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1. Roviditések jegyzeke

ARV: madar orthoreovirus (Avian orthoreovirus)

aa: aminosav

bp: bazispéar

BLASTN: biologiai szekvencidk illeszkedését vizsgalé szoftver — nukleotid
adatbazisban keres (Basic Local Alignment Search Tool)

BLASTx: biologiai szekvenciak illeszkedését vizsgalé szoftver — peptid
adatbazisban keres (Basic Local Alignment Search Tool)

CPE: sejtkarosito hatas (cytopathogen effect)

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxinukleotid-trifoszfat

dsRNS: duplaszalu ribonukleinsav (double stranded RNA)

GDP: nemzeti dssztermék (gross domestic product)

ICTV: Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottsag (International Committee on
Taxonomy of Viruses)

IgA: Immunglobulin A

L1-L3: az orthoreovirusok nagyméret(i szegmensei (Large)

LMH: csirke majsejtes carcinoma sejtvonal (LMH = leghorn male hepatome)

M1-M3: az orthoreovirusok kdzepes méretli szegmensei (Medium)

MOI: a fert6zés multiplicitasa (multiplicity of infection)

m/V%: vegyesszazalék, 100 cm? oldatban lévé oldott anyag témege gramm
mértékegységre megadva

nm: nanométer

nt: nukleotid
PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

PEMS: pulykak bélgyulladassal és elhullassal jaro tinetegyittese (poult enteritis
and mortality syndrome)

RdRp: RNS-fliggé RNS polimeraz (RNA-dependent RNA polymerase)

RNS: ribonukleinsav

RT: reverz transzkripcié

S1-S4: az orthoreovirusok kisméretl szegmensei (small)

SNV: single nucleotid variation



sSRNS: szimpla szalu ribonukleinsav (single stranded RNA)
TARV: pulyka arthritis reovirusa (turkey arthritis reovirus)
ORF: nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

UTR: nem-atir6dé szakasz (untranslated region)

VIV%: térfogatszazalék, 100 cm? oldatban lévé oldott anyag térfogata



2. Osszefoglalas

A madar orthoreovirusok okozta virusos enteritis betegséget és a virusos tenosynovitist
mar az 1960-as évek 6ta ismerjik és védekezink ellene. Mégis a 2010-es években egyre
gyakoribba valtak a tenosynovitis-esetek immunizalt baromfidllomanyokban. A beteg
allatokbdl uj, varians reovirusokat izolaltak, amelyek vélhetéen attorték az aktualis vakcinas
védettséget. A madarak reovirusainak szigma C (=0C) fehérjéje kulcsfontossdgu a
védekezésben, ezért a kutatok vilagszerte az (j virustorzsek oC fehérjéjét kezdték elemezni.
Eleinte 6t genocsoportot (klasztert) azonositottak és megallapitottdk, hogy az Ujonnan
felbukkand reovirusok oC fehérjéje nagyban kilénbdzik a vakcinavirusokétdl. Ez
magyarazhatja, hogy az Uj virusvariansok ellen miért nem nyujt elegend6 védettséget az
aktualis vakcinazas. llyen esetekben a telepspecifikus autovakcinak hasznalataval
specifikusabb immunitast alakithatunk ki az Uj reovirusokkal szemben. Ujabb vakcinak
fejlesztése és komplex védekezési stratégiak kidolgozasa mutathat irAnyt a reovirusok elleni
kiizdelemben.

Tudomanyos kutatbmunkam soran a baromfi reovirusainak regionalis el6fordulasat,
klinikai jelent6ségét, genetikai valtozatossagat igyekeztem feltérképezni, és megérteni ezek
Osszefuggéseéit, igy segitve megoldast talalni a védekezési lehetéségekben. Célul tliztem ki,
hogy egy év alatt minél tébb mintat gy(jtok pulyka és hazityuk allomanyokbodl. Egészséges és
beteg allatokbdl egyarant gydijtottem kilonféle szervmintdkat. Ezen felll, ha lehetséges volt,
igyekeztem minél tobbet megtudni ezen &llomanyok allategészségugyi helyzetérdl. A
laboratériumban klasszikus virusizolalast végeztem, hogy az igy kapott izolatumokon tovabbi
molekularis feltaré vizsgalatokat végezzek. RT-PCR teszttel megerdsitettem a reovirus
jelenlétét. Sanger-féle szekvendalassal hataroztam meg a oC fehérjét kddol6 gén nukleotid
(=nt) sorrendjét. Egyes esetekben teljes genom szekvenalast végeztiink, hogy pontosabb és
részletesebb informacidkat kapjunk az izolatumok genetikai szervez6dését illetden.

Az altalunk gydijtott mintakbol szarmazoé reovirusok nagy genetikai valtozékonysagot
mutattak és 0Ot leirt genotipust reprezentalnak. Varakozasunk ellenére nem talaltunk
dsszefliggéseket baromfiban a reovirus patolégidgja és a oC alapu filogenetika kozott. igy
juthatunk arra a kovetkeztetésre, hogy a oC genotipusa nem, vagy nem kizarélag hatarozza
meg az ARV okozta betegségek megjelenését. Valdszinisithetd, hogy egyéb genetikai
faktorok, beleértve egyes mutaciokat a meghatarozé géneken, vagy a kulénb6zé ARV gének
variansainak meghatarozott kombinacioi jatszanak kdzre a patogenitasban. Ezen fell a virus
fellletén felliletén taldlhaté epitopok vizsgalata mutathat Uj iranyt a kutatasban.

Eredményeink kozul kiemelend6, hogy jelen munka az elsé atfogod kutatas magyarorszagi
és Kelet-Kdézép Eurdpai baromfidllomanyok reovirus fert6zottségének felmérésében,
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kiterjesztve a reovirusok klinikumara, genetikai diverzitasara, valamint ezek 6sszefliggésének
vizsgalatara. Tovabba szinte azonos oC genetikaval rendelkezd reovirust mutattunk Kki
ugyanarrél a brojler teleprél hat év kiilonbséggel, mely felveti a lehetéségét annak, hogy a
reovirus képes egy baromfitelepen hosszu idén keresztll életben maradni az immunitasért
felelés oC fehérje 1ényeges valtozasa nélkul.

Eredményeink szerint a magyarorszagi pulyka eredet(i reovirusok genetikailag azonosnak
mutatkoztak, fuggetlenul a foldrajzi eredetukt6l. Ramutattunk tovabba arra, hogy a
Magyarorszagon cirkuldlé pulyka reovirusok kozos forrasbdl szarmazhatnak. Ugyanakkor
eredményeink korlatozott szamu mintan alapulnak és tovabbi szélesebb koér(i, nagyobb
mintaszamu vizsgalatokra lenne sziikség, hogy pontosabb képet kapjunk a magyarorszagi
pulyka reovirusok leszarmazési kapcsolatairdl.

El6szor izolaltunk és irtunk le lll.-as genetikai klaszterbe sorolhaté pulyka eredetl
reovirust. Eddig ebbe a klaszterbe csak csirke eredetli reovirusokat soroltak. Valdszinlleg ez
fajok kozotti atugras eredménye.

A lll.-as genetikai klaszterbe tartoz6 csirke reovirust csak a mirigyes gyomorban talaltunk,
pedig tobb szadz bél mintat vizsgaltunk. Ezek alapjan feltételezhetjilk, hogy a oC fehérje

hatassal lehet a reovirus szervtropizmusara.



3. Summary

Avian orthoreoviruses (ARVS) have been recognized since the 1960s as causative
agents of viral enteritis and tenosynovitis in poultry. Despite ongoing preventive efforts, a
notable increase in tenosynovitis cases was observed in the 2010s, prompting the isolation of
novel ARV variants from affected domestic birds. These emerging strains may evade immunity
conferred by conventional vaccines, likely due to genetic divergence in the oC (sigma C)
protein, a key antigen involved in host immune recognition. Comparative analyses have
revealed that cC sequences of field strains differ significantly from those of vaccine strains,
potentially explaining reduced vaccine efficacy. Consequently, autogenous vaccines tailored
to local variants may offer improved protection.

This study aimed to assess the regional distribution, clinical relevance, and genetic
diversity of ARVs, with the goal of informing novel preventive strategies. Over a one-year
period, samples were collected from both healthy and diseased chicken and turkey flocks.
Organ samples were subjected to classical virus isolation, RT-PCR for ARV detection, and
Sanger sequencing of the cC gene. Whole-genome sequencing was also performed to obtain
comprehensive genetic profiles.

ARVs were successfully isolated from intestinal samples of broiler and breeder flocks
in Hungary and neighboring countries. However, virus isolation from tendon tissues proved
challenging, particularly in chronic cases, underscoring the importance of timely sampling.
Isolates exhibited high genetic variability and represented all five known oC genogroups. No
clear correlation was found between oC phylogeny and clinical manifestations, suggesting that
other genomic factors or gene constellations may influence pathogenicity.

A key finding was the simultaneous presence of genetically distinct ARV strains within
single flocks, as well as the re-isolation of genetically identical strains from the same operation
six years apart. These observations raise concerns regarding biosecurity and disinfection
efficacy. In contrast, turkey ARV isolates from Hungary displayed low genetic diversity,
indicating a likely common origin. Further large-scale studies are warranted to elucidate the
evolutionary relationships and epidemiological dynamics of ARVs in regional poultry

populations.



4. Bevezetés

A magyar baromfiagazat — azzal egyltt is, hogy 2021-2023 folyaman az eredményessége
csOkkent — az allattenyésztési agazatok kozul a legnagyobb mértékben jarul hozza a brutto
hazai termék (GDP) eldallitasahoz (Jung/Magyarmezogazdasag.hu, 2023). Eves szinten
mintegy hétszazezer tonna vagobaromfi termelésével mintegy 500-550 milliard forint értéket
allit el6. Kétségtelen, hogy az agazatot az elmult idészakban szamos negativ hatas érte,
ehelyitt csak utalunk a madarinfluenza kéros hatasaira, vagy arra, hogy harmadik orszagok —
igy Brazilia, Thaifdld, illetve Ukrajna — szamottevé mértékben ndvelték az Eurdpai Unidba
széllitott baromfihis mennyiségét (Agrarszektor, 2023). Az OECD és a FAO progndzisai
szerint azonban mindez hosszu tavon nem érinti a szektor ndvekedési lehetéségeit, dvatos
becslések szerint 2031-re vildgszerte a baromfihus fogyasztasa 154 millié tonnéra, globalis
exportja 16 millié tonnara nd, nem fliggetlenul attdl a ténytél, hogy élelmezési szempontbdl j6
min6ségu és viszonylag olcsé fehérjeforrasrdl van sz6, mely mar most is jelentds szerepet tolt
be a fejl6dé orszagok (koztik a nagy felvevdpiacot jelentd Kina, India, Indonézia)
élelmezésében. Stratégiai fontossagu kérdés tehat mind az Eurdpai Unid, mind Magyarorszag
szempontjabél, hogy baromfiallomanyaink egészségesek és ellenalléak legyenek, valamint
baromfitermelésiink teljes vertikuma megfeleljen az allategészségiigyi és kbzegészségugyi
eldirasoknak (Agrotrend/Magyar Allattenyészték Szdvetsége, 2024).

A baromfidllomanyokat veszélyeztetd reovirusok terlletén ezzel szemben aggasztd
tendenciaknak lehetink tanui. A 2010-es évektdl kezdve vilagszerte megndvekedett a
tenosynovitis-esetek szdma immunizalt baromfidllomanyokban (Sellers és mtsai, 2017). A
beteg allatokbdl 0], varians reovirusokat izolaltak, melyek feltehetéen attorték a jelenlegi
vakcinak nyujtotta védettséget. Ezt tisztazando, kutatdék tébb Uj virustorzs oC fehérjéjét
elemezték, és a nukleotidszekvenciak 6sszehasonlitasat kovetdéen altalaban hat kilénb6zd
genocsoportot azonositottak (Ayalew és mtsai, 2017; Lu és mtsai, 2015; Palomino-Tapia és
mtsai, 2018; Yamaguchi és mtsai, 2022). A legujabb kutatdsok mar hét genetikai klasztert
azonositanak (Nour és mtsai, 2024). Az ujonnan felbukkand reovirusok oC fehérjéje
szamottevéen eltér a vakcinavirusokétdl (Sellers és mtsai, 2017). Ez magyarazatul szolgélhat
az alacsonyabb szint(i védettségre. A megoldast Gjabb kereskedelmi vakcinak kifejlesztése
mellett a telepspecifikus autovakcindk jelenthetik, melyek hasznalataval adekvét, az adott
allomany viszonyaihoz igazod6 immunitas alakithat6 ki az Gj reovirusokkal szemben. Ujabb
eredmények szerint bizonyos genotipusba tartozé reovirusokat nem sikertilt visszaszoritani a
specifikus antigént tartalmazo telepspecifikus autovakcinakkal sem (Sellers és mtsai, 2023).
Meggy6z6désem, hogy a reovirusok elleni hatékony fellépéshez az Ujabb vakcindk
kifejlesztése 6nmagédban nem elégséges. Szikség van komplex védekezési stratégiak
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kidolgozaséara, és azok kovetkezetes gyakorlati megvaldsitasara (Sellers és mtsai, 2017).
Medgfigyelésiink szerint az utdbbi években Magyarorszagon a kereskedelmi vakcinak
hasznélata mellett a reovirusos betegségek jol kontrollalhaté szinten maradtak a 2010-es
évekhez képest. Véleménylnk szerint ez elsésorban annak készénhetd, hogy ez id6 alatt a
jarvanyvédelem, telepi higiénia és az allatorvosi ellatas terlletén sokat fejl6dott a baromfiipar.
A fentieket szamos kuilféldi kutatdé munkdja is alatamasztja (Grafl és mtsai, 2019; Sellers és
mtsai, 2017). Gallardo és munkatarsai ramutattak arra, hogy minden eréfeszitésink ellenére
és az autovakcindk hasznélataval sem sikerllt a revirusok okozta betegséget eliminalni, igy
az tovabbra is veliink marad a baromfi termelésben (Gallardo és mtsai, 2023).

A reovirusok okozta bantalmak fontos kutatasi terllet marad a jovében is, tekintettel a

virus nagyfoku valtozékonysagara és a patogentitasi 6sszefliggések tisztdzatlan allapotéara.
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5. Irodalmi attekintés

A reovirusok — miként arra a csalad Albert Sabint6l szarmazé elnevezése (respiratory
enteric orphan viruses) is utal- foként emésztérendszeri vagy légzészervi fert6zéseket
okoznak gerinces allatfajokban. Ugyanakkor a tavolabbi rokonséagi kdrbe tartozo reovirusszeri
agensek el6éfordulnak gerinctelen allatokban, gombékban, névényekben és egyseijti
eukariotdkban is (Sabin, 1959; Joklik, 1981; Medveczky és mtsai., 1998; Mertens és mtsai.,
2000; Schiff és mtsai., 2007; Matthijnssens és mtsai, 2022). A tovabbiakban a baromfi fajokat

fert6zd orthoreovirusokat targyaljuk részletesen.

5.1. Az orthoreovirusok rendszertana

A Reovirales rendbe 6sszesen 15 virusnemzetség tartozik, melyek a felszinikon
elhelyezkedd tuskék alapjan két csaladba sorolhaték. A Spinareoviridae csalad az
Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, Idnoreovirus, Mycoreovirus,
Oryzavirus és Orthoreovirus nemzetségeket foglalia magaba. Tagjainak mindegyikénél
viszonylag nagy, tlskeszer( képletek talalhaték a virion felszinén. A Sedoreoviridae csalad
tagjainal nincsenek tiskeszer( képletek, a virion felszine gyakorlatilag teljesen sima. Ebbe az
alcsaladba sorolandok a Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus és
Seadornavirus nemzetségek tagjai. Az egyes nemzetségek a genomszegmensek szama, a
gazdaspektrum, a virus altal okozott klinikai tiinetek, a kapszidszerkezet, a nukleotid, illetéleg
a szarmaztatott aminosav szekvenciak tekintetében mutatnak hasonlésagot (Matthijnssens és
mtsai, 2022).

Az Orthoreovirus nemzetségen belil — a Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottsag
(International Committee on Taxonomy of Viruses, a tovabbiakban: ICTV) tipolégidja alapjan
— a kovetkezb fajok kildnboztetheték meg: madéar orthoreovirus (Orthoreovirus avis, ARV),
Broome orthoreovirus (Orthoreovirus broomense, BrRV), Mahlapitsi orthoreovirus
(Orthoreovirus mabhlapitsiense, MAHLV), emlés orthoreovirus (Orthoreovirus mammalis,
MRYV), denevér orthoreovirus (Orthoreovirus nelsonense, NBV), vadmadar orthoreovirus
(Orthoreovirus neoavis, NeARYV), pavian orthoreovirus (Orthoreovirus papionis, BRV), hal
orthoreovirus (Orthoreovirus piscis, PRV), hill§ orthoreovirus (Orthoreovirus reptilis, RRV),
valamint tekn8s orthoreovirus (Orthoreovirus testidunis, TRV).

Az ICTV ajanlasai szerint a nemzetségen belll az egyes fajok meghatarozasa kulénféle
biologiai és molekularis jellemz8k alapjan lehetséges. Faji besorolasnal figyelembe veend6 a
virus gazdafaja, a tlinetek, melyeket a virus idéz elé a gazdafajban, az RNS genom agar6z

gélelektroforézissel nyert elektroforetogramja, tovabba az, hogy van-e lehetéség az egyes
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virustorzsek kozotti reasszortaciéra vagy sem. Mindezeken tulmenden az ICTV gén- és
fehérjeszekvencia azonossagi hatarértékeket is meghataroz. Ennek megfeleléen egy fajba
tartozéknak tekintjilk azokat a reovirustorzseket, melyek homoldég génjeinek nukleotid
szekvencigja 75%-nal nagyobb azonossagot, core (mag) fehérjéinek aminosav szekvenciaja
85%-nal, kapszid fehérjéinek aminosav szekvencigja 55%-nal nagyobb azonossagot mutat.
Kulén fajba soroljuk azon orthoreovirusokat, melyeknek nukleotid szekvenciaja kevesebb,
mint 60%-ban, mag fehérjéinek aminosav szekvencidja 65%-ban, kapszid fehérjéinek
aminosav szekvencidja legfeljebb 35%-ban hasonlit egy mar ismert és jol korilirt virusfajba
tartozo térzs homolog proteinjeihez (Duncan és mtsai, 2004; Matthijnssens és mtsai, 2022). A
hatarértékek ilyen tag meghatérozasa (nukleotid 60-75%, core fehérje aminosav 65-85%,
klls6 kapszid fehérje aminosav szekvencia azonossag 35-55%) meglehetésen nagy
bizonytalansadgot eredményez Uj virustorzsek esetében a faji besorolas megéllapitasanal
(Varga-Kugler és mtsai, 2021). Az Orthoreovirus nemzetség tagjai kizarélag gerinceseket
fertéznek a légutakon keresztiil vagy szajon at. Az Orthoreovirus nemzetségbe tartozé ARV
évtizedek Ota ismert, &m az utlObbi tizendt évben Ujabb genetikai variansai noévekvd
esetszamokat idéznek el6 vilagszerte. Ez a jelenség szdmos kutatd figyelmét a reovirusokra
terelte és elsé lépésben igyekeztek az ujabb reovirus variansokat genotipusokba illetve
genetikai klaszterekbe sorold klasszifikacidés rendszert létrehozni. Méara kiderult, hogy az
egységes allaspont kialakitasa ezen a téren nem egyértelmii. Ez a kérdés bdvebben a 8.2.1
Az izolalt virustorzsek klasszifikacidja, patolégidja, molekularis jarvanytana cimi fejezetben

keril targyalasra.

