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2 Ab

rak és tablazatok jegyzéke

2.1 Abrak

1abra A SARS-CoV elektronmikroszkoépos képe.

2.

10

1.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

abra A coronavirusokat abrazold6 torzsfa

abra Az Avian coronavirus genom sematikus felépitése és szerkezete

.dbra A coronavirusok replikacidjanak sematikus illusztracioja
.abra Fert6z6 bronchitis és Escherichia coli tarsfertézés

.abra A fert6z8 bronchitis altal okozott petevezetd gyulladas miatt a betegségen a

tojasrakasi idészakban atesett tojotyukok altal termelt gydirt héju tojas

.abra A nephropatogén QX-szerl IBV torzs kartétele a vesében
.abra Az atlagos lefedettség az illesztett readek fliggvényében

.abra Az illesztett readek mennyisége a teljes adatkihozatal flggvényében

.abra A D2022/2/3/12/R0O térzs egyes vakcina torzsekkel rekombinalédott genomi
régidira kiszamitott szekvencia-hasonlésagi adatai SimPlot elemzés segitségével
abrazolva.

abra A D4000/3/17/RO és D1944/1/3/12/RO torzsek egyes vakcina térzsekkel
rekombinalddott genomi régidira kiszamitott szekvencia-hasonlosagi adatai SimPlot
elemzés segitségével abrazolva.

abra A vad tipusu és vakcina eredetl IBV térzsekben tapasztalt rekombinaciés
események dsszefoglalasa.

abra Toréspont eloszlasi abra

abra A D2334/11/2/13/Cl varians referencia torzsekhez viszonyitott paronkénti
nukleotid azonossagait abrazol6 hétérkép

abra A D2804/3/3/13/ID varians referencia torzsekhez viszonyitott paronkénti
nukleotid azonossagait abrazolé hétérkép.

abra A D2586/4/6/13/PH varians referencia torzsekhez viszonyitott paronkénti
nukleotid azonossagait abrazol6 hétérkép.

abra A D3276/4/2/16/PH varians referencia torzsekhez viszonyitott paronkénti
nukleotid azonossagait abrazolé hétérkép

abra Az Avian coronavirus genotipusait és genetikai vonalait bemutato teljes S1
szekvencidk alapjan készult nukleinsav alapu filogenetikai fa

abra A D1623/1/1/HU és D3385/1/2/SA torzsek az egyes szulbi torzsekkel
rekombinalédott genomi régidira kiszamitott szekvencia-hasonldsagi adatai SimPlot

elemzés segitségével abrazolva.



20.

21

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

abra A D1818/3/12/11/SA és D2584/12/1/13/PH t6rzsek az egyes szUl6i torzsekkel
rekombinalddott genomi régidira kiszamitott szekvencia-hasonlésagi adatai SimPlot

elemzés segitségével abrazolva.

.abra A D1794/4/4M1/EG és D2828/3/13/TR toérzsek az intra-genotipikus

rekombinacié soran az egyes szll6i torzsekkel kicserélédott genomi régidira
kiszamitott szekvencia-hasonlésagi adatai SimPlot elemzés segitségével
abrazolva.

abra A vizsgalatban izolalt IBV torzsek S1/S2 hasitasi helyeinek aminosav
szekvencigja.

abra A légzdszervrendszeri tineteket mutatd allatokbdl izolalt IBV térzsek S1 N-
terminalis (1-80 as) aminosav szekvenciai a referencia M41 térzshdz viszonyitva.
abra A bélrendszeri tineteket mutato allatokbdl izolalt IBV térzsek S1 N-terminalis
(1-80 as) aminosav szekvenciai a referencia M41 torzshdz viszonyitva

abra A kivalasztoszervrendszeri tineteket mutaté allatokbdl izolalt IBV torzsek S1
N-terminalis (1-80 as) aminosav szekvenciai a referencia M41 térzshdz viszonyitva
abra A kivalasztoszervrendszeri tineteket mutaté allatokbdl izolalt IBV térzsek S1
N-terminalis (9-180 as) aminosav szekvenciai a referencia M41 torzshoz
viszonyitva.

abra Az S fehérje APN motivumaiban talalhaté aminosavak és szubsztituciok
abra Az Avian coronavirus genotipusait és genetikai vonalait bemutaté teljes S1
szekvenciak alapjan készult nukleinsav alapu filogenetikai fa

abra Az Avian coronavirus egyes genetikai vonalainak eloszlasa foldrajzi régiok
szerint a GenBank adatbazisban talalhaté S1 szekvenciak alapjan

abra Az Avian coronavirus nyolc genotipus 39 genetikai vonalaba tartozo
referenciatdorzsek és a sajat 102 térzs S1 nukleotid szekvenciai alapjan készilt
filogenetikai fa

abra Az Avian coronavirus egyes genetikai vonalainak szazalékos eloszlasa

foldrajzi régidk szerint a GenBank adatbazisban talalhaté S1 szekvencidk alapjan



2.2 Tablazatok

1. tablazat A coronavirusok ORF1ab-rol atir6dé nem szerkezeti fehérjéi

2.tablazat Az Avian coronavirus egyes genotipusainak megfelel6, korabban
hasznalatos szerotipus elnevezések és az egyes genotipusok foldrajzi elterjedése

3. tablazat A dolgozatban vizsgalt sajat térzsek GenBank azonositoi

4. tablazat Intra-lineage teljes genom nukleotid azonossagi értékek

5 tablazat Intra-lineage teljes S1 gén nukleotid azonossagi értékek

6. tablazat Az IBV tbrzsekben azonositott rekombinacios téréspontokat és a
rekombinacidban résztvevd feltételezett major és minor szlléi térzseket
Osszefoglalo tablazat

7 tablazat A kilonb6zé tlinetegyltteseket mutatd allatokbdl izolalt IBV torzsek S1
RBD szekvenciajanak kiemelt pozicidiban talalhaté aminosav szekvenciak a
referencia M41 t6érzsh6z viszonyitva.

8. tablazat Az egyes IBV térzsek S1 RBD szekvenciajanak kiemelt pozicidiban

talalhaté aminosav szekvenciak a referencia M41 térzsh6z viszonyitva



3 Osszefoglalas

A csirkék fert6zd bronchitisét okozé Avian coronavirus (IBV) a Coronaviridae csaladon
belll az Orthocoronavirinae alcsaladba, a Gammacoronavirus nemzetségbe €s az lgacovirus
alnemzetségbe tartozik.

PhD 06sztondijas éveim alatt egy 102 torzsbdl allé Avian coronavirus gyudjteményt
vizsgaltunk virusgenomikai megkdzelitéssel. Munkank soran ujgeneracios szekvenalo
készulékeket hasznaltunk és valtozatos bioinformatikai szoftvereket alkalmaztunk.

A jelenlegi IBV genotipizalas alapjat képez6 S1 szekvenciak elemzése rendkivul
hasznos az IBV genotipusok és leszarmazasi vonalak azonositasara. Azonban a teljes
genomszekvenciak vizsgalata lehet8séget ad a genom teljes szerkezetének és miikédésének
feltarasara, valamint a virus evoluciéjardl is atfogobb képet ad. Ezenkivil tovabbi informaciot
nyujt a virus terjedésének nyomonkovetéséhez, atfogd rekombinacidés elemzések
végzéséhez, valamint a patogenitassal és a vakcinatervezéssel kapcsolatos genetikai
markerek azonositasahoz. A molekularis epidemiolégiai felmérések egyre fontosabba valnak
annak meghatarozasaban, hogy a genetikai variacid hogyan befolyasolja a coronavirusok
bioldgiai tulajdonsagait.

A torzsek jellemzésekor feltarult azok genomjanak mozaikos szerkezete, tovabbi
bizonyitékul szolgalva a rekombinacié jelent6ségére a coronavirusok evoluciojaban.
Elemzéseink kimutattak, hogy négy torzs S1 génjének szekvenciaja nagymértékben eltért a
génbankban megtalalhatd, mas Avian coronavirus térzsek homolég szakaszainak
genetikai vonalak képvisel6inek tekinthet6ek az I-es genotipuson (GI) beldl.

Az IBV-re jellemzd a nagy genetikai valtozékonysag és a kiilénbdz6 variansok egyidejl
cirkulacidja egy adott foldrajzi régidban. A vilagszerte felbukkané nagyszamu varians kozil
néhany szinte az egész vilagon eléfordul, mig szamos tipus elterjedése meghatarozott féldrajzi
régiokra korlatozodik. A dolgozatban attekintettlik az Avian coronavirus genetikai csoportjairdl
és azok foldrajzi elterjedésérdl elérhetd legfontosabb és legfrissebb ismereteket.

Vizsgalataink soran felhalmozott adatok tovabbi informacidval szolgaltak az IBV
genetikai valtozatossagaval, epidemiolégiai tulajdonsagaival kapcsolatban, nagy hangsulyt
fektetve a virusgenom variabilitasara és az egyes torzsek kozotti rekombinaciora.

Ezen eredmények hozzajarultak a vizsgalt genetikai vonalak rokonsagi viszonyainak
jobb megértéséhez és hasznosak lehetnek majd a diagnosztikai vizsgalatok és Uj

vakcinajeldltek fejlesztéséhez, a fert6zd bronchitis hatékonyabb lekizdése érdekében.



4 Summary

Avian coronavirus (Infectious bronchitis virus, IBV) is a member of the family
Coronaviridae, Orthocoronavirinae subfamily, Gammacoronavirus genus and lgacovirus
subgenus.

In this study, the complete genome sequences of 102 IBV strains were generated by
using next-generation sequencing methods and the data were analysed by various
bioinformatic tools.

S1 gene sequencing is the most widely used method for classifying IBV isolates into
genotypes, therefore analysing complete S1 sequences is extremely useful for identifying IBV
genotypes and lineages. However, examining whole genome sequences provides an
opportunity to explore the entire structure and function of the genome and provides a more
comprehensive picture of viral evolution. It may also provide additional information concerning
the epidemiologic monitoring of circulating strains, performing comprehensive recombination
analyses, and identifying genetic markers related to pathogenicity and vaccine design.
Molecular epidemiological surveys are becoming increasingly important in determining to what
extent genetic variation affects the biological properties of coronaviruses. Characterising the
strains revealed the mosaic structure of their genomes, serving as further evidence that
recombination plays an important role in the evolution of coronaviruses.

Analysing the complete genomes, the coding sequence of four strains differed greatly
from the genome sequence of other Avian coronavirus strains available in GenBank database.
Thus these strains may be considered unique variants, possibly representatives of new genetic
lineages within the Gl genotype.

IBV is characterised by high genetic variability and the simultaneous circulation of
different variants in a given geographic region. A huge number of variants are emerging
worldwide, some are widely distributed, while the distribution of most variants is confined to
specific geographic regions. In this thesis, the most recent knowledge about the distribution of
the genetic groups of Avian coronavirus is reviewed.

Our data and findings provided further information on the genetic diversity and
epidemiological properties of IBV, with a strong emphasis on the variability of the viral genome
and recombination between individual strains.

These results contributed to a better understanding of the genetic relationship among
genetic lineages and will be useful for the development of diagnostic tests and new vaccine

candidates, in order to combat infectious bronchitis more effectively.
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5 Bevezetés

A jelenleg ismert, szimplaszalu ribonukleinsav (RNS) genommal rendelkez6
viruscsaladok kozétt a Coronaviridae csalad képviselteti magat a legtobb fajjal, kdztik szamos
human- és allategészséglgyi szempontbdl jelentds virusnemzetség tagjait is megtalaljuk.

A Gammacoronavirus nemzetség tagjai f6ként madarakat fert6znek. A nemzetség
legnagyobb gazdasagi jelentéséggel bird faja az Avian coronavirus, mely csirkékben kortol és
patogenitastél  fliggdben légzbszervi (légcsbgyulladas), kivalaszto-szervrendszeri
(vesegyulladas), gyomor- bélrendszeri (proventriculitis; mirigyes gyomor gyulladas) és
ivarszervi megbetegedést, felnétt tyukokban tojashozam csbkkenést, tojashéj- és
tojasminéség romlast (tojasképz6dési zavarokat) idéz elé (Cavanagh, 2007).

A csirkék fert6z6 bronchitisét okozé Avian coronavirus (Infectious bronchitis virus, IBV)
az 1930-as években az Amerikai Egyesiilt Allamokban tortént elsd leirasa 6ta vilagszerte
komoly problémakat okoz a baromfiagazatban, és napjaink egyik legjelentésebb baromfi
kérokozoéjaként tartjak szamon (Schalk és Hawn, 1931; Beach és Schalm, 1936, Bhuiyan et
al., 2021). Gazdasagi jelentésége miatt a fert6z6 bronchitisr6l nagy ismeretanyag all
rendelkezésre. Hazankban elséként Derzsy és Lomniczi szamolt be a fertézés el6fordulasarol
(Derzsy és Lomniczi, 1966; Lomniczi, 1966). Az elsd hazai virusizolatum leirdsa Lomniczi és
Stipkovits nevéhez fliz6dik, azota a virus szamos variansat azonositottdk mar magyarorszagi
allomanyokban is (Lomniczi és Stipkovits, 1968; Benyeda et al., 2009; Kiss et al., 2015).

Az IB a csirkék heveny légzdszervi tinetekkel jard, virusos eredetli fertéz6 betegsége.
A fert6zés a nagylzemi baromfitartassal foglalkozé orszagokban altaldnossa valt és a
megbetegedésekbdl, elhulldsokbdl, valamint a kdzvetett kiesésekbdl eredd gazdasagi kar
komoly terhet jelent a baromfidagazat szamara.

Az IBV kulénb6z6 genotipusait és genetikai vonalait (lineage) a tiskefehérjén (S) belll
az S1 alegységet kédold genomi régid szekvencigjanak elemzésével kulonitik el egymastol
(Valastro et al., 2016). Az egyes torzsek el6fordulasa foldrajzi terlletenként kulénbozik, a
megbetegité képességuk, valamint a kivaltott klinikai tinetek is nagy eltérést mutatnak. Ez
jelentésen megneheziti a betegség diagnosztikajat és igy az ellene val6 védekezést.

Az IBV kdrnyezeti hatasokra (hémérséklet, detergensek) vald érzékenységének
ellenére tovabbra is az egyik legelterjedtebb betegség a modern baromfitarté rendszerekben.
Magas morbiditas, de a legtobb esetben alacsony mortalitas jellemzi. Mindazonaltal
masodlagos korokozok jelenlétében, vagy nefropatogén IBV torzzsel torténd fert6z6dés
esetén feljegyeztek elhullast (Cook és Huggins, 1986; Raj és Jones, 1997). A
baromfidllomanyokban tapasztalt gyakori eléfordulasa részben a léguti valadékkal, bélsarral
és ragalyfogd targyakkal térténd konny( terjedésének kdszénhetd (Ignjatovic és Sapats,

2000). A magas prevalenciahoz hozzajarul az is, hogy a magas mutacios rata és a kilénb6zé

12



torzsek kdzotti rekombinacié miatt kialakult rendkivili variabilitdsa megneheziti az ellene valé
védekezést, beleértve a betegség kontrolljat és a megeldz6 intézkedéseket is.

A virusok jellemzésénél egyre inkabb a molekularis médszerek és a virusok genetikai
jellemzéi veszik at a szerepet a klasszikus virolégiai médszerekkel szemben. A kilonbdzé
ujgeneracids szekvenalasi technikak térnyerése lehetéséget teremt az egyes virustérzsek
telies genom szekvencia adatainak megismerésére, melynek segitségével a fert6zéseket
okozod virusok genetikai valtozatossaga és leszarmazasi kapcsolatai is feltarhatéak. E
modszerek széleskor(i alkalmazasa végsd soron segitséget nyujthat egyre hatékonyabb
diagnosztikai modszerek és a megel6zésben hasznalhato vakcinak fejlesztésében is.

Mindezekkel 6sszeflggésben vizsgalataink f6 célja a kulonb6zd Avian coronavirus
torzsek teljes genom szekvencia adatainak gydjtése és jellemzése volt. A virustérzsek
genomjanak 0sszehasonlitdsaval szeretnénk tobb ismeretre szert tenni a fert6z6 bronchitis
virus genetikai diverzitasarol, az egyes evoluciés mechanizmusok, példaul a rekombinacio

jelentésegerdl, és a vizsgalt térzsek rokonsagi kapcsolatairdl.
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6 Irodalmi attekintés

6.1 A coronavirusok rendszertana

A Coronaviridae csalad tagjai a gerincesek kozott széles korben elterjedt szimpla szalu
RNS virusok, melyek emléséket és madarakat fertéznek. A coronavirusok altal okozott
betegségek lefolyasa legtdbbszdr enyhe, de egyes fajok komoly human- és allategészségugyi
kockazatot is jelenthetnek. A haziallatok kdérében léguti és bélrendszeri megbetegedéseket,
agyvelbégyulladast és majgyulladast okozhatnak (Weiss és Leibowitz, 2011).

Emberben a coronavirusok altalaban a légz6észervrendszert érinté megbetegedésekért
felelések, melyek sulyossaga tobb tényez6tél figg (Burrell et al., 2017). A sulyos, gyakran
halalos kimeneteli megbetegedéseket okozo coronavirusok mindegyikét a XXI. szazadban
azonositottak; ezek a sulyos akut légzdszervi szindréma-coronavirus (SARS-CoV), a kozel-
keleti léguti szindréma-coronavirus (MERS-CoV) és a sulyos akut 1égz&szervi szindroma-
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), mely utébbi 2019 6ta napjainkig minden bizonnyal a legnagyobb
gazdasagi, egészségugyi és szocialis hatasu virus vilagszerte (Peiris et al., 2003; Zaki et al.,
2012; Zhu et al., 2020; Zhou et al., 2020).

