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Roviditések

ARV Avian orthoreovirus (madar orthoreovirus)

as aminosav

BHK-21 Baby hamster kidney (magzati hdrcsdg vese)

bp bazispar

BRV Baboon orthoreovirus (pavian orthoreovirus)

BroV Broome reovirus (Broome reovirus)

CRV Corvid reovirus (varjufélék reovirusa)

DNS dezoxiribonukleinsav

dsRNS duplaszalu ribonukleinsav

ECHO enteric cytopathogenic human orphan

ELISA enzyme-linked immunosorbant assay
(enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat)

FAST fusion-associated small transmembrane
(6riassejt-képzésért felelés fehérje)

GRV goose reovirus (liba reovirus)

H. E. hematoxillin-eozin festés

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses
(Nemzetkdzi Virustaxondmiai Bizottsag)

L large (nagy)

LMH chicken hepatocellular epithelial cell line
(csirke majsejt felham sejtvonal)

MDRV Muscovy duck reovirus (pézsmaréce reovirus)

M medium (kézepes)

MEM minimum essential medium eagle

ML maximum likelihood

MRNS messenger RNS (hirvivéd RNS)

MRV Mammalian reovirus (eml&s orthoreovirus)

NBV Nelson Bay orthoreovirus (Nelson Bay orthoreovirus)

N-MDRV novel-muscovy duck reovirus (Uj tipusu pézsmaréce reovirus)

nm nanométer

ns nukleinsav

ORF open reading frame (nyitott leolvasasi keret)

PBS phosphate buffered saline (foszfattal pufferolt fiziologias sooldat)

PCR polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PEC poult enteritis complex (pulykak bélgyulladasos komplexe)



PEG polietilén-glikol
PEMS poult enteritis and mortality syndrome

(pulykak belgyulladasos és elhullasos tinetegylttese)

PRV Pteropine orthoreovirus (denevér orthoreovirus)

PsRV Psittacine orthoreovirus (papagaj orthoreovirus)

PuVv Pulau virus (Pulau virus)

RFLP Restriction fragment length polymorphism
(restrikcios fragmenthossz polimorfizmus)

RNS ribonukleinsav

RRV Reptilian orthoreovirus (hullé orthoreovirus)

RSS runting-stunting syndrome

(satnyasag és torpendveés tlinet-egylttese)

RT-PCR reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio

S small (kicsi)

SPF specific pathogen-free (meghatarozott kérokozoktol mentes)
SSRV Steller sea lion reovirus (Steller oroszlanféka reovirus)

TBE trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetat

TVAV Tvarminne avian virus (Varju orthoreovirus)

UTR Untranslated region (nem transzlalédé régid)

viv% térfogatszazalék

m/v% vegyesszazalék



1. Osszefoglalas

A madarak reovirusai az Orthoreovirus nemzetségbe tartoznak. Ezekrdl a virusokrdl
egyre t6bb adat halmozddott fel, mégis, munkank kezdetén minddssze két hazi tyukbdl
szarmazd reovirus torzs telies genomszekvencidja volt ismert. igy a szarnyasokban
el6forduld orthoreovirusok genetikai sokféleségérdl kevés informacié allt rendelkezéslnkre.
Munkank f6 célia ezért a kulonb6z6 szarnyasokbol szarmazd virustorzsek
genomszekvenciainak meghatarozasa és filogenetikai elemzése volt.

A vizsgalatoknak alavetett virusizolatumok Magyarorszagrél, Franciaorszagbal,
Finnorszagbdl, valamint az Amerikai Egyesiilt Allamokbdl szarmaztak. Gazdafaj szerint egy-
egy dolmanyos varju (Corvus corne cornix), hazi lud (Anser anser domestica), facan
(Phasianus colchicus) és fogoly (Perdix perdix), tovabba két pézsmaréce (Cairina moscata),
harom hazi pulyka (Meleagris gallopavo) és tizenkét hazi tyuk (Gallus gallus
domesticus) eredetli orthoreovirus torzset elemeztiink. A térzsek nukleotid sorrendjének
meghatarozasat hagyomanyos és Uj-generacios szekvenalasi modszerekkel végeztik. A
torzsek kozotti genetikai kapcsolatok megallapitdsahoz szekvencia és filogenetikai
elemzéseket végeztunk.

A Finnorszagbdl szarmazé dolmanyos varju eredeti orthoreovirus térzs (Tvarminne avian
virus, TVAV) tavoli rokonsagi kapcsolatban all a Nemzetkézi Virustaxondmiai Bizottsag
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) altal jelenleg -elfogadott
orthoreovirus referencia torzsekkel. A TVAV taxondémiai helyzete ma tisztazatlan;
munkacsoportunk javaslatot tett annak kilénallé virusfajba torténd besorolasara.

A magyarorszagi hazi lud és két franciaorszagi eredetli pézsmaréce orthoreovirus torzset
a bicisztronos S4 szegmenssel rendelkezé un. klasszikus viziszarnyas reovirusok (muscovy
duck reovirus, MDRV) k6zé soroltuk, bar a hazi ludbdl szarmazd térzs egyes gének
esetében 6nalld leszarmazasi vonalat képviselt. Vizsgalatainkban ramutattunk arra, hogy a
klasszikus és 'Ujszer(' viziszarnyas reovirusok (novel-muscovy duck reovirus, N-MDRYV)
k6zott génszegmens-csere (reasszortacid) zajlott a multban.

Valoszinisithetéen a gazdafajok koézds taxondmiai eredete szerepet jatszott a
tydkalakuak rendjében fellelhetd orthoreovirus térzsek koézott észlelt genetikai hasonlésag
kialakulasaban. Bar a filogenetikai elemzések kimutattédk, hogy a pulyka eredetl tdrzsek
egyértelmien elkulonultek a hazi tyuk eredetliektdl, felmerilt annak lehet6sége, hogy a
fogoly és facan egyfajta genetikai olvasztotégelyként lehetéséget nyujt a hazi tyuk és hazi
pulyka orthoreovirus torzsek génallomanyanak keveredésére.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy a madarak orthoreovirusai k6zott megfigyelt
genetikai sokféleség hatterében a javitbmechanizmus nélklli virdlis RNS polimeraz

mikddése folytan felhalmozdodd mutaciok mellett jelentés szerep jut a reasszortacionak is.



2. Summary

Avian reoviruses belong to the genus Orthoreovirus. An increasing amount of data is
becoming available about these viruses, however, by the time we have started our work, only
two near-complete chicken reovirus genome sequences were known. Thus there is only a
small amount of data available about the genetic variety of orthoreoviruses found in poultry.
Therefore, the main aim of our work was to define the genomic sequences and to analyze
the phylogenetic relationship of the virus strains derived from different poultry species.

The studied virus isolates originated from Hungary, France, Finland and the United States
of America. We analyzed orthoreovirus strains derived from the following host species: a
hooded crow (Corvus corne cornix), a domestic goose (Anser anser domestica), a pheasant
(Phasianus colchicus) and a partridge (Perdix perdix); furthermore, two Muscovy ducks
(Cairina moschata), three domesticated turkeys (Meleagris gallopavo) and twelve chickens
(Gallus gallus domesticus). We determined the nucleotide sequence of the strains using
traditional and next generation sequencing methods. We used phylogenetic analysis to
define the relationship between different strains.

The orthoreovirus strain (Tvarminne avian virus, TVAV), derived from the hooded crow in
Finland, is a distant relative of the orthoreovirus reference strains currently accepted by the
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). The taxonomic status of TVAV is
currently unknown; our group suggested its classification as a separate species.

We categorized the orthoreovirus strains derived from the Hungarian domestic goose and
the two Muscovy ducks from France to be part of the bicistronic S4 segment containing so-
called Classical Muscovy Duck Reoviruses (MDRYV); though according to some of the genes,
the strain derived from the domestic goose has an isolated phylogenetic lineage. In our
studies we pointed out that there has been an exchange of gene-segments (reassortment)
between the Classical and ,Novel” Muscovy Duck Reoviruses (N-MDRYV) in the past.

Supposedly, the taxonomic origin of the host species played an important role in the
development of genetic similarities between orthoreovirus strains found in the order
Galliformes. Although phylogenetic analyses have shown that the strains derived from turkey
have unambiguously separated from the ones found in chicken, it is possible that the
partridge and pheasant provide some sort of genetic melting pot, allowing the genetic
recombination of chicken and turkey reovirus strains.

Our results indicate that the high genetic diversity observed in avian orthoreoviruses is a
result of mutations, due to the lack of repair mechanism of the viral RNA polymerase, along

with the important role of reassortment between different strains.



3. Bevezetés

A Reoviridae csalad a jelenlegi klasszifikacio szerint 15 nemzetséget foglal magaba: a
Sedoreovirinae alcsaladba tartozik a Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus,
Rotavirus, Seadornavirus nemzetség, mig a Spinareovirinae alcsalad az Aquareovirus,
Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, ldnoreovirus, Mycoreovirus, Orthoreovirus,
Oryzavirus nemzetségeket foglalja magaba (http://www.ictvonline.org). Koéztik nemcsak az
ember és egyéb gerincesek (halak, hullék, madarak és eml8sdk), hanem gerinctelen allatok
(kagylok, rovarok), gombak, ndévények virusai (Medveczky et al., 1998, Mertens et al., 2000,
Schiff et al., 2007), valamint szamos koz- és allategészséglgyi szempontbdl fontos
virusnemzetség is megtalalhaté. A reovirusokat el6szér |égz6- és emésztészervi
megbetegedésekbdl izolaltak, de kezdetben koroki szerepuk ismeretlen volt, nevik is erre
utal: respiratory enteric orphan (Medveczky et al., 1998).

A madarak reovirusai az Orthoreovirus nemzetségbe sorolhatéak. Ezek a virusok a
gazdasagilag fontos korokozok kozé tartoznak, amelyek idénként nagy karokat okoznak
egyes baromfiallomanyokban. Patogén agensként 1972-ben irtak le 6ket elészor a broiler
csirkék viralis arthritis-ét vizsgalva, bar a virus mar 1954-6ta ismert volt Fahley-Crowley virus
néven (Day, 2009). Az orthoreovirus fertézések klinikai megjelenése nagyon valtozatos
lehet: arthritist, gastrointestinalis malabsorptios syndroma-t, myocarditist, pericarditist,
hepatitist, osteoporosist és l1égz&szervi tineteket egyarant okozhatnak (Chappell et al., 2000,
Jones, 2000). Ugyanakkor a fert6zés kozel 80%-ban tinetmentes formaban zajlik le
(Benavente & Martinez-Costas, 2007). Libakban az orthoreovirusok arthritist, epicarditist és
splenitist, kacsakban pedig a tenosynovitisen kivil hasmenést és mozgasi nehézségeket
okoznak. Leirtak ezen kivll orthoreovirus fert6zéssel kapcsolatban epicarditist, maj és lép
necrosist papagajokban, koordinaciés problémakat és paralizist varjakban, hasmenést
facanban, koéros lesovanyodast amerikai szalonkaban, valamint tensynovitist galambban
(Jones, 2008; Huhtamo et al.,, 2007). A terjedés léguti vagy feko-oralis uton toérténik;
kozvetitd vektor nem ismert (Chappell et al., 2000). A legtdbb haziszarnyas esetében a
fert6zés kimenetele korfiggd; a feln6tt allatok ellenallébbak a virussal szemben, mint a
névendék példanyok (Benavente & Martinez-Costas, 2007).

Annak ellenére, hogy a madar orthoreovirusok jelentds veszteségeket okozhatnak a
kilonboz6 haziszarnyas allomanyokban, szamos tulajdonsagukrol csak nagyon kevés adat
all rendelkezésre, ismereteink rendkivul hianyosak. Tobbek kozott mind a mai napig keveset
tudunk a genomszervezddésrél, és annak evolucios hatterér6l, az egyes virustorzsek
genomszintl diverzitdsarol, valamint a kildonb6z6 virustorzsek gazdafajon bellli és
gazdafajok kozotti eléfordulasi gyakorisagarol. Mindezzel 6sszefliggésben vizsgalataink f6

pillérét a madarak orthoreovirusainak genomvizsgalata és bioinformatikai elemzése
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jelentette. Vizsgalatainkkal igyekeztink Uj megvilagitasba helyezni a kilénb6z8 madar

orthoreovirus torzsek kozotti rokonsagi kapcsolatokat.
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4. Irodalmi attekintés

4.1. A reovirusok felfedezése

A Reoviridae csalad els6 tagjait az 1950-es években irtak le mexikoi és amerikai
gyermekek székletmintaibol, amikor a poliomyelitis vizsgalata soran el6térbe kertltek az
emberi bélsarral terjed6 virusok (Sabin 1959). Ennek eredményeképpen szamos Uj virust
mutattak ki az emberi emésztérendszerbél, koztlik nagyon sok olyat is, amelyekhez nem
tudtak betegséget kapcsolni. Mindezeket, egyes kbézds tulajdonsagaik alapjan egyetlen
csoportba rendezték és ECHO (enteric cytopathogenic human orphan) virusoknak nevezték
el 6ket (Joklik, 1981; Sabin, 1959). Az Ujabb kutatasi modszerek megjelenésével feltlint,
hogy a k6zds csoportba sorolt virusok kozil néhany jelentsen eltér a tobbi virustél. Példaul
az Echovirus 10 vizsgalata soran fény derllt arra, hogy a virusrészecske mérete sokkal
nagyobb, mint az Enterovirus nemzetség tobbi tagja esetén, hemagglutinalé tulajdonsaggal
rendelkezik, éterre rezisztens, Ujszilott egereket fertézve lézidkat indukal a majban,
myocardiumban és az agyban (Sabin, 1959).

Az Uj csoport Albert Sabintdl szarmazé neve a légz6- és emésztészervi eredetre utald
Lrespiratory enteric orphan” szavak roviditésébdl ered (Joklik, 1981; Mertens et al., 2000;
Sabin, 1959).

4.2. A reovirusok taxonémiaja

A jelenlegi klasszifikacié szerint a Reoviridae csalad két alcsaladra oszthatd, ezen beldl
pedig 15 nemzetséget kulonitlink el egymastél. Az osztalyozas alapjat részben a kapszid
morfologiai sajatossagai hatarozzak meg: a Spinareovirinae alcsalad tagjaira jellemz8, hogy
tiske- vagy tornyocska-szer(i kitiremkedések talalhaték a kapszid 5-fogasu
szimmetriatengelyei mentén, mig a Sedoreovirinae alcsalad tagjainak felllete sima (Mertens
et al., 2000). A Spinareovirinae alcsaladba tartoznak az Orthoreovirus, Aquareovirus,
Oryzavirus, Fijivirus, Mycoreovirus, Cypovirus, ldnoreovirus, Dinovernavirus, Coltivirus
nemzetség tagjai, mig a Sedoreovirinae alcsaladba az Orbivirus, Rotavirus, Seadornavirus,
Phytoreovirus, Cardoreovirus és Mimoreovirus nemzetségbe tartozo virusokat soroltak
(Attoui et al., 2011). Az alcsaladok tagjai nem csak az emberbél és egyéb gerincesekbdl
(halak, hillék, madarak, eml6sdk), hanem gerinctelen allatokbdl (kagyldk, rovarok), valamint
gombakbdl és névényekbdl is kimutathatéak (Medveczky et al., 1998; Mertens et al., 2000;
Schiff et al., 2007). Az Orthoreovirus nemzetségen belll a klasszifikacid genealdgiai és

biolégiai alapokon nyugszik, igy az osztalyozas alapjat képezi az elektronmikroszképos
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vizsgalatok soran megallapitott virion méret és morfolégia, a genomi RNS elektroforetikus
mintazata, a gazdaspektrum, a szdvetspecificitds, a patogenitds, a klinikai tlnetek, a
fizikokémiai tulajdonsagok, az antigén rokonsag, a fehérje kodolo kapacitas, a fehérje kodolo
egységek (open reading frame, ORF) szama és elrendez8dése, valamint a nukleotid- és
fehérje szekvencia hasonlésag (Duncan, 1999; Jones, 2008; Schiff et al., 2007).

Jelenleg a Nemzetkozi Virustaxonomiai Bizottsag (ICTV) altal elfogadott klasszifikacio
szerint azok a reovirustorzsek tartoznak egy fajba, amelyek homolég génjeinek nukleotid
szekvencidja 75%-nal nagyobb azonossagot, ‘core’ (azaz mag) fehérjéinek aminosav
szekvenciaja 85%-nal, kapszid fehérjéinek aminosav szekvencidja pedig 55%-nal nagyobb
azonossagot mutat. Azokat az orthoreovirusokat kilon fajba soroljuk, melyeknek nukleotid
szekvenciaja kevesebb, mint 60%-ban, mag fehérjéinek aminosav szekvenciaja 65%-ban,
kapszid fehérjéinek aminosav szekvenciaja pedig 35%-ban, vagy annal kisebb mértékben
hasonlit egy mar ismert és j6l kordlirt virusfajba tartozé térzs homoldg proteinjeihez (Attoui et
al.,, 2011; Duncan et al., 2004). Az ezen tartomanyok kozé esd, pontosan nem difinialt
,Szlrke zénaba” tartozd nukleinsav és aminosav szekvencia hasonlosagi értékekre az ICTV
altal elfogadott klasszifikacios kritériumok nem térnek ki.

Az Orthoreovirus nemzetségbe ma 6t virusfaj tartozik: emlés- (Mammalian orthoreovirus,
MRYV), hillé- (Reptilian orthoreovirus, RRV), madar- (Avian orhoreovirus, ARV), denevér-
(Pteropine orthoreovirus, PRV, hivatalosan Nelson Bay orthoreovirus, NBV) és pavian
orthoreovirus (Baboon orthoreovirus, BRV). Ezek a fajok filogenetikai elemzések soran is jol
elkUlénithetbéek egymastol (Attoui et al.,, 2011) (1. abra). Az addig megismert madar

orthoreovirusokat a taxomdmia egységesen az Avian orthoreovirus fajba sorolta.

NBV

RRV

MRV-2

MRV-4 MRV-2
1. abra. Az orthoreovirusok S3 szegmensének aminosav szekvenciajan alapulé gydkértelen
filogenetikai faja. Az egyes orthoreovirus fajok jol elkllonlinek egymastol. Az dbrazolt
virustorzsek a madar eredetl orthoreovirusok (ARV; S1133 [ARV-11], 138a [ARV-13],
pézsmakacsa eredetl orthoreovirus [ARV- Md], pulyka eredetl orthoreovirus [ARV-T], liba
eredetl orthoeovirus [ARV-G]); a Nelson-Bay orthoreovirus (NBV); az eml&s orthoreovirusok
(MRV; 2-es, 3-es és 4-es szerotipusok); a pavian orthoreovirus (BRV), valamint a hillék
orthoreovirusainak (RRV; piton reovirus) egy képviseldjét tartalmazza (Duncan et al., 2004
alapjan).
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4.3. Az orthoreovirusok allatorvosi jelentésége

4.3.1. EmIésok orthoreovirusai (Mammalian orthoreovirus, MRV)

Az emlbés orthoreovirusokat gyakran mas koérokozokkal egyltt mutatjak ki és
feltételezhetd, hogy immunszuppresszié és egyéb hatasok révén sulyosbitjdk a tdbbi
kérokozd altal kivaltott elvaltozasokat. Az okozott kérképek rendkivil valtozatosak. A
haszonallatok k&zott gyakori az orthoreovirusok okozta megbetegedés (Fairchild & Cohen,
1967; Fukutomi et al., 1996; McFerran & Connor ,1970; Schiff et al., 2007; Snodgrass et al.,
1976). Szarvasmarha (Bos taurus), juh (Ovis aries), sertés (Sus scrofa domestica) és 16
(Equus caballus) fiatal egyedeiben légz6- és emésztészervi megbetegedéseket okoznak és
gyakoriak a masodlagos — els6sorban bakterialis — megbetegedések is (Kokubu et al., 1993;
Medveczky et al., 1988; Mochizuki & Uchizono, 1993; Schiff et al., 2007). Kutyaban (Canis
lupus familiaris) és macskaban (Felis silvestris catus) a kiilénb6zé populaciok folyamatos
szeropozitivitasa mellett emésztérendszeri tiinetek, enteritis, felsé léguti megbetegedések és
pneumonia egyarant megfigyelhetéek (Csiza, 1974; Decaro et al., 2005; Muir et al., 1992).

Kinaban tiinetmentes alcas palmasodré (Paguma larvata) egyedekben mutattak ki emlés
orthoreovirust szdvettani, szerolégiai és molekularis bioldgiai modszerekkel (Shao et al.,
2008). Villasszarvu antilop borjak (Antelocapra americana) hasmenését és elhullasat
figyelték meg az USA-ban; az érintett allatok Grulékében elektronmikroszkopos vizsgalattal
.reovirus-szer(i” részecskéket talaltak, a bakteriologiai vizsgalatok soran pedig Esherichia
coli-t izolaltak a bélbdl, tidébdl, majbdl és vesébdl (Reed et al., 1976). MRV fertézést irtak le
egy hathetes extrahepatikus biliaris atresiaban szenvedd rhesus majomban (Macaca
mulatta) (Rosenberg et al., 1983). Egerekben (Mus musculus) orthoreovirus fert6zéssel
Osszefuggésben hasmenést, satnyasagot, ,zsiros szér szindrémat” (oily hair syndrome),
hepatitist, sargasagot, myocarditist, myositist, pneumoniat, encephalitist, egyensulyvesztést,
a labak paralizisét és hydrocephalust irtak le (Attoui et al., 2011; Phillips et al., 1970).

Emberben a reovirus fertézés myocarditist, enteritist, illetve 1éguti tineteket okozhat. A
fertézés elsésorban fiatal korban kdvetkezhet be (Attoui et al., 2011; Terheggen et al., 2003).
Az MRV humanegészségugyi jelentésége elssorban meégis a genetikailag maodositott
torzsek humangyogyaszati alkalmazasi lehetéségében rejlik. Az emlés orthoreovirusok
replikacios ciklusa ugyanis rovid és egyes torzsek erls preferenciat mutatnak bizonyos
daganatos sejtek irant. Ezt a tulajdonsagot probaljagk ma az onkologiai kutatasokban és
terapiaban kiaknazni (Schiff et al., 2007; Yap et al., 2008) (1. tablazat).
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1. tablazat. EmlI6sOkben és emberben el6forduld, az EmIés orthoreovirus (MRV)
nemzetségbe tartozé virusok altal okozott kérképek 6sszefoglald tablazata

Virusnemzetség Gazdafaj Korkép Referencia

Bos taurus

Kokubu et al., 1993;

Ovis aries Enteralis-, Iéguti tinetek, Medveczky et al.,

masodlagos, bakterialis : 1.988; .
Sus scrofa feﬂézések Mochizuki & Uchizono,
domestica 1993;
Schiff et al., 2007
Equus caballus
Canis lupus
familiaris Csiza, 1974;
Enterdlis-, léguti tinetek Decaro et al., 2005;
Felis silvestris Muir et al., 1992
catus
Paguma larvata Tanetmentes Shao et al., 2008
MRV
Antelocapra Enteralis tiinetek Reed et al., 1976

americana

Extrahepatikus biliaris

Macaca mulatta .
arthresia

Rosenberg et al., 1983

Hasmenés, satnyasag, ,zsiros
sz8r szindréma”, hepatitis,
sargasag, myocarditis,

Mus musculus myositis, pneumonia,
encephalitis,
egyensulyvesztés, lab
paralizise, hydrocephalus

Attoui et al., 2011,
Phillips et al., 1970

Chua et al., 2008;

Ember Légzbszervi tunetek Chua et al., 2011

4.3.2. Pavian orthoreovirus (Baboon orthoreovirus, BRV)

A BRV az elsd, nem emberszabasu majombdl szarmazd orthoreovirus, melyet egy
meningoencephalo-myelitisben szenvedd pavian (Papio cynocephalus) agyabdl izolaltak. A
virus szbvettenyészeten driassejtet képez (Duncan et al., 1995; Leland et al., 2000; Yan et
al.,, 2011). Az 1990-es években tdbbszor is leirtdak fiatal pavianok encephalitises
megbetegedését, amelynek hatterében a késébbi vizsgalatok BRV-t azonositottak (Leland et
al., 2000). A virus terjedésérdl egyel6re nincs elegendé informacio, mindenestre zoonotikus

jelentéségének lehetésége felmerllt (Yan et al., 2011).
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4.3.3. Denevér orthoreovirus (Pteropine orthoreovirus, PRV)

A denevér orthoreovirusok o&riassejt-képz6 tulajdonsaggal rendelkeznek. Elséként egy
sziirkefejl repllékutya vérébsl (Pteropus poliocephalus) izolaltak Uj-Dél-Wales-ben, Nelson
Bay-ben (Gard & Marshall, 1973). Innen kapta a Nelson-Bay orthoreovirus (NBV) nevet is.
Antigenitas, génszervez6dés és szekvencia analizis alapjan az NBV a hazi tyuk
orthoreovirus térzsekkel mutatja a legnagyobb hasonlésagot, ami e két virusfaj evoluciés
rokonsagara utal (Attoui et al., 2011).

