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Bevezetés

A Reoviridae csalad - a jelenlegi klasszifikacié szerint - 15 nemzetséget foglal magaba:
Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus, Seadomavirus,
Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus, Dinovemavirus, Fijivirus, Idnoreovirus, Mycoreovirus,
Orthoreovirus, Oryzavirus (http://www.ictvonline.org). Kéztik nemcsak az ember és egyéb
gerincesek (hal, hilld, madar, eml8s), hanem gerinctelen allatok (kagyld, rovar), gombak,
novények virusai (Medveczky et al.,, 1998, Mertens et al., 2000, Schiff et al., 2007) is
megtalalhatéak. Egyes virusnemzetségek pedig koz- és allategészségligyi szempontbdl is
jelentdsek.

A madarak reovirusai (Avian orthoreovirus, ARV) az Orthoreovirus nemzetségbe
tartoznak. Ezek a virusok gazdasagilag fontos kérokozok, nagy karokat okozhatnak az egyes
baromfiallomanyokban. Az orthoreovirusok altal okozott fert6zések klinikai megjelenési
formaja nagyon valtozatos lehet: arthritist, gastrointestinalis malabsortios szindromat,
myocarditist, pericarditist, hepatitist, osteoporosist és légzdszervi tlneteket egyarant
okozhatnak (Chappell et al., 2000, Jones 2000). Ugyanakkor a megbetegedések kézel 80%-
aban tunetmentes fert6zés fordul el6 (Benavente & Martinez-Costas, 2007).

A korokozé terjedése léguti vagy feko-oralis uton torténik; kozvetitd vektor nem ismert
(Chappell et al., 2000). A legtdbb haziszarnyas esetében a fert6zés korfligg6; a feln6tt
allatok ellendlldbbak a virussal szemben, mint a ndévendék példanyok (Benavente &
Martinez-Costas, 2007).

Annak ellenére, hogy a madar orthoreovirusok jelentds veszteségeket okozhatnak a
kulonbdzb haziszarnyas allomanyokban, szamos tulajdonsagukrol csak nagyon kevés adat
all rendelkezésunkre. Mind a mai napig keveset tudunk - tobbek kozott - a
genomszervezddésrdl és annak evolucios hatterérdl, az egyes virustorzsek genomszinti
diverzitasarol, valamint a kulonbdzd virustdrzsek gazdafajon bellli és gazdafajok kozotti

el6fordulasi gyakorisagarol.



Célkitiizések

1. Kulénbdz6 gazdafajokbdl kimutatott, magyarorszagi és nemzetkdzi gydjtésbél szarmazoé
madar orthoreovirus térzsek genomszekvencigjanak meghatarozasa kilénb6zé
genomamplifikalé és szekvenald modszerek alkalmazasaval.

2. A madar orthoreovirus torzsek genomszervezddésének leirdsa és a filogenetikai

kapcsolatok feltarasa bioinformatikai eszkdzokkel.
Anyag és médszer

Reovirusra pozitiv mintak, virusizolatumok

A vizsgalatainkhoz felhasznalt 21 virustérzset szervdarabok, bélsar, szovetfelliliszo,
valamint liofilizatum formajaban a CEVA Phylaxia Zrt., a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi
Hivatal (NEBIH), illetve a Haartman Institute—University of Helsinki munkatarsai bocsajtottak
rendelkezésulnkre.

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) eredetl orthoreovirus térzset elemeztink.
Sejtvonalak

A hazi tyukbdl, a hazi pulykabdl, a pézsmakacsabdl, a hazi ludbdl, a fogolybdl, a facanbdl
és a dolmanyos varjubél szarmazé madar orthoreovirus térzseket CEK (chicken embryo
kidney) primer sejttenyészeten, LMH (csirke majsejt felham) és/vagy BHK-21 sejtvonalakon

szaporitottuk, majd a sejtmentes fellluszot hasznaltuk fel a viralis RNS kinyeréséhez.

