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I.  Osszefoglalas

A rotavirusok a Reoviridae csalad magas kéz-, és allategészséglgyi jelentdségl
nemzetsége. Hasmenéses megbetegedésben koroki szerepének koszonhetbéen emberben
széleskorlien vizsgalt virus csoport, ugyanakkor bizonyos allati gazdafajok esetében nagyon
kevés adattal rendelkeziink. Munkank 6 célja ezért kildénb6zé, kevéssé vizsgalt emlds és
madar gazdafajokbdl szarmazé A csoportu rotavirus (RVA) térzsek genom szekvencigjanak
meghatarozasa és filogenetikai elemzése volt.

A vizsgalataink soran tanulmanyozott rotavirus tartalmu mintak irorszagbél, Kuvaitbél és
Magyarorszagrol szarmaztak. Eml&sok kozil 16, kutya és teve gazdafaj eredetll virus
torzseket, mig madarak kdzil hazityuk, facan és pulyka gazdafaj eredetli rotavirus torzseket
elemeztiink. Osszesen kilenc telies RVA genomot és harom részleges RVA genomot
hataroztunk meg. A virustdrzsek genomjanak nukleotid szekvenciajat reverz transzkripciés-
polimeraz lancreakcio (RT-PCR) segitségével erbsitettiik fel, majd klasszikus Sanger-féle,
valamint Uj generaciés (lonTorrent) szekvenalas segitségével hataroztuk meg. A térzsek
leszarmazasi kapcsolatait filogenetikai elemzésekkel tartuk fel.

Nemzetk6zi egyuttmikddésben elészor hataroztunk meg teljes hosszusagaban két 16
RVA genomot. Mindkét tdrzs Irorszagbol, kézel azonos idébél, azonos gyjtésbdl
szarmazott, és hasonld genom 0&sszetétellel rendelkezett, ennek ellenére jelent6s
filogenetikai eltérést mutatott. Az egyik 16 RVA toérzs nagyfoku szekvencialis hasonlésagot
mutatott egy Dél-Afrikabdl szarmazo 16 RVA torzzsel. A masik irorszagi 16 RVA torzs kisebb
mértékben, de szamottevéen eltért az egyuttmiikddés altal feldolgozott, illetve szamos azéta
publikalt tovabbi 16 RVA toérzstél. A 16 RVA-k epidemioldgidjanak jobb megismerése
érdekében irodalmi dsszehasonlitd vizsgalatot is végeztink.

Meghataroztuk egy kuvaiti teve eredetil RVA torzs részleges genomjat, melynek
bizonyos génjeirél elséként szereztiink szekvencia informaciot. A teve RVA térzs nagyfoku
hasonlosagot mutatott kér6dz6, és human RVA térzsekkel. Ugyanakkor egyedulallé NSP4
genotipussal rendelkezett, melyet Uj genotipusként (E15) fogadott el a Rotavirus
Klasszifikaciés Munkacsoport.

Uj generaciés szekvenalas segitségével meghataroztuk egy magyarorszagi kutya
eredetli RVA torzs teljes genomjat, mely szignifikans hasonlésagot mutatott egy korabban
Olaszorszagban izolalt human RVA tbérzzsel. Ez a szoros leszarmazasi kapcsolat tovabbi
igazolasa a rotavirus torzsek zoonotikus képességének.

Meghataroztuk tovabba hét, magyarorszagi eredeti madar RVA térzs teljes, illetve
részleges genomjat facan és pulyka gazdafajokbdl, valamint egy laboratériumi kontrollként
alkalmazott, hazityuk eredetli rotavirus izolatum teljes genomjat. A hazityik RVA torzs
genom Osszetétele eltért a korabban az irodalomban leirt hazitydk RVA torzsek genom

8



Osszetételétdl, és inkabb pulyka RVA torzsekre jellemz6 genotipus konstellacioval
rendelkezett. A facan eredeti RVA torzsek (n=5) meglehetds valtozékonysagot mutattak,
egy térzs nagymértékben hasonlitott mar korabban meghatarozott németorszagi, illetve
magyarorszagi facan RVA torzsekre. Két facan RVA térzs magas foku hasonlésagot mutatott
pulyka RVA torzsekkel. Két facan RVA torzs tyuk eredeti RVA torzsekkel mutatott
leszarmazasi kapcsolatot. Feltételezésink szerint a facan RVA torzsek konnyen vesznek
részt reasszortacios eseményekben mas madarak rotavirusaival. A két meghatarozott
magyarorszagi pulyka térzs kozott nagyfoku nukleinsav szekvencia hasonlésag allt fenn,
valamint tovabbi pulyka RVA térzsekkel mutattak szoros leszarmazasi kapcsolatot. A hazai
madar RVA térzsek teljes vagy részleges genom meghatarozasara részben klasszikus
molekularis médszereket, részben Uj generaciés szekvenalas modszert alkalmaztunk.
Eredményeink hozzajarultak az emlés és madar rotavirusok diverzitasanak és evolucios
mechanizmusainak jobb megismeréséhez, valamint médszertani fejlesztést végeztink a

rotavirusok teljes genom meghatarozasanak teruletén.



. Summary

The Rotavirus genus —member of the Reoviridae family— has great importance in public
and animal health. Human rotaviruses are extensively investigated due to their major
involvement in enteric diseases, however, only limited data about rotaviruses of animal hosts
is available. During the PhD period, my main goal was to determine and phylogenetically
investigate rotavirus group A (RVA) genome sequences from various, rarely investigated
mammalian and avian hosts.

Examined RVA positive samples were obtained from Ireland, Kuwait and Hungary.
Equine, canine, camel, chicken, pheasant and turkey RVA strains were investigated.
Altogether nine whole and three partial RVA genomes were determined. Segmented RNA
genomes of RVA strains were reverse-transcribed into DNA sequences and amplified by
reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Amplification products were
sequenced by the classical Sanger-reaction or by a next generation sequencing method
(lonTorrent). The heredity relationship of examined strains was revealed by phylogenetic
analyses of the novel and previously described genome sequences.

We have determined whole genome sequences of equine RVAs for the first time in the
frame of an international research collaboration. Both investigated equine RVA strains
originated from Ireland, from the same collection, with nearly the same collection date. In the
main, similar genome constellation was determined for the two strains, however, they
belonged to distinct phylogenetic lineages. One of the equine RVA strains showed high
sequence similarity to an equine RVA strain from South-Africa, whereas the other equine
RVA strain slightly, but significantly differed from other equine RVA strains determined by the
collaboration or others. In addition, we have synthesised our data with previously published
results in a systematic review about equine RVA global distribution to clarify equine RVA
epidemiology.

We have also determined the partial genome sequence of a camel RVA strain originated
from Kuwait. We have obtained the sequence information of a set of camel RVA genes that
have not been investigated yet. Analyses revealed that this RVA strain is of high similarity to
small ruminant and human RVA strains, however, it has a novel, unigue NSP4 genotype,
which was designated as a novel genotype (E15) by the Rotavirus Classification Working
Group.

We have determined the complete genome sequence of a Hungarian canine RVA strain,
which showed high similarity to an already specified human RVA strain from Italy. This close
genealogical relationship further supports the high zoonotic potential of rotaviruses.

In addition to the investigation of mammalian RVA strains, we have determined the
genomes of eight Hungarian avian RVA strains. The complete genome sequence of a
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laboratory control chicken RVA strain and complete or partial genomes of RVA strains from
pheasant and turkey hosts were determined. The genotype constellation of the chicken RVA
strain was divergent form other chicken RVA strains published previously; interestingly it was
more similar to RVA strains previously found in turkeys. The five examined pheasant RVA
strains had variations in genotype constellation. One of the strains was highly similar to
previously published pheasant RVA strains from Germany and Hungary, two strains were
highly similar to turkey RVA strains, and two other strains showed a close phylogenetic
relationship with chicken RVA strains. Our results suggest that reassortment between
pheasant and other RVA strains can effectively and frequently occur. In addition, we have
determined the complete genome sequence of two turkey RVA strains, that showed close
relation with other turkey and Hungarian pheasant RVA strains. For the determination of
complete or partial genome of domestic bird RVA strains, we partially used classical
molecular methods and a new generation sequencing method.

In summary, we have successfully explored the genetic information of numerous rarely
investigated RVA strains from mammalian and avian hosts and have developed a novel
rotavirus complete genome determination methodology. With our results we would like to
contribute to the better understanding of mammalian and avian RVA diversity and
mechanisms of RVA evolution. Furthermore, we hope that our work will help in the
development of animal vaccination projects by contributing to the identification of major RVA
strains that cause serious health problems in domestic and wild animal populations and

economical stress in animal husbandry.
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1. Bevezetés

A rotavirus nemzetség a Reoviridae csalad kdz-, és allategészségugyi szempontbodl
jelentds csoportja. A sulyos lefolyasu gyomor-bélhurut (gastroenteritis) eseteknek
emberekben és allatokban egyarant az egyik leggyakoribb korokozoja.

Vilagszerte az 5 éves kor alatti gyermekek kozel 95%-a legalabb egyszer atesik
rotavirus fertézésen. Evente kdzel kétmillid gyermek szorul kérhazi ellatasra és félmillié hal
meg a fertézés kovetkeztében (WHO 2005; Banyai, K. 2011).

A gazdasagi haszonallatok allomanyaiban szamottevé karokat okoznak a rotavirus
fert6zést kisérd tinetek, ugyis mint a testsulycsokkenés, fejlédésbeli visszamaradas, végll a
sulyos folyadékvesztés nyoman bekovetkez6 elhullas.

Egészségligyi jelentéségik miatt mind a human, mind az emlés rotavirusok széleskori
kutatasok targyat képezik. Ugyanakkor a hazi- és vadmadarak rotavirusairdl meglehetésen
kevés informaciéval rendelkeziink, bar gazdasagi jelentéséglik ugyancsak nem
elhanyagolandé.

A fentiekbdl kdvetkezéen munkacsoportunk (MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet, Uj
kérokozék felfedezése Témacsoport) Dr. Banyai Krisztidan vezetésével, kulonféle
gazdafajokbdl nagyszamu rotavirus genom szekvencia adat gyljtését és feldolgozasat tlizte
ki els6dleges céljaul. Az azonositott virustorzsek genomjanak 0Osszehasonlitasaval
szeretnénk még tobb ismeretre szert tenni az egyes evolucids mechanizmusok
jelentéségerél. A nyert adatok segitségével jellemezhetdve valik a rotavirusok orszagokon és
tdjegységeken ativel6 eloszlasa, és koénnyen koévethetbévé a kilénbdzé jarvanyos
megbetegedést okozé toérzsek migracidja. E jarvanytani megfigyelések a jov6ben
lehet6séget adhatnak a hatékonyabb védekezés kidolgozasara.

A széleskori adatgyljtés érdekében a korabban alkalmazott hagyomanyos
laboratoriumi technikdk mellett bevezettink csoportunkban egy kovetkez6 generacios
molekularis biologiai médszert is. Eredményeink tudomanyos bemutatasara az igy nyert

adataink felhasznalasaval filogenetikai és 6sszehasonlitd vizsgalatokat végzink.
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V. Jelen PhD munka célkitiizései

1. Hazai eredeti, valamint nemzetkdézi egyuttmikddésben kutatdécsoportunkhoz
eljuttatott ritka vagy nehezen azonosithaté A csoportu rotavirus térzsek genomjanak
meghatarozasa klasszikus molekularis modszerek adaptalasaval.

2. Uj generacids szekvenalas (lonTorrent szemikonduktiv szekvenalas) médszerének
bevezetése a klasszikus molekularis mddszerekkel nehezen vagy nem jellemezheté A
csoportu rotavirusok teljes genomjanak meghatarozasara.

3. Irodalmi 0sszefoglalok alapjan az egyes gazdafajokbol szarmazo A csoportu rotavirus
torzsek genetikai diverzitasanak feltérképezése, majd az A&ltalunk feldolgozott mintak

oOsszehasonlitasa a nemzetkozi adatokkal.
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V. Irodalmi attekintés

V.1.A rotavirusok felfedezése

A fert6z6 hasmenés korokozojat hosszu ideig nem sikerult azonositani, az 1950-60-as
években a human enterdlis virusok esetében tobbnyire sikeresen alkalmazott
szovetkulturakon alapuld tenyészté technikak ellenére sem. A megoldast végul az
elektronmikroszképos (EM) torténd vizsgalatok hoztdk meg (1. abra). Ezzel a médszerrel
Ruth Bishop 1973-ban sulyos hasmenésben szenvedd csecsemdk és kisgyermekek
vékonybél nyalkahartya kenetében és székletében a reovirusokhoz hasonlé morfoldgiaju
partikulumokat figyelt meg, melyeket utébb rotavirusként azonositottak (Bishop, R. et al.
1973a; Bishop, R. et al. 1973b).

1. abra. Human rotavirus partikulumok elektronmikroszképos képe.

Forras (Kapikian, A.Z. et al. 1974)
Bishop vizsgalatait korabbi leirasok alapjan végezte, melyekben hasmenéses allatok,
elsGsorban egerek, majmok és szarvasmarhak bélszovetét és bélsarat tanulmanyozva
azonositottak koéroki szerepll virusokat EM hasznalataval. A legkorabban beazonositott
rotavirus torzsek: a SA11 (simian agent 11), amelyet vervet majomtél szarmazé széklet
mintabdl mutattdk ki; és az un. O (offal) agens, melyet szarvasmarha és juh bélsar
keverékkel kezelt vervet majom vese sejtkulturabdl izolaltak (Adams, W.R. et al. 1963;
Malherbe, H. et al. 1963; Malherbe, H. et al. 1967). Késébb egér, majom és szarvasmarha
bélsar mintakbdl is sikeresen izolaltak rotavirusokra jellemz& morfologiat mutaté fertézd
agenseket (Kapikian, A.Z. et al. 1974; Estes, M.K. et al. 2007).

Az EM moddszer fejlédésével a madar virusokkal foglalkozé szakemberek is egyre
szélesebb korben kezdték el alkalmazni ezt a médszert a szévettenyészeten nem szaporodd
enteralis virusok vizsgalatara. Az elsé madar rotavirust az Egyesiilt Allamokban mutattak ki
1977-ben enteritisben szenvedd pulykak bélsar mintajabol (Bergeland, M. et al. 1977),
kés6bb az Egyesllt Kiralysagban az 1970-es évek végeétdl szamos esetben sikeresen
mutattak ki rotavirus, illetve rotavirus-szer(i partikulumokat pulyka és tyuk bélsarbdl

(McNulty, M. et al. 1978; McNulty, M. et al. 1979a; McNulty, M. et al. 1979b).
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V.2.A rotavirus virion morfoldgiaja és genomszerkezete

A teljes rotavirus virionok megkdzelitéleg 100 nm atméréji kapsziddal rendelkeznek,
melyek harom fehérje rétegbdl alinak, amelyet tovabbi lipid burok nem borit. A rotavirus
elnevezést az EM-el készitett felvételeken jol kivehet6, kullés kerékre emlékeztetd
morfolégia alapjan kaptak a (rota = lat. kerék), amely a fehérjerétegek ikozaéderes
szimmetrigjanak és a kiilsé réteget alkotod fehérjéknek koszdénhetd (1. abra) (Woode, G. et al.
1976). A virus fehérjéi két csoportba tartoznak. Ennek megfeleléen, elkilénitink hat
szerkezeti virus-fehérjét (VP), valamint a hat nem-strukturalis fehérjét (NSP).

A rotavirus virion sematikus felépitését a 2. abra mutatja. A VP2 fehérje alkotja a bels6
kapszid réteget, létrehozva az un. nukleokapszidot, mely a kévetkez6ket tartalmazza: a VP1
fehérjéket, amely a virus sajat RNS-fiiggé RNS-polimeraz enzime; a VP3 proteineket, mely a
kettés szalu (ds) RNS-ét. A belsd réteget az egykomponens(i, VP6 fehérjemolekulakbdl allé
kozépsé réteg veszi korbe. A VP6 fehérjék kapcsoldodnak mind a VP2, mind a kulsé réteget
alkoto két fehérjéhez (Bican, P. et al. 1982; Patton, J.T. 1995; Estes, M.K. et al. 2007). A
kilsé réteg alapvet6 alkotéeleme a glikoprotein tipusu fehérje (VP7), valamint a VP4 fehérje
(Patton, J.T. 1995).

Genom Kédolt Virion sematikus
szegmensek fehérjék szerkezete

Z
-iz VP? = —VP7
.
NSP3 —
=10~ NSP4 _

-‘( NSP5 —
T =9 NSP6 (A képen nem lithats)

2. dbra. Rotavirus 6sszetétele. A rotavirus genom (dsRNS szegmensek
elektroforetogramija) 6sszetétele, a kédolt fehérjék elektroforetikus mobilitasa (SDS
poliakrilamid gélen), a virus partikulum sematikus morfoldgigja, valamint 3D modellje. Az
eredeti abra innen: http://www.reoviridae.org, modositva (Mossel, E. et al.).
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A nukleokapszid tartalmazza a 11 linearis szegmensbdl allé dsRNS virus genomot,

amely dnmagaban, a megfeleld viralis fehérjék hianyaban nem fert6z6. A teljes rotavirus
genom altaldban 18500-19000 bp méretl, ugyanakkor tdrzsenként nagy valtozékonysagot
mutat. Példaul a majom eredetii SA11 térzs genomja 18556 bp, mig a tyuk eredeti
02V0002G3 térzs genomja 19064 bp hosszu (Trojnar, E. et al. 2009; Mlera, L. et al. 2013).
A genom szegmensek eltér6 molekulaméretikbdl adoddan poliakrilamid gélen (PAGE)
jellegzetes elektroforetikus migraciés mintazatot mutatnak (2. és 3. abra). A mintazatban a
szegmensek molekulasulya alapjan kulonb6z6é kategoriakat kildnitenek el, leiraskor a
kategoriakba tartozé szegmensek szamat tlntetik fel. Példaul az A csoportt madar
rotavirusoknal 6t nehéz molekulasuly szegmens (1-5.), egy kbézepes (6.), harom 6nalléan
elkiléonulé (7-9.) és két kis molekulasulyd szegmens (10-11.) talalhatd, igy migracios
mintazata Osszegezve: 5-1-3-2. Az emlés A csoportu rotavirusok genomjanak migraciés
mintazatara 4-2-3-2 eloszlas jellemzé (2. abra). A teljes genom PAGE vizsgalata gyors,
egyszeril és népszerli médszer a virus kimutatasara és esetleges jarvanyok monitorozasara,
azonban a moédszer nem alkalmas a virus osztalyozasara (Patton, J.T. et al. 1996; Estes,
M.K. et al. 2007; Trojnar, E. et al. 2013). A rotavirus genom szegmensek kozul az 1.
szegmens, a VP1 fehérjét kddolé a leghosszabb (3300-3600bp), mig a 11. szegmens, az
NSP5/6-t kodolé a legrévidebb (670-690bp) (4. abra).

Minden dsRNS genom szegmens 5’ vége egy guanin bazissal kezdédik, majd az un. 5’
végi at nem ir6dd régidval (UTR) folytatdédik. A nyitott leolvasasi keret (ORF) kodolja a
fehérje terméket, amely START kodonnal indul, és STOP kodonnal végzédik. A STOP
kodont az un. 3’ végi UTR koveti, majd két 3’ végi citozin zarja le a szegmenset (kivéve C
csoportu rotavirusok). Az egyes genom szegmenseken az 5’ és 3’ végi UTR szekvenciak
eltérd hosszusaguak lehetnek, de a kiloénbdzd torzsek kdzott a homoldg szegmensek végei
konzervaltak (3. dbra). A 3’ végen nincsen poliadenilacios szignal (Estes, M.K. et al. 1989;
Patton, J.T. et al. 1996).
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1. szegmens (VP1) B VPl |
atlagosan 3,3 kbp

2. szegmens (VP2) = VP2 =
atlagosan 2,7 kbp

3. szegmens (VP3) = ve3 =
atlagosan 2,6 kbp

4. szegmens (VP4) - VR4 -
atlagosan 2,3 kbp

5. szegmens (NSP1)

' NSP1 —
atlagosan 1,6 kbp
6. szegmens (VP6)
atlagosan 1,4 kbp - VN _
7. szegmens (NSP3) - NP3 pr—
atlagosan 1,1 kbp
8. szegmens (NSP2) - A -
atlagosan 1,1 kbp
9. szegmens (VP7) - 7 pa—
atlagosan 1,0 kbp
10. szegmens (NSP4) - NSP4 —
atlagosan 0,7 kbp
11. szegmens (NSP5/6) = | Nsps Nsps W

atlagosan 0,65 kbp

3. abra. Rotavirus genom sematikus abrazolasa. A rotavirus genom szervez8dés
bemutatasa az A csoportu rotavirus SA11 térzs példajan (Mitchell, D. et al. 1990). A szirke
nyilak a szegmensen a fehérjét kodold szekvenciak, mig a fekete vonalak a szegmensvégi

nem-kodolé szekvenciat jeldlik (forras (Trojnar, E. 2013); médositott abra).

A genomi szegmensek nagy része monocisztronos, vagyis egy fehérjekddold régiot
hordoz. Az A csoportu rotavirusoknal a 11. szegmens kivétel, mivel bicisztronos, két atfed6
ORF talalhatd (NSP5 + NSP6) rajta. Mas rotavirus csoportokra tovabbi bicisztronos
szegmensek is jellemzéek (Patton, J.T. 1995; Estes, M.K. et al. 2007). A 1. Tablazat
Osszefoglalja az A csoportu rotavirus genom génjeit és a kodolt fehérjék jellemzé

tulajdonsagait.
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1. Tablazat. Az A csoportu rotavirusra jellemzoé fehérjék és tulajdonsagaik.

Szeamens Szegmens méret Fehérje Lokalizacidja Funkcié Helye a
9 (nukleotid/aminosav) termék a sejthen virionban
1 3302 /1088 VP1 Viroplazma ~ RNSTUO9O RNS ) jeokapszid
polimeraz
Nukleokapszid Nukleokapszid
2 2738 /897 VP2 Viroplazma alkotdja, genom Belsd kapszid
rogzitése réteg
Guanilil-
. transzferaz .
3 2583 /829 VP3 Viroplazma (MRNS capping Nukleokapszid
enzim)
Tuske fehérje,
adszorpcids . .
4 2349 /770 VP4 Citoplazma szerep, K“'Sfé'::psz'd
neutralizacios 9
antigén
RNS-kot6
5 1870 /576 NSP1 Citoszkeleton fehérje, interferon -
antagonista
6 1348 / 397 VP6 Viroplazma ~ Csoportdetermi- KozépsS
nans antigén kapszid réteg
. Virdlis mRNS
7 1092 / 306 NSP3 ?t'mp:(azlnla’ aktivalo, gazda :
CHOSZKEIEION  ranszlacio gatls
NTPaz, RNS
8 1042/ 315 NSP2 Viroplazma csomagolasban -
szerepel
9 1065 / 329 VP7 ER Neutralllz’amos Kulso’kapsmd
antigén réteg
ER, i
10 7271169 NSP4 . Enterotoxin, BLP :
citolpazma receptor
SSRNS- és
11 729 /218, 96 NSP5, NSP6  Viroplazma dsRNS-kot6 -
modulator

V.3.A rotavirusok klasszifikacidja

A rotavirusok a Reoviridae csaladon bellul a Sedoreovirinae alcsaladba tartoznak (4.
abra). A reovirusok két csoportra torténd osztasardl 2007-ben dontétt a Nemzetkodzi
Virustaxondmiai Bizottsag (ICTV, International Commitee on Taxonomy of Viruses) a
nukleokapszid struktira és a genetikai kapcsolatok alapjan. A Sedoreovirinae alcsalad
foglalja magaba azokat a reovirusokat, melyek virion felszinén nem talalhatok kiemelkedé
képletek (,nem-tornyos”), mig a Spinareovirinae alcsaladba tartozé reovirusok virion

felszinén toronyszer(i kiemelkedések talalhatéak (,tornyos”). A kilén alcsaladokra valo
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felosztas a morfologiai kuldnbségek mellett az RNS-figgé RNS polimeraz gén

szekvencidjaban mutatkozé eltérések is tamogatjak (Attoui, H. et al. 2007).

Sedoreovirinae

Spinareovirinae

4. dbra. Rotavirusok filogenetikai helyzete. Radialis neighbour-joining modszerrel készitett
filogenetikai fa, amely a Reoviridae csalad felosztasat mutatja. A sztirke mezdk az
alcsaladokon beliili genuszokat jeldlik néhany reprezentativ tdérzzsel. Az elagazasok mentén
a bootstrap elemzés értékeit tiintették fel (Attoui, H. et al. 2012).

Az ICTV jelenleg kilenc csoportot (speciest) kulonit el a Rotavirus genuson belll; ezeket
A-tdl I-ig jeldlik (pl. Rotavirus A (RVA)), és tovabbi egy csoportjeldlt is ismert (RVJ) (Attoui, H.
et al. 2012; Mihalov-Kovacs, E. et al. 2015; Banyai, K. et al. 2017). A rotavirus csoportok
elkulonitése hosszu ideig szeroldgiai vizsgalatokon (pl. ELISA) alapult. Az igy elkildnithetd
rotavirusok alkotta csoportokat nevezték szerocsoportnak, melyek kulénb6zdésége a VP6
fehérje antigenitasbeli kuldonbségeinek tudhaté be. Az immunoldgiai vizsgalatok szerepét
mara teljes egészében a genotipizalé vizsgalatok vették at, melyek az antigenitdsban
szerepet jatszo fehérjék génszekvencidinak dsszehasonlitasan alapulnak (Estes, M.K. et al.
2007). A szerocsoportok helyét felvaltottak a VP6 gén szekvencialis kilénbségei alapjan
elklonitett rotavirus csoportok (speciesek) (Matthijnssens, J. et al. 2012b). A korabbi
szerocsoportok és a ma hasznalatos csoportok megfeleltethetéek egymasnak (Estes, M.K.
et al. 2007). Az A, B, C és H csoport megtalalhaté mind az emberekben, mind allatokban,
mig a D, E, F, G, | és J csoportot eddig csak allatokbdl mutattak ki (Pedley, S. et al. 1986;

Estes, M.K. et al. 2007; Mihalov-Kovacs, E. et al. 2015; Banyai, K. et al. 2017).
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A rotavirus térzseket alapvetéen az un. dualis klasszifikacidval jellemzik, amely a két
kuls6réteg fehérje a VP7 glikoprotein (Gx), €s a VP4 protedaz érzékeny fehérije (Px)
kilonb6zb genotipusain (x) alapulé elnevezés, melyet a leginkabb tanulmanyozott RVA
csoportra dolgoztak ki, de atvezették a tdbbi rotavirus speciesre is. Az egyes genotipusok
mind nukleinsav szinten, mind szerologiai szinten kulonbdztek egymastol. Mai napig
folyamatosan mutatnak ki Ujabb genotipusokat, jelenleg 50 féle P tipus és 35 féle G tipust
ismerlink. A P-tipus esetében szdgletes zardjelben ([x]) jelzik a genotipust, mig a szbgletes
zardjel elétt szammal és betlivel a szerotipust. Erre azért van szilkség, mert egyes
esetekben a szerotipus nem egyezik a genotipussal (Matthijnssens, J. et al. 2011a).

Uj kezdeményezésként 2008-ban javaslatot tettek a rotavirusok dualis klasszifikacios
rendszerének megreformalasara, amit azéta a tudomanyos kozvélemény széles kdrben
elfogadott (Matthijnssens, J. et al. 2008a). Az Uj rendszerben mind a 11 genomszegmens
sajat genotipus jeldlést kapott, valamely jellemzé tulajdonsaga alapjan. A genotipusok
elkulonitéséhez a tovabbiakban az egyes gének nukleinsav szekvenciajanak szazalékos
hasonlésagi értékekét hasznaltak fel. Az elkllonitési hatarértékeket tapasztalati uton

allapitottak meg (2. Tablazat.).

2. Tablazat. Uj rotavirus nevezéktan alapjai

Szazalékos
Genotipus  Leirt genotipusok hasonlésagi Genotipus elnevezés eredete (angol
Gén termék elnevezés szama hatarérték eredeti)
VP7 Gx 35 80 Glikolizalt (Glycolylated)
VP4 PIx] 50 80 Proteaz-érzékeny (Protease sensitive)
Kbézépsd kapszid réteg
VP6 Ix 26 85 ) .
(Intermediate capsid shell)
RNS-fiiggd RNS polimeraz
VP1 Rx 21 83
(RNA-dependent RNA polymerase)
VP2 Cx 19 84 Mag fehérje (Core protein)
VP3 Mx 19 81 Metiltranszferaz (Methyltransferase)
Interferon Antagonista
NSP1 AX 30 79 .
(Interferon antagonist)
NSP2 NXx 21 85 NTPaz (NTPase)
Translacios enhanszer (Translation
NSP3 Tx 21 85
enhancer)
NSP4 Ex 27 85 Enterotoxin (Enterotoxin)
NSP5/6 Hx 21 91 Foszfoprotein (Phosphoprotein)
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Bar a telies genomszekvencian alapuld klasszifikacio rendszerét az A csoportu
rotavirusokhoz dolgoztak ki, a rendszer alkalmas a tObbi rotavirus faj (csoport)
klasszifikaciojara is, megfelelé paraméterekkel (Martella, V. et al. 2007). Annak érdekében,
hogy elkerllhet6 legyen azonos genotipusok t6bbszoéri, kulénbdzé névvel ellatott
megjelenése az irodalomban, illetve azonos szammal kilénbdz6 genotipusok megjelenése,
megalakult a Rotavirus Klasszifikaciés Munkacsoport (RCWG), molekularis virolégusok,

infektologusok, és epidemiolégusok részvételével (Matthijnssens, J. et al. 2008a).

V.4.A rotavirusok terjedése

A rotavirus fertézés altalaban feko-oralis uton terjed, kdzvetlenll egyedrél egyedre.
Indirekt terjedés jellemz&en virus partikulumokkal fertézott viz, vagy fertézott kornyezet
kozvetitésével alakul ki. Az indirekt terjedéshez hozzajarul, hogy a rotavirus partikulum
viszonylag ellendlld6 a kornyezeti behatasokkal szemben, tdg hoémérséklet és pH
tartomanyban megtartja fertéz6képességét. Mérsékelt égévi populacidkban jellemzéen a
hidegebb hénapokban hatékony a terjedése, gyakran okoz sulyos jarvanyokat ezen
idészakban. Trépusi égovi teruleteken a rotavirus fert6zések egész évben el6fordulnak
(Dennehy, P.H. 2000; Estes, M.K. et al. 2007). Fokozott odafigyeléssel, a higiéniai szabalyok
betartasaval a jarvanyok megel6zheték, ugyanakkor a jarvanykitérést kévetéen azok gyors
terjedését mar nem képes mérsékelni. Ennek oka, hogy a rotavirus partikulumok nagy
koncentracioban Urllnek a széklettel, mig a fertézéshez igen kis mennyiségl
(nagysagrendileg 100 virus részecske) virus partikulum elegendé (Grimwood, K. et al. 2009).

Szamos bizonyiték tamasztja ald a rotavirusok allatr6l emberre valé terjedési
képességét; tobb esetben mutattak ki teljes vagy részlegesen allati rotavirus genommal
rendelkez6 térzseket emberben (Matthijnssens, J. et al. 2006a; Matthijnssens, J. et al.
2008a; Matthijnssens, J. et al. 2008b; Matthijnssens, J. et al. 2009b). Ugyanakkor a madar
rotavirusok fertézési spektrumardl kevesebb adattal rendelkezink. Annak ellenére, hogy a
baromfiallomanyokban gyakori a rotavirus fert6zés, ritkdn végeznek molekularis genetikai

vizsgalatokat.

V.5.A rotavirusok fertézése, patogenezise, klinikuma

A szervezetbe kerulve a rotavirus a vékonybél differencialt enterocytait tamadja meg. A
bélhamsejtek felszinéhez val6 kotddés és a virus sejtbe jutasa Osszetett folyamat, amelyben
mindkét felszini fehérje (VP7 és VP4) elengedhetetlen szerepet jatszik, és amely soran a
virion elvesziti kulsd fehérje rétegét. A citoplazmaba mar csak a két rétegl partikulum kerdl,
amelyben a virus sajat enzimei végzik a virusgenom transzkripcidjat (VP1 és VP3 fehérjék).

Az ujonnan elkészult mMRNS-ek kikerllnek a gazdaseijt citoplazmajaba, melyekrdl a gazdaseijt
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enzimkészletével készilnek az uj virus partikulumokat alkot6 fehérjék, és a nem-strukturalis
fehérjék. A virus genom replikacidja és a virusfehérjék szintézise az un. viroplazmaban
jatszodik le, mely egy jol elhatarol6do, elektrodenz terllet a citoplazmaban. A replikacidéban a
virus egyes nem-strukturalis fehérjéi szabalyzé szerepet tdltenek be (NSP1-3, és NSP5). Az
érett virionok az enterocytak lizisével jutnak a bél lumenébe, ahol megfertézik a vékonybél
tovabbi szakaszait. A rotavirussal fert6zott bélhamsejtekben citopatogén hatasok figyelhetk
meg, mint példaul vakuolizacié és a mikrovillusok elvesztése. A rotavirusok a fert6zott sejtek
mikodésének megvaltoztatasat eredményezik, tébbek kozott gatoljak a sejt sajat génjeinek
kifejez6dését mRNS és fehérje szinten egyarant. A virus tovabba hatassal van a
citoszkeletalis rendszerre is, ami részben megmagyarazza a mikrovillusok elvesztését, mely
folyamatban az NSP4 enterotoxin fehérjének tulajdonitanak szamottev® szerepet. A sejten
bellli valtozasok kihatnak enteralis idegrendszerre is, fokozva ezzel a folyadék- és elektrolit-
kivalasztast (Jourdan, N. et al. 1998; Nilsson, M. et al. 1998; Ruiz, M. et al. 2000; Estes, M.K.
et al. 2007; Lorrot, M. et al. 2007).