Az elsd coronavirusokat léguti megbetegedésben szenvedd baromfibdl izolaltak az
1930-as években (Schalk és Hawn, 1931; Beaudette és Hudson, 1937). A csirkék fert6z6
bronchitise azéta is jelen van az intenziv baromfitartdssal rendelkezd orszagokban, ezzel
folyamatos problémat és jelends gazdasagi kart okozva a vakcinazatlan és megfeleléen
immunizalt allomanyokban egyarant (Cavanagh és Nagi, 2003). A coronavirusok a nevuket
elektronmikroszkopos képlk alapjan kaptak, melyen a burokba agyazott tiskefehérjék altal
alkotott ,bunkdsbot” alaku nyulvanyok a felszinbdl kitiremkedve napkoronaszeri megjelenést

kdlcsdndznek a virionoknak (1. abra) (Wickramasinghe et al., 2014).

1. abra: A SARS-CoV elektronmikroszkopos képe. (Dr. Fred Murphy; Az amerikai Betegségmegel&zési és
Jarvanylgyi Kézpont (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) képtarabol
(https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=15523).
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A coronavirusok a Nidovirales renden belll talalhaté legnagyobb, Coronaviridae

viruscsaladba tartoznak, melyet a korabbi taxondmiai felosztas szerint két alcsaladra, a

Coronavirinae és Torovirinae alcsaladokra tagoltak (Masters és Periman, 2013). A Nidovirales
rendbe tartozé virusok,

igy a coronavirusok rendszertani besorolasa a Nemzetkézi
Virusrendszertani Bizottsag (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) dontése

alapjan jelent8s atalakitason esett at 2018-ban. Ennek megfeleléen ezek a virusok a Riboviria
birodalom Nidovirales rendjének Cornidovirineae alrendjébe tartozé Coronaviridae csalad

Orthocoronavirinae alcsaladjaba kertltek, mely az Alpha-, Beta-, Gamma- és Deltacoronavirus
nemzetségeket foglalja

(2. abra).

magaba

(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/)
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2. dbra A coronavirusokat abrazol6 térzsfa
A filogenetikai fa az RNS-dependens RNS-polimeraz (RdRp) nukleotid szekvenciajanak (2800 nt)
felhasznalasaval készilt. A négy 6 klaszter az Alpha-, Beta-, Gamma- és Deltacoronavirus nemzetségeknek felel
meg.


https://talk.ictvonline.org/taxonomy/

Az Alphacoronavirus és Betacoronavirus nemzetség tagjainak elsédleges gazdaallatai
az emlésdék. A gamma- és delta-coronavirusok a madarakban fejlédtek ki, természetes
rezervoarjaik napjainkban is a vadmadarak, bar a gamma-coronavirusok képviseldit
cetfélékben (beluga balna és palackorru delfin) is azonositottak mar (Woo et al., 2012; King et
al., 2018; L. Wang et al., 2020).

A hazi és vadon él6 allatok virusai kézul j6 néhany, kdztlk a coronavirusok is képesek
atlépni a fajok kozotti hatarokat és human megbetegedéseket okozni (Woo et al., 2009; Ye et
al., 2020). Tobbek kozétt a Betacoronavirus nemzetségbe tartoz6 SARS-CoV a 2000-es évek
elején, a MERS-CoV 2012-ben, és a COVID-19 megbetegedést okozé6 SARS-CoV-2 2019-
ben jelent meg, sulyos jarvanyok okozojaként (Peiris et al., 2003; Zaki et al., 2012; Coleman
és Frieman, 2013; Lai et al., 2020).

A jelenleg 26 fajt magaba foglald6 Alphacoronavirus nemzetségbe féként a human
coronavirusok (HCoV-229E és HCoV-NL63), valamint emlésdket — pl. denevéreket és
sertéseket (pl. TGEV) -— fert6z6 virusok sorolhatéak. A Betacoronavirus nemzetségbe 14 faj
tartozik, tagjai embereket (SARS-CoV, MERS-CoV, és SARS-CoV-2), denevéreket, és mas
emlbsoket fert6zd virusok.

A Gammacoronavirus nemzetségbe korabban csak a madarak coronavirusai tartoztak,
azonban a nemrégiben lezajlott taxondmiai revizidt kdvetéen ez modosult. A jelenlegi
rendszertani besorolas alapjan a Gammacoronavirus nemzetség harom alnemzetséget foglal
magaba, ezek a Brangacovirus, a Cegacovirus és az lgacovirus subgenus. A Cegacovirus
alnemzetségébe a beluga balna coronavirusa (Beluga whale coronavirus SW1) tartozik, az
Igacovirus és Brangacovirus alnemzetségekbe pedig a madarakat fert6z6 coronavirus fajok.
Ezen felll, a féként verébalakuak rendjébe (Passeriformes) tartozé énekesmadarakat
(pintyek, rigofélék és fulemulék) fertéz6 coronavirus fajokat a Deltacoronavirus nemzetségbe
soroljak. A Gammacoronavirus nemzetségbe jelenleg 6t, a Deltacoronavirus nemzetségbe
pedig hét faj tartozik. A vadmadarakat fert6z6 coronavirusok genetikailag is eltérnek a
Gammacoronavirus nemzetségbe tartozé domesztikalt madarak coronavirusaitél, tébbek
kozott a 3CL-proteaz, az RNS-fliggé RNS-polimeraz (RdRp), valamint a tliske (spike, S) és
nukleokapszid (N) gének csupan 56,6 és 57,1% kozotti aminosav azonossagot mutatnak (Woo
et al., 2012; de Wit és Cook, 2019; Mihindukulasuriya et al., 2008).

A  madarakat fert6z6 Igacovirus alnemzetségbe tartozé legismertebb
gammacoronavirus a csirkék fert6z6 bronchitisét (infectious bronchitis, IB) okozd Avian
coronavirus (infectious bronchitis virus, IBV). Az IB rendkivil ragalyos megbetegedés, amelyre
az érintett madarak életkoratdl, immunstatuszatél és egyéb masodlagos korokozok
megjelenésétél figgben 0-82% kdzotti morbiditas jellemzd (Ramakrishnan és Kappala, 2019).

Az IB dokumentalt torténetének 100 éve alatt mit sem vesztett jelentéségébdl.

Kezdetben az egyre valtozatosabb kérformak kialakulasa, napjainkban pedig a vakcinas

16



védelmet megkerilé szamtalan Uj genotipus, varians és a rekombinansok megjelenése jelenti
a legnagyobb kihivast a baromfidgazat szamara (Bhuiyan et al., 2021).

Az IB-t els6ként kifejezett légzbszervi tlineteket mutatd fiatal brojlerallomanyokban
irtak le, kés6bb hasonlo tlineteket idésebb koru allatoknal és tojéallomanyokban is
megfigyeltek (Beach és Schalm, 1936; Schalk és Hawn, 1931). A bantalom virusos eredetét
1936-ban Beach és Schalm igazolta, majd 1937-ben Beaudette-nek és Hudsonnak sikerult
embrionalt tyuktojasban izolalnia a kérokozot (Schalk és Hawn, 1931; Beaudette és Hudson,
1937). A légzdszervi forma megjelenését tovabbi IBV-hez kdéthetd kérképek kovették.
Tojoéallomanyokban sulyos termeléscsdkkenésrél és a tojashéj mindéségének romlasarol
szamoltak be. A vesekarositd torzsek megjelenése mellett napjainkban az emésztétraktus
kllénb6zb szakaszainak karosodasaval dsszefliggésbe hozhatd tdrzsek kartétele jellemzé
vilagszerte (Wang et al., 1998; Li Yu et al., 2001; Ziegler et al., 2002; Benyeda et al., 2010;
Jackwood és de Wit, 2013; Cook et al., 2012).

Magyarorszagon Derzsy és Lomniczi szamolt be a fertézés 1962-63-as eléfordulasardl,
mely fiatal jérceallomanyokban I|égz8&szervi tlneteket, tojokban pedig tojastermelés-
csOkkenést okozott (Derzsy és Lomniczi, 1966; Lomniczi, 1966). Az elsé hazai virustérzs
izolalasa Lomniczi és Stipkovits nevéhez flizédik, azota a virus szamos variansat
azonositottak mar magyarorszagi allomanyokban is (Benyeda, 2009; Kiss et al., 2015;
Lomniczi és Stipkovits, 1968). A 90-es évekig csak a kiiléonb6zé Massachusetts (Mass és
H120) szerotipusu torzsek jelenlétét igazoltak, majd a 793/B és az Italy02 szerotipusu térzsek
terjedtek el immunizalt és vakcinazatlan allomanyokban egyarant (Worthington et al., 2008).
A 2000-es évek 6ta Azsiabdl terjedd QX-szerii torzseket 2006-ban azonositottak elészor
hazankban (Maté et al., 2007). A megbetegedések féként brojlerallomanyokat érintettek, ahol
kifejezett vesekarosodast okoztak. A fiatal korban fert6zétt tojoallomanyok egyedeinél
irreverzibilis tojocsd-karosodast észleltek (Mato et al., 2007). A QX térzsekkel kapcsolatban a
légzBszervi tiineteken tul sulyos vesekarosodasrél, mirigyesgyomor-gyulladasrél és ,altojo-
szindroma” kialakulasarél szamoltak be (Landman et al., 2005; Monne et al., 2008). Az utébbi
években viszont a GI-23 genotipusba tartozd kozel-keleti eredetl torzsek (Variant-2)
térhoditasa zajlik, szamos eurdpai orszagban igazoltak jelenlétét mar, Magyarorszagrol
azonban nincsenek elérhet6 friss jarvanyigyi adatok (Franzo et al., 2017a; Lisowska et al.,
2017; Fischer et al., 2020).

6.2 A coronavirusok morfolégiaja és szerkezete

A coronavirusok 120-160 nm atmérdgjd, burkos, pleomorf virionnal rendelkeznek.
Legfébb jellemzéjuk a tlske-alaku fellleti nyulvanyok jelenléte, amelyek az

elektronmikroszképos felvételen napkoronara emlékeztetd képet mutatnak (Tyrell, 1968).
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Szimplaszalu, pozitiv iranyultsagu, 26-37 kilobazis (kb) méreti RNS genomjukkal a
leghosszabb linearis genommal rendelkezd RNS virusok (Lai et al., 1994) (3. abra). A genom
5' végén guanozin sapkaval, a 3' végén poliadenin (poli-A) farokkal rendelkeznek (Boursnell
et al., 1987; Gorbalenya et al., 1989). A nem transzlalédé régiok (untranslated region, UTR)

nsp2 nsp3 nsp4 nsp5nsp6 7 nsp8 9 10 11 nspl2 nspl13 nspl4 nspl5nspl6

tiskefehérje (S)

membran fehérje

(M)
nukleokapszid
fehérje (N)
burokfehérje RNS

(E)

K

3. abra Az Avian coronavirus genom sematikus felépitése és szerkezete
A Strukturalis fehérjék a tiiske (S), burok (E), membran (M) és nukleokapszid (N), valamint az ORF1ab altal
kddolt nem strukturalis fehérjék (nsp2-16) és a jarulékos fehérjék, koztiik a 3a, 3b, 4b, 4c, 5a, 5b és 6b. A nem
strukturalis fehérjéket kddolo szakaszok kékkel, a strukturalis fehérjéket kodolé gének pirossal, sargaval, zélddel
és lilaval, a feltételezett jarulékos gének barnaval vannak jelélve. B Az Avian coronavirus négy szerkezeti
fehérjéje a tiiske (S), burok (E), membran (M) és nukleokapszid (N) fehérjék.

A genom 5’ végénél talalhato a nem-szerkezeti fehérjéket (non-structural proteins, nsp)
kddolé nyitott leolvasasi keret (open reading frame, ORF), az ORF1ab, mely a teljes genom
kozel kétharmadat teszi ki, és két poliprotein aminosav sorrendjét hatarozza meg. Errél a virus
replikacidjahoz sziikséges fehérjék riboszomalis kereteltolddas miatt poliproteinként irédnak
at. A poszttranszlacios folyamatok soran a virus eredetli proteazok (papainszer( proteaz
— PLP — és a f6 proteaz — Mpro — vagy 3C-szer(i proteaz) gammacoronavirusok esetében 15
kulénb6z6 fragmensre hasitjak a poliproteint, az igy keletkezé fehérjék kozul jopar a viralis

RNS-ek éréséhez és replikacidéjahoz sziikséges enzimaktivitassal rendelkezik (Ayres és
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Brandao, 2016; Snijder et al., 2016). Az IBV esetében az nsp1 fehérje hianyzik; ezt a fehérjét
az Alpha-, és Betacoronavirus genusba tartozé virusok altalanosan kodoljak. Az ORFlab-rél

atirodo fehérjék funkciéit az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tablazat A coronavirusok ORF1ab-rél atirddé nem szerkezeti fehérjéi

Fehérje Funkcié
nspl gazda és virus génexpresszio szabalyozasa (IBV esetében hianyzik)
nsp2 ismeretlen
nsp3 papain-szer( proteazdomén, N-terminalis régié vagasa nsp2-nsp3-nsp4 kozott
nsp4 transzmembran domén, nsp3-mal és nsp6-tal komplex képzése
nsp5 3C(cisztein)-szeri proteinazdomén
nsp6 transzmembran domén, nsp3-mal és nsp4-gyel komplexet képez
nsp7 nsp8-cal és nsp12-vel komplexet képez
nsp8 primaz aktivitas, nsp7-tel és nsp12-vel komplexet képez
nsp9 szimpla-szald RNS-kot6 aktivitas
nspl0 nspl4-gyel komplexet képez, nsp14 és 16 aktivitasanak stimulalasa
nspll ismeretlen
nspl2 RNS-fiiggé RNS-polimeraz (RdRp)
nspl3 RNS helikaz
nspLd 3’-5’ exoribonukledz és N7-metiltranszferaz, replikacids hliség, RNS hibajavito
aktivitas (proofreading)
nspl5 poly(U)-specifikus endoribonukleaz
hsp16 2’-O-rib6z metiltranszferaz, mRNS sapka képzés, I-es tipusu interferon
antagonista

A coronavirusok genomja négy (egyes betacoronavirusok esetében 6t) szerkezeti
fehérjét kédol, melyek sorrendben a tliske (spike, S), a membran (M), a burok (envelope, E),
és a nukleokapszid (N) fehériék (3. abra). A strukturfehériék kdézll patogenitas és
gazdaspecificitas szempontjabdl kulcsfontossagu az S fehérje, mely a virus felszinén fellleti
nyulvanyokat képez6, trimerként megjelené membran-glikoprotein (Delmas és Laude, 1990).
A coronavirusok az S fehérje segitségével kapcsolédnak a gazdasejt receptoraihoz, és jutnak
be a sejtekbe. Mivel az S fehérje egy l-es osztalyu fuziés fehérje, a membranfuzidhoz
szukséges, hogy a gazdasejt proteazai hasitsak azt. Fert6zéskor a sejtfuzioé soran a furin és
furin-szerl enzimek hatasara egy meghatarozott hasitohely-motivumnal (cleavage site motif)
S1 és S2 alegységre hasad. Az S1 alegységen talalhaté a receptorkdté domén, igy a
célsejthez valo kotédésért felelés, mikdzben a transzmembran domént tartalmazé S2 alegység
a virusburok és a sejtmembran fuzidjat biztositja (Cavanagh, 2007). Ezen felul a neutralizalo

antitestek is az S1 alegységen talalhato epitopokhoz kétédnek, melyek elhelyezkedésiket
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(HVR) szekvenciajaval (Cavanagh et al., 1988; Kant et al., 1992; Koch et al., 1990). Az S1
fehérje, féként annak hipervariabilis régioi hatarozzak meg a patogenitast, a sejttropizmust és
a gazdaspektrumot, igy ezekben a régiokban torténé valtozasokkal hozhaté 6sszefliggésbe,
hogy a virus tud-e multiplikalédni bizonyos sejttipusokban (Casais et al., 2003; Shan et al.,
2018).

Az Avian coronavirus sejtreceptorat még nem sikerllt pontosan meghatarozni,
azonban az a-2, 3-kotési szialsav nélkulozhetetlennek bizonyult a tuskefehérjék rogzitéséhez
(Abd El Rahman et al., 2009; Wickramasinghe et al., 2011). A virus és sejtmembran kozotti
szorosabb kotédéshez és fuzidhoz azonban valdszinileg szikséges egy masodik receptorral
torténd kolcsdénhatas is (Winter et al., 2006). Ujabb kutatasok alapjan az aminopeptidaz-N
(APN) az IBV egyik funkcionalis receptora lehet. Az aminopeptidaz-N, mas néven CD13, egy
M1 tipusu cink-figgé metalloproteinaz, melynek viralis receptorként valé mikoédése szamos
fajpan ismert. Példaul a human coronavirus 229E (HCoV-229E), a sertések jarvanyos
hasmenését (PEDV) okozo6 coronavirus, valamint a macskakat, kutyakat és sertéseket fert6z6
Alphacoronavirus 1 receptora (Li et al., 2007; Li, 2016; Zhu et al., 2018). Miguel és mtsai.
heterolég gazda-virus modellben kimutattak, hogy macska APN-t (felis catus APN, fAPN)
tartalmazo plazmiddal torténd transzfekciot kévetéen a horcsog eredetli BHK-21 sejtek
megfert6z8dhetnek IBV-vel, ami a fAPN szerepét mutatja az IBV gazdasejtbe vald
bejutasaban (Miguel et al., 2002). Tovabbi, az M41 IBV torzs és a csirke APN (Gallus gallus
APN, gAPN) kapcsolatat célzd vizsgalatok soran azonositottak nagy affinitasu peptidek
motivumait is az IBV S génjében. Az azonositott harom motivum koézul ketté — ,YXYY” és
~JFXPPXxXWxLH” — az S1 N-terminalis domén régiéban, mig egy masik — ,YXFXGN” — az S2
régidban talalhaté. igy a gAPN nagy affinitasu peptidjei alternativ megkézelitést kinalhatnak
az IB megel6zésében vagy kezelésében is (Sun et al., 2021).