Molekularis moédszerek

A virdlis RNS kivonasat a TRIzol mddszerrel vagy a QIAmp Viral RNA Mini Kit (QlAgen)
segitségeével végeztuk a gyartok utasitasait kovetve.

A szekvendlasi modszertdl fuggéen valasztottuk meg a genomamplifikacios maodszert.
Ennek megdfeleléen egylépéses vagy kétlépéses RT-PCR-t alkalmaztunk akkor, amikor a
felerésitett génszakaszokat illetve genomszegmenseket a hagyomanyos (Sanger-féle)
szekvenalasnak terveztik alavetni. Ennél a megkdzelitésnél specifikus és degeneralt
primereket terveztink. Mas esetekben, amikor nagy atereszt6képességii ujgeneracios
szekvenalas végrehajtasat terveztuk, elézetesen random RT-PCR segitségével erésitettik

fel a genomszegmenseket. Osszességében hagyomanyos (Sanger-féle) szekvenalast vettiik
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igénybe harom t6rzs genomjanak megszekvenalasanal. A tobbi esetben viszont
ujgeneracios szekvenalast (lon Torrent RGM) alkalmaztunk.
A genomszegmensek 5 és 3’ végi szekvencigjanak meghatarozasahoz a Lambden és

mtsai (1992) altal leirt médszert adaptaltuk.
Szekvencia analizis és filogenetika

A szekvenciadatok elemzéséhez szekvenciaillesztéseket készitettink (MULTALIN,
GeneDoc). A géneket BLASTN és BLASTX (Altschul et al.,, 1990) homoldgiakeresd
programok segitségével azonositottuk.

Az lon Torrent szekvenald készilék altal leképezett adatokat a CLC Genomics
Workbench (www.clchio.com) program segitségével allitottuk 6ssze.

A filogenetikai torzsfak elkészitéséhez a MEGAS programot (Tamura et al., 2011) vettik
igénybe, maximum likelihood (ML) fa-rekonstrukcios algoritmust és a Bayes-i informaciés
kritérium segitségével kivalasztott szubsztiticios modellt hasznalva. A torzsfa

megbizhatésagat 500-szor megismételt bootstrap teszttel ellenériztik.


http://www.clcbio.com/

Eredmények

Madarak orthoreovirusainak genomszervezédése

Az altalunk vizsgalt teljes hosszusagu orthoreovirus genomok mérete torzstél fiuggben
22969-23579 bazispar (bp) volt. Minden genomszegmens egy-egy rovid, nagymeértékben
megdrzott szakasszal kezd6dott illetve végz6dott. Ezek az 5’ végen a dolmanyos varju
orthoreovirusanak esetében eltértek a tobbi orthoreovirusban megszokottol, mig a 3’ végen
talalhaté szakasz tipikusnak volt mondhaté minden vizsgalt torzs esetében.

A teljes hosszukban megszekvenalt szegmensek mérettartomanya a kdvetkez6képpen
alakult: L1 szegmens 3958-3993 bp, L2 3796-3829 bp, L3 3902-3907 bp, M1 2282-2288 bp,
M2 2154-2158 bp, M3 1996-2026 bp, S2 1322-1327 bp, S3 1169-1203 bp, S4 1192-1201 bp.
A nem transzlalodo régiok hossza 12-62 bp volt az 5’ végeken és 30-98 bp volt a 3’ végeken.
A szegmensek — az orthoreovirusokra jellemzé moédon — altalaban monocisztronosak. A
roluk képzddd fehérjék mérete az alabbi médon alakult: AA 1293-1295 aminosav (as), AB
1259 as, AC 1283-1285 as, YA 732-737 as, uB 676-675 as, uNS 630-639 as, 0A 416 as, oB
367 as, oNS 367-368 as. Ez aldl kivételt a oC fehérjét kddolo S1 illetve S4 szegmens
jelentett. A hazi tyukok, a hazi pulykak, a fogoly és a dolmanyos varju orthoreovirusainak
esetében az S1 harom egymast részlegesen atfedé ORF-fel rendelkezett; a p10 96-99 as, a
pl7 146-172 as, a cC 326 as hosszusagu terméket kédolt. A pézsmarécék valamint a hazi
lud esetében az S1 szegmenssel ekvivalens S4 bizonyult policisztronosnak. Ezek a térzsek
két, egymast részlegesen atfedé6 ORF-et hordoztak ezen a génszegmensen, amelyek a cC
(269 as) és a p10 (95 as) fehérjéket kédoltak.

