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1. Roviditések jegyzéke

AMV Avian Myeloblastosis Virus
ATG,C adenine, thymine, guanine, cytosine
as amino acid

AstV astrovirus

AvVAstV Avastrovirus genus

BLAST Basic Local Alignement Search Tool
CAdV-1 canine adenovirus 1

CaKoV canine kobuvirus

CAstV canine astrovirus

CaCVv canine calicivirus

CDV canine distemper virus

CHO Chinese hamster ovary cell line

CnMV/CPV-1 canine minute virus

CCoV canine coronavirus

CPV-2 canine parvovirus 2

CRV canine rotavirus

DNA, DNS  deoxyribonucleic acid

dNTP deoxynucleoside triphosphate

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

FCV feline calicivirus

ICTV International Committee on
Taxonomy of Viruses

IRES internal ribosomal entry site

kb kilobase

MAstV Mamastrovirus genus

M.AS.A. Miskolc Animal Shelter

NCBI National Center for Biotechnology
Information

NGS next generation sequencing

nm nanometer

NoV norovirus

NS, NSP non-structural protein

nt nucleotide

ORF open reading frame

madar-mieloblasztozis virus
adenin, timin, guanin, citozin
aminosav
astrovirus
madar astrovirus nemzetség

szekvencia-hasonlosag keresd
programcsomag

kutya adenovirus 1

kutya kobuvirus

kutya astrovirus

kutya calicvirus

kutya szopornyica virus
kinai hércsdg petefészek sejtvonal
kutya minute virus

kutya coronavirus
kutyaparvovirus 2

kutya rotavirus
dezoxiribonukleinsav
dezoxinukleozid trifoszfat
etilén-diamin-tetraecetsav
macska calicivirus

Nemzetkozi Virustaxondmiai
Bizottsag

belsé riboszoma-kotéhely
kilobazis

emlBs astrovirus nemzetség
Miskolci Allatsegitd Alapitvany

Nemzeti Biotechnoldgiai
Informacios Kézpont

Uj generacios szekvenalas
nanomeéter

norovirus
nem-szerkezeti/strukturalis fehérje
nukleotid

nyilt leolvasasi keret



PAGE
PBS

PCR

PV
poly(A)
RACE
RdRp
RNS, RNA
RT-PCR

RV
SgRNS
TBE
UTR
VESV

VPg
VP

polyacrylamide gel electrophoresis
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
picornavirus

poly-adenine tail

rapid amplification of cDNA ends
RNA-dependent RNA polymerase
ribonucleic acid

reverse transcription polymerase
chain reaction

rotavirus

subgenomial RNA

tris base-boric acid-EDTA
untranslated region

vesicular exanthema of swine virus

genome-linked viral protein

viral structural protein

poliakrilamid gélelektroforézis
foszfatpufferes séoldat
polimeraz lancreakcié
picornavirus

poli-adenin farok

cDNS végek gyors amplifikalasa
RNS-fuggd RNS polimeraz
ribonukleinsav

reverz-transzkripcios
polimeraz lancreakcié

rotavirus
szubgenomialis RNS
trisz-borsav-EDTA
nem-kodolé régid

sertés hélyagos kiltésének
virusa

genomhoz kotott viralis fehérje

virus szerkezeti fehérje



2. Osszefoglalas

Napjainkban a legnépszeriibb kedvtelésbél tartott allat a kutya, ezzel parhuzamosan
azonban rengeteg a gazdatlan, kébor eb, melyeket allategészségugyi telepek, menhelyek
fogadnak be. Ezeknek a kutyatarto telepeknek sajatos mikrokornyezete kedvez a kérokozok,
koztik a virusok terjedésének. Erdeklédésiink kdzéppontjaban az ismeretlen eredeti
hasmenéses betegségek alltak, igy munkank soran menhelyi és magan allattartonal élé
hasmenéses és tinetmentes ebektél gyUjtdéttink bélsarmintakat. Ezeket a mintakat
metagenomikai eszkdzokkel valamint kilonféle PCR-tesztekkel vizsgaltuk. A vizsgalat soran
Ujszerl virusokat, valamint minor patogéneket kerestink, melyek nem elsédleges
korokozoként meriinek fel a fert6z6 eredetl hasmenéses betegségek diagnosztikajaban.

Magyarorszagon elséként mutattunk ki kutya astrovirust. Sikerllt meghataroznunk
négy telies genomot, és két részleges genomot. A meghatarozott térzsek genomjai az
astrovirusokéra jellemzd szerkezetet mutattak és egy toérzs kivételével a klasszikus kutya
astrovirusok kozé sorolodtak. A HUN/8/2012 térzs leginkabb nyérc astrovirusokra
hasonlitott, a kutya astrovirustél nagymértékben eltért. Szintén elséként irtunk le
metagenomikai moddszerrel kutya vesivirust és kutya kobuvirust magyarorszagi kutyak
bélsarmintaibdl, mindkét virus esetében majdnem a teljes genomot sikerilt meghataroznunk.
A vilagon el6szoér mi irtuk le a kutya rotavirus C genomjat. Filogenetikai elemzéssel
igazoltuk, hogy a kutyaban azonositott torzs j6l elkilonil a human rotavirus C térzsektél,
valamint a szarvasmarha és a sertés fajokban leirt rotavirus C tdrzsektdl.

A metagenomikai adathalmazban igéretes, Ujszerli virusokra utalé szekvencia
részleteket is talaltunk, és kett6, eddig le nem irt virust sikerult kimutatnunk. Egy Uj rotavirus
fajt, a rotavirus I-t azonositottunk, mely szekvencia analizise jelentdés kildnbséget mutatott
rotavirus A-H fajoktél. Filogenetikai elemzésekor az altalunk rotavirus I-ként azonositott
torzsek jol elkildénilé kézés agon helyezkedtek el, mégpedig a rotavirus B-vel, G-vel, és H-
val azonos kladban. Az ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) a rotavirus
I-t Uj fajként elfogadta. Azonositottunk tovabba egy Ujszer(i protoparvovirust is a gyujtott
bélsarmintakban. A kérdéses virust kutya bufavirusnak neveztik el a féemlésdkben leirt
bufavirusokkal mutatott genetikai rokonsag okan, mely egyben tavoli rokonsagi fokon all az

ebek jol ismert sajat protoparvovirusaval (kutyaparvovirus 2).



2.1. Summary

The most popular companion animal of our days is the dog. However there is an
increasing number of stray dogs, living in shelter homes and dog ponds. The
microenvironment of these animal shelters favours the rapid spread of various pathogens,
including viruses. Our focus of interest was diarrhoeal diseases of unknown etiology. We
collected fecal specimens from dogs with or without diarrhoea. These specimens were
examined by a metagenomic approach and by virus-specific RT-PCR screening. Our
objective was to indentify novel viruses and minor pathogens, which are typically not in first
line of the diagnostic process of a diarrhoeal disease.

We detected canine astrovirus for the first time in Hungary. We determined four
complete genomes, and two partial genome of canine astrovirus. The strains shared a
common genomic structure that is typical for astroviruses, and all but one were classified as
canine astrovirus. The strain HUN/8/2012 resembled mink astroviruses and was highly
different from canine astroviruses. We described canine vesivirus and canine kobuvirus from
fecal specimens first time in Hungary and almost the full genome was obtained for both
viruses. We described the genome of canine Rotavirus C for the first time and this strain was
clearly distinguishable from human, bovine and porcine Rotavirus C strains.

We found promising novel virus-like sequences in our metagenomic data set, and we
characterized two undescribed novel viruses. A novel rotavirus species, Rotavirus | was
described and its sequence analysis showed marked genotype diversity when compared with
Rotavirus A-H species. Phylogenetic analysis showed, that our Rotavirus | strains clustered
on a well-defined branch, in the same clade as Rotavirus B, G and H. The ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses) accepted Rotavirus | as a new rotavirus
species. We also found a novel protoparvovirus that we named canine bufavirus. The closest
relatives of this canine bufavirus were primate bufaviruses, and it was genetically diverse

from the canine parvovirus type 2.



3. Bevezetés

Az egész vilagon, beleértve hazankat is, a kutya a legnépszeriibb kedvtelésbdl tartott
allat. A kutyatartasi kultura fejlédésével a tulajdonosok egyre nagyobb gondot forditanak
kedvenceik egészségvédelmére, a higiénikus tartasi viszonyokra, valamint a fert6z6
betegségek megel6zésére. Azonban ezzel parhuzamosan még mindig rengeteg gazdatlan,
kobor ebet fogadnak be allatmenhelyek vagy allategészségugyi telepek.

Ezekben a létesitményekben a tartasi viszonyok szamos tényezdje (zsufoltsag, stressz,
vakcinazasi program) elbsegiti a virusok terjedését, Ujszerl virusok megjelenését.

A régota ismert kutya enteralis korokozokkal (um. CPV-2, CAdV-1, szopornyicavirus)
szemben vakcinaval biztosithatunk védelmet. Azonban a vakcinas védelem ellenére a
hasmenéses betegségek idénkénti felbukkanasa elkerulhetetlen. Ezen esetek hatterében
gyakran a vakcinavirustdl jelentésen kiilonbdzd kérokozd vagy Ujszer virus all. igy nagyobb
figyelmet kell forditanunk az ismeretlen eredetli hasmenések vizsgalatara, az uUjszeri
kérokozok detektalasara.

Egyes virusok esetében, mint példaul kutya rotavirus (canine rotavirus—CRYV, Reoviridae
csalad), kutya astrovirus (canine astrovirus — CAstV, Astroviridae csalad) vagy a kutya
calicivirusok (canine calicivirus — CaCV, Caliciviridae csalad), mar régéta tudni lehet
jelenlétukrol, és feltételezik korokozo szerepuket is. Ugyanakkor ezen virusok magyarorszagi
el6fordulasat kutyaknal eddig még nem sikerult bizonyitani.

Az utébbi idében a kllénféle virusok genomjanak konzervativ szakaszaira illeszkedd,
altalanos primerekkel miikoédd polimeraz-lancreakciok (PCR), illetve a random DNS-
amplifikaciét koveté mélyszekvenalas hasznalatanak térhdditasa robbanasszerliien bdvitette
ismereteinket a kutyak enteralis virusainak sokféleségérél. Munkank soran az Uj generacios
szekvenalasban rejl6 lehetéségek kozul alapvetéen arra fokuszaltunk, hogy kiaknazzuk az
abban rejl6 diagnosztikai lehetéségeket és feltérképezzik egy menhelyi allomanyban
keringd virusok sokféleségét, beleértve az egyes egyedekben egyidejlileg megtalalhato
virusok populacidinak Osszetételét. llyen modszerekkel azonositottak kutyakbdl tdbbek
kozott a Picornaviridae csaladba tartozé kobuvirust, valamint a Caliciviridae csaladba tartozé

vesivirust is.
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3.1. Ceélkitlizéseink

Munkank soran egy észak-magyarorszagi menhelyen kutya bélsarmintakat
gy(jtoéttink majd PCR rendszerek és mélyszekvanalasi modszerek kombinalasaval
mutattunk ki virusokat.

Munkank soran célunk volt kutyakbol eddig még le nem irt enteralis korokozok
kimutatasa PCR technika segitségével, valamint (j generaciés szekvenalas
felhasznalasaval.

Célunk volt a hasmenést okozé virusok diverzitasanak jobb megismerése és egyben
a kutyak fekalis viromjanak feltérképezése, amelyhez idealis alapot nyujtott a menhelyen
fellelhetd sajatos mikrokdrnyezet.

Célul tdztuk ki kutyak bélsarabol kimutatott virusok elemzését, filogenetikai

kapcsolatainak feltérképezéseét.

11



4. Irodalmi attekintés

4.1. A patogének virulenciajat, felbukkanasat és a
gazdak fogékonysagat befolyasolé tényezék a menhelyi

kornyezetben

4.1.1. Tualzsufolt kornyezet

A menhelyi kérulmények egyik legaltalanosabb tényezdje a tulzsufoltsag. Szinte az
O0sszes menhely, allategészségugyi telep kiizd azzal, hogy a tervezettnél tobb allatot kell
befogadniuk. A kennelek tulzsufoltak, az ujonnan érkezd allatok elkulonitése gyakran
megoldatlan vagy az elkulonités feltételei nem megfelelek. llyen helyzetben a korokozok
direkt és indirekt (szennyezett felllet, ragalyfogd targyak) kdzvetitésének gyakorisaga is
megnd (Monteiro et al., 2016; Turner et al.,, 2012). A képet arnyalja, hogy egy-egy ilyen
tulzsufolt periddus elére nem kiszamithatéan jelentkezik és a bekerllé allatok altal kozvetitett
korokozok azonositasara nem kerdl sor.

Ugyanakkor a mar régoéta menhelyen él6 allatok szintén veszélyt jelentenek az
ujonnan érkez6 egyedekre, hiszen az altaluk hordozott patogének a bekerilé allatokat
fertézhetik. Gyakori, hogy a bekerilé allatok fiatalok, legyenglltek, nagy valdszinliséggel

nem oltottak, igy rendkivil fogékonyak.

4.1.2. Stressz

A stressz olyan tényez6, amellyel mindig szamolnunk kell egy menhelyen. Tébb kutya
van 0sszezarva egy kennelben, és az esetleges tulzsufoltsag még ronthat ezen a helyzeten.
Az ebek a kennelben nem mindig tudjak kiélni a normal viselkedési formakat, nem tudnak
elbujni, elmenekulni, mozgasuk kis terlletre korlatozott, amelyet mas egyedekkel is meg kell
osztani (Stephen és Ledger, 2005). A kennelen bellli hierarchia is valtozhat, ha Uj kutyat
helyeznek el. A nagy zajhatds, a nem kiegyensulyozott etetés és a szallitdsok szintén
stresszt okoznak (Hiby et al., 2006; Rooney et al., 2007).

A stressz tanulmanyozhaté a viselkedésbeli valtozédsokon, valamint egyes élettani
paraméterek mérésén keresztil is. llyen mérésre alkalmas élettani érték lehet a katekolamin
szint, a pulzus, a vizelet kortizol/kreatinin aranya, a bélsarban lévé kortikoid metabolitok
mennyisége, valamint limfocitak proliferaciéja (Beerda et al., 1996, 1999; Hiby et al., 2006;
Rooney et al., 2007; Vincent és Leahy, 1997).

Szamos tanulmany taglalja, hogy a stressz olyan élettani valtozasokat indit be,
melyek immundeficienciahoz vezetnek, ezaltal a szervezet betegségekkel szembeni ellenallo
képessége csokken. A kronikus stressz mind a sejt kozvetitette, mind pedig a humoralis

immunitast karositja (Griffin, 1989).
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4.1.3. Vakcinazas

A vakcinazasnak fontos szerepe van a menhelyen felbukkané fertéz6 betegségek,
jarvanyok kezelésében. A legtébb menhely rendelkezik valamilyen vakcinazasi programmal,
a vakcinazasok tébb elénnyel, mint hatrannyal jarnak. Altalaban a kutyakat révid idével
menhelyre kerulésuk utan mar oltjak, ezzel el6zve meg a fert6z6 betegségek megjelenését.
Azonban a vakcinazasoknak altalaban rovidtavu negativ hatasai is lehetnek. A polivalens
vakcinak hasznalata utan az ebek vérében szignifikansan csdkken az abszolut limfocita
szam, valamint lassabb a mitogén stimulalt limfocita valasz (Phillips et al., 1989).

A modositott él6, attenualt kérokozoét tartalmazé vakcindk enyhe fertézést okozva
alakitanak ki védettséget az allatokban, azonban ha egy gyenge, immunszupresszalt,
esetleg konkurens szubklinikai fert6zésekkel kizd6é egyedet vakcinaznak, ezek az
oltéanyagok akar klinikai megbetegedést is el6idézhetnek (Foley et al., 1999).

A teljes populaciét érintdé vakcinazasi programok jelentésen hozzajarulhatnak az
egyes kérokozok evolucidjahoz, mivel a vakcinazas a klinikai tunetekkel jaré betegseget

el6zi meg, nem pedig a tinetmentes virusuritést (Siedek et al., 2011).

4.2. Az 0j generacidés szekvenalas alkalmazasi lehetéségei

az allatorvosi virolégiaban

Mig a human genom projekthez 13 év és 3 milliard US dollar kellett, amelyet tobb
tucat kapillaris szekvenald berendezésen sok szaz technikus és kutatd részvételével sikerllt
megvalositani, addig ma egyetlen human genom megszekvenalasahoz kevesebb, mint
harom nap is elegendd, egyetlen, nagy kapacitdsu NGS berendezés és egyetlen technikus
bevonasaval (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Nem meglep6
tehat, hogy az NGS és a kapcsolt informatikai moédszerek a genomika és a vele rokon
tudomany terlletek fejlédésének legfontosabb laboratériumi eszkozeivé valtak (Hood et al.,
2013). Ugyanakkor az NGS allatorvosi felhasznalasa még ma is gyermekcipében jar, annak
ellenére is, hogy a jelentésebb haziallatok (pl. szarvasmarha, sertés, hazi tydk stb.) genomjat
mar meghataroztak és egyes haziallataink genetikai sokféleségét is elkezdték feltérképezni

(www.animalgenome.org). E genetikai sokféleség megismerésének hatterében a jobb

termékhozamok elérése (hus, tej, gyapju stb.) illetve egyes (fert6zd) betegségek iranti
fogékonysag megértése allnak.

Haziallatok  korokozoinak, koOztik a virusok genomjanak megismerése
kulcsfontossagu. Nem csupan azon aspektusok miatt, hogy ezek a vizsgalatok betekintést
adnak példaul a virusok evoluciéjaba (Marton et al.,, 2015b), hanem amiatt is, hogy

hathatésan segitik a vakcinak és az antiviralis hatbanyagok fejlesztését egyarant (Kutscher
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et al., 2012; Quifones-Mateu et al.,, 2014; Stonik, 2009). A virusgenomika terlletén
természetesen at kell gondolni, hogy a genom megszekvenalasa mely modszerrel a legjobb
(és legkdltséghatékonyabb), hiszen egy kettd kilobazisnyi sertés circovirus genomja és egy
360 kilobazisnyi kanaripoxvirus genomja egyarant meghatarozhaté hagyomanyos Sanger
szekvenalassal és NGS-sel is, de a befektetett munka és a koltség szempontjabol nem
mindegy, melyik médszerhez nyul a kutato.

Az NGS fontos felhasznalasi terilete a viszonylag uUjnak szamité tudomanyterilet, a
metagenomika. A mikroorganizmusok metagenomikai vizsgalata kezdetben Sanger
szekvenalassal folyt oly mddon, hogy az amplifikalt régiét (16S RNS) klonozas utan egyedi
reakciokban szekvenaltak. A virusoknal a mintael6készités a kozds célgén hijan random
PCR-rel tortént, majd a véletlenszerlien amplifikalt genomi régidkat klénoztak és a klonokat
szekvenaltak. Az NGS e terlleten is attorést hozott, hiszen a klénozas koltséges és
id6igényes lépése kihagyhatova valt. A virom elnevezés viszonylag Uj keletl, és egy adott
biolégiai mintaban (féld, viz, szennyviz, bélsar, szérum stb) megtalalhaté virusok
Osszességét foglalja magaban (Blinkova et al., 2009; Ng et al., 2014; Smits et al., 2013).
Virusmetagenomikaval nyert adatokat kulondsen j6l aknazza ki az allatorvosi jarvanytan,
hiszen egy Uuj, fenyeget6 fert6z6 betegség hatterében all6 korokozé felismerése,
karakterizalasa nélkllozhetetlen a jarvanyok kontrolljahoz, diagnosztikai eszkdzok
kifejlesztéséhez és a védekezési stratégia kialakitasahoz.

Mara mar klasszikussa valt példa erre a Schmallenberg virus megjelenése, és
azonositasa. A virust 2011-ben azonositottak el6szér Németorszagban, ahol szarvasmarha
allomanyokban okozott jelentés karokat; a tlnetek kdzott szerepelt a laz, a tejtermelés
visszaesése és a hasmenés is. A mintdkban a hasonlé tineteket okozo6 ismert virusokat nem
tudtak azonositani. igy azokat metagenomikai analizisnek vetették ala, amellyel sikeriilt egy
Ujszerd orthobunyavirust azonositani (Hoffmann et al., 2012). Késébb a virust a vilag tébb
pontjan is kimutattak (Barrett et al., 2015; Blomstrom et al., 2014; Elbers et al., 2012).

Az Uj virusok felfedezésének Uteme az emlitett moédszertannal egyre né és nagyon
valészinl, hogy a Fold bioszférajanak >99,9%-a még felfedezésre var. Ezt a felfedez6
munkat segitik az olyan projektek, mint a Global Virome Project, mely elsésorban a
vadallatokban el6forduld, emberre veszélyes virusok sokféleségének feltérképezését tizte ki

célul (www.globalviromeproject.orq).
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4.3. Metagenomika hasznalata a menhelyi kornyezetben

terjed6 kérokozok vizsgalataban
A 4.1.1-4.1.3. bekezdésekben targyalt tényezbket figyelembe véve belathatjuk, hogy

menhelyeken él6 allatok idealis alanyok régi és Uj virusok detektalasara; az elmult
évtizedben robbanasszerlien fejl6édé nukleinsav amplifikacion alapuld technikak dramaian
kitagitottak a patogének felfedezésének hatarait.

A metagenomikai modszerek elénye az egyéb molekularis technikakkal szemben,
hogy nem szilkséges a korokozé elézetes ismerete, mivel elméletileg a biolégiai mintaban
megtalalhatd 6sszes nukleinsavat detektalni lehet (Delwart, 2007). Természetesen ilyenkor a
mintat az amplifikacioé elétt tisztitjak, hogy a vizsgalé szamara érdektelen informacié hanyada
minél kisebbre csokkenjen. A laboratériumi technikak alkalmazasat a kinyert
szekvenciaadatok bioinformatikai feldolgozasa kovetkezik, ahol egy adatbazis (pl. GenBank)
segitségével azonositjak a mintaban 1évé szekvenciakat.

Fontos, hogy a felfedezett virus kéroktani felel6sségét, szerepét tisztazzak az egyed
tineteinek kialakitasaban, ezért sziikséges szamos kiegészité vizsgalat (populacio
vizsgalatok, eset-kontroll tanulmanyok, in situ hibridizaciés modszerek, allat fertézéses
kisérletek stb.).

Az allatorvoslasban jelenleg leginkdbb a korokozdk felfedezésében jatszik jelentds
szerepet a mélyszekvendlds, azonban a modszer a jovOben egyes Klinikai mintak

laboratoériumi diagnosztikajaban is szerepet kaphat (Delwart, 2012).

4.4. Az 0j generacidés szekvenalas technoldgiai hattere; lon

Torrent Personal Genome Machine

Immar 20 éves a metagenom kifejezés, melyet el8szor a talaj mikroflorajat alkotd
baktériumok genomjainak Osszességére alkalmaztak (Handelsman et al., 1998). Az els6
virus metagenomikai felmérést 2002-ben publikaltak, melyben tengeri virus kézosségeket
vizsgaltak (Breitbart et al., 2002). Becslések szerint a virusok a leggyakoribb, legnagyobb
szamban el6fordulé entitdsok a vilagon (Paez-Espino et al., 2016). Toredékukrdl
rendelkezink informécidval, kis részik tenyészthetd laboratériumi korilmények kozott.
Mindezek a tulajdonsagok egyittesen vezettek a kulonféle kdrnyezeti és biologiai mintak
metagenomikai modszerekkel valo feltérképezéséhez.

Az lon Torrent PGM altal hasznalt technoldgiat a DNA Electronics Ltd. birtokolta, és
az lon Torrent Inc. fejlesztette ki. Ezt az uj generaciés szekvenaldé berendezést 2010
februarjdban mutattdk be. A mélyszekvenal6t gyors, kompakt és gazdasagos eszkdzként
irjak le. Az lon Torrent PGM a DNS templat alapjan a komplement szal szintézise soran

szekvenal (sequencing by synthesis), a detektdlashoz pedig nincsen szikség bonyolult
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optikai detektalasra (mint példaul a piroszekvenalasnal), valamint modositott ANTP-kre. A
szekvenalas soran a dNTP-k beéplilése soran egy pirofoszfat csoport és egy H'-ion
szabadul fel. Ez utdbbi felszabaduldsa pH valtozast okoz, amely jol detektalhaté a

reakcidoban (https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/ion-torrent.html).

A szekvenalas chipen folyik, amelynek felszinén mikromélyedések vannak. Ezekben
a melyedésekben helyezkedik el gdmb alaku részecskéhez koétotten a templat DNS. A
szekvenal6 egyszerre egyféle dNTP-vel arasztja el a templatokat; ha a dNTP komplementer
a templat nukleotidjaval, akkor beépil és H'-ion szabadul fel. A felszabadulé H'-ion pH
valtozast okoz, amelyet a mélyedés alatt talalhatd ISFET (ion sensitive field effect transistor)
ion szenzor érzékel, és elektromos jelet tovabbit. Ha homopoliméria miatt egymas utan tébb
azonos dNTP épll be, tdbb H*-ion szabadul fel, amely aranyosan nagyobb elektromos jelet
tovabbit (Rothberg et al., 2011).