5.2. Az orthoreovirusok szerkezete, genetikai jellemzése

Az orthoreovirusok burokkal nem, viszont jol meghatarozott ikozahedrélis kétrétegi
fehérjekapszid struktiraval rendelkeznek, fellletiikon 12 tliskével. A kilsé kapszid 85 nm
atmer6ji. Virionjuk tiz linearis dupla szalid RNS molekulabdl all, melyek kézul harom hosszu
(L1-L3), harom kdzepes hosszusagu (M1-M3), mig négy révid (S1-S4) (1. abra).
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Bels6 mag AA UA \Transzkriptéz

1. &bra. Egy madar reovirion sematikus felépitése. (A kép forrasa: Benavente és Martinez-
Costas, 2007)

Ezeket hivjuk genomszegmenseknek, melyek altalaban egyetlen fehérje felépitéséhez
szilkséges informaciot hordoznak (monocisztronosak). Esetenként tobb fehérjét meghataroz6

genomszegmensek is felépllhetnek (policisztronos genomszegmens) (2. abra).

AVS-B S1 P10 (33-323) oC(632-1612)
{1645 bp) P17 (295-735)

2. abra. Az S1 policisztronos genomszegmens felépitése az AVS-B jelli madar reovirus térzs

példajan bemutatva

A genomszegmensek egyes részei nem kodolnak informaciét, nem képz&dik roluk
fehérje. Ezeket UTR-nek hivjuk (UTR= untranslated region, nem-atir6dé szakasz).

Ezekrél a genomszegmensekrél képzédnek a viriont alkotd kuldonbdzd fehérjék, melyek
fontosabb tulajdonsagait az 1. tablazat foglalja 6ssze. A fehérjék nomenklatarajaban eltérések

lehetnek, a jelen munkdban a madarakra vonatkoz6 nevezéktant hasznaljuk.
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1. tAblazat. A reovirus virionjat alkoté f6bb fehérjék és azok elhelyezkedése, valamint funkcioi

Genom _ ) _
fehérje | Lokéacio Funkcio
szegmens
bels6 kapszid szerkezeti fehérje, NTPaz,
L1 AA mag - L
helikaz aktivitassal
mag nyalvany, capping enzim,
L2 AC Mag metiltranszferaz és guanililtranszferaz
aktivitassal
L3 AB Mag RNS-fliggé RNS-polimeraz
M1 MA Mag NTPaz
M2 uB kils6 kapszid | kils6 kapszid f6 szerkezeti fehérje
nem
M3 MNS . ssRNS és a citoszkeleton kétédése
strukturalis
S1 oC kilsé kapszid | kulsé kapszid fiber, virus-sejt kapcsoldédasa
S2 oA mag kapszid | belsé kapszid szerkezeti fehérje
S3 oB kils6é kapszid | kulsé kapszid minor szerkezeti fehérje
nem
S4 oNS i ssRNS-két6 funkcié
strukturalis

A virus szegmentalt RNS-genomja és a viralis RNS-figgé RNS-polimerdz enzim
hibajavitd mechanizmusanak elégtelen miikédése nagyobb lehetéséget biztosit a kiildonbdzé
genetikai atalakulasokra. Ezek a valtozasok lehetnek szegmensen beliili rekombinaciék vagy
pontmutaciok, de szegmensek kdzotti ujrarendezédést (reasszortacio) is megfigyeltek (Farkas
és mtsai, 2016). A reovirusok S1 szegmense meglehetésen nagy valtozékonysagot mutat a
kildnbdzd virustorzsek kdzott (3. abra). Mivel az S1 szegmensrél atirédo oC fehérje hatarozza
meg a virus sejthez tortén6 kapcsoldédasat és virusneutralizacios tulajdonsagat, nem meglep6,
hogy az itt bekdvetkezd valtozasok jelentds hatassal vannak a virus elleni védekezés
hatékonysagara (De Carli és mtsai, 2020). Erthet6 tehat, hogy a molekularis kutatasok soran
kiemelked6 jelentéségli a oC fehérje bioinformatikai elemzése.

Szamos kutatocsoport a oC fehérje vizsgéalatan keresztul igyekezett megérteni a virus
genetikai valtozékonysagabdl eredé kilonbézé tulajdonsagokat (Farkas és mtsai, 2016;
Egafa-Labrin és mtsai, 2019; De Carli és mtsai, 2020; Ayalew és mtsai, 2020; Kovacs és

mtsai, 2023; Mirbagheri és mtsai, 2020). Egyes esetekben azonban a telies genom
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szekvenalassal atfogébb és részletesebb képet kaphatunk a genom szervez8désérél és az
esetlegesen bekdvetkezett reasszortacios jelenségekrél. A fentiek kutatasanak egyébként
jarvanytani nyomozas szempontjabdl is van jelentésége (Farkas és mtsai, 2016; Troxler és
mtsai, 2013; Tang és mtsai, 2015; Zhong és mtsai, 2016). A 3. &bra jol abrazolja néhany

reovirus genomszegmenseinek valtozatossagat.
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3. 4bra. Tiz vizsgéalt magyarorszagi, a T1781, valamint az S1133-as és AVS-B
referenciatdrzsek genomszekvenciainak bioinformatikai elemzéseinek eredményei: A
magyarorszagi torzsek szekvencia-tsszehasonlitasa 71,1-100% kz6tti nukleotid-
azonossagot és 83,0-100% kdzotti aminosavszekvencia hasonlésagot mutatott, kivéve a uB
és oC géneket, ahol nagyobb genetikai variabilitast figyeltek meg. Ezeknél a géneknél a
nukleotid-azonossag 62,7-99,8% (uB) és 52,9—100% (cC), mig az aminosav-azonossag
71,3-99,7% (uB) és 46,2—100% (0C) kozotti ertékeket adott. (A kép Farkas és mtsai, 2016-

0s kézleményébdl szarmazik)

A Génbankba feltdltott madar eredeti reovirustérzsek oC kdédolé gén szekvenciaadatai
alapjan Kant és munkatarsai megalkottak a mai napig referenciaként hasznalatos filogenetikai
besorolast. Kant és munkatarsai 6t kuldonbdzd genotipusba (klaszterbe) soroltak a
reovirusokat: 1-es, 2-es, 3-as, 4-es és 5-0s klaszterek (Kant és mtsai, 2003). Az Gjabban izolalt
virustorzsek kdziul némelyeket nem tudnak besorolni a meglévd klasszifikacids rendszerbe,
tovabbéa egyes ARV-ket a kiilénb6z8 szerz6k mas-mas klaszterbe sorolnak a sajat filogenetikai
elemzéseik soran. Ezenfelll tobb kutato is felvetette, hogy sziikség van egy hatodik genotipus
létrehozéaséara, azonban a tudomanyos allaspont ezen a téren nem egységes. (Ayalew és

mtsai, 2020). De Carli és munkatarsai példaul ugy itélték meg, hogy tovabbi alcsoportok
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létrehozaséval elénydsebb filogenetikai rendszert kaphatunk: I-vakcina, la, Ib, lla, llb, lic és
IVa, IVb (De Carli és mtsai, 2020).

A kovetkezetes kutatbmunka és az Ujabb labormoOdszerek elterjedésének
eredményeképpen gyorsan boévild reovirus szekvencia adatbazis lattan, a kutatok egyre
gyakrabban érzik szilkségét a filogenetikai klasszifikdciés rendszer Ujragondolasanak
(Palomino-Tapia és mtsai, 2018).

A gyorsan bévulé oC kodold gén szekvenciaadatok és ezek elemzései ellenére a kutatok
nem talaltak dsszefliggéseket a genetikai tulajdonsagok és a patogenitas, illetve a betegség
klinikai megjelenése kdzott. Kordbban nem talaltak dsszefliggéseket a kulénb6z6 klaszterek
foldrajzi eléfordulasaban(Ayalew és mtsai, 2017; Kant és mtsai, 2003; Yamaguchi és mtsai,
2022). Ujabb kutatasok azonban ravilagitottak arra, hogy a kilénbdzé kontinenseken eltéré
genetikai klaszterek tekinthet6k dominansnak. Példaul az Amerikai Egyesiilt Allamokban mind
a hét genetikai klasztert leirtak és az iziletgyulladasos betegségek hatterében elssorban az
l.-es klaszter domindl. Ausztréliaban ezzel ellentétben minddssze két genocsoportot irtak le; a
IV.-es és V.-0s klasztereket (Kovacs és mtsai, 2023; Nour és mtsai, 2024). A kérdés bdvebb

megvitatdsara a 9.Megbeszélés cim( fejezetben kertl sor.

5.3. Az othoreovirusok multiplikaciéja

A reovirusok valtozékonysaganak meghatarozé mozzanata a virus sokszorozédasa és
genetikai informacidinak atirodasa, amely a gazdasejt citoplazmajaban zajlik. Elsé lépésben a
virus a oC fehérje segitségével kapcsolodik a gazdasejt sejtfelszini receptoraihoz, majd
receptor medialt endocitdzissal bejut a sejtbe (Benavente és Martinez-Costas, 2007).

A duplaszali RNS genommal rendelkez6 virusok esetében a replikacié nehézségekbe
Utkoézik, mert a gazdasejtben az intracellularis duplaszali RNS jelenléte védelmi
mechanizmusként interferon termelést és géncsendesitést indukal. Ez kilénb6z6 kaszkad
folyamatokon keresztlil a sejt széteséséhez vagy apoptézisahoz vezet (Mertens és mtsai,
2000). Ezt elkertlendd az orthoreovirusok genomja a belsé kapszidbdl nem jut a citoplazmaba.
Csak a kils6 kapszid valik le a virionrdl, igy a virusgenom rejtve marad a gazdasejt védekez6
mechanizmusai elél. Majd késébb a gazdasejtben, a virion az endolizoszomak savassa valo
kozegében elvesziti kilsé kapszidjat, és atalakul egy fert6z6 virusrészecskévé (infectious
subvirion particle, ISVP) (4. abra) (Tenorio és mtsai, 2019; Guglielmi és mtsai, 2006). Az ISVP
tovabbi fehérjemodosulasok utan Iép keresztil az endolizoszémak membranjan és az igy
szabadda valo, a bels6 kapszid és az altala korulzart genomszegmensek és fehérjék alkotta,
transzkripcio szempontjabol aktiv core részecske jut a citoplazmaba (Guglielmi és mtsai, 2006;

Tenorio és mtsai, 2019).
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4. dbra. Sematikus abra a reovirusok sejtbe jutasa és sejten bellli replikaciéjardl

Nucleus

(A kép forrasa: Tenerio és mtsai, 2019)

A transzkripcié soran a viralis magon belll talalhaté RNS-dependens RNS polimeraz
(RdRp) enzim a genomi dsRNS molekulakat templatként hasznélva produkél, a dsSRNS genom
pozitiv szalaval megegyezd messenger RNS (mRNS) molekuldkat. Majd a transzlacié soran
a kész mRNS molekula belép a gazdaseijt citoplazmajaba, és a riboszémak elkészitik a viralis
fehérjéket az mMRNS-en tarolt informéacio alapjan. A tovabbiakban a sejtek citoplazmajaban
taldlhaté virus zarvanyokban torténik a virusreplikaci6 és Osszeszerel6dés. Ezek
kialakitasaban elsédlegesen a UNS és oNS fehérjék vesznek részt. Ezen zarvanyok a
citoplazmaban keletkezett, majd onnan a viroplazmaba szallitott virusfehérjéket, viralis RNS-t
és részben vagy egészben Osszeszerelt virusrészecskéket tartalmaznak. Itt torténik meg
elsbként a core részecskék 6sszeszerelédése, melyen belll a virdlis transzkriptaz komplex az
MRNS-t templatként hasznalva szintetizalja a negativ RNS szalakat, igy allitva elé ujra a
dsRNS genom szegmenseit. Egy jol kontrollalt folyamat biztositja, hogy minden szegmensbdl
egy darab jusson az utédvirusba. A kialakult core részecskék ezutan vagy visszalépnek a
virusreplikadcos ciklusba, és Uj mRNS-eket kezdenek gyartani, vagy a kulsé kapszidburok
felépulésével kész utddvirus keletkezik beldlik (Tenorio és mtsai, 2019) (4. abra).
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5.4. Klinikai megjeleneés és jarvanytan

A madar orthoreovirusok (ARV, avian reoviruses) vilagszerte elterjedtek a
baromfiallomanyokban, és valtozatos megbetegedéseket okoznak.

Els6ként — 1954-ben — Fahey és Crawley izolaltak hazityukok (Gallus gallus domesticus)
enyhe lefolyasu légz6szervi megbetegedéseinek vizsgalatakor azt a virustorzset (Fahey—
Crawley, 1954; Petek és mtsai, 1967), melyet 1972-ben reovirusként azonositottak (Olson—
Kerr, 1966; Walker és mtsai, 1972). A virust a késObbiekben mas madarfajok
megbetegedéseivel is kapcsolatba hoztak (Jones, 2020). Szdmos ARV-valtozatot izolaltak
vilagszerte féként hazityukok és pulykak, illetve egyéb tydkalkati madarak kulénb6zé klinikai
korképekben jelentkez6 megbetegedéseibél. Az ARV-fertézések egy része tlinetmentesen
zajlik le. Az a kértilmény, hogy a virus kimutathatd egészséges egyedek emésztérendszerébdl
és légutaibdl, megneheziti a betegségekben bet6ltdtt szerepének a tisztdzasat (Day és mtsai,
2009; Jones, 2008b).

Az orthoreovirusok szerepet jatszanak hazi pulykdkban (Meleagris gallopavo) a virusos
izlleti- és inhlvelygyulladas kialakulasaban és a bélgyulladasos komplex (PEC, poult enteritis
complex) kialakulasaban, valamint egyéb bélgyulladassal és elhulldssal jar6 tlinetegyittes
kialakulasaban (PEMS, poult enteritis and mortality syndrome) (Heggen-Peay és mtsai, 2002;
Jones 2008; Sellers és mtsai, 2023; Spackman és mtsai, 2005). Ezeken felul a reovirusok
el6idézhetnek myocarditist is (Franca és mtsai, 2010; Shivaprasad és mtsai, 2009).

Gyongytyukokban (Numida meleagris) igazolast nyert az orthoreovirus és a
hasnyalmirigygyulladassal jar6 megbetegedések kdzotti kapcsolat (Tanyi és mtsai, 1994).
Kacsakban (Anatidae csalad) és libakban (Anatidae csalad) az orthoreovirus hasmenés,
epicarditis, hepatitis, splenitis és tenosynovitis kialakulasat eredményezheti (Malkinson és
mtsai, 1981; Jones, 2000; Palya és mtsai, 2003; Jones, 2008; Wang és mtsai, 2013).

Tobb vadon él6, illetve haziasitott madarfajbdl is sikerilt kimutatni orthoreovirusokat.
Példaul facanokban (Phasianus colchicus) hasmenéssel, mig amerikai szalonkaban
(Scolopax minor) kéros lesovanyodassal hoztak kapcsolatba (Mutlu és mtsai, 1998; Docherty
és mtsai, 1994). Tovabba virginiai fogasfirjekben (Colinus virginianus) elhullassal jaré
enteralis tineteket, foglyokban (Perdix perdix) pedig felséléguti megbetegedést okozott a
reovirus (Ritter és mtsai, 1986; Kugler és mtsai, 2016). Nagy lilikben (Anser albifrons), vetési
ludakban (Anser fabalis) és telepen nevelt struccokban latens ARV fertézést irtak le, melynek
soran az igazolt fertéz6dés nem jart klinikai tiinetek megjelenésével (Cadman és mtsai, 1994;
Hlinak és mtsai, 1998).

Tobb kutatd szerint a fiatal brojlercsirkék vannak leginkdbb kitéve a fert6zésnek

(Rosenberger és mtsai, 1989; Jones, 2000; Davis és mtsai, 2012).
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A hazityukok reovirus-fert6zéseinek két {6 megjelenési formajat azonositottak. Az ARV
fiatal brojlercsirkében santasaggal jaré tenosynovitist, mas néven virusos arthritist okoz,
egyértelmi klinikai és kérbonctani képpel (Sellers és mtsai, 2023). A masik f6 megjelenési
formajadban hozzajarulhat a hasmenéssel, szétndvéssel, szortsaggal, helikopter tollazattal jaré
virusos enteritis kialakulasdhoz, melyet leggyakrabban satnyasag és tdrpentvés
szindromaként vagy tlinetegyuttesként emlitenek. Jellemzéen a 4-16 hetes koru egyedek
betegednek meg, de hét hetes korban is gyakran talalkoznak a szakemberek a betegséggel
(Gouvea—-Schnitzer, 1982; Lee és mtsai, 1992; Liu és mtsai, 2003).

A tenosynovitis hustipusu szul8par-, illetve fiatal brojlerallomanyokban jelentkezik és okoz
jelentds karokat. Azonositottdk ugyan étkezeési tojast termeld tyukokban is a reovirust, am
jelentésége mérsékeltebb és oktani szerepe is tisztazasra var (Tang és mtsai, 2016).

A tenosynovitis korfejlédése soran a reovirus behatol a csankiziletbe, ahol elszaporodva
az izuleti porcok, inhiivelyek és inak gyulladasét idézi eld. Duzzanat alakul ki a csank felett,
mely az ujjhajlité inak és a gastrocnemius in heveny savés gyulladasanak kévetkezménye.
Idultebb esetben vérzéses-fibrines gyulladas kialakulasaval, sulyos esetben a gastrocnemius
inak teljes szakadasaval kell szamolni (1. kép). A tenosynovitisben szenvedé madarak nem
tudnak allni és jarni, emiatt képtelenné valnak a megfelel6 taplalkozasra, nem jutnak vizhez,
ndvekedésik sziikségképpen lelassul (Gouvea—Schnitzer, 1982; Lee és mtsai, 1992; Liu és
mtsai, 2003).

1. kép. A bal oldalon egy fiatal brojlercsirke csankiziletének duzzanata. A jobb oldalon

fibrines-vérzéses ingyulladas lathatd a csankizilet felett (sajat fotd)
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Az Aallomanyszintli tlnetekhez ilyenkor a szétndvés, szértsag jelensége tarsul.
Brojlercsirkékben jellemzéen a harmadik-negyedik élethéten jelentkeznek az els6 tlinetek, mig
szlléallomanyoknal az intenziv testtbmeg-gyarapodas idészakaban (5-12. héten) vagy a
tojastermelés beindulasakor. Annak ellenére, hogy egyes esetekben a kakasok nagyobb
érintettségét figyelték meg (Sellers és mtsai, 2023), egyértelm{ ivari prediszpoziciot a
reovirusos tenosynovitis-szel dsszefliggésben mindezidaig nem igazoltak. A virusfert6zés
sulyossaga tobb tényez6tdl is fugg, igy leginkabb a gazdaallat koratdl, immunstatuszatdl, a
virustorzs patogenitasatdl és a fert6zés modjatol (Sellers és mtsai, 2023).

