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1. Roviditések jegyzéke

ARV
as
BRV
bp
cDNS

DMEM

DNS
dNTP
dsRNS
FAST
FBS

ICTV

kbp
L1-L3
M1-M3
MAHLV
MOI
MRV

m/V%

NBV
NeARV
nm

nt

ORF

PBS

madar orthoreovirus (Avian orthoreovirus)

aminosav

pavian orthoreovirus (Baboon orthoreovirus)

bazispar

komplementer dezoxiribonukleinsav (complementary DNA)

Dulbecco-féle modositott sejttenyészté tapfolyadék (Dulbecco's modified eagle

medium)

dezoxiribonukleinsav

dezoxinukleotid-trifoszfat

duplaszalu ribonukleinsav (double stranded RNA)

fuzié-asszocialt kis transzmembran (fusion associated small transmembrane)
magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine serum)

Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsag (International Committee on Taxonomy

of Viruses)

kilobazispar

az orthoreovirusok nagyméretii szegmensei (large)

az orthoreovirusok kdzepes méretl szegmensei (medium)
Mahlapitsi orthoreovirus (Mahlapitsi orthoreovirus)

a fert6ézés multiplicitasa (multiplicity of infection)

eml8s orthoreovirus (Mammalian orthoreovirus)

vegyesszazalék, 100 cm? oldatban lévé oldott anyag tdmege gramm

mértékegységre megadva

denevér orthoreovirus (Nelson Bay orthoreovirus)
vadmadar orthoreovirus (Neoavian orthoreovirus)
nanomeéter

nukleotid

nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

foszfattal pufferolt séoldat (phosphate-buffered saline)
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PCR
PRV
RdRp
RNS
RRV
RT
S1-S4
SSRNS
UTR
VH-2
VIV%

WRV

polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

hal orthoreovirus (Piscine orthoreovirus)

RNS-fliggbé RNS polimeraz (RNA-dependent RNA polymerase)
ribonukleinsav

hallé orthoreovirus (Reptilian orthoreovirus)

reverz transzkripcio

az orthoreovirusok kisméretli szegmensei (small)

szimpla szalu ribonukleinsav (single stranded RNA)
nem-atirodo szakasz (untranslated region)

vipera sziv sejtvonal (Russell’s viper heart, ATCC CCL-140)
térfogatszazalék, 100 cm? oldatban lévé oldott anyag térfogata

viziszarnyas reovirus (waterfowl orthoreovirus)



2. Osszefoglalas

Az Orthoreovirus nemzetség tagjai a Reoviridae csaladon belll a Spinareovirinae
alcsaladba tartoznak, mely munkank kezdetekor hét virusfajt foglalt magaba. A hull6kbdl izolalt
reovirusokat a hall§ orthoreovirus fajba soroltak, mig a madarakbdl izolalt reovirusok a madar
orthoreovirus fajba tartoztak. Az orthoreovirusok kulonféle, mar korabban is ismert evolucios
mechanizmussal birnak: i) a pontmutacidkat elsésorban az RNS-figgd RNS polimeraz
generalja; ii) a szegmenseken belll inzerciok, delécidk és duplikacidk is szerepet jatszhatnak
az Uj valtozatok kialakulasaban; iii) illetve tébb virus egyideji fert6zése esetén a homoldg
szegmensek reasszortalddhatnak. Madarakbdl és hill6kbél is gyakran kimutattak
orthoreovirusokat  kulénféle megbetegedések soran, baromfifélékbél elsésorban
multifaktorialis kérképekkel kapcsolatban, melyek jelentés gazdasagi karokat okozhatnak az
agazat szamara.

Kutatdmunkank soran 6sszesen 6t madar eredetll reovirus torzset vizsgaltunk. Négy
virustorzs esetében sikerllt meghataroznunk a teljes genom nukleotidsorrendjét, mig egy
torzs esetében a szegmensek kdédolé régidinak szekvencigjat hataroztuk meg. Két
hazikacsabol szarmazoé térzs kédold szekvenciai nagymértékben eltértek a génbankban
megtalalhatd, mas eurdpai és azsiai eredetl viziszarnyas reovirusok genomszekvenciajatol,
igy ezen két virustdrzs egy uj klad képviselbinek tekinthetd a viziszarnyas reovirusokon bellil.
Egy facan eredetll torzs csak kozepes mértéki hasonléosagot mutatott mas madar
reovirusokkal, illetve az Ujonnan elfogadott vadmadar orthoreovirus faj ismert képviselGivel.
Ugyanakkor utébbiakkal a filogenetikai fakon monofiletikusan helyezkedett el, mely a térzsek
k6z6s evolucios eredetét feltételezi. Egy hazikacsa és egy facan eredeti torzs jellemzésekor
feltarult azok genomjanak mozaikos szerkezete, tovabbi bizonyitékul szolgalva a

Munkank soran tovabbi hét hullé eredetl reovirus torzs teljes genomszekvenciajat
sikerult meghataroznunk. Az altalunk vizsgalt, pikkelyes hull6kbél szarmazé térzsek mind a
hillé reovirus fajba sorolhatéak, és a fajon belll két genetikai kladot kilonithetlink el. Ezeket
a kladokon belil magas, mig a kladok k6zott kozepes mertéki hasonlosagok jellemeznek. Az
egyetlen, panceélos hullébdl szarmazo virustorzs csak mérsékelt hasonlésagot mutatott a
pikkelyes hullékbél szarmazoé hullé reovirusokkal. Eredményeink alapjan javaslatot tettink a
teknds eredetli reovirus toérzs kulénallo virusfajpa torténé besorolasara, mely teknés
orthoreovirus néven elfogadasra is kerult.

Vizsgalataink soran felhalmozott adatok tovabbi informacioval szolgaltak a hullékben,
viziszarnyasokban és facanokban szaporodni képes reovirusok genetikai valtozatossagaval,
evolucios folyamataival kapcsolatban, valamint hozzajarultak a vizsgalt reovirusok rokonsagi

viszonyainak jobb megértéséhez.



2.1.Summary

The genus Orthoreovirus belonging to the family Reoviridae, subfamily Spinareovirinae
was classified into seven species at the time we started our work. Reoviruses isolated from
reptiles were considered as members of the species Reptilian orthoreovirus, while reoviruses
with bird origin were classified into the species Avian orthoreovirus. Major evolutionary
mechanisms of orthoreoviruses are i) point mutation generated by the viral RNA-dependent
RNA polymerase lacking proofreading activity, ii) intrasegmental insertions, deletions and
duplications, iii) reassortment of cognate genome segments between members of an
Orthoreovirus species. Reoviruses of birds and reptiles are frequently detected and isolated in
association with different symptomes, in poultry they can cause significant economic losses
due to multifactorial diseases.

We analysed five orthoreovirus strains derived from different avian species. We
determined the complete genome sequence of four strains and the complete coding sequence
of one strain using next generation and Sanger sequencing methods. Two strains isolated from
Pekin ducklings proved to be only distantly related to previously described European and Asian
waterfowl origin orthoreoviruses. Thus these might be the first representatives of a new
genogroup within the waterfowl orthoreoviruses. One pheasant origin strain showed moderate
similarity with members of the species Avian orthoreovirus and the newly accepted species,
Neoavian orthoreovirus, but on the phylogenetic trees appeared in a common branch with the
latter suggesting the common origin of these reoviruses. The characterization of two strains
(one Pekin duck and one pheasant origin) revealed mosaic-like genomic composition
confirming the significance of reassortment in the evolution of avian reoviruses.

We determined the complete genome sequence of seven reovirus strains isolated from
different exotic reptilian species. The squamata origin strains were all classified into Reptilian
orthoreovirus species and could be separated into two major genogroups, whose members
are characterized by high similarities within genogroups and moderate similarities between
genogroups. One chelonian origin strain proved to be distantly related to squamata origin
reptilian reoviruses thus our group suggested its classification as a separate species. The
chelonian reovirus strain were accepted as the first representative of the novel Testudine
orthoreovirus species.

Our data and findings provided further information on the genetic diversity and
evolutionary mechanisms of orthoreoviruses of reptiles, waterfowls and pheasants, and give

the opportunity for the better understanding of their genetic reationships.



3. Bevezetés

A jelenleg ismert, duplaszalu ribonukleinsav (dsRNS) genommal rendelkezd
viruscsaladok kozt a Reoviridae csalad képviselteti magat a legtébb fajjal, kéztik szamos
jelentés human és allati megbetegedést okozo virusnemzetség tagjait is megtalaljuk (Mertens,
2004). Az Orthoreovirus nemzetség a Reoviridae csalad allategészségugyi szempontbdl
jelentds csoportja, melyben gerinces és gerinctelen allatok kérokozéi egyarant eléfordulnak. A
nemzetség referencia fajat, az emlés orthoreovirust elséként az Egyesiilt Allamokban és
Mexikoban eléfordulo, 1€gz6- és emésztészervi, human megbetegedések kapcsan izolaltak az
1950-es években (Sabin, 1959). Mivel tinetmentes emberekbdl is kimutattak a virust, kéroki
szerepét kezdetben nem sikertlt tisztazni, elnevezése is erre utal: ,respiratory and enteric
orphan” virus.

A madarak és hillék reovirusai az Orthoreovirus nemzetségbe sorolhatéak. A hullék
reovirusait szamos esetben kimutattak mar kiloénb6z8é pikkelyes és pancélos hiilléfajokbdl,
féleg légzdszervi és kozponti idegrendszeri tunetekkel kapcsolatosan, bar szerepuk a
korfejlédésben nem teljesen tisztazott. A madarak reovirusai k6z6tt ugyanakkor gazdasagilag
jelentds kérokozokat talalunk, melyek hazityukok, pulykak és vizibaromfi-félék allomanyaiban
okozhatnak nagymérték(i kartétellel jar6 megbetegedéseket. llyen példaul a hazityukok és
pulykak virusos izlleti és inhlvelygyulladasa, valamint a kacsakban és ludakban a m3j és a
lép, illetve az izliletek érintettségével jard tlinetegyittes (Day, 2009).

A virusok faji hovatartozasanak megallapitdsanal egyre inkabb a molekularis
modszerek és a virusok genetikai jellemz8i veszik at a szerepet a klasszikus virolégiai
modszerekkel szemben. A kulénbdzé uUjgeneracios szekvenalasi technikak térnyerése
lehet6séget teremt az egyes virustdrzsek teljes genomszekvencia adatainak megismerésére,
melynek segitségével a fertézéseket okozo virusok genetikai valtozatossaga és leszarmazasi
kapcsolatai is feltarhatdak. E mddszerek széleskorl alkalmazasa végs6 soron segitséget
nyujthat egyre hatékonyabb diagnosztikai modszerek és a megel6zésben hasznalhaté
vakcinak fejlesztésében is.

Mindezekkel 06sszefliggésben vizsgalataink f6 célia a kulénb6zé gazdafajokbdl
szarmazo reovirusok genomszekvencia adatainak gydjtése és jellemzése volt. A virustorzsek
genomjanak 0sszehasonlitasaval szeretnénk tobb ismeretre szert tenni a reovirusok genetikai
diverzitasarol, az egyes evolucids mechanizmusok jelentéségérdl, és a vizsgalt torzsek

rokonsagi kapcsolatairol.
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4. Irodalmi attekintés

4.1. Az orthoreovirusok rendszertana

A Reoviridae csalad tagjai duplaszali, szegmentalt RNS genommal rendelkezd
virusok, melyek széles korben elterjedtek, kimutattak &ket ndvényekben, gerinces és
gerinctelen allatokban, gombakban, illetve egysejtli eukaridtakban is. Virionjuk burok nélkiili,
60-80 nanométer (nm) atméréjd, egy-harom koncentrikus fehérjerétegbdl all és ikozaéderes
szimmetriat mutat. A csaldad &sszesen 15 nemzetségbdl all, melyek két alcsaladba
sorolhatéak. A Spinareovirinae alcsaldd az Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus,
Dinovernavirus, Fijivirus, ldnoreovirus, Mycoreovirus, Oryzavirus és Orthoreovirus
nemzetségeket foglalja magaba, tagjainak kozos jellemzéje a virion felszinén talalhato,
viszonylag nagy, tuskeszer( képletek. A Sedoreovirinae alcsalad tagjainal ezek a tuskeszeri
képletek hianyoznak, a virion felszine szinte teljesen sima, gdbmb alaku. Ebbe az alcsaladba
tartoznak a Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus és
Seadornavirus nemzetségek tagjai. A nemzetségek elkildnitése a genomszegmensek szama,
a gazdaspektrum, a virus altal okozott klinikai tliinetek, a kapszidszerkezet, illetve a nukleotid
és a szarmaztatott aminosav szekvenciak — kulondsen a nagyobb meértékben megbrzott
genomszegmensek szekvenciainak — hasonlésaga alapjan térténik (Attoui és mtsai, 2011).

Munkank kezdetekor az Orthoreovirus nemzetségen bellil, a Nemzetkozi
Virusrendszertani Bizottsag (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) online

feliletén elérhetd rendszertan alapjan (https:/talk.ictvonline.org/taxonomy/) hét fajt

kalonithettiink el: madar orthoreovirus (Avian orthoreovirus, ARV), pavian orthoreovirus
(Baboon orthoreovirus, BRV), emlés orthoreovirus (Mammalian orthoreovirus, MRV), denevér
orthoreovirus (Nelson Bay orthoreovirus, NBV), hill§ orthoreovirus (Reptilian orthoreovirus,
RRYV), Mahlapitsi orthoreovirus (Mahlapitsi orthoreovirus, MAHLV) és hal orthoreovirus
(Piscine orthoreovirus, PRV) (Attoui és mtsai, 2011; Jansen van Vuren és mtsai, 2016;
Markussen és mtsai, 2013) (1. abra). A nemzetség, részben a jelen dolgozatban bemutatott
eredmények alapjan, harom Uj fajjal bévilt nemrég: Broome orthoreovirus (Broome
orthoreovirus, BrRV), vadmadar orthoreovirus (Neoavian orthoreovirus, NeARV) és teknés
orthoreovirus (Testudine orthoreovirus, TRV) (Dandar és mtsai, 2014b; Kloet, 2008;
Ogasawara és mtsai, 2015; Thalmann és mtsai, 2010). Az ICTV a nemzetségen belul a fajok
meghatarozsara kulénb6z6 bioldgiai és molekularis jellemz8k alapjan ad ajanlast. Faji
besorolasnal figyelembe kell venni a virus gazdafajat, illetve a gazdafajban a virus altal okozott
tineteket, az RNS genom agar6z gélelektroforézissel nyert elektroforetogramjat, illetve az
egyes virustorzsek kozotti reasszortacio lehetdségét, illetve hianyat. Ezeken a jellemzékon

felil gén- és fehérjeszekvencia azonossagi hatarértékeket is megad az ICTV. Nukleinsav
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szinten azonos fajba tartozonak tekinthetlink két virustdérzset, amennyiben a szekvencia
azonossag koztiik magasabb, mint 75%, és kiilon fajba tartozénak, ha alacsonyabb, mint 60%.
Aminosav szekvenciak esetében kilonbséget kell tenni a megérzéttebb core (mag), illetve a
kllsé kapszidot alkotd, valtozékonyabb fehérjék kdzt. A core fehérjek esetében 85%-0s, a
kils6é kapszid fehérjéi esetében mar 55%-0s azonossag folétt is egyazon fajba tartozonak
tekintink két virustdrzset, mig a core fehérjék 65%-0s és a kulsé kapszid fehérjék 35%-0s
azonossaga alatt kulén fajba soroljuk 6ket (Attoui €s mtsai, 2011). Ez a besorolasi rendszer
az azonos, illetve kilon fajba sorolas elddntésére szolgald hatarértékek kozott egy igen széles
,Szurke zénat” hagy (60-75% nukleotid, 65-85% core fehérje aminosav, 35-55% kulsé kapszid
fehérje aminosav szekvencia azonossag), ami Uj virustérzsek leirasanal sokszor problémat

okoz a faji besorolas megallapitasanal.

RRV 47/02 s
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1. abra Orthoreovirusok filogenetikai toérzsfaja
(az RNS-fuggd RNS polimeraz core fehérjét kodolé nukleotid szekvencia alapjan)

4.2. Az orthoreovirusok morfolégiaja, genomszervezddése és fehérjéi

Az orthoreovirusok virionja két koncentrikus fehérjerétegbdl all, a belsé kapszid
nagyjabol 60 nm, a kuls6é kapszid pedig nagyjabol 85 nm atmérdji. A virion felszinén — a
Spinareovirinae alcsalad tagjaira jellemz&en — szdmos nyulvany talalhato, ezek veszik kdrbe

a kulsé kapszid rétegbe benyuld csatornakat. A belsdé kapszid fogja koérul a nagyjabdl
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23,5 kilobazispar (kbp) hosszusagu, szegmentalt, dSRNS genomot. A genomszegmensek
agaroz gélelektroforézissel jol elvalaszthatok, jellegzetes futasi mintazatot adnak, és méretiik
alapjan harom osztalyba csoportosithaték: nagy (large, L1-L3, méretik kb. 3,9-3,8 kbp),
koézepes (medium, M1-M3, méretik kb. 2,3-2,2 kbp) és kis méreti (small, S1-S4, méretik kb.
1,6-0,9 kbp) (2. abra). A virionon belll minden szegmens egy példanyban fordul elé (Day,
2009).

D ARV MRV
Kulsé kapszid Kulsé kapszid
oC O o1
oB . 3 o3
AC A2
MB M1
Bels6 kapszid Bels6 kapszid
AA A1
oA 02
HA u2
AB A3

2. abra Az orthoreovirusok virionjanak felépitése.
(A) A virionok elektronmikroszkopos képe: nagyjabdl 80 nm atmérdji, kétrétegi
kapszidstrukturat mutaté virion
(B) Kristalyszerkezetbe tdmdrilt virionok a gazdasejt citoplazmajaban
(C) A virion mesterségesen generalt atomi modellje. Balra fent a kiilsé kapszid lathaté, a pl
fehérje zold, a 03 fehér szinnel jeldlve. Jobbra fent a core, a A1 fehérje piros, a A2 fehérje
kék és a 02 fehérje rézsaszin és sarga szinnel jeldlve.
Alul a két modell egymasra vetitése lathato.
(D) Az orthoreovirusok virionjanak sematikus abraja
(ARV - madar reovirus, MRV - eml&s reovirus).
(A képek forrasa: Attoui és mtsai, 2011; Kohl és mtsai, 2012; Liemann és mtsai, 2002)

13



Az egyes RNS szegmensek molekularis felépitése viszonylag konzervativ szerkezetet
mutat. A szegmensek pozitiv iranyultsagd RNS szalainak 5 végén egy dimetilalt ,cap”
szekvencia talalhaté, 3’ véguk nem poliadenilalt, és nincsenek kovalensen kotédd fehérjéik
sem. Mindkét szegmensvégen konszenzus szekvencidak talalhatéak: az 5 terminalis
szekvencia fajra jellemzd (3. abra), mig a 3 terminalis szekvencia az Orthoreovirus

nemzetségen belll konzervalt UCAUC nukleotidsorbdl all.

ARV G C U u U u

BRV G U A A A U
MAHLV G G U C A

MRV G C U A

NBV G C U U

PRV G A U A A

RRV G U U g u U

3. abra Az orthoreovirus fajok 5’ terminalis konszenzus szekvenciai

Ezeket a konszenzus szekvenciakat az 5 végen rovidebb, a 3’ végen hosszabb
nemkodold régid (untranslated region, UTR) kovet, illetve el6z meg. Egyetlen S osztalyu
szegmens kivételével, amely lehet bi- vagy tricisztronos, minden szegmensen egy o6nallé
fehérje génje talalhatd meg. A genom dsszesen nyolc strukturalis fehérjét kédol, ezeket az
emlbs és hal reovirusok esetében a megfelelé méretli szegmensek alapjan A1, A2, A3, p1, p2,
o1, 02 és 03, illetve madar, pavian, denevér, hillé és Mahlapitsi reovirusok esetében AA, AB,
AC, YA, uB, oA, oB és oC fehérjéknek nevezik (4. abra). Tovabbi harom vagy négy nem-
strukturalis fehérje is atirodik a genomrdl, ezek kézé tartoznak a UNS és aNS fehérjék, illetve
egyéb, kisméretl géntermékek, amelyeket a policisztronos szegmensek kddolnak, és amelyek
fajonként valtozé méretliek (Attoui és mtsai, 2011; Benavente and Martinez-Costas, 2007). Az
emlés és a hullé reovirusok S1 szegmense bicisztronos. Az MRV esetében a
sejtkapcsolddaseért felelés o1 fehérjét kodolja, illetve a o1s proteint, az RRV esetében pedig a
01 homoldgjat, a oC fehérjét, és a sejtfuzioért felelés p14 fehérjét (Attoui és mtsai, 2011). A
hal reovirusoknak szintén az S1 szegmense bicisztronos, azonban ez a ¢3 (kulsé kapszid
minor szerkezeti fehérje) és a p13 fehérjéket kddolja, a sejtkapcsolodasért felelés o1 fehérje
az S4 szegmensen kédolt (Markussen és mtsai, 2013). A pavian és a Mahlapitsi reovirusok
esetében az S4 szegmens bicisztronos, viszont ezek genomja oC fehérjét nem kédol,
minddssze két kisméretl fehérje génje taldlhaté meg a szegmensen (Day, 2009; Jansen van
Vuren és mtsai, 2016). A denevér reovirusoknak az S1 szegmense tricisztronos, a

sejtkapcsolédasért felelés oC fehérjén kivul a p10 és p17 kisméretl fehérjek génje talalhato
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meg rajta. A madar reovirusok vagy a denevér reovirusokéhoz hasonld tricisztronos S1, vagy
bizonyos viziszarnyasfélékbél izolalt ARV-k esetében bicisztronos S4 szegmenssel
rendelkeznek, ez utébbi a cC és p10 fehérjéket kddolja (4. abra) (Day, 2009).

MRV 1 47/02

9 9
L2 2
3 ww] L3 (5o
v ve
w2 w2 n
w3 V3 B
S1 ol S1 pl4 oC

- s2
s2 33
s3 "

s4 U RN 50T |

S1133 D1546
L1 L1
L2 L2
L3 L3
M1 M1
M2 M2 A
M3 M3 B

s1 10 oC s1
pl7

s2
s2

S3 oNS
s3

S4 [5UTR | oC [ 3UTR |
sS4 oNS 510

4. abra Az eml6s (MRV 1), hill6 (47/02) és madar (S1133, D1546) orthoreovirusok
genomszervezddésének sematikus abraja

Az orthoreovirusok fehérjéi kozul a AA, AB, AC, YA és oA a virion core részét, mig a
MB, oB és oC fehérjék a kuls6é kapszidot alkotjak. A AA és oA fehérjék a belsd kapszid 6
szerkezeti fehérjéi, a bels6 kapszidbdl kiemelkedd és a kilsd kapszid rétegébe atnyuld
nyulvanyokat a AC fehérje alkotja (2. abra). A AB és a YA a bels6 kapszidon belll helyezkedik
el, elébbi a virus RNS-fuggd RNS polimeraza (RdRp), utdbbi pedig NTPaz aktivitassal
rendelkezik; mindkét fehérjének a virusreplikaciéban van szerepe. A kilsé kapszid f6
szerkezetét a uB és oB fehérjék alkotjak, valamint a kilsé kapszidon helyezkedik még el a
sejtkapcsolodaseért felelés oC fiber fehérje is. A fehérjék funkcidit az 1. tablazat foglalja ssze
(Attoui és mtsai, 2011).
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1. tablazat. Az orthoreovirusok fehérjéi

Fehérje
MRV/| ARV/BRV/MAHLV/| Elhelyezkedés Funkcio
PRV NBV/RRV
bels6 kapszid szerkezeti fehérje,
M M core NTP4z, helikaz aktivitassal
core nyulvany, capping enzim,
A2 AC core metiltranszferaz és guanililtranszferaz
aktivitassal
A3 AB core RNS-figgé RNS polimeraz
p1 uB kilsé kapszid kilsé kapszid f6 szerkezeti fehérje
p2 MA core NTPaz
MNS MNS sSRNS** ko6td funkcid
. e . kiilsé kapszid fiber,
o1 oC kils6 kapszid sejtkapcsolodasért felelés fehérje
02 oA core belsé kapszid szerkezeti fehérje
o3 oB kilsé kapszid kiilsé kapszid minor szerkezeti fehérje
oNS oNS ssRNS koét6 funkcio

* BRV és MAHLYV esetében hianyzik a oC protein
** ssSRNS: szimpla szali RNS

Az Orthoreovirus nemzetségen belll a virusokat feloszthatjuk ériassejt képzésre képes
és nem képes csoportokra is. Ez a tulajdonsag az ugynevezett fuzio-asszocialt kis
transzmembran (FAST) fehérjék csaladjaba tartozé protein meglétével, illetve hianyaval
hozhaté 6sszefiiggésbe. Az ARV és NBV esetében ezt a funkciot a p10 fehérje tolti be, a BRV
esetében a p15 fehérje, mig a MAHLV és RRYV esetében a p14 (Corcoran and Duncan, 2004;
Dawe and Duncan, 2002; Jansen van Vuren és mtsai, 2016; Shmulevitz and Duncan, 2000).
A FAST fehérjével rendelkezé virusok sejttenyészeten jellegzetes, éridssejt képzddéssel jard
elvaltozast okoznak, melynek a virus terjedése és fertézése szempontjabdl lehet fontos
szerepe (Day, 2009). Az ARV és NBV p10 fehérjéinek aminosav szekvenciai nagyfoku
hasonlésagot mutatnak egymassal, és ugyanez megallapithaté a MAHLV és az RRV pl4
fehérjék esetében is. Ugyanakkor a kiilénb6zd méreti, p10, p15 és p14 fehérjék aminosav
szekvenciai kozott csak kismértékl a hasonldsag. A burokkal rendelkezé virusok nagymeéret,
komplex membranfuziés proteinjeivel ellentétben, a reovirusok FAST fehérjéi nem vesznek

részt a kapszidstruktura kialakitasaban, igy a virus sejtbe t6rténé bejutdasaban sem. Ezen
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fehérjék a virussal fert6zott gazdasejtben fejez8dnek ki, és az endoplazmatikus retikulum -
Golgi utvonalon keresztil jutnak el a sejtmembranhoz. A fuziés fehérjék felhalmozddasa vezet
azutan a gazdasejt, és a szomszédos, nem fert6zott sejtek fuzidjahoz, ami a fert6zott
allatokban és sejttenyészeten is megfigyelhetd. A FAST fehérjék altal kivaltott ériassejtképzés
apoptotikus valaszt indukal a gazdasejtben, és az igy megvaltozott membran permeabilitas

végul a sejt pusztulasat okozza (Salsman és mtsai, 2005).

4.3.Az orthoreovirusok replikacidja

Az orthoreovirusok replikacidja a gazdasejt citoplazmajaban zajlik. A virus elsé
Iépésben a oC fehérje segitségével kotédik a gazdasejt sejtfelszini receptoraihoz, majd
receptor medialt endocitozissal jut be a sejtbe (5. abra) (Benavente and Martinez-Costas,
2006).

200 nm | s i '
— O . L Q..‘»;,', .

oA

5. abra Reovirus bejutasa gazdasejtbe endocitdzis segitségével,
elektronmikroszkopos kép
(A kép forrasa: Benavente and Martinez-Costas, 2006)

Az orthoreovirusok, illetve mas, dsRNS genommal rendelkezd virusok esetében is
problémat jelent a szaporodasban, hogy a gazdasejtben az intracellularis dsRNS jelenléte
védelmi mechanizmusként interferon termelést és géncsendesitést indukal, ami kilénb6z6
kaszkadokon keresztil végll a sejt apoptdzisahoz vezet (Mertens, 2004). Ennek elkertlése
érdekében az orthoreovirusok genomja a belsé kapszidbdl sosem kertl be a citoplazmaba, a
virionrol csak a kullsé kapszid valik le, és a virusgenom igy rejtve marad a gazdasejt védekez6
mechanizmusai elél. Az endocitdzissal gazdasejtbe bekertilt virion a késéi endolizoszomak
savassa vald kdzegében vesziti el kilsé kapszidjat, és alakul at ugynevezett fert6z6
virusrészecskévé (infectious subvirion particle, ISVP) (6. abra) (Guglielmi és mtsai, 2006).

Az ISVP tovabbi fehériemdédosulasok utan lép keresztil az endolizoszomak
membranjan és az igy szabadda valo, a bels6 kapszid és az altala korulzart
genomszegmensek és fehérjék alkotta, transzkripcido szempontjabdl aktiv core részecske jut a

citoplazmaba (Guglielmi és mtsai, 2006; Tenorio és mtsai, 2019).
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6. abra A reovirusok replikacidjanak sematikus abraja
(A kép forrasa: Tenorio és mtsai, 2019)

A transzkripcié soran a virdlis magon belll taldlhatdé RdRp a genomi dsRNS
molekulakat templatként hasznalva general a dsRNS genom pozitiv szalaval megegyez6
messenger RNS (mRNS) molekuldkat. A keletkezett mRNS ezutan belép a gazdasejt
citoplazmajaba, és a riboszOmakon megtorténik réla a virdlis fehériék szintézise. A
virusreplikacio és 6sszeszerel6dés ezutan a sejtek citoplazmajaban talalhaté nagy denzitasu
zarvanyokban, ugynevezett viroplazmaban torténik, mely kialakitdsaban els6dlegesen a uNS
és oNS fehérjék vesznek részt. Ezen zarvanyok a citoplazmaban keletkezett, majd onnan a
viroplazmaba szallitott virusfehérjéket, virdlis RNS-t és részben vagy egészben dsszeszerelt
virusrészecskéket tartalmaznak. Itt torténik meg els6ként a core részecskék
Osszeszerel6dése, melyen belul a virdlis transzkriptaz komplex az mRNS-t templatként
hasznalva szintetizdlja a negativ RNS szdalakat, igy allitva el6 ujra a dsRNS genom
szegmenseit. Kilénbdzd felismerd szignalok biztositjak, hogy minden szegmensbdl egy darab
jusson az utédvirusba. A kialakult core részecskék ezutan vagy visszalépnek a virusreplikacos
ciklusba, és uj mRNS-eket kezdenek gyartani, vagy a kiilsé kapszidburok felépulésével kész
utédvirus keletkezik belélik. (6. abra) (Benavente and Martinez-Costas, 2006; Tenorio és
mtsai, 2019).

18



4.4.Madarak orthoreovirusai

A madar orthoreovirusok altalanosan elterjedtek, és kilonbdz6 kdérképek
kialakitasaban van szereplik. A virust els6ként hazityukokbdl (Gallus gallus domesticus)
izolaltak, de azo6ta kapcsolatba hoztak mas madarfajok, kéztik pulykak (Meleagris gallopavo
domesticus), vizibaromfi-félék, valamint kilénb6zé vadmadarak betegségeivel is (Jones,
2000).

Bar a baromfifélék reovirusainak jelentés része nem okoz tlineteket, és egészséges
egyedekbdl is kimutathato a jelenlétlk, gazdasagi jelentéségik mégsem elhanyagolhaté. A
patogén torzsekkel fert6zott allomanyokban megfigyelhetd megnovekedett mortalitas, illetve a
beteg egyedek novekedésének elmaradasa miatt a fertézés nagymértékl karokat képes
okozni. Reovirusok okozta kérképek kozul a hazityukokban és pulykakban is el6forduld
virusos izlleti és inhlvelygyulladas bir a legnagyobb jelentéséggel. Szintén fontos még a
vizibaromfi-félék reovirusos megbetegedése, mely ugyancsak izuleti gyulladassal, valamint a
majban és a lépben megdfigyelhetd elhalasos gécok kialakulasaval jar egyutt (Day, 2009;
Jones, 2000). Gyoéngytyukokban (Numida meleagris) a hasnyalmirigy savés-fibrines
gyulladasat és elhalasos gdcait figyelték meg reovirus fertézéssel kapcsolatban. Fert6zéses
kisérletekben sikerllt reprodukalni a természetes uton fert6zoétt egyedek tlneteit, ezzel
igazolva a virus és a betegség kdzotti ok-okozati kapcsolatot (Tanyi és mtsai, 1994).