A Nelson-Bay orthoreovirus megismerését kovetéen tobb denevérfaj vizsgalata soran is
sikerllt orthoreovirusokat azonositani. Malajzidban az 1998/1999-ben zajlé6 Nipah virus
jarvany lefolyasa utan a korokozd eredeti rezervoarjat keresvén izolaltak a Pulau virust
valtozékony repulékutya (Pteropus hypomelanus) vizeletmintajabdl. Ez a virus szeroldgiailag
az NBV-vel mutatott rokonsagot (Pritchard et al., 2006). A Xi River virust Kinaban mutattak ki
egészséges repulékutyak (Rousettus leschenaultii) tidémintainak vizsgalata soran (Du et al.,
2010). 2006-ban egy malaj katonabdl mutattak ki a Melaka virust; a virus 6t és néhany
csaladtagjat egyarant megbetegitette. A vizsgalat soran nemcsak a virus zoonotikus eredete
mertlt fel, hanem e fajidegen virus emberrél emberre terjedésének lehetésége is. A
betegség tunetei laz, kohogés, torokgyulladas, gyengeség és letargia voltak. Késébbi
monitorozasi vizsgalatok azt is kideritették, hogy a szeropozitivitds annak ellenére jelentbs
mértékl az emberi populaciékban, hogy a fertézés nem tarsithatd konkrét tinetekhez (Chua
et al,, 2007). A Kampar és a Sikamat virusokat is lazzal, valamint akut légz&szervi
megbetegedésekkel kapcsolatban izolaltdak felndttek torok-tampon mintdibdl, szintén
Malajzidban (Chua et al., 2008; Chua et al., 2011) (2. tablazat).

2. tablazat. Pavianban, denevérben és emberben eléfordulé Pavian (BRV) és Nelson Bay
orthoreovirusok (NBV) altal okozott kérképek dsszefoglald tablazata

Virusnemzetség Faj Korkep Referencia
Baio Duncan et al., 1995;
BRV . nocep halus Encephalitis Leland et al., 2000;
y p Yan et al., 2011
Pteropus Tlnetmentes Gard & Marshall, 1973
poliocephalus
Pteropus Tunetmentes Pritchard et al., 2006
hypomelanus
PRV
Rousettus Tinetmentes Du et al., 2010
leschenaultii
e - Chua et al., 2008;
Ember Légz8szervi tinetek Chua et al., 2011
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4.3.4. Tovabbi orthoreovirusok emlosokben

Fiatal

szarmazo reovirus-szer(li részecskeket mutattak ki; kaliforniai oroszlanfokabdl (Zalophus

borjufékak (Phoca vitulina) gyomortartalmanak vizsgalata soran anyatejbdl

californianus), Steller oroszlanfokabdl (Eumetopias jubatus) és eészaki medvefokabdl
(Callorhinus ursinus) pedig sikerult izolalni a virust (Steiger et al., 1989). Brit-Columbiaban
Steller oroszlanfoka abortalt magzatabdl mutattak ki reovirust (Steller sea lion reovirus,
SSRV). A koérbonctani vizsgalatok soran a légutakban, tudében-, szivben o6démat; a
mellékvesében, szivben, légutakban, valamint a placentaban gyulladast figyeltek meg,
tovabba masodlagos bakteridlis fertézést allapitottak meg az agyban, a tidében, a majban, a
vesében és a gyomor szdveteiben (Palacios et al., 2011). A Steller oroszlanfékabdl izolalt
reovirus egyes genjeiben meglepd hasonldésagot mutatott a papagajok orthoreovirusaival.

2002-ben ausztral gyumolcsdenevérbdél (Pteropus scapulatus) mutattak ki a Broome
reovirust (BroV). A vizsgalt allat agressziv volt, gyengeség jeleit mutatta, részlegesen
lebénult, majd elpusztult (Thalmann et al., 2009). A virus rendszertani besorolasa még ma is
bizonytalan.

Csikos blizosborz (Mephitis mephitis) agyabdl szarmazd homogenizatumot szopds
egerek agyaba oltva izolaltak egy Uj reovirust, melynek a ,szkunk orthoreovirus” elnevezést

adtak (Victoria et al., 2008) (3. tabazat).

3. tablazat. Tovabbi, emlésokben el6forduld orthoreovirusok és az altaluk okozott korképek
Osszefoglald tablazata

Virusnemzetség Faj Korkép Referencia

- Phoca vitulina

- Zalophus californianus

Callorhinus ursinus

Eumetopias jubatus

Odéma, gyulladasos
tunetek; masodlagos,
bakterialis fert6zések

Steiger et al., 1989;
Palacios et al., 2011

Mephitis mephitis

Tldnetmentes

Victoria et al., 2008

4.3.5. Hullék orthoreovirusai (Reptilian orthoreovirus, RRV)

A hullék orthoreovirusait el6szor 1976-ban z6ld gyik b6érében megfigyelhetd reovirus-

szerl részecskéket mutattak ki elektronmikroszképos vizsgéalatok segitségével (Ahne et al.,

1987).

17




A reovirussal fertézott hillk esetében gyakran légzdszervi és/vagy idegrendszeri tlinetek
kisérik a betegséget (Duncan et al., 2004). Valamennyi eddig ismert hullé reovirus fogékony
sejtvonalakon elszaporitva jellegzetes oriassejt-képzddéssel jard citopatogén hatassal bir
(Day, 2009). Reovirusokat szamos hull6fajbdl sikerlt kimutatni, tdbbek kdzott teknésokbél
(Geochelone pardalis, Testudo graeca) gyikokbdl (Lacerta viridis, Chameleo quadricornis,
Uromastyx hardwickii, lguana iguana, Eublepharis macularius), kigyokbdl (Azemiops feae,
Python regius, Opheodris sp., Orthriopis sp., Elaphe sp., Pantherophis sp., Corallus sp., Boa
sp., Crotalus viridis) (Abbas et al., 2011; Ahne et al., 1987; Blahak & Goebel, 1991; Blahak et
al., 1995; Drury et al., 2002; Garner et al., 2009; Jacobson, 2007; Lamirande et al., 1999;
Landolfi et al., 2010; Marschang et al.,, 2001; Raynaud, 1976; Vieler et al., 1994) (4.
tablazat).

4. tablazat. Hull6kben eléfordulé orthoreovirusok (RRV) altal okozott korképek 6sszefoglald
tablazata

Virusnemzetség Gazdafaj Korkép Referencia

Geochelone pardalis

Testudo graeca

Lacerta viridis

Chameleo quadricornis

Uromastyx hardwickii

Iguana iguana Abbas et al., 2011;
Ahne et al., 1987;
Eublepharis macularius Blahak & Goebel, 1991;
Blahak et al., 1995;
Azemiops feae Légzészervi-, é) ;:Jnrgreéta;.{ 2208029
RRV idegrendszeri Jacobson "2007_ '
Python regius tinetek Lamirande et al., 1§99;
] Landolfi et al., 2010;
Opheodris sp. Marschang et al., 2001;
. Raynaud, 1976;
Orthriopis sp. Vieler et al., 1994
Elaphe sp.

Pantherophis sp.

Corallus sp.

Boa sp.

Crotalus viridis
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4.3.6. Madar orthoreovirusok (Avian orthoreovirus, ARV)

A madar orthoreovirusok gazdasagi kartétele  baromfidllomanyokban és
viziszarnyasokban egyarant jelentds. A virust hazi tyukokbdl 1954-ben, Torontoban izolalta
Fahey és Crawley, akik csirkék enyhe lefolyasu légzdszervi megbetegedéseit vizsgaltak
(Petek et al., 1967), de patogén agensként csak 1972-ben irtak le kisérletes kdrilmények
kozott az allatok viralis arthritisét vizsgalva (Day, 2009; van der Heide, 2000).

Hazi tyukokban (Gallus gallus domesticus) az orthoreovirusok okozta megbetegedések
rendkivul valtozatos klinikai megjelenésiek lehetnek (Jones, 2000). Okozhatnak arthritist,
gastrointestinalis  malabsorptios syndroma-t, myocarditist, pericarditist, hepatitist,
osteoporosist és légz8észervi tlneteket egyarant (Chapell et al.,, 2000, Jones, 2000).
Ugyanakkor az esetek kozel 80%-aban a fert6zés tlinetmentes (Benavente & Martinez-
Costas, 2007).

Feltételezések szerint az orthoreovirusok hazi pulykdkban (Meleagris gallopavo) is
szerepet jatszhatnak tenosynovitis létrehozasaban (Jones, 2000), de okozhatnhak
myocarditist (Franga et al., 2010, Shivaprasad et al., 2009), szerepuk lehet a pulykak
bélgyulladasos komplexének (PEC, poult enteritis complex) és a bélgyulladassal és
elhullassal jaro tinetegylttesének a kialakulasaban is (PEMS, poult enteritis and mortality
syndrome) (Day et al., 2007; Heggen-Peay et al., 2002; Jones 2008; Sellers et al., 2004;
Spackman et al., 2005).

Gyoéngytyukokban (Numida meleagris) orthoreovirust izolaltak hasnyalmirigy-gyulladassal
jaré megbetegedésbél, az izolatummal végzett fertézési kisérlet pedig igazolta a betegség és
a virus kdzotti kapcsolatot. Egy kdzelebbrél nem jellemzett térzs 8-22 napos gydngytyukokat
betegitett meg, a betegséget depresszid, étvagytalansag, gyengeség, fejlédésben vald
elmaradas és idegrendszeri tunetek jellemezték (Tanyi et al., 1994).

Kacsakbdl (Anatidae csalad) és libakbdl (Anser anser domestica) is szamos esetben
izolaltak orthoreovirusokat. A virusfert6zés kdvetkeztében kialakulhat epicarditis, hasmenés,
hepatitis, mozgasi nehézségek, santasag, splenitis, haemmorhagiak és necrotikus lézidék a
majban és a lépben, valamint tenosynovitis is (Chen et al., 2012; Jones, 2000; Jones, 2008;
Malkinson et al., 1981; Palya et al., 2003, Wang et al., 2013).

Szamos vadon él6, illetve farmon nevelt és kedvtelésbdl tartott madarfajbdl is sikerult
kimutatni orthoreovirusokat, pl. nagy lilikben (Anser albifrons) tinetmentes fert6zést okozott
(Hlinak et al., 1998), facanban (Phasianus colchicus) hasmenéssel (Mutlu et al., 1998), az
amerikai szalonkaban (Scolopax minor) koéros lesovanyodassal hoztak kapcsolatba
(Docherty et al, 1994). Fiatal Vvirginiai fogasfirjekben (Colinus virginianus)

cryptosporidiozissal egyutt, elhullassal is jar6 emeésztészervi megbetegedéssel
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Osszefliggésben mutattak ki (Ritter et al., 1986). Szeroldgiai vizsgalatokkal szamos egyéb
vadon él6 fajban igazoltak orthoreovirus fert6zéttséget (Jones, 2008). Finnorszagban
dolmanyos varju (Corvus corone cornix) agyabdl izolaltak orthoreovirust; kimulasa elétt a
fert6zott madar idegrendszeri tunetekkel, koordinaciés problémakkal, bénulassal és
gorcsokkel kizdott (Huhtamo et al., 2007). 1996-ban Finnorszagban pehelyréce (Somateria
mollissima) fiokak tdémeges elhullasanak vizsgalata soran mutattak ki orthoreovirusokat. A
fert6zést a fejl6édésben valdé elmaradas, rossz kondici6, a maj és a bursa necrosisa
jellemezte. A késébbi felmérések azt is igazoltak, hogy a feln6tt allatok szeropozitivitasa
nagyon magas volt, tehat valoszinlleg az id6sebb allatok tinetmentes fertézésen estek at
(Hollmeén et al., 2002). Tenyesztett struccokban (Struthio camelus) tobb esetben is igazoltak
orthoreovirus fertézést annak ellenére, hogy a fertézés bennik nem jart megbetegedéssel.
Mivel a farmokon extenziven tartott struccok szoros kézelségben élnek a vadmadarakkal, igy
ez utobbiak rezervoar szerepe is felvet6dott (Cadman et al., 1994; Jones, 2000; Sakai et al.,
2009).

Tobb papagajfajpan (Alisterus scapularis, Agapornis sp., Amasona ssp, Cacatua sp.,
Eolopus reseicapillus, Melopsitaccus sp., Psittacus erithracus erithracus, stb.) is leirtak mar
orthoreovirus fert6zést. A klinikai és kérbonctani kép a kilonbdzé fajokban eltérd, jellemzéek
a léegzdszervi, emésztérendszeri, esetlegesen idegrendszeri tunetek és masodlagos
fertézésként gyakran egyéb virusok, baktériumok és gombak szerepe is felmeril. Emiatt az
orthoreovirusok immunszuppressziv hatasat is feltételezik (Ashton et al., 1984; Conzo et al.,
2001; de Kloet, 2008; Hirai et al., 1979; Jones, 2000; Perpinan et al., 2010; Sanchez-Cordon
et al., 2002) (5. tablazat)

5. tablazat. Madarakban el6forduld orthoreovirusok (ARV) altal okozott korképek
Osszefoglalo tablazata

Virusnemzetség Gazdafaj Korkép Referencia
Arthritis, myocarditis, pericarditis,
hepati>t/is osteopgrosis Jones, 2000;
Gallus gallus Iégzc’jsz,ervi tinetek ' Chapell et al., 2000;
domesticus gastrointestinalis malabsorptios Benavente & Martinez-
e Costas, 2007
sydroma; tinetmentes
Jones, 2000;
ARV Franca et al., 2010;
Shivaprasad et al., 2009;
Meleagris Tenosynovitis, myocarditis, PEC, Day et al., 2007;
gallopavo PEMS Heggen-Peay et al.,
2002;
Jones 2008;
Sellers et al., 2004;
Spackman et al., 2005
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5. tablazat (folyt.). Madarakban el&forduld orthoreovirusok (ARV) altal okozott korképek
Osszefoglalo tablazata

Virusnemzetség Gazdafaj Korkép Referencia
Numida Depresszio, étvagytalansag,
. gyengeseég, fejlédésben valo Tanyi et al., 1994
meleagris R -
elmaradas, idegrendszeri tliinetek

Anser anser
domestica;

Anatidae
csalad

Epicarditis, hasmenés, hepatitis,
mozgasi nehézségek, santasag,
splenitis, haemmorhagiak és

necrotikus l1éziok a majban és a
Iépben, valamint tenosynovitis

Chen et al., 2012;

Jones, 2000;
Jones, 2008;

Malkinson et al., 1981,
Palya et al., 2003,
Wang et al., 2013

Anser albifrons

Tinetmentes

Hlinak et al., 1998

Phasianus
colchicus

Enteralis tlinet

Mutlu et al., 1998

Scolopax minor

Koros lesovanyodas

Docherty et al., 1994

Colinus
virginianus

Enteralis tlinet

Ritter et al., 1986

ARV

Corvus corne

Idegrendszeri tlinet

Huhtamo et al., 2007

cornix
e May, bursalls necrosis, Hollmén et al., 2002
mollisima fejlédésben visszamaradas
Struthio Cadman et al., 1994;
camelus Tlnetmentes Jones, 2000;
Sakai et al., 2009
Alisterus
scapularis

Agapornis sp.

Amasona ssp

Légz8szervi, emésztérendszeri,

idegrendszeri tinetek,

Cacatua sp. ) e Jones, 2000;
masodlagos fert6zések Perpifian et al., 2010;
Eolopus Sanchez-Cordon et al.,
reseicapillus 2002
Psittacus
erithracus
erithracus

Ashton et al., 1984;
Conzo et al., 2001;
de Kloet, 2008;
Hirai et al., 1979;
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A madar orthoreovirusok ellen az elsédleges védekezési modszer a vakcinazas. Az elsé
oltéanyagot 1975-ben az Amerikai Egyesiilt Allamokbdl szarmazé S1133-as térzs
felhasznalasaval készitették. Ma az oltasi folyamat él6- és inaktivalt vakcinak
alkalmazasaval, subcutan, illetve spray formajaban térténhet. Az allatok a megfelel6 foku
védettséget szerezhetnek élévirus-vakcina alkalmazasaval, ami védettséget nyujt és
lecsOkkenti a vertikalis transzmisszié esélyét. A szintén alkalmazott inaktivalt vakcinakat
kombinalhatjak pl. a baromfipestis, vagy a Gumboro betegség elleni védekezéssel (Jones

2000; Rosenberger 2003; van der Heide 2000; www.ceva.com).

2. dbra. Madar orthoreovirus részecske elektronmikroszképos képe (Dr
Cornelia Blichen-Osmond, http://ictvdb.bio-
mirror.cn/Images/Cornelia/avire2.htm).

4.4. Orthoreovirusok morfoldgiaja és genomszervezédése

Az orthoreovirusok burok nélkili, ~80 nm atméréjd, ikozaéderes szimmetriaju duplaszalu
RNS (dsRNS) virusok (Attoui et al., 2011). A virus a magbdl, a kulsd és a belsd kapszidbdl
épul fel, felszinén ujjszeri nyulvanyok talalhatéak, amelyek korbe veszik azokat a
csatornakat, melyek radidlisan nyulnak a kapszid kulsé rétegébe (Attoui et al., 2011) (2.
abra).

A kétrétegl kapszid tartalmazza a 10 duplaszald RNS szegmensbdl all6 genomot. A
madar orthoreovirusok teljes genomja kozelitéleg 23,5 kilobazis nagysagu, amely 8
strukturalis (AA, AB, AC, pA, uB, oA, oB, oC) és 3 vagy 4 nem strukturalis (UNS, p10, p17,
oNS) fehérjét kodol. A szegmensek méretik alapjan 3 osztalyba sorolhatéak (L=large,
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M=medium, S=small). Tipikusan 3 L (L1, L2, L3), 3 M (M1, M2, M3) és 4 S (S1, S2, S3, S4)

szegmens kulonithetd el egymastaol (3. abra).

3. abra. Orthoreovirus kapszid sematikus felépitése a kapszidot felépité fehérjék
helyezddésével (Benavente & Marinez-Costas, 2007).

A kllénb6z6 orthoreovirus genomok molekularis analizise a szegmensek viszonylag
konzervativ strukturalis felépitését mutatja. Valamennyi pozitiv iranyultsagu RNS szal 5’
végén metilalt guanozint taldlunk. A dsRNS 5 és 3’ vége valamennyi szegmensen
megdrzott. Csaknem minden mRNS elsd 7 nukleotidia az 5° végen a konzervativ 5 —
GCUUUUU - 3, a 3 végen pedig az 5 — UCAUC — 3’ szakaszokkal kezdddik, illetve
végzddik. Ezek a szekvenciak a transzkripcié és a genom replikacié folyamataiban fontos
szignalokat tartalmaznak. A konzervativ szegmensvégeket egy-egy révid nem kédolo régio
koveti — illetve el6zi meg. Koztlk a fehérjéket kodold ORF-ek helyezkednek el (Benavente &
Martinez-Costas, 2007). Az S1 (illetve torzstdl fuggben az S4) kivételével valamennyi
szegmens monocisztronos, rajtuk egyetlen ORF talalhaté (Dryden et al., 1998; Benavente &
Martinez-Costas, 2007; Ji et al., 2008; Attoui et al., 2011). A transzlacié az 5’ véghez kozel
talalhaté start kodontdl kezdddik (AUG). A policisztronos S1 (S4) szegmens felépitése

viszont meglehetésen heterogén, rajta ketté vagy harom ORF talalhat6 (4. abra).
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ARV 51 szegmens P10(25-318) aC (630-1607)

(1645 bp) P17(293-738)
NBV 51 szegmens P10(27-311) GC(611-1579)
(1617 bp) P17(277-697)
RRYV 51 szegmens P14 (25-399
(1501 bp) aC (386-1430)
MRV 51 szegmens [ als(71-431) !
(1416 bp) al (131379
BRYV 54 szegmens P15(25-444)
(887 bp) P16(413-832)
GRYV 54 szegmens P10(63-350)
(1124 bp) aC (280-1089)
BroV 54 szegmens P13(23-364)
(808 bp) P16 (370-744)

4. abra. Az abran a kulonb6z6 orthoreovirusok policisztronos S1 (ARV, NBV, RRV,
MRYV), illetve S4 (BRYV, liba reovirus (goose reovirus, GRV), BroV) génszegmenseinek
szervez6dése lathatd. A kulonbozé ORF-ek altal kédolt fehérjéket téglalapok jelzik, a

hasonl6 funkciéval rendelkezé homoldg fehérjéket azonos szinekkel jeldltik. A
téglalapokban lathaté szamok az egyes ORF-ek elsé, illetve utolsé nukleotidjait jeldlik
(Dandar et al., 2012).

A legtdbb madar orthoreovirus esetében tricisztronos S1 szegmensrdl beszélhetlnk,
amely harom, egymast részlegesen atfedé ORF-fel rendelkezik. Az elsé két cisztronrél
szintetizalédnak a p10, és p17 nem-strukturalis fehérjék, mig a harmadik cisztronrél a oC
protein képzédik (Benavente & Martinez-Costas, 2007). Az oriassejt-képz6désért az un.
'fusion associated small transmembrane’ (FAST) proteint kédolé p10 gén felelés. A
viziszarnyasok egyes orthoreovirus tdrzseinél megdfigyelhetd, hogy az S1 szegmenssel
ekvivalens S4 szegmens bicisztronos, rajtuk minddsszesen két egymast részlegesen atfedd
ORF helyezkedik el és FAST proteint nem kodolnak (Banyai et al., 2005; Kuntz-Simon et al.,
2002).

A virus altal termelt strukturalis fehérjék kdzul a AA (eml8sdkben az ezzel ekvivalens A1) a
kapszid 50-60 nm atmérdjli belsé rétegének alapjat képezi, amely magaba foglalja a
genomszegmenseket, illetve a AB (emlésokben a A3) és pA (eml6sdkben a p2) fehérjéket. A
AA fehérje emellett a transzkripcio folyamataban is részt vesz. A AB a virus sajat RNS-fliggé

RNS-polimeraz fehérjéje, a pA pedig transzkripcios kofaktorként mikodik. A kapszid belsd
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rétegét stabilizalja a AA fellletére rasimulé oA (eml6sdkben a 02), mely ezaltal mintegy hidat
képez a kapszid kulsé rétegével. A oA fehérjének interferon gatlé hatasa van. A kapszid
feliletén medfigyelhetd tornyocskakban talalhatdak a AC (emlésdkben a A2) pentameterjei,
melyek teljesen ativelik a virion tdbbrétegl falat. A AC egyben guanylyl-transzferaz
enzimként (,capping enzim”) is mudkodik. A kapszid tornyocskainak csucsan a oC
(emlésbkben a o1) altal alkotott trimerek talalhatéak, a kilsé kapszid rétegét pedig a uB
(emlésdkben a u1) és oB (emlésdkben a 03) fehérjék alkotjak. A uB segitségeével toérténik a
fertézés soran a virus penetracidja, a oB pedig a virion dsszeépllésében vesz részt. A cC
felel6s a sejthez kapcsoldodasert, szdvetspecificitasért és a neutralizalé antitestek elsédleges
célpontja. A nem struktur fehérjék kdzul a uNS (eml6sben szintén uNS) segitségével torténik
meg a viroplazmaban a virion Osszeépllése, az S1 szegmensen szintetizalédé p10 a
szovettenyészeten megfigyelhetd sejt-sejt fuzidért, a p17 pedig a sejtek névekedésének
késleltetéséért felel. A oNS fehérje felelés a szimplaszali RNS koétédéséért a replikacié
soran (Benavente & Martinez-Costas, 2007; Dryden et al., 1998; Hsiao et al., 2002; Ji et al.,
2008; Mertens et al., 2000) (6. tablazat).
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6. tablazat. AVS-B madar orthoreovirus torzs szegmenseinek és leolvasasi kereteinek
(ORF) mérete, fehérjéi és azok funkciéi (Attoui et al., 2011; Banyai et al., 2011; Benavente &
Martinez Costas, 2007; Dryden et al., 1998; Ji et al., 2008)

Szegmens | ORF lokalizacidja Sf]eogsr;]:;s Protein Funkcio
NTPaz aktivitas,
L1 21-3902 3958 A szl rjgiclos E2eres,
kapszid bels6
rétegének formazasa
L2 14-3793 3829 AB RNS-fiiggd RNS-
polimeraz
L3 13-3870 3907 AC »Capping” enzim
M1 13-2211 2283 bA Transzkripcios
kofaktor
Penetracio, kapszid
M2 30-2060 2158 uB kiils6 rétegének
létrehozasa
MUNS, uNSC ) . -
M3 25.1932 1996 (nem Viroplazmaban virion
" Osszeépllés
strukturalis)
Sejthez kapcsolédas,
szovetspecificitas,
seey oG virulencia, antitest
neutralizacio
st 295-735 1645 p10 (nem Sejt-sejt fiizio
strukturalis)
Sejtek
632-1612 2 (i novekedeésének
strukturalis) . p
késleltetése
dsRNS koétédés, anti-
interferon hatas,
S2 16-1266 1324 oA kapszid belsé
rétegének
stabilizacidja
Virion 6sszeépllés,
S3 31-1134 1202 oB kapszid kulsé
rétegének létrehozasa
S4 24-1127 1192 oNS ssRNS kotés
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4.5. Madar orthoreovirusok altal kivaltott kérképek

A madar orthoreovirusok virionja rendkivul ellenallo, fertéz6képességét megoérzi
magasabb hémérsékleten (akar 55 °C-on) és tagabb pH tartomanyban (pH=2-9) is, tovabba
kulonféle detergenseknek is huzamosabb ideig ellenall (Chappel et al., 2000; Mertens et al.,
2000; Urbano & Urbano, 1994). Az érett virionok 10 napig fertéz6képesek maradhatnak
takarmanyon, Uvegen, galvanizalt fémen, madartollon, faforgacson és vizben egyarant
(Jones, 2000; Jones, 2008). A fert6zott allatokban a virusok jelenlétét sokféle szovetbél és
szervbdél kimutattak. A megbetegedési arany dsszefligg a korral, az immunstatusszal, illetve
a virus patotipusaval is (Jones, 2000). Vertikalis és horizontalis virustranszmisszié egyarant
ismert (Chappel et al., 2000). A fertézés altalaban feko-oralis uton, valamint a talp bérének
repedésein keresztil torténik (Jones, 2000). A tojasban fert6z6dés jelenségét ugyan leirtak,
de ennek jarvanyugyi jelentésége nem pontosan ismert (Jones, 2008). Masodlagos
bakteriadlis és viralis fert6zések gyakran el6fordulnak; tobbek kozott leirtak mar
mycoplasmaval, staphylococcusszal, Esherichia colival, illetve csirke anaemia virussal
torténd felllfertézédést is (Jones, 2008).

