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1. Roviditések jegyzéke
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2. Osszefoglalas

Az adenovirusok (AdV) csaladjanak (Adenoviridae) 6t elfogadott nemzetsége kdzul
haromban, az Aviadenovirus, az Atadenovirus és a Siadenovirus nemzetségben talalhatok
madarakat is fert6z6 virusok.

Munkam kezdetekor harom, pulykakbdl szarmazo AdV tipus volt ismeretes, melyek
kozul kettébnek volt elérheté a teljes genomszekvenciaja a GenBank-ban. Elvégeztik két
Ujabb pulyka-adenovirus (turkey adenovirus; TAdV), a TAdV-4 és -5 teljes genomjanak
meghatarozasat. Genomszervez6édésuk, illetve az elvégezett filogenetikai szamitasok
eredményei alapjan, két Uj aviadenovirus fajt képviselnek, a TAdV-4 a Turkey aviadenovirus
C, mig a TAdV-5 a Turkey aviadenovirus D fajt.

Hazai galamb allomanyok AdV-ok jelenlétére iranyuld szlrévizsgalata soran magas,
50%-0s pozitivitast tapasztaltunk és eddig le nem irt avi- és siadenovirusokat mutattunk Kki.
Leggyakoribbnak egy Uj galamb-AdV (pigeon adenovirus; PiAdV) tipus bizonyult, mely az
Aviadenovirus nemzetséghez tartozik (PiAdV-2). A korabban publikalt PiAdV-1-et csupan
egyetlen esetben azonositottunk. Leirtunk egy tovabbi Uj aviadenovirust is, amely mindéssze
egy mintabdl volt kimutathaté (PiAdV-3). A harom galamb-aviadenovirus tipus monofiletikus
csoportot alkot a térzsfan, ami a galambokkal valé koevolucidjukra utal. Elséként mutattuk ki
galambokban siadenovirusok jelenlétét; a két tipus kdzll a PiAdV-4-et tobb mintaban, mig a
PiAdV-5-6t csak egyetlen esetben. A PiAdV-ok kimutatésara korabban leirt PCR
(polymerase chain reaction; polimeraz lancreakcié) modszereket teszteltik és azokat
megbizhatatlannak talaltuk a PiAdV-1-t8l kalénb6zé AdV-ok diagnosztikajaban; helyettik a
Wellehan és munkatarsai (2004) altal k6zolt altalanos AdV PCR-t javasoljuk. A primer-
sétalas mddszerével a PiAdV-2a varians genomjanak kétharmadat sikeresen szekvenaltuk.
Megallapitottuk, hogy mind a PiAdV-1-nek, mind a PiAdV-2a-nak két fiber génje van, am a
fiber-1 gén egyikben sem kodol feji alegységet, tehat valészinlileg nem vesz részt a virus
sejtfelszini receptorokhoz valé kotédésében. Feltételezzik, hogy a jelenlegi aviadenovirusok
Ose 2 fiber génnel rendelkezhetett, melyekbdl a fiber-1 gént veszitették el a ma mar csak egy
fiber génnel rendelkez6 aviadenovirusok, és ugyanennek a gének az elvesztése zajlik most
a galamb-aviadenovirusoknal.

Az @sszesen 131 fajra és 673 egyedre kiterjed6 szlrévizsgalatunk soran 19%-os AdV
pozitivitast tapasztaltunk a vad- és egzotikus madarak korében és megtobbszoroztuk a
madarakbdl ismert AdV tipusok szamat. Aviadenovirusokbdl (beleértve az uj PiIAdV és TAdV
tipusokat) 33, siadenovirusokbdl (az uj PiAdV-okkal) 21, mig atadenovirusokbdl 8 Uj tipust
irtunk le és egy Uj taggal a mastadenovirusok nemzetségét is gyarapitottuk. Eurépaban
els6ként mutattuk ki a patogén psittacin-AdV-2-t (PsAdV-2), 6t kilonb6z6 papagajfajban,

ezzel tovabb bizonyitva kivételes képességét a fajhatar atiépésére.
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2.1 Summary

Family Adenoviridae comprises five genera out of which three, namely genus
Aviadenovirus, Siadenovirus and Atadenovirus include viruses that can infect birds.

From turkey, three adenovirus (AdV) types were published and only two of them had
their full genome sequence available in GenBank. We performed the sequencing and
annotation of two further turkey AdV (TAdV) types. According to their genome organization
and phylogenetic position, these new viruses constitute two new species within genus
Aviadenovirus. Turkey aviadenovirus C species was established for TAdV-4 and Turkey
aviadenovirus D for TAdV-5.

Hungarian pigeon lofts were screened for the presence of AdVs with a general AdV
PCR (polymerase chain reaction). We observed extremely high, almost 50% positivity and
novel avi- and siadenovirus types were detected. The most abundant type was a new pigeon
adenovirus (PiAdV) belonging to the genus Aviadenovirus (PiAdV-2). The previously
published PiAdV-1 could be found in a single sample. A third type of novel aviadenovirus
(PiAdV-3) was identified, too. The three pigeon aviadenovirus types constitute a
monophyletic group on the phylogenetic tree, which signals their co-evolution with pigeons.
We were first to describe the presence of siadenoviruses in pigeons, two novel types; PiAdV-
4 was detected frequently, while PiAdV-5 only in a single sample. The PCR methods
published earlier for the detection of PiAdVs proved to be unreliable. We managed to
sequence and annotate two third of PiAdV-2a genome with primer walking method and
observed differences in the genome organization of the left end of PiAdV-1 and -2. Both
types have two fiber genes, out of which the first ones are vestigial genes as they miss their
knob domain, thus probably these fibers are not able to attach to the host cell receptors.
According to the phylogenetic calculations, the ancient aviadenoviruses could have had two
fiber genes and the viruses possessing only one fiber gene nowadays, lost their fiber-1
during evolution. We assume the mutation and loss of the fiber-1 gene in PiAdVs is a
currently ongoing event.

During the screening of 673 samples originating from 131 wild and exotic bird species
19% AdV-positivity was observed and we multiplied the number of the known bird AdVs.
Altogether 33 novel aviadenovirus types (including the new PiAdV and TAdV types), 21 novel
siadenoviruses (also including the new PiAdVs) and 8 novel atadenovirus types were
described and an additional new mastadenovirus was identified, too. The pathogenic
siadenovirus, psittacine adenovirus 2 was detected first time in Europe, in 5 different parrot

species confirming its ability to cross the species barrier.



3. Bevezetés

A gazdasagi szempontbdl fontos, intenziven vizsgalt baromfifélék — a hazityuk, a
pulyka, a hazilud és a hazikacsa — voltak az elsé madarfajok, amelyek képvisel6iben AdV-ok
jelenlétét leirtak. Legtobbet a hazityuk AdV-airdl tudunk: eddig 12 tyuk-AdV (fowl adenovirus;
FAdV) szerotipust irtak le, melyek 5 fajba sorolhatok (Fow! aviadenovirus A—E; FAdV-A—E).
Hazityukokban el6fordul tovabba az Atadenovirus nemzetségbe sorolt kacsa-AdV-1 (duck
adenovirus 1; DAdV-1), mely tojashozam-csdkkenést és héjképzédési rendellenességeket
okoz, illetve a siadenovirusok kdzé tartozo, pulykakat és facanokat is megbetegiteni képes
TAdV-3.

Munkam kezdetekor a pulykakat fert6z6 AdV-ok kézul harom tipus volt ismeretes. A
TAdV-1 és -2 az aviadenovirusok nemzetségébe tartozik, kézllik az utébbinak csak egy
rovid szekvencia részlete ismert. A TAdV-3 a Siadenovirus nemzetség tagja, mely sulyos
vérzéses bélgyulladast okoz a pulykakban.

A galambok mintegy hatarmezsgyét képeznek a gazdasagi jelentéséggel bird
madarfajok és a hobbiallatok kézott. Adenovirusok altal okozott megbetegedéseikrél vannak
irodalmi adatok mar a nyolcvanas évektdl kezdve, de minddssze az altaluk okozott tinetek
€s a mikroszkopos, illetve elektronmikroszképos vizsgalatok eredmeényei alapjan voltak
diagnosztizalhatok, ami kozel sem mondhaté megbizhatd eljarasnak. A klasszikus
virusizolalasi modszerekkel csak egyetlen galamb-aviadenovirust sikerllt egy német
kutatécsoportnak izolalnia, a PiAdV-1-et (Hess et al., 1998a). Molekularis diagnosztikai
modszerek kozul a FAdV-ok kimutatasara hasznalt PCR moddszereket alkalmaztak, amik a
nagy a szekvencia kuldnbségek miatt nem mikddtek megbizhatéan. A hazai galamb
allomanyok AdV fertézéttségérdl nem rendelkeztink adatokkal.

Munkam kezdetekor a gazdasagi jelent6séggel biré madarfajok AdV-ain kivil a
tébbféle sélyom fajban is kimutatott sélyom-AdV-1, négy kllénb6z8 papagaj-AdV,
nevezetesen a hulldamos papagaj-AdV-1 (budgerigar adenovirus 1; BuAdV-1), a PsAdV-1 és
-2, valamint a Meyer papagaj-AdV-1 voltak ismeretesek. A széncinege-AdV-1 (great tit
adenovirus 1; GTAdV-1) és a tobbféle ragadozé madarfajt is fertéz6 raptor AdV-1 (RAdV-1)
leirdsa hazai kutatasok eredménye. A széncinegétdl (Parus major) eltekintve a felsorolt
gazdafajok mindegyike kedvtelésbdl tartott hazi kedvenc, vagy természetvédelmi program
keretein belll fogsagban tartott és mesterségesen szaporitott madar volt. A természetes,
vadon él6 madarpopulaciok AdV-airol nem alltak rendelkezésre adatok sem
Magyarorszagon, sem pedig vildg szinten. A nem baromfi eredetli AdV-ok vizsgalatat
neheziti, hogy szigoru gazda- és sejtspecifitdisuk miatt hidnyoznak az izolalasukhoz
szukséges sejtvonalak, igy kimutatasuk és tanulmanyozasuk nehézkes, de a molekularis

technikak megoldast jelenthetnek.



3.1 Célkitlizések

Célunk két uj pulyka-aviadenovirus, a TAdV-4 és -5 genomszervezddésének
meghatarozasa volt, az aviadenovirusok diverzitasanak és evolucidéjanak alaposabb
megismereése érdekében.

Tesztelni kivantunk egy altalanos AdV PCR maddszert, illetve korabban masok altal
hasznalt PCR eljarasokat a PiAdV-ok kimutatasaban. Célunk volt a galambokban eléfordulé
AdV-ok azonositasa, el6zetes jellemzése, a magyarorszagi galamb allomanyok AdV
fert6zottségének felmérése és a leggyakrabban kimutatott PiAdV tipus genomjanak
szekvenalasa.

Tanulmanyozni kivantuk a madar-AdV-ok fiber génjeinek evollciés leszarmazasi
viszonyait az eddig masok altal kozoélt aviadenovirusok és az altalunk leirt PiAdV-2a, TAdV-4
és TAdV-5 fiber gén szekvenciainak bevonasaval.

Célul taztlk ki a vad- és egzotikus madarak AdV-airdl szerzett ismeretek bdvitését,
az AdV-ok gyakorisaganak és diverzitdsanak felmérését a magyar madarfaunaban és a
hazai disz- és egzotikus madarallomanyokban, valamint tanulmanyozni kivantuk a kimutatott

AdV-ok egymashoz viszonyitott filogenetikai helyzetét.
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4. Irodalmi attekintés

4.1 Az adenovirusok altalanos tulajdonsagai

Az AdV-ok duplaszalu DNS-sel rendelkez8, kdzepes méretl, burok nélkili virusok;
ikozaéder alaku virionjuk atmér6je 70-90 nm. Jellegzetes alakjukat a virion csucsardl
antennaszerten kituiremkedd fiber fehérjék adjak. Neviuk a gorég ,aden” vagyis ,mirigy”
sz6bdl ered, mivel el6szor kisgyermekek mutétileg eltavolitott mandulgjabdl izolaltak oket
1953-ban (Rowe et al., 1953). Azdéta a gerincesek gyakorlatilag minden osztalyabdl, a
halakbdl (Pisces), a kétéltliekbdl (Amphibia), a hillékbdl (Reptilia), a madarakbdl (Aves) és
az eml6sokbdl (Mammalia) is kimutattak mar a jelenlétuket (Kovacs et al., 2003; Harrach,
2014). Az AdV-ok tdbbsége nem patogén, bar kivételek ismeretesek mind a human AdV-ok
(HAdV) korében, mind az allatokban el6fordulé AdV-ok kozott (Benkd, 2015). Az AdV-ok a
sejtmagban szaporodnak, mikroszképos képeken altalaban jellegzetes, bazofil

sejtmagzarvanyok lathatok.

4.1.1 Rendszertan

Az AdV-ok csaladja (Family Adenoviridae) o6t elfogadott nemzetségre
(Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus és Ichtadenovirus) oszlik az
ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses; Nemzetkézi Virusrendszertani
Bizottsag) aktualis taxondmiai besorolasa szerint (Harrach et al., 2011). A Mastadenovirus
nemzetség tagjai csak emlésodkben talalhatok meg. Ebbe a nemzetségbe tartoznak a HAdV-
ok is, melyek eddig leirt tagjai hét fajba oszthatdk be (Human mastadenovirus A—G; HAdV-
A—G); a HAdV-B, -C, -E és -G fajok azonban a human eredetli AdV-ok mellett szamos
majom-AdV (simian AdV; SAdV) tipust is magunkban foglalnak. Kizarélag majmokbdl
szarmaz6 AdV-ok alkotjadk a Simian mastadenovirus A (SAdV-A) fajt. A Mastadenovirus
nemzetségbe tartoznak a fent emlitetteken kivll a 16bdl, kutyabdl, sertésbél, egérbél, és a
deneveérbdl leirt AdV-ok, illetve a kér6dz6k AdV-ai kdzul a Bovine mastadenovirus A—C fajok
(BAdV-A—C), valamint az Ovine mastadenovirus A és -B (OAdV-A és -B) fajok.

A maig leirt aviadenovirusok mindegyike madarakban fordul el6, am ezt az
allatcsoportot masik két AdV nemzetség, az at- és a siadenovirusok bizonyos képviseléi is
képesek megfertézni. Az aviadenovirusok koézil a hazityukok AdV-ai a legintenzivebben
kutatottak. Eddig 6sszesen 12 FAdV szerotipust (FAdV-1—7, -8a, -8b, -9—11) publikaltak,
melyek genomorganizaciojuk és filogenetikai helyzetik alapjan 6t fajba sorolhatok (FAdV-
A—E) (Kajan et al., 2011). Az ICTV korabban a FAdV-okon kivil a Goose aviadenovirus A
(GoAdV-A), a Turkey aviadenovirus B (TAdV-B), valamint a Falcon aviadenovirus A fajt

fogadta el hivatalos taxonként ezen a nemzetségen belll, habar ennél sokkal tobb
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aviadenovirus létezését bizonyitottak és publikaltak mar (Wellehan et al., 2005; Lischow et
al., 2007; Kajan et al., 2010).

Az Atadenovirus nemzetséghez tartozd virusok gazdaspektruma meglehetésen tag
az el6zd6 két nemzetséghez viszonyitva, megtalalhatoak pikkelyes hullékben (Squamata),
kér6dz6kben, madarakban, sét egy erszényesben, a kbzbnséges rékakuzuban (Trichosurus
vulpecula) is leirtdk mar atadenovirus jelenlétét (Harrach et al., 1997; Hess et al., 1997; Dan
et al., 1998; Benkd et al., 2002; Thomson et al., 2002; Wellehan et al., 2004). Az eddigi
kutatasi eredmények alapjan, vagyis a virusok hulldkben mutatott alacsony patogenitasa,
kiegyensulyozott G+C (guanin+citozin) tartalma és a filogenetikai szamitasok eredményei
alapjan ez a virus nemzetség a pikkelyes hill6kt6l szarmazhat (Benké és Harrach, 2003;
Farkas et al., 2008). A tobbi gerinces osztaly tagjaiba, igy példaul a madarakba, tobb
gazdavaltasi esemény eredményeképpen juthattak at és ezek kozott a virusok kozott
patogéneket is talalunk (Smyth és McFerran, 1989; Benk6, 2015).

A siadenovirusok szintén szélesebb gazdaspektrummal rendelkeznek, de eredetik
egyeldre tisztazatlan. Korabban azt feltételezték, hogy kétéltliek lehettek az eredeti gazdaik,
de mara ez az elmélet megkérdéjelez6dott (Kovacs és Benkd, 2011). Egyik képviseldjiket, a
béka-AdV-1-et leopard békabdl (Rana pipiens) irtak le (Davison et al., 2000). Egy tovabbi
patogén siadenovirust els6ként Sulawesi (Rivera et al., 2009), majd kés6bb két tovabbi
teknds fajban azonositottak (Schumacher et al.,, 2012). Az dsszes tobbi Siadenovirus
nemzetséghez tartozé virus tipust madarakbdl mutattak ki és kdzottuk tobb olyat talalunk,
amely sulyos megbetegedést képes okozni (Pitcovski et al., 1998; Zsivanovits et al., 2006;
Kovacs és Benkd, 2011; Park et al., 2012).

Az Ichtadenovirus nemzetségnek minddssze egy tagja van, a tokhal-AdV-1. Doszpoly
és munkatarsai 2013-ban teknésdkben kimutatott, a fent emlitett 6t nemzetségbe be nem
sorolhatd AdV-okat irtak le. A filogenetikai szamitasok szerint ezek a virusok egy 6nallo,
monofiletikus csoportot alkotnak (Doszpoly et al., 2013). Az Uj rendszertani csoportot
Testadenovirus nemzetség néven kivanjak az ICTV szamara elfogadasra javasolni és

bejegyeztetni.

4.1.2 Morfolégia

Az ikozaéder alaku kapszidot 240 db homotrimer szerkezetl hexon fehérje és a virion
12 csucsan talalhaté penton bazis képezi (1. abra). A csucsokon a penton bazisba
agyazodva talalhatok az antennaszerl fehérjenyulvanyok, a homotrimer fiber fehérjék,
melyek a gazda sejtmembranjahoz valé kapcsoldodas elsédleges elemei. A llla fehérje
monomerijei, a VI-os és a Vlll-as fehérje, valamint a mastadenovirusokban a 1X-es fehérje a
kapszid belsd oldalahoz kapcsolédik. A VI-os és a Vlll-as proteinek kapcsoljak 6ssze a

magot a kapsziddal. A magban a nukleinsavhoz kététten talalhatd a Vll-es, a X-es, valamint

12



a kizarolag mastadenovirusokban megtalalhat6 V-6s protein. A terminalis protein kovalensen
kotddik a duplaszalu DNS két 5’ végéhez (Harrach et al., 2011). Az atadenovirusokban az V-

0s protein kapszid er6sit6 szerepét az LH3 fehérje tolti be (Gorman et al., 2005).

@ I (Hexon)

D [1I (Penton) B

== [lla
vz
(Fiber)
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e V

mu

X Protease

o Terminal protein

1. abra: Az AdV-ok altalanos szerkezeti felépitése sematikus abrazolasban (A) és az AdV-ok
elektronmikroszképpal lathato képe (B).
Forras: Saha et al., 2014. és https://somapps.med.upenn.edu/pbr/portal/hist/F19-adeno.html

4.1.3 Genomszervez6dés

Az eddig leirt AdV genomok mérete ~26 ezer és ~48 ezer bazispar (bp) kozott
valtozik és a genom hossza jellemz6 az egyes nemzetségekre (Harrach et al.,, 2011). A
legrévidebb genommal a siadenovirusok rendelkeznek. A béka-AdV-1 genomja mindéssze
26.136 bp hosszu (Davison et al., 2000), de a madarakbdl szarmazé siadenovirusok genom
hosszusaga is alig haladja meg ezt (Kovacs és Benké., 2011; Park et al., 2012; Lee et al.,
2016). Az aviadenovirusok genomjanak hosszusaga ezzel ellentétben elérheti a 45 ezer bp-
0os méretet is. Az eddig leirt aviadenovirusok kozil a FAdV-5 genomja a leghosszabb,
45.781 bp (Marek et al., 2013). Az AdV genomok G+C tartalma 33,7% és 67,6% kozott
mozog. A legalacsonyabb G+C tartalmu genommal rendelkezé virusokat az Atadenovirus
nemzetségben talaljuk, ezek koézll is a nem pikkelyes hill6kbél kimutatott virusok esetében
igaz ez a megallapitas (Harrach et al., 1997; Hess et al., 1997; Pénzes et al., 2014). Az
Aviadenovirus nemzetségbe tartoznak a legmagasabb genomi G+C arannyal rendelkezé
AdV-ok, a TAdV-1 genomjanak G+C tartalma ezek kézll is kimagasld, 66,9% (Kajan et al.,
2010; Marek et al., 2014b, Marek et al., 2016).

Az AdV-ok DNS-ének mindkét szala kddol fehérjéket. A genom kdzépsé része a IVa2
fehérjét kédold géntél a pVIII prekurzor proteint kédold génig nagyon megbrzétt (2. abra).

Ezek a gének elsésorban szerkezeti fehérjéket kddolnak. Mind az 6t jelenleg elfogadott AdV
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nemzetségben ugyanazok a gének talalhaték meg, ugyanabban a sorrendben és
irAnyultsagban, kivéve a csak a mastadenovirusok genomjaban kédolt V-8s protein génjét. A
mast- és a siadenovirusokban a pVIIlI prekurzor proteint kédold gén és a fiber gén kozé
ekelédik az E3 régid, mely a mastadenovirusoknal egy hosszabb, tdbb génbdl allé egység,
mig a siadenovirusok esetében minddssze egyetlen gén alkotja. A fiber gén, illetve gének
szintén meg6rzottek, minden nemzetség tagjaiban megtalalhatok legalabb egy képiaban. A
genom bal és jobb vége minden nemzetség tagjaiban nagy variabilitast mutat (2. abra). A
leghosszabb variabilis genomvégi régiokkal az aviadenovirusok rendelkeznek. A genom bal
végén tobb koépiaban tartalmaznak a parvovirusok NS1 (non-structural 1, rep protein)
génjével homologiat mutatd nyitott leolvasasi kereteket, melyek a pozitiv és a negativ szalon
egyarant megtalalhaték (Corredor et al., 2006). A genom jobb végén toébb nemzetség-
specifikus feltételezett gént talalunk, melyek koézll csak kevésnek tisztazott a funkcidja. Az
ORF8 altal kédolt antiapoptotikus GAM-1 fehérje az ORF22-nek elnevezett génrél atirddo
fehérjével egyutt kotédik a retinoblasztéma fehérjéhez és aktivaljak az E2F sejtciklus
szabalyozo utvonalat (Chiocca et al., 1997; Lehrmann és Cotten, 1999). A t6bbi feltételezett
gén esetleges szerepérdl hianyosak az irodalmi adatok. A genom végeket a forditott
ismétlédd szekvenciak, az ugynevezett ITR (inverted terminal repeat) szekvenciak zarjak. Az
ITR-ek hossza virus tipusonként valtozo, de atlagos hosszuk a nemzetségekre jellemzé.