Emberben a fertézést kdvetd 48-72 éran belll jelentkeznek a hasmenéssel, hanyassal
és lazzal jaro6 tlinetek, melyek 5-7 napig tartanak. A székletliritések szama elérheti a 7-10
alkalmat/nap, valamint tovabbi 3-4 alkalommal hanyas is jelentkezhet. A folyadékvesztés
gyors és sulyos dehidracidhoz vezethet. Szamos klinikai megfigyelés tarsit a rotavirus
fertézéshez emésztészervrendszeren kivili tuneteket (pl. léguti- és idegrendszeri tinetekkel,
esetenként emelkedett majenzimszinttel), melyek kialakulasaban szerepet jatszhat a fertézés
akut szakaszaban a virus vérben valé megjelenése (virémia) (Banyai, K. 2011; Antalné
Laszlo, B. 2013). A virémiat szamos allatfajpan megfigyelték, azonban a virus
betegségokozd szerepe nem minden esetben igazolt (Thouless, M. et al. 1988; Guy, J.S.
1998).

V.6.A rotavirusok diaghosztikaja

Klinikai tlnetek alapjan a rotavirus fertézést mas virus eredetlii gasztroenteralis
fert6zéstél nem lehet elkuloniteni. A végsé diagnézis egyértelmien csak laboratériumi
vizsgalatot kdvetéen allithato fel. Ez korabban a székletpreparatum EM képe alapjan tortént
(Bishop, R. et al. 1973b; Flewett, T. et al. 1973), késb6bb a virus genomszegmensek
gélelektroforetikus elvalasztasan alapuld laboratériumi diagnosztika (PAGE; poliakrilamid
gélelektroforézis) terjedt el (Ramig, R. et al. 1983). Am egyik médszer sem alkalmas a virus
térzsek genotipus szinti elkilonitésére.

Manapsag leginkabb az antigén-antitest kapcsoldodason alapuld, kereskedelmi
forgalomban kaphato, kis eszkdzigényd, antigén kimutatasra kifejlesztett tesztek hasznalata
terjedt el, melyek els6sorban a csoportspecifikus VP6 antigén elleni monoklonalis és
poliklondlis antitestekre épulnek. Ezek egy része mind a human, mind az allatgyégyaszat
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szamara elérhet6 (Banyai, K. 2011). Ugyanakkor a kdzel rokon rotavirus térzsek kozott
gyakori keresztreakciok folytan a szeroldgiai vizsgalatok pontatlanok lehetnek. Ennek
kikiszdbdlésére terjedtek el a korszerlbb, specifikusabb és érzékenyebb genomi
nukleinsav-meghatarozason alapulé molekularis bioldgiai médszerek. A rutindiagnosztikaban
a virus valamely génjének kimutatasa a reverz-transzkripcios polimeraz lancreakcid
modszere (RT-PCR) hasznalatos.

Az azonositast kdvetheti a virusgenom részletes- vagy teljes szekvenalasa is, amely
segitséget nyujt a térzsek kodzotti leszarmazasi kapcsolatok feltarasaban, és a ritka, vagy
gazdafajvalto térzsek eredetének azonositasaban, hozzajarulva ezzel a rotavirusok genetikai
valtozatossaganak és evoluciés mechanizmusainak jobb megismeréséhez (Matthijnssens, J.
et al. 2008a; Antalné Laszlo, B. 2013).

V.7.A rotavirusok evolucids stratégiai

A rotavirusok sokféleségiket kulonféle evoluciés mechanizmusaiknak kdszénhetik
(Estes, M.K. et al. 2007; Matthijnssens, J. et al. 2010c). A virusgenom replikacioja soran, az
RNS-fliggé RNS polimeraz pontatlansagabdl adédéan pontmutaciok halmozddnak fel,
amelyek megvaltozott antigenitasu térzseket eredményezhetnek. A humoralis immunvalasz
célpontjai a virus partikulum kilsé rétegét adé VP4 és VP7 fehérjék antigénjei. Amennyiben
a pontmutaciok ezen gének antigéndeterminans génszakaszait érintik, olyan virusvaltozatok
alakulhatnak ki, amelyek ellen a korabban kialakul ellenanyagvalasz mar hatastalan. Ezt a
folyamatot antigén sodrédasnak nevezziik (Desselberger, U. 1996).

A szegmentalt genomu virusokra egy sajatos evoluciés mechanizmus is jellemzd. Ha
ugyanazt a sejtet azonos idében két kulonbdzd virus térzs fertbzi meg, akkor a
virusreplikacié soran a szegmentalt genombdl adéddéan megvan a lehet6ség nyilik az egyes
genomi szegmensek kicserélédésére. Ezt a folyamatot reasszortacionak nevezzik
(Desselberger, U. 1996; Gentsch, J.R. et al. 2005). A génszegmens cserék olyan Uj
antigénkombinacioju torzseket eredményezhetnek, amelyek képesek elkertlni a

gazdaszervezet immunvalaszat (5. abra) (Banyai, K. 2011).
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5. abra. Reasszortacio sematikus abrazolasa. Két, eltérd genetikai allomanyu rotavirus
torzsbdl elvileg 2''-2 (2046) eltérd allélkombinacio johet létre. Az dbran az a két egyszer(
eset lathatd, ahol a szll6i rotavirus toérzsek genetikai anyaganak keveredésébdl a 6 felszini
antigént (VP7) érinté monoreasszortans torzsek (plusz maguk a szll6i torzsek) jottek Iétre
(forras: (Banyai, K. 2011) modositva).

Amellett, hogy a rotavirus okozta megbetegedés gazdasagi karokat okoz a fiatal allatok
allomanyaikban, a haszondllattok rezervoarjai is a rotavirusnak. A gazdafaj-valtast
példazzak a nyulrdl, szarvasmarharol, sertésrél, kutyardl és macskardl emberre torténd
atfertézések éppugy (Martella, V. et al. 2010), mint sertésrdl szarvasmarhara (Ha, T.P.M. et
al. 2009), illetve széls6séges példaként madarrdl emldsallatra térténd atvitel (Kool, D.A. et al.
1992; Rohwedder, A. et al. 1997). igy, bar a legtdbb eddig vizsgalt fajnak megvan a sajat, jol
kéralhatarolhaté genotipus-allomannyal és -kombinacidval rendelkezd rotavirus populacioja,
a reasszortaciora valé hajlam és a fajidegen rotavirus tdrzsek akviralasanak lehetésége igen
jelentds torzs diverzitast eredményez a kulonb6z6 gazdafajokban (Martella, V. et al. 2006). A
replikacié soran az RNS szegmensen belll létrejové duplikaciok, deléciok és inverziok,
valamint a kilénbdzd rotavirus térzsek kézotti rekombinacié ritkan dokumentalt események,

azonban szerepuk vitathatatlan a sokféleség kialakitdsaban (Estes, M.K. et al. 2007).

V.8.A rotavirusok diverzitasa

A rotavirus vilagszerte ubiquiter el6fordulasu. Fert6zése gastroenteritist okoz szamos
allatfajpan, mind az eml6s6k, mind a madarak koérében. Kbézegészséglgyi jelentésége is
szamottev®, mivel 5 éves koraig szinte minden gyermek atesik a fert6zésen, és évente tobb

mint fél milli6 gyermek szorul korhazi kezelésre. Mérsékelt égévben a téli, kora tavaszi
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jarvanycsucsok idején az akut, kisgyermekkori, kérhazi apolast igénylé gastroenteritisek 70-
80%-anak koroki hatterében a rotavirusok allnak. Egy adott terlleten tdébb kilénb6zé
rotavirus torzs egyuttes el6fordulasa jellemzd (Banyai, K. 2011).

A molekularis bioldgiai vizsgalatok és féként a genom szekvenalas fejlddésével szamos
rotavirus térzs genetikai meghatarozasa valt lehetévé az utébbi évtizedekben. A jellemzett
rotavirus genotipusok alapjan nagy altalanossagban elmondhaté, hogy a legtébb
gazdafajnak megvan a sajat, jol behatarolt genotipus Osszetétellel rendelkezd rotavirus
populacioja. A human RVA toérzsekre a G1-4, G9, G12 VP7 genotipusok jellemzbéek, P[4],
P[6], és P[8] VP4 genotipus kombinaciokkal. A sertés RVA toérzsekre a G3-5, G9, G11, mig
szarvasmarha RVA toérzsekre a G6, G8, és G10 genotipusok jellemz&ek. Lovakban
megjelend rotavirusokra a G3, G14 genotipusok a jellemzéek, és szinte kizarélag P[12] VP4
genotipussal valé kombinaciéban. Madarak kérében a G7, G17, G22, G23 genotipusok
jelennek meg, P[17], P[30], P[31], P[38] VP4 genotipusokkal kombinaciéban. A 6. abra az
egyes G és P tipusok kiilonb6zd gazdafajokban valo el6fordulasat szemlélteti.

Egyes genotipusok, példaul a G3 genotipus, tdbb gazdafaj csoportban, ugymint ember,
szarvasmarha, kiskér6dzd, kutya, macska, 16 is megjelenhetnek.

Bizonyos G tipusok, melyek jellemzbek a szarvasmarha rotavirusokra, kiskér6dzékben
is jelen lehetnek, ami feltételezi a két gazdafaj csoport kdzotti virus atadas gyakorisagat.
Szamos, inkabb emberben gyakori G tipusu rotavirus kimutatasra kerilt sertésekben, mely a
human és sertés rotavirusok kozeli genetikai kapcsolatat feltételezi. A 6. abra A részében
ugyanazon G genotipus kapcsolata tdbb killénb6zé gazdafajjal j6l nyomon kdvetheté.

A G tipusokhoz képest a VP4 genotipusok sokkal specifikusabbak, jellemzéen egy-két
gazdafaj RVA torzseiben fordulnak el6 (6. abra B rész). Kivétel a P[1] és P[3] genotipus mely
szamos gazdafaj rotavirusara jellemz8, ugyanakkor a P[4] és P[8] genotipusokat ez idaig

ritkan mutattak ki nem emberi rotavirusokbdl (Kobayashi, N. et al. 2007).
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6. abra. G és P genotipusok eléfordulasa kiilonb6z6 gazdafajokban. A: G genotipusok
megoszlasa gazdafajonként. B: P genotipusok megoszlasa gazdafajonként. A szinek a
kilénbdz6 genotipusokat jeldlik, mig a vonalak vastagsaga az eléfordulas gyakorisagat

hivatott szemléltetni. Az abrakat a Circos online genom 6sszehasonlité programmal
(Krzywinski, M. et al. 2009) készitettem.
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Habar a G és P tipust meghataroz6 gén szegmensek egymastol figgetlenul
kombinalodhatnak (V.7. Rotavirusok evolicios stratégiai), igy elvileg nagyszamu antigén
kombinacié megjelenésére van mod a természetben, ennek ellenére azt tapasztaljuk, hogy a
lehetséges kombinacioknak csak kis hanyada fordul el6. Heiman et al. (2008) medfigyelései
szerint a VP7 és VP4 genotipusok kozott bizonyos kapcsoltsag all fenn, mely gyakrabban
megjelend kombinaciokat eredményez (Heiman, E.M. et al. 2008). igy példaul, a human RVA
G1-4 genotipusok kombinaciodja P[8] genotipussal gyakori, amit Wa genocsoportnak szokas
nevezni, mig a G2 genotipus kombinacidja P[4] genotipussal szintén jellemzé (DS-1
genocsoport) (Matthijnssens, J. et al. 2008a; Matthijnssens, J. et al. 2012c).

Néhany eml6és csoport, tovabba a madarak fébb rotavirusait a kovetkezd két

alfejezetben részletezem.

V.8.1.A csoportu emlds rotavirusok

Szarvasmarha rotavirusok A borjak rotavirus okozta hasmenéses megbetegedése altalaban
3 hénapos kor alatt jelentkezik. A jarvanyokra az 5-20% ko6zotti mortalitas jellemzé, de
esetenként elérheti a 80%-t is (Chauhan, R. et al. 1996). A fert6zés az egy hetesnél fiatalabb
allatoknal masodlagos fert6zésekkel (E. coli, koronavirus) kiegészilve sulyos
megbetegedést okozhat. Kifejlett egyedeknél korral 6sszefiggd védetiség alakulhat ki,
ugyanakkor egyes, erdsen virulens torzsek képesek megbetegedést okozni felnétt
marhakban is. Az allategészségugyi, jarvanyvédelmi és allathigiénias rendszabalyok
megfeleld betartasaval cstkkenteni lehet a fertézés gyakorisagat és terjedését az allattarté
telepeken (Holland, R.E. 1990). Folyadékpétlas biztositasaval és a masodlagos fert6zések
elleni antibiotikumos kezeléssel cstkkenthetd a mortalitds a borjak kdzott (Dhama, K. et al.
2009). Bar szarvasmarhakban a leggyakrabban eléfordulé rotavirusok a G6, G8 és G10 VP7
genotipus, a P[1], P[5], P[33] VP4 genctipussal kombinacidban, emellett tdbb mint 12 féle
VP7 és 11 féle P genotipus is kimutatasra keriilt (G1-G3, G5, G6, G8, G10, G11, G15, G17,
G21, G24; P[1], P[3], P[5-7], P[11], P[14], P[17], P[21], P[29], P[33]). Szarvasmarha-
allomanyok gyakori rezervoarjai az egyéb gazdafajok virustérzseinek, igy olykor human,
madar, ritkan sertés eredetll RVA torzsek egyarant izolalhatéak bel6lik (Papp, H. et al.
2013a). Ujsziilétt borjak hasmenéses megbetegedésének megel6zésére él6 és inaktivalt
allatorvosi vakcinak is elérhetbek, ezek altalaban tobbféle szarvasmarha RVA torzset
tartalmaznak, valamint hordozhatnak sejtmentes E. coli extraktumot, inaktivalt koronavirust

és a C. perfringens tobbféle toxidjat is (Saif, L.J. et al. 1996).

Sertés rotavirusok A szoposmalacok a legfogékonyabbak a rotavirus fert6zés okozta

hasmenéses megbetegedésre. Leggyakrabban az A csoportu rotavirus okoz a fert6zést

bennik, de B, C és E csoportu RV is eléfordulnak koztik. Idésebb, tiinetmentes RV-hordozé
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egyedeknél is kialakulhat a megbetegedés masodlagos fert6zések (E. coli, C. perferingens,
kalicivirus, koronavirus, asztrovirus) hatasara. A korultekintd allathigiéniai gyakorlat, illetve a
kocak vakcinazasa hatékony védekezést jelenthet a betegség ellen. Sertésben az RVA VP7
genotipusok a G3, G4, G5, G9 és G11, melyek P[6] és P[7] VP4 genotipusokkal
kombinacidban kerultek legtobbszor kimutatasra. Kisebb prevalenciaval 6sszesen 12 féle G-
tipust (G1, G2, G6, G8, G10, G12, és G26) és 13 féle VP4-tipust (P[5], P[8], P[11], P[13],
P[14], P[19], P[23], P[26], P[27], P[32], P[34]) sikerilt ezen gazdafajbdl kimutatni (Papp, H. et
al. 2013a).

Szopdsmalacok immunizaldsara elérhetd oralis vakcinak kozul kaphaté olyan tipus, amely
két-harom sertés RVA torzset, E. coli pilus antigént, és C. perferingens C tipus baktérium
toxidot is tartalmaz (Saif, L.J. et al. 1996).

Lo rotavirusok A 3 hénapnal idésebb lovaknal a hasmenéses megbetegedések 50-90%-ért
rotavirus fert6zés tehet6 feleléssé, szerte a vilagon (Imagawa, H. et al. 1991; Browning, G.F.
et al. 1996; Frederick, J. et al. 2009). Az A csoportu rotavirus fertézés hatasara csokken a
bél felszivd képessége, amely a folyamatos vizszerli hasmenés kovetkeztében sulyos
dehidracidhoz vezet. A fiatal csikdk kildndsen érzékenyek a rotavirus fert6zésre, a
folyamatos hasmenés nyoman kialakul6 kiszaradas pedig elhullashoz is vezethet. A fert6zés
tovaterjedésének elkerlilése érdekében a fert6zott egyedek elkllonitése szikséges, mely
sokszor jelent6s terheket r6 az Allattartdokra (Dhama, K. et al. 2009). Az epidemioldgiai
vizsgalatok két f6 genotipust elterjedtségét mutatjdk a lovakban: G3P[12] és G14P[12] (ISa,
P. et al. 1996; Elschner, M. et al. 2005; Collins, P.J. et al. 2008; Garaicoechea, L. et al.
2011). A G3 genotipus szamos kér6édz6, kutya, macska rotavirusra is jellemz8, ugyanakkor a
l6-tipusu G3 filogenetikailag joI elkildonll ezektél. A G3P[12] és G14P[12] genotipus
kombinacidkat eddig mas gazdafajbdl nem is sikerllt kimutatni. 1zolaltak azonban néhany
olyan 16 RVA-t melyek nagymértékben eltérnek a szokasos genotipusoktdl, igy példaul az
egyedi L338 torzs (G13P[18]), a sertés-jellegli H-1 (G5P[7], egyéb szarvasmarha-jellegl
torzsek (G8P[1]), valamint macska-jellegli G3P[3] térzsek (Flewett, T. et al. 1973; Browning,
G. et al. 1991; Imagawa, H. et al. 1991; ISa, P. et al. 1996; Garaicoechea, L. et al. 2011). A
l6tenyésztd-telepeken kialakuld jarvanyveszély csokkentésére a korultekintd allathigiénias
gyakorlat mellett a vakcinazas ad lehet6séget. Vemhes kancak oltasa az RVA ellenanyagok
megjelenését eredményezte a kolosztrumban, mely kimutathatéan csokkentette a rotavirus
okozta hasmenéses megbetegedések szamat és intenzitasat a fiatal allatokban. Angolszasz
terlleteken a H-2 16 RVA tdrzs alapu inaktivalt vakcinat, Argentinaban H-2 és szarvasmarha
eredetli, NCDV tdrzzsel kombinalt vakcinat, mig Japanban HO-5 16 RVA térzs alapu,

inaktivalt vakcinat részesitik elényben (Dhama, K. et al. 2009).
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Kiskérédzd rotavirusok A kiskér6dz6k nem hivatalos rendszertani csoportjaba énkényesen a
juh, kecske, tovabba 6-, és Uj-vilagi tevéket soroltuk, melyek rotavirusai k6zott leszarmazasi
kapcsolat fedezhet6 fel. A juhallomanyokban akar a mortalitas 46%-aért is lehet felel6s
valamely hasmenéses megbetegedés, melynek hatterében jellemzéen négy fert6z6 agens:
E. coli, rotavirus, Cryptospridium sp. és Salmonella sp. allhat (Schoenian, S. 2007). A
rotavirusok A és B csoportjat egyarant kimutattak mar juhokbol hasmenéses tinetekkel jaro
jarvanyokkal 6sszefliggésben, jellemzden az ujsziilétt vagy fiatal egyedek kérében (Theil, K.
et al. 1996; Wani, S. et al. 2004). Ugyanakkor meglehetésen kevés adattal rendelkeziink a
juh RVA térzsek genetikai diverzitasardl. A legtdébb genotipizalt juh RVA t6rzs Indiabdl kerilt
meghatarozasra, ezek tdbb mint 81%-a G6 vagy G10 VP7 genotipusunak bizonyult,
nagyrészt P[11] VP4 genotipussal kombinaciéban (Gazal, S. et al. 2012). Ezzel ellentétben,
Kinabol a G10P[15] genotipus kombinacié kertlt kimutatasra, mig Eurépaban a G3, G6, G8,
G9, G10 VP7 genotipusok, és a P[1], P[8], P[11], P[14] VP4 genotipusok fordulnak el8
(Papp, H. et al. 2014a).

Az ujszulott kecskékben jelentkez6 hasmenéses jarvanyok nagyban hasonlitanak a juhok
jarvanyaihoz. A leggyakrabban kimutatott kérokozé ezekben az esetekben is az E. coli,
Cryptosporidium sp., Salmonella sp. és a rotavirus A, B és C csoportok. Kulonb6z6 rotavirus
csoportok egymas mellett is kimutathatok voltak, hasmenéses és tinetmentes egyedekbdl
egyarant. Az egyes allomanyok RV pozitivitdsa elérheti a 60%-t is (Legrottaglie, R. et al.
1993; Munoz, M. et al. 1996). A kecse RVA torzsekrél kevés genetikai adattal rendelkezunk;
a torzsek tobbsége jellemzben G3, G6, G8 és G10 VP7 genotipusu, leginkabb a P[1] VP4
genotipussal kombinacidban, illetve egy-egy esetben P[3], P[14], P[15] VP4 genotipusok is
eléfordultak (Papp, H. et al. 2014a).

Az uj-vilagi teve csoportba négy fajt sorolunk: a haziasitott lamat és az alpakkat, valamint a
vadon él6 a guanakét és a vikunyat. Dél-amerikai kutatasok lényeges jelent6séget
tulajdonitottak hasmenéses megbetegedéseknek az ujszuldtt lamak, alpakkak és gaunakdk
korében, melyek hatterében leggyakrabban koronavirus, RVA, E. coli, Cryptosporidium sp.,
Giardia sp. és kokcidium fert6zés all. A savd mintak neutralizaciés teszttel végzett
vizsgalataval szamos esetben sikertlt kimutatni rotavirus fertézések nyomat a lama,
guanakd és vikunya allomanyokban, a szerolégiai pozitivitds értéke akar a 95%-ot is
elérhette (Parreno, V. et al. 2004; Papp, H. et al. 2014a). Genotipus adatokkal azonban csak
néhany esetben rendelkezunk, két guanakdé RVA 1torzs telies genomja kerult
meghatarozasra, ezek G8P[1] és G8P[14] genotipus kombinaciét hordoztak. Tovabba egy
G8P[14] vikunya RVA tdrzs genomja kerult részleges meghatarozasra (Parreno, V. et al.
2004; Badaracco, A. et al. 2013).

Az o6-vilagi tevék kozott el6forduld alacsony szaporodasi rata és a neonatdlis mortalitas

hatterében gyakran hasmenéses megbetegedés all, melynek jellemzé kivaltd agensei,
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tobbek kozott, az E. coli, Coccidium sp., Salmonella sp., korona- és a rotavirusok (Tibary, A.
et al. 2006). A mai napig kevés esetben sikerllt kimutatni rotavirus fert6zést 6-vilagi
tevékben, a legtdbb tanulmany Szudan terlletérdl szarmazik. Az 1990-es éveket kdvetben
végzett felmérd vizsgalatok 9-14%-os rotavirus pozitivitast mutattak hasmenéses tuneteket
mutato teve csikokban (Mohamed, M. et al. 1998; Ali, Y.H. et al. 2005; Ali, Y.H. 2011).
Jelenleg két RVA torzsrdl rendelkezink genetikai adatokkal, ezek egy dél-afrikai teve
rotavirus teljes genomja és egy szudani teve RVA részleges genom szekvenciaja (Hatab,
E.A. et al. 2009; Jere, K.C. et al. 2014).

A kiskérédz6kben fellelhetd rotavirusok genetikai mintazata a szarvasmarha RVA
torzsek genetikai 6sszetételére hasonlit leginkabb. A G8/10-P[11]/[15]-12/I10-R2-C2-M2-A11-
N2-T6-E2/E12-H3 ( a genotipusok a kdvetkezd sorrendben jeldlik a géneket: VP7-VP4-VP6-
VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5) genotipusok megjelenése a leginkabb
jellemzé. Jelentés genetikai valtozatossag a felszini antigéneket kédold gének (VP7, VP4), a
VP6, valamint az NSP4 gének esetében tapasztalhatd, a tovabbi gének konzervaltabbnak
tekinthet6k. Ugyanakkor ismeretes néhany, csak kiskér6dz6kbél kimutatott genotipus,
példaul a P[15] VP4, E15 (NSP4), és az A18 (NSP1) genotipusok (Liu F, X.J., Liu CG, Wang
KG, Zhou BJ, Wen M. 2012; Papp, H. et al. 2012; Jere, K.C. et al. 2014).

Kutya rotavirusok A gazdasagi haszonallatokhoz hasonléan tarsallatainkra is jellemzé a
rotavirus fertézés okozta hasmenéses megbetegedés (Dhama, K. et al. 2009). Idésebb
egyedeknél gyakori a tinetmentes virushordozas. A fertézés 3 hédnaposnal fiatalabb
kolydkkutyaknal tdbbnyire hasmenéses bélgyulladast idéz eld, ami a fellépd étvagytalansag
kovetkeztében sulybeli és fejlédésbeli elmaradashoz vezethet (Martella, V. et al. 2001; Kang,
B.K. et al. 2007). A kutyak RVA-k tébbsége jelentds hasonldésagot mutat egymashoz mind
genom hibridizaciés, mind filogenetikai vizsgalatokban, jél elkllénithetd genocsoportot
alkotnak, ami k6z6s eredetre utal (Nakagomi, T. et al. 1989; Martella, V. et al. 2001). Az ilyen
tipusu kutya RVA-k a VP7 felszini antigén alapjan a G3 genotipusba tartoznak, P[5] vagy
P[3] VP4 genotipus kombinacidkkal. Ugyanakkor a kutya RVA-k egy része human rotavirus
torzsekkel mutat nagyfoku hasonldsagot. Id6kézonként korhazi kezelésre szoruldé human
betegekbél mutatnak ki kutya RVA-khoz hasonlé G3P[3] human RVA térzseket, melyek

hatterében zoonotikus fertézések allhatnak (Khamrin, P. et al. 2006; De Grazia, S. 2007).

Human rotavirus A human rotavirus fertézések komoly kdzegészségugyi jelentésége miatt
koran megkezd6dott a korhazi kezelésre szoruld betegek mintaibol izolalt torzsek
azonositasa és molekularis epidemioldgiai nyomon kovetése. Az 1980-as években a sulyos
esetek jelentds részéért a G1, G2, G3 és G4 genotipusu térzseket tették feleléssé, melyek

kézul a G1 volt a leggyakrabban eléforduléd VP7 genotipus. Ezek a térzsek féként P[4] és
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P[8] VP4 genotipusokat hordoztak (Gentsch, J.R. et al. 1996; Parashar, U.D. et al. 1998). Az
1990-es evekben jelent meg, és vilagszerte gyors terjedésnek indult a G9 VP7 genotipus,
féként P[8] és P[6] VP4 genotipussal kombinacioban (Adams, W.R. et al. 1963; Rahman, M.
et al. 2005; Matthijnssens, J. et al. 2010a). Az ezredfordulé 6ta a G12 genotipus, szintén P[8]
és P[6] VP4 genotipussal kombinacioban térténd gyors terjedését észlelték (Santos, N. et al.
2005; Rahman, M. et al. 2007). Kulonb6z6 teruleteken végzett epidemioldgiai vizsgalatok,
melyek a cirkulalé és jarvanyt okozo térzseknek nyomon koévetését céloztak, ravilagitottak,
hogy a jellemz6 térzsek foldrajzi terlletenként és idében egyarant valtoznak. Ugyanakkor
kontinentalis szinten egyes antigén kombinacidk eléfordulasa fajlagosan jellemzé. Példaul
Magyarorszagon a G6P[9], G3P[9] és a G4P[6] genotipus kombinaciok id6kézdnként

ismételten felbukkannak és megbetegedéseket okoznak (Antalné Laszlé, B. 2013).

V.8.2.A csoporti madar rotavirusok

Az eml6sOkhéz hasonléan a madarakban is a rotavirusokat tartjak az egyik
legjelentésebb hasmenéses és bélgyulladasos megbetegedés okozd agensnek (McNulty, M.
2003). A kulénb6z6 baromfidllomanyokban a rotavirus fert6zés hatasara a beteg
egyedekben hasmenés, dehidracié, anorexia, testsulycsokkenés és tapanyag felszivasi
zavarok alakulhatnak ki (Dhama, K. et al. 2009). Madar rotavirusok ugyanakkor szerepet
jatszhatnak hazityuk allomanyokban a ,malabszopciés tlinetegylttes” (malabsorption
syndrome, MS) (Yason, C.V. et al. 1986), pulykaban pedig a kispulykak bélgyulladassal jaro
kérképcsoportjanak (poult enteritis complex, PEC) kialakulasaban (Jindal, N. et al. 2010),
mely kulénb6z6 klinikai formakban jelentkezhet, mint a ,satnyasag és térpendvés
tinetegyittes” (runting and stunting syndrome), illetve a kispulykak bélgyulladassal és
jelentds elhullassal jaré tlinetegyittese (poult enteritis and mortality syndrome, PEMS) (Yu,
M. et al. 2000; Otto, P. et al. 2006). A megbetegedésbdl fakadd anyagi veszteségek jelentds
gazdasagi terhet ronak a baromfiagazatra. Rotavirusok kimutathatok tyuk és pulyka
allomanyokbdl, de szamos egyéb madarfajban (galamb, facan, kilénb6zé vadmadarak) is
megtalalhaték. A rotavirus fertézést kovetbéen gyakoriak az enterovirusok, reovirusok,
paramyxovirusok, Salmonella sp., E. coli sp., és Cryptosporidium okozta masodlagos
fert6zések (Reynolds, D. et al. 1987). Az emlés gazdafajoknal tapasztaltakkal ellentétben, a
madarakban nem csak a fiatal, hanem a felnétt egyedekben is kialakulhat sulyos
megbetegedés, tovabba a pulykak a hazitydkokkal dsszevetve fokozottan érzékenyek a
heveny lefolyasu fert6zésre(Yason, C.V. et al. 1985). Madarakbdl leggyakrabban A csoportu
rotavirusokat mutatnak ki (McNulty, M. et al. 1979a; McNulty, M. et al. 1979b; McNulty, M. et
al. 1979c; Yason, C.V. et al. 1985). A gyakori fert6zés ellenére azonban kevés nt szekvencia

adat kertult publikalasra. Hosszu ideig csupan két telies madar RVA genom volt elérhetd a
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GeneBank-ban: egy Japanbdl szarmazo galamb eredeti rotavirus (RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-
13/1983/G18P[17]) és egy németorszagi tyuk eredetl rotavirus
(RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30]) (Ito, H. et al. 2001; Trojnar, E. et al.
2009). Béar a részleges génszekvencidk szdma meghaladja a kétszazat, ezek tébb mint fele
rutin diagnosztikai vizsgalatbdl szarmazik, és csupan néhany geénrdl ad felvilagositast,
melyek féként az antigenitasban (VP4, VP7, VP6) vagy patomechanizmusban (NSP4)
jatszanak szerepet. 2013-ban két tovabbi madar RVA torzs teljes genom szekvenciaja kerdlt
nyilvanossagra: egy facan rotavirus (RVA/Pheasant-tc/DEU/10V0112H5/2010/G23P[37]) és
egy pulyka rotavirus (RVA/Turkey-tc/DEU/03V0002E10/2003/G22P[35]) (Trojnar, E. et al.
2013). A GenBank-ban a fentiek mellett megtalalhat6 egy sarkvidéki réce és egy kb6zdnséges
siraly RVA teljes genomja is (GenBank-i szam: LC088096-LC088106; LC088218-
LC088228). A legujabb telies madar RVA genomokat 2016-ban publikalta Fujii és
kutatécsoportja, melyek két 1979-ben izolalt pulyka RVA-bél szarmaznak (Fuijii, Y. et al.
2016), tovabba egy a kutatécsoportunk részvételével meghatarozott facan RVA torzs teljes
genomija is benyujtasra kerult (Gal, J. et al. 2016). A kevés nt szekvencia adat ellenére az
eddig ismert madar rotavirusok jelent6s genetikai valtozatossagot mutatnak. A jelenleg
ismeretes 6sszes RVA G és P-genotipusbdl (35 féle G, 50 féle P) 7 G-tipust és 7 P-tipust
mutattak ki madarakbol (Matthijnssens, J. et al. 2011a; Trojnar, E. et al. 2013; Fuijii, Y. et al.
2016).

32



VI. Anyagok és moédszerek

VI.1.A vizsgalt mintak

Az eml6s rotavirusokat tartalmazé mintdk részben hazai, részben nemzetkdzi
kdzremikodések soran kertltek be vizsgalatainkba.

A két 16 RVA torzs egy irorszagi retrospektiv mintagyjtésbdl szarmazott a 2000-es évekbdl,
és nemzetkdzi egyuttmikodés keretein belll kerilt kutatdcsoportunkhoz (Collins, P.J. et al.
2008).

A kutya rotavirus tartalmazé minta egy 2012-ben végzett magyarorszagi gydjtésbdl
szarmazik, mely menhelyi kutyak enteralis virus fertézottségét vizsgalta. A mintagydjtést dr.
Mihalov-Kovacs Eszter végezte (Papp, H. et al. 2014b; Mihalov-Kovacs, E. et al. 2015).

A teve rotaviurst tartalmazé minta egy Kuvaitban, 2008-2010 k&zott végzett felmérd
vizsgalatbdl szarmazik (Al-Mutairi, D. 2011; Papp, H. et al. 2012).

A madar rotavirusok a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) munkatarsai
altal, a rendelkezésunkre bocsajtott elhullott allati bélszévetmintabdl, béltartalombdl vagy
bursa Fabricii szervmintabdl lettek meghatarozva. A facan mintak 2008-2014 kdzott kertiltek
begyljtésre, 1-4 hetes facan csibéktdl, post mortem, amelyek bélgyulladas és un. satnyasag
és torpendvés szindromaban szenvedtek. A pulyka eredetli mintak esetében csak a
magyarorszagi eredet informacioval rendelkezunk. Tovabbi egy torzset a CEVA Phylaxia Zrt.
munkatarsaitdl kaptunk szévetfelliliszé formajaban.

A bélszdvet mintakbol PBS-es (phosphate buffered saline, 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI,
10 mM NaxHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4) mosassal, a bélsar mintdkhoz kdzvetlendl adott
PBS-el készitettem szuszpenziét (~10-20 viv %). A mintdkat feldolgozasig -80°C-on hitve

taroltuk. A mintak részletes szarmazasi adatait az 3. Tablazat tartalmazza.
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3. Tablazat. A vizsgalatok soran felhasznalt emlés és madar rotavirus térzsek minta
eredete.