Filogenetikai vizsgalatok - Tvarminne avian virus (TVAV)

Az Orthoreovirus genus fébb reprezentansaival torténd 6sszehasonlitasban azt észleltik,
hogy a filogenetikai fak topolégiaja, még ha csak kis mértékben is, de génenként valtozik.
Ugyanakkor altaldnossagban elmondhatdé, hogy a TVAV kdzds kladba tartozott a madar
eredetll orthoreovirus torzsekkel és egyes denevér orthoreovirusokkal és kiléndsen kozeli
rokonsagot mutatott a fokabdl izolalt unikadlisnak itélt SSRV tdérzzsel. Az S-osztalyu
szegmenseknél a gazdagabb szekvenciadatok azonban azt sugalltak, hogy az SSRV és a
papagajok reovirusai k6z0s fajba tartozhatnak és ennek megfeleléen ezen gének esetében a
TVAV is kozeli rokonsagot mutatott a Psittacine orthoreovirus torzsekkel is.

A szekvencia hasonlésagi értékek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy tiz génbél hat 60%
(ns) alatti értéket mutat és csak harom magprotein (AA, AB, cA), valamint a kilsé kapszidot

formald uB ad >60%, de <75% ns szint(i egyezést a referencia szekvenciakkal.



Filogenetikai vizsgalatok - A tyuk- és ludalakuak orthoreovirusai

A vizsgalt orthoreovirus tdérzsek tulnyomoé tébbsége haziszarnyasokbdl, illetve vadaszati
célbdl tenyésztett fajokbol szarmazott. Disszertaciomban génenként és gazdafajonként
nyujtok részletes Osszehasonlitdé elemzést ezekrél a torzsekrél. Az eredmények rovid
Osszegzésekor nagy altalanossagban elmondhatd, hogy a filogenetikai elemzések két
elkllénlé leszarmazasi vonalba helyezték a vizi szarnyasok (kacsak, libak) és a

tydkalakuak (hazi tyuk, hazi pulyka, facan, fogoly) orthoreovirusait.

Filogenetikai vizsgalatokkal a vizi szarnyasok orthoreovirusainak két elktlonilé klaszterét
azonositottuk. Az egyik klaszterbe a klasszikus betegségformat okozd azsiai és eurdpai
kacsa eredetii torzsek (MDRV) tartoztak, és legalabb nyolc gén esetében itt foglalt helyet a
magyarorszagi hazi ludbdl izolalt torzs is. A masik klaszterbe tartoztak a Kinaban nemrég
azonositott, Uj betegségformaval asszocialt kacsa és lud térzsek (Novel MDRV, N-MDRV).
Ez utébbi klaszterben a torzsek gazdafaj szerinti elkiilonulését nem figyeltik meg. A uUNS-t
és oA-t kddol6é gének esetében a magyarorszagi lud torzs fliiggetlen klaszter képviselbje volt.
A képet tovabb arnyalta, hogy bizonyos gének esetében az MDRV és N-MDRV tdrzsek
ellenkez6 klaszterbe kerlltek. A uB-t kodolo gént tekintve pedig az N-MDRV torzsek
kdzelebbi genetikai rokonsagot mutattak a tyukfélék orthoreovirusaival, mint a klasszikus

betegségformat kivaltdé MDRYV torzsek homoldg génszegmensével.