Az mRNS-splicing jelenségét el6szoér az AdV-ok esetében figyelték meg (Berget et
al., 1977; Chow et al.,, 1979). A splicing soran az éretlen mRNS-bdl eltavolitodnak az
intronok, az exonok pedig 6sszekapcsolddnak tehat a genetikai informacioé a transzkripciét
kévetéen modosul. A splicingnak kdészdnhetéen egy adott génszakaszrol tdbb kilonbdzé
géntermék is keletkezhet, valamint a genom egymastdl tavolabb elhelyezkedé exonjairdl is
forditédhat le fehérje. Ezek a szerkesztések konzervalt szekvenciakkal rendelkezé slipce
donor és akceptor helyek mentén torténnek. A keletkez6 mRNS-ek szekvenalasaval
pontosan meghatarozhatdk a splice donor és akceptor helyek a genomban, am amennyiben
erre nincs lehetéség, ugy bioinformtikai modszerekkel is lehetséges ezek predikcidja. Az
aviadenovirusok szamos fehérjéje keletkezik splice utjan: a pTP, az ORF12, -13, -14, -14A, a
DBP, a 33K, az ORF20, -20A és 19, valamint a nem minden aviadenovirusban megtalalhaté
ORF11 és -26.
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IX
E1B-19K 52K Il V pVl protease 33K E3 region
E1A E1B-554 VA pllla pVIl pX hexon 100K 22K pVilI fiber
§
[*Y
=) e e el w4 ) S— —b‘ D004 m—
'_ : ﬁ 1 - ¢
Va2 pol pTP pTP’ DBP UXP’ UXP~ 67 3
pol’ UXP K4 2
E4 region
Aviadenovirus (fowl adenovirus 1)
0 dUTPast plila pVil pVl protease 33K fiber1 10 26
1A-C parvo-NS1 52K Il pX hexon 100K 22I».( pVIll  fiberZ GAM-1 9 1
YD s w4 - s— — W — » =Ddmis)
¢E=¢ e G ! G . < o g= «dq
G € ¢
14 NS1 IVa2 pol pTP pTP DBP U exon 2 20 17 VA
NS1 14'NS 20A MDV-gp 16
Atadenovirus (ovine adenovirus 7)
LH region
123 plila pVIl pVI protease 33K fiber
E1l 52K Il pX hexon 100K 22.K pVill
o) =) mhemm ump | Dumm—)P  m— 5 m—)
<= = — ' - = e G009t
(—
p32K Va2 pol pTP pTP’ DBP Uexon 34K E41 5 2
K 6 4 1
RH region
Siadenovirus (frog adenovirus 1)
hydrophobic plila pVll pVl protease 33K pVIli fiber
sialidase 52K Il pX hexon 100K 22K E3 7
U
=1 e e ) em—) -‘ o w=h =)
<= G | G [
e .
Va2 pol pTP pTP DBP U exon 8

2. abra: Négy AdV nemzetség genomszervezddése.

Az 6tédik elfogadott AdV nemzetség, az ichtadenovirusok teljes genom szekvenciajat és
genomszervezddését még nem publikaltak. A fekete nyilak a minden nemzetségben megtalalhato
géneket jelzik, mig a szurkék azokat, melyek tdbb, mint egy nemzetségben eléfordulnak. A szines

nyilak a nemzetségre specifikus géneket abrazoljak. Forras: Harrach et al., 2011.

4.2 Az adenovirusok fiberei

A Mast- és az Atadenovirus nemzetségben a legtobb virus genomja egy fiber gént
kodol, de kisebb szamban el6fordulnak két fiber génnel rendelkezék is. A mastadenovirusok
kdzul az évilagi majmok AdV-ai altalaban két fiber gént tartalmaznak, de feltételezhetéen az
ezekré| atir6do fehérjék kildonb6z6 csucsokon, egyesével helyezkednek el (Podgorski., et al.,
2016). Az atadenovirusok kozul kilénleges a két fiber génnel rendelkezé gyik-AdV-2, ahol a
pentonokon felvaltva, egyszerre vagy 3 hosszu, vagy csak egy révid fiber talalhatd (a fiber

harmas valdszinlleg viriononként csak 2 pentonon fordul el6) (Pénzes et al.,, 2014). A
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Siadenovirus nemzetség az egyetlen, ahol az eddig leirt virus genomok mindegyike csak egy
fiber gént kodol.

Az aviadenovirusok genomjaban a fajoktol fuggben egy, vagy két fiber gént talalunk.
A FAdV-B, -D, -E, valamint a DAdV-B fajokhoz tartozé virusok genomja egyetlen fiber gént
kodol, mig a FAdV-A és -C, valamint a GoAdV-A, TAdV-B és a PiAdV-A fajok virusainak
genomjaban két fiber gén talalhaté (Ojkic és Nagy, 2000; Kajan et al., 2012; Marek et al.,
2014b; Marek et al., 2016). A FAdV-ok virionjanak felszinén csucsonként 2-2 fiber fehérje
helyezkedik el az elektronmikroszkopos képek alapjan (3. abra), fuggetlendl attél, hogy
genomjuk egy vagy két fiber gént kédol (Gelderblom és Maichle-Lauppe, 1982; Hess et al.,
1995), mig a tébbi aviadenovirus virionjanak felszinén talalhato fiber fehérjék szamardl nincs

irodalmi adat.

3. dbra: A FAdV-D fajba tartozé FAdV-9 elektronmikroszképos képe.
A FAdV-ok esetében a virionok felszinén csucsonként egy penton bazisba agyazottan 2-2 fiber fehérje
talalhaté (piros nyilak). Forras: Gelderblom és Maichle-Lauppe, 1982.

A homotrimerikus fiber fehérje, mely felelds a gazdasejthez torténé elsédleges
kapcsolédasért harom szerkezeti egységre oszthatd. Az amino-terminalis farok (tail) domén
a virionok csucsain talalhaté kapszomerbe, a penton-alapba agyazédik. A fiber k6zépsd,
szar (shaft) része virus tipusonként eltéré hosszusagu lehet a fehérjét alkotd ismétiédé
egységek szamatdl fliggben, és ennek megfeleléen flexibilitasa is valtozatos. A teljes fehérje
hossza 9 és 77,5 nm kozétti az eddig leirt AdV-okban. A fehérje karboxi-terminalis vége
alkotja a globularis feji (head) domént, mely felelés a gazdasejthez vald kapcsolodasért;
aminosav (as) Osszetétel és méret szempontjabdl nagy variabilitast mutat. A feji domén
szerkezete és az azon talalhaté specidlis ,flggelékek” hatarozzak meg a virus receptor
affinitasat, sejt tropizmusat (Guardado-Calvo et al., 2007).

Munkam kezdetekor mindéssze egyes HAdV-ok és a FAdV-1 (Guardado-Calvo et al.,

2007; El Bakkouri et al, 2008) fiber fehérjéinek 3-dimezids szerkezetérdl, mikddésérdl és
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receptor affinitasardl voltak adatok az irodalomban. A HAdV-ok leggyakrabban hasznalt
sejtfelszini receptora a CAR (coxasackie- and adenovirus receptor), a desmoglein 2, a
CD46/80/86 és a szialsav (Arnberg et al., 2000, Segerman et al., 2003). A CAR receptort a
FAdV-ok is hasznaljak, mégpedig a fiber-1 segitségével tudnak hozza kapcsoldédni, mig a
fiber-2 egyelére ismeretlen, valdszinlleg egyedi, csak madar sejteken el6forduld
receptorokhoz kotédik (Tan et al., 2001).

4.3 Pulyka-adenovirusok

Pulykakban eddig avi- és siadenovirusok jelenlétét igazoltak. A pulykakat fert6z6
aviadenovirusok kozul a kétezres évek elejéig minddssze két kuldonbdzé tipus volt ismeretes,
a TAdV-1 és -2. Mindkét virust Eszak-irorszagban izolaltak és jellemezték (Adair et al.,
1980). A TAdV-1-et kotdhartya gyulladast, nefritiszt és légzsakgyulladast mutatd pulykakbal
izolaltak (Scott és McFerran, 1972), a TAdV-2-t pedig napos pulykakbol, amelyek
magzarvanyos majgyulladasban szenvedtek. Kisérletesen bizonyitottak, hogy a TAdV-2
kelésgyengeséget is okozhat (Guy és Barnes, 1997). Sajnalatos modon az eredeti észak-ir
TAdV-1 izolatumnak nyoma veszett és szekvencia adat egyaltaldan nem allt beléle
rendelkezésre, minddssze a teljes viralis genom restrikciés enzimes hasitasi képe (Guy és
Barnes, 1997). A késbBbbiekben Kajan és munkatarsai megszekvenaltak egy D90/2
azonositoszammal rendelkez6 magyar TAdV izolatumot, melynek virtualis restrikcios
enzimes hasitasi képe eltér mind a két észak-ir izolatumtdl (Kajan et al., 2010). Ez volt az
elsé nem hazityuk eredetll aviadenovirus, melynek a teljes genomja ismertté valt. Mivel az
eredeti észak-ir TAdV-1 izolatumnak nem sikerilt a nyomara bukkanni, ezért az a déntés
szlletett, hogy a D90/2-es TAdV izolatumot fogjak ezentul TAdV-1-nek nevezni; az ICTV
hivatalos nomenklaturajaban is igy szerepel. Filogenetikai szamitasok alapjan a TAdV-1 egy
kilon fajt (TAdV B) képez, mint egyetlen képviseld. A TAdV-2-bél a mai napig csak részleges
hexon szekvencia adat all rendelkezésre (Kajan et al., 2010).

A TAdV-A fajba egyetlen virus tipus tartozik, a TAdV-3, mely a Siadenovirus
nemzetség tagja. A TAdV-3 kdzismertebb neve a THEV (turkey hemorrhagic enteritis virus),
mely a virus altal okozott vérzéses bélgyulladasos megbetegedés angol nevének
roviditésébdl ered (Palya et al., 2007). A TAdV-3 pulykak mellett eléfordul hazitydkban és
facanban (Phasianus colchicus) is, fajonként mas-mas klinikai tineteket okozva; hazityukban
lépmegnagyobbodast, mig facanban ugynevezett marvanylép betegséget idéz el6
(Domermuth et al., 1979; Harrach et al., 2011).
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4.4 Galamb-adenovirusok

A galambok adenovirusos megbetegedése régéta ismert. Az elsé esetet Belgiumban
irtdk le 1984-ben (Coussement et al., 1984), de az6ta szamos, elsésorban koérszdvettani,
elektronmikroszképos és szeroldgiai metodikaval bizonyitott esetet kozoltek (Goryo et al.,
1988, De Herdt et al., 1995; Hess et al., 1998a). A galambokban haromféle, AdV-ok altal
okozott megbetegedést tartanak szamon, am ezek definialasa nem a megbetegedést okozd
AdV-ok tipusa szerint torténik, hanem a jellemzd klinikai tiinetek alapjan (Vereecken et al.,
1998; Raue et al., 2005b).

Az |-es tipusu adenovirézis, vagy mas néven klasszikus adenovirdzis elsésorban a
fiatal galambokat érinti. Jellemzden enterdlis tlineteket okoz, hanyast, hasmenést,
bélgyulladast, majd ennek kovetkeztében testtdmeg csokkenést és sejtmagzarvanyos
majgyulladas is megfigyelhetd. A ll-es tipusu adenovirdzis (necrotising hepatits, elhalasos
majgyulladas) sporadikusan fordul el6, és nem korlatozédik a fiatal korosztalyra, minden
életkord galambnal el6fordulhat. Jellemzden inkabb légzészervi tlineteket okoz, ezért
terjedhetett el a ,szdrcs6gd szindroma” kifejezés a gyakorld allatorvosok kérében. A ll-es
tipusu adenovirdzis emellett sulyos elhalasos majgyulladassal jar, melynek kévetkeztében az
érintett galambok a gyors lefolyasu betegségben 1-2 napon belil elpusztulnak (Vereecken et
al., 1998).

A harmadik betegség tipus, melyben AdV-ok szerepét feltételezték, az ugynevezett
“fiatal galambok betegsége” (Young Pigeon Disease Syndrome; YPDS). Jellemzéen a 4-12
hetes korcsoportot érinti, jellegtelen tlneteket, mint példaul testtdmeg csokkenést,
bagyadtsagot, hanyast okozva. Altalaban a fiatal galambok kevesebb, mint 20%-a érintett
egy-egy allomanyon belll, de a morbiditds és mortalitds esetenként akar az 50%-ot is
elérheti. A YPDS f6 korokozojaként a circovirusokat jeldlték meg, de az altaluk okozott
immunszupressziés hatas koévetkezményeképpen fellépd masodlagos, sok esetben
bakterialis fertézéseknek szintén szerepe van a szindréma kialakulasaban (Raue et al.,
2005b). Az AdV-ok jelenétét nem erésitették meg a YPDS-ben szenvedd galambok mintain
végzett PCR-es vizsgalatok (Raue et al., 2005b; Freick et al., 2008; Stenzel et al., 2012).

A PiAdV-okat szamos esetben prébaltak izolalni primer csirke embri6 fibroblaszt, maj
és vese sejteken. Ezek eredményeként a legtobb esetben valamilyen FAdV-t, példaul a
FAdV-2, -4, -5, -6, -8, -10, és -11 tipusokat (Hess et al., 1998b) sikerllt elszaporitani. Az elsé
galambokbodl szarmazé izolatum is FAdV tipus volt, nevezetesen a FAdV-8 (McFerran et al.,
1976). Az AdV-ok er8s gazda-, szerv-, és sejtspecifitdsa miatt nehéz &ket olyan sejteken
izolalni, melyek nem az eredeti gazdafajbdl szarmaznak. Az els6 ,valodi” PiAdV tipust, a
PiAdV-1-et 1998-ban izolaltdk galambokbdl, szintén csirke eredet(i sejteken (Hess et al.,

1998a). A szeroldgiai kildonbséget késébb molekularis modszerrel, a virus szerotipusat
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meghatarozé hexon fehérje részleges szekvenciajanak meghatarozasaval is megerésitették
és megallapitottak, hogy a PiAdV-1 az Aviadenovirus nemzetségbe sorolhaté. A virus
galamb eredetét a FAdV-okhoz viszonyitott filogenetikai helyzetén kivil alatamasztja az a
tény, hogy ezt az AdV-t korabban nem mutattak ki egyetlen baromfifélebdl sem. A PiAdV
izolatumok szama 1998 ota nem novekedett. Galambokbol Si- és Atadenovirus
nemzetségbe tartozd virusokat nem mutattak ki, sem klasszikus, sem molekularis
technikakkal.

A PiAdV-ok kimutatasat szamos PCR moddszerrel megkisérelték (Raue et al., 2005b;
Freick et al., 2008). Ezekben az eljarasokban azonban olyan, elsésorban hexon génre
specifikus primer parokat alkalmaztak, melyeknek szekvenciait az ismert aviadenovirusok,
vagyis tobbnyire a FAdV-ok hexon génjének nukleotid (nt) sorrendjét alapul véve terveztek
(Hess, 2000). Raue és munkatarsai a PiAdV-1 fiber génje alapjan tervezett specifikus PCR
modszert publikaltak (Raue et al.,, 2002). Ez a mddszer a PiAdV-1-t6l eltérd, uj PiAdV-ok
kimutatasara a variabilis fiber génben varhaté nagy szekvencia kulénbségek miatt nem

alkalmas.

4.5 Papagaj-adenovirusok

Kulonféle papagajfajok egyedeiben fény- és elektronmikroszkdpos vizsgalatok
alapjan mar a nyolcvanas években leirtdk az ugynevezett magzarvanyos majgyulladast,
amelyet AdV-ok jelenlétének tulajdonitottak hulldmos papagajban (Melopsittacus undulatus),
nimfapapagajban (Nymphicus hollandicus) és feketefejli tdrpepapagajban (Agapornis
personata), am a virusokat nem izolaltdk és molekularis adatokat sem publikaltak (Scott et
al.,, 1986; Pass, 1987; Jacobson et al., 1989; Godémez-Villamandos et al., 1992).
Sejtmagzarvanyokat a majon kiviul esetenként a vesében és a bélnyalkahartya sejtjeiben is
megfigyeltek (Gomez-Villamandos et al., 1992). Megjegyzendd azonban, hogy az AdV-ok
altal okozotthoz hasonld szbvettani elvaltozasok kialakulasat eredményezheti a majsejtekben
példaul az 1-es tipusu papagdj-herpeszvirus is, tehat a magzarvanyok jelenléte mai
ismereteink szerint Shmagaban nem koérjelz6 értékl (Bistyak et al., 2007).

Az elmult 10 évben kozolt szekvencia adatok ismeretében ma mar tudjuk, hogy
papagdjfajokban mindharom, madarakat fert6z6 AdV nemzetség tagjai el6fordulhatnak
(Luschow et al., 2007; Wellehan et al., 2009; To et al., 2014). Az els6, szekvencia-szinten
jellemzett papagaj-AdV-t 2005-ben irtak le szenegal papagajokban (Poicephalus senegalus)
a hexon gén L1 régidjat felerdsité PCR segitségével (Raue et al., 2005a). Ezt a PsAdV-1-
nek elnevezett aviadenovirust késdbb tovabbi papagajfajokban is azonositottak és egy
valosideji PCR-en alapulé diagnosztikai eljarast is kidolgoztak (Lischow et al., 2007).
Ugyanebben az évben irtak le az Amerikai Egyesiilt Allamokban a Meyer papagaj-AdV-1-et,

ami a filogenetikai szamitasok alapjan szintén az Aviadenovirus nemzetségbe tartozik
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(Wellehan et al., 2005). A PsAdV-1-bdl a hexon gén L1 régidjanak szekvencigjat, mig a
Meyer papapgdj-AdV-1-bél a polimeraz gén egy ~300 bp-os szakaszanak szekvenciajat
hataroztak meg. Ezek a kulonboz6 felerdsitett szakaszok nem fednek at, ezért e két
papagaj-AdV nem Osszehasonlithatd, igy azonossagukat sem lehet kizarni.

Az elsé papagdj siadenovirust, a PsAdV-2-t az Amerikai Egyesiilt Allamokban irtak le
szilvafejl papag3j (Psittacula cyanocephala) és fehérbobitas kakadu (Cacatua alba) egy-egy
beteg, de él6 példanyabdl (Wellehan et al., 2009). Ugyancsak siadenovirust mutattak Ki
Japanban, hullamos papagajok |lépmegnagyobbodassal és elhullassal jaré6 megbetegedése
kapcsan egy hexon génre iranyuld PCR segitségével. A virus a hullamos papagaj-AdV-1
(budgerigar AdV-1; BuAdV-1) elnevezést kapta (Katoh et al., 2009). Megjegyzendé azonban,
hogy a BuAdV-1 kulonbozésége a PsAdV-2-t6l egyelbére nem tisztazhatd, mivel a két
virusbdl nem ugyannak a génszakasznak a szekvenciait ismerjuk.

Atadenovirust els6ként Szlovéniaban mutattak ki kis sandorpapagajban (Psittacula
krameri) (Zadravec et al., 2011). Késébb, 2014-ben egy kinai kutatécsoport molnar
amazonokbol (Amazona farinosa) irt le egy uj AdV-t, mely a filogenetikai szamitasok
eredményei és a virus genomszervez8dése alapjan szintén az Atadenovirus nemzetséghez
tartozik. Az Uj virus a PsAdV-3 nevet kapta és a teljes genomszekvenciajat is meghataroztak
(To et al., 2014). A PsAdV-3-at egy zoonotikus, human megbetegedést is okozé6 Chlamydia
psittaci jarvany vizsgalata soran fedezték fel amazon papagajallomanyban. Erdekessége,
hogy ez volt az elsé atadenovirus, melyben két fiber gént talaltak, am még ugyan abban az
évben leirtak a gyik-AdV-2-t (Pénzes et al., 2014), mely szintén két fiber génnel rendelkezik.
Magyarorszagon egyetlen AdV okozta megbetegedésr6l sem szamoltak be papagajok

esetében kutatdsomat megel6zéen.

4.6 Siadenovirusok madarakban

A siadenovirusok donté tobbségét madarakban irtak le; mindéssze egy tipus, a béka-
AdV-1 ismeretes békabdl (Davison et al., 2000) és egy masik tipus tekndsokbdl (Rivera et
al., 2009). Az els6 leirt siadenovirus a pulykak vérzéses bélgyulladasat okozé TAdV-3 volt,
melyet a TAdV-ok kapcsan egy korabbi bekezdésben mar targyaltunk. A ragadozo
madarfajokbdl, két uhufajbdl (Bubo sp.) és harris 6lyvbdl (Parabuteo unicinctus) leirt RAdV-
1-et szintén komoly patogénként tartjak szamon (Zsivanovits et al., 2006). A RAdV-1-et
izolalni nem sikerult a megfelel6 sejtvonal hianya miatt. Ez volt az elsé olyan AdV, amelynek
teljes genomjat a virus izolalasa nélkul, az ugynevezett ,primer-sétalas” moédszerével sikerult
megszekvenalni (Kovacs és Benkd, 2011). Erdekes médon azonban a RAdV-1-et a 2004-es
jarvany utdn a késdbbiekben nem mutattdk ki sem az izolalas helyén, sem mas foldrajzi
régidban. A délsarki halfarkas (Stercorarius maccormicki) siadenovirusat (South Polar skua

adenovirus 1, SPSAdV-1) a madarak témeges pusztulasaval kapcsolatban irtak le az
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Antarktiszon (Park et. al.,, 2012). Hasonloképpen a RAdV-1-hez, a SPSAdV-1 teljes
genomszekvencidjat is a virus izolalasa nélkdl, a primer-sétalas modszerével hataroztak
meg. Enekesmadarbdl (Passeriformes) minddssze egyetlen esetben, egy széncinegébdl
mutattak ki siadenovirust (Kovacs et al., 2010). Papagajfajokbdl eddig két siadenovirust, a

PsAdV-2-t és a BuAdV-1-et kozolték, melyeket az el6z6 fejezetben bemutattunk.

4.7 Atadenovirusok madarakban

Az Atadenovirus nemzetségben minddssze két virus ismert, melyet madarakbdl irtak
le. A DAdV-1, ismertebb nevén EDSV (egg drop syndrome virus; tojashozam-cstkkenés
szindroma virusa) klinikai tinetet és ezzel nagy gazdasagi karokat féként tyukokban okoz; a
tojastermelés csdkkenése mellett a virus sulyos tojashéj képzddési problémakat idéz el6. Az
EDSV-t 1976-ban irtak le Hollandiaban (McFerran, 1979), mara azonban az egész vilagon
elterjedt. Szamos madarfajban, mint példaul fehér gélyaban (Ciconia ciconia), ezlstsiralyban
(Larus argentatus), pasztorgémben (Bubulcus ibis) hazi verébben (Passer domesticus),
baglyokban (Strigiformes), hattyukban (Cygnini), vocsokfélékben (Podiceps sp.) és egyéb
vizimadarfajokban is leirtdk szerolégiai detekcios mobdszerekkel az EDSV elleni
ellenanyagok jelenlétét (Bartha et al.,, 1982; Smyth és McFerran, 1989). Molekularis
technikakkal azonban csak hazi baromfifélékben, vagyis kacsakban és tyukokban mutattak ki
eddig. A masik madar-atadenovirus a PsAdV-3, melyet az el6zb fejezetben részletesen

ismertettink.
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5. Anyag és modszer

5.1 A vizsgalati anyagok eredete, szarmazasi helye

5.1.1 Virus izolatumok

A D1648-as nyilvantartasi szamu TAdV-5 izolatumot dr. Palya Vilmostdl, a Ceva-
Phylaxia Zrt. munkatarsatol kaptuk tovabbi vizsgalatra. A virust primer csirke embrio
fibroblaszt sejteken szaporitottak el akut felsé léguti megbetegedést mutatd haspulykakbdl. A
1277BT jelzési TAdV-5 tdrzset az [Egyesllt Kiralysagban izolaltak pulyka
tenyészallomanybdl, majd Dr. Michael Hess és dr. Ana Marek, Bécsi Allatorvostudomanyi
Egyetemen (Clinic for Avian, Reptile and Fish Medicine, Department for Farm Animals and
Veterinary Public Health, University of Veterinary Medicine, Vienna, Austria) dolgozo
egyuttmikoddink megkezdték a teljes genomszekvenalasat az Uj generaciés lllumina
platformon. A molekularis vizsgalatok soran, a genomok szekvenalasa kdzben kidertlt, hogy
a fent emlitett két TAdV-5 torzs, vagyis a D1648 és a 1277BT egymassal szinte megegyezik,
igy a munkat, a genomok értelmezését, elemzését és a virus torzsek filogenetikai vizsgalatat
kozosen folytattuk. A TNI1 jelzési TAdV-4 torzset az Egyesllt Kiralysagban izolaltak
pulykakbdl és korabban azonosnak hitték az Eszak-irorszagban TAdV-1 néven azonositott
virus torzzsel. A tovabbi vizsgalatok utan kidertlt, hogy ez az uj, brit térzs nem egyezik meg
egyik korabban leirt tipussal sem, kulonbdzik mind az észak-ir TAdV-1-t6l, mind a
nemrégiben Kajan és munkatarsai (2010) altal kdzolt TAdV-1 és -2 tipustol. A TAdV-4 torzset

szintén bécsi partneriink szekvenalta az lllumina platformon.

