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1. Bevezetés

A baromfifajokban el6forduldé adenovirusokat a 2005-ben hivatalossa valt
rendszertani beosztas szerint harom nemzetségbe soroljuk az Adenoviridae csaladon belll.
A Si- és Atadenovirus génuszba egy-egy baromfibdl izolalt adenovirus tartozik, és
mindkettének ismert a teljes genomszekvenciaja. Azonban a madar-adenovirusok tébbségét
magaban foglalé Aviadenovirus nemzetség tagjai kézil munkam kezdete el6tt csupan két
hazityuk-adenovirus telies genomjanak elemzését koézolték. A pulyka vagy a kilonféle
vizibaromfi fajok aviadenovirusaibdl csak a legfontosabb kapszid fehérje, a hexon génjének
rovid szakaszaibdl volt ismert szekvencia.

Részleges hexon gén szekvenciak alapjan végzett elézetes tdrzsfa-rekonstrukcids
szamitasaink szerint a ludalakuak (Anseriformes) aviadenovirusai hatarozottan elkiléniinek
a tyukalakuak (Galliformes) aviadenovirusaitdl. Ezzel szemben a pulyka aviadenovirusai
nagyfoku hasonlésagot mutatnak a hazityuk aviadenovirusaival. A DNS-kimutatason alapuld,
modern és érzékeny diagnosztikai médszerek alkalmazasaval kiderilt, hogy adenovirusok
jelenléte a hazai libaallomanyokban nem ritka, de esetleges kortani szerepikre vonatkozé
adatok nem alltak rendelkezéslnkre.

Egy hazai izolalasu pulyka-adenovirus torzs molekularis klonozasat és DNS-
szekvenalasat mar elkezdték laboratériumunkban. Ezért munkam céljaul ennek a torzsnek a
telies genomszekvenalasat tliztik ki. Tovabba egy szintén hazankban izolalt liba-adenovirus
torzs teljes genomjanak bazis-sorrendjét is meg kivantuk hatarozni. Ezutan szamitégépes
programok segitségével terveztik azonositani a mas adenovirusokban is megtalalhato,
ismert géneket, és elemezni a varhatéan eléforduld ismeretlen ORF-ek méretét, szamat és
pontos helyezédését.

A genomszekvenalasi projekttel parhuzamosan terveztik tovabbi pulyka-, liba-, tyuk-
és vadmadar-adenovirus mintak vizsgalatat olyan esetekbél, amelyek hatterében
adenovirusok, mint korokozok feltételezhetéek. Ezekbdél PCR segitségével terveztik
feler6siteni a hexon gén bizonyos szakaszait, majd szekvenciajukat meghatarozva ennek
alapjan tipizalni a virusokat. Megkiséreltik mas génszakaszok (DNS-polimeraz) PCR-rel
torténd felerésitését is, és vizsgaltuk ezek alkalmazhatdsagat a tipizalasban.

Kutatasaink nemzetkozi érdekl6désre is szamot tartd, elméleti és gyakorlati
eredményekkel is kecsegtettek. Feltételeztik, hogy alapkutatasi eredményeink a madar-
adenovirusok rendszertananak és feltételezett evolucios utjanak pontositasahoz jarulhatnak
hozza. A diagnosztikai médszerek tokéletesitése, az egyes kérképek és adenovirus tipusok
kozotti esetleges 6sszefliggések feltarasa pedig fontos adatokat szolgaltathat a baromfi-

egészséglgy szamara.



2. Anyag és modszer

2.1. A pulyka- és liba-adenovirus 1 tipusok térzseinek szekvenalasa

Egy hazai izolalasu pulyka-adenovirus térzset vizsgaltunk, amelyet dr. Palya Vilmos
izolalt l1éguti tineteket mutatd, 10 hetes pulykakbdl csirkeembrié majsejteken. A térzs neve,
melyet vizsgalataink utan a pulyka-adenovirus 1 (azaz turkey adenovirus 1, TAdV-1)
prototipus térzsének javasolunk, D90/2 volt. Hasonléképpen a liba-adenovirus 1 (goose
adenovirus 1, GoAdV-1) prototipus torzsének javasoljuk a P29-es jelzésl dr. Palya Vilmos
altal szintén hazankban libaembrid majsejteken izolalt virust. A tovabbiakban TAdV-1 és
GoAdV-1 néven targyalom ezeket. A TAdV-1 esetében a véletlenszeril klonozas, a GoAdV-1

esetében pedig az un. ,sérétespuska” (shotgun) szekvenalas modszerét alkalmaztuk.

