Az Alloherpesviridae csalad bemutatasa: pontyfélék herpeszvirusainak els6 molekularis
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Osszefoglalas. A herpeszvirusok rendszertana nemrégiben gyokeresen megvaltozott.
2008-ban létrehoztak a Herpesvirales rendet, amelyben a Herpesviridae mellett két uj
viruscsalad, az Alloherpesviridae és a Malacoherpesviridae kapott helyet. Az el6bbibe a
halak és kétéltiiek herpeszvirusait, mig az utobbiba az egyetlen gerinctelenekbdl izolalt
osztriga-herpeszvirust soroltak. Korabban ezek a virusok a Herpesviridae csaladba
morfolégiai bélyegeik alapjan keriiltek, de annak egyik nemzetségébe vagy alcsaladjaba
sem illettek be. Az ujonnan létesitett Alloherpesviridae csaladot jelenleg négy,
hivatalosan elfogadott nemzetségre osztjak. Ezek koziil egy a kétéltiiek, mig a masik
harom kiilonféle halfajok herpeszvirusait tartalmazza. A Cyprinivirus genusban harom,
pontyfélékbol (Cyprinidae) izolalt virusfaj, nevezetesen a cyprinid herpeszvirus 1, 2 és 3
talalhaté. Az 1-es tipusu cyprinid herpeszvirus (CyHV-1) okozza az ugynevezett
pontyhimlét, melynek eléfordulasa hazankban sem ritka. A 2-es tipusu cyprinid
herpeszvirust (CyHV-2) aranyhalbdl (Carassius auratus) izolaltak elészér Japanban, de
azota szinte valamennyi foldrészen kimutattak. A CyHV-3 a diszponty- és ponty-
tenyésztésben vilagszerte jelentds veszteségeket okozo koi-herpeszvirus hivatalos neve. A
szerzok a CyHV-1 és 2 els6, hazai, PCR alapu kimutatasarol szamolnak be. A vilagon
els6 alkalommal irjak le a CyHV-2 eléfordulasat nem a megszokott gazdaban, az
aranyhalban, hanem eziistkaraszban (Carassius gibelio). Mindkét virusbol a DNS-fiiggo
DNS polimeraz gén 464 bazispar méretii szakaszat erésitették fel PCR-rel. A kapott
termékek nukleotid-sorrendjét meghataroztak és elemezték. A két virusfaj egyes
torzseibdl korabban kozolt szekvenciakhoz viszonyitva nukleotid szinten 1% koriili
eltérést lehetett megfigyelni, ami azonban a kodolt fehérje aminosav sorrendjében nem

eredményezett valtozast egyik virus esetében sem.



Introduction of the family Alloherpesviridae: the first molecular detection of

herpesviruses of cyprinid fish in Hungary

Summary. The taxonomy of herpesviruses has recently been changed radically. In 2008,
a new order, the Herpesvirales was established to contain the family Herpesviridae along
with two additional new families, Alloherpesviridae and Malacoherpesviridae. The family
Alloherpesviridae includes the herpesviruses isolated from amphibians and fish, whereas
Malacoherpesviridae contains the single herpesvirus originating from an invertebrate
host, namely an oyster. Previously, these viruses had been classified into the family
Herpesviridae based on their characteristic morphology, although they did not fit
unambiguously into any genus or subfamily of the family. The newly established family
Alloherpesviridae is now officially divided into four genera. One of these contains the
herpesviruses of amphibians, whereas the other three contain those of different fishes.
The genus Cyprinivirus includes three virus species originating from cyprinid fishes.
Cyprinid herpesvirus 1 (CyHV-1) is the causative agent of the so called carp pox that
occurs commonly also in Hungary. CyHV-2 was isolated from goldfish (Carassius
auratus) first in Japan, but later it was detected on almost every continent. CyHV-3 is
the official taxonomical name for the so called koi herpesvirus that causes devastating
losses to the carp and ornamental carp breeders worldwide. In the present work, the
authors report the first PCR-based detection of CyHV-1 and 2 in Hungary. For the very
first time, the occurrence of CyHV-2 is described in the Prussian carp (Carassius gibelio)
instead of the usual host the goldfish. A 464 base-pair-long fragment of the DNA-
dependent DNA polymerase gene was amplified by PCR from both viruses. The
nucleotide sequence of the amplicons was determined and analyzed. In the case of both
viruses, the nucleotide sequences exhibited only slight (1%) discrepancies when
compared to their counterparts published abroad previously. However, none of these

differences resulted in alterations of the amino acid sequences.