5.1.2 Posta- és diszgalambokbdl szarmazé mintak

A Jaszsag, Budapest és Pest megye, Tatabanya, Hajdubdszérmény és Szeged
korzetébdl 6sszesen 27 posta- és diszgalamb allomanybdl 97 mintat vizsgaltunk. A Szent
Bernat Kisallat-ambulancian dolgozé dr. Berta Krisztian galambspecialista allatorvos
kézremikoddésével 33 galambbdl maj, tudd, vese és bél mintadkat kalon gydjtéttink. A
galambok a YPDS-hez hasonlé klinikai tineteket mutaté egyedek, vagy elhullott példanyok
voltak. Negyvenhét galambbdl kizarélag maj mintakat gydijtottink 3 jaszsagi allomany
elhullott példanyaibdl és a NEBIH Allat-egészségiigyi Diagnosztikai lgazgatosag
munkatéarsa, dr. Thuma Akos segitségével tovabbi 3 allomanybdl. A beteg galambok kiirtasa
a kisallat ambulancian, vagy a NEBIH Allat-egészségligyi Diagnosztikai Igazgatdsagan
kivéreztetéssel tortént. Boncolast kovetéen a szerveket -20°C-on taroltuk a tovabbi
feldolgozasig. A fent emlitett 80 elhullott, vagy Kkiirtott példany mellett két olyan jaszsagi
allomanybdl, ahol elézetesen AdV-sal fert6zo6tt, klinikai tineteket mutaté galambokat

talaltunk, 17, latszolag egészséges galambbdl drlilék mintakat vettlink.
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5.1.3 Vad- és egzotikus madarakbdl szarmazo mintak

Magyarorszagon vadon él6 énekesmadarakbdl, illetve a kistermetl, mas
madarrendbe tartozo, de flggdnyhaldval befoghatd fajokbdl madargyirizési tevekenység
kézben Urllék mintakat gydjtoéttiink. Ukrajnabol (UA) dr. Doszpoly Andor kézrem(ikodésével
jutottunk él6 énekesmadarakbdl szarmazé drtlék mintakhoz. A fehér gdélyakat, siralyféléket
és voros vércséket fibka korban a fészekben latjak el ornitolégiai jeldlé gydrivel
madarvonulas-kutatasi célbdl; igy nyilt lehetéséglnk fiatal egyedekbdl kloaka tampon
mintakat gydijteni. Dr. Vlado Savictdl egy, a horvatorszagi (HR) madarinfluenza monitoring
soran negativnak talalt kloaka tamponokbdl szarmazod, tisztitott DNS minta gyljteményt
kaptunk meg AdV vizsgalatra, mely féként siraly és karékatona mintakat tartalmazott.

Kilonféle okokbdl, leggyakrabban mechanikai sériilés (gazolas, vezetéknek (tkozés)
kovetkeztében elhullott vadmadarakat is vizsgaltunk. Ezeket a mintakat az Aggteleki Nemzeti
Park munkatarsatol, dr. Boldogh Sandortdl kaptunk, majd a Magyar Természettudomanyi
Muzeum szamara konzervalas céljabol tovabbitottuk a tetemeket. A Hortobagyi
Madarkérhazbdl dr. Déri Janosnak kdszdnhetéen mentett (sérllt vagy legyengult)
madarakbdl kloaka tampon, illetve az elhullott egyedekbdl szerv mintakhoz jutottunk, tébbek
kozott ragadozé madarfajokbdl, gélyafélékbdl, darufélékbdl, sarlésfecskekbdl, és
énekesmadarakbdl. Tovabbi elhullott példanyokbdl szarmazéd szerv mintakat kaptunk a
Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesillet ornitoldgus munkatarsaitdl és a Févarosi
Allat- és Novénykert (FANK) klinik&jarol, valamint él6 egyedekbél szarmazé (riilék mintakat
az allatkert Elet-Halal Hazaban apolt, mentett madarakbdl. A budapesti allatkertbél a
vadmadar mintakon kivul egzotikus fajokbdl is kaptunk Urdlék mintakat, illetve elhullott
példanyokbdl szerv mintakat. Egzotikus madarakbol szarmazoé vizsgalati anyagunk masik
részét két magan diszmadartenyészetb6l a Jaszsagbdl és Pest megyebdl szereztik be. A
vizsgalt papagajfajok, valamint az egzotikus és vadmadarfajok listajat, a mintak tipusat és

szarmazasi helyét az 1., 2., és 3. tablazatban mutatjuk be.
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1. tablazat: A vizsgalt papagaijfajok listaja, a mintak tipusa és szarmazasi helye.

vizsgalt o
madarfaj latin név egyedek ma3j Urblék/  szerv eredet
/ kloakt.
szama
ararauna Ara ararauna 2 2 Debreceni Allatkert
baratpapagaj Myiopsitta monachus 5 4 FANK
Barnard papagéj Barnardius barnardi 1 1 FANK
Barraband papagaj  Polytelis swainsonii 1 1 Debreceni Allatkert
énekes papagaj Psephotus haematonotus 2 Jaszapati, Orbottyan
fénypapagaj Neophema splendida 1 1 Jaszapati
hegyi/szivarvanyos  Trichoglossus 1 1 Debreceni Allatkert
|6ri haematodus
hullamos papagaj Melopsittacus undulatus 56 56 Jaszapati
inka kakadu Cacatua leadbeateri 1 Debreceni Allatkert
jacintkék ara Anodorhynchus 1 FANK
hyacinthinus )
jakopapagaj Psittacus erythacus FANK
kecskepapagjj Cyanoramphus 2 Jaszapati, Kecskemét
novaezelandiae )
nagy sandorpapagdj Psittacula eupatria 1 1 Debreceni Allatkert
nimfapapagaj Nymphicus hollandicus 38 38 Jaszapati
Bszi amazon Amazona autumnalis 1 1 FANK
pirossapkas lori Loriculus philippensis 1 1 FANK
rozellapapagaj Platycercus eximius 4 4 Jaszapati, Orbottyan
sargabobitas kakadu Cacatua galerita 1 1 FANK
sargaoldalu Pyrrhura molinae 1 1 Jaszapati
vorosfarkd papagaj  hypoxantha
sziklapapagaj Cyanoliseus patagonus 2 1 1 Jaszapati, Debreceni
Allatkert
z6ldszarnyu ara Ara chloroptera 1 1 Debreceni Allatkert
osszesen 21 faj 124 114 7
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2. tablazat: A vizsgalt egzotikus madarfajok listaja, a mintak tipusa és szarmazasi helye.

madarfaj

eredet

apaca futydlélud
ausztral cséka
bajkal réce

bed

emu

ezustarcu
szarvascsOrl madar
fekete hattyu
rézsas flamingo
gould amandina
hébagoly

indiai lud

japan siralyka
kacago jancsi
kanari

kinai torpefirj
papaszemes pingvin
peposzaka réce
pusztai sas
sarga futyulélud
sisakos kazuar
skarlat ibisz
strucc

tarvarju

Ustokos karokatona
voros asolud
ypecaca guvat
zebrapinty

Dendrocygna viduata
Gymnorhina tibicen
Anas formosa
Gracula ptilogenys

Dromaius
novaehollandiae
Bycanistes brevis

Cygnus atratus

Phoenicopterus roseus

Chloebia gouldiae
Bubo scandiaca
Anser indicus
Lonchura domestica
Dacelo novaeguineae
Serinus canaria
Coturnix chinensis
Spheniscus demersus
Netta peposaca
Aquila nipalensis
Dendrocygna bicolor
Casuarius casuarius
Eudocimus ruber
Struthio camelus

Geronticus eremita

Phalacrocorax
aristotelis
Tadorna ferruginea

Aramides ypecaha
Taeniopygia guttata

=
e

A NMNDNRFRP R P EPNDRPNEREDNDOOOER
P P RPN BR NP

N
(o]

= W
o

FANK
Debreceni Allatkert
FANK
FANK
FANK

Debreceni Allatkert

FANK

FANK

FANK, Budapest
FANK

FANK
Jaszapati

FANK
Budapest
Jaszapati

FANK

FANK
Debreceni Allatkert
FANK

FANK

FANK

Recsk, Budapest,
ngreceni Allatkert
FANK

HR

FANK

FANK

Jaszapati

osszesen
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3. tablazat: A vizsgalt vadmadarfajok listaja, a mintak tipusa és szarmazasi helye.

PP L vizsgalt . . urulék/ szerv

madarfaj latin név egyedek maj bél Kloakat. keverék eredet

bakcso Nycticorax nycticorax 5 1 4 Tengelic, HR

balkani gerle Streptopelia decaocto 3 1 2 Budapest,
Jaszsag

baratposzata Sylvia attricapilla 2 2 Budapest

baratréce Aythya ferina 1 1 FANK

barazdabillegeté Motacilla alba 6 6 UA

barna rétihéja Circus aeruginosus 2 2 Bugyi

batla Plegadis falcinellus 2 FANK

biitykds hattyu Cygnus olor 2 1 FANK

ciganyréce Aythya nigra 1 FANK

citromsarmany Emberiza citrinella 2 ismeretlen

cserreg6 nadiposzata Acrocephauls 2 1 UA, Budapest

scirpaceus

csilpcsalpfiizike Phylloscopus collybita 1 3 UA

csonttollu Bombycilla garrulus 7 Budapest

danka siraly Larus ridibundus 24 4 20 Kiskunlachaza,
HR

daru Grus grus 1 1 Hortobagy

dolmanyos varju Corvus corone cornix 2 Hortobagy

egerészolyv Buteo buteo 10 3 6 1 Jaszkiser, Apaj,
FANK, Budapest,
Hortobagy,

énekes nadiposzata  Acrocephalus palustris 9 9 UA

erdei canké Tringa ochropus 1 1 Szalonna

erdei fllesbagoly Asio otus Jaszsag,
Debreceni
Allatkert

erdei pinty Fringilla coelebs 4 1 Hortobagy, UA

erdei szalonka Scolopax rusticola 2 1 1 Csévharaszt

facan Phasianus colchicus 12 8 1 3 Budapest

fehér golya Ciconia ciconia 35 35 Tapio-videk,
Debrecen, FANK,
Hortobagy

fekete rigod Turdus merula 10 9 1 Budapest, FANK,
Hortobagy, UA

fenydrigo Turdus pilaris 1 1 Budapest

fiigg6 cinege Remiz pendulinus 7 7 UA

fusti fecske Hirundo rustica 9 2 7 Jaszsag, UA

gyurgyalag Merops apiaster 3 3 UA

haris Crex crex 1 1 Aggtelek

hazi veréb Passer domesticus 6 5 1 Jaszsag

hegyi billegetd Motacilla cinerea 2 2 Szalonna

hegyi fakusz Certhia familiaris 2 1 1 Budapest,
Szalonna

héja Accipiter gentilis 3 1 2 Budapest,
Gyoémré

hollé Corvus corax 1 1 Debreceni
Allatkert

jégmadar Alcedo atthis 5 5 Sumony,
Szalonna

karvaly Accipiter nisus 5 Budapest

kék cinege Parus caeruleus 11 9 UA

kék vércse Falco vespertinus 2 Hortobagy
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3. tablazat: A vizsgalt vadmadarfajok listaja, a mintak tipusa és szarmazasi helye. (folytatas)

PP L vizsgalt . urulék/ szerv
madarfaj latin név egyedek maj bél Kloakat. keverék eredet
keresztcsérii Loxia curvirostra 1 1 FANK
kerti geze Hippolais icterina 1 1 UA
kerti poszata Sylvia borin 2 2 UA
kerti rozsdafarku Phoenicurus 5 5 UA
phoenicurus
kis fakopancs Dendrocopos minor 1 1 Aggtelek
kis légykapo Ficedula parva 2 Szalonna
kis poling Numenius phaeopus 1 Izland
kontyos réce Aythya fuligula 1 1 FANK
nagy karokatona Phalacrocorax carbo 17 17 FANK, HR
kormos légykapo Ficedula hypoleuca 3 1 Szalonna
kuvik Athene noctua 2 1 FANK, Hortobagy
kiiszvago csér Sterna hirundo 1 1 Kiskunfélegyhaza
lappantyu Caprimulgus 1 1 Hortobagy
europaeus
macskabagoly Strix aluco 1 1 Hortobagy
meggyvago Coccothraustes 1 1 Jaszsag
coccothraustes
mezei veréb Passer montanus 9 7 2 UA, Budapest
nadi sarmany Emberiza schoeniclus 3 3 UA
nadirigd Acrocephalus 1 1 UA
arundinaceus )
nagy fakopancs Dendrocopos major 7 2 5 FANK, Szalonna
nyaktekercs Jynx torquilla 7 7 Szalonna,
Sumony
réti fulesbagoly Asio flammeus 1 FANK
rétisas Haliaetus albicilla 2 1 FANK, Hortobagy
sargafeji kiralyka Regulus regulus Jaszsag
sargalabu siraly Larus michahellis 28 28 HR
sarlésfecske Apus apus 4 3 FANK, Aggtelek
seregély Sturnus vulgaris 4 2 1 Budapest,
Aggtelek, UA
sordély Milaria calandra Jaszsag
szarka Pica pica 1 Hortobagy,
Jaszsag
széncinege Parus major 6 3 Budapest, UA
szerecsensiraly Larus melanocephalus 31 1 30 Kiskunfélegyhaza
szurke gém Ardea cinerea 12 12 HR
szurke légykapo Muscicapa striata 2 2 UA
tengelic Cardueils carduelis 2 1 1 Jaszsag
tékés réce Anas platyrhynchos 4 4 Jaszsag
tovisszuro gébics Lanius collurio 5 5 Szalonna, UA
uhu Bubo bubo 1 1 Debreceni
Allatkert
Ustokos réce Netta rufina 1 1 FANK
vandorsolyom Falco peregrinus 1 3 Debreceni
Allatkert,
Hortobagy
vetési varju Corvus frugilegus 1 FANK
vizityak Gallinula chloropus 1 FANK
vOros vércse Falco tinnunculus 39 2 32 Budapest,
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3. tablazat: A vizsgalt vadmadarfajok listaja, a mintak tipusa és szarmazasi helye. (folytatas)

vizsgalt . . urulék/ szerv

madarfaj latin név egyedek maj bél Kloakat. keverék eredet
vorésbegy Erithacus rubecula 2 2 Jaszsag
z61d kiillg Picus viridis 1 1 FANK
z06ldike Carduelis chloris 3 3 UA
osszesen 83 faj 434 98 3 303 30

5.2 A viralis DNS tisztitasa

5.2.1 DNS-kivonas szerv mintakbdl és sejttenyészeti feluluszékbol

A szerv mintakbdl 25-50 mg-ot 1 ml 1X trisz-etilén-diamin-tetraecetsav pufferben (10
mM Tris, 1 mM EDTA; pH=7,9) Tissue Lyser LT (Qiagen®, Hilden, Németorszag) készilék
segitségével homogenizaltunk 20 percen at, 50-es amplitudoju razassal, 4 mm atmérgja
fémgolydkkal. Az igy nyert szerv szuszpenziét 5417R (Eppendorf™, Hamburg,
Németorszag) tipusu asztali centrifugaban 13.000 rpm fordulatszamon, 1 percig
centrifugaltuk. Dr. Palya Vilmostél a D1648 jelzésli TAdV-5 toérzset szdvettenyészeti
felilusz6 formajaban kaptuk meg. A szerv homogenizatumokbdél és a TAdV-5
szOvettenyészeti felliliszojabdl 100 ul-t egy éjszakan at 55°C-on, 4 pl 20 mg/ml-es proteinaz
K enzimmel és 10 ul 10%-0s sarcosyl oldattal emésztettiink, majd 300 ul guanidin-hidroklorid
oldatot (8,5 M) és 20 yl ammodnium-acetatot (7,7 M) adtunk az elegyhez és egy éran at, 20
percenként megforgatva inkubaltuk. Az elegyhez ezutdn 1 ml 96%-os jéghideg etil-alkoholt
adtunk, majd a csdvek tartalmat forgatdssal ovatosan megkevertik és 13.000 rpm
fordulatszamon, 12 percig centrifugaltuk. A fellluszét ledntéttik, a keletkezett pelletet pedig
1 ml 70%-os etil-alkohollal mostuk, majd ismét 13.000 rpm fordulatszammal, 7 percen at
centrifugaltuk. A felUluszé ledntése utdn a maradék etil-alkohol eltavolitdsa céljabol a
mintakat vakuum centrifugaban beszaritottuk. A tisztitott nukleinsavat 40 yl MQ min&ségi

vizben oldottuk fel és a tovabbi felhasznalasig —20°C-on taroltuk.

5.2.2 DNS-kivonas urulék mintakbodl és kloaka tamponokbdl

Az Urllék mintakbdél az E.Z.N.A. Stool® DNA Kit (Omega-Bio-Tek, Norcross, GA,
USA) segitségével vontunk ki nukleinsavat a gyartd utasitasait kdvetve. Azokbdl a kloaka
tamponokbdl, melyek segitségével sikerult az E.Z.N.A. kit alkalmazasahoz elegend6
mennyiségl Uruléket nyerni, a fent emlitett kit-et hasznaltuk a gyarté utasitésai szerint.
Egyéb esetekben a kloaka tamponoknal a szerv mintakbdl térténé DNS-kivonas protokolljat
kdvettuk. A tamponokat 1 ml 1XTE pufferben éaztattuk 2 6ran at, majd 3X1 perces
vortexszelést kovetéen 100 pl feluluszét hasznéltuk kiindulasi anyagként a DNS-kivonas

tovabbi lIépéseihez.
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5.3 Adenovirusok kimutatasa PCR segitségével
5.3.1 Altalanos adenovirus PCR

Az AdV-ok elsédleges detekcidjat két korés (,nested” vagy ,fészkes’) PCR
segitségével végeztik egy korabban publikalt médszert kévetve (Wellehan el at., 2004). A
degeneralt konszenzus primerek listajat az 4. tablazat mutatja. A reakciok kivitelezéséhez
REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (2X) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
terméket hasznaltunk. A kész reakcié mixhez (12,5 ul) 0,5-0,5 ul forward és reverse primert
(1 M) és 1ul DNS-templatot adtunk, majd a reakcidlegyet 25 ul-re egészitettik ki MQ vizzel.
A reakcio hémérseékleti paramétereit a 5. tablazat mutatja be. Az elsé kérben ~500 bp, mig a
masodik kérben ~300 bp hossziusagu termékeket vartunk. Korabbi tapasztalataink szerint ez
a moédszer alkalmas minden eddig leirt AdV kimutatasara, ezért a mddszert a dolgozatban
altalanos AdV PCR-ként emlitjik. A PCR-ek végrehajtasa T1 Thermocycler vagy Tpersonal

(Biometra Ltd., Goéttingen, Németorszag) tipusu berendezésekben tortént.

4. tablazat: Az altalanos AdV PCR soran hasznalt primerek szekvencigja.

Primer név Primer szekvencia
PolFouter 5-TNM GNG GNG GNM GNT GYT AYC C-3'
1. kér ~500 bp
PolRouter 5-GTD GCR AAN SHN CCR TAB ARN GMR TT-3’
PolFinner 5-GTN TWY GAY ATH TGY GGH ATG TAY GC-3
2. kor ~300 bp
PolRinner 5-CCA NCC BCD RTT RTG NAR NGT RA-3

Degeneralt bazis pozicidk: N=A/C/T/G; D=A/G/T; H=A/T/C; B=G/T/C; M=A/C; S=C/G; Y=C/T; K=G/T;
W=A/T

5. tablazat: Az altalanos AdV PCR soran alkalmazott PCR program hémérsékleti
paraméterei.

Lépés Hoémeérséklet Idétartam Ciklusok szama
Kezdeti denaturacié 94°C 5 perc 1

Denaturacié 94°C 30 mp

Primer kotédés 46°C 1 perc 44

Szintézis 72°C 1 perc

Végso szintézis 72°C 5 perc 1
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5.3.2 Nemzetség-specifikus PCR médszerek

A polimeraz génre specifikus altalanos AdV PCR modszer segitségével detektalt
AdV-ok tovabbi szekvencia vizsgalatdt nemzetség-specifikus PCR-ek alkalmazasaval
kiséreltik meg. A korabbi, aviadenovirusok kimutatasara tervezett, degeneralt primer
konstrukciék mind az ismert FAdV-ok hexon szekvenciait alapul véve szllettek (Meulemans
et al., 2001; Raue et al., 2005a és 2005b). Ezeket a PCR-eket az Ujonnan detektalt PiAdV-
okon teszteltik. A dr. Kovacs Endre altal tervezett, dr. Doszpoly és munkatarsai altal leirt,
eredetileg a siadenovirusok hexon génjére specifikus két koérés PCR modszert a
teknésokben eléforduld AdV-ok kimutatasaval kapcsolatban publikaltak (Doszpoly et al.,
2013). Ezeket a primereket kiprobaltuk az uj galamb- és papagaj-siadenovirusokon, valamint
a Gould amandina siadenovirusan is. A szintén kutatécsoportunk munkatarsai altal
mastadenovirusok kimutatasara tervezett penton bazis és Va2 gének szekvenciaira
specifikus primereket (Panté et al., 2015) is felhasznaltuk az egymastdl tavol fekvd
genomszakaszok szekvenciainak kinyerésére a primer-sétadlas modszerével szekvenalt
virusok (PiAdV-2a és TAdV-5) esetében. Mivel ezek a célgének az egész Adenoviridae
csaladon belll meg6rzéttek, ezért esélyét lattuk a mikddésiknek. A Kiprébalt primerek
vonatkozé irodalmi hivatkozasait é€s a primerek pontos szekvencigjat a 6. tablazat

tartalmazza.

6. tablazat: A nemzetség-specifikus PCR-ek hivatkozasi listaja és a primerek szekvenciaja.

Referenciak Primer szekvenciak

Meulemans et al., 2001 HexonA: 5'-CAARTTCAGRCAGACGGT-3'
HexonB: 5-TAGTGATGMCGSGACATCAT-3'
HexonC: 5'-SKCSACYTAYTTCGACAT-3'
HexonD: 5'-TTRTCWCKRAADCCGATGTA-3'

Raue et al., 2005a HexL1-s: 5'- ATGGGNKCNACYTAYTTCGAYAT-3'
modositott* HexL1-as: 5'-AARTTRTCNCKRAANSCGATGTA-3'
Raue et al., 2005b Hex-s: 5-CAGGCCCAAYTYCATCGG-3'
Hex-as: 5'-GTGATGACGSGACATCAT-5'
Mase et al., 2009 HexF1: 5-GAYRGYHGGRTNBTGGAYATGGG-3'
HexR1: 5-TACTTATCNACRGCYTGRTTCCA-3'
Doszpoly et al., 2013 sihexfoout:5'-TTYAAYCAYCAYMRNAAYMGNGG-3'

sihexreout: 5'-CATYTGNAYNARVHACCARTC-3'
sihexfoin 5'-GARTGGTGGTTYMGNAARGAYCC-3'
sihexrein 5-GGNAVNARNANDCKRTCRTTNCC-3'
Panto et al., 2015 IVa2 outfo 5-CCNNSNCCNGARACNGTNTTYTT-3’
IVa2 outre 5-GGRTTCATRTTRTGNARNACNAC-3'
IVa2 info 5-CCNCARRTNGAYATGATHCCNCC-3'
IVa2 inre 5-TTNSWNGGRAANGCRTGRAARAAYTT-3'
Panto et al., 2015 penton outfo 5’-ACNCARACNATHAAYTTYGAYGA-3'
penton outre 5-GTRTANACNCCNGGCATNAC-3'

* az eredeti publikacidban leirtakhoz képest mddositott bazispozicidkat félkovér betiikkel jeloltiik

30



5.3.3 Genomszakaszok osszekotése PCR-rel

A teljes genomszekvenalasra kivalasztott virusok (PiAdV-2a, TAdV-5) tovabbi
genomszakaszainak felergsitését sajat tervezésl primerek segitségével kiséreltik meg. A
primerek tervezését a mar ismert AdV-ok szekvenciainak dsszegylijtésével, illesztésével és
a meg6rzottebb genomi régiok meghatarozasaval kezdtik. Az illesztésekhez az interneten
szabadon hozzaférhetd Multalin programot (Corpet, 1988) és a Clustal Omega (Sievers et
al., 2011) programcsomagot hasznaltuk. Igyekeztiink olyan ismert virusok szekvenciait
felhasznalni, melyek a legkdzelebbi rokonsagban allhatnak az altalunk szekvenalni kivant
virusokkal, vagyis a PiAdV-2a-val és a TAdV-5-tel. A 18-28 bp hosszu primerek tervezésénél
a leginkabb megdrzott régidkat valasztottuk ki és sziikség esetén degeneralt bazispozicidkat
is beépitettiink. A teljes genomok szekvenalasara iranyuld kisérletekben az els¢ PCR-ek a
iranyultak; majd, ha ezekbdl sikerult felerdsiteni a célzott génszakaszt, akkor ezekre mar
specifikus primereket tervezhettiink és megkezdhettik ezen genomi DNS-szakaszok PCR-
rel torténd Osszekotését és szekvenalasat. Ezekhez a kisérletekhez a Phusion® High-
Fidelity DNA polymerase (Finnzyme Ltd., Espoo, Finnorszag) enzimet hasznaltuk, mely
képes a hosszabb, sok esetben problémas génszakaszok felerfsitésére is. A PCR elegy
Osszetételét és a PCR program hémérsékleti paramétereit a 7. és 8. tablazat mutatja. A
Phusion® High-Fidelity DNA polymerase termék hasznalata esetén a gyartd6 a Breslauer
modszert javasolja a primerek olvadasi hémérsékletének kiszamitasahoz. A primer-
sétalassal kivitelezett genomszekvenalasok soran minden primer parra egyedileg hataroztuk
meg a primer kotédés hémérsékleti paramétereit, amelyek a primerek hosszatol és G+C

tartalmatdl fuggben 45 és 72 °C kozott valtoztak.
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7. tablazat: A PCR elegy 0Osszetétele a Phusion® High-Fidelity DNA polymerase
alkalmazasa esetén.