Promkuntod és mtsai. az M41 IBV torzzsel végzett immunhisztokémiai vizsgalatok
soran arra az eredményre jutottak, hogy a tlskefehérje receptor-kd6té doménje az S1 N-
terminalis 253 (19-272) aminosavahoz kapcsolédik, valamint, hogy az N38, H43, P63 és T69
aminosavak létfontossaguak az M41 torzs tiskefehérjéinek kotddésében. Ezen felul az
eredmények azt mutattak, hogy az N38S, H43Q, P63S és T69l S1 mutansok elvesztették a
légcsé sejtjeinez vald kotédési képességuket. Az M41 térzs ezen aminosavainak a Beaudette
térzs S1 génjébe torténd bejuttatasa azonban nem eredményezett kbtddést. Ezek szerint, bar
ez a négy aminosav a virus-gazda kapcsolddasi ponton helyezkedik el, a korabban azonositott
A19, S56 és 166 és a régidban taldlhaté egyéb aminosavak nagy valoszinlséggel szintén
hozzjarulnak a tiskefehérje kdétédéséhez (Promkuntod et al., 2014).

Bouwman és mtsai. vizsgaltdk az egyes IBV tdrzsek vesetropizmusaért felel6s
tényezbket. Két eltérd szdvettropizmusu, a nefropatogén QX és a nem nefropatogén M41 IBV

torzseket hasznaltak, és a tlskefehérjék receptor-k6té domén (RBD) és a célsejtek kozotti
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kdlcsbnhatasokat tanulmanyoztak. Kiméra RBD fehérjék segitségével végzett kisérletek
alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a QX-RBD 99.-159. aminosavait magaban foglalo
régio sziikséges a vese fogékony sejtjeihez valé kotédéshez. A QX-RBD 110.-112. pozicidig
terjed6 KIP aminosavai elegendéek voltak ahhoz, hogy az IBV-M41 a vese sejtjeihez kotdédjon,
mig az IBV-QX reciprok mutécioi teljesen megszintették a vese sejtjeihez valé koétdédés
képesseégét (Bouwman et al., 2020).

Mindezeken felll az S fehérje er6s interleukin (IL-6, IL-8), és tumor nekrézis faktor alfa
(TNFa) aktivator, ebbél eredéen a vakcinafejlesztések f6 célpontja (Wang et al., 2007). A
tuskefehérje a coronavirusok legvaltozékonyabb fehérjéje, immunogenitasa és specificitasa
miatt szamos szeroldgiai proba az ellene, vagy valamelyik alegysége ellen termel6dott
ellenanyag kimutatasan alapszik énalléan, vagy az N fehérjével kombinaciéban (Enjuanes et
al., 2016; Okba et al., 2020).

Az M és E strukturfehérjéknek a virionok felépitésében és kiszabadulasaban van
szerepuk. A burokban dimereket képz6é M fehérje stabilizalja a virionok alakjat és rogziti az N
fehérjéket a virion belsejében, emellett interferon-béta (IFN-) gatlé szerepe is van (Snijder et
al., 2016). A 3c génrdl atirodo E protein, a legkisebb méretl struktirfehérje, fontos szerepet
tolt be a virionok O0sszeépuléseben és a sejtbdl valo kijutasaban, valamint transzmembran
fehérjeként kalciumion-csatorna funkciéval is rendelkezik (Liu et al., 1991; Nieto-Torres et al.,
2014).

Az N fehérje a virdlis nukleinsavhoz szorosan ko6t6dé helikalis szerkezeti
nukleokapszidot alkotja, melynek az RNS-genom rogzitése mellett a genomszintézis
szabdalyozasaban is szerepe van (Lai és Cavanagh, 1997). A virusszerkezet felépitésében
betoltétt szerepe mellett I-es tipusu IFN-antagonistaként is funkcional és erésen immunogén
(Oh és Shin, 2021). Az N fehérje mind nukleinsav-, mind fehérjeszinten rendkivil konzervativ,
ezért a kulonb6zd diagnosztikai modszerek gyakran az N fehérje ellen termelt ellenanyagok,
vagy az N fehérjét kddolé gén kimutatasan alapulnak (Masters és Sturman, 1990; Chang et
al., 2014).

A coronavirusok genomja a szerkezeti fehérjéken kivil szamos nem strukturalis, un.
jarulékos fehérjét is kodol, melyek fajra jellemzéek és kevéssé konzervaltak és egy részik
nem esszencidlis a virus életciklusahoz. Az Avian coronavirus genomja altalaban hét,
5a, 5b és 6b fehérjék (15. oldalon talalhaté 3. abra). A jarulékos fehérjéket kédoldé ORF3,
ORF4 és ORF5 géneket a strukturalis fehérjéket kodolé gének kdzé ékelédve talaljuk, mig a
6b gén a genom 3’ végén helyezkedik el. Ezek a jarulékos fehérjék tipikusan a virusreplikacio
szabalyozasaban vagy a gazdaszervezet immunreakciéjanak elkertlésében vesznek részt

(Lin és Chen, 2017). Mindazonaltal szamos jarulékos fehérje funkcidi mas coronavirusok

21



jarulékos fehérjéivel vagy mas ismert fehérjékkel valé homoldgia hianyaban nagyrészt maig
ismeretlenek (Liu et al., 2014).

Shen és mtsai. illetve Hodgson és mitsai. bebizonyitottak, hogy a 3a és 3b nem
szlikséges az IBV replikacidjahoz, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a 3a és 3b nem vesz
részt kozvetlenll az IBV RNS szintézisében vagy fehérjék képzédésében (Shen et al., 2003;
Hodgson et al., 2006). Nemrégiben igazoltak, hogy a 3a vagy 3b delécidja az IBV-ben rontotta
a replikaciés képesseget csirkeembridokon valamint in vivo és in vitro attenualddast indukalhat
(Liu et al., 2008; Laconi et al., 2018). A kézelmultban in vitro vizsgalatok igazoltak, hogy a 3a
és 3b jarulékos fehérjék gatolhatjdk a gazdaszervezet IBV altal kivaltott velesziletett
immunvalaszat. A fert6zést kdvetéen a 3a és 3b fehérjék késleltetik az I-es tipusu IFN és IFN-
stimulalo faktorok aktivalddasat (Kint et al., 2014).

Hasonléképpen az 5a és 5b jarulékos fehérjékrél is bebizonyitottak, hogy nem vesznek
részt kdzvetlenll az IBV replikacios folyamataban (Casais et al., 2005; Youn et al., 2005).
Azonban az 5a vagy 5b delécidja olyan utédvirionokat indukalt, amelyek legyengitett/attenualt
fenotipust mutattak in vitro, in ovo és in vivo vizsgalatokban egyarant (Zhao et al., 2019). Egy
masik in vivo vizsgalatban az 5b fehérjében deletalt IBV térzs a vad tipusu torzzsel
Osszehasonlitva nem tudta késleltetni az IFN aktivalédasat (Laconi et al., 2018).
Feltételezhetéen az 5b fehérje fontos szerepet jatszhat a gazdaszervezetben az interferon-
termelés modulalasaban (Kint et al., 2016). Kint és mtsai. megerdsitették, hogy az 5b fehérje
képes a veleszlletett immunvalasz gatlasara, mégpedig ugy, hogy ledllitia a gazdasejt
fehérjeszintézisét, ami hasonld az alfa- és betacoronavirusok altal kédolt nsp1 funkciéjahoz
(Kamitani et al., 2009; Kint et al., 2016; Nakagawa és Makino, 2021). lly médon az IBV 5b

(Peng et al., 2022).

6.3 A coronavirusok és az Avian coronavirus replikacidja

A coronavirusok replikacioja a sejtek citoplazmajaban zajlik, melynek elsé Iépése a
virionoknak a célsejtek plazmamembranjahoz torténd kotdédése. Az Avian coronavirus
sejtreceptorat még nem sikerult pontosan meghatarozni, azonban az a-2, 3-kotési szialsav
nélkulézhetetlennek tlnik a tuskefehérjék rogzitésében (Abd El Rahman et al.,, 2009;
Wickramasinghe et al., 2011). A virionok az IBV-re fogékony sejtekbe, egy specifikus
receptorhoz val6 kotédést kdvetéen, a virusburok és a plazmamembran fuzidjaval hatolnak
be. A virus kétédése a receptorhoz az S fehérje konformacios valtozasat idézi el6, ami aktivalja
annak membranfuzids funkcidjat (Belouzard et al., 2012). A virus-sejtmembran fuzié utan a
virus nukleokapszidja kiszabadul a citoplazmaba, és a kicsomagolt RNS hozzaférhetévé valik

a primer transzlacié és transzkripcié szamara (Sawicki, 2009).
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A viralis RNS citoplazmaba valo kiszabadulasat kdvetéen a viralis RNS-rél kdzvetlendl
irodik at az ORF 1a és 1b. Az igy létrejovdé 1a és 1ab poliproteinek poszttranszlaciés
folyamatok soran a replikacidés és transzkripcios komplexet alkotd funkcionalis, nem-
strukturalis fehérjékké (nsps) alakulnak at. Ez a replikaciés komplex egy telies genom
hosszusagu negativ szali RNS masolatot szintetizal, mely a szakaszos transzkripcié soran
templatként szolgal a szubgenomialis mMRNS molekulak atirasahoz (Sawicki és Sawicki, 1995).
A transzkripcid soran teljes genom hosszusagu negativ szalu masolatok készilnek, majd
ezekrél torténik a viralis genom sokszorozddasa. A roluk atirédéd pozitiv szalu teljes genom
hosszusagu masolatok az 6sszeépuld virionok genomjai lesznek (V’kovski et al., 2021). A
Coronaviridae csalad tagjainak sajatossaga, hogy a pozitiv iranyultsagu genomrél a negativ
templatszalak szegmentaltan is atirddhatnak. Az atirédé szegmensek hatarait a transzkripciés
regulator szekvenciak (TRS) jeldlik, jellemz&en minden leolvasasi keret utan (V’kovski et al.,
2021). Ezen szekvenciak barmelyike utdn az RNS-dependens RNS-polimeraznak (RdRp)
lehet6sége van a templat szal 3' végén elhelyezked6 'leader’ TRS-re ugrani és ezzel befejezni
az adott MRNS-szal szintézisét. igy kiildnbdzdé hosszisagl mRNS-ek keletkeznek. Az azonos
3'-végekkel és 5’ leader (vezetd) szekvenciaval rendelkez6, de kilénb6zé hosszusagi mRNS-
ek halmazat szubgenomialis RNS-szettnek nevezziik (Sethna et al., 1989). A coronavirusok
altalanos replikaciojat a 4. abra mutatja be.

A coronavirusokban az RNS-fligg6 RNS-polimeraz (RdRp) aktivitdssal rendelkezé
nsp12, az nsp7 és nsp8 fehérjével egyltt alkotja a replikacios-transzkripcidos komplex magjat
(Q. Wang et al, 2020). Ez az alacsony pontossagu RNS-polimeraz komplex
(nsp12:nsp7:nsp8; 1:2:1) a magas genom-szintl diverzitas biztositasaval teszi lehetévé a
coronavirusok szamara, hogy hatékonyan és dinamikusan alkalmazkodjanak a kornyezet
valtozasaihoz és a valtozatos szelekcids nyomashoz. Mivel az RdRp dnmagaban hibajavito
aktivitdssal nem rendelkezik, az nsp12-nsp7-nsp8 komplex magas hibaaranyanak
kompenzalasara a coronavirusok egyedi/kilénleges hibajavitd funkcidval rendelkeznek, amit
a replikacios komplex mas elemei, nevezetesen az nsp14-nsp10 komplex biztosit (O’Sullivan
et al., 2019). A coronavirusok kdzott er6sen konzervalt nsp14 3-5' exonukleaz (ExoN) és
guanin-N7-metiltranszferaz domént tartalmaz (Ma et al.,, 2015). Mindezek ellenére a

coronavirusok jellemz&en magas hibaarannyal replikalédnak (lasd 6.6. fejezet).
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4. abra A coronavirusok replikaciojanak sematikus illusztracidja. Az abra a BioRender sablonjanak
felhasznalasaval készllt.

A genom kozel kétharmadat teszi ki az 5 végén talalhatdo 1a és 1b prekurzor
poliproteint kddolé ORF1ab, mely riboszomalis kereteltolédassal egy nagy poliproteinné (1ab)
majd 15, a virus replikaciéjaban fontos szerepet jatszd, nem szerkezeti fehérjévé (nsp2-nspl6)
irodik at (16. oldalon talalhatd 1. tablazat) (Brierley et al., 1989). Az 1ab replikdz gén altal
kodolt legfontosabb enzimek kézé tartozik a papain-szert proteaz (PLpro), a f6 proteaz (Mpro)
vagy a 3C-szer( proteaz (3CLpro), az adenozin-difoszfat-rib6z-1-foszfatéz (nsp3), az RdRp
(nsp12), az RNS-helikaz (nsp13), az exonukleaz (nsp14), az endoribonukleaz (nsp15) és a 2-
O-metiltranszferaz (nsp16) (Fang et al., 2010). A genom fennmarado része a strukturalis
géneken kivll a jarulékos géneket kodolja. Minden virus eredetli szubgenomialis mMRNS-rél
egyetlen virusfehérje transzlacioja torténik. A négy szerkezeti fehérje, a tuske (S), a
nukleokapszid (N), a membran (M) és a burok (E) fehérje transzlacioja kulénalld mRNS-ekrél
torténik. A jarulékos gének olyan géntermékeket kddolnak, melyek nem nélkilozhetetlenek a
virus replikaciojahoz, de deléciojuk gyakran a virulencia csokkenésével jar (de Haan et al.,
2002). A virdlis RNS replikaciojahoz a replikaz gén mellett szikség van a specifikus
masodlagos szerkezettel rendelkezd 5' és 3' végi UTR szekvenciakra és a nukleokapszid
fehérjére is (Zuniga et al., 2010).

A replikaciés ciklus egésze a citoplazmaban megy végbe (4. abra). A teljes genom

méret(i atiratok utddvirionokba csomagolédnak. A burok a gazdasejt transzmembran
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glikoproteineket tartalmazé membranjain, az endoplazmatikus retikulum ciszternain és a
Golgi-komplexen keresztll torténd lefliz6déssel képzddik. A virionok a Golgi-membranrdl
levalva keletkeznek, majd a sejten bellli vezikulumokban halmozddnak fel és a fert6zott sejtbdl

exocitézissal Urllnek (Abdel-Moneim, 2017).

6.4 Az Avian coronavirus altal okozott kérfolyamatok

A csirkék coronavirusa széles kérben elterjedt és kilénb6zd kérképek kialakitasaban
vesz részt. A virust els6ként kifejezett légzbszervi tlineteket mutatdé brojlerallomanyokbol
mutattak ki (Beach és Schalm, 1936; Beaudette és Hudson, 1937).

A légz6szervi forma mellett megjelentek a tojéallomanyokban a tojastermelés
csOkkenést és a tojashéj minéségének romlasat okozé torzsek (Beach és Schalm, 1936). Ezt
kovetéen megjelentek a vesekarosité hatassal rendelkezd variansok (Winterfield és Hitchner,
1962). Szamos IBV bizonyitottan szerepet jaszik a mirigyesgyomor-gyulladas kialakulasaban
is. A betegség klinikai megjelenése napjainkban is valtozatos, a fert6zést okozd torzstél
fuggben Iégzbszervrendszeri tinetekben, a szaporitészervrendszer, az
emésztészervrendszer vagy a vese megbetegedéseiben nyilvanul meg (Dobos-Kovacs,
2014). Egy adott allomanyban kialakulo korképek el6forduldsa és sulyossaga a virus
szerotipusan és patogenitasan kivil szamos egyéb tényezb fliggvénye. Meghatarozo szerepe
van az allomany koranak és hasznositasi iranyanak, a tartasi és takarmanyozasi
kérulményeknek, vagy az egyidejileg fennadlld egyéb fertézéseknek. A korhatarozas
szempontjabdl a torzsek kozotti antigénszerkezeti eltérések, valamint az alkalmazott vakcinak
sokfélesége nehezité kérulmény (Hoerr, 2021).

A fertézésre minden korosztaly fogékony, de a legsulyosabb tlnetek a napos koru
allatok fert6z6dése esetén alakulnak ki (Cavanagh és Nagqi, 2003). Egy érintett allomanyon
belll minden egyed fertézotté valik. A mortalitas mértéke a virus virulenciajanak, valamint az
allomany koranak, immunallapotanak és egyéb kulsé tényezéknek megfeleléen igen tag
hatarok kozott mozoghat (Cavanagh és Nagi, 2003).

A fiatal madarak esetében a betegség lefolyasa a tunetek sulyossagatol fuggéen 7-21
nap. A fert6z6 bronchitisben elpusztult fiatal csibék boncolasa soran a mellékiregek
gyulladasa, hurutos légcsdgyulladas, horgbégyulladas, valamint a tudében pangas és vizeny6
figyelhetd meg. Esetenként savos valadék figyelhetd meg a hérgdkben (Fenner et al., 1987).
A csirkék fert6zd bronchitisét okoz6 Avian coronavirussal az allatok leginkabb aerogén uton
(cseppfertézéssel vagy poros levegdvel) esetleg szajon at (fert6zo6tt takarmannyal, ivovizzel)
fertéz6dnek (Dobos-Kovacs, 2014). A virusreplikacié elsédleges célpontja a légcsé, de a
tidében, a vesében, a petefészkekben, az emésztétraktusban és a nyirokszévetekben is
szaporodik. A fertézd bronchitis virusa esetenként tartdés fert6zést idézhet eld, melynek

kovetkeztében a kezdeti expoziciot kdvetéen tdbb honapig a bélsarral Grll. A sikeres
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fertbzéshez sziikséges, hogy a tlskefehérije S1 alegysége a célsejt felszinén talalhaté
receptorokhoz kétédjon és az S2 alegység kozvetitésével a virus-gazdasejt fuzié létrejojjon
(Wickramasinghe et al., 2011; Hulswit et al., 2016). Ezt kévetéen a virus gyorsan terjed a
Harder-mirigy, a légcs6, a horgdk és a légzsakok hamseijtjeiben (Jones és Jordan, 1972).