Irodalmi attekintés

Ujonnan bevezetett valtozisok a herpeszvirusok rendszertanaban

A kiilonféle halfajokban napjainkig talalt herpesz-szerii virusok, azaz ijabb neviikon
alloherpeszvirusok szama 20 felett van. A gazdahalak k6zott édesvizi és tengeri fajok, valodi
csontos halak (Teleostei) és porcos vérteshalak (Chondrostei) egyarant el6fordulnak. A
sejtmembran eredetli burokkal és linearis, duplaszali DNS genommal rendelkezd virionokban
megfigyelhetd az tgynevezett tegument jelenléte az envelop és a nukleokapszid kozott. Az
eddig tanulményozott genomok mérete 130 és 290 ezer bazispar kozott van. Jellegzetes
morfoldgiai bélyegeik alapjan ezeket a virusokat korabban a Herpesviridae csalddba soroltak.
Az elso teljes genom-szekvenciat a pettyes harcsa (Ictalurus punctatus) herpesz-szerii
virusabol, az Ictalurid herpesvirus 1 (ICHV-1) -bol kozel 20 évvel ezelott tettek kozzeé (6). A
magasabb rendili gerincesek herpeszvirusaira jellemz6, megdérzott génblokkok hidnya miatt
azonban az IcHV-1 a meglévo (4lpha-, Beta és Gammaherpesvirinae) alcsalad egyikébe sem
illett. igy hosszii évekig a Herpesviridae csaladba sorolték, a specialisan szamara kialakitott
Ictalurivirus nemzetség tagjaként.

Idékozben folyamatosan ndvekedett a hal-herpeszvirusokbdl meghatarozott genom-
szekvenciak szama (2, 29), valamint az osztriga-herpeszvirus (9) és a két béka-herpeszvirus
(7) genomjanak teljes nukleotid-sorrendjét is publikaltak. Szamos tovabbi hal-herpeszvirus
PCR-rel felsokszorozott DNS szakaszanak nukleotid-sorrendje is ismertté valt. Mindezek
lehetdvé tették filogenetikai szamitasok és Osszehasonlitdo genom-elemzések elvégzését,
amiknek alapjan a Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsag (International Committee on
Taxonomy of Viruses; ICTV) 2008-ban jelentds valtoztatasokat vezetett be. Jelenleg a
Herpesviridae csalad Alphaherpesvirinae alcsaladja eml6s6k, madarak és hiillok, azaz
magzatburkosok (Amniota) herpeszvirusait tartalmazza, mig a Beta- és Gammaherpesvirinae
alcsaladban csak emldsok virusait talaljuk. Két 0j viruscsaladot alakitottak ki, melyek koziil
az egyik, az Alloherpesviridae a halak és kétéltliek, tehat magzatburok nélkiiliek (Anamnia)
herpeszvirusait tartalmazza. A puhatestiiekrdl elnevezett, masik, 0j csaladban
(Malacoherpesviridae) az egyetlen gerinctelen gazdabol (osztriga) szarmazo herpeszvirus
kapott helyet.

A harom viruscsalddot a szintén ujonnan létrehozott Herpesvirales rendbe soroltak be
(8). Megjegyzendd, hogy a virusok esetében a rend (ordo) pillanatnyilag a legmagasabb szintii

taxon. A Herpevirales mellett tovabbi 6t virusrendet kiilonbdztetiink meg, €és a ma elismert 87



viruscsalad koziil mindossze 22 van a hat rend valamelyikébe besorolva

(http://www.ictvonline.org).

Az 0j Alloherpesviridae csalad benépesitése és az evoluciot hiien tiikrozo felosztasa
alcsaladokra, illetve nemzetségekre még folyamatban van. Jelenleg négy, hivatalosan
elfogadott nemzetséget (genus) tartalmaz. A Batrachovirus nemzetségben két béka-
herpeszvirus talalhatd. A Cyprinivirus genus harom, pontyfélékbdl (Cyprinidae) leirt virust
tartalmaz. Az Ictalurivirus genusban torpeharcsak és tokfélék, a Salmonivirus nemzetségben
pedig lazacfélék (Salmonidae) herpeszvirusai talalhatok. Tucatnal tobb olyan virust is leirtak,
amelyeket eddig DNS-szekvencia adatok hianyaban egyik genusba sem lehetett beosztani.
Ezeknek a virusoknak a nagyobb részét nem sikeriilt izolalni sem. Ezért vagy csak
morfologiai bélyegeik alapjan feltételezhetd, hogy alloherpeszvirusok, vagy a genom jol
megorzott részeire irdnyuld PCR segitségével kinyert, rendszerint nagyon rovid DNS

szakaszok szekvencidja utal erre.

Az alloherpeszvirusok kortani szerepe
Az alloherpeszvirusok éltalaban tavasszal okoznak jarvanyokat, amikor a vizek
hémérsékletének emelkedése nyoman a virus-replikacié beindul, €s a tél miatt a halak
immunrendszere még gyengén mikodik. A hal-herpeszvirusokat az altaluk kivaltott
betegségek lefolyasa (akut vagy kronikus), illetve a tiinetek kiterjedése (altalanos vagy csak a
kiiltakaréra korlatozodo) alapjan négy csoportra lehet osztani (28) a kdvetkezdk szerint. 1.
Magas virulencidju virusok, melyek akut, szisztémas fertdzést és nagy mortalitassal jaro
megbetegedéseket okoznak. Idesorolhato az IcHV-1 (15) és a CyHV-2 (22). II. Alacsony
virulencidju virusok, melyek kronikus, szisztémas megbetegedést okoznak. Ilyen példaul a
Salmonid herpesvirus 1 (SalHV-1) (14). III. Magas virulencidj virusok, melyek akut,
elsésorban bortiinetekkel (er6ziokkal, fekélyekkel, vérzéses elvaltozasokkal) jaro, nagy
mortalitassal kisért megbetegedéseket idéznek eld. Az Acipenserid herpesvirus 1 (AciHV-1)
¢s 2 (31), a SalHV-2 (24), CyHV-3 (19), japan lepényhal-herpeszvirus (21). IV. Alacsony
virulenciaju virusok, melyek rendszerint enyhe vagy joindulati bérelvaltozasokat okoznak,
mint példaul az Anguillid herpesvirus 1 (3) vagy a sziirkeharcsa (Silurus glanis) hazankban is
megfigyelt herpeszvirusa (4).