Hazi tydk esetében jellemz&en hus tipusu, broiler csirke allomanyok fert6zddése jar
klinikai manifesztacidkkal (De Gussem et al., 2010; Pu et al., 2008). Legnagyobb jelentésége
a csirkék viralis arthritisének (tenosynovitisének) van. Altalaban 4-16 hetes madarak
betegszenek meg, a megbetegedések szama hét hetes korban a legmagasabb. A ferté6zott
allatokban a tibiotarsalis-tarsometatarsélis izlletek gyulladasa, sulyos esetben a
gastrocnemius inanak szakadasa is megfigyelhetd. A megbetegedett csirkék a labak
gyengesége miatt dsszeeshetnek, emiatt képtelenné valnak a megfelel6 taplalkozasra. Bar a
mortalitas altalaban 10% alatt marad, az anyagi karok mégis jelentések lehetnek. A betegség
kovetkeztében a csirkék takarmanyhasznositasa szamottevéen romlik, emiatt az érintett
madarak elmaradnak a fejl6édésben, felépulés utan pedig a betegség nyilvanvald jelei
megmaradnak az allatokon, igy a vagas soran visszamindsitik azokat (Attoui et al., 2011;
Jones, 2000). Egyéb szervekben is kialakulhatnak elvaltozasok, myocarditist, pericarditist és
tollasodasi problémakat is leirtak orthoreovirus fertézéssel kapcsolatban. Ezenkivil 1ézidkat
figyeltek meg a majban, a Iépben és a bursaban (Davis et al., 2012). Emellett hazi tyukokban
szamos mas megbetegedés kapcsolatba hozhaté az orthoreovirus eredetl fert6zésekkel.
Valészinlileg szerepet jatszanak a ,satnyasag és torpendvés tlnet-egyuttese” (runting-
stunting syndrome, RSS), vagy mas néven malabszorpcios sydroma kialakitdsaban (van
Loon et al.,, 2001). Ezenkivll orthoreovirus fert6zés okozhat légzészervi és bélrendszeri
megbetegedést  (Goodwin et al.,, 1993), immunszupressziot, majgyulladast,

hydropericardiumot, ,kék szarny betegséget’, hasmenést, sulyvesztést, hirtelen elhullast,
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illetve idegrendszeri tlineteket is (Attoui et al., 2011; Dandar et al., 2013; Jones, 2008; Van
de Zande & Kuhn, 2007).

Feltételezések szerint az orthoreovirusok hazi pulykakban is szerepet jatszhatnak
tenosynovitis létrehozasaban (Jones, 2000), de okozhatnak myocarditist (Franga et al., 2010,
Shivaprasad et al., 2009), valamint okai lehetnek a pulykak bélgyulladasos komplexének
(PEC) és a bélgyulladasos és elhullasos tinetegylttesnek (PEMS) (Day et al.,, 2007;
Heggen-Peay et al., 2002; Jones, 2008; Sellers et al., 2004; Spackman et al., 2005), amely
az 1990-es évek elején vilagszerte komoly gazdasagi karokat okozott (Heggen-Peay et al.,
2002; Lojkic et al., 2010). Mindkét emésztészervi betegség multifaktorialis, baktériumok,
virusok, esetenként parazitak egyuttesen alakithatjak ki az elvaltozasokat. Hasonlo klinikai
kép és elvaltozasok jellemzik a korképeket, amelyekben szétndvést, tollasodasi zavart,
hasmenést, sulyos kiszaradast, sulyvesztést, anorexiat, levertséget, immunszuppressziét, a
PEMS esetében pedig nagyfoku elhullast figyeltek meg. A kérfejléddés nagymértékben fligg a
kortol és a kornyezeti valtozoktdl (pl. hémérséklet és paratartalom) (Heggen-Peay et al.,
2002; Moura-Alvarez et al., 2013).

Kacsakbdl szamos esetben izolaltak orthoreovirusokat. Pézsmarécékben a majban,
lépben és vesében elhaldasos gocokat (Jones, 2000; Jones, 2008), valamint mozgasi
nehézséget, hasmenést figyelhettek meg (Malkinson et al., 1981). A betegség az 1950-es
évek ota ismert és magas morbiditassal és mortalitassal jar (Malkinson et al., 1981). Fiatal
ludakban az orthoreovirusok a betegség akut fazisaban splenitist és hepatitist okoznak, mig
a szubakut és kronikus fazisaban arthritis, epicarditis, tenosynovitis, santasag és
lokomotoros zavarok alakulhatnak ki (Palya et al., 2003). 2000-ben, Dél-Kelet Kinaban
megjelent egy Uj tipusu orthoreovirus, ami egy Uj tlinetegyittest valtott ki: haemorraghias- és
necroticus lézidkat okozott a majban és a Ilépben, emellett az elhullasok szamat is
megnovelte (Chen et al., 2012; Wang et al., 2013). Az uj tipusu orthoreovirusok (N-MDRYV)
szélesebb gazdaspektrummal rendelkeznek és nemcsak pézsmakacsakat, hanem pekingi
kacsakat és hazi ludakat is képesek megfertézni (Liu et al., 2011; Yun et al., 2012).

Az orthoreovirusok elsédleges replikacidja per os fert6zés esetében a belekben és a
Fabricius-féle tomlé epitheliumaban torténik, innen jut el a virus a vér utjan a tobbi szervbe,
szOvetbe. Egyes esetekben aggresszivabb, tobb szdvetet érintd fertézés figyelheté meg (Ni
& Kemp, 1995). Oronasalis fert6z6dés esetén a virus 2 oraval késébb mar megjelenik a
belekben és a Fabricius-féle tomlében, 6 6raval kés6bb a majban és a vesében, 12 éra
mulva pedig a szivben és a hasnyalmirigyben. A virus transzportja az epithelialis barrierben
torténik, valészinlleg a makromolekularis transzport rendszeren keresztil (Jones et al.,
1989, Rosenberger, 2003). A fert6zés és a megbetegedés elsd jeleinek megjelenése kozotti
inkubaciés idészak hossza figg a virus patotipusatdl, az allat koratél és a fert6z6dés

modjatél. Két hetes specialis kérokozoktdl mentes (specific pathogen-free, SPF) csirkék
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kisérletes fertbzése soran — az irodalmi adatok szerint - az inkubaciés id6 1 naptdl
(labparnaba oltas) egészen 11 napig tartott (intramuscularis, intravénas fert6zés) és

intratrachealisan ez az id6 9-13 napra emelkedett (Jones et al., 1989).
4.6. Orthoreovirusok replikacioja és morfogenezise

Az orthoreovirusok replikacidja a sejt citoplazmajaban zajlik (Jones, 2008). A fertézés elsd
lépése az adszorbcid, majd ezt kdveti a penetracio (Attui et al., 2011). A virus a oC révén
kapcsolédik a sejthez és jut be receptor medialt endocitézissal annak citoplazmajaba, majd a
virust tartalmazé endoszémak savasodasanak kovetkeztében elvesziti a kllsé kapszid
komponenseit, igy a transzkripciora képes egységek bejutnak a sejt citoplazmajaba (5.
abra). A transzkripciét a viralis maghoz kapcsolodé RNS-fliggé RNS-polimeraz katalizalja.
Ennek hatasara viralis mMRNS képzédik, ami a dsRNS pozitiv szalaval azonos. Az mRNS-nek
kettés funkcioja van: programozza a virus-fehérjék szintézisét a riboszomakban, valamint

templatként szolgal a negativ szal szintézise soran.
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5. abra. Elektronmikroszképos kép a madar orthoreovirus penetraciojarol
(Benavente & Martinez Costas, 2006).

A virussal fert6zott sejtek nagy, denz citoplazma-zarvanyokat (un. viroplazmat)
tartalmaznak, melyek részben a replikacio, részben a virion morfogenezis szinhelyei.
Immunfluoreszcens mikroszképpal toérténé vizsgalatok soran fény derllt arra, hogy a
viroplazmak pontosan kérilhatarolhato, diszkrét strukturak, amelyek kialakitasaban a UNS és
oNS proteinek jatsszak a legfontosabb szerepet. A kiilénbdzd fehérjék viroplazmaba
szallitasa egy szelektiv és kontrollalt folyamat, melyben egyes proteinek a uNS segitségével
jutnak be, mig masok a mai napig ismeretlen uton teszik ezt (Benavente & Martinez Costas,
2006).

A megfelel6 fehérjék viroplazmaba kerulése utan a virion magjanak fehérjéi katalizaljak a
viralis transzkriptumok szintézisét. Ezek tobbsége a Iétrejotte utan helyben marad,
kdszénhetéen a NS RNS-kétd aktivitasanak. igy ezek az mRNS-ek szolgalnak templatként
a negativ szalu RNS szintézise soran. A genomszegmensek a kilénbdzd felismerd szignalok

segitségével kerllnek az utdédvirusba. A oA a viroplazmaba visszajutva stabilizélja a kapszid
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fellletét és megakadalyozza a tovabbi mRNS-ek bejutasat. A virion magjanak (core)
morfogenezise a AC beéplilésével és a negativ szalu RNS szintézisével fejez6dik be. Az
ujonnan elkészult mag sorsa kétféleképpen alakulhat: vagy kialakul korulotte a kapszid és
ezzel létrejon a kész utddvirus, vagy a genomrdl ujbol mRNS irédik at, amivel ujabb
replikacids ciklust indit el. A viruspartikulum felépitésében résztvevd tobbi alkotéelem szintén
a citoplazmaban épil az ujonnan képz&dé virionba (Attui et al., 2011; Benavente & Martinez-
Costas, 2007; Benavente & Martinez-Costas, 2006; Mertens et al., 2000).

4.7. Madar orthoreovirusok diagnosztikaja

A madar orthoreovirusok laboratériumi szaporitdsa embrionalt tojasban és
sejttenyészeten egyarant lehetséges. A chorioallantois membran és a szikzacsko terlletére
oltva a virust, a fert6zést kovetd 3-5. napon az embrié pusztulasa figyelheté meg a maj és a
Iép megnagyobbodasaval, vérzésekkel, elhalasos gocok kialakulasaval, valamint az embrid
torzulasaval (Jones, 2008). Sejttenyészeten a madarak orthoreovirusainak tébbsége
oriassejteket hoz Ilétre (Day, 2009; Jones, 2000). Kivételt képeznek ez aldl egyes
viziszarnyas eredetl orthoreovirusok, mivel ezek S4 szegmensérél hianyzik az oriassejt-
képzésért felelés FAST fehérjét kddoldo ORF (Banyai et al., 2005). A szOvettenyésztés soran
a sejtkarositd hatas megjelenéséig gyakran 2-3 passzalasra is szukség lehet, amelyek
eredményeképpen a fertézést kovetéen megfigyelheté az driassejtek képz&dése és a sejtek
levalasa a szovettenyésztdé edény aljardl. A virus altal legfogékonyabb sejtvonalak maj, vese
és fibtroblast eredetiiek (Jones, 2008). A madar orthoreovirusok megfelelé adaptalédas utan
tenyészthet6ek emlds sejtvonalakon is (pl. hércsog vese 21 (Baby hamster kidney, BHK-21),
sargahasu szavannacerkof vese (Vero), Georgia marha vese (GBK)). (Barta et al., 1984;
Grande & Benavente, 2000; Schiff et al., 2007). A sejttenyészetek fertézésének
meger@sitésére kinal alternativat a monoklonaris ellenanyagok segitségével elvégzett
immunfluoreszcens festés (Jones, 2000).

Az egyes patogén térzsek elklldnitésére kilonféle szeroldgiai mddszereket dolgoztak ki:
virusneutralizacios prébat (Robertson & Wilcox, 1986), western immunoblottot (Endo-Munoz,
1990), agargél precipitaciés teszteket (Olson & Weiss, 1972), valamint indirekt fluoreszcens
antitest vizsgalatot (Ide, 1982). A szeroldgiai vizsgalatokat ma leginkabb a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 ELISA tesztek segitségével végzik (Jones, 2008; Rosenberger, 2003).

A nukleinsav kimutatason alapuld vizsgalatok kozul leirtak a dot-blot hibridizaciot (Yin &
Lee, 1998), a reverz transzkripcio-polimeraz lancreakciot (RT-PCR) (Jones, 2000), valamint
a restrikciés fragmenthossz polimorfizmussal (Restriction fragment lenght polymorphism,
RFLP) kombinalt PCR-t (Liu et al., 1999).
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A molekularis epidemioldgiai kutatasokban elsésorban az RT-PCR-t alkalmazzak. Az elsé
madar orthoreovirusokra specifikus RT-PCR-t Xie és munkatarsai fejlesztették ki 1997-ben
az S1133-as csirke torzs S1 szegmensének egy 521 bazispar hosszusagu szakaszanak
felerésitésére (Xie et al., 1997). A specifikus primer-kombinaciok mellett az Orthoreovirus
nemzetség valamennyi tagjanak kimutatasara alkalmas altalanos primereket is terveztek
(Jindal et al., 2012; Wellehan et al., 2009; Zhang et al., 2006).

A madar orthoreovirusok nukleinsav kimutatason alapul6 vizsgalatai nem csak a
kulonb6z6 patogén torzsek megkulonboztetésében segitenek, hanem a virusgenomok
részleges vagy teljes szekvenalasa soran felderithetéek az egyes torzsek kdzotti rokonsagi
kapcsolatok, valamint pontosabb ralatast kaphatunk a torzsek eredetére, evolucios

folyamataira (Banyai et al., 2011; Dandar et al., 2013).

4.8. A madar orthoreovirusok evoluciés mechanizmusai

A madar orthoreovirusok rendkivuli valtozékonysagukat elsésorban a pontmutacioknak és

A reasszortansok jelenléte jellemz6 a szegmentalt virusokra. Magat a jelenséget leirtak
mar rotavirusok (Banyai et al., 2009; Banyai, 2010), a bluetonge-virusok (Ramig et al.,
1989), vagy a madar orthoreovirusok esetében is (Ramig & Fields, 1983). Ha ugyanazt a
sejtet egy idében két eltér6 virus is megfertézi, akkor a replikacid soran keletkez6
utédvirusokba a kiilénbdzd szlléi virusokbdl szarmazé szegmensek kerllhetnek valtozatos
kombinaciéban. Ez a kevert fertézés el6segiti a virusok evolucidjat, hiszen a
génszegmensek cseréjének kovetkeztében olyan reasszortansok keletkeznek, amelyek
esetlegesen jobban adaptalédnak az altaluk fert6zoétt gazdaszervezethez, kdnnyebben
replikalédnak, vagy hatékonyabban védekeznek a gazdaszervezet immunrendszere ellen (Ni
& Kemp, 1990). Ha a reasszortacié a kllsé kapszid fehérjéinek valamelyikét érinti, akkor a
virus Uj antigén tulajdonsagokat kaphat (antigén valtas, shift) Su et al., 2006). Ennek
kdszbnhet6en a madar orthoreovirusok rendkivil valtozékonyak.

A nukleotid szubsztitucioval jard valtozasok szintén hozzajarulnak a diverzitas
noveléséhez. A kilonb6z6 pontmutacidkat a virus RNS-fuggé RNS-polimeraza generdlja,
amely nem rendelkezik sajat javito-mechanizmussal, igy a replikacié soran pontmutaciok
halmozédhatnak fel (Liu et al.,, 2003). Kulénb6zd madar orthoreovirus torzsek
szegmenseinek vizsgalata kimutatta, hogy a szinonim szubsztituciok tulsulyban vannak a
nem szinonimakkal szemben.

Véglul, az adott RNS szegmensen belll mas mechanizmusok, példaul inzercidk, deléciok és

duplikaciok szintén bekdvetkezhetnek, amelyek megvaltoztathatjak a térzsek tulajdonsagait.
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5. Anyag és modszer

5.1. Madar orthoreovirus torzsek eredete

A vizsgaltunkhoz hasznalt 21 virustorzset a CEVA Phylaxia Zrt., a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH), illetve a Haartman Institute—University of Helsinki
munkatarsai bocsajtottak a rendelkezéslinkre bélsar, szovetfelliliszé, valamint liofilizatum
formajaban.

Vizsgalataink soran egy dolmanyos varjubol, egy fogolybdl, egy hazi ludbdl, két
pézsmakacsabol, harom hazi pulykabdl, valamint tizenkét hazi tyukbdl szarmazé
orthoreovirus torzs teljes, illetve majdnem teljes; és egy facanbdl izolalt orthoreovirus torzs
részleges genomszekvenciajat hataroztuk meg. A mintak az 1999-2012 kozo6tti idészakbal,
Magyarorszag hat megyéjéb6l (Békés, Baranya, Hajdu-Bihar, Szabolcs-Szatmar-Bereg,
Borsod-Abauj-Zemplén, Bacs-Kiskun), valamint Franciaorszagbdl, Finnorszagbdl és az USA-

bdl szarmaztak. A mintakat feldolgozasig hitve, illetve fagyasztva taroltuk (7. tablazat).
5.2. Sejtvonalak

A hazi tydkbol, hazi pulykabdl, pézsmakacsabdl és hazi ludbol szarmazé madar
orthoeovirus torzseket csirke embrié vese (chicken embryo kidney, CEK) primer
sejttenyészeten, a fogolybdl, facanbdl és dolmanyos varjubdl szarmazé virus térzseket csirke
majsejt felnam (chicken hepatoma cell line, LMH, ATCC-CRL-2117™) és BHK-21 (ATCC-
CCL-10™) sejtvonalakon szaporitottuk. A munkank soran borjusavé nélkiili (Hemoking),
illetve 7%-o0s savé tartalmu, antibiotikum hozzaadasaval (100x Antibioticum/Antimycoticum
Solution: 10000 I.E. Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin, 25 ug/ml Amphotericin (100x),
Sigma-Aldrich) késziilt fenntarté tapfolyadékot (MEM, Minimum Essential Medium Eagle,
Sigma Aldrich) hasznaltunk.
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7. tablazat. A vizsgalatok soran felhasznalt szarnyas-eredeti orthoreovirus térzsek
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5.3. Virusizolalas

Virusizolalast szovetfellluszokbdl és bélsar mintakbol végeztik. Egyes esetekben az
egyuttmikodd kollégaktdl kapott izolatumok felszaporitdsara is szikség volt annak
érdekében, hogy elegend6 templatot allitsunk el6 a genomszekvenalasokhoz. A virusokat
tartalmazé mintat (bélsar, szovetfellluszo) 10 percig 5000x g-vel centrifugaltuk, majd a
fellluszot pipetta segitségével leszivtuk, és ennek 50 plét 6 lyuku szovettenyésztd lemezen
(Thermo Scientific) elszaporitott, kérilbelil 80%-osan benétt sejttenyészethez adtuk. Ezt
koévetéen 1,5-2 éran keresztlil 37°C-on adszorbealtuk. Ezutan a sejtekre 1,5 ml 7%-0s MEM
tapfolyadékot mértlink, majd 3-4 napig 37°C-on inkubaltuk. A jellemzé citopatogén hatas
(¢6riassejtek) megjelenése utan a szdvettenyészeteket haromszor -80°C-on lefagyasztottuk
és felolvasztottuk. A szdvetfelliliszot 10 percig 5000x g-vel centrifugaltuk, majd az igy nyert
szuszpenzié 50 ul-ét atoltottuk egy Uj szOvettenyésztd lemezre. Harom passzazst kovetben a
centrifugalassal végzett Ulepités utan (10 perc, 5000x g) a sejtmentes fellluszét hasznaltuk

fel a viralis RNS kinyeréséhez.

5.4. Viralis nukleinsav tisztitasa

A viralis RNS-t tartalmazd szovetfellliszo, illetve steril, kétszeresen desztillalt vizben
oldott liofilizatum 1 ml-éhez 500 pl NaCl (5 m/v%) és 500 ul polietilén-glikol (PEG 6000, 7
m/v%, Sigma Aldrich) oldatot adtunk, amit ezutan 4°C-on egy éjszakan at inkubaltunk.
Masnap a pegilalt virusszuszpenziét 4°C-on 3000x g-n 30 percig centrifugaltuk, majd az igy
nyert Uledéket hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokra. A PBS-ben (phosphate buffered saline)
felvett Uledéket 3-szoros térfogatnyi TRIzol reagenssel kevertik (Invitrogen, Life
Technologies), majd 20 perc inkubalas utan egy térfogat egységnyi kloroformot mértiink az
elegyhez és Osszekevertik. Az Ujabb inkubalast (5 perc) és a centrifugalast kévetéen
(12000x g, 15 perc) a fels6 vizes fazis 500 ul-éhez azonos térfogatu jéghideg izopropanolt
adtunk. A keveréket 20 percig szobahén, vagy -20°C-on egy éjszakan at allni hagytuk, majd
ezt kdvetéen 15 percig 12000x g-n centrifugaltuk. Az izopropanollal kicsapott RNS pelletet
1000 pl 75 v/v %-os etanollal mostuk, 15 percig 12000x g-n centrifugaltuk, majd a feluluszot
eltavolitva az Uledéket szobahémérsékleten teljes szaradasig allni hagytuk. Végil az RNS-t
25 pl nukledz mentes vizben (Ambion) oldottuk be. A mintédkat felhasznalasig -80°C-on
fagyasztva taroltuk.

Az RNS kivonasat mas esetekben kozvetlenul a virustartalmia szovetfellluszobdl a
QIAmp viral RNA Mini Kit (QIAgen) segitségével végeztik a gyartd utasitasait kdvetve.

Ebben az esetben a viralis RNS-t tartalmazé szdvetfeltluszé 140 ul-jét hasznaltuk fel, majd a
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kivonas utolso Iépéseként 50 pl nukleaz mentes vizben oldottuk vissza a szilika oszlopra
adszorbedlt nukleinsavakat. A mintakat -80°C-on fagyasztva taroltuk a tovabbi

felhasznalasig.