A torzsek eltérd virulenciajabdl és szervtropizmusabdl adéddan a fertdézott allatok
koratol és immunallapotatél figgéen is kiilonb6zé tipusokat és klinikai formakat kilonithetlink
el. A betegség elnevezése nem tukrozi a sokféle klinikai és korbonctani megjelenést, melynek
hatterében részben a torzsek eltéré szoveti affinitasa all. A virus a hamsejtekben szaporodik,
lézidkat okozva az orrkagyldban, légcsében, vesében, ivarszervekben, petevezetékben,
tidében és a légzsakokban. Ezenkivil a gyomor-bél traktusban, beleértve a bursa Fabricii-t
és a vakbél nyiroktiiszdit (caecal tonsils) is gyakran talalhatéak elvaltozasok. Altalanossagban
a klinikai tinetek megnyilvanulasai alapjan négy f6 patotipust kuldnbdztetiink meg, ezek a
légzbszervi, kivalasztoszervi, nemi szervi és emésztészervi tuneteket okozo torzsek (Schalk
és Hawn, 1931; Broadfoot és Smith, 1954; Ignjatovi¢ és Sapats, 2000; Jackwood és de Wit,
2013).

6.4.1 Légzészervrendszert érintb fertézés

Az IBV aerogén fertézés utan els6sorban a fels§ légutak (féleg a légcsé alsd
harmadaban, horgbékben) csillés hamsejtjeinek és nyalkahartya sejtjeinek citoplazmajaban
sokszorozodik. A légutak egyéb szakaszaira és a kdt6hartyara is atterjed. Jellemz6 a fert6zés
hatasara kialakulé nyalkahartya karosodas. A légzdszervi tinetek jellegzetes formaban fiatal
allomanyokban alakulnak ki, mig hat hetes kor felett a tiinetek sok esetben észrevétlenek
maradnak. A betegségre altalaban jellemzé a kdnnyezés, savos kétéhartya-gyulladas (Dobos-
Kovacs, 2014), szortydgés, nehezitett légzés, kdhdgés, tlisszdgés, mely néha orrfolyassal
tarsul, esetenként a szemgoddor mellékureg duzzanata is megfigyelheté (Cavanagh, 2005). A
léguti virusreplikaciét hamarosan virémia kéveti és a virus a szervezet tobbi szervében is
szétterjed (Hoerr, 2021). A virémia miatt az allatok bagyadtak, tolluk borzolt,
takarmanyfogyasztasuk jelentésen csdkken.

Altalaban ez az IBV-hez kéthetd betegség legenyhébb lefolyasu formaja. A légzdszervi
torzsek altal okozott megbetegedés kdvetkeztében a légutak helyi védekezdképessége is
szamottev6en romlik, emiatt a madarak fogékonnya valnak a masodlagos bakterialis
fertézésekre (Fabricant és Levine, 1962; Ignjatovi¢ és Sapats, 2000). Masodlagos kérokozok,
mint az madar mycoplasma fajok, Escherichia coli, Ornithobacterium rhinotracheale vagy a
Bordetella avium megjelenése esetén tudogyulladas, légzsakgyulladas és hashartyagyulladas
léphet fel. A morbiditas szinte mindig 100%, mig a mortalitas az érintett madarak életkoratdl,
a virustorzstdl és a masodlagos kérokozok megjelenésétél fuggben igen valtozo lehet, 14%-

tol akar 82%-ig terjedhet (Ramakrishnan és Kappala, 2019).
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A fébb makroszkopos elvaltozasok kézé tartozik, hogy a gyulladt nyalkahartya
fellletén megjelend nyalkas vagy savéos — hurutos késébb fibrinnel atszéttvaladék, mely
teljesen elzarhatja a Iégutakat (Terregino et al., 2008; Cheng et al., 2018). A l1égcsé és a gége
halvanysarga szinezet(i, nyalkaval fedett, megvastagodott. Akut lefolyas soran a tlidében
kifejezett bovérliség mutatkozik és az 6démasan megvastagodott légzsakok habos, savos
valadékkal boritottak (Dobos-Kovacs, 2014). A savés-fibrines izzadmannyal telt tiddk és
légzsakok a kilénbdzé baktériumokkal (pl. Escherichia coli, Ornithobacterium rhinotracheale)
torténd tarsfert6zésre utalnak (5. abra) (van Empel et al., 1996; Dwars et al., 2009; Weerts et
al., 2021; Nordin et al., 2021).

5. abra Fert6z6 bronchitis és Escherichia coli tarsfertézés.
A makroszkdpos vizsgalat soran a fertézoétt csirkékben tapasztalt patoldgias elvaltozasok: a) a légcsében tulzott
nyalkahartya-lerakodassal jaré vérzéses tracheitis (nyil). b) a légzsakban megfigyelhetd sargas, savos-fibrines
izzadmannyal jar6 légzsakgyulladas (nyil). c) a tidében pangasos bévériség (nyil). Az abra forrasa: (Nordin et
al., 2021)

6.4.2 A szaporitdoszerveket érinté fert6zés

A coronavirusok a virémia soran jutnak a petevezettbe, ahol a nyalkahartya csillés
hamsejtjeiben replikadlodnak. A multiplikdlodas soran a hamsejtek pusztulasa miatt
funkciocsokkenés és megvaltozott funkcié okozta elvaltozasok jelentkeznek. Ez f6ként ,altojo-
szindromat” és csOkkent tojastermelést okoz, melyet a tojashéj deformitdsai és a tojas
minéségének romlasa kisér (Broadfoot et al., 1954; Duff et al., 1971; Jones és Jordan, 1972).

Az IBV a reproduktiv szervrendszer szamos részén okozhat elvaltozasokat. Célsejtjei
a nyalkahartya felsé rétegeinek csillés sejtjei, valamint az infundibulumban és magnumban
talalhaté tubulus mirigyek szekrécidos hamsejtjei. A virus a tojocsében a csillés ham
karosodasat, a propria gyulladasos besziir6dését és a nyalkahartya mirigyek hipoplaziajat,
rendellenes fejlédését idézi el (Crinion és Hofstad, 1972)

Az IBV fertézésre fogékony, fiatal koru jércék esetében a légzdszervi megbetegedés
mellett a petevezeték csillés hamsejtjeinek egyideji fert6zédése alakul ki (Crinion és Hofstad,
1972). Napos és 1-2 hetes koru allomanyok fert6z6dése a fejlédé tojocsé nyalkahartyajanak
maradandd karosodasat idézi el6 az érintett egyedek egy részénél. Ebben az esetben a

petevezeték hamja elhal, ami visszafordithatatlan, és a tyukok soha nem érik el teljes genetikai
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potencialjukat tojoként (Broadfoot et al., 1956; Crinion és Hofstad, 1972; Sevoian és Levine,
1957).

A noévendékkoru egyedek nemi szerveiben hasonlé elvaltozasok mutatkoznak, de az
elvaltozasok szama és mértéke kisebb és enyhébb (Dobos-Kovacs, 2014). A tojokorba kertild,
de tojasrakasra képtelen egyedek tobbsége Klinikai tineteket nem mutat. Ritkan
el6fordulhatnak kitelt, 16g6 hasu tojok az allomanyban. A szilépar allomanyok vakcinazasanak
altalanossa valasaval, mely a fiatal egyedekben megfelelé szintid maternalis ellenanyagot
biztosit a virémia kialakulasa ellen, a kérkép hattérbe szorult (Davelaar és Kouwenhoven,
1977).

Tojékoru allomanyok fert6zédése esetén jellemzé tlinet az akar 70%-ot is elérd sulyos
tojashozam kiesés, a tojashéj min6ségének romlasa. A kéros héjképz&dés tojasdeformitast
nyilvanul meg (Sevoian és Levine, 1957; Muneer et al., 1986; Samiullah et al., 2016; Sjaak de
Wit et al., 2020) (6. abra). A tojasfehérje hig, benne fibrincsomok, vércsikok lathatoak, a tojas
rétegeinek hatara elmosdédik (Dobos-Kovacs, 2014; Jackwood és de Wit, 2013). Kisérletes
fert6zések soran a lerakott tojasok tdmege is csokkent a nem fert6zott kontroll csoporthoz
képest (Chousalkar és Roberts, 2007). A tojastermelés a fert6zést kdvetdé 2-3 hét mulva az
elvarhatéhoz képest tdbbnyire alacsonyabb szintre képes csak visszaallni. Kisérletes
kérulmények kozott a legtobb IBV-vel fert6zott tojotyuk tojastermelése visszaesett, és
korilbelll 70%-uk nem kezdett el tojast rakni 5 héttel a fert6zést kdvetéen sem (Sevoian és
Levine, 1957). Az ,altojo szindroma” néven ismert kérkép esetén az érintett allatok az inaktiv
vagy alig mikédé petefészek miatt nem termelnek tojast, de folyamatosan ovulalnak, a

tojassargajat a hasluregbe engedve és ezzel kdvetkezményes hashartyagyulladast okozva.

e r

6. abra A fert6z6 bronchitis altal okozott petevezet6 gyulladas miatt a betegségen a tojasrakasi idészakban
atesett tojotyukok altal termelt gy(rt héju tojas. (Dr. Thuma Akos felvétele)
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Kdérbonctani vizsgalat soran altalaban ép, funkcionalé petefészek mellett, eltérd
mértékben fejl6dott, sokszor cisztaszerlien kitagult szakaszokat tartalmazd tojécsovet
lathatunk. Az érintett tyukokra jellemz6 a petevezetd sulyos, krénikus tagulata, amely
szegmentalis szilkulletként és a petevezeték mentén elhelyezkedd cisztas teriletekben jelenik
meg (Hoerr, 2021). A reproduktiv traktusban megfigyelhet6é fébb makroszkopos elvaltozasok
a fejletlen, zsugorodott és s6tétvords vagy barna elszinez6déseket mutato tliszék (Sevoian és
Levine, 1957). A korszdvettani valtozasok magukban foglaljak a hamsejtek csillovesztését és
a szekrécios hamsejtek hipoplaziajat (Chousalkar és Roberts, 2007). A fiatalkorban fert6z8dott
és késbdbb elhullott allatokban erételjesen kitagult, vékony falu, savos folyadékkal telt
tojocsdvet figyelhetlink meg (Crinion és Hofstad, 1972).

Az IBV herére és mellékherére gyakorolt esetleges karositd hatasa az elmult években
vetddott fel (Gallardo et al., 2011). Tobbek kdzott heregyulladast, a mellékherében fokozott
k6képzddést és kovetkezményes ndvekvd termeéketlenséget figyeltek meg élé attenualt
vakcinak hasznalata ellenére vad virussal val6 fert6z6dést kdvetben is (Boltz et al., 2004;
Villarreal et al., 2007). Boncolaskor esetenként voroses elszinez6déssel jard heresorvadas
tapasztalhato (Gallardo et al., 2022).

6.4.3 A kivalaszto- szervrendszert érinté fertézés (nephropatogén toérzsek)

Az els6 vesekarositd hatassal rendelkezd IBV torzsekrdl az 1950-es évek végén
szamoltak be (Cosgrove, 1962; Winterfield és Hitchner, 1962). Az IBV magasabb
patogenitassal rendelkezd torzsei vesegyulladast okoznak és Iényegesen magasabb
mortalitassal jarnak, mint a légz&szervrendszert vagy szaporitd-szervrendszert fert6z6
térzsek. A nephropatogén torzsekkel torténd fertéz6dés harom lehetséges utvonalon
torténhet. Akut fertézés soran a virus a légcsdben talalhaté makrofagokat és a vérben keringé
monocitakat fert6zi, a kezdeti virusreplikacio tehat a légutakban zajlik, majd a virionok a
virémia soran jutnak el a vese tubulushamsejtjeinez (Jackwood és de Wit, 2013). A vesében
torténd fert6zés kialakitasaban a kloakan at torténd fert6z6dés joéval hatékonyabb a léguti
utvonalnal, még egy nem nephropatogén IBV toérzs esetében is (Uenaka et al., 1998). A
petevezeték IBV-vel vald kisérletes fert6zése veseelvaltozasok kialakulasahoz vezethet
(Jones, 1974). A kloaka és a petevezeték felszallé utat biztosithatnak az IBV fertézés szamara
a vese iranyaba a klodka kdzépsd kamrajaban, az urodeumban lévé hugyvezeték- és a
petevezetéknyilasokon keresztul (Uenaka et al., 1998). A virusreplikacio a tubulus hamsejtek
citoplazmajaban zajlik, melynek kovetkeztében a hamsejt degeneracio, a szovetkozi gyulladas
és a heveny veseelégtelenség az allat elhullasat okozza (Jones, 1974) (7. abra). Tojokban a
fertézés hugykoképzddéshez és egyidejlleg hashartyagyulladas kialakuldasahoz vezethet
(Butcher et al., 1989).
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7.abra A nephropatogén QX-szer(i IBV térzs kartétele a vesében.
IBV fertézes kovetkezteben kialakult stlyos hugysavlerakddas. A vesek duzzadtak, az eltér6 szinl
vesecsatornacskak miatt a tubularis rajzolat jol elklilonithet6 az interstitiumtdl. (Dr. Thuma Akos felvétele)

Kdrbonctani vizsgalatok soran jellemzd elvaltozasok a vizeletpangas, duzzadt, halvany
vesék, a hugysavval kitoltott tubulusok és elvezet hugyutak, valamint a generalizalt kdszvény
(Dobos-Kovacs, 2014). Kronikus aktiv gyulladas esetén a perzisztens fert6zés sokaig
kimutathaté a vesékbél. A korabban leirt Iéguti elvaltozasok mellett a nephropatogén IBV
torzsekkel torténd fert6zést a vesék szimmetrikus megnagyobbodasa jellemzi. A vesék diffuz,
a halvanyvorostdl halvanyszirkéig terjedé elszinez6dése a jol lathatéan kidomborodo
tubulusokkal finom marvanyozott mintazatot eredményez. A zsigeri kdszvény gyakori

végstadiumu szévédmeény (Butcher et al., 1989; Ziegler et al., 2002).

6.4.4 A gyomor- és bélrendszert érinté ferté6zés (mirigyesgyomor-gyulladast

okozo torzsek)

Az enteralis tineteket okozé IBV fert6zésrél a vesegyulladast okozé IBV térzsekkel
egyidejlleg szamoltak be (Winterfield és Hitchner, 1962). Az6ta bebizonyosodott, hogy az IBV
az egész emésztérendszer terlletén képes a hamsejteket megfertézni, melyet elhizédo
virusurités kisér (Chacon et al., 2014). Az IBV enterotrop tulajdonsagaért feltételezhetéen az
S2 fehérjealegység szOvetspecifikus proteaz aktivitasa felelés, mely elésegiti a virus bejutasat
a bélhamsejtekbe, és kompenzalja az S1 fehérje gyenge rogzité képességét (Saiada et al.,
2020).

A mirigyesgyomor-gyulladasban szenvedé madarak tollazata felborzolt, és léguti
tinetek jelentkeznek, beleértve a légcsd szortydgést, a kohogést, a tlsszogést és az
orrfolyast. Ezen felll jellemzé a hasmenéssel, bélhuruttal és mas gyomor-bélrendszeri

tinetekkel jard fehér vagy sargas-krémes bélsar (YuDong et al., 1998; Benyeda et al., 2010).
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Boncolaskor a proventriculus (mirigyesgyomor) megnagyobbodott és duzzadt,
nyalkahartyaja megvastagodott, dsszenyomasakor fehér mirigyvaladék Uril. A betegség
késbbbi szakaszaban a proventriculus papillaiban fekélyek és vérzések lathatéak (Cheng et
al., 2018). Az emésztérendszer mas részein is észlelhetéek elvaltozasok, beleértve a

nyombélfal elvékonyodasat és a vakbél nyirokcsomaok vérzéseit (Yu et al., 2001).

6.5 Az Avian coronavirus genetikai jellemzéi

Az IBV gyors evolucidjaban tébb tényezd is szerepet jatszik, tdbbek kdzott a viralis
replikacié pontatlansaga miatt keletkez6 mutacidk, a vakcina és a vad torzsek kozotti
rekombinacio, illetve a vakcinazassal csak részleges védettséget szerz6 madarak
kdvetkeztében kialakult szelekciés nyomas (Kusters et al., 1990; Hanada et al., 2004). Uj
varians torzsek megjelenése vakcinazott allomanyokban is bizonyitott (Yu et al., 2001; Zhou
et al., 2017).

Valastro és mtsai. 2016-ban uj, az S1 fehérjét kodolé genomi régié szekvenciajanak
elemzésén alapulo klasszifikacids rendszert javasoltak, amit a tudomanyos kézdsség hamar
befogadott (Valastro et al., 2016) (2. tablazat a 29. oldalon). Az S1 a legvariabilisabb genomi
régio, jelentéseégenél fogva pedig az IBV genom leggyakrabban szekvenalt szakasza.
Valastroék 6sszesen 1286 IBV torzs csaknem teljes S1 nukleotid szekvencigja (1456 nt)
alapjan hat genotipust és 32 leszarmazasi vonalat (lineage) hataroztak meg, melybdl 27
leszarmazasi vonal a Gl genotipusba tartozik (Gl-1 - GI-27). Az IBV-re jellemz6 magas
mutacids ratanak és a rekombinacids hajlamnak kdszénhetéen az S1-re nehezedd szelekcids
nyomas folyamatosan Uj variansok létrejéttét eredményezi.