Az lon Torrent PGM el6nyei kozott szerepel kedvezé ara, a futtatdsok gyorsasaga,
valamint az, hogy nem sziikséges moédositott ANTP-t és modositott enzimeket hasznalni,
amelyek szintén bonyolitanak a futtatasokat. Hasznalata és fenntartasa egyszer(. Hatranya,
hogy homopoliméria esetén 7-8 homoldg dNTP beépullése utan nem képes az ion detektor
szignifikans kulonbséget tenni a pH valtozasaban; igy nehéz pontosan megmondani mennyi
homolég dNTP épllt be. Azt a korabbi hatranyt, hogy a rendszer révid szekvenciakat tud
generalni (100-200 bp), az ujabb fejlesztések részben ledolgoztak (~500 bp leolvasas
hosszal), ugyanakkor a komplex genomok de novo Osszeallitisa még ma is nehézkes. A
platform féként kisebb genomok (bakterialis, virdlis genomok), metagenomok, mikrobidlis

transzszkriptomak, amplikonok szekvenalasara hasznalhato.

4.5. Kutyak enteralis virusai

A kutydkat érinté virusos eredetli enteralis fert6ézések vezetd tlinetei a laz, hasi
fajdalom, hasmenés és hanyas, mely utdbbiak elésegitik a virusok terjedését a fekalis-oralis
fertézési médon. Szamos virus koroki szerepe tisztazddott mar az ebek gyomor-bélrendszeri
megbetegedéseiben, mig masok csak ujabban kerultek a figyelem kézéppontjaba.

A szopornyica virus (canine distemper virus—CDV; Paramyxoviridae csalad) és a
kutyaparvovirus 2 (canine parvovirus 2 — CPV-2; Parvoviridae csalad) sulyos, lazzal,
hasmenéssel, hanyassal, illetve CDV esetében idegrendszeri és léguti tlinetekkel jard
betegséget okoz (Decaro és Buonavoglia, 2012; Martella et al.,, 2008a). Mindkét virus
jelenléte régdta ismert hazankban, ellentk rutinszerlien alkalmaznak véddoltast. Széles
kérben elterjedt parvovirus a bocavirusok kézé sorolt kutya minute virus (CnMV, canine
minute virus, Parvoviridae csalad). Ez a virus vemhes allatokban az embrié elhalasat,
halvaszulést, fejlédési rendellenességeket és gyenge kdlykok szuletését okozhatja, mig fiatal

allatoknal idegrendszeri, Iéguti és bélrendszeri tiineteket idézhet el6 (Manteufel és Truyen,
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2008). Az kutya coronavirus (CCoV; Coronaviridae csalad) fertézés altalaban enyhe
gasztointesztinalis tunetekkel jar, sulyosabb lefolyasu betegséget féleg fiatal allatokban
és/vagy egyéb virusokkal valo tarsfert6zéses esetekben (CPV-2, CDV, kutya-adenovirus 1)
tapasztalhatunk (Buonavoglia et al., 2006). A kutyak fert6z6 majgyulladasat okozé kutya-
adenovirus 1 (Canine adenovirus 1-CAdV-1, Adenoviridae csalad) szintén okozhat gyomor-
bélrendszeri tineteket (MacLachlan és Dubovi, 2011a).

Kutyak bélsarabdl a molekularis bioldgiai modszerek fejlédésével parhuzamosan az
elébb emlitetteken kivil még szamos, kilénb6zé csaladba tartozé virust mutattak ki az
elmult évtizedekben. Ezek tébbségének oktani szerepe még nem tisztazott, eléfordulasukrol

gyakran valamelyik ismert kérokoz6 mellett tarsfertézésként szamolnak be.

4.5.1. Kutya astrovirus (Canine astrovirus, CAstV)

Az Astroviridae csaladba tartozd astrovirusok burok nélkili, kisméretl (28-30 nm
atmérdjli) virusok, alakjuk csillagra emlékeztet (astron= csillag, gorég er.). Genomjuk pozitiv,
szimpla szald RNS-bél all, a genom mérete 6,4-7,3 kb kozdétti. A genomban harom,
egymassal atfed6 nyilt leolvasasi keret (ORF) hatarozhaté meg. Az 5’ és a 3’ véget nem-
kédold régid (untranslated region, UTR) zarja le, amelyhez a 3’ végnél egy poli-adenin farok
(poly(A)) kapcsolodik. Az virusgenom 5 végen talalhaté két nem-szerkezeti fehérjét kodold
gen, az ORF1a és az ORF1b. Az ORF1a szerin 3C-tipusu viralis proteazt kodol. Az ORF1b
egy 7 nukleotidbdl allé keret-elcsuszast jeldlé szignal utan (AAAAAAC) indul, és a viralis
RNS polimerazt kédolja. A virusgenom 3’ végéhez kozelebb helyezkedé ORF2 a kapszid
prekurzorként funkcionalé fehérjét kodolja (Mendez és Arias, 2007).

Az astrovirust el6szor gyermekek hasmenéses székletébdl mutattak ki (Madeley és
Cosgrove, 1975a; 1975b). Az astrovirusok jellemz&en gasztrointesztinalis megbetegedést
okoznak a legtébb allatfajpan és emberben is (Giordano et al., 2004; Harbour et al., 1987;
Snodgrass et al., 1979). Tobb extraintesztinalis betegség kérokozojaként is astrovirust irtak
le; astrovirus okozza a csirke nefritiszt, a kacsa hepatitiszt és a nyérc remegés szindrémat
(Blomstrom et al., 2010; Fu et al., 2009; Imada et al., 2000).

Az astrovirusok evolucidja féként genetikai sodrédassal, rekombinaciéval és
valészinllleg gazdafaj valtassal megy végbe (De Benedictis et al., 2011; Finkbeiner et al.,
2008; Martella et al., 2014).

Az astrovirusokat a Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) két nemzetségbe
sorolja. A Mamastrovirus génusz (MAstV), amelyhez 19 MAstV (eml8s astrovirus), valamint
az Avastrovirus nemzetség (AvAstV), amelyhez 3 AvAstV (madar astrovirus) faj tartozik
(Bosch et al., 2010). Szamos tovabbi astrovirust irtak le tdbbek k6zo6tt emberbél, denevérbél

és kutyabdl, amelyeket molekularis modszerek segitségével mutattak ki, azonban az ICTV

17



még nem fogadta el 6ket fajként (Chu et al., 2008; Finkbeiner et al., 2008; Toffan et al.,
2009).

AstV-szerl képleteket kutya bélsarabol el6szor elektronmikroszkopos modszerrel
mutattak ki, akar egyeduli virusként, akar kevert fert6zésben, egyéb enteralis virusokkal
(Marshall et al., 1984; Toffan et al., 2009; Vieler és Herbst, 1995; Williams, 1980). Toffan és
mtsai. (2009) az elektronmikroszkopos vizsgalat mellett molekularis meghatarozast is
végeztek, mely kimutatta, hogy a CAstV egy Uj AstV faj lehet a nemzetségen belll. Martella
és mtsai. (2011) egy hasmenéses tiineteket mutaté fiatal kutya bélsarabdl CAstV-t mutattak
ki RT-PCR modszer segitségével; egyéb enteralis virust nem detektaltak a mintaban. Ezt a
CAstV ITA/08/Bari torzset sikerult MDCK sejtekhez (Madin-Darby canine kidney) adaptalni,
és szaporitani, valamint konvaleszcens savobodl kimutatni specifikus ellenanyagokat. AstV-t
siker(lt kimutatni enterdlis tineteket mutaté és tlinetmentes kutyakbdl is, azonban az AstV
prevalenciaja nagyobb volt a klinikai tinetek mutaté egyedekben (Caddy és Goodfellow,
2015; Martella et al., 2011; Takano et al., 2015; Zhu et al., 2011). Martella és mtsai.(2012)
kettd, enteralis tiineteket mutatd eb bélsarabdl mutattak ki AstV-t molekularis médszerekkel.
Egyéb major patogént nem detektaltak, és a betegség monitorozasa soran az AstV urités
csucsa egybeesett a legsulyosabb klinikai tinetek jelenlétével.

Jelenleg kevés CAstV torzs szekvencigja all rendelkezésilinkre a GenBankban,
ezekbdl a szekvenciakbdl viszont arra kovetkeztethetlink, hogy a CAstV-ok genetikailag
heterogének (Caddy és Goodfellow, 2015; Martella et al., 2011). Ez a heterogenitas,
valamint az, hogy a fertézés nem mindig nyilvanul meg klinikai tinetekben, megneheziti az

astrovirusok detektalasat.

4.5.2. Kutya calicivirus (Canine calicivirus, CaCV)

A Caliciviridae csalad 6t nemzetségre tagolhatd: Vesivirus, Lagovirus, Norovirus,
Sapovirus és Nebovirus. A Vesivirus nemzetségbe tdébb fontos allati kérokozé tartozik, mint
példaul a macska calicivirus (feline calicivirus, FCV), sertés holyagos kilutésének korokozoja
(vesicular exanthema of swine, VESV), San Miguel foka virus (San Miguel sea lion virus,
SMSV) és egyéb virusok, amelyeket még nem fogadtak el a Caliciviridae csalad tagjainként
pl. kutya calicivirus, nyérc calicivirus, 2117 CHO sejtvonal kontaminans calicivirus (CaCV,
MCV, 2117) (King et al., 2012).

A calicivirusok burok nélkali, 27-40 nm atmér6jd, ikozahedralis szimmetrigju virusok.
A genomjuk pozitiv, szimpla szalu RNS-bdl all, melynek mérete 7,4-8,3 kb kdzott mozog. A
genom 5 végéhez egy virdlis fehérje (VPg, genome-linked viral protein) kapcsolodik, a 3’
végen pedig egy poliadenil szal talalhaté. A vesivirusok altalaban jol tenyészthetbek,

citopatogén hatasuk kdnnyen észlelhetd (Green, 2007).
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A kutya calicivirusok nem tartoznak az elsddleges kérokozok kézé a hasmenéses
betegségek diagnosztikajaban. Kutyakbdl calicivirus-szerl részecskéket sikertlt kimutatni
hasmenésbdl (Mochizuki et al., 1993; Schaffer et al., 1985), nemi szervek hédlyagos
elvaltozasaibol (Crandell, 1988) és glosszitiszbél (Evermann et al., 1983). A legtdbb esetben
macska calicivirus (FCV) allt a tinetek hatterében (Evermann et al., 1985; Gabriel et al.,
1996; Martella et al., 2002). Japanban, 1990-ben egy két hdénapos kutya vizszerl
hasmenésébdl calicivirust mutattak ki (Mochizuki et al., 1993). Ez a 48-as t0rzs genetikailag
és antigenitasban is jél elkllonul az FCV torzsektdl. A Vesivirus génuszba sorolt 48-as térzs
a kutya calicivirusok referenciagenomja (Roerink et al., 1999). Szerolégiai felmérésekben
Japanban a kutyak 57%-a, mig Dél-Koreaban az ebek 36,5%-a bizonyult szeropozitivhak a
CaCV 48 torzzsel szemben (Jang et al., 2003; Mochizuki et al., 2002). Vesivirust sikerult
azonositani egy olaszorszagi kutya bélsarmintaban is (Martella et al., 2015). Ez a térzs
nagyfoku (89-90%) nt hasonlésagot mutatott CHO sejtvonal kontaminans vesivirus
torzsekkel, mig a CaCV referencia térzzsel mindéssze 71%-ban volt azonos. Egy egyesilt
allamokbeli tanulmany ezidaig azonositatlan, archivalt virusizolatumokat vizsgalt, a mintak
katonai munkakutyaktél szarmaztak. Az izolatumokat molekularis modszerekkel sikerllt
azonositani; mind a négy minta vesivirusnak bizonyult. Klasszikus viroldgiai médszerekkel
nem sikerllt meghatarozniuk e négy izolatumot. Az izolatumokat a vesivirusokon belul két
kladra lehet osztani. Az un. I-es tipusba sorolt A128T és L198T izolatumok 87,6-90,7%-0s nt
hasonlésagot mutattak a 48-as toérzzsel; mig a ll-es tipusba sorolt 3-68 és a W191R
izolatumok 86,5-89%-0s nt hasonlésagot a kontaminans 2117 CHO calicivirus izolatummal.
A két tipus izolatumai egymassal csupan 70,3-72,1% szekvencia azonossagot mutattak
(Binn et al., 2018).

Két szeroepidemioldgiai felmérés is készult, melyben kutya és nyérc calicivirusokkal
rokon CHO sejtvonal kontaminans calicivirus (2117) elleni ellenanyagokat detektaltak
kutyakban és emberekben (Di Martino et al., 2017, 2015). Az USA-ban a 2117 vesivirus
térzshdéz nagyon hasonld vesivirust azonositottak sulyos vérzéses gasztroenteritiszben
szenveddb kutyakbdl. Az allatok mind megfeleléen vakcinazottak voltak, mindegyik kutya egy
kisallat panzioban betegedett meg. Osszesen 11 eset volt, ezek kdzll négy eb a kezelés
ellenére elpusztult, vagy elaltatasra kerult. A vesivirust in-situ hibridizaciéval és RT-PCR-rel
is azonositottak, valamint archivalt mintakban is kimutattak a kérokozo jelenlétét (Renshaw
et al., 2018).

Els6ként 2008-ban, Goérdgorszagban irtak le norovirus fert6zést kennelben tartott
kutyaknal (Ntafis et al., 2010). A kutydk NoV mellett CCoV-sal is fert6zottek voltak.
Portugaliaban egy egyéves tanulmany soran szintén kimutattak kutyakbol norovirust, a
mintak valtozatos tartasi kortlmények kozott él6 kutyaktdl szarmaztak (Mesquita et al.,

2010). Ugyanebben az évben egy olaszorszagi cikkben szamoltak be egy esettanulmanyral,
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melyben egy ebnek kérhazi kezelésre volt sziiksége sulyos hasmenés és kdvetkezményes
kiszaradas miatt. A kutya bélsarabol CPV-2a-t és NoV-t is kimutattak. Az eset érdekessége,
hogy a CPV-2a a naponta gydjtott bélsarmintakbdl tiz napon keresztil volt kimutathato, mig
a NoV 22 nappal a kérhazba kerllés utan is kimutathatd volt. Ez az észrevétel alatamasztja,
hogy a NoV valészin(ileg aktivan szaporodott a kutya bélcsatornajaban, nem pedig egyszer(
virdlis passzazsként mutattak ki a korokozot (Martella et al.,, 2008b). Mindharom
tanulmanyban a gyomor-bélrendszeri tlineteket mutaté ebek régota patogénként ismert
virusokkal is fert6zottek voltak, igy a kérdés, hogy a NoV egyedil képes-e klinikai

tinetekben megnyilvanulé megbetegedést okozni még tovabbra is megvalaszolatlan.

4.5.3. Kutya kobuvirus (Canine kobuvirus, CaKoV)
Az egyre novekvé és valtozatos genetikaju Picornaviridae csalad jelenleg 35

nemzetségbdl all (http://www.picornaviridae.com/), és szamos elfogadasra vard Uj

nemzetséget, valamint el nem fogadott picornavirust (PV) foglal magaba. A Kobuvirus
nemzetség tagjai hat fajhoz sorolhatéak: Aichivirus A-F, emellett a k6zelmultban leirt kecske
kobuvirus, patkany kobuvirus és a guanobdl kimutatott denevér kobuvirus még elfogadasra
var (Firth et al., 2014; Li et al., 2010; Oem et al., 2014b). Kobuvirus szekvenciakat mutattak
még ki kutya, macska, gorény, nyul, eurépai szalakéta és szennyviz mintakbdl is (Chung et
al., 2013; Di Martino et al., 2013b; Li et al., 2011a; Pankovics et al., 2016, 2015, Smits et al.,
2013; Yamashita et al., 2014).

A PV-k kisméretl (kb. 30 nm atmérgjd), ikozahedralis szimmetriaju burok nélkuili
virusok. Pozitiv, szimpla szald RNS genomjuk 8,2-8,4 kb hosszusagu, egyetlen ORF-et
tartalmaz, amely egy poliproteint koédol. EbbSl a poliproteinbél tébb strukturalis és nem-
szerkezeti fehérje szabadul fel a virus replikacido soran fehérje hasitd6 mechanizmusok
segitségével. A kodold régiot 5’ és 3’ iranybdl is UTR szegélyezi, melyhez 3’ iranybdl egy
valtozé hosszusagu poli(A) farok is csatlakozik (MacLachlan és Dubovi, 2011b). A PV-k
genomjuk 5 UTR szakaszaban rendelkeznek egy belsd riboszéma kétd hellyel (internal
ribosomal entry site, IRES), melyet felépitése alapjan 6t csoportba lehet osztani. A sertés
kobuvirus kivételével az Osszes ismert kobuvirus V. tipusi IRES elemmel rendelkezik
(Martinez-Salas et al., 2015).

Aichivirus A fajokhoz tartozé virusokat tobbek kozott emberekben, ragcsaldkban,
vadonélé és haziasitott husevékben (kutyakban, macskakban), valamint szennyviz
mintakban is azonositottak (Chung et al., 2013; Di Martino et al., 2014; Li et al., 2011a; Ng et
al., 2012; Phan et al., 2011; Yamashita et al., 1998). A human Aichi virusokat sporadikus
gasztroenteradlis fert6zések okozéjaként irtdk le, a szeroprevalencia azonban A&ltaldban
magas, melybdl arra kovetkeztethetink, hogy a fert6ézés ritkan nyilvanul meg Kklinikai
tinetekben (Ribes et al., 2010).
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A kutya kobuvirusokat (CaKoV) elészor hasmenéses és egészséges ebekbdl
mutattak ki, 2011-ben, az USA-ban, metagenomikai mdédszerek segitségével (Kapoor et al.,
2011; Li et al., 2011a). A kés6bbiekben CaKoV-t szamos kulonb6z6 kutyafélében is leirtak
(am. kutya, vorés roka, pottyds hiéna, aranysakal és sujtasos sakal) Eurépaban, Azsiaban és
Afrikaban is (Carmona-Vicente et al., 2013; Choi et al., 2014; Di Martino et al., 2013a; Kong
et al., 2016; Li et al., 2016; Oem et al., 2014a; Olarte-Castillo et al., 2015; Soma et al., 2016).
Ezekben a tanulmanyokban a CaKoV prevalencigja tag hatarok k6zott mozgott (2,34-50,6%),
a prevalenciak kulonbsége a hasmenéses és tiinetmentes egyedek kdzott statisztikailag nem
volt szignifikans. Egy braziliai tanulmanyban extraintesztinalisan detektaltak kutya kobuvirust
egy 5 honapos kolyokkutyaban, tobbek kdzott a tidében, a tonzillaban, a majban és a
kézponti idegrendszerben is. A kutya fert6zott volt CRV, CDV és CAdV-1 virusokkal is
(Ribeiro et al., 2017). A CaKoV korokozé szerepe még mindig nem tisztazott, feltételezhetd,
hogy a human fert6zésekhez hasonldéan csak ritkan okoz gasztroenteralis vagy egyéb
tineteket. A kevert fert6zések, ahol a CaKoV egyéb virusokkal egyutt kimutathaté (CPV-2,

CCoV, bocavirus), szintén altalanosnak tekinthetdk (Li et al., 2011a; Ribeiro et al., 2017).

4.5.4. Kutya rotavirus (Canine rotavirus, CRV)

A rotavirusokat (Rotavirus nemzetség, Reoviridae csalad) kilenc, ICTV altal is
elfogadott fajokba soroljuk (Rotavirus A-l). A kdzelmultban egy ujabb lehetséges rotavirus
fajjal gazdagodott a rotavirusok spektruma, a Rotavirus J-t hosszUszarnyu denevérben irtak
le (Banyai et al., 2017). A besorolas szeroldgiai és genetikai tulajdonsagok alapjan toérténik
(Estes és Greenberg, 2007; Matthijnssens et al.,, 2012; Mawatari et al., 2014; Suzuki és
Hasebe, 2017). A rotavirusok genomja 11 szegmensbdl all, amelyet dupla szalu RNS alkot,
és haromrétegil fehérje burok 6lel korbe. Ezek a szegmensek hat szerkezeti fehérjét (VP1-4,
VP6 és VP7), valamint 6t vagy hat nem-szerkezeti fehérjét (NSP1-NSP5/6) kodolnak. A
nem-strukturalis fehérjék elsédleges megjelenése a fajok kézott, de akar a fajon belll is
eltérd lehet (Mihalov-Kovacs et al., 2015a).

A rotavirusok leginkabb fiatal eml6s és madar gazdakat fertéznek. Rotavirus A (RVA)
az egyik leggyakoribb korokozoja az akut, dehidracioval jaré gyomor-beélgyulladasnak, mind
human, mind A&llatorvosi vonatkozasban. A tobbi rotavirus faj jarvanytanardl és a
virusfert6zés lefolyasardl sokkal kevesebb informacionk van. A Rotavirus B, -C, -E, —H és -I
fajokat emlésokben irtak le, sporadikus megbetegedésekben, endemikus és epidemikus
korulmények kozott is; mig az Rotavirus D, -F és -G fajokat hazi baromfi fajok (tyuk, pulyka)
fert6zd betegségeinek okozojaként irtak le (Martella et al., 2010; Marthaler et al., 2014;
Matthijnssens et al., 2010).

Rotavirus C-t (RVC) kimutattak human, sertés, szarvasmarha, goérény és kutya

hasmenéses megbetegedése soran (Banyai et al., 2006; Kim et al., 1999; Marthaler et al.,
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2013; Mawatari et al., 2004; Otto et al., 1999; Torres-Medina, 1987). Az RVC fert6zés
legfébb forrasai a szennyezett étel és viz (Otsu, 1998). Human szerolégiai felmérés soran
kimutattdk, hogy a szeroprevalencia ndvekszik a kor elérehaladtaval (lturriza-Gémara et al.,
2004). Nagyuzemi koérilmények koézott tartott szarvasmarhak és sertések RVC
szeroprevalencigjat vizsgalva Saif és mtsa. nagymerték(i szeroldgiai athangolédast talaltak a
fejl6d6 orszagokban (Saif és Jiang, 1994). Az RVC tekintetében kevés bizonyitékot talalunk
arra, hogy a virus gazdafajt valtva fertéz, eddig mindéssze egy brazil és egy Kkoreai
tanulmany mutatott ki sertés eredeti RVC géneket emberi és szarvasmarha RVC torzsekben
(Gabbay et al., 2008; Jeong et al., 2009).

A kilencvenes években irtak le el6szdr kutya RVC fertézést Németorszagban (Otto et
al.,, 1999). Elektronmikroszképos vizsgalattal rotavirus-szerli partikulakat talaltak a
hasmenéses bélsarmintak 34,6%-ban (9/26). A poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE)
vizsgalt kilenc mintabdl harom elektroferogramja mutatott nagyfoku hasonlésagot a RVC
referencia térzsekkel. A virus megbetegedést okozd képességére vonatkozéan tovabbi
vizsgalatot azonban nem végeztek, valamint molekularis meghatarozast sem folytattak, igy
ezen torzsek pontos meghatarozasa nem sikerult.

Hagyomanyosan a rotavirusokat szerocsoportokba soroljak, amelynek alapja a VP6
génjuk altal kodolt szerkezeti fehérje antigenitas és a genom PAGE futtatasa soran nyert
elektroferogram kiildnbségei (Estes és Greenberg, 2007). Ujabban egy VP6 gén
szekvenciajan alapulé besorolasi rendszert alkottak meg a rotavirus fajok elkilénitésére,
amely atveheti a helyét a klasszikus modszereknek (Matthijnssens et al., 2012).

A rotavirus tdrzsek jellemzésére napjainkban a legmegfelelébb méddszer a teljes
genom szekvenalas, mely lehetévé teszi a virus evolucidjanak mélyrehatd vizsgalatat, és
kiléndésen alkalmas az uUjszerii RV torzsek meghatarozasara. Szintén értékes eszkdz a
reasszortacid és a gazdafaj valtas vizsgalatara. Ezzel a moddszerrel RVA tdrzsek
szekvencidjanak szazait hataroztdk meg az elmult években (Matthijnssens et al., 2011b).
Ezzel szemben a Rotavirus Klasszifikaciés Munkacsoport altal az RVA-ra kifejlesztett
rendszert nehézkes alkalmazni RVC térzsek meghatarozasara, mivel sokkal kevesebb
szekvencia adat all rendelkezésunkre, amelyek raadasul nagyon kevés gazdafajbdl
szarmaznak. Mindeddig egy sertés RVC toérzset, nyolc szarvasmarha RVC torzset és tiz
emberi RVC torzset szekvenaltak meg és irtak le (Chen et al., 2002; Mackow, 1995; Marton
et al., 2015a; Mawatari et al., 2014; Soma et al., 2013; Yamamoto et al., 2011). Mivel az
RVC tenyésztése nehézségekbe utkozik, egyedul molekularis mdédszerek hasznalataval
tudjuk vizsgalni a torzsek bioldgiai tulajdonsagait, valamint genetikai valtozatossagukat es

evoluciojukat a kilénb6zd gazdafajokban (Kusanagi et al., 1992).
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4.5.5. Parvovirusok

A parvovirusok kisméretl, burok nélkili virusok, genomjuk 4-6 kb méretli, szimpla
szalu DNS. A genom két f6 ORF-bdl all; a nagyobb ORF1 kett6 nem-szerkezeti fehérjét
(NS1, NS2), mig a kisebb ORF2 szerkezeti fehérjéket (VP1, VP2) kédol (Reed et al., 1988).
Jelenleg a parvovirusok osztalyozasa a nem-szerkezeti fehérje (NS1) aminosav (as)
sorrendjén alapul (Cotmore et al., 2013). A Parvoviridae csaladba tartoz6 virusok kulénféle
kérformakat idéznek el6 haziallatainkban. Kutyakban a Bocaparvovirus és a Protoparvovirus
nemzetségbe tartozé virusok okozhatnak valtozatos korképeket. A bocaparvovirusok kozé
tartozé kutyaparvovirus 1 (mas néven kutya minutevirus, CnMV) vemhes allatok embridiban
magzatkarosité hatasu lehet, mig fiatal egyedeknél idegrendszeri, léguti és bélrendszeri
tineteket idézhet el6. Néhany ujabban leirt kutya bocaparvovirust léguti megbetegedéssel,
illetve majgyulladassal hoznak kapcsolatba (Kapoor et al., 2012; Li et al., 2013; Manteufel és
Truyen, 2008; Ohshima et al, 2010). A Protoparvovirus nemzetségbe tartozo
kutyaparvovirus 2 (CPV-2) altal okozott kérképet (a kutya parvovirus okozta bélgyulladasat)
elészor a hetvenes évek végén irtak le (Kelly, 1978). A CPV-2 sulyos, vérzéses
vékonybélgyulladast okoz, ellene él, attenualt virust tartalmazd vakcinat hasznalunk. Az
eredetileg leirt virusbdl id6kézben uj antigénvariansok (CPV-2a, CPV-2b, CPV-2c) alakultak
ki; Magyarorszagon eddig a CPV-2a-t mutattak ki (Csagola et al., 2014; Decaro és
Buonavoglia, 2012).
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Mintagyiijtés, a menhely jellemzése
A kutyaktol
menhelyen (Miskolci Allatsegité Alapitvany, M.A.S.A.), 2012. januar és szeptember kdzott. A

szarmazo bélsarmintakat gy(jtottik egy észak-kelet magyarorszagi
17 éve mikodd Miskolci Allatsegitd Alapitvany, Kelet-Magyarorszag egyik legnagyobb
menhelyét (izemelteti, allatmenté szolgalatot tart fenn. Evente tdbb mint 600 kutya és 150
macska keril be a menhelyre. Mintakat gy(jtéttink még egy maganszemély kutyaitdl is, aki
sajat kutyai mellett ideiglenesen befogadott kutyakat is tart. Ezen a tartasi helyen kevesebb
kutya fordul meg, jellemzéen csak klinkailag egészséges kutyak élnek egyiitt.