Az ugynevezett pontyhimld (epithelioma papulosum) leirasat tobb évszazada késziilt,
tudomanyos miivekben is megtalalhatjuk mar (16). A hatvanas évek ota ismert, hogy a
betegséget a CyHV-1 fert6zés idézi eld, amely természetes vizekben rendszerint nem okoz

szamottevé mortalitast. Intenziv tartdsban azonban néha elhullasok is lehetnek féleg fiatal, 2


http://www.ictvonline.org/

hetes kor koriili pontyok kozott. A betegség jellegzetes tlinete a fejen, az uszokon €s testszerte
eléforduld, kerekded vagy ovalis, stilyos esetben térképszeriien 0sszefolyo, a felszin f6lé
emelkedd, gyertya-viasszerii borelvaltozasok (papillomak) megjelenése (1. abra).
Amennyiben nem alakul ki masodlagos bakteridlis fert6zés, a borelvaltozasok spontan
gyogyulhatnak, de késobb ujra megjelenhetnek. Ugyanis a herpeszvirusokra jellemzé médon
a CyHV-1 is életre sz0l0, gyakran latens fert6zést alakit ki. A betegség el6fordulasat a
hasonlo tiinetek alapjan eddig tobbek kozott pontyban (Cyprinus carpio), dévérkeszegben
(Abramis brama), szélhajto kiiszben (4lburnus alburnus), marnaban (Barbus barbus),
aranyhalban (Carassius auratus), széles karaszban (Carassius carassius), fejes domolykdban
(Leuciscus cephalus), jaszkeszegben (Leuciscus idus), compoban (Tinca tinca), bodorkéban
(Rutilus rutilus) és vorosszarnyt keszegben (Scardinius erythrophtalmus) irtak le, de nem
bizonyitott, hogy valamennyi esetben ugyanaz a virus-e a korokozé (10).

A CyHV-2 aranyhalakban az Gigynevezett herpeszvirus-okozta vérképzdszervi elhalas
(herpesviral haematopoietic necrosis) okozoja. E16szor Japanban irtak le, ahol a virust
izolaltak is (22), de hamarosan felismerték Eszak-Amerikéban, Taiwanon, Ausztralidban és az
Egyesiilt Kiralysagban is (17, 18, 27). Néhany tovabbi cyprinid halfajt nem talaltak
fogékonynak (20). Mivel a virus a vérképz6 szerveket timadja meg, a beteg halakat altalaban
letargia, anorexia jellemzi. A szokéasosnal halvanyabb kopoltyun vérzések és elhalasok
lehetnek. Korbonctani vizsgalat sordn a kopoltyt és a bels6szervek (m4j, 1ép, vese)
vérfogyottsaga tlinik szembe. A bél rendszerint tires. A 1€p és a vese vérképzd adllomanya
duzzadt. Ez utobbi szervek mellett a majban, hasnyalmirigyben és a belekben is
eléfordulhatnak sziirkésfehér, elhaldsos gocok. A mortalitas esetenként a 100%-ot is elérheti.
Minden korcsoport érintett lehet. Ha a viz hémérséklete 25°C fok folé emelkedik, akkor a
virus nem képes szaporodni. Magyarorszagi eset leirasarol nincs tudomasunk.

A CyHV-3, vagy mas néven koi-herpeszvirus, jelenleg az egyik legnagyobb gazdasagi
karokat okoz6 hal-herpeszvirus, ezért all a kutatdsok kozéppontjdban. Felbukkanasa 6ta
sulyos veszteségeket okoz a halgazdasagoknak szerte az egész vildgon (2). A bejelentési
kotelezettség ald tartozo betegség tipikus kiilso tlinetei a kopoltyu nekrézisa, enophthalmus és
haemorrhagids bdrelvaltozasok az Giszok tovénél. Eddigi tapasztalatok szerint csak pontyban
¢s koi pontyban okoz betegséget, de egyes kutatok feltételezik, hogy bizonyos halfajok
tiinetmentes virushordozok lehetnek (5). Hazdnkban még nem bizonyitott a CyHV-3
megjelenése, de szamitanunk kell ra, ugyanis a kérnyez6 orszdgok tobbségében mar

kimutattak jelenlétét (25, 26).