Osszetevok térfogat (végkoncentracio)
Viz (MQ) 50 pl-ig

5X Phusion High Fidelity Buffer 10 pl (1X)

10 mM dNTP 1 ul (200 pM)

10 uM Forward Primer 2,5 ul (0,5 uM)

10 uM Reverse Primer 2,5 ul (0,5 uM)

DNS-minta 1l

DMSO 1,5 pl (3%)

Phusion® High-Fidelity DNA polymerase 0,5 pl (1,0 egyséq)

8. tablazat: A PCR program h&mérsékleti paraméterei a Phusion® High-Fidelity DNA
polymerase alkalmazasa esetén.

Lépés Hoémeérséklet Idétartam Ciklusok szama
Kezdeti denaturacié 98°C 30 mp 1

Denaturacioé 98°C 10 mp

Primer kotédés 45-72°C* 10-30 mp 25-30

Szintézis 72°C 15-30 mp/kb

Végso szintézis 72°C 10 perc 1

* minden primer parra egyedileg hataroztuk meg a primer kétédés hémérsékleti paramétereit a
Breslauer-féle modszert kovetve

5.3.5 PCR termékek ellendrzése és tisztitasa

A PCR termékeket 1%-0s agardz gélen torténd elektroforézissel ellenériztik. A gél
készitéséhez 0,5XTBE (Tris-Bérsav-EDTA pH=8) puffert hasznaltunk. A DNS lathatéva
tétele GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA. USA) festékkel tértént. Az elektroforézist 70-100
V-on végeztik, majd a gélt UV fénnyel atvilagitva digitalis kameraval (Kodak Gel Logic 212
imaging system) felvételeket készitettlink.

A PCR termékek tisztitasat kétféle modszerrel végeztik a kapott termék gélkép
alapjan megitélt homogenitasanak figgvényében, illetve a késdbbi kisérletek igényeit
figyelembe véve. Amennyiben nem specifikus termékek jelenlétét is detektaltuk, ugy a
megfeleld méretli fragmenst el6szor kivagtuk a gélbdl, majd ezt kdvetben tisztitottuk ki
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kittel (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) a gyarté

utasitasai szerint. Ugyanezt az eljarast kévettik a molekuléris klénozasra szant PCR
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termékek tisztitasakor. Egyéb esetekben a PCR termékeket kozvetlenll a reakcio elegybdl

tisztitottuk a fent emlitett kereskedelmi forgalomban kaphato kittel.

5.3.6 PCR termékek molekularis klé6nozasa

Azon PCR termékek esetében, ahol az elektroferogramok alapjan feltételezni lehetett,
hogy a mintaban tébb kilénb6zé AdV is jelen lehet, molekularis klonozassal kiséreltiik meg a
szekvenciak szétvalasztasat. A PCR termékeket CloneJET™ PCR Cloning kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével a kitben forgalmazott pJET1.2/blunt
klonozo vektorba ligaltuk a gyarté utasitasai szerint. A ligalast T4 ligaz enzim (New England
Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA ) segitségével végeztik a gyartd utasitasai szerint. A
ligatumokat kémiai Gdton kompetenssé tett TOP10 Escherichia coli (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) baktérium térzsbe transzformaltuk hésokkos
modszerrel. A pJET1.2/blunt vektorral transzformalt baktériumokat ezutan ampicillin tartalmu
(50 pg/ml) szelektiv Luria-Bertani taptalajra szélesztettlk és egy éjszakan at 37°C-on
inkubaltuk. Masnap a kapott telepeket antibiotikum tartalmu, folyékony Luria-Bertani
tapoldatba helyeztik steril pipettahegy segitségével, majd ismét egy éjszakan at, 37°C-on
inkubaltuk, ezuttal a baktérium kultira megfelel6 oxigén ellatottsaga érdekében razé
inkubatorban, 250 rpm fordulatszamon. A plazmid DNS tisztitasat a NucleoSpin Plasmid

kittel (Macherey-Nagel, Diren, Germany) végeztik a gyarto elirasai alapjan.

5.4 DNS-szekvenalas

5.4.1 Sanger-féle DNS-szekvenalas

A tisztitott, illetve a tisztitott és klonozé vektorba ligalt PCR termékek szekvenalasat a
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kittel (Applied Biosystem Ltd., Warrington,
Egyesllt Kiralysag) végeztik. A szekvenalasi reakciét a PCR soran is hasznalt primerekkel
hajtottuk végre. A klonozd vektorba ligalt PCR termékek esetén a klénozé vektor
szekvencidjara specifikus, a kldnozott fragmenstél 5° és 3’ iranyban lévé pJETFo és pJETRe
primerekkel végeztik a szekvenalasi reakciét. A 700 bp-nal hosszabb DNS-fragmenteket a
primer-sétalas modszerével szekvenaltuk végig, ami azt jelenti, hogy az el6z6 szekvenalasi
reakcié soran megismert DNS-szekvencia alapjan terveztiink uj primereket és inditottunk Uj
szekvenald PCR-t, igy fedve le az egész szekvenaland6 DNS-fragmenst lépésrél 1épésre,
~700 bp-onként. A PCR termékek natrium-acetatos és etil-alkoholos kicsapasat kovetéen a
mintakat beszaritottuk és a Szegedi Bioldgiai Koézpontba kuldtik kapillaris
gélelektroforézisre, melyet ABI Prism® 3500 Genetic Analyzer DNS-szekvenald gépen
végeztek.
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A genomvégek szekvenalasat a 5'/3' RACE kit (Roche®, Basel, Svajc) hasznalataval
oldottuk meg. A kitben egy terminalis-transzferaz enzim talalhatdé, amely a genom végére
poli-A farkat épit. Ezt kdvetben egy, a kitben talalhatd, poli-A farokra specifikus oligodT
forward primerrel és egy, a genomvéghez legkdzelebbi, ismert szekvencia alapjan tervezett
reverz primerrel PCR-t hajtottunk végre. A termék nt sorrendjét klasszikus Sanger-féle

szekvenalassal hataroztuk meg.

5.4.2 Uj generaciés DNS-szekvenalas

A TNI jelzési TAdV-4 és a 1277BT jelzésl TAdV-5 torzs teljes genomjanak
szekvenalasat lllumina HiSeq2000, illetve lllumina Genome Analyzer |IX Uj generacios
szekvenald platformokon a Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetemen dolgozd egyiittmiikddd
partnerink végezte. A virus torzsek elszaporitasahoz hazityuk eredetl sejteket hasznaltak. A
madar sejtekb8l szarmazo genomialis DNS altal okozott ,kontaminaciot” a hazitydk és Gallus
sonneratii fajok DNS-szekvencigjahoz valé hasonlitdssal és a homoldég szekvenciak

eltavolitasaval csokkentettik.

5.5 Bioinformatikai modszerek

A Sanger-féle szekvenalassal kapott elektroferogramok ellenérzését és szerkesztését
a BioEdit (Hall, 1999) programmal végeztik. A szekvenciakat az NCBI GenBank
adatbazisaban fellelheté szekvencia adatokhoz hasonlitottuk az online futtathaté BLAST
homoldgia keres6 programok (Altschul et al., 1997) segitségével.

A teljes TAdV genomok lllumina szekvenalasabdl szarmazo adatainak feldolgozasa a
CLC Genomics Workbench v.4.0 (CLC bio, Aaarhus, Denmark) programcsomag
segitségével tortént de novo megkdzelitéssel, majd tovabbi szekvencia illesztéseket
végeztink alapul véve a GenBank adatbazisaban talalhaté, korabban szekvenalt és
értelmezett aviadenovirusok genomszekvenciajat.

A PCR és a primer-sétalas technikajaval nyert részleges genomszekvenciak
Osszeillesztését a Staden programcsomag (Staden, 1996) illetve a CLC Main Workbench 7.6
(CLC bio, Aaarhus, Denmark) program hasznalataval hajtottuk végre.

A gén és ORF predikcidhoz az Artemis (Rutherford et al., 2000) és a JavaScript DNA
translator 1.1 (Perry, 2002) programokat hasznaltuk, 40 as, mint minimalis ORF-hossz,
beallitott paraméterrel. A genomokat CLC Main Workbench 7.6 program segitségével
vizualizaltuk. A splice akceptor és donor hely predikciokat manuadlisan végeztik a korabban
publikalt, illetve kisérletesen meghatarozott splice mintazatokra tamaszkodva (Davison et al,
2003). A meghatarozott, illetve feltételezett géneknek a mas rokon virusokban fellelhetd

homolog génekkel megegyezd nevet adtuk.
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A szarmaztatott as szekvenciak illesztését Clustal Omega (Sievers et al., 2011),
illetve a Muscle (Li et al., 2015) programok segitségével hajtottuk végre. A tovabbi
szerkesztésekhez, mint példaul az illesztések soran keletkezett hézagok kivagasahoz a
GeneDoc 2.7 programot (Nicholas et al., 1997) hasznaltuk.

A filogenetikai szamitasokat kétféle modszerrel végeztuk az analizishez felhasznalt,
illesztett szekvenciak hosszusagatdl fuggben. Azokhoz a szamitasokhoz, amelyekhez csak
rovid szekvenciak (<200 as) alltak rendelkezéslinkre a tavolsagi matrix analizis modszerét
alkalmaztuk, mivel az 6sszetettebb, valoészinliség-alapu, vagy Bayesian szamitasokhoz a
rovid szekvencia szakaszok nem szolgaltattak elegendd adatmennyiséget és az
eredményképpen kapott fa felbontasa nem volt megfeleld. A filogenetikai szamitasok elétt a
megfeleld modellt (pontozasi matrixot) modell-szelekcids analizissel valasztottuk ki, melyet a
Topali 2.5 programcsomagon (Milne et al., 2004) belil vagy a Prottest szerverén

(http://darwin.uvigo.es/software/prottest2 _server.html) keresztil futtatunk. A legelterjedtebb

aminosav helyettesitési matrixok példaul a JTT (Jones-Taylor-Thornton) modell (Jones et
al., 1992) és a WAG (Whelan és Goldman) modell (Whelan és Goldman, 2001). Az
elébbiekhez hasonld, am azoknal tobb fehérje 6sszehasonlitdsan alapuld, modernebb
pontozasi matrix az LG (Le és Gascuel) modell (Le és Gaschuel, 2008). A tavolsagi matrix
analizishez a parizsi Pasteur Intézet honlapjan online futtathaté PHYLIP programcsomag
Protdist (Fitch, global rearrangement) programjat hasznaltuk az alapartelmezett JTT modell
alkalmazasaval. A hosszabb illesztett szakaszokat alapul vevé szamitasainkhoz Bayesian
algoritmust hasznaltunk, melyet a Topali 2.5 programcsomagon (Milne et al., 2004) belll
futtattunk. A torzsfakat a Mega6 programban jelenitettik meg (Tamura et al., 2013). A
szamitasokhoz felhasznalt szekvenciak GenBank-i azonositéit a Fuggelék 12.1 alfejeztében
tuntettuk fel.
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6. Eredmények

6.1 Pulyka-adenovirusok

A TAdV-4-nek elnevezett TNI1 és a TAdV-5-nek elnevezett 1277BT jelzésl torzs
lllumina szekvenalasa soran a hazityuk genomialis szekvencianak kiszlirését kévetden, a
genomok egyes nt pozicioit 6-28.000-szeres lefedettségben kaptunk meg genomrégiétol
fugg6en. Voltak olyan szakaszok, példaul a genom végén talalhatd ITR szekvenciak, melyek
egyaltalan nem voltak megtalalhaték a kapott adathalmazban. A genomszekvenciak de novo
Osszeillesztése soran nem sikerult a genomok teljes egészét egy hosszban lefednunk, igy
athidal6 PCR-ek alkalmazasara volt szukség, melyet a hézagok (gap-ek) szélein talalhatd
ismert szekvenciakra tervezett PCR primerekkel végeztink el, majd Sanger-féle DNS-
szekvenalassal allapitottuk meg a genomszakasz pontos nt sorrendjét. A D1648-as TAdV-5
térzs ,primer-sétalasos” szekvenalasaval a bal ITR-t6l a pVIIl prekurzor proteint kddolé gén
feléig 27.931 bp hosszusagu genomszakasz szekvenciajat hataroztuk meg.

A TAdV-4 genomszekvencidja a teljes genom illesztését kdvetben 42.940 bp
hosszunak, mig a TAdV-5 1277BT torzs genomhossza 43.686 bp-nak bizonyult. A TAdV-4
esetében 48,5%-0s, mig a TAdV-5 esetében némileg magasabb, 51,6%-0s G+C aranyt
allapitottunk meg. A TAdV-4 teljes genomjanak értelmezett szekvenciaja a GenBank
adatbazisaban a KF477312, mig a 1277BT jelz6szamu TAdV-5 térzs a KF477313 iktatasi
szamot kapta. A D1648-as TAdV-5 térzs meghatarozott genomszakaszanak szekvenciaja a
GenBank KF477314 iktatasi szama alatt talalhaté meg.

6.1.1 A TAdV-4 genomszervezdodése

A TAdV-4 genomvégein 62 bp hosszu ITR szekvenciakat taldltunk. A genom bal
végen, a pozitiv szalon egymast kdvetve helyezkedik el az ORFO, az ORF1, a csonka, csak
a masodik exont kédolé6 ORF1A, az ORF1B és -1C, valamint az ORF2. A negativ szalon
talaljuk az ORF14A-t, majd téle jobbra rendre az ORF14, ORF13 és -12 gének kdvetkeznek
(4. 4bra).

A genom kdzéps régidjaban a Va2 géntdl kezdédden a fiber fehérjét kddold génig
az Adenoviridae csalad képviselbire jellemzd géneket talaltuk meg. A TAdV-4 esetében
egyetlen fiber gént azonositottunk.

A genom jobb vége tartalmazza az Aviadenovirus nemzetség korabban szekvenalt
tagjaiban leirt, nemzetség-specifikus ORF-eket, nevezetesen az ORF22, -20A, -20, -19, -8
és a -17-et. Ezeken kivul talaltunk egy, az ORF19A-val homolég szekvenciat is, mely a
genom legvégeén helyezkedik el, kozvetlenul a jobb ITR el6tt. A genom annotalasa soran ket

tandem ismétl6dé (tandem repeat; TR) szekvencia szakaszt talaltunk a genom jobb oldalan
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az ORF19 elsd exonja és az ORF8 kozott. Az els6 szakasz (TR1) egy 123 bp-o0s szakasz
(5- CATTTACCTGGTGACGCGCAGGTGCTTTCCCCGCTTAAACATTAACCTGGACTTTGT
CCTTTATGTTTACCTGCCATGGCAACGGCTTCCATATATGGAGGTCCGGCTCCGCCTCC
GGTTAAC-3’) 6tszori, tokéletes ismétlbdésébdl all, mig a masodik szakaszban (TR2) egy
rovidebb, 33 bp-os szakasz (5-TGTCGCTACCCCCCTGTACAGCCGACCACCCCC-3)
szintén Otszor ismétlédik, de az ismétlédés itt nem tdkéletes, mert az utolsé ilyen
szakaszban egy nt eltérés mutatkozik. A TAdV-4 génjeinek pontos méretét és azok

genomban elfoglalt helyzetét a 9. tablazat foglalja 6ssze.

6.1.2 A TAdV-5 genomszervezdédése

A TAdV-5 teljes genomtérképének Osszedllitasat és a genom elemzését a 1277BT
elnevezésl TAdV-5 térzs szekvenciaja alapjan végeztik (4. abra). A D1648 és a 1277BT
jelzésti TAdV-5 torzsek részleges genomszekvenciaja koézott 41 nt (0,15%) eltérést
tapasztaltunk a tanulmanyozott 27.931 bp hosszu szakaszon. A két TAdV-5 toérzs atfedd
szakaszanak 6sszehasonlité elemzését az 10. tablazatban mutatjuk be.

Az ITR-ek hossza a TAdV-5 esetében 118 bp. A TAdV-5 genom bal végén
megtalalhaté az ORFO, -1, a csonka ORF1A, az ORF1B és -1C és az ORF2. A fent emlitett
ORF-ek mindegyike a pozitiv szalon helyezkedik el. A negativ szalon az ORF14 és az
ORF14A &sszeolvadt, ezeket az egybeforrt ORF-eket rendre az ORF13 és -12 koveti,
szintén a negativ szalon. A genom k&zépsd régidjaban megtalalhaték az Adenoviridae
csalad meg6rzétt génjei. A TADV-5 genomija két fiber gént kadol.

A genom jobb végén azonositottuk az ORF22, a -20A, a -20, a -19, a -8 és a -17
kodu feltételezett géneket, melyek a legtdbb aviadenovirus genomjaban fellelheték. Ezeken
kivul szamos, a FAdV-1 esetében leirt ORF-et is talaltunk az annotacié soran, az ORF9, -10,
-11, -16 és -26 feltételezett géneket. A TAdV-5 genomjanak értelmezésekor egy tandem
ismétléd6é régiot azonositottunk, amely egy 99 bp-os szakasz (5-TCCGGTTAA
ACATTAACCCGGAGGGACCGCTCTTCCCTCCCACTTTCTATACGTCACCTTTCGCGACT
CCTCCCACTTTACGGACTTAGGAAAATTCCA-3’) kétszeri ismétldédésébdl all. A TAdV-5
génjeinek pontos méretét és genomon bellli elhelyezkedését a 9. tablazatban foglaltuk

ossze.
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4. abra: A TAdV-4 és -5 genomszervez8dése.

Sarga nyilakkal jel6ltik a genom kdzponti részén talalhaté megdrzott géneket, melyek az Adenoviridae csalad minden nemzetségében megtalalhatok és

vilagoszdlddel, melyek egynél tdbb nemzetségben fordulnak elS. A csak az Aviadenovirus nemzetségre jellemz8, genomvégeken talalhaté géneket sotétkék
nyilak jelzik. Az ismétl6d6 szekvenciakat piros nyilakkal abrazoltuk.

32



9. tablazat: A TAdV-4 és a TAdV-5 teljes, valamint a PiAdV-2a részleges genomjanak

szervezddése.
TAdV-4 TAdV-5 PiAdV-2a
Gén Szal Pozicid as-ak szama Pozicio as-ak szama as-ak szama
ORFO + | 515-745 76 523-735 70
ORF1 + | 802-1272 156 797-1327 176
ORF1A + | <1296-1445 49 <1328-1474 48 51
ORF1B + | 1448-1651 67 1477-1665 62 64
ORF1C + | 1596-1829 77 1811-1951 46 ;
ORF2 + | 1871-2683 270 1994-2824 276 263
2709-3374
ORFl4A* - |2l 223 210
3388-4056 2949-4268
ORF14* © | 15968-15973 224 15733-15738 441 215
4079-5029 4300-5181
R | 15968-15973 L 15733-15738 228 =L
5025-5927 5194-6117
ORF12 | 15968-15973 802 15733-15738 309 309
Va2 - | 5905-7092 395 6118-7266 382 393
polimeraz - | 7089-10895 1268 7232-10975 1247 1176
10892-12850 10983-12824
pTP " | 15968-15973 672 15733-15738 615 613
52K + | 12920-14128 402 12861-13973 370 389
pllla + | 14115-15017 600 13960-15684 574 577
gg’gon + | 16013-17650 545 15761-17314 517 516
pVII + | 17685-17927 80 17349-17567 72 82
pX + | 18059-18679 206 17634-18170 178 182
DV + | 18802-19476 224 18234-18905 223 216
hexon + | 19496-22402 068 18968-21796 942 941
proteaz + | 22414-23043 209 21803-22423 206 208
23152-24669 22544-23994
DBP "~ | 24681-24899 578 24109-24283 541 415
100K - | 24930-28082 1050 24320-27253 977 971
22K - | 27769-28308 180 27000-27485 161 150
27769-28126 27000-27261
==l 28352-28689 z=il 27443-27726 et L
pVIII - | 28740-29468 242 27757-28491 244 259
U-exon - | <29475-29708 78 <28500-28718 73 75
fiber-1 + | 29707-31236 509 28720-30966 748 141
fiber-2 + 30979-32082 367 =52
ORF22 - | 31279-31848 189 32147-32725 192 178
31872-32333 32728-33246
ORI 33378-33398 — 34162-34182 e
32337-33257 33171-34088
ORF20 33378-33398 813 34162-34182 312
33450-35759 34257-36663
R © | 36388-36399 i 37384-37463 sl
ORF8
AN + | 37452-38258 268 37512-38432 306
ORF17 - | 38473-38043 156 38918-39400 160
ORF16 - 39412-40071 219
ORF9 + 40220-41143 307
ORF10 + 41226-41786 186
41884-42220
ORFL1 " 4229242557 201
42707-42869
42951-43117
ORF26 * 43191-43300 190
43376-43508
ORF19A +  30860-42313 817

* az ORF14 és ORF14A a TAdV-5-ben 6sszeolvadt



10. tablazat: A 1277BT és a D1648 jelz6szamu TAdV-5 torzsek atfedé szakaszainak
részletes dsszehasonlitasa.

nt pozicié nt a 1277BT nt"a D1648 gén m’utécié as a 1277BT as a D1648
torzsben torzsben tipusa torzsben torzsben
993 A G ORF1 misszensz Hisztidin Arginin
1273 C G ORF1 misszensz Aszparaginsav Glutaminsav
2884 T C - szinonim
3681 G C ORF14 szinonim
6004 G A ORF12 szinonim
11756 G T pTP szinonim
12630 G A pTP szinonim
13630 T G 52K misszensz Valin Glicin
13892 A G 52K szinonim
17474 T C pVii szinonim
19760 A G hexon szinonim
20012 C G hexon szinonim
20152 G C hexon szinonim
20374 T C hexon szinonim
20720 C T hexon szinonim
20779 A T hexon szinonim
20980 C T hexon szinonim
21110 G A hexon misszensz Valin Izoleucin
21128 G A hexon misszensz Alanin Treonin
21163 T C hexon szinonim
21211 C T hexon szinonim
21489 C A hexon misszensz Treonin Aszparagin
21928 C A proteaz szinonim
22362 T C proteaz misszensz Valin Alanin
22508 A G - szinonim
22659 A G DBP misszensz Metionin Treonin
23249 G A DBP szinonim
23611 T C DBP misszensz Izoleucin Valin
23707 T C DBP misszensz Treonin Alanin
23832 C T DBP szinonim
24218 G A DBP szinonim
24623 A G 100K misszensz Arginin Glicin
24697 C T 100K szinonim
24811 T A 100K misszensz Aszparaginsav Glutaminsav
24922 A G 100K szinonim
25001 C T 100K misszensz Arginin Cisztein
25474 G A 100K szinonim
25930 G A 100K szinonim
26154 A G 100K misszensz Aszparagin Szerin
26650 C T 100K szinonim
27645 A G 22K szinonim
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6.1.3 A TAdV-4 és -5 filogenetikai helyzete