Osszesen 76 bélsarmintat gydijtéttink mintagy(jté tégelyekbe. A gyijtés véletlenszeriien
tortént, a tinetmentes és a hasmenéses egyedek vegyesen szerepeltek, a gylijtést sem az
életkor, sem az ivar nem befolyasolta. A mintakat egyedileg, valamint kennelekbdl is
gyijtottik, utdbbi esetben eléfordult, hogy tébb minta kerllt egy mintagy(ijté tégelybe. Az
egyedekhez koéthetdé mintakat kdzvetlenll a végbélbél gydjtottik, vagy révid idével a
bélsarirités utan, a talajrol szedtik fel, majd a laborba szallitasig -20°C-os hiitében tartottuk,
vagy még aznap a laborba széllitottuk azokat. A gydjtések soran néhany alapadatot is
feliegyeztink a kutyakrol is, amelyektél a minta szarmazott. Az adatokat az 1. tablazatban

foglaltuk 6ssze.

1. tablazat: A vizsgalt mintak altalanos jellemzéi

Minta név Gyiijtés Eb kora Minta Metagenomikai Hasmenéses

datuma (ebek korai-pool szarmazasi vizsgalat tiinetek +/-
minta) he]ye

HUN/2012/1 2012.01.20 8 év MASA* igen +

HUN/2012/2 2012.01.20 5 hét MASA igen +

HUN/2012/3 2012.01.23 1év MASA igen +

HUN/2012/4 2012.01.26 5 hét MASA igen +

HUN/2012/5 2012.01.30 3 hé MASA igen +

HUN/2012/6 2012.02.03 8 év MASA igen

HUN/2012/7 2012.02.03 6 hét MASA igen +

HUN/2012/8 2012.02.10 4 ho MASA igen +

HUN/2012/9 2012.02.16 8 hét MASA igen

HUN/2012/10 2012.02.16 8 hét MASA igen +

HUN/2012/11 2012.02.17 1év MASA igen +

HUN/2012/12 2012.02.17 5év MASA igen +

HUN/2012/13 2012.02.17 nem ismert MASA NA***

HUN/2012/14 2012.03.09 felnétt MASA igen

HUN/2012/15 2012.03.09 felnétt MASA igen +

HUN/2012/16 2012.03.09 felnétt MASA igen

HUN/2012/17 2012.03.09 felné6tt MASA
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Minta név Gyiijtés Eb kora Minta Metagenomikai Hasmenéses
datuma (ebek korai-pool  szarmazasi vizsgalat tiinetek +/-
minta) he}ye

HUN/2012/18 2012.03.19 1-6 év MASA -
HUN/2012/19 2013.03.19 2-6 év MASA -
HUN/2012/20 2012.03.19 1-9 év MASA -
HUN/2012/21 2012.03.19 11 év MASA -
HUN/2012/22 2012.02.17 3 ho MASA igen -
HUN/2012/57 2012.04.01 6 ho MASA igen +
HUN/2012/58 2012.04.06 11 év MASA NA
HUN/2012/59 2012.04.06 1,5-7 év MASA -
HUN/2012/58/2 | 2012.03.09 1,5-7 év MASA NA
HUN/2012/59/2 | 2012.03.09 1 év alatt MASA -
HUN/2012/60 2012.04.06 2-6 év MASA -
HUN/2012/64 2012.04.06 6-15 ho MASA -
HUN/2012/65 2012.04.06 6 ho-3 év MASA -
HUN/2012/66 2012.04.06 felnott MASA -
HUN/2012/67 2012.04.06 1-6 év MASA -
HUN/2012/68 2012.04.06 2 év MASA -
HUN/2012/69 2012.04.06 6 év MASA igen +
HUN/2012/71 2012.04.06 6 ho MASA igen +
HUN/2012/113 | 2012.04.12 1év SZISZI** -
HUN/2012/114 | 2012.04.15 6 év MASA igen -
HUN/2012/115 | 2012.04.20 6 ho MASA igen +
HUN/2012/116 | 2012.04.20 1év MASA igen +
HUN/2012/117 | 2012.04.20 2ho MASA +
HUN/2012/118 | 2012.04.20 6 év MASA +
HUN/2012/123 | 2012.04.27 7ho MASA igen -
HUN/2012/124 | 2012.04.27 4 ho MASA igen +
HUN/2012/125 | 2012.04.27 1 év alatt MASA igen +
HUN/2012/126 | 2012.04.27 1 év alatt MASA igen -
HUN/2012/127 | 2012.04.27 3 ho MASA +
HUN/2012/128 | 2012.04.27 felnétt MASA -
HUN/2012/129 | 2012.05.09 3év MASA -
HUN/2012/130 | 2012.05.09 5 év MASA -
HUN/2012/131 | 2012.05.09 1 év alatt MASA -
HUN/2012/132 | 2012.05.09 1 év alatt MASA -
HUN/2012/133 | 2012.05.09 4-6 hét MASA -
HUN/2012/134 | 2012.05.09 4-6 hét MASA igen -
HUN/2012/135 | 2012.05.09 3 hét MASA igen -
HUN/2012/136 | 2012.05.11 4-6 hét MASA igen -
HUN/2012/143 | 2012.07.14 7 év SZISzI igen -
HUN/2012/145 | 2012.07.14 1,5 év SZISzZI igen NA
HUN/2012/147 | 2012.07.14 4 év SZISzI NA
HUN/2012/149 | 2012.06.07 1,5 év SZISzI igen NA
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Minta név Gyiijtés Eb kora Minta Metagenomikai Hasmenéses
datuma (ebek korai-pool  szarmazasi vizsgalat tiinetek +/-

minta) helye

HUN/2012/150 2012.07.14 3év SZISZI NA

HUN/2012/152 2012.07.14 1év SZISZI NA

HUN/2012/154 2012.07.14 1év SZISZI NA

HUN/2012/156 2012.07.14 8 ho SZISZI NA

HUN/2012/158 2012.06.07 7hoé SZISZI NA

HUN/2012/159 2012.05.29 7 ho SZISZI

HUN/2012/161 2012.05.10 1,5 év SZISZI igen NA

HUN/2012/174 2012.05.31 kolyok MASA igen +

HUN/2012/175 2012.06.05 6 hét MASA igen

HUN/2012/492 2012.08.01 1év SZISZ|

HUN/2012/493 2012.07.31 1,5 év SZISZI

HUN/2012/494 2012.07.31 7 év SZISZI

HUN/2012/495 2012.07.31 3év SZISZI

HUN/2012/496 2012.07.31 8 ho SZISZI

HUN/2012/497 2012.08.03 4 év SZISZI

HUN/2012/527 2012.08.23 1év MASA igen +

HUN/2012/528 | 2012.09.07 2 év MASA igen +

*MASA: Miskolci Allatsegité Alapitvany menhelyén gydijtétt mintak megjeldlése
**SZISZI: magan allattartétol gydjtott mintak megjeldlése
*** NA: nincs adat

5.2. Mintak feldolgozasa, higitas, tarolas
A bélsarmintakat a laborba érkezésik utan kiolvasztottuk, majd 2 ml-es mikrocentrifuga
csovekben 10-20%-o0s bélsar szuszpenziot készitettink, melyhez PBS oldatot hasznaltunk.

A mintakat ezutan -65°C-os fagyasztéban taroltuk tovabbi felhasznalasig.
5.3. Mintak el6készitése Uj generacids szekvenalasra

5.3.1. Nukleinsav kivonas
A bélsar szuszpenziokat vortexeléssel homogenizaltuk, majd Ulepité centrifugalassal
elvalasztottuk a szilard és a folyékony fazist. A centrifugalas 4°C-on 10000xg-n tortént, 5
percen at. A feltluszé 100 pl-ébdl RNS izolalast végeztink Direct-zol™ RNA MiniPrep kit
(Zymo Research Corp.) segitségével. A kivonast a gyartdé utasitéasa szerint végeztik,
RiboZol™ RNA Extraction Reagent (Amresco Inc.) hasznalataval. Az RNS-t 50 pl
nukledzmentes vizben oldottuk fel. A kivont RNS-t tovabbi felhasznalasig -65°C-os

fagyasztoban taroltuk.

5.3.2. Reverz transzkripcio, polimeraz lancreakcié (RT, PCR)
A kivont RNS mintakat el6szor 95°C-on, 5 percen at denaturaltuk, 10 yM random
hexamer oligonukleotid jelenlétében, melynek 3’ véghez altalanos oligonukleotid illeszkedik

(5-GCC GGA GCT CTG CAG ATA TCN NNN NN-3’) (Djikeng et al., 2008). A reverz
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transzkripcios lépésben a minta és a random oligonukleotid keverékéhez adtunk még 400uM
dNTP-t, 1xAMV RT puffert, valamint 1 egység (U) AMV reverz transzkriptaz enzimet
(Promega), a reakcid végtérfogata 25 pl volt. A reakcidelegyet 42°C-on 45 percig inkubaltuk.
A reverz transzkripcid cDNS-ébél 5 pul-t tovabbvittiink a PCR reakcioelegybe. Az 50 pl-es
PCR reakciokeverék tartalmazott 1 yM PCR primert, 200 yM dNTP keveréket, 1,5 mM
MgCl,-t, 1xTag DNS polimeraz puffert és 0,5 U Taq DNS polimerazt (Thermo Scientific). A
program héprofilja a kdvetkezd volt: egy kezdeti harom perces, 95°C-on torténd denaturacié
utan 40 ciklusos amplifikacié kovetkezett (95°C 30 mp, 48°C 30 mp, 72°C 2 perc), vegul egy

elongaciods lépés, 72°C 8 percen at.

5.3.3. PCR termékek ellendrzése és tisztitasa

A PCR termékeket 1%-0s agardz gélen (Lonza) torténd elektroforézissel ellendriztik.
90V-on 25 percig elektroforetizaltuk 0,5xTBE (trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetat oldatban);
GelRed (Biotium) festéssel. Molekulatémeg markerként 100 bp-os O’'Gene Ruler DNS létrat
(Thermo Scientific) hasznaltunk. A futtatas utan a gélt UV-atvilagitassal vizsgaltuk, és az
eredményeket CSL-Microdoc Systems géldokumentaciés rendszerrel (Cleaver Scientific;
Power Shot G12 kamera, Canon) rogzitettik.

A gélbdl a 200 és 2000 bp kozotti savban lévd terméket kimetszettik, majd Gel/PCR
DNA Fragments Extraction kit (Geneaid) gél kivonasos modszerével kitisztitottuk, vegul 50 pl

elualo pufferben leoldottuk az oszloprol.

5.4. Uj generaciés szekvenalas (next generation
sequencing, NGS); konyvtarkészités, szekvenalas

Enzimes fragmentaciét végeztink 100 ng amplifikalt cDNS-bél a NEB-Next® Fast

DNA Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent™ kit segitségével (New England
Biolabs), a gyarté utasitasai alapjan. A fragmensekhez adaptereket kotottink, melyhez
ugyanezen kit reagenseit hasznaltuk, a konyvtarakhoz valé vonalkédokat pedig az lon
Xpress™ Barcode Adapterek kozll valasztottuk (Life Technologies). Az indexelt konyvtar
DNS mintakat oszlopos tisztitasi moédszerrel tisztitottuk a Gel/PCR DNA Fragments kit
(Geneaid) segitségével. A tisztitott mintdkat 2%-os, elére gyartott géleken futtattuk (Life
Technologies), a 300 és 350 bp kozotti termékeken PCR amplifikaciét hajtottunk veégre,
melyhez a NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent™ Kkitet
hasznaltuk (Life Technologies). Az amplifikaciéo a kovetkezd héprofillal zajlott: egy kezdeti
98°C-on torténd, 30 mp-es denaturacié utan 12 amplifikacios ciklus: 98°C, 10 mp, 58°C, 30
mp, 72°C, 30 mp, melyeket egy végsd elongacié kdvetett, 72°C-on, 5 percig. A kényvtarat
ismét tisztitottuk Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid), majd Qubit® dsDNA

BR Assay kittel (Life Technologies) fluorometrids mennyiségi meghatarozast végeztink.
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Egyforma mennyiségeket mértiink dssze az eltérd vonalkédu kényvtarakbol egyetlen csébe,
és ezt a konyvtarkeveréket hasznaltuk az emulziés PCR soran, ahol a higitast ugy kell
elvégezni, hogy egyetlen koényvtar DNS molekula koétédjon egyetlen lonSphere™
részecskéhez. A PCR-nél az lon PGM Template kitet hasznaltuk, kdvetve utasitasait, az
emulziés PCR-t pedig egy OneTouch v2 eszkdz segitségével végeztuk. Ezutan, az
amplifikalt kdnyvtar DNS-t tartalmazé részecskék dusitasat az lon One Touch ES pipettazo
robottal hajtottuk végre. A szekvenalast lon Torrent Personal Genome Machine® késziléken
végeztuk, 316 ill. 318 tipusu chipeken és az lon PGM™ Sequencing kithez ajanlott

szekvenalasi protokollt kovettik.

4

5.5. Hagyomanyos PCR sziirévizsgalatok a virusok

detektalasara

5.5.1. Mintaelb6készités
A hagyomanyos PCR alapu szirévizsgalatokhoz is ugyanazt a bélsarszuszpenziét
hasznaltuk, mint a virusmetagenomikai vizsgalatokhoz, azonban a teljes nukleinsav
kivonasat innuPREP Virus DNA/RNA kittel végeztik (Analytik Jena AG), a gyartd utasitasai
alapjan. Sejtmentes testnedvek kivonasi protokolljat kdvettlik, egyedlli moédositasként a
hordoz6 RNS-t nem hasznaltuk a munkafolyamatban. A mintakat tovabbi hasznalatig -65°C-

on taroltuk.

5.5.2. Hagyomanyos PCR, RT-PCR sziirévizsgalatok a
virusok detektalasara

A virusok detektalasa virus specifikus RT-PCR segitségével tortént. Az egy- és
kétlépéses RT-PCR-ek és a kétkords (heminested) PCR-ek a CAstV, CaKoV és CaCV
kimutatasat szolgaltak. A munkank soran hasznalt oligonukleotidokat (2. tablazat) el6zetes
irodalmi adatok alapjan valasztottuk ki, illetve a CaKoV esetében magunk terveztik génbanki
szekvenciakbol készitett illesztések felhasznalasaval (Chu et al., 2008; Jiang et al., 1999).

Az RT-PCR és heminested PCR programok hdéprofiljait és a reakciéo keverékek

Osszetételeit a 3-10. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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2. tablazat: A munkank soran hasznalt primerek neve és szekvenciaja

. . . Amplifikalt
Det’ektalt Ollgonukl(’eotld 5’-3’ szekvencia sszasz Cél régio Referencia
virus elnevezése (bp)

canine panastro GARTTYGATTGGRCKCGKTAYG 422 RdRp Chu et al.,
astrovirus Fla A 2008
(CAstV) panastro GARTTYGATTGGRCKAGGTAYG

Flb A

panastro R GGYTTKACCCACATNCCRAA

panastro CGKTAYGATGGKACKATHCC

F2a AGGTAYGATGGKACKATHCC

panastro

F2b
calicivirus P290 GATTACTCCAAGTGGGACTCCA 297 RdRp Jiang et al.,
(CaCv) P289 C 1999

TGACAATGTAATCATCACCATA

canine RdRp-kobu-f CAGGTGTATGATCTGGACTACA 323 RdRp jelen
kobuvirus RdRp-kobu-r AG tanulmany
(CaKoV) TTCTGTTGCGTAGATGACATCG
canine VP1-kobu-f AACGTCCAGGACTGGTTT 449 VP1 jelen
kobuvirus VP1-kobu-r TTCCCACCACTTGGAGAA tanulmany
(CaKoV)

3. tablazat: A CaCV egylépéses RT-PCR elegy 6sszetétele (Qiagen OneStep RT-PCR Kit)

Osszetevék Térfogat (végkoncentraciod)
Viz (nukledz-mentes, Invitrogen Ambion) 25 ul-ig

Qiagen OneStep RT-PCR Buffer, 5x 5 ul

10 mM dNTP 1 ul (400 uM)

10 yM forward primer (p289) 1yl (0,4 uM)

10 uM reverse primer (p290) 1yl (0,4 uM)

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix 1 ul

Minta 3l

4. tablazat: A CaCV egylépéses RT-PCR program héprofilja

Lépés Homérséklet Id6étartam Ciklusok szama
Reverz transzkripcié  50°C 30p 1

Kezdeti denaturacié  95°C 15p 1

Denaturacio 95°C 30 mp

Primer kotédés 42°C 1p 35

Szintézis 72°C 2p

Végs6 szintézis 72°C 7p 1

5. tablazat: A CaKoV egylépéses RT-PCR elegy 0sszetétele (Qiagen OneStep RT-PCR Kit).

A CaKoV kimutatasat két kildonbdzé genomi régiora illeszkedd primerparral végeztik (RdRp,

VP1)

Osszetevék Térfogat (végkoncentracid)
Viz (nukledz-mentes, Invitrogen Ambion) 25 yl-ig
Qiagen OneStep RT-PCR Buffer, 5x 5ul

10 mM dNTP 1 pl (400 uM)
10 uM forward primer (RdRp-kobu-F/VP1- 1 ul (0,4 uM)
kobu-F)

10 puM reverse primer (RdRp-kobu-R/VP1- 1 ul (0,4 uM)
kobu-R)

Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix 1 ul

Minta 3yl
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6. tablazat: CaKoV RdRp genomi régié egylépéses RT-PCR program héprofilja

Lépés Hémérséklet Idétartam Ciklusok szama
Reverz transzkripcié 45°C 30p 1

Kezdeti denaturacié  95°C 15p 1

Denaturacio 95°C 30 mp

Primer kotédés 45°C 30 mp 40

Szintézis 72°C lp

Végso szintézis 72°C 10p 1

7. tablazat: CaKoV VP1 genomi régio egylépéses RT-PCR program héprofilja

Lépés Homeérséklet Id6tartam Ciklusok szama
Reverz transzkripcié  42°C 30p 1

Kezdeti denaturacié6  95°C 15p 1

Denaturacio 95°C 30 mp

Primer kotédés 42°C 30 mp 40

Szintézis 72°C 1p

Végso szintézis 72°C 10p 1

Az Astv-ok kimutatadsara kétlépéses, két koros (fél-fészkes, heminested) RT-PCR-t

hasznaltunk.

8. tablazat: AstV-k kimutatasa, RT Iépés reakcidelegy 6sszetétele

Osszetevok Térfogat (végkoncentracio)
Viz (nukledaz-mentes, Invitrogen Ambion) 20 pl-ig

AMV Buffer, 5% (Promega) 5yl

10 mM dNTP 0,5 pl (200 uM)

50 yM random hexamer 1 ul (2,5 uM)

AMV RT Enzyme 1 ul (10 egyséq)

Minta 5 ul

Az astrovirus kimutatasakor az RT lépést megel6zéen 5 yl RNS minta és 1 pl random
hexamer elegyét 95°C-on 5 percen at denaturaltuk, majd jégre téve ramértik az RT-PCR
elegyet. A reverz transzkripcio egy tiz perces 25°C-on torténl kezdeti inkubacié utan 60
percig 45°C-on zajlott, melyet egy 15 perces denaturacio kévetett 60°C-on.

A hemi-nested PCR soran a két kérben a forward primerek kildonbdztek, valamint a

masodik kérben a minta volumenét csdkkentettik (9. és 10. tablazat).
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9. tablazat: Az astrovirus fél-fészkes PCR elegy 6sszetevdi

Osszetevok Térfogat (végkoncentracio)
Viz (nukleaz mentes, Invitrogen Ambion) 50 ul-ig

10xDreamTaq Green buffer (Thermo 5 pl

Scientific)

10 mM dNTP 1 ul (200 yM)

10uM forward primer 1 ul (0,2 uM)

1. kor: panastro 1a, -1b
2. kor: panastro 2a, -2b

10 UM reverse primer (panastroR) 1 ul (0,2 uM)
DreamTaq DNA polymerase (Thermo 0,5 pl (2,5 egység)
Scientific)

Minta 3 yl (masodik kér: 1 pl)

10. tablazat: Az astrovirus hemi-nested PCR héprofilja

Lépés Hémeérséklet Idétartam Ciklusok szama
Kezdeti denaturacié  94°C 5 perc (p) 1

Denaturacio 94°C 30 mp 1 kér- 30
Primer kotédés 50°C 30 mp 2' kér: 40
Szintézis 72°C 30 mp Y

Végs6 szintézis 72°C 10p 1

5.5.3. PCR és RT-PCR termékek ellenérzése
gélelektroforézissel, tisztitasa gélbol
Agaroz gélelektroforézist kdvetéen a specifikus PCR termékeket a gélbél tisztitottuk
Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit (Geneaid) segitségével, hasonléan az 5.3.3. pontban

leirtakhoz.

5.5.4. Sanger-féle DNS szekvenalas
Mindkét iranybdl kdzvetlen szekvencia meghatarozast végeztiink BigDye™ Teminator
v3.1 kittel (Applied Biosystems™). A szekvenalasi reakci6t a PCR soran is hasznalt
primerekkel hajtottuk végre. A PCR termékek natrium-acetatos és etil-alkoholos kicsapasat
kovetéen a mintakat beszaritottuk. A termékek kapillaris gélelektroforézise ABI PRISM 310
iletve ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyser készllékek segitségével tortént
egyuttmikodd partnereinknél (PTE TTK, dr. Jakab Ferenc; Honvédkérhaz, dr. Lengyel

Gyoérgy).

5.6. Bufavirus real-time (valés idejii) PCR

A bufavirus szlirést az el6zetes metagenomikai adatok ismeretében végeztik, a real-
time (valds idejl) PCR-ben hasznalt protokollt Vito Martella professzor (Universita degli Studi
di Bari Aldo Moro, Olaszorszag) bocsatotta rendelkezéslinkre (Martella et al., 2018). A PCR
elegy Osszetételét, az oligonukleotidok szekvencigjat, és a PCR héprofiljat a 11-13.

tablazatban foglaltuk 6ssze.
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11. tablazat: A bufavirus PCR elegy 0sszetétele

Osszetevok Térfogat

Viz (nukleaz mentes, Invitrogen Ambion) 10 ul-ig

Abi TagMan Universal Mix II, no UNG 5l
(Applied Biosystems™)

10 yuM canine_ppv_probe 0,25 pl

10 uM forward primer (canine ppv_1337F) 0,5 ul

10 UM reverse primer (canine ppv_1338R) 0,5 ul

Minta 2 ul

12. tablazat: A bufavirus PCR soran hasznalt oligonukleotidok nt sorrendje

Oligonukleotid név Nukleotid sorrend (5’-3’)

Canine ppv_1337F TGAACAAGAAATAGACAACATTGTCAT

Canine_ppv_1338R AAAGAGCAGTTAGGTCATTGTTGT

Canine_ppv_probe FAM-CCAAACAAGGTACAGGACAGGAAGAAACAACACAA-BHQ1

13. tablazat: A bufavirus real-time PCR program héprofilja

Lépés Homérséklet Id6tartam Ciklusok szama
Kezdeti denaturacié 95°C 10p 1
Denaturacio 95°C 15 mp 40
Szintézis és detektalas 60°C 1p

A reakciot és a detektalast egy Applied biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR

(Applied Biosystems™) gépen végeztiik.

5.7. 5 és 3’ RACE (rapid amplification of cDNA ends,
cDNS végek gyors amplifikalasa)

Egyszalu RNS virusok (CAstV, CaCV) esetében a biztatd Uj generacios szekvenalas
fényében megprébaltuk a teljes genomot, a nem kodold részekkel egyatt amplifikalni.

