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Bevezetés

A Rotavirus nemzetség a Reoviridae csalad koz-, és
allategészségligyi szempontbdl jelentés csoportja. A
sulyos lefolyasu gyomor-bélhurut (gastroenteritis)
eseteknek emberekben és allatokban egyarant az egyik
leggyakoribb kérokozdja.

Vilagszerte az 5 éves kor alatti gyermekek kdzel 95%-
a legalabb egyszer atesik rotavirus fert6zésen. Evente
kozel kétmillio gyermek szorul koérhazi ellatasra és
félmillié hal meg a fert6zés kovetkeztében. A gazdasagi
haszonallatok  allomanyaiban szamottevé karokat
okoznak a rotavirus fert6zést kiséré tunetek, ugyis mint a
testsulycsdkkenés, fejlédésbeli visszamaradas, végll a
sulyos folyadékvesztés nyoman bekovetkez6é elhullas.

Egészséglgyi jelentéséglik miatt mind a human, mind
az emlbs rotavirusok széleskorli kutatasok targyat
képezik. Ugyanakkor a hazi- és vadmadarak
rotavirusair6l  meglehetésen  kevés informacidval
rendelkezunk, bar gazdasagi jelentéségik ugyancsak
nem elhanyagolando. A rotavirusok linearis, szegmentalt
dsRNS genommal rendelkeznek. Ez a felépités

lehetéséget ad a szegmensek virustorzsek kozotti



keveredésére a (reasszortacio), mely nagyfoku genetikai
diverzitast eredményez a rotavirusok kdzott.

A fentiekbé| kdvetkezéen az Uj kérokozok felfedezése
Témacsoportunk  (MTA  ATK  Allatorvos-tudomanyi
Intézet) kulonféle, ritkan vizsgalt gazdafajokbol szarmazo
nagyszamu rotavirus genom szekvencia adat gyijtését
és feldolgozasat tlizte ki elsédleges céljaul. Az azonositott
virustdrzsek genomjanak osszehasonlitasaval egyrészt
szeretnénk  feltérképezni az egyes  evollcids
mechanizmusok diverzitas kialakitasaban betdltott
jelentbéségét. Masrészt, a nyert adatok segitségével
jellemezhetéveé valik a rotavirusok orszagokon és
tajegységeken ativel6 eloszlasa, és konnyen kdvethetbve
a kulénbodzb jarvanyos megbetegedést okozd torzsek
migracidja. E jarvanytani megfigyelések a jovoben
lehet6séget adhatnak hatékonyabb védekezési stratégiak
kidolgozasara.

A széleskor(l adatgylijtés érdekében a korabban
alkalmazott hagyomanyos laboratériumi technikak mellett
bevezettiink csoportunkban egy kdvetkez6 generacios
molekularis  biolégiai moddszert is. Eredményeink
tudomanyos bemutatasara az igy nyert adataink
felhasznalasaval filogenetikai és  dsszehasonlitd

vizsgalatokat végzunk.



Célkitiizések

1. Hazai eredetd, valamint nemzetkozi
egyuttmikodésben kutatécsoportunkhoz eljuttatott
ritka vagy nehezen azonosithaté A csoportu rotavirus
(RVA) torzsek genomjanak  meghatarozasa
klasszikus molekularis modszerek adaptalasaval.

2. Uj generacios szekvenalas (lonTorrent
szemikonduktiv szekvenalas) modszerének
bevezetése a klasszikus molekularis modszerekkel
nehezen vagy nem jellemezhet6é A csoportu
rotavirusok (RVA) teljes genomjanak
meghatarozasara.

3. Irodalmi  6sszefoglaldk alapjan az  egyes
gazdafajokbdl szarmazo A csoportu rotavirus (RVA)
torzsek genetikai diverzitasanak feltérképezése,
majd az altalunk feldolgozott mintak

osszehasonlitasa a nemzetkozi adatokkal.