Sajat vizsgalat

Jelen munkank célja két cyprinid herpeszvirus, a CyHV-1 és 2, PCR segitségével torténd
kimutatasa volt. Hazai tdgazdasagbdl szarmazo, pontyhimlds bérelvaltozast mutaté pontyot,
valamint elhullott eziistkaraszt (Carassius gibelio) vizsgéaltunk. A PCR termékek nukleotid-
sorrendjét meghataroztuk, és a hazai virusok szekvencidjat 6sszehasonlitottuk a

szakirodalomban korabban kozolt kulfoldi adatokkal.

Anyag és modszer

Egy kozepes kondicidban 1évd, kétnyaras ponty boncolasa sordn a hal fején és térzsén néhéany,
jellegzetes pontyhimlds kititést talaltunk. A bels6é szervekben koros eltérést nem lehetett
megfigyelni. Mintat vettiink a hamon keletkezett elvaltozasbol, a kopoltyubol, majbol és
vesébdl. A masik minta eziistkdrasz volt, amelyet egy hazai tdgazdasagban tortént tomeges
elhullast kovetden kiildtek az MGSzHK ADI-ba. Ebben az egyedben a boncolas soran kéros
elvaltozast nem talaltunk. A PCR-hez a hal bels szerveinek (1ép, méj, vese) keverékét
hasznaltuk mintaként. A szervmintakat homogenizaltuk, proteinazzal emésztettiik, és
guanidin-hidrokloridos kezelést kdvetden a nukleinsavakat etanollal precipitaltuk.

A hal-herpeszvirusok altaldnos kimutatasara javasolt polimeraz lancreakciot (PCR-t)
hasznaltuk (23). A primerek az alloherpeszvirusok DNS-fiiggd DNS polimeraz génjébdl egy
kb. 450 bp méretli, er6sen megdrzott szakasz felsokszorozodasat teszik lehetdvé. A modszert
korabban mar teszteltiik kiilonb6zo tok-herpeszvirus izolatumokon (12, 13). Az érzékenység
fokozéasa érdekében ugyanazon primerek alkalmazasaval két teljes reakciodt hajtottuk végre.

A PCR-hez Phusion DNS polimeraz enzimet (Finnzyme) hasznaltunk. Az 50 pl
végtérfogata reakcidelegy a kovetkezd osszetevokbdl allt: 34 ul desztillalt viz, 10 ul 5X
Phusion puffer (Finnzyme), 1,5 ul ANTP (10 mM) oldat, 1-1 pl primer (50 pmol/ul), 0,5 pl
Phusion DNS polimerdz enzim (Finnzyme) és 2 ul minta DNS oldat. A reakciok mésodik
korében mintaként az elsd kor reakcidelegyének 5 pl-ét hasznaltuk, és ennek megfeleléen
csokkentettiik a desztillalt viz mennyiségét.

A PCR programban a kezdeti denaturalas 98°C-on 5 perc volt, majd ezt kovette 45
ciklus, melynek 1épéseit a kovetkezd paraméterek jellemezték: 98°C 30 mp; 46°C 30 mp;
72°C 60 mp. A végsd szintézis 72°C-on 10 perc volt.



A PCR termékeket 1%-os agardz gél-elektroforézissel vizsgaltuk. A pozitiv reakciok
termékeit a QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk, majd a PCR
primerek hasznalataval, BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) alkalmazasaval mindkét iranyban elvégeztik a szekvenalasi reakciot. Az
elektroforézist automata DNS szekvendlon (ABI Prism® 3100) az MTA Szegedi Biologiai
Kozpontban végezték, és az eredményeket elektronikus levélben kaptuk meg. A nukleotid-
szekvencidkat a BLASTX homoldgia keresd program segitségével azonositottuk. A
szekvenciak tovabbi elemzéséhez a mar korabbi kdzleményekben részletezett modszereket €s
programokat hasznaltuk (12). A filogenetikai szamitasokat a legnagyobb valdsziniiség
(maximum likelihood) becslési modszerrel, WAG szubsztiticios modellt alkalmazva, illetve
tavolsagi matrix (distance matrix) moédszerrel JTT modellt hasznalva is elvégeztiik. A torzsfa
rekonstrukciok megbizhatésagat mindkét esetben bootstrap analizissel ellendriztiik (1000

mintavétellel).

Eredmények

A PCR mindkét hal mintajabol pozitiv eredményt adott. Az ugynevezett pontyhimlds
tiineteket mutatd pontybol a maj kivételével valamennyi szerv pozitiv lett (2. abra). Az
alkalmazott PCR kvantitativ meghatarozasra nem alkalmas, azonban az abran bemutatott gél
alapjan mégis becsiilhetd, hogy valdsziniileg a borelvaltozasbdl vett minta tartalmazta a virust
legnagyobb mennyiségben. Mivel pozitiv kontroll nem allt rendelkezésiinkre, negativ
kontrollt sem hasznaltunk, de a majminta annak tekinthetd. A eziistkarasz vegyes szerv-
mintdja szintén pozitiv lett.