A RACE protokollokban az RNS kivonasa QIAmp Viral RNA Mini kittel (Qiagen)
tortént, a centrifugas protokollt alkalmazva. A kivonaskor hordozé RNS-t nem hasznaltunk,
az RNS-t azonnal, a kivonast kovetden felhasznaltuk.

Az ismeretlen szekvenciaju genomi RNS-ek végeinek meghatarozéasahoz az 5’ és 3’
RACE System for the rapid amplification of cDNA ends ver. 2.0 kitet (Life Technologies)
hasznaltuk. Az 5’ és 3’ RACE esetében is a gyartd utasitasai alapjan dolgoztunk. A RACE-k
soran altalunk tervezett, valamint korabban publikalt primerekkel is dolgoztunk (Scotto-
Lavino et al., 2006).

Az amplikonokat 1,5%-o0os agaréz gélen futtattuk, majd termékeket QIAquick Gel
Extraction kittel (Qiagen) tisztitottuk. A 3' RACE mintak nukleotid sorrendjét Uj generacios
szekvenalassal hataroztuk meg. Az 5 RACE termékeket TOPO XL PCR Cloning Kkittel

klénoztuk, majd egy-egy minta harom-harom flggetlen klonjat megszekvenaltuk mindkét
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iranybdl altalanos szekvenald oligonukleotidokat hasznalva (M13F/R), BigDye Teminator
v3.1 kittel (Applied Biosystems™). A szekvenalas leolvasast ABI PRISM 3730xI DNA
Analyzer (Applied Biosystems™) késziilékén végeztik (olaszorszagi egyiittmiikddés soran

generalt szekvenciak).

5.8. RNS ligalas, dupla szalit RNS genomok

szegmensvégeinek meghatarozasa

A rotavirusok szegmensvégeinek nem kodolo szekvencidginak meghatarozasahoz
hazilag adaptalt 3 RACE-t alkalmaztunk, a kdvetkez6 modon. Egy rdvid, 5 végen
polifoszforilalt, 3’ végen dideoxi-citozinnal ellatott oligonukleotidot (PC3) ligaltunk a frissen
kivont RNS 3’ végeire (Lambden et al., 1992; Potgieter et al., 2009). Ot ul templatot
O0sszekevertink 25 pl ligalé mixszel (6sszetevék: 3,5 ul nukleaz mentes viz, 2 pl 20 uM-os
PC3 oligonukleotid, 12,5 ul 34 w/v% polietilénglikol 8000, 3 ul ATP, 3 ul 10x T4 RNA Ligase
puffer és 10 U T4 RNA Ligase | -New England Biolabs-), majd 16 6ran at 17°C-on inkubaltuk.
Az inkubalas utan a keverékbdél az RNS-t QlAquick Gel Extraction kittel (Qiagen) vontuk Ki.
150 pl QG puffert és 180 pl izopropanolt adtunk a mintahoz, majd szilika gél oszlopon
tisztitottuk a gyarté utasitasa szerint.

Ezutan 6t mikroliter ligalt RNS-t denaturaltunk 95°-on, 5 percen at, 1 pl 20 uM PC2
primer (PC3 szekvencia komplementere) jelenlétében, majd az elegyet tartalmazé csévet
azonnal jégre helyeztik. A reverz transzkripcidbhoz hasznalt keverék tartalmazott 14 ul
nukleaz-mentes vizet, 6 pl 5xFirst Strand puffert, 1 yl 10 mM dNTP keveréket, 1 ul 0,1M
dTT-t, 20 U RiboLock RNase Inhibitort (Thermo Scientific), és 300 U Superscript Ill Reverse
Transcriptase enzimet. Ezt a keveréket a denaturalt RNS mintahoz adtuk, majd 25°C-on 5
percig, 50°C-on pedig 60 percen at inkubaltuk, a reakcié egy 15 perces 70°C-os inkubacioval
fejez6dott be.

A mixbdl 2 yl cDNS-t vittiink tovabb a PCR reakcidelegybe, melynek dsszetétele
azonos volt az 5.3.2. pontban ismertetett elegy 6sszetételével, a héprofilja pedig az anellacio
hémérsékletében mutatott kiilénbséget, ez 42°C volt 48°C helyett.

A PCR-ben alkalmazott oligonukleotidok egyike a PC2, mig a masik egy
génspecifikus primer volt. Ezeket a génspecifikus primereket el6z6leg nyert
szekvenciaadatok alapjan magunk terveztuk. A termékeket 1%-0s agar6z gélen
megfuttattuk, a megfeleld méretl amplikonokat a gélbél kivagtuk. A termék tisztitasat
Gel/PCR DNA fragments Extraction kit (Geneaid) oszlop kivonasos modszerével végeztik.
Az amplikonokat direkt Sanger szekvenalasnak vetettik ala, a PCR primerek hasznalataval,
BigDye 1.1 Cycle Sequencing kitet hasznaltunk (Applied Biosystems™). A szekvenalasokat
ABI PRISM 310 Genetic Analyzeren olvastattuk le (PTE TTK).
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5.9. Uj generacioés szekvenalas és hagyomanyos Sanger-
féle DNS szekvenalas soran nyert szekvencia adatok

elemzése

Az NGS soran generalt szekvenciaadatok virusmetagenomikai kiértékelését
egyuttmikodd partneriink (Vega Bt.) szolgaltatdas formajaban elemezte szamunkra. A
bioinformatikai elemzés folyamata a kdvetkez6 fontosabb Iépéseket foglalta magaban: az
NGS soran kapott nyers szekvencia részletek minéségi ellenérzésen estek at, majd a tul
révid (<35 nt) vagy rossz mindségi nukleotid szakaszok figyelmen kivll hagyasaval és az
adapter/vonalkdd régiok torlésével referenciaillesztést végeztink, melyhez a GenBankban
elérhetd virusszekvenciakbdl allé adatbazist hasznaltuk.

A virdlis genomok dsszeszerelését és elemzését magunk végeztik el. A szekvenalas
soran generalt adatokat a CLC Genomics Workbench szoftver

(https://www.giagenbioinformatics.com/products/clc-main-workbench) segitségével

rendeztik és analizaltuk. Ugyanezt a szoftvercsomagot hasznaltuk, amikor szekvencia
részleteinket (angolul sequence reads) eukariétdkban eléfordulé virusok szekvenciaihoz
hasonlitottuk, amelyeket a GenBankbal toltéttink le. Az Osszeillesztett egyedi szekvencidkat
ellendriztik, majd egyetlen contigot (nagyobb szekvencia szakasz, amely az atfedd
leolvasott szakaszokbol [readekbdl] all) allitottunk dssze az illesztésekbdl.

A Sanger szekvenalas soran nyert szekvenciak szerkesztése és értékelése a GeneDoc,
valamint a BioEdit szoftverekkel tortént (Hall, 1999; Nicholas et al., 1997). A hasonlésag
megallapitdsa BLAST algoritmus segitségével tortént, az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) internetes alapu keres6 programjan keresztul.

A hagyomanyos Sanger szekvenalas soran nyert szekvencia adatokat és az NGS
szekvencia adatokat ettdl a ponttél azonos médon elemeztik.

A nyilt leolvasasi kereteket (open reading frame, ORF) az NCBI internet alapu ORF

keres6jével hataroztuk meg (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.ntml). A t6bbszords

szekvencia illesztéseket a translatorX (http://translatorx.co.uk/) interaktiv fordito-illeszt6

programmal hataroztuk meg (Abascal et al., 2010). A szekvencidk tovabbi szerkesztése és
értékelése a GeneDoc, valamint a BioEdit szoftverekkel tértént. A filogenetikai elemzést a
MEGAG6 szoftverrel végeztik (Tamura et al., 2013) éspedig neighbor-joining vagy maximum
likelihood modszerrel, a program &ltal legjobbnak itélt szubsztitucios modell alkalmazasaval.
Az atlagos nukleinsav és aminosav genetikai tavolsagokat a p-distance maddszerrel
szamoltuk ki, szintén a MEGAG6 programot hasznalva. A nukleotid sorrenden alapuld
aminosav sorrend analizisét, és osztalyozasat az EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory, European Bioinformatics Institute) webszerverén végeztuk

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/). A transzmembran domének helyét, €és aminosav sorrendjét a
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Phobius internetes alapu keresé segitségével hataroztuk meg (Kall et al., 2007). A nuklearis
lokalizaciés szignalok helyét az alabbi keresével hataroztuk meg:

http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/.
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6. Eredmények

6.1. Kutya eredetii bélsarmintak virom vizsgalata

Munkank soran mintainkat a M.A.S.A. miskolci menhelyérél, valamint egy
maganszemély kutyaitol gydjtottik. Osszesen 37 mintat vizsgaltuk metagenomikai
modszerekkel. 33 minta a menhelyrél szarmazott, mig négy mintat a magan allatartonal é16
allatoktdl gydijtottink. Az adathalmaz elemzésekor a szekvenciakat a kénnyebb atlathatésag
érdekében nagyobb csoportokra osztottuk, ugymint baktérium eredetli szekvenciakra,
bakteriofag eredetli szekvenciakra, valamint eukaridtakat fert6zd virusszekvenciakra. Az
utobbi csoporton belil megkllénboztettiink az allatokat fert6zd virusoktdl szarmazé
szekvenciakat, valamint egyéb kategodriaba sorolhaté egyedi szekvenciakat, melyek taplalék
vagy kornyezeti eredetliek lehettek, vagy szarmazhattak a minta feldolgozasa soran hasznalt
anyagokbdl is. A menhelyi mintakban ezzel a mddszerrel nulla és hat kdzotti eukaridta
szervezeteket fert6zd virustdl szarmazoé szekvenciat detektaltunk, melybe nem szamoltuk be
az egyéb kategoriaju eukariétat fert6z6 virustol szarmazd szekvenciakat (atlag 2,48) (1.
abra), mig a magan allattartéi mintakban csak egyéb kategodridba sorolhaté eukariétakat
fert6z6 virusszekvenciat taladltunk. A menhelyi mintdk 18,18%-aban (6/33) nem
azonositottunk csak egyéb kategoriaba sorolhatd eukariotakat fert6z6é virusokszekvenciat,
amelyek akar a taplalékbdl, kérnyezetbdl szarmazhattak, akar a minta feldolgozasa soran
hasznalt anyagokbal.

Az elbzetes virusmetagenomikai adatok alapjan virus-specifikus PCR és RT-PCR
rendszereket fejlesztettlink vagy adaptaltunk irodalmi hivatkozasok alapjan. A
virusmetagenomikai vizsgalatok és a PCR-rel végzett szlrévizsgalatok részletes

eredmeényeit didaktikai megfontolasbdl az egyes virusok targyalasakor ismertetjuk.

36



100%

90%
RVC readek szdma
80% i
RVB/RVH readek szdma

70% RVA readek szdama

60% M PicodicistroV readek szama
()
KoV readek szama

0,
50% B Gyrovirus readek szdma

40% W CPV-2 readek szdma

CPV-1readek szama
30%
B CoV readek szdma

20% M Calicivirus readek szama

10% BuV readek szama
B AstV readek szdama

0%

NNTNOOPOANLTNDAALTINWOMLUL OO N 0 W AdV readek szdma
ST S S S SS9 A A A NUOUNEAS AT A N ANANOONOSNSNS NN
NAaN AN AN ANANAN NSNS SN SN~~~ N A A A A ™A A = N L
B T e e e e e B e O 0 O o O o O o Y o R I o B T T S
OO0 00000 ddddddd AN AN AN ANANANNNNNNN
NANANANANANNOOOOOOO o o of o o o o o o o oo
WUl wwu YN oo222QRR1R
¥MN¥Y¥Y¥Y¥Y¥Y¥¥Y¥YUdwwwdd AN AN
Y ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ M W oW oW ow o wwwwwww
Y ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ X

1. dbra: Egyes eukariétakat fert6zd virusszekvenciak egymashoz viszonyitott aranya a
mintakban.
A diagramban azok a mintak szerepelnek, melyekben eukariétakat fert6z6
virusokszekvenciakat talaltunk. Azon mintak, ahol kizarélag egyéb kategoérigju virusokbol

szarmazo szekvenciarészleteket talaltunk nem szerepelnek az abran.

6.2. Kutya astrovirus

2012-ben oOsszesen 76 db kutya bélsarmintat gydjtottink, amelyeket RT-PCR
modszerrel szlrtliink kaldnféle RNS virusokra. Az oligonukleotidokat az AstV-ok leginkabb
konzervativ ORF1b génjének kimutatdsara tervezték. A vizsgalati rendszert novényevd
denevérfajokban talalhato astrovirusok altalanos kimutatasara fejlesztették ki, az alkalmazott
primer parok erésen degeneraltak voltak (Chu et al.,, 2008). Ezt a vizsgalati rendszert a
kutyakra jellemz® astrovirusok laboratériumi diagnosztikajaban tébbszér is sikerrel
alkalmaztak (Martella et al.,, 2012, 2011). Ezzel a mddszerrel 6sszesen hét pozitiv mintat
kaptunk.

Az elBbbi csoportbdl véletlenszerlien kivalasztottuk 33 allat 37 darab mintajat, és
ezeket a mintakat metagenomikai elemzésnek vetettiik ala. A 37 mintabdl dsszesen 26-ban
voltak eukariotédkat fert6z6 virus eredetl szekvenciak (1. 4&bra). Metagenomikai
modszerekkel 6sszesen 12 mintaban talaltunk AstV RNS-t. Ebben a 12 mintaban az AstV
szekvencidk aranya az eukariétakat fert6z6 virus szekvenciakhoz viszonyitva <0,1%
(1/18711) és 99,5% (1627/1635) kdzo6tt mozgott. Hat mintdban rendkival alacsony (egy és
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négy kozotti) volt az AstV egyedi szekvenciak (readek) szama, igy azokat nem elemeztik
tovabb. Mas enteralis virus eredetl szekvenciakat is talaltunk a metagenomikai vizsgalat
soran, ugymint parvovirus — CPV-1, CPV-2 — (tiz mintaban), coronavirus (tiz mintaban),
(kettd
picodicistrovirus (ketté mintaban) és gyrovirus (egy mintaban). Osszességében a mintak
21%-ban (16/76) RT-PCR-rel, akar

metagenomikai vizsgalatok soran. Erdekes médon néhany RT-PCR-rel negativ minta

rotavirus (6t mintaban), kobuvirus (6t mintaban), calicivirus mintaban),

detektaltunk astrovirust akar pan-astrovirus
mélyszekvenalassal AstV pozitivnak mutatkozott, valamint egyes AstV szekvencidkat nem
tartalmazé minta pozitivnak bizonyult a kevéssé érzékeny, de széles spektrumu pan-
astrovirus RT-PCR-rel, ezzel jelezve a gyenge korrelaciét a két moddszer kozott (14.

tablazat).

14. tablazat: Az AstV pozitiv (panastro-RT-PCR v. metagenomikai) mintak tulajdonsagai

Minta név Mintagyijtés Az eb kora Hasmenéses PCR sziirés AstV readek
datuma tliinetek eredménye szama
HUN/2012/2 2012.01.20 5 hét igen pozitiv 717
HUN/2012/4 2012.01.26 5 hét igen pozitiv 1
HUN/2012/5 2012.01.30 3 ho igen pozitiv 0
HUN/2012/6 2012.02.03 8 év nem negativ 191
HUN/2012/8 2012.02.10 4 hénap igen pozitiv 0
HUN/2012/22  2012.02.17 3 honap nem negativ 4
HUN/2012/14 2012.03.09 3 felnétt nem pozitiv 0
poolja
HUN/2012/16 2012.03.09 2 felnétt nem pozitiv 0
poolja
HUN/2012/114 2012.04.15 6 év nem negativ 1
HUN/2012/115 2012.04.20 6 ho igen negativ 1920
HUN/2012/116 2012.04.20 1év igen negativ 1
HUN/2012/126 2012.04.27 1 év alatt nem negativ 1627
HUN/2012/135 2012.05.09 3 hét nem negativ 2399
HUN/2012/175 2012.06.05 6 hét nem pozitiv 531
HUN/2012/527 2012.08.23 1év igen negativ 1
HUN/2012/528 2012.09.07 2év igen negativ 1

6.2.1. A kutya astrovirus genomok altalanos jellemzéi
Neégy teljes AstV genomot, és két részleges genomot részletesen elemeztunk. A
kodold szakaszok hossza 6441-6447 nukleotid (nt) kézott, a GC (guanin: citozin) tartalom
45,19-45,48% kozo6tt mozgott. A genomok hossza az 5’ és 3° UTR-t beleszamolva, a poli(A)
farkat pedig levonva 6535 és 6587 nukleotid kdzotti hosszusagu volt. Az 5’ UTR-t négy térzs
(HUN/2012/2, HUN/2012/115, HUN/2012/126 és HUN/2012/135)

meghataroznunk, ezek hossza 42 és 60 nt kozott valtozott. A 3° UTR-t mind a hat torzs

esetében sikerult

esetében megszekvenaltuk, ezek hossza 49 és 100 nt kozott alakult. Az AstV térzseink

altaldnos genomi jellemzdit a 15. tdblazat foglalja 6ssze.
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A kédolé szakaszok szerkezete az AstV-kra jellemzé képet mutatta. Harom,
egymassal atfed6 ORF-et tartalmazott, amelyek a szerkezeti és nem-strukturalis fehérjéket
kodoljak. A josolt genom felépitését a HUN/2012/115-6s torzsbn keresztul a 2. abra

szemlélteti.

15. tablazat: Az AstV torzseink genomi jellemzéi.

Az ORF1 és ORF2 gének esetében a hosszukat az addicionalis start kodon
figyelembevételével hataroztuk meg. Ezt az értéket az ORF1b/ORF2 gének atfedésben is
meghataroztuk. Szimbolumok: * részleges szekvencia; * addicionalis ATG kodon 18 nt-dal
balra, 5" iranyban (25-27 nt) az ORF1a gén start kodonja elétt, **: az ORF1a gén addicionalis

start kodonja miatt az ORF1a-bdl josolt fehérje 6 as-val hosszabb lehet; - nem elérhetd adat.

Torzs neve 5 UTR ORFla ORF1b la/lb ORF2 1b/2 3’UTR Szekvencia GenBank

hossza azonositd

HUN/2012/8 - - 770* - 2328/ 11/52 100 3187* KX599354
2469

HUN/2012/2 60 2670 1530 43 2295/ 8/188 83 6587 KX599349
2475

HUN/2012/6 19* 2670 1530 43 2325/ 8/188 83 6576* KX599350
2505

HUN/2012/115 45 2670 1530 43 2292/ 8/188 83 6569 KX599351
2472

HUN/2012/126 24/42% 2667/ 1530 43 2298/ 8/188 49 6535 KX599352
2685"" 2478

HUN/2012/135 45 2670 1530 43 2292/ 8/188 85 6571 KX599353
2472
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2. abra: A HUN/2012/115 CAstV térzs sematikus felépitése.
A fels6 vonal jelzi a teljes genom hosszat az 5’ és 3’ UTR-rel, poli(A) farokkal egyutt. A csuszés heptamer (AAAAAAC) és azt azt kdvetd stem-
loop (szar-hurok) szerkezeti elem és a sgRNS kezdé nukleotidjanak relativ helyzete nyillal van jeldlve. Az abra aljan a zdld, téglavords és sarga
téglalapok a harom ORF-et jel6lik, az alternativ ORF1b és ORF2 termékeket pirossal és narancssargaval jeldltik. A fehérjék kezdé motivumait,
valamint az ORF2 altal kodolt fehérje végén lévé motivumot is kiemeltik. A lehetséges transzmembran motivumok (TM), a predikalt proteaz

motivum (PRO), a genomhoz koététt fehérje (VPg) és a polimeraz régioé (POL) sététzdlddel van jeldlve.
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6.2.2. Az ORF1a elemzése

Az ORFla 2670 nt méretli volt minden AstV térzsben, a HUN/2012/126 minta
kivételével, és egy 889 as hosszu poliproteint kodolt. A HUN/2012/126 torzs esetében egy
azonos leolvasasi keretben Iév6, alternativ start kodont is azonositottunk 18 nt-dal balra, 5’
iranyban, igy a leolvasasi keret hossza 2667 vagy 2685 nt volt a start kodontdl fliggéen. A
keret-elcsuszast jelold szignalt (,csuszés” heptamer; AAAAAAC szekvencia) a 2622-2628
nukleotid poziciok (a HUN/2012/126 térzsnél 2619/2637 nt) kdzott azonositottuk, mely
szekvencia utan az ORF1b kezd6doétt. A meghatarozott fehérjén astrovirusokra jellemz6é
konzervativ doméneket tudtunk azonositani. Az astrovirus szerin-proteaz motivum 439 és
583 aminosav poziciok koézott helyezkedett. Ot transzmembran motivumot azonositottunk,
rendre a 151-168, 240-266, 287-313, 319-339 és 351-380 aminosav pozicidéknal. Egy
lehetséges coiled coil (dugohuzd) domént is felismertink 595-616 aminosav és 635-656
aminosav pozicioknal.

Az Altalunk meghatarozott CAstV toérzsek (HUN/2012/2, -6, -115, és -135)
szekvenciait egymassal dsszehasonlitva a 96-99% kodzotti nukleotid hasonlésagot mutattunk
ki. A HUN/2012/126 torzs legfeljebb 74%-0s nukleotid hasonlosagot mutatott az CAstV
torzseinkkel. A nem kutya eredetll AstV tdrzsekkel az altalunk vizsgalt hazai CAstV

szekvenciak Iényegesen kisebb (33-51%) azonossagot mutattak nukleotid szinten.

6.2.3. Az ORF1b elemzése

Az ORF1b 1530 nukleotid méretl volt minden térzsnél, ahol sikerllt meghataroznunk
a teljes kodold szekvenciat (Id. 15. tablazat). A HUN/2012/8 térzsnél az ORF1b egy 770 nt
hosszl szakaszat sikerilt meghataroznunk. Az ORF1b a ,csuszds” heptamer utolsé
bazisaval kezdédik, a leolvasasi keret -1-gyel elcsuszik az ORF1a-hoz képest. Az ORF1b
egy 509 aminosav hosszu fehérjét, az RNS-figgé RNS polimerazt (RNA-dependent RNA
polymerase, RdRp) kédolja. Az ORF1b-ben rendkivil konzervativ ,nyél-hurok” szerkezetet
(stem-loop structure) azonositottunk (Caddy and Goodfellow, 2015). Az RdRp domén 168 és
373 aminosav pozicidk kdzott helyezddik, benne a konzervativ motivumok beazonosithaték:
321 as - GNPSG, 364 as - YGDD és 391 as - FGMWVK.

A szekvenciak 6sszehasonlitasat az ORF1b 3’ végén helyez6d6 415 nukleotid
hosszu szakasz alapjan végeztuk. A HUN/2012/2, -6, -115 és -135 98-99% nukleotid (99%
as) hasonlésagot mutatott egymassal, mig egyéb CAstV térzsekkel 96-99%-ban egyezett
nukleotid szinten (99% as). A HUN/2012/126 térzs a legnagyobb hasonldésagot egy
olaszorszagi CAstV torzzsel (ITA/2010/Zoid) mutatta (99% nt, 99% as), mig egyéb CAstV
torzsekkel 85-86% nukleotid és 87-88% aminosav azonossagot hataroztunk meg. A
HUN/2012/8 leginkabb egy nyérc AstV-ra hasonlitott (68% nt azonossag, 70% as
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azonossag), mig egyéb CAstV-okkal valé hasonldsag jelentésen kisebb volt (56-58% nt, és
50-52% as).

6.2.4. Az ORF2 elemzése

Az ORF2 valtozé hosszusagu volt a kilonb6zé AstV toérzsekben. Egy kivételével az
Osszes elemzett torzsben az ORF1b és az ORF2 nyolc nukleotid hosszusagban fedte
egymast. A HUN/2012/8-as térzsben ez az atfedés 11 nukleotid hosszusagu volt. Emellett
volt egy masodik, ugyanabban a leolvasasi keretben talalhaté start kodon 180 nukleotid
pozicioval balra, 5 iranyban, ez a jelenség mas Mamastrovirus genomokban is
megfigyelhetd. Egyedulalléan, a HUN/2012/8 torzs esetében ez az addicionalis ATG kodon
141 nukleotid pozicidval elérébb helyezd6dott.

Szekvenciaegyezés szempontjabol vizsgalva a magyarorszagi CAstV torzseket a
HUN/2012/2 és HUN/2012/135 térzsek nagymértékben hasonlitottak egymashoz (92% nt, és
96% as hasonlosag), egyes kinai CAstV torzsekhez (91-96% nt, 95-99% as hasonldsag),
tovabba egy nagy-britanniai CAstV térzshoz (GB/2014/Lincoln, 91-95% nt, 95-99% as
hasonlésag). A HUN/2012/6 torzs legnagyobb hasonldésagot olaszorszagi és egy nagy-
britanniai torzsekkel mutatta (ITA/2005/3, ITA/2005/6, ITA/2005/8, GBR/2014/Gillingham),
91-95% nukleotid, 96-98% aminosav szinten. A HUN/2012/126 toérzs az ITA/2010/Zoid
térzzsel mutatta a legnagyobb hasonlésagot nukleotid és aminosav szinten (97%, 98%)
egyarant. A HUN/2012/115 t6rzs szintén az ITA/2010/Zoid térzshdz allt a legkdzelebb (79%
nt, 79% as hasonlésag), mig egyéb a hasonlésagi vizsgalatba bevont térzsekkel 72-75%
nukleotid hasonlésag, 75-80% aminosav hasonldsag volt megfigyelheté. A HUN/2012/8 torzs
érdekes modon egy nyérc AstV-sal mutatta a legnagyobb, de &sszességében igy is

mérsékeltnek mondhatd szekvencia egyezést (63% nt, 64% as hasonlosag).