Sulyos ARV-fert6zés esetén akar elhullas is el6fordulhat, de ha meg is gyégyul az egyed,
az allomany szintl eltérd fejlettség, szortsag végigkiséri a fertézésen atesett allomanyokat. A
vagas soran igy szamitani kell visszamingsitésre, mely tovabbi karokat okoz a baromfitarténak
(Attoui és mtsai, 2011; Jones, 2000). A mortalitas 10% korul alakul, mig a moribitas 20-40%
kdzé esik (Ayalew és mtsai, 2017). A baromfi 4gazatban ezek kdzepes szintl kiesésnek
szamitanak, am a csokkent sulygyarapodas, a mar emlitett egyenetlen névekedési iitem és a
masodlagos virusos vagy bakteridlis fertézések kovetkeztében az Osszesitett anyagi kar
szamottevd lehet (Van der Heide és mtsai, 2000).

A madarak reovirus-fert6zéseinek masik kérformajat tobb névvel is illetik; virusos enteritis,
satnyasag és torpendvés tlinetegylttes, (RSS, runting-stunting syndrome), malabszorpcios
szindroma (MAS) (van Loon és mtsai, 2001). Ezen kérforma kéroktandban a reovirus szerepe
ugyanakkor még tisztazasra var (Jones, 2000; Banyai és mtsai, 2011). A virusos enteritis
kérforma esetén a virus elszaporodik a vékonybélben, és karositia a bélhamsejteket, igy
felszivddasi zavarokat és kovetkezményes hasmenést okoz. Szdvettanilag jellemzé a
bélboholyatréfia. A boncolaskor feltart béltartalom hig, habos allagd, benne emésztetlen
takarmanyalkotdkkal (Dobos-Kovacs, 2016). Az enterdlis tlinetek — melyek rendszerint 3-5
hetes brojlerekben figyelheték meg — legtébbszor a kdvetkezbk: hasmenés, csdkkent
testtémeggyarapodas, tollasodasi problémak (,helikopter” tollazat), 1ézidk a majban, a Iépben
és a Fabricius-féle témlében (Davis és mtsai, 2012).

A virusos enteritis kérforma kevert oktanl betegség, mely esetében a leirt tlinetek és
elvaltozasok hatterében jellemz&en tobb virus is szerephez juthat a reoviruson Kkivdl.
Parvovirus, rotavirus, astrovirus, coronavirus, adenovirus a leggyakoribb tarsfert6zék és ezek
mennyisége, aranya szeéles skalan valtozhat (Dobos-Kovacs, 2016). A virusfertézés
bélkarosité hatasabdl adéddan felszivodasi zavar (malabsorptio) és elégtelen emésztés
(maldigestio) alakul ki. ValoszinUsitheté ugyanakkor az is, hogy a virusos oktan mellett, az
ARV okozta tuneteket feler6sitve masodlagos kérositd hatasok — példaul diszbakteriozis,
kokcidiozis, takarmanyozasi hibak, mikotoxikozis — is tarsulhatnak (Dobos-Kovéacs, 2016).

Nem zéarhaté ki a két kérforma egylttes megjelenése sem, mely tovabb szinesiti a

szakemberek diagnosztikai munkajat.
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Az emlitetteken felll egyéb, valtozatos korképek hatterében is leirtak a reovirusokat pl.
hasnyalmirigygyulladas vagy szivizomgyulladas esetén (Tanyi és mtsai, 1994; Davis és mtsai,
2012). Mindezeken tulmenéen az orthoreovirus feltehetéen szerepet jatszik majgyulladas,
immunszupresszio, szivburokgyulladas, bélgyulladas, tludégyulladas, agyvelégyulladas
(Goodwin és mtsai, 1993; Robertson, 1986; Van der Heide, 2000) kialakulasaban.

A fertézéssel szemben legfogékonyabb a napos csirke, és a fogékonysag az életkor
elérehaladasaval csokken (Davis és mtsai, 2012; Troxler és mtsai, 2013). A reovirus feko-
oralis uton, taplalkozas vagy levegévétel soran, illetve a talpparna repedésein keresztul juthat
az éallat szervezetébe. A kdrnyezetbdl fert6z8dott madarak a virusokat horizontalisan is tovabb
terjesztik az allomanyon belll. Fiatal brojlerek vertikalisan, sziléallomanytdl is fert6z6dhetnek.
A kikelt naposcsibéket akar tobbezer kilométerre is szallitjak a hizlalotelepekre, igy a reovirust
nagyobb tavolsagba is eljuttathatjak, megfertézve mas allomamyokat (Sakai és mtsai., 2009;
Perelman és mtsai.,, 2019). Noévendék korban (6-10. hét), illetve felnétt koru brojler
szuléparallomanyokndal szubklinikai megjelenéssel is szamolni kell (Davis és mtsai, 2012;
Troxler és mtsai, 2013; Perelman és mtsai, 2019). Grafl és munkatarsai szerint a vertikalis
terjedést igazolja az ARV okozta esetek eléfordulasi gyakorisaganak emelkedése 0-14 napos
csirkékben. Megallapitottak tovabba, hogy a telepi fertétlenitési gyakorlat minédsége nem
jatszik meghatarozé szerepet a fertézési lanc megszakitasaban (Grafl és mtsai, 2019). Ezek
alapjan még napjainkban is helytallé lehet Jones (1984) kdvetkeztetése, mely szerint az ARV
elleni védekezés soran az elsédleges cél az, hogy megelézzik a csibék fertézddését életiik
elsd két hetében. Mindez nem jelenti azt, hogy id6sebb egyedek nem fertézé6dhetnének meg,
esetlikben azonban a betegség lefolydsa enyhébb lehet (Jones, 2008a; Lu és mtsai, 2015;
Troxler és mtsai, 2013).

A csirkék reovirus-fertézései, illetve az azok altal okozott betegségek az 1960-as évek Ota
ismertek a baromfival foglalkozé szakemberek szaméra. Az 1970-es, 1980-as években az
Amerikai Egyesiilt Allamokban (USA) izolalt S1133, 1733 és 2408 jelzésii térzsekbdl késziilt
oltbanyagokkal vilagszerte sikereket értek el a megbetegedések visszaszoritasaban. A 2010-
es évek legelején azonban tobb orszagban, koztik Franciaorszagban, Lengyelorszagban, az
Amerikai Egyesiilt Allamokban, Braziliaban, Izraelben, Kanadaban, Iranban és a Dél-Afrikai
Koztarsasagban a vakcindzott csirke- és pulykadllomanyokban egyre gyakrabban
diagnosztizaltak tenosynovitis eseteket (Sellers és mtsai, 2017; Czekaj és mtsai., 2018; Reck
és mtsai, 2019; Mirbagheri és mtsai, 2020; Bokaie, 2008, Ayalew és mtsai, 2017). A kutatok
arra a megallapitasra jutottak, hogy az inhlvelyekbdl, iziletekbdl izolalt reovirusok genetikai
Osszetétele az addig ismertektdl eltérd volt, Uj variansok alakultak ki (Ayalew és mtsai., 2017).

Az U valtozatok akut tenosynovitist és szivburokgyulladast okoztak még az ARV ellen
vakcinazott brojlercsirkékben és sziléparokban is (Van der Heide, 2000; Davis és mtsai,

2012). A reovirusok igen ellenalldak fertétlenitészerekkel, proteolitikus enzimekkel
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(gyomorban) és hével szemben, ezért a kdrnyezetben sokaig életképesek és fert6z6ek
maradnak. Kdvetkezésképpen a virusvaltozatok sokaig cirkulalhatnak az allomanyokban, és
az él6 allatokkal vagy tojassal konnyen terjeszthetéek akar orszagokon, kontinenseken at
(Jones, 2000; Ayalew és mtsai, 2020).

Az Eszak-Amerikaban izolalt virusok tilnyomé része a 4-es és 5-0s klaszter
valamelyikébe tartozik (Palomino-Tapia és mtsai, 2018; Sellers és mtsai, 2017; Sellers és
mtsai, 2023). A Dél-Amerikai kontinensen az 1-es klaszter a dominans, az izolélt virustdrzsek
48,2%-a tartozik ide (De Carli és mtsai, 2020). Teheranban és Irdnban, az utdbbi években
megbetegedést okoz6 reovirusok javarészt szintén az 1-es genotipusba tartoznak (Mirbagheri
és mtsai, 2020). Megemlitendd, hogy a fenti kutatasokban szerepld reovirusok mindegyike
tenosynovitis esetekbdl szarmaznak. A foldrajzi vagy idébeli el6fordulast tekintve Braziliaban
figyelték meg, hogy a 2010 6ta egyre gyarapodo tenosynovitis esetekben az 1b alcsoportba
tartozo virustorzsek szerepeltek talnyomo részben (De Carli és mtsai, 2020).

Az Ujonnan izolalt varians virustdrzsek genetikai 6sszetételét és antigenitasat tekintve is
eltérnek a kereskedelmi vakcinakban felhasznalt reovirustorzsektdl (Bokaie és mtsai., 2018;
Banyai, 2011; Lu és mtsai, 2015; Noh és mtsai, 2014; Troxler és mtsai, 2013; Ayalew és mtsai,
2017; Palomino-Tapia és mtsai, 2018; Mirbagheri és mtsai, 2020). Az Ujabb varians virusok
ellen a kereskedelmi vakcinak altal kialakitott védettség mar nem megfelelé (Palomino-Tapia
€s mtsai, 2018; Mirbagheri és mtsai, 2020).

5.5. Védekezési lehetéségek, immunologia, vakcinazas

A modern baromfitartas ma mar elképzelhetetlen magas szintl jarvanyveédelmi gyakorlat
nélkil. Ennek kiemelkedd elemei a takaritasi, fert6tlenitési és higiéniai megoldasok
kovetkezetes haszndlata, mely hozzajarulhat a sikeres védekezéshez. Grafl és munkatarsai
szerint azonban mindezek sziikséges, de nem elégséges részei a hatékony védekezési
programnak (Grafl és mtsai, 2019).

A jarvanyvédelem kiegészitéseképpen az allatorvosi gyakorlatban kiilénb6zé vakcinak
alkalmazasaval megel6zhetd a reovirus kartétele. A vakcinak részletes targyalasa el6tt egy
rovid immunolégiai kitekintést tartunk sziikségesnek a jobb megértés érdekében.

A reovirusfertézés hatasara a bélben lokalis IgA-tipusu ellenanyagok képzddnek,
amelyek képesek csokkenteni a virus terjedését a bélb6él mas szervek iranyaba. A lokalis
védelem korlatja, hogy a tripszin-érzékeny reovirus nem képes kimutathaté IgA-termelédés
kivaltasara. Kisérleti eredmények alapjan a virusfertézés elleni immunitas mind a B-sejteket,
mind a T-sejteket magaban foglalja. A B-sejtes immunvalasz azonban nagyobb mértékben

jarul hozza a betegség sulyossaganak csokkentéséhez, mint a T-sejtes immunvalasz (Sellers
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€s mtsai, 2017, Jones, 2013). A humoralis immunitas kialakulasa soran a virusfert6zés
hatdsara szerotipus-specifikus neutralizald ellenanyagok termel6édnek és a vérben keringve
védettséget biztositanak a szervezetbe jutd Ujabb reovirusokkal szemben. Megjelenéstikhdz
7-10 napra van szilkség. Az ellenanyagok a virion oC fehérje szerkezete alapjan képz&édnek,
amelyek a virushoz kapcsolédva megakadalyozzak annak célsejthez torténd kotddését. Mas
esetben a komplementrendszer aktivdlodasanak hatasara a fert6zott sejt szétesését idézik
el6. A vérben kering6 ellenanyagok képesek csdkkenteni vagy blokkolni az izliletekbe terjed6
fertézést. A humordlis immunitast nagyban meghatérozza a fert6z6 vadvirus szerotipusa és
virulenciaja, valamint a gazdaszervezet kora és az ellenanyagok mennyisége.

A vakcinds védekezés soran elsédleges célunk, hogy megfeleld szikimmunitassal lassuk
el a kikel6 napos allatokat, igy védettséget biztositva az életik elsé két hetében. Ezen korai
életszakaszban a fiatal allatok ki vannak téve a vertikalis fertézésnek és a kornyezetbdl érkez6
uj fert6z6 agenseknek (Rau és mtsai, 1980). A szlléallomanyok gondosan kialakitott
vakcinazéséaval érhet6 el a megfeleld szikimmunitas az utdédokban (Sellers és mtsai, 2017). A
nagy mennyiségben készitett ,kereskedelmi” vakcinakat jellemz&en csirkében hasznaljak, mig
pulykaban és viziszarnyasban telepspecifikus autovakcinak elérhetéek (Behr és mtsai, 2015;
Porter és mtsai, 2018).

Csirkék esetében az él6, attenualt és inaktivalt kereskedelmi vakcinakat évtizedek ota
sikerrel hasznaljak széles korben. Eltéré immunizalasi programokat alkalmaznak vilagszerte,
de jellemzéen a ndvendék tenyészallomanyokat vakcindzzak a szakemberek. Egy vagy tobb
él6 vakcinazast (priming) egy vagy tobb intramuscularis oltas kovet inaktivalt oltéanyaggal
(boosting). Az él6 vakcina el6nye a gyorsan kialakul6 sejtes immunitas és a lokalis IgA tipusu
immunvalasz. Ez utdn a booster oltas hatasara magasabb szintli humoralis immunitasra, a
vérben keringé ellenanyagok mennyiségének emelkedésére szamithatunk. igy a vérbél a
szikbe kerlil6 magas szint(i ellenanyagokkal ellatva kel ki az utéd.

Szamos virustorzset alkalmaznak a kereskedelmi oltéanyagokban (pl. S1133, 1733,
2408), és ezek mindegyike az 1-es klaszterbe tartozik, tovdbba ezek oC fehérjéje jelentds
hasonlésagot mutat egymassal (96—-99,7% aminosavsorrend azonossag) (Sellers és mtsai,
2017).

Altalanossagban kijelentheté, hogy a oC fehérje szekvencidjat elemezve, minél
szorosabb genetikai egyezés van az allomanyunkat fert6zd vadvirus és a vakcinavirus kdzott,
annal jobb védettségre szamithatunk.

Az utdbbi években a kutatok felfigyeltek arra, hogy a virusos arthritisben
megbetegedett, vakcinazott szulépar allomanyokbdl vagy ezek utddaiként felnevelt
brojlerekbdl izolalt uj reovirus torzsek genetikailag egyre valtozatosabbak (Sellers és mtsai,
2017). Ezen (] torzsek valtozé meértékben térnek el a vakcina virusoktél. A oC fehérjét kddold

gén nukleotid sorrendjét elemezve Ujabb és Gjabb genetikai csoportokat lehetett elkiloniteni
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(Troxler és mtsai, 2013). A oC fehérje aminosavszekvencigjat meghatarozé genetikai
valtozasok rdadasul aranylag gyakran kovetkeznek be, ezért viszonylag gyorsan tudnak
kialakulni Gjabb és Gjabb virusvaridnsok (Farkas és mtsai, 2016). Az aminosavsorrendben
bekovetkezé minimalis valtozasok is kialakithatnak antigénszerkezeti valtozasokat. Egy
elmélet alapjan 5% eltérés a oC szekvenciaban mar gyengébb hatasfoku keresztvédettséggel
jarhat (Palomino-Tapia és mtsai, 2018). Ez a jelenség tovabb nehezitheti a vakcinas
védekezés tervezeéset.

Az Gjabban izolalt varians virustérzsekkel homolog kereskedelmi vakcindk hianyaban
redlis igény tamadt az inaktivalt telepspecifikus autovakcinék kiprébalasara. llyen vakcinakban
az adott farmon betegséget okozo virust izoléljak és haszndljak fel a vakcina készitésekor.
Amerikaban és Kanadaban j6 védettségi eredményekrél szamoltak be reovirus autovakcinak
hasznalata nyoman (Sellers és mtsai, 2017). Eur6paban jelenleg pulykdban terjedt el a
reovirust tartalmazé autovakcina hasznalata (Behr és mtsai, 2015). Hazénkban
telepspecifikus autovakcindk a magyarorszagi szabalyokat (vidékfejlesztési miniszter 94/2012.
(vVlll. 30.) VM rendelete) figyelembe véve alkalmazhat6ak. Nem szikséges hivatalos
regisztracios folyamatot végigvinni, de a hatésag engedélye sziikséges a felhasznalashoz.
Azokban az esetekben engedélyezett autovakcina felhasznaldsa Magyarorszagon, ha nincsen
regisztralt oltbanyag a betegség ellen, vagy ez aktualisan nem elérhetd. Tovabba
telepspecifikus vakcina hasznalatahoz igazolni kell a jelenleg alkalmazott vakcina
hatdselmaradasét (farmakovigilancia bejelentés) és azt, hogy a betegséget okoz6 virustorzs
jelentésen eltér a jelenleg alkalmazott vakcinaban hasznalt térzs(ek)tél (Kulcsar, 2016).
Tekintettel arra, hogy pulyka és viziszarnyas részére nem elérhet6 torzskdonyvezett reovirus
vakcina, ezeknél az allatoknal kénnyebben igazolhaté a telepspecifikus vakcinak igénye. A
hosszabb tavl haszndlat soran tapasztalt valtozé sikeresség mutatta meg, hogy nagy
korultekintéssel kell eljarni az autovakcinakban felhasznalni kivant virus torzsek
kivalasztasanal (Sellers és mtsai, 2017). Erre adhat magyarazatot az a vélemény is, miszerint
csak akkor varhatunk megfeleld védelmet ugyanazon klaszterbe tartozéd vakcinavirust
tartalmaz6 autovakcina esetében, ha nagymérték(i egyezés (> 95%) van a oC fehérje
aminosavsorrendjében (Palomino-Tapia és mtsai, 2018).

Az immunitds kialakulasanak jobb megértéséhez kutatbk szamos epitépot
azonositottak, melyek fontos szerepet jatszanak az ARV fert6zések diagnosztizalasaban és
potencialis epitdp-alapu marker vakcinak kifejlesztésében. Yin és munkatarsai két epitdpot
azonositottak a oB fehérjén: 22lKTPACW?® (epitép A) és >WDTVTFH? (epitép B). Ezekrdl
kimutattak, hogy ARV fert6z6tt csirkék ellenanyagai felismerik és kapcsolodnak ezekhez az
epitopokhoz. Azonban kacsa vagy pulyka ellenanyagokkal nem reagalnak, ezért megerdsitést

nyert, hogy ezen epitopok ARV-specifikusak, igy alkalmasak differencialé szeroldgiai
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vizsgalatok kifejlesztésére (Yin és mtsai, 2013). Tovabbi kutatdsok sziikségesek a epitopok
immunolégiai szerepének tisztazdsara.