Az TAdV-4 és -5 filogenetikai pozicidjat négy gén, illetve génszakasz, a teljes DNS-
polimeraz gén (5. abra), a teljes hexon gén (6. abra) és a hexon gén L1 régidéja (7. abra),
valamint a fiber gén részleges szekvenciaja (8. abra) alapjan hataroztuk meg. A teljes
hosszusagu gének esetében a szamitasokhoz a Bayesian mddszert alkalmaztuk, ahol a
modell szelekci6 minden esetben a WAG+G+l modell (Whelan and Goldman
model+invariable sitestgamma distribution; Whelan és Goldman modell+valtozatlan
poziciok+tgamma eloszlas) (Whelan és Goldman, 2001) hasznalatat javasolta. A révidebb
hexon L1 és a fiber részleges szekvenciainak esetében tavolsagi matrix analizist hajtottunk
végre, JTT (Jones-Taylor-Thornton) modell alkalmazasaval. A szekvenciak illesztése soran
keletkezett hézagokat kivagtuk, igy a szerkesztés utan a polimeraz gén 1130 as, a hexon
gén 885 as, a hexon L1 régid 154 as és a részleges fiber gén 165 as hosszusagu
szakaszaval végeztik el a filogenetikai szamitasokat. A TAdV-4 a hexon L1 régidja alapjan a
TAdV-2-hoz all legkdzelebb (7. abra). A tobbi fan a TAdV-2 nem szerepel, mivel nem ismert
a szekvencidja ezeken a szakaszokon. A polimeraz, a teljes hexon és a fiber gén as
szekvencigjan alapulé szamitasok szerint a TAdV-4 minden mas virustdl jol elkulonul és a
FAdV-ok kozott helyezkedik el. A TAdV-5 minden szamitas alapjan a FAdV-1-hez all
legkdzelebb. A TAdV-5 két izolatuma a teljes hexon gén alapjan készitett torzsfa-
rekonstrukcion minimalis filogenetikai tavolsagot mutat egymastél a génszakaszban

fellelhetd as szekvencia kilénbségek miatt.
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5. abra: Az aviadenovirusok térzsfa-rekonstrukcioja a teljes polimeraz gén szarmaztatott as
szekvenciaja alapjan.
A torzsfa-rekonstrukcids elemzést Bayesian analizissel, WAG+G+l modellel végeztik. A torzsfat a
kbézéppontjan gydkereztettik a megjelenitéshez. A bootstrap értékek a fa elagazasainal lathatok és
1000 mintavételre vonatkoznak (%-ban megadva). Az AdV tipusokat a fan a gazdaallat nevével és a
virus tipusszamaval tlntettlk fel.
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6. abra: Az aviadenovirusok torzsfa-rekonstrukcioja a teljes hexon gén szekvenciajanak
szarmaztatott as sorrendje alapjan.
Bayesian analizis, WAG+G+| modell. A térzsfat a megjelenitéshez a s6lyom-1-gyel gydkereztettik. A
bootstrap értékeket a fa elagazasinal tiintettik fel és 1000 mintavételre vonatkoznak (%-ban
megadva). Az AdV tipusokat a fan a gazdaallat nevével és a virus tipusszamaval tintettik fel.
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7. dbra: Az aviadenovirusok torzsfa-rekonstrukcidja a hexon gén L1 régiojanak
szarmaztatott as sorrendje alapjan.
Tavolsagi matrix analizis, JTT modell. A térzsfat a megjelenitéshez a psittacin-1-gyel gydkereztettik.
A bootstrap értékeket a fa elagazasinal tintettik fel és 1000 mintavételre vonatkoznak (%-ban
megadva). Az AdV tipusokat a fan a gazdaallat nevével és a virus tipusszamaval tintettik fel.
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8. dbra: Az aviadenovirus fiber gének evoluciés viszonyainak vizsgalata.
Tavolsagi matrix analizis, JTT modell, a fiber gének farki régiéjanak szekvenciajat felhasznalva. A
bootstrap értékek a fa elagazasinal lathatok és 1000 mintavételre vonatkoznak (%-ban megadva). A

torzsfat a kdzéppontjanal gyokerezettiink.
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6.2 Galamb-adenovirusok

6.2.1 Hazai galamballomanyok sziirése adenovirusok jelenlétére

A hazai galamballomanyok AdV fert6zottségét az altalanos, viralis DNS-polimerazra
iranyulé PCR (Wellehan et al., 2004) segitségével mértuk fel. Ennek keretében 6sszesen 97
galambot vizsgaltunk, melyek kozul 48 (49,5%) egyedet talaltuk pozitivnak. Harmincharom
galamb esetében négyféle szervet, a majat, a tid6t, a vesét és a vekonybelet kildn
vizsgaltunk. Ezek kozil a galambok kozul 22 egyedet talaltunk AdV-ra pozitivnak (66,7%),
mig a 47, csak maj minta alapjan szirt galamb kozul minddssze 17-et (36,2%). Tizenhét,
klinikai tineteket nem mutaté galambbol csak Urulék mintat vizsgaltunk az altalanos AdV
PCR-rel, s ezek kozul 9 tartalmazott AdV-t (52,9%). A szirdvizsgalat eredményeit a 11.

tablazatban részletezzuk.
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11. tablazat: A PiAdV szlirévizsgalat eredményeinek dsszesitése.

minta . . . v . uralék/
sorszama virus tipus maj tudo bél vese kloaka tampon
minta 1 PiAdV-1 + + - N
minta 2 PiAdV-2 - + - N
minta 3 PiAdV-2 - + + N
minta 4 PiAdV-2 + + + N
minta 5 PiAdV-2 + - + N
minta 6 PiAdV-2 - + + - N
minta 7 PiAdV-2 - + + - N
minta 8 PiAdV-2 + - + - N
minta 9 PiAdV-2 - + - + N
minta 10 PiAdV-2 - + - - N
minta 11 PiAdV-2 - - + - N
minta 12 PiAdV-2 + + + + N
minta 13 PiAdV-2 - - + - N
minta 14 PiAdV-3 + + + + N
minta 15 PiAdV-4 - - - + N
minta 16 PiAdV-4 - + - + N
minta 17 PiAdV-4 + + + + N
minta 18 PiAdV-4 + + + + N
minta 19 PiAdV-4 - + + + N
minta 20 PiAdV-4 + + + N
minta 21 PiAdV-4 + - + N
minta 22 PiAdV-5 + - - + N
minta 23-33 - (11 eset) - - - - N
minta 34-50 P'A‘;\S’étz) (17 " N N N N
minta 51-80 - (30 eset) - N N N N
minta 81-84 PiAdV-2 (4 eset) N N N N +
minta 85-89 PiAdV-4 (5 eset) N N N N +
minta 90-97 - (8 eset) N N N N -
aviadenovirus
PiAdV-1 1
PiAdV-2 33
PiAdV-3 1
siadenovirus
PiAdV-4 12
PiAdV-5 1

+: pozitiv; -: negativ; N: nem ellenérzott

A 48 pozitiv mintabdl szarmazo, altalanos AdV PCR-rel feler8sitett termékeket,
melyek a viralis DNS-fllgg6é DNS-polimeraz egy szakszat tartalmaztak, szekvenaltuk. Az
esetek tobb mint felében, 35 galambban aviadenovirusok jelenlétét mutattuk ki, mig 13
egyed esetében siadenovirus fert6zottséget talaltunk. A részleges DNS-fuggé DNS-

polimeraz gén szekvenciak alapjan 3 aviadenovirus tipust kulonitettink el. A leggyakoribb,
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33 galambban eléforduld virus egy Uj aviadenovirus, mely a korabban publikalt PiAdV-1-t6l
jelentdésen, as szinten 23,3%-ban kilonbdzik a vizsgalt révid DNS-polimerdz szakaszon.
Ennek az uj galamb aviadenovirus tipusnak a PiAdV-2 nevet javasoltuk. A PiAdV-2
részleges DNS-polimeraz szekvenciainak &sszehasonlitasa soran tovabbi két altipust
sikerllt elkuldniteni, a PiAdV-2a-t és a PiAdV-2b-t. A gyakoribb PiAdV-2a (22 eset) és a
ritkabb PiAdV-2b tipus (8 eset) as szinten nem kilénbdzik egymastdl, ellenben nt szinten 6
szinonim mutacio fordul elé a 272 nt hosszu DNS-polimeraz szakaszon. Harom esetben a
két altipus szekvenciainak egyuttes jelenlétét mutattuk ki, am az ismételt kisérletek utan is
feltételezett kontaminacié miatt ezeket az adatokat fenntartassal kell kezelnink. A masodik
Uj aviadenovirus tipust, melyet PiAdV-3-nak neveztik el, mindéssze egyetlen esetben
mutattuk ki. A PiAdV-3 as szinten 26,7%-ban kilonbozik a PiAdV-1-t6l és 27,8%-ban a
PiAdV-2-16l a vizsgalt, 90 as hosszi DNS-polimeraz génszakaszon. Mivel a DNS-polimeraz
gén a tobbi genomi régidohoz képest megbrzott szekvenciaval rendelkezik ez nagyon jelentés
kilénbségnek tekinthetd. A tovabbiakban minden esetben az ,Uj” kifejzést akkor hasznaljuk
egy AdV tipus esetében, ha a 90 as hosszu DNS-polimeraz szakaszon legalabb egy as
kllonbséget tapasztalunk egy masik virushoz képest. A PiAdV-1-et egyetlen esetben
diagnosztizaltuk, mig FAdV-okat egyaltalan nem mutattunk ki a vizsgalt galambokban.

A siadenovirusok kozul 12 virus egymassal nt szinten teljesen azonosnak bizonyult a
vizsgalt 272 nt hosszu virdlis DNS-fuggé DNS-polimeraz génszakaszon. Ezt az uj tipust
PiAdV-4-nek neveztik el. Egy esetben mutattunk ki egy ezektdl jelentés mértékben eltérd
siadenovirust, mely a vizsgalt révid, 90 as hosszusagu szakaszon is 34,4%-0s eltérést
mutatott (PiAdV-5). Az (j PiAdV-ok szekvencidi a GenBank adatbazisban a
KX555529-KX555532, KX555534, KX673408 iktatdszamokon talalhatok meg.

Az altalanos AdV PCR-rel azonositott aviadenovirusokbdl négy, a siadenovirusokbdl
pedig 6t kulénb6z6, hexon génre iranyuld PCR segitségével kiséreltink meg tovabbi

szekvenciakat kinyerni (12. tablazat).
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12. tablazat: A PiAdV-ok tovabbi genomszakaszainak feltarasara iranyuldé PCR-ek
eredmeényei.

Aviadenovirus Siadenovirus

Referenciak
PiAdV- 1 PiAdV-2a PiAdV-2b PiAdV-3 PiAdV-4 PiAdV-5

Meulemans et al., 2001 + - - - - -
Raue et al., 2005a modositott + + - - - -
Raue et al., 2005b + - - - - -
Mase et al., 2009 - + - - - -
Doszpoly et al., 2013 N N N N + -

+: pozitiv; -: negativ; N: nem ellen6rzétt
6.2.2 A PiAdV-2a genomrészletének szervez6édése

A PiAdV-2a 31.314 bp hosszusagu részleges genomszekvencigjat a primer-sétalas
modszerével, degeneralt primer konstrukciokkal, majd specifikus primerek felhasznalasaval
hataroztuk meg. A variabilis genomvégek szekvenciait ezzel a mddszerrel sajnos nem
sikerult kinyernink. Ha feltételezzik, hogy a teljes genomhossz a PiAdV-1-éhez hasonld
lehet, akkor a genom nagyjabol 70%-at sikerult szekvenalnunk. Az els6 ORF, amelyet a bal
oldalon azonositottunk az ORF1A, majd ezt kdveti az ORF1B és az ORF2. Ettdl jobbra a
negativ szalon megtalaltuk az aviadenovirusok ORF14A, -14, -13 és -12 génjeinek
homoldgjait. A genom kozépsd, konzervalt szakaszanak szervez6dése megegyezett a
korabban leirt AdV-okéval. A PiAdV-2a esetében két fiber gént azonositottunk, melyek kozul
az els6 minddssze 142 as-bdl all és csak a fehérje farki és a nyél régio egy rovid szakaszat
kodolé szekvencia talalhaté meg benne. A masodik teljes hosszusagu, 554 as alkotja és
mind a harom f6 domén, vagyis a farok, a nyél és a feji alegység megd6rzétt motivumai is
fellelhetdk. A fiber génektdl jobbra a negativ szalon talalhaté az ORF22, a -20A és a -20 (9.

abra), bar az utdbbi két ORF elsé, kdzds exonja mar a szekvenalt szakaszon kivilre esik.
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9. abra: A PiAdV-2a genomrészletének szervezddése.
A meg6rzétt, minden AdV-ban megtalalhaté géneket sarga nyilak jelzik. A genom végein elhelyezkedd, csak az Aviadenovirus nemzetség tagjaiban el6fordulo
ORF-eket kék nyilakkal dbrazoltuk.
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6.2.3 Az uj PiAdV-ok filogenetikai helyzete

Mivel nem minden uj PiAdV-badl sikeriult hexon szekvenciat felerésitentink, ezért a
filogenetikai szamitasokat csak az illesztések soran keletkezett hézagok kivagasaval 87 as
hosszunak adédé DNS-fiuggé DNS-polimeraz gén szekvencia részlete alapjan tudtuk
elvégezni (10. abra). A szamitasok szerint a PiAdV-1, -2 és -3 monofiletikus csoportot
alkotnak az Aviadenovirus nemzetségen belil. A PiAdV-4 és -5 a siadenovirusok kozé esik a
torzsfan, am a szamitasok szerint egymassal nem mutatnak kézeli rokonsagot. A PiAdV-2a
esetében sikerilt a telies polimeraz, a hexon és a két fiber gén szekvencigjat is
meghatarozni a részleges genomszekvenalas soran, igy a PiAdV-2a az ezekkel a génekkel
végzett szamitasokba is bekerilhetett (5., 6., 7., 8. abra). A PiAdV-2a mind a harom gén

alapjan szamolt térzsfan a PiAdV-1-gyel alkot monofiletikus csoportot.

51



0.05

tokhal-1 )

ovin-7
——L———  bovin4
M126 fehér golya

—M521 bakcsd

kigyo-1
gyik-
szakallas agama .
anolis-2 cserregd
strucc nadiposzata
kacsa-1 (EDS), M194 fehér golya

2603 barazdabilleget®
dei pinty |

[
‘—{_‘— _ M315 véros vércse
mokus

M34E1}rfekete rgo

[ ___ bardtpapagdj
psittacin-3 fiistifecske

ljégmadar, hegyi fakusz

nyaktekercs

—
L P ¢ | ullé
galamb-3

|
| galamb-
L{ galamb-2a
galamb-2b
Meyer papagaj
lappantyu’
M151 vords vércse
csilpcsalp fuzike
2004 barazdabillegetd
2305 ?zen"cme,ge
ZOldike__oyorngo
H23 sargalabu siraly
M268 dankasiraly |
H18 sargalabu siraly
H1 sargalabu siraly
M267 dankasiraly ° |
M121 szerecsénsiraly

lad-
—___ Kacsa-2

M415 voros vércse | |
M161 szerecsensiraly
M259 dankasiraly
H29 sargalabu siraly
L——— sarlésfecske

I— 521 bakcso 1

tyak-4
tyuk-10 Lo
M544 egerészolyv

pulyka-4
facan

tyuk-6, -7, -8a, -8b

M187 erdei fllesbagoly
tyuk-2, -3, -9, -11

sirdly

T H2 sargalabu siraly
— béka-1

tarvarju

Kis poling

galamb-4

sittacin-2
imfa-,

sziklapapagadj

M471 vords vércse, M476 egéreszolyv
vandorsolyom

jpulyka-3 (THEV), M199 fehér golya

— L bitykss hattyu

énekes papagdj
délsarki halfarlkas-l
H16 sargalabu siraly
erdei szalonka
ezistarcu szarvascséri madar
raptor-1
gyurg)(alag
seregely

zebrapinty

széncinege-1, M433 széncinege
2304 széncinege

csonttolld .

énekes nadiposzata

pingvin-2
s,
M151 voros vércse
Gould amandina-1
1 2503 kék cinege

_ résteknés
human-5

murin-4

52

tyuk-5, M450 erdei fllesbagoly

hl]llémos, rozella-, fény-, kecskepapagdj

1 Ichtadenovirus
kérédzok

hiillék
Atadenovirus

madarak

harkalyalakdak

galambalakuak

verébalakuak

lilealaktak/siralyfélék
ladalakdak

Aviadenovirus

lilealaktak/siralyfélék

tylkalaktak

lilealaktak/siralyfélék

Siadenovirus

verébalakuak

ékszerteknés

dobozteknds ]Testadenovirus

] Mastadenovirus



10. abra: A madar-AdV-ok térzsfaja a DNS-fliggé DNS-polimeraz gén 87 as hosszu

szekvencia részlete alapjan.
A szamitast tavolsagi matrix analizissel, JTT modell felhasznalasaval végeztik. A bootstrap értékeket
nem tintettik fel, mivel az elagazasok tdbbségében nagyon alacsony értékeket kaptunk. A térzsfat a
tokhal-AdV-ndl gydkereztettik az abrazolashoz. Az AdV tipusokat a fan a gazdaallat nevével, a virus
tipusszamaval és amennyiben tébbféle AdV is eléfordult az adott fajban, a minta iktatasi szamaval
tintettik fel. A masok altal publikalt AdV-ok neveit félkvér betlikkel szedtik. A szinezés az AdV-ok
csoportosulasainak kdnnyebb megértését szolgalja. A murin-AdV-4 szekvencidja dr. Vidovszky
Marton nem publikalt adata, a szemléltetéshez engedélyével felhasznaltuk.

6.3 A madar-adenovirus fiber gének

A madar-adenovirus fiber gének szekvencia illesztése soran ugy talaltuk, hogy
bizonyos virusok, mint példaul a TAdV-5 és a FAdV-1 fiber-1 génje sokkal tébbet tartalmaz a
nyél régio ismétlédd motivumaibdl. Ezeket az ismétlédd részeket, melyek csak egy vagy két
virus esetén voltak megtalalhatok, a konnyebb megjelenithetéség céljabdl kivagtuk az
abrazolasban (11. abra).

A PiAdV-1 genomjaban 246, mig a PiAdV-2a-ban mindéssze 142 as hosszu fiber-1
gént talaltunk. A farok telies egészében, a nyél régié pedig részben még fellelhetd, de a
PiAdV-2a esetében a feji domén teljesen hianyzik. A PiAdV-1 fiber-1 génje egy ~100 as
méretli, a tobbi aviadenovirus fiber szekvencidival homoldgiat nem mutaté szakaszban
végz6dik. Mivel a PiAdV-ok fiber génjei ilyen rovidnek bizonyultak, ezért a tobbi virusbadl is
csak ezekkel a rovidebb szakaszokkal homoldg régidkat vehettik be a filogenetikai
analizisbe (8. abra). A fiber gének szekvenciabeli variabilitisa miatt nem vaghattuk ki az
Osszes, illesztés soran keletkezett hézagot, mert tulsagosan révid szekvenciak maradtak
volna a szamitashoz és eltlintek volna azok a jellegzetességek is, amelyek a két fiber
csoport kdzti kaldnbségeket adjak. Ezek a szerkesztés soran szandékosan bennhagyott
hézagok szolgalnak magyarazatul arra a latszolagos ellentmondasra, miszerint a fiber gén
szekvenciakkal végzett filogenetikai szamitashoz 165 as hosszusagu illesztett szekvenciakat
hasznaltunk fel, holott a PiAdV-2a fiber-1 génje mindéssze 142 as hosszu. A filogenetikai
szamitasok szerint az egyetlen fiber génnel rendelkezd virusok fiber génjei a két fiber génnel
rendelkezd virusok fiber-2 génjével mutatnak kozelebbi rokonsagot. A fiber-2 monofiletikus
csoporton belul megdfigyelhetd, hogy az egy fibert kédold virusok a DAdV-2 kivételével
szintén csoportba tomorulnek. A két fibert hordozd virusok fiber-1 génje egy kulonalld,
monofiletikus csoportot alkot. Ebbe a csoportba tartozik a PiAdV-ok csokevényes fiber génje

is.
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11. dbra: Az aviadenovirus fiberek szarmaztatott as szekvenciajanak illesztése.

A fehérje doménijeit, a farki, a nyél és a feji alegységet kiilénb6z6 szinekkel jeldltik (farok — piros; nyél — zéld; fej — kék).
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6.4 Egzotikus madar-adenovirusok

6.4.1 Papagaj-adenovirusok

Hazankban a leggyakoribb diszmadarként tartott papagajfajok a hullamos és a
nimfapapagaj. A mintak kénnyl elérhetésége miatt legnagyobb szamban e fajok egyedeit
vizsgaltuk, 6sszesen 56 hullamos és 38 nimfapapagajt, de ezeken kivll tovabbi 19 papagaj
fajbdl is gydjtottink mintakat. Az altalanos AdV PCR-rel pozitivnak talalt papagajok listajat és

a kimutatott virusok tipusat a 13. tablazatban mutatjuk be.

13. tablazat: Az altalanos AdV PCR-rel kimutatott AdV-ok papagajokban.

madarfaj AdV-pozitivivizsgalt egyedszam siadenovirus  atadenovirus
baratpapagaj 1/5 1
énekes papagaj 1/2 1
fénypapagaj 11 1 (PsAdV-2)
hullamos papagaj 3/56 3 (PsAdV-2)
kecskepapagaj 1/2 1 (PsAdV-2)
nimfapapagaj 1/38 1 (PsAdV-2)
rozellapapagaj 1/4 1 (PsAdV-2)
sziklapapagaj 1/2 1
9 eset 1 eset
10/110 2 yj tipus (t.) 10jt.
1 ismert t.

A felmérés soran 6sszesen 10 példanyban (8,06%) mutattuk ki AdV-ok jelenlétét az
altalanos AdV PCR segitségével. Ezek koziul 7 eset PsAdV-2 fert6zésnek bizonyult. A
PsAdV-2 jelenlétét egy-egy nimfa-, rozella-, kecske-, és fénypapagajban, valamint hullamos
papagajok koézul 3 egyedben igazoltuk. A papagajok boncolasa soran emeészt6-
szervrendszeri elvaltozasokat figyeltink meg. A bélnyalkahartya megvastagodott, kipirult, a
tapcsatorna végs6é szakaszaban vordsesbarna, hig folyadékot, mas esetekben fekete,
kenbcsOs konzisztenciaju tartalmat figyeltink meg egész, emésztetlen magvakkal. llyen
elvaltozast a harom hullamos papagaj, a fénypapagaj és legkifejezettebb formaban a
nimfapapagaj esetében lattunk, melyekben a PsAdV-2 kimutathaté volt. A 7 éves
fénypapagaj két napig tartd levertség, hasmenés és hirtelen fogyas utan hullott el. A
boncolas soran a zsigeri szerveken (majon, vesén, beleken), sziven, tiddn, a légzsakok
falan és a savis hartyakon a vese elégtelen mikodésére utald, kdszvényes elvaltozas volt
megfigyelhet. Az egyetlen él6 egyed, amelybdl kimutattuk a PsAdV-2-t, a kobzasbdl
szarmazo kecskepapagdj volt.

A hét hazai, PsAdV-2-t tartalmazé mintabdl kinyert, a primer szekvenciak eltavolitasa

utédn 269 bp hosszusagu polimeraz génszakasz kozul 6 minta szekvenciaja nt szinten 100%-
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ban azonosnak bizonyult a GenBank adatbazisaban talalhatdé PsAdV-2 szekvenciaval. A
rozellapapagaj esetében kevert AdV fert6zést igazoltunk a PCR termék molekularis
klénozasaval. A két, kissé eltér6 szekvencia egy-egy nt eltérést mutatott a GenBank-ban
talalhaté PsAdV-2-hoz képest, mely az egyikben as-valtozasban is megnyilvanult.

A hexon gén P1 és P2 szakaszanak feler6sitése négy PsAdV-2-t tartalmazd minta
esetében volt sikeres a siadenovirusok kimutatasara tervezett primerek segitségével
(Doszpoly et al., 2013). A négy mintabdl kinyert, a primerszekvenciak eltavolitasa utan 430
bp méretl génszakasz nt szekvenciaja egymassal 100%-ban azonosnak bizonyult, és nem
egyezett meg a GenBank-ban talalhaté egyetlen hexon szekvenciaval sem. A szakasz G+C
tartalma 36,1%-nak adédott. A PsAdV-2-bdl kinyert szekvenciak a KC248185-KC248192
iktatasi szamokon érhetdk el a GenBank adatbazisaban.