6.2.5. A kutya astrovirusok filogenetikai jellemzése

A filogenetikai jellemzéseket ORF1a, ORF1b és ORF2 nukleotid szekvenciak
Osszerendezésebdl készitettik. Az ORF1a és ORF2 szekvenciaillesztések a teljes kddold
szekvenciabdl készultek. Az ORF1b szekvenciaillesztés a leolvasasi keret 3’ végén talalhaté
415 nukleotid (138 as) hosszu szakaszabdl készilt.

Az ORF1a elemzésében (3. abra) dsszesen hét CAstV tdrzset tudtunk vizsgalni (6t
sajat és kettd egyesilt kiralysagbeli térzs), mivel tébb kutya eredetl térzs nem talalhaté a
GenBankban. A kutya astrovirusok egy monofiletikus csoportot alkottak, mely két agbdl allt,
és a HUN/2012/126 egy kulén agon volt talalhatd, bazalis pozicioban. Az ORF1b
filogenetikai jellemzésébe bevont szekvenciak szamat ndvelni tudtuk, igy megerésitést nyert
az ORF1a fanal medfigyelt mintazat. Négy térzs (HUN/2012/2, -6, -115, -135) egy csoportot
alkotott a legtdbb eurdpai és Eurdpan kivili CAstV tdrzzsel, mig a HUN/2012/126 térzsink a
virulens olaszorszagi térzzsel, ITA/2012/Zoiddal kerillt egy agra (4. abra). A HUN/2012/8
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torzs tavolabb helyez6dott a tobbi CAstV torzstél és egy csoportot képezett nyérc és
kaliforniai oroszlanfoka AstV-kkal. Ez az egyedilalld mintdzat az ORF2 (kapszid) nt
szekvenciak elemzésében (5. dbra) is megfigyelhetd volt. Az ORF2 elemzése képezi alapjat
az AstV-ok rendszertani besorolasanak és jellemzésének. Nagyszamu Mamastrovirus 5
fajba sorolt CAstV torzs vizsgalatakor (Schultz-Cherry, 2013) megdfigyelhetd volt, hogy a
csoporton belul legalabb hat alcsoport kulonul el. Az 6sszes kinai torzs, a nagy-britanniai
GBR/2014/Lincoln térzs, valamint a HUN/2012/2 és a HUN/2012/135 egy egyedulalld
csoportot alkot, ahol a csoporton belil a nt hasonldésag tobb mint 91%. A masodik csoportba
olaszorszagi torzsek tartoztak (ITA/2005-3, ITA/2005-6 és ITA/2005-8), valamint a nagy-
britanniai GBR/2014/Gillingham és a magyarorszagi HUN/2012/6 térzsek, a nukleotidszint(
hasonlosag szintén tébb mint 91%. A harmadik csoport a virulens ITA/2010/Zoid és a
HUN/2012/126 torzseket tartalmazza, 97%-os csoporton bellli nukleotidszint(
hasonlésaggal. Egyéb CAstV torzsek (GBR/2014/Braintree, GBR/2014/Huntingdon,
HUN/2012/115) a fenti torzsek kozott helyez8dtek el, kiilon alcsoportokat alkotva.
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100

98

100 MAstV/Bov/CHE/2012/CH13-KM035759

100 L MAstV/Bov/USA/2011/NeuroS1-KF233994

73 MAstV-13/0Ov/IGBR/1997-NC_002469

100 l_ MAstV-10/Mink/SWE/2003-AY 179509

100 L MAstV-10/Mink/SWE/2008/SMS-GU985458

78

100 MAstV-8/HU/NGA/2007/NI295-NC_013443

100 L MAstV-8/HU/USA/2009/VA2 St WD0680-GQ502193

100 r MAstV-9/HU/USA2007/SG-GQ891990
MAstV-9/Hu/USA/2008/VA1-FJ973620

MAstV/Po/USA/2010/33-JF713711

100 I— MAstV/Bov/CHN/2011/B76-HQ916316

92 L MAstV/Bov/CHN/2011/B170-HQ916314

10‘3[— MAstV/Bov/CHN/2011/B18-HQ916313

100

100

MAstV/Bov/CHN/2011/B76-2-HQ916317

MAstV/Po/USA/2010/43-JF713710

100
MAstV/Po/USA/2010/51-JF713712

100

MAstV/Po/USA/2010/35-JF713713

100 MAstV-6/Hu/AUS/2008/MLB1-FJ222451

MAstV-6/Hu/USA/2008/WD0016-FJ402983

9
100

MAstV-6/HU/USA/2008/MLB2 Stl WD0559-JF742759

99

99

92 MAstV-1/Hu/DEU/2004/Dresden 4-AY720891
97 MAstV-1/HUW/DEU/2004/Dresden 1-AY720892
MAstV-1/HWDEU/1999/Berlin-AF 141381
o MAstV-1/Hu/CHN/2005/Guangzhou-DQ344027
MAstV-1/HU/MEX/2000/Yuc-8-AF260508
1 MAstV-1/Hu/GBR/1993/Oxford H2-L13745
100
9

MAstV-1/Hu/BRA/1994/Goiania 12 94-DQ028633
MAstV-1/Hu/GBR/1993-225771
MAstV-1/Hu/GBR/1993/Oxford H1-L23513
MAstV-1/Hu/BRA/1995/Goiania 12 95-DQ070852

MAstV/Fe/HKG/2012/1637F-KF499111

76 MAstV/Dog/HUN/2012/2 @

100]* MAstV/Dog/HUN/2012/135 &

98 MAstV/Dog/GBR/2014/Gilingham-KP404 149
MAstV/Dog/HUN/2012/6 &

100
MAstV/Dog/HUN/2012/115 @
100,
MAstV/Dog/GBR/2014/Lincoin-KP404150

MAstV/Dog/HUN/2012/126 @

AvAstV/Chi/lUSA/2007/GA2011-JF414802

02

3. abra: ORFla fa

A filogenetikai elemzés a teljes ORF1a génnel (2670 nt) tértént, kutya AstV és egyéb eml8s

AstV-k bevonasaval. A fat neighbor-joining modszerrel, Jukes Cantor tavolsag korrekcios

algoritmussal készitettiik, 1000 mintavétellel. Sajat tdrzseinket fekete rombusszal jel6ltik

meg.
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100 MAstV-1/HU/CHN/2005/Guangzhou - DQ344027
MAstV-1/HU/MEX/2000/Yuc-8 - AF260508
100 MAstV-1/HU/GBR/1993/0xford H1 - L23513

91 MAstV-1/HU/GBR/1993-Z25771

E: MAstV-1/HU/DEU/2004/Dresden 1 - AY720892
88 MAstV-1/HU/DEU/2004/Dresden 4 - AY720891

100

100

100

ag —— MAstV-1/HU/GBR/1993/Oxford H2 -L13745
MAstV-1/Hu/BRA/1995/Goiania 12 95 - DQ070852
MAstV-1/HU/BRA/1994/Goiania 12 94 - DQ028633
MAstV-1/HU/DEU/1 999/Berlin -AF 141381
MAStVIFe/HKI2012/1637F-KF499111
MAsty-4/CSL/USA/2008/CSL2 - FJB90352

100

100

MAstV-7/Dol/lUSA/2007 -FJB90355
100 MAstV-6/HU/AUS/2008/MLB1 - FJ222451

100| L MAStv-6/HUUSAI2008/MD0016 - FJ402983
I MAstV-6/HU/USA/2008/MLB2 StIWD0559 - JF74275
100[ MAstV/Rat/CHN/2007/RS118-HM450381

99

L WAStVIRaUCHNI2007/RS126-HM450382
69 MAstV-9/HU/USA/2008/VAT - FJ973620
100£ MAstV-9/HU/USA/2007/SG - GQ8I1990
_ 53 MAstV-9/HWTHA/2001/NE3010 - GQ415662
100 MAstV-8/HU/NGA/2007/NI295 - NC_013443

100

87

74

L MAstv-8/HWUSA2009/VA2 StiWD06S0 - 60502193
MAStV-Q/HU/NGA2007/NI196 - GO415661
00— MAStV-10/Mink/SWE/2003 - AY179509
100| L MAstv-10Mink/SWE/2008/SMS - GU985458
93 I MAStV-11/CSLUSA/2006/CSL1 - FJ890351

MAstV/Dog/HUN/2012/5@

MAstV-12/Bat/CHN/2007/Guangxi LD71 - FJ571067

MAstV-14/Bat/CHN/2005/AFCD57 - EUS47144

98

MAstV-15/Bat/CHN/2007/Guangxi LD77 - FJ571066

MAstV/IMouse/USA/2008/M52-JF 755422

MAstV-16/Bat/CHN/2005/AFCD11-EUB47145

MAstV-17/Bat/CHN/2007/Guangxi LS11-FJ571068

58 MAstV-19/Bat/CHN/2007/Guangxi LD38 - FJ571065
100| I
1

MAstV-18/Bat/CHN/2005/AF CD337-EUB47155

AVAStVIChi/USA/2007/GA2011-JF 414802

0.07

4. abra: ORF1b fa

A filogenetikai elemzés a részleges ORF1b génnel (415 nt) tértént, kutya AstV és egyéb

emlds AstV-k bevonasaval. A fat neighbor-joining médszerrel, Jukes Cantor tavolsag

korrekcids algoritmussal készitettiik, 1000 mintavétellel. Sajat térzseinket fekete rombusszal

jeloltik meg.
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100

89

100y MAstV-5/Dog/CHN/2008/SH8-HQ623147
100]' MAstV/Dog/CHN/2008/SH15-HQ623148
1 MAstV/Dog/CHN/2009/SH-GU376736
100 MAstV/Dog/CHN/2012-JQ081297
100 MAstV/Dog/GBR/2014/Lincoln-KP404150
MAstV/Dog/HUN/2012/2 @
—— MAstV/Dog/HUN/2012/135 &
MAstV/Dog/GBR/2014/Braintree-KP404152
73 MAstV-5/Dog/ITA/2005/6-FM213332
100 MAstV-5/Dog/ITA/2005/3-FM213330
100] 7 MAstV-5/Dog/ITA/2005/8-FM213331
MAstV/Dog/GBR/2014/Gilingham-KP404149
100 MAstV/Dog/HUN/2012/6 4

50

MAstV-5/Dog/ITA/2008/Bari-HM045005

100 MAstV-5/Dog/ITA/2010/Zoid-JN193534

MAstV/Dog/HUN/2012/126 @

MAstV/Dog/HUN/2012/115 @

MAstV/Dog/GBR/2014/Huntingdon-KP404151

100 MAstV-1/Hu/GBR/1993-225771
MAstV-1/Hu/GBR/1993/Oxford H1-L23513
MAstV-1/Hu/DEU/2004/Dresden 1-AY720892
MAstV-1/Hu/JPN/1991/Osaka 91-AB013618
MAstV-1/Hu/DEU/1999/Berlin-AF 141381
MAstV-1/Hu/CHN/2007/WH1859-DQ630763
MAstV-1/Hu/NOR/1996 -Y08632
MAstV-1/HU/DEU/2004/Dresden 4-AY720891
MAstV-1/Hu/BRA/1995/Goiania 12 95-DQ070852
MAstV-1/Hu/CHN/2005/Guangzhou-DQ344027
MAstV-1/HU/MEX/2000/Yuc-8-AF260508
MAstV-2/Fe/GBR/1998/Bristol-AF056197
MAstV/Fe/HKG/2012/1637F-KF499111
MAstV-1/Hu/BRA/1994/Goiania 12 94-DQ028633
MAstV-1/Hu/GBR/1993/Oxford H2-L13745

99 100] MAstV-3/Po/JPN/2000/Tokushima 83-74-AB037272

89

98

55

L MAstv-3/Po/JPN/1997-Y15938
MAStV-4/CSLIUSA/2008/CSL2-FJ890352
99— MAStV-9/HU/USA/2008/VA1-FJ973620
100rEMAstV-QIHufTHAIZOOHNE?:M 0-GQ415662
100 MAStV-9/HU/USA/2007/SG-GQ891990
100 MAStV-9/HU/NGA/2007/N1196-GQ415661
100f— MAStV-8/HU/USA/2009/VA2 Sti WD0B80-GQ502193
L— MAStV-8/HUNGA/2007/NI295-NC_013443
98 MAStV-10/Mink/SWE/2008/SMS-GU985458
I MAStV-11/CSL/USA/2006/CSL1-FJ890351
MAStV/Dog/HUN/2012/8
MAStV-10/Mink/SWE/2003-AY179509
100] MAStV-12/Bat/CHN/2007/Guangxi LD71-FJ571067
L MAStV-13/0v/GBR/1997-NC_002469
100f MAstV-15/Bat/CHN/2007/Guangxi LD77-FJ571066
1 MAstV-16/Bat/CHN/2005/AFCD11-EU847145
- 100 MAstV-19/Bat/CHN/2007/Guangxi LD27-FJ571070
100 MAstV-19/Bat/CHN/2007/Guangxi LDX19-FJ571071
86 MAStV-19/Bat/CHN/2007/Guangxi LD38-FJ571065
MAStV-19/Bat/CHN/2007/Guangxi LD54 -FJ571073
MAStV-19/Bat/CHN/2007/Guangxi LD45-FJ571072

100

100,

87

100

70 100

MAStV-19/Bat/CHN/2007/Guangxi LD04-FJ571069
MAStV-18/Bat/CHN/2005/AFCD337-EUB47155
MAStV-17/Bat/CHN/2007/Guangxi LS11-FJ571068
100 MAStV-6/Hu/USA/2008/WD0016-FJ402983
100|—: MAStV-6/HWAUS/2008/MLB1-FJ222451

L MAstV-6/Hu/USA/2008/MLB2 Stl WD0559-FJ742759

100

MAstV-7/Dol/lUSA/2007-FJ890355

MAstV-14/Bat/CHN/2005/AFCD57-EU847 144

AvAstV/Chi/lUSA/2007/GA2011-JF414802

0.2

5. abra: ORF2 fa
A filogenetikai elemzés a teljes ORF2 génnel (2292 nt) tértént, kutya AstV és egyéb emlbs
AstV-k bevonasaval. A fat neighbor-joining modszerrel, Jukes Cantor tavolsag korrekcios
algoritmussal készitettiik, 1000 mintavétellel. Sajat tdrzseinket fekete rombusszal jel6ltik

meg. A szdvegben kiemelt csoprtokat fliggilleges vonallal jeldltlik a fa jobb oldalan.
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6.3. Kutya calicivirus

6.3.1. A mintak calicivirus RT-PCR szilirése

Kutya calicivirus RNS-t a mintak 3,9%-ban (3/76) mutattuk ki RT-PCR maddszerrel.
Bar a vizsgalati rendszert human calicivirusok altalanos kimutatasara fejlesztették ki (Jiang
et al., 1999); kés6bbi vizsgalatokban allati calicivirusokra (noro-, sapo-, €s vesivirusok) is
erzékenynek bizonyult a médszer (L'Homme et al., 2009; Martella et al., 2015; Smiley et al.,
2002). A harom calicivirusra pozitiv minta PCR termékeinek szekvenalasa utan egy mintat
(HUN/2012/528) vesivirusként azonositottuk, mig a masik kettd (HUN/2012/7 és
HUN/2012/64) norovirus volt.

A HUN/2012/7 térzs magas (92%) nukleotid hasonlésagot mutatott a dog/170/02/ITA
(EU224456) torzzsel, bar egy rovidebb szakaszon costa ricai kutya norovirussal mutatta a
legnagyobb szekvencia azonossagot (KM057712- 97%, KM057713- 96%; KM057714- 96%).
A HUN/2012/64 térzs legnagyobb szekvencia azonossagot (98% nt) egy olaszorszagi kutya
norovirus torzzsel mutatott (dog/FD53/2007/ITA, JF930689). A HUN/2012/528 vesivirus PCR
szekvencia 94% nukleotid hasonlésagot mutatott a Geel 2008/Belgium (GQ475303) torzzsel,

egy sejtvonal kontaminans calicivirus izolatummal.

6.3.2. A HUN/2012/528 vesivirus torzs elemzése

A virusmetagenomikai vizsgalat soran a HUN/2012/528 mintabdl, amely hasmenéses
feln6tt ebtél szarmazott, coronavirus (30 szekvencia részlet), vesivirus (17 szekvencia
részlet), rotavirus (12 szekvencia részlet), picodicistrovirus (kettd§ szekvencia részlet),
astrovirus (egy szekvencia részlet) és kobuvirus (egy szekvencia részlet) volt azonosithaté.
Ismételt futtatdsokkal sikerllt meghataroznunk a HUN/2012/528 vesivirus térzs részleges
genomijat.

A HUN/2012/528 vesivirus toérzs részleges kédold szekvencigjanak a hossza 8270
nukleotid volt (kb. a genom 98%-a, a CU/296/15/USA t6rzshdz hasonlitva). A teljes 3° UTR
162 nukleotid hosszu volt, nem szamolva a poli(A) farkat. A meghatarozott szekvencia GC
tartalma 47,56% volt. Az RNS genom harom nyilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmazott. Az
ORF1-et részlegesen sikerult meghataroznunk, egy 5790 nukleotid hosszu részt
azonositottunk. Az igy kapott szekvencia a nem-szerkezeti fehérje részleges aminosav
szekvencigjat kodolta (1929 as hosszu). Ezen a fehérjén calicivirusokra jellemzd konzervativ
doméneket sikerllt azonositanunk; helikaz motivumot 597-753 as kozott; ATPaz domént
615-742 as pozicidk kozott; 1256-1372 as poziciok kdzott peptidaz domént, mig 1428-1897
as poziciok kdzott az RdRp domeént, 1643-1768 as poziciok kézott pedig az RdRp katalitikus
domeént sikerult azonositani. Az ORF2 ugyanabban a leolvasasi keretben, 3 nukleotiddal a

genomi RNS 3’ vég iranyaban eltolédva kezdddoétt, 2076 nt hosszusagunak bizonyult és a
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691 aminosavbal allé kapszid fehérjét kodolta; a kapszid domén 151-430 aminosav poziciok
k6zott volt beazonosithaté. Az ORF2 Aaltal kodolt fehérjén konzervativ kapszid hasitd
motivumot (FRAES) azonositottunk 155-159 as poziciok kézott. A harmadik, legkisebb nyilt
leolvasasi keret, az ORF3 405 nukleotid hosszu volt és a 134 aminosav hosszu minor
strukturalis proteint kédolta; ez a leolvasasi keret +2 nukleotiddal elcsuszott a tdbbi ORF-hez
képest (6. abra, A panel). Az ORF2 és az ORF3 kozott 4 nukleotidos atfedés volt (ATGA),
melyben az ATG az ORF3 start kodonja, mig a TGA az ORF2 stop kondonja volt.

6.3.3. Az HUN/2012/528 vesivirus torzs filogenetikai
elemzése

Filogenetikai elemzést és p-distance matrixot készitettink a harom nyilt leolvasasi
keretb6l szarmaztatott fehérje aminosav sorrendje alapjan, hogy toérzsunk filogenetikai
helyzetét feltérképezzik. Az részleges ORF1 &ltal kédolt nem-szerkezeti fehérje aminosav
szekvencidjanak elemzésekor a legkdzelebbi rokon térzs egy olaszorszagi kutya vesivirus
(Dog/Bari/212/07/ITA) és egy amerikai egyesult allamokbeli kutya vesivirus torzs volt
(CU/296/15/USA); ezekkel a tdrzsekkel a maximalis aminosav hasonlésag 99,5% volt. Az
elemzésbe bevont térzsek 98,2-80,3%-0s hasonldésagot mutattak a hazai kutya vesivirussal
(6.4bra, A-C panel). A nem-strukturalis fehérje a legjobban megdrzétt a kodolt fehérjek
kdzott.

A kapszid fehérje aminosav sorrendje és annak szekvencia hasonlésagi jellemzdi
képezik alapjat a virustdrzsek besorolasanak. A HUN/2012/528 vesivirus torzs 84,8-91,5%
aminosav hasonlésagot mutatott a sejtvonal kontaminans vesivirus torzsekkel (87,4%-
Allston/2009/USA, 88,3%-Allston/2008/USA, 91,2%-Geel/2008/BEL, 86,5-2117/DEU), a Binn
és mtsai altal ll-es tipusba sorolt kutya vesivirus térzsekkel (3-68, W191R), valamint a
CU/296 torzzsel (hasonlosag 86,9-92,3%). Ugyanakkor a 48-as referencia kutya
vesivirustorzzsel végzett Osszehasonlitasban minddssze 70,3%-os as hasonlésag volt
észlelhetd (6.abra, A-C panel).

A minor szerkezeti fehérje aminosav szekvencia filogenetikai elemzése is hasonlé
eredménnyel szolgalt, mint a kapszidé. A torzsunk 98-100%-o0s as egyezést mutatott a sejt
kontaminans vesivirus torzsekkel, valamint a virulens olaszorszagi és egyesult allamokbeli
torzsekkel, mig a 48-as referencia térzzsel 81,2%-0s as szekvencia hasonldésagot mutatott
(6.abra, A-C panel).
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minor szerk. ¥ Dog/528/2012/HUN HD?Ng:szsmcgozmuri
ari CHO/Allston/2008/USA GO SOt
feherje Dog/Barif212:2007T
Dog/Bari/212/2007/T CHO/Geel/2008/BEL
CHO/Geel/2008/BEL
CHO/Allston/2009/USA
a5 | Dog/CU/296/2015/USA
Dog/L198T 1968/US,
CHO/2117/DEU CaCVIaB070225
| Dog/3-68/1968/USA DOgHBAAR
Dog/W191R/1973/USA
Dog/L198T/1968/USA
CaCV/AB070225
100 Dog/48/JAP

Cat/Urbana/USA
100 [ Cat/F4/1971/JAP
0.(;01 Paronkénti azonosséi i%i

100

CatiF 41971/ AP

Dog/528/2012HUN

CHO2117/DEU
Dog/f3-68/1968/US
DogM191RMITIS

CHOJAlIstoni2008/US,
Dog/Barii212/200717

CHO/Geel/2008/BEL
CHOJAllstoni2009/US,
Dog/CU/296/2015US

Dog/L198TM968/US,

77-84.7)
£9,3-77
61,6-69,3
53,9-61 5
23-308
154-23
077

92,4-100
84,7-92,4
46,2-539
38,5462
30,3-38,5

6. abra: A HUN/2012/528 vesivirus torzs elemzése.

Panel A: A HUN/2012/528 torzs genomjanak sematikus szerkezete. VPg: genomhoz kotott
virdlis fehérje, Hel: helikaz. Prot: proteinaz. RdARp: RNS dependens RNS polimeraz, UTR:
nem-kodolo régio, Ay, poli-adenin farok.

Panel B: Ugyanezen torzsek bevonasaval készlilt aminosav alapu filogenetikai fak (nem
szerkezeti fehérje — 1929 as; kapszid fehérje — 691 as; minor szerkezeti fehérje 134 as
. Az evoluciés kapcsolatokat neighbor-joining modszerrel térképeztiik fel, bootstrap érték:
500.

Panel C: A nem-szerkezeti fehérje, a kapszid fehérje és a minor strukturalis fehérje p-
distance abrazolasa, az elemzésbe a sajat torzslink (fekete haromszoggel jeldlve) és
valogatott vesivirus térzsek szerepelnek. Az elemzést a MEGAG programmal végeztik.
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6.4. Kutya kobuvirus

6.4.1. A CaKoV pozitiv mintak altalanos tulajdonsagai
A 76 vizsgalt bélsarmintabol 6sszesen 11 bizonyult kobuvirus pozitivnak RT-PCR
vagy metagenomikai médszerrel (14,47%). Az RT-PCR rendszer sajat fejlesztésink, RdRp
és VP1 genomi régiokra illeszkedd két-két primerpart terveztink. A kobuvirus pozitiv mintak

tulajdonsagait a 16. tablazatban foglaljuk 6ssze.

16. tablazat: A kobuvirus pozitiv mintak tulajdonsagai

Minta név Mintagyijtés Az eb kora Hasmenéses PCR sziirés Kobuvirus

datuma tiinetek eredménye readek

szama*
HUN/2012/2 2012.01.20 5 hét igen pozitiv 96
HUN/2012/4 2012.01.26 5 hét igen negativ 5
HUN/2012/6 2012.02.03 8 év nem negativ 20
HUN/2012/8 2012.02.10 4 ho igen pozitiv 0
HUN/2012/64 2012.04.06 fiatal nem pozitiv -
(6-15 ho)

HUN/2012/123 2012.04.27 6 ho nem pozitiv 0
HUN/2012/125 2012.02.10 4 hénap igen pozitiv 1
HUN/2012/174 2012.05.31 10 hetes igen pozitiv 0
HUN/2012/175 2012.06.05 6 hét nem pozitiv 16
HUN/2012/497 2012.08.03 4 év nem pozitiv -
HUN/2012/528 2012.09.07 2 év igen negativ 1

*: 0: nulla read kobuvirusra, -: a mintan nem végeztink metagenomikai vizsgalatot

6.4.2. Metagenomikai médszerekkel kimutattott CaKoV torzs
jellemzése

Virus metagenomikai modszerekkel 6sszesen hat mintaban sikerllt kobuvirus
szekvencia részleteket azonositani, amelyek kdzul egy mintabol (HUN/2012/2) parhuzamos
futtatasokban generalt adatok 6sszegzésével, és a konszenzus végek kiterjesztésével a
telies genombdl egy 8279 nt hosszu szakaszt hataroztunk meg. A HUN/2012/2 mintaban
detektaltunk még AstV-t (717 szekvencia részlet), és CCoV-t (169 szekvencia részlet). A
szekvenciaban egy 2444 as hosszu poliprotein prekurzort azonositottunk. A koédol6é szakasz
nagyfoku hasonlésagot mutatott a GenBankban megtalalhaté CaKoV 1 szekvenciakkal
(92,2-94,8% nt szinten, 97-99,4% as szinten). A magyarorszagi CaKoV szekvencia a
legnagyobb hasonldsagot egy (UK003; KC161964) egyesult kiralysagbeli térzzsel mutatta.