Anyag és modszer
Mintak

A vizsgalatainkhoz felhasznalt 12 rotavirus pozitiv
bélsar/bélszévet mintat a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi  Hivatal (NEBIH), a CEVA-Phylaxia
Oltéanyagtermelé Zrt., a kuvaiti Public Authority for
Agriculture and Fish Resources, valamint az irorszagi
Irish  Equine Centre munkatarsai  bocsajtottak
rendelkezéslnkre. A mintak 16, o-vilagi teve, kutya,
hazityak, facan és pulyka gazdafaj eredetlek voltak,
melyek Magyarorszagon, irorszagban valamint Kuvaitban

keriltek gydijtésre.

Molekularis médszerek

A bélsarmintak szuszpenziéjabdl a teljes RNS
kivonasa QlAamp viral RNA Mini Kit (QIAgen)
segitségeével tortént. A rotavirus torzsek genomjanak
teljes vagy részleges meghatarozasat részben klasszikus
molekularis médszerekkel végeztuk, a 12 torzsbél nyolc
esetében. Ennek soran a viralis dsRNS-rél egy-, vagy
kétlépéses RT-PCR soran készitettink cDNS atiratot,
melynek tovabbi PCR alapu amplifikalasahoz nagy
szamu specifikus primert terveztink. Az igy kapott DNS

nukleinsav  sorrendjét a klasszikus, Sanger-féle



szekvenalasi modszerrel hataroztuk meg. A genom
szegmensvégek meghatarozasat RNS  ligalasos
modszerrel végeztik.

Négy rotavirus torzs teljes genomjanak

meghatarozasara egy Uj generacios szekvenalasi
modszert vezettink be. Ennek soran el6szér egy
modositott SISPA (sequence independent single primer
amplification) modszerrel erésitettiik fel a virusgenomot,
majd ezt kovetdéen a teljes genom meghatarozasat egy
lon Torrent szemikonduktor szekvenald készilék
felhasznalasaval végeztik (lon Personal Genome
Machine®, Life Technologies).
A Sanger-féle szekvenalas eredményeként visszakapott
szekvencia adatokat BioEdit, valamint GeneDoc
programokkal ellenériztuk, és illesztetttk homoldg
referencidkhoz. Az lon Torrent szekvenald készlilék adta
eredményeket a CLC Bio programmal
(http://www.clcbio.com/) dolgoztuk fel.

A filogenetikai torzsfak elkészitéséhez a MEGAS
programot  hasznaltuk, maximum likelihood fa-
rekonstrukciés algoritmust és a Bayes-i informacios
kritérium segitségével kivalasztott szubsztituciés modellt
alkalmazva. A tdérzsfa megbizhatésagat 500-szor

megismételt bootstrap teszttel ellendriztik.



Eredmények

EmIds rotavirusok

Nemzetkozi egyuttmikodésben elészor
hataroztunk meg két 16 eredetli RVA genomot teljes
hosszusagaban. Mindkét térzs irorszagbdl, kdzel azonos
id6bdl, azonos gyijtésbdl szarmazott, és hasonlé genom
Osszetétellel rendelkezett, ennek ellenére jelentds
filogenetikai eltérést mutatott. Az egyik 16 RVA torzs
nagyfoku szekvencialis hasonlésagot mutatott egy Dél-
Afrikabdl szarmazé 16 RVA térzzsel. A masik irorszagi 16
RVA t6rzs kisebb mértékben, de eltért az egyuttmikdodés
altal feldolgozott, illetve szamos azoéta publikalt tovabbi 16
RVA torzsektdl. Egyes génjei Argentinabdl, mig mas
génjei Japanbdl vagy Nagy-Britanniabdl szarmazé 16 RVA
torzsekkel mutattak rokonsagot. A 16 RVA-k
epidemiolégiajanak jobb megismerése érdekében
irodalmi 6sszehasonlité vizsgalatot is végeztunk.