5.5. Primertervezés

Vizsgalataink soran specifikus és degeneralt primereket egyarant alkalmaztunk. A
degeneralt primerek tervezése soran a kilénb6zd madar orthoreovirus térzsek azonos
szegmenseihez tartozé nukleinsav szekvenciait a MULTALIN programmal (Corpet 1988,
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin) illesztettik ©ssze. Az igy létrehozott szekvencia
illesztéseket hasznaltuk fel a primerek tervezésénél. A primereket 18-25 bazispar (bp)
hosszlusagban a szegmensek leginkabb megérzétt szakaszaira terveztik, felhasznalva az
Integrated DNA Technologies honlapjan talalhato OligoAnalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer) programot. A tervezés soran
igyekeztink 50% korGli GC aranyt, 50°C feletti (de lehetbleg 65°C alatti) olvadasi
hémérsékletet valasztani, tovabba a hajti-szerli masodlagos szerkezeteket probaltuk
kikiiszobdlni (8. tablazat).

8. tablazat. Sajat tervezési primerek az altalunk vizsgalt kilonb6zé madar orthoreovirus
torzsek genomjanak szekvenalasahoz

Olvadasi
Megnevezés Primer Szegmens Pozicio atlag
hémérséklet

5 — GCN RAY TAC ATY AAY WAN CAY ATG

BK1 AA -3 L2 1647-1672 52,8°C
5 —CCRTCR TCN CCY TGR CAN ACG TA -
BK2 3 L2 2196-2218 60,8 °C
BK3 5 — CTC GAC ATG GCC TAT CTAGCC -3 M1 1-27 56,9 °C
5" — GAT GAR TAT CTC AAG ACG ACT AAC —
BK4 3 M1 2283-2260 51,6 °C
BK5b 5 — AGG TAC GTG TGC CAAACT TTC -3 S3 5-27 55,6 °C
BK6 5 — GAATAG GCG AGTCCC GCTAA-3 S3 1180-1199 56,6 °C
BK7 5’ — GAT GAA TAC ATC CAC GYG CT -3’ S2 1324-1308 53,9 °C
BK8 5 -GCTTTT TCT CCC ACG ATG GC -3 S2 1-20 56,9 °C
BK9 5 —-GCTTTT TGA GTC CTT GTG CAG -3’ S4 1-21 54,8 °C
BK10 5 — GAT GAR TAA GAG TCC AAG TCG -3’ S4 1172-1192 51,4°C
BK11 5 — TCA ATC CCT TGT TCG TCG ATG - 3’ S1 7-27 55,0 °C
BK12 5 — GAT GAA TAACCAATC CCM GTA-3’ S1 1625-1645 50,8 °C
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5.6. Szegmensvégek azonositasa RNS ligacioval

A szegmensek 5 és 3’ végi szekvenciajanak megallapitasahoz a szegmensvégekhez
egy, mar korabban leirt, 5’ végén foszforilalt, 3° végén amino-csoporttal blokkolt PC3
elnevezési primert (5’ - P-CCCGTCGACGAATTCTTT-NH3 - 3’) kotottiink (Lambden, 1992).
A reakciéelegy 5 pl RNS-t, 7,5 ul nukleaz mentes vizet, 12,5 pl 34%-0s PEG 8000-et, 3 pl
10x RNS ligaz puffert, valamint 20 U T4 RNS ligazt (New England Biolabs) tartalmazott. A
reakcio 17°C-on 17 oran keresztul zajlott. Az igy kapott ligatumot a QIAgen Gel Purification
Kit (QlAgen) segitségével tisztitottuk a gyartd utasitasai alapjan. A tovabbi PCR vizsgalatok
soran a szegmenseket a PC3 primerrel komplementer PC2 (5 -
AAAGAATTCGTCGACGGG - 3), illetve egy szekvenciaspecifikus primerrel erésitettik fel
(8. tablazat).

5.7. PCR-reakciok

Vizsgalataink soran minden esetben a szekvenalasi modszertdl fliiggéen valasztottuk meg
a genomamplifikaciés médszert. Ennek megfeleléen egylépéses vagy kétlépéses RT-PCR-t
alkalmaztunk specifikus primerek segitségével akkor, amikor a felerésitett génszakaszokat
illetve genomszegmenseket a hagyomanyos (Sanger-féle) szekvenalasnak terveztik
alavetni. Mas esetekben, amikor nagy atereszt6képességl uUj-generacidés szekvenalas
végrehajtasat terveztik, el6zetesen random RT-PCR segitségével erGsitettik fel a

genomszegmenseket.

5.7.1. Egylépéses reverz transzkripciéos-polimeraz lancreakcié (RT-
PCR)

Az AVS-B és a T178l-es hazi tyuk orthoreovirus térzsek génjeinek amplifikaciojat
egylépéses RT-PCR méddszer segitségével végeztik el One-Step RT-PCR Kittel (QIAGEN).
Els6 Iépésben 3 pul RNS-t adtunk 2 pl nukleaz mentes vizhez és 1- 1 ul (20 uM) ,reverse” és
Sforward” primerhez (8. tablazat), majd 97°C-on 5 percig denaturaltuk az elegyet. Az RT-PCR
keverék mintanként 2 ul nukledaz mentes vizet, 2,5 yl 5x OneStep RT-PCR puffert, 0,5 pl
OneStep RT-PCR enzim mixet (QIAGEN) tartalmazott. A reakcié végtérfogata 12,5 ul volt.

Az RT-PCR soran alkalmazott programot a 9. tablazat tartalmazza.
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9. tablazat. Az egylépéses RT-PCR soran alkalmazott program hémérsékleti paraméterei

Reverz transzkripcio 42°C 30 perc
Elémelegités 95°C 15 perc
Denaturacio 95°C 30 mp
42-55°C
Primer tapadas (primertdl 30 mp 40X
fuggben)
Lancépités 72°C 2-3 perc
Végs6 lanchosszabbitas 72°C 5 perc

5.7.2. Kétlépéses RT-PCR

Egy pulykabdl izolalt virustérzs (D1104) genomjanak vizsgalata soran kétlépéses RT-
PCR-t alkalmaztunk. A kivont RNS-r6l random-hexamer oligonukleotidok segitségével
készitettiink cDNS atiratot a kdvetkezb recept szerint.

A folyamat soran 6 pl RNS-t és 1 pl (60 uM) random hexamer oligonukleotidot 97°C-on 5
percig denaturaltuk. Az inkubaciét kdvetéen a reverz transzkripcié soran 11,5 pl nukleaz
mentes vizet, 5 ul 5x puffert, 0,5 pyl dNTP-t (10-10mM), 0,5 ul RevertAid Reverse
transcriptase-t (200 U/ul, Thermo Scientific), 0,5 pl nukleaz inhibitort (40 U/ul, Thermo
Scientific) mértlink az elegyhez.

A cDNS szintézis hédmérsékleti paraméterei a kovetkezék voltak: 25°C 5 perc, majd ezt
koévetéen egy 42°C 30 perc és 70°C 10 perc.

A PCR elegy dsszetétele a kdvetkezd volt: 3 pul cDNS, 0,5 yl DreamTaq polimeraz (5 U/ul
Thermo Scientific), 1-1 pl (20 uM) forward és reverse primer (8. tablazat), 1 yl dNTP (10-10
mM), 5 ul 5x puffer, 13,5 ul nukledz mentes viz, 25 ul végtérfogatban. A kétlépéses RT-PCR

soran alkalmazott programot a 10. tablazat tartalmazza.

10. tablazat. A kétlépéses RT-PCR soran alkalmazott program h6mérsékleti paraméterei

PCR aktivalo lépés 94 °C 3 perc
Denaturacio 94 °C 30 perc
42-55°C
Primer tapadas (primertdl 30 mp 40
figgdéen) .
Lancépités 72°C 2-3 perc
Végsé6 lanchosszabbitas 72°C 5 perc

5.7.3. Random primerekkel elvégzett RT-PCR

A hazi tyukbdl, hazi pulykabdl, pézsmarécébdl, hazi ludbdl, fogolybdl és facanbal
szarmazo orthoreovirus torzsek genomszekvenciajat random PCR-t kdvetéen az lon Torrent

szemikonduktor szekvenald készilék (lon Personal Genome Machine® [PGM™], Life
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Technologies) segitségével allapitottuk meg a Djikeng et al. (2008) altal k6zolt modszer
adaptalasaval. Réviden: 6 pyl RNS-t és 1 ul, a 3’ végén hat random nukleotidot tartalmazé
FR26RV-N (5 — GCC GGA GCT CTG CAG ATA TCN NNN NN — 3’) (20 pM) primerrel 95°C-
n 5 percig denaturaltuk. A reverz transzkripciés keverék a kdvetkezéket tartalmazta: 1 pl
AMV reverz transzkriptaz (10 U/ pl, Promega), 5 pl 5x AMV puffer, 1 ul dNTP (10-10 mM) és
11 pl nukleaz mentes viz. A cDNS szintézis h6meérsékleti paraméterei a kdvetkezdk voltak: a
kezdeti denaturalas 95°C 5 perc, majd ezt kdvetéen 25°C 10 perc, 42°C 1 6ra és végul 72°C
10 perc.

Az igy elkészitett cDNS 3 pl-ét hasznaltuk fel a PCR-hez az alabbi modon: 2 yl FR20RV-
T (5 — GCC GGA GCT CTG CAG ATA TC — 3’) primer (20 pM), 10 pl 5x puffer, 0,25 pl
DreamTaq polimeraz (5 U/ul), 1yl ANTP (10-10 mM) és 33,75 ul nukleaz mentes viz. A
reakcidelegy végtérfogata 50 ul volt. A PCR héprofiljia megegyezett a kétlépéses RT-PCR

soran alkalmazottal; a primer tapadas 48°C-on tértént (6. abra).

I
FR26RV-N I

FR26RV-T I @

cDNS szintézis

5
NN\
Random PCR
I 0 ——
I [ —
| oI
I [ —

6. abra. A random primerekkel elvégzett RT-PCR sematikus abraja. A FR26RV-N
primer 3’ végén hat random nukleotidot tartalmaz (lila jel6lés), amig az FR26RV-T
primer a 3’ végén 20 nukleotidbdl allé poli-T farokkal rendelkezik. A reverz
transzkripcio soran az FR26RV-N primerek random helyekre kétédnek a viralis RNS-
hez. Az FR20RV-T primer hozzdadasaval végzett RT-PCR reakcio6 utan igy a PCR
termékek kiilénb6zd hosszusagu szakaszokat tartalmaznak.
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5.8. PCR termékek elvalasztasa agaréz gélben

A PCR termékeket 1 m/v%-os agaroz gélben (Lonza) 90V-on 25 percig elektroforetizaltuk
(0,5 viv%-os trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetat oldatban (TBE) pH=8,3; GelRed (Biotium)
festéssel). Molekulatomeg markerként 100 bp-os O’'Gene Ruler DNS létrat (Thermo
Scientific) hasznaltunk. A futtatds utdan a gélt UV-atvilagitassal vizsgaltuk, és az
eredményeket CSL-Microdoc Systems géldokumentaciés rendszerrel (Cleaver Scientific;

Power Shot G12 kamera, Canon) régzitettik.
5.9. DNS fragmentumok tisztitasa gélbél

A sikeresen amplifikalt termékeket az elektroforézist kdvetéen a Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit (GeneAid) segitségével tisztitottuk ki a gélbél a gyarté utasitasai alapjan, 50 pl
végtérfogatban. A  Kkitisztitott DNS-fragmentumokat -20°C-on taroltuk a tovabbi

felhasznalasig.
5.10. Szekvenalas

5.10.1. Sanger-féle szekvenalas

A T1781, D1104, AVS-B illetve részben a TVAV orthoreovirus térzsek esetében a gélbdl
visszanyert és kitisztitott PCR-termékek szekvenald reakcidjat a BigDyeTM Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit-tel (Life Technologies) végeztik el. A reakcidelegy 2 pl nukleaz
mentes vizet, 2 pl BigDye reakcioelegyet, 1 yl (10 uM) primert és 5 pl tisztitott PCR terméket
tartalmazott. A szekvenalas soran ugyanazokat a primereket hasznaltuk, amelyekkel az
egyes génszakaszok felerGsitését is végeztuk (8. tablazat). A szekvenalas soran alkalmazott

hémérsékleti profilt az 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat. A szekvenalas soran alkalmazott program hémérsékleti paraméterei

PCR aktivalo lépés 96 °C 1 perc

Denaturacio 95 °C 20 mp
Primer tapadas 50 °C 5 mp } 25X

Lancépités 60°C 4 perc

A szekvenalasi reakcié utan a termékeket nukleaz mentes viz, etanol és natrium-acetat
frissen készitett keverékének segitségével csaptuk ki (31 ul 96 v/iv% etanol; 1,5 ul 3 M, pH
4,6 Na-acetat; 7,5 pl nukleaz mentes viz), majd centrifugaltuk (1825x g, 30 perc, 4 °C). Ezt
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kovetéen 70 v/v% etanollal mostuk, majd ujabb centrifugalast kdvetéen (1825x g, 30 perc,

4°C) az Uledéket szobahdmérsékleten szaritottuk.
5.10.2. Uj-generacios szekvenalas — lon Torrent RGM segitségével

A random RT-PCR termékét GelRed-del megfestett 1%-0s agardz gélben megfuttattuk. A
kapott korulbelil 200-2000 bp hosszusagu terméket tartalmazd gélsavot kivagtuk és
kitisztitottuk a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) segitségével a gyartd
utasitasai szerint. A szekvenaldshoz szlkséges konyvtarakat a NEBNext® Fast DNA
Fragmentation & Library Prep Set-tel (New England Biolabs) készitettuk lonTorrent Xpress
vonalkéd adapterek (Life Technologies) felhasznalasaval, a gyarté utasitdsai alapjan. Az
emulziés PCR-t az lon OneTouch™ Template Kit-et (Life Technologies) felhasznalva -
szintén a gyarto utasitasait kovetve — OneTouch készuléken végeztik el. A templatokat
tartalmazo gyongyot az lon OneTouch™ ES pipettazd robotjanak segitségével dusitottuk,
majd az igy el6készitett mintakat az lon Torrent semikonduktor szekvenald készilék (lon
Personal Genome Machine® [PGM™] segitségével elemeztiik, 316-0s illetve 318-as tipusu
chipeken.

5.11. Szekvencia analizis és filogenetika

A Sanger automata szekvenalas eredményét a BioEdit (Hall, 1999) programmal
jelenitettik meg. A szekvenciakat a BLASTN és BLASTX (Altschul et al., 1990)
homoldgiakeres® programok segitségével online azonositottuk a National Center for
Biotecnology Information (NCBI) adatbankjaban (génbank: GenBank,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/), majd a MULTALIN és a GeneDoc (Nicholas et al., 1997)
szekvenciailleszté programokkal illesztettik egymashoz, valamint a referenciaként hasznalt
virustorzsek szekvenciaihoz (1. melléklet).

Az lon Torrent szekvenal6 készilék altal leképezett adatokat a CLC Bio (www.clcbio.com)
program segitségével illesztettiik a génbankbdl letdltott referencia szekvenciakhoz, majd a
GeneDoc szekvenciailleszté programmal illesztettuk egymashoz.

A filogenetikai torzsfak elkészitéséhez a MEGAS programot (Tamura et al., 2011) vettlk
igénybe, maximum likelihood (ML) fa-rekonstrukcids algoritmust és a Bayes-i informacios
kritérium  segitségével kivalasztott szubsztiticiés modellt hasznalva. A torzsfa

megbizhatésagat 500-szor megismételt bootstrap teszttel ellenériztik.
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6. Eredmények

6.1. Madarak orthoreovirusainak genomszervezédése

A teljes hosszusagu orthoreovirus genomok mérete atlagosan 23 500 bp (22969 bp —
23579 bp) volt. Minden genomszegmens egy rovid, nagymértékben meg6rzétt szakasszal

kezdddott és végzodott. Ezek az 5’ végen a dolmanyos varju orthoreovirusanak esetében

eltértek a tobbi orthoreovirusban megszokottdl (GCCTTT a GCTTTT helyett), mig a 3’ végen
talalhaté (TCATC) tipikusnak volt mondhaté minden vizsgalt orthoreovirus torzs esetében
(12. tablazat).

12. tablazat. Konzervativ szegmensvégi szekvencidk a kulénb6zé madar eredeti
orthoreovirus térzsekben (N=nem meghatarozhaté, hogy a szekvencia A, T,G,C tartalmu-e)

5 . - Szegmensvégi szekvencia
Virustorzs Gazdafaj Szarr]maza5| Izo,lalas Szegmens
ely éve
5 3
L1 GCCTTTTCCTCCC AGTTATTCATC
Tvarminne dolmanvos
avian virus ny Finnorszag 2002 M1 GCCTTTCCCCGC GGGTGATCATC
varju
(TVAV)
S1 GCCTTTCGACCC GGCTATTCATC
L1 GCTTTTCTCCGA GATTATTCATC
AVS-B hazi tyuk USA 2006 M1 GCTTTTCTCGAC AGATACTCATC
S1 GCTTTTTCAATC GGTTATTCATC
L1 GCTNTTCTCCGA GATTATTCATC
D1104 hazi pulyka Magyarorszag 2009 M1 GCTTTTCTCGAC AGGTACTCATC
S1 GCTTTTTCAACC GATTATTCATC
L1 GCTTTTCTCCGA GGTTATTCATC
D1546 pézsmakacsa | Franciaorszag 2010 M1 GCTTTTCCTCGAC | AGATATTCATC
S1 GCTTTTCCTTAG GGTTATTCATC
L1 GCTTTTCTCCGA GGTTATTCATC
D20/99 hazi lud Magyarorszag 1999 M1 GCTTTTCTCGAC AGATATTCATC
S1 GCTTTTTCCTTC GGTTATTCATC
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A nem transzlalddo régiok (untranslated region, UTR) hossza 12-62 bp volt az 5’ végen és
30-98 bp a 3’ végen. A teljes hosszukban megszekvenalt szegmensek mérettartomanya a
kovetkez6képpen alakult: az L1 szegmens 3958-3993 bp, az L2 3796-3829 bp, az L3 3902-
3907 bp, az M1 2282-2288 bp, az M2 2154-2158 bp, az M3 1996-2026 bp, az S2 1322-1327
bp, az S3 1169-1203 bp, az S4 1192-1201 bp kozotti hosszusagu volt. A szegmensek — az
orthoreovirusokra jellemz6 médon - A&ltaldban monocisztronosok, a feltehetéen roluk
képz6dd egy-egy fehérje mérete az alabbi moédon alakult: a AA 1293-1295 as, AB 1259 as,
AC 1283-1285 as, a uA 732-737 as, uB 676-675 as, uNS 630-639 as, oA 416 as, oB 367 as,
oNS 367-368 as. Kivételt a oC fehérjét kodolo S1 illetve S4 szegmens jelentette. A hazi
tyukok, hazi pulykak, a fogoly, valamint a dolmanyos varju orthoreovirusainak esetében az
S1 harom egymast részlegesen atfedé ORF-fel rendelkezett: a p10 96-99 as, a p17 146-172
as, a oC 326 as hosszusagu terméket koédolt. A pézsmarécék és a hazi lud esetében az S1
szegmenssel ekvivalens S4 bizonyult policisztronosnak. Két, egymast részlegesen atfedd
ORF-et hordoztak ezen a génszegmensen, amelyek a aC (269 as), és a pl0-es (95 as)
fehérjéket kodoltak.

A kulénb6z6 szegmenseken kodolt fehérjék azonositasat — a szekvenciahomoldgiak
meghatarozasan kiviil - azok tipikus aminosav szekvencia motivumai is segitették. igy a AA
fehérjére a cink-k6t6 motivum (as 182-202), a AB fehérjére — a minden egyes RNS-fliggé
RNS-polimerazra jellemzé — GDD motivum (as 725-735), mig a AC fehérjére az S-adenozil-
L-methionin (SAM) kété motivum (as 822-830) volt jellemzé (Shen et al., 2007; Xu &
Coombs, 2008) (7. abra).
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7. abra. Az L-osztalyu szegmenseken medfigyelhetd, az altalunk meghatarozott madar
eredetl orthoreovirus torzsek azonositashoz alkalmazott tipikus aminosav mintazatok
(lila szinnel kiemelve). A fehér, a szlrke és a fekete kiemelések a szekvencidk
illeszkedésének mértékét jelzik. Az abran harom hazi tyuk (T1781, S1133, AVS-B), egy
hazi pulyka (D1104), egy pézsmaréce (D1546), egy hazi lud (D20/99) és egy dolmanyos
varju (TVAV) eredeti virustdrzs szekvenciainak pozicionalis illesztései lathatoak.
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8. abra. Az M-osztalyu szegmenseken medfigyelhetd, az azonositdshoz alkalmazott
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9. dbra. Az S2, S3, S4 szegmenseken megfigyelhetd, az azonositashoz alkalmazott
tipikus aminosav mintézatok (lila szinnel kiemelve. A nyilak a ,cink-ujj” motivumot jeldlik).
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variu (TVAV) eredet( virustorzs szekvenciainak pozicionalis illesztései lathatoak.

10. dbra. Az S1 szegmensen medfigyelhetd, az azonositashoz alkalmazott tipikus
aminosav mintazatok (lila szinnel kiemelve. A nyilak a oC fehérje 7 aminosavbal allé
heptapeptid ismétiédését jelzik). A fehér, a szlirke és a fekete kiemelések a szekvenciak
illeszkedésének mértékét jelzik. Az abran harom hazi tyuk (T1781, S1133, AVS-B), egy

hazi pulyka (D1104)



A munkank soran meghatarozott kilénb6z6 madar orthoreovirus torzsek részletes

genomszervezdédését a 11. abra szemlélteti (50-55.oldal).

AVS-B 3457-M/11
21 3902 21 3902
L1 (3958 bp) “_‘ L1 (3958 bp) '“_‘
14 3793 N 3793
L2 (3829 bp) “_‘ L2 (3820 bp) '“_‘
13 3870 13 3870
L3 (3007 bp) [ —_ | (3907 bp) T ——
13 2211 12 7210
M1 (2283 bp) r“ﬁ M1 (2282 bp)
a0 2060 26 2006
M2 (2158 bp) M2
25 1932 o5 1832
M3 (1996 bp) M3 (1996 bp)
33 1612 24 1612
St roas oy L o oty
16 1266 18 1266
S2 (1324 bp) 52 (1324 bp)
3 1134 30 1133
53 (1202 bp) S3 (1201 bp)
24 1127 24 1127
S4 (1192 bp) ’-mu__‘ S4 (1192 bp) I_m__\

284V/06 T1781
2 3902 20 3901
L1 (3958 bp) nm L1 (3958 bp) O —
3636 12 3791
L2 r——\ L2 (3828 bp) |“_\
3861 13 3870
L3 | L3 ]
2211 13 2211
A M1 (2247 bp)
30 2060 30 2081
M2 M2
25 1332 25 1932
M3 (1996 bp) r“—\ M3 (1996 bp) m_—\
25 1581 25 1513
S1 S1 (1625 bp)
18 1266 16 1286
52 52
3 1134 34 1134
53 53
24 1125 24 1127
s4 ’-EI_'_‘ s4

11. abra. Az altalunk vizsgalt madar eredetl orthoreovirus térzsek genomszervezédése.
Az abrakon feketével a nyitott leolvasasi kereteket (ORF), szlirkével a meghatarozott-,
fehérrel a hianyos génszakaszokat jeloltik. Az abra tartalmazza a szegmensek-, és a

réluk képzddd fehérjék hosszat, valamint az ORF-ek elhelyezkedését is.
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L1 (3958 bp)
L2 (3829 bp)

L3

M1 (2283 bp)

M2

M3 (1996 bp)

81 (1646 bp)

52 (1324 bp)

53 (1202 bp)

54

L1
L2
L3
M1 (2282 bp)
M2

M3 (1996 bp)

81
82 (1324 bp)
3 (1202 bp)

84 (1192 bp)

3211V/02

3202

|u|*|
] =
<o =~
=] w
=] (=)

2211

H

2060

1932

H

1613

1266

1134

I__IEEI!-_‘
2j 1127

924Bi/05
3902

|

3844

2211

|I

2060

1932

|

1611

1266

1134

1127

L1 (3958 bp)
L2 (3828 bp)

L3

M1 (2282 bp)
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11. abra (folyt.). Az altalunk vizsgalt madar eredeti orthoreovirus torzsek
genomszervezGdése. Az abrakon feketével a nyitott leolvasasi kereteket (ORF),
szirkével a meghatarozott-, fehérrel a hianyos génszakaszokat jeldltiik. Az abra

tartalmazza a szegmensek-, és a réluk képz8dd fehérjék hosszat, valamint az ORF-ek
elhelyezkedését is.
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11. abra (folyt.). Az altalunk vizsgalt madar eredet(i orthoreovirus térzsek
genomszervez6dése. Az abrakon feketével a nyitott leolvasasi kereteket (ORF),
szurkével a meghatarozott-, fehérrel a hianyos génszakaszokat jeldltik. Az abra

tartalmazza a szegmensek-, és a réluk képzddé fehérjék hosszat, valamint az ORF-ek
elhelyezkedését is.
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11. abra (folyt.). Az altalunk vizsgalt madar eredeti orthoreovirus torzsek
genomszervezédése. Az abrakon feketével a nyitott leolvasasi kereteket (ORF),
szirkével a meghatarozott-, fehérrel a hianyos génszakaszokat jeldltiik. Az abra

tartalmazza a szegmensek-, és a réluk képz8dé fehérjék hosszat, valamint az ORF-ek
elhelyezkedését is.
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11. abra (folyt.). Az altalunk vizsgalt madar eredeti orthoreovirus torzsek
genomszervezédése. Az abrakon feketével a nyitott leolvasasi kereteket (ORF),
szirkével a meghatarozott-, fehérrel a hianyos génszakaszokat jeldltiik. Az abra

tartalmazza a szegmensek-, és a réluk képz8dé fehérjék hosszat, valamint az ORF-ek

elhelyezkedését is.
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11. abra (folyt.). Az altalunk vizsgalt madar eredet(i orthoreovirus térzsek
genomszervezédése. Az abrakon feketével a nyitott leolvasasi kereteket (ORF),
szurkével a meghatarozott-, fehérrel a hianyos génszakaszokat jeloltiik. Az abra

tartalmazza a szegmensek-, és a réluk képzddé fehérjék hosszat, valamint az ORF-ek
elhelyezkedését is.