A fentieken kivil szamos vadon él6, telepen nevelt, illetve kedvtelésbél tartott madarfaj
megbetegedéseivel hoztak kapcsolatba reovirusok jelenlétét. Telepen nevelt allatok kdzul
facanok (Phasianus colchicus) hasmenéses (Mutlu és mtsai, 1998), és foglyok (Perdix perdix)
fels6léguti megbetegedésébdl (Kugler és mtsai, 2016), valamint virginiai fogasfirjek (Colinus
virginianus) elhullassal jard, hasmenéses megbetegedésébdl izolaltak reovirusokat, ez utébbi
esetben cryptosporidiumokkal egyitt (Ritter és mtsai, 1986). Tenyésztett struccok (Struthio
camelus) bélsar mintaibdl szintén kimutattak reovirusok jelenlétét, azonban az allatok a
vizsgalatok idején egészségesek voltak (Sakai és mtsai, 2009). Vadmadarak kulénb6zé
megbetegedéseiben is leirtdk a reovirusok lehetséges koroki szerepét. Finnorszagban
pehelyréce (Somateria mollissima) fiokak nagymértéki elhullasaval kisért jarvanyos
megbetegedése soran (Hollmén és mtsai, 2002), illetve idegrendszeri tlineteket mutato
dolmanyos varjubdl (Corvus corone cornix) izolaltak reovirust (Huhtamo és mtsai, 2007).
Amerikai szalonkak (Scolopax minor) és kanadai cinegék (Poecile atricapillus) koéros
lesovanyodasat és elhullasat szintén kapcsolatba hoztak reovirusok jelenlétével (Docherty és
mtsai, 1994; Mor és mtsai, 2014). Ezek mellett szamos esetben igazoltak reovirusok elleni
antitestek el6forduldsat szeroldgiai vizsgalatokkal, példaul nagy lilikek (Anser albifrons), vetési
ludak (Anser fabalis) és telepen nevelt struccok egészséges allomanyaiban is (Cadman és
mtsai, 1994; Hlinak és mtsai, 1998).
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Kedvtelésbél tartott madarak kozil a papagajfélék reovirusos megbetegedéseirdl
talalhatunk szélesebb kori irodalmat. Szamos papagajfajban leirtak mar reovirusok jelenlétét,
sok esetben egyéb, masodlagos fert6zésekkel egytttesen. A klinikai és kérbonctani tiinetek
az egyes fajokban eltéré képet mutattak, jellemzéek a levertség, kéros sovanysag, az
emésztérendszeri, 1égz8szervi és idegrendszeri tlinetek, kérszdvettani képen a maj és a lép
érintettsége (Conzo és mtsai, 2001; Kloet, 2008; Perpifian és mtsai, 2010; Sanchez-Cordon
és mtsai, 2002).

4.4.1. Tyukfélék reovirusai

Jelenlegi ismereteink szerint a hazityukokat és pulykakat fert6z6 reovirusokat mind az
Orthoreovirus nemzetségbe, azon belill pedig a madar orthoreovirus (Avian orthoreovirus)
fajba sorolhatjuk. A tyukalakuakhoz tartozé facan- és fogolyfélékbdl izolalt reovirusok ezidaig
szintén a ARV-khez tartoztak (Farkas és mtsai, 2016; Kugler és mtsai, 2016). 1954-ben az
USA-ban Fahey és Crawley (1954) kronikus légzészervi betegségben szenvedd hazityukokbdl
izolaltak egy virustorzset, amelyrél azonban csak késdbb nyert bizonyitast, hogy a reovirusok
kozé sorolhatd (Petek és mitsai, 1967). Reovirusoknak az izlleti gyulladassal jaré
betegségekben betdltott lehetséges koroki szerepét elészér 1972-ben bizonyitottak, amikor
arthritisszel érintett hazitydkok izileti folyadékabdl izolalt virustorzset bioldgiai tulajdonsagai,
valamint elektronmikroszképos képe alapjan reovirusként azonositottak (Olson and Kerr,
1966; Walker és mtsai, 1972). Azdta vilagszerte nagy szamban izolaltak reovirusokat
hazityukok és pulykak, illetve egyéb tyukalaku madarak kulonbozé klinikai korképekben
jelentkezd megbetegedéseibdl. Ugyanakkor szamos esetben kimutathatéak egészséges
egyedek légutjabdl és emésztérendszerébdl is, igy a betegségekben betdltott szereplik nem
minden esetben tisztazott (Day, 2009; Jones, 2008a).

A virus horizontalis és vertikalis terjedésre egyarant képes. Irodalmi adatok alapjan a
kontaktfert6zés elsédlegesen fekalis-oralis uton térténik, ugyanakkor a 1égzészervrendszeren,
valamint a talp bérének repedésein keresztll szintén képes bejutni a szervezetbe a virus.
Kisérletes koriimények k6zott a vertikalis terjedést is bizonyitottak, azonban hatékonysaga
alacsonynak bizonyult, igy jelentésége természetes fert6z6désben kevéssé tisztazott (Jones,
2008a).

Reovirus fertézés okozta tlinetek elsésorban a fiatal egyedekben jelentkeznek, és bar
az idésebb egyedek is megfertézédhetnek, esetiikben jéval enyhébb a betegség lefolyasa. A
mortalitds altaldban alacsony, 10% alatti, azonban a betegség miatt bekdvetkezd
novekedéselmaradas komoly gazdasagi kartétellel jar az allomanyokban (Jones, 2008a; Lu és
mtsai, 2015; Troxler és mtsai, 2013). A hazityukok reovirus fert6zését szamos klinikai
korképpel kapcsolatba hoztak mar, ezek a csirkék virusos izlleti és inhuvelygyulladasa

(tenosynovitis), a satnyasag és torpendvés tunetegyuttes, ndvekedéselmaradas,
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szivburokgyulladas, szivizomgyulladas, hydropericardium, bélgyulladas, majgyulladas, a
bursa Fabricii és a timusz sorvadasa, akut és kronikus légzdszervi betegségek. Ok-okozati
Osszefliggést az elébb felsorolt tlinetek és a reovirus fertézés kozoétt mindeddig csak a
tenosynovitis esetében sikerilt egyértelmien kimutatni, a tobbi koérkép kialakitasaban
azonban nem teljesen tisztazott ezen virusok szerepe (Jones, 2008a, 2000).

A tenosynovitis leginkabb a fiatal, 2-4 hetes csirkéket érinti (Davis és mtsai, 2013;
Jones, 2008a; Lu és mtsai, 2015; Souza és mitsai, 2018). Az akut fert6zés altalanos
gyengeséggel, csokkent taplalékfelvétellel, valamint a labak gyengeségével, nehezitett
mozgassal jar. Kronikus esetekben a fertézott allatok sulygyarapodasa jelentésen elmarad az
egészséges egyedekéhez képest, sulyos esetben a mozgasgyengeség kifejezett, akar a lab
telies mozgasképtelensége is eléfordulhat. A térd, a labkézép és a labujjak izlletei, a
gastrocnemius in, valamint a labujjakat hajlitd és feszitd inak és inhtvelylk a gyulladasos
reakciok miatt duzzadtak, a lab meleg tapintatd. Az inhlvely, az izlleti tokok, és az izlleteket
korilvevd szbvetek o6démasak, bevérzések lathatéak rajtuk, valamint &sszendvések
alakulhatnak ki bennuk (7. abra). Az érintett izlUletekben és kornyékikon limfocitas-
plazmasejtes beszirdédés figyelheté meg, ritkabban heterofil sejtek kiséretében. Az inhlvely a
fibrines felrakddas miatt megvastagszik, rugalmatlanna valik, ami végul az in szakadasahoz is
vezethet (7. abra) (Ayalew és mtsai, 2017; Jones, 2008a; Lu és mtsai, 2015; Souza és mtsai,
2018; Troxler és mtsai, 2013).

7. abra Reovirus fert6zés tiinetei és makroszkdpos elvaltozasok hazityukban:
(A) tenosynovitis tyuk lababan, duzzadt izulet, a bér alatti bevérzések miatt kékes- zoldes
szin; (B) duzzanat, 6déma és bevérzések az inak és inhuvely teruletén;
(C) in szakadasa; (D) szivburokgyulladas.
(A képek forrasa: Lu és mtsai, 2015)
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Az iziletek gyulladasos reakcidja mellett mas szervekben is megfigyeltek reovirus
fertbzéssel Osszefliggésbe hozhatdé elvaltozasokat: a bélbolyhok sorvadasat, a
hasnyalmirigyben megfigyelheté lézidkat (Davis és mtsai, 2013), szivburokgyulladast (7. abra)
(Lu és mtsai, 2015), a m3j gyulladasos reakcidjat, valamint a lépben a limfocitak szamanak
csOkkenését (Zhang és mtsai, 2019).

Pulykakban szintén szamos korképpel kapcsolatba hoztak a reovirusok lehetséges
szerepét, azonban tdbbnyire nem bizonyitott az ok-okozati 6sszefliggés a betegségek és a
virus jelenléte kozott. Legjelentdsebbek ezek kozul — a hazitydkok reovirusok okozta
betegségéhez hasonldéan — a tenosynovitis, valamint a pulykak bélgyulladassal és elhullassal
jaro tinetegyuttese (poult enteritis and mortality syndrome, PEMS) (Jones, 2008b). A pulykak
tenosynovitise hasonlé tiinetekkel jar, mint a hazityukoké: az érintett izlletek a gyulladasos
reakciok miatt 6démasak, bér alatti bevérzések figyelhetéek meg rajtuk. Leginkabb a
gastrocnemius és a labujjak hajlitd injai érintettek, jellemzd a savés-fibrines valadék
felgyulemlése, melyet limfocitas-plazmasejtes beszlrédeés kisér. Sulyos esetben a fibrézis az
izulet kdrnyékeén kifejezett, mely az inak szakadasahoz is vezethet (Mor és mtsai, 2015, 2013).
A bélgyulladassal jaré korképben jellemzé klinikai tinet a hasmenés, valamint a csokkent
taplalékfelvétel és -hasznosulas, ami miatt az allatok névekedése elmarad az egészséges
egyedekéhez képest. Mikroszkdposan szoveti |€ziok lathatdak a bélbolyhokban, a majban, a
|épben és a bursa Fabriciiben, az érintett szervekben gyulladasos sejtes beszilrédés figyelhett
meg (Jones, 2008b; Spackman és mtsai, 2005). Ugyanakkor a kulénb6z6é, inhively- vagy
bélgyulladassal érintett pulykakbdl izolalt reovirusokkal kisérleti korilmények kdzott fertézve
csirkéket, pulykakat, csak enyhe klinikai tineteket és korszdvettani elvaltozasokat lehetett
megfigyelni, igy valoszinl, hogy ezen betegségek multifaktoridlisak (Jones, 2008b;
Sharafeldin és mtsai, 2015, 2014; Spackman és mtsai, 2005).

A kilénbdz6 facanfélék vadaszati célu tartdsanak Magyarorszagon évszazados
hagyomanya van. Ezeket a szarnyasvadakat extenziv, illetve félintenziv tartadsrendszerben
nevelik, majd a megfelelé kor elérésekor kiengedik a természetbe. Annak ellenére, hogy a
kllénb6zb enteralis betegségek ezekben a fajokban is jelentés elhullasokat okozhatnak,
keveset tudunk a kérképek viralis hatterérél. Facanok hasmenéses betegségéiben tébbnyire
rotavirusokat mutattak ki (Gal és mtsai, 2016; Ursu és mtsai, 2011; Legrottaglie és mtsai, 1997,
Trojnar és mtsai, 2013; Ursu és mtsai, 2009). Reovirusok jelenlétét eddig mindéssze egy
esetben igazoltak, térokorszagi facan allomanyokban megfigyelt bélgyulladas esetében (Mutlu
és mtsai, 1998).

Jelenleg az ARV-k elleni védekezésre csak hazityukok esetében érhetd el
kereskedelmi forgalomban 1évé vakcina, ezek él6 vagy inaktivalt virustdrzseket tartalmaznak.
Az él6, attenualt kérokozo felhasznaldsaval készllt vakcindk tdébbnyire az S1133 jelzési

mérsékelt patogenitasu torzset tartalmazzak, ezeket az ivovizbe keverve, illetve bér ala vagy
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izomba oltva kell beadni. Inaktivalt formaban tobb kilénbdz6 reovirus térzs is hasznalatban
van, ezeket mas betegségek, példaul baromfipestis (Newcastle disease, ND), fert6z6
légcsdgyulladas (infectious bronchitis, IB), fert6zd bursitis (infectious bursal disease, IBD)

elleni védekezéssel kombinalva alkalmazzak (https://www.merck-animal-health-usa.com/,

http://www.biovac.co.il/, https://www.ceva.com/). Ugyanakkor a kilénb6zd szerotipusok a

vakcinazas ellenére is megbetegedést okozhatnak, ilyen esetekben autovakcinakkal
prébalnak védekezni az allomanyokban (Jones, 2008a; Lu és mtsai, 2015; Troxler és mtsai,
2013).

4.4.2. Viziszarnyasok reovirusai

A viziszarnyasokbdl kimutatott reovirusok eddigi ismereteink alapjan mind az
Orthoreovirus nemzetségbe, azon belll pedig a madar orthoreovirus (Avian orthoreovirus)
fajba tartoztak. Reovirus fert6zéssel dsszefliggésbe hozhaté megbetegedéseket vizibaromfi-
féléekben elséként pézsmakacsa (Cairina moschata) allomanyokban irtak le 1950-ben Dél-
Afrikaban (Kaschula, 1950). Késébb a betegség kérokozojat szintén pézsmakacsakat érint6é
fert6zésekbdl izolaltak Izraelben, illetve Franciaorszagban. A kérokozé azonositasa biolégiai
tulajdonsagai és elektronmikroszkopos képen megjelend jellegzetes virionszerkezete alapjan
tortént (Malkinson és mtsai, 1981).

A viziszarnyasok reovirusait (WRV) biologiai és genetikai tulajdonsagaik alapjan két
csoportra oszthattuk, a klasszikus és Uj tipusi WRV-kre (Chen és mtsai, 2012; Farkas és
mtsai, 2014; Wang és mtsai, 2014). Klasszikus WRV-k okozta fertézést eddig kizarolag
pézsmakacsakbdl és haziludakbdl mutattak ki, a betegség tébbnyire a fiatal allatokat érintette,
a mortalitas viszonylag alacsony maradt. A kérképben jellemzé a szivburok és az iziletek
gyulladasa, valamint a majban és a Iépben megfigyelheté elhalasos gocok (Palya és mtsai,
2003). A 2000-es években Kinaban irtak le el6szdr az uj tipusu WRV-k okozta megbetegedést,
amely magasabb mortalitassal és sulyosabb klinikai képpel jar egyutt, emellett a
gazdaspektruma is szélesebb: a betegséget és korokozoéjat kimutattdk pézsmakacsakban,
hazikacsaban, t6késrécékben (Anas platyrhynchos) és ludakban is (Chen és mtsai, 2012;
Yang és mtsai, 2018; Yu és mtsai, 2014; Yun és mtsai, 2012).

A Kklasszikus és Uj tipusi WRV-ket a genomszervezédésikben megfigyelhetd
eltérések is megkulonbdztetik egymastél. Az () tipusu WRV-kben a sejt receptoraihoz vald
kapcsolodasért felelés oC fehérje a legnagyobb S osztalyu szegmensen, az S1-en kédolt, mig
a klasszikus WRV-k esetében a legkisebb S osztalyu szegmensen, az S4-en. Az Uj tipusu
WRV-k S1 szegmense tricisztronos, a cC mellett tovabbi két, részben atfedd nyilt leolvasasi
keretet (open reading frame, ORF) tartalmaz: ezek a p17 és p10 fehérjék génjei. A p17 fehérje
egyes, a citoplazmaban és a sejtmagban zajl6 folyamatok szabalyozasaban vesz részt, mig a
p10 a FAST fehérjék csaladjaba tartozik (Day, 2009; Huang és mtsai, 2015). Ezen
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tulajdonsaguk alapjan az uj tipusu WRV-k hazitydk és pulyka eredetli ARV-kkel mutatnak
rokonsagot, melyeknél az S1 szegmens felépitése és az altala kédolt fehérjék hasonléak. A
klasszikus viziszarnyas reovirusok S4 szegmense ezzel szemben bicisztronos, csak egy
tovabbi ORF-et tartalmaz, a p10 fehérje génjét, ami azonban nem homolég az uj tipusu WRV-
k és ARV-k p10 proteinjével. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés, mely szerint a klasszikus
WRV-k nem képesek sejttenyészeten szinciciumképzésre, szemben az uj tipusu WRV-kkel,
melyek esetében megfigyelhet6 az driassejtképzés (Chen és mtsai, 2012; Liu és mtsai, 2011,
Palya és mtsai, 2003; Yang és mtsai, 2018).

A vizibaromfi-félék reovirus fert6zése jellemzéen a fiatal egyedekben okoz tiineteket,
és az elhullas is ebben a csoportban a legmagasabb. A klasszikus WRV-k esetében a
mortalitas alacsony, maximum 20% kordli értéket mutat, mig az uj tipusu WRV-k esetében
ennél joval magasabb, akar az 50%-ot is elérheti. A betegség altalanos gyengeséggel,
étvagytalansaggal és hasmenéssel jar. Jellemzé tlnetek kdzé tartozik a labak gyengesége,
bizonytalan jaras, mozgasi nehézségek, ritkabb esetben akar mozgasképtelenség is (Chen és
mtsai, 2012; Heffels-Redmann és mtsai, 1992; Malkinson és mtsai, 1981; Palya és misai,
2003; Wozniakowski és mtsai, 2014; Zhang és mtsai, 2006). Az akut fertézést tulélé egyedek
rendszerint visszamaradnak a fejlédésben, sulygyarapodasuk elmarad az egészséges
egyedekéhez képest, illetve néhany esetben tartés mozgaszavar és santasag figyelheté meg
(Heffels-Redmann és mtsai, 1992; Palya és mtsai, 2003). A reovirus fert6zés
viziszarnyasokban jellegzetes szOvettani képet mutat, ami a klasszikus WRV-vel vald
fert6zottség esetében enyhébb, mig az uj tipusu WRYV esetében sulyosabb formaban jelenik
meg. A maj és a lép megnagyobbodik, és szamos szurkésfehér elhalasos goc figyelheté meg

allomanyukban. (8. abra)

8. abra Reovirus fert6zés okozta elhalasos gocok hazilud majaban,
szivburok- és légzsakgyulladas
(A képet készitette dr. Palya Vilmos)
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A majban plazmaseijtes, limfocitas és makrofag sejtes besziirédés jellemzi a szévettani
képet. A vese megnagyobbodott, szamos bevérzés figyelheté meg rajta. Jellemzd még a
szivburokgyulladas, apré bevérzések jelentkeznek a szivburok fali és zsigeri lemezén.
Szovettani képen mononuklearis gyulladasos sejtes, féként limfocitas és plazmasejtes
beszilrédés kiséri (Chen és mtsai, 2012; Heffels-Redmann és mtsai, 1992; Kaschula, 1950;
Liu és mtsai, 2011; Malkinson és mtsai, 1981; Palya és mtsai, 2003; WoZniakowski és mtsai,
2014; Yang és mtsai, 2018). A lab izlleteinek, az izlleti toknak, az inaknak, valamint az
inhivelynek a gyulladasa szintén jellegzetes tlnet, az érintett izlletekben limfocitas-
plazmasejtes besziir6dés figyelheté meg, valamint az izilet és az azt korllvevé szdvetek
duzzanata, az izlleti résben savoés-fibrines valadék felgyllemlése is gyakori. Ezen valadékbal
kivalo fibrines felrakddas az izuletek savos hartydinak megvastagodasat, ezaltal
rugalmassaganak elvesztését okozza, mely akar az inak szakadasahoz is vezethet (Liu és
mtsai, 2011; Palya és mtsai, 2003; Yang és mtsai, 2018) (9. abra). A gyulladasos,
szOvetelhalasos reakciokkal parhuzamosan a bursa Fabricii-ben limfocitaszam csékkenés

kiséri a fertézést (Li és mtsai, 2016; Liu és mtsai, 2011).

9. abra Reovirus fert6zés okozta elvaltozasok hazilud lababan.
(A) iziileti gyulladas, duzzanat és bevérzések az iziiletek teriiletén (bal), kontroll (jobb)
(B) Gastrocnemius in szakadasa miatti bevérzés hazilud lababan
(A képeket készitette dr. Palya Vilmos)

Vadon él6 viziszarnyasok megbetegedésével kapcsolatban szintén felmerilt a
reovirusok lehetséges koroki szerepe. Finnorszagban megbetegedett pehelyrécékbdl
(Somateria mollissima) izolaltak reovirust. A jarvany soran a fiokak tulélési aranya mindéssze
1-5% volt, az elpusztult allatok maximum 3 hetesek voltak. A boncolas soran feltarultak a
reovirus fertézéssel kapcsolatba hozhaté jellegzetes szervi és szdvettani elvaltozasok:
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bevérzések és elhalasos gocok a majban, a Iépben és a bursa Fabricii-ben. Az elhullott allatok
szovetmintaibdl izolalt reovirussal t6késrécében végzett kisérletes fert6zés soran nem
dokumentaltak elhullast, a szévettani kép azonban hasonlo volt a természetes uton fert6z8dott
allatokban medgfigyeltekhez (Hollmén és mtsai, 2002).

A vizibaromfi-félék nevelése félintenziv tartasrendszerben torténik, szabadtéri
kifutokkal és usztatdkkal, igy az allatok nagy valdszinliséggel kapcsolatba kerilhetnek
vadmadarakkal, akar nagy tavolsagokat repllé vonuldmadarakkal is. Az ilyen rendszer kedvez
a kulénbdzé korokozok atadasanak, terjedésének, emiatt kildndésen fontos lenne megfeleld
jarvanyvédelem kialakitasa. Jelenleg nincs a kereskedelmi forgalomban olyan vakcina, melyet
felhasznalhatnank a viziszarnyasok reovirus fert6zése elleni védekezésben. Torténtek
kisérletek inaktivalt vakcinaval, valamint az S1133, hazityuk reovirus vakcinatérzzsel is, ezek
azonban nem hoztdk meg a vart eredményt (Le Gall-Reculé és mtsai, 1999). A rekombinans
oB és oC fehérjén alapulé vakcinafejlesztési kisérleteknek voltak sikerei, azonban ezek
esetében sincsenek publikalt adatok allatallomanyokban végzett tdmeges vakcinazas
eredményeirdl, igy megbizhatésaguk és hatasossaguk meg bizonyitasra var (Bi és mtsai,
2016; Kuntz-Simon és mtsai, 2002; Zhu és mtsai, 2015).

4.4.3. Tyukfélék és viziszarnyasok reovirusainak filogenetikai kapcsolatai

Az orthoreovirusok evollciéjaban harom folyamat bir alapvet§ fontossaggal:
i) a viralis RdRp hibajavitd mechanizmusanak hianya miatt bekdvetkez6 pontmutaciok
felhalmozddasa noveli az egyes torzsek genetikai valtozatossagat;
ii) a szegmenseken bellli rekombinacidos eseményekre is taldlhatunk bizonyitékokat, ami
szintén elbsegiti Uj valtozatok kialakuldsat (Farkas és mtsai, 2016; Noh és mtsai, 2018);
i) altalanossagban elmondhatd, hogy a szegmentalt RNS genommal rendelkezé virusok
evolucidjaban kiemelked6 szerepe van az Uj genomi konstellaciék megjelenésén keresztil a
reasszortacionak is (McDonald és mtsai, 2016). A teljes genomszekvenalasok soran feltart
reasszortacios események megléte azt mutatja, hogy ez a fajta genom-ujraszervezédés
szintén jelentds szerepet jatszhat a reovirusok evolucidjaban (Dandar és mtsai, 2014a; Farkas
és mtsai, 2016, 2014).

A kulénb6z6 madarfajokbdl szarmazé ARV-k egyes szegmenseinek filogenetikai
vizsgalatakor gazdaspecifikus evoluciot figyelhetink meg, a tyukfélékbdl, valamint a
viziszarnyasokbal izolalt reovirus térzsek egymastol elkllonulten csoportosulnak a térzsfakon
(10. abra, oC fehérje génjére vonatkozo torzsfa). Ez aldl kivételt jelent a uB fehérjét kddolod
gén, ebben az esetben ugyanis az uj tipusu WRV-k a hazityuk eredetl torzsekkel allnak
kozelebbi rokonsagban, ami egy, a multban lejatszédott reasszortacios eseményt jelezhet (10.
abra, uB fehérje génjére vonatkozo toérzsfa). Szintén ilyen multbeli reasszortaciora utal az Uj

tipusu WRV-k S1 szegmensének felépitése, mely a tyukfélék reovirusaihoz hasonléan,
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tricisztronos, azaz 3 fehérjét kédol. Mindezek mellett szamos egyedi reasszortacidos esemény
valdszinlsitheté a klasszikus és az Uj tipusu viziszarnyas reovirusok kozoétt (10. abra, pA
fehérje génjére vonatkozo torzsfa), valamint a WRV-k és mas gazdafajbdl izolalt ARV-k kozott

is (Dandar és mtsai, 2014a; Farkas és mtsai, 2014; Yang és mtsai, 2018).

100; KJ874309 - TARV-MN4 pulyka
100 ﬁ KJ874319 - TERV-MN1 pulyka
%/ L kp173686 - 22342113 pulyka
100 KF741709 - 1733 hzityik
oo | KF741769 - $1133 hézityik
A FR694194 - AVS-B hézityik
[ 100|— KR476801 - D1007 fogoly
100~ KF809665 - D20/99 hazilud
L'KJ871010 - D2044 pézsmakacsa
00 JX440513 - TH11 hazikacsa

=)
S

KF154113 - ZJOOM pézsmakacsa 100 JX440514 - TH11 hézikacsa
100 | KJ879927 - SD-12 tokésréce 100 KF154114 - ZJ0OM pézsmakacsa
90l KC508650 - 815-12 pézsmakacsa KJ879928 - SD-12 tokésréce
— AB914763 - Pycno-1 biilbil . ’7 — KJ874286 - TARV-MN4 pulyka
KF692092 - TVAV varju 100——— FR694195 - AVS-B hazityik
[ KP173687 - 2234213 pulyka
05 100 1001 KF741710 - 1733 hazityuk
100 KF741770 - $1133 hazityik
K B KJ874296 - TERV-MN1 pulyka

99— KR476802 - D1007 fogoly
r KF809666 - D20/99 hazilid
100 L[ KC508651 - 815-12 pézsmakacsa
65 — KJ871011 - D2044 pézsmakacsa

| AB914764 - Pycno-1 biilbiil
100! KF692093 - TVAV varjii

68/ KJ700479 - TERV-MN1 pulyka
100] Kp173689 - 22342/13 pulyka 05
100} | KF872235 - TARV-MN4 pulyka
100 KR476804 - D1007 fogoly
70 | KF741712 - 1733 hazityik
100 KF741772 - S1133 hézityuk
oC M - FR694197 - AVS-B hazity(ik
AB914766 - Pycno-1 biilbiil
KF692095 - TVAV varjii
10 [ KF154116 - ZJOOM pézsmakacsa
LKJ87993° - SD-12 tékésréce
KC493571 - TH11 hazikacsa
100 KF809668 - D20/99 haziltid
100|_ KC508656 - 815-12 pézsmakacsa
KJ871016 - D2044 pézsmakacsa

05

10. abra Kiilonb6z6 madar eredetii reovirusok genomszegmenseinek kédolé szekvenciai
alapjan készitett nukleinsav alapu filogenetikai fak. A pulyka eredetli ARV torzsek
narancssarga, a hazityuk eredetliek citromsarga, a fogoly eredet(i r6zsaszin, a klasszikus
WRYV kék, az uj tipusu WRYV z4ld, valamint a vadmadar reovirus torzsek szirke szinnel
jeldlve. Kuldnbdzd evoluciods folyamatokra lathatunk bizonyitékokat: gazdaspecifikus
evolucio (oC), klasszikus és U] tipusu WRV-k kozti reasszortacio (pA), illetve mas
gazdafajbol szarmazo térzsek kozti reasszortacio (uB).

Ezen jelenségek a tyukfélék reovirusaira szintén igazak: szamos reasszortacios, illetve

rekombinacios eseményt figyelhetink meg a kilénb6z6 leszarmazasi vonalakhoz tartozo
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reovirusok kozott, hazityukok és pulykak reovirusai esetében is (Dandar és mtsai, 2013;
Farkas és mtsai, 2016; Noh és mtsai, 2018; Tang és mtsai, 2015; Tang and Lu, 2015).
Facanbdl izolalt reovirus torzs teljes genomszekvenciaja minddssze egy esetben volt elérheté
a génbankban, ez alapvetdéen hazityuk eredetli térzsekkel mutatott rokonsagot (Tang and Lu,
2016). Az S szegmenseken kodolt gének filogenetikai vizsgalata alapjan korabban felmerdilt,
hogy a hazityuk és a pulyka eredeti térzsek kilén reovirus fajokat alkothatnak (Kapczynski és
mtsai, 2002; Sellers és mtsai, 2004). Nemrég azonban egy fogolybdl szarmazd toérzs teljes
genom vizsgalata soran feltarult annak mozaikos szerkezete, melyben a hazityuk és pulyka
reovirus eredetli szegmensek vegyesen fordultak eld. Bizonyitva ezzel, hogy a két gazdafajbdl
szarmazo reovirusok, valamint a fogoly reovirus is egyazon fajhoz, a madar

orthoreovirusokhoz sorolhaté (Kugler és mtsai, 2016).

4.5 .Hillok orthoreovirusai

A kulénb6zé hullékbél a munkank kezdetéig kimutatott és jellemzett reovirusok
mindegyikét az Orthoreovirus nemzetségbe, azon belil pedig a hillé orthoreovirus (Reptilian
orthoreovirus) fajba sorolhattuk.

Tekndsfélekbdl ezidaig mindossze két esetben sikerllt reovirus jelenlétét kimutatni,
elektronmikroszképos vizsgalattal leopardteknds (Geochelone pardalis) bélszévetébél (Drury
és mtsai, 2002), illetve virusizolalassal mor teknés (Testudo graeca) kilénbdzé szerveinek
(tadé, maj, vese, nyelécsb, nyelv) homogenizatumabdl (Marschang, 2011).