A tyukalkatuak orthoreovirusainal a gazdafaj szerinti elklilénUlés - részben a szekvenciak
nagyobb szama és valtozatosabb féldrajzi eredete miatt is - valamelyest kifejezettebb volt. A
hazi tyukok orthoreovirusai géntdl fiuggdéen két (esetenként harom) nagyobb klaszterbe
voltak sorolhatéak. Az egyik nagyobb klaszterbe szélesebb féldrajzi elterjedést mutato
torzsek tartoztak; a masik szinte csak magyarorszagi torzseket tartalmazott. A klaszterek
k6zotti szekvencia azonossag a legtdbb dsszehasonlitasban legalabb 75% volt ns szinten és
80% volt as szinten. A oC-t kddolé gének esetében ennél joval alacsonyabb értékeket is
megfigyeltink. Kulon érdekesség kerult el6 a uyB elemzése soran. E génnek egy addig
ismeretlen heterogén valtozatat azonositottuk harom magyarorszagi hazi tyuk eredeti
torzsnél. Ez a génvaltozat ~65 % ns és ~69% as szintli azonossagot mutatott a tobbi tyuk
orthoreovirussal. Ez a hasonlosagi érték kozel esik ahhoz a szekvencia hasonlosagi
hatarértékhez, amit az orthoreovirusok kiilén fajba sorolasanal hasznalnak.

Az elemzésbe vont hazi pulykak orthoreovirusai két orszagbdl, az USA-bdl és
Magyarorszagrol szarmaztak. Meglep&en, a legtdbb esetben a két foldrajzi régiébdl gydijtott
torzsek genetikai hasonlésaga magas volt (tipikusan >90% ns és as szinten egyarant).
Kivételt jelentett a uB gén, mely esetében a hazi pulyka eredetl torzsek két fliggetlen

fejlédési vonalba tartoztak. Nagy altalanossagban azt is megfigyeltik, hogy a hazi pulykak



orthoreovirusai kdzelebbi rokonsagban alltak a dominans hazi tyuk orthoreovirus klaszterrel,
mint a szamos magyarorszagi hazi tyuk orthoreovirus torzset magaba foglaldé genetikai
klaszterrel.

A genetikailag korabban nem jellemzett facan és fogoly orthoreovirusok filogenetikai
helyzete tovabbi érdekességeket mutatott. Bar a facan torzs teljes genomszekvenciajat ez
ideig nem tudtuk meghatarozni, a genom nagyobb részérdl sikerult informaciot nyernink. A
filogenetikai szamitasok szerint a hazai izolalasu facan és fogoly orthoreovirus tdérzsek
legalabb nyolc gén esetében azonos klasztert alkottak. E k6z0s klaszterek egyes esetekben
a hazi pulyka, mas esetekben a hazi tyuk orthoreovirusainak egyes klasztereivel mutattak
szorosabb rokonsagot. Az AA-t és a uNS-t kodold gének esetében pedig egyik vagy mindkét
torzs, a vizi szarnyas eredetl torzseket valamint a hazi tyuk és a hazi pulyka eredeti

torzseket magaba foglald kladoktol eltér 6nallé leszarmazasi vonalat képviselt.



Megbeszélés

Bar az elmult két-harom esztendében rohamosan néttek az orthoreovirusok - igy a
madarak orthoreovirusainak - genomszervezédésére vonatkozoé adatok, a PhD munkam
megkezdésekor minddssze két teljes, illetve kozel telies ARV genom szekvencigja volt
ismert. Az ezt kdvetéen altalunk és mas kutatdocsoportok altal generalt adatok nemcsak az
ARV torzsek genomszervez6désének jobb megértését, de az egyes torzsek kozotti

fejlédéstani kapcsolatok megértését is elésegitette.
Orthoreovirusok genomszerkezete