Genom
Iktato Szarmazasi Gydjtés Allatok Diag- szekvenalas GenBank
szam Allatfaj orszag éve Minta kora Tunetek nosztika tipusa szam
JX968468-
s21 Teve Kuvait 2010 bélsar 4h hasm. RT-PCR Sanger
JX968472
KJ875791-
153 Kutya Magyaro. 2012 bélsar 3h tinetm. RT-PCR lon Torrent
KJ875801
04VvV2024 Lo frorszag 2004  bélsar - hasm. RT-PCR Sanger JN903508-
03Vv04954 L6 irorszag 2003 bélsar - hasm. RT-PCR Sanger JN903527
KJ725017-
BRS/115 Tyuk - - izolatum - - RT-PCR lon Torrent
KJ725027
14246 Facan Magyaro. 2008 bélsar - bélgy. RT-PCR Sanger
18769 Facan Magyaro. 2011  bélsar - RSS RT-PCR Sanger
17655 Facan Magyaro. 2008 bélsar - bélgy. RT-PCR Sanger
19109 Facan Magyaro. - bélsar - bélgy. RT-PCR Sanger
14958 Facan Magyaro. 2005 bélsar - bélgy. RT-PCR Sanger
39 Pulyka Magyaro. - bélsar - - RT-PCR lon Torrent
40 Pulyka Magyaro. - bélsar - - RT-PCR lon Torrent

Roviditések: hasm.: hasmenéses; bélgy.: bélgyulladas; RSS: ,satnyasag és térpendvés tlinetegyuttes” (runting and stunting
syndrome).

VI.2.A rotavirus pozitiv mintak feldolgozasanak folyamata

Munkam kezdetén a klasszikus molekularis modszerek alltak rendelkezésemre az emlds
és madar eredeti mintakban megtalalhatd A csoportu rotavirus teljes genomok
meghatarozasara.

A kapott mintdk RVA pozitivitasat minden esetben sajat vizsgalattal is igazoltam,
egylépéses RT-PCR moddszerrel az irodalombdl ismert nem-specifikus primerekkel.

Egyes mintak esetében a teljes genom meghatarozasat is klasszikus molekularis modszerrel
végeztem, mely soran a virdlis dsRNS-r6l random primer segitségével cDNS atiratot
képzink, majd ezen cDNS darabokra tervezett altalanos, majd specifikus primerekkel
tovabbi amplifikaciot hajtunk végre (,primer walking”). A specifikus primerek listajat az 1.
Flggelék tablazat tartalmazza. Az igy kapott DNS fragmentek nukleinsav sorrendjét a
klasszikus, Sanger-féle szekvenalasi médszerrel hataroztuk meg (Sanger, F. et al. 1977). A
genom szegmensvégek meghatarozasat RNS ligalasos modszerrel végeztuk (lasd VIl.4.

fejezet). A teljes genom meghatarozas folyamatanak |épéseit az 7. abra foglalja 6ssze.
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Rotavirus pozitivitas validalasa
nem-specifikus RVA VP6 primerrel Negativ RVA mintak kizardsa
egy-lépéses RT-PCR modszerrel

Rotavirus pozitiv | Uriilék szuszpenzidbol |
mintak teljes RNS kivonas

Pozitiv RVA mintak

Virdlis és nem-strukturdlis
gének amplifikaldsa nem-specifikus RVA primerekkel
két-lépéses RT-PCR mddszerrel

RVA pozitiv mintak
RNS-ének ligalasa

Szegmensvégek meghatarozdsa
ligdlt szakasszal komplementer primerrel
egy-lépéses RT-PCR mddszerrel

Nem-, vagy részben
meghatarozott
genek

Specifikus genotipus primerek tervezése,
alkalmazasa két-lépéses
RT-PCR modszerrel

Sikeresen Sikeresen
amplifikalt szegmensvégek amplifikalt gének

Szekvencia meghatarozas Sanger-féle szekvenalassal

7. abra. A rotavirus pozitiv mintak feldolgozasanak folyamatabraja.

Késbbb kutatécsoportunk eszkdztara kiegészult egy Uj generaciés szekvenald
késziilékkel. igy mas mintak esetében a telies genom meghatarozasat a kovetkez6
mobdszerrel végeztuk el: a random PCR-t kovetéen az lon Torrent szemikonduktor
szekvenald készllék felhasznalasaval (lon Personal Genome Machine®, Life Technologies),
Djikeng és mtsai (Djikeng, A. et al. 2008) altal kidolgozott, majd laborunk altal médositott
modszert alkalmaztuk (lasd a VII.7.2 lon Torrent szekvenalas fejezet alatt). A 3. Tablazat

foglalja 6ssze mely minta melyik modszerrel készilt.

VI.3.A viralis nukleinsav tisztitasa

A bélsar szuszpenziokbdl torténé 6ssz-RNS kivonasra tobb maddszert is alkalmaztam,
melyek kdzott azonban nem tapasztaltam a késébbi RNS felhasznalhatésagara vonatkozoan
jelentds kulonbséget.

A 06ssz-RNS mennyiség kivonasa egyes esetekben a fenol-kloroform-os kicsapas
modszerével tortént (Chomczynski, P. et al. 1987). Ennek soran a bélsar szuszpenziét (~10-
20 viv %) 5 percig 6000 g gyorsulassal centrifugaltam, a feluluszé 100 pl-éhez haromszoros
térfogatnyi TRIzol reagenst adtam hozza (Invitrogen, Life Technologies). Az elegyhez a 20
perces szobahdmérsékletl inkubaciét kdvetéen egy térfogategységnyi kloroformot adtam. Az
Ujabb 5 perc inkubalast 20 000 g-n térténd 15 perc centrifugalas kovetett 4°C-on. A fazis
szétvalast kovetéen, az RNS tartalmu felsé vizes fazist hasznaltam fel a tovabbiakban.
Ehhez azonos térfogatu (~500 pl) izopropanolt adtam, majd keverést kévetden 20 percig

szobah6mérsékleten inkubaltam. Szikség esetén az elegy egy éjszakan at -20°C-on
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tarolhatd volt. Ezt 15 perces centrifugalas kovette 20 000 g gyorsulason, 4°C-on. Az
izopropanol hatasara kicsapodott RNS-t 1 ml etanollal mostam (75 v/v %), amelyet ujabb 15
perces centrifugalas kdvetett 20 000 g gyorsulason, 4°C-on. Az igy keletkezett RNS lledék
szobahdmérsékleten beszaritasra kerilt, majd 25 yl DEPC (dietil-pirokarbonat) kezelt,
nukledz-mentes vizbe kerilt visszaoldasra. A mintakat felhasznalasig -80°C-on fagyasztva
taroltuk.

Az RNS kivonasat mas esetekben a virustartalmu bélsar PBS szuszpenzié 6000 g, 5
perces centrifugalasa soran keletkezé fellluszéjabol kdzvetlentl a QlAamp viral RNA Mini
Kit (QlAgen) segitségével végeztem, a gyarté utasitdsai szerint. Ebben az esetben a viralis
RNS-t tartalmazo bélsar fellluszé 140 ul-je kerilt tisztitasra. Az elegyben talalhaté RNS
szilika membranra térténé adszorpcidja utan két etanolos mosasi Iépés kovetkezik, végul az
adszorbealt RNS-t 50 ul nukleaz-mentes vizzel oldottam vissza. Az igy nyert RNS mintakat -

80°C-on fagyasztva taroltuk a tovabbi felhasznalasig.
VI.4.A virdlis nukleinsav ligalasa

A virdlis dsRNS szegmensek végszekvencidinak meghatarozasahoz alkalmazott
modszer els6é |épése (tovabbi I|épéseket lasd. VIIL.5.4. Genom szegmensvégek
meghatarozasa fejezet). Az RNS ligalas soran Lambden et al. (1992) mdodszere alapjan egy
5 végeén foszforilalt, 3’ végén amino- csoporttal lezart primert kotéttem minden szabad 3’
RNS véghez (primer szekvencigja: PC3: 5- CCCGTCGACGAATTCTTT-NH; -3’) (Lambden,
P.R. et al. 1992). A reakcié soran 5 pl 6ssz-RNS-hez 1 pl PC3 primert (10 uyM), 7,5 pl
nukleaz-mentes vizet, 12,5 ul 34 w/v %-0s PEG 8000-et, 3 pl 10x RNS ligaz puffert, valamint
20 unit (U) T4 RNS ligazt (New England Biolabs) adtam. Az elegy inkubacioja 17°C-on egész
éjszakat tartott (~17h). Ezt kdvetden a ligalt RNS-t a QIAquick Gel Extraction Kit (Qialgen)
segitségével tisztitottuk a gyartd utasitasa szerint (Potgieter, A.C. et al. 2002; Potgieter, A.C.
et al. 2009).

VI.5.Multiplex polimeraz lancreakci6

VI.5.1.Primer tervezés

A ,primer walking” modszer alkalmazasahoz vizsgalataink soran szamos RVA specifikus
primert terveztem, melyek adatait a 1. Flggelék tablazat foglalja 6ssze.
Altalanos emlés és madar RVA primerek A kiildnbdzé gazdafaj eredetli RVA torzsekre
specifikus, de genotipus flggetlen primerek tervezése soran felhasznaltam széamos a
GenBank-ban megtaldlhaté azonos gazdafaju RVA tdérzs nukleinsav szekvenciat
referenciaként (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Gazdafajonként vagy gazdafaj csoportonként

(pl. madarak szekvenciai egyutt) és génenként homoldg nukleinsav illesztéseket végeztem a
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MULTALIN (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) szekvencia illeszté

programmal (Corpet, F. 1988). Az igy létrehozott szekvencia illesztések alapjan a meg&brzott
(konzervalddott) régidkra terveztem a 15-25bp hosszu primereket. A tervezett primerek
fizikokémiai elemzésére az Integrated DNA Technologies honlapjan talalhaté OligoAnalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer) programot hasznaltam fel. A
primerek tulajdonsagainal térekedtem az 50%-o0s G/C tartalom, valamint az 50-65°C kdzotti
olvadasi hémérseéklet elérésére, valamint keriltem a hajtl-szerli masodlagos szerkezetek
kialakulasat.
Specifikus emlés és madar RVA primerek A késbbbiekben ugyanezen elveket kovetve
terveztem a genotipusokra specifikus primereket, ahol a felhasznalt nt szekvencia illesztések
mar csak adott genotipusu rotavirus géneket tartalmaztak.

A primereket az Integrated DNA Technologies céggel szintetizaltattuk. A cég altal kuldott
liofilizalt primereket nukleaz-mentes vizben oldottam vissza ugy, hogy 100 uM koncentracioju

torzsoldatokat kapjunk, majd ezekbdl a torzsoldatokbol a késbbbiekben 20 uM

VI.5.2.Egy-lépéses reverz-transzkripcios polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

Az RVA pozitiv emlés és madar mintak validalasa soran az egylépéses RT-PCR-t
alkalmaztam. Az eml6s mintak kimutatasa lturriza Gémara M. és mtsai altal kidolgozott VP6
gén-specifikus primerekkel: VP6-F (sense) (5" GACGGVGCRACTACATGGT 3') (747 - 766
nt) és VP6-R (antisense) (5' GTCCAATTCATNCCTGGTGG 3') (1126 - 1106 nt) tortént
(lturriza Gémara, M. et al. 2002).

A madar mintak validalashoz az Ursu et al. altal publikalt VP6 génre specifikus Rot VPG

F (5-GAA CACTCG GAA CGA CCT TA-3’) és Rot VP6 R (5'-CCA CGT ATT CAA GCC ATC
AG-3’) primereket hasznaltam (Ursu, K. et al. 2009).
A reakcibelegy 3 ul 6ssz-RNS-t, 2 ul nukledz-mentes vizet és 1- 1 ul (20 yM) Rot VP6 F és R
primert tartalmazott. A reakcidelegyet 97°C-on 5 percig denaturaltam. Ezt kdvetéen adtam
hozza az RT-PCR elegyet, amely 2 pl nukledz-mentes vizet, 2,5 yl 5x OneStep RT-PCR
puffert, 0,5 ul dNTP (10 mM), 0,5 ul OneStep RT-PCR enzimet (QlAgen) tartalmazott. A
reakcio végtérfogata 12,5 ul volt. A reakcio hdmérsékleti profiljat a 2. Flggelék tablazat A.
része tartalmazza.

Egyes esetekben az egy-lépéses RT-PCR mdédszert alkalmaztam az RVA tdrzsek
génjeinek amplifikalasara is. Ebben az esetben a diagnosztikai primer part gén-specifikus
primer parral helyettesitettem. Erre bizonyos mintdk esetében az alacsony virdlis RNS
tartalom adott okot, ugyanis tapasztalataim szerint az egy-lépéses RT-PCR soran

alkalmazott enzim komplex (reverz transzkriptdz és polimeraz elegy) alacsony RNS
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koncentracio mellett is sikeres amplifikaciot eredményezett. Egy-lépéses RT-PCR moddszert
hasznaltam a facan RVA toérzsek kézul az RVA/Phe/17655 és az RVA/Phe/19109 esetében.
Az egy-, és két-lepéses RT-PCR mdbdszer hatékonysagara abszolut dsszehasonlitd

vizsgalatot nem végeztem.

VI.5.3.Két-l1épéses reverz-transzkripciés polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

A legtdbb minta esetében a kivont 6ssz-RNS-r6l random-hexamer oligonukleotidok
segitségével cDNS atiratot készitettem a kdvetkezd protokoll szerint. Elsé lépésként 5 pl
0ssz-RNS-t és 1 pl (50 uM) random hexamer (Invitrogen) oligonukleotidok elegyét 97°C-on 5
percig denaturaltam, utana mintak jégre keriltek. A reverz transzkripcidés reakcidé keverék
tartalma a kévetkezé volt: 11,5 pl nukledaz-mentes viz, 5 yl M-MLV RT 5x puffer, 1 yl dNTP
(10 mM), 1 yl MMLV Reverse transcriptase (200 U/ul), és 0,5 ul nukleaz inhibitor (40 U/pl)
(Thermo Fisher Scientific). Az RT reakcidelegyet és a denaturalt RNS-t vegyitve 5 percig
25°C, majd 30 percig 42°C, végul 10 percig 70°C-on inkubaltam.

Az igy létrehozott cDNS-t hasznaltam fel a tovabbiakban a specifikus PCR-k soran. A
specifikus PCR-ekhez a 1. Flggelék tablazatban felsorolt rotavirus primerekbdl valasztottam
forward és revers primer parositasokat a hianyzé génszakaszok felszaporitasara, figyelembe
véve az alkalmazott polimeraz lanchosszabbitasi sebességét és processzivitasat. A sajat
tervezés( primerek mellett szamos, irodalombal ismert primert is alkalmaztam (Gentsch, J.R.
et al. 1992; DiStefano, D.J. et al. 2005; Matthijnssens, J. et al. 2006b). A PCR elegy a
kovetkezé komponenseket tartalmazta: 3 yl cDNS, 0,5 uyl Dream Taq polimeraz (5 U/ul;
Thermo Scientific), 5 pl 5x Taq puffer (MgCl, tartalmu), 1 pl ANTP (10 mM), 1-1 ul forward és
reverse primer (20-20 yM), majd az elegyet kiegészitettem nukledz-mentes vizzel 50 pl

végtérfogatra. A reakcio hé profilja a 2. Fliggelék tablazat B. részében talalhato.

VI.5.4.Genom szegmensvégek meghatarozasa

A szegmentalt genom végein talalhaté nukleinsav szekvenciak meghatarozasahoz elsé
lépésben a mintabdl kivont 6ssz-RNS minden szabad 3’ végéhez PC3 primer ligaltam (lasd.
V.4. A virdlis nukleinsav ligalasa). Az igy kapott ligalt RNS-t hasznaltam fel a VII.5.3.
fejezetben kifejtett két-lépéses RT-PCR soran, ahol is az elsé reverz transzkripcié soran
alkalmazott random hexamer oligonukleotid helyett a ligalt PC3 szakasszal komplementer
PC2 primert alkalmaztam (PC2 primer szekvencidja: 5° — AAAGAATTCGTCGACGGG - 3).
A masodik Iépésként végrehajtott PCR sordan a PC2 primert szekvencia-specifikus emlés
vagy madar rotavirus primerekkel parositasban erdsitettem fel a cDNS-t (Potgieter, A.C. et
al. 2002; Potgieter, A.C. et al. 2009).
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VI.6.PCR termékek tisztitasa

A PCR termékek kimutatédsara agaroz gélelektroforézis hasznaltam. Az 1 w/v %-0s
agaroz gélben (Lonza), a DNS lathatéva tételéhez GelRed (Biotium) interkalald festéket
alkalmaztam a gyarto altal javasolt koncentracioban. Molekula suly kontrollként GeneRuler™
(Fermentas) markert hasznaltam. Az elektroforézis 90 V-on 25 percig tartott, 0,5 v/iw %-0s
pH=8,3 TBE pufferben (tris-borat-etilén-diamin-tetraacetat, 89 mM Trisz-HCI, 89 mM boérsav,
2 mM EDTA pH=7,6). A géleket transzparens UV fényben CSL-Microdoc Systems
géldokumentacios rendszerrel (Cleaver Scientific, Power Shot G12 kamera, Canon)
fotodokumentaltam.

A PCR termékek méret szerinti elvalasztasat kdvetéen a vart méretnek megfelelé PCR
terméket a hordozo géllel egyitt kimetszettem, majd Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
(GeneAid) segitségével tisztitottam ki a gélbél, és 50 ul végtérfogatban leoldottam az
elvalaszté membran fellletérdl, a gyartoé utasitasa szerint. A tisztitott DNS-fragmenseket -

20°C-on taroltam a tovabbi felhasznalasig.

VI.7.DNS szekvenalas

VI.7.1.Sanger szekvenalas

A tisztitott PCR termékek szekvenalasahoz szikséges reakciot BigDyeTM Terminator
v1.1 Cycle Sequencing Kit-tel (Life Technologies) végeztem el. A reakciéelegy 2 ul nukleaz-
mentes vizet, 2 pl BigDye reakciéelegyet, 1 pl (20 uM) primert €s 5 pl tisztitott PCR terméket
tartalmazott. A reakcié soran a PCR-rel megegyez6 primereket alkalmaztam. A szekvenalasi
reakcié héprofilja a 2. Flggelék tablazat C. részében megtalalhato.

A szekvenalasi reakcidé utan a termék nukleaz-mentes viz, etanol és natrium-acetat
elegyének segitségével kerllt kicsapasra (31 ul 96 v/v% etanol, 1,5 yl 3 M, pH 4,6 Na-
acetat, 7,5 pl nukleaz mentes viz). Ezt centrifugalas kdvette, 16000 g, 30 perc, 4 °C-on. Ezt
kdvetéen 70 v/v% etanollal mostuk, majd ujabb centrifugalast kévetéen (16000 g, 30 perc,
4°C) az Uledéket szobah&mérsékleten szaritottuk. A szekvenalasi reakcid termékének
elektroforézisét automata DNS szekvenatoron (ABI Prism® 3100) végezte el dr. Lengyel

Gyorgy, a Magyar Honvédség Egészseguigyi Kozpontjaban.

VI.7.2.lonTorrent szekvenalas

Ennél a megkdzelitésnél a virusgenom amplifikaciojat az un. SISPA (sequence
independent single primer amplification) moddszerrel végeztik, mely egy szekvencia
fuggetlen, random hexamer alapu PCR mddszer, amelynek egyik valtozatat Djinkeng és
mtsai dolgoztak ki (Djikeng, A. et al. 2008), melyet kutatocsoportunk is bevezetett a

rotavirusok kimutatasara. Az emlitett cikkbél szarmazd primereket alkalmaztuk, de a virus
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genom amplifikaciot és szekvenalast moédositott eljarassal végeztik el. A szekvenalast
kutatécsoportunkbol dr. Marton Szilvia és dr. Banyai Krisztian végezte.

Ennek elsd lépése a random primerekkel elvégzett RT-PCR alapu virusgenom
amplifikacio. Osszefoglalva a reakcio lépései és profilja: 6 ul RNS-t és 1 yl FR26RV-N (5" —
GCC GGA GCT CTG CAG ATA TCN NNN NN — 3’) primer denaturaricéja 95°C-n 5 percig (a
primer 3’ végién lévd N-ek random nukleotidok). A reverz transzkripcios keverék osszetétele:
1 pl AMV (Avian myeloblastosis virus) reverz transzkriptaz (10 U/ul, Promega), 5 ul 5x AMV
puffer, 1 pul ANTP (10 mM) és 11 ul nukledz-mentes viz. A cDNS szintetizalé program:
kezdeti denaturalas 95°C 5 perc, 25°C 10 perc, 42°C 1 ¢6ra, 72°C 10 perc. Az igy atirasra
kerllt cDNS 3 pl-je kertlt az RT-PCR elegybe 2 ul FR20RV-T (5 — GCC GGA GCT CTG
CAG ATA TC — 3’) primer (20 uM), 10 pl 5x puffer, 0,25 ul DreamTaq polimeraz (5 U/ul), 1l
dNTP (10-10 mM) és 33,75 ul nukledz-mentes viz mellett. A PCR héprofilja kezdeti
denaturaciot (95°C, 3 perc) kovetd 40 amplifikacios ciklussal (95°C 30 masodperc; 55°C 30
masodperc; 72°C 2 perc).

A random RT-PCR termékek elvalasztasara 1 w/v %-os agaroz gélt alkalmaztunk. A
gélbdl a 200-2000 bp hosszusagu terméket tartalmazo sav kerdlt kivagasra, majd a PCR
termékek tisztitasa Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit-tel tortént. A szekvenalashoz
szilkséges DNS-fragmens konyvtarak a NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep
Set-tel (New England Biolabs) késziiltek, lonTorrent Xpress vonalkéd DNS-adapterek (Life
Technologies) felhasznalasaval. A vonalkédot tartalmazé koényvtar DNS tisztitasa Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kit-tel tortént, majd a visszaoldott DNS-t 2 w/v %-0s agar6z gélen
futtattdk meg. A termékek 180-200 bp kdzotti szakasza ezutan a NEBNext® Fast DNA
Fragmentation & Library Prep Set PCR-rel kerllt felsokszorositasra. A koényvtar DNS
amplifikaciéja GeneAmp PCR System 9700 (Life Technologies) késziiléken tértént, kezdeti
denaturaciot (95°C, 30 masodperc) koveté 12 amplifikacios ciklussal (98°C 10 masodperc;
58°C 30 masodperc; 72°C 2 perc), majd lezarasként 72°C 5 perc inkubacioval. Az igy
keletkezett termékek Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit-tel lettek tisztitva. A
visszaoldott DNS koncentracioja ellenérzésre kerilt Qubit® 2.0 késziilékkel (Invitrogen). A
vonalkodolt DNS termékek klonalis amplifikaciéja egymast koévetd emulziés PCR-ekkel
tortént, paramagneses gyongyok felszinén. Az emulziés PCR OneTouch v1 készlléken, lon
OneTouchTM Template Kit-el (Life Technologies) készilt. A templatokat tartalmazé gydngy
az lon OneTouchTM ES pipettdzé robotjanak segitségével kerilt szétosztasra, majd az igy
el6készitett mintak szekvenalasat az lon Torrent szemikonduktor készulékkel végezték (lon

Personal Genome Machine®), 316-os illetve 318-as tipusu chipeken.
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VI1.8.Komputeres szekvencia elemzés

A Sanger-féle szekvenalas eredmeényeként visszakapott elektroforetogrammokat BioEdit
programmal olvastam be és ellenériztem (Hall, T.A. 1999). A kapott szekvenciak génekké
valo Osszeadllitasat, és homolog referenciakkal valéo egymashoz illesztését GeneDoc
programmal, valamint MULTALIN online szekvencia illeszt6 felhasznalasaval végeztem
(Corpet, F. 1988; Nicholas, K.B. et al. 1997).

Az lon Torrent szekvenalé készilék adta eredményeket a CLC Bio programmal

(http://www.clcbio.com/) dolgoztak fel. A kapott szekvencia darabokat (,read”) vagas utan

egy GenBank-bol szarmazoé referencia térzs szekvencigjahoz illesztették, az illesztés
kritériuma szerint a nt szekvencia atfedésnek a referencia térzzsel 20 nukleotidnal
nagyobbnak, a hasonlésagnak pedig 80%-nal nagyobbnak kellett lennie. A feldolgozas
eredménye minden gén szegmens esetében egy Osszefliggd nt szekvencia lett. Az
adatfeldolgozast Dr. Banyai Krisztian készitette.

A toérzsek génjeinek genotipizalasa a Rotavirus Klasszifikacios Munkacsoport ajanlasa

alapjan a RotaC v2.0 programmal késziilt (http://rotac.regatools.be/) (Maes, P. et al. 2009).

A filogenetikai elemzésekhez a referencia torzsekkel valo illesztést GeneDoc programmal
készitettem, majd az elemzést MEGAS5 programmal végeztem (Tamura, K. et al. 2011). A
szekvencidk kézzel torténd illesztése soran térekedtem a leginkdbb hasonlé -homoldg-
poziciok dsszerendezésére a szekvencidkba szurt rések (gap) segitségével. Az illesztés
soran figyelembe vettem a nukleinsav szekvencidk leolvasasi keretét, vagyis a kddolé cDNS
szakaszokat a réluk atirodo fehérjék aminosav sorrendje alapjan illesztettem.

A filogenetikai fa rekonstrukcidhoz alkalmazott szubsztiticiés modell kivalasztasat a
MEGAS programcsomag Find best DNA models elemzéjével valasztottam ki, mely Bayesian
informacids kritérium modszerén alapszik (Tamura, K. et al. 2011). Ennek soran az elemzé
program kiszamolja az 0Osszes felhasznalhaté szubsztitucios modellel a szekvencia
likelihoodjat (valészinlsége), melyek koézul azt a modellt valasztjuk, amelynél, ha tébb
paraméteres modellt hasznalunk, az mar szignifikansan nem noéveli a likelihood értékét.
Sokparaméteres nukleotid szubsztiticiés modelleket alkalmaztunk, mivel a nukleotidok
aranya a szekvenciakon belll és a torzsek kozoétt nem egyforma, ugyanis kicserélédésiik
nem azonos valoszinlséggel torténik. Minden torzsfa esetében megkerestem a
legoptimalisabb szubsztitucios modellt, ezért az alkalmazott modellek eltérnek az egyes fak
esetében (Ari, E. 2012; Yang, Z. et al. 2012). Az alkalmazott modellek a HKY: Hasegawa-
Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter voltak.
A nukleotidcserék sebessége nem azonos minden szekvencia pozicioban, ezért ezek

eloszlasat gamma-eloszlassal kdzelithetjik. A fa rekonstrukcidos modell jel6lésnél ezt jelenti a
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+G. Amennyiben a valtozatlan (invarians) nukleotid poziciok aranyanak becslése is
megtdrtént az +1 jeldléssel tlintettem fel.

A torzsfa készités soran a Maximum Likelihood (ML) modszert alkalmaztuk, mely egy
elkészitve és dsszehasonlitva keresi az alkalmazott kritériumok szerinti optimalisat. A modell
paraméterei a fa topoldgiaja, aghosszai és a szubsztituciés modell paraméterei. A likelihood
a szekvenciak megjelenésének valdszinlisége feltéve, hogy az adott szubsztituciés modellt
alkalmazzuk, adott paraméterekkel (nukleotid helyettesitési ratak, nukleotid tipusok
gyakorisaga stb.). A moédszer soran a program véletlenszer(i kezdeti paraméter-értékekkel
szamol likelihood értéket, ezt kdvetben kismértékben valtoztat a paramétereken és Ujra
szamolja a likelihood értéket. Ha mar nincs szignifikans ndvekedés a likelihood értékben,
akkor megkaptuk a szekvenciak alapjan Maximalis Likelihood értéki fat (Ari, E. 2012; Yang,
Z. etal 2012).

A karakter alapu filogenetikai médszereket el6szeretettel alkalmazzak a RNS virusok
vizsgalatara (Jenkins, G.M. et al. 2002), mivel az megbizhatobbnak bizonyult a tavolsag
alapu filogenetikai moddszereknél (pl. neighbour-joining moddszer), mert azokban a
szekvencia adatok tavolsagokka alakitasa informacié veszteséggel jarhat. A karakter alapu
filogenetikai modszerek koézul a Maximum Likelihood modszer alkalmaztuk, mivel
feltételeztik a nukleotid szubsztituciok sebességének valtozatossagat (ellenben a Maximalis
Parsziménia médszerrel), ugyanakkor kisebb szamitas igényli mdodszer, mint példaul a
Bayes statisztikai eljaras (Ari, E. 2012; Yang, Z. et al. 2012).

Az elkészilt filogenetikai fak megbizhatésagat Bootstrap elemzéssel ellendriztik. A
modszer visszatevéses, véletlen mintavételekkel bootstrap szekvenciakat allit el6 a vizsgalt
szekvencia készletbdl, majd ezekre a bootstrap szekvencidkra ugyanazzal a méddszerrel
(ML) és szubsztituciés modellel fakat tervez (bootstrap fak), kell6 nagy szamban, esetlinkben
500-szor. Ezutan statisztikat készit, hogy a végleges fa topoldgia milyen szazalékban
egyezik meg a bootstrap fakkal, ebbdl kovetkeztethetink a fa egyes againak
megbizhatésagara (Efron, B. 1992).

Az altalunk telies hosszaban meghatarozott RVA genomok referencia térzsek
genomjaval térténd dsszehasonlitasara és annak vizualizalasara az online elérheté mVISTA
programot alkalmaztam (Mayor, C. et al. 2000; Frazer, K.A. et al. 2004). A program szamara
a szegmentalt genomu RVA térzsek genomjat egyetlen konkatenalt szekvenciava fliztem
O0ssze. A vizsgalathoz a LAGAN algoritmust alkalmaztam (Brudno, M. et al. 2003). Az
mVISTA megjelenit§ modulja meghatdrozza a szekvencia parok kozotti szazalékos
azonossagot egy elére meghatarozott hosszusagu csuszo-ablak hasznalataval, és
folyamatos gorbeként jeleniti meg. A program azonositja és szirkére szinezi a megdorzddott

régiokat, amennyiben a szekvencia hasonlésaga 75%-os felett van.
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VIl. Eredmények

VII.1.A csoportu emlds rotavirusok

VII.1.1. L6 rotavirusok

Kutatécsoportunk 2011-ben részt vett egy nemzetk6zi kooperacidéban, amelynek célja 16
RVA torzsek teljes genom meghatarozasa volt. E gazdafaj A csoportu rotavirusanak teljes
genom szekvencigja akkor még nem allt rendelkezésinkre (Matthijnssens, J. et al. 2012a).
Végul hét 16 RVA torzs teljes genomja kerult meghatarozasra, melyb6l két torzs az
RVA/Horse-wt/IRL/04V2024/2004/G14P[12] és az RVA/Horse-
wt/IRL/03V04954/2003/G3P[12] meghatarozasat végeztem el (4. Tablazat). Az6ta szamos 16
RVA teljes genomot megszekvenaltak (Ma, Y. et al. 2015; Nemoto, M. et al. 2015), melyek
koézul néhanyat jelen elemezésbe is bevontam ezért a filogenetikai leszarmazasi fak egy

részét frissitettem a 2012-ben publikalt cikkiinkh6z képest.

4. Tablazat. Teljes hosszaban meghatarozott 16 RVA genomok genotipus 6sszetétele.
Az altalunk meghatarozott torzsek félkoverrel kiemeltek. A kilénbdz6 hattérszinek a jellemzé
genotipusokat jelolik.

RVA torzs neve VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5 Referencia
RVA/Horse-wt/IRL/04V2024

/2004/G14P[12] G14 P[12] 12 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E2 H7 (Matthijnssens, J.et. al. 2012)
RVA/Horse-wt/IRL/03V04954

/2003/G3P[12] G3 P[12]16 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E2 H7 (Matthijnssens,J. et.al. 2012)
RVA/Horse-wt/ARG/E30

/1993/G3P[12] G3 P[12] 16 R2 C2 M3 A10 N2 T3 EI12 H7 (Matthijnssens,J. et.al. 2012)
RVA/Horse-wt/ARG/E403

/2006/G14P[12] G14 P[12] 12 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E12 H7 (Matthijnssens, ). et. al. 2012)
RVA/Horse-wt/ARG/E4040

/2008/G14P[12] G14 P[12] 12 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E12 H7 (Matthijnssens, J. et. al. 2012)
RVA/Horse-wt/ZAF/EqRV-SA1

/2006/G14P[12] G14 P[12] 12 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E2 H7 (Matthijnssens, ). et. al.2012)
RVA/Horse-tc/USA/FI23

/1981/G14P[12] G14 P[12] 12 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E2 H7 (Ma, Y. et. al. 2015)
RVA/Horse-tc/USA/FI-14

/1981/G3P[12] G3 P[12] 16 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E2 H7 (Ma, Y. et. al. 2015)
RVA/Horse-tc/GBR/H-2

/1976/G3P[12] G3 P[12] 16 R2 C2 M3 A10 N2 T3 E2 H7  (Ma,Y. et. al. 2015)
RVA/Horse-tc/GBR/L338

/1991/G13P[18] GI13 P[18] 16 R9 C9 M6 A6 N9 T12 E14 H11l (Matthijnssens, ). et.al.2012)

A kooperacio altal feldolgozott 16 RVA torzsek, illetve néhany tovabbi 16 RVA teljes
genom Osszehasonlitasa alapjan elmondhato, hogy kozos jellemzéjuk a P[12]-R2-C2-M3-
A10-N2-T3-E7 genom Osszetétel (amely VP4-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP5
gének genotipusatt jeldli), mig a VP7, VP6 és NSP4 gének esetében két-két féle genotipus
fordul el6: G3/G14, 12/16 és E2/E12. Ez aldl kivételt képez az angol L338 16 RVA torzs,
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melynek minden génje egyedi genotipust hordoz, kivéve a VP6 gént (16). Megjegyezendd
egyezés tovabba, hogy a G3 torzsek VP6 genotipusa 12, mig a G14 térzsek VP6 genotipusa
16. Az angol H-2 térzs VP6 génje korabban 12-ként kerilt genotipizalasra (Ghosh, S. et al.
2012; Matthijnssens, J. et al. 2012a), ugyanakkor a legujabb elemzés szerint inkabb 16
genotipusu (Ma, Y. et al. 2015).