Gyikfélék kozul szamos fajban leirtak reovirus fertézést. Elsé6ként zdld gyikok (Lacerta
viridis) papillomaib6l  mutattak ki elektronmikroszkdpos vizsgalattal reovirus-szer(
részecskéket, herpesz- és papovavirusokkal egyutt (Raynaud and Adrian, 1976). Sikeresen
izolaltak reovirusokat étvagytalansagot és aspecifikus klinikai tlineteket mutatéo z4ld
leguanokbdl (Iguana iguana) (Blahak és mtsai, 1995), és fiatal tliskésfarku gyikok (Uromastyx
hardwickii) 1ép-, maj- és bélhomogenizatumabdl Salmonella baktériumokkal egyutt (Drury és
mtsai, 2002). Szintén izolaltak reovirusokat zdld leguanbdl, és két, ismeretlen faju
kaméleonbdl. A leguan boncolasakor a tudén, vesén és Iépen apro, fehér lézidkat figyeltek
meg, mig a kaméleonokban belsé szervi elvaltozast nem tapasztaltak, az egyik allatnak
azonban metabolikus csontbetegsége volt. Ezeket az elvaltozasokat és az allatok elhullasat
nem hoztak egyértelmien dsszefliggésbe a reovirus fertézoéttséggel, azonban feltételezhetd,
hogy immunrendszerik gyengesége szerepet jatszhatott a reovirusok elszaporodasaban
(Marschang and Papp, 2009). Szerolégiai vizsgalattal tdbbféle, vadon él6 gyikfajbdl mutattak
ki reovirus specifikus antitestek jelenlétét, koéztuk Hondurasz szigetein befogott zo6ld
leguanokbdl (lguana iguana rhinolopha), tuskésfarku leguanokbdl (Ctenosaura bakeri és

Ctenosaura similis) (Gravendyck és mtsai, 1998), és Mexikoban gy(jtétt butykdsgyikokbol
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(Xenosaurus grandis) (Marschang és mtsai, 2002), ugyanakkor az allatokbdl vett kloaka- és
légcsbétamponokbdl nem sikertlt reovirust izolalni.

Kigyokbol elséként 1987-ben, egy elhullott kiralypitonbdl (Python regius) sikerult
reovirust izolalni. Az allat veséjén vérzéseket figyeltek meg, a virust végll
elektronmikroszkopos képe, sejttenyészeten kifejtett sejtfuzios hatasa, szerologiai
tulajdonsagai, valamint a dsRNS genom szervez6dése alapjan azonositottak reovirusként
(Ahne és mtsai, 1987). Kimutattak reovirusok jelenlétét kdzponti idegrendszeri tuneteket
mutatd zdold csérgbékigyd (Crotalus viridis) agyszévetébdl (Vieler és mtsai, 1994), valamint
kutyafeji boabdl (Corallus caninus) és erdei siklébél (Elaphe longissima), utdbbi elhullasa
paramyxovirus okozta jarvannyal hozhat6o dsszefuggésbe (Blahak és mtsai, 1995). Szintén
paramyxo-, illetve adenovirussal tarsfertézésben izolaltak reovirusokat vérds gabonasiklékbol
(Pantherophis guttatus) (Abbas és mtsai, 2011). Zdéld flUsikléban (Opheodrys aestivus)
cryptosporidiumokkal egyutt mutattak ki reovirusokat polimeraz lancreakcié (PCR)
segitségével, utdbbi esetben az allatok boncolasakor a maj elhaldsos gyulladasat lehetett
megfigyelni (Landolfi és mtsai, 2010). Kilénb6zd siklofélekbél (Elaphe moellendorffi,
Orthriophis taeniurus) allé gydjteménybdl, légz&szervi megbetegedésben elpusztult allatokbdl
izolaltak reovirust, majd az izolatummal fert6ztek fekete patkanysiklot (Pantheropis obsoletus).
A mesterségesen fert6zott allat klinikai tlineteket elpusztulasakor nem mutatott, azonban a
boncolas tlidégyulladast tart fel (Lamirande és mtsai, 1999). Szintén végeztek fertézéses
kisérleteket oriaskigydkbdl (Boa constrictor) izolalt reovirusokkal, ugyanazon faj fiatal egyedeit
fertbzve. A fiatal allatok nem mutattak semmilyen specifikus klinikai tlinetet és szovettani
elvaltozas sem volt megfigyelhetd, azonban a virus izolalhat6 volt belélik (Darke és mtsai,
2014).

Ahogy a fenti példakbdl is latszik, szamos esetben mutattak ki, illetve izolaltak
reovirusokat kulonb6zé hulléfajokbol, tébbnyire koézponti idegrendszeri és |égzbszervi
megbetegedésekkel kapcsolatban. Ugyanakkor sok esetben az allatok nem mutattak
semmilyen klinikai tinetet sem elpusztulasukat megel6z&en, sem fertézéses kisérletben, igy
a reovirusoknak a kulénb6z6 koérképekben betdltdtt szerepe kérdéses. Hillé reovirusok
diagnosztikai célu kimutatasara Wellehan és mtsai (2009) fejlesztettek ki kétkérés PCR-t, mely
a hillé orthoreovirusok RARp génjének egy nagyjabdl 200 bazispar (bp) hosszu, konzervativ
szakaszat sokszorozza fel.

Annak ellenére, hogy szamos kulonb6z6 hulléfajbdl izolaltak reovirusokat,
szekvenciaadatok csak korlatozott szamban alltak rendelkezésre a génbankban. Munkank
kezdetekor minddssze egyetlen, laborunkban jellemzett, bozétviperabdl (Atheris squamigera)
izolalt RRV torzs teljes genomszekvenciaja (Banyai és mtsai, 2014), illetve szamos, az RdRp
genbdl szarmazé rovid szakasz szekvenciai voltak elérhetdek, igy a hill6 reovirusok genetika

valtozatossagardl és evolucids kapcsolatairdl kevés informacioval rendelkeztink.
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4.6.Célkitiizések

Munkank célja a kilonb6z6 hulldkbdl, facanokbdl, illetve vizibaromfi-félekbdl izolalt

reovirusok genetikai valtozatossaganak megismereése:

1.

ujgeneracios szekvenalas segitségével genomszekvencia adatok gyijtése, lehetéség
szerint a teljes genomok nukleotidsorrendjének meghatarozasaval.

a kapott szekvenciaadatok elemzése, az egyes virustérzsek genomszervezédésének,
genetikai diverzitasanak és filogenetikai kapcsolatainak feltérképezése és modellezése
kilénb6z6 programok segitségével. llyen maédon informaciot gydijthetink az
orthoreovirusok evolucios mechanizmusairdl, amit ,in vitro” sejttenyészeteken végzett
kisérletek soran vizsgalhatunk.

a vizsgalt reovirus csoportok leszarmazasi kapcsolatainak alaposabb megismerése. A
viziszarnyas eredetl torzsek esetében a kulonb6zd eurdpai és azsiai eredetd,
klasszikus és Uj tipusu viziszarnyas reovirus torzsekkel, facanok reovirusai esetében

a baromfifélékbdl izolalt reovirusokkal torténé 6sszehasonlitasban.
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5. Anyagok és modszerek

5.1.Felhasznalt virustorzsek

A felhasznalt virustorzseket kutatécsoportunk izolalta, illetve hazai vagy nemzetkozi
egyuttmikodé partnereinktdl kaptuk.

Vizsgalatainkhoz hasznalt harom viziszarnyas reovirus izolatumot hazai egyuttmikodé
partnereink bocsatottak rendelkezésunkre szovetfeluluszé formajaban. Ezek kozul kettdt, a
D2533/4/1-10 és D2533/6/1-10 jell virustdrzseket hazikacsak (Anas platyrhyncos domestica)
bursajabdl izolaltak, németorszagi allomanyokbdl. Az allatok mozgasi nehézségeket mutattak,
boncolasukkor enyhe in- és izlleti gyulladas, labdeformitas, Iégzsakgyulladas, illetve a bursa
Fabricii-ben a limfocitak szamanak csokkenése volt megfigyelheté. A Reo/HUN/DuckDV/2019
jelzésli térzset magyarorszagi hazikacsa allomanybdl izolaltak, 2019-ben.

Szintén hazai egyuttmikodé partnerinktdl szarmazik a D1996/2/1 azonositoju torzs,
melyet egy magyar facanallomanybdl mutattak ki. Az allomanyban megndvekedett elhullas, az
allatok boncolasakor a zuzégyomor elvaltozasai és bels6 vérzések voltak megfigyelhetéek. A
zUzégyomorbdl és a bursa Fabricii-bél készilt homogenizatum fellliszéjabdl sikerult izolalni
a D1996/2/1 reovirus torzset (dr. Palya Vilmos személyes kozlése alapjan).

Egy korabbi vizsgalat soran kutatdcsoportunk 7 hetes korban elhullott facanok
bélsarmintaibol metagenomikai vizsgalatok soran rotavirust mutatott ki (Gal és mtsai, 2016).
A facan adllomanyban a megbetegedés soran borzolt tollazatot, étvagytalansagot,
megnovekedett folyadékfelvételt és hasmenést lehetett megfigyelni, valamint az allomanyban
megnovekedett a mortalitds. Az érintett allomanybdl szarmazéd kevert bélsarmintakbal
virusizolalas soran reovirust sikerllt kimutatni (Reo/HUN/Pheasant/216/2015), melyet szintén
bevontunk vizsgalatainkba.

A vizsgalt madar reovirus torzsek adatait a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat. A vizsgalt madar reovirus torzsek jellemzdéi

) Faj . Izolalas
Minta : Szovet —
magyar latin helye ideje
- Anas platyrhynchos - , .
D2533/4/1-10  hazikacsa domestica bursa Fabricii  Németorszag 2014
- Anas platyrhynchos - , .
D2533/6/1-10  hazikacsa domestica bursa Fabricii  Németorszag 2014
- Anas platyrhynchos .
DuckDV/2019 hazikacsa domestica na Magyarorszag 2019
- : . bursa Fabricii, .
D1996/2/1 facan Phasianus colchicus 20z6gyomor Magyarorszag 2012
216/2015 facan Phasianus colchicus bélsar Magyarorszag 2015
A hillé reovirusokkal végzett vizsgalatainkhoz németorszagi egyuttmikodéd

partnerink harom torzset bocsatott rendelkezéslinkre szovetfellliszé formajaban: az
IBD26/00 jelli torzs oriaskigyobol (Boa constrictor), az 55/02 sz6nyegmintas pitonbdl (Morelia
spilota), a CH1197/96 mor tekndsbdl (Testudo graeca) szarmazott (Wellehan és mtsai, 2009).

Ezeken felll vizsgalatainkba bevontunk kutatécsoportunk altal korabban izolalt hillé
reovirus torzseket is: a KP3 kiralypitonbdl (Python regius), a 2013/12 Schneider szkinkbdl
(Eumeces schneideri), a 2013/54 z6ld leguanbdl (Iguana iguana) és a 2013/47 egy ismeretlen
faju kigyobol szarmazott (Ihasz és mtsai, 2014).

A vizsgalatokba bevont hill§ reovirus térzsek adatait a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat. A vizsgalt hilld reovirus térzsek jellemzdi

Faj Izolalas

Minta Szovet
Helye

magyar latin Ideje

tido, maj, vese,

CH1197/96 mor teknés Testudo graeca nyeldcss, nyelv Sviéjc 1996

IBD26/00  oriaskigyo Boa constrictor maj Németorszag 2000

55/02 sz6nyegpiton Morelia spilota nyel6csé Németorszag 2002

KP3 kiralypiton Python regius szerv mix* Magyarorszag 2013
Schneider . . .

2013/12 szkink Eumeces schneideri  szerv mix Magyarorszag 2013

2013/54 z06ld leguan Iguana iguana szerv mix Magyarorszag 2013
ismeretlen . .

2013/47 Kigy6faj szerv mix Magyarorszag 2013

*szerv mix — tidé, maj, vese, gyomor, bél, sziv, 1égcsd, nyeldcsd, nyelv
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A CH1197/96-0s térzzsel végzett reasszortacios kisérletekben a kutatécsoportunk altal
korabban jellemzett 47/02 jelli, bozétviperabdl (Atheris squamigera) szarmazé torzs volt a
koinfekcios partner (Banyai és mtsai, 2014; Wellehan és mtsai, 2009).

A hasonlésagi és leszarmazasi vizsgalatokba bevont, génbankban elérheté

szekvenciak azonositdszamait az 1. melléklet tartalmazza.

5.2.Felhasznalt sejtvonalak

A madar eredetl virustorzsek fenntartasat és szaporitasat hazityuk eredeti
hepatocellularis karcinoma sejtvonalon (LMH, Leghorn male hepatoma ATCC CRL-2117)
végeztik. A sejteket 7 V/IV% magzati szarvasmarha szérum (FBS, Gibco, Thermo Fisher
Scientific), illetve 100 U/ml/100 pg/ml penicillin/sztreptomicin (Lonza) tartalma Dulbecco-féle
modositott sejttenyésztd tapfolyadékban (DMEM, Lonza) tenyésztettik, 37 °C-on, 5% CO-
tartalmu kornyezeti levegét biztosité termosztatban.

A hill6 eredeti virusizolatumokat vipera sziv (VH-2, Russel’s viper heart, ATCC CCL-
140), leguan sziv (IgH-2, iguana heart, ATCC CCL-108) és tekn6s sziv (TH-1, terrapin heart,
ATCC CCL-50) sejtvonalakon tartottuk fent és szaporitottuk, a hullé virusokkal végzett
koinfekcios kisérlethez a VH-2 sejtvonalat hasznaltuk. A sejteket 10 VIV% FBS (Gibco,
Thermo Fisher Scientific), 100 U/ml/100 pg/ml penicillin/sztreptomicin (Lonza) és 1 V/IV%
nem-esszencialis aminosav (NEAA, non-essential amino acid, Lonza) tartalmu DMEM
tapfolyadékban (Lonza) tenyésztettik, 28 °C-on, 5% CO tartalmu kdrnyezeti levegét biztositd

termosztatban.
5.3.Mintak elbkészitése teljes genom szekvenalasra

5.3.1. Viradlis nukleinsav kivonasa

A virust tartalmazo sejttenyészetet harom fagyasztas-olvasztasi ciklusnak vetettik ala,
hogy a letapadd sejteket elvalasszuk a szovettenyésztd edény felszinétél és a sejtek
szétessenek. Az igy nyert sejtszuszpenzié 1 ml-ét 0,5ml 20 m/V%-os NaCl és 0,5 ml
29 m/V%-os PEG6000 oldattal kiegészitve egy éjszakan keresztul 4 °C-on inkubaltuk. Az
inkubaciés id6é lejarta utan 3000 g fordulatszammal, 4 °C-on, 30 percig centrifugaltuk a
mintakat, a fellluszét eltavolitottuk, és a nyert pelletet 250 pl foszfattal pufferolt séoldatban
(PBS, Thermo Fisher Scientific) vettik fel. Az igy nyert szuszpenzidbdl a viralis RNS kivonasat
TRI Reagent (Molecular Research Center) hasznalataval végeztik a gyartéi eléirasoknak

megfeleléen. A kivont RNS-t -65 °C-os fagyasztéban taroltuk tovabbi felhasznalasig.
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5.3.2. Kétlépéses reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio

Az RNS atirasat reverz transzkripcios (RT) reakcidban az FR26RV-N random primerrel
végeztik, melynek 3’ végéhez altalanos oligonukleotid illeszkedik (5-GCC GGA GCT CTG
CAG ATA TCN NNN NN-3’) (Djikeng és mtsai, 2008). A reakcio végtérfogata 25 pl volt, és a
kovetkez6 reagenseket tartalmazta: 5yl kivont RNS, 1 yM FR26RV-N primer, 400 uM
dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP) keverék (Thermo Fisher Scientific), 1x AMV puffer és 10
egyseég (unit, U) AMV reverz transzkriptaz (Promega). Els6 1épésben az RNS és a random
oligonukleotid keverékét 95 °C-on 5 percig denaturaltuk, majd lehitottik jégen. Ezutan
hozzaadtuk a reakcié tdbbi 6sszetevdjét a keverékhez, és a reakcidelegyet el6szor 25 °C-on
10 percig, majd 42 °C-on 60 percig, vegul 70 °C-on 15 percig inkubaltuk. Az igy keletkezett
komplementer dezoxiribonukleinsav (cDNS) felsokszorozasa PCR-rel tértént. A PCR
reakcidelegy 25 ul végtérfogatban tartalmazott 3 pl-t az RT soran keletkezett cDNS-bél, 1 yM
FR20RV primert (5’-GCC GGA GCT CTG CAG ATA TC-3’) (Djikeng és mtsai, 2008), 400 uM
dNTP keveréket (Thermo Fisher Scientific), 1x DreamTaq puffert és 2,5 U DreamTaqg DNS
polimeraz enzimet (Thermo Fisher Scientific). A kezdeti 3 perc hosszu, 95 °C-on torténé
denaturaciot egy 40 ismétlédd ciklusbol (95 °C 30 mp, 48 °C 30 mp, 72 °C 2 perc) allo

amplifikacié kévette, majd a folyamatot egy 8 perces, 72 °C-on torténé elongacids lépés zarta.

5.3.3. PCR termékek ellenOrzése és tisztitasa

A PCR termékeket agardz gél elektroforézissel ellendriztik. Az elektroforézist 1 m/V%-
0s agaroz (Lonza) gélen végeztik, 0,5 m/V% trisz-borat-etilén-diamin-tetraecetsav (TBE,
Lonza) pufferben, 90 V-on, 25 percig. A DNS lathatova tételéhez GelRed (Biotium) festéket
alkalmaztunk 0,5 V/V%-os koncentracidban, molekulatomeg markerként pedig O’Gene Ruler
DNS Iétrat (Thermo Fisher Scientific). Az elektroforézis utan a gélt ates6 UV fényben
vizsgaltuk, az eredményeket CSL-Microdoc Systems géldokumentacios rendszerrel (Cleaver
Scientific; Power Shot G12 kamera, Canon) rogzitettuk.

A gélbdl a 200 és 2000 bp kozotti savban lévé termékeket kimetszettik, majd a
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) gélkivonasos modszerével tisztitottuk ki, a
gyartoi utasitasok alapjan. A tisztitott DNS-fragmenseket tovabbi felhasznalasig -20 °C-on

taroltuk.
5.4. Ujgeneracioés szekvenalas

5.4.1. lonTorrent szekvenalas

100 ng amplifikalt cDONS-b6l enzimes fragmentaciot végeztiink a NEB-Next® Fast DNA
Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent™ kit (New England Biolabs) segitségével a

gyartd utasitdsai alapjan. Ugyanezen kit hasznalataval a fragmensekhez adaptereket
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kotottink, a kdnyvtarakhoz a kédokat az lonXpress™ Barcode adapterek (Thermo Fisher
Scientific) kézll valasztottuk. Az egyedi kddot tartalmazé kdnyvtar DNS tisztitasa a Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) oszlopos médszerével tértént, a tisztitott mintakat
2 m/V%-os, el6re gyartott géleken (Thermo Fisher Scientific) elektroforetizaltuk. A 300 és 350
bp kozoétti termékeket PCR mdédszerrel amplifikaltuk a NEBNext® Fast DNA Fragmentation &
Library Prep Set for lon Torrent™ kit (New England Biolabs) hasznalataval. Az amplifikacié a
kovetkez6 héprofillal zajlott: 1) kezdeti, 98 °C-on toérténé 30 mp-es denaturacio; ii) 12
amplifikaciés ciklus (98 °C 10 mp, 58 °C 30 mp, 72 °C 30 mp); iii) végsé elongacios 1épés,
72 °C-on 5 percig. Az igy keletkezett konyvtarat ismét tisztitottuk Gel/PCR DNA Fragments
Extraction kittel (Geneaid), majd Qubit® dsDNA BR Assay kittel (Thermo Fisher Scientific)
fluorometridas mennyiségi meghatarozast végeztink. Az egyedi koddal ellatott DNS
termékeket 6sszekevertik, majd klonalis amplifikaciojuk egymast kdvetd emulzios PCR-ekkel
tortént, lonSphere™ paramagneses gyongyok felszinén. Az emulziés PCR-t lon OneTouch™
Template Kit hasznalataval, OneTouch v2 készuléken végeztik, gyartoi utasitasok alapjan.
Ezt kovetbéen az amplifikalt konyvtar DNS-t tartalmazd részecskék dusitasat az lon
OneTouch™ ES robottal hajtottuk végre. A szekvenalast lon Torrent Personal Genome
Machine® késziléken végeztik, 316 ill. 318 tipusu chipeken, az lon PGM™ Sequencing kithez
ajanlott szekvenalasi protokollt kdvetve. A kuldn meg nem nevezett miszerek és kitek a

Thermo Fisher Scientific cég gyartmanyai.

5.4.2. lllumina szekvenalas

A DNS konyvtarak készitése az lllumina® Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(Mlumina) hasznalataval tortént, a DNS fragmensek jeldléséhez a Nextera XT Index Kit v2
Set A (Illumina) indexeket hasznaltuk. Elsé lépésben az amplifikalt cDNS mintakat kihigitottuk
2,5 ul végtérfogatban 0,2 ng/ul koncentraciéra, majd a tagmentaloé reakcidohoz dsszekevertik
5yl Tagment DNA pufferrel, valamint 2,5yl AmpliconTagment Mix reagenssel. A
reakcidelegyet 55 °C-on 6 percig inkubaltuk GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) készulékben, majd leh(toéttik 10 °C-ra. Lehités utan azonnal hozzdadtunk 2,5 pl
Neutralize Tagment puffert és 5 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. A DNS kdnyvtar
készitéséhez 7,5 yl Nextera PCR Master mixet dsszekevertink 2,5-2,5 uyl i5 és i7 index
primerrel, és a tagmentalt DNS mintahoz adtuk, majd PCR-rel amplifikaltuk. A PCR 95 °C
30 mp kezdeti denaturacié utan 12 ciklusbdl allt (95 °C 10 mp, 55 °C 30 mp, 72 °C 30 mp),
amit egy 72 °C-on 5 percig tarté végsé elongéacios Iépés kovetett, majd a mintakat leh(téttuk
10 °C-ra. Az igy keletkezett indexalt DNS konyvtarat Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel
(Geneaid) tisztitottuk, az oszlopos tisztitasi protokollt kbvetve, majd Qubit® dsDNA HS Assay
kittel (Thermo Fisher Scientific) fluorometrias mennyiségi meghatarozast végeztink. A

konyvtar DNS-eket poolozas utan denaturaltuk, majd ezt a denaturalt konyvtarat toltéttik
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NextSeq 500/550 Mid Output flowcell-re (lllumina) 1,5pM végsé koncentraciéban. A

szekvenalast lllumina® NextSeq 500 (lllumina) készuléken végeztik.
5.5.RNS genom szegmensvégeinek meghatarozasa

5.5.1. Viralis RNS ligalasa

A genomszegmensek nemkodolo végszekvencidinak meghatarozasahoz elsé
lépésben az 5’ végén foszforilalt, 3’ végén pedig didezoxi-citozinnal lezart PC3 primert (5'-
GGATCCCGGGAATTCGG-(ddC)-3’) ligaltunk a viralis dsRNS 3’ végeihez (Vreede és mtsai,
1998). A ligalasi reakcio 30 ul végtérfogatban zajlott, és a kdvetkez6 reagenseket tartalmazta:
5 ul kitisztitott viralis RNS, 1,3 uM PC3 primer, 15 m/V% PEG8000 (Merck), 1x T4 RNA Ligase
puffer, 1 mM ATP és 10 U T4 RNS ligaz (New England Biolabs). A reakcitelegyet egy
éjszakan keresztll (16-18 ora) inkubaltuk 17 °C-on, majd a QIAQuick Gel Extraction Kit
(Qiagen) segitségével vontuk ki a ligalt kettésszald RNS-t. A mintahoz elsé lépésben 150 pl
QG puffert és 150 ul izopropanolt adtunk, majd a kitben talalhaté szilika membran oszlopon
tisztitottuk a gyartéi utasitasokat kdvetve. A ligalt RNS-t tovabbi felhasznalasig -65 °C-os

fagyasztdban taroltuk.

5.5.2. Kétlépéses reverz-transzkripcidés polimeraz lancreakcié

A ligalt RNS atirasat RT reakciéban a PC3 primerrel komplementer PC2 primerrel
végeztik (5°- CCG AAT TCC CGG GAT CC-3’) (Vreede és mtsai, 1998). A reakcié 25 pl
végtérfogatban zajlott, és a kdvetkez6 reagenseket adtuk hozza: 5 pl ligalt RNS, 400 nM PC2
primer, 400 yM dNTP (Thermo Fisher Scientific), 4 uM DTT, 1x First-Strand puffer, 20 U
RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific) és 200 U SuperScriptlll reverz
transzkriptaz (Thermo Fisher Scientific). Elsé lépésben az RNS és a PC2 oligonukleotid
keverékét 95°C-on 5 percig denaturaltuk, majd jégen leh(téttik. Ezutan hozzaadtuk a reakcié
tobbi dsszetevdjét, és a reakcidelegyet el6szér 25 °C-on 5 percig, majd 50 °C-on 60 percig,
végul 70 °C-on 15 percig inkubaltuk.

Az igy keletkezett cDNS-rél a szegmensvégi szekvencidk felsokszorozasa PCR-rel
tortént, 25 yl végtérfogatban. A reakcidelegy dsszetétele a kdvetkezd volt: 2 yl cDNS, 400-
400 nM mindkét primerbdl, 400 uM dNTP keverék (Thermo Fisher Scientific), 1x DreamTaq
Green puffer és 1 U DreamTaqg DNS polimeraz (Thermo Fisher Scientific). A PCR soran
alkalmazott oligonukleotidok egyike a PC2, mig a masik egy génspecifikus primer volt,
melyeket az el6z6leg nyert szekvenciaadatok alapjan magunk terveztink az AliView program
hasznalataval (Larsson, 2014). A reakcioelegyet el6szdr 95 °C-on 3 percig denaturaltuk, majd
ezt egy 40 ciklusbdl all6 felsokszorozas kovette (95 °C 30 mp, 55 °C 30 mp, 72 °C 1 perc),

végul a reakciot egy 72 °C-on torténé 8 perc hosszu végsé elongacids Iépés zarta.
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A nyert PCR termékek méret szerinti elvalasztasat agaréz gélelektroforézissel
végeztik, az 5.3.3. pontban leirtak szerint. A megfeleld méretli termékeket kimetszettik a
gélbél, és Gel/lPCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) gélkivonasos maédszerével
tisztitottuk ki, a gyartéi utasitasok alapjan. A tisztitott DNS-fragmenseket tovabbi

felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

5.5.3. Sanger szekvenalas

A szegmensvégekrél amplifikalt PCR termékeken mindkét iranybdl kdzvetlen
szekvencia meghatarozast végeztunk, ezt a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems) alkalmazasaval, a PCR soran is hasznalt oligonukleotidokkal hajtottuk
végre. A reakcioelegy 10 ul végtérfogatban tartalmazott 2 yl BigDye reakcié mixet, 500nM
primert és 1-2 pul tisztitott PCR terméket. A szekvenalasi reakcidban a 96 °C-on végzett, 1 perc
hosszu kezdeti denaturaciét 30 ciklus (95 °C 20 mp, 50 °C 5 mp, 60 °C 4perc) kovette.

A szekvenalasi terméket etanol és natrium-acetat elegyével tisztitottuk ki. Az ehhez
sziikséges elegy 50 ul végtérfogatban tartalmazta a 10 ul szekvenalasi reakciéelegyet,
60 V/IV% etanolt (VWR), illetve 90 uM pH 4,6 natrium-acetatot (Merck). Ezt az elegyet
centrifugaltuk 4400 g fordulatszamon, 4 °C-on 45 percig, majd az Uledéket 70 V/V% etanollal
mostuk. Ujabb centrifugalast koévetéen (4400 g, 4°C, 15 perc) az Uledéket
szobahdémérsékleten szaritottuk. A szekvenalasi termékek kapillaris gélelektroforézise ABI
PRISM 310, illetve ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems) késztiilékek
hasznalataval tortént egyuttm(kédé partnereinknél (dr. Jakab Ferenc, Pécsi
Tudomanyegyetem; dr. Lengyel Gyoérgy, Magyar Honvédség Egészségugyi Kozpont

Honvédkoérhaz).

5.6.Szekvenciaadatok elemzésére alkalmazott bioinformatikai modszerek

Az Ujgeneracids szekvenalas soran nyert adatokat a CLC Genomics Workbench v7

szoftver segitségével (https://digitalinsights.giagen.com/) dolgoztuk fel. A kapott szekvencia

adatokat ellendriztuk, a rossz mindségi vagy tul rovid nukleotid szakaszokat (read) kisz(rtuk,
valamint levagtuk az adapter régidkat. A vagas utan a readeket egy, a génbankbdl szarmazé
referencia torzs szekvenciajahoz illesztettik; ezzel a mddszerrel a virustorzsek teljes, vagy
kozel teljes genomijat sikerult meghatarozni.

A Sanger szekvenalasbdél szarmazé elektroferogramok beolvasasara és
szerkesztésére a BioEdit, illetve a Geneious Prime szoftvereket hasznaltuk (Hall és mtsai,
1999; Kearse és mtsai, 2012). A kapott szekvenciak Osszeillesztése az Ujgeneracios
szekvenalas eredményével a Geneious Prime mellett az AliView szoftver segitségével tortént

(Larsson, 2014), igy sikerllt a virustorzsek teljes, illetve majdnem teljes genomszekvenciait
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meghatarozni. A homoldg gének keresése a génbank adatbazisaban BLASTN vagy BLASTX
algoritmussal tortént (Altschul és mtsai, 1990).
A kodon alapu tébbszorés szekvencia illesztéseket Geneious Prime szoftverrel és a

TranslatorX (http://translatorx.co.uk/) online illesztéprogrammal végeztik el, a Muscle

algoritmust hasznalva (Abascal és mtsai, 2010). A filogenetikai elemzéseket, illetve a
szekvencia azonossagi szamitasokat a MEGAG szoftvercsomag segitségével készitettik el
(Tamura és mtsai, 2013). A filogenetikai fak rekonstrukciéjahoz alkalmazott, legjobban
illeszked6 szubsztituciés modell kivalasztasa a Bayesi kritériumrendszer alapjan tortént. A
torzsfak keészitése maximum-likelihood modszerrel tértént, az elkészllt fak megbizhatésagat
bootstrap elemzéssel (100) ellendriztik. A szekvenciak kdzti atlagos nukleinsav és aminosav

tavolsagokat a p-distance modszerrel szamoltuk ki.
5.7.Reasszortacios kisérlet

5.7.1. Koinfekcio

Reasszortacios vizsgalatainkhoz koinfekcids kisérleti rendszert allitottunk 6ssze. VH-
2 sejteket ndvesztettiink hatlyuku szévettenyészt6é lemezen, majd a 47/02 és CH1197/96 jell
torzsekkel egyidejileg fertdéztik 6ket kilonb6zé fertézési multiplicitassal (multiplicity of
infection, MOI). Elséként MOI 1 értékli virusmennyiséggel koinfektaltunk, ebben a
vizsgalatban a két virus aranya a sejtszamhoz viszonyitva azonos volt. Elézetes
megfigyeléseinkre alapozva, miszerint a CH1197/96 jeli tbérzs gyorsabb szaporodasi
képességet mutatott VH-2 sejteken, mint a 47/02, végeztink olyan kisérletet is, amelynél az
elébbi tdrzs mennyisége a fertézésben alacsonyabb volt: MOI 1 a 47/02, és MOI 0,5 valamint
MOI 0,2 a CH1197/96 virustdrzs esetében.

A virusszuszpenziokat 2 6ran keresztll hagytuk adszorbalédni, majd PBS-sel térténé
mosas utan 2 ml friss tapfolyadékot adtunk a sejtekhez, és 28 °C hémérsékleten, 5% CO-
tartalmu kérnyezeti levegét biztosité termosztatban inkubaltuk. Miutan megjelentek a hullé
reovirus fertézésre jellemz6 oriassejtek (4-5 nappal a fert6zés utan), a sejttenyészet 12,5 pl-
ével fertéztink friss, 6-lyuku szbvettenyésztd lemezen ndvesztett VH-2 sejteket, dsszesen 4
passzalasi lépést végezve. A negyedik passzalast kdvetben a sejtszuszpenziok 1-1 ml-ét

lefagyasztottuk és -65 °C-on taroltuk késébbi vizsgalatainkhoz.