A PsAdV-2-n kivlil az altalanos AdV PCR segitségével kimutattunk egy-egy Uj
siadenovirust énekes- és sziklapapagajbdl, valamint egy szintén le nem irt atadenovirus
tipust baratpapagajbal.

6.4.2 Egyéb egzotikus madarak adenovirusai

Huszonnyolc egzotikus madarfajbdl szarmazé 115 minta szlrdvizsgalata soran 11
esetben siadenovirusokat mutattunk ki az altalanos AdV PCR segitségével, mig
aviadenovirust és atadenovirust minddssze egy-egy esetben diagnosztizaltunk (14.
tablazat). Mindegyik fent emlitett virus tobb as-ban eltért a GenBank-ban talalhato

szekvenciaktol a vizsgalt DNS-polimeraz génszakaszon, igy Uj tipusoknak tekintheték.

14. tablazat: Az altalanos AdV PCR-rel kimutatott AdV-ok egzotikus madarakban.

AdV. ismeretlen
P e . . AdV

madarfaj pozitiv/vizsgalt avi Si- at- (kevert

egyedszam fertézés)
ezUstarcu szarvascs6r(i madar 1M 1
gould amandina 5/5 5
strucc 3/28 1 2
tarvarju 1/3 1
Ustokos karokatona 1/10 1
zebrapinty 5/31 4 1
. Teset 11eset 1 eset 3 eset
osszesen 16/78

10t 40t 1Gjt. -

Az Uj tipusu aviadenovirust Ustokds karokatonaban mutattuk ki, mig a szintén uj
tipusba tartozd atadenovirust egy magyarorszagi tenyészetbél kapott egészséges struccbdl

szarmazo Urllék mintaban. Tovabbi két, ugyaninnen szarmazd mintaban, bar a kapott DNS-
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polimeraz szekvencia elemzésével kevert fertézést allapitottunk meg, az elektroferogram
gondos vizsgalata alapjan valoszinUsithetd az el6z6 tipussal megegyezé virus jelenléte.
Siadenovirusok koézil 4, eddig le nem irt tipust kildnitettink el Gould amandina
pintyekbdl, zebra pintyekbdl, ezlstarcu szarvascséri madarbdl és tarvarjubdl az altalanos
AdV PCR segitségével. A Gould amandina pintyekben kimutatott virust egy idében talaltuk
meg egy amerikai kutatocsoporttal. Az amerikai kutatok a patolégiai hattér
tanulmanyozasaval jarultak hozza az Uj virus megismeréséhez, mi pedig szekvencia szinten
igyekeztiink tovabb vizsgalni. Az Egyesiilt Allamokban egyetlen esetben mutattak ki a
Gouldian finch AdV-1 (GFAdV-1) névre keresztelt virust, mig mi 3 figgetlen tenyészet 5
példanyabdl. A polimeraz gén egy részebdl, valamint a pTP gén teljes masodik exonjabdl,
illetve az 52K gén els6 felébdl egy egybefliggd 3943 bp hosszisagu szakaszt sikerilt
hataroztuk meg. A szekvenciak a GenBank-ban a KF031569 és a KF031570 iktatészamokon

érhetdk el. A kimutatott virusok filogenetikai viszonyait 10. abra szemlélteti.

6.5 Vadon el6 madarak adenovirusai

AdV-ok jelenlétére 83 vadmadarfaj 434 egyedét vizsgaltuk. Osszesen 102 esetben
kaptunk pozitiv eredményt, ami 23,5%-0s pozitivitast jelent. A vadmadarak korében végzett
AdV szlrévizsgalat eredményeit a 15. tablazat foglalja 6ssze. Leggyakrabban, 59 esetben
aviadenovirusokat detektaltunk, melyek kozil 28 olyan aviadenovirus tipusra bukkantunk,
melyeket eddig nem ismert a tudomany. Két erdei fllesbagolybdl két FAdV tipust,
nevezetesen egy, a FAdV-5-tel teljesen megegyez6 és egy, a FAdV-D fajba sorolhaté virust
mutattunk ki. A siadenovirusok szintén nagy diverzitast mutattak, 13 Uj tipusra bukkantunk,
mig két tovabbi esetben a mar publikalt THEV és GTAdV-1 jelenlétét bizonyitottuk fehér
golyaban, illetve széncinegében. Atadenovirusokat minddssze 7 esetben diagnosztizaltunk,
melyek kdzll 6 mutatkozott uj tipusnak. A hetedik eset a korabban k6zolt EDSV-sal teljesen
megegyez6 virus kimutatadsa volt fehér golyaban. Tizendt pozitiv minta esetében a kapott
elektroferogram tdbbszoérds fertézésre utalt. Néhany esetben a szennyezd szekvencia nem
egy masik AdV-tél, hanem baktériumtdl, vagy a gazdafajtél szarmazott, de az AdV-oktdl
szarmazo6 szekvencia is vildgosan kivehet6 volt a nem specifikus szekvenciak mellett.
Ezekben az esetekben megkiséreltiik a PCR termékek molekularis klonozasat, ami azonban
nem vezetett a kivant eredményre, igy a virusok pontos szekvenciait nem tudtuk

meghatarozni.
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15. tablazat: Az altalanos AdV PCR-rel kimutatott AdV-ok vadmadarakban.

AdV-pozitiv/ |sm:(rj(\e/tlen
madarfaj vizsgél't avi- si- at- mast- (kevert
egyedszam fert5zés)
bakcso 2/5
barazdabillegetdé 2/6
butykés hattyu 1/2 1
cserreg6 nadiposzata 1/2 1
csilpcsalpfiizike 1/4 1
csonttolld 1/7 1
danka siraly 4/24 2+1+1
egerészolyv 7110 2 1* 4
énekes nadiposzata 1/9 1
erdei fulesbagoly 2/2 fﬁéﬁ%\ﬁg)
erdei pinty 1/4 1
erdei szalonka 1/2 1
facan 2/12 1+1
fehér golya 3/35 1 (THEV) . (1ESS)
fekete rigo 1/10 1
fenydrigdo 1/1
fusti fecske 1/9
gyurgyalag 1/3 1
hegyi fakusz 1/2 1@
jégmadar 1/5 1@
kék cinege 1/11 1
kék vércse 2/2 2
kis péling 1/1 1
nagy karokatona 7117 7
lappantyu 1/11 1
nyaktekercs 3/7 3
sargalabu siraly 12/28 3+1+1+2+1 1 3
sarlosfecske 1/4 1
seregély 1/4 1
széncinege 4/6 1 1 (GTl,:dV-l) 1
szerecsensiraly 5/31 3+1 1
vandorsolyom 2/4 1 1
vOros vércse 25/39 14+1 1+1* 5 3
z6ld kil 1/1 1
z6ldike 1/3 1
59 eset 16 eset 7 eset 5 eset 15 eset

Osszesen 102/323 28 Ujt. 134jt. 6ujt 10t )

2 ismert t. 2 ismert t. .

1 dupla @ 1 dupla * Lismertt i i

»+ szamokkal” az eltérd tipusok esetszamat adtuk meg

* ugyanaz a siadenovirus egerészdlyvben és vords vércsében
@ ugyanaz az aviadenovirus jégmadarban és hegyi fakuszban



7. Megbeszélés

7.1 Pulyka-adenovirusok

Egyuttmikddésben, lllumina szekvenalassal meghataroztuk és értelmeztik a TNI1 és
1277BT jelzésl TAdV-4 és TAdV-5 torzsek teljes genomszekvenciajat, valamint a primer-
sétalas modszerével részlegesen a D1648 jelz86szamu magyar TAdV-5 torzs genomjat is. Az
Uj generacidos szekvenalas egyértelmien gyorsabbnak bizonyult, mint a Sanger-féle
modszer. Az lllumina szekvenalassal 6-28.000-szeres lefedettségben megkaptuk a genom
90%-at, de a genomvégek, valamint a genomok koézépsd régidiban két-két szakasz
szekvencigja csak a tovabbi PCR-ek és Sanger-féle szekvenalas segitségével lett teljes. A
nehézségek annak tulajdonithatok, hogy a kisérletek elvégzésekor az lllumina platform még
bevezetés alatt allt a bécsi egyetemen, illetve a hozza fejlesztett szoftverek sem voltak
minden tekintetben megbizhaték. Ennek ellenére azt gondoljuk, hogy az izolalt virusok
genomszekvenciainak meghatarozasahoz az Uj generaciés moddszerek hasznalata a
célravezetébb. A nem izolalt, vagy nem izolalhaté virusok szekvenalasahoz azonban
egyelére még mindig csak a primer-sétalas technikdja all rendelkezésinkre. Tipikusan ez az
eset all fenn a vad- és egzotikus madarak esetében, melyekbdl nincsenek folyamatos
sejtvonalak és az allatok védettsége, vagy nehéz hozzaférhetésége miatt primer
sejttenyészet nem készithetd, igy ezek a virusok nem vagy csak nehezen izolalhatok.

A TAdV-4 és TAdV-5 genomok esetében kiegyensulyozott, 48,5% és 51,6%-0s G+C
aranyt tapasztaltunk. Az alacsony G+C arany azokra az AdV-okra jellemz8, melyek evolucios
léptékben aranylag késén kerlltek egy Uj gazdafajpa. A TAdV-4 és -5 esetében a
kiegyensulyozott G+C arany arra utal, hogy ezek a virusok mar hosszu ideje egyutt fejlédnek
jelenlegi gazdajukkal, amit altalanossagban elmondhatunk minden aviadenovirusrél. Ez is
alatamasztja azt az elméletinket, hogy a madarakban el6forduldé AdV-ok kozul az
aviadenovirusok lehetnek a vellk egytt fejl6édétt virusvonal, mig az alacsony G+C tartalmu
at- és siadenovirusok csak késébb kerulhettek at ezekre a gazdakra (Benkd és Harrach,
2003). Ezt a korabbi feltételezést tehat a mostani genom szekvenalasaink is megerésiteni
latszanak (lasd még késdbb a PiAdV-2a genom targyalasat).

Az aviadenovirusok (igy a most targyalt TAdV-4 és -5) genomjanak a bal és a jobb
végét — ami korulbelll az elsé 6000 és az utolsé 12.000 bp-t jelenti — nemzetségre jellemzd,
egyedi gének alkotjak, melyeknek mas AdV nemzetségekben nincsenek homoldgjai
(Harrach et al.,, 2011). A TAdV-4 genomszervez6dését a FAdV-5 (Marek et al.,, 2013)
genomszervezédésével talaltuk hasonlonak, az egyetlen kildénbséget az ORF1C megléte
jelentette a FAdV-5 genomjahoz képest. A TAdV-5 genomszervez6dése szinte teljesen

megegyezik a FAdV-1-ével, eltérés mindéssze a genom jobb végén tapasztalhaté az ORF11
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és -26 értelmezésében (4. abra). Az ORF1A mind a TAdV-4-ben, mind a TAdV-5-ben
csonka, annak els6 exonja nem volt fellelhet6 a genomok térképezésekor. Ez nem egyedi
jelenség, hiszen az eddig leirt aviadenovirusok kézul eddig csak a FAdV-8 esetében irtak le
a teljes gént, ahol viszont az ORF1A az ORF1B-vel 6sszeforrt és az ORF1A/B nevet kapta.
Egy elmélet szerint ez az dsszeolvadas egy leolvasasi keret eltolédast okozé (frameshift)
mutacié eredmenyeként johetett 1étre, egy masik elképzelés szerint viszont az 8si virusokban
ez a két ORF egyben volt jelen és egy mutacié hatasara valt ketté (Corredor et al., 2006).
Elképzelésink szerint a FAdV-okban az ORF1A-nak azért hianyozhat az elsé exonja, mert
mint mar nem funkcionalé gén, mutaciokkal ténkrement, és/vagy kiesett az ORF elsé fele.
Ezt az elméletet az is alatamasztja, hogy ezek a genom bal oldalan talalhaté feltételezett
gének, vagy gén-maradvanyok kiutheték anélkll, hogy a virus életképessége csokkenne
(Corredor és Nagy, 2010). Ez a génterapiaban, vagy vakcinaként hasznalt aviadenovirus
alapu rekombinans vektorok tervezésénél jol kihasznalhatd, ugyanis ezen szakaszok
eltavolitasaval helyet nyerhetink nagyobb transzgének belltetésére. A mesterségesen
eléallitott AdV-ok genomhossza ugyanis nem lehet sokkal nagyobb, mint a vad tipusu virusé,
mert nem kapunk életképes rekombinanst (Corredor és Nagy, 2010). A mindkét uj TAdV-ban
megtalalhaté ORF2 gén az eddig leirt aviadenovirusok homolég génjéhez hasonldéan, nagy
hasonlésagot mutat a parvovirusok NS1 génjével (Chiocca et al.,, 1996), mely a virus
replikacidéban jatszhat szerepet. A negativ szalon helyezkedik el az ORF14 és -14A, melyek
a TAdV-5 esetében 6sszeforrtak, a TAdV-4 genomjaban pedig kilonalld6 ORF-eket alkotnak.
Ettél jobbra a valdszinlileg az ORF2 duplikalddasaval keletkezett, ORF13 és -12 feltételezett
gének talalhatdk, mind a TAdV-4, mind pedig a TAdV-5 esetében. Ezek a gének (ORF2, -14,
-14A, -13, -12) a szekvenciajukban talalhaté meg6rzott Walker A motivum alapjan mind a lll-
as tipusu helikazok csaladjaba tartoznak és feltehetéleg a DNS-replikaciéban jatszhatnak
szerepet (Washietl és Eisenhaber, 2003). A legujabb kutatasi eredmények szerint ezekben
az ORF14, -14A, illetve -24 fehérjékben jelen vannak olyan specialis (BC-box) motivumok is,
melyek a mastadenovirusok E4 ORFG, illetve az atadenovirusok 34K fehérjéivel mutatnak
homolégiat. Ezek a fehérjegk a mast- és atadenovirusokban az E1B 55K, illetve az
atadenovirusok esetében az LH3 fehérjével kbzbésen, ugynevezett cullin alapu ubiquitin ligaz
komplexet képeznek, melyek a gazdasejt virus elleni védekezésében résztvevd egyes
fehérjéinek lebontasat végzik. Hasonlé cullin koétési képességet tételezink fel az
aviadenovirusok, igy a TAdV-4 és -5, valamint a PiAdV-2a ORF14 és -14A génjei esetében
is (Gilson et al., 2016).

A TAdV-4 és -5 genomok kozépsd régidja a Va2 géntél kezdddden a pVlll-ig
bezardlag meg6rzott, ami nem csak az Aviadenovirus nemzetségre jellemz6, de az

Adenoviridae csalad 6sszes eddig leirt tagjara is.
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A fibert, illetve a TAdV-5 esetében a fibereket kovetéen az ORF22-t6l az ORF17-ig az
aviadenovirusokra jellemz6 gének kovetik egymast mind a TAdV-4 mind a TAdV-5
genomjaban. A TAdV-4 esetében a TR1-nek elnevezett ismétlédések a FAdV-5-ben leirt
hasonlo ismétlédések szekvenciaival mutatnak homologiat (Marek et al., 2013). A TAdV-5
genomjaban is talaltunk ismétl6d6 szakaszokat az ORF8 és a -17 kozott. Ezek az ismétlédé
régiok korabbi tanulmanyok szerint szintén nélkalozhetdk a virus tuléléséhez és
replikaciéjahoz (Ojkic és Nagy, 2000) és a rekombinans virus vektorok tervezésénél szintén
a transzgének beépitési helyéll szolgalhatnak. A TAdV-5 genom esetében az ORF19
annotacioja sajnos nem tekinthet6 teljesen megbizhaténak, mivel az elsé és a masodik exon
kozotti splice lehetéségek kozil tobbet is elképzelhetének tartottunk a bioinformatikai
elemzés soran. A splice donor hely szekvencigjaban az egymast koveté G (guanin) és T
(timin) nt-ok nagyon meg6rzott médon mindig jelen vannak, am az ezt megel6zb és ezt
kovetd szekvencia részletekben mar megfigyelheté variabilitas (12. abra). A splice akceptor
helyek megtalalasat a legkonzervaltabb AG (adenin-guanin) nukleotidparoson kivil a
jellegzetes T-gazdag szekveciarészlet segiti ugyan, am ennek a régiénak a hossza valtozo,
esetenként csak néhany nt alkotja, igy felismerése nehéz lehet. Sajnos a GenBank-ban sem
minden aviadenovirus ORF19 feltétlezett génje rendelkezik megbizhaté annotaciaval, vagyis
nem Kisérletesen, hanem bioinformatikai predikciés moédszerekkel hataroztak meg a splice
mintazatunkat (amennyiben ez egyaltalan megtortént). Sajnos emiatt ezekre az adatokra
sem tamaszkodhattunk a genomszekvenciak értelmezése soran. Annotacionkban igy az
altalunk legvalésziniibbnek tartott lehetéségeket adtuk meg a spliceolt gének esetében, de
amig mRNS vizsgalat nem torténik a génexpresszidé pontos feltarasa céljabdl, addig sajnos

ezek az értelmezések feltételesek maradnak.

donor acceptor

T -\" I—— ATl L

exon intron exon

12. abra: A splice donor és akceptor helyek szekveciajanak meg6érzétisége (Stephens and
Schneider, 1992).

Az ORF9, -10 és -11 feltételezett gének csak a TAdV-5 genomjaban voltak
fellelhet6k. Ugyanezeket az ORF-eket a FAdV-1 genomjaban is megtalaljuk. A
bioinformatikai elemzések szerint ez a harom feltételezett gén azonos, immunoglobulin-szer{
domeént tartalmaz és egy, a hazi tyuk genomjaban talalt génnel mutatott nagyfoki homolégia

alapjan feltételezik, hogy a gazdaallattdl vette fel a FAdV-1 ezt a gén egyluttest (Washietl és
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Eisenhaber, 2003). A TAdV-5 torzsfan elfoglalt helyzete és genom szervezédése, melyek a
FAdV-1-gyel vald kdzeli rokonsagra utalnak, valamint az ORF9, -10 és -11 feltételezett
gének tyuk-eredete arra utalhat, hogy ennek a virusnak az 8se a kdzeli rokon, szintén
Galliformes rendbe tartozé tyukbdl kerllhetett at a pulykakba. A TAdV-5 tovabbi evolucidja
pedig mar 6nalléan zajlott az Uj gazdaallat fajpan és a genomszervez6dés megtartasa
mellett olyan filogenetikai értelemben vett tavolsagra kertlt a mai FAdV-oktol, hogy mar nem
is sorolhaték egy fajpa. Az ORF11 és -26 értelmezésink némileg eltér a FAdV-1-ben
leirtaktol. A FAdV-1 esetében az ORF11 és a -26 3-3 exonbdl all, mig a TAdV-5 annotalasa
soran mi ugy talaltuk, hogy az ORF11 utolsé exonja inkabb az ORF26-hoz tartozhat, annak
az elsé exonjat alkotva. igy feltételezéseink szerint az ORF11 csak kettd, mig az ORF26
négy exonbdl all a TAdV-5 esetében. Ezeket a feltételezéseket a viralis genomrdl atirédott
MRNS-ek vizsgalataval lehetne alatamasztani, hasonloképpen az el6z6 bekezdésben
targyalt ORF19 esetéhez.

A 1277BT jelz6szamu brit és a primer-sétalas modszerével szekvenalt D1648
jelzé6szamu magyar TAdV-5 torzs homoldég, 27.931 bp hosszu szakaszaval végzett
Osszehasonlité analizis soran megallapitottuk, hogy a két térzs azonosnak mondhat6. A
genomszervezddést és a nt sorrendet tekintve is szinte teljesen megegyeznek. A két torzs
minddssze 41 nt-ban (0,15%) tér el egymastol. Az eltérések koézil csak 14 nt (0,05%)
misszensz mutacio, ami azt jelenti, hogy ennyi pontmutacié okoz as szekvencia kilénbséget,
a tébbi 27 nt (0,1%) differencia szinonim, vagyis a nt csere nem okoz as valtozast (10.
tablazat). Nonszensz és leolvasasi keret eltolddast okoz6é mutaciokat nem talaltunk. Aranylag
sok eltérést tapasztaltunk a hexon fehérjét kddolé gén esetében. A kapszidot alkotd 6
felszini fehérje, a hexon, annak is kllénésen a virion kilsé felszinén talalhaté hurkai
intenziven valtoznak, mutalédnak a gazdaszervezet immunvalaszanak szelekcios
nyomasara. Ez a fehérje szakasz a virus legfébb antigénje, ezaltal a szerotipus
meghatarozéja (Walsh et al.,, 2009). Tovabbi kulénbségeket figyeltink meg a két torzs
szekvencigjaban a DBP és a 100K gének esetében is. A 1277BT és a D1648 jelz6szamu brit
és magyar TAdV-5 torzseket térben és idében elkulondlten izolaltak, ami magyarazat lehet a
két virustorzs szekvencia kuldonbségeire, am igy is meglepé a nagymeértékii hasonldsaguk.
Ennek oka a két térzs kozos eredete lehet, amiben feltételezhetéen szerepe van a
tenyészpulykaallomanyok vilagszerte torténd kereskedelmi forgalmanak.

A genomszervezédéssel kapcsolatos, feljebb taglalt megfigyelések 6sszhangban
vannak a filogenetikai szamitasok eredményeivel is (5., 6., 7., és 8. abra). A teljes polimeraz,
a teljes és a részleges hexon, valamint a részleges fiber gén alapjan készitett torzsfakon a
TAdV-5-nek a FAdV-1 a legkbézebbi rokona; mind a négy esetben monofiletikus csoportot
képeznek. A TAdV-4 a hexon gén L1 szekvencidjan alapuldé szamitds szerint a TAdV-2-vel

alkot monofiletikus csoportot (7. abra). Mivel a TAdV-2-nek nem ismert sem a polimeraz,
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sem a fiber, sem pedig a teljes hexon szekvencidja, ezért ez a virus sajnos nem kerulhetett
ra ezekre a torzsfakra. A hexon gén L1 szekvencigjan alapulé szamitas szerint a TAdV-2 és
a TAdV-4 valészin(ileg azonos fajba tartozik, de a pontos besorolashoz sziikséges a TAdV-2
telies genomszekvenciajanak ismerete. A teljes polimeraz és hexon gén as sorrendjén
alapul6 filogenetikai analizisek eredményeképpen a TAdV-4 a FAdV-D és -E fajokkal alkot
monofiletikus csoportot, am az evoluciods tavolsag a TAdV-4 és az Gsibbnek latszé6 FAdV-5
kozott kisebb, mint a TAdV-4 és a FAdV-D és -E fajok tagjai kdzott (5., 6. abra). A TAdV-4
egyetlen fiber génnel rendelkezik, melynek as sorrendje alapjan ismét a FAdV-5-héz all
legkdzelebb (8. abra). A 10. abran lathatd, hogy a viralis DNS-polimeraz gén 87 as
hosszusagu szekvenciajan alapulé térzsfan a pulyka-aviadenovirusok a FAdV-ok kozott
szétszortan helyezkednek el. Tehat a Galliformes madarrend (melybe a tyukfélék és a
pulykak is tartoznak) aviadenovirusai a koevollciéra utaléan monofiletikus csoportot
képeznek. Azon belll viszont mar nem latunk fajok szerinti elkilonilést, tehat a kozel
Galliformes fajok kdzott torténhettek a réegmultban gazdavaltasok is.

A fent ismertetett genomi jellegzetességek, a hazityuktdl eltéré gazdafa), illetve a 3
kllénbdzb gén szekvenciajat figyelembe vevé filogenetikai szamitasok eredményei alapjan,
mind a TAdV-4, mind pedig a TAdV-5 szamara Uj aviadenovirus faj létrehozasat javasoltuk
és az ICTV mara hivatalosan is elismeri a két uj fajt (Adams et al., 2015). A TAdV-4 ennek
megfeleléen a Turkey aviadenovirus C faj, mig a TAdV-5 a Turkey aviadenovirus D faj

egyetlen jelenlegi képviselGje.