A két altalam vizsgalt torzs hasmenéses 16 egyedeken végzett passziv mintagyujtésbdl
szarmazott a 2000-es évekbdl (Collins, P.J. et al. 2008). Genom konstellaciojuk a kovetkezd
volt:

RVA/Horse-wt/IRL/04V2024/2004/G14P[12] (tovabbiakban RVA/Horse/04V2024)
G14-P[12]-12-R2-C2-M3-A10-N2-T3-E2-H7,
RVA/Horse-wt/IRL/03V04954/2003/G3P[12], (tovabbiakban RVA/Horse/03V04954)
G3-P[12]-16-R2-C2-M3-A10-N2-T3-E2-H7.

Annak ellenére, hogy mindkét torzset Irorszagban gydijtétték, koézel azonos idében
meglehetésen kulonboztek egymastél. Eltéré genotipussal rendelkeztek a VP7 és VP6
génjeikben.

Az RVA/Horse/04V2024 torzs G14 genotipusu volt, mely egy monofiletikus csoport a
VP7 genotipusok kdzoétt és csak 16 RVA torzsekben fordul el6 (8. abra). A legkdzelebbi
leszarmazasi kapcsolatot egy Dél-Afrikaban gydjtott 16 RVA térzzsel mutatott (RVA/Horse-
wt/ZAF/EQRV-SA1/2006/G14P[12]), a két gén kodzdtt a nt szekvencia hasonlésag 99,9% volt.
A tdrzs e gén szekvencidja alapjan Japanbdl, Ausztraliabol, és Németorszagbhdl szarmazo 16
RVA torzsekkel kerilt egy leszarmazasi agra, hatarozottan elkilonlilve mas, Japanbdl
szarmazo RVA torzsektdl (8. abra).

Az RVA/Horse/03V04954 torzs VP7 génje G3 genotipusu, mely genotipus 16 RVA
toérzsek mellett majom, kér6dz6 és human RVA térzsekben is eléfordul, ugyanakkor a
legtdbb 16 RVA torzs egy kilonalld, monofiletikus agat alkot e genotipuson belul (8. abra). Az
RVA/Horse/03V04954 tdrzs Argentindbdl szarmazd térzsekkel mutatta a legkdzelebbi
leszarmazasi kapcsolatot, melyekkel 99,8%-0s szekvencialis hasonlésagot mutatott (E30
99,8%, E405 99,8%, E394 99,8%, E379 99,8%, E384 99,8%) (8. abra). A térzs e gén
szekvencigja alapjan nagy-britanniai, ausztral, és németorszagi 16 RVA térzsekkel kerlt egy

leszarmazasi agra, hatarozottan elkulénilve a Japanbdl szarmazd RVA torzsektdl (8. abra).
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ARVA MHorse-wJPN/JE104/1997/G14P{12)
ARVA Horse-wi/ JPN/JES5/1997/G14P[12])
ARVA /Horse-wt/ JPN/JE103/1997/G14P[12]
ARVAMorse-tc/JPNIET7/1996/G14P([12)
ARV A/Horse-wVIPN/JE 113/1997/G 14P[12]
90§ ARV A/Horse-wJPN/IE 115/1997/G 14P[12)
100} ARV Altlorse-wyIPN/IE 116/1997/G 14P[12)
ARVAMorse-tce/JPNIE1/1996¢/G14P[X]
ARVAMHorse-1c/USA/F23/1981/G 14P[12]
100 ARVA/Horse tc/VEN/FR4/1992/G 14P(12]
ARV AMorse-tc/VEN/FR8/1992/G 14P[12]
ARVA /Horse-1c/GER/4702G 1/X XXX/G 14P[12]

ARVA Horse-xx/AUS/End 7/ X XX X/G14P[12]
ARV AHorse-xx/JPN/CH3/1987/G14P[12]
ARVAMHorse-wZAF/EqRV-SA1/2006/G14P[12]
100 - ARV A/Horse-wt/IRL/04V2024/2004/G14P[12] <4
73 | AR VA Horse-wt/ARG/E403/2006/G 14P[12]

80 | ARVA/Horse-wi/Arg/E401/2006/G14P[X]

ARVA Horse-wi/Arg/E398/2006/G14P [ X)

A RV A/Horse-wVARG/E404072008/G14P[12]
ARVA Horse-w Arg/E352/2004/G14P[X ]
ARVA/MHorse-w/Arg/E295/2000/G14P[12]
ARVA/MHorse-wV/ARG/E277/2000/G3P[X]

ARVAN Torse-wi/IND/ERVEB0/200X/G3P[X]

RV A/Human-tc/1TA/PA260-97/1997/G3P[3)
RV A/Simian-tc/USA/MRRV/1975/G3P(3)

ARV AHorse-wiIND/Erv 105/XX XX/G3P[X]

RV A/Human-tc/ISR/Ro1845/1985/G3P(3]

RV A/Human-wi/BEL/B4106/2000/G3P[14]
ARVA/Morse-tc/JPNHO-5/1982/G 3P[12]

l:: ARV AsHorse 4c/JPN/E75 1996/G3P[12]
ARV A/Horse-1¢/JPN/Nasuno/2001/G3P[12]

| ARV A/Horse-tc/JPN/IE 29/1996/G P[12)

99 - ARV A/Horse-1c/GE R/4698G 5/ XX XX/G3P[12]
ARVA MHorse-tc/GER/MTTSGI/X XX X/G3P[12]
ARV A/Horse - wUAUS/ERV 316/199X/G3P[12)
ARV AHorse-tc/GER/4766G3/ XXX X/G3P[12]
ARV AMHorse-tc/GER/4616G 11/ XXX X/G3P{12]

ARV AMHorse-1c/GBR/MH-2 1976/G3P[12]
A RV A’Horse -wVIRL/03 V04954/2003/G3P(12) 4
ARV A/Horse -wUARG/E405/2006/G3P[X]
ARV A/Horse -wi/A RG/E 394/2006/G 3P[X]
ARVAMHorse-w/ARG/E30/1993/G3P{12]
ARV A/Horse-wUARG/E379/2004/G3P[X]
ARV AMorse-wtARG/E384/2004/G3P[12]

87

91

100 L

RV A/Human-c/JPN/AU-1/1982G3P3{9]

RV A/Human-tc/USA/CC425/1997/G3P3(9]

RV A/Simian-1c/ZAF/SA11-H9&/ 1958/G3P5B( 2]

A RVA/Horse-1c/GBR/A338/1991/G13P{ 18]

—RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G 12P{9]

100 L—R VA /Human-wt/BGD/RV176/2000/G 1 2P[6]

RV A/Human-t¢/USA/DS-1/1976/G2P 1B[4]
ARVAHorse-wi/IND/Erv99/XX XX/G6P[X]

RVA/Human-tc/USA/Se 584/ 1998/G 6P[9]

RVA/Goat-tc/BG DAG O34/1999/G6P[ 1)

RVA/Cow-wi/ARG/B383/1998/G15P[11] -
R VA/Shee p-t CHN/Lamb-NT/X XXX/G 10P[15]

100

o7y

RVA/Human-wi'COD/DRCB8/2003 G3P[8)

RVA/Human-wirHUN/BP 106 2/2004/G 8P 14]
——RVA/Human-tc/KEN/B12/1987/GEP{1]

0.05 nt subst./nt

RVA/Rhesus4c/USA/TUCH/2002 G3P(24] J
ARVA MHorse-tc/GBR/H I/1975/G SP(7] AGs

Gl4

G3

100 |_ER VA/Guanaco-wt/ARG/Chubut/1999% G8P[{ 14]
99 =R VA/Guanaco-wt/ARG/Rio Negro/ 1998/G8P[1] A

8. abra. L6 RVA VPT7 filogenetikai fa. Valogatott RVA térzsek VP7 génjének ORF nukleotid
szekvencidja alapjan készult filogenetikai fa. A genotipusok jelélése a jobb oldalon talalhaté.
Az eredeti abra Matthijnssens et al., 2012 cikkébdl, melyen kék nyilak jeldlik az altalunk
feldolgozott |16 RVA térzseket (Matthijnssens, J. et al. 2012a). A teli haromszdgek a cikkben
feldolgozott térzseket, mig az tres haromszdgek a tovabbi 16 RVA térzseket jeldlik.
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A VP6 génjeik esetében az RVA/Horse/04V2024 térzs, a tébbi G14 16 RVA tdrzsre
jellemzéen 12 genotipusu, mely genotipus tdbb mas gazdafaj RVA torzsére is jellemzd,
példaul human, kérédz8, sertés stb. Az 12 genotipuson belll a legtébb 16 RVA 6nallo,
monofiletikus agat alkot, ezen bellil az RVA/Horse/04V2024 térzs a dél-afrikai Eq-RV-SAL
torzzsel alkot koz6s leszarmazasi agat (RVA/Horse-wt/ZAF/EqQRV-SA1/2006/G14P[12]), a
szekvencidlis hasonlésag a két torzs kdézott 99,9%. Genotipuson belll kilénallé agat
alkotnak, elkilonilve az Argentinabdl szarmazé 16 RVA toérzsektél (9. abra). Az
RVA/Horse/03V04954 torzs, a tdobbi G3 tdrzshéz hasonléan 16 genotipusu, kdzds
leszarmazasi vonalat alkot az Argentinabol szarmazé E30 torzzsel (RVA/Horse-
Wt/ARG/E30/1993/G3P[12]), mellyel a nt szekvencia hasonlésaga 99,9%. Tovabba kozos
agon szerepel tovabbi Argentinabdl, Japanbdl, USA-bdl szarmazod térzsekkel, mely ag

teljesen elkulondl az L338 toérzs alkotta agtol (9. abra).

g7 — RVA/Horse-xx X000 OHA0COIGXP]
87 RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P3]
RVA/Horse-tc/JPN/R-22/1984/G10P[11]
RVA/Human-wt/HUN/B P1062/2004/GBP[14]
RVA/Guanaco-wt/ARG/Chubut/ 1989/GBP[14]
53 RVA/Guanaco-wi/ARG/Rio Negro/1998/G8P[1]
RVA/Goat-tc/BGD/GO34/1999/GEP[1]
RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B[2] 12
es RVA/Cow-wt/ARG/B383/1998/G15P[11]
RVA/Human-te/USA/DS-1/1976/G2P1B4]
g7 - RVA/Horse-wt/ARG/E403/2006/G14P[12]
L RVA/Horse-wt/ARG/E4040/2008/G14P[12]
100 RVA/Horse-tc/USA/FIZ3/1981/G14P[12]
@r_[ RVA/Horse-wtiZAF/EQRV-SA1/2006/G14P[12]
1001 @ RVA/Horse-wtIRL/04V2024/2004/G14P[12] —
RVA/Sheep-tc/CHN/Lamb-NT 0000 G 10P[15] : l 10
RVA/Horse-tc/GBR/H1/1975/G5P[7] J s
RVA/Horse-1c/GBR/L338/1991/G13P[18]
a9 r RVA/Horse-tc/USAMHIZE1981/G14P[12]
100 RV A/Horse-xx/JPN/R-3/X0004GXP K]
0 — RVA/MHorse wi/ARG/E30/1993/G3P[12] 16
@ RVA/Horse -wt/IRL/O3VO04954/2003/G3P[12]
RVA/Horse tc/USAIFI-14/1981/G3P[12]
RVA/Hors e-xx/JPN/R-1 370000 GXPLX]
52 | RvA/Horse-te/JPN/HO-5/1982/G3P[12]
RVA/Horse-tc/GBR/H-2/1976/G3P[12]

52

98

01

9. abra. L6 RVA VPé6 filogenetikai fa. \Valogatott RVA torzsek VP6 génjének ORF nukleotid
szekvencidja alapjan késziilt filogenetikai fa rekonstrukcid, mely maximum likelihood
maodszerrel készilt, Tamura-Nei szubsztitucios modellel (TN93+Gl), 500-szoros bootstrap
lefedettséggel. A referencia torzsek Ma és mtsai, 2015 munkaja alapjan kerultek
bevalogatasra (Ma, Y. et al. 2015).

Az azonos genotipusu gének esetében is megfigyelhetd, hogy a két irorszagi térzs

eltér6 leszarmazasi agakra helyez6dott. A VP4 gén esetében mindkét torzs P[12]
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genotipusu, mely egy eddig kizarélag 16 RVA toérzsekben eléforduld genotipus. A
monofiletikus agon belul a két irorszagi torzs két kulon leszarmazasi vonalon helyezkedik el,
az RVA/Horse/03V04954 térzs Japan és észak amerikai eredeti torzsekkel klaszterez6dott,
mig az RVA/Horse/04V2024 térzs Argentinabdl szarmazé torzsekkel alkot monofiletikus
leszarmazasi agat, és a legnagyobb hasonlésagot a dél-afrikai Eq-RV-SA1 térzzsel mutat
(10. abra).

ARVAMorse-ic/JIPNJIE75/1994G3P[12]
99+ ARVAMarse-tc/ JPNHO-5/1982/G 3P[12)
ARVAHorse-wt/IRLAO3V04954/2003/G3P[12] —
100 [ ARVA/Horse 1c¢/USAFI23/1981/G14P[12]
ARV AHorse-1c/USA/FI-14/1981/G3P(12]
ARVAAorse-tc/ JPNIE77/1996/G14P[12]
ARV AMorse-xx/JPN/CH3/1987/G 14P[12] P12)
100 | 100 l— ARV A/Horse-tc/GBR/H-2/1976/G 3P 12]
100 1 ARV A/t lorse-wUZAF/EQRV-SA 1/2006/G14P(12]
AR VA MHorse-wVIRL/04V 2024/2004/G 14P[12]
100| ~ARVA/torse-wt/ARG/E30/1993/G3P(12]
100 L ARV A/Horse w/ARG/E403/2006/G 14P([12]

2 100 L ARV A/Horse-wVARG/E4040/2008/G14P[12] i
o1 RVA/Rhesis-1c/US A/TUCH2002/G 3P[24) Jei24)
RVA/Sheep-t/CHN/ALamb-NT/XXXX/G10P(15]  JP1S]
RVA/Human-tc/ISR/Ro 1 845/1985/G 3P(3]
o RVA/Human-tc1TA/PA260-97/1997/G3P[3] P13]
o8 RVASimian-tc/USARRV/1975/G3P[3] -
RVA/Simian-1c/ZAF/SAL1-H96/1958/G3P5B[2] Ar12)
RV AfHorse 4+c/GBRA /1975 GSP[7] TJen
ARVAMHorse-tc/GBR/L338/1991/G13P[ 18] !
RV A/Goat-tc/BGD/GO 34 1999/G6P(1] 3
RVAHuman-1c¢/KEN/B12/1987/G8P[1] 1)
92 RVA/Guanaco-wt/ARG/Rio Negro/ 1998/G8P{1] |
RVA/Human-wVBGD/RV176/2000/GI12P[6]  ¥6]
L:RVNIIumm-wl!COD.-’DRCSSQUﬂS!GSP{S] Jrs)
100 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P 1 B[4) ; P4]
100 VAHuman-1c/USA/Se584 1998/G6P[9]
AI:I_—RRVM [uman-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9] 9]
RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G12P{9] o
100 RVA/Human-wt/BEL/B4106/2000/G3P[14]
WI_::‘IIMM—“NRJNBPI%MU{HMSP[N] P(14)
ks V A/Guanaco-wUARG/Chubut/1999/G8P{14] _
RVYA/Cow-wt/ARG/B383/1998/G15P[11] : PI1)
L |
0.05 nt subst./nt

10. abra. L6 RVA VP4 filogenetikai fa. Valogatott RVA térzsek VP4 génjének ORF
nukleotid szekvenciaja alapjan készllt filogenetikai fa. A genotipusok jel6lése a jobb oldalon
talalhatd. Az eredeti abra Matthijnssens és mtsai, 2012-es cikkébdl szarmazik, melyen kék
nyilak jel6lik az altalunk feldolgozott |16 RVA térzseket (Matthijnssens, J. et al. 2012a). A teli
haromszogek a cikkben feldolgozott térzseket, mig az tres haromszogek tovabbi 16 RVA
torzseket jeldlnek.

A VP1-, VP2-, VP3 kodol6 gének esetében mindkét térzs az R2, C2 és M3 genotipusba
tartozott, és a VP4 génhez hasonldéan az RVA/Horse/04V2024 torzs a dél-afrikai Eq-RV-SA1
torzzsel alkot kOzOs leszarmazasi agat, mig az RVA/Horse/03V04954 torzs mindharom

esetben egyedilallé leszarmazasi agon szerepel. Ezen génekre adott genotipus mas
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gazdafaj eredetl RVA torzsekre is fellelhetd, ugyanakkor a 16 RVA tdrzsek mindig gén
esetében monofiletikusan elkulonulé agat alkotnak (1. Fuggelék abra A-C).

Az NSP1-, NSP2-, NSP3-, NSP4- és NSP5-gént kodold szegmensek esetében a két
torzs az A10, N2, T3, E2 és H7 genotipusba tartozott. Az A10 genotipus eddig csak 16 RVA
térzsekben fordult eld, kdztlik az RVA/Horse/04V2024 t6rzs a dél-afrikai Eq-RV-SA1 torzzsel
alkot k6z0s leszarmazasi agat, mig az RVA/Horse/03V04954 torzs kilonallé leszarmazasi
agon szerepel (1. Fuggelék abra D). Az N2 és T3 genotipusi NSP2 és NSP3 gének
leszarmazasi fajan az RVA/Horse/04V2024 torzs a dél-afrikai EQ-RV-SA1 torzzsel alkot
k6z6s, elkllénild leszarmazasi vonalat, mig az RVA/Horse/03V04954 tdrzs kulénalld
leszarmazasi agon szerepel egy Japanban (HO-5), egy Nagy-Britanniaban (H2) és egy USA-
ban izolalt térzzsel (FI-14) (1. Fuggelék abra E, F). Az NSP4 gén filogenetikai fajan a két
torzs az E2 genotipusban k6zés monofiletikus agat alkot, melyen csak a dél-afrikai Eq-RV-
SA1 torzs szerepel még, a harom toérzs kozotti szekvencialis hasonlésag 99,9%. Az NSP4
gén esetében kétféle genotipus ismert a 16 RVA toérzsek kozt, az E2 és az ez idaig csak
Argentinabdl szarmazo RVA térzsekbdl kimutatott E12 genotipus (1. Flggelék abra G). Az
NSP5 gén filogenetikai fajan a H7 genotipust eddig csak lovak rotavirusaiban talaltadk meg, a
genotipuson belll az RVA/Horse/04V2024 térzs a dél-afrikai Eq-RV-SA1 térzzsel alkot
k6z6s leszarmazasi agat, mig az RVA/Horse/03V04954 térzs kulonallé leszarmazasi agon
szerepel (1. Figgelék abra H).

A filogenetikai elemzés alapjan megallapithatd, hogy a két, irorszagbdl szarmazé 16 RVA
torzs kulon leszarmazasi vonalat képvisel. Az RVA/Horse/04V2024 térzs egy Dél-Afrikabol
szarmazo 16 RVA torzzsel (RVA/Horse-wt/ZAF/EqQRV-SA1/2006/G14P[12]) alkotja az egyik
leszarmazasi vonalat. A két torzs kozotti magas nt szekvencia hasonlésag alapjan (99,2-
99,8%) feltételezheté a kozds eredet, a nagy foldrajzi tavolsag ellenére. Az
RVA/Horse/03V04954 térzs NSP4 génje jelentds hasonlésagot mutat ezzel a leszarmazasi
vonallal, igy a k6zds eredet, vagy reasszortacio itt is feltételezhetd. A tovabbi génjeit tekintve
az RVA/Horse/03V04954 torzs egyedi leszarmazasi vonalat alkot, legkdzelebbi kdzds
eredetet a G3 és 16 genotipusok esetében az Argentinabdl szarmazé E30 tdérzzsel, mig
P[12], N2 és T3 genotipusok esetében egy Japanban (HO-5), egy Nagy-Britannidban (H2)
és egy USA-ban izolalt tdrzzsel (FI-14) mutatott (Matthijnssens, J. et al. 2012a; Ma, Y. et al.
2015).
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VII.1.2. Teve rotavirus

Kuvaitban, 2010-ben végzett felmérd vizsgalat a tevék 7,3%-os rotavirus pozitivitasat
mutatta ki (109 mintabol 8 RVA pozitiv). A nyolc mintabdl 6t minta hasmenéses, 4
hénaposnal fiatalabb teve csikdkbol, mig harom minta tinetmentes, 3 éves tevékbdl
szarmazott, mely mintdkbdl RT-PCR mdédszerrel mutattak ki az RVA pozitivitast. Az 6t
hasmenéses tevébdl szarmazo bélsar minta kozul egy minta vizsgalatat végezte el laborunk.
A mintabol az RVA/Camel-wt/KUW/s21/2010/G10P[15] A tipusu rotavirus torzs Kkertilt
kimutatasra (GenBank-i szam: JX968468-JX968472), tovabbiakban RVA/Camel/s21. A
genom meghatarozashoz tervezett primerek listajat a 1. Flggelék tablazat tartalmazza. A
genomszekvenalas soran 6t strukturalis gén (VP1, VP2, VP4, VP6, VP7) és négy nem-
strukturalis gén (NSP2, NSP3, NSP4, NSP5) részleges szekvenciaja kerllt meghatarozasra.
A bélsar minta kis mennyisége nem tette lehetévé tovabbi genomialis dsRNS kivonasat és
tovabbi vizsgalatat. Ennek ellenére a kapott részleges szekvenciak, korabbi irodalmi
adatokra alapozva elegendd hosszusagunak bizonyultak a genotipus megbizhatd
meghatarozasahoz, tobbek kdzott, a RotaC program segitségével (Esona, M.D. et al. 2009;
Esona, M.D. et al. 2010). A 5. Tablazat tartalmazza a meghatarozott génszakaszok fébb

jellemzéit.

5. Tablazat. Az RVA/Camel-wt/KUW/s21/2010/G10P[15] torzs genomjanak
szekvenalasaval nyert adatok dsszefoglaléja.

RVA/Camel-wt/KUW/s21/2010/G10P[15]

Gén Hossz Genotipus Hasonlésag Referencia torzs

VP1 401bp R1 89% RVA/Human-tc/lUSA/Wa/1974/G1P1A[8]
VP2  199bp C2 96% RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
VP4  800bp P[15] 87% RVA/Sheep-tc/CHN/Lamb-NT/XXX/G10P[15]
VP6  382bp 11 81% RVA/Human-tc/lUSA/Wa/1974/G1P1A[8]
VP7 981bp G10 82% RVA/Human-tc/GBR/A64/1987/G10P11[14]
NSP2 990bp N2 97% RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
NSP3 402bp T6 94% RVA/Cow-tc/USA/WC3/1980/G6P[5]
NSP4 710bp E1l-14 44,2-71,9% ref. térzsek innen (Matthijnssens, J. et al.
2011a)
NSP5 510bp H3 97% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P[3]

Vizsgalataink idején (2010-2012) még csupan egy teve rotavirus térzs részleges genom
szekvencidja allt rendelkezéslinkre, egy egyiptomi teve eredetli RVA felszini VP7 génjének

részleges szekvenciaja, igy az 6sszehasonlité elemzéseinkhez sertés és human rotavirus
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torzseket alkalmaztunk referenciaként (11. abra) (Papp, H. et al. 2012). 2014-ben K. C. Jere
és mtsai. sikeresen meghataroztak egy dél-afrikai teve eredetli rotavirus t6érzs részleges
genomjat (RVA/Camel-wt/SDN/MRC-DPRU447/2002/G8P[11]) (Jere, K.C. et al. 2014), igy
dolgozatomban mar moédomban allt az 0j teve RVA torzzsel valé 0Osszehasonlito
leszarmazasi kapcsolat vizsgalta is.

99 RVA/Human-wt/ZAF/3133WC/2009/G12P[4]
| [ RVA/Human-wt/BGD/Dhaka12/2003/G12P[6]
RVA/Human-tc/KOR/CAU09-376/2009/GIP[8]
| |L7 RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P [8]
331 9r RVA/Human-tc/BGD/MMC71/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Dhaka6/2001/G1 1P[25]
RVA/Human-wt/ZAF/2371WC/2008/G9P[8]

65 [ RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]
100 RVA/Human-tc/JPN/Hoso kawa/198 3/ G4P[8]

100

, RVA/Pig-xx/CHN/NMTL/2008/GOP[23]
85l RVA/Pig-tc/IND/RU172/2002/G12P[7]
RVA/Camel-wt/KUW/s21/2010/G10P[15] <(
. RVA/Human-tc/JPN/YO/1977/G 3P[8]
RVA/Human-wt/NPL/KTM368/20 04/G11P[25]
RVA/Pig-tc/KOR/PRG912 1/200 6/GOP[7]
s RVA/Pig-tc/KOR/PRG942/2006/GIP[23]

— 00| RVA/Pig-tc/KOR/PRG921/2006/G9P[23]

64— RVA/Pig-tc/KOR/PRG9235/2006/GIP[23]

Kiilcsoport

71

7

0.02

11. abra. Teve RVA részleges genom alapu filogenetikai fa. Filogenetikai elemzése az
RVA/Camel/s21 térzs 5 strukturalis és a 4 nem-strukturalis génjének részleteibdl
Osszeillesztett szekvencianak. Az RVA/Camel/s21 térzset kék nyil jeldli. Eredeti abra (Papp,
H. et al. 2012), médositva.

A filogenetikai elemzés soran a strukturalis gének féként juh, szarvasmarha, sertés és
human eredetl torzsekkel alkottak egy leszarmazasi csoportot (2. Fuggelék abra). A
G10P[15] felszini antigén kombinaciot korabban is kimutattak térok, indiai szarvasmarha és
kinai juh rotavirus torzsek esetében, am az RVA/Camel/s21 térzs genetikailag kalénb6zének
bizonyult ezektél a térzsektdl. Sé6t az Egyiptombdl és Kuvaitbdl szarmazé G10 genotipusu
teve torzsekkel sem mutatott kuldondsebben szoros filogenetikai kapcsolatot (2. Flggelék
abra A). A P[15] genotipust ez idaig csak kiskér6dz6kbél, juh, és kecske RVA torzsekbdl
kerult kimutatdsra, melyektél az RVA/Camel/s21 torzs elkulonuld agon helyezkedik el (2.
Flggelék abra B) (Papp, H. et al. 2014a).

A strukturalis gének egy részében az RVA/Camel/s21 térzs kilénb6zé genotipusinak
bizonyult az RVA/Camel-wt/SDN/MRC-DPRU447/2002/G8P[11] tbrzshdéz képest, a

filogenetikai fakon a két torzs elklonllé kladba tagozodott.
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A VP1 gén R1 genotipus csoportba tartozott, melyben human, és sertés eredeti torzsek
is megtalalhatok. Ugyanakkor az RVA/Camel/s21 térzs a genotipuson belll egyedi, hosszu
leszarmazasi aggal élesen elkllonult a tébbi térzstdl (2. Fuggelék abra C). A VP6 gén
genotipusat tekintve 11-es tipus, ami figyelemre méltd, ugyanis szinte csak human eredeti
RVA torzsekre jellemzd, mig a kér6dzd RVA torzsekben inkabb az 12-es genotipus fordul el
(2. Fuggelék abra E).

A VP2 gén, ellentétben a tébbi génnel, mindkét teve RVA tdrzsnél azonos, R2-es
genotipusu volt, de a filogenetikai elemzés alapjan e gének nem alkottak k6zos kladot (2.
Flggelék abra D.). Az RVA/Camel/s21 torzs f6ként human és kérddzé térzsekkel szerepel
k6z6s agon, mig a dél-afrikai teve térzs 16 torzsekkel mutat kdzelebbi leszarmazast (2.
Flggelék abra D.).

A nem-strukturalis gének filogenetikai vizsgalata sordan az RVA/Camel/s21 térzs génjei
kildnb6zd kérédzd eredetli és human rotavirus térzsekkel alkottak kézos leszarmazasi agat
(2. Flggelék abra. F-H.). Ezen gének esetében az altalunk vizsgalt teve RVA torzs az
RVA/Camel-wt/SDN/MRC-DPRU447/2002/G8P[11]  térzzsel = azonos  genotipusokkal
rendelkezett, ugyanakkor egyik gén elemzése soran sem alkotott a két térzs kdzdos
leszarmazasi 4gat (2. Fliggelék abra. F-H.).

Az altalunk tanulmanyozott teve RVA toérzs esetében az NSP4 gén szekvencigja tovabbi
érdekességet tartogatott, mivel nukleinsav hasonlésaga az eddig mar meghatarozott 14 féle
E genotipus barmelyikéhez viszonyitva alatta maradt a 80 %-os genotipus besorolasi
hatarértéknek (44,2-71,9%). igy a Rotavirus Klasszifikaciés Munkacsoport hozzajarulasaval
egy uj, E15 elnevezésil genotipus kerllt bevezetésre, melynek az RVA/Camel/s21 torzs lett
a referencia toérzse (Papp, H. et al. 2012). A filogenetikai elemzés soran az RVA/Camel/s21
térzs NSP4 génje mas eml6s rotavirusok NSP4 génjével tlint k6zos eredetiinek, ugyanakkor
nagymértékben eltért télik, ezt mutatja tdbbi emlés RVA NSP4 géntél hosszu leszarmazasi

aggal valé elkilondlés is a filogenetikai fan (12. abra).

51



113
3
014
1
3
EE|

e

€1
93
63
83
13

(4%

[£]

613

\nnAnaAeE nnn nnf

I

Al

[LHdLoB6H AL YA — &
:Ee%ms_.oq_ﬁzn_ﬁ.,_sm_n_zaU %

(016197200216 92000AZ0NFA/HUKIMAY —

[31dE1166118ES A FOSIHVAY %

(941919000728 QL IVSNIOSTOWAAY
(4 JdE9/0002/90 BN IB/M+ LRLIAHAAY —
(E1dEOrZaBL1 YN ARk UEWNHAYAY ~ B

Ik lcBomiozssLomuymema R — |
A e ey ] L
(8141972002 8TN/IaD 8- LBUIRH Y AY
[12)dz9/0002 rE0 OMHLMBIdNAY
(1145919161 1-ddHBEIRHMIDNAY
(Bld 1O L6LBAMNSTIAHIBWIH Y AY
(71896661 ANOMU S - OOBUENIAFAY
(11151918861 15BEG/ VMO AY
(114858661 f0/faN-OR /Y ¥ P-02RUBND AN
(611 d0M0I0ZHUNHO M-EODNAN
lGH a0k ka8 ATINHO I oaUg A |
(6410197002 /LN-QWe YNHO -3 AY
[Gld9%iEB1MNESHMODNAY 18
(11d99/086H/CE0ABNIAHHOINAY
[1}d99/6661/204 091098 EODVAY
(15588617 09/ID EIHEODVAY
(1182002 9BAINIMMODAY
(1181 dZ0/3L61/1-S QRSN FUBLNHAAY
(11489002 Z0MAQ/S T 0B0US AY
(11108920021 L Q- NINOS AtRLUED Y AY
(SH1d0LD0L0LIISIMHAM | BWEIVAY @

12. abra. Teve RVA NSP4 filogenetikai fa. Az RVA/Camel/s21 tdrzs (félkdvérrel kiemelve)
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és néhany kér6dz6 eredetll RVA torzzsel. A filogenetikai fa maximum likelihood médszerrel
készult, Hasegawa-Kishino-Yano szubsztituciés modellel (HKY+Gl), 500-szoros bootstrap

lefedettséggel.
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VII.1.3. Kutya rotavirus

Kutatécsoportunk 2012-ben menhelyi kutyak korében végzett enteralis virusok
kimutatasat célzé vizsgalatot, melynek soran kerllt begyUjtésre tobbek kdzott egy klinikailag
tunetmentes, harom hetes kutyakolyok bélsar mintaja. A mintaban a metagenomikai
vizsgalat soran RVA tipusu szekvenciak kerlltek kimutatdsra, majd a hianyz6 genom
szekvencidk tovabbi Uj generacidés és klasszikus szekvendalasi moddszerekkel kerultek
meghatarozasra (Papp, H. et al. 2015). Az RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3] torzs teljes
genomja 18,524 bp hosszisagu (GenBank-i azonosité szama: KJ875791-KJ875801), a
vizsgalt gének fébb tulajdonsagait az alabbi tablazat foglalja 6ssze (6. Tablazat.). A torzs

nevét a tovabbiakban RVA/Dog/135 roviditéssel alkamazom.

6. Tablazat. Az RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3] térzs genom genotipus
konstellacioja és nukleinsav szekvencia hasonlésaga a genotipus referencia
torzséhez.

RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]

Gén Hossz Genotipus  Hasonlésag Referencia torzs

VP1 3302bp R3 93,9% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

VP2 2078bp C3 92,7% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

VP3 2591bp M3 88,4% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

VP4 2362bp P[3] 85,3% RVA/Dog-tc/AUS/K9/1981/G3P[3]

VP6 1356bp 13 85,9% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

VP7 1062bp G3 81,5% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]
NSP1  1599bp Al15 98,8% RVA/Human-tc/ITA/IPA260-97/1997/G3P[3]
NSP2 1059bp N2 84,3% RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
NSP3 1068bp T3 81,8% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]
NSP4 750bp E3 92,8% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]
NSP5 667bp H3 81,8% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

Az RVA/Dog/135 torzs teljes genomjanak 6sszehasonlitasat kilenc G3P[3] RVA torzzsel
az mVISTA program segitségével végeztik el, melyhez négy kutya RVA (CRV-K9, CRV-CU-
1, CRV-RV198, és CRV-RV52), harom atipusos human (HRV-PA260-97, HRV-R01845, és
HRV-HVR3A), két tipikus human referencia térzs (HRV-Wa, HRV-AU-1), két macska (FRV-
Cat2, FRV-Cat97), valamint egy majom térzs (SRV-RRV) konkatenalt (6sszeflizott)

szekvencigjat allitottuk 6ssze (13. abra).
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Osszehasonlitas alap genomja: RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]

> > > > > >
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Torzs VP7 VP4 VP6 VPl VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA/Dog-tc/HUN/135/201x/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C3 M3 Al15 N2 T3 E3 H6
RVA/Human-tc/ITA/PA260-97/1997/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C3 M3 A15 N2 T3 E3 H6
RVA/Dog-ct/AUS/K9/1981/G3P][3] G3 P[3] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6
RVA/Dog-tc/USA/A79-10/1979/G3P[3] G3 P@B] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 Hé
RVA/Dog-tc/USA/CU-1/1982/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6
RVA/Dog-tc/ITA/RV198-95/1995/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 Hé
RVA/Dog-tc/ITA/RV52-96/1996/G3P[3] G3 P[3] I3 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6

RVA/Human-tc/ISR/R01845/1985/G3P[3] G3 P[3] 13 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6
RVA/Human-tc/USA/HCR3A/1984/G3P[3] G3 P[3] 13 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 H6

RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3] G3 P[3 13 R3 C2 M3 A9 N2 T3 E3 Hé
RVA/Cat-tc/AUS/Cat2/1984/G3P[9] G3 P9 I3 R3 C2 M3 A3 NI T6 E3 H3
RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9)] G3 POl I3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H3
RVA/Simian-tc/lUSA/RRV/1975/G3P[3] G3 P[B 2 R2 C3 M3 A9 N2 T3 E3 H6

RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P1A[8] Gl P[8] 11 R1 C1 M1 Al15 N1 T1 El H1

13. abra. RVA/Dog/135 kutya RVA torzs teljes genom dsszehasonlitasa. A torzs teljes,
Osszeillesztett genom 6sszehasonlitasa azonos, részlegesen azonos, illetve eltéré genom
Osszetétell referencia RVA torzsekkel kutya (CRV), macska (FRV), human (HRV), majom
(SiRV) gazdafajokbdl, mely mVISTA programmal késziilt. A térzsnevek roviditése a bal
oldalon talalhaté. A nt szekvencia hasonlésagot az y-tengely mutatja, a sziirke arnyékolas a
szekvencia konzervaltsagat jeldli. A szurke nyilak a gének hatarait jeldlik az 6sszeflizott
genomban. A szazalékos értékek a jobb oldalon a teljes genomok nt szekvencia
hasonldsagat mutatja a referencia térzsek és az RVA/Dog/135 torzs kdzott. A tablazat a
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Az mVISTA programmal generalt 6sszehasonlité abran jol latszik, hogy a kutya
RVA/Dog/135 torzs, a teljes genomot tekintve a legnagyobb hasonlésagot egy olaszorszagi
human RVA toérzzsel mutatta (RVA/Human-tc/ITA/PA260-97/1997/G3P[3]9), a két genom nt
szekvencia hasonlésaga 98,9%. A két torzs génenkénti 6sszehasonlitasakor a nt szekvencia
hasonlésag minden gén esetében 98%-nal nagyobbnak bizonyult (98,3-99,2%nt és 98,1-
100% as szinten) (3. Fuggelék tablazat). Az azonos genotipusu gének Osszehasonlitasa
soran a vizsgalt toérzs az egyéb kutya, macska illetve human térzsekkel csak korlatozott
mértéki hasonlésagot mutatott, a VP2 és NSP1 gén esetében pedig t6lik eltérd
genotipusunak bizonyult.

A 11 gén kulénallé filogenetikai elemzése hasonld tendenciat mutatott (3. Flggelék
abra). Az antigenitasban szerepet jatszd gének (VP4, VP6 és VP7) esetében az
RVA/Dog/135 toérzs az olasz RVA/Human/PA260-97 torzzsel (nt hasonlésag 98,5-98,8%),
valamint két olaszorszagi kutya térzzsel (RV198, RV52) alkotott egy leszarmazasi vonalat (nt
hasonlosag 93,1-98,7% és 94,6-99,1%) (Fuggelék abra. D-F és 3. Flggelék tablazat). A
tobbi strukturalis gén (VP1, VP2, VP3) esetében a RVA/Human/PA260-97 torzs mellett (nt
hasonlésag 991,-99,5%), a 3-as genotipus referencia térzsnek szamité RVA/Human/AU-1,
valamint majom eredetli RVA térzsekkel (TUCH, RRV) alkotott k6z6s leszarmazasi agat (3.
Flggelék abra A-C és 3. Fliggelék tablazat).

Az RVA/Dog/135 torzs nem-strukturalis génjeinek filogenetikai elemzése tovabb
erfsitette az olasz RVA/Human/PA260-97 tdrzzsel vald szoros genetikai kapcsolat (nt
hasonlésag 98,3-99,0%). Kilon kiemelendd, hogy az NSP1 gén, mely mindkét térzsben A15
genotipusunak bizonyult. Ezen genotipus referencia térzse az RVA/Human/PA260-97,
esetlinkben, az RVA/Dog/135 torzsben, masodik alkalommal kerllt kimutatasra (nt
hasonlésag 98,8%) (3. Flggelék abra G és 3. Flggelék tablazat). A magyarorszagi kutya
RVA tbrzs tovabbi nem-strukturalis génjeinek leszarmazasi kapcsolatai kdzott olaszorszagi

kutya, macska, human és majom RVA térzsek is szerepelnek (Fuliggelék abra H-K).
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VII.2.A csoporti madar rotavirusok

A madar rotavirusokrdl szamottevéen kevesebb epidemioldgiai és genetikai adattal
rendelkeziink, mint az emlds rotavirusokrél. A dolgozat elkészlltéig tiz telies madar RVA
genom volt érhetb el a GenBank-ban, melyek galamb, facan, hazityuk, pulyka és sarkvidéki
réce gazdafajokbdl szarmaztak. A teljes genomok mellett a fébb antigének (VP7, VP4, VP6)
és egy koroki szereplinek tekintett gén (NSP4) esetében érhetéek még el tovabbi
szekvenciak. A kisszamu nt szekvencia adat ellenére az eddig ismert madar rotavirusok
jelentds genetikai valtozatossagot mutatnak. A jelenleg ismert 6sszes RVA G és P-
genotipusbdl (35 féle G, 50 féle P) 8 G-tipust (G7, G17, G18, G19, G22, G23, G28) és 7 P-
tipust (P[17], P[30], P[31], P[35], P[37], P[38]; P[39]) madarakbdl irtak le. A genom egyéb
génjei esetében a tapasztalt valtozatossag szamottevéen kisebb. Genom dsszetétel alapjan
két f6 konstellacié allapithatdé meg: az RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30]
torzsé, a masik 0sszetétel tipust facan, pulyka térzsek, valamint egy galamb torzs képviseli
(7. Tablazat.).
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7. Tablazat. Madar RVA torzsek genom osszetétele. A fels6é sorokban a Magyarorszagon
gy(jtott és altalam feldolgozott torzsek talalhatéak, mig a vonal alatt a GenBank-ban elérhet6
valogatott referencia torzsek kertiltek felsorolasra. A szinek a madar RVA kozétt fellelhetd
egyes gazdafajokra jellemzé genotipusokat jeldlik: Kék: jellemzéen galamb, pulyka, és facan
RVA genotipusok; Zoéld: tyuk RVA genotipusok; Piros: pulyka jellegzetes genotipusok;
Narancssarga: facan RVA jellemzé genotipusok.

Gének

RVA torzsek VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA/Pheasant-wt/HUN/18769/2011 G22 P[35] 14 R4 C4 M4 A6 N4 T4 E4 H4
RVA/Pheasant-wt/HUN/14246/2008 G23 P[37] 4 R4 C4 M4 A6 N10 T4 E4 H4
RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008 G23 P[30]/[37] 14 R4 C4 M4 Al6 NI10 T4 E4 H4
RVA/Pheasant-wt/HUN/14958/2005 G19 P[31] 14 - c4 - - - - - H4
RVA/Pheasant-wt/HUN/19109/xxx G22 - 14 - c4 - - - - - H4
RVA/Chicken-tc/xxx/BRS/115/xxx G7 P[35] 14 R4 C4 M4 Al6 N4 T4 E1l H4
RVA/Turkey-wt/HUN/40/xxx G22 P[31] 14 R4 C4 M4 A6 N4 T4 E4 H4
RVA/Turkey-wt/HUN/39/xxx G22 P[35] 14 R4 C4 M4 A6 N4 T4 E4 H4
RVA/Pheasant-tc/DEU/10V0112H5/2010 G23 P[37] 4 R4 C4 M4 A6 N10 T4 E4 H4
RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015 G23 P[37] 14 R4 C4 M4 Al6 N10 T4 E4 H4
RVA/Turkey-tc/DEU/03V0002E10/2003 G22 P[35] 14 R4 C4 M4 A6 N4 T4 E1l H4
RVA/Turkey-tc/DEU/03V0001E10/2003 G22 P[17] 14 - - - - - - - H4
RVA/Turkey-tc/TUR/Ty-1/1979 G17 P[38] 14 R4 C4 M4 A6 N4 T4 E4 H4
RVA/Turkey-tc/TUR/Ty-3/1979 G7 P[35] 14 R4 C4 M4 A6 N4 T4 E11l H4
RVA/Chicken-tc/IRL/Ch2/xxx G7 P[35] 14 - - \Y /e - - - H4
RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-13/1983 G18 P[17] 4 R4 C4 MA A4 N& T4 EA Ha
RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002 G19 P[30] 111 R6 C6 M7 Al6 N6 T8 E1I0 HS8
RVA/Chicken-tc/DEU/03V0158G3/2003 G19 P[30] 111 - - - - - - - H8
RVA/Chicken-tc/DEU/03V0358F3/2003 G19 P[30] 111 - - - - - - - H8
RVA/Chicken-tc/DEU/04V0027G6/2004  G19 P[30] 111 - - - - - - - H8
RVA/Chicken-tc/DEU/06V0661G1/2006  G19 P[31] 111 - - - - - - - H8
RVA/Chicken-xx/IRL/Ch-1/1979 G19 P[x] 111 - - - - - - E10 -
RVA/Chicken-tc/KOR/AVRV-2/2011 G19 P[30] 111 - - - - - - - -
RVA/Human-tc/USA/Wa/1974 G1 P[8] 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1

Ebben a fejezetben a kutatdcsoportunk altal meghatarozott madar RVA genomok
filogenetikai elemzését taglalom. Egy, 2014-ben megjelent tanulmanyunkban egy hazityuk
eredetl RVA torzs teljes genomjat hataroztuk meg Uj generacios nukleinsav szekvenalas
modszerével (Papp, H. et al. 2014b). Majd egy facan RVA toérzs teljes genomjat publikaltuk
2016-ban, melyet referencia torzsként hasznalok fel a késébbiekben bemutatott filogenetikai
O0sszehasonlitasokban (Gal, J. et al. 2016). Tovabbi harom teljes és két részleges facan RVA
genomot is sikerult meghataroznom, melyek szekvenciai és filogenetikai elemzéseinek
eredményei részben publikalasra keriltek, illetve jelenleg is publikalasra készitlink eld
(Papp, H. et al. 2014c). Ezen kivll két pulyka RVA térzs meghatarozasra is sor kertlt yj
generacios szekvenalas moddszerével. A 7. Tablazat foglalja 6ssze a torzsek genetikai
Osszetételét, és néhany a GenBank-ban fellelhet referencia madar RVA tdrzs genom

konstellaciojat.
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VII.2.1.Tyuk rotavirus

Az RVA/Chicken-tc/xxx/BRS/115/xxx/G7P[35], a tovabbiakban csak
RVA/Chicken/BRS/115 toérzs a Ceva-Phylaxia Oltdanyagtermel6 Zrt.. laborjabol kerult
hozzank, ahol kontroll virusként alkalmaztdk SPF hazitydk szérumon végzett rotavirus
szerologiai diagnosztikai tesztekben. Sajnalatos modon, a virus eredetérél nem
rendelkeztiink pontos informaciéval. A virust a laborban, MA104 (afrikai z6ldmajom vese
sejtvonal) sejtvonalon tartottak fenn, vizsgalatainkhoz alacsony passzazsszamu
virusizolatumot bocsajtottak rendelkezésiinkre. A teljes genom meghatarozasa Uj generacios
szekvenalassal toértént, melynek részleteit a VI.7.2. lonTorrent szekvenalas fejezetben
ismertettem, és melynek eredményeként visszakapott 64.462 roviditett leolvasast a
GenBank-bol letoltott referencia szekvenciahoz illesztettiik, a fennmaradd szekvenciak
(~15000) vélhetéen a fenntarté sejtvonalbdl kerlltek az izolatumba, egyéb virus szekvenciat
nem tudtunk kimutatni. A vizsgalt szekvenciak jelent6s szamu lefedettséget mutattak a
genom teljes hosszan (legkisebb lefedettség 66x az NSP1 esetében, legnagyobb 507x az
NSP3 esetében) (4. Flggelék tablazat.). Az lonTorrent Uj generaciés szekvenalas
modszerével a telies genom szekvencigjat, beleértve az 5 és 3’ végeken taldlhaté nem-
kodolo régiokat is sikerult meghataroznunk. Ez a reverz transzkriptaz enzimnek kdoszénhetd,
mely termindlis nukleotid-transzferaz aktivitdsa révén révid tulnyuldé oligonukleotid
szekvencidkat hoz létre az Ujonnan szintetizalt cDNS szakaszok 3' végén, melyek
templatként szolganak a komplementer szal szintézisekor.

Elemzéseim alapjan az RVA/Chicken/BRS/115 torzs genom &sszetétele G7-P[35]-14-
R4-C4-M4-A16-N4-T4-E11-H4. A neutralizalé antigének esetében a VP7 G7 és VP4 P[35]
genotipusok korabban mar hazitydk és pulyka RVA térzsekbél kimutatasra kerlltek
(Nishikawa, K. et al. 1991; Mori, Y. et al. 2003). A G7 genotipust ez idaig minddssze két RVA
torzsb6l  sikerllt kimutatni, elébb egy pulyka torzsbél (RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-
3/1979/G7P[35]), majd egy hazityuk térzsbdl (RVA/Chicken-tc/IRL/ICH2/xxx/G7P[x]). A P[35]
genotipust f6ként pulyka térzsekben van jelen, ugyanakkor az RVA/Chicken-
tc/IRL/ICH2/xxx/G7P[x] tbrzs, eddig beazonositatlan, VP4 génje is P[35] genotipusunak
bizonyult elemzéseink soran. A kevés nt szekvencia adat miatt nem ddnthet6 el, hogy a fenti
genotipusok gazdafaj specifikusak-e, vagy reasszortacio utjan keriltek kilénb6z6 gazdafajok
RVA torzseibe. Az RVA/Chicken/BRS/115 térzs genomjanak egyéb régidi tipikus madar
RVA jegyeket hordoznak (7. Tablazat.). Féként pulyka/facan/galamb térzsekkel mutatnak
hasonlosagot, ugyanakkor egyezés tapasztalhatd a RVA/Chicken-tc/IRL/CH2/xxx/G7P[X]
toérzs részleges genom szekvenciaival, am eltérnek a tipikus tyuk RVA-nak tekintett
RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30] térzs dsszetételétol.

58



A 11 gén egyenkénti nt szekvencia és filogenetikai elemzése alapjan az
RVA/Chicken/BRS/115 torzs kdzelebbi rokonsagi kapcsolatban van pulyka térzsekkel (pl.
03VO02E10 és Ty-3), mint a hazityuk referencia torzzsel (RVA/Chicken-
tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30]) (14. és 15. Abra; 4. Fiiggelék abra). Ugyanakkor a torzs
a legnagyobb hasonlésagot a részlegesen meghatarozott genomud RVA/Chicken-
tc/IRL/ICH2/xxx/G7P[x] torzzsel mutatta, amellyel négy gén esetében (VP4, VPG, VP7,
NSP5) a nt szekvencia egyezése elérte a 96-99% (5. Fuggelék tablazat.). Vizsgalataink
kezdetén az RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3/1979/G7P[35] pulyka referencia tdrzsnek csak
részleges genom szekvencigja volt elérhetd a GenBankban, késdbb azonban a teljes genom
meghatarozasra kerult (Fujii, Y. et al. 2016), igy a korabbi 6sszehasonlitast frissitettem és
kibbvitettem. Az RVA/Chicken/BRS/115 torzs a fennmarado hét génje (VP1-3, és NSP1-4)
az utobbi RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3/1979/G7P[35] pulyka toérzzsel mutatott szignifikans
nukleinsav hasonlésagot (96-97%). A VP4, VP7, VP6 és NSP5 gének szekvencigja alapjan
készllt filogenetikai fakon az RVA/Chicken/BRS/115 térzs a RVA/Chicken-
tc/IRL/CH2/xxx/G7P[X] hazityuk referencia térzzsel alkotott k6z0s leszarmazasi agat (15. és
14. abra; 4. Flggelék abra D. és 1), mig a VP1, VP2, és NSP1-3 gének esetében a pulya
RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3/1979/G7P[35] torzzsel (4. Fliggelék abra A, B, E-G). A VP3 és VP7
gének alapjan késziilt filogenetikai fakon pedig az RVA/Chicken/BRS/115 térzs az
RVA/Chicken-tc/IRL/ICH2/xxx/IG7P[x] és az RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3/1979/G7P[35] torzsekkel
koz6s leszarmazasi agat alkot (4. Flggelék abra C és 14. abra;). Az NSP4 gén esetében az
RVA/Chicken/BRS/115 torzs elkilondl a tobbi referencia torzstél, kozelebbi rokonsagot a

kilénb6zb pulyka RVA térzsekkel mutatott (4. Fliggelék abra H).
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14. abra. Madar RVA VP7 filogenetikai fa. Magyarorszagi madar RVA térzsek VP7
génszekvenciaja alapjan készilt filogenetikai fa. A farekonstrukcié ML médszerrel, TN93+Gl
szubsztituciés modellel készilt, 500-szoros bootstrap ellenérzés mellett (szam értékek a
faagakon). Az altalunk feldolgozott, magyarorszagi madar RVA térzsek félkdvérrel kiemeltek,
a hazityuk RVA toérzset Ures kor (O), a facan RVA torzseket teli kor (‘), a pulyka RVA
torzseket teli haromszog (A) jeldli. A jobb oldali felirat a genotipusokat jeldli.
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15. abra. Madar RVA VP4 filogenetikai fa. Magyarorszagi madar RVA torzsek VP4
génszekvenciaja alapjan készilt filogenetikai fa. A farekonstrukcié ML médszerrel, TN93+Gl
szubsztituciés modellel készul, 500-szoros bootstrap ellenérzés mellett (szam értékek a
faagakon). Az altalunk feldolgozott, magyarorszagi madar RVA térzsek félkdvérrel kiemeltek,

a hazityuk RVA torzset Ures kor (O), a facan RVA toérzseket teli kor (‘), a pulyka RVA
torzseket teli haromszog (A ) jeldli. A jobb oldali felirat a genotipusokat jeldli.

A pulyka referencia torzsekkel is magas nt szekvencia hasonlésagok arra utalhatnak,
hogy a hazityuk eredetl RVA tbrzsek valtozatos genom Osszetétellel rendelkezhetnek,
feltételezhet6, hogy az RVA/Chicken/BRS/115 és a CH2 tdérzs kulonbdzé evolucios

nyomasnak volt kitéve természetes koriimények kozott.
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VIl.2.2.Facan rotavirusok

Munkam soran hat facan rotavirus teljes vagy részleges genom szekvencigjanak
meghatarozasaban vettem részt, melyek 2008 és 2014 kozott kerlltek bekiildésre a NEBIH
Allategészségligyi Diagnosztikai Igazgatésaganak budapesti telephelyére (Budapest) az
orszag kulonb6zé pontjairdl. A viroldgiai vizsgalaton kivul elvégzett bakteriologiai vizsgalat
masodlagos E. coli fert6zést mutatott ki néhany esetben.

Az 06t facan eredetli bélsarmintababdl négy esetben csak egy RVA torzs volt
kimutathatd, mig egy bélsarminta esetében torzskeveréket talaltunk. Vizsgalataink soran
kozulik 6sszesen harom teljes genom:

RVA/Pheasant-wt/HUN/14246/2008/G23P[37];
RVA/Pheasant-wt/HUN/18769/2011/G22P[35];
RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[37]/[30],
és tovabbi két torzs részleges genom:
RVA/Pheasant-wt/HUN/14958/2005/G19P[31];
RVA/Pheasant-wt/HUN/19109/xxx/G22P[x]
kerllt meghatarozasra.

A tovabbiakban a tOrzsek nevét roviditve fogom alkalmazni: RVA/Phe/14246;
RVA/Phe/18769; RVA/Phe/17655; RVA/Phe/14958; RVA/Phe/19109. A torzsek genotipus
készletét a 7. Tablazat foglalja dssze.

A telies egészében meghatarozott genomu RVA/Phe/14246, RVA/Phe/18769 és
RVA/Phe/17655 torzsek genotipus Osszetétele nagyrészt a korabban meghatarozott
németorszagi és magyarorszagi facan RVA konstellaciojat kdveti: 14-R4-C4-M4-A16-T4-E4-
H4, szamottevd kildnbségek csak a felszini antigének (VP4 és VP7), valamint az NSP2 gén
esetében mutathathatok ki. (7. Tablazat.). Az un. gerinc gének (VP1-3, VP6, NSP1-5)
referencia torzsekkel valé dsszehasonlitdsara az mVISTA programot alkalmaztam (16. abra
A-C). Ennek eredményeként elmondhatd, hogy a fenti géneken, azonos genotipusu madar
RVA torzsek ko6zott magas foku nt szekvencia megdrzoéttség figyelheté meg az adott gének
telies hosszaban. Az eltér6 genotipusok esetében a nt szekvencia hasonlésag az
elvartaknak megfeleléen atlagosan alacsony, eltekintve néhany megdrzoétt régiétol, melyek
feltehetéen a fehérje funkcidjanak ellatasaban kulcsszereppel bird fehérjerészeket kédold
nukleinsav szakaszok (16. abra A-C). A gerinc gének Osszeflizése altal képzett konkatenalt
nt szekvencia Osszehasonlitdsakor a magyarorszagi facan RVA tdrzsek kozott jelentds
homoldgiat  allapithattunk  meg (93,4-98,8%), beleértve a  RVA/Pheasant-
wt/HUN/216/2015/G23P[37] referencia tdrzset, mig a németorszagi referencia facan RVA
térzzsel, vagy mas gazdafaju RVA torzsek koézotti hasonlésag nem volt ilyen szamottevé
(77,5-93,8%). A paronkénti értékeket az 16. abra jobb oldalan tintettem fel.
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16. abra. Madar RVA torzsek teljes genom 6sszehasonlitasa. mVISTA programmal
készitett teljes, dsszeillesztett genom dsszehasonlitasa a madar RVA torzseknek azonos,
részlegesen azonos illetve eltéré genom Osszetétell referencia RVA torzsekkel, facan
(Pheasant), galamb (Pigeon), pulyka (Turkey), és tyuk (Chicken) gazdafajokbdl. A
torzsnevek a bal oldalon talalhaték. A nt szekvencia hasonlésagot az y-tengely mutatja, a
szurke arnyékolas a szekvencia konzervaltsagat jeldli. A szurke nyilak a gének hatarait jeldlik
az Osszeillesztett genomban. A szazalékos értékek a jobboldalon a teljes genomok nt
szekvencia hasonlésagat mutatjak a referencia térzsek és a (A) RVA/Phe/14246; (B)
RVA/Phe/18769; (C) RVA/Phe/17655 tdrzsek kozott.

A részlegesen meghatarozott genomu két facan RVA térzset kizartam az mVISTA
elemzésbél a hidnyos genomi informacié miatt, ugyanakkor a génenkénti filogenetikai
elemzésbe azok is szerepelnek. A gerinc génekkel ellentétben a felszini antigének esetében
az o6t torzs meglehet6és valtozatossagot mutatott, harom VP7 genotipus és négy féle VP4
genotipus volt jellemz6 rajuk (7. Tablazat.). Az RVA/Phe/l14246 toérzs VP7 génje
munkacsoportunk altal mar kordbban meghatarozasra kerilt (Ursu, K. et al. 2009), és Uj
genotipusnak bizonyult. A Rotavirus Klasszifikacios Munkacsoport hozzajarulasaval a G23
genotipus jeldlést kapta, referencia térzse pedig maga a RVA/Phe/14246 torzs lett. Késébb
egy Németorszagban meghatarozott facan RVA térzs VP7 génje szintén G23 genotipusunak
bizonyult (RVA/Pheasant-tc/DEU/10V0112H5/2010/G23P[37]). Az altalunk uUjonnan
meghatarozott torzsek kézll a RVA/Phe/17655 torzs keverék egyik tagjanak VP7 génje is

G23 genotipusunak bizonyult. Munkacsoportunk tovabbi két facan torzs telies genom

64



meghatarozasakor is ezt a G23 genotipust allapitotta meg (RVA/Pheasant-
Wt/HUN/216/2015/G23P[37]; RVA/Pheasant/HUN/Pheal5871/2008/G23P[x]) (Ursu, K. et al.
2009; Gal, J. et al. 2016). A négy G23 tdrzs kdzott a nt szekvencia azonossag 91,1-96,8%
kozotti. A filogenetikai fan az RVA/Phe/17655 torzs a németorszagi facan torzzsel alkotott
ko6z0s leszarmazasi agat (szekvencialis hasonldsag 92,8%) (14. abra). Az RVA/Phe/14246
torzs viszont a két magyarorszagi facan torzzsel (RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37]
és RVA/Pheasant/HUN/Pheal5871/2008/G23P[x]) kerllt egy agra (szekvencialis
hasonlésag 99,1% és 99,4%) (14. abra). Az RVA/Phe/18769 és RVA/Phe/19109 tdrzsek
G22 genotipusunak bizonyultak, a genotipus referencia térzsével a szekvencialis hasonlésag
96,2% és 95,0% volt. A filogenetikai fan k6zés agon szerepelnek, a genotipus referencia
torzs mellett (RVA/Turkey-tc/DEU/O3V0O002E10), a két, magyarorszagi pulyka RVA toérzzsel
egyutt, melyek a dolgozat kovetkezd fejezetében kerlinek elemzésre (VII.2.3. Pulyka
rotavirusok). (14. abra). A legnagyobb szekvencialis hasonlosagot egymassal illetve az
RVA/Turkey-wt/HUN/39/xxx/G22P[35] torzzsel mutattak (95,6% és 97,9%) (6. Fuggelék
tablazat.). Az RVA/Phe/14958 VP7 gén szekvenciaja rovidsége ellenére elegendének
bizonyult a genotipus meghatarozashoz, az elemzés alapjan a G19 genotipushoz tartozik.
Ezt a genotipust mar t6bb izben kimutattak hazityuk rotavirusokbdl. Az RVA/Phe/14958
toérzs VP7 génje 91-93% kozotti nt szekvencia azonossagot mutatott mas orszagokban
azonositott hazityuk rotavirus torzsekkel is. A VP7 filogenetikai fan azonban az
RVA/Phe/14958 rotavirus kulon agon foglalt helyet, elkilonlilve a Németorszagban,
Brazilidban, Dél-Koreaban és irorszagban azonositott G19 genotipusu térzsektdl (Papp, H.
et al. 2014c) (14. abra).

A magyarorszagi facan RVA térzsek VP4 gének genotipus meghatarozasa soran négy
féle genotipust talaltunk. Az RVA/Phe/14246 torzs, és az RVA/Phe/17655 toérzskeverék
egyik tagja P[37] genotipusunak bizonyult, 95,8% és 91,1%-0s nt szekvencia azonossagot
mutatva a genotipus referencia térzzsel, azonban mindkét térzs a magyarorszagi
RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37] térzshdz hasonlitott leginkabb (nt hasonldsag
91,7%; 98,4%). A filogenetikai fan ez a négy torzs jol elkllonilé, kdzds leszarmazasi agat
alkot, mely kdzelebb all a referencia emlés RVA térzsek alkotta kilcsoporthoz, mint a tobbi
genotipus alkotta madar RVA aghoz (15. abra). Az RVA/Phe/17655 torzskeverék masik
tagja P[30] genotipusunak bizonyult, mely genotipust eddig tyuk RVA tdrzsekbdl mutattak ki
szerte a vilagon (Németorszag, Dél-Korea). A magyarorszagi térzs a filogenetikai fan a
hazityak térzsekkel egy agon, de azoktdl élesen elkulénulve (15. abra), mérsékelt
szekvencidlis hasonlésagot mutatva (nt hasonlésag 83,1-83,6%), szerepel. Az
RVA/Phe/18769 torzs VP4 génje P[35] genotipusunak volt beazonosithatd, mely genotipus
ez idaig inkabb pulyka RVA tdrzsekre volt jellemz6, kivétel két hazityuk RVA torzset (CH2 és

BRS/115). A magyarorszagi facan RVA torzs egy szintén magyarorszagi, de pulya RVA
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torzzsel (RVA/Turkey-wt/HUN/39/xxx/G22P[35]) alkotott ko6zds leszarmazasi agat,
elkuléndlve a tébbi P[35] torzstél (nt hasonldsag 98,4%) (14. abra). A RVA/Phe/14958 torzs
rovid génszakasza megdfelel6 hosszusagu volt a genotipizalashoz, igy azt P[31]
genotipusuként azonositottuk. Ez a genotipus egy németorszagi hazityuk RVA térzsben
kerilt el6szor leirasra (06V0061G1), mellyel a sajat torzsink 96%-o0s, mig brazil hazityuk
RVA torzsekkel 85-86%-0s nt szekvencia hasonlésagot mutatott (adatok a (Papp, H. et al.
2014c) cikkbdl) és ennek megfeleléen a 06V0061G1 referencia torzzsel alkotott k6zoés agat
(15. abra).

A gerinc gének VP1-3 és VP6 filogenetikai elemzése alapjan elmondhaté, hogy a
magyarorszagi facan térzsek az R4, C4, M4 és |4 genotipusokon bellil egymashoz kozeli
leszarmazasi agat alkotnak, mely gyakran elkilonil a németorszagi facan RVA torzstél,
illetve a R4, C4, M4 és |4 genotipusokon bellli mas madar RVA torzsektdl (4. Fliggelék abra
A-D). Ez aldl kivétel az RVA/Phe/18769 torzs, mely VP2 és VP6 génje alapjan a pulyka RVA
torzsekkel rendez6dott kozos agra, €s a legmagasabb nt azonossagot a magyarorszagi
RVA/Turkey-wt/HUN/40/xxx/G22P[31] és németorszagi pulyka RVA tdrzzsel mutatta (nt
hasonlésag 96,7% és 97,2%) (4. Fluggelék abra B és D, 6. Flggelék tablazat.).

Az RVA/Phel/14246 térzs mind a négy gén esetében a magyarorszagi RVA/Pheasant-
wt/HUN/216/2015/G23P[37] térzzsel mutatta a legmagasabb nt szekvencia hasonlosagot (nt
hasonlésag 99,1-99,6%), ennek megfeleléen kézés agon szerepeltek (4. Flggelék abra A-
D). Az RVA/Phe/17655 torzs VP1 génje alapjan a németorszagi facan RVA térzzsel kerilt
k6z6s csoportba (nt hasonlosag 99,6%); a VP2 és VP6 gének esetében azonban a
részlegesen meghatarozott két térzzsel (RVA/Phe/19109; RVA/Phe/14958) alkotott k6zos
leszarmazasi agakat (4. Flggelék abra A-B). Végll, a VP3 a gén esetében, mérsékelt nt
szekvencia hasonlésag mellett (881,-89,7%), teljesen elkllénilt a genotipus tébbi tagjatdl,
(6. Fuggelék tablazat és 4. Flggelék abra C).

Az NSP1, NSP3 gének esetében az Al1l6, és T4 genotipust hataroztuk meg.
Filogenetikai elemzésikrél elmondhatd, hogy az RVA/Phe/18769 tdrzs pulyka RVA
torzsekkel rendez6dott koézos agra, a legnagyobb szekvencidlis hasonlésagot a
magyarorszagi pulyka RVA/Turkey-wt/HUN/40/xxx/G22P[31] tdérzzsel mutatta (nt hasonlésag
99,1-99,4%). (4. Fuggelék abra E és G. és 6. Fuggelék tablazat.). E gének tekintetében az
RVA/Phe/14246 torzs a magyarorszagi RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37], és
németorszagi facan torzsekkel alkotott k6zos agat, 94,9-98,9% kozotti nt szekvencia
hasonlésaggal (4. Fuggelék abra E és G. és 6. Flggelék tablazat). Ugyanakkor az
RVA/Phe/17655 torzs e gének esetében altalaban elkulonulten helyezkedett el a genotipus
tobbi tagjatol, mérsékelt nt szekvencia hasonlésagot mutatva (nt hasonlésag NSP1: 90,3-
94,1%; NSP3: 90,4-95,5%). (4. Fuggelék abra E-G. és 6. Fliggelék tablazat.).
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Az NSP2 gén tekintetében az RVA/Phe/14246 és az RVA/Phe/17655 facan toérzsek
egyedulalléak, mivel N10 genotipusu fordul el6 bennlik, mely ez idaig csak két facan térzsbdl
kerult kimutatasra: a referencia németorszagi RVA torzsbdl (RVA/Pheasant-
tc/DEU/M10V0112H5/2010/G23/P[37] illetve kutatocsoportunk altal egy tovabbi magyarorszagi
facan térzsbél (RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37]) (Gal, J. et al. 2016). igy az
altalunk vizsgalt két facan RVA torzs a fenti két referencia torzzsel alkotott elkulonulé
leszarmazasi agat, kozottik a nt szekvencia hasonlésag 91,8-98,5% kozott valtozott (4.
Flggelék abra F. és 6. Flggelék tablazat). A harmadik facan toérzs, z RVA/Phe/18769 NSP2
génje N4 genotipusunak bizonyult, mérsékelt hasonlésagot mutatva a genotipus tovabbi
tagjaival, a legnagyobb nt szekvencia hasonlésagot a magyarorszagi pulyka RVA/Turkey-
wt/HUN/40/xxx/G22P[31] toérzzsel mutatta (nt hasonlésag 90,1%) (6. Fuggelék tablazat). A
filogenetikai fan elkiléndl a genotipus tobbi tagjatol, és a facan RVA torzsekre jellemzd N10
genotipus mellett helyezkedett el (4. Fliggelék abra F.).