5.7.2. Plakktisztitas, nukleinsav kivonas

A koinfekcids fert6zés soran nyert szuszpenziokbdl plakktisztitasos modszerrel
nyertink egyedi virusokat. El6szor a sejtszuszpenziokbol 6tlépéses, tizes alapu higitasi sort
készitettlink, 5 V/V% FBS tartalmi DMEM tapfolyadékban. A higitasi sor egyes tagjainak 100-

100 pl-ével fertéztlnk friss, 12-lyuku szévettenyésztd lemezen ndvesztett VH-2 sejteket, majd
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28 °C-on, 5% CO; tartalom mellett 24 éran keresztul inkubaltuk. Az inkubacios id6 letelte utan
a sejttenyészeteket 2 ml térfogatu, 5 V/V% FBS tartalmu DMEM tapfolyadékban feloldott,
1 m/V%-0s SeaPlaque (Lonza) alacsony olvadasi hémérsékletli (low melting) agaréz géllel
fedtuk, és 28 °C-on, 5% CO; tartalom mellett inkubaltuk, naponta ellenérizve a citopatogén
hatas megjelenését. A fert6zés utani 4.-5. napon, amikor az ériassejtek jelenléte kifejezetté
valt, megfestettik a sejteket 1 ml 0,01 m/V% semleges vords festékkel. A festéket az agar
bevonat tetejére mértik és egy éran keresztil, szobahémérsékleten hagytuk adszorbalédni,
majd a folosleget eltavolitottuk, és az ilyen médon szabad szemmel is lathatdva tett plakkokat
pipettaval leszivtuk. A leszivott plakkokat 50 pl PBS oldatban vettik fel, és ezzel fert6ztunk
friss, 24-lyuku lemezen novesztett VH-2 sejteket, majd 28 °C-on, 5% CO tartalom mellett
inkubaltuk.

Azokbdl a sejttenyészetekbdl, amelyeken megjelent a citopatogén hatas, RNS
kivonast végeztiink. Elsé Iépésben a lemezek felszinérdl a letapadt sejteket harom fagyasztas-
olvasztasi ciklussal elvalasztottuk, majd az igy nyert sejtszuszpenzié 100 pl-éb8dl RNS kivonast
végeztunk, Direct-zol RNA Miniprep kit (Zymo Research) segitségével, a gyartdi utasitasoknak
megfeleléen, DNaz kezeléssel kiegészitve. Az izolalt RNS-t tovabbi felhasznalasig -65 °C-o0s

fagyasztdban taroltuk.

5.7.3. Nagy felbontasu olvadaspont analizis

A lehetséges reasszortaciés esemeények feltérképezéséhez egylépéses RT-PCR
rendszert allitottunk 6ssze, melyben az egyes szegmensek eredetét az adott szegmensrol
felsokszorozott PCR termék olvadasi hémeérséklete alapjan hataroztuk meg. A
primertervezéshez az AliView programot hasznaltuk (Larsson, 2014). A két szllétorzs, a
CH1197/96 és a 47/02 genomszekvenciait egymashoz illesztettik, majd ezekben az
alignmentekben kerestink szegmensenként olyan valtozékony nukleotidszakaszokat,
melyeket konzervalt szakaszok vesznek korul. Az oligonukleotidokat ezekre a konzervalt
szegmensrészekre terveztik, ugy, hogy az altaluk felsokszorozott, kilénb6z8 sziilétérzsekbél
szarmazo termékek olvadasi h6mérséklete kozt legalabb 2 °C kuldonbség legyen. A felhasznalt
primerek listgjat a 4. tablazat tartalmazza.

Az RT-PCR-t, és a hozza kapcsol6dd nagy felbontasu olvadaspont analizist (high
resolution melt, HRM analysis) StepOne Plus Real-Time PCR készuléken (Applied
Biosystems) végeztuk, SensiFAST SYBR Hi-ROX One-Step Kit (Bioline) hasznalataval. A
reakcidelegy 6sszemérése a gyartoi utasitasoknak megfeleléen tortént, a reakciod hoprofiljat
szintén a gyartoi leiras haromlépéses protokollja alapjan allitottuk be, annyi valtoztatassal,
hogy a primertapadasi hémérsékletet 55 °C-ra moddositottuk. A PCR ciklusok végén
beiktattunk egy olvadasi gorbe analizist, a StepOne Plus késziléken elérhet§ folyamatos

fluoreszcencia monitorozassal: ebben az Uzemmoédban a készilék a hoémérsékletet
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fokozatmentesen emeli, és a fluoreszcens jel intenzitasanak valtozasait folyamatosan méri. Az
eredmények kiértékelése a StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems), illetve a High
Resolution Melt (HRM) Software v2.0 (Applied Biosystems) segitségével tortént.

4. tablazat. A nagy felbontasu olvadaspont analizis soran felhasznalt oligonukleotidok

Szegmens Primer
(kodolt fehérje) azonosito szekvencia (5' - 3')

Rep_L1 2131F TGG GCG GMW ACT ATT CAT CG
L1 (lambdaA)

Rep_L1_2299R

GCATTR CGC CAR TTA CAC AT

L2 (lambdaC)

Rep_L2_569F
Rep L2 721R

GAY CCSTGT CTS TTT GGS AA
CMA YAC CAG CGC TAG GWATC

L3 (lambdaB)

Rep_L3_2684F
Rep_L3_2780R

GGT GAT ATG GGA ATG TAC GC
ACR TGR TCC ACS WTA CCR AA

ML (MUNS) Rep_M1_246F GCG GCY RSY TTY YTK AAA TAT CA
Rep_M1_483R ATC TCS TCC ART KGC ATG TY

M2 (A} Rep_M2_216F AYT RTG GCA ACA TCA RWG CG
Rep_M2_328R CGS TCA CTC TTC ARW GGW SC

M3 (MUE) Rep_M3_939F GAT CGA CCA ATM TCM AGT ACR GT
Rep_M3_1128R  CCM GTY TGC TCC AAG TTW AT

51 (sigmac) Rep_S1_824F ACR CTR GTG GTR WCW GAG AAG
Rep_S1 1006R  TCG TYT CYA GRA ACC AYG GA

S2 (sigman) Rep_S2_592F AAT CMA CWG TRA AYA TGC CYT TYG
Rep_S2_723R GTY CCT CTC TCY TTG GTG GC

S3 (sigmaE) Rep_S3_770F GGC GWG GWG GMT TCR TWT TC
Rep_S3_883R ATS ACT CCW SCK GGC ATT GG
Rep_S4 898F CAR YTA YTA AAG CAA GCG GG

S4 (sigmaNS)

Rep_S4_1091R

GCC ASG CMC CAT TAS WMA
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6. Eredmények

6.1.Viziszarnyas reovirus torzsek

Vizsgalataink soran harom vizibaromfi eredeti reovirus torzs teljes
genomszekvenciajat hataroztuk meg lonTorrent és lllumina Ujgeneracios, valamint Sanger
szekvenalas segitségével. A tdrzseket hazikacsabdl (D2533/4/1-10, D2533/6/1-10 és
Reo/HUN/DuckDV/2019) izolaltak 2014-2019 kozott német-, illetve magyarorszagi

viziszarnyas telepeken elhullott allatokbal.

6.1.1. A D2533/4/1-10 térzs genomszervezédése

A D2533/4/1-10 torzs teljes genomja 23418 bp-bdl all, az egyes genomszegmensek
hossza pedig 1191 bp-tél (S4) 3958 bp-ig (L1) terjed (5. tablazat). A virustdérzs genomjanak
G+C aranya 50,78%. A genom felépitése mas, madar eredetii reovirus térzsekéhez hasonlé.
Az S1 szegmens kivételével, amely harom fehérjét kddol, a tdbbi genomszegmensen egyetlen
ORF talalhaté. ORF predikcié és a BLASTX algoritmussal végzett hasonlésagi vizsgalatok
segitségével a kovetkezd orthoreovirus fehérjéket kddolod géneket sikerllt azonositanunk: AA
(bels6 kapszid f6 szerkezeti fehérje), AB (core RdRp), AC (core nyulvany), uA (core NTPaz),
MB (kils6é kapszid f6 szerkezeti fehérje), UNS (nem-strukturalis fehérje), oA (belsd kapszid
minor szerkezeti fehérje), oB (kllsd kapszid minor szerkezeti fehérje), oNS (nem-strukturalis
fehérje, RNS-ko6t6 funkcidval), oC (kulsé fiber), p10 (FAST fehérje) és p17 (nem-strukturalis

fehérje).

5. tablazat. A D2533/4/1-10 térzs genomjanak altalanos jellemzéi

Szegmens/  Méret Hossz (nt) 5'és 3' Feherje-
fehérje (nt)* 5 UTR ORF 3 UTR végszekvenciak r?:sr;t
L1/AA 3958 20 3882 56 1293
L2/AC 3907 12 3858 37 1285
L3/AB 3829 13 3780 36 1259
M1/ pA 2284 13 2199 72 732
M2/ uB 2158 29 2031 98 676
M3/ uNS 1997 25 1908 64 GCUUUU/UUCAUC 635
S1/p10 1568 19 294 32 97
/p17 489 162
/| oC 969 322
S2/0A 1324 15 1251 58 416
S3/0B 1202 30 1104 68 367
S4/ oNS 1191 23 1104 64 367

*nt = nukleotid, as = aminosav
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Az egyes genomszegmensek 3° UTR szakaszainak hossza 32-98 bp, és mindegyik
szegmensvégen megtalalhatdé az orthoreovirus fajokra jellemzé UCAUC 3’ terminalis
konszenzus szekvencia. A genomszegmensek 5’ UTR szakaszainak hossza 12-30 bp kdzotti,
és mindegyik 5 terminalis vége egy, a madar reovirus fajokra jellemz8, er6sen megdrzott
szekvenciat tartalmaz: GCUUUU.

A D2533/4/1-10 viziszarnyas reovirus térzs genomszekvenciait a MH520075-

MH520084 azonositészamokkal helyeztik el a génbankban.

6.1.2. A D2533/4/1-10 térzs hasonlosagi és leszarmazasi kapcsolatai

A hasonlosagi és filogenetikai elemzések soran egyenként vizsgaltuk a
genomszegmensek kodolé szakaszait, dsszehasonlitva mas viziszarnyas, illetve egyéb
madarfajbdl szarmazé madar reovirusok homolég génjeivel (a vizsgalatba bevont,
génbankban elérhetd szekvenciak azonositoit az 1. melléklet tartalmazza).

A D2533/4/1-10 jelzésli térzs genomja a kulonbdzé eurdpai és kinai eredetd,
klasszikus és Uj tipusu viziszarnyas reovirus térzsek genomjaval mutatta a legnagyobb
hasonlésagot (6. tablazat). Az egyes szegmensek kddold szekvenciainak elemzésekor kapott
azonossagi értékek a mas viziszarnyas reovirusokkal torténé 6sszehasonlitasban viszonylag
széles hatarok k6zott mozogtak: nukleotid (nt) szekvenciak esetében 45,91-94,27%, aminosav
(as) szekvenciak esetében pedig 42,21-98,69% kozott. Mas, nem viziszarnyas gazdafajokbdl
szarmazod ARV-kkel 6sszehasonlitva kissé alacsonyabb, 40,90-78,56% nt, illetve 31,16-
94,65% as szekvencia azonossagi értékeket kaptunk. A oC gén esetében magas, 75,46-
76,46% nt, illetve 83,42-84,92% as, azonossagi értekeket csak az ujtipusu WRV-kkel
O0sszehasonlitva lattunk. A klasszikus WRV-kkel mar jéval alacsonyabb, 45,91-46,74% nt,
illetve 42,21-43,22% as azonossagi értéket kaptunk. El8bbi alatta marad az ICTV altal
meghatarozott, kildn fajba sorolas kritériumat jelentd alsé hatarértéknek (<60% nt, <65% core
fehérje as, <35% kulsé kapszid fehérje as), utdbbi pedig a fajbesorolas szempontjabdl a szlirke
zonaba esé érték (60-75% nt, 65-85% core fehérje as, 35-55% kiils6 kapszid fehérje as). Mas
ARV-kkel torténd OGsszehasonlitasban pedig a ocC esetében 40,90-45,24% volt a nt, illetve
31,16-34,67% az as azonossag, mely értékek szintén a kildn fajba sorolas kritériumat jelenté
alsé hatarérték alatt vannak. Tovabbi szirke zonas értékeket csupan néhany esetben, az
ARV-kkel valo dsszehasonlitas soran (AC nt és as, YA nt, UNS nt, A nt és a oB nt) lathattunk,
illetve a klasszikus WRV-kkel valé 6sszehasonlitasban a uyB nt és a 0B nt azonossagoknal,
azonban ezeken kivul az egy fajhoz sorolhatdésagot jelentd hatar felettiek az azonossagi
értékek.
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6. tablazat. A D2533/4/1-10 térzs azonossagi adatai mas viziszarnyas (WRV), illetve madar
(ARV) reovirus torzsekkel.

A sotét narancs, illetve sotét zdld szinnel jelzett értékek a kilénb6zd fajhoz sorolas hatarértéke
alatti értékek (<60% nt; <65% core fehérje, <35% kiils6 kapszid fehérje as). A vilagos narancs és
vilagos zo6ld hatter(i értékek pedig a szlrke zonaba esé értékek (60-75% nt; 65-85% core fehérje,
35-55% kuilsd kapszid fehérje as). Az NS fehérjék esetében nincs hatarérték megallapitva, ezeket
délttel jeloltik.

WRV WRV

klasszikus aj tipusu ARV
min max min max min max
AA nt 89,80% 89,95% 86,21% 89,46% 77,73% 78,56%
as 97,05% 97,60% 97,21% 98,22% 94,10% 94,65%
AB nt 87,76% 93,06% 86,49% 89,62% 75,19% 75,95%
as 97,30% 98,17% 97,30% 98,01% 90,78% 91,73%
AC nt 82,77% 90,02% 80,56% 81,00% 69,69% 70,65%
as 93,12% 96,33% 93,59% 93,90% 77,64% 79,12%
uA nt 81,42% 90,09% 81,42% 81,88% 72,98% 74,77%
as 92,70% 95,18% 93,94% 95,18% 8567% 86,50%
uB nt 67,44% 6854% 88,72% 89,71% 75,36% 77,23%

as 76,40% 77,06% 96,86% 97,69% 88,45% 93,23%
nt 7895% 89,74% 87,10% 88,36% 70,60% 72,30%
UNS as 92,03% 9522% 93,78% 94,58% 80,70% 81,98%
nt 8433% 87,38% 8590% 87,29% 74,50% 76,07%
as 96,06% 98,69% 97,64% 98,16% 90,55% 91,08%
nt 67,71% 68,04% 81,12% 82,68% 65,03% 67,82%

as 73,06% 73,74% 92,59% 94,61% 70,71% 74,41%

g
as 42,21% 43,22% 83,42% 84,92%

NS nt 82,47% 94,27% 82,02% 82,81% 76,74% 77,98%
(o)
as 96,28% 98,65% 9595% 96,28% 88,85% 91,55%

D2533/4/1-10

oA

Mig a D2533/4/1-10 térzs AA, AB, AC, pA, uNS és oNS fehérjéket kodold
génszakaszainak nukleotidszekvencia szintjén torténd Osszehasonlitasa soran inkabb a
klasszikus WRV-kkel kaptunk magasabb értékeket, addig a uB, oB és oC esetében az Gjtipusu
WRV-kkel. Ugyanezt figyelhettik meg a térzsfakon is, ahol a D2533/4/1-10 toérzs az el6bbi 6
gén esetében a klasszikus WRV-kkel csoportosult, mig az utébbi 3 esetében az ujtipusi WRV-
kkel (11. abra).

A oA vizsgalatakor nem lattunk kulonbséget a klasszikus és uj tipusu WRV-kkel vald
azonossagi értékek kozt, és a filogenetikai fan sem figyelhettik meg a kétféle tipus

kaldnvalasat, ami korabbi reasszortacios eseményeket feltételez a két csoport képviselbi
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kozott. A oC esetében az azonossagi értékek, illetve a torzsfa alapjan is az uj tipusu WRV-

kkel all kbzelebbi rokonsagban a D2533/4/1-10 torzs, és bar a filogenetikai fan szintén egyuitt

csoportosult azokkal, kiilénallé agat alkotva a csoporton bell.

100

KJ871017 - D1546 pézsmakacsa, FRA
KJ871007 - D2044 pézsmakacsa, FRA
KF809662 - D20/99 hazilid, HUN
KF306082 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
KC508647 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
® MH520075 - D2533/4/1-10, hazikacsa, GER
JX145328 - 03G hazilid, CHN
KC312700 - NP03 hazikacsa, CHN
KJ879924 - SD-12 tékésréce, CHN
KF154110 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
JX478260 - J18 pézsmakacsa, CHN
JX478250 - 091 hazikacsa, CHN
KC493572 - TH11 héazikacsa, CHN
KR476798 - D1007 fogoly, HUN

KC508648 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
KF306083 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
JX145329 - 03G hazilid, CHN

© MH520077 - D2533/4 hazikacsa, GER
KF809663 - D20/99 hazilud, HUN
KJ871018 - D1546 pézsmakacsa, FRA
KJ871008 - D2044 pézsmakacsa, FRA
JX478261 - J18 pézsmakacsa, CHN
KJ879925 - SD-12 tékésréce, CHN

95" KF154111 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
FR694192 - AVS-B hazityuk, USA

AA 1007 KJ865904 - TARV-MNA pulyka, USA AB O’EZ:“Z(;;;ﬁg:iz'g”kkuﬁgﬁ\
o7 KP173683 - 22342/13 pulyka, USA . azitydk,
KUBE5910. TERV-MN{ pulyks, USA KP173684 - 22342113 pulyka, USA
10 FR694191 - AVS-B hazity(k, USA KR476800 - D1007 fogoly, HUN

100—| KF741706 - 1733 hazityuk, USA
100 KF741766 - S1133 hézityuk, USA
[~ ® MH520085 - D2533/6 hézikacsa, GER

10@ ® DuckDV/2019 hazikacsa, HUN
89~ MK173029 - Ych hazikacsa, CHN

KJ865894 - TARV-MN4 pulyka, USA
KJ865900 - TERV-MN1 pulyka, USA
© MH520087 - D2533/6 héazikacsa, GER

moi o DuckDV/2019 hazikacsa, HUN
100 MK173030 - Ych hazikacsa, CHN

AB914761 - Pycno-1 biilbdl, JPN

AB914760 - Pycno-1 biilbiil, JPN i
4&10 KF§92089 - TVAV varit, FIN 100 KF692090 - TVAV varjd, FIN
—
02 05
! 100] KC493574 - TH11 hézikacsa, CHN KF154113 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
KF154112 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN 1007 JX478253 - 091 hazikacsa, CHN
100] JX478262 - J18 pézsmakacsa, CHN 100 JX440513 - TH11 hazikacsa, CHN
PP | - <0 e, Y JF320802 - NPO3 hézikacsa, CHN
CEAIR- N A it e, 1Y JX478263 - J18 pézsmakacsa, CHN
1o KJB78926- SD-12 t6kesréce, CHN JX145331 - 03G hézild, CHN
JX145330 - 03G hazilid, CHN :
P KC508650 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
KF809664 - D20/99 hézilid, HUN P
. 61" KJ879927 - SD-12 tokésréce, CHN
o MH520076 - D2533/4 hazikacsa, GER =
1 . o MH520078 - D2533/4 hazikacsa, GER
KC508649 - 815-12 pézsmakacsa, CHN A .
0! KF306084 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN K KF306085 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
4| KJB71019 - D1546 pézsmakacsa, FRA 100 KF809665 - D20/99 haziltd, HUN
100" KJ871009 - D2044 pézsmakacsa, FRA 100 L| KJ871020 - D1546 pézsmakacsa, FRA
KF741708 - 1733 hazityik, USA 100 - KJ871010 - D2044 pézsmakacsa, FRA
AC KF741768 - 1133 hazityik, USA KR476801 - D1007 fogoly, HUN
100| [ FR694193 - AVS-B hazityik, USA wog] [ FRE94194 - AVSB hazitylk, USA
100]] KR476799 - D1007 fogoly, HUN KF741709 - 1733 hazityak, USA
100] KJ865884 - TARV-MN4 pulyka, USA 100 || "KF741769 - $1133 hazityak, USA
871 KJB65890 - TERV-MN1 pulyka, USA 75| [~ KP173686 - 22342/13 pulyka, USA
100° KP173685 - 22342/13 pulyka, USA 100 L KJ874309 - TARV-MN4 pulyka, USA
o MH520086 - D2533/6 hazikacsa, GER 100 ' KJB74319 - TERV-MN1 pulyka, USA
100l e DuckDV/2019 hazikacsa, HUN MK173032 - Ych héazikacsa, CHN
98" MK173031 - Ych hazikacsa, CHN 100 [~ ® MH520088 - D2533/6 hazikacsa, GER
[ AB914762 - Pycno-1 biilbiil, JPN o DuckDV/2019 hazikacsa, HUN
i
100 KF692091 - TVAV varjd, FIN [ AB914763 - Pycno-1 billbiil, JPN
,
— 100 KF692092 - TVAV varji, FIN
_

0,5

11. abra Viziszarnyas és egyéb madarfajokbdl szarmazo reovirusok genomszegmenseinek
kodold szekvenciaibdl készitett nukleinsav alapu filogenetikai fak. A klasszikus WRV-k
citromsarga, az Uj tipusuak kék, a legujabb, besorolatlan WRV-k zdld szinnel vannak jeldlve.
A jelen dolgozat témajat képez6 WRV-k félkovér betlivel szedve lathatoak.

Az abra a kdvetkez§ oldalon folytatédik.

44



100] JX440514 - TH11 hazikacsa, CHN
98/ KF154114 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
937 JX478254 - 091 hazikacsa, CHN
100 | JF320801 - NP03 hazikacsa, CHN
KJ879928 - SD-12 t6késréce, CHN
JX478264 - J18 pézsmakacsa, CHN
JX145332 - 03G hazilud, CHN
© MH520079 - D2533/4 hazikacsa, GER
{FRGQM% - AVS-B hazityak, USA
100 KJ874286 - TARV-MN4 pulyka, USA
KP173687 - 22342/13 pulyka, USA

uB

100

96

KJ874296 - TERV-MN1 pulyka, USA
KJ871011 - D2044 pézsmakacsa, FRA
100 " KF306086 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
[~ ® MH520089 - D2533/6 hazikacsa, GER

100 LJ KF741710 - 1733 hézityk, USA
100 L KF741770 - $1133 hazitytk, USA
KRA476802 - D1007 fogoly, HUN
KF809666 - D20/99 hazilid, HUN
1001k 871021 - D1546 pézsmakacsa, FRA
75 | [ KC508651 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
L [ KFea083-TVAVvaru, FIN
97 AB914764 - Pycno-1 billbil, JPN
100 L~ ® DuckDV/2019 hézikacsa, HUN
100 - MK173033 - Ych hazikacsa, CHN

0,2
104 JF320803 - NP03 hazikacsa, CHN

JQ664689 - TH11 hazikacsa, CHN

JX478257 - 091 hazikacsa, CHN

KJ879931 - SD-12 tokésréce, CHN

JX145335 - 03G hazilid, CHN
[ KC508653 - 815-12 pézsmakacsa, CHN

KF306088 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
I~ MH520082 - D2533/4 hazikacsa, GER

JX478267 - J18 pézsmakacsa, CHN

KF154117 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN

KJ871013 - D2044 pézsmakacsa, FRA
6° KJ871023 - D1546 pézsmakacsa, FRA
KF809669 - D20/99 hazilid, HUN
[ KR476805 - D1007 fogoly, HUN
81 KF741713 - 1733 hazityik, USA
5| | KF741773 - $1133 hazity(k, USA
94| FR694198 - AVS-B hazityik, USA

KP173690 - 22342/13 pulyka, USA
631 KF872248 - TARV-MN4 pulyka, USA
100 KJ700480 - TERV-MN1 pulyka, USA
[ ® MH520092 - D2533/6 hézikacsa, GER

mgL[ ® DuckDV/2019 hazikacsa, HUN

79" MK173036 - Ych hazikacsa, CHN
AB914767 - Pycno-1 biilbil, JPN
KF692096 - TVAV varju, FIN

©

9

oA

©

100

—_

—
0,5
JX478256 - 091 hazikacsa, CHN
KC493571 - TH11 hazikacsa, CHN
KJ879930 - SD-12 t6késréce, CHN
KF154116 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
100] JX478266 - J18 pézsmakacsa, CHN
KC312699 - NP03 hazikacsa, CHN
JX145334 - 03G hazilid, CHN
© MH520081 - D2533/4 hazikacsa, GER
KF809668 - D20/99 hazilud, HUN
10& KJ871016 - D2044 pézsmakacsa, FRA
100| KJ871026 - D1546 pézsmakacsa, FRA
L KC508656 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
100" KF306091 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
‘ KF692095 - TVAV varja, FIN
AB914766 - Pycno-1 bilbiil, JPN
FR694197 - AVS-B hazityuk, USA
KF741712 - 1733 hazityuk, USA
KF741772 - S1133 hazityak, USA
KR476804 - D1007 fogoly, HUN
100] [ KF872235 - TARV-MN4 pulyka, USA
100 KP173689 - 22342/13 pulyka, USA
KJ700479 - TERV-MN1 pulyka, USA
| ® MH520091 - D2533/6 hazikacsa, GER
100L_|" ® DuckDV/2019 hazikacsa, HUN
100~ MK173035 - Ych hazikacsa, CHN

©|

oC

100

0,5

100

KF154115 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
100) JX478265 - J18 pézsmakacsa, CHN
JX478255 - 091 hazikacsa, CHN
JX440512 - TH11 hazikacsa, CHN

KJ879929 - SD-12 t6késréce, CHN
JX145333 - 03G hazilud, CHN
KC508652 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
KF306087 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
© MH520080 - D2533/4 hazikacsa, GER
KJ871012 - D2044 pézsmakacsa, FRA
100" KJ871022 - D1546 pézsmakacsa, FRA
KF809667 - D20/99 hazilud, HUN
KR476803 - D1007 fogoly, HUN
00 [ KJB74263 - TARV-MN4 pulyka, USA
100700{ KJ874273 - TERV-MN1 pulyka, USA
KP173688 - 22342/13 pulyka, USA

100 |— FR694196 - AVS-B hazityik, USA
KF741711 - 1733 hazitydk, USA

100 * KF741771 - $1133 hazityuk, USA

© MH520090 - D2533/6 hazikacsa, GER

100 L[ MK173034 — Ych hazikacsa, CHN
9

1" o DuckDV/2019 hazikacsa, HUN

4’7 KF692094 - TVAV varju, FIN

—
05

oB

AB914765 - Pycno-1 billbil, JPN

100/ JX826588 - TH11 hazikacsa, CHN
611 KF154118 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
100 [ JX478258 - 091 hazikacsa, CHN
GQ888710 - NP03 hazikacsa, CHN
JX478268 - J18 pézsmakacsa, CHN
196 KJB79932 - SD-12 t6késréce, CHN
JX145336 - 03G hazilud, CHN
© MH520083 - D2533/4 hazikacsa, GER
KF872257 - TARV-MN4 pulyka, USA
KJ700481 - TERV-MN1 pulyka, USA
KP173691 - 22342/13 pulyka, USA
FR694199 - AVS-B hazityuk, USA
KR476806 - D1007 fogoly, HUN
KF741714 - 1733 hazitydk, USA
95 " KF741774 - S1133 hazityuk, USA
KJ871014 - D2044 pézsmakacsa, FRA
KJ871024 - D1546 pézsmakacsa, FRA

Q0

97#

100 |~ KF809670 - D20/99 hazilud, HUN
KC508654 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
99 'KF306089 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
© DuckDV/2019 hazikacsa, HUN
100 [ o MH520093 - D2533/6 hazikacsa, GER
99~ MK173037 - Ych hazikacsa, CHN
[ AB914768 - Pycno-1 biilbiil, JPN

05

- o
100 KF692097 - TVAV varji, FIN

99/ JX478259 - 091 hazikacsa, CHN
100 KF154119 - ZJOOM pézsmakacsa, CHN
GU338025 - NP03 hazikacsa, CHN
KJ879933 - SD-12 tékésréce, CHN
9ol[ JX478269 - J18 pézsmakacsa, CHN
JX826589 - TH11 hazikacsa, CHN
JX145337 - 03G hazilid, CHN
KF809671 - D20/99 hazilid, HUN
o @ MH520084 - D2533/4 hazikacsa, GER
KJ871025 - D1546 pézsmakacsa, FRA
98 [ KJ871015 - D2044 pézsmakacsa, FRA
60L[ KC508655 - 815-12 pézsmakacsa, CHN

oNS

100

99 KF306090 - ZJ2000M pézsmakacsa, CHN
KF741695 - $1133 hazityk, USA
KF741715 - 1733 hazityuk, USA
FR694200 - AVS-B hazityuk, USA
KR476807 - D1007 fogoly, HUN
KF872272 - TARV-MN4 pulyka, USA
1001 KP173692 - 22342/13 pulyka, USA

99~ KJ700478 - TERV-MN1 pulyka, USA

| ® DuckDV/2019 hazikacsa, HUN

65

98

100l ® MH520094 - D2533/6 hazikacsa, GER
MK173038 - Ych hazikacsa, CHN

AB914769 - Pycno-1 biilbiil, JPN

0,5

11. abra folytatas
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6.1.3. A D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 torzsek

genomszervezédése

A D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 tbérzsek genomszervezddése,
nukleotidsorrendje, valamint hasonlésaguk és filogenetikai kapcsolatuk egyéb reovirusokkal
nagymértékben megegyezett, igy a két torzset egyutt jellemezzik. A D2533/6/1-10 és
Reo/HUN/DuckDV/2019 tdrzs teljes genom mérete 23427, illetve 23433 bp, az egyes
genomszegmensek mérete pedig 1190 bp-tdl (S4) 3998 bp-ig (L1) terjed (7. tablazat, az 2.
mellékletben megtalalhato térzsenkénti bontasban). A virustérzsek genomjanak G+C aranya
50,92, illetve 51,53%. A genom felépitése mas madar reovirus térzsekéhez hasonld. Az S1
szegmens kivételével, amely harom fehérjét kodol, a tébbi genomszegmensen egyetlen ORF
talalhaté. ORF predikcio és a BLASTX algoritmussal végzett hasonlésagi vizsgalatok
segitségével a kdvetkezd orthoreovirus fehérjéket kddold géneket sikerllt azonositanunk: AA
(bels6 kapszid f6 szerkezeti fehérje), AB (core RdRp), AC (core nyulvany), uA (core NTPaz),
MB (kils6é kapszid f6 szerkezeti fehérje), UNS (nem-strukturalis fehérje), oA (belsd kapszid
minor szerkezeti fehérje), oB (kllsd kapszid minor szerkezeti fehérje), oNS (nem-strukturalis
fehérje, RNS-kotd funkcidval), oC (kulsé fiber) és p10 (FAST fehérje). A fent emlitetteken kivdl
OREF predikci6 segitségével azonositottunk az S1 szegmensen egy 122 as-bdl allo lehetséges
fehérjét, amellyel funkcionalis vizsgalat nem készilt, azonban a szegmensen vald
elhelyezkedése alapjan feltételezhetd, hogy a mas ARV-okra jellemzd p17 nem-strukturalis

fehérje homoldgja lehet.

7. tablazat. A D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 tdrzsek genomjanak altalanos
jellemzéi.