2.2. Egyéb madar-adenovirus mintak PCR-es vizsgalata

Osszehasonlitas céljabol a korabban publikdlt belfasti TAdV-1 és -2 tipusok
prototipus torzseit is vizsgaltuk, tovabba egy prototipus tyuk-adenovirus (fowl adenovirus,
FAdV) térzsgyljtemény 10 kilénbdzd tipusba tartozé térzsét (FADV-2-8b, -10, -11) is. Ezen
kivil aviadenovirusos fert6zottségre gyanus, gyakorlati esetekbdl is kaptunk mintakat vagy
izolatumokat. Ezeket a mintakat az adenovirusok DNS-fliggéd DNS-polimeraz génjére
iranyuld PCR-rel, valamint a virus f6 szerkezeti fehérjéjének, a hexonnak a génjére iranyulo

PCR-rel is vizsgaltuk.

2.3. Alkalmazott bioinformatikai modszerek

A szekvenciakat a Staden programcsomag segitségével szerkesztettik és illesztettiik
O0ssze. A TAdV-1 és GoAdV-1 genom virtudlis restrikcids endonukleazos emésztését a
pDRAW32 program segitségével végeztik el. A genomokat az Artemis program
segitségével értelmeztiik. A szarmaztatott aminosavszekvenciakban feltételezhetd megdrzott
doméneket az InterProScan Sequence Search hasznalataval kerestink. A filogenetikai

szamitasokat a Phylip programcsomaggal végeztik.



3. Eredmények

3.1. A genomok virtualis restrikcios endonukleazos emésztése, és a
belfasti TAdV-1 és -2 torzs vizsgalata

A vizsgalt pulyka-adenovirus D90/2 torzs, valamint liba-adenovirus P29 torzs virtualis
restrikciés endonukledzos emésztése alapjan kapott fragmentummintédzat eredménye
jelentbésen eltért az irodalomban korabban kézolt TAdV-1 és -2, valamint GoAdV-1, -2 és -3
DNS-ének megfeleld restrikcios enzim mintazatatél. A hexon génre iranyuld6 PCR termék
szekvenciaelemzése tovabba kimutatta, hogy az eredeti belfasti TAdV-1 izolatum

tovabbpasszalt leszarmazottja mara a FAdV-8a tipussal egyezik meg.

3.2. A pulyka- és liba-adenovirus 1 genomjanak tulajdonsagai

A GenBank Nucleotide adatbazisaban a TAdV-1 teljes genomja a GU936707 szamon
érhetd el, a GoAdV-1 teljes genomja pedig a JF510462 szamon.

A TAdV-1 telies genomja 45.413 bp-bdl all, ami eddig a leghosszabb ismert
adenovirus genom. G+C-tartalma 67,55%, ami ugyancsak az eddigi legmagasabb a teljes
genomszekvenciak kozott. A forditott végismétiédések (inverted terminal repeat, ITR) hossza
95 bp. A GoAdV-1 genomja 43.376 bp-t tartalmaz, G+C-tartalma 44,6%, az ITR 39 bp. A
genomtérképeket az 1. abra mutatja be.

Mindkét genom kozponti régidja meg6rzott sorrendben tartalmazza azt a 16 geént,
mely minden adenovirusban igy talalhaté meg. Ezekhez illeszkedik még az U-exon és a fiber
génje, hasonléan, mint a harom ismert genomu tyuk-adenovirusban is. A TAdV-1
genomjaban egy teljes és két csdkevényes fiber gént talaltunk, a GoAdV-1 genomjaban
pedig két teljeset. A TAdV-1 bal genomvégén megtalaltuk az ORF0, ORF1, ORF1A, ORF1B,
ORF2, ORF12, ORF13, ORF14 és ORF24, mig a jobb végén a lipaz, ORF8, ORF9, ORF11,
ORF17, ORF20, ORF20A, ORF22 és ORF26 homoldgjat. Mindéssze egy olyan ORF-et
(ORF50) talaltunk a jobb végen, melynek szarmaztatott terméke nem mutatott homoldgiat a
GenBankban talalhaté egyetlen fehérjével sem. A GoAdV-1 bal genomvégén az ORF1,
ORF2, ORF12 és ORF24 homologjat, valamint 2 Uj ORF-et (ORF51, ORF60) talaltunk. A
jobb végén az ORF20, ORF20A és ORF22 homoldgjat talaltuk meg, a lipaz gént
duplikaldédva, és 8 teljesen Uj ORF-et (ORF52-ORF59).