Mirbagheri és mtsai megfigyelése szerint szamos tenosynovitis betegséget okozé
reovirus torzs tartozik a vakcinatérzsekkel azonos I-es klaszterbe, mégis a oC fehérjében 80%
alatti aminosavszekvencia azonossag van (Mirbagheri és mtsai, 2020). A relevans virustorzs
vagy virustorzsek kivalasztasahoz a telepi korilményekhez igazodéan megfelelé minéség,
mennyiségl és megfeleléen hosszu idén keresztll gydjtott mintakollekciéo szikséges. A
kivalasztast nem segiti el6 a mar emlitett tisztazatlan klasszifikacios rendszer. A tovabbiakban
célallaton végzett kisérletben meg kell gy6z6dni arrdl, hogy a kivalasztott térzs valdban
patogén és szerepet jatszik azon tlnetek kialakitasaban, amelyekkel a telepen talalkoztunk.
Mivel a medfelel§ izolatum azonositdsa és kezelése Osszetett feladat, egy telepspecifikus
vakcina kifejlesztése altalaban 6-8 hetet vesz igénybe, de akar 18 hénapig is elhtzddhat,
amennyiben tovabbi tipizalasi folyamatok vagy patogenitasi vizsgalatok valnak sziikségessé.
Erdemes tovabba figyelembe venni és nyomon kévetni az adott régidéban betegséget okozo
torzsek el6fordulasi gyakorisagat is. Elképzelhet6, hogy a telep életében a kovetkezd
megbetegedést egy Ujonnan behurcolt térzs fogja okozni, amelyik a telepen kordbban nem,
de a régidban eléfordul (Mirbagheri, 2020). A kilénb6zé genotipusok el6fordulasanak
elemzése alapjan sajnos nem tudok megallapitani geografiai jellemzdéket. Egy adott tertleten
pl. Kanadaban minden ismert klaszterbe tartozé varidns virus kimutathaté volt (Palomino-
Tapia, 2018). Hasonl6 tapasztalatokat gydjtottek De Carli és munkatarsai Brazilidban (De Carli
és mtsai., 2020). A genetikai valtozatossagot korabbi, hazadnkban végzett vizsgalatokban
Farkas és munkatarsai is észlelték (Farkas és mtsai.,, 2016). A reovirusok genetikai
valtozatossaganak utékdvetése fontos része a védekezési stratégianak, mert igy ellendrizheté
a vakcinadzas szelekcidos hatasa a baromfidllomanyokban megtelepedd reovirusokra. Az
egységes vakcinak elterjedt hasznalataval szelekcios nyomast valtunk ki a vad virusokra és
antigén sodrédas (drift), esetleg antigén csuszamlas (shift) torténhetnek az adott régio
reovirusaiban (Palomino-Tapia, 2018).

Megjegyezendd, hogy az autovakcindk alkalmazasa akkor optimalis, ha homoldg
élévirusos priming elézi meg. Az él6, attenualt vakcinak altal kivaltott B-sejtes és T-sejtes
immunvalasz, a lokélis védettséget add nyalkahartya immunitds és a hosszabb
immuntartéssag nagyban hozzéjarul a fert6zés lekiizdéséhez. EI8, attenudlt oltéanyagot
hasznalnak az USA egyes részein a brojlerek keltet6éi vakcinazasahoz, amely az apatogén
2177 jelzésl torzsbdl készll (Sellers, 2017). Az él6, attenualt telepspecifikus vakcinak
hasznalata az Eurdpai Uni6 orszdgaiban nem engedélyezett (Kulcséar, 2016). Egyébként ilyen
vakcina el6allitdésa nem readlis cél, hiszen a sorozatos passzazsok embrion vagy
szOvettenyészeten, majd az in vivo tesztelés rengeteg munkat és éveket emészthetnek fel.

Hasonlé probléma merdl fel az Gj €16 ,kereskedelmi” vakcinak fejlesztésénél is, hiszen ebben
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az esetben is sok évbe telik mire az aktualisan legalkalmasabbnak t(iné varians virustérzset
attenualjdk és a regisztraciohoz szikséges 0sszes hatékonysagi és artalmatlansagi
vizsgalatot elvégzik. Latva az utobbi idék virusgenetikai kutatasainak eredményeit, az ARV
sokat valtozhat akar évek alatt is; mutalddik, reasszortalédik, rekombinalddik (Farkas és
mtsai., 2016). Mindezek ellenére széleskorl eléfordulasi felmérések eredményeire
tAmaszkodva, gondosan kivalasztott virustorzsekbdl eléallitott telepspecifikus autovakcinak
fontos részét képezhetik egy eredményes védekezési stratégianak az Ujabb reovirusok ellen.

Folyamatosan zajlanak kutatasok Uj vakcindk kifejlesztésére. Az Gjabban izolalt reovirus
variansok valtozatos genetikaja alapjan szélesebb kor(i védettséget feltételezhetlink, ha minél
tobb eltér6 genotipusba tartozé varians torzset alkalmazunk a vakcinaban. Ennek nyoméan
fejlesztések indultak multivalens, inaktivalt vakcinak iranyaba, ahol tobb, kulonbozé
genotipusba sorolt virustdrzset hasznalnak fel. Lublin és munkatérsai egy Uj kvadrivalens
inaktivalt kisérleti vakcinat teszteltek négy kilénbbzéd ismert genotipusba tartozd virussal
szemben. A talpparnafertézéses vizsgalatok soran a vakcina képes volt csokkenteni a tiinetek
sulyossagat mind a négy rafert6z6 virussal szemben (Lublin, 2011).

A rekombinans vektorvakcinak fejlesztése soran egy artalmatlan virus genomjaba masik
virus(ok)bdl szarmazé génszakaszt épitenek génsebészeti mddszerekkel. Jellemzben a
protektiv fehérjét expresszald génszakaszt inzertaljak. A vektorvirus a gazdaszervezet
sejtieiben elszaporodik és az artalmatlan virusra jellemzé fehérje mellett a beépitett
génszakaszrol is kifejezédik a protektiv fehérje. Majd ez a fehérje specifikus immunvalaszt valt
ki a gazdaszervezetben. Saikia és munkatarsai ilyen rekombindns vakcinakkal folytattak
kisérleteket. A baromfipestis mezogén R2B virustorzsének genomjaba épitett ARV S1
génszakasz a virus szaporodasa soran a baromfipestis protektiv antigénje mellet ARV oC
fehérjét is expresszal. A kisérleti INDV-R2B-aC vakcinaval tébbszor immunizalt csirkékben
sikerllt humoralis és sejtes immunitast kivaltani. Fert6zéses kisérletben a vakcinazott SPF-
csirkékben sikerllt minimalisra csokkenteni a virulens AV-1 jelzésl reovirus altal okozott
tipikus makroszképos és szdvettani elvaltozasokat (Saikia €s mtsai., 2019). Lin és munkatarsai
apatogén baktériumokat hasznalnak vektorként. Az Enterococcus faecium baktériumban
genetikai manipulaciéval képesek az ARV oC fehérjéjét expresszalni. igy ez az artalmatlan
lactobacillus vektorként funkcionalhat az antigén célbajuttatdsdban. Ezzel a rendszerrel
sikerllt egerekben mérheté nyalkahartya immunitast kialakitani. Egyel6ére csirkében nem
probaltak ki, de igéretesnek mutatkozik az eddigi eredmények alapjan (Lin és mtsai., 2012).
Wan és munkatarsai csirkékben végzett kisérlete soran Salmonella typhimurium vektorra
tamaszkodd oC fehérjét kddold DNS-vakcinat adtak széjon at. Az eredmények alapjan sikerult
mérhetd immunvalaszt indukélni. Az ARV S1133-as torzsével végzett talpparnafertézéssel

szemben azonban nem bizonyult elegendének a védettség (Wan és mtsai., 2011).
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Alegységvakcinaknak nevezzilk az olyan vakcindkat, ahol a teljes virus helyett, pusztan
az immunvalasz kivaltasaért felelds fehérjét juttatjak a szervezetbe. Az emlitett immunogén
fehérjéket a laboratériumokban gyakran E. coli baktériumokkal ,termeltetik”. Az ilyen médon
termeltetett fehérjéket tisztitds utan nagy mennyiségben szikséges alkalmazni a vakcinakban.
Goldenberg és munkatéarsai altal fejlesztett alegységvakcina egy kisérletesen eléallitott E. coli
rendszerrel expresszalt oC fehérjét tartalmaz. Eredményeik alapjan képes volt olyan
mennyiségl virusneutralizacidos ellenanyag kivaltasara SPF csirkében, mint a teljes
viruspartikulat tartalmazé kontroll vakcina. Az alegységvakcinék fejlesztése és gyartasa soran
viszonylag gyorsan képesek el6allitani és beépiteni a vakcindba az UGjabban izolalt
virusvaridnsok immunogén fehérjéit (Goldenberg és mtsai, 2016). Tekintve a reovirusok
relative gyors genetikai valtozasait, ez utobbi lehetéség nagy elénye az ilyen vakcinaknak.

A oC fehérje nagyfoku valtozékonysaga megneheziti a virus elleni védekezést. Ennek
oka, hogy a kifejlesztett vakcinak korlatozott védettséget nyujtanak az Gjonnan felbukkané
virusvaridnsokkal szemben (Sellers és mtsai, 2017).
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6. Munkam célkitizései

Kutatasom soran célul tliztem ki, hogy atfogo képet kapjak a baromfi reovirusainak Kelet-
K6zép Eurdpai eléfordulasarol és genetikai jellemzéirdl. Az alabbi hipotézisek vizsgalata koré

épitettem fel kutatbmunkamat:

1. Kelet-K6zép Eurdpai baromfi allomanyok esetében a reovirusok szignifikansan
nagyobb aranyban izolalhatéak reovirusra jellemzdé tlneteket &llatokbol, mint

tinetmentes allatokbdl.

2. Kelet-Ko6zép Eurdpéban eléforduld csirke reovirusok aC génje alapjan az I. -t6l V.-ig

genetikai klaszterekbe sorolhatéak.

3. Kelet-Kozép Eurdpai baromfidllomanyokbdl izolalt reovirustérzsek aC proteint kodold

S1 génszakaszanak nukleotid dsszetétele jelentésen kildonbdzik egymastol.
4. Kelet-K6zép Eurdpaban csirkébdl és pulykabdl izolalt reovirustérzsek oC proteint

kédolé S1 génszakaszanak nukleotid Osszetétele meghatarozza a reovirus okozta

betegség klinikai megjelenését.
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/. Anyag és modszer

7.1. Mintagyiijtés és mintafeldolgozas

A mintagydijtési id6szak egy naptéari évben kerllt meghatarozasra. Vékonybél és vakbél
nyirokcsomé minték, illetve in, inhlvely és szindvia mintak kerlltek begyl(jtésre. Kisebb
szamban mirigyes gyomor, maj, légcsé, vese, sziktéomld (napos allatbdl) minték is keriiltek a
mintagyljteménybe. Nem volt cél diagnosztikai megallapitasokat tenni, ezért elkll6nité
kérjelzésre alkalmas széleskorl laborvizsgalatokat nem torténtek. A mintdk felét magam
gy(jtéttem baromfitelepeken kdrboncolas soran. A szélesebb kér(i mintagydjtéshez allatorvos
kollégak jarultak hozza a bekiildétt mintaik segitségével. igy sikeriilt Magyarorszagon kiviil
Romania, Oroszorszag és Ukrajna terlletérél szarmazd mintadkat is a vizsgalatba vonni.
Tovabbi célként kerllt meghatarozdsra, hogy adatokat gyljtsink a mintazott
baromfiallomanyokrol és a betegség klinikumarol. A kdvetkezd informéciok kerultek rogzitésre:
mintazott szerv, allatfaj, hasznositas irany, életkor, allategészségligyi statusz, korelé6zmény,
korbonctani kép, vakcinazasi hattér, szarmazasi orszag, telepulés. A mintak hltve érkeztek a
laboratériumba. A mintdk beazonositast kovetéen keriiltek feldolgozasra vagy -70 °C -os
hitétaroldba keriltek tovabbi feldolgozasig.

7.2. Virusizolalas

A minték steril foszfat puffer (PBS) és steril fémgolyé hozzdadasaval egyedileg kertiltek
homogenizéalasr Qiagen TissuelLyser ll-es berendezést hasznalataval 50 Hz frekvencian 3-5
perc idétartammal. Ezt kdvette a centrifugalas (3000 x g, 2 perc, 4 °C), majd a feltluszé 0.45
um poérusmeéretl poliéter-szulfon (PES) sz(irén kerllt atszirésre. Az igy keletkezett szlirlet
inokulumkeént kertlt felhasznaldsra a tovabbiakban. A virusizoldlas hazityuk eredetl
hepatocellularis karcinéma sejtvonalon (LMH = leghorn male hepatome, ATCC CRL-2117)
keriilt elvégzésre. A sejteket 10 V/V% borju savo (foetal bovine serum, FBS, Gibco, Thermo
Fisher Scientific), és 100 U/ml/100 ug/ml penicillin/sztreptomicin (Lonza) tartalmid DMEM
tapfolyadékban (Lonza) kertlt tenyésztésre, 37 °C-on, 5% CO2 tartalmu kérnyezeti levegét
biztositdé termosztatban. Az inokulum négylépcsés, 10-es alapu higitasi soraval fertéztik a
sejteket, majd naponta, mikroszkop alatt kertlt elbiralasra az ARV-re jellemz§ sejtkarosito
hatas megjelenése (CPE = cytopathogenic effect). Az ériassejt képzddés jellemzéen az 6todik,

hatodik nap kérnyékén valik lathatova (2. kép).
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4a. LMH Reovirus CPE+++

_ 2a.LMH Reovirus CPE+

2. kép. Avian Reovirus (ARV) kimutatasa reovirus fertézétt sejtvonalon lathato citopatogén
hatassal (CPE). (1a) Negativ kontrol: LMH normdlis sejttenyészet; (2a), (3a) és (4a) ARV

fert6zés hatasara kialakulo oriassejt képzédés, mint CPE (Lu és mtsai 2015).

Negativ eredmény esetén a mikroszkopos biralat legfeljebb a hetedik inkubaciés napig
folytatodott. Oridssejt képz6dés esetén a mintakat CPE+-ként kerilt feltiintetésre és
elékészitésre kerllt nukleinsav kivonashoz. Amennyiben sejtkarosité hatas hét nap elteltével
sem volt tapasztalhatd, ugy vak passzazsok elvégzeésére kertlt sor. Harom negativ eredmény

vakpasszazs utan a mintankat ARV negativnak értékeltik és megsemmisitésre kertiltek.

7.3. A viralis nukleinsav kivonasa

A virusizolalas soran pozitivnak mindsilt mintak harom fagyasztas-felolvasztas ciklus
alkalmazasaval kerlltek a szovettenyészté edény falatdl elvalasztasra a letapado sejtek, majd
a sejtek szétesésre kerlltek. Az igy nyert sejtszuszpenzié 1 ml-ét 0,5 ml 20 m/V%-os NaCl és
0,5 ml 29 m/V%-o0s PEG600 oldattal kiegészitve egy éjszakén keresztil 4 °C-on inkubélasra
kerult. Az inkubaciods id6 lejarta utan centrifugalas kovetkezett 3000 g fordulatszammal, 4 °C-
on, 30 percig, a fellluszo eltavolitasra kerdlt, végul a nyert pellet 250 pl foszfattal pufferolt
séoldatban (PBS, Thermo Fisher Scientific) kerult felvételre. Az igy nyert szuszpenziébdl a
virdlis RNS kivonasara kerult sor Direkt-zol RNA Miniprep (Zymo Research) hasznalataval, a

gyartéi eléirasoknak megfeleléen:
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Az RNS kivonas soran minden Iépés szobahé&mérékleten tortént és minden centrifugalas
10.000-16.000 x g fordulaton és 30 masodpercig torténtek.
1. Tri Reagens-ben felvett mintahoz (400 pl) tovabbi 400 pl 96% -os ethanol kertlt
hozzaadasra
A keverék Zymo-Spin IICR Column oszlopra kerllt, ami egy gy(ijt6csébe kertilt
Centrifugalast kovetéen az oszlop Uj gydjtécsdbe kertilt.
Dnase | kezelés:
a. az oszlopra 400 pl RNA Wash Buffer kerult, majd centrifugalas kévetkezett
b. egy kilon RNaz-mentes csébe 5 ul Dnase | oldat és 75 ul DNA digestion Buffer
kerilt hozzaadasra
c. 15 perc inkubalas
5. 400 pl Direct-zol RNA PreWash keriilt az oszlopra, centrifugalas. Gy(jtécs6 eldobasa
€s a lépés ismétlése.
6. 700 pul RNA Wash Buffer keriilt az oszlopra. Centrifugélds egy percig. Az oszlop
athelyezése egy rndz-mentes Uj csébe.
7. Az RNS eluaciéjahoz 50 pl Dnase/Rnase-Free Water kertlt kdzvetlenll az oszlop
matrix-ara. Centrifugalas.

A kivont RNS-t -65 °C-os fagyasztéba kerult tovabbi felhasznélasig.

7.4. A oC gén amplifikalasa és szekvencigjanak

meghatarozasa

Csirke reovirus oC gén-specifikus PCR teszt elvégezése QIAGEN One-Step RT-PCR Kit
segitségével tortént, a reakcid 6sszetevdit a gyartd javaslata alapjan keriilt 6sszemérésre (5.
adbra). Az  amplifikhcibhoz  tervezett primer parok: S1_all F3 (Fw) 5-
GATACTSTCNTTGACTTCGA-3' és S1_all_R2 (Rev) 5-TCGATGCCSGTACGCACGGT-3 az
S1133 vakcinavirus S1 szegmensének ~900 nukleotid (nt) hosszlusagu (nt 674 és 1603 kdzotti
pozicid) genom régidjahoz illeszkedben. A hasznélt S1133 vakcinavirus KF741762 génbanki

azonositoval szerepel.
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8 minta esetén 10x

RNS 3l 30
H20 3l < 8
Primer_F3_hig 5= 5
Primer_R2_hig 0.5l 5
> Denaturdlds 95 °C 5 perc

H20 11 ul 110
Puffer (5x) 5ul i 50
dNTP 1 ul =10
Enzim mix 1 pl 10
42°C 30p

925°@ 15p

95°C 30 mp

45°C 0mp o
72°C 1 p

72°C 5D 2
AT o0 -

5. abra. QIAGEN One-Step RT-PCR protokoll oC génre. Gyartdi utasitas.

A PCR termékek agar6z gél elektroforézissel kertlltek ellenérzésre. Az elektroforézishez
50 ml-es futtatokadak és 16 fogas féslik kerultek felhasznalasra. Els6 lépésben 1 m/V%-0s
agarézgélt (Lonza) készuilt, melyhez 50 ml 0,5 m/V%-os trisz-borat-etilén-diamin-tetraecetsav
(TBE, Lonza) puffer + 5 g Agar6z kertilt feloldasra majd egy percig hevités kovetkezett 800 V-
os mikrohullamu sutében. A DNS lathatova tételéhez 2,5 pl GelRed (Biotium) festék kerult
hozzdadasra 0,5 V/V%-0s koncentraciéban. A meleg oldatot a formakba tolt6ttik, rahelyeztik
a fésliket és kihltésre kerultek. A megszilardult gélttmboket futtatbkaddba helyeztik és
molekulatdbmeg markerként O’'Gene Ruler DNS létra (Thermo Fisher Scientific) kerdlt
alkalmazasra. A mintakhoz 3 pl 6x loading dye kerilt hozzamérésre, mellyel a minta lestillyed
a gél megfeleld lyukaiba. Az elektroforézis 90 -on 30 percig tortént. Ezt kovetéen a gél atesé
UV fényben Kkerllt vizsgalatra, az eredmények pedig CSL-Microdoc Systems
géldokumentéacios rendszerrel (Cleaver Scientific; Power Shot G12 kamera, Canon) kerilt
rogzitésre (3. kép. Példak az elektroforézis eredményeire. A PCR termékek erdés fénnyel
vilagitanak UV-fényben. Negativ mintak esetében nem latunk fényjelenséget. A szerzé sajat

felvétele.3. kép).
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3. kép. Példak az elektroforézis eredményeire. A PCR termékek erés fénnyel vilagitanak UV-

fényben. Negativ mintak esetében nem latunk fényjelenséget. A szerzé sajat felvétele.