Szegmens/ Méret Hossz (nt) 5'és 3' Fehérje-
fehérje (nt) 5 UTR ORF 3'UTR Vvégszekvenciak méret (as)
L1/ AA 3998 20 3921 57 1306
L2/AC 3896/3899 12 3852/3855 32 1283/1284
L3/ AB 3825 13 3780 32 1259
M1/ yA 2279/2282 12 2196/2199 71 731/732
M2/ uB 2150 30 2022 98 673
M3 / uNS 1990 21 1908 61 GCUUUU/UUCAUC 635
S1/p10 1573 22 282 34 93

/ p17? 369 122

/| oC 1014 337
S2 /oA 1325 15 1251 59 416
S3/0B 1201 30 1104 67 367
S4/ oNS 1190 23 1104 63 367

Az egyes genomszegmensek 3' UTR szakaszainak hossza 32-98 bp, és mindegyik

szegmensvégen megtalalhaté az orthoreovirus fajokra jellemzé UCAUC 3’ terminalis
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konszenzus szekvencia. A genomszegmensek 5’ UTR szakaszainak hossza 12-30 bp kdzotti,
és mindegyik a madar reovirusokra jellemz6, erésen konzervalt GCUUUU 5’ terminalis
szekvenciat tartalmazza.

A két torzs kozul ezidaig a D2533/6/1-10 genomszekvenciajat helyeztik el a
génbankban, MH520085-MH520094 azonositdszamokon.

6.1.4. A D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 térzsek hasonlésagi és

leszarmazasi kapcsolatai

A D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 térzsek genomszegmenseinek kddold
szakaszait egyenként hasonlitottuk mas ARV, WRV térzsek homoldég génszakaszaihoz (a
vizsgalatba bevont, génbankban elérheté szekvenciak azonositéit az 1. melléklet
tartalmazza). Tovabba bevettiik még vizsgalatainkba a Ych térzset is, melyet Kinaban izolaltak
hazikacsabol, és amely az altalunk korabban publikalt D2533/6/1-10 torzzsel nagyfoku
hasonlésagot mutatott (Cao és misai, 2019). Ezt a nagyfoku hasonlésagot mostani
vizsgalataink is megerdsitették mind a D2533/6/1-10, mind a Reo/HUN/DuckDV/2019 toérzs
vonatkozasaban.

Az nt és as azonossagi ertekek csupan a Ych torzzsel torténé dsszehasonlitasban
voltak olyan magasak (86,42-95,01% nt, 94,08-99,21% as azonossag), hogy minden
szegmens esetében elérjék az egy fajhoz sorolashoz szikséges hatarértéket (>75% nt, >85%
core fehérje as, >55% kilsé kapszid fehérje as) (8. tablazat). Mas, kilénb6zé madarfajokbdl
szarmazo reovirusokkal 6sszehasonlitva azonban csak kdzepes vagy alacsony azonossagi
értékeket kaptunk mind nukleotid, mind aminosav szinten.

Viziszarnyas, illetve mas, nem viziszarnyas eredetl madar reovirusokkal
Osszehasonlitva egy esetben sem érték el a nukleotid azonossagok az egyazon fajba
sorolhatésaghoz szikséges minimum értéket (>75%). Szamos esetben raadasul a kilén
fajhoz sorolast jelentd, 60%-os hatar alatt maradtak: a AC (54,60-57,10%), uA (57,06-59,82%),
MNS (57,26-59,06%), oB (56,98-63,24%), oC (38,06-41,90%), és oNS (59,78-63,03%). Az as
szekvenciak vizsgalatakor is minddssze két génnél tapasztaltuk, hogy az azonossagi értékek
elérik az egy fajba sorolas kritériumat jelenté hatart (>85% core fehérje, >55% kulsé kapszid
fehérje): i) a uB gén esetében (65,35-70,96%), illetve ii) a oB esetében, azonban ez utdbbinal
csak a WRV-okkal torténé dsszehasonlitasban (57,24-60,94%). A AA, AB, oA és 0B gének as
szekvencia azonossagai esetében a szlrke zénaba (65-85% core fehérje, 35-55% kilsé
kapszid fehérje) es6 tovabba a AC, pA, és oC géneknél a kulodn fajhoz sorolast jelentd (<65%
core fehérje, <35% kulsd kapszid fehérje) értékeket kaptunk.

A szegmensek kdédold szakaszaibdl készitett filogenetikai fak is megerésitették az
azonossagi adatok alapjan lathaté kapcsolatokat (11. abra, 44-45. 0.). A D2533/6/1-10 és

Reo/HUN/DuckDV/2019 térzsek minden szegmens esetében tavoli rokonsagot mutattak csak
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a tébbi madar eredetli reovirussal, ugyanakkor minden esetben egyltt csoportosultak a kinai,

hazikacsabdl szarmazo Ych torzzsel.

8. tablazat. A D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 tdrzsek azonossagi adatai mas
viziszarnyas (WRV) és madar reovirus (ARV) torzsekkel, valamint az Ych torzzsel.

A sotét narancs, illetve sotét zold szinnel jelzett értékek a kiilonb6zé fajhoz sorolas hatarértéke
alatti értékek (<60% nt; <65% core fehérje, <35% kiils6 kapszid fehérje as). A vilagos narancs és
vilagos zold hatterii értékek pedig a szlirke zénaba es6 értékek (60-75% nt; 65-85% core fehérje,
35-55% kuilsd kapszid fehérje as). Az NS fehérjék esetében nincs hatarérték megallapitva, ezeket

délttel jeldltik.

WRV ARV Ych
min max min max min max
\a M 7063% 7210% 7096% 7238% 0420% 95.01%
as 83,17% 84,17% 8355% 84,79% 98,37%  99,07%
,g M 6563% GGEG% 6608% 67320 OL74% 94.47%
as 7464% 7583% 74,72% 7568% 97,38%  98,25%
o 87,54%  91,30%
S 94,92%  96,79%
2 01,42%  94,45%
e 94,08%  98,21%
S ot 6067% 6491% G6364% 6535% 89.33% 94.00%
S " a5 6535% 7013% 6848% 7096% 9818% 98,51%
§ NS 92,13%  94,84%
= as 5566% 57,42% 5566% 5805% 96,65%  97,61%
o nt | 62,23% 64,32% 6197% 63,71% 89,03% 94,60%
o oA  as 6535% 6640% 65.62% 6640% 9633% 99,21%
3 60,89% 88,72% 91,15%
a as 57,24% 60,94% 54,88% 59,93% 97,98%  98,32%
................................. = s
°C s 94,97%  97,09%
cNS """" Nt 60,45% 63,03% | 59,78% 61,91% 89,66% 93,93%
as 6149% 62,50% 60,81% 6351% 96,28%  98,31%

6.2. Facan reovirus torzsek

6.2.1. A facan reovirus torzsek genomszervezédése

Vizsgalataink soran két facan eredetl reovirus térzs genomszekvenciajat hataroztuk

meg lonTorrent

Reo/HUN/Pheasant/216/2015

ujgeneracios,

torzset

valamint  Sanger

laboratériumunkban
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bélsarmintabdl, a D1996/2/1 térzset 2012-ben izolalta egyuttmikoédé partnerink facan
zuzégyomor és bursa homogenizatumabdl.

A D1996/2/1 torzs telies genomszekvencigjat sikerlilt meghatarozni, mig a
Reo/HUN/Pheasant/216/2015-as t6rzs L2 és S1 szegmensének 5’ végi nem-kddold szakasza
hianyos maradt, azonban a kddoloé szakaszokat, illetve a tdbbi szegmens szekvenciait teljes
hosszukban meghataroztuk. A Reo/HUN/Pheasant/216/2015 térzs genomja igy 23446 bp
hosszu, G+C aranya 49,1%, mig a D1996/2/1 térzsé 23512 bp, G+C aranya 47,6%. Az egyes
genomszegmensek mérete 1192 bp-tél (S4) 3958 bp-ig (L1) terjed (9. tablazat). Az ismert &’
UTR szakaszok hossza 12-32 bp kozotti, és egy kivétellel, mindegyik terminalisan tartalmazza
a GCUUUU konzervalt szekvenciat, mely altalanosan jellemzé a madar reovirusokra. A kivétel
a Reo/HUN/Pheasant/216/2015 térzs M1 szegmense, melynél a 6. pozicidban U helyett A
talalhaté. Az ismert 3’ UTR szakaszok hossza 33-99 bp ko6zoétti, és mind tartalmazza a

reovirusokra jellemzé UCAUC terminalis konszenzus szekvenciat.

9. tablazat. A D1996/2/1 és 216/2015 toérzsek genomjanak altalanos jellemzéi.

Térzs Szfegrp(?ns/ Méret Hossz (nt) ~ 5'és3 Fehérje-
ehérje (nt) 5 UTR ORF 3 UTR Végszekvenciak méret (as)

L1/AA 3924 24 3822 78 1273

L2/AC 3903 12 3855 36 1284

L3/AB 3828 13 3780 35 1259

M1/ yA 2287 12 2214 61 737

o M2/ uB 2156 29 2028 99 675
§ M3 / NS 2036 20 1926 Bl 641
9 3Si /p10 1651 32 291 33 96
Q I p17 414 137
/| oC 984 327

S2 /oA 1325 14 1251 60 416
S3/0B 1204 24 1110 70 369

S4 / oNS 1198 29 1098 71 365

L1/AA 3958 20 3882 56 GCUUUU/UUCAUC 1293

2 L2/AC 3876+n 12 3858  6+n GCUUUU/? 1285

% L3/ AB 3829 13 3780 36 GCUUUU/CUCAUC 1259
N M1/ hA 2283 12 2199 72 GCUUUA/CUCAUC 732
E M2/ uB 2143 17 2031 95 GCUUUU/UUCAUC 676
§ M3/ NS 1996 24 1908 64 GCUUUU/UUCAUC 635
g S1/p10 1643+n 24 300 30+n GCUUUU/? 99
a /pl7 453 150
5 Jec 981 326
% S2/0A 1324 15 1251 58 GCUUUU/UUCAUC 416
8:) S3/0B 1202 30 1104 68 GCUUUU/UUCAUC 367
S4 / oNS 1192 23 1104 65 GCUUUU/UUCAUC 367
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A genomok felépitése mas, madar eredetli reovirus térzsekéhez hasonlé. Az S1
szegmens kivételével, amely harom fehérjét kodol, a tébbi genomszegmensen egyetlen ORF
talalhaté. ORF predikcido és a BLASTX algoritmussal végzett hasonlésagi vizsgalatok
segitségével a kdvetkezd orthoreovirus fehérjéket kddold géneket sikerllt azonositanunk: AA
(bels6 kapszid f6 szerkezeti fehérje), AB (core RARp), AC (core nyulvany), uA (core NTPaz),
MB (kilsé kapszid f6 szerkezeti fehérje), UNS (nem-strukturalis fehérje), oA (belsé kapszid
minor szerkezeti fehérje), oB (kllsé kapszid minor szerkezeti fehérje), cNS (nem-strukturalis
fehérje, RNS-k6t6 funkcioval), oC (kulsé fiber), p10 (FAST fehérje) és p17 (nem-strukturalis

fehérje).

6.2.2. A Reo/HUN/Pheasant/216/2015 térzs hasonlosagi és leszarmazasi
kapcsolatai

A hasonlésagi és filogenetikai elemzések soran egyenként vizsgaltuk a
genomszegmensek kodold szakaszait, 6sszehasonlitva mas madar reovirusok homoldg
génszekvenciaival (a vizsgalatba bevont, génbankban elérhetd szekvenciak azonositéit az 1.
melléklet tartalmazza).

A Reo/HUN/Pheasant/216/2015 jelzés(i térzs genomija kilénb6z8, hazityukbdl,
pulykabol, facanbol és fogolybdl izolalt madar reovirus térzsekével mutatta a legnagyobb
hasonlésagot (10. tablazat). Az azonossagi értékek a tyukfélékbdl szarmazoé torzsekkel
Osszehasonlitva a legtdbb esetben megfeleltek az egyazon fajba sorolhatésaghoz szilkséges
kritériumnak (>75% nt, >85% core fehérje as, >55% kuils6é kapszid fehérje as). Mindbssze
néhany kivétel van, ahol a fajbesorolasi kritériumok szlrke zongjaba esé értékeket kaptunk
(60-75% nt, 65-85% core fehérje as, 35-55% kulsé kapszid fehérje as): AC nt és as, uB nt,
HUNS nt és oC nt. Két, Magyarorszagon izolalt térzzsel, a fogoly eredetli D1007 és a hazityuk
eredetll T1781 torzsekkel (Dandar és mtsai, 2013; Kugler és mtsai, 2016) valamivel magasabb
azonossagi értékeket kaptunk az 6sszehasonlitas soran (D1007 65,67-95,51% nt, 82,56-
98,71% as; T1781 62,25-94,00% nt, 59,60-99,22% as), igy ezen reovirusokat tekinthetjik a
Reo/HUN/Pheasant/216/2015 jelenleg ismert legkdzelebbi rokonainak. Ugyanakkor a oC gén
nukleotid- és fehérjeszekvencia szinten torténd 6sszehasonlitasaban egyértelmlen a pulyka
eredetl reovirusok szekvenciaival kaptuk a legmagasabb azonossagi értékeket, mig a uB gén
nukleotidszekvencia 0sszehasonlitdsaban az 6sszes madar reovirussal szemben viszonylag
alacsony, a szlrke zénaba esd azonossagi értékeket mutatott a Reo/HUN/Pheasant/216/2015
torzs. Az egyéb, viziszarnyas eredetl torzsekkel 6sszehasonlitva alacsonyabb azonossagi
értékeket lattunk, melyek tébb esetben a fajbesorolasi kritériumok szlrke zénajaba estek (AB
nt, AC nt és as, A nt és as, uB nt, NS nt, oB nt), illetve a cC gén esetében nt és as szinten

is a kulon fajba sorolas hatarértéke alatt maradtak.
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10. tablazat. A Reo/HUN/Pheasant/216/2015 térzs azonossagi adatai mas madar reovirus
(ARV) torzsekkel.

A sotét narancs, illetve s6tét zold szinnel jelzett értékek a kildnb6zd fajhoz sorolas hatarértéke
alatti értékek (<60% nt; <65% core fehérje, <35% kiilsé kapszid fehérje as). A vilagos narancs és
vilagos zo6ld hatter(i értékek pedig a szlrke zonaba esé értékek (60-75% nt; 65-85% core fehérje,
35-55% kuilsd kapszid fehérje as). Az NS fehérjék esetében nincs hatarérték megallapitva, ezeket
délttel jeloltik.

ARV hazityuk ARV pulyka  D1007 T1781 WRV
: . fogoly hazityuk ——

min max min max ogoly a tyu min max

A nt 79,05% 79,39% 78,39% 78,71% 87,84% 78,87% 77,05% 77,53%

as 96,29% 96,76% 96,13% 96,53% 98,11% 96,61% 94,87% 95,90%

AB nt 83,02% 90,49% 82,38% 83,50% 83,81% 85,06% | 74,78% 75,63%

as 96,10% 97,22% 95,31% 95,47% 95,31% 96,02% 90,61% 91,33%

AC nt | 73,06% 81,04% @ 71,99% 72,48% 71,78% 92,07% 69,68% 70,57%

Q as 84,13% 92,62% 82,09% 82,40% 82,56% 96,86% 78,32% 79,81%

8 A nt 80,27% 80,63% 79,12% 79,62% 86,77% 94,00% 73,12% 74,18%

8 H as 92,86% 93,27% 91,35% 92,45% 94,37% 96,70% 84,34% 85,85%

N

E B nt 6511% 65,83% 6561% 66,33% 65,67% 66,11% 62,67% 64,61%

§ H as 70,40% 71,40% 6957% 71,40% 70,74% 71,74% 67,89% 70,07%

g NS nt  74,84% 75,48% @ 74,26% 75,37% | 74,04% 74,26% 70,00 71,65%

% H as 86,26% 86,90% 85,78% 86,26% 85,46% 86,58% 79,87% 81,63%

% A nt 80,07% 81,19% 80,24% 81,62% 86,60% 87,63% 76,03% 76,72%
= O

8 as 97,16% 97,67% 97,42% 97,67% 98,71% 99,22% 90,44% 92,25%

o B nt 82,92% 85,06% 68,99% 70,34% 95,51% 81,91% | 61,24% 65,17%
(o)

as 90,48% 90,82% 77,21% 77,89% 9592%  89,80%  62,24% 69,39%
,c M [6074% 6376% 9346% 0446% 8674% | 62,25% 30,43% 45,13%
as 59,00% 60,10% 9192% 9293% 87,88% 59,60% [N20/8006NN33184%%
N M 7756 TIIS%  TT8T% 7843% T8T6% 87.42% 7640% 77.19%

as 90,54% 93,92% 89,86% 90,54% 92,23% 96,96% 89,19% 90,88%

Az egyes szegmensek filogenetikai vizsgalata sajatos rokonsagi mintazatot mutatott a
Reo/HUN/Pheasant/216/2015 torzs és a kulonb6zé hazityuk, pulyka és fogoly eredetli torzsek
kdzott (12. abra), mely egybecseng az azonossagi adatok alapjan megfigyeltekkel. A AB, AC
és 0B gének alapjan készilt filogenetikai fakon a hazityuk eredetl reovirus toérzsekkel
csoportosult, mig a oC és oNS gének 6sszehasonlitasaban a pulyka eredetl torzsekkel
alkotott monofiletikus csoportot. A AA gén esetében a D1007, a oA gén esetében pedig a
T1781 reovirus a legkozelebbi rokona, és monofiletikusan helyezkedtek el a hazityuk és pulyka
eredetl torzsekkel, ugyanakkor a csoporton belll kulon agat alkotva. A pA gén esetében
szintén szoros rokonsag figyelheté meg a T1781 virustdrzzsel, egyutt alkottak egy kulén agat
a madar reovirusokon belll, elkilonllve a tyukfélék és viziszarnyasok reovirusaitol. A uNS

gén alapjan késziilt térzsfan szintén monofiletikusan csoportosult a
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Reo/HUN/Pheasant/216/2015 a tébbi tyukfélébél szarmazo reovirussal, azonban 6nallé agat

alkotott a csoporton belll. A uB gén esetében egyik térzzsel sem mutatott szoros rokonsagot,

onallé agat alkotott a madar reovirusok monofiletikus csoportjan belll, elkilénilve mind a

tyukfélék, mind a viziszarnyasok reovirusaitdél. Ugyanakkor az elemzésekbe csak olyan

torzseket vontunk be, melyek teljes genomszekvenciaja megtalalhaté a génbankban. Amikor

azonban BLAST keresést végeztink a

Reo/HUN/Pheasant/216/2015 térzs uB

genszekvencigjaval, harom magyarorszagi hazityuk eredetl reovirus tdrzset talaltunk (16821-
M-06, 924-Bi-05, 3457-M-11, Farkas és mtsai, 2016) melyek uB génszekvenciaival nagyfoku

hasonlésagot (94,84-95,51%) mutatott.

KF741736 - GX110058 hazityak, CHN
100| KF741706 - 1733 hazityuk, USA
KC183748 - GuangxiR1 hazityak, CHN
KF741766 - $1133 hazityuk, USA
KT954542 - 13649/14 facan, USA
FR694191 - AVS-B hazityuk, USA
100 ~ KP173683 - 22342/13 pulyka, USA
KJ865904 - TARV-MN4 pulyka, USA
KJ865910 - TERV-MN1 pulyka, USA
KR997909 - D1246 pulyka, HUN

100 KR997899 - 19831M09 pulyka, HUN
L KC865786 - T1781 hazityuk, HUN
KR476798 - D1007 fogoly, HUN

100 100 © 216/2015 facan, HUN
EKJ871017 - D1546 pézsmakacsa, FRA

100

=)
S

KF809662 - D20/99 hézilud, HUN
KC508647 - 815-12 pézsmakacsa, CHN

0 [ JX478260 - J18 pézsmakacsa, CHN

1

=)

JX478250 - 091 hazikacsa, CHN
68~ KC493572 - TH11 hazikacsa, CHN
MH520085 - D2533/6 héazikacsa, GER

KF692089 - TVAV varjt, FIN
i AB914760 - Pycno-1 bilbil, JPN
80 © D1996/2/1 facan, HUN

| U
0.5

100, KR997900 - 19831M09 pulyka, HUN
98 KR997910 - D1246 pulyka, HUN
100 KJB65890 - TERV-MN1 pulyka, USA
99 KP173685 - 22342/13 pulyka, USA
100§ k865884 - TARV-MN4 pulyka, USA
100]L KR476799 - D1007 fogoly, HUN
KT954544 - 13649/14 facan, USA
{ FReg4193- AVS-B hazitydk, USA
KC865788 - T1781 hazityik, HUN
o 216/2015 facan, HUN
KF741708 - 1733 hazityik, USA
KF741768 - $1133 hazityik, USA
o| KF741738 - GX110058 hazitydk, CHN
KC183750 - GuangxiR1 hazityik, CHN
)\ 00 KJ871019 - D1546 pézsmakacsa, FRA
C 1o KC508649 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
KF809664 - D20/99 hazilid, HUN
JX478252 - 091 hazikacsa, CHN
100 JX478262 - J18 pézsmakacsa, CHN
a KC493574 - TH11 hazikacsa, CHN
MH520086 - D2533/6 hazikacsa, GER
KF692091 - TVAV vart, FIN

—
100 |_: AB914762 - Pycno-1 biilbil, JPN
© D1996/2/1 facan, HUN

| |
0.5

AB

100, KR997911 - D1246 pulyka, HUN
KR997901 - 19831M09 pulyka, HUN
KR476800 - D1007 fogoly, HUN
KP173684 - 22342/13 pulyka, USA
KJ865900 - TERV-MN1 pulyka, USA
KJ865894 - TARV-MN4 pulyka, USA
KT954543 - 13649/14 facan, USA
FR694192 - AVS-B hazityuk, USA
KC865787 - T1781 hazityik, HUN

© 216/2015 facan, HUN

KF741767 - $1133 hazityuk, USA
KF741707 - 1733 hazityik, USA
KF741737 - GX110058 hazityuk, CHN
KC183749 - GuangxiR1 hazityik, CHN

100

KF809663 - D20/99 hazilid, HUN
KJ871018 - D1546 pézsmakacsa, FRA

JX478261 - J18 pézsmakacsa, CHN
KC493573 - TH11 hazikacsa, CHN
JX478251 - 091 hazikacsa, CHN
MH520087 - D2533/6 hazikacsa, GER

© D1996/2/1 facan, HUN
100 AB914761 - Pycno-1 bilbil, JPN
KF692090 - TVAV varjd, FIN

| |
0.5

100, KR997912 - D1246 pulyka, HUN
KR997902 - 19831M09 pulyka, HUN
100 |y KJ874319 - TERV-MN1 pulyka, USA
KJ874309 - TARV-MN4 pulyka, USA
KP173686 - 22342/13 pulyka, USA
KF741769 - S1133 hazitydk, USA
KF741709 - 1733 hazityak, USA

KF741739 - GX110058 hazityak, CHN
KC183751 - GuangxiR1 hazityak, CHN
KT954545 - 13649/14 facan, USA
FR694194 - AVS-B hézityak, USA
100 = KF809665 - D20/99 hazilud, HUN
KJ871020 - D1546 pézsmakacsa, FRA
KC508650 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
JX478263 - J18 pézsmakacsa, CHN
1001 1X478253 - 091 hazikacsa, CHN

o1 1X440513 - TH11 hazikacsa, CHN
KC865789 - T1781 hazityuk, HUN

MA

1do* ® 216/2015 facan, HUN
KR476801 - D1007 fogoly, HUN

MH520088 - D2533/6 hazikacsa, GER
——— D1996/2/1 facan, HUN
KF692092 - TVAV varijd, FIN

100 AB914763 - Pycno-1 billbil, JPN

0.5

12. abra Kulénb6z6 madarfajokbdl szarmazo reovirusok genomszegmenseinek kodold
szekvenciaibdl készitett nukleinsav alapu filogenetikai fak. A hazityuk és pulyka eredet(
térzsek sarga, a facan és fogoly eredet(i torzsek rézsaszin, a viziszarnyas eredet(i torzsek
kék és a vadmadar térzsek zold szinnel jelélve. A jelen dolgozat témajat képezb facan
eredetli reovirusok félkdvér betlvel szedve lathatdak.

Az abra a kdvetkez6 oldalon folytatodik.
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V]3]

96

99

KJ874286 - TARV-MN4 pulyka, USA

92
100 FR694195 - AVS-B hézityik, USA
KR997913 - D1246 pulyka, HUN
7001 KR997903 - 19831M09 pulyka, HUN

JX478264 - J18 pézsmakacsa, CHN

—{ JX440514 - TH11 hzikacsa, CHN

1691 x478254 - 091 hézikacsa, CHN

KT954546 - 13649/14 facan, USA
KP173687 - 22342113 pulyka, USA
KF741770 - S1133 hazitytk, USA
KF741740 - 1733 hézitydk, USA
KF741740 - GX110058 hézityk, CHN
KC183752 - GuangxiR1 hézityck, CHN
KJ874296 - TERV-MN1 pulyka, USA
KCB865790 - T1781 hazityck, HUN
KR476802 - D1007 fogoly, HUN
[~ KF809666 - D20/99 hzilid, HUN

99

100 [ KJ871021 - D1546 pézsmakacsa, FRA
73— KC508651 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
© 216/2015 facan, HUN

MH520089 - D2533/6 hazikacsa, GER

oA

100}

KF692093 - TVAV varit, FIN
© D1996/2/1 facén, HUN
AB914764 - Pycno-1 biilbl, JPN

KR997916 - D1246 pulyka, HUN
KR997906 - 19831M09 pulyka, HUN
KF872248 - TARV-MN4 pulyka, USA
KJ700480 - TERV-MN1 pulyka, USA
KP173690 - 22342/13 pulyka, USA
FR694198 - AVS-B hazityak, USA
KF741773 - $1133 hazityak, USA
KF741713 - 1733 hazitydk, USA
KC183745 - GuangxiR1 hazityak, CHN
KF741743 - GX110058 hazitydk, CHN
KT954549 - 13649/14 facan, USA
KR476805 - D1007 fogoly, HUN
KC865793 - T1781 hazityak, HUN

© 216/2015 facan, HUN

JX478267 - J18 pézsmakacsa, CHN

KF809669 - D20/99 hazilud, HUN

KC508653 - 815-12 pézsmakacsa, CHN

o3l JQB64689 - TH11 hazikacsa, CHN

90" JX478257 - 091 hazikacsa, CHN

MH520092 - D2533/6 hazikacsa, GER

| |
0.5

oC

92

AB914767 - Pycno-1 biilbdl, JPN

KF692096 - TVAV varjt, FIN
88 © D1996/2/1 facan, HUN

100 KR997915 - D1246 pulyka, HUN
KR997905 - 19831M09 pulyka, HUN
KP173689 - 22342/13 pulyka, USA

1008 KJ700479 - TERV-MN1 pulyka, USA

100l KF872235 - TARV-MN4 pulyka, USA
100f | o 216/2015 facan, HUN
KR476804 - D1007 fogoly, HUN
KF741742 - GX110058 hazitytk, CHN
KF741712 - 1733 hazityak, USA
100 KF741772- $1133 hazityak, USA
KC183744 - GuangxiR1 hazityik, CHN
KC865792 - T1781 hazityik, HUN
KT954548 - 13649/14 facan, USA
% FR694197 - AVS-B hazitytk, USA
AB914766 - Pycno-1 biilbiil, JPN

© D1996/2/1 facan, HUN
KF692095 - TVAV varjl, FIN

MH520091 - D2533/6 hazikacsa, GER

100}

60 KC493571 - TH11 hazikacsa, CHN
100[ JX478256 - 091 hazikacsa, CHN
JX478266 - J18 pézsmakacsa, CHN

C KF809668 - D20/99 hazilud, HUN
KC508656 - 815-12 pézsmakacsa, CHN

0.5

1001 k871026 - D154 pézsmakacsa, FRA

12. abra folytatas

MNS

100

KR997914 - D1246 pulyka, HUN
KR997904 - 19831M09 pulyka, HUN
KP173688 - 22342/13 pulyka, USA
KJ874273 - TERV-MN1 pulyka, USA
KJ874263 - TARV-MN4 pulyka, USA
KF741771 - $1133 hazityuk, USA
KC183743 - GuangxiR1 hazityak, CHN
KF741741 - GX110058 hazityuk, CHN
KF741711 - 1733 haztyuk, USA
FR694196 - AVS-B hazityuk, USA
KR476803 - D1007 fogoly, HUN
KT954547 - 13649/14 facan, USA
KC865791 - T1781 hazityik, HUN
© 216/2015 facan, HUN
KF809667 - D20/99 hazilud, HUN
KJ871022 - D1546 pézsmakacsa, FRA
KC508652 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
JX478265 - J18 pézsmakacsa, CHN
JX440512 - TH11 hazikacsa, CHN
1001 JX478255 - 091 hézikacsa, CHN
MH520090 - D2533/6 hazikacsa, GER

KF692094 - TVAV varjg, FIN
4‘j|—— AB914765 - Pycno-1 billbil, JPN
10 o D1996/2/1 facén, HUN

KC183746 - GuangxiR1 hazityik, CHN
81 KF741714 - 1733 hazityuk, USA
981 KF741744 - GX110058 hazitytk, CHN
79| | KF741774 - $1133 hézitytk, USA
KR476806 - D1007 fogoly, HUN
ot ® 21612015 facan, HUN
KC865794 - T1781 hazitytk, HUN
KT954550 - 13649/14 facan, USA
1L FR694199 - AVS-B hazityik, USA
100 KR997917 - D1246 pulyka, HUN
KR997907 - 19831M09 pulyka, HUN
100/ KF872257 - TARV-MN4 pulyka, USA
gsLy KP173691 - 22342/13 pulyka, USA
99" KJ700481 - TERV-MN1 pulyka, USA
JX478268 - J18 pézsmakacsa, CHN

100 JX826588 - TH11 hazikacsa, CHN
JX478258 - 091 hazikacsa, CHN
KJ871024 - D1546 pézsmakacsa, FRA
mi: KC508654 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
KF809670 - D20/99 hazilud, HUN
MH520093 - D2533/6 hazikacsa, GER

© D1996/2/1 facén, HUN
[ KF692097 - TVAV varji, FIN

AB914768 - Pycno-1 bilbil, JPN

| e |
0.5
95
oB
94
100
0.5

100

10 KR997908 - 19831M09 pulyka, HUN
73] KR997918 - D1246 pulyka, HUN
991 KJ700478 - TERV-MN1 pulyka, USA
KP173692 - 22342/13 pulyka, USA
KF872272 - TARV-MN4 pulyka, USA
KR476807 - D1007 fogoly, HUN
KC865795 - T1781 hazityik, HUN
o — @ 216/2015 facan, HUN

KF741695 - S1133 hazityuk, USA
KF741715 - 1733 hazityak, USA
100} KF741745 - GX110058 hazityuk, CHN
94 KC183747 - GuangxiR1 hazityuk, CHN
KT954551 - 13649/14 facan, USA
00— FR694200 - AVS-B hazityuk, USA

96 - KJB871025 - D1546 pézsmakacsa, FRA

KC508655 - 815-12 pézsmakacsa, CHN
KF809671 - D20/99 hazilid, HUN
100 JX478259 - 091 hézikgcsa, CHN

95 JX826589 - TH11 hazikacsa, CHN
9" JX478269 - J18 pézsmakacsa, CHN
MH520094 - D2533/6 hazikacsa, GER

KF692098 - TVAV varju, FIN
4|_|:A8914769 - Pycno-1 bilbil, JPN
© D1996/2/1 facan, HUN
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6.2.3. A D1996/2/1 térzs hasonlésagi és leszarmazasi kapcsolatai

A D1996/2/1 torzs esetében szintén egyenként vizsgaltuk a genomszegmensek kddold
szakaszait a filogenetikai és hasonldsagi vizsgalatok soran, 6sszehasonlitva mas, kiilonb6zé
madarfajokbol szarmazé ARV és NeARV torzsek homoldg génjeivel (a vizsgalatba bevont,
génbankban elérhetd szekvenciak azonositoit az 1. melléklet tartalmazza).