A pozitiv reakciokban keletkezett termékek nukleotid-sorrendjét minden esetben
meghataroztuk. A virusok DNS-fiiggd DNS polimeraz génjének 464 bp hosszl szakaszat
nyertiik ki. A szekvenciakat benyujtottuk a GenBank-ba, ahol a CyHV-1 elérhetdségi szama
HMO014350, a CyHV-2-¢ pedig HM014349 lett. Aminosav szinten mindkét virus vizsgalt
szakasza tokéletesen megegyezett a kordbban Nyugat-Eurépaban, Eszak-Amerikaban és
Japanban leirt torzsek megfeleld szakaszaval. Nukleinsav szinten bizonyos génbanki
izolatumokkal 100%-o0s az egyezés, mig mas torzsekkel szemben minimalis eltérés (1%)
figyelhetd meg, mely a tripletek harmadik tagjanak varidlodasabol adodik.

Az altalunk alkalmazott PCR-t a hal-herpeszvirusok éltaldnos kimutatdsara ajanlottak

(23), igy e génszakasz szekvencidja szdmos tovabbi alloherpeszvirusbdl is ismert, ezért



kivaldan alkalmas filogenetikai szamitasokhoz is. A 3. abran lathato torzsfa-rekonstrukcié az
aminosav-szekvencidk alapjan késziilt. A torzsfa-rekonstrukcio célja az Alloherpesviridae
csalad jelenleg ismert tagjai kozotti genetikai rokonsagi viszonyok feltarasa és bemutatasa

volt.

Megyvitatas

A pontyhiml6 kialakitasért felelos CyHV-1 eléfordulasa régota ismeretes, de ez az elsd
alkalom, hogy DNS-szekvencia adatok kinyerése utan a vilag mas részein leirt torzsekkel
Osszehasonlithattunk egy hazai virust. Megallapitottuk, hogy a viralis DNS-fiiggé DNS
polimeraz génnek ezen a jol megdrzott szakaszan szamottevd, azaz az aminosav-szekvenciat
is befolyasolo eltérés nem mutathato ki. Eldrelathatolag hamarosan ismertté valik a CyHV-1
teljes genom-szekvencidja is, és ekkor lehetdség nyilik majd egyéb gének illetve
géntermékek, példaul az immunogenitas szempontjabol legjelentésebb envelop fehérjék és
gliikkoproteidek 6sszehasonlito vizsgalatara is.

Tobb évtizede tapasztalhatd hazankban idénként tomeges elhullas eziistkdrasz
tenyészetekben. Az elhullasok okat eddig nem sikeriilt kideriteni, ami részben a karaszok
csekély gazdasagi jelent0ségével magyarazhatd. A CyHV-2 kimutatasa az elsé alkalom e
virus hazai jelenlétének igazolasara. Ezen tilmenden a vilagon elséként irunk le a CyHV-2
fertdzést eziistkaraszban. Kordbban ezt a virust csak aranyhalakban mutattak ki. A eziistkarasz
¢s az aranyhal nagyon kozeli rokonsdgot mutato halfajok, sét korabban egy egységes faj
Carassius auratus alfajainak tekintették az eziistkaraszt (Carassius auratus gibelio) illetve az
aranyhalat (Carassius auratus auratus). A herpeszvirusok dontd tobbsége szlik gazdafaj-
spektrummal rendelkezik, de nem kiilondsebben varatlan, hogy ugyanaz a herpeszvirus
megtalalhaté e két nagyon kozeli fajban. Aranyhalakban a CyHV-2 fert6zés nyoman
kialakul¢ jellegzetes koros elvaltozasok kozott van az eozinofil magzarvanyok és elhalasos
gocok kialakulésa a lépben, a vese vérképzd szoveteiben, valamint a pancreasban €s a
belekben. A vérszegénység mellett a kopoltytiban kronikus branchitis jelentkezhet (27). A
eziistkaraszban okozott klinikai tlinetek, illetve betegség azonban valdsziniileg eltér az
aranyhalakban ismert korképtdl, és ennek tanulmanyozasat tervezziik a jévében.

Az Ujonnan nyert, valamint a nyilvanos adatbankokban elérhetd szekvencidk
bevonasaval torzsfa-rekonstrukciot készitettiink az eddig megismert alloherpeszvirusok

genetikai viszonyainak illusztralasahoz. A 3. Abran bemutatott fan az Alloherpesviridae



csalad négy, jol elkiiloniilé fobb agra oszlik. Az egyik agon, amely a Batrachovirus
nemzetségnek felel meg, a kétéltiiek virusai (RaHV-1 és 2) talalhatok. Egy mésik nagy dgon
lathatd a Cyprinivirus nemzetség (CyHV-1, 2 és 3) és az angolna herpeszvirusa (AngHV-1).
Az ICTV-hez idén benyujtott javaslat szerint az AngHV-1 is a Cyprinivirus genusba
sorolandd. A harmadik agon talalhatdk az Ictalurivirus és a Salmonivirus nemzetség tagjai,
nevezetesen az AciHV-2, IcHV-1 és 2, valamint a SalHV-1, 2 és 3. Megjegyzendd, hogy ezek
kozott a genetikai tdvolsag altalaban nem éri el a két béka-herpeszvirus kozotti tavolsagot.
Azok mégis egy nemzetségbe lettek sorolva, mig itt két nemzetséget alakitottak ki. Erdekes
modon az AciHV-1, amelybdl sajnos csak nagyon kevés szekvencia adat all
rendelkezésiinkre, egyértelmiien egyik csoportba sem sorolhatd, és elképzelhetd, hogy egy
negyedik leszarmazasi vonalat (és ennek megfelelden alcsaladot) képvisel.