3.3. Filogenetikai elemzések

A telies hexon gén szarmaztatott aminosavszekvenciajan alapulé térzsfa-
rekonstrukcidés elemzésen a kilénbdz6 génuszok tagjai egyértelmlien elkilonlltek a

torzsfan, és ezt a magas bootstrap értékek is megerdsitették. Mind a két szekvenalt torzs
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1. abra: A pulyka-adenovirus 1 (TAdV-1) és liba-adenovirus 1 (GoAdV-1) teljes genomjanak géntérképe. A hat vilagossziirke csik a hat leolvasasi keret. Az
exonokat vékony vonalak kétik 6ssze. Zold nyilak: a teljes Adenoviridae csaladban meg6rzott kdzponti genomrégio génjei. Piros nyilak: minden
aviadenovirusban megdrzott gének. Sarga nyilak: csak egyes aviadenovirusokban megtalalhaté gének. Fehér nyilak: egyedi, homolég nélkili gének. A
fiber-2-L és fiber-2-R a TAdV-1 genomjaban a masodik fiber génbdl eredé két csokevényes fiber gén. ism — ismétiédéseket tartalmazé régio; ITR — inverted
terminal repeat, forditott végismétlédés; pTP — terminalis protein prekurzora; DBP — DNA-binding protein, DNS-k6td fehérje

A szines abra megtekinthet6 a tézisek digitalis valtozataban az Allatorvos-tudomanyi Doktori Iskola honlapjarél letdltve:
http://phd.univet.hu/lapok/A-index-ert.htm



egyértelmiien az Aviadenovirus génuszba osztalyozédott, de filogenetikai tavolsaguk a tobbi
fajtol megalapozza uj fajokként torténd elismerésuket (2. abra).

A vizsgalt 10 tyuk-adenovirus referenciatérzs DNS-fliggé DNS-polimeraz génjének
részleges szekvenciajat HM853995-HM854004 elérési szamon helyeztik el a GenBankban.
A torzsfarekonstrukcios elemzés az egy fajba sorolt tipusokat monofiletikusan abrazolta, sét
a FAdV-D és -E faj tipusai egy fajon belll aminosav szinten teljes mértékben megegyeztek.
A tyuk-adenovirusok 6t faja azonban jol elkildnithetd a torzsfan, amit a magas bootstrap
értékek is aldtdmasztanak.

Az Aviadenovirus génuszon belll a vizibaromfi fajok adenovirusai hatarozottan
elklénilnek a tyukalakuak adenovirusaitél. A baromfi-adenovirus mintak PCR-es vizsgalata
alapjan a hazankban eléforduld tyuk-adenovirusok tébbsége a FAdV-D vagy -E, kisebb
része a FAdV-A fajokba sorolhaté. A vadmadar mintakbdl at-, avi- és sziadenovirusok is

kimutathatoak voltak.
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2. abra: Adenovirusok teljes hexon génjének szarmaztatott aminosavszekvenciajan alapulé
torzsfa-rekonstrukcids elemzés. A térzsfat a megjelenitéshez a fehér tok 1-es tipusu
adenovirusaval gyokereztettik. Az adenovirus tipusokat a fan a gazdaallat nevével és a
tipusszammal tintettiik fel (ragadoz6é madar 1: raptor adenovirus 1). A vizsgalt pulyka- és liba-
adenovirus 1 tipusokat félkbvéren és nagyobb betlimérettel tiintettik fel. DéIt betlivel a
génuszokat jeldltuk. A bootstrap értékek 1000 analizisre vonatkoznak, és akkor tintettik fel 8ket,
ha 750-nél nagyobbak.
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4. Megbeszélés

4.1. Pulyka- és liba-adenovirus 1

Kutatécsoportunk els6ként hatarozta meg nem hazityuk eredetli aviadenovirusok
telies genomjanak szekvencigjat. Eredmeényeinket 0sszevetve mas kutatocsoportok altal
kozolt adatokkal, az alabbi kOvetkeztetésekre jutottunk.

