenalt polimeraz részlet alapjan is. Ezzel szemben a korabbi észlelések esetében
(Anglia, Norvégia) [27], [28] a szekvencia megegyezett a svajci prototipus szekvenciajaval.
Ezért felmertilt benniink a kérdés, hogy mennyire tér el egy a polimeraznal kevésbé konzervalt
gén esetében a szekvencia. Ujonnan tervezett primerekkel az ORF97 gént céloztam meg, és a
polimerdz génre is egy Uuj primereket terveztem, hogy e gén teljes szekvencidjat
megismerhessiik. Azért esett a valasztds az membran-gliikoproteint kodold6 ORF97-re, mert a
halakat fert6z6 alloherpeszvirusok kozt egy finomabb felbontasu 6sszehasonlitd vizsgéalatokhoz
jol alkalmazhatd, variabilis gén, melyrdl képzddd fehérje homoldg bizonyos koronavirusok
[47]. A ,,primer-sétaval” nyert teljes ORF97-et (3753 nt, 1250 as) tartalmazé kontig (3873 nt)
szekvenalas utdn azonban azt tapasztaltuk, hogy mind a két gén hasonléan alacsony mértékben,
(3-4%-ban) tért el a prototipusnak tekinthetd svajci RaHV-3 torzs nukleotid és szarmaztatott
aminosav sorrend alapjan (9. és 10. abra). Ez a kiilonbség 1ényegileg megfelel a kiilonbdzo hal
alloherpeszvirusok (pl. AcHV-2) kiilonb6z6 virustorzsei kozott mért tavolsagnak, amint ez a
filogenetikai fakon (9. és 10. abra) is megfigyelheto.

A RaHV-3 pozitivnak bizonyult egyedek koziil voltak olyanok, amelyeken szemmel lathatd
borelvaltozasok voltak megfigyelhetéek, am korant sem minden egyeden. Mint az ismert, a
herpeszvirusok képesek latens allapotba keriilni, amely sorén a sejtek egy része fert6zott marad,
de nem termelnek virus részecskéket [48]. Alloherpeszvirusok kozt is megfigyeltek mar
latenciat am csak halak virusainal, fajtol fiiggéen a fehérvérsejtekben, vagy a kornyéki
idegrendszer sejtjeiben, am hasonld vizsgélat a Batravirus nemzetség egyetlen tagja esetében
sem tortént [49].

Annak ellenére, hogy a legtdbb ¢éldhelyrél tobb egyedbdl is vettiink mintat, csak a NOVI t6
¢lohelyen, és csak a 2023-as gyljtésbol szdrmazd mintak esetében volt tobb fertdzott egyed,
mig minden mas éldhelyen legfeljebb egy fertézott egyed volt. A NOVI toban a 2024-es
gyljtésben egyetlen fertdzott egyed sem keriilt el6. Bar a szakirodalomban
alloherpeszvirusokra nem taldlunk adatokat, teknds herpeszvirusokban (Orthoherpesviridae)
kimutattak, hogy a virus aktiv és latens fertézései kozotti eltérést a mintak tipusa és a mintavétel

idépontja befolyasolhatja, illetve a prevalencia szezonalitdst mutat [50]. Vizsgalataink kezdetén
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a ranavirus felmérés volt a 6 cél, igy ennek megfeleléen elsdésorban szdjtamponmintakat
vettlink, és csak egyértelmii elvaltozasok esetén vettiink bértamponmintat is, a 2024-es gylijtés
soran. Ebben az évben a két borelvaltozasos egyedtdl gyiijtott mintaknal, mindkét esetben
pozitivra tesztelt bér mellett a szajtampon is, igaz valamivel gyengébben. Volt tovabba egy
tiinetmentes allatbdl vett szdjtamponminta, ami szintén pozitiv lett. Mindezek dacéra, a téma
szakértdjével valo konzultacié utan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy minden tiinetmentes
allatbol is érdemes lesz bétampont tesztelni, hiszen 6k qPCR-rel itt (s olykor csak itt) mérték a
legnagyobb kopiaszamot [Francesco Origgi, személyes kozlés].