A Herpesviridae csaladhoz hasonldan az alloherpeszvirusok esetében is feltételezik a
koevolucidt, azaz a virusok és gazdafajaik sok milli6 év oOta tartd kozos fejlodését. Az eddigi
eredmények ezt részben alatdmasztjak. A jelenlegi Batrachovirus, Cyprinivirus és
Salmonivirus nemzetségbe sorolt virusok gazdafajai genusonként azonosak, illetve kozeli
evolucids rokonsagban allnak. Az egyetlen kivétel az Ictalurivirus nemzetség, amelybe sorolt
virusok gazdafajai kozott talalunk torpeharcsaféléket (Ictaluridae) és tokféléket
(Acipenseridae) is. A fekete torpeharcsabol (Ameiurus melas) leirt IcHV-2 (1) és a 1énai
tokbol (Acipenser baeri) izolalt szibériai tokherpeszvirus (SbSHV) eléforduldsat eddig még
nem irtak le Magyarorszagon, de az elébbi virus Eszak-Olaszorszagban, az utobbi pedig
Oroszorszagban mar megjelent. A két virus genetikai és evolucids szempontbol meglehetdsen
tavoli halfajt fertdz, mégis egyarant az Ictalurivirus nemzetségbe sorolhato (12, 13).

Ennél a nemzetségnél gazdavaltast kell feltételezniink, melynek iranyat egyeldre nem
lehet biztosan megéllapitani. Elképzelhetd, hogy az ictalurivirusok eredetileg a
torpeharcsafélék herpeszvirusai, és a tokfélékbe gazdavaltas sordn jutottak. Ha ezt a
feltételezést elfogadjuk, akkor esetleg az AciHV-1 képviseli a tokfélek sajat”
herpeszvirusainak a vonalat.

Az Alloherpesviridae csalad felosztasa alcsaladokra jelenleg mar aktudlissa valt
kérdés, de megosztja a téman tevékenykedd kutatokat. Egy résziik javaslata szerint két
alcsalad kialakitasa sziikséges (29, 30), melyek koziil egyikbe a Cyprinivirus nemzetség
tartozna, a masikba pedig az 6sszes tobbi genus. Ezzel szemben a mi kutatocsoportunk
legalabb harom alcsalad kialakitasat tartja indokoltnak a 3. abran lathato torzsfa fobb
elagazddasainak megfelelden. Javaslatunk szerint egy alcsaladba tartozhatnanak a kétéltliek

herpeszvirusai, egy masikba a cyprinivirusok és AngHV-1, egy harmadik pedig az ictaluri- és
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salmonivirusokat lehet sorolni (11, 12). Az AciHV-1 rendszertani helyének tisztazasdhoz e
virus genom szervezddése és szekvencidja tekintetében tovabbi informaciokra lenne sziikség.
Az alcsalad szintli felosztasra vonatkozd javaslatunkat nem csak a filogenetikai

szamitasok, hanem a virus genomok szervezddése és mérete is alatdmasztja (2, 7, 11, 29).

Kovetkeztetések

PCR modszer segitségével eldszor sikeriilt bizonyitani a CyHV-1 és 2 hazai el6fordulésat.
Megallapithatd, hogy a Magyarorszagon kimutatott virusok lényegesen nem térnek el a
kiilf61don korabban mar vizsgalt torzsektol, legalabbis az altalaban jol megorzott DNS-fiiggd
DNS polimeraz gén alapjan. Elképzelhetd, hogy kevésbé megdrzott genom szakaszokon
nagyobb eltéréseket tapasztalnank. Ez az els6 publikacio, amely természetes koriilmények
kozott a CyHV-2 eléforduldsat nem aranyhalban, hanem eziistkaraszban irja le.

Az eziistkarasz pontyhoz viszonyitott csekélyebb gazdasagi jelentdsége ellenére
érdemes lenne tovabbi vizsgdlatokat végezni, hogy felmérjiik a hazai dllomanyok
fertdzottségét, illetve, hogy meghatarozhassuk a CyHV-2 esetleges szerepét az id6rdl iddre

eléforduld tomeges eziistkarasz elhullasok hatterében.
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bocsatasaért.

IRODALOM
1. ALBORALI, L. — Bovo, G. et al.: Isolation of an herpesvirus in breeding catfish
(Ictalurus melas). Bull. Eur. Assoc. Fish Pathol., 1996. 16. 134—137.
2. Aoki, T. — HIRONO, I. et al.: Genome sequences of three koi herpesvirus isolates
representing the expanding distribution of an emerging disease threatening koi and

common carp worldwide. J. Virol., 2007. 81. 5058-5065.

11



10.

11.

12.

13.

14.

15.