A koédolé szekvencia GC tartalma 58,7% (A=19,89%; T=21,36%; C=38,04%;
G=20,71%) volt. Az 5 UTR 710 nukleotid hosszu és ez 95,7%-ban hasonlitott a DD2 CaKV
torzs azonos genomi régidjara.

A 3 UTR 236 nukleotid hosszu szakaszat sikerllt meghataroznunk, a legnagyobb
hasonlésagot az UK003 (97%) térzzsel mutatta. A 3’'UTR-en a sulyzo jellegl (,barbell-like™)

masodlagos szerkezetet sikerllt azonositanunk (Boros et al., 2012). A megjosolt fehérje
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hasitasi helyek hasonldak voltak a homolog CaKoV-kban leirtakhoz. Egyediili kilénbség a
VP1 és 2A fehérje kozti hasitd helynél mutatkozott; itt a legvalészinlbb hasitasi hely Q/G,
nem pedig Y/V, amint azt el6z6 tanulmanyokban leirtak (Olarte-Castillo et al., 2015). A
genom szerkezete megegyezett a nemzetség tobbi tagjaval: VPg+5’UTR[L/P1(VPO-VP3-
VP1)-P2(2A"PNC_2B_2CHeN_p3(3A-3BYP9-3CP°-3D7-3’'UTR.

A vezetd (leader) fehérie 171 aminosav hosszu, hat ciszteint és négy hisztidint
tartalmazott, amely aminosavak valészinlleg a papain-szer(i proteaz katalitikus diadjanak
vagy triadjanak tagjai (Gorbalenya et al., 1991). Ugyanakkor a kimotripszin-szer(i proteaz
aktivitasra jellemzé GXCG motivum nem volt azonosithaté (Gorbalenya et al., 1989). A VPO
kapszid fehérje N-termindlisan egy mirisztilaciés motivumot sikerllt azonositanunk,
G172NSVT (GXXXT/S) (Chow et al., 1987). A 2A régidoban a konzervativ H-boksz/NC
motivumok, HipssWAL és N11:1sCTHFV motivumok, valamint transzmembran domének voltak
azonosithatéak. A 2C fehérjén, mas picornavirusokhoz hasonléan a Gi46:PPGTGKS
(GXXGXGKS) NTP kot6 motivum (Gorbalenya et al., 1990), és a helikaz aktivitashoz
nélkilozhetetlen D,5:,DIGQ (DDLXQ) motivum volt meghatarozhaté (Lau et al., 2012). A 27
aminosav hosszu VPg fehérje tirozin maradvanyt tartalmazott a harmadik poziciéban. A
szerin tipust 3C proteaz (3CP°) a picornavirusok kdzott konzervativan meg6rzott katalitikus
triadot tartalmazott, hisztidinb6l (PTHigsL-[H42]), aszparaginsavbdl (Dig;:oMMR-[Dg4]) és
ciszteinbdl (GLC1929G-[C143]) allt. A proteaz aktiv helyét a G19,,LCG (GXCG) motivum alkotta
(Gorbalenya et al., 1989), azonban a K[F/Y]RDI RNS-kété motivum hianyzott (Hadmmerle et
al., 1992). Mas PV-khoz hasonléan a 3C polimerazon (3C*) a Y,30.GDD, a K 3sDER
(KDE[L/NR), a G263GNPSG (GG[L/M/NIPSG) és a F,353LKR motivumok megtalalhatéak
voltak (Sauvage et al., 2012).

Filogenetikai szamitasokat végeztink, hogy megvizsgaljuk a CaKoV tdérzsink
sorrendje képezte (7.abra). A filogenetikai fan a magyarorszagi CaKoV a tdébbi CaKoV
torzzsel egyutt csoportosult monofiletikus agat alkotva. Az Aichivirus A allt legkbzelebb a
CaKoV-khoz az ICTV altal elfogadott Aichi virus fajok kdzul. A HUN/2012/2 CaKoV jol
elkuléndlt a Kobuvirus nemzetség tobbi tagjatol, az Aichivirus B, C, D, E, F fajoktdl.
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c6 @ CaKoV KE-2012/2
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100 L Aichivirus A AB040749
Aichivirus F BtMr-PicoV/JX2010 KJ641686
100 Aichivirus E Rabbiut1/2013/HUN KT325852
Aichivirus D Cattle/Kagoshima-1-22-KoV/2014/JPN LC055961
100 Aichivirus C swine/S-1-HUN-2007 EU787450
-I Aichivirus B BoKoV U-1A AB084788

~

100

87

0.05
7. dbra: A P1 régié aminosav szekvenciaja (858 as) alapjan készitett filogenetikai fa, mely a

Kobuvirus génuszon belili kapcsolatokat mutatja be, hangsulyozva a kutya kobuvirusokat.
A fat neighbor-joining médszerrel, Jukes-Cantor algoritmus segitségével készitettik.
Bootstrap érték 1000. A bal alsé sarokban a Iépték a pozicidnkénti aminosav szubsztittciot

jeloli. Sajat CaKoV torzslinket fekete rombusszal jeldltuk.

6.5. Kutya rotavirus C

A virus-metagenomikai vizsgalatok soran egy tiz hetes, hasmenéses kutya
bélsarmintajabdl (HUN/174/2012) sikerult kimutatnunk Rotavirus C-vel rokon szekvencia
részleteket. Az online adatbazisokban mindeddig nem toéltéttek fel kutya RVC toérzs
szekvenciat, igy megkiséreltik a teljes kodold szekvencia 6sszeszerelését. A meghatarozott
torzs szekvenciaja egyedi volt, és hatarozottan elkulonult a human, sertés és szarvasmarha
RVC torzsektdl.

Az elbzetes metagenomikai adatelemzésen a mintankban 24 szekvencia részlet
parvovirusokra, tiz szekvencia részlet rotavirus A-ra, mig 377 szekvencia részlet human,
szarvasmarha és sertés referencia RVC genomokra hasonlitott. A tovabbiakban a térzs
genomjat szinte teljes egészében megszekvenaltuk, dsszesen 11826 szekvencia részletet
kaptunk parhuzamos futtatasokbdl. A VP3 és a VP4 gén 3’ végét, valamint a VP1 és VP5
gén 5 végét metagenomikai modszerekkel csak részlegesen tudtuk meghatarozni. igy e

szakaszok nukleotid sorrendjét RNS ligalas és hagyomanyos szekvenalas kombinacidjaval
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determindltuk (Mihalov-Kovacs et al., 2015a). A kapott genom szekvencian a contigok
atlagos lefedettsége elfogadhaté tartomanyban mozgott (VP6 esetében a legkevesebb: 65x%,
NSP3 esetében a legtdbb: 194x).

A torzsunk altalanos tulajdonsagait a 17. tablazatban foglaltuk dssze. A vizsgalt RVC
térzs genomja 11 fehérjét kddolt, hat szerkezeti fehérjét, valamint 6t nem-szerkezeti fehérjét.
A struktaralis fehérjek a genomi dsRNS-t korilvevé haromrétegi fehérjeburkot alkotjak, mig
a nem-szerkezeti fehérigk a dsRNS replikaciéban, transzkripcidéban, sejtszinti
korfejlédésben és a viruspartikulak érési folyamataban vesznek részt (Pesavento et al.,
2006). 11 RNS szegmenst és az ORF-ket Osszehasonlitottuk human, sertés és
szarvasmarha RVC referencia torzsekkel (Fliggelék, F1. tablazat). A VP7 génbdl
szarmaztatott aminosav szekvencia kissé hosszabb volt, mint azt a human, szarvasmarha és
sertés referencia torzsek esetében lattuk (337 as vs. 332 as). A VP6, az NSP2 és az NSP3
aminosav szekvenciajanak mérete megegyezett a mas fajokbdl szarmazd megfeleléjével
(VP6, 395 as, NSP2, 312 as, NSP3, 402 as). A kutya RVC torzs, valamint a human, sertés
és szarvasmarha RVC torzsek kozotti nt szekvencia hasonlosagi értékekeket és a
génenkénti genotipusokat a 18. tablazatban foglaljuk dssze. Rdviden, a nukleotid szekvencia
hasonlésagok dsszességében 67-84% kozott mozogtak az RVC tdrzsek génjei kdzott. A
referencia térzsekhez hasonlitva a legkisebb szekvencia azonossagot az NSP1 és NSP4
esetében figyeltUk meg (67-87%, valamint 67-77%), mig a legnagyobb szekvencia
azonossagot az NSP2-nél talaltuk (79-84%).

17. tablazat: A magyarorszagi kutya RVC torzs génjeinek egyes tulajdonsagai.

Kédolt fehérje GenBank Kédolé szekvencia Lehetséges molekularis funkcié az
(szegmens név) azonosité (nt/as) RVA homolégiajara alapozva
NSP1 (5. szegmens) | KP988019 1182/393 nem teljesen tisztazott
NSP2 (8. szegmens) | KP988020 939/312 RNS-kotés, hidrolaz aktivitas
NSP3 (7. szegmens) | KP988021 1209/402 dsRNS-koétés (5'-GACC-3’ motivum
felismerés)
NSP4 (10. szegmens) | KP988022 453/150 enterotoxin
NSP5 (11. szegmens) | KP988023 633/210 Mg-ion koétés, ATPaz aktivitas
VP1 (1. szegmens) KP988013 3273/1090 RdRp
VP2 (2. szegmens) KP988014 2646/881 viralis nukleokapszid
VP3 (3. szegmens) KP988015 2082/693 guanilil- transzferaz; GTP kotés
VP4 (4. szegmens) KP988016 2208/735 ti':ike fehérje, kils6 kapszid réteg
alkotéja
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Kodolt fehérje

GenBank

Koédol6 szekvencia

Lehetséges molekularis funkcio az

(szegmens név) azonosité (nt/as) RVA homolégiajara alapozva
VP6 (6. szegmens) KP988017 1188/395 kilsé kapszid réteg alkotdja
VP7 (9. szegmens) KP988018 1014/337 glikoprotein, kulsé kapszid réteg

alkotdja

18. tablazat: A KE174/2012 kutya RVC tdrzs nukleotid hasonlosagi értékei génenként

sertés, szarvasmarha és human referencia toérzsekhez viszonyitva.

Szegmens Nukleotid szekvencia hasonlosag Cut-off Altalunk Suzuki és mtsa.
heterolég RVC torzsekkel (%) értékek meghatarozott szerint
(%) genotipus feltételezett
genotipus
human sertés szarvasmarha (2017.)
(Bristol) (Cowden) (Shintoku)
VP7 76.2-76.9 73.0-78.3 76.7 85 G10 Gl1
VP4 71.2-71.9 71.9-75.3 76.0-76.3 85 P8 P11
VP6 80.1-80.8 79.9-83.2 84.1-84.3 87 18 18
VP1 80.0-80.3 80.3 81.6-81.9 84 ? R4
VP2 78.1-78.9 79.8 80.6-81.2 85 ? Cc4
VP3 76.2-78.8 76.6 79.9-81.0 85 ? M5
NSP1 67.2-68.1 74.5 76.5-78.3 84 ? Ad
NSP2 79.1-80.9 81.6 83.2-84.2 87 ? N4
NSP3 78.3-79.7 78.7 81.4-82.2 85 ? T4
NSP4 67.2-70.2 75.5-77.3 67.4-68.3 81 ? E4
NSP5 76.6-77.1 80.9 80.2-82.9 80 ? H4

A cut-off értékeket, amely alapjan térzsiink genotipusat meghataroztuk az alabbi publikaciébol

adaptaltuk: Suzuki et al. 2017.

A VP4, VP6 és VP7 gének filogenetikai elemzése soran bizonyitast nyert, ami mar a

hasonlésagi szamitasok soran sejthetd volt, hogy a KE174/2012 térzs kilén csoportot képez

az eddig leirt genotipusok ko6z6tt. Mindharom fa esetében a tdrzsinkhdz legkdzelebb

szarvasmarha RVC tdrzsek alltak. A tdbbi nyolc fa esetében a human, a sertés és a

szarvasmarha torzsek jol elktlonulé csoportot formaltak. A magyarorszagi kutya RVC torzs

kalén agon helyezkedett el, altaldban szarvasmarha RVC tdérzsekhez allt a legkdzelebb.
Egyeddli kivétel az NSP4 gén volt, ahol a KE174/2012 térzs sertés eredetli RVC térzsekhez
helyez6dott kdzelebb. Ezek a megfigyelések felvetik a lehet6ségét egy mudltbeli sertés-

szarvasmarha reasszortaciénak, az azonban meg bizonytalan, hogy ez az esemény a

kutyahoz val6é adaptalodas el6tt vagy azutan kovetkezett be (Flggelék: F1. abra).
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6.6. Kutya rotavirus I

A metagenomikai vizsgalatok soran két minta esetében szokatlan rotavirus szekvencia
részleteket fedeztink fel az el6zetes elemzések soran. Egy kolyokkutya mintajaban
(KE135/2012), tobb enterdlis virus volt azonosithatd, tobbek kozott rotavirus A (141
szekvencia részlet), astrovirus (2399 szekvencia részlet), parvovirus (4053 szekvencia
részlet); valamint egyetlen 53 nt hosszu szekvencia részlet, amelyet RVB VP1 génként
azonositottunk. Egy masik, a 6.3.2-3. pontokban mar emlitett mintabol, amely hasmenéses
felnétt ebtdl szarmazott (KE528/2012), coronavirus (30 szekvencia részlet), vesivirus (17
szekvencia részlet), picodicistrovirus (ketté szekvencia részlet), kobuvirus (egy szekvencia
részlet) és astrovirus (egy szekvencia részlet) volt azonosithatd; ezeken felil RVB/RVH-
szerl szekvenciakat identifikaltunk, melybdl 6t a VP1 génre, hét a VP3 génre illeszkedett.
Ezutan LiCl-os precipitacioval dsRNS dusitast végeztink a KE135/2012 jeliG mintan. Mivel
azonban a virus alacsony titerben volt jelen a mintaban (ti. PAGE-ben végzett ezlstfestéssel
sem volt kimutathaté a genomi RNS), ezért a mélyszekvenalds soran drasztikusan
megemeltik a minta szekvenciainak mennyiségét. A futtatdas eredményeképpen 1,59 millié
szekvencia readet kaptunk, amelyet Osszeillesztve megkaptuk az dsszes strukturalis gént, és
egyes nem strukturalis géneket is rekonstrualtunk. Ezek a gének Iényegesen eltértek az
eddig ismert rotavirus A-H referencia szekvenciaktdl (19. tablazat). A kédolé szekvenciak
meghatarozasaban altalaban elégségesnek bizonyult, ha a konszenzus végeket
kiterjesztettik az lonTorrent szekvenciak alapjan. Azonban az NSP3 és NSP4 gének
esetében ez a mddszer nem vezetett eredményre, minden bizonnyal ezen gének nagyfoku
valtozatossaga miatt, ami az egész nemzetségben medfigyelheté (Kindler et al., 2013;
Trojnar et al., 2010). Mivel minden rotavirus fajnal a genomi RNS GC (guanin:citozin) aranya
kicsi (29-40%), ezért ugy szamitottuk, hogy az alacsony GC tartalmu szakaszok (contigok),
amelyeknek el6zbéleg nem adtak eredményt a génbanki kereséskor, megfelel jeldltek
lesznek a hianyzd gének dsszedllitasaban. Es valdban, a tovabbi illesztések és elemzés
soran a Kkivalasztott szekvenciakbol sikerllt azonositanunk az NSP3 gént, amit
megerdésitettiink egy hasonlésagi kereséssel BlastX motoron keresztul

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Végul egy 800 nt hosszu szekvencia toredékbdl

szarmaztatott fehérje szekvencianak elemzése soran az NSP4 gént is sikerdlt
azonositanunk. Az igy Osszeallitott konszenzus szekvenciat referenciaként hasznalva
Ujravizsgaltuk a menhelyi kutyaktdl szarmazé metagenomikai adathalmazt, azonban a fent
emlitett mintakon kivul mashol nem ismertink fel Ujszer( rotavirusokat. Mindketté szokatlan
rotavirusnal (KE135/2012 és KE528/2012) a szegmensvégek nukleotidsorrendje meg6rzott
volt (5’ vég GGC/TA; 3’ vég AACCC); valamint a legtdbb gén esetében nagyfoku volt kettdjik
kozott a szekvencia hasonlosag (pl. VP2: 88% nt, 95% as hasonlésag; NSP4 99% nt, 99%
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as hasonlésag). A VP7 gén esetében azonban rendkivil alacsony volt a szekvencia
azonossag (53% nt és 38% as szinten). A két RVI torzs genomjanak altalanos tulajdonsagait
a 20. tablazatban foglaltuk dssze, a fehérjék pontos funkcidjanak feltérképezésére tovabbi

vizsgalatok szikségesek.

19. tablazat: Az Ujszeril kutya RV térzsunk (KE135/2012), és az RVA-RVD, valamint az
RVF-RVH referencia térzsek kdzo6tti aminosav alapu hasonldsagi értékek.
A joésolt aminosav szekvencia alignementet a Multalin internetes program segitségével,

BLOSUMG2 algoritmus alapjan készitettlk (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Az

aminosayv tavolsagokat a MEGAG program p-distance algoritmusa segitségével szamitottuk
Ki.

RVA RVB RVC RVD RVF RVG RVH
VP1 23 53 21 22 23 55 57
VP2 15 42 14 13 14 41 45
VP3 15 32 12 14 13 33 39
VP4 11 24 12 12 11 26 27
VP6 16 38 14 14 13 38 46
VP7 17 26 11 14 11 22 29
NSP1 <10 <10 <10 <10 <10 <10 20-21
NSP2 15 42 16 15 14 41 42
NSP3 21 14-21 10-12 <10 12 18-20 15-16
NSP4* 9-13 11 <10 11 10 10-11 14
NSP5 <10 25 <10 <10 <10 29 30

*Az NSP4 meghatarozasa nem volt lehetséges homoldgia kereséssel. Mindamellett a szerkezeti
ananlizis soran azonositottunk egy lehetséges helikalis transzmembran motivumot (47-64 as és/vagy
71-88 as pozicidkban), egy dugéhuzé motivumot (42-168 as poziciéban) valamint egy glikozilacios
helyet (NGS motivum, 31 as poziciéban).
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20. tablazat: RVI térzseink (KE528/2012; KE135/2012) génjeinek tulajdonsagai

Koédolt fehérje Torzs neve GenBank 5 UTR Kdédol6 szekvencia 3’UTR
(szegmens név) azonosité (nt) (nt/as) (nt)
NSP1 (5. szegmens) NSP1-1: 240/79
KE135/2012 KM369887 39 64
NSP1-2: 1173/390
NSP1-1: 240/79
KE528/2012 KM369898 39 63
NSP1-2: 1173/390
NSP2 (8. szegmens) KE135/2012 KM369888 52 906/301 60
KE528/2012 KM369899 52 906/301 58
NSP3 (7. szegmens) KE135/2012 KM369889 36 822/273 96
KE528/2012 KM369900 36 813/270 102
NSP4 (10. szegmens) | KE135/2012 | KM369890 15 660/219 76
KE528/2012 KM369901 15 660/219 75
NSP5 (11. szegmens) KE135/2012 KM369891 54 474/157 65
KE528/2012 KM369902 54 474/157 61
VP1 (1. szegmens) KE135/2012 KM369892 6 3489/1162 23
KE528/2012 KM369903 6 3489/1162 23
VP2 (2. szegmens) KE135/2012 KM369893 14 2949/982 39
KE528/2012 KM369904 14 2949/982 37
VP3 (3. szegmens) KE135/2012 KM369894 25 2106/701 29
KE528/2012 KM369905 25 2106/701 29
VP4 (4. szegmens) KE135/2012 KM369895 6 23341777 31
KE528/2012 KM369906 6 23347777 30
VP6 (6. szegmens) KE135/2012 KM369896 31 1188/395 59
KE528/2012 KM369907 31 1188/395 60
VP7 (9. szegmens) KE135/2012 KM369897 6 813/270 39
KE528/2012 KM369908 12 798/265 59

A VP6-bdl szarmaztatott aminosav szekvencia szolgalt alapjaul a rotavirus térzseink
besorolasara (Matthijnssens et al., 2012). Tébb szaz VP6 gén as szekvencigjanak
elemzésével olyan hasonlésagi hatarértéket hataroztak meg (53%), mely hasznalataval,
nagy biztonsaggal elkulonitheték az RV fajok egymastdl. Ez a modszer egyszeriibb, kevésbé
id6igényes, mint a klasszikus virologiai elkilonitd modszerek hasznalata (klinikai,
morfolégiai, szeroldgiai tulajdonsagok egylttes vizsgalata). A legnagyobb aminosav

hasonlésag egy Uj rotavirus H torzzsel mutatkozott (46%). Kisebb szekvencia
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hasonldsagokat talaltunk, amikor mas, véletlenszerlien kivalasztott rotavirus fajt vizsgaltunk
(pl rotavirus G és B <37%, rotavirus A, C, D és F <18%)).

A VP6 fehérje filogenetikai elemzése soran két nagy csoportot figyeltink meg a
rotavirusok kozott (Kindler et al., 2013). Az djonnan leirt rotavirus torzseink a rotavirus H, G
és B fajokkal alkottak egy csoportot (egyes klad), mig a masodik csoportba (kettes klad) a
rotavirus A, C, D és F tartozott (8. abra). Ez a mintdzat a tdbbi gén esetében is
megfigyelheté volt. Osszességében a szekvencia- és a filogenetikai analizis egyittesen
szemlélteti a mérsékelt genetikai hasonlésagot a rotavirus A-H fajok képviselGivel,
alatamasztva, hogy egy Uj faj, a Rotavirus | képviseldit talaltuk meg (Flggelék, F2. abra). Az
Uj rotavirus faj els6é képvisel6it a legujabb ajanlasok alapjan RVI/Dog-wt/HUN/KE135/2012-
nek és RVI/Dog-wt/HUN/KE528/2012-nek neveztiik el (Matthijnssens et al., 2011a).
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8. abra: RVI VP6 aminosav (395 as) alapu filogenetikai fa
A fat neighbor-joining modszerrel készitettlk, a csillagok a >90% bootstrap értékeket jeldlik.
A két magyar kutya RV torzs, amelyeket az uj Rotavirus | fajba soroltunk, a kettes kladba
tartozik az RVH, RVG és RVB fajokkal. Az egyes kladba az RVA, RVC, RVD és RVF fajok

tartoznak.
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6.7. Kutya bufavirus, CBuV
6.7.1. CBuV pozitiv mintak

A bélsarmintdakban metagenomikai vizsgalattal igéretes Ujszeri parvovirus
szekvencia részleteket azonositottunk (harom mintaban). A kapott szekvencia adatok
alapjan real-time PCR modszerrel szirtiink meg 70 vizsgalt bélsarmintat, melybdl 6sszesen
26 bizonyult bufavirus pozitivnak. Sajnos mar nem tudtuk az 6sszes mintat bevonni a real-
time PCR-es szlrévizsgalatba, valamint a HUN/2012/174-es mintanal sem sikerllt a
viszonylag nagy readszam ellenére a tovabbi elemzés, mivel egyes mintak elfogytak, vagy
egyéb virusok vizsgalata prioritast élvezett. A real-time PCR protokollt Vito Martella
professzor (Universitda degli Studi di Bari Aldo Moro, Olaszorszag) bocsatotta
rendelkezéslinkre (Martella et al., 2018). A bufavirus pozitiv mintdk tulajdonsagait a 21.

tablazatban foglaljuk dssze.

21. tablazat: CBuV pozitiv mintak metagenomikai vagy real-time PCR mddszerrel

Minta név Pinall?l:arlngg Hites Az eb kora :-l_ljanserreeknéses ste{?i;;n;?eF;SnFénye 53l::f::|i(r::éma*
HUN/2012/3 2012.01.23 1 év igen + 0
HUN/2012/5 2012.01.30 3 ho igen + 0
HUN/2012/7 2012.02.03 6 hét igen + 0
HUN/2012/9 2012.02.16 8 hét nem + 0
HUN/2012/10 2012.02.16 8 hét igen + 0
HUN/2012/17 2012.03.09 felnott nem +

HUN/2012/18 2012.03.19 1-6 év nem + )
HUN/2012/19 2013.03.19 2-6 ev nem + )
HUN/2012/20 2012.03.19 1-9 év hem + )
HUN/2012/22 2012.02.17 3 ho nem + 7
HUN/2012/57 | 2012.02.17 3 ho igen + 0
HUN/2012/59/2 | 2012.03.09 1 év alatt nem + .
HUN/2012/65 2012.04.06 6 ho-3 év nem + 3
HUN/2012/66 2012.04.06 feln6tt nem + )
HUN/2012/114 | 2012.04.15 6 év nem + 0
HUN/2012/118 | 2012.04.20 6 év igen + )
HUN/2012/125 | 2012.04.27 1 év alatt igen + 0
HUN/2012/126 | 2012.04.27 1 év alatt nem - 4
HUN/2012/129 | 2012.05.09 3év nem + )
HUN/2012/132 2012.05.09 1 év alatt nem + -
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Minta név ZI’intagyl'jjtés Az eb kora asmenéses  Real-time PCR Bufavirus
atuma tiinetek szlirés eredménye readek szama

HUN/2012/133 | 2012.05.09 4-6 hét nem + ]
HUN/2012/136 | 2012.05.11 4-6 hét nem + )
HUN/2012/143 | 2012.07.14 7 év nem + 0
HUN/2012/159 | 2012.05.29 7ho nem + )
HUN/2012/174 | 2012.05.31 kdlydk igen + 93
HUN/2012/175 | 2012.06.05 6 hét nem N 0
HUN/2012/527 | 2012.08.23 1év igen + 0

*: 0: nulla read bufavirusra, -: a minta nincs bevonva a metagenomikai vizsgalatba.