6.2. Filogenetikai kapcsolatok

Eredményeim bemutatdsa soran kilén fogom elemezni a dolmanyos varjubdl szarmazé
orthoreovirus torzset a tobbi szarnyas eredetl virustdl, ami lehet6séget nyujt az
orthoreovirusok rokonsagi kapcsolatainak bemutatasara is. A tébbi torzs elemzésére a
késbbbi fejezetekben kerll sor.

6.2.1. Tvarminne avian virus (TVAV)

A 12. abra egyuttesben bemutatott filogenetikai fakon a TVAV rokonsagi kapcsolatai

mellett az Orthoreovirus nemzetség egyéb referencia torzsei is jOl lathatok.
6.2.1.1. Az L-osztalyu szegmensek

Az L1 szegmens torzsfa-rekonstrukcidja soran megfigyelhetd volt, hogy a TVAV kozel
rokonsagban allt a Steller oroszlanfokabdl izolalt orthoreovirussal (SSRV; 71,2 %
hasonlésag ns, 84,3 % hasonlésag as szinten), és ugyanabban a csoportban volt

megtalalhatd, mint a PRV és az ARV eredetl torzsek. Az eml6sokbdl szarmazd (MRV Lang,



MRV Jones, MRV Dearing, MRV Ndelle) valamint az RRV 47/02, BRV és a BroV torzsek - a

koztuk lévé kozOs evolucios kapcsolat miatt - a torzsfa egy-egy kilon csoportjaban

helyezkedtek el. Az L2 és az L3 szegmens vizsgalatanak eredménye szerint, a TVAV az
SSRV-vel allt a legkdzelebbi rokonsagban (70,1% ns, 82,3% as; 55,3% ns, 53,6% as); ezek

a

torzsek ugyanabba a nagyobb csoportba tartoztak, mint mas madar (815-12, 03G, AVS-B,

S1133) illetve denevér (PuV, NBV) eredetl virustorzsek (12. abra).
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12.abra. Nukleinsav alapu ML térzsfarekonstrukciok a TVAV és a GenBank-ban
megtalalhaté referencia torzsek szekvenciainak felhasznalasaval (hazi tydk eredeti
torzsek - S1133 és AVS-B; denevér eredet(i torzsek — BroV, NBV és PuV; Steller féle
oroszlanfokabdl szarmazo torzs — SSRV; eml6s eredet(i torzsek — MRV Jones, MRV
Ndelle, MRV Lang, MRV Dearing; huill6 eredetl toérzs — RRV 47/02; Pavian eredet( torzs
— BRYV, dolmanyos varjubdl szarmazé térzs — TVAV). A magas bootstrap értékek
alatdmasztjak a fa topoldogigjat. A 1épték megfeleltethetd a filogenetikai tavolsagnak. A
Bayes-i informacids kritérium segitségével kivalasztott szubsztituciés modellek a
kovetkezék voltak: L1-L3, M1-M3, S1-S3: GTR+G; S4: TN93+G. A torzsfa készitése
soran felhasznalt szekvenciak génbanki azonositoit az 1. sz. melléklet tartalmazza.
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6.2.1.2. Az M-osztalyu szegmensek

Az M1 és az M2 szegmens alapjan a TVAV a toérzsfan kdzds csoportban volt az ARV és
PRV-eredetl torzsekkel, legkdzelebbi rokonanak az oroszlanfékabdl izolalt SSRV bizonyult
(64,1% ns, 70,6% as; 72,1% ns, 82,9% as). Az M3 szegmens esetében a TVAV a
legnagyobb hasonlésagot (54,9% ns, 51,2% as) szintén az SSRV-vel mutatta, és annak
ellenére, hogy a virus k6zos csoportban helyezkedett el az ARV-vel és a PRV-vel, mégis a

filogenetikai fa egy kulon agan foglalt helyet (12. abra).
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12.4abra (folyt.). Nukleinsav alapu ML torzsfarekonstrukciok a TVAV és a génbankban
megtalalhaté referencia torzsek szekvenciainak felhasznalasaval (hazi tydk eredeti
torzsek - S1133 és AVS-B; denevér eredetl torzsek — BroV, NBV és PuV; Steller féle
oroszlanfokabdl szarmazo torzs — SSRV; eml6s eredet(i torzsek — MRV Jones, MRV
Ndelle, MRV Lang, MRV Dearing; hilld eredetl torzs — RRV 47/02; Pavian eredet(i térzs —
BRYV, dolmanyos varjubdl szarmazo térzs — TVAV). A magas bootstrap értékek
alatdmasztjak a fa topologigjat. A 1épték megfeleltethetd a filogenetikai tavolsagnak. A
Bayes-i informaciés kritérium segitségével kivalasztott szubsztiticiés modellek a
kovetkezék voltak: L1-L3, M1-M3, S1-S3: GTR+G; S4: TN93+G. A torzsfa készitése
soran felhasznalt szekvenciak génbanki azonositoit az 1. sz. melléklet tartalmazza.
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6.2.1.3. Az S-osztalyu szegmensek

Az S1 szegmensen talalhaté oC gén esetében a TVAV a madarakbdl kimutatott
orthoreovirus torzsekkel egy klaszterben, de a térzsfa kilén agan foglalt helyet.
Legkdzelebbi rokonanak az SSRV bizonyult (47,4% ns, 37,3% as). Az S2 szegmens alapjan
a TVAV a madarakbdl szarmazo orthoreovirus torzsekkel hozhat6 rokonsagba (60,7-63,2%
ns, 64,6-66,1% as), habar ennek valészinlisége — a filogenetikai szamitasok soran kapott
alacsony bootstrap értékek alapjan - nem volt meggy6z8. Az S3 és S4 szegmens vizsgalatai
szerint, a TVAV a legkdzelebbi rokonsagot az SSRV-vel (58,8% ns 57,0% as S3, 62,5% ns,
68,33% as S4) valamint az SSRV-vel kozvetlen rokonsagban allé Psittacine
orthoreovirusokkal (PsRV) mutatta, de a fan az ARV és PRV torzsekkel k6zds klaszterben
helyzkedett el (12. abra).
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12.4bra (folyt.). Nukleinsav alapu ML toérzsfarekonstrukciok a TVAV és a génbankban
megtalalhaté referencia térzsek szekvenciainak felhasznalasaval (hazi tyuk eredeti
torzsek - S1133 és AVS-B; denevér eredeti torzsek — BroV, NBV és PuV; Steller féle
oroszlanfokabol szarmazo torzs — SSRV; emlds eredet(i torzsek — MRV Jones, MRV
Ndelle, MRV Lang, MRV Dearing; hilld eredetli torzs — RRV 47/02; Pavian eredetl torzs —
BRYV, dolmanyos varjubdl szarmazo térzs — TVAV). A magas bootstrap értékek
Bayes-i informacids kritérium segitségével kivalasztott szubsztiticiés modellek a
kovetkezOk voltak: L1-L3, M1-M3, S1-S3: GTR+G; S4: TN93+G. A torzsfa készitése
soran felhasznalt szekvenciak génbanki azonositoit az 1. sz. melléklet tartalmazza.
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6.2.1.4. Szekvencia hasonlésagi értékek és a kiilon fajba sorolas

kritériumai

A szekvencia hasonlosagi értékek a TVAV vizsgalata soran figyelemre mélto
kilonbségeket mutattak abban az esetben, ha 6ket az 6t ismert és jovahagyott Orthoreovirus
faj (ARV, BRV, MRV, NBV, RRV) egyes tagjaihoz hasonlitottuk. A tiz vizsgalt génbdl hat
60% alatti ns hasonldsagi szazalékot mutatott (ami az ICTV altal meghatarozott demarkacios
vonalnak felel meg) az 6sszehasonlitasban hasznalt kilonb6zd orthoreovirus fajok génjeivel.
Csak harom magprotein (AA, AB, oA) és a kilsé kapszidot formalé uB esetében kaptunk
magasabb, mint 60, de kevesebb, mint 75% ns azonossagot (13. abra)
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13. dbra. Szazalékos nukleotid hasonlosagi értékeken alapuld
O6sszehasonlité diagram a TVAV és az orthoreovirus nemzetség
reprezentativ tagjai k6zott. A szirke sav jelzi az ICTV altal jelenleg nem
pontosan definialt zonat.

6.2.2. Viziszarnyasok orthoreovirusai

Az altalunk vizsgalt vizimadar-eredetl orthoreovirus toérzsek egy hazi ludbdl (D20/99) és
ketté pézsmakacsabdl (D1546, D2044) szarmaztak (14. abra, Id. 67-71. oldal).
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6.2.2.1. L-osztalya szegmensek

Az L1 szegmens filogenetikai elemzésének eredménye szerint mindharom vizsgalt torzs
(D20/99, D1546, D2044) a tobbi viziszarnyas eredetli torzzsel k6zos filogenetikai csoportban
helyezkedett el. Rajtuk kivil ugyanebben a klaszterben még egy hazi ludbdl (03G) és harom
pézsmakacsabol (815-12, ZJ2000M, NP0O3/CHN/2009) szarmazo kinai eredetl torzs volt. A
D20/99 liba torzs legkdzelebbi rokonanak a ZJ2000M bizonyult (ns szinten 90,3%, as szinten
97,0% hasonlosagi értekekkel). Az L2-es szegmens vizsgalata alapjan a génbanki kacsa és
liba orthoreovirusok két jol elkulonithetd csoportba tomoriltek, a D2044 és D1546-o0s
orthoreovirus torzsek pedig a torzsfa elkulonuld agan helyezkedtek el. A torzsek
legmagasabb hasonlésagi értéke 99,3% ns és 99,6% as szinten, a legkdzelebbi rokonuk a
ZJ2000M (88,5% ns és 97,2% as) volt. Ugyancsak ez a térzs a legkdzelebbi rokona (93,1%
ns és 98,1% as) a torzsfa kilén agan helyet foglalé D20/99 orthoreovirusnak is. Az L3-as
szegmens tdrzsfa rekonstrukcids analizise szerint, az altalunk vizsgalt térzsek (D1546,
D2044, D20/99) a filogenetikai torzsfa egy-egy kulon agan, két kinai eredetl virustérzzsel
(815-12, ZJ2000M) ko6zds klaszterben helyezkedtek el. A nukleotid szekvencia elemzés a
liba (D20/99) és a pézsmarécék (D1546, D2044) esetében is a legnagyobb hasonlésagot
ugyanazzal a térzzsel mutatta (ZJ2000M: 89,9% ns és 95,1% as szinten; 82,0% ns és 92,2%

as szinten).
6.2.2.2. M-osztalyu szegmensek

Az M1 szegmens alapjan a kacsa és a liba eredeti orthoreovirusok két kulon klaszterben,
az altalunk vizsgalt virusokkal k6zds leszarmazasi agat alkotva, a filogenetikai fa egy-egy
kulon agan helyezkedtek el. A D1546 és D2044 pézsmakacsa torzsek kozeli rokonsagban
alltak egymassal (99,0% ns, 99,2% as). A D20/99 liba torzs a torzsfa egy teljesen kilon agan
foglalt helyet, legk6zelebbi rokona az S14 térzs (82,2% ns, 91,6% as) volt. Az M2 szegmens
analizise alapjan a D20/99, D1546 és D2044 torzsek a torzsfa egy kulon agan helyezkedtek
el. A pézsmarécék egymassal szoros filogenetikai kapcsolatban alltak, legkézelebbi rokonuk
a ZJ2000M-es torzs (94,0% ns, 97,8% as) volt. A D20/99 kulén agon volt talalhaté. Az M3
szegmensrdl készitett torzsfan a D1546 és D2044 torzsek a fa kulén agan helyezkedtek el
és egymassal kozeli rokonsagban alltak, a D20/99 minta pedig egy kulén filogenetikai
csoportban volt és legkdzelebbi rokonanak a kinai NPO3/CHN/2009 pézsmakacsa torzs

(78,3% ns, 86,5% as hasonlésag) bizonyult.
6.2.2.3. S-osztalyu szegmensek
Az S1 szegmensen kodolédo oC gén vizsgalata alapjan a D20/99 liba orthoreovirus térzs

kozeli rokonsagi kapcsolatban volt az 1999-ben - szintén - Magyarorszagon hazi ludakbdl
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izolalt orthoreovirusokkal (99,1% ns, 97,9-98,9% as azonossag). A D1546 és a D2044
orthoreovirus térzsek a torzsfan kdzods agon helyezkedtek el, és kdzeli rokonsagban alltak
két, szintén Franciaorszagban izolalt virussal (89330, 89026, 96,2-96,4% ns 96,3-96,8% as).
Az S2 szegmens elemzése soran a hazai D20/99 toérzs a torzsfa kulon agan foglalt helyet,
legkdzelebbi rokonanak a francia 89026 térzs (87,5% ns, 95,4% as) bizonyult. A D1546 és
D2044 torzsek kozott szoros rokonsag volt és a filogenetikai fa kulon agan helyezkedtek el.
Ehhez a csoporthoz tartozott még egy Franciaorszagbdl (89026) és egy Kinabol szarmazo
orthoreovirus torzs (J18) is. Az S3 szegmens torzsfa rekonstrukcids vizsgalata soran
megfigyelhetd volt, hogy a pézsmakacsa €és a liba orthoreovirus torzsek két jol elkulonithetd
csoportot alkottak. A D20/99 orthoreovirus a torzsfa kilon agan foglalt helyet és legjobban a
kinai 815-12 térzshdz hasonlitott (92,0% ns és 93,1% as). A pézsmakacsa orthoreovirusok a
torzsfan egymas mellett helyezkedtek el, koz6s rokonsagot feltételezve a szintén francia
eredetll 89026 és 89330 torzsekkel (97,5-98,5% ns és 96,4-97,5% as). Az S4 szegmens
alapjan, az altalunk vizsgalt kacsa és liba eredetl torzsek két kulon klasztert alkottak. Az
elsé csoportban a D20/99 a torzsfa egy 6nallé agan (legkdzelebbi rokona a 03G hazi lud
torzs, 91,3% ns 98,0% as hasonlésag mellett), a masodik csoportban a D1546 és a D2044
k6z6s agon voltak megtaldlhatéak (egymashoz 93,0% ns és 98,6% as hasonlosag,
legkdzelebbi rokonuk az S14 orthoreovirus tdrzs: 91,7% ns és 98,3% as).6.2.3. Hazi pulykabdl

szarmazod orthoreovirus torzsek.

6.2.3. Hazi pulykabdél szarmazoé orthoreovirus torzsek

Harom pulyka eredetl orthoreovirus torzs genomjat vizsgaltuk, mindegyikik
magyarorszagi gyUjtésbél szarmazott. Ezek a D1104, 19831-M/09 és D1246 egyedi

azonositoval jeldlt torzsek voltak. (14. abra, Id. 67-71. oldal)
6.2.3.1. Az L-osztalyu szegmensek

Az L1 szegmens filogenetikai vizsgalatai szerint, a pulyka eredet(i térzsek a térzsfa kildn
agan foglaltak helyet. Ezek a térzsek egymassal szoros rokonsagban alltak (99,6% ns,
99,7% as), és kozds csoportot alkottak mas, korabban izolalt hazi pulyka eredeti
virustorzsekkel. A hazai torzsek legkdzelebbi rokonanak a TARV-MN11 (97,0% ns) és a
TARV-MN2 és TERV-MN2 térzs (100,0% as) tekinthet6. Az L2 szegmens
torzsfarekonstrukcidja soran fény derllt arra, hogy a harom, hazai pulykabdl szarmazé térzs
a fan 6nalloé csoportot alkot, elkuldnllve a hazi pulykabdl, facanbdl és fogolybdl kimutatott
orthoreovirusoktdl. A legmagasabb szazalékos hasonlosagi érték ns szinten 92,1% (D1009)
as szinten 97,5% (D1009 és TARV-MN2) volt. Az el6bbihez hasonl6 eredményt hozott az L3-
as szegmens vizsgalata is (ns 93,8%, as 96,9% - TERV-MN2).
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6.2.3.2. Az M-osztalyu szegmensek

Az M1 szegmens vizsgalatanak eredménye szerint a pulyka orthoreovirusok teljesen
elkiloniltek a csirke, liba és kacsa eredetli orthoreovirusoktol (ns 94,8% TARV-MN2 és
TERV-MN2, as 98,3% TERV-MN2). Az M2 szegmens alapjan az altalunk vizsgalt pulyka
eredetll virusok a fa egy kuldén agan, de a hazi tyuk eredetii virusokkal k6zds klaszterben
helyezkedtek el. A torzsek a legnagyobb hasonldsagot nukleotid szinten a 601G (80,0%),
aminosav szinten a 916SI (95,4%) torzzsel mutattak. Az M3 szegmens vizsgalata soran az is
megfigyelhetd volt, hogy a pulyka eredetli orthoreovirusok - annak ellenére, hogy a hazi tyuk
eredetl orthoreovirus torzsekkel k6z0s csoportban voltak - a filogenetikai fa egy onallé agan
foglaltak helyet. A legkdzelebbi rokonuknak az elemzés a TERV-MN3 és a TARV-MN5

torzseket mutatta.

6.2.3.3. Az S-osztalyu szegmensek

Az S1 szegmensen elhelyezkedd oC gén filogenetikai vizsgalata sordan megfigyelhetd
volt, hogy a hazi pulykakbdl szarmazé magyarorszagi orthoreovirus torzsek kozds
klaszterben voltak mas pulyka eredetl térzsekkel, mégis a térzsfa egy kilén agan foglaltak
helyet. Legkdzelebbi rokonuknak az NC/SEP-R61/03 térzs bizonyult (ns 96,7%, as 96,9 %).
Az S2 szegmens torzsfa rekonstrukcidja soran a hazi pulykdkbdl szarmazé virustérzsek a
filogenetikai torzsfa kulon agan, a hazi tyukbol szarmazéd virusokkal egy filogenetikai
csoportban helyezkedtek el. A legmagasabb hasonldsagi ertékek 96,7% ns (TARV-MN5) és
98,0% as (TARV-MND5) voltak. Az S3 szegmens analizise szerint mas pulykakbdl kimutatott
virusokkal a D1104, D1246 és 19831-M/09 virus torzsek kdzos csoportba sorolhatéak,
annak ellenére, hogy a filogenetikai térzsfa kuldon agan foglaltak helyet. A legnagyobb
szazalékos hasonlésagot nukleotid szinten (87,8%) és aminosav szinten is a VR-818
torzzsel (92,6%) mutattdk. Az S4 szegmens alapjan a Magyarorszagon izolalt pulyka
orthoreovirus torzsek kézos csoportba voltak sorolhatdok a kulonb6z6é orszagokban izolalt
pulykakbdl szarmazd orthoreovirusokkal, kozvetlen rokonsagot az amerikai eredeti
TK/MN/D-048814/08 torzzsel mutattak (99,1% ns, 99,7% as).

6.2.4. Hazi tyuk eredetii orthoreovirus torzsek
Az altalunk meghatarozott madar eredetl orthoreovirus torzsek kozul 12 szarmazott hazi
tyukbol. Ezek az AVS-B, T1781, 875Bi/05, 878Bi/05, 16821-M/06, 924Bi/05, 284V/06,

4599V/04, 3211V/02, 3457-M/11, 17227-M/10, 17203-M/06 azonositdé szammal rendelkeztek
(14. abra, Id. 67-71. oldal).

62



6.2.4.1. L-osztalyud genomszegmensek

Az L1 szegmens esetében a virustorzsek a homoldg gének szekvenciaival 81,9-93,2% ns
és 95,8-99,0% as; egymassal 82,6-99,7% ns és 96,4-99,9% as hasonlésagot mutattak. A
torzsfaelemzés soran megallapithatd volt, hogy a Magyarorszagrél szarmazé hazi tyudk
orthoreovirusok tobbsége kozeli rokonsagot mutattak egymassal; a vizsgalt 12 torzset két
kllénbdz6 csoportba lehetett besorolni. Az egyik csoportba a 875Bi/05, 878Bi/05 és az USA-
beli AVS-B torzsek tartoztak, kozos klasztert alkotva amerikai, kinai, kanadai és tajvani
eredetl torzsekkel. A masik csoportban a tobbi magyarorszagi torzs egy teljesen kulonallo
csoportot alkotott. Az L2 szegmens analizisekor a génbankbol szarmazo szekvenciakat
Osszehasonlitva a vizsgalt torzsekkel 83,3-93,0% ns és 95,9-98,6% as hasonlésagot
mutattak, mig egymassal dsszehasonlitva ez az érték 82,1-99,9% ns és 95,9-100,0% as volt.
A filogenetikai analizis alapjan a magyarorszagi hazi tyuk eredeti torzseket két kulonb6z6
klaszterbe lehetett besorolni. Az egyik klaszterben egy kanadai (138), tobb magyarorszagi
(284V/06, 878Bi/05, 875Bi/05) és egy amerikai (AVS-B) eredetl torzs volt. A masikban a
16821-M/06, 3457-M/11, 4599V/04, 17203-M/06, 924Bi/05, 17227-M/10, T1781-es torzsek a
torzsfa egy kulonallé agan, de egy filogenetikai csoportban tébb kilénb6zé kinai, amerikai,
és kanadai virustorzsekkel; a 3211V/02-es toérzs pedig - ugyanezen klaszteren belll - 6nalld
agat alkotott. Az L3 szegmens torzsfa rekonstrukciés elemzése szerint az altalunk vizsgalt
ARV torzsek 72,0-94,2% ns és 82,7-97,6% as hasonldésagot mutattak mas térzsekkel, és
71,8-100,0% ns valamint 83,8-100,0% as hasonlosagot egymassal. A filogenetikai
szamitasok alapjan a torzsek két egymastol jol elkulonithetd csoportot alkottak. A 17206-
M/06, 924Bi/05, 16821-M/06, T1781, 284V/06 valamint a 3211V/02 a térzsfa egy kilon agan,
kinai, tajvani, amerikai és kanadai térzsekkel k6zds klaszterben, a tébbi magyarorszagi térzs
egy masik csoportban volt medfigyelheté kanadai (138), tajvani (R2) és kinai (1017-1)
eredetll térzsekkel egyutt. A 878Bi/05, 875Bi/05, 3457-M/11 és a 17227-M/10 a torzsfa

elkulonuld agan helyezkedtek el.
6.2.4.2. M-osztalyu szegmensek

Az M1 szegmensnél a szekvencia hasonlosagi értékek az altalunk vizsgalt és a génbanki
szekvenciak kozott nukleinsav szinten 79,0-90,8%, aminosav szinten 92,4-98,0% voltak.
Ugyanezen értékek az M2 szegmensnél 65,1-89,5% (ns), 68,8-96,0% (as), mig az M3
szegmensnél 76,1-89,3% (ns) és 80,9-94,3% (as) voltak. Az altalunk meghatarozott hazi
tyakokbdl szarmazd orthoreovirus térzseket egymashoz hasonlitva az M1 szegmens
esetében 79,2-99,9% (ns), 92,8-99,9% (as), az M2 szegmens esetében 64,7-99,9% (ns) és
68,9-100,0% (as), az M3 szegmens esetében 76,1-100,0% (ns) és 82,6-100,0%-0s (as)
értékeket kaptunk.
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Az M1 szegmens torzsfa rekonstrukcidja alapjan a magyar eredetl hazi tyakbdél szarmazé
orthoreovirus torzsek két egymastol jol elkulonithetd csoportot alkottak. Az egyik csoportban
kizarélag magyar térzsek, a masik csoportban — a tdrzsfa egy-egy 6nallé agan - a 878Bi/05,
875Bi/05 valamint az AVS-B helyezkedtek el. Az M2 szegmens filogenetikai elemzése
alapjan a magyarorszagi torzsek 6t kulonb6zd csoportba voltak sorolhatéak. A 4599V/04,
17227-M/10, 878Bi/05, és a 875Bi/05 torzsek egy Kanadabdl szarmazé virustérzzsel (138) a
torzsfa kulon agat alkottak. Az AVS-B rokonsagot mutatott harom kinai és egy tajvani
eredetli ARV torzzsel (916SI, 750505, 601G). A T1781, 3211V/02, 17203-M/06 és a 284V/06
egy Kinabdl szarmazdé orthoreovirus torzzsel (918) k6zdsen, a filogenetikai fa kilon agan
helyezkedtek el. A térzsfan a 3457-M/11, 924Bi/05, valamint a 16821-M/06 egy o6nallé
kilcsoportot alkotott; ez a csoport csak nagyon tavoli rokonsagot mutatott a ma ismert csirke,
pulyka és viziszarnyas eredetll orthoreovirusokkal. Az M3 szegmens alapjan a
magyarorszagi csirke ARV toérzsek két kulon klaszterben, a filogenetikai fa kulon agan
foglaltak helyet (878Bi/05, 875Bi/05, AVS-B). Ugyanez volt megfigyelheté a tobbi vizsgalt
virustorzs esetében is, melyek egy olyan agon helyezkedtek el, ahol csak magyar eredeti

torzsek voltak.
6.2.4.3. S-szegmensek

Torzsfarekonstrukcids vizsgalat soran, az altalunk meghatarozott és a génbankbdl
szarmazo szekvencidk kozott, a nukleinsav és aminosav szekvencia 6sszehasonlitéds az
alabbi eredményeket adta: az S1 szegmens esetében 44,8-89,4% (ns) és 49,2-93,8% (as),
az S2 szegmens esetében 79,5-93,0% (ns) és 95,6-98,3% (as), az S3 szegmens esetében
82,8-91,8% (ns) és 91,2-98,1% (as), és az S4 szegmens esetében 76,5-85,6% (ns) és 88,1-
96,2% (as) hasonlosag volt tapasztalhaté. Az altalunk meghatarozott virustorzseket
egymassal 0sszehasonlitva ezek az értékek az S1 szegmens esetében 55,6-100,0% (ns),
49,7-100,0% (as), az S2 szegmens esetében 78,7-100,0% (ns) és 96,4-100,0% (as), az S3
szegmens esetében 83,0-99,7% (ns) és 92,3-100,0% (as), az S4 szegmens esetében pedig
76,5-100,0% (ns) és 89,1-100,0% (as) voltak.