A D1996/2/1 térzs genomja a legnagyobb hasonlésagot a Japanban, Orfeusz-
bllbllbél (Hypsipetes amaurotis) izolalt, Pycno-1 jelzés( térzs (Ogasawara és mtsai, 2015),
illetve a Finnorszagban, dolmanyos varjubdl (Corvus corone cornix) izolalt, laborunkban
korabban jellemzett, TVAV jelzési torzs (Dandar és mtsai, 2014b) genomjaval mutatta.

A tyudkfélébdl és viziszarnyasokbol szarmazo reovirus torzsekkel 6sszehasonlitva
alacsony és kdzepes azonossagi értékeket kaptunk: nt 38,09-71,04%, as 30,30-80,82% (11.
tablazat). Ezek az értékek a uB as kivételével (71,74-75,42%) sehol sem érték el az egy fajhoz
sorolhatésaghoz szikséges hatarértéket (>75% nt, >85% core fehérje as, >55% kuils6 kapszid
fehérje as). Ritkabban a fajbesorolasi kritériumok sziirke zénajaba estek az azonossagi
értékek (60-75% nt, 55-85% core fehérje as, 35-55% kils6é kapszid fehérje as): AA nt és as,
AB nt és as, uB nt és 0B as esetében, illetve a 6C as dsszehasonlitasokban is néhany esetben.
Azonban legtdébbszoér a kilon fajhoz sorolast jelentd alsé hatarérték alatt maradtak (<60% nt,
<55% core fehérje as, <35% kuls6 kapszid fehérje as): AC nt és as, pA nt és as, uNS nt, A
nt és as, oB nt, aC nt és oNS nt azonossagoknal, valamint a cC as 6sszehasonlitasban is
néhany esetben.

Az Ujonnan, NeARYV fajba sorolt Pycno-1 és TVAV térzsekkel 6sszehasonlitva kissé
magasabb értékeket kaptunk, azonban ezek is csupan a uB gén as azonossag esetében
(80,94-88,46%) érték el az egy fajhoz sorolashoz szikséges hatarértéket. Tobbnyire szirke
zonaba esd értékeket adott az 6sszehasonlitas, mint a AA nt és as, AB nt és as, pA nt és as,
KB nt, 0A nt, 0B as, cC as és a oNS nt azonossagok esetében, valamint a cA as-nal néhany
esetben. llletve ritkabban a kulon fajba sorolasi hatar alatti értékeket: a AC nt és as, uNS nt,
oA as néhany esetben, oB nt valamint a cC nt azonossagok esetében.

A torzsfakon szintén azt lathattuk, hogy a D1996/2/1 térzs a A és y, valamint a oA és
ONS fehérjéket kédold gének esetében a Pycno-1 és a TVAV torzsekkel alkotott monofiletikus
csoportot, a tdbbi madar eredeti torzstél elkuldonulve (12. dbra, 52-53. 0.). A 0C gén esetében
a Pycno-1 a legkozelebbi rokona, azonban nem valtak el teljesen az ARV-kt6l, hanem a
hazityuk és pulyka eredetl tOrzsekkel csoportosultak egyutt. A oB gén alapjan készult
flogenetikai fan viszont a D1996/2/1 torzs teljesen kuldnallé agat alkotott, nem mutatott

egyetlen eddig ismert madar reovirussal sem kdzvetlen rokonsagi kapcsolatot.
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11. tablazat. A D1996/2/1 térzs azonossagi adatai mas madar reovirus (ARV), illetve
vadmadar reovirus (NeARV) torzsekkel.

A sotét narancs, illetve sotét zold szinnel jelzett értékek a kiilonb6zé fajhoz sorolas hatarértéke
alatti értekek (<60% nt; <65% core fehérje, <35% kiilsé kapszid fehérje as). A vilagos narancs és
vilagos zo6ld hatter(i értékek pedig a szlrke zonaba esé értékek (60-75% nt; 65-85% core fehérje,
35-55% kuilsd kapszid fehérje as). Az NS fehérjék esetében nincs hatarérték megallapitva, ezeket
délttel jeloltik.

ARV NeARV

min max min max

AA nt 68,21% 71,04% 71,72% 71,72%

as 76,24% 80,82% 83,50% 84,21%

AB nt 63,95% 65,25% 70,30% 71,31%

as 70,72% 73,43% 82,74% 82,82%
AC ................. .
as

“A ................ —— 5398%  66.07%

as  |162,34% 86,73% 70.19% 72,80%

“B ................. . o v 681106 6989% 72729

as 71,74% 75,42% 80,94% 88,46%

D1996/2/1

NS
H as 38,98% 42,17% 54,47% 56,71%
nt 60,22% 70,27%
oA
as 77,26%
nt
oB
as 4490% 48,64% 37,76% 40,48%
nt
oC
as 51,52% 37,37% 48,48%
nt 60,67% 64,38%
oNS

as 52,03% 56,76% 67,57% 68,24%

6.3. Hiillé reovirus torzsek

6.3.1. A hiill6 reovirus térzsek genomszervezédése

Vizsgalataink soran hét hill reovirus torzs teljes genomszekvenciajat hataroztuk meg
lonTorrent Ujgeneracidés és Sanger szekvenalas segitségével. A torzsek moér tekndsbdl
(CH1197/96, Testudo graeca), Schneider szkinkbél (2013/12, Eumeces schneideri), zo6ld
leguanbdl (2013/54, |Iguana iguana), Oriaskigyobdl (IBD26/00, Boa constrictor),
sz8nyegpitonbdl (565/02, Morelia spilota), kiralypitonbdl (KP3, Python regius) és egy ismeretlen
faju kigyobol (2013/47) szarmaztak. A térzsek mindegyikét elhullott, kedvtelésbdl tartott
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hallébél izolaltak a 2000-es évek elején Németorszagban (CH1197/96, 1BD26/00, 55/02,
Wellehan és mtsai, 2009), illetve nagyjabdl egy évtizeddel késébb Magyarorszagon (2013/12,
2013/54, 2013/47, KP3, Ihasz és mtsai, 2014). Sejttenyészeten szaporitva az 6sszes vizsgalt
virus kifejtette a hillé reovirusokra jellemzd, driasseijt képzédéssel jaro citopatogén hatast (13.
abra) (Duncan és mtsai, 2004; Latney and Wellehan, 2013).

13. abra VH-2 sejtek sejttenyészetben: (A) kontroll sejtek; (B) 2013/KP3 virustérzzsel
fert6zott sejtek, megfigyelhetdek a virusfert6zés hatasara kialakult jellegzetes driassejtek.
(A képeket készitette: Ihasz Katalin)

A torzsek telies genommérete 23957 és 24033 bp kozoétti, az egyes szegmensek
mérete pedig 1207 bp-tél (S4 szegmens) 3970 bp-ig (L1 szegmens) terjed. A virustérzsek
genomjanak G+C aranya 45,9-48,7% kozotti értéket mutat. A genomok felépitése hasonlo a
mar korabban leirt, bozétviperabdl szarmazd hallé reovirushoz (Banyai és mtsai, 2014). Az S1
szegmens kivételével, amely bicisztronosnak bizonyult, az 6sszes szegmens egy gént kédol.
ORF predikcié és a BLASTX algoritmussal végzett hasonldsagi vizsgalatok segitségével a
kovetkez6 orthoreovirus fehérjéket kddolé géneket sikerilt azonositanunk: AA (belsd kapszid
f6 szerkezeti fehérje), AB (core RARp), AC (core nyulvany), uA (core NTPaz), uB (kilsé kapszid
f6 szerkezeti fehérje), NS (nem-strukturalis fehérje), oA (belsdé kapszid minor szerkezeti
fehérje), oB (kllsé kapszid minor szerkezeti fehérje), oNS (nem-strukturalis fehérje, RNS-kotéd
funkcidval), oC (kuilsé fiber) és p14 (FAST) (Banyai és mtsai, 2014; Coombs, 2009).

Az egyes genomszegmensek 3’ UTR szakaszainak hossza 41-104 bp, és mindegyik
szegmensvégen megtalalhatd az orthoreovirus fajokra jellemzé UCAUC 3’ terminalis
konszenzus szekvencia. A genomszegmensek 5’ UTR szakaszainak hossza 12-31 bp kozott
terjed, és egy nagyrészt konzervalt 5’ terminalis szekvenciat tartalmaznak: GUU(C/A)(U/A)UU,
ahol a negyedik poziciéban citozin vagy adenin talalhato, valamint két esetben (CH1197/96,
S1 és S4 szegmens), az 6tddik pozicidban az uracil adeninre cserél6dott. A vizsgalt hullé
reovirus torzsek genomfelépitésének Osszefoglalé adatait az 12. tablazat tartalmazza,
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valamint az 3. mellékletben megtalalhatéak a genomszerkezeti adatok tdrzsenkénti

bontasban is.

12. tablazat. A vizsgalt hilld reovirus térzsek genomszekvenciainak altalanos jellemzéi

Szegmens/ Méret Hossz (nt) 5'és 3' Fehérje-
fehérje (nt) U?'.R ORF 3 UTR végszekvenciak méret (as)
L1/ AA 3967-3970 13 3870-3873  84-87 GUUCUU/UUCAUC 1289-1290
L2/AC 3901-3933 14 3846-3870  41-49 GUUCUU/UUCAUC 1281-1289
L3/ AB 3847-3852  14-16 3786 47-52 GUUCUU/UUCAUC# 1261
M1 / uNS 2435-2488 27 2334-2382  74-81 GUUAUU/UUCAUC* 777-793
M2 / pA 2339-2349  13-14 2232-2283 51-104 GUUCUU/UUCAUCH 743-760
M3/ pB 2120-2134  26-27 2022-2034 71-74 GUUAUU/UUCAUC* 673-677
S1/pl4 1499-1509 22-23  360-408 66-70 GUUAUU/UUCAUC** 119-135
| oC 1050-1053 349-350
S2 /oA 1314-1315 12 1251 51-52 GUUAUU/UUCAUC* 416
S3 /0B 1274-1288 31 1161-1176  67-87 GUUAUU/UUCAUC* 386-391
S4/oNS 1207-1212  24-25 1110-1113 69-74 GUUAUU/UUCAUC** 369-370

# kivétel: IDB 26/00 GUUAUU

T kivétel: 2013/54, 55/02 GUUAUU
* kivétel: CH1197/96 GUUCUU

** kivétel: CH1197/96 GUUCAU

A hull6 reovirus torzsek genomszekvenciait a kdvetkez6 azonositokkal helyeztuk el a
génbankban: CH1197/96, KT696547-KT696556; 2013/12, MN313188-MN313197; 2013/54,
MN313198-MN313207; 55/02, MN313208-MN313217; 2013/47, MN313218-MN313227;
IBD26/00, MN313228-MN313237 és KP3 MN313238-MN313247.

6.3.2. A hiill6 reovirus térzsek hasonlésagi és leszarmazasi kapcsolatai

mas reovirus fajokkal

A vizsgalt hilld reovirus torzsek egyes szegmenseinek fehérjekddolé nukleotid
szekvenciait egyenként elemeztik. A hasonlosagi és filogenetikai elemzésekbe az altalunk
vizsgalt 7 hillé reovirus térzs mellett az Orthoreovirus nemzetség hét fajanak reprezentativ
képviseldit vontuk be: MRV Lang, Dearing és Jones szerotipusok, ARV AVS-B és S1133
torzsek, BRV referencia torzs, NBV referencia és Pulau torzs, MAHLV 2511 és 0624 torzsek,
PRV CGA280-05 és ADLPRV3 torzsek, RRV 47/02 térzs (a vizsgalatba bevont, génbankban
elérhetd szekvenciak azonositoit az 1. melléklet tartalmazza).

A filogenetikai fakon négy, jol elkulonllé leszarmazéasi vonalat lehet megfigyelni az
Orthoreovirus nemzetségen belll (a 14. abran reprezentativ torzsfak lathatéak, a tiz

szegmens kodolo szekvenciaibdl készitett torzsfak a 4. mellékletben talalhatéak meg). Ezek
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a leszarmazasi vonalak a kdvetkezd reovirus fajokat tartalmazzak: i) a harom kilénb6z8
szerotipusi MRV (Jones, Lang, Dearing); ii) az ARV-k a denevér-eredetli Pulau és Nelson
Bay reovirusokkal egyutt; iii) a RRV-k a pavian és az afrikai gyiUmdlcsev® denevéreken
él6skodé kullancslegyekbdl kimutatott MAHLV-kkel kézosen, illetve (iv) a PRV-k kilén agon.
Kivételt jelentenek ez aldl a o-osztalyu fehérjéket kodold gének, melyek esetében a BRYV,

illetve a 0B esetében a MAHLYV is kildn csoportosult a hillé reovirusoktdl (14. abra).

100; ¢ MN313190 RRV 2013/12
e MN313220 RRV 2013/47
e MN313240 RRV KP3
99 e MN313230 RRV IBD26/00
e MN313210 RRV 55/02
100 100|r e MN313200 RRV 2013/54
98 84 KC852154 RRV 47/02
— e KT696549 RRV CH1197/96

72 NC 029912 MAHLV 0624

100~ KU198614 MAHLYV 2511
65 NC 015878 BRV
1007 NC 015127 ARV AVS-B
AB KF741757 ARV S1133
100 g NC 038660 Pulau reovirus
100~ JF342673 NBV

r REO2LAM3P MRV 2
10 REO1LAM3P MRV 1

100 NC 013225 MRV 3
[ NC 036477 PRV CGA280-05
100~ MH229776 PRV ADLPRV3

0,5

82[ e MN313246 RRV KP3
85 | ¢ MN313226 RRV 2013/47
831l ¢ MN313196 RRV 2013/12
e MN313236 RRV IBD26/00
e MN313206 RRV 2013/54
991 100| @ MN313216 RRV 55/02
77" KC852160 RRV 47/02
— e KT696555 RRV CH1197/96
97 |KF741764 ARV S1133
NC 015134 ARV AVS-B

oB 91 NC 038658 Pulau reovirus
23 410&:059722 NBV
NC 029919 MAHLV 2511
100" KU198619 MAHLY 0624

—— NC 015884 BRV
C 013234 MRV 3

N
‘ 100/ DQ220019 MRV 2

REOMCPS4 MRV 1
[~ NC 036472 PRV CGA280-05
100' MH229785 PRV ADLPRV3

14. abra Kulénb6zé orthoreovirus fajok megfelel6 genomszegmenseinek kédold
szekvenciaibdl, maximum-likelihood modszerrel készitett torzsfak. A AB fehérjét kddold
nukleotid szekvenciak alapjan készitett térzsfan megfigyelheté a négy jol elkilonild
leszarmazasi vonal, kilénb6z6 szinekkel jeldlve. A oB fehérjét kodold génszekvenciak
alapjan készitett torzsfan ezek a leszarmazasi vonalak szétbomlanak.
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A korabban leirt, bozétviperabdl szarmazo és a jelen dolgozatban vizsgalt hillé
reovirusokat dsszehasonlitva mas reovirus fajokkal a homoldég gének és az altaluk kodolt
fehérjék a szekvencia azonossagi adatai 28,72-64,12%, illetve 11,72-66,88% kodzotti értéket
mutattak (13. és 14. tablazat). Ezek az értékek tobbnyire megfeleltek a kilon fajba sorolas
kritériumanak (<60% nt, <65% core fehérje as, <35% kulsé kapszid fehérje as), azonban
talalhaté koztik a fajbesorolas szempontjabdl szirke zonaba esé érték is (60-75% nt, 65-85%
core fehérje as, 35-55% kuls6é kapszid fehérje as). A uB fehérje as szekvencia azonossagi
értékei csak a PRV-kkel valé 6sszehasonlitas esetében voltak 35% alattiak (25,63-26,73%),
az MRV, ARV, BRV, NBV és MAHLV-kkel torten6 6sszehasonlitasban minden esetben a
szlrke zonaba estek (39,94-56,29%). Tovabbi szirke zénaba esé értékeket a MAHLV
torzsekkel valé dsszehasonlitasnal talaltunk: AB (core RdRp) 61,61-64,12% nt és 66,00-
66,88% as; illetve AA (belsé kapszid) 60,74-62,40% nt azonossag, megerdsitve a filogenetikai
fakon megfigyelteket, ami szerint a MAHLV-k bizonyultak az RRV-k legkdzelebbi rokonainak.

13. tablazat. HUll6 reovirusok kodold szekvencidinak mas reovirus fajok homolég
génszekvenciaival torténd dsszehasonlitdsanak nukleotid azonossagi értékei.
A szlrke zénaba (60-75%) es6 értékek szines hattérrel jeldlve.

MRV ARV BRV NBV MAHLV PRV
AA 48,36-50,19% | 53,66-55,91% | 56,55-58,07% | 53,36-55,05% | 60,74-62,40% | 42,34-43,56%
AB 53,30-55,52% | 55,06-56,35% | 54,61-56,69% | 55,92-57,20% | 61,61-64,12% | 49,16-50,44%
w AC 42,71-44,50% | 38,90-40,98% | 43,04-44,07% | 40,61-42,28% | 48,96-50,28% | 37,25-36,69%
I:O: MA 39,66-41,67% | 45,35-47,08% | 44,64-45,50% | 46,12-53,30% | 45,93-52,49% | 35,49-36,64%
é uB 48,56-51,80% | 54,31-56,03% | 48,51-51,23% | 53,37-58,33% | 53,94-58,07% | 39,84-41,72%
g MNS | 36,47-40,24% | 38,83-41,32% | 40,51-44,41% | 40,92-47,91% | 40,17-48,12% | 32,50-35,46%
% oA | 36,00-39,92% | 44,08-46,00% | 42,42-45,17% | 43,17-54,08% | 43,92-54,25% | 34,00-36,17%
£ oB | 30,68-35,99% | 37,60-39,68% | 38,29-39,91% | 34,14-41,52% | 34,95-42,21% | 28,72-33,22%
oC | 32,85-36,25% | 32,73-36,62% - 30,41-34,79% - 29,08-34,06%
oNS | 36,80-38,38% | 42,78-45,57% | 42,06-46,39% | 41,96-55,26% | 42,58-54,74% | 32,58-35,88%
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14.

tablazat.

génszekvenciaival torténd 6sszehasonlitdsanak aminosav azonossagi értékei.
A sziirke zonaba (35-55% kuilsd kapszid fehérje, 65-85% core fehérje) es6 értékek szines hattérrel

Hull6 reovirusok kédold szekvenciainak mas reovirus fajok homoldg

jelélve.
MRV ARV BRV NBV MAHLV PRV
AA 42,12-43,54% | 50,88-52,63% | 55,46-57,05% | 51,13-64,89% | 50,96-64,80% | 30,69-31,61%
AB 51,45-53,46% | 55,23-56,99% | 51,93-53,30% | 56,59-57,80% | 66,00-66,88% | 42,93-44,21%
w AC 32,76-33,74% | 28,05-28,78% | 30,98-32,20% | 29,27-31,14% | 42,28-43,58% | 23,58-25,20%
g MA 27,19-28,49% | 37,70-39,28% | 33,67-35,40% | 36,55-37,70% | 45,90-48,49% | 20,58-22,30%
é |.|B 41,51-43,55% | 51,89-54,09% | 39,94-41,51% | 52,36-53,46% | 54,72-56,29% | 25,63-26,73%
g |JNS 22,11-25,56% | 25,76-29,41% | 28,19-32,66% | 25,35-28,80% | 32,45-37,12% | 15,62-17,65%
% oA 24,06-27,57% | 35,59-38,85% | 32,08-33,83% | 37,34-39,35% | 44,11-46,62% | 17,54-19,55%
= oB 11,81-16,67% | 20,83-26,59% | 23,26-26,04% | 20,83-23,96% | 22,92-25,35% | 13,19-15,28%
oC 13,19-19,41% | 15,02-23,81% - 13,55-18,68% - 11,72-15,02%
oNS 24,30-27,14% | 30,53-33,64% | 34,58-36,14% | 30,22-32,71% | 46,42-49,22% | 17,13-19,94%

6.3.3. A hiill6 reovirus térzsek hasonlosagi és leszarmazasi kapcsolatai

fajon beliil

Az altalunk vizsgalt hallé reovirusok mind egy monofiletikus kladba csoportosultak a
mar korabban leirt, bozétviperabdl izolalt RRV-vel, ami kdzds evollcids eredetet feltételez (14.
abra, 58. 0.). Mindemellett az Ujonnan leirt RRV-ken belll harom, jol elkilénllé leszarmazasi
vonalat figyelhettink meg: i) 2013/12 (Schneider szkink), 2013/47 (ismeretlen kigyodfaj), KP3
(kiralypiton) és IBD26/00 (¢6riaskigyd); ii) 2013/54 (zdld leguan) és 55/02 (sz6nyegpiton),
melyek egyltt csoportosultak a korabban leirt 47/02 torzzsel (bozotvipera); iii) a CH1197/96

(mor teknds) térzs, mely minden filogenetikai fan kiilén csoportosult a tébbi RRV-tél (15. abra).

100J 2013/12 Schneider szkink
—LQO{[ 2013/47 azonositatlan kigyofaj
KP3 kiralypiton
—I1BD26/00 o6riaskigyo
[ 2013/54 z6ld leguan
100 55/02 szényegpiton
100~ 47/02 bozétvipera
CH1197/96 mor teknds

100

S |
0,2

15. abra Hull6 reovirus térzsek konkatenalt genomjabdl, maximume-likelihood
modszerrel készitett torzsfa. Megfigyelhetd a harom, jol elkGlonild leszarmazasi vonal,
kulénb6z6 szinekkel jeldlve.
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A szekvencia hasonlosagi adatok is ezeket a megfigyeléseket tamasztottak ala (16.
abra). Az ugyanazon leszarmazasi vonalhoz tartozoé térzsek paronkénti azonossagi értékei,
egy kivétellel, mind elérték az egyazon fajhoz sorolashoz szikséges hatarértékeket (>75% nt,
>85% core fehérje as, >55% kuls6 kapszid fehérje as). A kivétel a oC, kulsé kapszid fiber
fehérjét kodold nukleotid szekvencia, mely esetében az IBD26/00 térzset a vele egy
leszarmazasi agon talalhaté 2013/47, 2013/12 és KP3 torzsekkel dsszehasonlitva sziirke
zonaba esb (69,45-69,84%) nt azonossagi ertékeket kaptunk.

A kllénbdz6é leszarmazasi vonalakhoz tartozé tdérzsek dsszehasonlitasaban azonban
mar joval valtozatosabb eredményeket lattunk. A mor teknésbél szarmazo CH1197/96 jelzési
térzs szekvenciaadatait 06sszehasonlitva a pikkelyes hill6kbél szarmazéd toérzsek
szekvenciaadataival, az azonossagi értékek csupan egyetlen esetben, a uB as esetében
(80,98-82,91%) érték el az egy fajba sorolashoz sziikséges hatarértéket. A legtébb esetben a
faji besorolas szirke zénajaba estek, tovabba a uNS (48,49-51,69%), oB (50,09-51,30%) és
oC (48,99-49,66%) nt, illetve a AC (61,75-62,76%) as azonossagi értékek a kulon fajba
sorolast jelentd alsé hatarérték szintje alatt maradtak.

A kilénb6zb leszarmazasi agon talalhato, pikkelyes hillékbél szarmazé RRV-k
Osszehasonlitasaban szintén szamos esetben figyelhettiink meg szlrke zénaba esé
azonossagi értéket. A kiilsé kapszid fehérjék esetében az as szekvencia azonossagi értékek
az egy fajba sorolashoz sziikséges hatarérték folétt maradtak (uB 88,86-89,30%; oB 69,43-
70,73%, oC 60,23-62,54%), akarcsak a AA (90,89-93,85%) és AB (88,98-90,17%) core
fehérjék esetében. A tobbi core fehérje esetében az as azonossagi értékek kdzott azonban
tobbnyire szirke zonaba esé6 értékeket talaltunk: AC (79,94-80,87%), PA (79,92-82,77%) és
oA (81,97-85,34%). A nukleotid szekvenciak Osszehasonlitasaban még inkabb a szirke
zbnaba esb értékek dominaltak: mindéssze a AA (75,36-76,42%) és a oNS (75,52-77,24%)
génszekvencidk azonossagi értékei érték el az egyazon fajba sorolashoz szikséges
hatarértéket. A tobbi esetben szurke zonaba esé értékeket talaltunk: AB (74,20-75,13%), AC
(70.00-70,83%), PA (69,06-71,23%), uB (74,05-76,13%), oA (73,32-75,00%), oB (63,82-
66,15%). Tovabba a uNS (56,59-57,56%) és a oC (58,50-60,52%) nukleotid szekvenciak

esetében a klloén fajhoz sorolas hatarértéke ala esé azonossagi adatokat is talaltunk.
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2013/47 98.68% 98.91% 97.74% 90.89% 93.15% 92.92% 81.01% 2013/47 99.44% 98.49% 97.15% 88.98% 89.69% 89.77% 81.68%

2013/12  98.60% 99.69% 98.60% 91.60% 93.85% 93.54% 81.63% 2013/12  99.13% 98.89% 97.46% 89.21% 89.93% 90.01% 81.92%
KP3 97.61% 97.95% 98.75% 91.60% 93.85% 93.54% 81.56% KP3 91.12% 91.38% 97.78% 89.45% 90.01% 90.09% 82.00%
IBD26/00  83.74% 83.99% 84.02% 91.36% 93.62% 93.31% 81.79% 1BD26/00  84.59% 84.83% 85.41% 89.45% 90.09% 90.17% 81.92%
55/02 75.36% 75.72% 75.46% 75.43% 95.88% 95.64% 81.71% 55/02 74.25% 74.41% 74.20% 74.36% 96.43% 96.91% 83.03%
2013/54  75.98% 76.42% 76.34% 76.19% 86.72% 98.83% 80.70% 2013/54  74.94% 75.13% 75.02% 75.05% 93.18% 99.29% 80.57%
47/02 75.56% 75.98% 76.01% 75.72% 92.35% 90.53% 80.47% 47/02 74.76% 74.94% 75.02% 75.05% 95.24% 95.69% 80.73%
CH1197/96 71.91% 72.09% 71.83% 71.52% 74.79% 70.71% 70.32% CH1197/96 69.34% 69.36% 69.44% 69.10% 72.46% 69.02% 68.91%
AA o g 2B o 8
5 g 3 3 5 5 9 3 3 S
2 2 2 a & g g d & 2 9 a8 & g g ¢
Q 5 ¥4 o B 4 S o & Q X @ B 5 S ]
2013/47 99.30% 99.14% 95.63% 79.94% 80.48% 80.41% 2013/47 98.37% 95.93% 93.62% 79.92% 81.55% 80.87% 71.51%
2013/12  98.88% 98.67% 95.78% 80.25% 80.80% 80.72% 2013/12 98.15% 97.01% 94.57% 80.73% 82.36% 81.68% 71.91%
KP3 98.41% 98.10% 95.39% 80.09% 80.72% 80.64% KP3 92.40% 93.17% 94.57% 81.41% 82.77% 82.23% 71.78%
IBD26/00  83.45% 83.71% 83.50% 80.25% 80.87% 80.72% IBD26/00  82.04% 82.32% 82.36% 80.05% 82.09% 81.55% 71.37%
55/02 70.21% 70.44% 70.62% 70.02% 98.99% 98.99% 55/02 69.15% 69.52% 70.19% 69.06% 94.17% 95.93% 74.36%
2013/54  70.00% 70.34% 70.36% 70.73% 96.15% 99.53% 2013/54 70.19% 70.69% 71.23% 70.38% 88.24% 97.69% 72.46%
47102 70.41% 70.65% 70.83% 70.31% 98.93% 96.23% 47102 69.79% 70.15% 70.65% 69.56% 95.30% 91.77% 72.32%
CH1197/96 60.32% 60.32% 60.37% 60.21% 60.24% 60.27% 60.63% CH1197/96 63.68% 63.73% 63.27% 63.82% 67.21% 64.27% 64.27%
AC o 8 HA o 8
5 g s s 5 5 g s 3 5
& & o 3§ & g &g d 8 2 » a & g 8 g
g &8 & 2o B8 & 5§ & S &8 & @ 8 & 5 &
2013/47 99.41% 99.41% 97.18% 88.86% 89.00% 89.15% 82.47%  2013/47 98.55% 98.03% 83.05% 53.35% 54.80% 54.53% 42.58%
2013/12  98.81% 99.70% 97.47% 89.00% 89.15% 89.30% 82.62% 2013/12 98.90% 98.03% 83.18% 53.35% 54.93% 54.53% 42.44%
KP3 95.99% 96.33% 97.77% 89.00% 89.15% 89.30% 82.91% KP3 97.15% 97.11% 83.57% 53.75% 55.32% 54.80% 42.71%
IBD26/00  82.27% 82.22% 82.71% 89.00% 89.15% 89.30% 82.17% IBD26/00  76.08% 76.13% 76.22% 54.53% 55.19% 55.72% 41.52%
55/02 74.99% 75.04% 75.48% 74.59% 96.73% 96.88% 82.62% 55/02 89.75% 96.06% 42.97%
2013/54  74.89% 75.09% 75.38% 74.05% 89.85% 99.85% 80.98% 2013/54 85.68% 93.04% 41.13%
47/02 75.78% 75.73% 76.13% 74.94% 94.55% 92.82% 80.98% 47/02 96.06% 88.22% 40.87%
CH1197/96 72.71% 72.61% 72.46% 72.56% 73.85% 70.53% 70.48% CH1197/96
©0 [{]
hB 5 09 g 3 g NS g 3 5
& & o 3§ & g &g d 2 3 » & & g g g
S & & o B8 & § & & &8 & =@ 3 & §5 &
2013/47 99.28% 100.00% 96.39% 82.45% 85.10% 85.10% 69.47% 2013/47 94.30% 92.23% 87.56% 69.95% 70.21% 70.73% 44.30%
2013/12  99.36% 99.28% 95.67% 81.97% 84.38% 84.38% 68.99% 2013/12 94.73% 92.23% 91.45% 69.69% 70.21% 70.47% 45.08%
KP3 99.04% 98.72% 96.39% 82.45% 85.10% 85.10% 69.47% KP3 92.83% 91.97% 85.75% 69.43% 69.95% 70.21% 43.26%
IBD26/00  84.62% 84.21% 84.05% 82.69% 85.34% 85.34% 69.23% IBD26/00  76.25% 78.58% 75.47% 69.95% 70.47% 70.73% 45.08%
55/02 73.56% 73.48% 73.40% 73.32% 96.15% 97.12% 68.75% 55/02 65.80% 64.25% 64.94% 64.85% 98.19% 98.45% 44.82%
2013/54  73.88% 73.64% 73.88% 74.60% 93.99% 99.04% 68.51% 2013/54 64.85% 63.99% 65.03% 63.82% 94.47% 97.67% 44.04%
47102 75.00% 74.76% 75.00% 74.12% 96.79% 96.07% 68.99% 47/02 66.15% 64.59% 65.46% 65.20% 98.01% 93.18% 44.82%
CH1197/96 63.06% 63.06% 63.22% 63.46% 64.74% 63.30% 62.74% CH1197/96
GA o 3 (e) B =) 3
5 9 3 3 5 5 9 2 3 5
2 & o a8 g8 g g g 2 2 » a & g g =
g &8 & o 8 & 5 & S &8 & o 35 & §5 &
2013/47 98.27% 97.12% 74.64% 61.38% 61.67% 61.67% 40.92% 2013/47 99.19% 99.46% 98.10% 86.72% 86.45% 86.72% 63.96%
2013/12  98.27% 96.83% 74.64% 61.10% 61.38% 61.38% 41.21% 2013/12 98.92% 99.73% 98.37% 86.45% 86.72% 86.45% 64.23%
KP3 96.54% 96.83% 75.50% 62.25% 62.54% 62.54% 41.50% KP3 98.01% 98.37% 98.64% 86.72% 86.99% 86.72% 64.23%
IBD26/00  69.84% 69.45% 69.74% 60.23% 60.23% 60.23% 42.36% 1BD26/00  87.80% 87.80% 88.35% 85.91% 86.18% 85.91% 64.50%
55/02 60.13% 1501859 60.04% 97.98% 99.14% 41.50% 55/02 76.78% 76.33% 76.96% 76.78% 99.19% 99.46% 63.96%
2013/54  60.42% 60.13% 60.33% 98.37% 98.85% 41.21% 2013/54 75.52% 75.52% 75.97% 76.60% 97.47% 99.73% 63.69%
47/02 60.52% 60.23% 60.42% 99.04% 99.33% 4150% 47/02 76.69% 76.33% 77.06% 77.24% 96.93% 95.48% 63.41%
CH1197/96 CH1197/96 62.69% 63.14% 63.14% 63.60% 60.98% 61.16% 60.61%
oC ° ¢ oNS ° 8
50y g 3 5 5o 3 3 5
= 2 g 38 § 3§ § & = & ¢ &8 § & § ¢
139 I N4 = [re) I < (@] 159 39 N4 = e I < o

16. abra Hull6 reovirus gének nukleotid és aminosav szekvencidinak azonossagi értékei.
A nt szekvencia adatok a bal alsé haromszdgben, mig az as szekvencia adatok a jobb felsé
haromszogben talalhatoak.