6.7.2. Bufavirusok keresése real-time PCR médszerrel
El6zetes virusmetagenomikai eredmények azt sejttették, hogy egyes mintakban
(HUN/2012/22 és HUN/2012/126) Uj parvovirust azonositottunk. Valds-idejii PCR médszert
dolgoztunk ki a virus azonositdsara egy olaszorszagi kutatécsoporttal egylttmikddésben. A
real-time moddszerrel 6sszesen 70 mintat szlirtink meg, ebbdl 26 lett pozitiv. A PCR
termékeket agardz gélelektroforézissel is ellenériztik. A Ct érték 14,7-37,9 kozotti volt a
pozitiv esetekben. Kettdé esetben a pozitiv real-time gorbe és pozitiv gélkép ellenére az

elemzb program nem tudott Ct értéket szamolni.

6.7.3. Kutya bufavirus metagenomikai eredmények

Két uj protoparvovirus torzs kozel teljes hosszusagu genom szekvencigjat sikerult
meghataroznunk metagenomikai médszerek segitségével (HUN/2012/2 és HUN/2012/126).
A kédolé szekvencia mindkét esetben 4219 nt hosszu volt, a részleges UTR-ket is
beleszamitva a HUN/2012/22 esetében 4463 nt, a HUN/2012/126 esetében pedig 4308 nt
hosszu szekvenciat kaptunk.

A kodold szekvenciaban két ORF-et azonositottunk, a bal oldali 1917 nukleotid
hosszu ORF1 kédolta a nem-szerkezeti fehérjét (NS1, 638 as), a jobb oldali, 2316 nukleotid
hosszu ORF2 pedig a kapszidot alkotd két fehérjét (VP1, 710 as; VP2, 568 as) kédolta. A
telies kodolé szakasz szekvenciaillesztés elemzése ravilagitott, hogy bufavirusaink jol
elkilénllnek a parvovirusoktdl (<58% nt hasonlésag) és egyéb bufavirusokkal
csoportosulnak egyutt. A CBuV a féemlds (61,6-63,2% nt), valamint sertés mintakbdl (59,6%
nt) detektalt bufavirusokkal mutatta a legnagyobb hasonlésagot (Handley et al., 2012;
Hargitai et al., 2016; Phan et al., 2012; Sasaki et al., 2015; Yabhiro et al., 2014), mig a CPV-2
torzsekkel 45% nukleotidszintl hasonlésagot mutatott. A feltételezett NS1 start kodon egy
erés Kozak szekvenciaban talalhaté (ACCATGG). Az ATP vagy GTP kétéhelyet jelzé Walker
motivumot (GXXXXGK[T/S]) azonositottunk az NS1-ben (405-GPASTGKS-412) (Walker et

al., 1982). Tovabba két konzervativ replikaci6 kezd® motivumot is azonositottunk,
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GLHFHVLLQ és IVRYFLTKQP (a konzervativ as-kat félkdvér betlikkel jeldltik) (Phan et al.,
2014). A nukleotid és aminosav szekvencia hasonldsagi matrixokban lathatd, hogy az NS1
kevesebb, mint 69,4% nt, és 51,4% as hasonlésagot mutatott a Protoparvovirus nemzetség
tagjaival (22. tablazat).

Az ORF1 14 nukleotiddal atfedett az ORF2-n. Az Osszerendezett szekvenciakat
vizsgalva, egyéb BuV-kkal dsszehasonlitva két lehetséges hasitasi helyet is azonositottunk
az ORF1-ben. Az 1931 nt poziciéban egy lehetséges donor helyet (AG|GT), mig az 2115 nt
pozicidban egy lehetséges befogadd helyet (AG|G) talaltunk. A feltételezett VP1 szekvencia
az ORF1 végénél kezd6dott, 1906 nukleotid pozicional. A foszfolipaz A2 motivum erésen
konzervativ kalcium koétéhelyét (YLGPG) is a VP1 ORF-jében azonositottuk. A foszfolipaz
katalitikus maradvanyai (HD és D) a 41-42, valamint a 63 as pozicidoban helyezédtek. A VP1
<67,2% as hasonlésagot mutatott a Parvovirinae csalad tébbi tagjaval. A CBuV VP2
fehérjéjének N-terminalisan glicin-gazdag szekvencia talalhaté (GGGGGGGSGVG), ez a
szekvencia mas parvovirus VP2-nél is fellelhet6 (9. abra).

A filogenetikai elemzés soran a kutya bufavirusok egy jol elkllonilt csoportot
alkottak, korulottik patkany, denevér, sertés, és féemlds bufavirusok helyez8dtek (10. abra).
A csoportban torzseinkhez legkdzelebb human bufavirusok helyezédtek (Phan et al., 2012;
Yahiro et al., 2014), valamint rhesusmajombdl (Handley et al., 2012) és sertésbél detektalt
bufavirusok (Hargitai et al., 2016).

PLAZ
710as |
183 nt
{ VP12133nt
5 UTR—— NS11917nt VP21707 nt —— 3'UTR
[ B3gas ] [ 568 as ]
/l\

Hu/lT-i\uuT T EE G g/l\zdagrégié

YuxK  GxoGKS

9. abra: A CBuV virus genom szervezédése
NS1 fehérje: GxxxxGKS -Walker A motivum, EE - Walker B motivum; HuHuu és
YuxK - replikacio iniciald6 motivumok. VP1 és VP 2 fehérjék: PLA2 - foszfolipaz A2 motivum,
G gazdag régio - glicin gazdag régio. UTR: nem kddolo régio.
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22. tablazat: Szekvencia hasonlosagi szazalékok a CBuV-k és egyéb parvovirusok
kozott az altalunk meghatarozott, nem teljes szekvenciaban; valamint az egyes ORF-ek és

fehérjék kozott. A félkovér betitipus a legnagyobb hasonlosagi értéket jelzi.

Virus HUN/2012/22 HUN/2012/126
Genom NS1 VP1 Genom NS1 VP1
nt nt as nt as nt nt as nt as

Kutya bufavirusok

HUN/2012/22 - - - - - 99,9 99,9 99,8 99,9 99,8
HUN/2012/126 99,9 99,9 99,8 999 998 - - - - -
ITA/2011/297-15 99,8 99,8 99,6 999 99,6 99,8 99,8 99,7 99,9 99,6

Egyéb parvovirusok

Hu/BuV 1a/JX027296 61,7 67 476 68,1 64,6 | 61,7 67 47,6 68,1 64,7
Hu/BuV 1b/JX027295 61,7 67 47,3 68,2 64,6 61,7 67,1 47,3 68,2 64,7
Hu/BuV 2/3X027297 61 66,9 48 66 62,7 | 61 67 48 66 62,9
Hu/BuV 3/AB847987 61,1 67,2 48,4 665 629611 67,3 485 66,5 63

SI/WUHARV/JIX627576 63,2 69,4 51,4 67,8 674633 69,5 514 67,8 67,6
Po/Zsana/2013/HUN/KT965075 59,6 65,7 46,5 66 65,8 | 59,6 65,7 46,5 66 66

Bat/Megabat BuV 1/LC085675 59,4 65,2 457 61,1 609 : 594 65,2 45,7 61,1 61

Ro/Mpulungu BuV/NC026815 57 64,3 45 55,8 551 |57 64,4 45 55,8 55,1
Ro/Rat BuV SY/KT716186 56,8 63,2 43,2 549 545 56,8 63,3 43,2 54,9 54,5
Ca/CPV-2/NC001539 45 56 40,6 426 33,2 |45 56,1 40,7 42,6 33,2
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100

100

100 [ Human bufavirus 1a JX027296
Human bufavirus 1b JX027295

Human bufavirus 3 AB847987

WUHARYV panwovirus 1 JX627576
Protopanovirus Zsana/2013/HUN KT965075
CBuV ITA/2015/297 MF198244

100

100 | @ CBuUV HUN/2012/22 MF198245
100/ @ CBuV HUN/2012/126 MF198246

Megabat bufavirus 1 LC085675
Rat bufavirus SY KT716186

92

100 —— Mpulungu bufavirus NC026815
ger Canine parvovirus NC001539
100 [{ Racoon panovirus 118A JN867610

98

100

100

Feline panleukopenia virus EU659111
Porcine parvovirus NC001718
99 — Kilham rat virus AF321230
Rat minute virus 1a AF332882

100 | ——— Mouse panvovirus 4 FJ440683

95 L—— Minute virus of mice NC001510

Turkey parvovirus GU214705

Porcine panvovirus 3 KU167028

85

Porcine panvovirus 2 NC025965

99

Porcine panvovirus 6 KR709265

Porcine panvovirus 5 JX896322

P
0.2

Seal parvovirus KF373759

10. abra: CBuV kapszidjanak nt szekvenciaja (2316 nt) alapjan készitett filogenetikai

fa, mely a protoparvovirusok valtozatossagat mutatja be.

A fat neighbor-joining médszerrel, Jukes-Cantor algoritmus segitségével készitettik.

Bootstrap érték 1000. A bal alsé sarokban a lépték a pozicidnkénti nukleotid szubsztituciot

jeléli. Sajat torzseinket fekete rombusszal jel6ltik.
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7. Megbeszélés

7.1. Magyarorszagon kutyaban el6szor identifikalt virusok

enteralis kérképben

7.1.1. Kutya astrovirus

Az astrovirus fert6zést a vilag tébb pontjan leirtak kutyabdl, azonban prevalencia
adatok és a virus genetikai valtozatossaga még mindig nem teljesen ismert. Vizsgalatunk
soran sem megerdsiteni, sem megcafolni nem tudtuk az ok-okozati kapcsolatot az AstV
fert6zés és a hasmenéses megbetegedés kozott. Tovabba a pan-astrovirus PCR sziirés és a
metagenomikai eredmények kozott sem talaltunk korrelaciét, noha egyik médszer sem rutin
diagnosztikai eszkdz, valamint a tesztek szenzitivitasat sem vizsgaltuk. Jelenleg ezeket a
modszereket inkabb a virusok sokszinliségének vizsgalatara hasznaljuk leginkabb, mint
egymastol fiiggetlen moddszereket. igy a tanulmanyunk soran leirt prevalencia adatokat
korultekintéen kell értelmeznink, még ha az aranyok hasonléak az irodalomban eléfordulo
adatokhoz. AstV RNS-t mutattak ki olaszorszagi (Martella et al., 2011), kinai (Zhu et al.,
2011), japan (Takano et al.,, 2015), franciaorszagi (Grellet et al., 2012) és egyeslilt
kiralysagbeli kutyak (Caddy és Goodfellow, 2015) bélsarmintaiban. A legtdbb tanulmanyban
a hasmenéses tlneteket mutatd kutyaknal szignifikansan nagyobb szdmban ki lehetett
mutatni az AstV-t, még ha az allatok szama, tartasi kériilményei és kora rendkivil valtozatos
is volt. Egy olasz tanulmanyban két kutya természetes korulmények kozott fertéz6dott AstV-
sal és a virusurités korrelaciét mutatott a tlinetek sulyossagaval, valamint szerokonverzio is
megtortént (Martella et al., 2012). Ez utalhat az AstV kérokozo6 szerepére. Tovabbi kisérletes
fert6zések lehetnek szikségesek, hogy az AstV fertézés, és a klinikai tunetek kapcsolatat
vizsgalni tudjuk.

Az ebben a tanulmanyban megszekvenalt AstV-k ORF-jeinek vizsgalata ramutatott a
szekvencidk valtozatossagara. A filogenetikai vizsgalatok soran 6t térzsunk a tobbi kutya
astrovirussal egyutt helyez6détt, és tobb alcsoportot alkotott a kapszid szekvencia alapjan. A
human astrovirusokat a MAstV 1 fajba soroljuk, és nyolc kilonb6z6 szerotipusba oszthatoak.
Lehetséges, hogy a human astrovirusoknal megfigyelt alcsoportok a kutya astrovirusokra is
jellemzdek (Caddy és Goodfellow, 2015).

A HUN/2012/126-0os magyar CAstV torzs leginkabb a virulens 1TA/2010/Zoid olasz
térzsre hasonlitott, amely klinikai tlinetekben megnyilvanulé fertézést okozott fiatal és felnétt
kutyakban (Martella et al., 2011). A kérdés, hogy a CAstV térzsek bioldgiai tulajdonsagai
mennyiben befolyasoljak a virus kérokozo képességét tovabbra is megvalaszolatlan marad.

A HUN/2012/8-as magyar CAstV torzs csak tavoli rokonsagot mutatott mind a

magyarorszagi, mind a vilag tobbi tajardl szarmazé CAstV tdrzsekkel. A virusgenom 3,2 kb
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nagysagu 3’ vegét sikerult megszekvenalnunk és a genomot vizsgalva egyedulalld
tulajdonsagokat mutatott a térzs. Az ORF1b/ORF2 gének atfedése hosszabb volt (11 nt),
valamint a 3'UTR is hosszabb volt, mint ahogy azt a tobbi ismert CAstV-nal megfigyeltik. Az
sgRNS szintézis promodter régidja is jelentésen eltért a tdbbi CAstV térzs ugyenezen
szakaszahoz képest, noha ez a szekvencia altalaban jol megérzott (Méndez et al., 2014;
Walter és Mitchell, 2003).

A HUN/2012/8 térzs esetében még mindig bizonytalan, hogy ez a torzs egy kutya
CAstV, vagy egy lehetséges fajok kozotti (nyérc-kutya) virusatvitel eredményeképpen
talaltuk kutyaban. Noha az AstV-kat er6sen fajspecifikus virusoknak tekintjik, tanulmanyok
bizonyitottak, hogy egyes esetekben az emlésék kozott (beleértve az embert is) lehetséges
gazdafaj valtas, majd adaptaldédas az Uj fajhoz (Finkbeiner et al., 2009, 2008; Nagai et al.,
2015). Idérol idére még emlés és madar gazdafajok kozotti valtas is megfigyelhetd mindkét
iranyban (Pankovics et al., 2015; Sun et al., 2014).

Osszegezve, tudasunk még rendkiviil hézagos a CAstV-k tekintetében. Mindazonaltal
az eddig megismert genetikai valtozatossag kihivas elé allitja a laboratériumi diagnosztikat.
Ugyanez a diverzitds gatat vethet a jov8beni megel6zd stratégiak tervezésében és
kivitelezésében, a vakcina fejlesztésben, mivel az antigén keresztreakcidk gyengék, igy a
torzsek kdzotti keresztvédettség is gyenge lehet. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy a
CAstV biolégiajat jobban megértsuk, valamint surveillance programok, hogy a virus

allategészségulgyi jelentdségét felmérjuk.

7.1.2. Kutya calicivirus

Magyarorszagon els6ként sikerult kimutatnunk kutya norovirust, és kutya vesivirust
menhelyi kutydk bélsarabdl. A dolgozatunkban meghatarozott prevalencia (3,9%) egybe
esett az irodalom altal emlitett értékekkel (1,1-64,8%) (Martella et al., 2015; Mesquita et al.,
2010; Mochizuki et al., 2002; Ntafis et al., 2010), ugyanakkor alacsonyabb volt a
kennelekben, allatmenhelyeken detektalt prevalencia értékeknél (Ntafis- 9,7%, Martella-
64,8%).

Az ICTV kilencedik jelentésben a Vesivirus génuszba sorolodik egy calicivirusként
azonositott virus, ha a nemzetség tobbi tagjaval egy filogenetikai agon helyez6dik és
genomjuk felépitése azonos. Ezen kritériumoknak megfeleléen elemezve a tdrzsunket ugy
tinik, hogy torzsink a sejtvonal kontaminans vesivirus térzsekkel, a koézelmultban leirt
egyesult allamokbeli és olaszorszagi vesivirus torzsekkel egyltt a Vesivirus nemzetség egy
Uj képviselbje lehet.

Munkank soran egyedilalldé moédon egy tartasi helyrél norovirust és vesivirust is

kimutattunk. A norovirus térzseket RT-PCR maddszerrel sikertilt kimutatnunk, mig a vesivirus
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torzset az altalanos calicivirus primerrel, és metagenomikai modszerrel is detektaltuk.

Norovirus torzseink, valamint vesivirus torzsunk korokozé szerepét nem tudtuk megerésiteni.

7.1.3. Kutya kobuvirus
A Kobuvirus nemzetség egy viszonylag Uj, gyorsan gyarapodd génusz, melynek

tagjai embereket és allatokat is képesek megfertézni (http://www.picornaviridae.com/). A

kobuvirusok elsésorban hasmenéses fert6z6 betegségekkel hozhatok &sszefliggésbe,
azonban szereplik korokozéként kétséges (Ribes et al., 2010). Magyarorszagon elséként
sikerllt kobuvirust kimutatnunk kutyak bélsarabol RT-PCR modszert, és Uj generacios
szekvenalast alkalmazva. A virus prevalencidja vizsgalatunk soran 14,47% volt (11/76),
nyolc kutya egy év alatti volt, mig harom felnétt eb, hat hasmenéses, 6t pedig tinetmentes
kutyatdl szarmazott. Az altalunk részletesen elemzett HUN/2012/2 CaKoV térzs egy
hasmenéses kolydkkutyatdl szarmazott, mely mintaban tarsfertézéként CAstV és CCoV is
jelen volt. CaKoV detektaldsakor gyakoriak a tarsfertézések, irodalmi adatok alapjan CDV,
CPV-2, CAdV-1, CCoV és CPV-1 a leggyakoribb virusok (Di Martino et al., 2013a; Moreno et
al., 2018; Oem et al., 2014a; Ribeiro et al., 2017) Az irodalomban valtozatos prevalencia
adatokkal talalkozhatunk (1,25-50,55% kozotti értékekkel), jellemzd, hogy a hasmenéses
egyedekben nem szignifikdnsan magasabb a CaKoV pozitivitds, valamint hogy a fiatalabb
allatok kozott gyakrabban eléfordul a CaKoV fertézés (Carmona-Vicente et al.,, 2013; Di
Martino et al., 2013a; Li et al., 2016; Soma et al., 2016).

Osszességében a kobuvirus fertézés valdszinileg altalanos lehet a kutyak korében,
azonban a fert6zés nem valészin(i, hogy megnyilvanul klinikai tinetekben, vagy pedig egyéb

ismert patogén korokozok is szerepet jatszanak a hasmenéses tinetek kialakitasaban.

7.1.4. Rotavirus C

Azonositottunk metagenomikai moddszerekkel egy olyan genetikailag heterogén
Rotavirus C torzset, amely a legtdébb, ha nem az 6sszes, génjében uUjszer( genotipust mutat.
Az RVC torzsekrdl irddott tanulmanyokban a génenkénti genotipusok mintazata viszonylag
alland6é az egy gazdafajbdl izolalt térzseknél, noha nagy kilénbség mutatkozott a sertés
RVC tdrzsek neutralizacios antigénjei kozott (Jeong et al., 2015; Marthaler et al., 2013;
Soma et al., 2013).

Soma és mtsai. (2013) korabban javaslatot tettek egy RVC klasszifikacids rendszerre,
melyet human, sertés és szarvasmarha RVC szekvenciak felhasznalasaval dolgoztak ki a
Matthijnssens és mtsai. (2008) altal I1étrehozott, és azédta széles kdrben elfogadott mintara,
mely eredeti formajaban a RVA térzsek klasszifikacidjat segitette. A Soma-féle rendszerben
a magyarorszagi kutya RVC térzs VP1-VP7 és NSP2 génijeit be tudtuk sorolni, mig az NSP1
valamint az NSP3-NSP5 gének helyzete tisztazatlan maradt. Az el6z6ektél kuldonbdzd

genotipus demarkaciés hatarértékeket hatarozott meg egymastél fliggetlendl tébb
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kutatocsoport is (Jeong et al., 2015; Marthaler et al., 2013; Suzuki et al., 2015, 2014),
melyekben azonban mar nagyobb szekvencia-adatbazisbdl indultak ki a kutatok. A VP7,
VP4, VP6 gének tekintetében a kutya RVC térzslink mar nagy biztonsaggal besorolhat6 a
G10—-VP7, P8 —VP4, és 18 —VP6 genotipusokba, azonban a tébbi gén genotipusokba
sorolasaval kapcsolatban az adatok publikalasakor ugy gondoltuk, hogy tovabbi szekvencia
adatokra lenne sziikség. Cikkink publikalasa 6ta Suzuki és mtsa (2017) atfogd, minden
génre kiterjed6 klasszifikacids rendszert hozott létre, melyben nagyszamu mintat vizsgalva
cut-off értékeket hataroztak meg génenként. E tanulmany alapjan térzsink génenkénti
genotipus besorolasat a 18. tablazat utols6 oszlopa tartalmazza.

Tovabbi kutya RVC torzsek leirasa segithet felderiteni az esetleges genetikai
diverzitast a gazdafajbdl izolalt RV torzsek kézott. Varhatdan, a leirt RVC térzsek szamanak

novekedésével egy megbizhaté klasszifikacids rendszert sikertl kidolgozni.

7.2. Ujonnan felfedezett virusok a kutya fekalis viromjaban

7.2.1. Rotavirus |

Munkank soran metagenomikai modszerek segitségével sikerult meghataroznunk
egy Uj rotavirus fajt (rotavirus |, RVI), amelyet az ICTV is U] rotavirus fajként elfogadott
(Mihalov-Kovacs et al., 2015a). Az addig ismert rotavirusfajoktol eltéré virusok jelenlétére
macskak és kaliforniai oroszlanfékak fekalis viromjaban korabban is voltak arulkodé jelek,
azonban a teljes genomok meghatarozasa nehézségekbe Utk6zott (Li et al., 2011b; Ng et al.,
2014). Az ezekben a mintakban azonositott rovid VP6 és VP2 génként azonositott
szakaszok kozelebbi rokonsagot mutattak a mi Ujonnan leirt rotavirus térzseinkkel, mint az
egyéb referencia rotavirus térzsek (VP6 =70 as, 67% szemben egyéb térzseknél <55%;
VP2=160 as, 78-86% szemben egyéb térzseknél <44%). Nemrég egy macska hasmenéses
bélsar-mintajabdl is sikerllt azonositani a RVI-t (Phan et al., 2017). Ezek a tanulmanyok, a
mi leirasunkkal egyttt megerésitik a feltevést, hogy egy ujfajta rotavirus bukkant fel egyes
husevd fajokban valtozatos foldrajzi eloszlasban.

Tovabbi kutatasi terlleteken varhaté el6relendilés az NGS segitségével, tébbek
kdzott a virusok jarvanytanarol, a gazdafaj spektrumardl, és a faj evoluciojarél nyerhetiink
ujabb ismereteket. Az egyik legérdekesebb lelet a két torzs rendkivul kulonb6z6 VP7 génje,
amelyhez egy viszonylag jol megérzétt gerinc aminosav szekvencia tartozott. Altalaban a
kUlénb6z6 gazdafajokbdl szarmazd, ugyanahhoz a fajhoz tartozé térzsek esetében a VP7-re
jellemzb az alacsony szekvencia hasonlosagi érték (pl. RVA, 60% nt szinten, 55% as
szinten; RVB, 54% nt, 46% as; RVH 63% nt, 56% as) (Marthaler et al., 2012; Matthijnssens
et al., 2008; Wakuda et al., 2011). Bizonytalan, hogy a térzsek VP7 génjei a multban esetleg

egy reasszortacid soran kerlltek az 0j faj génkészletébe, tudvan, hogy a rotavirus fajok

68



kdzotti reasszortacié rendkivil ritka jelenség (Esona et al., 2010; Trojnar et al., 2010).

Tovabbi informacié szikséges, hogy jobban megértsik az RVI genetikai sokszinliségét.

7.2.2. Kutya bufavirus

Kutyak fekalis viromjaban azonositottunk, és elemeztink egy Ujszeri kutya
protoparvovirust, valamint real-time PCR modszerrel vizsgaltuk mintainkat a lehetséges
etiologiai kapcsolat feltarasa érdekében. A leirt virust, mivel legkdzelebbi rokonai a
bufavirusok, kutya bufavirusnak neveztik el (canine bufavirus, CBuV). Az NS1 gén
tekintetében alacsony hasonlésagot mutatott mind nt (24,1-69,4%), mind as (19,3-51,4%)
szintién a Protoparvovirus nemzetség tobbi tagjaval. Protoparvovirusok azonos fajba
sorolhatok, ha az NS1 fehérje as sorrendje legalabb 85%-ban azonos (az ICTV altal
meghatarozott kritérium). Ezen jellemzd alapjan az altalunk metagenomikai moédszerekkel
meghatarozott CBuV torzsek uj PV fajhoz sorolhatéak. A CBuV-nk legkdzelebbi rokonai a
bufavirusnak nevezett, emberbdl és mas eml&sdkbdl leirt protoparvovirusok.