Jelenleg a genetikai sodrédassal kialakult egyedi variansokat, illetve az eltéré genetikai
vonalakba sorolt térzsek rekombinaciojaval létrejott szekvenciavariansokat ez a rendszer nem
képes kezelni. Ennek ellenére az S1 alapu genetikai besorolas mar ma is nyolc genotipust
(GI-GVIIl) és 6sszesen 38 leszarmazasi vonalat ismer. TObbek koézott a GI-28 és GI-29
vonalakat és a GVII genotipust a kézelmultban Kinaban, a GI-30 vonalat Trinidad és Tobago
teruletén, a GVIII genotipust Lengyelorszagban irtak le, a Gll-2 vonalat pedig nemrégiben
Hollandidban azonositottak (Brown Jordan et al., 2020; Chen et al., 2017; Domanska-Blicharz
et al., 2020b; Jiang et al., 2017; Ma et al., 2019; Molenaar et al., 2020).
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2. tablazat. Az Avian coronavirus egyes genotipusainak megfeleld, korabban hasznalatos szerotipus elnevezések

és az egyes genotipusok foldrajzi elterjedése

IBV térzsek elnevezése . i
Genotipus Korabbi nevezéktan/tipus Fldfordulas

Gl-1 H120, H52, Mass, M41, Ma5 globalis

Gl-2 Holte Azsia és Eszak-Amerika

GI-3 JMK, Gray Azsia és Eszak-Amerika

Gl-4 Holte Azsia és Eszak-Amerika

GI-5 N1/62 Ausztralia és Oceénia

Gl-6 Vic-S Ausztralia és Oceania

GI-7 TWI, TWII Azsia

Gl-8 SE-17 Eszak-Amerika

GI-9 Arkansas (Ark) Eszak-Amerika
GI-10 A, B,C,D Ausztrélia és Oceania
Gl-11 BR-I, SAI Koézép- és Dél-Amerika
Gl-12 D207, D274, UK/6/82 Eurépa és Afrika
GI-13 793B, 4/91, CR88, Israel variant 1 globalis

Gl-14 B1648 Eurépa és Afrika
Gl-15 K-l Azsia

Gl-16 J2,Q1 globalis

Gl-17 CAV (California variants) Eszak-Amerika
Gl-18 JP-1, LDT3 Azsia

Gl-19 QX globalis

GI-20 Qu_mv Eszak-Amerika
Gl-21 Italy02 Eurépa

Gl-22 HNO8, SAIBK Azsia

Gl-23 Variant 2 Kozel-Kelet
Gl-24 V13 Azsia

Gl-25 GA07 Eszak-Amerika
Gl-26 IBADAN Afrika

Gl-27 GA08 Eszak-Amerika
Gl-28 LDT3 Azsia

Gl-29 - Azsia

GI-30 -- Ko6zép- és Dél-Amerika
Gll-1 D1466, D212, V1397 Eurdpa

Gll-2 D181 Eurépa

GllI-1 N1/8, N1/88 Ausztralia és Oceania
Glll-2 Q3/88 Ausztralia és Oceania
GllI-3 N18/91 Ausztrélia és Oceania
GIV-1 DEO072, GA98 Eszak-Amerika
GV-1 N4/02 Ausztrélia és Oceania
GVI-1 TCO7-2 Azsia
GVII-1 - Azsia
GVIII-1 IB 80 Eurépa
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Az IBV altal okozott megbetegedések megelézésére alkalmazott tdmeges vakcinazas
az Ujabb és ujabb variansok megjelenésének motorja, ezért a variansok globalis
el6fordulasanak molekularis genetikai médszerekkel torténdé nyomon kovetése fontos feladat
(Jordan, 2017). A szerteagazé nemzetkdzi hus- és éléallat-kereskedelmi kapcsolatok miatt
nemcsak a hazai, hanem a koérnyezd orszagokban, sét a tavolabbi régiékban cirkulaloé 1BV
torzsek folyamatos monitorozasa is szlikséges. Ezt tdmasztja ala példaul a Kinabol szarmazo
GI-19 (QX-szerl) és a kozel-keleti eredetii GI-23 vonalba tartoz6 IBV térzsek gyors és
széleskorl eurdpai elterjedése is (Franzo et al.,, 2017a; Domanska-Blicharz et al., 2020a;
Houta et al., 2021). Jarvanyvédelmi szempontbdl az enzootikus tdrzsek folyamatos
monitorozasa és azok genomszintl vizsgalata is elengedhetetlen. Az elérhetd teljes S1 és
telies genom szekvenciak korlatozott szama hatraltatia az egyes tdrzsek pontos
Osszehasonlitasat és az ujonnan felbukkané genotipusok felderitését. Ugyanakkor a
részleges S1 szekvenciak hasznalata az egyes tdrzsek leszarmazasi kapcsolatanak

vizsgalatara Iényegesen befolyasolhatja és torzithatja a filogenetikai elemzések eredményeit.

6.6 A coronavirusok és az Avian coronavirus evolucidja

A coronavirusok evoluciojanak f6 hajtdereje a magas mutacidos rata mellett a
rekombinacio (De Wit et al., 2011; Jackwood, 2012; Lin és Chen, 2017). A coronavirusok gyors
evolucidja nehezitheti jarvanytani sajatsagaik pontos megismerését és megértését,
befolyasolhatja a diagnosztikai vizsgalatok érzékenységét, korlatozhatja a vakcinak
hatékonysagat, és kedvezhet az immunvalasz-elkertlési eseményeknek, igy jelentésen
megnehezitve az amugy jol ismert korokozé elleni védekezést is (Jackwood, 2012).

Az RNS-virusok replikaciojara rendkivil magas hibaarany jellemzé (korulbeldl
1074 -107° hibas beéplilés nukleotid pozicidonként), mivel hianyzik az RdRp hibajavito aktivitasa
és az RNS-javité mechanizmusok (Duffy, 2018; Sniegowski et al., 2000). A kérulbelll 26-37 kb
hosszusagu genommal rendelkezd coronavirusok, koztuk az IBV, kivételnek tekinthetdk az
RNS viruscsoporton belll, mivel nagy replikdz génjuk egy exonukledz domént (ExoN)
tartalmaz az nsp14 fehérjében, amely javitd mechanizmusokban vesz részt. Mindazonaltal az
IBV becsiilt szubsztiticios rataja (10~ -10~° szubsztitucié/pozicidé/év) még mindig figyelemre
mélto, és jelentds evolucios potencialt biztosit (Franzo et al., 2017a). Ezt tukrozi a vilagszerte
megjelend variansok valtozatossaga (De Wit et al., 2011; Jackwood, 2012).

A javitomechanizmusok hianya miatt jellemz6 magas mutacios ratgjuknak
kdszonhetéen az RNS-virusok egymassal rokon virusrészecskék genetikailag diverz
valtozatossag, mint a genotipusok aranya (genetikai variacié), valamint egyes genotipusok
gyakorisaga a populaciéban, a virusgenom replikacidja soran a mutaciok, szubsztituciok,

delécidk, inszerciok és rekombinacios események altal jon létre. A kvazispecies szamos
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kilonb6zb genotipusba tartozd virus egy fert6zott sejten és gazdan bellli egyittes
eléfordulasat jelenti, melyek potencidlisan kilénb6z6 mértékben alkalmazkodnak a
gazdaszervezethez. A virus kvazispecies egyik f6 jelentésége, hogy alkalmazkoddképességet
biztosit a virus szamara, hiszen a viruspopulaciéban j6 eséllyel talalhatéak olyan variansok,
amelyek a valtozo kérnyezeti feltételeknek jobban megfelelnek (Domingo et al., 1985; Kiss et
al., 2010).

A coronavirusok genomjara jellemzd magas mutacios rata (azaz szubsztituciok,
delécidk és inszerciok el6fordulasa) 6sszefiiggésbe hozhaté az nsp14 fehérje alacsony
hatékonysagu hibajavito (proofreading) aktivitasaval (Ma et al., 2015). Bar ez a mechanizmus
elengedhetetlen a genetikai sokféleség noveléséhez és a szelekcids nyomashoz vald
alkalmazkodashoz, feltételezhetd, hogy a legtdbb mutacié, amely természetesen fordul eld,
nem feltétlenul eredményezi a virus fitheszének ndvekedését (Toro et al., 2012).

A coronavirusok genomjaban megfigyelheté magas mutacios és rekombinacios ratak
a virus diverzitasaeért felel6s kulcsfontossagu evoluciés mechanizmusok (Hewson et al., 2011;
Marandino et al., 2017). A mutacidk elsésorban az IBV S fehérje kddoloé régidjaban
halmozdédnak, amelyek kdzul néhany akar csokkentheti is a virulenciat, és a legtobb adaptiv
markermutacié az S1 alegységben fordul el6 (Cavanagh et al., 1988). Ugyanakkor az S2
alegység mutacioi megvaltoztathatjak a virusrészecskék membranfuzios képességét, ami a
madar gazdafajok mellett eml&sdk potencialis fertézéséhez vezethet (Fang et al., 2005).

A mutaciok altal fenntartott kvazispecies jelleg mellett a coronavirusok genetikai
valtozatossaganak masik fontos forrasa a rekombinacio lehet6sége az adott gazdasejtet
egyszerre fert6z6 kulonbdzd virustorzsek kozott. A rekombinaciora valé hajlamot a
coronavirusok replikacidjanak sajatossagai (szubgenomialis mRNS-képzés, RdRp templat-
valté mechanizmusa) nagyban el6segitik. A szil6i virus RNS-ek homolég régiodiban térténd
templat-valtas soran az RdRp az egyik RNS-molekulardl (a donor templat) a masikra (az
akceptor templatra) valt at a szintézis kézben, mialatt a keletkezé nukleinsavlanchoz kétédik,
és kiméra RNS-molekulat hoz Iétre (Lai, 1992; Simon-Loriere és Holmes, 2011).

A coronavirusok genetikai sokfélesége a magas mutacios rata és a rekombinacié altal
vezérelt adaptiv evollucié eredménye (Holmes, 2009), mig a magas mutaciés rata az RdRp
minimalis javitd mechanizmusanak, a rekombinacié az RNS-replikacio soran fellép6 templat-
valtd mechanizmusnak koészdonhetd (Lai, 1992; Legnardi et al., 2020; Simon-Loriere és
Holmes, 2011). A fitnesz ndvelésének valdszinilleg a rekombinacié a leghatasosabb madja.
Ellentétben a véletlendl fellépé mutaciokkal, melyek lehetnek elénydsek, semlegesek vagy
karosak is, a virus rekombinacioja az adott kornyezetben mar sikeresnek bizonyult
fenotipusokat expresszald szekvenciak kozotti atadast eredményezi (Worobey és Holmes,
1999). A rekombinacio gyakran fordul el szimultan fert6zéskor, szamos esetben medfigyelték

vadvirus izolatumoknal éppugy, mint kisérletes korilmények kozott.
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A rekombinacié altal egyik leggyakrabban érintett genom szakasz a tliskefehérjét
kodold gén S1 alegysége (Jia et al., 1995; Mo et al., 2013; Ovchinnikova et al., 2011). A virus
felszinén elhelyezked6 tluskefehérije a gazdasejt receptorokhoz valé kot6édésében, a
membranfuzioban és a gazdasejtbe valdé bejutasban jatszik szerepet, emellett
konformaciofiiggé epitdpjai a virusneutralizal6 antitestek indukalasaért felelések (Moore et al.,
1997). A rekombinacio jelentds kihivast jelent az IBV klasszifikacidja soran is. A jelenleg
alkalmazott osztalyozas az S1 gén szekvencigjan alapul (Valastro et al., 2016). Azonban
kevés ismerettel rendelkezink az IBV genom fennmaradd régioit érintd rekombinacios
esemeényekrél. Ezért el6fordulhat, hogy az S1 alapu osztalyozas gyengén reprezentalja az IBV
tényleges evolucios torténetét, ami rekombinacidéra iranyuldé elemzés elvégzése nélkil a
rekombinans torzsek uj genotipusokként valo téves besoroldsanak kockazatahoz vezet
(Rohaim et al., 2020).

A tiskefehérje mellett az ORF1ab kddolo régidi is, kildndsen az nsp2, nsp3 és nspl6,
szamos mutacios és rekombinaciés forrépontot tartalmaznak (Thor et al, 2011). A
mutaciékhoz hasonldéan a rekombinaciés események is jarhatnak a virulencia csdkkenésével
(Huang et al., 2020).

A coronavirusok kozotti rekombinacio fontos szerepet jatszik a virusok evollcidjaban
és akar kozvetlenll is vezethet Uj coronavirus fajok és hozzajuk kapcsolodd betegségek
megjelenéséhez (Jackwood et al., 2010). A rekombinacié csdkkenti a mutaciés terhet,
genetikai variaciot teremt és Uj térzsek megjelenését eredményezheti (Worobey és Holmes,
1999).

Az Avian coronavirus torzsek kozoétti rekombinaciét igazolé eredmények az 1990-es
évek kezdete 6ta gyllnek (Kusters et al., 1990; Wang et al., 1993; Jia et al., 1995; Cavanagh
et al., 1992). Az IBV toérzsek kdzotti rekombinaciot telepi és kisérletes korulmények kdzott is
szamos alkalommal medfigyelték (Estevez et al., 2003; Jia et al., 1995; Kusters et al., 1990;
Lee és Jackwood, 2001, 2000; Mardani et al., 2010). Szamos tanulmany szamolt be vakcina
és vad tipusu IBV torzseket érint6, valamint az egyes vakcina térzsek kozoétt kiildndsen magas
gyakorisaggal el6fordulé rekombinacids eseményekrél (Lee és Jackwood, 2000; Mardani et
al., 2010). igy tehat arra lehet kdvetkeztetni, hogy az é16 attenualt vakcinak kiterjedt hasznalata
meghatarozo szerepet jatszik a viralis evolucidban (Jackwood és Lee, 2017).

Szamos, léguti tinetekkel jardé jarvanyos megbetegedés esetén igazoltak, hogy a
hattérben a vildgszerte hasznalt H-120 vakcina (Mass-tipusu) és vad IBV torzsek
rekombinansai allnak. Az ujonnan felbukkan6 IBV toérzsek kozul j6 néhany szarmazik
vakcinavirusok és mas virusok kozotti rekombinacios események eredményébdl (Liu et al.,
2014; Marandino et al., 2022; Quinteros et al., 2016). Beszamoltak példaul az LDT3-A

attenualt vakcinatorzs és vad tipust QX virusok kézotti, valamint a 4/91 vakcina és a GI-19
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példa az adott régidéban idegen, attenualt IBV vakcinak bekerilése altal okozott karokra a
Kodzel-Keleten bevezetett D274 és a 793B szerotipusokhoz tartozé vakcinatérzsekhez (4/91)
kotédik. Ma mar a régidéban észlelt léguti megbetegedések soran leggyakrabban ezek a
virustorzsek mutathatéak ki és szamos esetben szamoltak be mas torzsekkel vald
rekombinalédasukrol (Ganapathy et al., 2015; Hosseini et al., 2015; Rohaim et al., 2020).

Megfigyelték, hogy vakcinazas mellett a tlskefehérjét kodold gén hipervariabilis
(McKinley et al., 2008). Tovabba azt tapasztaltak, hogy a vakcinaban eredetileg kimutathaté
variansok kézil némelyek kiszelektalédnak az oltott allatokban és akar uj, addig jelen nem
lévé mutaciok is megjelennek, amelyek idével rogziinek vagy eltiinnek. Addig is genetikai
alapot kélcsbnbdznek az immunvalasz elkerlléséhez, a sejttropizmus megvaltozasahoz és
ujabb variansok kialakulasahoz (Kiss et al., 2010).

A legtobb tanulmany alapvetéen az S fehérje vizsgalatan (vagy annak egy részén)
alapul, amely az IBV genom alig tébb mint 10%-at reprezentalja, mig az IBV virulencigjat,
patogenezisét és sejttropizmusat nyilvanvaléan nem csupan egy gén hatarozza meg (ZUst et
al., 2007; Laconi et al., 2018). Ezen felll a jelenleg rendelkezésre allé tanulmanyok tdbbsége
Sanger-szekvenalas soran kapott szekvenciakon alapul, ami csak a f6bb alpopulacidk
vizsgalatat teszi lehetévé és nem veszi figyelembe az IBV kvazispecies természetét. Az
ujgeneracios szekvenalasi (NGS) technolégidk szélesebb korl alkalmazasaval lehetdség
nyilik ennek vizsgalatara is, amely a jovében tovabbi részletek feltarasat teszi majd lehetéveé

a virus evoluciojaval kapcsolatban.

6.7 A fert6zo6 bronchitis elleni védekezés

A fert6zd bronchitis elleni folyamatos és extenziv védekezés ellenére egy 2016-ban
végzett nemzetkdzi felmérés alapjan az IB a baromfitermelést vilagszerte érint6 legjelentésebb
betegség (Zavala, 2016). A fert6zés terjedésének mérsékléséhez megfelel6 jarvanyugyi
intézkedésekre van szikség, mint példaul a bélsar telephelyrdl torténd rendszeres elszallitasa,
szigoru takaritas és fert6tlenités, illetve csak az azonos koru és fejlettségli madarak egyutt
tartasa (de Wit és Cook, 2019). Az intenziv baromfi telepek jarvanytani eszkdzokkel torténé
mentesen tartdsa azonban lehetetlen feladatnak tlinik, a virus kornyezeti tényezdkkel
szembeni j6 ellenalloképessége miatt a védekezés a medfelel§ biztonsagi intézkedések
mellett a rutinszerl vakcinazasra épul (De Wit et al., 2011). A veszteségek csokkentése és a
megfeleld védelem kialakitdsa az allomanyok aktiv immunizélasaval valdsithaté meg, mely
tipikusan €l6 attenualt vagy inaktivalt vakcinakkal és gyakran ezek kombinaciojaval torténik
(Cavanagh és Nagi, 2003; Cavanagh, 2007).