A gélbdl a oC esetében egy megfelel6 méretd, korilbelil 900bp hosszusagu PCR termék
keriilt kimetszésre, majd a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) gélkivonasos
maodszerével a gyartoi utasitasok alapjan kerult Kitisztitasra:

1. 300 mg kimetszett gél kertilt egy 1.5 ml-es centrifugacsébe, majd 500 pl DF Buffer

oldat kerult hozza. Vortex kevereés.

2. 55-60 °C-on 10-15 perc inkubé&cid. (2-3 percenként a csé atforditasa biztositja a gél

megfeleld oldodasat). Szobahémérseékletre hiités.

3. A DF Column keril egy 2 ml-es gy(jtécsdbe (Collection tube) és a DF Column-ra kerl
800 pl a mintaoldatbdl.

Centrifugalas 14.000-16.000 x g, 30 masodpercig. Szlrlet eléntése.

Wash Bufferhez ethanol adasa. Ebbé&l 600 pl kerlil a DF column-ra és egy percig all.
Centrifugalas 14.000-16.000 x g, 30 masodpercig. Szlrlet eléntése.

Centrifugalas 14.000-16.000 x g, 3 percig, hogy a DF Column matrixa kiszaradjon

A kiszéritott DF Column-ot athelyezése egy 0j 1.5 ml-es gydijtécsébe.

© ©® N o g &

A column matrixanak kézepére 20-50 pl Elution Buffer mérése.
10. 2 percig allni hagyni, hogy az Elution Buffer teljesen felszivodjon a métrixba.
11. Centrifugalas 2 percig, 14.000-16.000 x g.

A tisztitott DNS-fragmensek tovabbi felhasznalésig -20 °C-on kerlltek tarolasra.

A PCR termékeken mindkét irdnybdl kozvetlen szekvencia meghatarozas tortént, mely a
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) alkalmazasaval, a PCR
soran is hasznalt oligonukleotidokkal kerult végrehajtasra (6. abra).

A szekvenalasi termékek kapillaris gélelektroforézise ABlI PRISM 3100 Avant Genetic

Analyser (Applied Biosystems) készllékek hasznalataval tortént egyuttmikodd

34



partnereinknél. Az (j szekvencia adatok feltoltésre keriltek a Génbankba (OP816667—

OP816738).
H20 6,5 i
B'QDye 1 mix 2l Végtérfogat 10
Primer (10uM) 0,5
Minta (PCR termék) Tl
96 °C Ip 1 x (denaturdcid)
PORE 20 mp
50 °C Smp 30 x
60 °C 4p
Kicsapds :
Na-acetdt 3M pH 4,6 1,5
Etanol 60% (VWR) 31 végtérfogat 50 i
Nukledzmentes viz 7,5 ul
Szekvendldsi reakcidelegy 10 ul
Centrifugdldas 4400 G, 4 °C 15p

Szaritdas sotétben, szobahdmeérsékleten

6. abra. A PCR termék szekvenciameghatarozasa BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosciences) alkalmazasaval. Gyartéi utasitas.

7.5. A teljes genom amplifikalasa

A kétlépéses reverz transzkripcios polimeraz lancreakcié az FR26RV-N random primerrel
kerult elvégezésre, melynek 3’ végéhez altalanos oligonukleotid illeszkedik (5’-GCC GGA GCT
CTG CAG ATA TCN NNN NN-3’) (Djikeng és mtsai., 2008). A reakcio végtérfogata 25 pl volt,
és a kovetkez6 reagenseket tartalmazta: 5 pl kivont RNS, 1 yM FR26RV-N primer, 400 pM
dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP) keverék (Thermo Fisher Scientific), 1x AMV puffer és 10
egység (unit, U) AMV reverz transzkriptaz (Promega). Elsé |épésben az RNS és a random
oligonukleotid keveréke kertilt denaturalasra 95 °C-on 5 percig, majd jégen kerdilt leh(tésre.
Ezt kdvetben a reakcid tobbi dsszetevdje kerllt a keverékhez, és a reakcidelegy elészor 25
°C-on 10 percig, majd 42 °C-on 60 percig, végul 70 °C-on 15 percig inkubalasra kerilt. Az igy
keletkezett komplementer dezoxiribonukleinsav (cDNS) felsokszorozasa PCR-rel tortént. A

PCR reakcibelegy 25 ul végtérfogatban tartalmazott 3 pl-t az RT soran keletkezett cDNS-bél,
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1 yM FR20RYV primert (5-GCC GGA GCT CTG CAG ATA TC-3’) (Djikeng és mtsai., 2008),
400 uM dNTP keveréket (Thermo Fisher Scientific), 1x DreamTaq puffert és 2,5 U DreamTaq
DNS polimeraz enzimet (Thermo Fisher Scientific). A kezdeti 3 perc hosszu, 95 °C-on torténé
denaturaciot egy 40 ismétlédé ciklusbdl (95 °C 30 mp, 48 °C 30 mp, 72 °C 2 perc) allé

amplifikacié kdvette, majd a folyamatot egy 8 perces, 72 °C-on torténé elongacids lépés zarta.

7.6. Ujgeneracios szekvenalas Illumina platformon

A DNS konyvtarak készitése az lllumina® Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(llumina) hasznalataval tortént, a DNS fragmensek jeloléséhez a Nextera XT Index Kit v2 Set
A (lllumina) indexek kerlltek felhasznélasra. Elsé |épésben az amplifikalt cDNS mintak
kerlltek kihigitasra 2,5 ul végtérfogatban 0,2 ng/pl koncentraciéra. Ezt kdvetéen a tagmentalo
reakcidhoz kerilt 5 pl Tagment DNA puffer, valamint 2,5 pl AmpliconTagment Mix reagens. A
reakcioelegy 55 °C-on 6 percig inkubalasra kerilt GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) készilékben, majd lehités kovetkezett 10 °C-ra. Lehltés utan azonnal
hozzakeriilt a 2,5 pl Neutralize Tagment puffer és 5 percig szobahémérsékleten inkubalas
tortént. A DNS konyvtar készitéséhez 7,5 pl Nextera PCR Master mixet 6sszekevertiink 2,5-
2,5 pl i5 és i7 index primerrel, és a tagmentalt DNS mintdhoz adtuk, majd PCR-rel
amplifikalasra kertlt. A PCR 95 °C 30 mp kezdeti denaturacié utan 12 ciklusbal allt (95 °C 10
mp, 55 °C 30 mp, 72 °C 30 mp), amit egy 72 °C-on 5 percig tartd6 végsé elongacios lépés
kovetett, majd a mintdk 10 °C-ra leh(tésre kerliltek. Az igy keletkezett indexalt DNS konyvtar
Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid) tisztitasra kerllt, az oszlopos tisztitasi
protokollt kovetve, majd Qubit® dsDNA HS Assay kittel (Thermo Fisher Scientific)
fluorometrids mennyiségi meghatarozasra kerilt sor. A konyvtar DNS-ek poolozas utan
denaturalasra kertltek, majd ez a denaturalt kbnyvtar feltdltotésre keriilt NextSeq 500/550 Mid
Output flowcell-re (lllumina) 1,5 pM végsb koncentraciéban. A szekvenalas lllumina® NextSeq

500 (lllumina) késziléken kerult elvégzésre.

7.7. Adatelemzés

A kapott szekvencia adatok ellenérzésre kerultek, a rossz min6ségi vagy tul rovid
nukleotid szakaszok (read) kiszlirésével, valamint az adapter régiokat levagasaval. A vagas
utan a readek egy, a génbankbdl szarmazo6 referencia torzs szekvencigjahoz kerult illesztésre.
Ezzel a mddszerrel a virustorzsek teljes, vagy kozel teljes genomja meghatarozasra kerilt.

A Sanger szekvendalasbdl szarmazé elektroferogramok beolvasdséra és szerkesztésére

a BioEdit, illetve a Geneious Prime szoftverek keriiltek felhasznalasra (Hall és mtsai., 1999;
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Kearse és mtsai., 2012). A kapott szekvenciak dsszeillesztése az Ujgeneracios szekvenalas
eredményével a Geneious Prime mellett az AliView szoftver segitségével tértént (Larsson,
2014), igy sikerult a virustorzsek teljes, illetve majdnem telies genomszekvenciait
meghatarozni. A homoldg gének keresése a génbank adatbazisaban BLASTN vagy BLASTX
algoritmussal tortént (Altschul és mtsai., 1990). A kodon alapu tdbbszérés szekvencia
illesztések a Geneious Prime szoftver 2023.1.1. (Biomatters Ltd.) online illesztéprogram
Muscle algoritmuséat hasznalva kerilt elvégzésre (Abascal és mtsai., 2010). A filogenetikai
elemzéseket, illetve a szekvencia illeszkedési szamitdsokat a MEGAX szoftvercsomag
segitségével készitettik el (Tamura és mtsai., 2013). A génspecifikus helyettesité modell
vizsgélata elvégzésre kerllt és a legjobban illeszked6é szubsztiticiés modell kerult
kivalasztasra a Bayesi kritériumrendszer alapjan. A torzsfak készitése maximum-likelihood
modszerrel tortént, az elkészult fak megbizhatdsagat bootstrap elemzéssel (100) ellenériztuk
a MEGAX-ben. A szekvenciak kozti atlagos nukleinsav és aminosav tavolsadgokat SDTv1.2
szoftver segitségével éllapitottuk meg. Az Ujonnan izolalt virustorzsek szekvencia adatai
feltéltésre keriltek a génbankba (OP816667-OP816738, valamint 0Q731506-0Q731576).

37



8. Eredmeények

A pulyka reovirusok Gjabban kilon kutatasi &gat képezi a baromfi reovirusoknak, ezért a
pulyka eredetli mintak eredményeit kilon targyaljuk a hazityuk eredetli mintak eredményeitdl.
Szamos kutato kulon névvel illeti a pulyka reovirusait, TARV (turkey arthritis reovirus), mig az
egyéb madar eredetl reovirusokat tovabbra is ARV-ként (avian reovirus) targyaljak (Jones,
2013; Spackman, 2005). Véleményunk szerint ez segiti az attekinthetéséget, mely allatorvosi

gyakorlati szempontbdl is elényds.

8.1. Reovirusok el6fordulasa pulykaban

Harom esetben gydijtottink pulykakbdl vizsgalati mintakat Magyarorszagon 2016-ban
Békés, Vas és Veszprém varmegyékbdl. A mintagyljtemény 6sszesen 32 db mintat
tartalmazott.

Vas varmegyébdl szarmazo 20 élethetes korl pulykakbdl a vagohidon gydijtottink bél
mintakat (n=7), melyek kozil egy bél mintabdl sikerilt reovirust izolalni. Teljes mértékben nem
tudjuk kizarni a vagéhidon gyjtott mintak kontaminacidjat, ezért az itt talalt izolatumot kizartuk
a tovabbi vizsgalatokbdl és nem elemeztik.

A masodik esetben egy Veszprém varmegyei pulyka telepen gydjtottiink in mintakat
(n=10) 14 napos noévendék bak allomanybodl. Az allomany 10%-4aban észleltiink santasagot és
szétndvést, mig az elhullas normalis szinten maradt. Boncolas soran a csank savés-fibrines-
vérzéses gyulladasa volt lathatd, egyéb elvaltozast nem jegyeztiink fel. Az in mintak kdzul 6
esetben (60 %) sikerilt reovirust izolalnunk.

A harmadik esetben, egy Békés varmegyei nyolchetes hizopulyka &allomanyban
tapasztaltak santasagot és szortsagot. A tinetek az allomany 20%-at érintették, mindkét
ivarban egyenlé mértékben. A csankizilet gyulladasa mellet egyéb elvaltozast nem sikertilt
feltarni. Az elhullott allatokbdl in (n=10) és bél (n=5) mintakat gyUjtottink, melyek kozil egy
darab in és egy darab bél minta bizonyult pozitivnak.

A masodik és harmadik esetekbél szarmazd nyolc izolatumon tovabbi RT-PCR

vizsgéalatokat végeztiink és az igy kapott amplikonokat elemeztik és klasszifikaltuk.

8.1.1. A oC alapu klasszifikacio

A genetikai elemzés eredményeként hét izoldtum a 2-es klaszterhez sorolhaté be (hat
minta a veszprémi masodik esetbdl szarmazik, egy pedig Békésbél), mikdzben egy izolatum

Békésbdl a 3-as klaszterbe tartozik (7. &bra).
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7. &bra. Baromfi eredetti reovirusok oC fehérje szekvenciajan alapulo filogenetikai torzsfaja.
A dolgozatban vizsgalt virustorzsek nevét vastagon szedtik. A rozsaszinnel jelolt torzsek
pulyka eredetliek, a sarga szinnel jelltek csirke eredetliek, a sziirke szinnel jelbltek pedig

facan és fogoly eredetiiek. A genotipusok klaszterbe sorolva és szink6dokkal ellatva

lathatoak Kant és mtsai klasszifikacidja alapjan (Kant és mtsai., 2003).

Erdekes eredmény, hogy az altalunk vizsgélt térzsek kozil az 6sszes inbol szarmazo
virustorzs (n=7) a 2-es klaszterbe kerult, mig az egyetlen bélbél szarmazé izolatum (n=1) a 3-
as klaszterhez tartozott. Tovabba a 2-es klaszterbe tartoz6 virustérzsek nukleotid alapu
O0sszehasonlitasban 100%-0s azonossagot mutatnak egymassal, >99% azonossagot
mutatnak egy 2009-ben Magyarorszagon izolalt TARV-val (2-es klaszter), 95,8 — 97,2%
azonossagot mutatnak az Amerikai Egyesiilt Allamokban izolalt TARV-val (2-es klaszter),
valamint 84% azonossagot mutatnak magyar fogoly eredetli reovirusokkal és 93,5%-ban
azonosak magyar facan eredet(i reovirusokkal (2-es klaszter). A 2-es klaszterbe tartozo csirke
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eredetll ARV-kkel 65,6% - 78,76% azonossagot mutatnak virustérzseink. Leolvashat6 az 7.
abra. rél tovabba, hogy néhany az USA-bél szarmazdé TARV a 4-es, illetve 5-6s klaszterbe

tartozik, ahova jellemzéen csirke eredetli ARV-ket sorolnak a kutatok.

8.1.2. Genom és génszintli elemzés

A munkénk soran vizsgalt virustdérzsek genom szervezédése hasonlé és megfelel az
egyéb magyarorszagi és amerikai referencia TARV-oknak (Mor, 2015; Dandar, 2015; Tang,
2015). Hét vizsgalt virustorzs esetében a teljes genom 23,498 bazispar hosszusagu, mig egy
virustorzs teljes genomja 23,494 bazispar hosszusagu. Az utdbbi esetében az eltérést a pl17
jelt fehérjét kédold génen, illetve néhany UTR 5 végén (UTR= untranslated region, nem-
atirédé szakasz) talaltuk. Ezen eltéréstdl eltekintve minden vizsgalt TARV
genomszervez6édése egyformanak bizonyult, 12 db fehérjét kddol6é gént tartalmaz. Ezek: AA,
1293 aminosav (aa) hosszusagu; AB, 1259 aa; AC, 1285 aa; uA, 732 aa; uB, 676 aa; uNS, 635
aa; oA, 416 aa; oB, 367 aa; oC, 326 aa; oNS, 367 aa; p10, 99 aa; és a p17, 150 aa -hat
torzsben, valamint 146 aa hosszUsagu egy torzsben.

A hét virustdrzs (hat Veszprémbdl, és egy Békésbdél szarmazo) teljes genom szekvencidja
szinte teljes azonossagot mutatott egymassal. A pontmutacidk szama torzsenként és
génenként eltéréen alakult. A AA, oA and oC esetében nem volt eltérés, mig a tobbi gén
esetében akar négy pontmutaciét is azonositottunk (

2. tablazat). A vizsgalt hét virustdrzs génkészlete nagyfoku hasonldésagot mutatott 2009-
ben leirt magyar és minden elérheté 2010 és 2017 kdzott az USA-ban leirt TARV-okkal (7.
abra. ).

2. tablazat. A vizsgalt virustérzsek genomszekvenciajdban megfigyelt pontmutacibinak listaja
és a kovetkezméyes aminosav eltérések (D=aszparaginsav, Y=tirozin, L=leucin, P=prolin,

G=glicin, S=szerin, A=alanin, I=izoleucin)

Gén Minta azonosito Pozicid (nt) Aminosav valtozas
AB 195 1176 -
AC 188 1513 D>Y
189 2964 -
190 3473 L>P
189 3488 D>G
A 188 1554 -
uB 188 1522 S>A
188 1626 -
188 1896 -
UNS 188 602 L>S
188 748 L>1
oB 188 825 -
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oNS 194 180 -
Az Altalunk, 2016-ban izolalt tdrzseket Osszehasonlitva 2009-es magyarorszagi

torzsekkel, a nukleotid szekvencia azonossag az egyes géneket vizsgalva 84,7% és 99,4%
kozotti. A uB, uNS, oC és oNS gének a legnagyobb mértékben azonosak (konzervativ,
megdrzott gének), mig a oB mutatta a legnagyobb eltérést (legkevésbé konzervativ gén
szekvencia). Hasonlé adatokat kaptunk a 2016-0s magyar és az Amerikai Egyesiilt Allamok-
beli TARV-ok esetében (74,7% a puB esetében és 97,2% a oC esetében).

A 2-es Kklaszter teljes adatbazisat vizsgalva, a legalacsonyabb szekvencia
valtozatossagot a virusneutralizalé antigén fehérje kodolasaért felelés oC gén esetében
tapasztaltuk, a UNS és oNS géneket megel6zve. Ez nem is meglepd, hiszen a cC gén alapjan
osztjuk klaszterekbe a torzseket. Ehhez csatlakozik a reasszortacid jelensége, ahol
el6fordulhat, hogy két toérzsnek csak a oC génje hasonlit, mig a tobbi génjében jelentbs
eltérések mutatkoznak, mégis ugyanazon klaszterbe tartoznak.

A HUN209-es jelzésli virustérzs a harmadik békési eset bélmintaibdl, szoros genetikai
rokonsagot mutatott a T1781 jelzésl, 2012-ben izolalt magyarorszagi csirke eredeti
reovirussal. Ez a pulyka virustdrzs legfeljebb 83,1% és 83,7% k6z06tti azonossagot mutatott a
jellemzé magyar és amerikai TARV-kkal (AA gén esetében). Ebben az O6sszevetésben a
legalacsonyabb szekvencia egyezést a oC gén esetében figyeltik meg (50,6% — 54,3%
értékek kdzott).