A sotét narancs, illetve sotét zold szinnel jelzett értékek a kiildnb6z6 fajhoz sorolas hatarértéke
alatti értékek (<60% nt; <65% core fehérje, <35% kiilsé kapszid fehérje as). A vilagos narancs és
vilagos zo6ld hatter( értékek pedig a szlrke zénaba esé értékek (60-75% nt; 65-85% core fehérje,
35-55% kiils6 kapszid fehérje as). Az NS fehérjék esetében nincs hatarérték megallapitva,
ezeket délttel jeldltik.
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6.3.4. A reasszortacios kisérlet eredménye

A CH1197/96 és 47/02 hillé reovirus torzsekkel végzett reasszortacios vizsgalatban
Osszesen négy koinfekcids kisérletet végeztink. A Kkisérletekben a virusok fert6zési
multiciplitasa kilonbozétt: I. és II. MOI 1 47/02 + MOI 1 CH1197/96; 11l. MOI 1 47/02 + MOI 0,5
CH1197/96; IV. MOI1 47/02 + MOI 0,2 CH1197/96. Az egyes fert6zésekbdl nyert
szuszpenzidbdl viszonylag kisszamu virusizolatumot sikerult kinyernink a plakktisztitas soran.
Az I-ll. kisérletbdl 48 db, a Ill. kisérletb6l 14 db, és a IV. kisérletbdl 8 db izolatumot
kdlonitettiink el és jellemeztink. Az dsszesen vizsgalt 70 virusizolatumbdl azonban egynél

sem sikerult a genomszegmensek reasszortacidjat kimutatnunk.
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7. Megbeszélés

7.1.Madar reovirus torzsek altalanos genomszervezddése

Vizsgalataink soran meghataroztuk harom hazikacsa és egy facan eredetl reovirus
torzs teljes genomjanak nukleotid sorrendjét, illetve egy tovabbi facan reovirus térzs 6sszes
szegmensének fehérjekodolé szekvencidit. Osszességében a vizsgalt virustérzsek
genomjanak, valamint genomszegmenseinek felépitése nem tért el jelentésen az irodalomban
eddig leirtaktol. Az egyes genomok mérete ~23,5 kbp volt, mely 10 szegmensre tagolodott. A
genomszegmensek felépitésében a kddolo régiok elbtt és utan nemtranszlalodo szakaszokat
azonositottunk. Az 5° nemtranszlalédé régié minden esetben hordozta a madar reovirusokra
jellemzd GCUUUU terminalis szekvenciat, a 3' nemtranszlalodo régio pedig a reovirus fajokra
altalanosan jellemz6 UCAUC terminalis konszenzus szekvenciat. A kodolé szakaszok az L,
M, valamint az S2-S4 szegmensek esetében monocisztronosnak bizonyultak, az S1 szegmens
esetében pedig harom, részben atfedd leolvasasi keretet azonositottunk, igy a vizsgalt torzsek

genomja minden esetben 12 fehérjét kodolt.

7.2.Viziszarnyas reovirusok — uj klad felbukkanasa és a reasszortacio

jelentésége

A viziszarnyasok reovirusait egyéb bioldgiai tulajdonsagaik mellett a
genomszervez6désikben megfigyelhetd kildénbségek alapjan két csoportba soroljuk,
melyekre klasszikus és Uj tipusu viziszarnyas reovirusokként hivatkozunk. Az Gj tipusu WRV-
k esetében az S1 szegmens tricisztronos, rajta a gazdasejthez valé kapcsolédasért felelés aC
fehérje, a sejtmagi és citoplazmatikus folyamatokat szabalyoz6 p17, valamint a sejtfuzios
hatasért felelés, FAST proteinek csaladjaba tartoz6 p10 fehérje kodolt. Ebben a
tulajdonsagukban egyéb, hazityuk eredetli madar reovirus torzsekkel mutatnak rokonsagot. A
klasszikus WRV-k esetében az S4 szegmens bicisztronos, ez kédolja a oC és a p10 proteint,
amely azonban nem hordozza a sejtfuzioért felelés FAST proteinek tulajdonsagait. Az S1
szegmens szerkezete alapjan az altalunk vizsgalt viziszarnyas reovirus torzseket az uj tipusu
WRV-k k6zé sorolhatnank, ugyanakkor a teljes genomszekvenciakat vizsgalva mar arnyaltabb
képet kapunk.

A D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 tdérzsek esetében a mas madar
reovirusokkal torténé 6sszehasonlitas csak alacsony, illetve kdzepes hasonlésagot mutatott.
A nukleotid és aminosav szekvencia azonossagi értékek két gén kivételével vagy az ICTV altal
meghatarozott, térzsek egyazon, illetve kiilén fajba sorolasat jelent6 két hatarérték kozotti, un.
szurke zénaba estek, vagy az als6 hatarérték ala. A két kivételt a uB és a oB gének aminosav

szekvencigjanak elemzése soran figyelhettik meg, csupan ezek esetében kaptunk az egy
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fajpa sorolhatésaghoz szikséges hatar feletti értékeket a D2533/6/1-10 és a
Reo/HUN/DuckDV/2019, valamint mas ARV-k és WRV-k paronkénti dsszehasonlitasa soran.
Erdemes még megjegyezni, hogy korabbi munkaink soran is tapasztaltuk, hogy a pB fehérje
aminosav szekvenciaja nagyobb mérték(, inkabb a core fehérjékre jellemzd megbrzottséget
mutat, mas kullsé kapszid fehérjékkel szemben. Az ARV-k és WRV-kkel torténd
hasonlésagokkal ellentétesen, a Ych jell, Kinaban, hazikacsabdl izolalt reovirussal mindkét
térzs minden génje nagyfoku hasonldésagot mutatott (Cao és mtsai, 2019). A filogenetikai fakon
a tobbi viziszarnyas, hazityuk és pulyka eredetlii ARV-tél jol elkilonllé agat alkotva, egydutt
csoportosult a harom térzs, ami ezen virusok k6zds evolucidos eredetét feltételezi. Nagy
valoszinlséggel a D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019 valamilyen mas (feltehetéen nem
haziasitott) madar gazdafajbdl szarmazik, és onnan a virus a faji hatarokat atlépve kerdlt at a
vizibaromfi-félékbe. = Eredményeink alapjan felvetédik a D2533/6/1-10 és a
Reo/HUN/DuckDV/2019 térzsek kulon fajhoz sorolasanak kérdése, mivel jéval nagyobb a
genetikai tavolsaguk mas ARV térzsektdl, mint azt varnank ugyanazon fajhoz tartozé
reovirusok esetében. Am a genomszervezédés hasonlésagai, példaul az 5 nemkaédold régiok
termindlis konszenzus szekvenciaja, valamint a virustérzsek egyéb, nem molekularis
jellemzéi, példaul a gazdafaj, és az abban okozott tinetek egyértelmien a madar
reovirusokhoz sorolja 6ket. Ezen eredmények alapjan esetleg a jelenleg hasznalatos
klasszifikacios rendszer szekvencia azonossagi hatarértékeinek az Ujragondolasa is indokolt
lehet.

konstellaciok megjelenésén keresztll, jelentds szerepet jatszik a reasszortacié (McDonald és
mtsai, 2016). Ez példaul az influenzavirusok esetében részletesen kutatott, és jol dokumentalt
tertilet (Dhingra és mtsai, 2018; Ramey és mtsai, 2017). Az orthoreovirusokkal kapcsolatosan
ilyen forrasok nem elérhetbek, igy ezen virusok diverzitasardl limitalt ismeretekkel
rendelkezink. Ugyanakkor a teljes genomszekvenaldsok soran feltart reasszortacios
események megléte azt mutatja, hogy ez a fajta genom-ujraszervezédés jelentds szerepet
jatszhat a reovirusok evoluciéjaban is (Farkas és mtsai, 2016, 2014). Az Uj tipusu WRV-k
Kindban jelentek meg a 2000-es évek elején, és képviselGiket ezidaig csak az &zsiai
kontinensrél izolaltdk (Chen és mtsai, 2012; Wang és mtsai, 2012; Yun és mtsai, 2012).
Klasszikus WRV-ket azonban Azsidban és Eurépaban is izolaltak mar, és részleges
genomszekvencidk alapjan készult filogenetikai elemzések soran a két kontinens klasszikus
WRV-i tavoli csoportokat alkottak a térzsfan. Ezek alapjan felmerdlt, hogy a klasszikus WRV-
k egy kozos 6sbdl kiindulva, de elkulonulten evolvaldédtak a két kontinensen (Yun és mtsai,
2013). Ugyanakkor a teljes genom elemzések ravilagitottak, hogy a klasszikus és Uj tipusu
viziszarnyas reovirusok kozott is megfigyelheté a reasszortacié eléfordulasa, ami alapjan

valdészinUsithet6, hogy nem elkildndlten evolvalodtak a két kontinensen, hanem hosszu ideje
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keringenek egytttesen (Farkas és mtsai, 2014). Ez utdbbi elméletet alatamasztja a D2533/4/1-
10 torzs megjelenése is, mely az S1 szegmensének felépitése alapjan az uj tipusu WVR-k
kozé sorolhatjuk, ugyanakkor eurdpai izolalasu, és genomésszetétele mozaikos szerkezetet
mutat.

A D2533/4/1-10 toérzs kilénbozd ARV-kkel kdzepes, illetve magas nukleotid és
aminosav szekvencia hasonlésagot mutatott, legkdzelebbi rokonainak kilénb6zé Eurépaban
és Kinaban izolalt viziszarnyas eredetl torzsek bizonyultak. Az azonossagi értékek néhany
esetben nem érték el az egyazon fajhoz térténd besorolashoz szikséges hatart,
Osszessegeben azonban egyértelm( a virustérzs ARV-khez, azon belll pedig a WRV-khez
torténd besorolasa. Az egyes szegmenseket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy amig 6 gén (AA,
AB, AC, pA, UNS és oNS) szekvencidi a klasszikus WRV-kkel adtak magasabb nukleotid
azonossagi értékeket, addig 3 gén (uB, 0B és oC) esetében az uj tipusu WRV-kkel mutatott
magasabb rokonsagi fokot. Ezeket a medfigyeléseket a filogenetikai fak topoldgigja is
megerdsitette. Kulon figyelmet érdemelnek a oA és oC gének alapjan készult torzsfak. Mig a
tobbi gén esetében a klasszikus és uj tipusu WRV-k viszonylag jol elkulonilnek egymastdl,
addig a oA esetében nem figyelheté meg a két csoport kilonvalasa, ezt a csoportok kozotti,
kbzel megegyez6 szekvencia azonossagi értékek is alatamasztjak. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a multban egy vagy akar tdbb reasszortacidos esemény is végbemehetett
a klasszikus és az U] tipusi WRV-k kozott. A oC gén esetében pedig bar a D2533/4/1-10 az
Uj tipusu WRV-kkel csoportosul, kuléon agon helyezkedik el, ami azt jelezheti, hogy ez a
szegmens egy masik gazdafaj reovirusabdl kerulhetett at reasszortacié soran. A két csoport
(klasszikus és Uj tipusu WRV) a oC fehérjét kddolé génszekvenciak alapjan készult térzsfan
jol elkulonul, ugyanakkor kozelebbi rokonsagi kapcsolatban vannak egymassal, mint a
hazityuk és pulyka eredetl térzsek homoldg génjével. Valdszinlsitjik, hogy a klasszikus
WRV-K bicisztronos S4 szegmense az Uj tipusu WRV-K tricisztronos S1 szegmensébdl alakult
ki, a FAST fehérje elvesztésével. Ezt az elképzelésiinket tamasztja ala, hogy az uj tipusu
WRV-k p10 fehérjéje nem hordozza a FAST fehérjék tulajdonsagait, hanem a p17 fehérje
csonkolt valtozatanak tekinthetd.

Vizsgalataink alapjan feltételezhet6, hogy a D2533/4/1-10 virustbrzs egy harmas
reasszortans, melynek AA, AB, AC, pA, UNS és oNS fehérjéket kddolé szegmensei klasszikus,
MUB, oA és oB fehérjéket kédold szegmensei pedig U tipusu viziszarnyas reovirusokbol
szarmaznak, illetve oC fehérjét kddold szegmensének eredete egyelére nem meghatarozhato.
Mindezek mellett a legujabb, D2533/6/1-10 és Reo/HUN/DuckDV/2019, valamint a kinai Ych
torzsek altal reprezentalt csoport képvisel6inek nagy foldrajzi tavolsagokban toérténé
megjelenése is azt valdszinUsiti, hogy a viziszarnyas reovirus torzsek tobb valtozata
cirkulalhat eurdpai és azsiai allomanyokban. A viziszarnyas reovirusok genetikai 6sszetétele

a kulénb6z6é homoldg és heteroldg gazdafajok reovirusai kdzti reasszortacio kovetkeztében
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nagyfoku diverzitast mutat, valamint az Ujabb valtozatok felbukkanasa szintén jelzi a

viruscsoportnak az eddig ismertnél is sokrétiibb genetikai valtozatossagat.

7.3.Facan reovirusok — reasszortacio és nagyfoku genetikai valtozatossag

A madarak reovirusaiban bekdvetkezett reasszortacios események eléfordulasat tobb
tanulmany is bizonyitotta mar teljes genomszekvenciak elemzése alapjan (Dandar és mtsai,
2014a; Farkas és mitsai, 2016, 2014). A vadmadaraknak a reovirusokkal kapcsolatos
szerepérél azonban egyelére kevés adat all rendelkezésre, annak ellenére, hogy szamos
esetben izolaltak vadmadarakbdl reovirusokat (Docherty és mtsai, 1994; Huhtamo és mtsai,
2007; Mor és mtsai, 2014; Mutlu és mtsai, 1998; Ogasawara és mtsai, 2015; Ritter és mtsai,
1986), illetve a kiilonb6zé gazdafajokbdl szarmazo reovirusok kdzotti reasszortacio jelensége
is bizonyitott (Kugler és mtsai, 2016; Noh és mtsai, 2018).

A Reo/HUN/Pheasant/216/2015-as térzs a viziszarnyas eredet( reovirusokkal csak
mérsékelt, viszont a tyukfélékbdl, hazityukbdl, pulykabdl, fogolybdl szarmazd reovirusokkal
nagymeérték(i hasonlésagot mutatott. Néhany esetben a faji besorolas szempontjabdl szirke
zbnaba es6 azonossagi értékeket kaptunk a Reo/HUN/Pheasant/216/2015 torzs és a tobbi
madar reovirus paronkeénti 6sszehasonlitdsaban, viszont ez nem kérddjelezi meg a térzsnek
a ARV-khez torténd besorolasat. A szegmenseket egyenként vizsgalva azt figyeltik meg, hogy
szinte szegmensenként valtozé, hogy az adott szekvencia mely gazdafajbdl szarmazé térzsek
homoldg szekvencidival mutat kdzelebbi rokonsagot. Harom gén esetében (AB, AC, oB)
egyértelmiien hazityuk eredeti, mig két gén esetében (0C, oNS) pulyka eredet(i reovirus
térzsekkel mutatta a nagyobb hasonlésagot. A tdbbi gén esetében (AA, pA, uB, UNS, cA)
szintén monofiletikus csoportot alkotott a tyukfélék reovirusaival, azonban azoktdl elkilénult
agat alkotott egyediil, vagy egyutt a D1007 fogoly, illetve a T1781 hazityuk eredetii torzzsel.
Kiléndsen szembet(ind ez a uB fehérjét kodolo gén esetében, amelynél nem csak a tyukfélék,
hanem az elemzésbe bevont 6sszes madar reovirustol elkulonllve alkotott teljesen 6nallé
agat.

Vizsgalataink alapjan feltételezhet6, hogy a Reo/HUN/Pheasant/216/2015 térzs
genomdsszetétele szamos homoldg reasszortacios [épés soran alakult ki, igy fogoly, hazityuk
és pulyka reovirus eredetli genomszegmensei is vannak. A uB fehérjét kddolo szegmensének
eredete egyelGre ismeretlen, azonban nagymértékl hasonlésagot mutatott harom, 2005-2011
kdzott Magyarorszagon izolalt hazitydk eredetl torzzsel. Ezek esetében felmerilt, hogy a uB
szegmens akar egy orthoreovirus-fajok k6z6tti, heterolég reasszortacios l1épés kdvetkeztében
kerllhetett be a genomba (Farkas és mtsai, 2016). A jelen vizsgalataink alapjan tett

megfigyeléseink alatamasztjak azon korabbi eredményeket, melyek szerint a hazityuk és
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pulyka eredeti reovirus torzsek képesek egymas kozoétti reasszortacidra, ami megerésiti egy
fajhoz tartozasukat (Farkas és mtsai, 2016; Kugler és mtsai, 2016).

A D1996/2/1 facan reovirus térzs egyetlen jelenleg ismert ARV, illetve NeARV térzzsel
sem mutatott nagyfoku hasonlésagot. Mind a tyukfélék, a fogoly, a viziszarnyasok, valamint a
jelen dolgozatban vizsgalt, szintén facanbdl szarmazé reovirus torzzsel torténd
O0sszehasonlitasban alacsony, a fajbesorolas szempontjabdl sziirke zénaba esé, vagy az alatti
azonossagi értékeket kaptunk. Itt is érvényesllt a viziszarnyasok reovirusainal mar leirt
jelenség, hogy csupan a uB fehérje aminosav szekvencidinak ésszehasonlitasaban lattunk
olyan azonossagi értékeket, melyek elérik az egyazon fajhoz sorolashoz szilkséges hatart.
Kissé magasabb hasonlosagot tapasztaltunk, amikor a nemrégiben elfogadott NeARV fajba
besorolt Pycno-1 és TVAV tdrzsek szekvencidival vetettlk d6ssze a D1996/2/1
genomszekvenciait, azonban az azonossagi értékek ebben az 6sszehasonlitdsban sem érték
el az egy fajhoz sorolashoz szikséges minimum hatart. Ugyanakkor a filogenetikai fakon a
harom térzs egyltt csoportosult minden egyes szegmens esetében, jél elkllonild agon a tébbi
ARV-hoz képest, ami kdzds eredetiikre utal. Eredményeink alapjan a D1996/2/1 térzs nem
sorolhaté be a madar reovirus fajba, mivel joval kisebb mérték(i hasonlésagot mutat mas
madar reovirusokkal, mint azt egy fajhoz tartozé virusok esetében varnank. Mindemellett a
NeARYV fajba térténé besorolasa is kérdéses, mivel — bar a filogenetikai fakon monofiletikus
agat alkot az oda tartozé térzsekkel — a hasonlésagi adatok nem elégitik ki az egy fajhoz
tartozas kritériumat. A jelenleg elérhetd genomadatok alapjan a D1996/2/1 térzs pontos
eredete egyeldre ismeretlen, azonban az 5 UTR régidinak nagyfoku hasonlésaga mas ARV
és NeARV torzsekével feltételezi a madar eredetet. A D1996/2/1 térzs és a vele monofiletikus
eredetl NeARV torzsek képvisel6it egyelére kisszamban, vadmadarakbdl izolaltak, és
valészinlileg azért nem Kkerlltek eddig a latdbmez6be, mert nem cirkulalnak
haziszarnyasokban.

Ahogy korabbi tanulmanyokban is bizonyitast nyert, a kilénb6zé gazdafajokbdl
szarmazo madar reovirusok kézotti genomszegmens kicserélédés jelentés szerepet jatszik
ezen virusok evolucidjaban. A homoldg és heteroldg reasszortacio Ujabb genetikai valtozatok
megjelenését eredményezheti, mely variaciok a virus fert6z6- és tuléléképességét is
befolyasolhatjak. Az ilyen valtozatok esetleges bekerilése a baromfiallomanyokba jelentésen
megnehezitheti a reovirusok elleni védekezést, és akar a vakcinazas hatékonysagat is
ronthatja. Az altalunk jellemzett facan reovirus torzsek kulénb6zé genocsoportokba tartoznak,
jelezve az ezekben a madarakban szaporodni képes reovirusok nagyfoku genetikai
valtozatossagat. Az extenziv és félintenziv tartasrendszerben térténé szaporitasuk soran a
facanok szamos, kildnb6z6 gazdafajbdl szarmazoé kérokozoval kerulhetnek kapcsolatba, igy
a reovirusok, illetve mas virusfajok szempontjabdl is idealis rezervoar szerepet tolthetnek be.

Az azonban egyel6re kérdéses, hogy ezeknek a virustdrzseknek a facanok természetes
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gazdai, vagy zsakutcat jelentenek a kérokozd tovabbi terjedése szempontjabdl. Ennek
feltérképezésére a vadon él6, illetve vadaszati célbdl szaporitott szarnyasvadak széleskor( és

folyamatos monitorozasa jelenthetne megoldast.

7.4.Hull6 reovirusok — tobb leszarmazasi vonal és lehetséges uj faj

Vizsgalataink soran megallapitottuk hét, kulonb6z6 halléfajokbdl  szarmazdé
orthoreovirus teljes genomjanak nukleotid sorrendjét. Bar a mintaszam viszonylag
alacsonynak mondhatd, a gazdafajok valtozatossaga miatt eredményeink j6 betekintést
nyujthatnak a hillé reovirusok diverzitasaba. A térzsek genomszervezdédése nem tért el
jelent8sen a korabban leirt, bozétviperabdl szarmazo hillé reovirustol, mely ezidaig az
egyetlen, ismert telies genomszekvenciaju hillé reovirus térzs volt. Az egyes genomok mérete
nagyjabdl 24 kbp, mely 10 szegmensre tagolédik. A genomszegmensek felépitésében a
kédold régidk el6tt és utdan nemtranszlalédé szakaszokat azonositottunk. Az 5
nemtranszlalodo régié a GUU(A/C)(A/U)U terminalis szekvenciat tartalmazta, melynek 4. és
fajokra altalanosan jellemzé UCAUC terminalis konszenzus szekvenciat hordozta. A kodolé
szakaszok az L, M, valamint az S2-S4 szegmensek esetében monocisztronosnak bizonyultak,
az S1 szegmens esetében pedig kettd leolvasasi keretet azonositottunk, igy a vizsgalt tdrzsek
genomja minden esetben 11 fehérjét kodolt.

A hillékbdl szarmazo reovirus térzsek genomja mas orthoreovirus fajok genomjaval
Osszehasonlitva alacsony foku hasonlésagot mutatott, egyedil a 47/02 hill orthoreovirus
referencia térzs genomjaval fedezhettiink fel kdzelebbi rokonsagot. Kivétel ez aldél a
CH1197/96 torzs, mely a referencia RRV-vel is alacsonyabb azonossagi értékeket mutatott,
mint azt varnank két, egyazon fajhoz tartozé reovirus esetében. Ez alapjan megallapithatjuk,
hogy az altalunk vizsgalt, hull6kbdl szarmazo reovirusok, a CH1197/96 torzs kivételével —
melynek besorolasa nem egyértelmi — mind a hullé reovirus fajba tartoznak. Az Orthoreovirus
nemzetség tagjaival készitett filogenetikai fakon négy jol elkilonilé klad figyelheté meg, mely
eredmény egybecseng korabbi irodalmi adatokkal (Banyai és mtsai, 2014; Jansen van Vuren
és mtsai, 2016; Palacios és mtsai, 2010). Az azonossagi adatok alapjan tett megfigyeléseinket
megerQsitette a torzsfak topoldgidja, az Ujonnan leirt térzsek minden egyes fehérjekddolo
szekvencia esetében monofiletikus csoportot alkottak a referencia RRV térzzsel, ugyanakkor
a CH1197/96 kulon agon helyezkedett el a kladon beldl.

A vizsgalt hilld orthoreovirusok fajon bellli dsszehasonlitdsaban harom leszarmazasi
vonalat figyelhettink meg: az egyik agon a CH1197/96 jelzésl, mor teknésbdl szarmazéd
reovirus helyezkedik el, a masik két agat a pikkelyes hull6k reovirusai alkotjak. A vizsgalt
térzsek ezen csoportosulasat az azonossagi adatok is alatdmasztottak. A CH1197/96 tdrzs,

melyet moér tekndsbdl izolaltak, nagy genetikai tavolsagot mutat a pikkelyes huallékbol
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szarmazo reovirus torzzsekkel szemben: minddssze egy esetben, a uB fehérje aminosav
szekvencia azonossagi értékeknél tapasztaltunk az egy fajhoz sorolashoz szikséges
értékeket, minden mas esetben sziirke zénaba vagy a kiilén fajhoz sorolast jelent6é hatar ala
estek az azonossagi értékek. Korabbi vizsgalatainkban is tapasztaltuk mar, hogy a uB fehérje
aminosav szekvenciaja a core fehérjékre jellemzé mértékben konzervalt, igy felmeril, hogy
érdemesebb lenne a uB fehérje esetében a szigorubb, core fehérje aminosavakra vonatkozo
azonossagi ertékek hasznalata a faji besorolas megallapitasanal. Mindemellett a pikkelyes
hallékbdl szarmazd reovirusok két csoportja kdzti dsszehasonlitasban is szamos, a
fajbesorolas szempontjabol szirke zonaba es6 azonossagi értéket lattunk, valamint néhany
esetben a kulén fajhoz sorolast jelenté azonossagi értékeket is, féleg a nukleotid szekvencia
O0sszehasonlitasokban, de ritkdbban az aminosav szekvenciak vonatkozasaban is. A
bicisztronos S1 szegmens felépitése szintén eltér kissé a két leszarmazasi vonal kozt: az egyik
agon elhelyezked® virustérzsek bicisztronos S1 szegmensének két ORF-e részben atfed
egymassal (2013/12, 2013/47, IBD26/00, KP3), mig a masik agon talalhaté virusok esetében
nincs atfedés a két ORF kozott (47/02, 55/02, 2013/54). A leszarmazasi vonalakon belll
ugyanakkor nagyfoku hasonldsagot tapasztaltunk, annak ellenére is, hogy a térzsek izolalasi
helye egymastdl viszonylag tavoli (Németorszag és Svajc, valamint Magyarorszag). Ennek
magyarazata lehet, hogy a hull6k kereskedelmére szigoru szabalyozas érvényes, viszonylag
kevés forrasbol szerezhetéek be ezek az allatok, igy a kdztlik keringd virusok valtozatossaga
is alacsonyabb lehet. Eredményeink alapjan javasolhaté a hill6é reovirusok két genocsoportra
torténd felosztasa, melyek tagjait csoporton bellil magas, csoportok kézott pedig kézepes
nukleotid és aminosav szekvencia hasonldsag jellemzi. A teknésbdl szarmazoé reovirusnak a
pikkelyes hill6kbél szarmazo reovirusokkal szembeni nagymértékl diverzitasara magyarazat
lehet, hogy a legujabb, DNS alapu rendszerek alapjan maguk a gazdafajok is viszonylag tavoli
rokonsagi kapcsolatban vannak egymassal. A pancélos hillék a madarak és krokodilok altal
alkotott Archosauria csoport testvércsoportjanak tekintheték, mig a pikkelyes hullék és a
hidasgyikok a jél elkuldonulé Lepidosauria csoportot alkotjak (Chiari és mtsai, 2012; lwabe és
mtsai, 2005). Hasonl6 divergens fejl6édés a pancélos és pikkelyes hlllék virusai k6z6tt mas
viruscsaladok esetében is medfigyelhetd. Kigyokbdl, gyikokbdl és tekndsbél izolalt
paramyxovirusok részleges szekvenciaadatainak elemzése alapjan a tekndsbdl szarmazé
virustérzs bar monofiletikus csoportot alkotott a pikkelyes hiillék virusaival, a térzsfan kulon
agon helyezkedett el (Marschang és mtsai, 2009). Adenovirusoknal még kifejezettebb ez a
fajta szeparalodas: mig a pikkelyes hillék adenovirusai az Atadenovirus nemzetségbe
tartoznak, addig a tekn6soké a Siadenovirus nemzetségbe, illetve egy jol elkulonuld, uj,
egyelére nem elfogadott nemzetséget alkotnak (Doszpoly és mtsai, 2013; Rivera és mtsai,
2009). Vizsgalataink soran tett medfigyeléseink a hulld reovirusok és gazdafajaik

koevolucidjara utalnak, a kuldonb6zd gazdafajok homoldg virusai koran szétvaltak, és
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gazdafajukkal egyitt fejlédtek tovabb. A teknds reovirus vonatkozasaban az alacsony
nukleotid és kbzepes aminosav szekvencia azonossagi értékek, a kilénb6zd gazdafajok,
illetve a sikertelen reasszortacios kisérlet mind azt tamasztjak ala, hogy az altalunk vizsgalt
teknds reovirus az elsé képviselbje egy Uj, hullé eredetii fajnak az Orthoreovirus nemzetségen
belll. Ezen megallapitasunkat erfsitette meg az a tény is, hogy 2019 tavaszan az ICTV

elfogadta a teknds orthoreovirust (Testudine orthoreovirus) uj fajként.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. Els6ként hataroztuk meg és jellemeztuk eurdpai eredetli, hazikacsabdl szarmazdé
reovirus torzsek teljes genomszekvenciajat. Megallapitottuk, hogy az egyik térzs az uj tipusu
viziszarnyas reovirusok kdze tartozik, ezzel elséként jellemeztik eurdpai eredetd, Uj tipusu
viziszarnyas reovirus torzs teljes genomszekvenciajat. A genom osszetételére a klasszikus és
Uj tipusu viziszarnyas reovirus eredetli gének mozaikossaga jellemzd, ujabb bizonyitékot
nyujtva a két csoport kozti reasszortacio lehetéségére. Megallapitottuk tovabba, hogy altalunk
vizsgalt két térzs csupan alacsony hasonldésagot mutat a korabban ismert klasszikus és Uj
tipusu viziszarnyas reovirus térzsekkel, igy a viziszarnyas reovirusokon beliil egy Uj klad elsé
képviselBinek tekinthetbek. Eredményeink ravilagitottak ezen viruscsoport genetikai

valtozatossagara és filogenetikai kapcsolatainak komplexitasara.