Az S1 szegmens analizisének eredménye alapjan a 878Bi/05 és 875Bi/05-6s, valamint a
17227-M/10 és 4599V/02-es tdrzsek a fa egy-egy kiilén agan, a tdbbi Magyarorszagon izolalt
torzs pedig kuldn klaszterben helyezkedett el. Rajtuk kivil ebbe a filogenetikai csoportba az
amerikai AVS-B, és a kinai 918-as és 1017-1-es torzsek tartoztak.

Az S2 szegmens vizsgalata soran megfigyelhetd volt, hogy a 878Bi/05 és 875Bi/05-0s
torzsek, a filogenetikai fa kilén &agan helyezkedtek el. Ugyanugy kuldn agon volt
megtalalhatdé az AVS-B is, ami egy kanadai torzzsel (138) mutatott kdzeli rokonsagot. A tobbi
vizsgalt magyarorszagi torzs a filogenetikai fan 6nallé csoportot alkotott. Az S3 szegmens

elemzése soran két kulonbdzd klasztert kuldnithettlink el egymastol. A 3211V/02 a fa 6nallé
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agan foglalt helyet, csakugy, mint a 284V/06 és 4599V/04-es jelzési torzsek. A tobbi vizsgalt
magyarorszagi térzs a fan - egy kanadai (138), és az amerikai eredeti AVS-B tdrzzsel -
kulén csoportot alkotva helyezkedett el. Az S4 szegmens alapjan a csirke eredeti ARV-k
harom jél elktldnithetd csoportot alkottak. Az elsé csoportban a 875Bi/05, 878Bi/05, 17227-
M/10 és AVS-B a torzsfa kulon agan helyezkedtek el egy kinai eredetl virustorzzsel (601G).
A masodik csoportba a 924Bi/05 tartozott, ami a torzsfa masik agan foglalt helyet. A
legkdzelebbi rokonai amerikai, kanadai, tajvani, és kinai eredetii térzsek voltak. A harmadik
csoportban a 3457-M/11, 17203-M/06, 3211V/02, 16821-M/06, T1781, 284V/06 és 4599V/04
torzsek is a térzsfa egy kildén agan voltak megtalalhatéak, a legkdzelebbi rokonaik kinai

eredetl torzsek voltak.
6.2.5. Facan és fogoly eredetii orthoreovirus torzsek

Az altalunk vizsgalt ARV torzsek kozil egy fogoly (D1009) és egy facan (18769) eredeti
volt (14. abra, Id. 67-71. oldal).

6.2.5.1. L-osztalya szegmensek

Az L1 szegmens elemzése soran megfigyelhetd volt, hogy a 18769 és a D1009 térzs a
filogenetikai fa egy teljesen kulon agan helyezkedtek el. Az egymashoz viszonyitott
hasonlésaguk nukleinsav szinten 98,7%, aminosav szinten 98,6% volt, legk6zelebbi
rokonuknak az AVS-B térzs szamitott (79,8-80,0% ns, 98,6-100,0% as). Az L2 szegmens
alapjan a fogoly és facan eredeti ARV torzsek kdzO0s agon helyezkedtek el és kdzos
klasztert alkottak a hazi pulyka eredetli orthoreovirus térzsekkel. Az egymashoz viszonyitott
szazalékos hasonldsagi értékek ns szinten 98,5%, as szinten 99,2% voltak, a legnagyobb
hasonlésagot pedig a D1246 és 19831-M/09 pulyka eredeti térzsekkel mutattak (91,6-92,2%
ns, 97,1-97,5% as). Az L3 szegmens esetében ugyanez volt megfigyelhetd, legkbzelebbi
rokonaik ebben az esetben is a D1246 és 19831-M/09 torzsek (87,5-88,6% ns, 93,9% as)

voltak.

6.2.5.2. M-osztalyu szegmensek

Az M1 szegmens vizsgalata alapjan a D1009 és a 18769 a torzsfa egy kildén agan
helyezkedtek el, beékelédve a magyarorszagi csirke eredeti ARV térzsek kozé.
Legkozelebbi rokonuknak a T1781 hazi tyukbdl szarmazé virustdrzs bizonyult (87,3-97,5%
ns, 94,9-95,4% as). Az M2 szegmens elemzése soran is ugyanezt az eredményt kaptuk. A
D1009 és a 18769 torzsek kozos klaszterben helyezkedtek el a hazi tyuk eredeti

orthoreovirus térzsekkel. Az egymashoz viszonyitott nukleotid és aminosav szazalékos
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értékeik 96,8% és 95,4% voltak. Az M3 szegmens vizsgalata alapjan a fogoly ARV térzs
Kinabdl, Tajvanbdl és Magyarorszagrol szarmazé hazi tyukokbdl szarmazd térzsekkel volt
k6zds filogenetikai csoportban (hasonlésaguk 78,1-86,3% ns és 85,2-91,6% as szinten). A
facanbdl kimutatott virus a fa egy kulon &agan, kulcsoportként volt medfigyelhetd,

legkozelebbi rokona a kinai hazi tyukbal izolalt 1017-1 torzs volt (74,7% ns, 76,8% as).

6.2.5.3. S-osztalyu szegmensek

Az S1 szegmens vizsgalata alapjan a D1009 a filogenetikai fan a hazi pulyka eredeti
virustorzsek kozé beékeléddve helyezkedett el (a hasonlésag ns szinten 82,4-99,8%, as
szinten 76,2-99,5% volt). A facan eredetli 18769-es virustdrzsbdl nem allt rendelkezésinkre
elegendd adat ezen torzsfa analizis elkészitéséhez.

Az S2 szegmens elemzésekor megallapithaté volt, hogy a D1009 és 18769 ARV toérzsek
koézeli rokonsagi kapcsolatban voltak egymassal (a hasonlésag 98,4% ns és 99,5% as
szinten), a torzsfa egy kulon agan helyezkedtek el, kdzos filogenetikai csoportban tébb mas,
Magyarorszagon izolalt csirke orthoreovirus térzzsel. A hasonlésagi értekek ebben az
esetben nukleinsav szinten 81,3-88,3%, aminosav szinten 97,4-99,5% voltak. Az S3-as
szegmens vizsgalata soran ugyanezeket az eredményeket kaptuk. A D1009 és 18769
torzsek egymassal szoros rokonsagi kapcsolatban alltak (96,3% ns és 96,7% as), és kdz6s
klaszterbe tartoztak mas, hazi tydk eredetli ARV-kel (a hasonlésag ns szinten 83,1-84,9%,
as szinten 88,4-90,3% volt). Az S4 szegmens alapjan a fogoly és facan eredetl virustorzsek
k6z6s agon helyezkedtek el, legkdzelebbi rokonaiknak a hazi pulyka eredetil ARV torzsek
bizonyultak. A két vadmadar térzs egymashoz viszonyitott hasonlésaga 99,2% volt ns és
99,7% as szinten, legkdzelebbi rokonuk a TK/MN/D-055431/08 pulyka eredetl torzs (84,9-
85,1% ns és 94,9-94,5% as) volt.
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14. abra. A kiilénb6zb szarnyas-eredetl orthoreovirus torzsek felhasznalasaval készitett
nulkeinsav alapu ML térzsfa. Az altalunk meghatarozott térzsek szekvenciait narancssarga
szinnel jeldltik. A magas bootstrap értékek alatdmasztjak a fa topologigjat. A Iépték
megfeleltethetd a filogenetikai tavolsagnak. Az altalunk vizsgalt térzseket narancs szinnel
jeloltik. A Bayes-i informacids kritérium segitségével kivalasztott szubsztiticiés modellek
a kovetkezok voltak: L1: GTR+G+I; L2: HKY+G+I; L3:GTR+G+I; M1: GTR+G+l; M2:
TNO93+G; M3: K2+G+l; S1: GTR+G; S2: K2+G+l; S3: K2+G; S4: HKY+G+I. A torzsfa
készitése soran felhasznalt szekvenciak génbanki azonositéit az 1. sz. melléklet
tartalmazza.
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14. abra (folyt.). A klilénb6z6 szarnyas-eredetl orthoreovirus térzsek felhasznalasaval
készitett nulkeinsav alapu ML torzsfa. Az altalunk meghatarozott térzsek szekvenciait
narancssarga szinnel jeloltuk. A magas bootstrap értékek alatdmasztjak a fa topoldgiajat.
A lépték megfeleltethetd a filogenetikai tavolsagnak. Az altalunk vizsgalt térzseket narancs
szinnel jeldltik. A Bayes-i informacids kritérium segitségével kivalasztott szubsztitucios
modellek a kdvetkez6k voltak: L1: GTR+G+l; L2: HKY+G+|; L3:GTR+G+I; M1: GTR+G+I;
M2: TN93+G; M3: K2+G+l; S1: GTR+G; S2: K2+G+l; S3: K2+G; S4: HKY+G+I. A torzsfa
készitése soran felhasznalt szekvencidk génbanki azonositéit az 1. sz. melléklet
tartalmazza.
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14. abra (folyt.). A kll6nb6z6 szarnyas-eredetl orthoreovirus térzsek felhasznalasaval
készitett nukleinsav alapu ML torzsfa. Az altalunk meghatarozott torzsek szekvenciait
narancssarga szinnel jeldltik. A magas bootstrap értékek alatdmasztjak a fa topoldgigjat.
A 1épték megfeleltethetd a filogenetikai tavolsagnak. Az altalunk vizsgalt térzseket narancs
szinnel jeldltik. A Bayes-i informacids kritérium segitségével kivalasztott szubsztitucios
modellek a kdvetkezék voltak: L1: GTR+G+l; L2: HKY+G+l; L3:GTR+G+I; M1: GTR+G+l,
M2: TN93+G; M3: K2+G+l; S1: GTR+G; S2: K2+G+l; S3: K2+G; S4: HKY+G+I. A torzsfa
készitése soran felhasznalt szekvenciak génbanki azonositoit az 1. sz. melléklet
tartalmazza.
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14. abra (folyt.). A kllénb6z6 szarnyas-eredetl orthoreovirus térzsek felhasznalasaval
készitett nukleinsav alapu ML torzsfa. Az altalunk meghatarozott torzsek szekvenciait
narancssarga szinnel jeldltik. A magas bootstrap értékek aldtdmasztjak a fa topoldgigjat.
A 1épték megfeleltethetd a filogenetikai tavolsagnak. Az altalunk vizsgalt térzseket narancs
szinnel jeldltik. A Bayes-i informacids kritérium segitségével kivalasztott szubsztitucios
modellek a kdvetkezdk voltak: L1: GTR+G+l; L2: HKY+G+l; L3:GTR+G+l; M1: GTR+GHl;
M2: TN93+G; M3: K2+G+l; S1: GTR+G; S2: K2+G+l; S3: K2+G; S4: HKY+G+I. A torzsfa
készitése soran felhasznalt szekvenciak génbanki azonositoit az 1. sz. melléklet
tartalmazza.
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14. abra (folyt.). A kiilénb6z8 szarnyas-eredet(i orthoreovirus torzsek felhasznalasaval
készitett nukleinsav alapu ML toérzsfa. Az altalunk meghatarozott toérzsek szekvenciait
narancssarga szinnel jeldltik. A magas bootstrap értékek alatdmasztjak a fa topoldgigjat. A
lépték megfeleltethetd a filogenetikai tavolsagnak. Az altalunk vizsgalt torzseket narancs
szinnel jeldltik. A Bayes-i informacids kritérium segitségével kivalasztott szubsztitucios
modellek a kdvetkez6k voltak: L1: GTR+G+|; L2: HKY+G+|; L3:GTR+G+l; M1: GTR+GHl;
M2: TN93+G; M3: K2+G+l; S1: GTR+G; S2: K2+G+l; S3: K2+G; S4: HKY+G+I. A torzsfa
készitése soran felhasznalt szekvenciak génbanki azonositoit az 1. sz. melléklet
tartalmazza.
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7. Megbeszélés

7.1. Orthoreovirusok genomszerkezete

Az eml6s orthoreovirusok genomszervezddésének vizsgalata évtizedek ota intenziven
folyik. Erdekes moédon a madarak orthoreovirusaival kapcsolatban ez a teriilet joval
lassabban bontakozott ki. PhD témam megkezdése elétt csupan két haziszarnyas eredetd,
valamint egy eml&sbdél izolalt, a madarak orthoreovirusaival rokonsagot mutaté reovirus térzs
genomszekvenciai alltak rendelkezésre (Banyai et al., 2011; Duncan et al., 1999; Shmulevitz
et al., 2002; Voon et al., 2011). Ezért fontosnak tartottuk, hogy tovabbi célzott vizsgalatokkal
feltarjuk a madarak orthoreovirusai genomjanak kozos, illetve elkllonité jegyeit a tébbi, mar
ismert orthoreovirus (pl. MRV, PRV) genomhoz képest. Tanulmanyunk soran a felhalmozott
szekvencia adatokat bioinformatikai modszerekkel elemeztik.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a haziszarnyasok, valamint a varjd, fogoly és a -
részlegesen meghatarozott - facan orthoreovirusok genomjanak, illetve
genomszegmenseinek szerkezeti felépitése nem tért el jelentésen az irodalomban korabban
mar leirtaktol. A genom méret atlagosan 23,5 kbp volt. A vizsgalt 21 ARV torzsnél a 10
genomszegmens felépitésében az 5 és 3 végeken nem transzlalédé régidkat
azonositottunk, melyek szekvencigja génenként és gazdafajonként megdbrzétt volt. A nem-
transzlalédd szakaszok kdzoétt elhelyezkedd fehérje kddold régidkat illetéen megallapitottuk,
hogy az L1-L3, M1-M3 és S2-S4-es szegmensek minden esetben monocisztronosak voltak,
mig az S1 szegmens bi- vagy tricisztronos. A kédolt fehérjék szama 11 vagy 12 volt, méretuk
pedig aranyos volt a genomszegmens hosszaval (Benavente & Martinez-Costas, 2007).
Kivételt jelentett a policisztronos S1 genomszegmens, amely az S-osztalyl szegmensek
kozul ugyan a leghosszabb, a réla képz6d6 a oC fehérje viszont a strukturalis fehérjék kozul
a legkisebb.

A viziszarnyasok esetében az egyik fontos szerkezeti kilonbség a klasszikus és az un. N-
MDRV-k k6z6tt az S1 illetve a vele ekvivalens S4 szegmens felépitésében figyelhetd meg. A
klasszikus MDRV-k esetében elmondhatd, hogy az S4 szegmens bicisztronos, rajta két,
részlegesen atfed6 ORF talalhatd. Ezeken kodolodik a sejttel vald dsszekapcsolodasért,
szovetspecificitasért és virulenciaért felelés oC gén, valamint a p10 protein, ez utébbi
azonban nem hordozza a FAST proteinek funkciondlis jegyeit, igy szincicium-képzddést sem
indukal. Az N-MDRV-k esetében az S1 szegmens felépitése — a tyukfélék orthoreovirus
torzseihez hasonléan — tricisztronos. A oC és a p10/FAST fehérjéken kivil a p17 fehérje
képzbdik réla, ami a szoveti ndvekedési retardacioért felelés (Costas et al., 2005; Shmulevitz
& Duncan, 2000).
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7.2. Tvarminne avian virus — egy lehetséges uj orthoreovirus

faj

A szekvencia hasonlésagi adatok fontos szerepet toltenek be a modern virus
taxondmiaban. A reovirusok virusfajba besorolasat az ICTV végzi, részben empirikusan
kapott szekvencia hasonlosagi hatarértékek figyelembe vételével, részben egyéb kritériumok
alapjan (Duncan et al., 2004). Az orthoreovirusok jelenlegi klasszifikacidja szerint az MRV-k,
az ARV-k, az RRV-k, a PRV-k, valamint a BRV kulon kladokat és virusfajokat alkotnak. Az
ARV-kkel és NBV-vel az ujonnan leirt orthoreovirus torzsek tdbbek kozott a TVAV, a
papagajokbdl ismert PsRV és a Steller oroszlanfékakbaol kimutatott SSRV sorolhaték kozos
kladba. A hll6k orthoreovirusai, érdekes modon, a BRV-vel és a BroV-val alkotnak kozos
kladot, ami e virusok kozds evollciés eredetére utal (Banyai et al., 2014; Palacios et al.,
2011; Thalmann et al., 2009). A harmadik kladot a klasszikus eml6s orthoreovirusok alkotjak.

Az Orthoreovirus genus kulon fajba sorolt, illetve valdszinilsithetéen kulon fajba sorolandé
referencia torzseinek szekvenciait a varjubdl szarmazé orthoreovirus toérzzsel
osszehasonlitva, a TVAV az ARV-szer( torzsekkel alkotott kozos kladot, azon belll is a
gének tdbbségénél a legkdzelebbi rokonsagot az SSRV-vel mutatta. Kivételt jelentettek
egyes o-osztalyu fehérjék, amelyek filogenetikai vizsgalata azt mutatta, hogy az SSRV
kdzelebbi rokonsagban all a PsRV-vel, mig a TVAV rokonsagi kapcsolata e torzsekkel
csupan marginalis. Fontos megjegyezni, hogy mikdzben egyes orthoreovirus tdrzsek
rokonsagi kapcsolatai a kisszamu genom szekvencia birtokaban c¢sak némi
bizonytalansaggal allapithatéak meg, addig a TVAV kdz6s leszarmazasa a kilénbdzd ARV,
PRV valamint az ARV-szer( torzsekkel egyértelminek tinik. Kordbban, az ARV és PRV
genomszekvencia adatok birtokdban ezeket a virusokat az ARV kladba soroltdk (Duncan,
1999) és az utdbbi idékig mindez a taxondmiai besorolas alapjat is jelentette. Ennek a
monofiletikus kladnak a létezését az ujabb szekvencia adatok, tdbbek kdzétt a TVAV, SSRV,
PsRYV toérzsekbél nyert informaciok megerdsitették.

A TVAV Adltalanossagban véve korlatozott szekvencia-egyezést mutatott a korabban
megismert reprezentativ torzsekkel 0sszevetve, és a génenkénti 6sszehasonlitdsokban sok
esetben ezek az értékek az ICTV altal elfogadott hatarértékek alatti értékeket mutattak. Sét,
a szekvencia-adatokat vizsgalva feltint, hogy a megallapitott szekvencia hasonl6sagi
kiszObértékek az esetek egy részében egyaltalan nem érvényesek. Példaként
megemlithetd, hogy a PRV és az ARV minddsszesen 68% ns és 75% as hasonlosagot
mutatott a AA gén vizsgalata soran. Ez felveti a hatarértékek jovébeli Ujragondolasanak

szukseégszeriiségeét, el6segitve ezzel az ujonnan leirt reovirusok taxonémiai besorolasat.
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A TVAV jellemzéinek szambavételekor az is megemlitendd, hogy jelenleg bizonytalan
vajon tényleg a varju-e a virus eredeti gazdaja. Ugy tiinik, hogy egyes reovirus tdrzsek
annak ellenére is kdzbs leszarmazasi vonalat alkotnak, hogy gazdaallataik mas gerinces
osztalyba tartoznak. Ezt tamasztja ala az az észlelet is, hogy bar az SSRV és a PsRV
torzsek orthoreovirusai kézds klaszterbe tartoznak, gazdaallataik mégsem azonosak.
Tovabba a PRV-ket ugyan tipikusan a Megachiroptera csoportba sorolt denevérekbdl lehet
izolalni, ezek a virusok mégis képesek emberi megbetegedéseket is okozni (Chua et al.,
2008).

Osszességében, a leirt jellemzdk alapjan azt valdszinGsitjik, hogy a TVAV egy Uj
Orthoreovirus speciesnek tekintendd, aminek elnevezésére a — gazdaszervezet alapjan —

Corvid reovirus (CRV) nevet javasoltuk (Dandar et al., 2014).

7.3. A tyuk- és ludalakuak orthoreovirusai — egy kozos

virusfaj kulon leszarmazasi vonalai

Rendszertanilag a madarak osztalyaba (Aves), a ma él6 madarfajok a Neornithes
alosztalyba, ezen belll két 6regrendbe, a Paleognatae-ba és a Neognatae-ba sorolhatéak. A
Paleognatae alosztalyba a tinamufélék (Tinamiformes) és a struccalalkiak (Struthioformes)
rendjei tartoznak, mig a Neognatae tovabb bonthaté a Galloanserae és a Neoaves
oregrendre (Hackett et al., 2008). A Galloanserae oOregrendbe sorolhaté a tyukalakuak
(Galliformes), valamint a ludalakuak (Anseriformes) rendje, amely magaba foglalja mindazon
gazdasagi szempontbdl jelents szarnyasokat, amelyek orthoreovirusaival munkam soran
foglalkoztam. Nevezetesen, a tyukalakuak rendjébe tartozik a facanfélék csaladja
(Phasianidae), ahova a hazi tyuk (Gallus gallus domesticus), hazi pulyka (Meleagris
gallopavo), a kézbénséges facan (Phasianus colchicus), valamint a fogoly (Perdix perdix) is
tartozik. A Iludalakuak rendjébe tartozd récefélék csaladjaba (Anatidae) soroljak a
pézsmarécéket (Cairina moscata) és a hazi ludakat (Anser anser domestica) (Hackett et al.,
2008)

Ahhoz, hogy jobban megértsik az egyes gazdafajokbdl izolalt orthoreovirus torzsek
eredetét, valamint a gazda-virus koevolucié/kospeciacio jelenségét, minden génszegmens
esetében torzsfakat készitettlink. Osszesen tizennyolc magyarorszagi, egy USA-beli, és két
franciaorszagi, a Galloanserae déregrendbe tartozé gazdafajbdl izolalt orthoreovirus térzset
elemeztink. A torzsek tébbsége hazi tyukbdl, kisebb része pulykabdl, facanbdl, fogolybdl,
pézsmarécébdl és ludbdl szarmazott. A kordbban felmerilt vélemény kulonbségek annak

kapcsan, hogy vajon a viziszarnyasok és a tyukfélék orthoreovirusai k6zds vagy kulénallo
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fajba sorolanddak-e, arra késztettek benntnket, hogy tovabbi szekvencia adatokat gydijtsiink

az ezekbdl a gazdafajokbdl izolalt térzsekrél.