A bufavirusokat el6szor burkina fasoi gyermekek hasmenéses székletebdl irtak le
2012-ben (Phan et al., 2012). Ezzel parhuzamosan hasonlé bufavirusokat irtak le
haziallatokban és vadallatokban egyarant (Sasaki et al., 2016). Az A&ltalunk kimutatott
bufavirusok a legnagyobb hasonlésagot az NS1 gén tekintetében (66,9-67,2% nt, 47,2-
51,4% as) és a VP1 gén tekintetében (66-68,2% nt és 62,5-67,2% as) féemlbs
bufavirusokkal mutattak. Valamint a genom felépitése, tulajdonsagai is a féemlésdkben leirt
bufavirusokra emlékeztetnek, a VP1 altal kodolt splicing mechanizmus is meg6rzott. Ezzel
szemben az altalunk kimutatott bufavirusok genetikailag tavolabb alltak a CPV-2-t6l. A két
protoparvovirus NS1 génje 56% nt, és 40,6% as hasonlésagot mutatott, mig a VP1 nt
szinten 42,6%-ban és as szinten 33,4%-ban volt azonos. CBuV DNS-t magas prevalenciaval
fordult el6 mintainkban, azonban az egészséges és tinetmentes allatok k6zotti prevalencia
kilénbség nem volt szignifikdns. A magas prevalencia és a szignifikancia hianya utalhat arra,
hogy a CBuV a kutya fekalis viromjanak gyakori alkotdja. A potencidlis kérokozok
detektalasara szolgalé technika rohamos fejl6édése gyorsan béviti a kutyakat fert6z6
lehetséges korokozo virusok listajat. Ezen virusoknak a kutya egészségére gyakorolt
hatasarol jelenleg elenyész6 ismeretink van, ezen hatasok mélyebb ismerete

kulcsfontossagu lesz a késébbi megel6z6 stratégiak kidolgozasaban.
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8. Ujtudomanyos eredmények

Magyarorszagon  el6sz6r végeztink metagenomikai vizsgalatot menhelyi

korulmények kozott él6 kutyak bélsarmintaiban. Az e témakorben elért uj tudomanyos

eredményeket az alabbi pontokban foglaljuk 6ssze:

1.

Magyarorszagon el8szor sikerllt kimutatnunk kutyakbol astrovirust és vizsgaltuk e
virusok genomszerkezetét.

Magyarorszagon el6sz6r mutattunk ki kutya calicivirust, mely kutya vesivirusnak
bizonyult. Ennek a torzsnek a részleges genomjat meghataroztuk és elemeztik.
Magyarorszagon el6szor mutattunk ki kutya kobuvirust metagenomikai és RT-PCR
modszerekkel.

A vilagon els6ként elemeztik egy kutya rotavirus C genomjat.

Leirtunk egy eddig ismeretlen rotavirust kutyaban (Rotavirus 1), melyet azéta a
Nemzetkozi Virustaxondmiai Bizottsag uj fajként is elfogadott.

A vilagon el6szor mutattunk ki kutyaban uj, bufa-szer{i parvovirust és meghataroztuk

e virustorzs fehérjekddold genomi szekvencijat.
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F1. tablazat: A KE174/2012 kutya RVC torzs génjeinek dsszehasonlitasa sertés (Cowden), szarvasmarha (Shintoku) és human (Bristol)

referencia torzsekkel.

RVC/Cowden RVC/Shintoku RVC/Bristol Rotavirus C, KE174/2012
Genom szegme
szegmen ns ORF szegmen o szegmen o szegmen o
S . as s méret as s méret as s méret as
méret (nt) (nt) (nt) (nt)
(nt) (nt) (nt)
(nt)

VP7 1063 999 332 1063 999 332 1063 999 332 1078 1014 337
VP4 2246 2211 736 2253 2202 733 2283 2235 744 2258 2208 735
VP6 1352 1188 395 1352 1188 395 1353 1188 395 1353 1188 395
VP1 3290 3249 1082 3309 3273 1090 3309 3273 1090 3306 3273 1090
VP2 2736 2655 884 2727 2646 881 2736 2655 884 2727 2646 881
VP3 2145 2079 692 2166 2088 695 2166 2082 693 2165 2082 693
NSP1 1235 1182 393 1273 1188 395 1270 1185 394 1266 1182 393
NSP2 995 939 312 1037 939 312 1037 939 312 1037 939 312
NSP3 1348 1209 402 1350 1209 402 1350 1209 402 1350 1209 402
NSP4 613 453 150 részleges 441 146 613 453 150 613 453 150
NSP5 693 633 210 719 630 209 730 639 212 723 633 210
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a)

NSP1, 1182 nt

100

100

99
85

61

RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/03/2003/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]

L @ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]

RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]
RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]

99y RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/BK0830/2008/G4P[2]

98} RVC/Human-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]

100]96l RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P[2]

0.1

100 RVC/Human-wt/KOR/CAU10-312/2010/G4P[2]
RVC/Human-wt/BGD/BS347/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/V966/2004/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/V508/2001/G4P[2]

72 RVC/Human-wt/IND/V460/2005/G4P[2]

g5 RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-386/2008/GXP[X]
o7} RVC/Human-wt/RUS/Nsk09-B43/2009/G4P[2]
82l RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-436/2008/G4P[2]
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b)

NSP2, 939 nt
@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]
72 RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]
|'L RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]
— RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]
" [= RvC/Cow-wt/IPN/Y/03/2003/G2P[3]
97 |- RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]
100 = RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]
RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]
RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P][2]
"2 RVC/HUman-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]
100 e RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/B K 0830/2008/G4P[2]
RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]
1001 RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-386/2008/GXP[X]
oo f RVC/Human-wt/RUS/Nsk09-B43/2009/G4P[2]
951 RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-436/2008/G4P[2]
% RVC/Human-wt/IND/NV460/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/B GD/B S347/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/K OR/CAU10-312/2010/G4P][2]
RVC/Human-wt/IND/V966/2004/G4P[2]
98 L— RVC/Human-wt/IND//508/2001/G4P[2]
—
0.05
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c)
NSP3, 1209 nt

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]
— RVC/Cow-wt/JPN/Y/03/2003/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]
96 L RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]
RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]
- RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND//508/2001/G4P[2]
& — - RVC/Human-wt/IND/V966/2004/GA4P[2]
oo] - RVC/HUman-wt/IND/V460/2005/G4P[2]
51 10011 RVC/Human-wt/B GD/B S347/2005/G4P[2]
100 L RVC/Human-wt/K OR/CAU10-312/2010/G4P[2]
sor RVC/Human-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]
RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P[2]
100 |  RVC/Human-wt/JPN/B K 0830/2008/G4P[2]
100l RVC/Human-wt/CHN/YNRO01/2007/G4P[2]

72

0.05

96



d)

NSP4, 453 nt

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/03/2003/G2P[3]
100 |_— RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]
L { RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/2/04/2004/G2P[3]
[ RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]
L RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]
- RVC/Human-wt/TUR/GUP188/2005/G4P[2]

RVC/Human-wt/JPN/BK 0830/2008/G4P[2]
RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P[2]

- RVC/Human-wt/BRA/AL-RC12/2008/G4P[2]

L RVC/Human-wt/JPN/Y08-4/2008/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y08-1/2008/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y08-3/2008/G4P[2]

100|  |L RVC/Human-wt/JPN/Y08-2/2008/G4P[2]

L RVC/Human-wt/JPN/Y11-1/2011/G4P[2]

RVC/Human-wt/JPN/Y06-1/2006/G4P[X]
RVC/Human-wt/JPN/Ehime9301/1993/GXP[X]

RVC/Human-wt/CHN/208/1994/GA4P[2]
RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]
9. RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC26/1993/G4P[2]
. {[RVC/H uman-wt/IND/V460/2005/G4P[2]

100 -

RVC/Human-wt/BGD/B S347/2005/G4P[2]

0L RVC/Human-wt/K OR/CAU10-312/2010/G4P[2]

Fre {RVC/Human-wt/INDN508/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/V966/2004/G4P[2]

- RVC/Human-wt/RUS/Nsk09-B43/2009/G4P[2]

RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-386/2008/GXP[X]

- RVC/Human-wt/RUS/Nsk08-3414/2008/G4P[2]

RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-436/2008/G4P[2]

RVC/Pig-wt/USA/RV0143/2011/G6P[5]

=

82

8

©

100

RVC/Pig-wt/USA/RV0104/2011/G3P[X]
84| i RVC/Pig-wt/USA/Cowden-virulent/1980/G1P[1]
100

RVC/Pig-tc/lUSA/Cowden-attenuated/1980/G1P[1]

—

0.1
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e)

NSP5, 633 nt

100

60

100
100

75

100

0.05

B

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]
RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]

RVC/Human-wt/IND/\V460/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/\VV508/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/V966/2004/G4P[2]
RVC/Human-wt/BGD/BS347/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/K OR/CAU10-312/2010/G4P[2]
RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]
RVC/Human-wt/RUS/Nsk09-B43/2009/G4P[2]
RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-436/2008/G4P[2]
RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-386/2008/GXP[X]
RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/BK0830/2008/G4P[2]
RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P[2]

100

100

RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Yamagata/2002/G2P[X]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]
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f)
VP1, 3273 nt

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]

RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]

of RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]

- RVC/Human-wt/IND/\V508/2001/G4P[2]

0 _[RVC/Human-Wt/BGD/BSS47/2005/G4P[2]
0L RVC/Human-wt/KOR/CAU10-312/2010/G4P[2]

RVC/Human-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]

100 [ RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P([2]

90 _[ RVC/Human-wt/JPN/BK0830/2008/G4P[2]

100t RVC/Human-wt/CHN/YNRO001/2007/G4P[2]
ga— RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]

RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]

100 RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]

RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P][3]

RVC/Cow-wt/JPN/Y/03/2003/G2P][3]

RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]

01| RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]

100l RVC/Cow-wt/JPN/Y/2/04/2004/G2P[3]

10

100

89

0.05

99



9)
VP2, 2646 nt

0.1

=

qg

100

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]
RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]

- RVC/Human-wt/AUS/ASP88/1988/G4P[X]
ho | RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P|[2]
RVC/Human-wt/JPN/BK0830/2008/G4P[2]
¥ RVC/Human-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]
7' RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P[2]

iy

100

RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-436/2008/G4P[2]

Pol RVC/Human-wt/RUS/Nsk09-B43/2009/G4P[2]

RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/V508/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/BGD/BS347/2005/G4P[2]

100 L RVC/Human-wt/K OR/CAU10-312/2010/G4P[2]

1 &L RVC/Human-wt/RUS/Omsk08-386/2008/GXP[X]

100

97_|—_RVC/C0W-Wt/J PN/Shintoku/1996/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/03/2003/G2P][3]
83 'I: RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]
100 _I RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]
P! RVC/Cow-wt/JPN/Y/2/04/2004/G2P[3]
— RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]
— RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]

100



h)
VP3, 2082 nt

98

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]
RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]
r RVC/Human-wt/JPN/BK0830/2008/G4P[2]
— 20 RVC/Human-wt/CHN/MWU82/2001/G4P|2]
tRVC/H uman-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]
RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P[2]

—— RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]

100

1001 RVC/Human-wt/BGD/BS347/2005/G4P[2]

[ RVC/Human-wt/IND/V508/2001/G4P[2]
100 L RVC/Human-wt/K OR/CAU10-312/2010/G4P[2]

RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P(3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/03/2003/G2P[3]

9oL RVC/Cow-wt/JPN/Y/08/2008/G2P[3]
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1)

VP4, 2208 nt

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]

100

100

100 I RVC/Cow-wt/JPN/Y/1/04/2004/G2P[3]

RVC/Cow-wt/JPN/Y/2/04/2004/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]
RVC/Cow-wt/JPN/Y/10/2010/G2P[3]
10 1IL RVC/Cow-wt/IJPN/Y/08/2008/G2P[3]
100 |- RVC/Cow-wt/JPN/Y/03/2003/G2P[3]
72F RVC/Cow-wt/JPN/Y/3/04/2004/G2P[3]
74= RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]
RVC/Pig-wt/K OR/06-144-2/2006/G3P[1]

90

RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]
100 l_— RVC/Pig-wt/K OR/07-109-12/2007/G6P[4]

— RVC/Pig-wt/KOR/06-268-2/2006/GXP[5]

{ RVC/Pig-wt/USA/RV0143/2011/G6P[5]
100 RVC/Pig-wt/KOR/07-60-4/2007/G6P[5]

100

100 100 RVC/Pig-wt/K OR/2885/2012/G7P[6]
I I RVC/Pig-wt/K OR/1027/2012/G7P[6]

—— RVC/Pig-wt/KOR/08-148-2/2008/GXP[7]
RVC/Pig-wt/KOR/2478/2012/GXP[7]

RVC/Pig-wt/KOR/07-74-11/2007/G1P[7]
RVC/Human-wt/IND/\V966/2004/G4P[2]
RVC/Human-wt/ESP/BCN9/1997/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/V460/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/BGD/BS347/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/KOR/CAU10-312/2010/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/VV508/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/NGA/Moduganari/1999/G4P[2]
RVC/Human-wt/NGA/Jajeri/1999/G4P[2]
RVC/Human-wt/AUS/CHRV/A93M/1993/G4P[2]
RVC/Human-wt/AUS/CHRV/A87J/1987/G4P[2]
RVC/Human-wt/BRA/Belem/1989/G4P[2]
RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]
| RVC/Human-wt/ESP/BCN6/1997-2000/G4P[X]

94

10

79

0.1

()
| RVC/Human-wt/ESP/BCN21/1997-2000/G4P[2]

RVC/Human-wt/JPN/Y06-1/2006/G4P[X]
RVC/Human-wt/CHN/208/1994/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/BK0830/2008/G4P|[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y09-1/2009/G4P|[2]

b I RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]
RVC/Human-wt/TUR/GUP188/2005/G4P[2]
10p) RVC/Human-wt/JPN/Y12-2/2012/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y12-1/2012/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y08-1/2008/G4P|[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y08-3/2008/G4P|[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y08-4/2008/G4P|[2]
RVC/Human-wt/JPN/Y08-2/2008/G4P|[2]
RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P[2]
97k RVC/Human-wt/JPN/Y11-1/2011/G4P[2]

1po|
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),
VP6, 1188 nt

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]
r RVC/Cow-wt/JPN/Toyama/2012/G2P[3]
100 - RvC/Cow-wt/JPN/Yam agata/2002/G2P[X]
RVC/Pig-wt/K OR/CA-2/XXXX/G6P[X]

[ RVC/Pig-wt/USA/RV0143/2011/G6P[5]
97 100t RVC/Pig-wt/USA/RV0104/2011/G3P[X]

100 l__ RVC/Pig-wt/K OR/CUK-6/2009/G1P[X]
RVC/Pig-wt/KOR/CUK-5/2009/G5P[X]

79 l_ RVC/Cow-tc/USA/WD534tc/XXXX/IG2P[X]
100 100 L RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]
100 [— RVC/Pig-wt/K OR/06-144-2/2006/G3P[1]

— RVC/Pig-wt/K OR/04-155-5/2004/G1P[X]

RVC/Human-wt/BGD/BS347/2005/G4P[2]

RVC/Human-wt/IND/V508/2001/G4P[2]
RVC/Human-wt/ESP/BCN9/1997/G4P[2]
RVC/Human-wt/NGA/Jajeri/1999/G4P[2]
RVC/Human-wt/CHN/208/1994/G4P[2]
RVC/Human-wt/GBR/Bristol/1988/G4P[2]
RVC/Human-wt/NGA/Moduganari/1999/G4P[2]
RVC/Human-wt/THA/CMHO004/03/2003/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/BK0830/2008/G4P[2]
RVC/Human-wt/CHN/YNRO001/2007/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/OH567/2003/G4P[2]
99l RVC/Human-wt/CHN/Wu82/2001/G4P[2]

100

0.05
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K)

VP7, 1014 nt

@ RVC/Dog-wt/HUN/174/2012/G10P[8]

100

100

80

RVC/Pig-wt/IRL/1GA/05/Cork/2005/G6P[X]
RVC/Pig-wt/lUSA/NC10-54/2010/G6P[X]
RVC/Pig-wt/ITA/344-04-7/2004/G6P[X]
RVC/Pig-wt/ITA/43/06-22/2006/G6P[X]
RVC/Pig-wt/lUSA/NC10-53/2010/G6P[X]
RVC/Pig-wt/USA/NC09-4/2009/G6P[X]

100 - RVC/Pig-wt/USA/IL09-9/2009/G6P[X]
—— RVC/Pig-wt/CAN/MB 11-59/2011/G6P[X]
|— RVC/Pig-wt/CAN/MB 11-70/2011/G6P[X]
_I RVC/Pig-wt/USA/CO09-28/2009/G6P[X]
100l RVC/Pig-wt/USA/CO09-8/2009/G6P[X]
—— RVC/Pig-wt/USA/OH09-1/2009/G6P[X]

100

100 RVC/Pig-wt/USA/IL10-41/2010/G6P[X]
El RVC/Pig-wt/USA/IL10-48/2010/G6P[X]
RVC/Pig-wt/USA/IL10-32/2010/G6P[X]

' ﬂ RVC/Pig-wt/USA/MN09-16/2009/G6P[X]

RVC/Pig-wt/USA/AR09-17/2009/G6P[X]
ool RVC/Pig-wt/USA/MN09-24/2009/G6P[X]
— RVC/Pig-wt/USA/MN09-14/2009/G6P[X]
L RVC/Pig-wt/USA/MN09-6/2009/G6P[X]

— RVC/Pig-wt/USA/TN10-50/2010/G9P[X]

100

RVC/Pig-wt/ITA/134/04-18/2004/G5P[X]

RVC/Pig-wt/K OR/CUK-5/2009/G5P[X]
RVC/Pig-wt/USA/CO11-61/2011/G5P[X]
RVC/Pig-wt/USA/MN09-15/2009/G5P[X]
RVC/Pig-wt/USA/MN09-12/2009/G5P[X]
RVC/Pig-wt/USA/NE09-25/2009/G5P[X]

RVC/Pig-wt/ITA/42/05-21/2005/G7P[X]

100 100 f RVC/Pig-wt/ITA/118/05-18/2005/G1P[X]

100

99

L RVC/Pig-wt/ITA/118/05-27/2005/G1P[X]
RVC/Pig-wt/USA/Cowden/1980/G1P[1]
RVC/Pig-tc/USA/WH/1991/G1P[X]
RVC/Pig-wt/USA/NC10-52/2010/G1P[X]
RVC/Pig-wt/ITA/118/05-1/2005/G1P[X]
RVC/Pig-wt/K OR/CUK-6/2009/G1P[X]
RVC/Pig-wt/USA/MN11-68/2011/G1P[X]
sor RVC/Human-wt/SWE/T97/258/1997/G4P[X]
RVC/Human-wt/ARG/Arg47/1997/G4P[X]
RVC/Human-tc/AUS/ASP/88/1988/G4P[X]
RVC/Human-tc/CHL/Santiago/1986/G4P[X]
RVC/Human-tc/GBR/BH/1992/G4P[X]
RVC/Human-wt/NGA/Moduganari/1999/G4P[2]

100

100

RVC/Human-wt/ESP/BCN9/1997/G4P[2]
RVC/Human-wt/IND/NV460/2005/G4P[2]
RVC/Human-wt/BGD/DhakaC13/2003/G4P[2]
RVC/Human-wt/JPN/G7/1992/G4P[2]
RVC/Human-tc/JPN/E93/1993/GA4P[X]

Ll RVC/Human-wt/JPN/AES3/2004/G4P(2]

100 [ RVC/Human-wt/CHN/YNR001/2007/G4P[2]

100l RVC/Human-wt/JPN/Y09-1/2009/G4P[2]

100

99

RVC/Pig-tc/lUSA/HF/1991/G3P[X]
— RVC/Cow-wt/JPN/Shintoku/1996/G2P[3]

0.1

100 - RVC/Cow-wt/IP N/Yamagata/2002/G2P[X]
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F1. abra: KE174/2012 RVC tdrzslink szegmenseinek nt alapu filogenetikai fai.
Maximum likelihood fak, melyeket a 11 virusszegmens alapjan készitettlink el, a legjobb
szubsztituciés modellt hasznalva minden egyes adathalmaznal. a) NSP1, K2P+G; b) NSP2,
T3P+l; c) NSP3, TN+I; d) NSP4, T3P+G; e) NSP5, HKY+G; f) VP1, T3P+G+l; g) VP2,
TN+G+l; h) VP3, GTR+G+l; i) VP4, GTR+G; |) VP6, T3P+G+l; k) VP7, T3P+G+;

A legvaloszinlibb genotipust csak a VP7, VP4 és VP6 esetében hataroztuk meg. A tobbi fan
az 6sszefogo jelek a feltételezett genotipusokat jelzik, szamozas nélkil. A 60-nal nagyobb
boostrap értékeket mutatjuk. Az agak hossza aranyos a genetikai tavolsaggal (nt
szubsztiticid/ hely). Sajat torzslinket fekete pottyel jeléltik. Génenként az elemzésbe bevont

szekvenciak hosszat az egyes filogenetikai fak mellett jeldltlk, a bal fels6é sarokban.
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F2. abra: RVI torzseink filogenetikai fai génenként.
Filogenetikai fakat készitettiink a VP1-VP4, VP7, NSP1-NSP5 fehérjékbél, RVA-RVH térzsek
felhasznalasaval. Génenként az elemzésbe bevont szekvenciak hossza (as): NSP1- 390,
NSP2-301, NSP3- 270, NSP4- 219, NSP5- 157 as, VP1- 1162, VP2- 982, VP3- 701, VP4-
777, VP6- 395, VP7- 265). KE135/2012 torzset RVI-1-ként, KE258/2012 torzset RVI-2-ként
jeléltik (fekete pottyel kiemelve). Az alignementeket a Multalin internet alapu programmal
készitettik, BLOSUM 62 algoritmus segitségével (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). A
fakat neighbor-joining modszerrel hoztuk létre. A bootstrap értékeket az elagazasi pontoknal
tintettlk fel. A KE135/2012 és a KE528/2012 tdrzsek nukleotid és aminosav hasonlésagi
értékeit a fa jobb oldalan latjuk. Itt hivjuk fel a figyelmet, hogy a VP7 fehérje rendkivdl
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alacsony szekvencia homoldgiat mutat a két RVI térzsben. Rotavirus A-C esetében az
ennyire alacsony szekvencia hasonlosagi értékeknél mar eltéré G genotipusba sorolédnak a
torzsek. igy a két RVI térzsiinket kiilénbdzd G genotipusba soroltuk (G1 és G2). Mas gének

esetében az RVI térzseink ugyanabba a genotipusba sorolédtak.

F2. tablazat: Munkank soran a GenBankba feltoltott szekvenciak azonositoi.

Minta név Virus genom/gén Genbank-i

azonosité
HUN/2012/2 CAstV teljes genom KX599349
HUN/2012/6 CAstV részleges genom KX599350
HUN/2012/115 CAstV teljes genom KX599351
HUN/2012/126 CAstV teljes genom KX599352
HUN/2012/135 CAstV teljes genom KX599353
HUN/2012/8 CAstV részleges genom KX599354
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] VP1 RVC VP1, kodold szekvencia  KP988013
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] VP2 RVC VP2, koédold szekvencia  KP988014
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] VP3 RVC VP3, kodolo szekvencia KP988015
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] VP4 RVC VP4, kodolo szekvencia KP988016
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] VP6 RVC VPG, kodold szekvencia  KP988017
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] VP7 RVC VP7, kodold szekvencia ~ KP988018
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] NSP1 RVC NSP1, kédolé szekvencia KP988019
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] NSP2 RVC NSP2, kddolo szekvencia KP988020
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] NSP3 RVC NSP3, kodolo szekvencia KP988021
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] NSP4 RVC NSP4, kédol6 szekvencia KP988022
RVC/Dog-wt/174/2012/G10P[8] NSP5 RVC NSP5, kédolé szekvencia KP988023
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] VP1 RVI VP1, teljes szekvencia KM369892
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] VP2 RVI VP2, teljes szekvencia KM369893
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] VP3 RVI VP3, teljes szekvencia KM369894
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] VP4 RVI VP4, teljes szekvencia KM369895
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] VP6 RVI VP6, teljes szekvencia KM369896
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] VP7 RVI VP7, teljes szekvencia KM369897
RVI/Dog-wit/KE135/2012/GXP[X] NSP1 RVI NSP1, teljes szekvencia KM369887
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] NSP2 | RVI NSP2, teljes szekvencia KM369888
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] NSP3 | RVI NSP3, teljes szekvencia KM369889
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] NSP4 | RVI NSP4, teljes szekvencia KM369890
RVI/Dog-wt/KE135/2012/GXP[X] NSP5 | RVI NSP5, teljes szekvencia KM369891
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] VP1 RVI VP1, teljes szekvencia KM369903
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] VP2 RVI VP2, teljes szekvencia KM369904
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] VP3 RVI VP3, teljes szekvencia KM369905
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] VP4 RVI VP4, teljes szekvencia KM369906
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] VP6 RVI VPG, teljes szekvencia KM369907
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] VP7 RVI VP7, teljes szekvencia KM369908
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] NSP1 | RVI NSP1, teljes szekvencia KM369898
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] NSP2 | RVI NSP2, teljes szekvencia KM369899
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] NSP3 | RVI NSP3, teljes szekvencia KM369900
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] NSP4 | RVI NSP4, teljes szekvencia KM369901
RVI/Dog-wt/KE528/2012/GXP[X] NSP5 | RVI NSP5, teljes szekvencia KM369902
HUN/2012/22 CBuV, kodolé szekvencia MF198245
HUN/2012/126 CBuV, kodold szekvencia MF198246
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