A madarak orthoreovirusai genomjanak illetve genomszegmenseinek szerkezeti
felépitése nem tért el jelentésen az irodalomban kordbban mar leirtaktol. A genom mérete
atlagosan 23-23,5 kbp volt. A vizsgalt 21 ARV térzsnél a 10 genomszegmens felépitésében
az 5 és 3 végeken nem ftranszlalodo régiokat azonositottunk, melyek szekvenciaja
génenként és gazdafajonként megbrzott volt. A nem-transzlalédé szakaszok kozott
elhelyezkedd fehérje kodold régiokat illetéen megallapitottuk, hogy az L1-L3, M1-M3 és S2-
S4 szegmensek minden esetben monocisztronosak voltak, mig az S1 szegmens bi- vagy
tricisztronos. A kodolt fehérjék szama 11 vagy 12; ezek mérete aranyos a genomszegmens
hosszaval (Benavente & Martinez-Costas, 2007). Ez aldl kivételt jelentett a policisztronos S1
genomszegmens, amely az S-osztalyd szegmensek kozul a leghosszabb, azonban a réla
képz6dd a oC fehérje a strukturalis fehérjék kdzul a legrévidebb.

A vizi szarnyasok esetében az egyik fontos szerkezeti kilénbség az S1 illetve a vele
ekvivalens S4 szegmens felépitésében volt megfigyelhetd. A klasszikus betegségformabdl
kimutatott MDRV-k esetében az S4 szegmens bicisztronos, rajta két, részlegesen atfedé
ORF talalhaté, mig az Uj betegségformat okozé N-MDRV-k esetében az S1 szegmens
felépitése — a tyukfélék reovirus térzseihez hasonléan — tricisztronos (Costas et al., 2005;
Schmulevitz & Duncan, 2000).

Tvarminne avian virus (TVAV) — egy lehetséges Uj orthoreovirus faj

A TVAV mérsékelt szekvencia-egyezést mutatott a korabban megismert, kuilon
orthoreovirus fajba sorolt torzsekkel 6sszevetve és a génenkénti 6sszehasonlitdsokban sok
esetben ezek az értékek az ICTV altal elfogadott species-demarkéacios hatarértékek alatti
értékeket mutattak. Osszességében a szekvencia hasonlésagi adatok és a filogenetikai
szamitasok alapjan azt valoszinUsitjuk, hogy a TVAV egy uj orthoreovirus speciesnek
tekintend6 (Dandar et al., 2014).



A tyuk- és ludalakuak orthoreovirusainak evolucios torténete

A molekularis vizsgalatok soran jelentds genetikai hasonlosagokat fedeztunk fel a
klasszikus MDRV és az uj tipusu N-MDRYV variansok kozott. Kivételt képez ez aldl a virus
penetracidjaért felelés, uB-t kodold gén, mely esetében a N-MDRV-k kdzeli rokonsagi
viszonyban allnak a hazi tydk eredeti ARV-kel. Az &ltalunk vizsgalt europai vizi szarnyas
eredetl orthoreovirus térzsek - molekularis felépitésuk szerint - a klasszikus MDRV-k kdzé
sorolhatbéak. Az elvégzett elemzések kimutattak, hogy a két pézsmaréce és az egy hazi lud
eredet( torzs, akarcsak a nagyszamu kinai MDRV és N-MDRYV izolatum, az ARV virusfajba
tartozik. Azonban ezek a tdrzsek a filogenetikai fakon a — mar emlitett uB kivételével —
minden esetben elkilonlltek a csirkékb8l és a hazi pulykakbdl izolalt orthoreovirus

torzsektol.

A tyukalakuak orthoreovirusainak filogenetikai vizsgalata soran arra a megallapitasra
jutottunk, hogy bar a pulyka eredeti térzsek 6nallé agakat alkotnak a térzsfakon belil, ezek
az agak a hazi tyuk eredetli orthoreovirus torzsekkel gyakran kozos klaszterbe tartoznak.
Ennek magyarazataként szolgalhat, hogy a hazi tyukok és a hazi pulykak taxondmiailag
rokonai egymasnak, raadasul ezeket az allatokat korabban a baromfiudvarokban egyuitt
tartottak, igy a bennik megtaldlhaté orthoreovirusok is feltételezhetéen kozos 8ssel
rendelkeztek és kilénbdz6 evolucidos mechanizmusok soran adaptalédhattak a ma ismert

gazdafajukhoz.