7.3.1. A hazi pulykak és hazi tyukok orthoreovirusainak evoluciés

torténete

Annak ellenére, hogy a hazi pulykak orthoreovirusait fontos korokozokkeént tartjuk
szamon, nagyon kevés molekularis adat all a rendelkezéslnkre roluk. A génbankban
jelenleg fellelhetd informaciok alapjan az ismert szekvencidju pulyka eredetl orthoreovirus
torzsek szama meglehetésen limitalt. Raadasul nem alltak rendelkezésre ezek az adatok
akkor, amikor munkankat elkezdtik és a térzsek filogenetikai 6sszehasonlitasat elé6szor
elvégeztik. Az Ujabban deponalt telies genomszekvenciakkal és néhany részleges
génszekvencia adattal kiegészitve sajat adatsorunkat azonban lehetévé valt e virusok
rokonsagi kapcsolatainak jobb megértése. A kulénb6z6 gének szerkezeti vizsgalata soran
megfigyeltik, hogy a hazi pulykakban fellelheté orthoreovirus térzsek nem tértek el
nagymértékben a hazi tyukokbdl izolaltaktol. E térzsek homoldg génjei kdzotti szekvencia
azonossag 81-98% volt (aminosav szinten 91-99%). A filogenetikai elemzések soran arra a
megallapitasra jutottunk, hogy a pulyka eredetl térzsek — a AB és uB fehérjéket kddold
gének kivételével - 6nallé agakat alkottak a térzsfakon belll, ugyanakkor ezek az agak a hazi
tyuk eredetli orthoreovirus torzsekkel kozds kladba tartoztak. Ennek magyarazataként
szolgalhat, hogy a hazi tyukok és a hazi pulykak taxondémiailag rokonai egymasnak, igy a
bennik megtalalhatd orthoreovirusok feltételezhetéen kozds 6ssel rendelkeztek, és
kuldénbdz6 evolucios mechanizmusok soran adaptalédhattak a ma is ismert gazdafajukhoz.
Hogy evoluciés Iéptékben mérve a pulykara jellemzd leszarmazasi vonal szétvalasa a hazi
tydkra jellemzd vonal(ak)tél mikorra tehetd, arra vonatkozdéan nincsenek megfelel6
ismeretek. Emellett a hazi tyukokban és hazi pulykakban megtalalhaté orthoreovirus térzsek
rokonsagi kapcsolataira magyarazatot adhat az allatok tartasi kérilményeinek hasonlésaga
is. Mivel a hazi szarnyasokat korabban a baromfiudvarokban egyutt tartottak, lehetséges,
hogy k6z06s virus 6ssel rendelkezhettek, ami az id6k folyaman adaptalédott a ma mar ismert
gazdafajahoz.

A magyarorszagi pulyka orthoreovirus torzsek emellett egymassal is jelent6s
hasonlosagot mutattak és elkulonilve helyezkedtek el a tobbi hazi pulyka eredeti
orthoreovirustdl. Ennek oka valészinisithetéen a kéz6s foldrajzi eredet lehet, valamint az
hogy, mindharom virustorzs azonos évbél szarmazott.

A génbankban jelenleg a hazi tyuk eredeti ARV-kbél talalhato meg a legtobb
szekvenciaadat. Bar kinai, amerikai, kanadai és tajvani eredetl torzsekbdl egyarant

fellelhetéek informaciék az adatbazisban, Magyarorszagrél korabban nem Aallt
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rendelkezéslinkre hazi tyuk eredetli orthoreovirus izolatumbdl szarmazé adat. A
kutatécsoportunk altal vizsgalt csirke eredetli ARV-k kézul 12 Magyarorszagrél, egy tovabbi
torzs pedig az USA-bdl szarmazott. Az altalunk vizsgalt hazai virustérzsek a 2002-2012
kozotti id6szakbol szarmaztak, az orszag keleti részébdl.

Ellentétben a pulyka orthoreovirus térzsek viszonylag sziik genetikai variabilitasaval, a
csirke orthoreovirus torzsek génjei tobb nagy klaszterbe voltak sorolhatéak. A fak
elemzésekor megfigyeltik, hogy a torzsek az esetek nagy részében harom kilénb6zé
leszarmazasi agat alkottak. Kivételt képzett ez alol az M2 és S4 szegmensek, ahol négy,
valamint az M3, S1 és S2 szegmensek, ahol két agat figyelhettiink meg. Kilén érdekesség,
hogy a magyarorszagi ARV torzseknél az L1, L2, M1, M3, S1, S2 és S3 szegmensek
vizsgalatakor az altalunk meghatarozott orthoreovirusok a filogenetikai fak kilon agan
helyezkedtek el, ami igy egy kilon leszarmazasi agat feltételez a hazai hazi tyik eredeti
ARV-k esetében. A torzsfak topoldgiajaban a nagy aghosszak a pontmutaciok halmozodasat
sejttette, mig az egyes térzsek génjeinek heterogén megoszlasa reasszortaciora utalt. A
reasszortacido jelensége a szegmentalt virusok esetében gyakran megfigyelt evollcids
mechanizmus, amit a madar és eml6s orthoreovirusok esetében is szamos alkalommal
dokumentaltak mar (Liu et al., 2003; Shen et al., 2007; Su et al., 2006).

Az M2 szegmens vizsgalata tovabb arnyalta a reasszortacié jelentésegével kapcsolatos
megfigyeléseinket. A 3457-M/11, 16821-M/06 és 924Bi/05, hazi tyukbdl szarmazéd
virustdérzsek a filogenetikai fan egy kulénalldé agon voltak megfigyelhetéek, mintegy
kilcsoportot alkotva. Ezeknek a térzseknek az egymashoz viszonyitott hasonlésaga 98-99%
volt ns és 99-100% as szinten, a tébbi hazi tyuk, a hazi pulyka, a pézsmakacsa és a hazi lud
eredetl tdérzsekhez viszonyitva viszont egyarant nagyon alacsony szekvencia hasonlésagot
tapasztaltunk (61-66% ns, 66-71% as szinten). A mérsékelt szekvencia hasonlésag alapjan
feltételezhetd, hogy az M2 szegmens ezekben a térzsekben eredetileg egy masik gazdafaj
orthoreovirusanak M2 szegmense volt, amelybdl reasszortacio révén kerilt a csirke eredeti
orthoreovirusok genomjaba és az évek soran képes volt az Uj gazdafaj orthoreovirus
torzseiben fennmaradni (Farkas et al., 2016).

Osszefoglalva, a filogenetikai szamitasok megerésitették, hogy a tyukok és a pulykak
orthoreovirusai kozeli rokonsagi kapcsolatban vannak egymassal (Spackman et al., 2005),
ezért az a korabbi felvetés, hogy e gazdafajok orthoreovirusai kulén fajpba sorolanddak
(Kapczynski et al., 2002), megalapozatlannak tiinik. Erdekes megfigyelés volt a tyuk és
pulyka erdedetl orthoreovirusok magyarorszagi fogoly és részben facan virusokkal mutatott
kdzeli rokonsaga az egyes gének esetében, hiszen ezek vadmadar-eredetli, de a gazdafaj
tekintetében hasonlé rendszertani hattérrel rendelkezd virustorzsek. A szekvencia-adatok
elemzése soran megfigyelhet6 volt, hogy az M3-as — illetve az 18769-es, facan erdet(i minta

esetében a hianyos szekvenciaadatok miatt meghatarozasra nem kerult S1 - szegmens
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kivételével mind a fogoly, mind a facan eredeti térzsek kdzeli rokonsagi kapcsolatban alltak
egymassal (a hasonlésag ns szinten 72,9-99,2%, as szinten 74,2-100,0% volt). A térzsek az
L1-es szegmens esetében kildn leszarmazasi agat alkotva helyezkedtek el, elkiloniltek
mind a hazi tyuk, mind a hazi pulyka eredeti ARV-kt6l. Ezzel szemben, minden mas
filogenetikai fan ugyan kulon agon, de mindig beékel6dve helyezkedtek el a facanfélék
csaladjaban fellelneté orthoreovirus torzsek kozé. Igy feltételezhetd, hogy a kozds

taxonomiai eredet segitheti a reasszortacios folyamatok létrejottét.
7.3.2. A viziszarnyasok orthoreovirusainak evoluiés torténete

A viziszarnyasok orthoreovirusai két nagyobb csoportba sorolhatéak. Az un. klasszikus
MDRYV torzseket pézsmakacsabdl izolaltak el6szér 1950-ben Dél-Afrikaban (Kaschula,
1950), majd Eurépaban 1972-ben talaltdk meg dket (Gaudry et al., 1972). Magyarorszagon
el6szor 1999-ben sikerult MDRV-t kimutatni hazi ludban (Palya et al., 2003). Az elmult
évtizedben Dél-Kelet Kindban megjelent egy Uj tipusu, orthoreovirus fertézéshez kothetd
kérkép (haemorrhagia, maj és lép necrosis) (Chen et al., 2012; Wang et al., 2013) és a
betegség okaként felismert Uj orthoreovirus varidns (Novel MDRV, azaz N-MDRV),
pézsmakacsak, pekingi kacsak és hazi ludak allomanyait egyarant veszélyezteti (Liu et al.,
2011; Yun et al., 2012).

A genomszegmensek molekularis vizsgalata soran jelentés hasonldésagok fedezhetbek fel
a klasszikus és az N-MDRV-k kdzott. Kivételt képez ez aldl a virus penetracidjaért felelés uB
fehérjét kodold gén, melyeknél a N-MDRV-k kdzeli rokonsagi viszonyban allnak a hazi tyuk
eredetl ARV-kel Elképzelhetd, hogy az N-MDRV-knél az M2 szegmenst érint6 reasszortacio
eredményeképpen az ARV-khez hasonlé penetracios képességgel rendelkeznek, ami
kihathat a virusfert6zés folyamatara és a koérlefolyasra is.

Manapsag a molekularis analizisek elvégzéséhez egyre ndvekvé szamu kacsa és liba
eredetll orthoreovirus térzs szekvencidja all a rendelkezésiinkre, bar ezek z6éme kinai
eredetld. Europabdl minddsszesen két franciaorszagi és két magyarorszagi virustorzs
részleges genom-szekvencigja volt elérhet6 vizsgalataink megkezdése elétt (Le Gall-Reculé
et al., 1999; Palya et al., 2003; Banyai et al., 2005). Az altalunk vizsgalt torzsek
genomszervez8désuk alapjan a klasszikus MDRV-k ko6zé sorolhatéak. Az elvégzett
elemzések kimutattak, hogy valamennyi ismert viziszarnyas orthoreovirus, koztik az altalunk
vizsgalt két pézsmaréce és egy hazi lud eredetli torzs, akarcsak a nagyszami kinai MDRV
és N-MDRV torzs, az ARV virusfajpba tartozik. A filogenetikai fakon a viziszarnyasok
orthoreovirusai — a uB fehérjét kédold gén kivételével — minden esetben elkiléniltek a

csirkékbdl és hazi pulykakbal izolalt orthoreovirus torzsektol.
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Molekularis epidemiologiai szempontbdl érdemes kiemelni, hogy a franciaorszagi
mintakbdl 2010 és 2011 soran izolalt D1546 és D2044 tdérzsek minden esetben a
filogenetikai fa ugyanazon agan helyezkedtek el. A két torzset egymast kovetd években
izolaltak, igy feltételezhetd, hogy ugyanazon torzs szorédasanak eredmeényeképp kertltek
kimutatasara Franciaorszag kilénbdzé terileteirdl.

A klasszikus és uj tipusu MDRV-k vizsgalata soran korabban felallitott elmélet, miszerint a
kacsakban és ludakban megtalalhaté orthoreovirusok kézds 6se Kinaban fejlédoétt ki, majd
az europai és kinai agak egymastol fliggetlen evolucios folyamatok révén jottek létre és igy
kulonallo fejl6dési agakat alkottak (Yun et al.,, 2013), az Aaltalunk vizsgalt torzsek
szekvenciainak ismeretében nem latszik megalapozottnak. Mert, bar a AC, uB, oC, és oB
fehérjéket kédold gének vizsgalata soran megallapithatd volt, hogy a klasszikus és az N-
MDRYV virustorzsek elkiilonilnek egymastdl és a térzsfa egy-egy kilon agan foglaltak helyet,
azonban a tébbi 6 szegmens vizsgalata soran ez a jelenség nem volt megfigyelhetdé. Ugyanis
az MDRV és N-MDRV torzsek egyes génjei kozott reasszortaciot figyeltink meg.
Mindemellett a virustérzsek a toérzsfakon nem mutattak egyértelm( foldrajzi elhelyezkedés
szerinti eloszlast sem, Kinaban mindkét patotipus el6fordul, raadasul ezek egy része

bizonyosan kevert génkombinaciét hordozé reasszortans (Farkas et al., 2014).
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8. Uj tudomanyos eredmények és megallapitasok

1. Els6ként hataroztuk meg dolmanyos varjubdl (Corvus corne cornix) szarmazo

orthoreovirus genomszekvenciajat. A filogenetikai elemzések elvégzése utan

javaslatot tettlink egy Uj reovirus faj, a Corvid reovirus (CRV) létrehozasara

2. Els6ként hataroztuk meg eurdpai eredetli pézsmarécébdl (Cairina moscata) és hazi

ludbol  (Anser anser domestica) szarmazd virustorzs genomszekvencigjat.

Megallapitottuk, hogy mindharom torzs a klasszikus genomszerkezetii MDRV-k k&zé

sorolhatd, ugyanakkor ramutattunk a klasszikus MDRV és N-MDRYV t6rzsek kozotti

reasszortacio lehetéségére, cafolva ezzel a két patotipus foldrajzi elklldnilésérdl

alkotott hipotézist.

3. Elséként izolaltunk és elemeztink molekularis mddszerekkel facanbdl (Phasianus

colchicus) szarmazé ARV torzset. Tovabba els6ként hataroztuk meg egy fogoly

(Perdix perdix) eredetli orthoreovirus izolatum genomszekvenciajat. Rezervoar

szerepuknél fogva feltételezzilk e gazdafajok jelent6ségét a pulyka és csirke

orthoreovirusok genetikai allomanyanak kialakitasaban/fenntartasaban.

4. Els6éként hataroztuk meg eurdpai eredetli hazi pulyka (Meleagris gallopavo) eredeti

orthoreovirus kodold szakaszainak szekvenciait, ramutatva a kilénb6z6 foldrajzi

terlileteken izolalt homolog torzsek kozotti nagyfoku genetikai hasonldsagra.

5. Els6ként hataroztuk meg nem tenosynovitis-bdl szarmazé hazi tyuk (Gallus gallus

domesticus) eredetli orthoreovirus izolatumok genomszekvencigjat.

6. A filogenetikai vizsgalatokba bevont tucatnyi orthoreovirus térzs elemzése soran

megallapitottuk, hogy a kiilénbdzb gazdafajok orthoreovirusainak géndsszetételében

vannak konzervativ mintazatok, ugyanakkor a fajidegen torzsek kdzotti reasszortacio

Uj génvaltozatok beépllését teszi lehetbveé.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16502280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shuidong%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16502280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20QL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16502280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guo%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16502280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16502280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16502280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16502280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16502280

10. Tudomanyos publikaciék

10.1. Lektoralt, impakt faktorral rendelkez6 tudomanyos

folyéiratokban megjelent kozlemények

Farkas S. L., Marton S., Dandar E., Kugler R., Gal B., Jakab F., Balint A., Kecskeméti S.,
Banyai K.: Lineage diversification, homo- and heterologous reassortment and
recombination shape the evolution of chicken orthoreoviruses, Sci. Rep., 6. 36960.
2016.

IF: 5,228

Kugler R., Dandar E., Fehér E., Jakab F., Maté T., Palya V., Banyai K., Farkas S. L.
Phylogenetic analysis of a novel reassortant orthoreovirus strain detected in partridge
(Perdix perdix), Virus Res., 215. 99-103, 2016.

IF: 2,324

Dandar E., Fehér E., Balint A., Kisfali P., Melegh B., Maté T., Kecskeméti S., Palya V.,
Banyai K., Farkas S.L.. Genome sequences of three turkey orthoreovirus strains
isolated in Hungary, Genome Announc., 3. e01333-15, 2014.

IF: -

Farkas S.L., Dandar E., Marton S., Fehér E., Oldal M., Jakab F., Maté T., Palya V., Banyai
K.: Detection of shared genes among Asian and European waterfowl| reoviruses in the
whole genome constellations, Infect. Genet. Evol., 28. 55-57, 2014.

IF: 3,264

Dandar E., Farkas S.L., Marton S., Oldal M., Jakab F., Mat6 T., Palya V., Banyai K.: The
complete genome sequence of a European goose reovirus strain, Arch. Virol., 8. 2165-
2169, 2014.

IF: 2,030

Dandar E., Huhtamo E., Farkas S.L., Oldal M., Jakab F., Vapalahti O., Banyai K.: Complete
genome analysis identifies Tvarminne avian virus as a candidate new species within
the genus Orthoreovirus, J. Gen. Virol., 95. 898-904, 2014.

IF: 3,127

Dandar E., Balint A., Kecskeméti S., Szentpali-Gavallér K., Kisfali P., Melegh B., Farkas S.L.,
Banyai K.: Detection and characterization of a divergent avian reovirus strain from a
broiler chicken with central nervous system disease, Arch. Virol., 158. 2583-2588, 2013.

IF: 2,030
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okozta megbetegdései — Irodalmi attekintés, Magy. Allatorvosok., 134. 564-573, 2012.
IF:0,146

Banyai K., Dandar E., Dorsey, K.M., Maté T., Palya V.. The genomic constellation of a
novel avian orthoreovirus strain associated with runting-stunting syndrome in
broilers, Virus Genes, 42. 82-89, 2011.

IF:1,170
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10.2. Nemzetkozi konferenciakiadvanyban megjelent abstract

vagy proceedings

Dandar E., Doszpoly A., Janoska M., Heltai M., Szabé L., Benké M.: PCR Screening of
Mammalian predators (Carnivora) for adeno- and herpesviruses, 8" International
Congress of Veterinary Virology, In: Proceedings of the ESVV 8th Int Congr Vet Virol. Szerk.:
Benk& M., Harrach B. Budapest, p. 226., 2009.

Dandar E., Balint A., Kecskeméti S., Szentpali-Gavallér K., Farkas S.L., Banyai K.: Detection
and characterization of an avian reovirus strain with divergent genes from central
nervous system disease of broiler chicken, Federation of European Microbiological
Societies (FEMS), Lipcse, 2013.

Laszl6 B., Papp H., Dandar E., Deéak J., Gray J., lturriza-Gomara, M., Jakab F., Juhasz A.,
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Nyul Z., Patri L., Puskas E., Schneider F., Téth A., Téth E., Szics Gy., Banyai K.: Emerging
rotavirus strains, 2007-2010, Hungary, 4th European Rotavirus Biology Meeting,
Altafiumara, 2011.

Laszlo B., Papp H., Dandar E., Deak J., Gray, J., lturriza-Gomara, M., Jakab F., Juhasz A.
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Banyai K., Dandar E., Dorsey, K. M., Maté T., Palya V.: Novel avian orthoreovirus strain
associated with runting-stunting syndrome in broilers, International Meeting on Emerging
Diseases (IMED), Bécs, 2011.
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10.3. Doktori kutatas témajahoz nem kapcsolédé

tudomanyos kozlemények

Bayer-Dandar E, Kassa Cs.: EBV fertézések Ossejt-transzplantaltakban: klinikum,

diagnosztika és terapias lehetéségek, Focus Medicinae, 17. 16-21, 2015.
IF:-

LaszIé B., Kénya J., Dandér E., Deék J., Farkas A., Gray, J., Grész G., lturriza-Gomara, M.,
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140-146, 2012.

IF: 3,287

Sés E., Molnar V., Dandar E., Balint A., Bakonyi T.: Szerolégiai vizsgalatok hazai tuzok-
(Otis tarda) allomanyokban, Magy. Allatorvosok., 134. 361-365, 2012.
IF: 0,146

Dandar E., Szab¢ L., Heltai M., Doszpoly A.: Adeno- és herpeszvirusok el6fordulasanak
felmérése ragadozok (Carnivora) mintainak PCR-es vizsgalataval, Magy. Allatorvosok.,
132. 302-308, 2010.

IF: 0,300

Banyai K., Papp H., Dandar E., Molnar P., Mihaly I|., van Ranst, M., Martella, V.,
Matthijnssens, J.: Whole genome sequencing and phylogenetic analysis of a zoonotic
human G8P[14] rotavirus strain, Infect. Genet. Evol., 10. 1140-1444, 2010.

IF: 2,792
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11. Koszonetnyilvanitas

Ezuton is szeretném megkdszonni a témavezetémnek, Dr. Banyai Krisztiannak, hogy
tamogatta elképzeléseimet, a kutatomunkamat és bevezetett a molekularis virologia
rejtelmeibe. Elméleti és gyakorlati Utmutatasa, kritikus észrevételei nagyban hozzajarultak e
munka elkésziltéhez.

Kulon koszonet illeti Dr. Farkas Szilviat, aki faradsagos munkaval sok hibat gyomlalt ki a
kéziratbdl az iras soran.

Koszondm az Uj kérokozok felderitése témacsoport jelenlegi és volt kollégainak, Dr.
Fehér Enikének, Bartokné Horvath Anettnek, Borzak Rékanak, Papp Hajnalkanak, Dr.
Kovacs Eszternek, Dr. Marton Szilvianak, Dr. Sellyei Boglarkanak, lhasz Katalinnak és Déré
Renatanak, amiért tamogattak mindennapi munkamat és segitségikkel at tudtam lendilni a
hétkdznapok nehézségein.

Koszonettel tartozom tovabba Dr. Balint Addamnak, Dr. Dan Adamnak, Dr. Szentpali-
Gavallér Katalinnak, Dr. Kecskeméti Sandornak, Michna Juditnak, Dr. Thuma Akosnak, Dr.
Jakab Ferencnek, Dr. Maté Tamasnak, Dr. Palya Vilmosnak, valamint Dr. Eili Huhtamo-nak
és Dr. Olli Vapalahti-nak azért a segitségért, ami nélkiil ez a dolgozat nem johetett volna
létre.

Kdsz6ndm a csaladomnak és a barataimnak, akik végig hittek bennem, tdmogattak és
biztattak az elmult években, ami nagymértékben segitett megbirkozni az eléttem all6
feladatokkal. Kulon kdszonet illeti édesanyamat, aki faradhatatlanul olvasta mindig ujra és
Ujra a készll6 kéziratot.

Végul szeretném megkodszonni férjemnek, Bayer Laszlonak, hogy végtelen tirelemmel és
megértéssel viselte az utolsé hénapok megprébaltatasait és sokszor eloszlatta a kudarctdl
valo félelmeimet és a kétségeimet.