. BEKESL, L. — HORVATH, I. — KOVACS-GAYER, E. — CSABA, G.: Demonstration of

herpesvirus like particles in skin-lesions of European eel (Anguilla anguilla). J. Appl.
Ichthyol. 1986. 2. 190-192.

BEKESL L. — KOVACS-GAYER, E. — RATZ, F. — TURKOVICS, O.: Skin infection of the
sheatfish (Silurus glanis L.) caused by a herpesvirus. Symp. Biol. Hung., 1984. 23.
25-30.

BERGMANN, S. M. — LUTZE, P. et al.: Goldfish (Carassius auratus auratus) is a
susceptible species for koi herpesvirus (KHV) but not for KHV disease (KHVD). Bull.
Eur. Ass. Fish Pathol., 2010. 30. 74—84.

DAVISON, A. J.: Channel catfish virus: a new type of herpesvirus. Virology, 1992. 186.
9-14.

DAVISON, A. J. — CUNNINGHAM, C. et al.: Genome sequences of two frog
herpesviruses. J. Gen. Virol., 2006. 87. 3509-3514.

DAVISON, A. J. — EBERLE, R. et al.: The order Herpesvirales. Arch. Virol., 2009. 154.
171-177.

DAVISON, A. J. — TRUS, B. L. et al.: A novel class of herpesvirus with bivalve hosts. J.
Gen. Virol., 2005. 86. 41-53.

DIxoN, P. F.: Virus diseases of cyprinids. In: EIRAS, J. C. — SEGNER, H. et al. (eds) Fish
Diseases. Volume 1., Science Publishers, Enfield, Jersey, Plymouth, 2008. p 87-184.
DoszroLY, A. — BENKO, M — Bovo, G. — LAPATRA, S. E. - HARRACH, B.: Comparative
analysis of a conserved gene block from the genome of the members of the genus
Ictalurivirus. Intervirology, 2011. (in press) DOI: 319430

DoszproLy, A. — KOVACS, E. R. —Bovo, G. — LAPATRA, S. E. - HARRACH, B. — BENKO,
M.: Molecular confirmation of a new herpesvirus from catfish (Admeiurus melas) by
testing the performance of a novel PCR method, designed to target the DNA
polymerase gene of alloherpesviruses. Arch. Virol., 2008. 753. 2123-2127.
DoszpPOLY, A.— SHCHELKUNOV, I. S.: Partial genome analysis of Siberian sturgeon
alloherpesvirus suggests its close relation to AciHV-2. Acta Vet. Hung., 2010. 58.
269-274.

EATON, W. D. — WINGFIELD, W. H. — HEDRICK, R. P.: Prevalence and experimental
transmission of the steelhead herpesvirus in salmonid fishes. Dis. Aquat. Organ., 1989.
7.23-30.

FUUAN, N. N. — WELLBORN, T. L. — NAFTEL, J. P.: An acute viral disease of channel
catfish. US Fish Wildl Serv. Tech. Pap., 1970. 43. 1-11.

12


http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=W1pe4JHbo853BBp7cPp&page=4&doc=32
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=W1pe4JHbo853BBp7cPp&page=4&doc=32

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

GESSNER, C.: Historiae Animalium Liber IIII, qui est Piscium et Aquatilium
Animantium Natura. Tiguri, Ziirich, 1558.

GOODWIN, A. E. —KHOO, L. et al.: Goldfish hematopoietic necrosis herpesvirus
(cyprinid herpesvirus 2) in the USA: molecular confirmation of isolates from diseased
fish. J. Aquat. Anim. Health, 2006. /8. 11-18.

GOODWIN, A. E. — MERRY, G. E. — SADLER, J.: Detection of the herpesviral
hematopoietic necrosis disease agent (Cyprinid herpesvirus 2) in moribund and
healthy goldfish: validation of a quantitative PCR diagnostic method. Dis. Aquat.
Organ., 2006. 69. 137-143.

HEDRICK, R. P. — GILAD, O. et al.: A herpesvirus associated with mass mortality of
juvenile and adult koi, a strain of a common carp. J. Aquat. Anim. Health, 2000. /2.
44-57.

HEDRICK, R. P. - WALTZEK, T. B. - MCDOWELL T. S.: Susceptibility of koi carp,
common carp, goldfish, and goldfish x common carp hybrids to cyprinid herpesvirus-2
and herpesvirus-3. J. Aquat. Anim. Health, 2006. /8. 26-34.

I1SA, Y. —MASUMURA, K. et al.: A viral disease in larvae and juveniles of the Japanese
flounder Paralichthys olivaceus. J. Aquat. Anim. Health, 1989. 1. 7-12.

JUNG, S.J. —MiYAzAKI, T.: Herpesviral haematopoietic necrosis of goldfish, Carassius
auratus (L.). J. Fish Dis., 1995. 18. 211-220.

KELLEY, G. O. — WALTZEK, T. B. et al.: Genetic relationships among herpes-like
viruses isolated from sturgeon. J. Aquat. Anim. Health, 2005. /7. 297-303.