7.2 Galamb-adenovirusok

A hazai galamballomanyok korében végzett, AdV-ok jelenlétére iranyuld
szlrdvizsgalatunk soran rendkivil magas (49,5%-0s) pozitivitast tapasztaltunk; a vizsgalt 27
tenyészetb8l szarmazd 97 galambbdl 48 bizonyult AdV-sal fertézéttnek. Bizonyitottuk, hogy
a mar leirt PiAdV-1-nél sokkal gyakrabban el6forduld PiAdV tipusok is léteznek; két uj
galamb-aviadenovirus tipusra bukkantunk (PiAdV-2 és -3), illetve els6ként sikertlt
siadenovirusokat is kimutatnunk galambokbdl, két egymastadl eltérd tipust (PiAdV-4 és -5).

Eredményeink szerint a galambok AdV fert6zése tehat nagysagrendekkel gyakoribb,
mint azt a korabbi molekularis szlirbvizsgalatok eredményei alapjan feltételezték. A PiAdV-ok
kimutatasara tervezett (Raue et al., 2005b) és gyakran hasznalt (Freick et al., 2008; Stenzel
et al.,, 2012) primereket FAdV szekvenciak alapjan tervezték és a PiAdV-1 kimutatasara
alkalmasnak talaltak. A Raue és munkatéarsai altal a PsAdV-1 kimutatasara fejlesztett HexL1-
s és HexL1-as (Raue et al., 2005a) primereket az azéta megismert aviadenovirusok
szekvencidinak figyelembe vételével tovabbi degeneralt bazis poziciok beiktatasaval
maodositottuk (6. tablazat). Ez a PCR alkalmasnak bizonyult a PiAdV-1-en kivil az altalunk

leggyakoribbnak talalt PiAdV-2a kimutatasara is, am a tdbbi Uj virusbol ennek segitségével
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nem sikerllt hexon szekvenciat feler6siteni. A Mase és munkatarsai altal a FAdV-ok, a
TAdV-3 és a DAdV-1 kimutatasara megalkotott HexF1 és HexR1 primerek (Mase et al.,
2009), melyeknek elméletben mind a harom madarakat fert6z6 AdV nemzetségen kellene
mukodniuk, kizarélag a PiAdV-2a, mig a Meulemans- és Raue-féle primerek (Meulemans et
al., 2001; Raue et al., 2005b) csak a PiAdV-1 szakaszait sokszoroztak fel (12. tablazat). A
PiAdV-1 specifikus kimutatasara fejlesztett PCR-rel (Raue et al., 2002) nem végeztunk
kisérleteket, mivel a nagyon variabilis fiber gén szekvenciaja alapjan tervezett primerek
valdszinlileg nem képesek a PiAdV-1-t6l nagymértékben kiilonb6zd virusok szekvenciain
megtapadni. A galambokban detektalt siadenovirusok esetében egy direkt a siadenovirusok
kimutatasara tervezett PCR-rel (Doszpoly et al., 2013) probaltuk meg a hexon szekvencia
kinyerését. Ez csak a gyakoribb tipusnal, vagyis a PiAdV-4-nél jart sikerrel, a minddssze
egyetlen esetben kimutatott PiAdV-5 hexon szekvencigjat nem voltunk képesek ezzel a
modszerrel sem feler@siteni. A hexon régiébdél mindossze a PiAdV-1, a PiAdV-2a és a
PiAdV-4 esetében sikerlilt szekvenciat kinyerni.

Az eredmények alapjan tehat egyik korabban fejlesztett PCR mddszer sem alkalmas
a PiAdV-ok altalanos kimutatasara, ezek helyett az altalanos AdV PCR (Wellehan et al.,
2004) javasolhat6. Ezt a PCR-t eredetileg hullé-AdV-ok diagnosztikajara fejlesztették, de
mivel a polimeraz gén egy nagyon meg6rzott szakaszan tapadnak a primerek, ezért
alkalmasnak bizonyult gyakorlatilag minden eddig leirt AdV kimutatasara. Eredményeink
alapjan igaz ez a négy, altalunk leirt 0j PiAdV-ra, valamint a korabban leirt PiAdV-1-re is.

A YPDS-t el6idéz6 koérokozdk kdzil az AdV-okat szinte kizartdk, hiszen vagy
egyaltalan nem, vagy pedig nagyon kis aranyban mutattdk ki 6ket a klinikai tlineteket
produkalé példanyokbdl a fent felsorolt PCR mddszerekkel (Raue et al., 2005b, Freick et al.,
2008). Raue és munkatarsai bizonyitottak, hogy a f6 szerepet a circovirusok és a
masodlagos fertézést okoz6 Escherichia coli baktériumok jatsszak a YPDS-ben (Raue et al.,
2005b), am eredményeink alapjan az AdV-ok is nagyon gyakran kimutathatéak az ebben a
betegségben szenvedd galambokbdl. A galambok circovirus fertézéttségét munkam soran
magam is vizsgaltam és a PCR-es szlir6vizsgalatok eredményébdl arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy gyakorlatilag az 6sszes AdV-ra vizsgalt allomany circovirussal is fert6zott.
Feltehet6en azeért is talaltunk kiugréan magas AdV pozitivitast, mert a jelenlévé cirkovirusok
az allomanyok egyedeire immunszuppressziv hatassal voltak, igy fogékonnya téve 6ket a
masodlagos fert6zésekre.

Harmincharom galamb esetében tobb szervbdl (majbol, tudobdl, bélbél és vesébdl)
vettink mintat, melyeket kulén vizsgaltunk annak érdekében, hogy a PiAdV-ok szerv
tropizmusardl nyerjink adatokat. Feltételezziik, hogy az egyes PiAdV tipusok — mas AdV
tipusokhoz hasonléan — eltérd hatékonysaggal képesek a kilénb6zd szervekben,

sejttipusokban replikalddni. A PiAdV-1, -3, és -5 esetében tapasztalhatoé alacsony esetszam
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miatt adatsorunk statisztikai analizisre még nem alkalmas, de a 11. tablazatban lathato
eredmények alapjan feltételezhetjik, hogy a mintavételi forrasként hasznalt szervnek a
diagnozis kimenetele szempontjabdl nagy jelentésége van. Mivel baromfi-AdV-ok gyakran
okoznak hepatitiszt, elhaldsos majgyulladast, ezért legtdbbszér a majbol vesznek mintat
molekularis vizsgalatok céljabol is. Eredményeink alapjan azonban a tud6é és a vese
alkalmasabb mintavételi forrasnak tinik a PiAdV-ok kimutatasa szempontjabdl, kulondsen a
siadenovirussal fertézott galambok esetében.

Erdemes megemliteni, hogy egészséges példanyok (iriilék mintait vizsgalva nagy
aranyban (52,9%) talaltunk virus-Urit6 egyedeket. Ezek a galambok olyan &llomanyokbdl
szarmaztak, ahol korabban YPDS-szer(i megbetegedésben az allomany fiatal galambjainak
egy része elhullott. Az AdV-ok altalaban perzisztens fertézést okoznak, de a virusirités nem
folyamatos, igy a fert6zott példanyok is produkalhatnak hamis negativ PCR eredményt.
Kilonb6z6 stressz faktorok, mint a zsufoltsag, szallitas, és a versenygalambok esetében a
roptetés, vagy mas korokozok, mint példaul a galamb-circovirus hatasara azonban az AdV
fert6zés Ujra aktivva valhat és az AdV-ok PCR-es kimutatasa ezaltal ujbdl lehetévé valik.

Az altaldanos AdV PCR segitségével felersitett ~300 bp-os szakasz a DNS-fliggd
DNS-polimeraz génbél dsszehasonlitd elemzésekre is alkalmas, hiszen ez a szekvencia
részlet ismert a legtébb publikalt AdV-bél (Wellehan et al., 2004; Kajan et al.,, 2011;
Vidovszky et al., 2015). A polimeraz gén részleges szekvenciaja alapjan vegzett filogenetikai
vizsgalatok eredménye szerint a PiAdV-2 és -3 az Aviadenovirus nemzetséghez tartozik, mig
a PiAdV-4 és -5 a Siadenovirus nemzetség tagja (10. abra). Atadenovirusokat galambokban
nem talaltunk. Nemrégiben metagenomikai elemzések soran galamb Urulékben masok is
leirtak avi- és siadenovirusok jelenlétét (Phan et al., 2013), azonban ezekbdl a virusokbdl
egyaltalan nem kozoltek szekvencia adatokat, igy ezekkel nem tudtuk az altalunk kimutatott
AdV-okat 6sszehasonlitani. A DNS-polimeraz gén 87 as hosszu szakasza alapjan készitett
torzsfan a PiAdV-1, -2 és -3 monofiletikus csoportot alkot, ami a galambokkal val6
koevolucidjukra utal (10. abra). A galamb-aviadenovirusok monofiletikus csoportja a FAdV-
oktdl nagy evolucios tavolsagra talalhatd, tovabba galambokban molekularis moédszerrel
egyetlen FAdV-t sem mutattunk ki és tudomasunk szerint mas kutatécsoportok sem. Ez arra
utalhat, hogy a korabban csirke eredetli sejteken, galamb mintakbol izolalt FAdV-ok
(McFerran et al., 1976; Hess et al., 1998b) az elszaporitasra hasznalt primer sejtekbdl
szarmazo kontaminaciok lehettek. A torzsfan megfigyelhetd aghosszusagok szerint a PiAdV-
1, -2 és -3 olyan nagy filogenetikai tavolsagra van egymastdl, hogy minden bizonnyal nem
lesznek besorolhatok a PiAdV-1 szamara alapitott PiAdV-A fajba, hanem kulon fajokként kell
majd kezelnlink ©&ket. A galamb-siadenovirusok nagy filogenetikai tavolsagra vannak
egymastol, ami arra utal, hogy gazdavaltassal kerllhettek a galambokra két egymastdl

fuggetlen Iépésben. Eszerint a PiAdV-4-et és a PiAdV-5-6t két kilén fajhoz kellene sorolni.
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Tovabbi kovetkeztetések levonasahoz, illetve a virusfajok hivatalos, ICTV altal torténé
bejegyzéséhez azonban az ujonnan leirt virusok teljes genomszekvenciaira lenne sziikség.

Az altalunk kimutatott leggyakoribb varianst, a PiAdV-2a-t dr. Kecskeméti Sandor
laboratoriuma kisérelte meg csirke embrié majsejteken izolalni, de nem jartak sikerrel, igy az
Uj generacios szekvenalasi modszerek hasznalatara nem nyilt lehet6ségunk. A PiAdV-2a
genomjabdl egy egybefiggé 31.314 bp hossziu szakasz bazissorrendjét sikertlt
meghataroznunk a primer-sétalas modszerével. A genom G+C tartalma kiegyensulyozottnak
mondhato, 48,85%. Ez arra utalhat, hogy a PiAdV-2a régéta a mai gazdajaval, vagyis a
galambbal fejlédik egyltt. Az els6 ORF, melynek masodik exonja telies hosszaban
megtalalhaté volt, az ORF1A. Ez a gén az aviadenovirusok tébbségéhez hasonléan itt is
csOkevényes. Az ORF1C-nek megfeleld6 homolég ORF-et nem talaltunk. Megjegyzendd,
hogy a PiAdV-1 esetében az ORF1A, -B és -C is hianyzik. Ez a megfigyelés is alatamasztja
a TAdV-okat targyalo fejezetben leirt feltételezést, miszerint ezek a gének ma mar nem
birnak nélkilozhetetlen funkcioval, ezért egyes virusokban teljesen eltlintek, masokban
pedig még jelen vannak, de csak csoOkevényes formaban. A PiAdV-2a genom kozépsd
régidja meg6rzott, az AdV-okra jellemzé gének a megszokott sorrendben kdvetik egymast.
Megjegyzendd, hogy a PiAdV-2a génjeinek hosszat a PiAdV-1 génhosszaival dsszevetve
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PiAdV-2a majdnem minden génje rdvidebb; ez a
klldnbség néhol a 10%-ot is eléri. Ez alél csak az ORF13 és a pVIIl prekurzor proteint
kodolo gén a kivétel, melyek hossza teljesen megegyezik a PiAdV-1 genomjaban megfigyelt
méretekkel. Sajnos ennek a jelenségnek nem bukkantunk a magyarazatara az irodalomban.
Nem tudjuk, hogy a PiAdV-2a génjei révidiltek-e meg, vagy a PiAdV-1 génjei lettek-e
hosszabbak az evolucio soran. A virus szamara talan elényos lehet, ha révidebb genommal
rendelkezik, hiszen ez kdnnybben pakolédhat be a virionba.

A PiAdV-2a genomjaban két fiber gén kodolt, melyeknek részletes elemzését a
kovetkez6 fejezetben targyaljuk. A teljes polimeraz, valamint a teljes és részleges hexon gén
as szekvencigjat figyelembe vevd filogenetikai szamitasok alapjan a PiAdV-2a legkdzelebbi
rokona a PiAdV-1 (5., 6. és 7. abra), mely tovabb erésiti a galamb eredetli AdV-k kdzds
szarmazasat és a tyukalakuak rendjébe tartozé madarakkal egyutt fejl6dott AdV-oktdl vald
korabbi elvalast. Habar a genomszekvencia még nem teljes hosszusagu, de igy is talaltunk
genomszervez6dési kulonbségeket és ismerjuk a teljes DNS-polimeraz gént, mely az egyik
alapja a fajok elkilonitésének, igy javasolni lehetne az ICTV szédmara a Pigeon

aviadenovirus B faj megalapitasat a PiAdV-2a szamara.

7.3 A madar-adenovirus fiber gének jellemzése

A teljes genomi szinten tanulmanyozott TAdV-4 esetében egy fiber gént, mig a TAdV-

5 genomjaban kettdét, egy hosszabbat (fiber-1) és egy révidebbet (fiber-2) talaltunk. Ezeknek

66



a fehérjéknek minden doménje azonosithatd volt az as szekvencia meg6rzétt motivumai
alapjan.

A PiAdV-2a genomjaban két fiber génre bukkantunk, am kozulunk az elsé nagyon
révid, minddssze a farok és a nyél régio egy részének megdrzétt as motivumai lelhetdk fel az
as szekvenciaban. Ugyanez figyelhetd meg a korabban leirt PiAdV-1 fiberei esetében is,
ahol a fiber-1 feji régioja szintén hianyzik, mig a fiber-2 teljes hosszusagu. A 11. abran a
PiAdV-2a szekvenciajaban lathatd, hogy a nyél jellegzetes, ismétiédé régidja egyszerre csak
véget ér. Ezt a szakaszt egy Uj PCR soran felerfsitettik és ujra szekvenaltuk, hogy a
szekvenalasi hiba lehetéségét kizarjuk. Tovabbi meger8sitésként szolgal, hogy a PiAdV-1
esetében latszélag ugyanebben a régidban torténhetett egy mutacié, és ennek
kovetkeztében leolvasasi keret eltolédas, mert ettél a ponttdl kezdve a kdvetkezd szakasz
lathatéan semmilyen homoldgiat nem mutat a tébbi virus fiberével. Ezt a ~100 as
hosszusagu szakaszt a Muscle programmal torténé illesztést kovetben manualisan is
prébaltuk ,helyére illeszteni”, de sem a nyél tovabbi részében, sem pedig a feji doménben
nem talaltunk ehhez a szakaszhoz hasonlé szekvenciat, holott a tobbi aviadenovirus
szekvencigjaban a feji domén is tartalmaz meg6rzéttebb, minden virusban fellelheté
motivumokat. A PiAdV-1 esetében vagy egy nagyon érdekes, a tobbi aviadenovirus fiber feji
domeénjével semmilyen homoldgiat nem mutatd, am mégis feji alegysegként mikddd
fehérjerészrél van sz6, vagy pedig egy leolvasasi keret eltolodas miatt keletkezett
értelmetlen, funkcioképtelen szakaszrol. A fiber legfontosabb feladatat, vagyis a
gazdasejthez térténé elsddleges kapcsolddast a feji alegység latja el. Feltételezzik, hogy
ilyen sulyos hianyossaggal, mely a PiAdV-ok elsd fiberei esetében megfigyelhets, ezek mar
nem funkcionalo fiber gének maradvanyai lehetnek, amelyek eltiinében vannak a genombal.

Az aviadenovirusok fiber génjével végrehajtott filogenetikai szamitasokat a PiAdV-1
és a PiAdV-2a csokevényes, els6 fiberei miatt csak a fehérjék farki és részleges nyél
szamitasok eredményei alapjan arra kovetkeztettlink, hogy a két fiber gén jelenléte egy
genomon belldl nem egy mostaban lezajlott, egyszeri duplikalédas kovetkezménye, hanem
ezek a gének eltér6 eredetliek lehetnek; az egyik fiber gént valamilyen mas AdV genomjabdl
vehette fel egy 6si aviadenovirus. Azon virusok fiberei, amelyek egyetlen fiber génnel
rendelkeznek a két fiber génnel rendelkezd virusok fiber-2-jével mutatnak nagyobb
hasonldsagot és veluk alkotnak monofiletikus csoportot. Elképzelhetd, hogy a ma egyetlen
fiber génnel rendelkez6 aviadenovirusok genomja is két fiber gént kédolt valaha, az egyiket
azonban az evolucio soran elveszithették és ma mar csak egy fiber génnel rendelkeznek. A
filogenetikai szamitasok eredményei szerint az elveszett gén a fiber-1 lehetett, ami
O0sszhangban van a PiAdV-okban medfigyelt jelenséggel, ahol a fiber-1 mara szintén

elveszthette funkcidjat, ezért csokevényes. Ezt az elméletet tamogatja, hogy a FAdV-1

67



egyes- és kettes-szamu fibereit vizsgalva Tan és munkatéarsai (2001) arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy a két fiber kdzUl a kettes-szamu az, amely nélkuldézhetetlen a virus szamara. A
fiber-2 mutacidval torténé mikodésképtelenné tétele kdvetkeztében egyaltaldan nem
keletkeztek életképes virionok, vagyis a fiber-2 gén kiltése végzetes a FAdV-1 szamara. A
fiber-1 kiiktatasa esetében azonban kaptak életképes FAdV-1 virionokat s6t, az igy létrejott
virus képes volt a csirke sejtekbe belépni. Ezzel ellentétben az emlbs sejtek megfertézése,
mely a vad tipusu FAdV-1 esetében a CAR receptoron keresztll térténne, sikertelen volt.
Tehat a FAdV-1 fiber-1 génje nélklldézhet6é a virus szamara és a fiber-2, mely valészin(ileg
egyedi, madar sejteken talalhaté receptorokhoz koétédik, dnmagaban is elég a virus
szaporodasahoz (Tan et al., 2001).

A TAdV-1 esetében is megfigyelték az egyik fiber gén degeneracidjat (Kajan et al.,
2010), am ott a fiber-2 gént szakitja meg egy leolvasasi keret eltolédast okozé mutacid,
vagyis teljes és funkcioképes fehérje valdészinlileg csak a fiber-1 génjérdl keletkezik. Ez a
kereteltoléddas azonban egyetlen nt-tobbletnek az eredménye, nem pedig egy egész
génszakasz eltinésérél van sz6, mint ahogyan a galamb fiberek esetében latjuk. A TAdV-1
fiber-2 génjében tortént pontmutacié egy evoluciés értelemben nagyon uj keletli esemény
lehet. Ha bioinformatikai médszerrel ezt az egy mutaciot ,kikiiszoboljuk”, akkor visszanyerjuk
a teljes, kereteltolodas nélkdli, mindharom alegységet tartalmazé fiber gént. Az is
lehetséges, hogy a virus szaporitdsa soran, a homogén sejtkulturan a TAdV-1-nek
egyszerlen nem volt szilksége a fiber-2 fehérjére, mert az adott sejtféleséghez csak a fiber-
1-gyel kapcsolddott és néhany passzazs utan a fiber-2 génszakaszban keletkezett véletlen
mutaciéra nem nehezedett szelekciés nyomas, igy az fennmaradhatott. Hasonl6t figyeltek
meg a murin AdV-3 esetében, ahol a sejtkulturaban felszaporitott virus E1B 19K génjében
bekdvetkezett mutacié a virus nem-izolalt, terepi mintabdl szarmazé valtozatdban még nem
volt jelen (Hemmi et al., 2011). Az itt emlitett két esetet, vagyis a homogén sejtkulturan valé
szaporitas hatasara bekovetkezett pontmutacidkat és gének kiesését kisérletesen nem
bizonyitottak. Az altalunk szekvenalt PiAdV-2a-t sejttenyészeten nem szaporitottuk, ezért
ebben az esetben kizarhatdé, hogy a virusnak a homogén sejtkulturahoz vald, tobb
passzazson at tortén6 adaptacioja miatt veszett volna el a fiber-1 nyél- és feji régidja. A
PiAdV-1-et, bar ilyen mddon, primer csirke sejteken izolaltak, de a PiAdV-2a-hoz nagyon
hasonlo jelenség miatt ennél a virusnal is kizarhatjuk, hogy a fiber-1 gén a passzalasok

soran csonkult volna mutaciok, majd delécio eredményekeént.
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7.4 A madar-adenovirusok diverzitasa

A madarakban kimutatott AdV-ok tébbsége az Aviadenovirus nemzetséghez tartozik,
am az utébbi évtizedben a siadenovirusok listaja is jelentésen gyarapodott madarakbdl
azonositott tipusokkal (Park et al., 2012; Lee et al., 2016). Legkevesebb leirt madar-AdV az
Atadenovirus nemzetségbdl ismert (To et al., 2014).

A magyar és kbzép-europai faunaban megtalalhatd, valamint az allatkertekben és
magantenyészetekben fogva tartott egzotikus madarak széles kori, 6sszesen 131 fajra és
673 egyedre kiterjed6 szilrévizsgalata soran eddig mas gazdaallat csoportokban nem
tapasztalt 19%-o0s AdV pozitivitast allapitottunk meg. A példanyszam az egyes fajokon belll
nem egyenletesen oszlott meg, legnagyobb (20 egyed fol6tti) mintaelemszammal a fehér
golyak, a vords vercsék, a siralyfélék, a struccok, a zebrapintyek, valamint a hullamos és
nimfapapagajok esetében dolgoztunk, mivel ezekbdl a fajokbdl jutottunk a legtdbb vizsgalati
anyaghoz. Munkank soran megtdbbszoroztik a madarakbdl ismert AdV tipusok szamat.
Aviadenovirusokbdl (beleértve az Uj PiAdV és TAdV tipusokat is) 33, siadenovirusokbdl
(szintén beleértve a két Uj PiAdV tipust) 21, mig atadenovirusokbdl 8 uj tipust irtunk le, de
egy Uj képviselbvel a mastadenovirusok nemzetségét is gyarapitottuk.

A DNS-figgé DNS-polimeraz gén részleges, 87 as hosszlu szekvenciajan alapuld
torzsfan a madarakban el6forduld6 3 AdV nemzetség, vagyis az avi-, a si- és az
atadenovirusok tagjai tokéletesen elkuloniilnek egymastol (10. abra). A fara az 6sszes eddig
k6zolt, madarakbol szarmazd és kuldn tipusnak vehetd AdV felkerllt — igy a hazi
szarnyasokbdl, illetve a galambokbdl kimutatott AdV-ok is — annak érdekében, hogy atfogd
képet kapjunk a madarak AdV-ainak diverzitasardl és evoluciojarol. Az altalunk kimutatott
virusok kozul egy facanbol szarmazé aviadenovirusnak nem volt teljes a szekvenciaja, ezért
ez nem kerulhetett be a filogenetikai szamitasba. Sajnos a révid polimeraz gén szekvencia
nem teszi lehetévé a modernebb algoritmusokat hasznalé Bayesian, vagy legnagyobb
valoszinliségen alapuld mddszerek hasznalatat, illetve a tavolsagi matrix alapu fa sem
teljesen megbizhatd a kapott alacsony bootstrap értékek alapjan. A madarakban fellelhetd
AdV-ok diverzitasat és nemzetségekhez valé tartozasat azonban ez a kép is hien
szemlélteti. A késébbiekben, ha ezekbdl a virusokbdl elérhetd lesz a teljes polimeraz, vagy a
telies hexon gén szekvencia, sokkal pontosabb képet kaphatunk a virusok leszarmazasi
viszonyairol.