Meghataroztuk egyuttal egy teve eredetii RVA
torzs részleges genomjat, melynek bizonyos génjeirdl
elséként szereztiink szekvencia informaciot klasszikus
molekularis moédszerekkel. A meghatarozott gének juh,
szarvasmarha, sertés és human eredetli RVA torzsekkel

alkottak egy leszarmazasi csoportot, elkilonulve tovabbi



Egyiptombdl és Kuvaitbol szarmazo teve RVA torzsektél.
A filogenetikai elemzés alapjan feltételezhet, hogy a
vizsgalt teve RVA torzs human és allati RVA torzsek
reasszortacioja soran keletkezett. Az NSP4 gén
szekvencigjanak nukleinsav hasonlosaga a korabban
meghatarozott 14 féle E genotipushoz viszonyitva alatta
maradt a 80 %-0s hasonlésagi hatarértéknek, ezért a
Rotavirus Klasszifikacids Munkacsoport
hozzajarulasaval Uj, E15 szamu genotipusként lett
bevezetve.

Meghataroztunk tovabba egy kutya eredetii RVA
torzs telies genomjat Uj generacios szekvenalas
modszerével. A kutya RVA torzs legnagyobb, teljes
genomra kiterjedd6 szekvencia hasonlésagot egy
olaszorszagi eredetl, bélgyulladasos gyermekbdl
szarmazo human RVA torzzsel mutatta, és NSP1 gén
esetében e két torzs egyedi (A15) genotipust hordozott.
Ugyanakkor a kutya RVA t6rzs mas kutya/macska RVA
térzsekkel is mutatott leszarmazasi kapcsolatot. A kutya
RVA toérzs és a 99%-ban hasonl6 human RVA torzs
alapjan feltételezhetd a kutyarél-emberre torténé

gazdafaj atmenet.



Madar rotavirusok

Meghataroztuk tovabba hét, magyarorszagi eredetl
madar RVA t6rzs teljes, illetve részleges genomjat facan
és pulyka gazdafajokbdl, valamint egy laboratériumi
kontrollként alkalmazott, hazitydk eredetli rotavirus
izolatum telies genomjat, klasszikus molekularis
modszerekkel valamint U] generacidés szekvenalas
modszerével.

A hazitydk RVA torzs genomdsszetétele eltért a
korabban az irodalomban leirt hazitytk RVA térzsek
genomosszetételétdl, és inkabb pulyka RVA torzsekre
jellemzé genotipus konstellacidval rendelkezett.

A facan eredetii 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 toérzsek kodnnyen
vesznek részt reasszortacios esemeényekben mas

madarak rotavirusaival.



A két meghatarozott magyarorszagi pulyka RVA
torzs kdzott nagyfoku nukleinsav szekvencia hasonlésag
allt fenn, valamint tovabbi pulyka RVA térzsekkel mutattak
szoros leszarmazasi kapcsolatot. A hazai madar RVA
torzsek teljes vagy részleges genom meghatarozasara
részben klasszikus molekularis modszereket, részben Uj

generaciés szekvenalas modszert alkalmaztunk.



Uj tudomanyos eredmények

1. Részvételunkkel elséként kerult
meghatarozasra 16 eredetli A csoportu rotavirusok teljes
genomszekvencija. A filogenetikai elemzés a |6 RVA-kra
jellemzé er6sen konzervalt genom konstellaciot tart fel.

2. Elséként hataroztunk meg teve eredeti A
csoportu rotavirus részleges nukleinsav szekvenciajat
VP7, VP4, VP1, VP2, NSP2, NSP3, NSP4, és NSP5
génekbdl. A filogenetikai elemzés utan javaslatot tettlink
Uj NSP4 genotipus bevezetésére (E15), melyet a
Rotavirus Klasszifikacios Munkacsoport elfogadott.

3. Els6éként hataroztuk meg egy hazai eredeti
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 gazdafajokbdl (hazityuk, facan, pulyka)
szarmazo nyolc RVA t0rzs teljes vagy részleges
genomjat. Megallapitottuk, hogy ezen madar RVA torzsek
genomdsszetételére a kulonbdzd gazdafaj eredetl gének

alkotta mozaikossag jellemz6, melynek hatterében a



reasszortacio allhat, hozzajarulva a madar rotavirusok

genetikai allomanyanak valtozékonysagahoz.
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