Ezt a védekezési stratégiat neheziti azonban a virus nagyfoku genetikai

valtozékonysaga és a kilénbdzé variansok egyideji cirkulaciéja egy adott foldrajzi région
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belil. A magas mutaciés és rekombinaciés ratanak kdszdnhetéen folyamatosan U,
altalanosan gyenge keresztvédelemmel rendelkezé variansok jelennek meg, ezért csupan
egyetlen szerotipust tartalmazo vakcina alkalmazasa nem nyujt megbizhaté védelmet (Bande
et al., 2015; de Wit et al., 2016). Egy konkrét varians elleni védelem elérhetd akar az adott
virusnak megfeleld (homolég) torzzsel végzett egyszeri vakcinazassal vagy tobb kiilénb6zé,
az adott varianstol eltéré torzseket tartalmazo (heterolég) vakcinakkal. A keresztvédelem ily
modon torténd szélesitése az ugynevezett ,protektotipus” elven alapul, azaz, hogy a
klénb6z6 szerotipusu vakcinak kombinacidja jo keresztvédelmet biztosit mas variansok ellen
(Cook et al.,, 1999; Jordan, 2017; Karimi et al., 2019, 2018). A szerotipus specificitastol
fuggetlen keresztvédelem a megfeleld torzsek vakcinaként torténd alkalmazasaval érhetd el.
Példaul a Massachusetts és 793/B heteroldg szerotipusu tdérzseket tartalmazé IBV vakcinak
kombinacidjaval hatékony védelem érhetd el a QX-szerl és az Israeli 2-es tipusu varians vad
virustérzsekkel szemben is (Habibi et al., 2017; Terregino et al., 2008). Kisérletes kortlmények
kozott a H120, a D274 és a QX-szer(i vakcinak kombinaciéja széleskorl védelmet biztosit
kGldnb6z8, nem rokon virulens 1BV torzsek, példaul a 793B ellen (Bru et al., 2017).

Azonban a keresztvédelem spektrumanak szélesitése érdekében sem javasolt tul sok
torzs vakcinaként torténd egyideji alkalmazasa, hiszen ez noveli a torzsek kozott
rekombinacio esélyét (Song et al., 1998). A megfelel6 vakcina kombinaciok kivalasztasa soran
figyelembe kell venni a telepen specifikusan el6forduld vad virustorzseket és elengedhetetlen
az aktualis jarvanytani helyzet felmérése és a régidban cirkulald variansok ismerete (Jordan,
2017; Toro, 2021).

A vakcinazasi stratégia eltér a kilénbdz6 felhasznalasu baromfiadllomanyokban. A
ndvendek és brojler allomanyokban altalaban él6 attenualt, mig tojo és tenyészallomanyokban
attenualt és inaktivalt vakcinak kombinaciéjat alkalmazzak (Jackwood, 2012).

Az embrionalt tydktojasban passzalt €18, attenualt virust tartalmazé vakcinakat mar az
1950-es évektdl kezdve hasznaljak az IBV elleni immunizalasra. Késébb megjelentek az
inaktivalt vakcinak, melyeket els6sorban az él6 virust tartalmazé oltéanyagok altal kivaltott
immunvalasz fokozésa (booster-hatas) érdekében alkalmaznak, mivel az inaktivalt vakcindk
onmagukban nem nyujtanak megfelel6 védelmet (Cavanagh, 2003). A gyakorlatban a brojler
és tojoallomanyok immunizalasa napos korban térténik él6, attenualt virust tartalmazo
vakcinakkal. A keltet6hazi vakcinazas egységesithetd, szélesebb atoltottsagi arany érhet6 el,
ily modon csoékkentheték a koltségek (Franzo et al., 2016). A tojo- és tenyészallomanyok
esetében a vakcinas védelem fenntartasa és meghosszabbitasa érdekében tdbbszori, él6
attenualt, majd késdbb inaktivalt virussal vald vakcinazast alkalmaznak, igy a termelt
ellenanyagok a materndlis immunitas (szikimmunitéds) révén egy rovid ideig védelmet
nyujtanak a kodvetkez6 generacid szamara is. Mivel az egyes szerotipusok kozotti

keresztvédelem elenyész6, a megfelel§ immunitas elérésének érdekében gyakori az oltas 2-
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3 hét elteltével torténd ismétlése (azonos, vagy masik szerotipussal), és az egyidejlleg tébb
antigén varianst tartalmazo vakcina alkalmazasa. Az ugynevezett multivalens vakcinak két,
vagy tobb antigén tipust tartalmaznak és igy szélesebb kér(i védelmet biztositanak. Mivel
folyamatosan jelennek meg Uj toérzsek, ezért a minél gyorsabb reagalas érdekében a mar
meglévd vakcinak kombinacidjat gyakran tesztelik az esetleges keresztvédelem reményében
(Smialek et al., 2017).

Annak ellenére, hogy a vakcinazas a betegség elleni védekezéshez nélkulozhetetlen
és szikségessége megkérddjelezhetetlen, a vakcinak széleskoérl, nem megfeleléen atgondolt
alkalmazasa szamos hatrannyal jarhat (Jordan, 2017).

Az IBV elleni oltas beadasanak legoptimalisabb médja az oculonasalis ut, ez azonban
nem praktikus nagyszamu madar vakcinazasakor (Jackwood és de Wit, 2013). Emiatt a
nagylzemi allattarté telepeken az é16 attenualt vakcinakat jellemzéen ivévizzel, permettel vagy
aeroszollal juttatjak be napos vagy egy hetes korban (Gough és Alexander, 1979; Matthijs et
al., 2005). Az oltbanyag tdmeges vakcinazas soran térténd nem egyenletes kijuttatasa, mas
vakcinakkal torténd egyideji alkalmazasa és heterolog IBV torzset tartalmazo oltdanyag
hasznalata mind negativan befolyasolja az immunizalas sikerességét (de Wit és Cook, 2019).
Napjainkban elterjedt az egy dézisban adott tobb varianst tartalmazé (multivalens) vakcinak
alkalmazasa, azonban a kulonb6z6 iddépontokban beadott két vagy tobb vakcina
hagyomanyosan hatasosabbnak tekinthetd a booster-hatas és a légzéham epithéljének
oltasok kdzotti regeneralddasa miatt (Cook et al., 1999; De Wit et al., 2010; Jordan, 2017).

A vakcinazasi programok hatasa nem elhanyagolhat6 a cirkulalé vad, €l6 vakcina és
vakcina eredeti torzsek szempontjabol sem. A él6 attenualt vakcina torzsek atterjedhetnek
mas, nem vakcinazott allomanyokra, és a cirkulald vad virusokkal rekombinalédva uj, virulens
variansok alakulhatnak ki (Matthijs et al., 2008; Jackwood és Lee, 2017; Moreno et al., 2017).
Ezen felll a vakcinak hasznalata feltehetéen néveli az IBV mutacids ratajat a vad térzsekre
nehezedd immunoldgiai nyomas miatt (Jackwood et al., 2012). Szintén a vakcina és vad
torzsek kozotti kdlcsdnhatasokat jelzi, hogy beszamoltak néhany genetikai vonal eltlinésérél
miutan felhagytak a homoldg vakcindk alkalmazasaval (Franzo et al., 2014, 2016). Annak
érdekében, hogy megfelel6 képet kapjunk az egyes terlletekre jellemzd IBV torzsekrél,
atlathato vakcinazasi programokra van szikség, a vakcinazasi stratégiat pedig folyton ujra kell
értékelni a jarvanytani felmérések eredményeinek fuggvényében (Jordan, 2017).

Annak ellenére, hogy a fentiek alapjan az attenualt IBV vakcindk helyettesitése
elengedhetetlen, innovativ IBV vakcina alternativak nem Kkerliltek piacra az elmult
évtizedekben. Az IBV elleni hatékony védekezésre a nagyuzemi allattartasban is alkalmazhaté

alternativ technologiak megtalalasa jelent6s kihivast jelent (Jordan, 2017).
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6.7.1 EIS attenudlt vakcinak

Els6ként Brandt és mtsai. szamoltak be 1952-ben arrdl a felfedezésrdl, hogy az IBV
virulenciaja csOkkenthetd embrionalt tojasokon torténd passzalassal, az immunogenitas
fennmaradasa mellett (Brandt et al., 1952). Ezt kdvetden fejlesztették ki a napjainkban is
vildgszerte hasznalatos Massachusetts (Mass) tipusu vakcinakat (Ma5, H-52 és H120)
(Bijlenga et al., 2004; Jackwood, 2012). Jungherr és mtsai. 1956-ban igazoltdk az egyes
virusizolatumok kozétti antigenitasbeli kilonbségeket (Jungherr et al., 1956). Az 1960-as és
1980-as évek kozott vilagszerte szamos tanulmany jelent meg, mely felhivta a figyelmet az
IBV torzsek sokféleségére. A felfedezés, hogy az eltérd antigén szerkezettel rendelkezé 1BV
torzsek a heterolég fertézés ellen nem nyujtanak megfeleld védelmet, szamos, tipusspecifikus
attenualt vakcinatérzs kifejlesztéséhez vezetett (Hofstad, 1958; Lukert, 1969; Cook, 1984).
Eurépaban a Mass tipusu torzsek (H-52, H-120 és Ma5) a D274 és 793B (4/91) mellett a
leggyakrabban hasznalt attenualt IBV vakcinak kozé tartoznak (de Wit et al., 2021). A
Magyarorszagon alkalmazott él6 attenualt torzseket tartalmazdé vakcinakban a Mass
szerotipusba tartozé H120 vagy Ma5 torzsek mellett az egyéb Eurdpaban gyakori torzseket
(4/91, D274, 249G) tartalmazé vakcinakat hasznaljak (Benyeda et al., 2009).

Az 1950-es években az él6 attenualt vakcinak kifejlesztése valdszinileg az IBV elleni
hatékony védekezés legfontosabb kezd6 lépése volt. Sajnos az elmult harom évtizedben
felhalmozodé adatok azt jelzik, hogy ez a stratégia jelentés mértékben hozzajarult a probléma
fennallasahoz és sulyosbodasahoz (Jordan, 2017). Szamos tanulmany tamasztja ala, hogy a
jovében az IBV elleni hatékony kontrollhoz szikség lesz az él6 attenualt vakcinak
helyettesitésére alternativ technoldgiakkal készilt oltdanyagok segitségével (Bhuiyan et al.,
2021; Franzo et al., 2016; Jordan, 2017).

Az 1980-as évek 6ta szamos tanulmany hivta fel a figyelmet az attenualt vakcinak 1BV
evolucidjaban betdltott szerepére és a baromfiiparban valé hasznalatuk karos
kdvetkezményeire (Kusters et al., 1990; Wang et al., 1993; Jia et al., 1995; Lee és Jackwood,
2001; Jackwood és Lee, 2017). A jelenleg alkalmazott attenualt vakcinak csak bizonyos ideig
nyujtanak hatékony védelmet, am az Uj tdrzsek bevezetésével valdjaban hosszutdvon
sulyosbitjak a problémat. Az él6 attenualt vakcinak alkalmazasanak komoly kockazata, hogy
a bennik talalhaté virustdrzs az oltott populaciokban kénnyen rekombinalédhat, revertalddhat,
és visszanyerheti patogenitasat, Urtlhet a kdzvetlen kdrnyezetbe és fert6zési kockazatot
jelenthet a fogékony, nem vakcinazott egyedekre (Bande et al., 2015; McKinley et al., 2008;
Meeusen et al.,, 2007). Tovabba az élé attenualt vakcinak klinikai tineteket okozhatnak
immunizalt fiatal madarakban és alkalmazasuk esetén sem garantalt a teljes védelem (de Wit
es Cook, 2014; Wakenell et al., 1995).
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Bar az él6 attenualt IBV vakcinak alkalmazasa a fentiek alapjan szamos hatrannyal jar,
vilagszerte elterjedtek, mert: 1) er6s szisztémas és nyalkahartyas B- és T-sejt-valaszt valtanak
ki kivalo védelmet nyuljtva a homolég fertézés ellen, 2) hatékony nyalkahartya immunitast
indukalnak (sterilizalé immunitas) a gazdapopulacié 90%-aban 3) embrionalt tojasokban a
vakcina el6allitasa koltséghatékony és 4) kénnyen automatizalhaté tdmeges alkalmazast

tesznek lehetévé nyalkahartyan keresztll (Guzman és Hidalgo, 2020).

6.7.2 Inaktivalt vakcinak

Az eldlt korokozét tartalmazdé inaktivalt vakcinak altalaban sokkal biztonsagosabbak,
am kevésbé hatékonyak, mint az él6 attenualt torzset tartalmazé oltéanyagok. Az
inaktivalasnak kdszénhetéen azonban nem képesek revertalddni vagy rekombinalddni. Ezen
biztonsagi tényezdk miatt preferaljdk gyakran az inaktivalt vakcindk hasznalatat. Az élg,
attenualt vakcinakhoz képest alacsonyabb hatékonysaguk annak koészdnhetd, hogy az
inaktivalt vakcinak tobbsége nem képes a megfeleld erdésségl nyalkahartya- és sejtes
immunvalasz kivaltasara (Collisson et al., 2000; Ladman et al., 2002). Az inaktivalt és az
alegység vakcinak esetében is a hatékonyabb immunvalasz kivaltasat kilonféle adjuvansok
hozzaadasaval erésitik. Eppen ezért az IBV elleni védekezés soran inaktivalt vakcinatorzset
tartalmazo oltbanyagot altalaban csak tojoallomanyok emlékeztetd, un. booster vakcinazasara
hasznaljak (de Wit et al., 2022). Az él6 attenualt IBV vakcinakat a gazdaszervezet
nyalkahartya immunitasanak fontos részét képez6 lokalis immunvalasz kivaltasara hasznaljak
naposcsibékben majd néhany hetes koru allatok emlékeztetd oltasakor (Chhabra et al., 2015;
Guo et al., 2008; Okino et al., 2013). Tojéallomanyokban ezt kdvetéen a tojasrakas kezdete
el6étt 4-6 héttel minden madar inaktivalt vakcinat is kap a humoralis antitestszint ndvelésére
(Bande et al., 2015; Box et al., 1980).

6.7.3 Rekombinans vektor-, DNS- és alegységvakcinak

Az IBV elleni védekezés leghatékonyabb mddja a vakcinazas, mely jelenleg él6
attenudlt és inaktivalt torzseket tartalmazoé oltdbanyagok alkalmazasaval zajlik. Az inaktivalt
vakcinak azonban nem valtanak ki megfelel6 erésségl nyalkahartya- és sejtes immunitast,
valamint a gyartasi koltség és a Kkijuttatas modja tovabb korlatozza széleskori
alkalmazhat6sagukat (Bande et al., 2015; Collisson et al., 2000; Ladman et al., 2002; Meeusen
et al., 2007). Ezért uj, biztonsagos, hatékony és medfizetheté IBV elleni vakcinak
kifejlesztésére van szikség. A nagylzemi allattartd telepek szamara tervezett Uj
technoldgiakhoz olyan vakcinak szukségesek, amelyek lehet6vé teszik az oltéanyag olcso és
hatékony témeges kijuttatasat. A DNS-vakcinak igéretes eredményeket mutattak; azonban, in

ovo Uton alkalmazva csupan 80%-os védelmet indukaltak (Kapczynski et al., 2003).
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A kisérleti S fehérje alegység vakcina jeloltek hatékony védelmet nyujtanak (Eldemery
et al., 2017; Jordan, 2017; Yang et al., 2009). Am esetiikben az attenualt vakcinakhoz képest
elérheté védelem kulcsfontossagu korlatja a replikacié hianya, ezért alkalmazasuk soran
injektalhaté alapimmunizalasi és booster vakcinazasi stratégiara van sziikség (Eldemery et al.,
2017). Ez a tulajdonsag leginkabb tenyész- és tojéallomanyok szamara teszi lehetévé
alkalmazasukat. Mivel a megfeleld szerkezetli és mennyiségli S fehérje elballitasa
meglehetésen koltséges, az S fehérje alapu alegységvakcinak fejlesztése komoly kihivast
jelent (Balka et al., 2020). A hatékony vakcina el6allitasat az is neheziti, hogy az S protein a
coronavirusok legvaltozékonyabb fehérjéje (Enjuanes et al., 2016).

Jelenleg ugy tlnik, hogy az IBV immundominans fehérjéit expresszalé rekombinans
vektorvakcinak jelentik a legmegfelelébb alternativat. Kulénbozé replikalodd és nem
replikalodo virusvektor jeldlteket fejlesztettek ki az IBV S génjének expresszalasara. Példaul
himlévirusok (Wang et al., 2009), a Marek-betegséget és a kacsapestist okozd herpeszvirusok
(Lietal., 2016; Zhang et al., 2012), kllénb6zb adenovirusok (Johnson et al., 2003; Toro et al.,
2014), és a paramyxovirusok mind lehetséges jeldltek (Abozeid et al., 2019; Khalid et al., 2021,
Shirvani és Samal, 2020). Szamos vakcinajelolt sikeresen expresszalja az IBV S génjét,
azonban tdmeges vakcinazasra jelenleg nem alkalmasak (Jordan, 2017). A vektorvakcinak
nagy elénye, hogy regionalisan relevans IBV szerotipusok immundominans epitopjainak
kifejezésére szabhatéak (Hein et al.,, 2021). A human egészséglgyben a SARS-CoV-2
fert6zés megeldzésére alkalmazott mMRNS technoldgiaval készilt vakcinak sikerét kdvetéen
lehetséges, hogy alkalmazasuk a baromfitermelésben is elérhetd lesz, amennyiben a tomeges
kijuttatasuk lehetévé valik (Patel et al., 2022).