A filogenetikai elemzés sordn, a 2016-0os és a 2009-es magyar TARV-okat
Osszehasonlitva, a fentebb leirt eredményekkel 6sszecsengd képet kaptunk, mely ramutat a

tobb-génes reasszortaciés eseményekre. (8. abra)
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8. dbra. Szekvencia hasonl6sagok és evollcids kilonbségek a 2-es klaszterbe tartozé
TARV-0k kbzétt. A heged(i alakok a nukleotid azonossagok mértékét mutatjak. A hegeddi
alakban lathat6 vizszintes vonalak az atlagos szekvencia hasonl6sagot mutatjak a 2016-0s
magyar TARV-ok (pontozott vonal), az atlagos szekvenciahasonl6sagot a 2016-0s magyar
és 2009 -es magyar TARV-ok kdz6tt (pontozott-szaggatott vonal), valamint az atlagos
szekvencia hasonldésagot a 2016-0s magyar és az Egyesilt Allamok-beli TARV-ok kozott
(folytonos vonal). Az értékek szazalékban kifejezve a bal oldali y-tengelyen olvashaték le
(nukleotid azonosag %). A tiirkiz szinli pontozott vonal az 4bra als6 részén mutatja a becslilt

atlagos evollciés tavolsagot a teljes vizsgalt populaciéban.
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Az L-osztalyu gének kozll az AA gén toérzsfaja alapjan a 2016-0s magyar torzsek kilén

klasztert alkotnak a 2009-es magyar és az dsszes ismert amerikai TARV-okhoz képest (9.
abraError! Reference source not found.).

Color - country
-USA
~Hungary
~China

Marker - host
A - turkey
@ - chicken
m—partridge, pheasant

X KCB65786 T1781, chicken, HU
KX398322 17227-MH10, chicken, HU @

1007, partridge, HU I
100 MT423657 216/2015, pheasant, HU Bl

01

KUB74316 TARVVN11, turkey, USA

9. abra Kiilénb6zé ARV-k L-, és M-osztalyl génjeinek nukleotid alapu filogenetikai génfaja. A
jelolések a gazdafaj specifikussagot jeldlik; haromszdg: pulyka, kor: csirke, négyzet: fogoly,
facan. Az egyes ,bootstrap™ek hossza a hozza tartoz6 értékekkel a genetikai rokonsagot

vagy masképpen evollciés tavolsagot reprezentaljak.

Ezzel ellentétben, a AB gén esetében kozeli rokonsagi kapcsolatot fedeztink fel a
2016-0s magyar €s 2009-es magyar torzsek kozott, melyek egyeértelmien kildn klaszterbe
tartoznak az amerikai TARV-okhoz képest. Erdekesség, hogy a magyar fogoly reovirusok
szintén egy klaszterbe tartoznak, ha a AB filogenetikajat tekintjik. A AC fehérjét kédold gén
elemzése soran azt talaltuk, hogy a 2016-0os magyar térzsek azonos klaszterbe sorolhatéak
néhany amerikai térzzsel (MN2, MN4 és MN11), viszont mindegyik 2009-es magyar TARV

koz0s klaszterbe tartozik az tobbi amerikai torzzsel. Az M-osztalyu géneket tekintve, a pA
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fehérjét kodoldé gén szekvenciaja alapjan készilt filogenetikai fa topolégidja azonos a AA
esetében az dsszes magyar térzs azonos klaszterbe kerllt az MN4-es jelzésii amerikai TARV-
val. Az dsszes tébbi amerikai TARV kozelebbi rokonsagban all a csirke eredet( térzsekkel.
Mindezek alatdmasztjdk a tbbbszords reasszortaciés eseményeket a pulyka és heterolog
reovirustorzsek kozoétt. A NS gén meglehetésen konzervativnak bizonyult, &m a 2016-0s és
2009-es magyar TARV torzsek egyméassal és két amerikai torzzsel (MN3 és 22342/13)
formaltak egy klasztert. Az 6sszes tobbi amerikai torzs egy masik klaszterbe sorolddott a uNS
filogenetikai fajat tekintve.

A oA gén filogenetikai faja hasonlo6 topolégiat mutatott az AA és pA géneknél leirtakkal.
A oB gént tekintve minden 2016-os magyar TARV kdz0s klaszterbe tartozik az amerikai és
brazil reovirus torzsekkel és kilonallé a 2009-es magyar TARV-oktdl. Végul mind a oC és oNS
meglehetésen konzervativhak és egységesnek bizonyult. Az 6sszes ismert adatbazisban
taldlhatd TARV-ok a genomszekvencia adatok alapjan jellemz&en szoros rokonsagot
mutatnak egymassal és azonos monofiletikus csoportba tartoznak(10. &bra).

Erdekesség, hogy a HUN209-es jelzésii TARV izolatum és a 2012-ben
Magyarorszagon izolalt T1781-es jelzési csirke eredetli reovirus kdvetkezetesen, minden gén
esetében egymashoz szoros kdzelségben helyezkednek (10. dbraError! Reference source

not found.).
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10. abra Kiilbnb6z6 ARV-k S-osztalyu génjeinek nukleotid alapu filogenetikai génfaja. A
jeldlések a gazdafaj specifikussagot jeldlik; haromszog: pulyka, kor: hazitydk, négyzet:
fogoly, facan. Az egyes ,bootstrap™ek hossza a hozza tartozé értékekkel a genetikai

rokonségot vagy masképpen evolucios tavolsdgot reprezentéljak.
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8.2. Reovirusok el6fordulasa hazityukban

Mintagyljtésink egy éven at zajlott 2016-ban, telepellatdé allatorvosok, illetve
szaktanacsado allatorvosok segitségével. Osszesen 391 db mintat sikerilt gyljtenink 38
allattartd telepr6l Magyarorszagon (n=346, 31 telep), Roméanidban (n=36, négy telep),
Ukrajnaban (n=6, kettd telep) és Oroszorszagban (n=3, egy telep). Hazankban Bacs-Kiskun
(n=20), Baranya (n=53), Békés (n=6), Borsod-Abauj-Zemplén (n=40), Csongrad (n=9), Gy6r-
Moson-Sopron (n=30), Hajdu-Bihar (n=44), Szabolcs-Szatmar-Bereg (n=94), és Veszprém
(n=50) varmegyékbdl szarmazé mintak bevonasaval megallapithatjuk, hogy mintagyjtéstink

szinte a teljes orszagot reprezentdlja (11. abra).
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11. dbra Magyarorszagon gydjtétt mintak foldrajzi eloszlasa. A mintak darabszama
varmegyeénként az egyes koérokben lathaté.

Mintaink brojlercsirke allomanyokbol (n=248), hustipusu tenyésztyuk (=brojler szulépar)
allomanyokbdl (n=137) és arutojast termeld tyukallomanyokbdl (n=6) szarmaznak. A Klinikai
hatteret tekintve az egyuttmiikddé allatorvosok beszamoloira hagyatkoztunk és ezek alapjan
a kovetkez6 kategorakba osztottuk mintainkat: santasag, runting-stunting szindréma, szortsag
(=eltér6 fejlettségli egyedek alkotta allomany), hasmenés, hashartyagyulladas, elhullas
(=elhullott allatok szaméanak emelkedése), valamint egészséges (=ARV-specifikus tiineteket
nem mutatd allomany). A gydjtétt mintak nagyjabdl fele egészséges allatokbdl szarmazik

(n=197), mig a mintak masik felét valtozatos tiineteket mutaté allomanyokbdl nyertik (n=194).
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A legjellemzébb allomanyszint(i tinetek valtozatos megjelenésliek és eloszlasuak voltak;
santasag (n=52), runting-stunting szindrébma (n=74), szortsag (n=43), hasmenés (n=5),
hashartyagyulladas (n=6), emelkedett elhullas (n=4). Tiz minta esetében nem tudtuk felmérni

az allomany Klinikai statuszat. (12. abra).
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12. dbra Az ARV-pozitiv (RT-PCR-rel megerdsitve) és ARV-negativ mintak aranya a klinikai

tinet fliggvényében.

Magas aranyban mutattunk ki ARV-t runting-stunting tlinetegylttesben szenved6 (28/74
= 38%), szort fejlettségll (15/43 = 35%) és emelkedett elhullassal kiizdd allomanyokbdl (1/4 =
25%). Kisebb aranyban talaltunk ARV-t sdntasagot mutato (3/49 = 6%) allomanyokban. Az
egészséges allomanyok mintainak 18%-aban talaltunk fertézéképes reovirust (35/197) (Error!
Reference source not found.12. 4bra).

Az ARV+ mintak aranya magasabb a tipikus reovirusos tlineteket mutat6 allomanyokban;
(47/184 minta, 26%), mint az egészséges, ARV-re jellemz6 tinetektél mentes allomanyokban
(35/197 minta, 18%) (12. abra). A kilonbség azonban nem szignifikans (khi-négyzet préba,
p=0,06489022). Ezzel az els6 hipotézistinket cafoltuk, miszerint ,Kelet-Kézép Eurdpai baromfi
allomanyok esetében a reovirusok szignifikAnsan nagyobb aranyban izolalhatéak reovirusra
jellemzd tineteket allatokbdl, mint tinetmentes allatokbdl”.

Mind az ARV tuneteket mutatd, mind az ARV specifikus tlinetektél mentes allomanyokbdl
szdrmaz0 virustorzsek hasonl6 modon oszlanak meg a Il lll., IV. és V.-0s genetikai
klaszterben (15. abra).

A két jellemzd korformanak (runting-stunting szindréma és tenosynovitis) megfelel6en

zbémeében bélbdl (n=318) és inbdl (n=57) sza&rmazo6 mintakat gydjtéttink. Egyes esetekben mas
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szervekbdl (mirigyes gyomor (n=6), sziktomlé (n=5), légcsé (n=2), vese (n=2) és maj (n=1))
szarmazo mintakat is megvizsgaltunk.

A kiilénb6z6 brojler szervekbdl végzett virusizolalasok eredményeit a

3. tablazatban gyidjtottem 6ssze. Az LMH sziOvettenyészeten tapasztalt oOriassejt
képz6dés, mint az ARV fertézésre jellemzé tiinet, 106 mintdban volt észlelheté. Nagyobb
részben azonban negativ eredményt kaptunk (n=285). Minden orszaghal sikeriilt legalabb egy
reovirust izoldlnunk. Magyarorszagon 346-bdl 87 pozitiv, Roméanidban 36 mintabdl 17 pozitiv,
Ukrajndban 6 mintabol egy pozitiv, végul Oroszorszagbdl szarmaz6 harom mintankbdl egy
bizonyult pozitivnak.

3. tablazat. Mintaink virusizolalasi eredményei a mintazott szerveknek megfelelGen.

Mintaszam

Szervminta CPE- CPE+ Osszesen

bél 215 103 318

in 57 57
légcs6 2 2
maj 1 1
mirigyes gyomor 3 3 6
sziktomlé 5 5
Vese 2 2

Osszesen 285 106 391

CPE-pozitiv mintaink bél (n=103) illetve mirigyes gyomor (n=3) mintaink kozul kerultek ki

3. tablazat). Nem tapasztaltunk CPE-t amikor in, légcsé, sziktdoml6, vese vagy maj mintak
inokulumaival fertéztik az egyrétegi LMH sejteket. A reovirus cC kdédold génjére specifikus
RT-PCR vizsgalatokat végeztiink a CPE-pozitiv esetek egy részébdl, hogy megerésitsiik a
kapott eredménytlinket. A CPE-pozitiv mintak 77,4 %-abdl nem végeztink ellenérzé RT-PCR
vizsgalatot, kiléntsen, ha azt az adott allomanybdl mar kordbban elvégeztiik.

A mintazott baromfidllomanyok életkora tag értékek k6zott mozgott. A napos allattdl az 51
hetes korl madarakig bezarélag szinte minden életkort lefednek mintaink. Az allomanyok
jelentés része (277/391, 71%) hat hetes vagy fiatalabb volt a mintavételkor. Ebben a
korosztalyban 68 esetben tudtunk izolalni ARV-t, ami a mintak 83%-anak felel meg. Tiz napnal

fiatalabb allatbol viszont nem sikerlt reovirust izolalni.
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4. tablazat. A virusizolalas eredmeénye a minta szarmazasanak és allomanyszinti tiinetek

fluggvényében.
hasznositas tlnet szervminta mintaszam
ARV- ARV+
arutojo tyuk
hashdrtyagyulladas bél 6
brojler
bél 91 31
egészséges in
mirigyes 1 1
bél 31 22
runting-stunting tinetegyuttes maj 1
mirigyes 2 1
bél 23 15
szOrtsag n !
légcs6 2
vese 2
hasmenés bél 5
elhullds mirigyes 1
bél 3
santasag in 2
n.a. bél 10
brojler sztl6par
bél 44 3
egészséges in 18
sziktomlé 5
. . bél 21 3
santasag ]
in 26
. . . . bél 5 5
runting-stunting tunetegyuttes i 7
Osszesen 309 82

A 5. tablazatbdl az is lathatd, hogy a brojler szlilépar allomanyok atlagos életkora eltér az
egészséges és a tuneteket mutatd allomanyok esetében. Egyes esetekben ugyanazon
allomanyokbdl eltér6 idében tobbszor is vettink mintdkat, igy kaptuk a kovetkezd
eredményeket. ARV-t mutattunk ki 4-6 hetes allomanyokbdl, mikézben az 5-12 napos
mintazott allomanyok negativnak bizonyultak. Tovabba, a brojler szuldépar allomanyok és ezek
fiatal brojler utdédalloményai negativak voltak, azonban négy hetes korban mar ezek az
utédallomanyok pozitivwa valtak ARV-re. Ez a jelenség ramutat a horizontalis fert6z6dés

kockazatara.
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5. tablazat A kiilbnb6zb egészséglgyi statuszu, ARV-pozitiv dllomanyok atlagos életkora.

(n/a= adat nem elérhetd)

allomany atlagos életkora (hét)

klinikai tinet

brojler brojler szil6par
egészséges 4 18
elhullas 4 n/a
runting-stunting tinetegyuttes 3 5
santasag n/a 5
szortsag 4 n/a

Egy 53 hetes korQ arutojo allomanybdl szarmazé bél mintak negativ eredményt mutattak

a virusizolalas soran (n=6).

8.2.1. Az izolalt virustorzsek klasszifikacidja, patoldgiaja,

molekularis jarvanytana

A oC kbédold gén 768 nukleotid hosszusagu szakaszanak vizsgalatat végeztik el a 72 db
CPE-pozitiv virustdrzs szekvenalasi eredménye alapjan. Miutan a kozelebbi rokonséagot
mutatd izolatumokat azonositottuk a Génbankban BLAST rendszer segitségével, paros
azonossagi és filogenetikai elemzéseket végeztiink a genetikai kapcsolatok feltdrasahoz. A
oC kédold gén szekvencidjanak azonossagi és filogenetikai elemzések eredményei szerint a
72 db izolatum 6t genetikai klaszterbe sorolhato (l.-es klasztertdl az V.-0s klaszterig). Az
S1133, 1733 és 2408 vakcinatorzsek az l.-es klaszterbe tartoznak, melyekkel az altalunk
vizsgalt izolatumok mérsékelt szekvencia azonossagot mutattak (nt: 49,7-74,5%; aa: 44,3-
74,6%) (14. abra).

Latva a reovirus klasszifikdci6ban tapasztalhaté bizonytalansagokat, Ugy dontoéttink,
hogy az eredeti Kant és munkatarsai altal leirt sémat alkalmazzuk az elemzések soran (13.
abra) (Kant és mtsai, 2003).
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A Yamaguchi, 2022

+ Palomino-Tapia, 2018
* Ayalew, 2017

| Lu, 2015
® Kant, 2003

Cluster 1
Cluster 2

Cluster 4

Cluster 5

13. dbra. A oC gén 768 bazispar hosszusagu nukleotid szekvencigju részének filogenetikai
faja csirke és pulyka eredetii térzsekkel. R6zsaszinnel jelblve a vizsgalatunkban elemzett
néhany térzset. A kilénbdzd klasszifikacios sémak altal meghatarozott klasztereket
kiilbnb6zb szinekkel jelbltik (Ayalew, 2017; Lu, 2015; Kant, 2003; Palomino-Tapia 2018;
Yamaguchi, 2022).
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14. abra. A vizsgalt virustbrzsek oC kddolbé génjének 768 nukleotid hosszusagu ORF

szakaszanak paros azonosségai. Az izolatumok neveinek szinkddjai a genetikai klasztert
mutatjak: |.-es klaszter — piros; Il.-es klaszter — kék; lll.-as klaszter — sarga; IV.-es klaszter —

z0ld; V.-0s klaszter — r6zsaszin.

Klasztereken bellli izolatumok legalabb 60,7% nt és 60,1% aa azonossagot mutatnak
egymassal és a referencia torzsekkel (l.-es klaszter nt 71.7-99.8%, aa 71.5-100%; Il.-es
klaszter, nt 64.1-100%, aa 65.8-100%; lll.-as klaszter, nt 66.7—97.8%, aa 69.3-97.4%:; IV.-es
klaszter, nt 60.7-100%, aa 60.1-100%; V.-0s klaszter, nt 75.2—99.9%, aa 77.6—99.6%).
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15. dbra. Az altalunk izolalt ARV-k oC fehérjét kddol6 génjének 768bp hosszlsagi szakasza
alapjan készult nukleotid alapu filogenetikai faja. Azonos farmrél szarmaz6 izolatumokat
azonos szinnel jeloltik. Az egyes klasztereket a fa againak szinezése jelzi (Kant, 2003). A
filogenetikai fa a maximum likelihood modszer szerint készilt. A 70 alatti bootstrap értéket
nem tuntettlk fel az abran. Az abra forrasa: Gal és mtsai, 2023; Animals 2023, 13, 2137.
https://doi.org/10.3390/ ani13132137

A Dbetegség klinikai megjelenésével kapcsolatos 0sszefliggések elemzésében
segitséget nyujtott a 15. abra. A specifikus tiineteket mutato 41 tipizalt ARV 15 allomanybdl és
10 farmrdl szarmazott, mig 31 tipizalt ARV torzs tiz egészséges allomanybol és 8 farmrdl
szarmazott. Kettd izolatum klinikai hatterében runting-stunting tiinetegyuttest talaltunk, melyek
ugyanarrol a farmrol szarmaznak és mindkett6 az I.-es klaszterhez tartozik. A Il.-es klaszterbe
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tartozé izolatumok nagyobb részben egészséges allomanybol szarmaznak (n=25) és kisebb
részben runting-stunting szindrémat és santasagot mutaté allomanyokbdl szarmaznak (n=18).
Mindossze egyetlen lll.-as klaszterbe tartozé izolatumrdél allapitottuk meg, hogy runting-
stunting szindromaban szenvedd allomanybdl szarmazik. A 1V.-es klaszterbe tartozé
izolatumok kett6é egészséges allomanybdl (n=4) és hat farm 11 allomanyabdl szarmaznak
(n=20), melyeknél runting-stunting szindrémat, szértsagot és emelkedett elhullast talaltunk.
Kettd izolatum az V.-0s klaszterben egészséges, magyar brojler szilépar allomanybdl
szarmazik. (15. abra) Az |.-es, lll.-as és V.-0s klaszterbe tartoz6 ARV-ket csak magyarorszagi
mintdkbdl tudtunk kimutatni, mig a Il.-es klaszterbe tartoz6 ARV-k Magyarorszag mellett
Romaniaban is eléfordulnak. A lll.-as klaszterbe tartoz6 virust mindéssze egyetlen esetben
tudtunk izolalni, egy runting-stunting szindromaban szenvedd 24 napos Hajdu-Bihar
varmegyei brojler allomany mirigyes gyomor mintajabél (HUN290). Ugyanezen alloméany in
mintdjabol nem, mig bél mint4jabdl sikerilt a Il.-es klaszterhez tartoz6 reovirust izolalni
(HUN287). A IV.-es klaszterbe tartoz6 ARV-ket mind a négy orszaghol szarmazo mintédkban
talaltunk. Ot esetben kilénboz6 klaszterbe tartozé ARV-ket mutattunk ki ugyanazon idében és
teleprél gy(ijtott kilonb6zé mintakbdl. (15. 4bra).