2. Els6ként hataroztuk meg és jellemeztik eurdpai, facan eredetli madar orthoreovirus
torzsek teljes kdédold szekvencigjat. A vizsgalataink soran jellemzett egyik térzs mozaikos
genomszervez@dése, melyben hazityuk, pulyka és fogoly eredetli szegmensek vannak jelen,
Ujabb bizonyitékot nyujtott a hazityuk és pulyka reovirusok kdzti reasszortacié lehetéségeére.
Mig a masik torzs eddig leirt madar és vadmadar reovirusoktdl nagymértékben eltéré
genomszekvenciaja alapjan egy Uj faj elsé képviseldje lehet. Eredményeink ravilagitottak a
facanokban szaporodni képes reovirus térzsek nagymértékii genetikai valtozatossagara,
valamint felvetik a facanok lehetséges rezervoar szerepét a tyukfélék reovirusainak

terjedésében és evolucidjaban.

3. Els6ként jellemeztik a hill6k reovirusainak filogenetikai kapcsolatait kilonbdzé
hilléfajokbdl izolalt reovirusok teljes genomszekvenciainak elemzése alapjan. Eredményeink
alapjan a pikkelyes hull6kbdl szarmazo orthoreovirusok két genocsoportra torténd felosztasat
javasoltuk. Tovabba megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt, teknés eredetl orthoreovirus
torzs egy Uj reovirus faj elsé képvisel6je, melyet azéta el is fogadtak uj fajként teknés

orthoreovirus (Testudine orthoreovirus) néven.
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12. Mellékletek

1. melléklet. Génbanki azonositok

A dolgozatban hasznalt génbanki szekvenciak azonositoi.

Torzs Gazdafaj IhZOIa’Iés Kéo!o_lt Azonosité
elye fehérje

AA JX478250

AB JX478251

AC JX478252

ik MA JX478253

091 (Aarz];: ;Ta?tyrhynchos Kina uB IX478254
domestica) NS JX478255

oA JIX478257

oB JX478258

oC JX478256

oNS JX478259

AA KF741706

AB KF741707

AC KF741708

pA KF741709

hazityuk uB KF741710

1733 (Gallﬁs gallus domesticus) USA MNS KF741711
oA KF741713

oB KF741714

oC KF741712

oNS KF741715

A JX145328

AB JX145329

AC JX145330

pA JX145331

hazilud ] B JX145332

03G (Anser anser domestica) Kina ENS JX145333
oA JX145335

oB JX145336

oC JX145334

oNS JX145337
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Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosité
AA KT954542

AB KT954543

AC KT954544

MA KT954545

facan B KT954546

13649/14 (Phasianus colchicus) USA ENS KT954547
oA KT954549

oB KT954550

oC KT954548

oNS KT954551

AA KR997899

AB KR997901

AC KR997900

MA KR997902

ulyka Magyar- uB KR997903

1981M09 (ngIeagris gallopavo) orsggg uNS KR997904
oA KR997906

oB KR997907

oC KR997905

oNS KR997908

AA KP173683

AB KP173684

AC KP173685

WA KP173686

ulyka uB KP173687

22342/13 ?Mgleagris gallopavo) USA UNS KP173688
oA KP173690

oB KP173691

oC KP173689

oNS KP173692

AA KC508647

AB KC508648

AC KC508649

HA KC508650

ézsmakacsa , B KC508651

815-12 ?Cairina moschata) Kina ENS KC508652
oA KC508653

oB KC508654

oC KC508656

oNS KC508655
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Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosito
AA FR694191
AB FR694192
AC FR694193
A FR694194
hazityuk B FR694195
AVS-B (Gallﬁs gallus domesticus) USA ENS FR694196
oA FR694198
oB FR694199
oC FR694197
oNS FR694200
AA NC_ 015879
AB NC_015878
AC NC_015877
o HA NC_015880
BRV sargas pavian USA uB NC_015881
(Papio cynocephalus)
UNS NC_015882
oA NC_015883
oB NC 015884
oNS NC_ 015886
AA KR476798
AB KR476800
AC KR476799
MA KR476801
D1007 fogoly _ Magyar- uB KR476802
(Perdix perdix) orszag MNS KR476803
oA KR476805
oB KR476806
oC KR476804
oNS KR476807
AA KR997909
AB KR997911
AC KR997910
MA KR997912
D1246 pulyka Magyar- uB KR997913
(Meleagris gallopavo) orszag uNS KR997914
oA KR997916
oB KR997917
oC KR997915
oNS KR997918
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Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosité
AA KJ871017

AB KJ871018

AC KJ871019

MA KJ871020

D1546 pézsmakacsa Francia- uB KJ871021
(Cairina moschata) orszag UNS KJ871022

oA KJ871023

oB KJ871024

oC KJ871026

oNS KJ871025

AA KF809662

AB KF809663

AC KF809664

MA KF809665

D20/99 hazilud _ Magyar- uB KF809666
(Anser anser domestica) orszag uNS KF809667

oA KF809669

oB KF809670

oC KF809668

oNS KF809671

AA KJ871007

AB KJ871008

AC KJ871009

WA KJ871010

pézsmakacsa Francia- uB KJ871011

D2044 (Cairina moschata) orszag uNS KJ871012
oA KJ871013

oB KJ871014

oC KJ871016

oNS KJ871015

AA KC183748

AB KC183749

AC KC183750

HA KC183751

. 4zity U , B KC183752
Guangxi R1 ?gzllﬁﬁgkgallus domesticus) Kina ENS KC183743
oA KC183745

oB KC183746

oC KC183744

oNS KC183747
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Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosité

AA KF741736

AB KF741737

AC KF741738

pA KF741739

hazityuk , B KF741740

GX110058 (Gallﬁs gallus domesticus) Kina ENS KF741741

oA KF741743

oB KF741744

oC KF741742

oNS KF741745

AA JX478260

AB JX478261

AC JX478262

pA JX478263

ézsmakacsa ) B JX478264

J18 ?Cairina moschata) Kina ENS JX478265

oA JX478267

oB JX478268

oC JX478266

oNS JX478269

AA KU198612

AB KU198614

AC KU198613

o MA KU198615

MAHLV 0624  Eucampsipoda africana Deramikal B KU198616
Oztarsasag

NS KU198617

oA KU198618

oB KU198619

oNS KU198620

A NC_029917

AB NC_029912

AC NC_029911

o pA NC_029913

MAHLV 2511  Eucampsipoda africana E?"a,f”ka', uB NC_029918
Oztarsasag

NS NC_029914

oA NC_029915

oB NC_029919

oNS NC_029916

93



Izolalas Koédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosité
A AF129820
AB REO1LAM3P
AC AF378003
HA AF461682
MRV 1 . uB REO1M2
Lang human USA uNS AF174382
oA REOIMCPS2A
oB REOMCPS4
oC REOS1A
oNS REONSS3
A AF129821
AB REO2LAM3P
AC AF378005
WA AY428874
MRV 2 . uB REO2M2
Jones human USA UNS AF174383
oA REO2MCPS2A
oB DQ220019
oC REO2SIG1
oNS REOS3NSB
A NC_013229
AB NC_013225
AC NC_013226
A NC_013227
MRV 3 , KB NC_013228
Dearing human USA uNS NC_013230
oA NC_013232
oB NC_013234
oC NC_013231
oNS NC_013233
Y JF342674
AB JF342673
AC JF342672
HA JF342675
( it replls . B JF342676
NBV ?535‘5;3’5 gﬁﬁgéiﬁﬁﬁs) Ausztralia ENS JF342677
oA AF059718
oB AF059722
oC AF218360
oNS AF059726

94



Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosité
AA KC312700
AB KC312701
AC KC312702
hazik MA JF320802
NPO3 (:rzlél: g?;yrhynchos Kina uB JF320801
domestica) MNS JF320800
oA JF320803
oB GQ888710
oC KC312699
oNS GU338025
AA MH229778
AB MH229776
AC MH229777
MA MH229779
PRV ezUstlazac _ Chile uB MH229780
ADLPRV3 (Oncorhynchus kisutch) UNS MH229781
oA MH229783
oB MH229785
oC MH229782
oNS MH229784
AA NC_036476
AB NC_036477
AC NC_036468
WA NC_036469
PRV atlanti lazac Chile uB NC 036470
CGA280-05 (Salmo salar) UNS NC_036471
oA NC_036473
oB NC_036472
oC NC_036475
oNS NC 036474
AA NC_038662
AB NC_038660
AC NC_038665
MA NC_038661
: : Gl6 . B NC_038664
Pulau (Protopus hypomelanvg  MaZA Lo s
oA NC_038659
oB NC_038658
oC NC_038667
oNS NC_038663
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Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosito
AA AB914760

AB AB914761

AC AB914762

pA AB914763

Pycno-1 Orfeusz bilbul _ Japan uB AB914764
(Hypsipetes amaurotis) MNS AB914765

oA AB914767

oB AB914768

oC AB914766

oNS AB914769

AA KC852153

AB KC852154

AC KC852155

pA KC852156

Stvi smet- B KC852157

RRV 47/02 ?thh(g;/ilspztrqiamigera) [c:lres?:gt ENS KC852158
oA KC852159

oB KC852160

oC KC852161

oNS KC852162

AA KF741766

AB KF741767

AC KF741768

HA KF741769

hazityuk B KF741770

S1133 (Gallﬁs gallus domesticus) USA ENS KF741771
oA KF741773

oB KF741774

oC KF741772

oNS KF741695

A KJ879924

AB KJ879925

AC KJ879926

pA KJ879927

tékés réce ) uB KJ879928

Sbi2 (Anas platyrhynchos) Kina MNS KJ879929
oA KJ879931

oB KJ879932

oC KJ879930

oNS KJ879933
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Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosité
AA KC865786

AB KC865787

AC KC865788

MA KC865789

T1781 hazityuk _ Magyar- uB KC865790
(Gallus gallus domesticus) orszag uNS KC865791

oA KC865793

oB KC865794

oC KC865792

oNS KC865795

AA KJ865904

AB KJ865894

AC KJ865884

MA KJ874309

pulyka KB KJ874286

TARV-MN4 (Meleagris gallopavo) USA UNS KJ874263
oA KF872248

oB KF872257

oC KF872235

oNS KF872272

AA KJ865910

AB KJ865900

AC KJ865890

MA KJ874319

ulyka uB KJ874296

TERV-MN1 ?Mgleagris gallopavo) USA UNS KJ874273
oA KJ700480

oB KJ700481

oC KJ700479

oNS KJ700478

AA KC493572

AB KC493573

AC KC493574

o WA JX440513

TH11 ?:rfg(sa glsz;yrhynchos Kina uB JX440514
domestica) UNS JX440512

oA JQ664689

oB JX826588

oC KC493571

oNS JX826589
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Izolalas

Kédolt

Torzs Gazdafaj helye fehérje Azonosité
AA KF692089

AB KF692090

AC KF692091

MA KF692092

dolmanyos variju . . B KF692093

TVAV (Corvusycoronejz cornix) Finnorszag ENS KF692094
oA KF692096

oB KF692097

oC KF692095

oNS KF692098

AA MK173029

AB MK173030

AC MK173031

hazik MA MK173032

Ych (Aarf;: g?e;yrhynchos Kina uB MK173033
domestica) MNS MK173034

oA MK173036

oB MK173037

oC MK173035

oNS MK173038

AA KF154110

AB KF154111

AC KF154112

MA KF154113

ézsmakacsa , B KF154114

ZJ0OM ?Cairina moschata) Kina ENS KF154115
oA KF154117

oB KF154118

oC KF154116

oNS KF154119

AA KF306082

AB KF306083

AC KF306084

HA KF306085

ézsmakacsa , B KF306086

ZJ2000M ?Cairina moschata) Kina ENS KF306087
oA KF306088

oB KF306089

oC KF306091

oNS KF306090
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2. melléklet. Viziszarnyas reovirus torzsek

A dolgozatban vizsgalt viziszarnyas reovirus torzsek genomszekvenciainak altalanos jellemzéi

torzsenkénti bontasban

D2533/4/1-10

Szegmens/ Méret Hossz (n1) 5'és 3' Feh'érje- Génbanki
fehérje (nt) o ORF 3 végszekvenciak meret azonosité

UTR UTR (as)
L1/ AA 3958 20 3882 56 1293 MH520075
L2/ AC 3907 12 3858 37 1285 MH520076
L3/ AB 3829 13 3780 36 1259 MH520077
M1/ pA 2284 13 2199 72 732 MH520078
M2/ uB 2158 29 2031 98 676 MH520079
M3 / uNS 1997 25 1908 64 GCUUUU/UUCAUC 635 MH520080
S1/pl0 1568 19 294 32 97 MH520081

| p17 489 162

| oC 969 322
S2 /oA 1324 15 1251 58 416 MH520082
S3/0B 1202 30 1104 68 367 MH520083
S4/oNS 1191 23 1104 64 367 MH520084

D2533/6/1-10
Szegmens/ Méret Hossz (nt) 5'és 3' F:enh;gf- Génbanki
fehérje (nt) 5 ORE 3 végszekvenciak (as) azonosité
UTR UTR

L1/AA 3998 20 3921 57 1306 MH520085
L2/ AC 3896 12 3852 32 1283 MH520086
L3/ AB 3825 13 3780 32 1259 MH520087
M1/ pA 2279 12 2196 71 731 MH520088
M2/ uB 2150 30 2022 98 673 MH520089
M3 / uNS 1990 21 1908 61 GCUUUU/UUCAUC 635 MH520090
S1/p10 1573 22 282 34 93 MH520091

/pl7 369 122

| oC 1014 337
S2 /oA 1325 15 1251 59 416 MH520092
S3 /0B 1201 30 1104 67 367 MH520093
S4 / oNS 1190 23 1104 63 367 MH520094
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Reo/HUN/DuckDV/2019

Szegmens/ Méret Hossz (nt) 5'és 3' Feherje-
fehérje (nt) ORF 3 végszekvenciak meret
UTR UTR (as)
L1/AA 3998 20 3921 57 1306
L2/ AC 3899 12 3855 32 1284
L3 /AB 3825 13 3780 32 1259
M1/ pA 2282 12 2199 71 732
M2/ uB 2150 30 2022 98 673
M3 / uNS 1990 21 1908 61 GCULLUU/UUCAUC 635
S1/p10 1573 22 282 34 93
/pl7 369 122
| oC 1014 337
S2/ cA 1325 15 1251 59 416
S3 /0B 1201 30 1104 67 367
S4/ oNS 1190 23 1104 63 367
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3. melléklet. Hull6 reovirus torzsek

A dolgozatban vizsgalt hullé reovirus torzsek genomszekvenciainak altalanos jellemzéi

torzsenkénti bontasban

Szegmens/ Meéret Hossz (n1) 5'és 3' Feh'érje- Génbanki
fehérje (nt) o ORE 3 végszekvenciak meret azonositoé
UTR UTR (as)
L1/AA 3970 13 3870 87 GUUCUU/UUCAUC 1289 KT696547
L2/AC 3928 14 3870 44 GUUCUU/UUCAUC 1289 KT696548
L3/AB 3852 14 3786 52 GUUCUU/UUCAUC 1261 KT696549
o M1/uNS 2435 27 2334 74 GUUCUU/UUCAUC 777 KT696550
,% M2/ uA 2347 13 2283 51 GUUCUU/UUCAUC 760 KT696551
S M3/ uB 2120 27 2022 71 GUUCUU/UUCAUC 673 KT696552
E S1l/pl4 1509 23 408 66 GUUCAU/UUCAUC 135 KT696553
© /| oC 1050 349
S2 /oA 1315 12 1251 52 GUUCUU/UUCAUC 416 KT696554
S3/0B 1274 31 1176 67 GUUCUU/UUCAUC 391 KT696555
S4/oNS 1207 25 1113 69 GUUCAU/UUCAUC 370 KT696556
L1/AA 3970 13 3873 84 GUUCUU/UUCAUC 1290 MN313188
L2/AC 3933 14 3870 49 GUUCUU/UUCAUC 1289 MN313189
L3/AB 3847 14 3786 47 GUUCUU/UUCAUC 1261 MN313190
M1/ uNS 2486 27 2379 80 GUUAUU/UUCAUC 792  MN313191
N M2/ pA 2349 13 2232 104 GUUCUU/UUCAUC 743  MN313192
E M3/ uB 2134 26 2034 74 GUUAUU/UUCAUC 677 MN313193
8 S1l/pl4a 1499 22 378 66 GUUAUU/UUCAUC 125 MN313194
/| oC 1050 349
S2 /oA 1314 12 1251 51 GUUAUU/UUCAUC 416  MN313195
S3/0B 1282 31 1164 87 GUUAUU/UUCAUC 387 MN313196
S4 / oNS 1212 25 1113 74 GUUAUU/UUCAUC 370 MN313197
L1/AA 3970 13 3873 84 GUUCUU/UUCAUC 1290 MN313198
L2/AC 3901 14 3846 41 GUUCUU/UUCAUC 1281 MN313199
L3/AB 3847 14 3786 47 GUUCUU/UUCAUC 1261 MN313200
M1/ uNS 2484 27 2379 78 GUUAUU/UUCAUC 792  MN313201
S M2/ pA 2349 14 2277 58 GUUAUU/UUCAUC 758 MN313202
® M3/puB 2130 26 2031 73 GUUAUU/UUCAUC 676  MN313203
& S1/pl4a 1503 22 360 70 GUUAUU/UUCAUC 119 MN313204
/| oC 1050 349
S2/0A 1314 12 1251 51 GUUAUU/UUCAUC 416 MN313205
S3/0B 1281 31 1164 86 GUUAUU/UUCAUC 387 MN313206
S4/oNS 1211 24 1113 74 GUUAUU/UUCAUC 370 MN313207
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Szegmens/ Meéret Hossz (n1) 5'és 3' Feh'érje- Génbanki
fehérje (nt) ORF 3 végszekvenciak meret azonosité
UTR UTR (as)
L1/AA 3970 13 3873 84 GUUCUU/UUCAUC 1290 MN313208
L2/AC 3901 14 3846 41 GUUCUU/UUCAUC 1281 MN313209
L3/AB 3847 14 3786 47 GUUCUU/UUCAUC 1261 MN313210
M1/ uNS 2487 27 2379 81 GUUAUU/UUCAUC 792  MN313211
o~ M2/ pA 2347 13 2283 51 GUUAUU/UUCAUC 760 MN313212
% M3/ uB 2130 26 2031 73 GUUAUU/UUCAUC 676 MN313213
' 51/ pla 1502 22 360 69 GUUAUU/UUCAUC 119 MN313214
/| oC 1050 349
S2 /oA 1314 12 1251 51 GUUAUU/UUCAUC 416 MN313215
S3 /0B 1281 31 1164 86 GUUAUU/UUCAUC 387 MN313216
S4/oNS 1211 24 1113 74 GUUAUU/UUCAUC 370 MN313217
L1/AA 3967 13 3870 84 GUUCUU/UUCAUC 1289 MN313218
L2/AC 3933 14 3870 49 GUUCUU/UUCAUC 1289 MN313219
L3/AB 3847 14 3786 47 GUUCUU/UUCAUC 1261 MN313220
M1/ uNS 2480 27 2373 80 GUUAUU/UUCAUC 790 MN313221
¥ M2/ pA 2339 13 2268 58 GUUCUU/UUCAUC 755  MN313222
® M3/puB 2134 26 2034 74 GUUAUU/UUCAUC 677 MN313223
] S1l/pl4a 1499 22 378 66 GUUAUU/UUCAUC 125 MN313224
/| oC 1050 349
S2/0A 1314 12 1251 51 GUUAUU/UUCAUC 416  MN313225
S3/0B 1279 31 1161 87 GUUAUU/UUCAUC 386 MN313226
S4 / oNS 1209 25 1110 74 GUUAUU/UUCAUC 369 MN313227
L1/AA 3970 13 3873 84 GUUCUU/UUCAUC 1290 MN313228
L2/AC 3933 14 3870 49 GUUCUU/UUCAUC 1289 MN313229
L3/AB 3849 16 3786 47 GUUAUU/UUCAUC 1261 MN313230
M1/ uNS 2488 27 2382 79 GUUAUU/UUCAUC 793 MN313231
8 M2/ uA 2345 13 2274 58 GUUCUU/UUCAUC 757 MN313232
§ M3/ uB 2134 26 2034 74 GUUAUU/UUCAUC 677 MN313233
m S1/pl4d 1500 23 381 66 GUUAUU/UUCAUC 126 MN313234
/| oC 1053 350
S2/0A 1314 12 1251 51 GUUAUU/UUCAUC 416  MN313235
S3 /0B 1288 31 1170 87 GUUAUU/UUCAUC 389 MN313236
S4/oNS 1212 25 1113 74 GUUAUU/UUCAUC 370 MN313237
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Szegmens/ Meéret Hossz (n1) 5'és 3' Feh'érje- Génbanki
fehérje (nt) o ORF 3 végszekvenciak meret azonosité

UTR UTR (as)
L1/AA 3970 13 3873 84 GUUCUU/UUCAUC 1290 MN313238
L2/AC 3909 14 3846 49 GUUCUU/UUCAUC 1281 MN313239
L3/AB 3847 14 3786 47 GUUCUU/UUCAUC 1261 MN313240
M1/ puNS 2486 27 2379 80 GUUAUU/UUCAUC 792 MN313241
- M2/ pA 2348 13 2277 58 GUUCUU/UUCAUC 758  MN313242
& M3/ uB 2133 26 2034 73 GUUAUU/UUCAUC 677 MN313243
S1/pl4d 1499 22 378 66 GUUAUU/UUCAUC 125 MN313244

/| oC 1050 349
S2 /oA 1314 12 1251 51 GUUAUU/UUCAUC 416  MN313245
S3/0B 1282 31 1164 87 GUUAUU/UUCAUC 387 MN313246
S4/oNS 1212 25 1113 74 GUUAUU/UUCAUC 370 MN313247
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4. melléklet. Orthoreovirus torzsfak

Kiloénb6zé orthoreovirus fajok megfeleldé genomszegmenseinek kédold szekvenciaibol
készitett, gyokér nélkili térzsfak.

A filogenetikai fakat maximume-likelihood médszerrel generaltuk, az egyes génekre a Mega6
program altal kivalasztott legjobban illeszkedé modell alapjan. Megbizhatésagukat bootstrap
analizissel ellenériztik, 100 ismétléssel. Roviditések: ARV - madar orthoreovirus, BRV -

pavian orthoreovirus, MAHLV - Mahlapitsi orthoreovirus, MRV - eml8s orthoreovirus, NBV -

denevér orthoreovirus, PRV - hal orthoreovirus, RRV - hill6 orthoreovirus.

78 o MN313218 RRV 2013/47

o MN313188 RRV 2013/12

o MN313238 RRV KP3

o MN313228 RRV IBD26/00

100l L[ ® MN313198 RRV 2013/54
0f o MN313208 RRV 55/02

94 KC852153 RRV 47/02

© KT696547 RRV CH1197/96

KU198612 MAHLV 2511

100" NC 029917 MAHLYV 0624

NC 015879 BRV

99

94

100/ ¢ MN313190 RRV 2013/12
e MN313220 RRV 2013/47
e MN313240 RRV KP3
e MN313230 RRV IBD26/00
e MN313210 RRV 55/02

KC852154 RRV 47/02

o KT696549 RRV CH1197/96
NC 029912 MAHLYV 0624

100" KU198614 MAHLV 2511

NC 015878 BRV

72

100r KF741756 ARV S1133 100" NC 015127 ARV AVS-B
AA NC 015126 ARV AVS-B AB KF741757 ARV S1133
JF342674 NBV NC 038660 Pulau reovirus
100" NC 038662 Pulau reovirus 106~ JF342673 NBV
AF129821 MRV 2 REO2LAM3P MRV 2
4100[[ AF129820 MRV 1 loq REO1LAM3P MRV 1
94/ NC 013229 MRV 3 100 NC 013225 MRV 3
| MH229778 PRV ADLPRV3 6,? NC 036477 PRV CGA280-05
100— NC 036476 PRV CGA280-05 106~ MH229776 PRV ADLPRV3
[E— —_—
1 0,5
54 ¢ MN313219 RRV 2013/47 100 o MN313222 RRV 2013/47
o MN313189 RRV 2013/12 o MN313192 RRV 2013/12
o MN313239 RRV KP3 o MN313242 RRV KP3
o MN313229 RRYV IBD26/00 100/ - ¢ MN313232 RRV IBD26/00
o MN313199 RRV 2013/54 100 LI ® MN313202 RRV 2013/54
100| « MN313209 RRV 55/02 00} o MN313212 RRV 55/02
AC 09 98’ KC852155 RRV 47/02 001K C852156 RRV 47/02
o KT696548 RRV CH1197/96 © KT696551 RRV CH1197/96
L {NC 029911 MAHLV 2511 NC 015880 BRV
100~ KU198613 MAHLV 0624 1551 NC 029913 MAHLYV 2511
NC 015877 BRV KU198615 MAHLV 0624
AF378005 MRV 2 HA 100r NC 015129 ARV AVS-B
AF378003 MRV 1 KF741759 ARV S1133
NC 013226 MRV 3 NC 038661 Pulau reovirus
100~ KF741758 ARV S1133 100 JF342675 NBV
NC 015128 ARV AVS-B AY428874 MRV 2
JF342672 NBV 100‘ NC 013227 MRV 3
100 NC 038665 Pulau reovirus 75" AF461682 MRV 1
I" NC 036468 PRV CGA280-05 ™ NC 036469 PRV CGA280-05
100— \MH229777 PRV ADLPRV3 100" \H229779 PRV ADLPRV3
—_— e |
1 1
183 e MN313193 RRV 2013/12 92] @ MN313191 RRV 2013/12
100 | ® MN313223 RRV 2013/47 e MN313221 RRV 2013/47
o MN313243 RRV KP3 o MN313241 RRV KP3
e MN313233 RRV IBD26/00 87 o MN313231 RRV IBD26/00
o MN313213 RRV 55/02 o MN313201 RRV 2013/54
e MN313203 RRV 2013/54 o MN313211 RRV 55/02
69 KC852157 RRV 47/02 100' kc852158 RRV 47/02
® KT696552 RRV CH1197/96 ® KT696550 RRV CH1197/96
e NC 029918 MAHLV 2511 NC 015882 BRV
197 KU198616 MAHLV 0624 NC 029914 MAHLV 2511
NC 015881 BRV 100" KU198617 MAHLV 0624
B NC 015130 ARV AVS-B NS 1001 KF741761 ARV S1133
H KF741760 ARV S1133 M NC 015131 ARV AVS-B
o5 NC 038664 Pulau reovirus NC 038666 Pulau reovirus
JF342676 NBV 100 3E342677 NBV
REO2M2 MRV 2 AF174383 MRV 2
199 REOL1M2 MRV 1 4100510 013230 MRV 3
NC 013228 MRV 3 811 AF174382 MRV 1
951 NC 036470 PRV CGA280-05 [ NC 036471 PRV CGA280-05
MH229780 PRV ADLPRV3 100 MH229781 PRV ADLPRV3
2
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4. melléklet folytatas

e MN313225 RRV 2013/47
e MN313195 RRV 2013/12
e MN313245 RRV KP3

¢ MN313235 RRV IBD26/00
e MN313205 RRV 2013/54
9 [ ¢ MN313215 RRV 55/02
3'KC852159 RRV 47/02

o KT696554 RRV CH1197/96
NC 029915 MAHLYV 2511

991 KU198618 MAHLYV 0624

99 I'NC 015133 ARV AVS-B
KF741763 ARV S1133

NC 038659 Pulau reovirus

99
97

7

99

[~ REO2MCPS2A MRV 2

90 [ REOIMCPS2A MRV 1
NC 013232 MRV 3

[~ NC 036473 PRV CGA280-05

100! MH229783 PRV ADLPRV3

641 ¢ MN313194 RRV 2013/12
e MN313224 RRV 2013/47
e MN313244 RRV KP3
e MN313234 RRV IBD26/00

oA 99" AF059718 NBV
NC 015883 BRV
—_—
1
99
98
98
oC

99

93

e MN313204 RRV 2013/54
100' e MN313214 RRV 55/02
721 KC852161 RRV 47/02
e KT696553 RRV CH1197/96

NC 013231 MRV 3
498'} REOS1A MRV 1
99

REO2SIG1 MRV 2

100/ KF741762 ARV S1133

NC 015132 ARV AVS-B
AF218360 NBV
NC 038667 Pulau reovirus
[~ NC 036475 PRV CGA280-05

99

0,5

100L— \H229782 PRV ADLPRV3

oB

821 ¢ MN313246 RRV KP3
8335 o MN313226 RRV 2013/47
e MN313196 RRV 2013/12
o MN313236 RRV IBD26/00
o MN313206 RRV 2013/54
100 [ @ MN313216 RRV 55/02
777 KC852160 RRYV 47/02
® KT696555 RRV CH1197/96
97 | KF741764 ARV S1133
NC 015134 ARV AVS-B
NC 038658 Pulau reovirus
100\F059722 NBV

73

NC 029919 MAHLV 2511
100" KU198619 MAHLYV 0624
NC 015884 BRV

NC 013234 MRV 3
100~ DQ220019 MRV 2

REOMCPS4 MRV 1
[~ NC 036472 PRV CGA280-05

100! MH229785 PRV ADLPRV3

1 98] « MN313227 RRV 2013/47

o MN313197 RRV 2013/12

o MN313247 RRV KP3

o MN313237 RRV IBD26/00

e MN313217 RRV 55/02

e MN313207 RRV 2013/54
KC852162 RRV 47/02

* KT696556 RRV CH1197/96
NC 029916 MAHLV 2511

99" KU198620 MAHLV 0624

100~ NC 015135 ARV AVS-B
KF741765 ARV S1133
80 NC 038663 Pulau reovirus

98" AF059726 NBV

oNS

NC 015886 BRV
[NC 013233 MRV 3
100'__ REOS3NSB MRV 2
REONSS3 MRV 1
INC 036474 PRV CGA280-05
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100~ MH229784 PRV ADLPRV3



13. Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretném megkdszonni témavezetémnek, dr. Farkas Szilvidnak, hogy
lehet6séget teremtett a doktori munkam végzéséhez, tanacsaival, véleményével végig segitett
ezen (a vegul igencsak hosszura nyult) idészak alatt. Kilon kdszdnet illeti dr. Banyai Krisztiant,
hogy megtisztelt bizalmaval, és helyet biztositott szamomra témacsoportjaban, megteremtve
ezzel folyamatos szakmai fejl6désem lehet6ségét.

Kdszdéndm dr. Rachel Marschangnak és dr. Palya Vilmosnak az atadott mintakat,
valamint Borzak Rékanak és lhasz Katanak, hogy izolaltak a hillé reovirusokat. Dr. Palya
Vilmosnak kulén készondm a fényképeket, amelyekkel szemléletesebbé tudtam tenni a
leirtakat.

Koszéndm az Uj kérokozok témacsoport minden egykori és jelenlegi munkatarsanak,
valamint Ménak és Kicsi Reninek, hogy orémmel mehettem/mehetek be minden nap dolgozni,
hogy nincs hilye kérdés, és hogy mindig van segitség (kiilénos tekintettel a szamolasokra).
Kilon kiemelve Esztit, Katat és legféképp a legcsodasabb szobatarsat, Enit, akikre mindig
mindenben szamithatok, nem csak a munkaban.

Haldasan kdszéndm a csaladomnak, hogy nyugodt és kiegyensulyozott hatteret
biztositanak szamomra. K6sz6ndm a férjemnek, Janinak, hogy higgadt optimizmusaval mindig
atlenditett a nehéz idészakokon, és mar akkor is el6re blszke volt ram, amikor én még nem
lattam a doktori munka végét. Koszondm édesanyamnak és férjem édesanyjanak, hogy olyan
sokat vigyaztak a gyerekekre, nélkiilik tényleg nem sziiletett volna meg ez a dolgozat. Es
végul, de nem utolsésorban készéndém kislanyomnak és kisfiamnak, hogy egy kis id6t azért

mindig hagytak nekem munkara.
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