A vakcinak megfelel6 alkalmazas esetén nagyon hatasosak, am a hangsuly a helyes
alkalmazason van. A célzott vakcinazas érdekében fontos az adott régidban cirkulald
térzsek/genetikai vonalak pontos ismerete, az él6 attenualt és inaktivalt vakcinak megfelel6
kombinacidja, valamint, hogy minden madar teljes dozist kapjon. Ezen felll a j6 menedzsment
és tartastechnoldgia (hémérséklet, szell6zés), a szigoru jarvanyvédelem és a masodlagos
fertbzések megelézése vagy leklizdése is elengedhetetlen. Az IBV ellen nem lehet

mentesiteni, de a fentiek betartasaval hatékonyan lehet ellene védekezni.
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7 Célkitlizések

Munkank célia a fertéz6 bronchitist okozd Avian coronavirus genetikai

valtozatossaganak megismerése:

1.

Ujgeneraciés szekvenalas segitségével nagyszamu torzs teljes genomijanak
meghatarozasa, amellyel jelentds mértékben hozzajarulhatunk a vonatkoz6 adatbazis
bévitéséhez;

A kapott szekvenciaadatok elemzése, az egyes virustdrzsek genomszervezédésének,
genetikai diverzitasanak és filogenetikai kapcsolatainak feltérképezése és modellezése
kilénb6z6 bioinformatikai szoftverek segitségével. Ily médon informaciot gydjthetlink
az Avian coronavirus evoluciés mechanizmusairol;

Uj variansok és genetikai vonalak azonositasa és egyben a ma hasznalatos S1 gén
alapu genotipizalasi rendszer kiterjesztése;

Tovabba, az egyes genotipusok féldrajzi megoszlasara vonatkozo ismeretek frissitése

az ujonnan generalt adatok felhasznalasaval.
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8 Anyagok és moédszerek

8.1 A felhasznalt virustorzsek

A felhasznalt virustorzseket egylttmikédé partnereink, a CEVA-Phylaxia
Oltéanyagtermeld Zrt. és a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi
Diagnosztikai lgazgatésaga (NEBIH ADI) bocsatottak rendelkezésiinkre allantois folyadékban
izolalt formaban. Ezek kozul 100 db virustorzset a CEVA-Phylaxia Oltdbanyagtermeld Zrt.
osztott meg kutatdcsoportunkkal egy nemzetkozi torzsgydjteménybdl. A fert6zott allatok
valtozatos tlneteket mutattak, a légz8szervendszeri tlnetek mellett tdbbek kozott
ndvekedésbeli elmaradas/ az allomany szétnbdvése, borzolt tollazat, kdtdhartyagyulladas,
z0ldes bélsar és hasmenés volt medfigyelhetd. Boncolaskor bélgyulladas, vesegyulladas,
majgyulladas, epehdlyag-gyulladas és belsd vérzések voltak megfigyelhetbek.

Hazai egyiittm{ikddé partneriinktdl, a NEBIH ADI-t6l szarmazik két magyarorszagi
brojler allomanybdl izolalt térzs. Az allomanyokban megndvekedett elhullds, az allatok
boncolasakor vesegyulladas, valamint félheveny bélgyulladas volt medfigyelhetd. A vesébdl
készilt homogenizatumok fellluszojabdl sikertlt izolalni a 21776-os és 11518-as torzseket. A

vizsgalt fert6z6 bronchitis térzsek adatait az 1. melléklet tartalmazza.
8.2 Mintak eldkészitése teljes genom szekvenalasra

8.2.1 Viralis nukleinsav kivonasa

A mintakat a nukleinsav izolalas el6tt laboratériumi centrifuga segitségével 8 000 g
fordulatszammal 5 perc alatt Ulepitettik, majd a fellluszét 0,45 pm-es fecskenddszird
(Nantong FilterBio Membrane Co., Ltd., Nantong, Kina) segitségével a bakterialis és az egyéb,
sejtes tormeléktél megtisztitottuk. A viralis részecskéket pedig ezaltal feldusitottuk. A
visszamaradt szennyezd nukleinsav molekulak eltavolitdsa DNazt és RNazt tartalmazo
keverékkel tortént. A folyamat soran 100 ul fellluszéhoz 38 ul végtérfogatban Turbo DNase
puffer, Turbo DNase (Ambion/Thermo Scientific, Waltham, USA, 2 U/yL), RNase | (Thermo
Scientific, Waltham, USA, 10 U/uL), Benzonase (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag, 25 U/uL) és nukleaz mentes viz keverékét adtuk. Ezt kovetéen a mintakat 120
percig 37°C-on, majd 10 percig 75°C-on tartottuk. A szlirést és emésztést kdvetben a
nukleinsav izolalast az innuPREP Virus DNA/RNA Kit (Analytik Jena, Jena, Németorszag)
segitségével végeztik a gyartd utasitasainak megfeleléen. A kivont RNS-t -60°C-on taroltuk

tovabbi felhasznalasig.
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8.2.2 Kétlépéses reverz transzkripciés polimeraz lancreakci6

Az RNS atirasat szekvencia-fliggetlen reverz transzkripcios (RT) reakcioban az
FR26RV-N (Djikeng et al., 2008) random primerrel végeztik, melynek 3’ vége random
hexamerekbdl all, 5’ vége egy ismert szekvencia, amelyhez a kdvetkez6 PCR |épés soran a
komplementer primer (FR20RV) kapcsolddik (5-GCC GGA GCT CTG CAG ATA TCN NNN
NN-3’) (Djikeng et al., 2008). Az RT reakciot 25 yl végtérfogatban végeztuk, mely a kovetkezd
reagenseket tartalmazta: 5 pl RNS, 1 yM FR26RV-N primer (Djikeng et al., 2008), 400 uM
dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP) keverék (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 1x AMV
puffer és 10 egység (unit, U) AMV reverz transzkriptaz (Promega, Madison, USA). Elsé
lépésben az RNS és a random oligonukleotid keverékét 95°C-on 5 percig denaturaltuk, majd
jégkasan lehltottik. Ezt kdvetéen hozzaadtuk a reakcid tdbbi dsszetevéjét a keverékhez, és
a reakcioelegyet el6szér 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 tortént. A PCR reakciéelegy 25 ul végtérfogatban tartalmazott 3 ul-t a reverz
transzkripcio soran keletkezett cDNS-bél, 1 uM FR20RYV primert (5-GCC GGA GCT CTG CAG
ATATC-3) (Djikeng et al., 2008), 400 uM dNTP keveréket (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), 1x DreamTaq puffert és 2,5 U DreamTaq DNS polimeraz enzimet (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA).

A kezdeti 3 perc hosszusagu, 95°C-on torténd denaturaciét 40 ismétlédé ciklusbol
(95°C 30 masodperc, 48°C 30 masodperc, 72°C 2 perc) allé amplifikacido kovette, majd a

folyamat utolsé lIépése egy 10 perces, 72°C-on torténd elongacio volt.

8.2.3 PCR termékek ellendrzése és tisztitasa

A PCR termékeket agardz gél elektroforézissel ellendriztiik. Az elektroforézist 1 m/V%-
0s agaréz (Lonza, Bazel, Svajc) gélen végeztik, 0,5 m/V% trisz-borat-etilén-diamin-
tetraecetsav (TBE; Lonza, Bazel, Svajc) pufferben, 90 V-on, 25 percig. A DNS lathatova
tételéhez GelRed (Biotium, Hayward, USA) festéket alkalmaztunk 0,5 V/V%-0s
koncentracioban, molekulatémeg markerként pedig O’Gene Ruler DNS létrat (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). Az elektroforézis utan a gélt atesé UV fényben vizsgaltuk, az
eredményeket CSL-Microdoc Systems géldokumentéacios rendszerrel (Cleaver Scientific;
Power Shot G12 kamera, Canon) rogzitettuk.

A gélbél a 200 és 2000 bp kozotti savban lévé termékeket kivagtuk, majd a Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan) segitségével tisztitottuk ki,
a gyartd utasitasai szerint. A tisztitott DNS-fragmenseket tovabbi felhasznalasig -20°C-on

taroltuk.
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8.3 Ujgeneracios szekvenalas

8.3.1 lonTorrent szekvenalas

Az lon Torrent készlléken torténd Ujgeneracios szekvenalas soran 100 ng amplifikalt
cDNS-bdl enzimes fragmentalast végeztink a NEB-Next® Fast DNA Fragmentation & Library
Prep Set for lon Torrent™ kit (New England Biolabs, Ipswich, USA) segitségével a gyarto
utasitasai alapjan. A fragmensekhez adaptereket kotottunk, a konyvtarak egyedi jeldléséhez
pedig az lonXpress™ Barcode adaptereket (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
hasznaltuk. Az egyedi adaptereket tartalmazé kdnyvtar DNS tisztitdsa a Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan) oszlopos moédszerével tortént,
a tisztitott mintakat 2 m/V%-os, elére gyartott géleken (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) elektroforetizaltuk. A 300 és 350 bp kézotti termékeket PCR mddszerrel amplifikaltuk a
NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent™ kit (New England
Biolabs, Ipswich, USA) hasznalataval. Az amplifikacié soran a kévetkez6 héprofilt alkalmaztuk:
i) kezdeti, 98°C-on torténd 30 mp-es denaturacio; ii) 12 amplifikaciés ciklus (98°C 10 mp, 58°C
30 mp, 72°C 30 mp); iii)) végs6 elongacios lépés, 72°C-on 5 percig. Az igy keletkezett
konyvtarat ismét tisztitottuk Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech,
Hszinpej, Tajvan), majd Qubit® dsDNA BR Assay kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) fluorometrias mennyiségi meghatarozast végeztunk. Az egyedi adapterekkel ellatott, 10
ng koncentracioju DNS termékeket dsszekevertiik, majd egymast kdveté emulzios PCR-ekkel
klondlis amplifikacio tértént, lonSphere™ paramagneses gydngyok felszinén. Az emulzids
PCR-t lon OneTouch™ Template Kit hasznalataval, OneTouch v2 késziiléken végeztik a
gyarté utasitasai alapjan. Ezt kdvetéen az amplifikalt kdnyvtar DNS-t tartalmazé részecskék
dusitasat az lon OneTouch™ ES robottal hajtottuk végre. A szekvenalast lon Torrent Personal
Genome Machine® készlléken végeztik, 316 ill. 318 tipusu chipeken, az lon PGM™
Sequencing kithez ajanlott szekvenalasi protokollt kévetve. A kiUlbn meg nem nevezett

miszerek és kitek a Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) cég termékei.

8.3.2 Illlumina szekvenalas

Az lllumina NextSeq 500 készulékkel torténd ujgeneracios szekvenalas soran a DNS
kdnyvtarak készitése az lllumina® Nextera XT DNA Library Preparation Kit (lllumina, San
Dieago, USA) hasznalataval tortént. A DNS fragmensek egyedi jeloléséhez a Nextera XT
Index Kit v2 Set A (lllumina, San Dieago, USA) indexeket hasznaltuk. Elsé Iépésben az
amplifikalt cDNS mintékat 2,5 pl végtérfogatban 0,2 ng/pl koncentraciora higitottuk, majd a
tagmentald reakcidhoz o6sszekevertik 5 pul Tagment DNA pufferrel, valamint 2,5 pl
AmpliconTagment Mix reagenssel. A reakcidelegyet 55°C-on 6 percig inkubaltuk GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Waltham, USA) készllékben, majd leh(itottik 10°C-
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ra. Ezt koévetéen azonnal hozzaadtunk 2,5 pl Neutralize Tagment puffert és 5 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A DNS koényvtar készitéséhez 7,5 ul Nextera PCR Master
mixet 6sszekevertlink 2,5-2,5 pl i5 és i7 index primerrel, és a tagmentalt DNS mintahoz adtuk,
majd PCR-rel amplifikaltuk. A PCR 95°C 30 mp kezdeti denaturacio utan 12 ciklusbal allt (95°C
10 mp, 55°C 30 mp, 72°C 30 mp), amit egy 72°C-on 5 percig tartd végséd elongacios lépés
kovetett, majd a mintakat leh(téttik 10°C-ra. Az igy keletkezett indexalt DNS koényvtarat
Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan) tisztitottuk, az
oszlopos tisztitasi protokollt kovetve, majd Qubit® dsDNA HS Assay kittel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) fluorometrias mennyiségi meghatarozast végeztink. A kdényvtar
DNS-eket a megfeleld koncentraciora torténd higitas és poolozas utan denaturaltuk, majd a
denaturalt kdnyvtarat 1,5 pM végsd koncentracioban NextSeq 500/550 Mid Output flowcell-re
(lumina, San Dieago, USA) toltottik. A szekvenalast lllumina® NextSeq 500 (lllumina, San
Dieago, USA) készlléken vegeztik.

8.4 Szekvenciaadatok elemzésére alkalmazott bioinformatikai modszerek

8.4.1 Szekvenciaillesztés és annotalas

Az uUjgeneracidos szekvenalas soran nyert adatok feldolgozasa a Geneious Prime
szoftver segitségével tértént (Biomatters Ltd., Auckland, Uj-Zéland) (Kearse et al., 2012). A
readek gyors taxondmiai klasszifikacidja Kaiju webszerver segitségével tortént (Menzel et al.,
2016). Min6ségi ellenérzés utan (a rossz minéségl vagy tul révid nukleotid szakaszokat
kisz(rtik, valamint az adapter régidkat levagtuk) a readeket a konszenzus szekvenciak
létrehozasa érdekében egy, a GenBank-bdl szarmazd referencia térzs szekvencigjahoz
illesztettik; igy a virustérzsek teljes, vagy kozel teljes genomjat sikerllt meghatarozni. A
mappelés minden esetben a Geneious mapper segitségével kdzepes, esetenként magas
érzékenységgel és a Geneious alapbeallitasaival tortént. Mivel az lon Torrent és az lllumina
NextSeq 500 szekvenaldé berendezések altal generalt szekvencia readek mindsége és
mennyisége eltért, ezért a Geneious javasolt beallitdsai esetenként eltértek.

A kapott konszenzus genomokat manualisan javitottuk és annotaltuk. A referencia
szekvencidk keresése a GenBank adatbazisaban BLASTn algoritmussal tortént
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) (Altschul et al., 1990). Amennyiben a BLASTn

algoritmus altal javasolt elsé referencia torzs szekvencigjahoz valo illesztéssel nem siker(lt a
telies genomot hianytalanul meghatarozni, a readeket tovabbi referencia szekvenciakhoz

illesztettuk.
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A dolgozatban vizsgalt 102 térzs kdzll a dolgozat benyujtasaig 25 telies genom
szekvencigjat helyeztik el a GenBank adatbazisaban. A kérdéses térzsek azonosité szamai

a 3. tablazatban talalhatoak.

3. tablazat A dolgozatban vizsgalt sajat térzsek GenBank azonositoi

IBV torzs azonositdja Szir:riz?tlg
11518/Kiskunmajsa/2010/HU MT984583
211776/Imrehegy/2011/HU MT984584
D1478/2/2/2010/GR MT984585
D1530/2/3/2010/RO MT984586
D1530/4/1/2010/RO MT984587
D1561/8/2011/HU MT984588
D1617/3/2011/UA MT984589
D1623/1/1/2011/HU MT984590
D1654/1/4/2011/RO MT984591
D1656/2/2011/BY MT984592
D1719/1/2011/GR MT984593
D1760/2/2/2011/GR MT984594
D1783/2/3/2011/RO MT984595
D1871/1/1/2012/HU MT984596
D1944/1/3/2012/RO MT984597
D2002/2/2012/PT MT984598
D2220/2/2013/GR MT984599
D2353/2013/PL MT984600
D4000/3/2017/RO MT984601
D20222/2/3/2012/RO MT984602
D2326/3/13/CM MZ325296
D2326/4/13/CM MZ325297
D2328/15/3/13/GH MZ325298
D2334/11/2/13/Cl MZ325299
D2334/12/2/13/ClI MZ325300

8.4.2 Evoluciés és filogenetikai elemzések

A kodon alapu tobbszorés szekvencia illesztéseket Geneious Prime szoftverrel
végeztuk el, a Muscle algoritmust hasznalva. A szekvencia-azonossagi szamitasokat és a
filogenetikai elemzéseket a MEGA X szoftvercsomag segitségével végeztik el (Kumar et al.,
2018). A filogenetikai fak rekonstrukcidjahoz alkalmazott, legjobban illeszkedd szubsztitucios
modell kivalasztdsa a Bayes-i kritériumrendszer alapjan tortént. A torzsfak készitése
maximum-likelihood moddszerrel tértént, az elkészilt fak megbizhatésagat bootstrap
elemzéssel (1000) ellendriztik. A szekvenciak kozti atlagos nukleinsav és aminosav
tavolsagokat a p-distance médszerrel szamoltuk ki. A rekombinacidos eseményeket az RDP5
szoftver RDP (Martin és Rybicki, 2000), GENECONYV (Padidam et al., 1999), Bootscan (Martin
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et al., 2005), MaxChi (Smith, 1992), Chimaera (Posada és Crandall, 2001), SiScan (Gibbs et
al., 2000) és 3Seq (Boni et al., 2007) mddszereinek segitségével azonositottuk (legmagasabb
elfogadott P-érték=10"° bedllitassal) (Martin et al., 2021). Elévigyazatossagbdl, a pontosabb
becslés érdekében egy-egy rekombinacidés esemény abban az esetben kerllt elfogadasra,
amennyiben azt minimum 6t, az RDP5 programba beépitett algoritmus kimutatta
(P-érték<10%). Eredményeinket a SimPlot szoftver (3.5.1. verzid) hasznalataval is
megerfésitettik (Lole et al., 1999), melynél a Kimura-2 parameter (K2P) modellt futtattuk

alapértelmezett beallitasokkal.