Az évtizedekkel ezel6tt leirt TAdV-1 és GoAdV-1 eredeti izolatuma mara nem
elérhetd, szekvencia pedig nem all rendelkezésre belblik. Ezért célszerlinek latszik, hogy a
témaban kulondsen aktiv kutatokkal torténd egyeztetés utan az altalunk szekvenalt D90/2
pulyka-adenovirus és P29 liba-adenovirus térzs képviselje ezentul a pulyka-adenovirus 1 és
liba-adenovirus 1 tipusokat. A térzseket ilyen szammal javasoljuk referenciatérzsnek, annak
ellenére is, hogy a genomok virtualis restrikcids enzimes emésztése megmutatta, ezek a
toérzsek nem egyeznek meg az eredetileg leirt TAdV-1 és GoAdV-1 tipusok torzseivel. Nem
tartjuk ugyanis ésszerlinek az eddigi szamozas folytatasat, mivel a régi tipusokbdl
semmilyen szekvenciainformacié nem all rendelkezésiinkre, és ez varhatéan nem is fog
valtozni. Az eredeti belfasti TAdV-1 tipus térzsének tovabbpasszalt leszarmazottja mara
ugyanis a FAdV-8a tipussal (58-as térzs) egyezik meg.

Eredményeink (genomszervez6édés, homoldg gének, splice-helyek, proteaz vagasi
szignalok, gazdafaj) alapjan elmondhatjuk, hogy a két vizsgalt virus az Aviadenovirus
génuszba tartozik, és ezt a torzsfarekonstrukcios elemzés is alatamasztja. Ugyanakkor
mindkét virus olyannyira elkilénul a mar elfogadott aviadenovirus fajoktdl, hogy uj fajként
valo elfogadasuk megalapozottnak tekinthetd. Ezért a Nemzetkdzi Virusrendszertani
Bizottsag felé hivatalos javaslatot fogunk tenni, melyben javasoljuk a Turkey adenovirus B faj
elfogadasat a TAdV-1 tipus részére, tovabba a GoAdV-1 tipus besorolasat a Goose

adenovirus fajba.

4.2. A tyuk-adenovirus referencia torzsek filogenetikaja; polimeraz
gén alapu PCR a diagnosztikai kimutatasukra

Az adenovirusok DNS-fliggéd DNS-polimeraz génjén alapuld térzsfarekonstrukcios
elemzés szerint a tizenkét tydk-adenovirus tipus 6t f6 kladba sorolédik, melyek megfelelnek
a tyuk-adenovirusok 6t elfogadott fajanak. Ez az els6 olyan PCR, mely ugy képes kimutatni a
tyukokat fert6z6 avi-, at- és sziadenovirusokat, hogy primereit nemcsak a tyuk-adenovirusok,
a pulyka vérzéses bélgyulladasanak virusa (turkey hemorrhagic enteritis virus, THEV,
TAdV-3) és a tyuk tojashéjképzddési zavaranak virusa (egg drop syndrome virus, EDSV,
kacsa-adenovirus 1) alapjan tervezték, ezért Uj, eddig nem ismert adenovirusok, esetleg (j

tyuk-adenovirusok kimutatasara is alkalmas lehet. Hasznalataval irtak is mar le



vadmadarakat fert6z6 0j adenovirusokat. Ezt a reakcio nagyfoku érzékenysége is elésegiti, a
PCR ugyanis kétkords (nested). A PCR a DNS-fiiggé DNS-polimeraz gén legkonzervaltabb
szakaszat célozza meg, melynek szekvencigja annyira megdrzott, hogy altalaban csak
el6zetes, génusz- és fajszintl besorolast tesz lehetévé az eredmény. Fajon bellili,
tipusszinti  elkulonitésre egyéb gének szekvenciaja, példaul hexonszekvencia

szukseégeltetik.

4.3. Egyeb madar mintak PCR-es sziirése; uj adenovirusok
filogenetikaja

A vizsgalt tydk-adenovirus mintak tébbsége a FAdV-D és -E fajba sorolédott,
hasonléan masok vizsgalataihoz. Ezen fajok tipusai okozzak a tyukok leggyakoribb
adenovirusos korképét, a sejtzarvanyos majgyulladast (inclusion body hepatitis). De a
FAdV-1 tipust is sikerult kimutatnunk. Ezt egy esetben a patologiahoz is kotni tudtuk, a
Lengyelorszagbdl szarmazé mintakat ugyanis egy zuzégyomor fekélyes tyukallomanybdl
kaptuk. Mind a FAdV-B, mind a FAdV-C faj képvisel6jét minddssze egyszer sikerult
kimutatnunk. A FAdV-B fajba sorolhaté torzset korabban még nem mutattak ki hazankban,
igy ez volt az els6 hazai izolalasa és tipizalasa.