Az NSP4 gén esetében a magyarorszagi facan térzsek az E4 genotipusba tartoztak,
mely genotipuson belil a németorszagi facan torzzsel, tovabba a magyarorszagi
RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37] tborzzsel kozbds agat alkottak, elkdldnllve a
genotipus tovabbi tagjaitdl (4. Figgelék abra H.). A magyarorszagi facan RVA térzsek NSP4
génjei kozott 97,5-99,6%-0s nt szekvencia hasonldsagot allapitottunk meg (6. Fuggelék
tablazat).

Az NSP5 gén esetében H4 genotipuson belil az RVA/Phe/l18769 toérzs az
RVA/Phe/14246 torzzsel és a két részlegesen meghatarozott szekvenciaju torzzsel
(RVA/Phe/14958; RVA/Phe/19109) alkot k6z0s leszarmazasi agat, kozottuk a nt szekvencia
azonossag 95,6-100%. Ez az ag élesen elkilénil a genotipus tdbbi tagja altal alkotott kladtol
(4. Fuggelék abra 1.). Az RVA/Phe/17655 torzs kuldn agat alkot a genotipuson belll,
elkiléondlve a  tobbi  magyarorszagi  torzstél, a  kulénalld  RVA/Pheasant-
wt/HUN/216/2015/G23P[37] és németorszagi facan RVA torzsektdl, legmagasabb nt
szekvencia azonossagot (94,2%) a genotipus referencia térzsével mutatta (RVA/Pigeon-
tc/IJPN/PO-13/1983/G18P[17]) (4. Flggelék abra l.).

A hozzaférhetd, a genom teljes hosszan megszekvenalt madar A csoportu rotavirusok
limitaltsaga ellenére megallapithatd, hogy nagyfoku variabilitast tapasztalhaté a felszini
antigének esetében, mig az un. gerincgének viszonylag meg6rzottek. Két f6 genotipus
Osszetétel valaszthato el, a féként hazitydk RVA-kra jellemzd (zdld jel6lés a 7. Tablazatban)
és a pulyka, galamb, és facan torzseke jellemzé (kék jeldlés a 7. Tablazatban). De szamos
bizonyiték fellelhet6 az irodalomban a rotavirus gazdafajok koézotti atmenetelére
(Matthijnssens, J. et al. 2006b; Nguyen, T.A. et al. 2007; Steyer, A. et al. 2008; Ha, T.P.M. et
al. 2009; Esona, M.D. et al. 2010; Matthijnssens, J. et al. 2010b; Matthijnssens, J. et al.
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2011b; Ghosh, S. et al. 2013) és a reasszortaciéra madar RVA tdrzsek kozoétt (Schumann, T.
et al. 2009).

A Magyarorszagon gytijtott facan RVA tdrzsek meglehetds valtozatossagot mutatnak. Az
RVA/Phe/14246 tbrzs leginkabb a RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37] t6rzshoz és
németorszagi facan RVA torzshdz hasonlatos. E genomokat egyedi konstellacio jellemez
ahol, a felszini antigének genotipusa (G23P[37]) és az NSP2 egyedi genotipusa (N10).
Kiterjedt nt szekvencia azonossaguk, egyedi genom 06sszetételik, mely eltéré idébeli és
foldrajzi szarmazasuk ellenére egységes, arra enged kovetkeztetni, hogy ez a genom
konstellacié nagymértékben adaptalodott a facan gazdafajhoz.

Az RVA/Phe/17655 torzskeverék két RVA torzset tartalmazott, melyek csak a VP4
felszini antigénjeikben tértek el (P[37] és P[30]), a toébbi génjik esetében a genotipusok
egyeztek, csupan néhany bazispar eltérést tudtunk kimutatni (az adatokat nem tintettem fel).
A két torzs elvalasztdsa meghaladta kutatélaborunk lehet8ségeit. Genom G&sszetételét
tekintve a facan-pulyka-galamb RVA agba tartozik, ugyanakkor tobb gén esetében is (VP3,
NSP1, NSP3, NSP5) egyediilallé leszarmazasi agat képvisel. A G23P[37] tipikus facan RVA
genotipus kombinacié, mig a P[30] hazityuk RVA-kat jellemzd genotipus. E két tdrzs
egyuttes kimutatasa azonos mintabdl felfoghaté a parhuzamos fertéz6dés bizonyitékaként,
ami lehet6séget teremt a reasszortacios jelenségek bekdvetkezésére.

Az RVA/Phe/18769 torzs filogenetikai elemzése Osszetett szarmazast mutatott, melyet
tobbszords reasszortacid eredményezhetett. A felszini antigének G22P[35] kombinacidja és
az N4 genotipusi NSP2 gének korabban pulyka torzsekben kerlltek kimutatasra (pl.
RVA/Turkey-tc/DEU/03V0002E10/2003/G22P[35]) (Trojnar, E. et al. 2013). Tovabba, a VP2,
VP6, NSP1-3 gének esetében is az RVA/Phe/18769 torzs a pulyka RVA térzsekkel alkotott
monofiletikus leszarmazasi agakat, elkulonulve mind a magyarorszagi, mind a németorszagi
facan RVA torzsekt6l. Ennek a torzsnek a G22-P[35]-14-R4-C4-M4-A16-N10-T4-E4-H4
genom Osszetétele legalabb hat olyan gént tartalmaz (alahuzva), melyek a (magyarorszagi)
pulyka RVA toérzsekhez kozelebbi leszarmazast mutatnak, mint azonos idében és terlleten
gyUjtétt facan RVA térzsekhez viszonyitva (4. Fuggelék abra).

A részlegesen meghatarozott facan RVA tdérzsek elemzése tovabbi reasszortacios
eseményeket feltételez. Az RVA/Phe/14958 tborzs G19P[31] genotipus kombinacidja
feltételezhetb6en a hazityuk-szerli RVA és a facan-szerli RVA torzsek reasszortacidjanak az
eredménye. Mig az RVA/Phe/19109 térzs G22 genotipusu VP7 génje egy pulyka-szeri RVA
torzs és egy facan-szeri RVA tOrzs reasszortaciojabdl eredhet. Ugyanakkor a teljes

genomok meghatarozasa nélkil egyértelm(i eredetiik megallapitasa nem lehetséges.
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VI1.2.3.Pulyka rotavirusok

Két pulyka RVA torzs teljes genomjat hataroztuk meg Uj generacios szekvenalas
segitségével, melynek részleteit a VI.7.2. lonTorrent szekvenalas fejezet irja le. A torzseket a
NEBIH bocséajtotta rendelkezésiinkre, magyarorszagi mintagyjtésbél szarmaznak,
ugyanakkor a mintagyjtés idejérél nem rendelkezink informaciéval.

A két torzs: RVA/Turkey-wt/HUN/39/xxx/G22P[35] €s RVA/Turkey-
Wt/HUN/40/xxx/G22P[31], (tovabbiakban RVA/Tur/39 és RVA/Tur/40) teljes genom
genotipus konstellacioja csak a VP4 felszini antigén genotipusban tér el: G22-P[35]/[31]-14-
R4-C4-M4-A16-N4-T4-E4-H4. A gerinc gének esetében tipikus pulyka RVA genotipusok
kerlltek kimutatasra. Az RVA/Tur/39 felszini antigén jellemz6 kombinaciot (G22P[35])
eredetileg is pulyka RVA torzsbél mutattak ki (Schumann, T. et al. 2009) (7. Tablazat.),
ugyanakkor az RVA/Tur/40 térzs G22P[31] antigén kombinacidja szokatlan, mivel a P[31]
genotipust korabban féként hazityuk RVA toérzsekben, illetve kutatécsoportunk altal vizsgalt
RVA/Phe/14958 facan RVA tdrzsben fordult eddig elé (Schumann, T. et al. 2009; Papp, H. et
al. 2014c). A felszini antigének, referencia torzsekhez vald hasonlitasa soran a kévetkezd
eredményeket kaptuk: a két torzs VP7 génje egymassal mutatta a legmagasabb nt
szekvencia azonossagot (nt 97,9%), valamint a szintén G22 genotipusu RVA/Phe/18769
facan RVA torzzsel (nt 91,8-97,9%). A filogenetikai fan a két magyarorszagi pulyka térzs
k6z6s agat alkotott az emlitett facan RVA tdrzzsel, elkllonilve a G22 genotipus referencia
torzsétdl (RVA/Turkey-tc/DEU/03VO0002E10/2003/G22P[35]), és a masik magyarorszagi G22
facan RVA torzstél (RVA/Phe/19109) (14. abra). A VP4 gén esetében a P[35] RVA/Tur/39
térzs legnagyobb nt szekvencia hasonlésagot a facan RVA/Phe/18769 térzzsel mutatta (nt
98,4%), a filogenetikai fan k6z6s agat alkottak és elkllonlltek a tébbi pulyka, és hazityuk
P[35] torzstél (15. abra). A P[31] RVA/Tur/40 térzs legmagasabb nt szekvencia azonossagot
a RVA/Chicken-wt/KOR/D62/2013/P[31] térzzsel mutatta (nt 94,8%). Ez az érték magasabb
volt, mint a P[31] genotipus referencia térzzsel mutatott hasonlésag (nt 84,8%). Ennek
megfeleléen a RVA/Chicken-wt/KOR/D62/2013/P[31] tOrzzsel alkotott kd&zds agat,
elkulondlve genotipus referencia torzstdl és a szintén P[31] genotipusu magyarorszagi facan
RVA/Phe/14958 torzstél (15. abra).

A filogenetikai elemzés minden gén esetében hasonlé eredményt adott, a két
magyarorszagi pulyka torzs k6zos agon, egymas mellett helyezkedett el, a legtobb esetben a
pulyka referencia térzsnek szamité RVA/Turkey-tc/DEU/03V0002E10/2003/G22P[35]
torzzsel illetve az RVA/Turkey-tc/TUR/Ty-1/1979/G17P[38], és RVA/Turkey-tc/TUR/Ty-
3/1979/G7P[35] pulyka térzsekkel egyetemben. (4. Flggelék abra). A két magyarorszagi
pulyka RVA torzs kozoétti nt szekvencia hasonlésag az azonos genotipusu gének esetében

96,7-99,4% koOzott adddott, mig ezen gének nt szekvencia egyezése a referencia
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RVA/Turkey-tc/DEU/03V0002E10/2003/G22P[35] torzzsel Osszevetve 90,0-97,9%
(RVA/Tur/39) és 90,1-97,5% (RVA/Tur/40) kozott valtozott (7. Flggelék tablazat.). A VP2,
VP6, NSP1, NSP3 gének tekintetében a két magyarorszagi pulyka toérzs kdzds agon
helyezkedett el a magyarorszagi facan RVA/Phe/18769 torzzsel (4. Flggelék abra B, D, E,
G.). A nt szekvencia azonossag e gének esetében az RVA/Tur/39 és RVA/Phe/18769 torzs
kozott: VP2: 95,9%; VP6: 92,5%; NSP1: 97,8% NSP3: 98,9% ; mig az RVA/Tur/40 és
RVA/Phe/18769 torzs kdzott: VP2: 96,7%; VP6: 91,8%; NSP1: 99,1% NSP3: 99,4% (7.
Flggelék tablazat.).

A nt szekvencia Osszehasonlitdé elemzés, és a filogenetikai vizsgalat alapjan
elmondhatd, hogy mig az RVA/Tur/39 magyarorszagi pulyka térzs megfelelt a pulykakban
el6forduld tipikus A csoportu rotavirus torzsnek, (nt szekvencia azonossaga a referencia
torzsnek szamité RVA/Turkey-tc/DEU/03V0002E10/2003/G22P[35] németorszagi pulyka
torzzsel >90% volt) addig az RVA/Tur/40 torzs vélhetéen egy hazityak RVA toérzzsel vald

reasszortacio révén tehetett szert a gazdafajban szokatlan P[31] VP4 felszini antigénjére.
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VIIl. Megbeszélés

VIIl.1.Gyakorlati hasznosulas

A rotavirusok meglehetésen nagy genetikai variabilitdsa szikségessé tette az
osztalyozasi rendszer megujitasat. Korabban a rotavirus csoportokat szerotipizalas alapjan
osztottak csoportokra, illetve a virusgenom poliakrilamid gélen térténé elvalasztasaval kapott
mintazat alapjan. Ez a két mdédszer eléggé megbizhatatlannak bizonyult a keresztreakciok, a
hianyos antiszérumok, illetve az elektroforetikus migraciés mintazat pontatlan
Osszehasonlithatésaga miatt. Ma mar a csoportokba sorolas genetikai alapon térténik, a VP6
gént kodoldé genom szegmens szekvencidja alapjan. A koézelmultban pedig bevezetésre
kerilt az Uj klasszifikacids rendszer melynek alapja a telies genom nukleinsav
szekvencigjanak dsszehasonlitasa (Matthijnssens, J. et al. 2011a). Vizsgalataink kezdetén
még szamos gazdafaj rotavirusardl nem rendelkeztink teljes genetikai informaciéval, ezért
célul tiztuk ki a ritka, vagy nehezen meghatarozhaté rotavirus torzsek telies genom
szekvenalasat klasszikus molekularis modszerekkel. Doktori munkam kezdetén
kutatocsoportunk infrastrukturalis hattere a klasszikus molekularis moédszerek, mint virus
RNS izolalas, PCR, reverz transzkripcid, nukleinsav szekvenalas alkalmazasat tette
lehetévé. Ezen mddszereket felhasznalva és finomitva sikeresen hataroztam meg két 16, és
harom facan RVA térzs teljes genomjat, valamint két facan és egy teve RVA torzs részleges
genomjat. E genomok meghatarozasahoz tdbb ponton mddositottam a klasszikus RT-PCR
protokollt, valamint szamos primert terveztem, melyek a késdbbiekben publikalasra
kerllhetnek, és el6segitik a fentebb emlitett gazdafajok virustérzseinek azonositasat, illetve
genotipizalasat.

Bar a klasszikus molekularis moédszerek kozé tartozd ,primer walking” technika jol
alkalmazhaténak bizonyult munkam soran, rendkivul id6- és munkaigényes, féként az Uj
genotipusok meghatarozasa esetén. Ezzel szemben az Uj generacios szemikonduktiv
szekvenalas lehetové teszi a szekvenalasok megbizhatd, viszonylag gyors, és kevésbé
munkaigényes elvégzését. E technika egyre elterjedtebb a rotavirus kutatasban is, lehetévé
téve a szekvencia-figgetlen amplifikacié segitségével az Uj genotipusok, s6t eddig
ismeretlen Uj rotavirus csoportok genomjanak meghatarozasat (Mlera, L. et al. 2011; Minami-
Fukuda, F. et al. 2013; Masuda, T. et al. 2014; Mihalov-Kovacs, E. et al. 2015; Banyai, K. et
al. 2017).

A mddszer hatranya, hogy a koltségigénye jelenleg még magas, valamint hogy a genom
egyes részein, pl. a repetitiv régidokban, nehézkes a kapott szekvencia sorozatok megbizhato
illesztése. Kifejezetten a rotavirusok vizsgalatdhoz, valamint a hatékonysag javitasa és a
koltségek csokkentése érdekében a teljes virusgenom meghatarozé protokollok

finomhangolasara volt sziikséges. Ehhez jarult hozza kutatdcsoportunk is két mar megjelent,
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és ebben a dolgozatban is részletezett, telies RVA genom meghatarozasanak leirasaval
(Papp, H. et al. 2014b; Papp, H. et al. 2015); illetve tovabbi, a dolgozatnak részét nem képzé
A csoportu, és nem-A csoportu rotavirus genom meghatarozasanak leirasaval (Mihalov-
Kovacs, E. et al. 2015; Gal, J. et al. 2016; Banyai, K. et al. 2017).

VIII.2.EmIds rotavirusok

Szamos vizsgalat igazolta, hogy az RVA okozta gasztroenteritisszel szemben a
leghatékonyabb védekezés az ujsziilottek vagy a varandds anyak oltasa, az emberekben, és
a kulénbozé allatfajokban egyarant (Dhama, K. et al. 2009). Vizsgalatainkkal hozza
kivantunk jarulni az eml8ds rotavirusok epidemioldgigjanak behatébb ismeretéhez, mely
elengedhetetlen a hatékony vakcinacios programok kialakitasahoz. Az epidemioldgiai
vizsgalatok szerves része a ritka vagy nehezen tipizalhaté RVA térzsek meghatarozasa.
Vizsgalatukkal pontosabb képet kaphatunk a cirkulaldé nem-tipikus, a vakcinazas altal
kivaltott védettség attérésével betegséget kivaltd RVA térzsek genotipus dsszetételérdl és
azok aranyarol a vizsgalt populacidkban. Mivel a rotavirusok zoonotikus tulajdonsaga ismert
(Martella, V. et al. 2010), igy az allati rotavirusokkal kapcsolatos ismeretek bévitése hasznos
adatokat szolgaltathat a human RVA térzsek elleni védekezésben.

A 16 A csoportu rotavirusok epidemioldgiajanak jobb megismerése érdekében
0sszehasonlitd vizsgalatot végeztink 1975-2013 kozott megjelent, 16 RVA VP7 és VP4
genotipus adatokat tartalmazé szakirodalmi cikkek felhasznalasaval (Papp, H. et al. 2013b).
A feldolgozott 36 tanulmanyban az 0Osszesen vizsgalt mintak >50%-a mutatott RVA
pozitivitast, ezek >80%-at sikeresen genotipizaltak. Bar a torzsekben hat féle G genotipust
és hat féle P genotipust mutattak ki, 99,2%-uk a G3P[12] vagy G14P[12] genotipusba
tartozott, a G3P[12] kombinaci6é tdbb mint kétszeres gyakorisagunak bizonyult a G14P[12]-
hoz képest (61,7% és 31,5%) (Papp, H. et al. 2013b). A vizsgalatok négy kontinens, 12
orszagbodl szarmaztak (17. &bra), a genotipusok eloszlasa egyes orszagonként is a G3
dominanciajat mutatta (G3: 48-72%), amelyet a G14 kovet (G14: 10-38%), mig a P[12] az

abszolut uralkod6 VP4 genotipus volt.
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17. abra. Gyakori és ritka 16 RVA torzsek eloszlasa vilagszerte. A foldrajzi régionként
sotéttel kiemelt orszagokbdl rendelkeztiink adatokkal. Roviditések: mix: kevert genotipus, nt:
genotipizalas sikertelen volt. A kdrdiagramok mérete aranyos az adott terlletrél szarmazé
adatok mennyiségével. Eredeti dbra (Papp, H. et al. 2013b).

G-nt: 17.

Id6ében elhiz6dd genotipus eloszlas vizsgalatdhoz a Japanbdl szarmazé adatokat
hasznaltuk fel. A kdzel harom évtized (1981-2010) alatt megjelent tanulmanyokban a G3
genotipus mutatkozott uralkodénak. A G14 genotipus megjelenését Japanban egy
retrospektiv vizsgalat mar 1987-re datalta, kimutatasa azonban csak a ’'90-es évek o6ta valt
rutinszer(ivé. Az elmult 15 évben jelentésen megndvekedett a G14 genotipus aranya a
vizsgalt tdrzsekben, és egyes években meghaladta a G3 genotipus gyakorisagat (18. abra).
A meglatasunk szerint a G14 genotipus gyakorisaganak megnévekedése a '90-es évekre
tehet6, amely egybevag néhany, a 2000-es években készilt hosszu tavu vizsgalat
eredményeivel Argentinabdl és irorszagbdl (Barrandeguy, M. et al. 1997; Collins, P.J. et al.
2008).
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18. abra. Gyakori és ritka 16 RVA torzsek idébeli eloszlasa. A relativ el6fordulasa az
egyes G genotipusoknak a Japanbdl szarmazo vizsgalatokban kdzel 3 évtized alatt. Eredeti
abra (Papp, H. et al. 2013b) .

A feldolgozott adatok alapjan megallapithatd, hogy szinte kizarélagosan két f6 antigén
kombinacié G3P[12] és a G14P[12] jellemzi a |16 RVA térzseket a vilag kialonbdz6é terlletein.
Ez az epidemioldgiai tulajdonsag nem jellemzé egyéb gazdafajok RVA fertézéseire, ahol is a
dominans genotipus kombinaciok mellett nagy aranyban megtalalhatéak nem-specifikus
genotipus kombinaciodk is. Példaul tobb alkalommal is mutattak ki szarvasmarha eredeti
torzseket sertés vagy human mintédkban és vica versa, ugyanakkor a |6-specifikus RVA
genotipus kombinaciét eddig semmilyen mas gazdafajbdl nem Kkerllt kimutatasra
(Matthijnssens, J. et al. 2009a; Martella, V. et al. 2010; Banyai, K. et al. 2012; Papp, H. et al.
2013b). A 16, mint gazdafaj mérsékelten fogékonynak bizonyult mas gazdafaj RVA torzseivel
szemben, erre utal a szérvanyosan kimutatott eltéré genotipus kombinaciéju 16 RVA térzsek
léte. Ez az egyiranyu gazdafajok kodzotti atmenet tovabbi analizisre érdemes. Szamos
vizsgalat alapjan feltételezik, hogy a két uralkod6 VP7 genotipus, a G3 és G14 koz6tt magas
foku antigenitasbeli hasonlésag all fent, ami hozzajarul a kereszt védelem kialakuldsédhoz
(Imagawa, H. et al. 2002; Imagawa, H. et al. 2005; Nemoto, M. et al. 2015). Egy korabbi
vizsgalat kimutatta, hogy a G14 tipusi RVA okozta hasmenéses megbetegedés enyhébb
lefolyasu formaban jelentkezett olyan lovak csoportjaban, amelyeket inaktivalt G3 RVA
vakcinaval immunizaltak, a vakcinaval nem kezelt lovakhoz képest (Imagawa, H. et al. 2005).
Ugyanakkor a G14 genotipus fokozott elterjedésének oka lehet a G3 tipusu vakcinak
hasznalatabdl adédo evoluciés nyomas (Matthijnssens, J. et al. 2015).

Kutatécsoportunk egy nemzetkozi kooperacié aktiv részvevéjeként, elséként a vilagon,
tébb teljes 16 RVA genomot hatarozott meg. Elmondhatd, hogy e gazdafaj térzsei erésen
konzervativ genom konstellacioval rendelkeznek, melyben az egyes gének genetikai
valtozatossaga is alacsony. A jellemzd genom Osszetétel a G3/G14-P[12]-12/16-R2-C2-M3-
Al10-N2-T3-E2-H7 genotipusokat tartalmazza. E genotipusok kézll néhany ez idaig kizardlag
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6 RVA térzsekbél volt kimutathatd (alahuzott), de a tébbi genotipusokon belll is a |16 RVA
torzsek jellemz&en 6nall6 leszarmazasi agat alkotnak. Ez a magas genetikai konzervaltsag
lassu molekularis evoluciéra utalhat, amely meglepé az A csoportu rotavirusok eddigi
evoluciés tulajdonsagai alapjan, melyben szerepet jatszik a reasszortacid ndévelve a
genetikai valtozatossaghoz. Ez a konzervalt genom a 16 RVA-k esetében szilard bazisként
szolgalhat tovabbi, még hatasosabb vakcindk fejlesztéséhez az epidemioldgiailag
legfontosabb RVA toérzsek ellen (Matthijnssens, J. et al. 2012a). A nemzetkozi
egyuttmikodésben végzett |16 RVA teljes genom meghatarozassal, valamint az altalunk
elkészitett irodalmi 6sszehasonlitd6 munkaval hozzajarultunk ennek a kevésbé ismert RVA
tipusnak a jobb megismeréséhez.

Feldolgoztunk tovabba olyan emlés RVA térzseket, melyek gazdafaji populacidiban
kevésbé tanulmanyozott a rotavirus fert6zottség aranya és a cirkulald genotipusok
megoszlasa. llyen mell6zott csoportot képeznek példaul a kiskér6dz6k és tevefélék
rotavirusait. Ezen gazdafaj eredetl(i RVA térzsek kozbs genetikai jellemzdje a szarvasmarha
RVA torzsekhez hasonlé genom oOsszetétel, mely a VP1-VP2-VP3-VP6-NSP1-NSP2-NSP3-
NSP5 gének esetében jellemz6en az R2/R5-C2-M2-12/I110-A11-N2-T6-H3 genotipusokat
hordozza. Az egyéb gének esetében nagyobb diverzitast tapasztalhaté: az NSP4 gént
néhany, mig a neturalizaciés antigéneket kédoloé géneket (VP7 és VP4) szamos genotipus
jellemzi. A tipikus VP7 genotipusok (G8 és G10) nagyszamu tovabbi allatfaj, mint sertés,
szarvasmarha, human és néhany majom, rotavirusaibdl is kimutatasra kerultek. Ugyanakkor
bizonyos genotipusok ez idaig kizardlag kiskérédzd eredetl RVA tdrzsekben fordultak eld.
llyen példaul a P[15] genotipus, mely csak juh, kecske és az altalunk vizsgalt teve RVA
térzsekben volt jelen, az 110 VP6 genotipus, mely kinai juh és kecske RVA-kra jellemzd,
vagy az A18 NSP1 és az E15 NSP4 genotipus, melyek o-vilagi tevék RVA tdrzseiben
kerultek meghatarozasra (Chen, Y. et al. 2009; Jere, K.C. et al. 2014; Papp, H. et al. 2014a).

Sajat vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy az 6-vilagi tevétdl szarmazd RVA torzs
emlbsokre jellemzd, de azoktdl szignifikdnsan eltér6 NSP4 génnel rendelkezik (E15
genotipusu), mig az egyéb génjeir6l nyert részleges szekvencia adatok alapjan a kérédzék
RVA torzseivel kozOs leszarmazasi utvonalbdl szarmazhat. A kis kér6dzok és tevék
rotavirusainak gazdafajvaltasat és reasszortaciojat nagyban segiti a jellemz&en kdzds tartas,
atfedd legeltetés. Ugyanakkor érdekesség, hogy a tevékben ujonnan megjelend fert6z6
betegségek jellemzben a lovakkal kozos tartasbol erednek, példaul a tevék Rhodococcus
equi fertézései (Khalafalla, A.l. et al. 2012). A vizsgalt térzs szamos eltérést mutatott az
eddig ismert teve RVA tdrzsektél, mely a gazdafaj rotavirusainak valtozatos genetikai
allomanyra utal. Ugyanakkor ezen teve RVA genom szokatlan hasonlésaga egyes ismert

human RVA tdrzsekhez feltételezi, hogy az human és allati RVA térzsek reasszortacidja
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soran keletkezett, mint példaul az RVA/Human-wt/HUN/Hun5/1997/G6P[7] tbérzs, mely
vélhet6en sertés RVA eredetl (Banyai, K. et al. 2003).

Az epidemioldgiai adatok hianyossaga a kiskér6dzok RVA-al kapcsolatosan talan annak
tudhaté be, hogy mas, nagy morbiditasu patogén mikroorganizmusok mar leirasra kerultek
akut, dehidrataciohoz vezet6, gastroenteritis megbetegedésekbdl, ugyanakkor rotavirusok
tunetmenetes egyedekben is fellelheték, ami inkabb csak masodlagos szerepukre utal e
kérképekben. Bar, megjegyezendd, hogy visszatéré, nagy morbiditassal és mortalitassal jaré
jarvanyokat is leirtak e gazdafajok korében, melyek hatterében rotavirusok alltak. igy
felmeril a rutin diagnosztika fejlesztésének, valamint a vakcinazas elterjesztésének
szlkségessége, melyhez bizonyosan hozzajarul minden ujabb kiskér6dzé eredetli RVA torzs
meghatarozasa (Papp, H. et al. 2014a).

Egy masik, kevésbé tanulmanyozott gazdafaj a kutya, melyben nem az RVA bizonyult
gastroenteritis esetek f6 korokozéjanak, habar az in vivo vizsgalatok kimutattak, hogy a fiatal
egyedekben jelentés megbetegité képességgel rendelkezik (Johnson, C. et al. 1986). Ez
idaig csupan hat kutya RVA teljes genom kerult meghatarozasra, melyek nagyon hasonlo
genom konstellacioval rendelkeztek: G3-P[3]-13-R3-C3/2-M3-A15/A9-N2-T3-E3-H6. Ezt a
G3P[3] felszini antigén kombinaciéval rendelkez8, tobbféle eredetli RVA toérzsekre jellemzé
genomosszetételt mutatd térzseket Cat-97-szerli genotipus csoportként kilonitettek el (a
Cat97 macska eredetli RVA térzs utan) (Matthijnssens, J. et al. 2011b), mely f6ként macska,
kutya és ritkan eléforduld human G3P[3] tdrzseket is tartalmaz. Am a fenti genotipus
Osszetétel kimutatasra kerilt 16, majom és denevér RVA toérzsekben is. Utdbbiak alapjan
feltehet6 a klldnbdz6 gazdafajok kdzotti aktiv virus atvitel lehetésége (Matthijnssens, J. et al.
2010b; He, B. et al. 2013; Mifo, S. et al. 2013). Az dsszehasonlitd vizsgalatok rendkivdl
alacsony prevalenciat mutattak human RVA toérzsek kozétt a G3P[3] genotipus
kombinaciodra, igy feltehetbleg e sajatsag féként allati RVA térzsekre jellemzé.

A magyarorszagi RVA/Dog/135 tdrzzsel szoros leszarmazasi kapcsolatot mutatod
olaszorszagi RVA/Human/PA260-97 térzs 1997-ben heveny bélgyulladassal koérhazba
szallitott kisgyermekbdl kerllt kimutatasra. A térzs Cat97-szerli genotipus Osszetétele
feltételezi, hogy kutya/macska gazdafajrdl kerllhetett at az emberre. Ez a térzs uj NSP1
genotipussal rendelkezett (A15), melynek eredeti gazdafaja nem ismeretes (Matthijnssens,
J. et al. 2011b). Am sajat vizsgalataink valészinisitik a kutya RVA eredetet. Azonban e
feltevéslink csupan két térzs vizsgalatan alapszik, igy nem zarhaté ki, hogy az A15
genotipus egy mas gazdafaju RVA-bdl reasszortacié utjan kerllt bele egy Cat97-szer(
genotipus 6sszetételll RVA toérzsbe. A két szignifikansan hasonlé RVA torzs (RVA/Dog/135
és RVA/Human/PA260-97) meghatarozasa kodzott eltelt hosszu id6é (15 év), a kilénb6zd
féldrajzi eredet és a stabil genom Osszetételik kézotti nagyon alacsony genetikai variancia,

valamint genetikai hasonlésaguk tovabbi kutya/macska RVA térzsekhez feltételezi ennek az
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RVA genom 0Osszetételnek a nagyfoku adaptacidjat a kutyafélék gazdafaj populaciéjahoz
(Papp, H. et al. 2015).

VIIl.3.Madar rotavirusok

Doktori munkam kezdetén még csupan két madar A csoportu rotavirus torzs teljes
genom szekvenciaja allt a rendelkezésiinkre (Ito, H. et al. 2001; Schumann, T. et al. 2009),
mig emlds rotavirusokrdl nagysagrendekkel tébb adattal rendelkezett az irodalom. Ezért
célul tlztiik ki tovabbi madar RVA torzsek teljes genomjanak meghatarozasat a NEBIH
Allategészségligyi Diagnosztikai Igazgatésaganak budapesti telephelyére bekiildésre kerilt
mintak alapjan. Tanulmanyunk nem tért ki funkcionalis vizsgalatokra, genom szekvenalasi
kisérleteink eredményeit bioinformatikai modszerekkel elemeztik. Kezdetben klasszikus
molekularis modszereket alkalmaztam, majd bevezetésre kerllt egy Uj generaciés
szekvenalasi modszer is a mintak feldolgozasara. Ez a sikeresen alkalmazott mddszer
megfelelének bizonyult rotavirus torzsek sokféleségének leirasara fuggetlenul a gazdafajtol.
Osszesen nyolc telies és két részleges madar RVA genomot hataroztunk meg, facan,
pulyka, és a hazityuk gazdafajokbdl, melyek 2005 és 2011 kozott kerlltek begydjtésre. A
meghatarozott térzsek nagy genetikai variabilitast mutattak. Felszini antigénjeik tekintetében
négy féle VP7 és négy féle VP4 genotipust hataroztunk meg, melyek hét féle GP
kombinaciéban jelentek meg a vizsgalt térzsekben. A gerinc gének tekintetében, nagy
részében a klasszikus facan- pulyka- galamb RVA leszarmazasi vonalra jellemzdi genotipus
Osszetételt talaltuk minden térzsben: 14-R4-C4-M4-A16-N4/11-T4-E4/11-H4. Ezzel a genom
konstellacioval rendelkezett az altalunk vizsgalt hazityak RVA/Chicken/BRS/115 torzs is,
ellentétben a referencianak szamité németorszagi hazityuk RVA térzzsel (RVA/Chicken-
tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30]).