Ranavirust Magyarorszdgon mar sikeresen izolaltak egy bd évtizede, miutdn a 2000-es évek
végén tomeges pusztuldsokat okozott két torpeharcsa populacidban [34]. E vizsgalatok soran
kideriilt, hogy egy az EHNV-szerli csoportba tartozo, eurdpai harcsa virus (ECV) volt a
korokozo [35]. Késébb, 2020-ban retrospektiv vizsgalatban kétéltli mintakbol is kimutattak RV-
t am csak qPCR-rel, amely bar joval érzékenyebb, de tipizalast nem tesz lehetévé. Igy nem
dertilt ki, hogy mely csoportba tartoztak a nemzetségen beliil e kétéltiiekben detektalt virusok.
Lévén a qPCR soran mindig nagyon alacsony kdopiaszammal (magas Cq értékekkel) kertilt a
viralis DNS kimutatésra, felmeriilt az az eshetdség, hogy ez talan nem a békak sajat fertézése
(mely esetben foldrajzi helyzetiinkbdl addéddan leginkabb CMTV-szerli virus jelenlétét
varnank), hanem a halak fert6zésébol szarmazé kontamindacid, s ebben az esetben EHNV-szerii
virus lenne talalhatd benniik [36]. Eurdpa nagy részérdl, Nagy-Britannia, Spanyolorszag és
Oroszorszag kivételével kétéltiiekb6l CMTV-szerii fertézés ismert, mig Eszak Amerikaban és
a felsorolt orszagokban féleg FV3-szertii virus fertdz [33]. Rachel Marschang személyes kozlése
alapjan tudjuk, hogy téliink nyugatabbra, Németorszagban tobb mint 10 év alatt dsszesen 1
ranavirus fert6zést €szleltek kétéltiiekben, amely egy CMTV fertdzés volt, egy z6ld békabol
(Pelophylax sp.). Kisérletes fertdzéses kutatasban bizonyitottdk, hogy az EHNV-szer(i virusok
nem képesek békakat fertézni [51]. Ezek alapjan Ugy tlinik, hogy az altalunk kimutatott
ranavirus csupan kornyezeti kontaminacio lehetett. Ugyanakkor ennek ellent mond, hogy a #9s
¢l6helyen, ahonnan az egyik pozitiv egyed szdrmazott csak egy idészakos viztest talalhato,
amely a nyar kézepére szinte minden évben kiszarad és a kozelben sincs allando viztest,
amelyben halak élnének. A legkdzelebb két patak talalhato fél-fél km-re, amelyek nem a
legmegfeleldbb ¢élohelyei az ECV altal leginkabb fertdzott torpe harcsdknak. Elképzelhetd tobb
lehetdség is, mar amennyiben nem kontamindcidé okozta ezt a virus kimutatast. A kétéltliek
diszperzids képessége sokszor alulbecsiilt, de irodalmi adatok szerint a farkatlan kétéltiiek
altalanossagban akar 11-13 km-es tavolsagokat is képesek megtenni [52]. Az erdei békak

diszperzios képességeit eddig nem vizsgaltak, de konnyen elképzelhetd, hogy a szarazfoldon
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nagyobb tavolsagokat is képesek megtenni a szaporodasra alkalmas viztestek kozott. Igy egy
kozeli, fertdzott halak szamara is élohelyt biztositd viztest el6z0 szezonban torténd
meglatogatasa utan, az adott évben erre az éldhelyre vandorolt, mikézben hossza ideig
inapparensen hordozta a virust. Lehetséges tovabba, hogy egy, a torpeharcsat (vagy mas halat)
korabban fogyaszté madar tiriiléke keriilt a #9 ¢l6helyre, s igy a mintankba. Lévén a ranavirusok
gazdaspecificitasa alacsony [30] ezért nem zarhato teljesen az az eshetdség sem, hogy a béka
egyed ECV virussal fert6z0dott meg tiinetmentesen. Ezt a gyanit, németorszagi szakértovel
valo konzultacidé soran, ujabb adatokkal megtamogattdk [Rachel Marschang, személyes
kozlés].