Kilonb6zd orszagokbdl szarmazd virustorzsek esetenként nagyfokl egyezést
mutatnak. A ll.-es klaszterben nyolc romaniai, runting-stunting szindrémat mutat6 brojler
allomanybdl szarmazé izolatum (ROM1-t61 ROMS8-ig) és egy magyar egészséges brojler
allomanybdl szarmaz6 izolatum (HUN312) magas, 99,59-99,73% nt és 99,56% aa egyezést
mutatnak egymassal. A IV.-es klaszterben 11 magyar térzs (HUN327, 330, 334, 335, 338, 340,
344, 345, 348, 349 és 356), melyeket egy brojler teleprél gyjtéttink, 99,46-100% nt és 99,12-
100% aa egyezést mutatott harom Romaniabo6l szarmazé brojler allomanybdél szarmazé
izolatummal (ROM9, ROM10 és ROM11). Itt a magyar brojler allomanyban szo6rtsagot, mig a
roman brojler allomanyban runting-stunting tiinetegyuttest tapasztaltunk. A I1V.-es klaszterben
egy ukran brojler allomanybdl izolalt virustérzs (UKR1) 98,78% nt és 99,12% aa egyezést
mutatott egy magyar brojler térzzsel (HUN296). Ugyanitt egy orosz brojler térzs (RUS1)
86,86% nt és 90,35% aa egyezést mutatott hArom magyar brojler térzzsel (HUN142, HUN143,
HUN144). A 15. abra jol mutatja, hogy egyes esetekben az altalunk jellemzett izolatumok egy
masik kontinensrél szarmazé ARV-vel mutattak szorosabb rokonsagot.

Egy 0t hetes vakcinazatlan brojler szil6par allomany ARV-re jellemzd klinikai tineteket
mutatott: szértsag, hasmenés, runting-stunting szindréma és a kakasok 10%-aban santasag.
Kérboncolas soran a duzzadt csank izilet felett az in savos-fibrines gyulladasat tapasztaltuk.
Minden torekvésink ellenére nem tudtunk reovirust izolalni az in mintakbdl, viszont ugyanazon
allatok bélmintéibdl sikerllt izolalni ARV-ket. Az izoldtumok (HUN107, HUN109, HUN112,
HUN113, HUN114, HUN117, HUN121, HUN122) szoros rokonsagot (91,3-93,2% nt és 90,8-

91,7% aa szintl egyezés) mutattak harom Izraelben 2005-ben tenosynovitisben szenved6
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allomanybdl izolalt reovirussal (ISR528, ISR529 és ISR5212), valamint ugyancsak nagyfoku
egyezést (91,3% nt és 90,8% aa) mutattak az USP_BR_1365-2 virustrzzsel. Ez utdbbit egy
runting-stunting szindrobmat mutato brazil brojler allomanybdl izolaltdk 2019-ben (Goldberg és
mtsai, 2010; De la Torre és mtsai, 2021). Szamos egyéb, egészséges brojler allomanybdl
(példaul HUN178, HUN182), valamint egészséges brojler szilépar allomanybol (HUN168)
izolalt térzsek is szoros rokonsagban éallnak a fent hivatkozott ISR528, ISR529, ISR 5212 és
USP_BR_1365-2 térzsekkel.

Egy malabszorpcids szindrémat mutat6 15 napos brojler allomanybdl szarmazé két minta
(HUN129 és HUN131) nagymértékben azonos (96,5-96,7% nt és 94,3-94,7% aa) a 17227-M-
10 jelzésii torzzsel, melyet ugyanarrél a magyarorszagi farmrol izolaltak 2010-ben. A hat évvel
kordbbi, 2010-es esetben az érintett brojler allomanyban elhaldsos bélgyulladast,
szivburokgyulladast és veseelfajulast irtak le a kutatok (Farkas és mtsai, 2016).

Hasonloképpen harom szinte azonos virustdrzset (HUN142, HUN143 és HUN144)
izolaltunk egy 42 napos tlinetmentes brojler allomanybdl, mely térzsek szoros rokonsagot
(95,3% nt és 95,2% aa azonossdg) mutatnak egy masik, 17203-M-06 jelzésd,
Magyarorszagon 2006-ban tiineteket mutatd brojler allomanybdl izolalt térzzsel. Ez utébbi
esetben a tlnetek kozoétt légzsakgyulladas, elhaldsos bélgyulladas és szivburokgyulladas
keriilt leirasra (Farkas és mtsai, 2016).

Tenyésztyuk allomanyok elérhetd vakcinazasi elézményei alapjan jellemzbéen minden
allatot 6t és kilenc hetes kora kozoétt egy él6 S1133-as jelzésl virustorzset tartalmazo
oltéanyaggal immunizalnak. Ezt kbveti az inaktivalt oltéanyaggal torténd booster vakcinazas
12-14 élethetek kozott. Ez a 1733-as és 2408-as jelzésl virustorzseket tartalmazza.
Esetenként a booster vakcinazast legalabb harom-négy héttel késébb ismétlik a baromfitartok.
Brojler utédallomanyok nem részeslilnek vakcinazasban, itt a minél magasabb anyai
ellenanyagok nyujtanak védettséget az élet els6 heteiben. Mindharom emlitett vakcinatorzs az
l.-es klaszterbe tartozik.

Egy vakcinazott allomanybdl sikerilt egyetlen IV.-es klaszterbe tartoz6 és kettd I.-es
klaszterbe tartozé virustbrzset kimutatni. Az utdbbi azonos genotipusba tartozik a
vakcinatorzsekkel, am minddssze 73-74% nt és aa azonossagot mutat azokkal. Vakcinazott
allomanyokbdl 11 esetben sikertlt reovirust izolalnunk, ezek a Il.-es és V.-0s klaszterbe
tartoznak, ezzel szemben vakcinazatlan brojler allomanyokbdl 61 térzset izolaltunk, melyek az

|.-es, Il.-es, lll.-as és IV.-es klaszterbe tartoznak.
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9. Megbeszelés

9.1. Pulyka eredetii reovirusok

Pulyka reovirusairél (TARV) az elsé adatok az 1980-as évek elején érkeztek a
tudomanyos kozonség elé (Levisohn és mtsai, 1980; van der Heide és mtsai, 1980).
Hamarosan egyértelmiivé valt, hogy a pulyka allomanyokban gyakran el6fordul a reovirus
(Pitcovski és mtsai, 2020; Nersessian és mtsai, 1985). Altalaban alacsony morbiditas és
mortalitas jellemzé a TARV-val fert6zott pulyka allomanyokra mindaddig, amig egyéb
masodlagos kérokozd nem tarsul az eseményhez (Pitcovski és mtsai, 2020; Heggen-Peay és
mtsai, 2002; Guy és mtsai, 1997; Edens és mtsai, 1997). Ugyanakkor a 2010-es években a
TARYV fert6zések emelkedd szamat jelentették az Egyesiilt Allamokban, az érintett farmokon
a morbiditas 10-20%, a mortalitas pedig 10% kortli értéket is elért. Ezekbdl az esetekbdl U
TARV torzseket izolaltak, melyek szokatlan cC genotipussal rendelkeznek (Tang és mtsai,
2015; Mor és mtsai, 2014). Az uj torzsek klinikai jelentésége és farmok kozotti terjedési
képessége egyelére nem ismert.

Jelen vizsgalatunkban a 2016-ban Magyarorszagon izolalt virusok genetikai
tulajdonsagait vetettiik ©6ssze egymassal, valamint mas TARV torzsekkel, hogy tdbb
informaciot kapjunk a fert6zés forrasairdl, orszagon belllli terjedésérél és a vad virusok
genetikai diverzitdsardl vakcinazas hianyaban. A szekvencia adatok gy(jtése soran arra
jutottunk, hogy a TARV nyilvanos szekvencia adatbazisa lassan gyarapodik. Az elérhetd
genom adatok zéme az Amerikai Egyesiilt Allamokbol szarmazik, amelyek néhany magyar
telies genom adattal, valamint brazil és horvat szarmazasu részleges genom szekvencia
adattal egészilinek ki (Lu és mtsai, 2015; Dandar és mtsai, 2015; Rosa és mtsai, 2014). Az
Ujgeneraciés szekvendalas elterjedése ellenére minddssze egy tucat TARV teljes genom
szekvencia érhet6 el a génbankban. Szamos koézlemény alapjan tudjuk, hogy a pulyka
reovirusok elkilonlinek a viziszarnyas eredetl reovirusoktol és egységes kuldonallé kladokat
alkotnak, szintén elkilonllve mas csirke eredetl reovirusoktdl (Mor és mtsai, 2015; Mor és
mtsai, 2014; Mor és mtsai, 2014, Mor és mtsai, 2013). Erdekesség, hogy korabbi kutatasok
koz0s géneket talaltak pulyka eredet(, valamint fogoly és facan eredeti reovirus térzsek kdzott
(Kugler és mtsai, 2016; Farkas és mtsai, 2021).

A reovirusokat jellemz6en a oC fehérjét kddold gén tulajdonsagai alapjan genotipizaljak
(Kant és mtsai, 2003). Hagyomanyosan 6t genetikai klasztert allapitottak meg, mig Gjabb
kozleményekben ezeket UGjracsoportositottak, vagy teljesen 0 klasztereket javasoltak a
kutatok (Lu és mtsai, 2015; Kant és mtsai, 2003; Ayalew és mtsai, 2017; Palomino-Tapia és

mtsai, 2018; Yamaguchi és mtsai, 2022). Az eredeti kdzleményekben a TARV-okat a Il.-es
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klaszterbe soroltak. Ujabb eredmények szerint egyéb klaszterbe sorolhatdé TARV-ok is
okoznak veszteségeket pulyka allomanyokban, ahogyan azt a munkank is alatdmasztja.
Vizsgalataink soran lll.-as klaszterbe sorolhatdé TARV-ot is izolaltunk és leirtunk. Korabban
bizonyitast nyert, hogy a kilénb6zd genetikai klaszterbe tartozé reovirusok kulonb6zé
antigenitasbeli tulajdonsagokkal rendelkeznek (Ayalew és mtsai, 2017). A ll.-es klaszteren
belll, mely a pulyka eredetl reovirusok f6 genetikai klasztere, az amerikai eredetlii TARV-0k
a csirke eredetli ARV-ktdl jol elkilénild csoportot alkotnak (Lu és mtsai, 2015). Miutan a
magyar virustdrzseink cC kodold génjén alacsony variabilitast talaltunk, feltételezzik, hogy ez
egységes antigenitasbeli tulajdonsdgokat eredményez. Figyelembe véve a csirke eredeti
reovirusok ugyanezen génjének (oC) jol leirt magas foku variabilitdsat (De Carli és mtsai,
2020; Sellers és mtsai, 2023), ugy gondoljuk, hogy a pulyka reovirusok esetében tapasztalt
alacsonyabb variabilitas a relative kis mintaszammal és sziik foldrajzi eredettel magyarazhato.
Felveti tovabba a kérdést, hogy a oC kddold gén evoluciéja mennyire kilondlt el a két, szoros
rokonsagban allé baromfi faj, a csirke és a pulyka esetében. Feltételezhetd, hogy a vakcinadzas
jelentds hatassal bir az evolluciés jelenségekre, hiszen a vakcinakat koévetkezetesen és
kiterjedten jellemzéen a hazitydk fajban hasznaljak a tenosynovitis megel&zésére és éppen itt
tapasztalunk nagyobb valtozékonysagot. Raadasul évtizedekkel ezelbtt kezdtek csirkében
vakcinakat alkalmazni, mig pulyka esetében elszértan veszik igénybe a telepspecifikus
autovakcinakat. Miutan a oC fehérje a sejthez kotédésért és szerv tropizmusért is felels, az
itt tapasztalt alacsony valtozékonysag feltételezi, hogy az antigénkétd receptor strukturajdban
sem tapasztalhatunk jelent6s valtozékonysagot. Feltételezve tovabba, hogy a valtozékonysag
ellen haté evolucios korlatok a oC esetén fontosak, talan e két emlitett folyamat egy iranyba
hat. Kivancsian figyelnénk a TARV evolucidjat, ha a pulyka agazat széleskorlien elkezdene
hasznalni olyan vakcinat, mely egy genotipust tartalmaz. Feltételezésink szerint rovid idén
belul itt is emelkedd genetikai variabilitasrol szamolhatnank be a oC fehérjét illetéen.
Véleménylnk szerint érdemes kitagitani a TARV-ok vizsgéalatara szant kutatasokat, hogy az
itt felvazolt esetleges ellentmondasok tisztdzasra kertlhessenek a jovében.

A jelen dolgozatban jellemzett tdrzseket vizsgalva, a oC-hez hasonléan, a gének
tobbségénél alacsony valtozékonysagot tapasztaltunk. A fentiek szerint pulyka esetében
céfoltuk a harmadik  hipotézisinket,  miszerint ,Kelet-Kézép  Eurdépai
baromfidllomanyokbdl izolalt reovirustorzsek oC génjének aminosav és nukleotid
osszetétele jelentdsen kiilonbozik egymastol.” Az egyes szegmensek kédolé szakaszaibol
készilt filogenetikai fak arra utalnak, hogy a TARV-ok reasszortaciés eseményeken mentek
at. Erdekesség, hogy ezen reasszortaciok egy genetikailag stabil génkészletbdl torténtek.
Egyetlen kivétel a uB esetében figyelhetd meg, ahol bizonyitast nyert a csirke és pulyka
eredetli gének talalkozasa. Felmerllhet a kérdés, hogy a két gazdafaj reovirusai kozotti

reasszortacio csak erre a génre korlatozodik-e. Fontosnak tartjuk jobban megérteni a pulyka
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termelési folyamatok soran a kildonb6z6 reovirusok genetikai kapcsolddasi lehetéségeinek
modjat, helyét és gyakorisdgat. Mivel a uB a reovirus kulsé kapszidjaban foglal helyet
(Benavente és mtsai, 2007), joggal feltételezhetjik, hogy befolydsolhatja az antigenitasi
tulajdonsagokat vagy virusneutralizacidés képességeket vagy egyéb modon kapcsolodik a
segithetnének a TARV-nak sikeresen tulélni a gazdaszervezetben.

A 2009-es és 2016-0s magyar TARV-okat molekuléris jarvanytani szempontbdl elemezve
egyseéges képet mutatnak, mig a két idépontban izolalt virusok eltéréek filogenetikailag. Jelen
tudasunk szerint a fenti jelenség inkabb sporadikus terjedés eredménye Magyarorszagon.
Kilénb6zd madarfajok reovirusai esetén egyes gének azonosak, ami feltételezi, hogy
bizonyos mértéki génkicserélédés eléfordulhat idegen madarfajbol szarmazd reovirusok
kdzott. Azonban nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy ezek a pulyka reovirusok cirkulalnanak
vagy gyakran talalkoznanak mas fajbdl szarmazd reovirusokkal Magyarorszagon.
Amennyiben helytalloak az eddigi feltételezéseink, akkor a medfigyelt reasszortacios
események az Osszes vizsgalatba vont TARV-ok esetében a pulykak tartasi helye és a
mintagyijtés helyétdl tavol térténhettek.

A magyarorszagi pulyka allomanyokbdl szarmaz6 TARV-ok genetikailag azonosnak
mutatkoztak. Az eredményeinkbdl ugy tlinik, hogy a hazankban cirkulalé pulyka reovirusok
kozbs eredetiek. Ahhoz, hogy pontosabb képet kapjunk a torzseink leszarmazasi
kapcsolatairdl, tovabbi széleskorii vizsgalatok szukségesek meég tobb virustorzs bevonasaval.
Jelenleg mindéssze néhany forrasbol szerezheté be tenyészpulyka a vilagon, am ezek a
farmok jol szervezett jarvanyvédelmi rendszerekkel rendelkeznek. A pulyka reovirusok
jarvanytananak és a maig tisztdzatlan patogenomikai és transzmisszios képességek
szélesebb korli megértéséhez segitséget jelentene a kiterjedt pulykatartassal foglalkozo

orszagokbal gyUjtétt mintakbdl elvégzett genomikai elemzések 6szténzése.

9.2. Csirke eredeti reovirusok

Egy évet atdlel6 mintagyUljtésink eredményeként nemcsak Magyarorszagrol, hanem a
Kelet-K6zép Eurdpai régio tébb orszagabdl is sikerilt ARV-ket kimutatnunk és elemezniink.
Annak ellenére, hogy a rutin felmér6é vizsgalatot terveztiink, szamos esetben helyi
boncolasokat és az eseteket részleteiben feltaréd informéaciokat is sikerilt begydjtentnk. A
kilféldi mintak esetében a begyljtés és mintaszallitas soran koézremi(kodd szakember
segitette munkankat. Diagnosztikai munkank virusizolalasra és RT-PCR vizsgalatra
tamaszkodott, egyéb differencialé laborvizsgalatot nem végeztink. Talan a diagnosztikai

protokollunk magaban hordoz némi korlatot, hiszen a rendszeriink a sejtvonalakon
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kénnyebben fejl6édé reovirusokat preferalja. Diagnosztikai megkdzelitéslinkkel talan nem
minden potencidlisan ARV-pozitiv mintabdl sikerllt virust izoladlnunk, &am miutan nem
korlatoztuk magunkat betegség specifikus esetekre, jobban megérthettiik az egészséges
allomanyokban cirkulalé reovirusokat is. Az altalunk leirt jelenség, melyben az egészséges
allomanyokbdl izolalt reovirusok szoros rokonsagban alinak beteg allomanyokbdl izolalt mas
reovirusokkal, felhivja figyelminket a veszélyforrasra, miszerint ezek a virusok betegségeket
okozhatnak, amikor késébb az allatokban vagy kdrnyezetikben negativ, hajlamosité hatasok
kovetkeznek be.