Jelen értekezés a K108727 sz. OTKA palyazat tamogatasaval készult.
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12. Melléklet

1.sz. melléklet — a dolgozat alapjat képez6 szekvenciak

Gazdafaj NCBI azonosité

GQ258977 — L1
GQ258978 — L2
GQ258979 — L3
GQ258980 — M1
Kis voros . GQ258981 — M2
Brov repiilkutya Ausztralia GQ258982 — M3
GQ258983 — S1
GQ258984 — S2
GQ258985 — S3
GQ258986 — S4

AF059716 — L1
AF059717 — L2
AF059718 — L3
AF059719 — M1
AF059720 — M2
AF059721 — M3
AF059722 — S1
AF059723 — S2
AF059724 — S3
AF059725 - S4

BRV Pavian Kanada

HM159613 - L1
HM159614 — L2
HM159615 - L3
HM159616 — M1
HM159617 — M2
HM159618 — M3
HM159619 — S1
HM159620 — S2
HM159621 — S3
HM159622 — S4

MRV Dearing Ember Kanada

AF129821 - L1
M31057 — L2
AF378005 - L3
AY428874 — M1
M19355 — M2
AF174383 — M3
M35964 - S1
L19775 - S2
DQ220019 - S3
M18390 — S4

MRV Jones Ember USA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333757?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J208YSN6014

MRV Lang

Szarvasmarha

Franciaorszag

NCBI azonosito

M24734 - L1
AF378007 — L2
AF129820 - L3
AF490617 — M1

X59945 - M2
AF174382 — M3

M14779 — S1
AJ133089 — S2

M14325 - S3

M13139 — S4

MRV Ndelle

Hazi egér

Kamerun

AF368033 - L3
AF368034 — M2
AF368035 — S2
AF368037 — S3

NBV

Szirkefejl
repulékutya

Ausztralia

JF342672 - L1
JF342673 — L2
JF342674 - L3
JF342675 - M1
JF342676 — M2
JF342677 — M3
JF342678 — S1
JF342679 — S2
JF342680 — S3
JF342681 — S4

PuvVv

Vaéltozékony
repulékutya

Malajzia

JF342666 — L1
JF342667 — L2
JF342668 — L3
JF342669 — M1
JF342670 — M2
JF342671 — M3
AY357730 - S1
AY357731 - S2
AY357732 - S3
AY357733 -S4

RRV 47/02

Bozétvipera

Németorszag

KC852153 - L1
KC852154 — L2
KC852155 - L3
KC852156 — M1
KC852157 — M2
KC852158 — M3
KC852159 - S1
KC852160 — S2
KC852161 — S3
KC852162 — S4
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SSRV

Steller-féle
oroszlanfoka

USA

NCBI azonosito

HM222971 — L1
HM222972 — L2
HM222973 — L3
HM222974 — M1
HM222975 — M2
HM222976 — M3
HM222977 — S1
HM222978 — S2
HM222979 — S3
HM222980 — S4

TVAV

dolmanyos varju

Finnorszag

KF692089 - L1
KF692090 — L2
KF692091 - L3
KF692092 — M1
KF692093 — M2
KF692094 — M3
KF692095 - S1
KF692096 — S2
KF692097 — S3
KF692098 — S4

1017-1

hazi tyuk

Kina

AY641740 - L1
DQ238096 - L3
AY639611 - M1
AY635935 — M2
AY573905 — M3
AF297216 — S1
AF294762 — S2
AF301474 — S3
AF294771 -S4

138

hazi tyuk

Kanada

EU707933 - L1
EU707935 - L2
EU707937 - L3
AY557188 — M1
AY750052 — M2
AY557190 — M3
AF218359 - S1
AF059717 — S2
AF059721 — S3

16821-M/06

hazi tyuk

Magyarorszag

KX398302 - L1
KX398303 — L2
KX398304 — L3
KX398305 - M1
KX398306 — M2
KX398307 — M3
KX398308 — S1
KX398309 — S2
KX398310 — S3
KX398311 — S4
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NCBI azonosito

KX398312 L1
KX398313 - L2
KX398314 - L3
KX398315 - M1
KX398316 — M2
KX398317 — M3
KX398318 — S1
KX398319 — S2
KX398320 — S3
KX398321 — S4

KF741706 - L1
KF741708 — L3
KF741709 - M1
KF741710 — M2
1733 hazi tydk USA KF741711 - M3
KF741712 - S1
KF741713 — S2
KF741714 - S3
KF741715 - S4

17206-M/06 hazi tyuk Magyarorszag

EU707934 - L1
EU707936 — L2
EU707938 - L3
AY557189 — M1
AY750053 — M2
AY557191 — M3
AF218358 — S1
AF059716 — S2
AF059720 — S3
AF059724 — S4

KX398322 - L1
KX398323 — L2
KX398324 — L3
KX398325 - M1
KX398326 — M2
KX398327 — M3
KX398328 — S1
KX398329 — S2
KX398330 — S3
KX398331 - S4

1884 hazi tydk EU681257 — S1

AY641742 -L1
AY652694 — L3
AY639613 — M1
AY635937 — M2
2408 hazi tydk Kina AY573907 — M3
AF204945 - S1
AF247724 — S2
AF208038 — S3
AF213468 — S4

176 hazi tyuk Kanada

17727-M/10 hazi tyuk Magyarorszag
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NCBI azonosito

KX398232 - L1
KX398233 - L2
KX398234 — L3
KX398235 - M1
KX398236 — M2
KX398237 — M3
KX398238 — S1
KX398239 — S2
KX398240 — S3
KX398241 — S4

284V/06 hazi tyuk Magyarorszag

KX398272 — L1
KX398273 — L2
KX398274 — L3
KX398275 - M1
KX398276 — M2
KX398277 — M3
KX398278 — S1
KX398279 — S2
KX398280 — S3
KX398281 — S4

KX398282 - L1
KX398283 — L2
KX398284 — L3
KX398285 — M1
KX398286 — M2
KX398287 — M3
KX398288 — S1
KX398289 — S2
KX398290 — S3
KX398291 - S4

KX398292 - L1
KX398293 — L2
KX398294 — L3
KX398295 — M1
KX398296 — M2
KX398297 — M3
KX398298 — S1
KX398299 — S2
KX398300 — S3
KX398301 — S4

3211V/02 hazi tyuk Magyarorszag

3457-M/11 hazi tyuk Magyarorszag

4599V/04 hazi tyuk Magyarorszag

AY641736 - L1
AY652699 — L3
AY639614 — M1
AY635941 — M2
601G hazi tydk Kina AY573908 — M3
AF297217 - S1
AF311322 - S2
AY008384 — S3
AY008385 — S4
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601SlI

hazi tyuk

NCBI azonosito

AF294769 — S1
AF208037 — S2

6-10

hazi tyuk

India

EU681256 — S1

750505

hazi tyuk

Kina

DQ238093 - L1
AY652695 - L3
AY639615 - M1
AY635942 — M2
AY573909 — M3
AF204950 - S1
AF294767 — S2
AF208035 - S3
AF213470 -S4

820

hazi tyuk

India

EU681260 — S1

875Bi/05

hazi tyuk

Magyarorszag

KX398242 - L1
KX398243 — L2
KX398244 — L3
KX398245 - M1
KX398246 — M2
KX398247 — M3
KX398248 - S1
KX398249 — S2
KX398250 — S3
KX398251 - S4

878Bi/05

hazi tyuk

Magyarorszag

KX398252 — L1
KX398253 — L2
KX398254 — L3
KX398255 - M1
KX398256 — M2
KX398257 — M3
KX398258 — S1
KX398259 — S2
KX398260 — S3
KX398261 — S4

916

hazi tyuk

Kina

AY641737 - L1
AY652701 - L3
AF297214 - S1
AF294764 — S2
AY008383 — S3
AF294774 — S4

916SlI

hazi tyuk

Kina

AY639616 — M1
AY635943 — M2
AY573910 — M3
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/55275427?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J20E45WK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54399732?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J20F0GHU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/45862464?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J20FSN7J014

918

hazi tyuk

Kina

NCBI azonosito

AY641738 — L1
AY652700 - L3
AY639617 — M1
AY635945 — M2
AY573911 - M3
AF297215 - S1
AF294766 — S2
AF301473 — S3
AF294775 -S4

919

hazi tyuk

Tajvan

AY641739 —-L1
AY652697 — L3
AY639618 — M1
AY635939 — M2
AY573912 — M3
AF204949 - S1
AF294763 — S2
AF208034 — S3
AF294776 — S4

924Bi/05

hazi tyuk

Magyarorszag

KX398262 — L1
KX398263 — L2
KX398264 — L3
KX398265 — M1
KX398266 — M2
KX398267 — M3
KX398268 — S1
KX398269 — S2
KX398270 — S3
KX398271 — S4

99G

hazi tyuk

DQ415659 — S3

AVS-B

hazi tyuk

USA

FR694191 - L1
FR694192 — L2
FR694193 — L3
FR694194 — M1
FR694195 — M2
FR694196 — M3
FR694197 — S1
FR694198 — S2
FR694199 — S3
FR694200 — S4

B-98

hazi tyuk

Kina

EF030498 — S3

Bareilly

hazi tyuk

India

FJ949087 — S1

Bareilly_son-1

hazi tyuk

India

HMO015906 — S1
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NCBI azonosito

EU616735 - L1
JN641888 — L2
EU616737 — L3
EU616740 — M1
EU616741 — M2
EU616744 — M3
EF057397 — S1
JN641886 — S2
EF030496 — S3
JN641885 — S4

C-98 hazi tyuk Kina

Fahey-Crawley hazi tyuk USA DQ868789 — S1

G-98 hazi tydk Kina EF030497 — S3

GEIO9_97M hazi tydk Hollandia AF354220 - S1

KC183743 - L1
KC183744 — L2
KC183745 - L3
KC183746 — M1
KC183747 — M2
KC183748 — M3
KC183749 - S1
KC183750 — S2
KC183751 - S3
KC183752 — S4

GuangxiR1 hazi tyuk Kina

GuangxiR2 hazi tyuk Kina KF741732 - S1

GX/2010/1 hazi tydk - JN559376 — S2

K5 hazi tydk India EU681261 — S1

MS-4 hazi tydk India EU681258 — S1

NK hazi tydk - JQ916907 — S3

AY641743 - L1
AY652696 — L3
AY639619 — M1
AY635944 — M2
AY573913 - M3
AF294770 - S1
AF301471 - S2
AF294777 — S3

0s161 hazi tyuk Kina

P100 hazi tyuk USA DQ868791 — S1
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R2

hazi tyuk

NCBI azonosito

DQ238095 - L3
AY639620 — M1
AY635940 — M2
AY573914 — M3

R2/TW

hazi tyuk

Kina

AY641744 —L1
AF297213 - S1
AF294765 - S2
AF301472 - S3
AF294778 — S4

S1133

hazi tyuk

USA

AY547458 —-L1
DQ534201 - L2
AY652693 - L3
AY639610 — M1
AY635934 — M2
AY573904 — M3
AF330703 — S1
KF741763 — S2
KF741764 — S3
KF741765 — S4

T1781

hazi tyuk

Magyarorszag

KC865787 — L1
KC865788 — L2
KC865789 — L3
KC865790 — M1
KC865791 — M2
KC865792 — M3
KC865793 - S1
KC865794 — S2
KC865795 — S3
KC865796 — S4

T6

hazi tyuk

Kina

DQ238094 — L1
AY652698 — L3
AY639621 — M1
AY635936 — M2
AY573915 — M3
AF204948 — S1
AF294768 — S2
AF208036 — S3
AF213469 — S4

T-98

hazi tyuk

Kina

EU616739 - L1
JN641889 — L2
EU616738 — L3
EU616736 — M1
EU616742 — M2
EU616743 — M3
EF057398 — S1
JN641887 — S2
EF030499 — S3
JN641884 — S4
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TUS

hazi tyuk

Tunézia

NCBI azonosito

HM751145 - S1

TU87

hazi tyuk

Tunézia

HM751144 — S1

VA-1

hazi tyuk

India

EU681255 - S1

19831-M/09

hazi pulyka

Magyarorszag

KR997899 - L1
KR997900 - L2
KR997901 - L3
KR997902 — M1
KR997903 — M2
KR997904 — M3
KR997905 - S1
KR997906 — S2
KR997907 — S3
KR997908 — S4

D1104

hazi pulyka

Magyarorszag

KR997919 - L1
KR997920 - L2
KR997921 - L3
KR997922 — M1
KR997923 — M2
KR997924 — M3
KR997925 - S1
KR997926 — S2
KR997927 — S3
KR997928 — S4

D1246

hazi pulyka

Magyarorszag

KR997909 - L1
KR997910 — L2
KR997911 - L3
KR997912 — M1
KR997913 — M2
KR997914 — M3
KR997915 - S1
KR997916 — S2
KR997917 — S3
KR997918 — S4

NC/98

hazi pulyka

USA

DQ9Y95806 — S3

NC/SEP-R108/3

hazi pulyka

USA

DQ9Y96604 — S1

NC/SEP-R61/03

hazi pulyka

USA

DQ9Y96605 - S1

NCO98

hazi pulyka

USA

AF465799 — S3

PEMSS85

hazi pulyka

USA

DQ9Y96603 — S1
AY444913 - S3
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119709994?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/124021670?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J22UWG00014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/124021672?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J22UWG00014

TARV-Crestwiev

hazi pulyka

USA

NCBI azonosito

KJ874304 — M1
KJ874258 — M3
KF872238 — S1
KF872244 — S2
KF872263 — S3
KF872267 — S4

TARV-MN1

hazi pulyka

USA

KJ874306 — M1
KJ874283 — M2
KJ874260 — M3
KF872232 - S1
KF872245 — S2
KF872265 — S3
KF872269 — S4

TARV-MN10

hazi pulyka

USA

KJ865906 — L1
KJ865896 — L2
KJ865886 — L3
KJ874315 - M1
KJ874292 — M2
KJ874269 — M3
KF872242 — S1
KF872254 — S2
KF872262 — S3

TARV-MN11

hazi pulyka

USA

KJ865907 — L1
KJ865897 — L2
KJ865887 — L3
KJ874316 — M1
KJ874293 — M2
KJ874270 — M3

TARV-MN12

hazi pulyka

USA

KJ865908 — L1
KJ865898 — L2
KJ865888 — L3
KJ874317 — M1
KJ874294 — M2

TARV-MN13

hazi pulyka

USA

KJ865909 — L1
KJ865899 — L2
KJ865889 — L3
KJ874318 — M1
KJ874272 — M2
KJ874295 — M3
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612941?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612816?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938454?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J1SEMSAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612945?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1RM1YNG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612820?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1RT9UCE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081930?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081910?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612963?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612838?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938470?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938496?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081932?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081912?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081892?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612965?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612840?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081934?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081914?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081894?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612967?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081936?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081916?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081896?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612969?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612844?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612905?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S3HG4S014

NCBI azonosito

KJ865911 — L1
KJ865893 — L2
KJ865883 — L3
KJ874307 — M1
KJ874284 — M2
KJ874261 — M3
KF872233 — S1
KF872246 — S2
KF872255 — S3
JQ954691 — S4

TARV-MN2 hazi pulyka USA

KJ874308 — M1
KJ874285 — M2
KJ874262 — M3
KF872247 — S2
KF872256 — S3
KF872271 — S4

TARV-MN3 hazi pulyka USA

KJ865904 — L1
KJ865894 — L2
KJ865884 — L3
KJ874309 — M1
KJ874286 — M2
KJ874263 — M3
KF872235 - S1
KF872248 — S2
KF872257 — S3
JQ954693 — S4

TARV-MN4 hazi pulyka USA

KJ874310 - M1
KJ874287 — M2
KJ874264 — M3
TARV-MN5 hazi pulyka USA KF872236 — S1
KF872249 — S2
KF872258 — S3
KF872273 — S4

KJ874311 — M1
KJ874288 — M2
KJ874265 — M3
TARV-MN6 hazi pulyka USA KF872237 — S1
KF872250 — S2
KF872266 — S3
KF872274 — S4,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081940?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081904?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612947?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612883?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938434?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938480?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/395133280?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=J1SEMSAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612949?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612885?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612824?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938482?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938500?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938530?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J1SEMSAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081906?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081886?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612951?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612887?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612826?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938442?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938484?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938502?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/395133284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=J1SEMSAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612828?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938446?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938486?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938504?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612955?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612830?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938488?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938520?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938536?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J1SEMSAX015

TARV-MN7

hazi pulyka

USA

NCBI azonosito

KJ874312 - M1
KJ874289 — M2
KJ874266 — M3
KF872239 — S1
KF872251 — S2
KF872259 — S3
KF872275 - S4

TARV-MNS8

hazi pulyka

USA

KJ874313 — M2
KJ874267 — M3
KF872240 — S1
KF872252 — S2
KF872260 — S3
KF872276 — S4

TARV-MN9

hazi pulyka

USA

KJ865905 - L1
KJ865895 — L2
KJ865885 — L3
KJ874314 — M1
KJ874291 — M2
KJ874268 — M3
KF872241 — S1
KF872253 — S2
KF872261 — S3
KF872277 — S4

TARV-O’Neil

hazi pulyka

USA

KJ874305 - M1
KJ874282 — M2
KJ874259 — M3
KF872243 — S2
KF872264 — S3
KF872268 — S4

TERV-MN2

hazi pulyka

USA

KJ865911 — L1
KJ865901 — L2
KJ865891 — L3
KJ874320 — M1
KJ874297 — M2
KJ874274 — M3

TERV-MN3

hazi pulyka

USA

KJ874321 — M1
KJ874298 — M2
KJ874275 — M3

TERV-MNG6

hazi pulyka

USA

KJ865912 — L1
KJ865902 — L2
KJ865892 — L3
KJ874324 — M1
KJ874301 — M2
KJ874278 — M3
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612957?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612893?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612832?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938458?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938490?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938506?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1SEMSAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612959?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612834?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938462?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938492?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938508?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081928?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081888?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612961?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612897?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612836?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938466?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S4N8W4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938510?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=J1SCB0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938542?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J1SEMSAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612943?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612879?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612818?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938474?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J1S54DH8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/640938524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J1SEMSAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081940?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081920?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081900?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612848?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612975?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612911?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612850?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=J1S42MCX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081942?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1S1EY2F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081922?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J1S20ZTZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669081902?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=J1S2EKPS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612981?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J1S311EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612917?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=J1S3HG4S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695612856?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=J1S42MCX015

NCBI azonosito

TK/MN/B1013/08 hazi pulyka USA FJ693688 — S4
TK/MN/B1014/08 hazi pulyka USA FJ693700 — S4
TK/MN/B1016/08 hazi pulyka USA FJ693690 — S4
TK/MN/B1029/08 hazi pulyka USA FJ693691 — S4
TK/MN/B1038/08 hazi pulyka USA FJ693698 — S4
TK/MN/B1040/08 hazi pulyka USA FJ693699 — S4
TK/MN/B2013/08 hazi pulyka USA FJ693692 — S4
TK/MN/B2014/08 hazi pulyka USA FJ693700 — S4
TK/MN/B2015/08 hazi pulyka USA FJ693693 — S4
TK/MN/B2016/08 hazi pulyka USA FJ693694 — S4
TK/MN/B2021/08 hazi pulyka USA FJ693695 — S4
TK/MN/B2022/08 hazi pulyka USA FJ693696 — S4
TK/MN/B2024/08 hazi pulyka USA FJ693697 — S4
TK/MN/B2028/08 hazi pulyka USA FJ693702 — S4
TK/MN/B3030/08 hazi pulyka USA FJ693703 — S4
TK/MN/B3033/08 hazi pulyka USA FJ693704 — S4
TK/MN/B4016/08 hazi pulyka USA FJ693701 — S4

TK/MN/D- -

000818/08 hazi pulyka USA GQ353324 -S4

TK/MN/D- -

004782/08 hazi pulyka USA GQ353325 - 54

TK/MN/D- -

022565/08 hazi pulyka USA GQ353326 — S4

TK/MN/D- -

043386/08 hazi pulyka USA GQ353327 — S4

TK/MN/D- -

047428/08 hazi pulyka USA GQ353328 - S4

TK/MN/D- -

048814/08 hazi pulyka USA GQ353329 -S4

TK/MN/D- -

049007/07 hazi pulyka USA GQ353318 -S54

TK/MN/D- -

052725/07 hazi pulyka USA GQ353319 -S4

TKIMN/D- hazi pulyka USA GQ353320 — S4

053578/07
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549277?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549301?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549281?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549283?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549297?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549285?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549301?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549291?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549305?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549307?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549309?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958417?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958419?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958421?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958423?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958425?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958427?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958405?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=58&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958407?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958409?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=J20X1AHP014

TK/MN/D-

NCBI azonosito

055431/08 hazi pulyka USA GQ353330-54
TK/MN/D- -

056826/07 hazi pulyka USA GQ353321 -S4
TK/MN/D- -

058212/07 hazi pulyka USA GQ353322 -54
TK/MN/D- -

058648/07 hazi pulyka USA GQ353323-54
tu/CA/SEP- -

N605/08 hazi pulyka USA FJ969425 — S4
tu/MO/SEP-816/05 hazi pulyka USA EU400279 — S4
tu/MO/SEP-819/05 hazi pulyka USA EU400280 - S4
tu/MO/SEP-827/05 hazi pulyka USA EU400281 — S4
tu/MO/SEP-828/05 hazi pulyka USA EU400282 — S4
tu/NC/SEP-832/05 hazi pulyka USA EU400283 - S4
tu/NC/SEP-833/05 hazi pulyka USA EU400284 — S4
tu/NC/Sep-835/05 hazi pulyka USA EU400285 - S4
tu/WI/SEP-847/05 hazi pulyka USA EU400293 - S4

TX98 hazi pulyka USA AY444911 - S1

TX99 hazi pulyka USA AY444910 - S1

VR-818 hazi pulyka USA AY444912 — S3
18769 facan - -

KR476798 — L1

KR476799 — L2

KR476800 — L3

KR476801 — M1

KR476802 — M2

D1009 fogoly ] KR476803 — M3

KR476804 — S1

KR476805 — S2

KR476806 — S3

KR476807 — S4

JX415328 - L1

JX415329 — L2

JX415330 - L3

JX415331 - M1

03G Hazi lad Kina JX415332 - M2

JX415333 -M3
JX415334 - S1
JX415335 - S2
JX415336 — S3
JX145337 — S4
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958429?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958411?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958413?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255958415?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/282801634?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166948029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166948031?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166948033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166948035?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166948037?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166948041?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=J20X1AHP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166948056?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J20X1AHP014

NCBI azonosito

D14/99 Hazi lud Magyarorszag AJ717735-S1

D15/99 Hazi lud Magyarorszag AY114138 — S3

KF809662 — L1
KF809663 — L2
KF809664 — L3
KF809665 — M1
KF809666 — M2
KF809667 — M3
KF809668 — S1
KF809669 — S2
KF809670 — S3
KF809671 — S4

D20/99 hazi lud Magyarorszag

D34/99 Hazi lud Magyarorszag AJ717738 — S1

JX478250 - L1
JX478251 - L2
JX478252 - L3
JX478253 - M1
JX478254 — M2
JX478255 - M3
JX478256 — S1
JX478257 — S2
JX478258 — S3
JX478259 — S4

091 Pekingi kacsa Kina

KC508647 — L1
KC508648 — L2
KC508649 — L3
KC508650 — M1
KC508651 — M2
KC508652 — M3
KC508653 — S1
KC508654 — S2
KC508655 — S3
KC508656 — S4

815-12 Pézsmaréce Kina

AJ310525 - S1
AJ278102 — S2
AJ006476 — S3
AJ133122 -S4

89026 Pézsmaréce Franciaorszag

AJ293969 — M3
89330 Pézsmaréece Franciaorszag AJ251834 - S1
AJ243881 — S3
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D1546

Pézsmaréce

Franciaorszag

NCBI azonosito

KJ871017 — L1
KJ871018 — L2
KJ871019 - L3
KJ871020 — M1
KJ871021 — M2
KJ871022 — M3
KJ871023 - S1
KJ871024 — S2
KJ871025 - S3
KJ871026 — S4

D2044

Pézsmaréce

Franciaorszag

KJ871007 — L1
KJ871008 — L2
KJ871009 — L3
KJ871010 - M1
KJ871011 — M2
KJ871012 — M3
KJ871013 - S1
KJ871014 — S2
KJ871015 - S3
KJ871016 — S4

J18

Pézsmaréce

Kina

JX478260 - L1
JX478261 - L2
JX478262 — L3
JX478263 — M1
JX478264 — M2
JX478265 - M3
JX478266 — S1
JX478267 — S2
JX478268 — S3
JX478269 — S4

MW9710

Pézsmaréce

Kina

Gu480805 - M1
KC756359 — M2
AY580159 - S1
AY219225 - S2
GU369968 — S3
EF581012 - S4

NPO3/CHN/
2009

Pézsmaréce

Kina

KC312700 - L1
KC312701 - L2
KC312702 - L3
JF320800 — M1
JF320801 — M2
JF320802 — M3
KC312699 -S1
GQ888710 — S3
GU338025 — S4
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S12

Pézsmaréce

Kina

NCBI azonosito

DQ643970 — S1
EF076764 — S2
DQ643971 — S3
DQ325536 — S4

S14

Pézsmaréce

Kina

DQ989558 — M1
DQ989559 — M3
DQ066925 — S1
AY962259 — S2
EF100416 — S3
DQ066923 — S4

YH

Pézsmaréce

Kina

DQ198854 — S3

YJL

pézsmaréce

Kina

DQ191363 — S1
DQ198857 — S2
DQ198855 — S3
DQ198858 — S4

ZJO0OM

Pézsmaréce

Kina

KF154110 - L1
KF154111 - L2
KF154112 - L3
KF154113 - M1
KF154114 — M2
KF154115 - M3
KF154117 - S2
KF154118 — S3
KF154119 - S4

Z32000M

Pézsmaréce

Kina

KF306082 — L1
KF306083 — L2
KF306084 — L3
KF306085 — M1
KF306086 — M2
KF306087 — M3
KF306088 — S1
KF306089 — S2
KF306090 — S3
KF306091 - S4

TH11

T6késréce

Kina

KC493572 - L1
KC493573 - L2
KC493574 - L3
JX440512 - M1
JX440513 — M2
JX440514 — M3
KC493571 - S1
JQ664689 — S2
JX826588 — S3
JX826587 — S4
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