Vad- és egzotikus madarakbdl leggyakrabban, 60 esetben, aviadenovirusokat
mutattunk ki, tehat volt olyan virus tipus, melyet egyazon faj tobb egyedében is megtalaltunk.
Az Aviadenovirus nemzetség kizardlag madar eredetlii AdV-okat foglal magéaba. Ez az a
génusz, amely valoszinileg egyutt fejl6dott a madarakkal, és amelyben legjobban tetten

érhet6 a koevoluci6 a gazdafaj és AdV-ai kozott, habar itt sem tokéletesen. Az
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aviadenovirusok gazdafaj-specifitdsa erés, az egyes aviadenovirus tipusok csak egyféle
madarfajban fordulnak el6. Erre egy kivételt talalunk a térzsfan, ahol egy jégmadarbdl és egy
fakuszbdl ugyanazt a virust mutattuk ki. Ez az egybeesés nagy valészinlséggel
kontaminacié eredmeénye lehet. Az Urilék mintakat sorszamuk alapjan kdzvetlenil egymas
utan gydjtottek a terepi madaraszok, igy térténhetett meg a mintak beszennyezddése. Mivel
azonban nem tudjuk, hogy melyik madar mintajaban volt eredetileg jelen a virus, ezeért
mindkét fajt feltlintettik.

A tyukfélék aviadenovirusai, melybe a FAdV-ok, a TAdV-ok és a facanbdl kimutatott
virusok tartoznak, jol elkilondlé, monofiletikus csoportot alkotnak, am a csoporton belll a
gazdafajok kilonb6zd virusai mar keverten fordulnak el6. Ennek ellenére a tyukok
aviadenovirusait soha nem mutattak ki pulykakban és ez forditva is igaz, tehat az
aviadenovirusokra valészinlileg nem jellemzé a fajhatar atlépése. Az ebbe a monofiletikus
csoportba keveredd, ragadozé életmodot folytatd egerészolyvbél és erdei fllesbaglyokbdl
kimutatott aviadenovirusokat mind sérilt, fogsagban tartott és napos csibével taplalt
egyedekbdl azonositottuk, igy valoszinlleg a taplalékallataik virusait detektaltuk.

A lilealakuak (Charadriformes) rendjébe tartozé siralyfélékben rendkivali
aviadenovirus-diverzitast tartunk fel, 6sszesen 10 tipust kulénboztettink meg harom fajban,
danka-, sargalabu és szerecsensiralyban. Megallapitottuk, hogy a tyukokhoz hasonléan a
siralyfélékben is el6fordulhat egy gazdafajban tébb kilénb6zd AdV tipus is. A siraly-AdV-ok
azonban, a FAdV-okkal ellentétben, nem alkotnak monofiletikus agat a térzsfan, sét,
egymastol nagy filogenetikai tavolsagra helyezkednek el, harom csoportban. Sargalabu
siralyokban otféle aviadenovirust mutattunk ki, melyek kozll az egyik a Hollandidban,
ezustsiralyban (Larus argentatus) és heringsiralyban (Larus fuscus) leirt siraly-AdV-1
(Bodewes et al., 2013) legkdzelebbi rokonaként tinik fel a torzsfan. A sirdly-AdV-ok nagy
diverzitdsanak magyarazata lehet, hogy ezek a madarfajok k6z0s fészektelepeken koltenek,
egymastol minddssze néhany meéternyi tavolsagra; sokszor egy behatarolt szigeten tobb
szaz, vagy ezer par is élhet. Ezek a telepek kivalo lehet6séget kinalnak a korokozok
terjedésének. Azon kivll a siralyfélék, bar nem vonulé madarak, a koéltési id6szakon kivdl,
tobb ezer km-es is tavolsagokra elkdborolnak, elésegitve az egyes madar-populaciok kozott
a kulénbdzd virus tipusok kicserélédését. Szines jeldlégylrivel, illetve radidaddval ellatott
siralyok mozgasardl részletes adatok érhetdk el példaul az alabbi honlapon:

http://www.euring.org/research. A sargalabu siralyok mindegyike Horvatorszagbdl, a

szerecsensiralyok Magyarorszagrol szarmaztak, mig a dankasiralyok vegyesen a két
orszagbdl. A mintagy(jtés helyszinén a madarak klinikai tlineteket nem mutattak és onnét
késébb sem jelentettek tdmeges pusztulast. Feltételezzilk, hogy ezek a virusok nem

okoznak megbetegedést, illetve immunszuppressziét az egyébként egészséges gazdakban.

70


http://www.euring.org/research

A verébalakuak rendjébe tartoz6 madarak aviadenovirusai egy népesebb és egy
kisebb, minddssze 2 virust szamlalé csoportba témérilnek. A harkaly- (Piciformes), a
galamb- (Columbiformes), a lud- (Anseriformes) és a szulaalakuak (Suliformes) AdV-ai,
melyek a PiAdV-ok kivételével mind csak 2-2 tipussal képviseltetik magukat a tdrzsfan,
szintén kalonall6 monofiletikus agakat képviselnek, tamogatva a koevolucios hipotézist. Azok
a rendek, amikben minddssze egy-egy aviadenovirust mutattunk ki, vagy mutattak Kki
korabban masok, mint példaul a gdédényalakuak (Pelecaniformes; bakcso), a papagajalakuak
(Psittacifomes; Meyer papagdj), vagy a nevével ellentétben a valodi fecskeféléktél
(Hirundinidae) nagyon tavol allé sarlésfecske-alakiak (Apodiformes; sarldsfecske) altalaban
egyesével, kiulénallé agon helyezkednek el. Ez aldl kivételt képez a lappantyd-AdV, mely a
voros vercsekbdl 14 esetben kimutatott aviadenovirussal alkot csoportot. Ezek az egyesével
allo agak akkor szolgalhatnanak tovabbi informaciéval, ha rokon madarfajokbdl, vagyis a
lappantydalakuakbdl, a papagajalakuakbdl, a sarlésfecske-alakuakbdl, illetve a
gbdényalakuakbdl, ezen belll gémfélékbdl (Ardeidae) is sikertilne AdV-okat kimutatni.

A voros vércsékben kétféle aviadenovirust is talaltunk, melyek egymastdl tavol esnek
a torzsfan. A gyakoribb virust a 3 elhullott mellett, 11 egészséges példanybdl vett kloaka
tampon mintdban is kimutattuk, ezért feltételezzik, hogy ez a virus nem okoz
megbetegedést, a gazdafajhoz jol adaptalédott, vele egyitt fejl6dd virusrdl van szd. Az
M151-es azonosito szammal ellatott voros vércsében avi- és siadenovirus kettés fert6zést
talaltunk, mely bizonyitja, hogy egy példany egyszerre tobbféle, akar eltéré6 nemzetségekhez
tartoz6 AdV-sal is fert6zott lehet.

A vad- és egzotikus madarak koérében végzett szlrbvizsgalat eredményeként 19 yj
siadenovirus tipust irtunk le, melyhez még hozzaszamolandd a galambokban talalt PiAdV-4
és -5. Munkanknak kdszonhetben a Siadenovirus nemzetség tagjainak szama a 10 leirt
tipusrol igy 31-re emelkedett (a PiAdV-4 és -5-6t is beleértve). A csoportban a béka-AdV-1
és a Sulawesi teknés AdV-1 kivételével minden virust madarakbdl irtak le. Korabban a
siadenovirusok eredeti gazdainak a kétéltlieket gondoltak, de ez az elmélet megdélt, mivel
tovabbi virusokat nem sikertlt leirni ebbél az allatcsoportbél. A 10. abran lathatd torzsfa
alapjan elmondhatd, hogy a Siadenovirus nemzetség hatarozottan elkilonil a tobbi
génusztél, azonban a nemzetségen belll sokkal kevésbé figyelhet6 meg a virusok
gazdafajok szerinti csoportosulasa, mint azt az aviadenovirusoknal lathattuk. Az
énekesmadarak siadenovirusainak tdbbsége egy monofiletikus csoportot alkot, bar ebbe a
csoportba is keveredik egy virus, melyet egy, a szalakétaalakuak (Coraciiformes) kézé
tartozé madarfajbdl, gyurgyalagbdl mutattunk ki. Egy kisebb létszamu, nagyobb filogenetikai
tavolsagra talalhatdé, minddssze Gould amandina pinty és a kék cinege siadenovirusat
tartalmaz6 csoport is lathaté a fan. A Gould amandina pinty Uj siadenovirusat velink

parhuzamosan egy amerikai kutatécsoport is kimutatta egy azonos faju egyedben, melynek
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nt szekvenciaja a vizsgalt 272 bp hosszu polimeraz gén szakaszon 100%-ban megegyezett
a miénkkel. A részleges polimeraz, a pTP, az 52K és a hexon szakaszok szekvenciait
kielemezve nagyon alacsony, 34,7% G+C aranyt allapitottunk meg, mely a Siadenovirus
nemzetségben megszokott és evolucidés értelemben vett nem tul régi gazdavaltasi
eseményre utal. Az amerikai kutatocsoport az elhullott pinty szdvettani vizsgalatai soran
bazofil sejtmagzarvanyokat irt le a vesében, majd ezeket elektronmikroszkoppal tovabb
vizsgalva az AdV-okra jellemz6, ikozahedralis virionokat talaltak. A magyarorszagi 5 példany
kozul csak 3 hullott el, a masik két példany klinikai tiineteket nem mutatott. Valészinlinek
tartjuk, hogy ez a virus patogén, azonban dnmagaban, mas kérokozok jelenléte nélkdl,
egészséges gazdaban nem feltétlenil okoz elhullast. Széncinegében kétféle siadenovirust
mutattunk ki, melyek kozil az egyik nt szinten megegyezett a korabban kozolt széncinege-
AdV-1-gyel (GTAdV-1). A masik virus is nagyon kozel talalhaté a térzsfan a GTAdV-1-hez és
bar ez a rovid szekvencia részlet ennek elddontésére nem elég, valdszinilleg ezt a virust is a
Great tit Siadenovirus A fajba lehet majd sorolni.

Tovabbi kisebb egybetartozd csoportot alkotnak a ragadozé madarakbdl kimutatott
siadenovirusok, azonban itt is talalunk egy, a csoporttdl tavol esé, vords vércsébdl kimutatott
tipust. Egy masik vords vércsében és egy egerészdlyvben as szinten tdkéletesen
megegyez6, am nt szinten 5,9% eltérést mutatd siadenovirust detektaltunk. Mindkét egyed
sérilt, a Hortobagyi Madarkérhazban apolt példany volt. Az ebbe a nemzetségbe tartozé
THEV és a RAdV-1 esetében megfigyelték, hogy, tébbféle, akar egymassal tavoli rokon fajok
megbetegitésére is képesek. A RAdV-1 két bagolyfajban, illetve egy dlyvfélében (Zsivanovits
et al., 2006), mig a THEV kulénb6z6 tyukfélékben (hazityukban, facanban és pulykaban)
okoz megbetegedést, illetve elhullast (Domermuth et al., 1979; Palya et al., 2007; Benkd,
2015). A fenti adatok arra utalnak, hogy a siadenovirusok altaldban patogénebbek és
kénnyebben lépik at a fajhatart, mint az aviadenovirusok, igy elképzelhetének tartjuk, hogy a
vércse és az Olyv esetében is ez torténhetett, vagyis a fogva tartott, legyengult madarak a
korhazi kérnyezetben egyszerlien atadtak egymasnak a virust. Ennek viszont ellentmond a
virusok szekvencigjaban talalhaté 16 nt kilénbség, ami egy korabbi gazdavaltasra enged
kovetkeztetni. A THEV esetében megfigyelhetd, hogy a foldrajzilag egymastdl tavol esé és
kUlénb6z6 fajokbdl izolalt térzsek is viszonylag homogének, vagyis kevés szekvenciabeli
eltérést lehet felfedezni koztik.

A siadenovirusok fajhatar-atlépésének elméletét tovabbi eredményekkel mi is
alatamasztottuk. Els6ként mutattuk ki a THEV-t hazi baromfitél eltérd gazdafajban, egy fehér
golyaban. A szintén a Siadenovirus nemzetségbe tartozé PsAdV-2-t az Egyesiilt Allamokban
leirt két gazdafajon tul mi tovabbi 6t kilénb6zd faj 7 egyedében, nevezetesen hullamos,
nimfa-, rozella-, kecske- és fénypapagajban is kimutattuk. A kecskepapagaj kivételével

minden egyed egy tenyészetb8l szarmazott és mind vese- és emésztd-szervrendszeri
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megbetegedésben pusztult el. A felsorolt fajok kozll korabban egyikben sem irtak még le a
PsAdV-2 el6fordulasat. Papagajfélékben két tovabbi siadenovirus tipust is talaltunk, melyek
kézul a sziklapapagajban kimutatott esik kdzelebb a PsAdV-2-héz, mig az énekes
papagajban detektalt virus egy ezektél tavolabbi agon helyezkedik el.

A tovabbi, fentiek kdzt nem emlitett, tarvarjuban, kis poélingban, vandorsolyomban,
biatykds hattydban, sargalabu siralyban, erdei szalonkaban, ezlstarcu szarvascsoéri
madarban, valamint a korabban masok altal délsarki halfarkasban és allszijas pingvinben
kimutatott siadenovirusok arra utalnak, hogy ez a virus nemzetség a madarak nagyon széles
koérében el6fordul, bar gyakorisaguk nem olyan magas, mint az aviadenovirusoké.
Vizsgalatunk soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a siadenovirusok sokkal kevésbé
mutatnak koevoluciét a gazdaval, mint az aviadenovirusok, vagyis a madarakban talalt
siadenovirusok valészinlileg tobb, egymastdl fliggetlen gazdavaltasi esemény kévetkeztében
kerulhettek at mai gazdaikra. Ezt a magas patogenitas és a leirt genomok alacsony G+C
tartalma is alatamasztja (Park et al., 2012; Lee et al., 2016). A siadenovirusok eredete maig
ismeretlen, am feltételezzik, hogy a valédi gazdak nem a madarak lehettek.

Az atadenovirusok nemzetségébe tartozéd kér6dz6, pikkelyes hilld és madar eredetl
AdV-ok majdnem tokéletesen elkuldniinek, harom monofiletikus csoportot alkotva (10. abra).
Ez alol a PsAdV-3 és a vele egy agon elhelyezkedd, altalunk szintén papagajbol kimutatott
tipus képez kivételt, melyek egy nagyon 8si leszarmazasi vonalnak tiné csoportot alkotnak.
Ezt a papagajfélékre valo atlépést mindenképpen egy kuldn gazdavaltasi 1épésnek véljuk. A
madarak atadenovirus csoportjaban, az EDSV-vel kb6zds agon talaljuk az altalunk kimutatott
énekesmadarakat és struccot fert6z6 virusokat.

Fehér golyak egészséges, fiatal egyedinek kloaka tampon mintaiban kétféle
atadenovirus jelenlétét bizonyitottuk. A hazi baromfifélékben leirt EDSV jelenléte ebben a
fajpan és mas vizimadarakban sem ismeretlen, a 80’-as években szeroldgiai vizsgalatok
alapjan ezekrdl mar tettek emlitést (Bartha et al., 1982; Smyth és McFerran, 1989), am ezt
molekularis modszerekkel eddig még nem bizonyitottak. Az EDSV az erésen patogén AdV-
ok kozé tartozik, és mint ilyen, a fajhatart is kénnyen atlépi, tehat nem tartjuk kizartnak, hogy
a fehér goélyaban is képes szaporodni és nem csak tranziens virusként volt jelen a gélyaban.
A masik elméletink szerint az EDSV taplalék eredetil is lehet a fehér gélyaban. Ezt az
elméletet tAmogatja az a tény, a virust egészséges golya fioka kloaka tampon mintéiban
mutattuk ki. Hasonloan taplalék allat elmélettel magyarazhat6 a fehér golyaban kimutatott,
M126-os iktatdszammal jelzett Uj atadenovirus filogenetikai pozicidja is, mely a toérzsfan
egyértelmien a hill6k atadenovirusai kézé esik. Ez mondhaté el a bakcsdban talalt
atadenovirusrdl is, mely szintén a hillé eredetli atadenovirusokkal csoportosul. Mind a fehér
golya, mind a bakcso f6 taplalékforrasai hullék. Az M126-os szammal jelzett fehér golyabol

és a bakcsobdl kimutatott virusokat tehat hull6-atadenovirusként kezeljik. A talalt virusokkal
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teliesen megegyez6 virusokat még nem kozoéltek ugyan, de a hazai hilld fauna AdV
fert6zottségérol csak korlatozott adatmennyiséggel rendelkezink.

Az atadenovirusok tehat a madarak csak egy korlatozott csoportjaban lelheték fel,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy a valoszinlleg pikkelyes hullé eredetli atadenovirusok
csak késbbb és nem minden madarcsoportra ugrottak at. Felmérésink kezdetekor az EDSV-
n kivll atadenovirusokat csak énekesmadarakban, a madarak legdfiatalabb és egyben
legfajgazdagabb fejl6dési agaban talaltunk. Ezért azt feltételeztiik, hogy az atadenovirusok
csak akkor Iéptek at az énekesmadarakba, mikor ez az ag mar levalt a tébbi madarvonaltol.
Ezt az elméletet megkérdbjelezték tovabbi eredményeink, mint példaul a strucc-AdV
megtalalasa. A strucc a futdmadar-szabasuak (Paleognathae) 6regrendjének, a ma élé
madarak leg8sibb csoportjanak a tagja. Ez arra utalhatha, hogy az atadenovirusok mar
nagyon koran atkerulhettek a madarakra, azonban ezen az egy eseten kivul mas ennyire 4si
madar-atadenovirust nem ismerlink és a papagajokon, valamint a kacsa és tyukféléken kivdl
mas madarcsoportbdl sem irtak le atadenovirusokat. Amennyiben a struccban mar régéta
jelen lenne és az Atadenovirus nemzetség egyszeri atlépést kovetéen és a madarakkal
egyutt fejlédott volna az evolucioé soran, akkor sokkal tdbb madar taxon példanyaiban meg
kellene, hogy talaljuk ennek a génusznak a képviselbit. Elméletink szerint ezért az
atadenovirusok evolucios értelemben csak késébb ugorhattak at a madarakra és azoknak
nem is minden fejlédési agara, csak, valdszinlleg tébb 1épésben, a strucc-, a papagaj- és a
verébalakuak rendjére, valamint a lud- és tyukalakuakat magaban foglalé Galloanserae
Oregrendjére. Ezt az elméletet természetesen tovabbi atadenovirusok felfedezése még
moddosithatja, mint ahogyan a korabbi hipotézisinket is tovabbfejlesztettik mara, de a
jelenlegi eredmények alapjan ez tlinik legvalésziniibbnek.

Taplalékallat-eredettel magyaraztuk az egy fészekaljhoz tartozé vords vércsék 5
egyedének kloaka tampon mintajaban kimutatott mastadenovirus jelenlétét. Az Uj virus egy
torzsfan a ragcsalok AdV-aihoz esik kozel (ezt a fat nem mutatjuk a dolgozatban, mert
laboratériumunk munkatarsai altal még nem publikalt tipusokat tartalmaz). A vércseszuldk a
zsakmanyt — mely altalaban valamilyen ragcsalé — a fészekbe érkezve tépik szét és osztjak
el a fiokaik kozott, ezért fordulhat eld, hogy mind az 5 fiatal madarban kimutattuk ugyanazt a
mastadenovirust. Tobb bizonyitékunk is van tehat arra, hogy az AdV-ok nukleinsav-
maradvanyai a tapcsatornan athaladva is viszonylag épek maradnak, ami megzavarhatja az
adott madarfaj Urllékének PCR-rel torténd szirdvizsgalatat. Ez f6ként a ragadozo-, mas
madarakkal és kiseml&sokkel taplalkozd, valamint a hulléket is fogyaszté gazlomadarfajok
esetén jelent problémat, ezeknél tehat a kimutatott AdV-ok valddi eredetét fenntartasokkal
érdemes kezelni.

Széles korben végzett szlrbvizsgalatunk megmutatta, hogy a madarak, melyek a

gerincesek koézil a masodik legnépesebb osztalyt alkotjdk kozel tizezer fajjal, szinte
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kimerithetetlen tarhazai az uj AdV-ok felfedezésének. Habar a kapott adatok értelmezése a
rendelkezésre allo rovid szekvencia részletek miatt egyelére nagy kihivast jelent, azt
eredményeink alapjan mégis megallapithatjuk, hogy a madar-AdV-ok diverzitasa lenylig6zd
mértékl és még ezek a rovid szakaszok is segitik az AdV-ok torzsfejlédésének felderitését.
A feltételezett gazdavaltasok arra is figyelmeztetnek, hogy a jévében nem zarhato ki ujabb, a
vadmadarakrél baromfira térténé AdV-atugras, majd az Uj gazdaban pusztulasokat okozo

jarvanyok kialakulasa.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. Egyuttmikodésben meghataroztuk és elemeztuk a pulyka-adenovirus 4 és a pulyka-

adenovirus 5 teljes genomszekvencigjat, valamint filogenetikai helyzetét.

2. Megallapitottuk, hogy a hazai posta- és diszgalamb allomanyokban az adenovirus

pozitivitds majdnem eléri az 50%-ot.

3. Bizonyitottuk, hogy a mar leirt galamb adenovirus 1-nél sokkal gyakrabban el6forduld
galamb-adenovirusok is léteznek; két Uj galamb-aviadenovirus tipusra bukkantunk
(PiAdV-2 és -3), illetve elsBként sikerllt siadenovirusokat is kimutatnunk galambokbdl, két

egymastol eltéré tipust (PiAdV-4 és -5).

4. Meghataroztuk és elemeztik a galamb-adenovirus 2a varians genomszekvenciajanak

kétharmad részét.

5. Madar-aviadenovirusok fiber génjeit tanulmanyozva arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy
a jelenlegi aviadenovirusok &se 2 fiber génnel rendelkezhetett, melyekbdl a fiber-1 gént
veszithették el a ma mar csak egy fiber génnel rendelkez6 aviadenovirusok. Valdsziniileg

ugyanennek a gének az elvesztése zajlik most a galamb-aviadenovirusoknal.

6. Els6ként mutattuk ki a patogén papagdj-adenovirus 2-t Eurépaban. A virus jelenlétét 6t
olyan papagajfajban irtuk le, melyekbél eddig nem kozolték a virus eléfordulasat, tovabbi

bizonyitékot szolgaltatva arra, hogy a papagaj-adenovirus 2 kénnyen atlépi a fajhatart.

7. Megtobbszordztiuk a madarakbdl ismert adenovirus tipusok szamat, sszesen 62 eddig le
nem irt tipust azonositottunk (33 aviadenovirust, 21 siadenovirust és 8 atadenovirust).
Vad- és egzotikus madarakban rendkivil magas, 19%-o0s adenovirus pozitivitast

tapasztaltunk.
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12. Fuggelék

12.1 A filogenetikai szamitasokhoz felhasznalt szekvenciak
GenBank-i azonositoi

AdV GenBank-i AdV GenBank-i AdV GenBank-i
iktatoszam iktatészam iktatészam
anolis-2 KC544016 lad-4 JF510462 s6lyom-1 AY683541
béka-1 AF224336 lad-5 JQ178217 szakallas AY576678
agama
bovin-4 AF036092 Meyer AY644731 széncinege-1 FJ849795
papagaj
délsarki HM585353 mokus GU735083 tokhal-1 AY082701
halfarkas-1
dobozteknés EU828750 ovin-7 uU40839 tyuk-1 AC000014
galamb-1 FN824512 pingvin-1 KP144329 tyuk-2 KT862806
galamb-2a KX673408 psittacin-1 EF442329 tyuk-3 KT862807
galamb-2b KX555529 psittacin-2 EU056825 tyuk-4 GU188428
KC248187-
KC248190
galamb-3 KX555530 psittacin-3 KJ675568 tyuk-5 KC493646
galamb-4 KX555531 pulyka-1 GU936707 tyuk-6 KT862808
galamb-5 KX555532 pulyka-2 GU936708 tyuk-7 KT862809
Gould KF031569 pulyka-3 AC000016 tyuk-8a KT862810
amandina-1
gyik-2 KJ156523 pulyka-4 KF477312 tylk-8b KT862811
human-5 AC000008 pulyka-5 KF477313; tyuk-9 AC000013
KF477314
kacsa-1 AC000004 raptor-1 NC015455 tyuk-10 u26221
kacsa-2 KJ469653 résteknds JN632575 tyuk-11 KT862812
kigyo-1 DQ106414 siraly KC309438 vorosfuld JN632580
ékszerteknds
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