Egy majgyulladast és hydropericardium szindromat mutaté liba allomanybdl sikerilt
kimutatnunk egy liba-adenovirus jelenlétét. Bar a vizsgalt polimeraz szakasz
aminosavszekvencigjaban nem talaltunk eltérést a liba-adenovirus térzsek kozott, a
részleges hexon szekvenciak mar nagyobb varianciat mutattak, és az ezen a szakaszon is
vizsgalt két torzs itt jol elkdlonllt. A teljes genomjaban szekvenalt P29 térzs és a
hydropericardiumot okozé tdrzs nukleotidszekvencidja kozott a vizsgalt szakaszon
minddssze 60%-0s a hasonldsag. Ezek alapjan feltételezhetjik, hogy a vizsgalt négy GoAdV
torzs eqgy fajt, de legalabb két tipust alkot.

Néhany madar-adenovirus a Siadenovirus génuszba sorolédott, de ez az ott
megtalalhatd madar-adenovirusok szamanak ndvekedésével nem is meglepd. Az altalam
vizsgalt madar mintakbol az Atadenovirus génuszba még tébb madar-adenovirus kerilt, az
egyik mintabdl rogton két elkilonilé térzs, melyeket tavolsaguk alapjan biztosan kulon fajba
sorolhatunk. A mintak tdbbsége, egy kivételével, egy kulén ledgazast keépvisel az
atadenovirusok kozott, mely csak madar-atadenovirusokat tartalmaz. Ezen virusok
gazdafaja szinte minden esetben a verébalakuak rendjébe sorolhatdé madar, az egyetlen
kivétel a kladon belll a kacsa-adenovirus 1 (EDS virus). Hat hazi veréb mintabdl is ki tudtunk
mutatni atadenovirust, ezekbdl 6t valészinileg egy fajt alkot, mert a részleges polimeraz
aminosavszekvenica alapjan alig kulénulnek el egymastdl. Feltételezhetjik tehat, hogy a
verébalaku madarakkal hosszabb ideje egyttt fejlédhetnek az atadenovirusok, és jelenlétiik

e madarakban feltehetéen egy 6si gazdavaltas kdvetkezménye.
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5. Uj tudomanyos eredmények

A vilagon el8szor hataroztunk meg telijes genomszekvenciat nem tyuk eredetli baromfi-
adenovirusokbdl. Egy pulyka- és egy liba-adenovirus elemzésével megallapitottuk, hogy

mindkettd az Aviadenovirus nemzetség tagja.

Meghataroztuk a viralis DNS-fliggé DNS-polimeraz gén részleges nukleotidsorrendjét a
tyuk-adenovirusok (FAdV-ok) tiz olyan tipusanak referenciatérzsébdl, melybdél ez eddig
nem volt elérheté. A génszakaszt rendkivil érzékeny, kétkérés PCR segitségével
megbizhatéan lehet felsokszorozni. Ezzel a PCR moddszer allategészséglgyi

diagnosztikai célra vald hasznalhatésagat jelentésen fokoztuk.

El6szor allapitottuk meg Magyarorszagon egy FAdV-B fajba sorolhatd térzs jelenlétét

molekularis moédszerrel.

Kulénféle baromfi- és vadmadarfajokbdl szarmazé mintak PCR-es szlirése soran

korabban ismert FAdV tipusokat és uj adenovirusokat mutattunk Ki.

Megallapitottuk, hogy hazankban, illetve a kdrnyez6 orszagokban a leggyakoribb tyuk-
adenovirusok a FAdV-D és -E, valamint ritkabban a FAdV-A fajokba sorolhatok.

Megallapitottuk, hogy a vadmadarakbdl kimutatott, Uj adenovirusok 4altalaban az
Aviadenovirus génuszba tartoznak, de énekesmadarakban (Passeriformes) masik két

(At- és Siadenovirus) nemzetségbe tartozé virusok is gyakoriak.
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