Minden izolatumunk az emésztérendszer valamely pontjabdél szarmazik (mirigyes gyomor,
vékonybél és vakbél) fuggetlendl a leirt tinetektél. Santa egyedek esetén ARV-t sikerilt
kimutatnunk a bélbdl, de az inbdl nem. A bélbdl nagy szamban kimutathatd reovirustdorzsek
eléforduldsara szamitottunk. A jelenség, hogy a tenosynovitis tlnetet mutatd csirke
inmint4jabdl nem sikerilt izolalni ARV-t viszont meglepetést okozott és ellentétes mas kutatok
eredményeivel is (Sellers és mtsai, 2017; Sellers és mtsai, 2023; Souza és mtsai, 2018;
Croville és mtsai, 2019). Lehetséges, hogy az inbdl torténé mintavétel idépontja mar a
betegség el6rehaladott stadiumaba csuszott, amikor izolalhatd reovirus jelentésen kisebb
szamban van jelen az elvaltozast mutato tertleteken. Egyéb tényezbk is gatolhattak a sikeres
laboratériumi izolalast, ugy, mint a nem megfelel6 mintaszallitasi vagy tarolasi koérilmények.
Szébbeli kozlés altal Kovacs E. is megerdsitette szamunkra, hogy az inbdl térténd virusizolalas
pontos idézitést és gondos mintakezelést igényel. Itt megjegyzendd, hogy reovirus specifikus
tineteket mutat6 pulykak inmintaibdl sikerdlt reovirust izolalnunk (Lasd még: 8.1. Reovirusok
el6fordulasa pulykaban).

Fontosnak latjuk, hogy megallapitasokat tegylnk a talalt virustdrzsek genetikai
diverzitasaval kapcsolatban, hiszen az utdbbi id6k kdzleményei vilagszerte egybehangzéan
felvetik, hogy a rendszeres vakcinazas altal kialakitott védettség al6l kibujo és betegséget
okoz6 ARV-kben jelent6s genetikai eltéréseket tapasztalnak a vakcinatorzsek genetikai
Osszetételéhez képest (Sellers és mtsai, 2017). A viszonylag révid mintagydjtési periodus
ellenére a hazankban izolalt ARV-k jelent6s genetikai diverzitast mutattak, ami azt jelenti, hogy
napjainkban is tobb genotipus kering Magyarorszagon. llyen médon csirke esetében
igazolast nyert harmadik hipotézisiink, mely szerint ,Kelet-K6zép Eurdpai baromfi
allomanyokbdl izolalt reovirustorzsek oC génjének aminosav és nukleotid 6sszetétele
jelentésen kilonb6zik egymastol”. Vizsgalatunk soran mintainkat 6t genotipusba soroltuk,
melyek megegyeztek a Kant és mtsai altal javasolt genotipusokkal és amelyek globalisan is
meghatarozé genotipusok (Kovacs és mtsai, 2023, Sellers és mtsai, 2023). Ezzel igazoltuk
kutatasunk masodik hipotézisét, miszerint ,,Kelet-K6zép Eurépaban elé6fordulé csirke
reovirusok oC génje alapjan az I-V. genetikai klaszterekbe sorolhatéak”. Természetesen

nem hagyjuk figyelmen kivil mas kutatok javaslatait, melyek egy hatodik klaszter
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meghatarozasat javasoljak (Ayalew és mtsai, 2017; Lu és mtsai, 2015; Palomino-Tapia és
mtsai, 2018; Yamaguchi és mtsai, 2022), &m ezen javaslatok ellentmondasosak, és néhany
esetben a hatodik klaszterként leirt torzsek egyértelmiien egy mar korabban meglévd
klaszteren bellli ledgazast képviselnek (13. dbra). Az elemz6 munkank soran ezért tartottuk
meg a 2000-es években elfogadott, Kant és munkatarsai altal javasolt eredeti klasszifikaciot
(Kant és mtsai, 2003). Nem utolsé sorban a jelen vizsgalatban bemutatott térzsek toékéletesen
illeszkednek az eredetileg leirt 6t klaszterbe.

Az izolatumok nagy része a ll.-es klaszterbe tartozik (n=43), melyet a IV.-es klaszter kbvet
(n=24), majd az |.-es klaszter (n=2) és V.-0s klaszter (n=2), végll a lll.-as klaszter (n=1).

A torzsek eredetének vizsgélatakor kiderilt, hogy a Il.-es és IV.-es klaszterbe tartozé
magyarorszagi és kilfoldi (Romania, Ukrajna, Oroszorszag) torzsek szoros rokonsagot
mutatnak. Ezen orszagok kodzotti szoros kereskedelmi kapcsolatok a baromfiipar teriletén
hozzajarulhattak a hasonl6 oC génnel rendelkezd virustdrzsek terjedéséhez. Mindazonaltal,
feltételezve a reasszortacios folyamatokat ezen virusok esetében, az egyéb génekre is
kiterjedd teljes genom elemzésére lenne szilkség az 6sszefliggések jobb megértéséhez.
Reovirusok telies genom meghatarozasara egyszerli moédszerek is rendelkezésre allnak,
melyeknek sok hasznat vehetné a szakma tovabbi tudomanyos vitdk eldontésében vagy akar
jogi vitdk eldéntése soran (Farkas és mtsai, 2016; Chrzastek és mtsai, 2022).

Irodalmi adatok szerint az l.-es klaszter a vilagon mindenhol gyakran el&fordul (De Carli
és mtsai, 2020; Kovacs és mtsai, 2023). Sajat vizsgalatunk soran 72 izolatumbdl mindbssze
kettd (3%) esett az l.-es klaszterbe, melyek egyébként tavol estek az S1133-as
vakcinatorzstél. A kiterjedt vakcinazottsag ellenére nem izolaltunk S1133 vackinatorzs
derivatumot sem, aminek oka lehet, hogy a mintavételek idépontjai nem estek egybe a vakcina
virus Uritésének normal idéablakaival ezekben az allomanyokban. Erdekesség, hogy az |.-es
klaszterbe tartoz6 reovirusokat viszonylag gyakran izolalnak vad madarakbdl és ezek kozeli
rokonsagot mutatnak az S1133-as jelli vakcinavirussal (Choi és mtsai, 2022; Kim és mtsai,
2022). lzolatumaink szélesebb foldrajzi terlletrél szarmaznak, hasonléan mas kutatokhoz,
akik mind az 6t kontinensen mutattak ki reovirusokat (Kovacs és mtsai, 2023). Az Amerikaban
betegségeket okozo térzsek jellemzéen az I-es, Il.-es és V.-6s klaszterbe tartoznak. Erdekes,
hogy minddssze néhany IV.-es klaszterbe tartozo torzset talaltak Dél-Amerikaban, mig Eszak-
Amerikdban sokkal nagyobb aranyban mutattdk ki, még akkor is, ha nem ez a dominans
genotipus (Ayalew és mtsai, 2017; De Carli és mtsai, 2020; Lu és mtsai, 2015; Kant és mtsai,
2003; Palomino-Tapia és mtsai, 2018; Sellers és mtsai, 2023). Eurdpai orszagokban
(Magyarorszdg, Németorszag, GoOrogorszag, Lengyelorszag, Romania, Oroszorszag,
Spanyolorszag, Ukrajna és Hollandia) f6képp a IV.-es klaszterbe tartozo térzseket mutattak ki.

Azsidban és a Kozel-Keleten a IV.-es és Il.-es klaszter képvisel6i dominalnak (Goldberg és
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mtsai, 2010; Dandar és mtsai, 2013; Kant és mtsai, 2003; Farkas és mtsai, 2016; Kovacs és
mtsai, 2023).

A Hajdu-Bihar varmegyei 24 napos brojler allomanyban egyidében két kiilén klaszterbe
tartozé reovirust is talaltunk. A mirigyes gyomorban lll.-as klaszterbe tartozé ARV-t, mig a
vékonybélben Il.-es klaszterhez tartozé reovirust mutattunk ki runting-stunting szindromaval
osszefiiggésben. Erdekes lenne tovabbi fertézéses vizsgalatba vonni ezen térzseket, hogy
egyenként milyen klinikai tiineteket okoznanak, esetleg felerésitik-e egymas hatasat. Erdekes
volna tovabbé igazolni a feltevésiinket, hogy a lll.-as klaszterbe tartoz6 ARV-nek nagyobb
affinithsa van megtelepedni a mirigyes gyomorban, mint egyéb szervekben. Ez igazolhatna
sajat eredményeinket, miszerint a lll.-as klaszterbe tartoz6 reovirust csak a mirigyes
gyomorban talaltunk, pedig tobb sz&z bél mintat vizsgéltunk. llletve igazolna, hogy oC-ben
tapasztalt jelentésebb eltérés a reovirus szervtropizmusara is jelentds hatassal van.

Vizsgalatunkban  ARV-ket tudtunk kimutatni runting-stunting tlnetegydittes,
szétnbvés/szortsag, emelkedett elhullas és santasag tiineteit mutato allatokbol. Nem talaltunk
Osszefliggést a klinikai tinetek és a genetikai klasszifikacié kozott, talan a viszonylag alacsony
mintaszam miatt. Ezzel a negyedik hipotézisiinket cafoltuk, miszerint , Kelet-K6zép
Eurépaban csirkébdl és pulykabol izolalt reovirustorzsek oC proteint koédolé S1
génszakaszanak nukleotid 6sszetétele meghatarozza a reovirus okozta betegség
klinikai megjelenését”. Hasonl6rol szamolnak be Kant és munkatarsai és mas kutatok sem
tudtak eddig dsszefliggést talalni baromfiban a reovirus patoldgiaja és a oC alapu filogenetika
kozott (Ayalew és mtsai, 2017; Goldberg és mtsai, 2010; Kant és mtsai, 2003; Yamaguchi és
mtsai, 2022; Kovacs és mtsai, 2023). igy juthatunk arra kovetkeztetésre, hogy a oC alapu
genotipus-specificitds nem, vagy nem kizarélag hatarozza meg az ARV okozta betegségek
megjelenését. ValdszinUsithetd, hogy egyéb genetikai jelenségek, beleértve a mutaciokat a
meghatarozé géneken, vagy ARV varidnsok meghatarozott gén konstellaciéban jatszanak
kdozre a patogenitasban. Vitan felul all, hogy tovabbi kutatdsok sziikségesek a reovirus
patogenitasi tulajdonsagainak megértéséhez. A reovirusok biologidjanak mélyebb
megértéséhez és fejlettebb vakcinak kifejlesztéséhez a jovében érdemes lesz U
technolégidkat, mint példaul a plazmid alapu reverz genetikai rendszereket készség szinten
elsajatitani. Brojler allomanyok veszetségeit jelentésen csokkenthetjiik a megfeleld maternalis
ellenanyagok biztositasaval, mely a megfeleld szilépar vakcinazassal érhetd el. Az akutalis
szakmai allaspont szerint révidebb tavon a multivalens vakcinak jelentik a legigéretesebb
megkdzelitést az ARV visszaszoritasara (Ayalew és mtsai, 2023). Erdekes felvetés a régio-
specifikus vakcina tervezés, am figyelembe véve a globalis aru- és éléallatkereskedelmet,

talan révidebb tava eredményekkel szamolhatunk ezekkel.
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10. Hipotezisvizsgalat

1. Kelet-Kdzép Eurdpai baromfi allomanyok esetében a reovirusok szignifikansan
nagyobb aranyban izolalhatéak beteg allatokbdl, mint egészséges allatokbol.
> Nem lgazolt
2. Kelet-Kézép Eurépaban eléforduld csirke reovirusok oC génje alapjan az I-V. genetikai
klaszterekbe sorolhatoak.
> |gazolt
3. Kelet-Kézép Eurdpai baromfiallomanyokbdl izolalt reovirustdrzsek oC
génjének aminosav és nukleotid 6sszetétele jelentésen kulonbozik egymastol.
> |gazolt csirke esetében és nem igazolt pulyka esetében
4. A Kelet-Kdézép Eurdpai csirke és pulyka allomanyokbdl izolalt reovirustérzsek oC
génjének aminosav és nukleotid 6sszetétele meghatarozza a reovirus okozta betegség
klinikai megjelenését.

> Nem igazolt
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11. Uj tudomanyos eredmények

Ez az els6 atfogd kutatas magyarorszagi és Kelet-Kdzép-Eurdpai baromfiallomanyok
reovirus fertézottségének felmérésében, kiterjesztve a reovirusok klinikuméra, genetikai

diverzitdséara, valamint ezek 6sszefliggésének vizsgélatara.

Szinte azonos oC genetikaval rendelkezd reovirust mutattunk ki ugyanarrél a brojler
teleprdl hat év kilbénbséggel, mely felveti a lehetéségét annak, hogy a reovirus képes egy
farmon hosszu id6én keresztil életben maradni az immunitasért felelés oC fehérje Iényeges

valtozasa nélkul.

Csirkék esetében a lll.-as genetikai klaszterbe minddssze mirigyesgyomor-mintabol
szarmazo izolatum kerdlt, annak ellenére, hogy tébb szaz bélmintat viszgaltunk meg. Hasonl6
eredményrél eddig nem szamoltak be. Tovabbi kutatast igényel annak tisztdzasa, hogy vajon
a lll.-as klaszterbe sorolhaté ARV-k esetében szervtropizmusrol van-e szo.

Eredményeink szerint a magyarorszagi pulyka eredetli reovirusok genetikailag
azonosnhak mutatkoztak, fuggetlentl a féldrajzi eredetiktél. Ramutattunk tovabba arra, hogy a

Magyarorszagon cirkulalé pulyka reovirusok kézos forrasbol szarmaznak.

El6szor izolaltunk és irtunk le Ill.-as klaszterbe sorolhaté pulyka eredetii TARV-ot. Eddig
ebbe a klaszterbe csak csirke eredetli reovirusokat soroltak. Valdsziniileg ez fajok kdzotti

atugras eredménye.

A pulyka reovirusok uB fehérjéje esetében el6szor figyeltik meg a csirke és pulyka

eredetl gének transzferét.

A vakcinazatlan brojler allomanyokbdl szarmazo6 virustdrzsek nagyobb valtozékonysagot
mutattak a vakcinazott allomanyokbol szarmazé rokonaikhoz képest. Tovabbi vizsgalatokat
igényel annak megértése, hogy a kuloénb6zd vakcinazasi sémak alkalmazasanak milyen

hatasa van az Uj virustérzsek kiszelektalédasara.
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12. Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretném megkdszonni mindkét témavezetémnek, Dr. Farkas Szilvianak és
Banyai Krisztiannak, hogy lehetéséget teremtett a doktori munkam végzéséhez. Bizalmukkal,
tanacsaikkal, véleményikkel végig tamogattak ebben a hosszura nyult munkaban. Készéném
Dr. Horvath-Papp Imrének az atadott mintakat, valamint az 6sszes kézrem(ikédd allatorvos
kolléga segitségét, akik mintéikkal segitettek elkésziteni ezt a széleskorl felmérést.

Koszonom az Uj kérokozok témacsoport minden egykori és jelenlegi munkatarsanak,
kulonosképpen Varga-Kugler Renatanak és Fehér Enikdnek, hogy rengeteg tirelemmel és
kitartassal fordultak felém. Oszténzésiik és segitékészségiik nagyban hozzajarult ahhoz, hogy
a munkédm elkészllt. Ihdsz Katalinnak kulon kdszondm a mintdim rendszerezésében és
nyilvantartasaban nyujtott segitségét.

Haldsan kodsz6ndm a csalddomnak, hogy nyugodt és kiegyensulyozott hatteret
biztositanak szamomra. Koszéném a feleségemnek, Boglarkanak, hogy mindig képes volt
lelket dnteni belém és lehetdvé tette, hogy idém legyen a munkdmra. Es végil, de nem
utolsésorban kdszénom kislanyomnak és kisfiamnak, hogy egy kis id6ét azért mindig hagytak
nekem munkara.

Munkamat a Magyar Nemzeti Tudomanyos Kutatasi Alap [K120201] tAmogatta. A munka
tovabbi palyazati forrasa a kovetkezd volt: Fert6zé allatbetegségek, antimikrobialis
rezisztencia, allatorvosi kbzegészséglgy és élelmiszerlanc-biztonsadg Nemzeti Laboratériuma
(ikt.sz.: RRF-2.3.1-21-2022-00001).
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15. Abrak és tablazatok jegyzéke

15.1. Abrak

1. abra.

2. abra.

Egy madar reovirion sematikus felépitése. (A kép forrdsa: Benavente és Martinez-
(0701 r= 121 010 ) TSR 14
Az S1 policisztronos genomszegmens felépitése az AVS-B jel(i madar reovirus torzs

PEIAJAN DEMULALIVA .......coeiieieii e e 14

3. &bra. Tiz vizsgalt magyarorszagi, a T1781, valamint az S1133-as és AVS-B

4. abra.
5. abra.
6. abra.

7. abra.

8. abra.

referenciatérzsek genomszekvenciainak bioinformatikai elemzéseinek eredményei: A
magyarorszagi torzsek szekvencia-6sszehasonlitasa 71,1-100% ko6zotti nukleotid-
azonossagot és 83,0-100% kozo6tti aminosavszekvencia hasonlésagot mutatott,
kivéve a uB és oC géneket, ahol nagyobb genetikai variabilitast figyeltek meg.
Ezeknél a géneknél a nukleotid-azonosséag 62,7-99,8% (uUB) és 52,9-100% (cC), mig
az aminosav-azonossag 71,3-99,7% (uB) és 46,2—100% (oC) kozotti értékeket adott.

(A kép Farkas és mtsai, 2016-0s kozleményébdl szarmazik)............ccccvveeevieennnnns 16
Sematikus abra a reovirusok sejtbe jutasa és sejten bellli replikacigjardl............... 18
QIAGEN One-Step RT-PCR protokoll oC génre. Gyartoi utasitas........................... 33
A PCR termék szekvenciameghatarozasa BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing

Kit (Applied Biosciences) alkalmazasaval. Gyartli utasitas. ...........ccccccceeeiniiiinnne. 35
Baromfi eredetli reovirusok oC fehérje szekvenciajan alapul6 filogenetikai torzsfaja.
A dolgozatban vizsgalt virustdrzsek nevét vastagon szedtik. A rézsaszinnel jelolt
torzsek pulyka eredetliek, a sarga szinnel jeldltek csirke eredetiiek, a szirke szinnel
jeloltek pedig facan és fogoly eredetliek. A genotipusok klaszterbe sorolva és
szinkddokkal ellatva lathatéak Kant és mtsai klasszifikacidja alapjan (Kant és mtsai.,
12010 1 3 TR RSP PPPPRPR 39
Szekvencia hasonldsagok és evollcios killbnbségek a 2-es klaszterbe tartozé TARV-
ok kozott. A hegedi alakok a nukleotid azonossagok mértékét mutatjak. A hegedi
alakban lathaté vizszintes vonalak az atlagos szekvencia hasonlésagot mutatjak a
2016-0s magyar TARV-ok (pontozott vonal), az atlagos szekvenciahasonlésagot a
2016-0s magyar és 2009 -es magyar TARV-ok k6zoétt (pontozott-szaggatott vonal),
valamint az atlagos szekvencia hasonlésagot a 2016-os magyar és az Egyesiilt
Allamok-beli TARV-ok kozétt (folytonos vonal). Az értékek szazalékban kifejezve a
bal oldali y-tengelyen olvashatok le (nukleotid azonosag %). A turkiz szin( pontozott
vonal az abra alsé részén mutatja a becsult atlagos evollciés tavolsagot a teljes
ViZSQAIt POPUIACIODAN. ... 42
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9. abra. Kiilénb6z6 ARV-k L-, és M-osztalyl génjeinek nukleotid alapu filogenetikai génfaja. A
jelolések a gazdafaj specifikussagot jel6lik; haromszog: pulyka, koér: csirke, négyzet:
fogoly, facan. Az egyes ,bootstrap”-ek hossza a hozza tartoz6 értékekkel a genetikai
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