Filogenetikai elemzéssel tovabbi leszarmazasi kapcsolatokat sikerllt feltarnunk. Az
RVA/Chicken/BRS/115 tyuk RVA térzs minden génje leginkabb pulyka RVA tdrzsekkel
mutatott genetikai hasonlésagot, ugyanis a CH2 irorszagi hazityuk RVA térzzsel alkotott
koz0s leszarmazasi agai is minden esetben pulyka RVA torzsekkel egy kladban szerepelt. A
facan RVA torzsek koézll az RVA/Pheasant/18769 és az RVA/Pheasant/19109 torzsek
ugyancsak pulyka RVA toérzsekkel mutattak szoros leszarmazasi kapcsolatot, mig az
RVA/Pheasant/17655 és RVA/Pheasant/14958 torzsek egy-egy génje inkabb hazityuk RVA
torzsekkel mutatott genetikai rokonsagot. Ugyanakkor a RVA/Pheasant/14246 torzs
kizarélag mas facan térzsekkel mutatott genetikai azonossagot. Mig a meghatarozasra kerult
RVA/Turkey/40 pulyka toérzs hazitydk RVA torzsekkel is mutatott genetikai azonossagot, az
RVA/Turkey/39 csak pulyka RVA torzsekkel mutatott leszarmazasi kapcsolatot.

77



RVA/Phe/17655 RVA/Phe/14958

Pl. RVA/Chi/02V0002G3
RVA/Phe/216 RVA/Phe/14246

—

-
RVA/Phe/18769 RVA/Phe/19109

19. abra. Hipotetikus reasszortacié sematikus abraja. A madar rotavirusok kézott
lejatszodo feltételezett reasszortacios események sematikus abraja, mely a magyarorszagi
madar RVA torzsek jellemz6 genom Osszetételét eredményezte. A bal oldali sziluett jelzi a
feltételezett 6s RVA torzs gazdafajat, a szinek ennek megfelelben jelzik az eredetet (z6ld:

hazityuk-szer(; kék: galamb/pulyka/facan-szeri; piros: pulyka-specifikus; narancs: facan-
specifikus; szlrke: nincs adat). A stilizalt virus kapszidon belll talalhaté szegmentalt genom
génsorrendje a kévetkez8: VP1, VP2, VP3, VP4, NSP1, VP6, NSP3, NSP2, VP7, NSP4
NSP5/6.

A filogenetikai elemzésekkel feltart leszarmazasi kapcsolatok alapjan feltételezzik, hogy
a multban facan-hazitydk RVA, és facan-pulyka RVA reasszotacids események
jatszédhattak le, amelyek az altalunk is vizsgalt torzseket eredményezhették (19. abra). A
facan, pulyka és a hazityuk gazdafajok rendszertanilag a tyukalkatuak rendjén belll
(Galliformes) a facanfélék csaladjaba (Phasianidae) tartoznak (ITIS 2017). A taxonomiai
rokonsag kozeli evolucidos leszarmazast, és morfologiai hasonlésagot feltételez ezen
gazdafajok kozott, amely hozzajarulhatott a rotavirusok gazdafajok kozti atjarasahoz
valamint reasszortaciojahoz, melyet a magyarorszagi madar RVA torzseknél tapasztaltunk.
Emellett a Madar rotavirusok kozotti gazdafaj valtasra és reasszotaciéra korabban
Schumann és mtsai németorszagi hazityuk rotavirusokal végzett vizsgalatok soran talaltak
példat (Ch-06V0661, CH2) (Schumann, T. et al. 2009).
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IX. Uj tudomanyos eredmények

1. Részvételinkkel els6ként kerllt meghatarozasra 16 eredetli A csoportu rotavirusok
teljes genomszekvenciaja. A filogenetikai elemzés a 16 RVA-kra jellemzd er6sen konzervalt
genom konstellaciét tart fel.

2. Els6ként hataroztunk meg teve eredetli A csoportu rotavirus részleges nukleinsav
szekvencigjat VP7, VP4, VP1, VP2, NSP2, NSP3, NSP4, és NSP5 génekbdl. A filogenetikai
elemzés utan javaslatot tettiink Uj NSP4 genotipus bevezetésére (E15), melyet a Rotavirus
Klasszifikaciés Munkacsoport elfogadott.

3. Els6ként hataroztuk meg egy hazai eredetli kutya A csoportu rotavirus teljes
genomszekvencigjat. A filogenetikai elemzés eredménye bizonyitékul szolgalt a szokatlan
NSP1 A15 genotipus kutya RVA eredetére, mely alatamasztja a direkt kutyardl emberre fajok
kozti atmenet elméletét.

4, Els6ként hataroztuk meg magyarorszagi eredetli, madar gazadafajokbdl (hazityuk,
facan, pulyka) szarmazé nyolc RVA torzs teljes vagy részleges genomjat. Megallapitottuk,
hogy ezen madar RVA tdorzsek genom 0Osszetételére a kildnb6zd gazdafaj eredetli gének
alkotta mozaikossag jellemz6, melynek hatterében a reasszortacié allhat, hozzajarulva a

madar rotavirusok genetikai allomanyanak valtozékonysagahoz.
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XIl. Fuggelék

1. Fuggelék abra. L6 RVA gén alapu filogenetikai fak. Valogatott emlés RVA torzsek
génjeinek ORF nukleotid szekvencigja alapjan készult filogenetikai fa rekonstrukcio, mely
maximum likelihood modszerrel készilt, Tamura-Nei szubsztitucios modellel (TN93+Gl),
500-szoros bootstrap lefedettséggel (szamértékek a faagak mellett). A referencia térzsek
Matthijnssens és mtsai, 2012 munkaja alapjan kertltek bevalogatasra (Matthijnssens, J. et
al. 2012a), majd kiegészitésre az azota meghatarozott 16 RVA torzsek egy részével. A két

altalam feldolgozott, irorszagi 16 RVA térzseket félkovér kiemeléssel és teli kor () jelzéssel
jeldltem. A genotipusok a jobb oldalon keriltek feltlintetésre. A bal sarokban talalhaté skala
aranyos a genetikai tavolsaggal. G: Az eredeti abra Matthijnssens, 2012 cikkébdl
(Matthijnssens, J. et al. 2012a), melyen kék nyilak jel6lik az altalunk feldolgozott 16 RVA
torzseket.
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2. Figgelék abra. Teve RVA gén alapu filogenetikai fak. Az RVA/Camel-
wt/KUW/s21/2010/G10P[15] térzs génjeinek részleges szekvencia alapu 6sszehasonlitasa
valogatott emlés RVA térzsek génjeivel, a filogenetikai fa rekonstrukcié maximum likelihood
modszerrel készilt, Tamura-Nei, Tamura-3 és HKY: Hasegawa-Kishino-Yano szubsztitucios
modellekkel (TN93+Gl; T92+GI, HKY+GI), 500-szoros bootstrap lefedettséggel (szamértékek
a faagak mellett). Az altalunk feldolgozott teve RVA torzset félkovér kiemeléssel és teli kor

(.) jelzéssel jeldltem. A genotipusok a jobb oldalon kertltek feltlintetésre. A bal sarokban
talalhaté skala aranyos a genetikai tavolsaggal
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Figgelék abra. Kutya RVA gén alapu filogenetikai fak. Az

wt/HUN/135/2012/G3P[3] térzs génjeinek dsszehasonlitasa valogatott emlés

likelihood modszerrel készilt, Tamura-Nei és Kimura-2 szubsztiticios

aranyos a genetikai tavolsaggal. Az eredeti abrak innen (Papp, H. et al. 2015).

AVP1 54— RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3] ]
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100 100 RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

100 |- RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G12P[9]
oo | | @ RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]
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ﬁE RVA/Human-wt/| TA/PAI58/1996/G3P[9]
94 L RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P[3]
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CVP3 100, RVA/Human-tc/| TA/PA260-97/1997/G3P[3] |
RVA/Dog-tc/I TA/RV198-95/1995/G3P[3]
RVA/Dog-tc/I| TA/RV52-96/1996/G3P[3]
@ RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]
RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G12P[9]
RVA/Bat-tc/CHN/MSLH14/2001/G3P[3]
100 RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9] M3
RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P[3]
RVA/Rhesus-tc/USA/ TUCH/2002/G3P[24]
- RVA/Dog-tc/USA/A79-10/1979/G3P[3]

58 RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3]
100 | RVA/Human-tc/ISR/Ro1845/1985/G3P[3]

4o RVA/Cat-tc/AUS/Cat2/1984/G3P[9]

4] RVA/Dog-tc/USA/CU-1/1982/G3P[3]

o4l RVA/Dog-ct/ AUS/K9/1981/G3P[3]

61 RVA/Human-tc/USA/HCR3A/1984/G3P[3]

RVA/Human-wt/| TA/PAH136/1996/G3P[9] |

100
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= rRVA/Cat—wt/I TA/BA222/2005/G3P[9] M2
| RVA/Human-wt/| TA/PAI58/1996/G3P[9]
Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8] M1
—
0.2
DVP4 100; RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P[9]  —

RVA/Cat-wt/JPN/FRV1/1985/G3P[9]
RVA/Human-wt/| TA/PAH136/1996/G3P[9]
100 |, RVA/Human-wt/I TA/PAI58/1996/G3P[9] P[9]
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RVA/Cat-wt/| TA/BA222/2005/G3P[9]
RVA/Human-tc/ THA/T152/1998/G12P[9]
RVA/Human-te/ITA/PA260-97/1997/G3P[3]
52l RVA/Dog-te/I TA/RV52-96/1996/G3P[3]
o8| @ RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]
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100] i — RVA/Bat-tc/CHN/MSLH14/2001/G3P[3]
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L 100 L RVA/Human-wt/ THA/CMH222/2001/G3P[3] |
RVA/Rhesus-tc/USA/TUCH/2002/G3P[24] P[24]
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so; RVA/Dog-tc/USA/A79-10/1979/G3P[3]
EVP6 94L RVA/Human-tc/USA/HCR3A/1984/G3P[3]
RVA/Human-tc/| SR/Ro1845/1985/G3P[3]
100 | — RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3]

RVA/Dog-tc/USA/CU-1/1982/G3P[3]
100 RVA/Dog-ct/ AUS/K9/1981/G3P[3]
RVA/Cat-tc/AUS/Cat2/1984/G3P[9]
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—— RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G12P[9]
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98 RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P[3]
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63 RVA/Dog-wt/ TUR/ANK-K1/2010/GxP[x]
5] RVA/Dog-wt/ TUR/ANK-2009/2009/GxP[x]
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G.NSP1
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I.NSP3 93[. RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]
96| RVA/Human-tc/ITA/PA260-97/1997/G3P[3]

62l RvA/Dog-tc/USA/A79-10/1979/G3P[3]
971 RVA/Dog-ct/AUS/K9/1981/G3P[3]
L RVA/Dog-tc/USA/CU-1/1982/G3P[3]
ozl RVA/Cat-te/AUS/Cat97/1984/G3P[3]
78 RVA/Human-tc/ISR/Ro1845/1985/G3P[3]
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| RVA/Dog-wt/ TUR/ANK-K1/2010/GxP[x]
RVA/Human-wt/I TA/PAI58/1996/G3P[9]
o8 RVA/Human-wt/I TA/PAH136/1996/G3P[9]
06 - RVA/Cat-w/I TA/BA222/2005/G3P[9] —_
77, RVA/Dog-tc/USA/CU-1/1982/G3P[3] ]
52 RVA/Human-tc/USA/HCR3A/1984/G3P[3]
78l RVA/Dog-tc/USA/AT79-10/1979/G3P[3]
RVA/Dog-ct/ AUS/K9/1981/G3P[3]
RVA/Cat-tc/AUS/Cat2/1984/G3P[9]
RVA/Dog-tc/I TA/RV198-95/1995/G3P[3] E3
100 F RVA/Human-tc/I SR/Ro 1845/1985/G3P[3]

o1 RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3]
RVA/Cat-wt/JPN/FRV64/1989/G3P[3]
L RVA/Rhesus-tc/USA/TUCH/2002/G3P[24]

RVA/Human-wt THA/ CMH222/2001/G3P[3]
82; RVA/Human-tc/I TA/PA260-97/1997/G3P[3]
98 | 99 | RVA/Dog-tc/I TA/RV52-96/1996/G3P[3]
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RVA/Dog-tc/I TA/RV198-95/1995/G3P[3]
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RVA/Human-wt/| TA/VPAH136/19296/G3P[9]
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4. Fuggelék abra. Madar RVA gén alapu filogenetikai fak. Magyarorszagi madar RVA
torzsek génszekvenciai alapjan készilt filogenetikai fak. A farekonstrukcié ML modszerrel,
TN93+Gl szubsztiticios modellel késziilt, 500-szoros bootstrap ellenérzés mellett (szam
értékek a faagak mellett). Az altalunk feldolgozott, magyar madar RVA torzsek félkovérrel
kiemeltek, a hazityuk RVA torzset Ures kor (O), a facan RVA torzseket teli kor (‘), a pulyka
RVA térzseket teli haromszdg (A) jeldli. A jobb oldali a felirat a genotipusokat jeldli.
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74~ RVA/Turkey-tc/DEU/O3YDDO2E 10/2003/G22P[35]
1001 & RvA/Turkey-wt/HUN/39/00¢/G22P[35]
A RVA/Turkey-wit/HUN/AQH00YG22P[35]
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RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-13/1983/G18P[17] R4
54 RVA/Pheasant-1¢/DEU/ OVO112H5/2010/G23P[37]
@ RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[37]/[30]
RvA/Pheasant-wli/HUN/216/2015/G23P[37]
100} ® RVA/Pheasant-wt/HUN/14246/2008/G23P[37]
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495'— RVA/Human-tc/ JPNAU-1/1982/G3P3[9] R3
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@ RVA/Pheasant-wt/HUN/19109/xxx/G22Px
@ RVA/Pheasant-witfHUN/14246/2008/G23P[37]
E*: RVA/Pheasant-wi/HUN/216/2015/G23P[37] C4
~ RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-1/1979/G17P[38]
100 5] @ RVA/Pheasant-wit/HUN/18769/2011/G22P[35]
RvAMurkey-tc/DELU/03VO002E10/2003/G22P[35]
A RVA/Turkey-wi/HUN/AO/XX/G22P[35]
A RVA/Turkey-wit/HUN/29/X004/G22P[35]
RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3A1979/G7P[35]
93L O RVA/Chicken-wt/xxx/BRS/115/xxx/GTP[35) —
RVA/Chicken-tc/DEU02Y0002G3/2002/G19P[30] : Cé
RVA/Human-tc/USA/War974/G1P[8] C1l
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B. VP2

02

112



C.VP3
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00 LA RVA/Turkey-wt/HUN/40/H00¢/G22P[35]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[37)/[30]
RVA/Turkey-tc/DEU/03VO002E 10/2003/G22P[35]

43

63

QO RVA/Chicekn-tc/xxx/BRS/115/xxx/G7P[35]
RVA/Chicken-te/IRL/CH2/xxx/G7P[x]

82

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]

D. VP6

02

00 _:RVNHuman-thUSNWaH 974/G1P[8]
60 RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P[9]

100 | RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3/1979/G7P[35) —
RVAJ/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30] : M6

M4

M2
M1
M3

524k RVAfTurkey-wt/HUN/39/00¢/G22P[35]

A RVASTurkey-witfHUN/AQDOXK/G22P[35]
RVA/Turkey-1c/DEU/03VO002E 10/2003/G22P[35]

RVATurkey/IRL/ Ty-1/xxx/G3P[35]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/18769/2011/G22P[35]
RVATurkey/IRLTy-31979/GTP[17]
RWA/Chicken-tc/IRL/CH2 ool G7P[35]

381 O RVA/Chicken-te/xxx/BRS/115/xxx/GTP[35]
RVA/Pigeon-tc/JPNfPO-13/1983/G18P[17]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/14958/2005/G19P[31]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/19109/xxx/G22P[x]

® RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[37)/[30]
@ RVA/Pheasant-wt/HUN/14245/2008/G23P[37]

B0 L RVA/Pheasant-wiHUN/216/2015/G23P[37]

18

RVA/Pheasant-tc/DEU/10V0112H5/2010/G23P[37]
RVA/Chicken/KOR/AVRV-2/2011/G19P[30]
|- RVAJ/Chicken-xx/IRL/Ch-1/1979/GxP[30]
RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30]
8111 RvA/Chicken-te/DEU/04V0027GE/2004/G 1 9P[30]
20 RVA/Chicken-tc/DEU/06V0661G 1/2006/G19P[31]
45| RVA/Chicken/IRL/03V0358F 3/2003/GxP[30]

/|

100

601 RVA/Chicken/DEU/03V0158G/2003/GxP[30]
RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]

—t

01

0 _ﬂuman—tchSNDSdM 978/G2P[4)
% RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P[9]
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E N S p 1 o34k RVA/Turkey-wt/HUN/A0/X0¢/G22P[35]
) @ RVA/Pheasant-wt/HUN/18769/2011/G22P[35]

A RVA/Turkey-wit/HUN/39/XXX/G22P[35]
RVATurkey-tc/DE U/03VO002E 10/2003/G22P[35]
RVA/Turkey-tc/IRUTy-1/197%G17P[38]
@ RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[37)/[30]
RVA/Pheasant+c/DEU/10V0112H5/2010/G23P[37]
RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37]
® RVA/Pheasant-wt/HUN/14246/2008/G23P[37]
RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G 3/2002/G 19P[30]
100 RVA/Turkey-tc/RL/Ty-3/1979/GTP[35]
4100[ © RVA/Chicken-te/xxx/BRS/115/xxx/G7P[35]
RVA/Pigeon-ic/JPN/PO-13/1983/G18P[17]
RVA/Human tc/JPN/AU-1/1982/G3P[9]

4‘—‘— RVA/Human-tc/Wa/1974/G1P[8]
100 RVA/Human+tc/DS-1/1976/G2P[4]

—
0.05

a3

FE.NSP2 a0 RVAMTurkey-tc/IRL/Ty-3/1879/G7P[35]
51| LO RVAIChicken-to/xxx/BRS/115/xxx/G7P[35]

RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-13/1983/G18P[17]

681 RvATukey/IRLTY-1/1670/GTP[38]

79| RVATurkey-tc/DELIO3VO002E 10/2003/G22P[35]

RVA/Turkey-wit/HUN/39/5%004/G2 2P[35]

34 RVA/Turkey-wt/HUN/AQNOX/G22P[35]
@ RVA/Pheasant-wt/ HUN/18769/2011/G22P[35]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[37)/[30]

RVA/Pheasanl-te/DEU/ 10V0112H5/2010/G23P[37]

gh  RVA/Pheasant-wt/HUN/216/2015/G23P[37]

@ RVA/Pheasant-wi/HUN/14246/2008/G23P[37]
RVA/Chicken-to/DE U/02V0002G3/2002/G19P[30]
RVA/Human-te/USAMa/M974/G1P[8]

100 LEVNHuman—iciUSAfDS—1 1976/G2ZP[4]
g3 RVA/Human-te/JPN/AU-1/1982/G3P[9]

05

G.NSP3 a7 RVA/Turkey-wiyHUN/40/X00¢/G22P[35]

96| @ RVA/Pheasant-wt/HUN/18769/2011/G22P[35]
3 & RVA/Turkey-wit/HUN/29/00(G2 2P[25]
RVA/Turkey-tc/DEU/O3VO002E 10/2003/G22P[35]
| RVA/Pheasant-tc/DEUMOVO112H5/2010/G23P[37]
@ RVA/Pheasant-wt/HUN/14246/2008/G23P[37]
o + RVA/Pheasant-wi/HUN/216/2015/G23P[37]
L @ RvA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[37]/[30]
L RvA/Turkey-te/IRLTy-1/1979/G17P[38]
L RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-13/1983/G18P[17)
RVAITurkey-tc/IRL/Ty-3/1879/G7P[35]
O RVA/Chicken-tc/xxx/BRSM15/xxx/GTP[35]
RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30]
r RVASHuman-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

100 |_|_7 RVA/Human-tc/USAMa/1974/G1P[8]
3 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]

79

100

05
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H.NSP4

I.NSP5

RVA/Turkey-wt/HUN/39/00¢/G22P[35]
RVA/Turkey-wi/HUN/AQH004/G22P[35]

RVA/Turkey-tc/DEU/O3VO002E 10/2003/G22P[35]

RVAMurkey-tc/IRL/Ty-3/1979/G7P[35]
RVA/Turkey-wt/USA/SEP-847/2005/GxP[x]

e RVA/Turkey-wt/USA/BE035/2008/GxP([x]

8 RVA/Turkey-wt/USA/B5024/2008/GxP[x]

RVA/Turkey-wt/NC-TK-SEP-RE52/2005/GxP[x]
RVA/Turkey-wt/NC-TK-SEP-R543/2005/GxP[x]

N RVA/Turkey-wt/USA/SEP-844/2005/GxP[x]

O RVA/Chicken-wtixxx/BRS/115/xxx/GTP[35] =
RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-13/1983/G18P[17]
RVA{Turkey-tc/IRL/Ty-1/1979/G17P[38]

RVA/Pheasant-tc/DEU/10V0112H5/2010/G23P[37]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/17655/2008/G23P[30)/[37]
RVA/Pheasant-wi/HUN/216/2015/G23P[37]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/18769/2011/G22P[35]

@ RVA/Pheasant-wt/HUNM4246/2008/G23 P[37]

|| RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P[30] 7

r RVA/Chickenxx/KOR/AWRV-2/2011/G18P[30]

RVA/Chicken-xx/BRAJAVE-86A/PA/2010/GxP[x]
RVAJChicken-xx/BRAJAVE-BGN/PAS2010/GxP[x]
RVA/Chicken-xx/IRL/Ch-1/1878/G19P[x] _
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]

100] [~ RVA/Human1c/USAWar1974/G1P[8)
RVA/Human1c/JPN/AU-1/1882/G3P[9)]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/14246/2008/G23P[37]
L0 | @ RVA/Pheasantwt/HUN/14958/2005/G19P[31]

1 -IO RVA/Pheasant-wt/HUN/19109/xxx/G22P[x]

@ RVA/Pheasant-wt/HUN/1876%/2011/G22P[35]
RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3/1979/GTP[35]

27

RVA/Turkey-tc/IRLTY-1/1979/G17P[38]
A RVA/Turkey-wit/HUN/3S 004G 2P[35]
A RvA/Turkey-wt/HUN/AQH00GG22P[35]
RAV/Turkey-tc/DEU/03VO002E 10/2003/G22P(35)
RVATurkey-tc/DEL03VD001 E10/2003/G22P[36]
O RVA/Chicken-te/xxx/BRS/115/xxx/GTP[35]
1001 RVA/Chicken-tc/IRLICH-21979/GTP[35]
® RVA/Pheasant-wt/HUN/7655/2008/G23P 371301
[RVAIPheasant-M.fHUN.l’zmrzm 5/G23P[37]
| L RvA/Pigeonc/JPNIPO-1311983/G18P17]
— RVA/Pheasant-tc/DEUf10V0112HS/201 UJ'G23P[37]
RVA/Chicken-ic/DEU/03V0358F 3/2003/G19P|30]
RVA/Chicken-tc/DEU/03V015833/2003/G19P{30]
100L__ Ryva/Chicken-tc/DELVDSVOGE1G1/2006/G19P[31]
38 RVA/Chicken-te/DEUAIZVO002GH2002/G19P] 30]
RVA/Chicken-tc/DEU/04V0027G6/2004/G19P[30]
[ RVAIHuman-o/US AW/ 1574/G1P(E

19

a1

-~

J |

L&)

0.2

100 \_|_— RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]
73 RVA/Human-tc/USASAU-1/1982/G3P[9]
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1. Fliggelék tablazat. Az RT-PCR soran alkalmazott madar és emlés RVA sajat

tervezésii primerek. A betlik a kdvetkez6 nukleotidok azonos aranyu keverékét jelentik: R:
AGY:C,T.MACK:G,T;S:C,GW: A, T;H:AC, T;B:C,G, T; V:A,C,G.D:A,G, T;N:A,C,G, T.

Cél szegmens,
primer elhelyezkedése
a szegmensen (nt)

Primer neve

Primer szekvencigja (5’ iranyultsagban)

Altalanos madar RVA primerek

Szegmens 1: 9-33
Szegmens 1: 570-595
Szegmens 1: 571-596
Szegmens 1: 794-820
Szegmens 1: 1360-1384
Szegmens 1: 1360-1384
Szegmens 1: 1200-1220
Szegmens 1: 1200-1221
Szegmens 1: 1361-1382
Szegmens 1: 1630-1650
Szegmens 1: 1990-2013
Szegmens 1: 2052-2075
Szegmens 1: 2060-2084
Szegmens 1: 2051-2075
Szegmens 1: 2199-2225
Szegmens 1: 2240-2266
Szegmens 1: 2300-2321
Szegmens 1: 2454-2466
Szegmens 1: 2895-2920
Szegmens 1: 3278-3302
Szegmens 1: 3' vég

Szegmens 1: 3' vég

Avrota-VP1-9F
Avrota-VP1-570F
Avrota-VP1-596R
AV-VP1-820R
Avrota-VP1-1360F
AV-VP1-1360R
Arota-VP1-1200F
PO-13-VP1-1220F
Avrota-VP1-1382R
PO-13-VP1-1630R
Arota-VP1-1990F
Avrota-VP1-2052F
Avrota-VP1-2060F
Avrota-VP1-2075R
AV-VP1-2225R
AV-VP1-2240F
Po-13-VP1-2300R
Arota-VP1-2454F
AV-VP1-2920R
Avrota-VP1-3302R
AV-VPlend
AV-VP1END

AGCTATACGATGGGGACGTATAATG
AGACATGATCAAAARTATAGATACAR
GTGTATCTATAYTTTTGATCATGTCA
TTWGAGAATTCMARTTCMARTTCTTC
CCAATACCATTGGGTAGACGAGATG
CATCTCGTCTACCCAATGGTATTG
CTGGCCTATTGTCAATGTCA
CGAATGGTGAGTCCAGACAA
ACATCTCGTCTACCCAATGGTA
ACCTTTTCTGAACGGTTCGG
ATAAGAGACACATATTCAAGAAT
GCTAAAAGATATATTGCMGGAGGM
ATWGCTAAAAGATATATTGCMGGA
CCTCCKGCAATATATCTTTTAGCSA
ACTGAAGTCATTTGCATTATYTTRGT
AAGATAATGCAAATGACTTCAGTWGC
GTACTGACTACGAACTCAACG
GTTATGTGAATAAAGTGTCAAA
GAGTCWATRTYTGGTACWCCMYGTG
CCTCCKGCAATATATCTTTTAGCSA
GGTCAKTAGCGSCYTAMTCTTGGA
GTTCACATCKTAGCGSCYTAMTCTTG

Szegmens 2: 1-25
Szegmens 2: 540-564
Szegmens 2: 512-538
Szegmens 2: 520-544
Szegmens 2: 756-776
Szegmens 2: 1290-1310
Szegmens 2: 1312-1337
Szegmens 2: 1318-1340
Szegmens 2: 1540-1563
Szegmens 2: 1760-1785
Szegmens 2: 1836-1858
Szegmens 2: 1831-1855
Szegmens 2: 1850-1870
Szegmens 2: 2540-2563
Szegmens 2: 2715-2745

Avrota-VP2-1F
Avrota-VP2-540F
Avrota-VP2-538R
AV-VP2-520F
PO-13-VP2-756R
Arota-VP2-1290F
Avrota-VP2-1312F
Avrota-VP2-1340R
AV-VP2-1540F
AV-VP2-1760R
Avrota-VP2-1836F
Avrota-VP2-1855R
PO-13-VP2-1850F
Arota-VP2-2540F
Avrota-VP2-2745R

GGCTATWAAAGCTCAASATGGCYTA
AATAGATGGTATTGGAAAAYTRAAG
GTCATCTTTCTTYARTTTCCAATACCA
AATAGATGGTATTGGAAACTGAAG
GTCTCATGTCGGCAATGAATC
GTATGTGGCTGATGTCTATA
TAGTACCTACWASYATGTTCATTMGA
TCTCKAATGAACATRWTSGTAGG
ATTGATGGAGTKATTAATCARAC
GTCTGSACRTTTTGCATATTCATAG
ATTGGAAATACTACYGTMATTCC
TKACRGTAGTATTTCCAATYAAGA
CAGAGCCACGCACACTATTC
CAAAAGTGTTTAAGCAAGTGCCA
GGTCATATCSCCATTTACGGT
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Szegmens 2: 3' vég AV-VP2end GGTCATATCWCCATTTACGGT
Szegmens 3: 1-24 AV-VP3-1F GGCTATTAAAGCTACAYGAGTAG
Szegmens 3: 25-46 Avrota-VP3-25F CGTCTTACTCTTAGTGGTGTAG
Szegmens 3: 480-504 Arota-VP3-480F ATGTCAAATACTGCTACTGATGAT
Szegmens 3: 723-743 Arota-VP3-723F CGCAGCTAATGAATTTATGG

Szegmens 3: 607-634 Avrota-VP3-607F TCAAATAGRTATTWAGAGAATWKTTGTA
Szegmens 3: 600-625 Avrota-VP3-625R AATACAAMSATTCTCTSAATAYTGTA
Szegmens 3: 1082-1103 Arota-VP3-1082F CTGATTGGAGAGAAATGGAGACA
Szegmens 3: 1190-1213 AV-VP3-1190R GTAATYTTACARCAACARATTCT
Szegmens 3: 1551-1579 Avrota-VP3-1551F RTATGATTATTTATATYTGCCAWCTGAWR
Szegmens 3: 1547-1573 Avrota-VP3-1573R TCAGSTGGCARATATAAATAATCATA
Szegmens 3: 2000-2024 AV-VP3-2000F CACCAGARTTRYTWTATGCMTGTC
Szegmens 3: 2137-2160 AV-VP3-2160R CTTAWAWGGYAATCWACRAAMTC
Szegmens 3: 2160-1681 Arota-VP3-2160F GCCATTTAAGCATACTATATC
Szegmens 3: 2540-2566 Avrota-VP3-2566R TGTTARGTTTTTATCCTATCTCAYCTA
Szegmens 4: 9-31 Avrota-VP4-9F ATGGCTTCWCTCGTATATAGACA
Szegmens 4: 10-33 Avrota-VP4-10F ATGGCTTCNCTCGTATAYAGACA
Szegmens 4: 602-629 Avrota-VP4-602F CATYTTRTGTAATTATTATATMGTRCCW
Szegmens 4: 607-636 Avrota-VP4-607F TCAAATAGARTATTWAGAGAATWKTTGTA
Szegmens 4: 603-629 Avrota-VP4-629R GGYACKATATAATAATTACAYTTRATG
Szegmens 4: 765-789 Arota-VP4-765F TTCTAAGACATCCATGTGGAAGGA
Szegmens 4: 800-823 AV-VP4-800F CCWGARAACATTGMAAACATATC
Szegmens 4: 874-900 AV-VP4-900R CCATCNCKTTCATAYGTRTAYTCATA
Szegmens 4: 1031-1060 AV-VP4-1060R AAYGCTTGTGARTCATCCCARTAATC
Szegmens 4: 1190-1212 AVrota-VP4-1190F AGTTGGNCARTGGCCACAAATG
Szegmens 4: 1480-1503 AVrota-VP4-1480F GCAGGATTTAGAACAACAGATAT
Szegmens 4: 1473-1500 Arota-VP4-1500R TTCNGAYGAYAABTGATTAAAYTCTTC
Szegmens 4: 1566-1591 Avrota-VP4-1566F GGRCTYGATATGTTTTCAATGTTCTC
Szegmens 4: 1570-1593 Avrota-VP4-1570F CCRCTNGATATGTTTKCAATGTT
Szegmens 4: 1557-1582 Avrota-VP4-1582R GAGAACATTGAAAACATATCRAGYGG
Szegmens 4: 1580-1605 AV-VP4-1580F CTCTATTATAYYGYAYYTCYTTCCA
Szegmens 4: 1700-1726 AV-VP4-1700R GATAATTCTTCNGTAATWGTWGATAC
Szegmens 4: 1669-1689 Arota-VP4-1669F CATCGACGCTGGCGAAATCT
Szegmens 4: 2211-2240R Avrota-VP4-2240R TGATTTATRAATTCTTTAAGMACTCTTGG
Szegmens 4: 2322-2300 Avrota-VP4-2322R ATGGCTTCWCTCGTATATAGACA
Szegmens 4: 2539-2566 Avrota-VP4-2539R TGTTARGTTTTTATCCTATCTCAYCTA
Szegmens 4: 3' vég AV-VP4end GGTGCAMATCCTCAYAGAAC
Szegmens 6: 5' vég Avrota-VP6-5'end GGCTTTTAAACGAAGTCTTCA
Szegmens 6: 24-45 Avrota-VP6-24F ATGGATGTGCTTTATTCACYGC
Szegmens 6: 570-592 Avrota-VP6-570F TGAATAACGGATCTGAAAYGAAA
Szegmens 6: 569-592 Avrota-VP6-592R ATTTCRATTTCAGATCCGTTATTC
Szegmens 6: 1198-1217 Avrota-VP6-1217R CTACTTAATCCYCATGCTCC