Sziikséges lenne az ltalunk kimutatott virus minél hosszabb genomrészletének, vagy ha lehet
a teljes genom szekvenciajanak a feltarasa, hiszen mi annak csak egy nagyon rovid részletét
ismertik meg. Igy nem zarhatjuk ki bizonyossaggal egy esetleges rekombinacié/muticio
lehetdségét sem. Kornyezeti nyomdsok ¢és az immunrendszer legy6zése érdekében a
nagyméretli dsDNS virusok, koztiik a ranavirusok is kiilonb6z6é genetikai mechanizmusok
(génduplikacio, horizontalis géntranszfer) révén adaptalddnak, s ezek egyben lehetové teszik a
virus gazdavaltasat is [53]. Tovabba okologiai tényezok is szerepet jatszhatnak a fertézések
gyakorisaganak ¢és intenzitdsanak formaldsaban, ami szintén kialakithat gazdavaltast [54]. Bar
jelenleg az EHNV-szerii virusok, koztiikk az ECV foként halakra jelentenek veszélyt (4. abra),
genetikai mutacioik révén a jovoben kétéltiiekre is fenyegetést jelenthetnek.

Az Iridoviridae csalad masik alcsaladjaba tartozd gerinctelen iridovirus (ITV) eredetii DNS
detektaldsa a #3 ¢él6helyrdl szarmazo erdei béka bdrtamponjabol valdsziviileg kornyezeti
eredetli kontamindcié vagy a rovar-predécio soran tortént kontaminacié eredménye lehetett. A
kétféle (alfa- és béta-) iridovirus (rana- és I1V) f6 kapszid protein (MCP) génjének nagyfoku
hasonlosaga miatt volt képes az 1IV MCP-t is gyengén amplifikdlni a ranavirus homolédg
génjére tervezett primer; erre utalhat a képzodott termék kis mennyiség is.

Dolgozatommal néhany 0j adatot szolgéltattam két hazai békafaj vonatkozésaban a természetes
kétéltli populaciokban fellelhetd egyed DNS virusokrdl, illetve viralis eredetli szekvencidkrol.
Bizom benne, hogy ezek az eredmények, barmilyen szerények is, de a jovében akar
természetvédelmi, akar alapvetd virologiai (virus-evolucios) jelentdséggel birhatnak majd. A
megbeszélésben felvetett kérdések mentén bovitve a célkitlizéseket, e vizsgalatokat folytatasra

érdemesnek itéljiik.
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7. Osszefoglalas