KIMURA, T. — YOSHIMIZU, M.: Salmonid herpesvirus: OMV, Oncorhynchus masou
virus. In: AHNE, W. — KURSTAK, E. (eds) Viruses of Lower Vertebrates. Springer-
Verlag, Berlin, 1989. p 171-183.

MAREK, A.— SCHACHNER, O. et al.: Characterization of Austrian koi herpesvirus
samples based on the ORF40 region. Dis. Aquat. Organ., 2010. 88. 267-270.
NOVOTNY, L. — POKOROVA, D. et al.: First clinically apparent koi herpesvirus infection
in the Czech Republik. Bull. Eur. Assoc. Fish Pathol, 2010. 30. 85-91.

PHYLBEY A. W.: Herpesvirus haematopoietic necrosis in a goldfish (Carassius
auratus) in the UK. Vet. Rec., 2006. /58. 800-801.

SHCHELKUNOV, I. S. — SHCHELKUNOVA, T. L. et al.: First detection of a viral agent

causing disease in farmed sturgeon in Russia. Dis. Aquat. Organ., 2009. 86. 193-203.

13


http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=T2PaPbiHD@95DMALj6G&page=1&doc=9
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=T2PaPbiHD@95DMALj6G&page=1&doc=9

29. VAN BEURDEN. S. J. — BOSSERS, A. et al.: Complete genome sequence and taxonomic

position of anguillid herpesvirus 1. J. Gen. Virol., 2010. 97. 880—887.

30. WALTZEK, T. B. — KELLEY, G. O. et al.: Phylogenetic relationships in the family
Alloherpesviridae. Dis. Aquat. Organ., 2009. §4. 179—-194.

31. WATSON, L. R. — YUN, S. C. et al.: Characteristics and pathogenicity of a novel

herpesvirus isolated from adult and subadult white sturgeon Acipenser transmontanus.

Dis. Aquat. Organ., 1995. 22. 199-210.

14


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20016040?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20016040?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1

Abra alairasok

1. abra. A Cyprinid herpesvirus 1 (CyHV-1) altal okozott betegség jellegzetes tiinete a fejen,
az uszokon és testszerte eléfordulo, kerekded vagy ovalis, sulyos esetben térképszeriien

Osszefolyo, a felszin fol¢ emelkedd, gyertya-viasszerli borelvaltozasok megjelenése.

Figure 1. Typical skin lesions caused by Cyprinid herpesvirus I (CyHV-1).

2. abra. CyHV-1 polimeraz génjére irdnyuldé PCR eredménye 1%-os agar6z gél elektroforézis
utan. A mintak jelolése: M: molekulatomeg marker; 1: elvaltozast mutaté hamszovet; 2:

kopoltyt; 3: maj; 4: vese.

Figure 2. Gel electrophoresis of the PCR products for the detection of CyHV-1.

Abbreviations: M: molecule mass marker; 1: epithelial tissue; 2: gill; 3: liver; 4: kidney.

3. abra. Az Alloherpesviridae csalad torzsfa rekonstrukcioja, maximum likelihood (WAG
szubsztiticids modell) és distance matrix (JTT modell) mdédszerrel szamitva a polimerdz gén
részleges szekvenciajabol. A két modszer bootstrap értékei egymas alatt lathatdéak. A
szaggatott vonallal bekarikazott virusok a jelenleg elfogadott nemzetségeket jelolik. A
folyamatos vonallal bekarikazottak a szerzOk altal javasolt alcsaladokra valo felosztast
mutatjak. Roviditések: AciHV-1: acipenserid herpesvirus 1; AciHV-2: acipenserid
herpesvirus 2; AngHV-1: anguillid herpesvirus 1; CyHV-1: cyprinid herpesvirus 1; CyHV-2:
cyprinid herpesvirus 2; CyHV-3: cyprinid herpesvirus 3; IcHV-1: ictalurid herpesvirus 1;
IcHV-2: ictalurid herpesvirus 2; RaHV-1: ranid herpesvirus 1; RaHV-2: ranid herpesvirus 2;
SalHV-1: salmonid herpesvirus 1; SalHV-2: salmonid herpesvirus 2; SalHV-3: salmonid

herpesvirus 3.

Figure 3. Phylogenetic tree of the family A/loherpesviridae based on maximum likelihood
(WAG substitution model) and distance matrix (JTT model) analysis from the partial
sequences of polymerase gene. The viruses encircled by dotted lines represent the officially
accepted genera. Continuous-line circles show the subfamilies proposed by the authors.

Abbreviations: AciHV-1: acipenserid herpesvirus 1; AciHV-2: acipenserid herpesvirus 2;
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AngHV-1: anguillid herpesvirus 1; CyHV-1: cyprinid herpesvirus 1; CyHV-2: cyprinid
herpesvirus 2; CyHV-3: cyprinid herpesvirus 3; IcHV-1: ictalurid herpesvirus 1; [cHV-2:
ictalurid herpesvirus 2; RaHV-1: ranid herpesvirus 1; RaHV-2: ranid herpesvirus 2; SalHV-1:

salmonid herpesvirus 1; SalHV-2: salmonid herpesvirus 2; SalHV-3: salmonid herpesvirus 3.
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