Szegmens 6: 3' vég AV-VP6end GGTCACATCCTCTCACTATACTG
Szegmens 6: 3' vég AV-VP6-5'end GGCTTTTAAACGAAGTCTTCA
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Szegmens 9: 5' vég AV-VP7-5'end CGTYTCTCACCGCGRYTAGAC
Szegmens 9: 5' vég AV-VP7-5'end2 TAAATGTATAGTACTGAATGTACTATCC
Szegmens 9: 5' vég AV-VP7-5'end GGCATTWAAATYAGWAATTYYCG
Szegmens 9: 49-62 Avrota-VP7-49F ATGKATRGTACTGATGTACTATCC
Szegmens 9: 505-528 Avrota-VP7-505F TTAGAYATKTCRGAAWTWGCTGA
Szegmens 9: 509-528 Avrota-VP7-528R TCAGCSASTTCYGAMTCTAA
Szegmens 9: 1020-1039 Avrota-VP7-1039R RTATAYYCTRAAGTARTASGC
Szegmens 9: 3' vég AV-VP7end GGTCACATCAATCCTYTCAATATGAG
Szegmens 9: 3' vég AV-VP7end CTMGMRTTWAGTGAYCGTGATCKYTT
Szegmens 5: 12-34 Avrota-NSP1-12F GCTRAACAGTGGTGTTGGTGAGA
Szegmens 5: 510-536 Av-NSP1-A16-510F CGTCGTGGACAAAGAATGCATACTAC
Szegmens 5: 536-567 Avrota-NSP1-536F GTTGAYTTTAATGATTGTTTTCTACCAACGAA
Szegmens 5: 537-566 Avrota-NSP1-566R CGTTGGTAGAAAACAATCATTAAAYTCAAC
Szegmens 5: 1100-1127 Av-NSP1-A16-1100R GTATAACCATGACACATAAGTCCTCTC
Szegmens 5: 1140-1164 AV-NSP1-1140F ATGATGTGYTGGACAATTTGSARG
Szegmens 5: 1190-1215 Av-NSP1-A16-1190F GTGTACATGCTGCTAGACACGTAGG
Szegmens 5: 1350-1372 AV-NSP1-1350R CGWMGTGRTTTCTYCTATGYGA
Szegmens 5: 1627-1648 Avrota-NSP1-1648R AGAATYTCAAASACTTTGTAGTAA
Szegmens 5: 2120-2146 AV-NSP1-2120R GGTCAYATAAAGCCWTTYTGGGCACT
Szegmens 5: 3' vég Av-NSP1-Al6end GGTCATATAAAGCCTTTCTGGGC
Szegmens 8: 1-25 Avrota-NSP2-1F GGCTTTTAAAGCGTCTCRGTCGCCG
Szegmens 8: 460-483 AV-NSP2-460F AGCRATGGGAYTMATTAAAGATC
Szegmens 8: 528-552 Avrota-NSP2-528F GGATTTACWATGTGGAARCTTGA
Szegmens 8: 529-551 Avrota-NSP2-551R TCAAGYTTCCACATSGTAAATCC
Szegmens 8: 1021-1042 Avrota-NSP2-1042R GGTCACATAAAGSGCTTTCAA
Szegmens 8: 3' vég AV-NSP2end GGTCACATAAAGGGCTTTCAATTCC
Szegmens 7: 1-24 Avrota-NSP3-1F GGCTTTTAAAGTCACATCGAGGCA
Szegmens 7: 500-521 Avrota-NSP3-500F GAGAARYTSAAACGTGGRGAAG
Szegmens 7: 515-532 Avrota-NSP3-532R ACTTCRATYACTTCYCCA

Szegmens 7: 789-814 Arota-NSP3-789F CGTTGGAATGGAAAATTGAACTCAA
Szegmens 7: 1065-1090 Avrota-NSP3-1090R TGACATAAAGTCYCGTGCGTTATTCA
Szegmens 7: 3' vég AV-NSP3end GGTCACATAAAGTCYCGTGCG

Szegmens 10:
Szegmens 10:
Szegmens 10:

Szegmens 10:

5'vég
58-84
562-580
3'vég

AV-NSP4-5'end
Avrota-NSP4-58F
Avrota-NSP4-580R
AV-NSP4end

GGCTTTAAAAACTCAATATCGAG
CCATCAATGAAACACTTGTTGAGGAGG
ACCCGTCATTCTACGCCTC
GGTCATATTAAACCCAACTATC

Szegmens 11:
Szegmens 11:

Szegmens 11:

5' vég
22-42
649-678

AV-NSP5-5'end
Avrota-NSP5-22F
Avrota-NSP5-678R

GGCTTTAAAAGCACTACCGTG
ATGTCTGCAATAACKATYGAC
TACATATCTTCAATTAARTGYATTGC

Szegmens 11: 3' vég AV-NSP5end GGTCACAAAACGGGAGTGGGGATC
Specifikus facan RVA primerek

Szegmens 1: 1220-1240 18-VP1-1220F ATGTCATCAGCATCGAATGGTG

Szegmens 1: 1460-1494 18-VP1-1460F GAGAAAATGTTACAATATGCTAAGC
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Szegmens 1: 2130-2154 F-VP1-2154R TCCCATTGCGTGTTTTGACCTCTC
Szegmens 1: 2350-2380 18-VP1-2380R GATAATGACATGAAAGCTCGTTG
Szegmens 1: 2490-2520 18-VP1-2520R GCTTTTTCAGTTTGTGCAATACC
Szegmens 1: 2418-2440 18-VP1-2440R CATAACTTTTAAACACTTGAGA
Szegmens 1: 2564-2591 F-VP1-2591R AGTTGCGCTCTTCTTTTTTCCAATGCA
Szegmens 1: 2920-2950 18-VP1-2920F GTACCARAYATWGACTCRTCWGCWTATATA
Szegmens 1: 3080-3105 18-VP1-3080F GAATACCRTTTAAAGGHAARATACC
Szegmens 1: 3220-3245 18-VP1-3220F GGAAGAARATGTGGAGTATWACTTC
Szegmens 1: 3' vég 18-VP1lend GGTCAYATCTTAGCGCCTTAATCTT
Szegmens 2: 1660-1691 18-VP2-1660F GATCAGTGCARCGMGGAATATTAC
Szegmens 2: 1700-1724 18-VP2-1700F CTYGTGGACTTAACYCGYCTTATG
Szegmens 2: 1960-1986 F-VP2-1986R TCATTTTCTTACGATACAGGTCCAGA
Szegmens 2: 2214-2240 18-VP2-2240R CGTGCCAAGTTGACGAATCC
Szegmens 2: 2300-2330 18-VP2-2300F CTGGAGACTACAACCAAATAACG
Szegmens 2: 2700-2729 18-VP2-2700F GGTAATGGCTTACAGTTCTTGC
Szegmens 3: 760-784 F-VP3-784R TCCAATCCACTTCTCTTGAGTCAG
Szegmens 3: 3' vég F-VP3-1679R GTGATTGTTCCCTGTAGCTTTACTTTCTA
Szegmens 3: 1650-1680 18-VP3-5'end GGCTATTAAAGCWRYAYKAG
Szegmens 4: 5' vég 81-P37-VP4-5'end GGCAAAAAAATGGCTTCTCTATTG
Szegmens 4: 1-20 81-VP4-1F GGCTATAAAATGGCTTCAC

Szegmens 4: 310-335 Fa-VP4-310F AAATATGCTTGTGTAATGTTACCAC
Szegmens 4: 340-358 81-VP4-340F ACCAAATACGGCAGATGG

Szegmens 4: 340-374 81-VP4-420F ATGTAYAAATTTTGTGAYTTRRYYAG
Szegmens 4: 770-795 81-P30-VP4-770F AARACGTCATTGTGGAARGAAGTAC
Szegmens 4: 839-860 Fa-VP4-860R CCCAACCCACCCGATTTAATT
Szegmens 4: 833-860 81-VP4-860R CCAYTTATAACCYAAYCCACC
Szegmens 4: 860-887 81-P30-VP4-860F CAGGTGGATTAGGYTATAAATGGTCTG
Szegmens 4: 890-913 Fa-VP4-890F RTGAACTATSAGTAYACKTATGA
Szegmens 4: 910-937 81-P30-VP4-910F GAAYTATGAGTACACRTAYGAACGYGA
Szegmens 4: 930-954 81-P30-VP4-930F ACAGTWGTAGCRCATACTACTCWG
Szegmens 4: 940-960 Fa-VP4-940F GCACATACYACDTGTTCWGT
Szegmens 4: 940-966 81-VP4-940F GCACATACTACDTGTTCAG

Szegmens 4: 1010-1043 81-P37-VP4-1010F GGAGGTTCATTACCAACTGAYTTCG
Szegmens 4: 1600-1629 18-VP4-1600F CAACACTGGATGCTGTTAAATC
Szegmens 4: 1606-1630 Fa-VP4-1630R CATYTTCTTCATAACTGARGTAGT
Szegmens 4: 1630-1663 18-VP4-1630F GACAACGTCAGTTATGAAGAAAATG
Szegmens 4: 1640-1660 81-VP4-1660R TTCATYTTCTTCATAACTGA

Szegmens 4: 1677-1700 81-P30-VP4-1700R GTWGCYGCRTCTGAYAATTCTTC
Szegmens 4: 1701-1730 81-P30-VP4-1730R CGAACGYAWTGATGATGATCKTGAAATTG
Szegmens 4: 1730-1753 F-VP4-1753R TGCATTCGAACGTAATGATGATG
Szegmens 4: 1709-1740 81-VP4-1740R CATTCGAACGTAWTGATGATGATC
Szegmens 4: 1860-1882 Fa-VP4-1860F GCRACACARACWGAHGGAGGA
Szegmens 4: 1860-1885 18-VP4-1860F CAACACAGACGGATGGTGG

Szegmens 4: 1954-1980 81-P37-VP4-1980R GCTTCTGAAACTATCTCTGG
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Szegmens 4: 1950-1982 81-P37-VP4-1950F GTTCAAGTACAYTACCAGAGATAG
Szegmens 4: 2140-2169 81-P37-VP4-2140F GATCTAGCATCCGATTCTCCCG
Szegmens 4: 2200-2228 81-VP4-2200F GGAATAACTAGAGAGCAAGCG
Szegmens 4: 3' vég 81-VP4end GGTCAAATCCTCATAGACAGC
Szegmens 4: 3' vég 18-VP4end GGTCACATCCTCACAGACAAC
Szegmens 4: 3' vég 18-VP4end GGTCACATCCTCACAGACAACTTTTG
Szegmens 4: 3' vég 81-P37end GGTCACATCCTATAACAGTTAC
Szegmens 6: 569-594 F-VP6-594R AATCCAGCGATTTCAATTTCTGATC
Szegmens 6: 1198 -1223 F-VP6-1223R ACGCCTAATCTCTACTTAATAACCA
Szegmens 9: 895-916 AV-rota-G23-895F GTACCGAAAATGGCAAGAATG
Szegmens 9: 905-930 AV-rota-G23-905F GGCAAGAATGACGAGAATAAATTGG
Szegmens 9: 3' vég AV-rota-G23R GGTCACATAAAACCTTTAACCTTGAG
Szegmens 5: 5' vég 81-N1-5'end GGCTTTTAAAAGCTGAACAGC
Szegmens 5: 1-24 Fa-NSP1-1F GGCTTTTAAAAGCTRAACAGTGG
Szegmens 5: 10-34 F-NSP1-10F AAGCTRAACAGTGGTGTTGGTGAG
Szegmens 5: 539-560 81-N1-560R CGTTGGTARRAAACAATCATT
Szegmens 5: 1260-1284 18-N1-1260F GGCTCGTAAAGTAAGCAAAATATG
Szegmens 5: 1260-1290 81-N1-1260F GTTGAAATGGCTCGTAARGTMAG
Szegmens 5: 1320-1354 81-N1-1320F GAYAMMCGCTGYGCTGAYATTACTAC
Szegmens 5: 1350-1367 81-N1-1350F TCGCATAGGAGAAACCA
Szegmens 5: 3' vég 81-Nlend GGTCACATAAAGCCATTTTGGG
Szegmens 5: 3' vég F4-NSP1-3VEG GGTCAYATAAAGCCWTTYTGGGCA
Szegmens 5: 3' vég Fa-NSP1-3VEG-2 GCCWTTYTGGGCACTACTCCA
Szegmens 5: 3' vég 81-Nlend GGTCATATAAAGCCTTTYTGG
Szegmens 7: 5' vég 81-N3-5'end GGCTTTTAAAGTCACATCGAGG
Szegmens 7: 520-539 81-N3-520R CTTCAATCACTTCCCCACG
Szegmens 7: 634-659 F-NSP3-659R GCATGTTTTTAACCGAATCCGCTAC

L6 RVA specifikus primerek
Szegmens 5: 123-160 L-NSP1-160R CAATTCAGTAAGCTGACAACATTCAAC
Szegmens 5: 1400-1439 L-NSP1-1400F GTGAATTACCTTTATGTATTGAATCAAC
Szegmens 8: 164-200 L-NSP2-200R TTGTGGTGGCGGCGCAATACCATAGA
Szegmens 8: 760-797 L-NSP2-760F GCAGACCGAGTTTACGCTACTTTCAAG
Szegmens 7: 145-180 L-NSP3-180R CACCGGAATCRTCCATDACAAAATC
Szegmens 7: 323-360 L-NSP3-360R CATCTTTTGGTCAATTCCTTTTGATGA
Szegmens 7: 765-800 L-NSP3-765F GAGTGGTATCTACGATCTATGGAAC
Szegmens 10: 104-140 L-NSP4-140R GATGCAATGTAAGGAAAATACGCCAT
Szegmens 10: 304-340 L-NSP4-340R CTATCCATTTGTTTCTCTATCTCATC
Szegmens 10: 560-596 L-NSP4-560F GCAGCAATGTAAGAGGTTGAGCTGCC
Szegmens 11: 250-285 L-NSP5-285R CAGTATCTGCATTTGTCTTAACTGC
Szegmens 11: 470-509 L-NSP5-470F CCTAAAATAGAAGCAGATTCGGATTCAG
Szegmens 3: 244-280 L-VP3-280R CATCTAATTAAAGTAAATAGCTCATC
Szegmens 3: 2360-2395 L-VP3-2360F GTGGAGTTTTRTCAACATACTTTAA
Szegmens 9: 365-390 L-VP7-390R GATCCAGTAGGCCATCCTTTAGTTA
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Szegmens 9:
Szegmens 9:

640-375
910-943

L-VP7-640F
L-VP7-910F

GTCCACTTAATACACAAACTTTAGG
AATTGGAAAAAATGGTGGCAAGTG

Teve RVA specifikus primerek

Szegmens 10: 190-226
Szegmens 10: 343-380
Szegmens 10: 645-685
Szegmens 10: 400-436

T-NSP4-190F
T-NSP4-380R
T-NSP4-685R
T-NSP4-400F

CATAAAGTAATAGTTCCAGTAACAAA
GAGTTTATCAATCATTTCTACTTGACG
GCTGTGGCTTCTCAGCTAACCATCAGGTC
GATAAACTCACAACACGAGAAATTGA

Kutya RVA specifikus primerek

Szegmens 1:
Szegmens 1:
Szegmens 1:
Szegmens 1:
Szegmens 1:
Szegmens 1:
Szegmens 1:
Szegmens 1:
Szegmens 2:
Szegmens 2:
Szegmens 2:
Szegmens 2:
Szegmens 2:
Szegmens 3:
Szegmens 3:
Szegmens 3:
Szegmens 3:
Szegmens 3:
Szegmens 4:
Szegmens 4:
Szegmens 4:
Szegmens 4:
Szegmens 4:
Szegmens 4:
Szegmens 4:
Szegmens 4:
Szegmens 5:
Szegmens 5:
Szegmens 5:
Szegmens 5:
Szegmens 7:

1-23
750-779
1786-1820
2120-2147
1150-1180
1878-1909
2554-2585
3280-3302
1-22
692-726
1893-1928
1166-1199
2070-2100
1-32
323-354
1415-1445
787-821
1574-1608
1-32
794-832
1360-1400
1054-1091
1571-1607
2333-2362
1360-1397
2330-2359
1-32
1568-1599
1-35
1565-1599
853-882

Szegmens 10: 1-30
Szegmens 10: 719-750

VP1-F-5'
VP1-1-755-F
VP1-2-1786-F
VP1-3-2120-F
VP1-2-1180-R
VP1-2-1909-R
VP1-3-2585-R
VP1-3302-R
VP2-F-5'
VP2-1-692-F
VP2-3-1893-F
VP2-1199-R
VP2-2100-R
VP3-F-5'
VP3-323-F
VP3-1415-F
VP3-821-R
VP3-1608-R
VP4-1F
VP4-794-F
VP4-1360-F
VP4-1091-R
VP4-1607-R
VP4-2362-R

VP4-1360F-Cat2
VP4-2359R-Cat2

NSP1-F-5'
NSP1-R
NSP1-2F
NSP1-2R
NSP3-R
NSP4-1a-F
NSP4-R

GGCTATTAAAGCTAGTAC
CACCAATGTCAATTCTAGTTGC
GCATCAGGTGAAAAACAAACAAAAGC
GAGGACAAAGTACACAATGGG
CTTGAAGAAGATGATCATCATGC
CTCCATCAACTCGAATTATCTTAG
GCGGAAATTTGTGCGCGACGTTTC
GGTCACATCTAAGCGCT
GGCTATTAGAAGGTTC
GCAGAGATGAGACAACGTGTACAGGC
CCGCCGCCAATAGATTGAATCTATATC
CTCAATAGACATAGTACGTTGAC
GCACGTTCAATTTGATTCCATG
GGCTATTTAAAGCAGTACCTAG
CACGACTATTCATATTACACAAAC
GATTATATCGTAGCTTTATACGC
GCCCAATGTCAAATTGAGATATTCTC
GCATCAGTTGTATCAAAATCAGTTGG
GGCTATAAAATGGCTTCGCTCATT
GGAAGAGAAATGCAATATCAATCAG
CCTGCAGCTAATCCAAATAACGGGAGAAG
GCTTGACGAATCATCCCAATAGATC
CCAGAGAACATCTGAGAACATGATC
GGTCACATCCTCTAGAAATTGC
CCAGCTGTAAATCCAAATAATAACGCAG
GGTCACATCTTAAAATAGACAG
GGCTTTTTTTTGAAAAGTCTTGTG
GGTTCACAGTTTTTGCTGGCTAGG
GGCTTTTTTTTATGAAAAGTCTTGTG
GGTCACATTTTATGCTGCCTAGGCGC
GGTCACATAACGCCCCTATAGC
GGCTTTTAAAAGTTCTGTTCCG
GGTCACATTAAGACCATTCCTTCC

121




2. Fuggelék tablazat. A polimeraz lancreakcidk soran alkalmazott héprofilok. A p
rovidités percet, az mp masodpercet jelent. * A primer annellacios lépés soran alkalmazott
hémérséklet minden esetben a primerpar specifikus olvadasi hémérséklete alapjan lett
beallitva. ** A lancépités soran alkalmazott id6 a PCR termék prediktalt hossza alapjan lett
beallitva.

A.
Lépés Hémérséklet Idétartam
Egy-lépéses RT-PCR héprofilja
1. Reverz
transzkripcio 42°C 30p
2. PCR aktivacio 95°C 15p
3. Denaturacio 95°C 30 mp ismétlés
4. Primer annelacié 49°C 30 mp 35
5. Lancépités 72°C 2p ciklus
6. Végso felépités 72°C 5p
B.
Két-lépéses RT-PCR héprofilja
1. PCR aktivacio 94°C 3p
2. Denaturacié 94°C 30 mp ismétlés
3. Primer annelacio 42-55°C * 30 mp 35
4. Lancépités 72°C 2-3 p** ciklus
5. Végsé felépités 72°C 5p
C.
Szekvenalasi reakcié hoprofilja
1. PCR aktivacio 96°C 1p
2. Denaturacié 95°C 20 mp ismétlés
3. Primer annelacio 50°C 5mp 35
4. Lancépités 60°C 4p ciklus
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3. Fliggelék tablazat. Kutya RVA torzs genomjanak nukleinsav hasonlésaga. Gén-
specifikus nukleotid (nt) és aminosav (as) szekvencia hasonlésagok az RVA/Dog-
wt/HUN/135/2012/G3PJ[3] torzs és referencia emlbs torzsek kozott.

RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]
VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5

. n/  nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/
RVA torzs as as as as as as as as as as as

RVA/Human-tc/ITA/PA260- | 99,2/ 99,1/ 98,5/ 985/ 98,7/ 98,8/ 988/ 989/ 983/ 99,0/ 983/

97/1997/G3PI[3] 99,6 99,8 99,1 98,7 991 988 981 1000 988 99,1 995
RVA/Dog-tc/USA/CU- 86,8/ 81,5/ 85,4/ 85,4/ 856/ 83,7/ 491/ 853/ 96,5/ 87,4 96,5/
1/1982/G3PI[3] 96,7 951 916 973 945 946 384 932 985 934 96,6
RVA/Dog- 86,6/ 81,6/ 853/ 853/ 856/ 833/ 500/ 857 973/ 875 973/
Ct/AUS/K9/1981/G3P[3] 96,4 954 92,0 976 949 943 390 929 994 930 957
RVA/Dog-tc/USA/A79- 86,8/ 81,8/ 853/ 853/ 86,1/ 83,4/ 49,8/ 850/ 98,0/ 87,4/ 98,0/
10/1979/G3P[3] 96,8 956 91,9 97,7 947 946 384 923 991 930 96,6
RVA/Dog-tc/ITA/RV198- 86,9/ 81,7/ 985/ 98,5/ 98,7/ 83,1 502/ 983/ 94,2/ 87,6/ 94,2/
95/1995/G3P[3] 96,1 955 99,1 97,3 99,1 946 388 99,1 976 930 971
RVA/Dog-tc/ITA/RV52- 86,9/ 81,7/ 985/ 98,5/ 98,3/ 98,8/ 50,0/ 98,9/ 938 99,4/ 93,8/
96/1996/G3P[3] 96,2 949 994 98,7 986 99,1 386 99,7 976 991 971
RVA/Human- 94,9/ 959/ 94,7/ 61,4/ 883/ 74,7 651/ 80,0/ 817/ 932/ 81,7/

tc/THA/T152/1998/G12P[9] 97,9 99,5 97,2 689 958 828 612 869 889 952 961

RVA/Human-tc/JPN/AU- 93,9/ 92,7/ 88,4/ 59,4/ 859/ 815 59,0 79,9/ 818 92,8 81,8/
1/1982/G3P3[9] 982 986 943 688 956 90,1 526 861 880 956 899

4. Fliggelék tablazat. Tyik RVA torzs genom szekvenalas eredménye. A RVA/Chicken-
tc/xxx/IBRS/115/xxx/G7P[35] tbrzs génjeinek szekvencia lefedettsége, melyet lonTorrent
tébbsz6rds, parhuzamos szekvenalas eredményezett.

o Teleskelrasmesinaelons | gqonusg (OO SEegmens
VP1 9991 243 3305
VP2 10925 319 2738
VP3 4744 147 2583
VP4 9216 311 2353
VP6 5404 320 1348
VP7 4670 353 1067
NSP1 1580 66 1910
NSP2 5140 468 1043
NSP3 6957 507 1092
NSP4 3896 423 727
NSP5 1938 213 729
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5. Fiuiggelék tablazat. Hazityiuk RVA torzs genomjanak nukleinsav hasonlésaga. Gén-
specifikus nukleotid (nt) és aminosav (as) szekvencia hasonlésagok a RVA/Chicken-
tc/xxx/BRS/115/xxx/G7P[35] torzs és referencia madar térzsek ko6zott. Az 6sszehasonlitas p-
distance modellel készult.

RVA/Chicken-tc/xxx/BRS/115/xxx/G7P[35]

VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/ nt/
RVA torzs as as as as as as as as as as as
RVA/TUr/O3VO002EL |93/ 87/ 94/ 95/ 93/ 72/ 82/ 92/ 92/ 92/ 96/
0 98 96 96 96 98 71 88 92 94 92 94
. 79/ 76/ 74/ 77/ 79/ 69/ 84/ 78 70/ 79/ 72
RVA/Chif02V0002G3 |51 o5 76 g4 87 67 90 87 66 76 67
. 96/ 99/ 99/ 95/ 99/
RVA/ChI/CH2 . - 94 99 99 95 - - - - 100
90/ 85/ 91/ 69/ 92/ 74/ 83 80/ 91/ 82/ 94/
RVAIPhe/10VO112H5 |g5" o7 g4 61 98 76 85 86 92 86 03
. 92/ 86/ 91/ 79/ 93/ 74/ 69/ 91/ 92/ 81 94/
RVA/PIPO-13 98 97 95 91 98 70 61 96 94 86 93
94/ 89/ 92/ 73/ 94/ 73/ 86/ 92/ 92/ 79/ 98

RVA/TuUrTy-1 98 96 94 83 96 74 74 8 90 77 100
o6/ 96/ 97/ 94/ 97/ 95/ 97/ 97/ 96/ 90/ 93/

RVATTUrTy-3 o8 98 92 8 93 87 91 91 93 86 100
93/ 86/ 91/ 93/ 94/ 69/ 80/ 91/ 96/ 90/ 93/
RVA/Tur/39 98 94 94 92 9 65 73 91 91 78 89
93/ 86/ 91/ 74/ 93/ 69/ 80/ 91/ 96/ 89 92/
RVATur/40 98 95 93 80 96 65 73 91 89 73 86
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6. Fuggelék tablazat. Facan RVA torzsek genomjanak nukleinsav hasonlésaga. Gén-
specifikus nukleotid szekvencia hasonlésagok a magyar facan RVA térzsek kozott, és
tovabbi referencia madar térzsek kozoétt. A legmagasabb hasonlosagi szazalék félkovérrel
kiemelt, a genotipus referencia torzsével valo hasonlosagi szazalék délttel jeldlt.

RVA/Phe/14246

VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA térzs R4 C4 M4 P[37] 14 G23 A6 NIO T4 E4 H4
RVA/Phe/18769 99,6 830 984 524 913 757 847 861 937 991 956
RVA/Phe/216 99,6 96,6 99,5 984 991 99,1 99,0 985 989 987 965
RVA/Phe/10V0112H5 |97,.4 86,9 92,3 953 958 93,3 949 942 927 975 943
RVA/Pi/PO-13 93,3 88,3 91,3 487 919 728 639 793 885 912 965
RVA/Tur/03VO002E10 | 87,3 84,2 882 525 909 751 854 789 930 809 947
RVA/Tur/39 89,3 839 90,1 625 918 698 835 787 941 811 896
RVA/Tur/40 89,3 84,0 90,2 630 914 701 841 788 940 813 891
RVA/Chi/02V0002G3 | 71,7 63,2 57,3 52,0 782 743 881 847 619 782 816

RVA/Phe/18769

VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA térzs R4 C4 M4 P[35] 14 G22 A6 N4 T4 E4 H4
RVA/Phe/14246 99,6 83,0 984 525 91,3 757 84,7 861 937 991 956
RVA/Phe/216 994 82,3 98,1 524 91,1 749 851 865 937 996 974
RVA/Phe/10V0112H5 | 97,2 84,1 91,2 524 924 751 851 87,6 951 984 974
RVA/Pi/PO-13 933 844 90,3 741 924 751 631 867 902 921 974
RVA/Tur/03VO002E10 | 87,2 92,8 87,9 958 97,2 962 962 880 974 814 956
RVA/Tur/39 89,0 959 894 984 925 97,9 97,8 898 989 811 885
RVA/Tur/40 89,1 96,7 89,5 72,9 91,8 97,6 99,1 90,1 994 820 880
RVA/Chi/02V0002G3 | 71,6 63,1 559 71,7 790 80,1 865 814 610 788 825

RVA/Phe/17655

VP1 VP2 VP3 VP4 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA torzs R4 C4 M4 P[30] P[37] 14 G23 Al6 N1IO T4 E4 H4
RVA/Phe/18769 99,2 86,8 88,2 730 533 91,8 757 91,5 881 949 993 924
RVA/Phe/14246 99,6 91,4 87,9 525 90,6 96,1 93,6 90,7 936 927 987 929
RVA/Phe/216 97,4 91,1 88,1 62,6 91,7 954 945 941 918 932 990 936
RVA/Phe/10V0112H5 | 97,6 958 88,3 52,9 91,1 928 968 891 950 944 986 92,9
RVA/Pi/PO-13 93,8 90,7 88,6 739 504 90,1 73,1 63,6 805 904 928 942
RVA/Tur/03VO002E10 | 89,0 853 89,7 73,9 53,3 895 743 903 813 949 813 933
RVA/Tur/39 89,4 852 880 776 621 892 697 91,0 802 955 81,0 898
RVA/Tur/40 89,7 853 880 758 630 893 701 91,9 802 954 816 891
RVA/Chi/02V0002G3 | 79,2 76,2 735 81,0 538 762 743 857 829 607 799 717

RVA/Phe/14958

VP2 VP4 VP6  VP7 NSP5
RVA térzs c4 P[31] 14 Gl9  H4
RVA/Phe/14246 96,9 51,1 9,4 751 947
RVA/Phe/18769 89,7 67,6 915 787 991

71,0 (P[30])

RVA/Phe/17655 98,2 52,5 (P[37]) - -
RVA/Phe/19109 - - 99,2 - 100,0
RVA/Phe/10V0112H5 | 97,3 50,7 96,8 751 96,5
RVA/Pi/PO-13 95,7 69,6 924 784 965
RVA/Tur/03VO002E10 | 90,4 67,9 919 213 965
RVA/Tur/39 86,6 67,4 909 778 941
RVA/Tur/40 85,9 80,3 90,6 787 941
RVA/Chi/02V0002G3 | 82,1 68,7 792 90,9 833
RVA/Chi/06V0661 - 95,5 - - -
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RVA/Phel19109

VP2 VP6 VP7 NSP5
RVA térzs C4 14 G22 H4
RVA/Phe/14246 87,4 97,2 754 9477
RVA/Phe/18769 84,9 92,2 95,6 99,1
RVA/Phe/14958 - 99,2 79,8 100,0
RVA/Phe/17655 85,3 98,3 74,9 96,6
RVA/Phe/10V0112H5 | 97,6 97,5 75,7 96,5
RVA/Pi/PO-13 90,8 92,8 73,7 96,5
RVA/Tur/03VO002E10 | 85,1 92,6 950 96,5
RVA/Tur/39 84,7 92,0 93,3 95,7
RVA/Tur/40 85,4 91,7 94,2 95,7
RVA/Chi/02V0002G3 | 63,9 79,0 79,5 833

7. Fluggelék tablazat. Pulyka RVA torzsek genomjanak nukleinsav hasonlésaga. Gén-
specifikus nukleotid szekvencia hasonlésagok a magyar pulyka RVA térzsek kozott, és
tovabbi referencia madar torzsek kozott. A legmagasabb hasonlosagi szazalék félkovérrel
kiemelt, a genotipus referencia torzsével vald hasonlésagi szazalék délttel jelolt. Az
Osszehasonlitas p-distance modellel késziilt.

RVA/Tur/39

VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA torzs R4 C4 M4 P[35] 14 G22 Al6 N4 T4 E4 H4
RVA/Tur/40 97,7 984 98,7 740 970 979 985 993 994 984 96,7
RVA/Tur/03V0O002E10 979 93,1 90,0 968 951 968 964 954 976 96,7 93,6
RVA/Tur/Ty-1 935 93,7 972 76,2 96,7 744 91,9 950 940 821 92,4
RVA/Tur/Ty-3 93,2 852 914 959 938 678 919 91,3 922 97,8 833
RVA/Pi/PO-13 90,2 851 916 780 92,7 749 374 935 910 80,0 90,3
RVA/Phe/18769 89,0 959 894 984 925 979 97,8 898 989 81,1 885
RVA/Chi/02V0002G3 789 742 736 76,2 76,2 799 86,3 976 620 745 69,0

RVA/Tur/40

VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA térzs R4 C4 M4 P[31] 14 G22 Al6 N4 T4 E4 H4
RVA/Tur/39 97,7 984 98,7 74,0 97,0 97,9 985 99,3 994 984 96,7
RVA/Tur/03VO002E10 97,2 93,8 90,1 74,0 954 96,3 96,9 95,6 97,5 96,6 93,9
RVA/Tur/Ty-1 93,3 94,2 972 72,4 96,6 74,3 92,2 951 93,7 81,9 92,0
RVA/Tur/Ty-3 92,8 858 914 74,1 923 67,8 80,6 91,4 92,3 97,8 82,6
RVA/PI/PO-13 90,4 853 91,7 73,7 92,7 74,7 62,4 93,6 90,9 804 89,9
RVA/Phe/18769 89,1 96,7 895 729 918 97,6 99,1 90,1 994 82,0 88,0
RVA/Chi/02V0002G3 78,7 74,1 73,6 754 76,9 80,0 863 76,1 61,9 753 32,3
RVA/Chi/06V00661 84,8
RVA/Chi/D62 94,8

126



Xlll. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Dr. Banyai Krisztiannak, hogy
kutatocsoportja tagja lehettem, megismertetett a molekularis biolégia alapjaival, és
lehet&séget biztositott kutatdbmunkam elvégzésére. EIméleti és gyakorlati utmutatasa, kritikus
észrevételei hozzajarultak kutatdbmunkamhoz és e disszertacio elkésziltéhez.

Kiemelt koszonet illeti Dr. Sellyei Boglarkat dolgozatom szakmai és nyelvtani javitasaért.

Kdszdéndm az Uj Kérokozok felderitése kutatécsoport jelenlegi és volt tagjainak, Antalné
Laszlo Brigittanak, Bartokné Horvath Anettnek, Borzak Rékanak, Dr. Bayer-Dandar
Eszternek, Doré Renatanak, Dr. Farkas Szilvianak, Dr. Fehér Enik6nek, Dr. Mihalov-Kovacs
Eszternek, lhasz Katalinnak, Dr. Marton Szilvianak, Varga-Kugler Renatanak a mindennapok
soran tanusitott tamogato és barati légkdr megteremtését.

Koszonettel tartozom Dr. Dan Adamnak, Dr. Jakab Ferencnek, Dr. Jelle Matthijnssens-

nek, akiknek segitsége nélkil nem johetett volna létre ez a dolgozat.
Koszonettel tartozom a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH), a CEVA-
Phylaxia Oltéanyagtermel6 Zrt., a kuvaiti Public Authority for Agriculture and Fish Resources,
valamint az irorszagi Irish Equine Centre munkatarsainak a mintdk rendelkezéslunkre
bocséjtasaért.

Kdszonet illeti csaladomat, akik hittek bennem, biztattak és tamogattak mind a
kutatassal toltétt évek, mind a dolgozat elkésziilte alatt. Tovabba barataimat, akik értékes
tanacsokkal lattak el, és tAmogatasuk mindig atlenditett a nehézségeken.

Kiemelt kdszonet illeti meg férjemet, Dr. Harami Gabort, aki mindvégig nagy tlrelemmel,
megértéssel és szeretettel tamogatott. Szakmai észrevételei, valamint faradtsagos javito
munkaja nélkll ez a disszertacié nem johetett volna létre. Tovabba kdszéném kislanyomnak
a megértést, amikor a kutatas elszdlitott melléle.

Az értekezés létrejottét az OTKA (PD76364) és a Lendulet program tdmogatta.
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