A kételtliek populacioi vilagszerte drasztikusan zsugorodnak vagy eltinnek. A kozismert
kornyezeti okok mellett, ebben fert6z6 betegségek, koztiik virusok is, jelentds szerepet
jatszanak. A ranavirusok sulyos lokalis elhullasokat okozhatnak, s Magyarorszagon el6fordulo
kétéltliekben is kimutattak mar ezeket, igaz csupan az érzékeny qPCR maddszerrel, igy genetikai
jellemzésiik nem tortént meg. Az elmult évtizedben két ij béka herpeszvirust irtak le Nyugat-
Eurdpa tobb orszagabol, s e fertdzésekre utald tiineteket mar itthon is jelentettek, am a
korokozo(k) kimutatasa és karakterizalasa nélkiil. Vilagszerte kétéltliekb6l minddssze néhany
fajban irtak le eddig részleges cirkovirus szekvenciat, két esetben bizonyitottan a gazda
genomjaba beéplilt maradvanyokat, Gn. endogén virusokat, de ez iddig még nem publikaltak
beldliik teljes genommal rendelkezd, fert6zo (exogén) cirkovirust. Vizsgalatunk célja volt, hogy
frissen gylijtott tamponmintakbol a fenti 3 viruscsoport képviseldit mutassuk ki polimeraz
lancreakcid (PCR) segitségével és genetikailag jellemezziik ezeket. Mintdinkat 14 Budapest
kozeli €ldhelyrdl gytijtottiik, 6sszesen 56 barna varangy (Bufo bufo) és 48 erdei béka (Rana
dalmatina) egyedbll. A ranavirus esetében a f6 kapszid fehérje génjét, a herpeszvirusok
esetében a DNS-polimeraz gént, a cirkovirus esetében a rep gént célozta a szliréshez hasznalt
PCR. Tovébbi primereket terveztem, hogy ranid herpeszvirus egy varidbilisabbnak vélt génjét
(ORF97) teljes hosszaban feltarjuk, valamint, hogy a cirkovirus teljes genomjat megismerjiik
(vagy endogén voltat igazoljuk). Ranavirust egyetlen erdei béka egyedbdl sikeriilt kimutatni, s
meglepd modon egy eddig csak halakbdl kimutatott térzset. Ranid herpeszvirus-3 jelenlétét
négy kiilonbozo él6helyrdl szarmazd 12 erdei békdban igazoltuk. A két génbdl nyert (1200 és
3750 bp) szekvencidk alapjan e hazai torzs 3 %-ban tér el a nyugat-eurdpai prototipustol.
Bufonid herpeszvirust két €léhelyrdl, 1-1 varangybol detektaltunk, ezek révid szekvenciaja
azonos volt a svajci prototipuséval. Varangy mintdkat vizsgalva 10 allatbol mutattuk ki
részleges cirkovirus rep gén jelenlétét €s jellemeztiik szekvencia varidnsait. Sajat primerekkel
igazoltuk e cirkovirus endogén voltat, és azonositottuk az integracid helyét a gazda
kromoszoman. Erdei béka mintdknal, egy eddig ismeretlen ciklovirus kimutatasat is

eredményezte a vizsgalat.
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8. Summary

Amphibian populations are drastically shrinking or disappearing worldwide. In addition to the
environmental factors, infectious diseases, including viruses, play a significant role in this
process. Ranaviruses (RV), which can cause severe local mortality events, have already been
detected in Hungary qPCR method, yet no genetic characterisation has been done. In the last
decade, two new frog herpesviruses have been described from several Western European
countries, and signs resembling these infections have been reported in our country as well. Still,
the causative agents have not been detected and characterised in Hungary so far. In amphibians
worldwide, only a few species have been described with partial circovirus (CV) sequences, in
two cases these were proven to be endogenous viruses, residues incorporated into the host
genome. Yet, amphibians remain a class without a complete genome of an infectious
(exogenous) circovirus described. Our study aimed to detect representatives of the above-listed
virus groups in Hungary, from freshly collected swab samples by polymerase chain reaction
(PCR) and to characterise them genetically. Samples were collected in 14 habitats near
Budapest, from a total of 56 common toads (Bufo bufo) and 48 agile frogs (Rana dalmatina).
We targeted the major capsid protein gene of RV, the DNA polymerase gene of herpesviruses
and the rep gene of circoviruses for the screening. Additional primers were designed to reveal
the full length of a gene (ORF97) of the detected ranid herpesvirus, which was presumed to be
more variable, and to obtain the full genome of the circovirus (or to confirm its endogeneity).
We detected an RV strain (ECV) belonging to the fish-related genogroup, for the first time in
an amphibian. The presence of ranid herpesvirus-3 was confirmed in 12 agile frogs from four
different habitats. Based on sequences from the two genes, this Hungarian strain differs from
the Western European prototype by 3%. Bufonid herpesvirus was detected from one toad in
each of two habitats, with short sequences identical to the Swiss prototype. Screening the
common toad samples, using highly degenerate CV primers, we could verify the presence of
variable partial rep genes in 10 individuals. Using novel primers, we confirmed that the toad
circovirus is endogenous, and identified its site of integration into the host chromosome. In the
case of agile frog samples, the CV screening resulted in the description of a novel cyclovirus

sequence.
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