A hazi pulyka orthoreovirus térzsekre jellemz6, viszonylag szlk genetikai variabilitassal
ellentétben, a hazi tyuk orthoreovirus torzsek génjei tdbb nagy klaszterbe voltak
besorolhatéak. Egy-egy nagyobb klaszterben csak magyarorszagi torzseket talalhatunk. A
torzsfak topoldgiajaban a nagy aghosszak a pontmutaciok halmozodasat sejttették, mig az
egyes tOrzsek eloszlasanak heterogenitdsa reasszortaciéra utalt. Az M2 szegmens
vizsgalata tovabb arnyalta a reasszortacié jelentéségével kapcsolatos megfigyeléseinket.
Harom, hazi tydkbdl szarmazé virustdrzs a filogenetikai fan egy kilénallé agon helyezkedett
el. A mérsékelt genetikai rokonsag alapjan feltételezzik, hogy az ezekben a térzsekben
azonositott M2 szegmens eredetileg egy masik gazdafaj 6nallé orthoreovirus speciesének
alkotéeleme lehetett, amelybdl reasszortacio révén kerllt a hazi tydk homolog
orthoreovirusanak genomjaba. Ha feltételezéslink igaz, az azt jelentené, hogy bizonyos

esetekben a kulonbo6zd orthoreovirus species-ek kozott is lehetséges génkicserélédés.

Az egy-egy facan és fogoly eredetli orthoreovirus torzs filogenetikai elemzése ma még
korlatozott lehetéségeket enged e gazdafajok homoldg térzseinek evolucios hatterének

feltardsaban. Ugyanakkor a vizsgalt torzsek genomjai kevert, részben hazi tyuk, részben
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hazi pulyka eredetli mozaikos géndsszetételt mutattak, amit tovabb szinezett az 6nalld

leszarmazasi vonalba esd gének akviralasa e torzsek kialakulasa soran.

11



Uj tudomanyos eredmények és megallapitasok

1. Elséként hataroztuk meg dolmanyos varjubol (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
ludbél (Anser anser domestica) szarmazo virustdrzs genomszekvenciajat.
Megallapitottuk, hogy mindharom térzs a klasszikus genomszerkezetli MDRV-k k&zé
sorolhatd, ugyanakkor ramutattunk a klasszikus MDRV és N-MDRYV t6rzsek kozotti
reasszortacio lehetéségere, cafolva ezzel a két patotipus féldrajzi elklléntlésrdl
alkotott hipotézist.

3. Elséként izolaltunk és elemeztiink molekularis modszerekkel facanbdl (Phasianus
colchicus) szarmazé ARV torzset. Tovabba elséként hataroztuk meg egy fogoly
(Perdix perdix) eredetl orthoreovirus izolatum genomszekvencigjat. Rezervoar
szerepuknél fogva feltételezzik e gazdafajok jelentéségét a pulyka és csirke
reovirusok genetikai allomanyanak kialakitasaban/fenntartasaban.

4. Els6éként hataroztuk meg eurdpai eredetli hazi pulyka (Meleagris gallopavo) eredetii
orthoreovirus kodold szakaszainak szekvenciait, ramutatva a kilénb6zé foldrajzi
terlileteken izolalt homolog torzsek kdzotti nagyfoku genetikai hasonlésagra.

5. Els6ként hataroztuk meg nem tenosynovitis-bdl szarmazé hazi tyuk (Gallus gallus
domesticus) eredet(i orthoreovirus izolatumok genomszekvenciajat.

6. A filogenetikai vizsgalatokba bevont tébb tucatnyi orthoreovirus térzs elemzése soran
megallapitottuk, hogy a kulénb6zd gazdafajok orthoreovirusainak géndsszetételében
vannak konzervativ mintdzatok, ugyanakkor a fajidegen térzsek kozotti reasszortacio

Uj génvaltozatok beépulését teszi lehetbvé.
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