8.5 Adatbazis és adatelemzés

Az elemzéseket a GenBank adatbazisban talalhaté teljes genom szekvenciak és a
telies S1 szekvenciak (1620 nt) alapjan végeztik. A korabbi kritériumrendszert kovetve az
1440 nt-nal révidebb részleges S1 szekvenciak nem kertltek be az elemzésbe (Valastro et al.,
2016). A szekvenciakhoz tartozé jarvanytani hattéradatok kozil minimumként az izolalas
helyét és idépontjat is kigy(jtottik. Amennyiben a GenBank-i adatokban nem volt elérhetd,
hogy pontosan melyik évben és mely orszagban kerult izolalasra az adott torzshoz tartozo
szekvencia, akkor a szekvenciahoz tartozé publikaciébdl nyertik ki az adatokat. Megfeleld
adatok hianyaban 46 db szekvenciat kizartunk az elemzésekbdl. Az elemzésbe a GenBank
adatbazisaba 2022. junius 30-ig feltoltott szekvencidkat vontuk be. Végeredményben a
vizsgalt 3590 S1 gén szekvencia 43 orszagbdl 1937 és 2022 kozott izolalt térzsektdl
szarmazott.

A feltoltétt szekvenciak filogenetikai besorolasat a MEGA X program segitségével a
Maximum Likelihood modszer (ML) segitségével, 1000 bootstrap ismétléssel végeztik (Kumar
et al., 2018). A szekvenciaadatok elemzése soran a teljes S1 szekvencidkat rekombinacios
elemzésnek vetettlk ala, annak érdekében, hogy a genotipusokba és az azokon belll kijel6lt
leszarmazasi agakba nem sorolhaté rekombinans torzseket kisz(rjuk. Erre az RDP5 (5.05
verzid) programot haszndltuk (Martin et al., 2015). A kérdéses tdrzseket kizartuk az

elemzésbdl.
9 Eredmények

Eredményeinket két nagyobb alfejezetben targyaljuk. Az egyik az IBV genomszinti
elemzéseit veszi sorra, a masik az S génre fokuszal. Didaktikai szempontbdl a genomszinti
elemzések eredményeit vettik el6re, de ebben az alfejezetben mar teszlink utalast az S gén
alapu genotipizalasi adatokra is. Ez valamelyest zavaré lehet, ugyanakkor néhany ujszeri

torzs genomszintli elemzését fontosnak tartottuk.
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9.1 Az IBV genomszervezdodésének vizsgalata

Vizsgalataink soran 102 db, tébbségében brojlerallomanyokbdl szarmazoé IBV térzs
telles genom szekvenciajat hataroztuk meg. A torzseket egyuttmikodd kollégaink 2010-2017
kozo6tt hazai és nemzetkdzi allomanyokbdl szarmazd, IBV-re jellemzd tinetegyittest mutatd
hazityukokbdl izolaltak. A vizsgalatban szerepld IBV torzsekrél sz6lo tovabbi informaciokat
(izolalas ideje, helye, tinetek, vakcinazas) az 1. melléklet tartalmazza.

A dolgozatban elemzett t6rzsek teljes genom szekvenalasat ujgeneraciés szekvenalo
készllékek (lon Torrent PGM és lllumina NextSeq 500) segitségével végeztiik el. A referencia
genomra illesztheté szekvencia-readek mennyisége lon Torrent esetében atlagosan 50 573
(min. 14 865, max. 124 277), lllumina esetében atlagosan 1 639 237 (min- 178 419 max.
3 754 443) volt (8. abra). A teljes genom mentén lon Torrent esetében 362X (minimum 95,
maximum 917), lllumina esetében pedig 6034X (minimum 537, maximum 14 453) volt a
szekvenalas atlagos mélysége (9. abra).

Atlagosan a generalt szekvencia readek 79 %-a (minimum 27,4%, maximum 94,2%)
volt az dsszeallitott konszenzus genomokra illeszthetd, ami arra utal, hogy az allantois
folyadékbdl szarmazd IBV-hez adaptélt dusitasi protokoll (azaz a sejteredetli nukleinsav
maradékok eltavolitasa fizikai és biokémiai moddszerek segitségével), megfelelt a

varakozasainknak.

Az atlagos lefedettség az illesztett readek

figgvényében
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8. dbra. Az atlagos lefedettség az illesztett readek fliggvényében.
Az x tengely az atlagos szekvenalasi mélységet (lefedettség), az y tengely az illesztett readek mennyiségét (10-
es alapu logaritmizalt értékek) abrazolja
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Az illesztett readek a teljes adatkihozatal fliggvényében
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9. abra. Az illesztett readek mennyisége a teljes adatkihozatal fliggvényében.
Az x tengely az illesztett readek mennyiségét, az y tengely a teljes adatmennyiséget (10-es alapu logaritmizalt
értékek) abrazolja

9.1.1 Heterogenitas az IBV genomban

A szekvencia-readek referencia genomokra illesztésével sikerult meghatarozni minden
egyes torzs teljes genom szekvenciajat. A 102 teljes genom hossza a poly-A farok nélkul
27 099 és 27 789 nukleotid (nt) kdzott valtozott. A poly-A farok valds hosszat nem vizsgaltuk.
Az 5' és 3' nem transzlalédé régiok (UTR-ek) kdzott a 13 leolvasasi keret (Open Reading
Frame, ORF) sorrendje allandé (5-UTR-1a-lab-S-3a-3b-E-M-4b-4c¢-5a-5b-N-6b-3" UTR). A
két poliprotein, az 1a és 1ab, a transzlaciot kovetd proteolitikus hasitasa 15 funkcionalis
fehériét (nsp2-nsp16) eredményez. Az egyes ORF-ek szekvencigjanak hossza a
kovetkez6képpen alakult a 102 térzs teljes genomjanak vizsgalata soran: ORFla, 11 748 -
11 883 nt; ORF1lab, 19 725 - 19 917 nt, spike (S) gén, 3447 - 3510 nt, ORF 3a, 174 - 187 nt,
ORF 3b, 177 - 213 nt, burok (E) és membran (M) protein gének, 279 - 348 nt és 633 - 717 nt,
ORF4b, 243 - 288 nt, ORF4c, 162 - 174 nt, ORF5a, 138 - 201 nt, és ORF5b, 249 - 273,
nukleokapszid (N) gén, 1221 - 1236 nt és ORF6b, 183 - 231 nt. Az egyes tdrzsek

genomszervezddését részletesen a 2. melléklet mutatja be.
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9.1.2 Teljes genom alapu rekombinacioelemzés

Szakirodalmi adatok szerint az IBV genom formalddasaban a rekombinacionak
jelentds szerepe van, de a genomon bellli rekombinaciés forropontok azonositasanak
tekintetében kevés adat all rendelkezésre (Thor et al., 2011). Az eddig kialakult kép tovabbi
finomitasanak érdekében telles genom szekvencia adatok felhasznalasaval tovabbi
elemzéseket végeztink a lehetséges rekombinaciés helyek gyakorisaganak és
elhelyezkedésének felmérésére az RDP5 és SimPlot programok segitségével. Ebben a
vizsgalatban a rekombinaci6 szempontjabol kevéssé vizsgalt eurdpai tdrzsekre
koncentraltunk. Az elemzésbe 6sszesen 80 szekvenciat, a 23 sajat, eurdpai eredeti torzs
mellett 24 GenBank-i vad tipusu és 33 vakcina torzs szekvencidjat vontuk be. (A vizsgalat
alapjan kapott adatok reprezentalasara szolgal a 10. abra.)

D2022/2/3/12/RO

4/91 vakcina térzs (KF377577)

3 Rekombinacids téréspontok kezdete: 1 nt, vége 8 524 nt
2| A rekombinalédott szakasz nukleotid szint(i azonossaga 99,71%

1148 vakcina térzs (KY933089)

Rekombinacios téréspontok kezdete: 17 311 nt, vége 23 571 nt
A rekombinalodott szakasz nuklectid szintli azonossaga 99,36%

10. abra A D2022/2/3/12/R0O torzs egyes vakcina torzsekkel rekombinalédott genomi régidira kiszamitott
szekvencia-hasonldsagi adatai SimPlot elemzés segitségével abrazolva. Az y tengely a D2022/2/3/12/RO
torzshoz vald szazalékos azonossagot, az x tengely pedig a teljes genom nukleotid pozicioit abrazolja.

Az elemzések soran a rekombinansok feltételezett major és minor ,szll6i” szekvenciait
az algoritmusok altal jelzett mdédon osztalyoztuk. Ezekkel a tesztparaméterekkel 0sszesen 215
rekombinaciés eseményt azonositottunk 51 térzsdn belll (beleértve 18 sajat, 13 GenBank-i

vad tipusu és 20 GenBank-i vakcina torzset). Vizsgalataink soran a rekombinacios események
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tobbségét a vad tipusu torzsek kozoétt, valamint a vad és vakcinatérzsek kézott mutattuk ki.
Minden alkalommal, amikor egy vakcinatérzs érintett volt egy prediktalt rekombinacios
esemeényben, SimPlot analizist végeztlink a genomszint(i hasonlésag megallapitasara (10-11.
abrak). Az elemzés legalabb 10 olyan eseményt azonositott, amikor az atadott fragmens tobb
mint 99%-0s hasonldsagot mutatott a feltételezett vakcinatorzzsel, és 35 olyan eseményt,

amikor a hasonldsag a feltételezett vakcinaeredetl szekvenciaval 99% ala esett.

D4000/3/17/RO

B vy U o VA AT

: Pl [

;. H120 vakcina torzs (GU393335)

Rekombinacios téréspontok kezdete: 59 nt, vége 18 411 nt

A rekombinalodott szakasz nukleotid szintli azonossaga
£ 99,87%
D1944/1/3/12/RO

H 4
W
L n 1148 (QX) vakcina torzs (KY933090)

: Rekombinacios téréspontok kezdete: 17 700 nt, vége 23 735 nt

il A rekombinalédott szakasz nukleotid szint(i azonossaga 99,34%

11. abra A D4000/3/17/RO és D1944/1/3/12/RO térzsek egyes vakcina térzsekkel rekombinalédott genomi

régioira kiszamitott szekvencia-hasonlésagi adatai SimPlot elemzés segitségével abrazolva. Az y tengely a

rekombinans térzsekhez vald szazalékos azonossagot, az x tengely pedig a teljes genom nukleotid pozicioit
abrazolja.

Szamos esetben kimutathatdé volt akar tdbbszdérds rekombinacid is, akar tobb
kilonbdz6 vakcina torzzsel. Példaul a D2022/2/3/RO (GI-19) térzs esetében 99% feletti
nukleotid szint(i azonossagot tapasztaltunk a 4/91-es és a 1148-as (QX) vakcinatorzsekkel a
genom kulénb6zé szakaszain (11. abra). A SimPlot elemzés a rekombinalédott genomi régiora
kiszamitott szekvencia-hasonlosagi adatokkal egyitt segithet megjésolni, hogy egy

feltételezett rekombinacios esemény a koézelmultban vagy kordbban toértént-e. A

52



rekombinacios események komplex mintazatanak szemléltetésére Sankey-diagramokat
generaltunk (12. abra). Ez az abrazolasmdd segithet a feltételezett major és minor szuldi

szekvenciakat azonositani.

Gl-1

D1871_MT984596

{ D1B71_MT984596 D1661_MT984588.

Vad tipust

D1760_MT984594.
CK79_MK581201

nendy pes

M sdi_FJ904722
D4000_MT984601

Mass41_F 904720 Ck78_MKS81201
CKs241_MGDZ1184
Mass1_FJS04723
™ Mass41_FJo04722
™ Massd1_FIo04720
Massd1_GQS14725

Massd1_GQS04725
Massd1_FJo04721

Massé1_FJ904713
I Ma5_KY628045

Mwsm FJ904721
Arkansas_GQS04721

Mass41_FJ904713 -
ArkGA_MH773859
I ArkGA_MH779867

I Connecticut_KF696629

Vakena
Il

eurten

Gonnds_F004716
HS2_EUB17437

I Cal_FJ904714

I Georgia_GQS04723
4191__KF37757T

H120_GU393335 I H52_EUB17487

Cann4s_F.904718

= H120_GU383335

H120_FJ888351

Gl-13
D1530_MT984587 D1530_MT984587 7
D1530_MT984586
m D1760_MT984594
m 11518_MT084583
m D1783_MT984595
W 211776_MT984584
Ck255_MK581204
B Ck74_KT886454

nsndp peA

Ckl2022_KPT780179
D1478_MT984585 I =

Ck6241_MG021194

Massd1_GQ504725

Vad tipusu
i

Ma5_KY626045
Connecticut_KF896629

I Connd&_FJ904718

T
BUPNEA

Conndé_FJ904717
D2353_MT984600

I Cal557_FJ904715

L1148_KY933090
| 1148-A_KY933089
A91_KF377577

m H120_GU393335
m H120_FJ888351

Vakcina

12. abra. A vad tipusu és vakcina eredet( IBV torzsekben tapasztalt rekombinaciés események dsszefoglalasa.
A rekombinans tdrzsek a bal oldalon, a (feltételezett) szlil6i torzsek a jobb oldalon talalhatdk. A bal oldali
torzseket a jobb oldali térzsekkel 6sszekotdé szalagok relativ vastagsaga hatarozza meg a (feltételezett) major és
minor sziil6i torzseket (major: vastag; minor: vékony), bar ez az 6sszefiiggés nem minden esetben volt elére
jelezhet6. Az egyszerliség kedvéért csak két reprezentativ Sankey diagramot mutatunk be.
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A rekombinaciés forroé és hideg pontok meghatarozasahoz rekombinaciés téréspont-
eloszlasi grafikont készitettiink (13. abra) (Heath et al., 2006). Egyes torzsek tobb
rekombinacios térésponttal is rendelkeztek (nem abrazolt adat). A detektalhaté rekombinacios
téréspontok a genom teljes hosszan eloszlottak, kiléndsen nagy szamban kozvetlenil az S
gén elétt 5 iranyban. Ebben a régiéban volt a legmagasabb a téréspontok szama is a 99%-0s
konfidenciaintervallumon belll. Tovabba nagy szamu téréspontot figyeltink meg a genom
ORF1ab régiojaban; az nsp2, nsp3, nspl2, nspl6, valamint a burok- és membranfehérjéket
kodoldé génekben is. A legtdébb atvitt fragmens az nsp2, nsp3, nsp16 és S génekhez
kapcsolédik. Rekombinaciés hidegpontokat a genom 5' és 3' végének kdzelében és az S gén
nagyobb szakaszan azonositottunk. Elemzéseink soran azt talaltuk, hogy a rekombinacio

rendkivil gyakori és a genom szinte minden régidjat érinti.

12,5
|
§ \
§mn | A'
1]
g8 [N ]
éu | - ‘\ WL " gl ) | te:(n.'llz_;\g:atrazatt
£ | 1 : | | okalis hot-spo
%m W) "T | LWL | P . L] ANEIS AaEs || | T LR | | 1y Lokalis cold-spot
& I A - 1 " i LI LA " ! | 95% intervallum
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13. abra Breakpoint Distribution Plot - Téréspont eloszlasi abra
A rekombinécios téréspontok atfogdbb abrazolasara készitett téréspont eloszlasi abra. Rekombinacios forrd
pontok (piros pontok) leginkdbb a nem strukturalis fehérjéket kddold régidkban voltak azonosithatdak (t6bbszérds
rekombinacids forré pontok az nsp2, nsp3, nsp8, nsp12 és nsp16 kddold régidkban). Sotét és vilagos sziirke
tertletek: a véletlenszerlien bekdvetkezd rekombinacio 95 és 99%-o0s konfidencia intervallumai.

9.1.3 Hasonlésagi mintazatok a teljes genom alapjan

A vizsgalt térzsek genotipusokba és genetikai vonalakba toérténd filogenetikai
besorolasa a tliskefehérje S1 alegységét kddoldé genomi régid nukleotid szekvenciaja alapjan

tortént, melyet részletesen a 9.2.1 fejezetben taglalunk (Valastro et al., 2016).

54



A teljes genom alapu nukleotid szekvencia azonossagok a 102 térzs kozoétt 84,62% és
99,96% kozott alakultak. Az egyes genetikai vonalakon beldli (intra-lineage) nukleotid
azonossagok kozott valamivel magasabb, minimum 86,06% azonossag értékeket
tapasztaltunk, de e tekintetben voltak eltérések az egyes genetikai vonalak kozott (4.
tablazat).

4. tablazat. Intra-lineage teljes genom nukleotid azonossagi értékek

nukleotid
min max

Gl-1 99,57% 99,83%
GI-9 92,49%
G-13 90,31% 99,07%
G-14 99,27%
Gl-16 91,75% 99,96%
GI-19 86,06% 99,82%
Gl-21 92,15% 96,11%
Gl-23 88,42% 98.86%
Gl-27 94,13% 99,01%

Az S génben rekombinans térzsek torzsgyljteményen belll torténd dsszehasonlitasa
soran a D3386/1/2/16/SA rekombinans torzs a legmagasabb teljes genom szintl nukleotid
azonossagot (98,65%) a GI-19 vonalba tartozé szintén szaud-arabiai eredetl
D3079/1/2/15/SA térzzsel mutatta. Mig a nemzetkézi GenBank adatbazisban a BLAST
segitségével végzett keresés eredményeként kapott azonossagi érték a GI-19 vonalba tartozé
ITA/90254/2005 (FN430414) olasz torzzsel 92,14% volt. A magyarorszagi eredetl
rekombinans térzsek koézul a D1623/1/1/11/HU jelG a GI-19 vonalba tartozé hazai
11518/Kiskunmajsa/2010 93,79%-ban és az azonos vonalba tartozé D591/2/GR/05
(OM525804) gorég torzzsel 92,12%-ban egyezett meg nukleotid szinten. Az
211776/Imrehegy/2011 torzs esetében a sajat gyljteménybdl a GI-19 vonalba tartozo
D3426/1/16/RO toérzzsel 93,78%, a GenBank adatbazisban taldlhaté Gl-13 vonalba tartozo
IBVUKr27-11 (KJ135013) ukran térzzsel 91,56% nukleotid azonosséagot figyeltink meg. Az S
génen belul rekombinaciot mutatd Fuldp-szk.-i D2584/12/1/13/PH tdrzs a legmagasabb teljes
genom nukleotid azonossagot (95,67%) az azonos szarmazasu, egyedi varians
D2586/4/6/13/PH tdrzzsel és a JP/Shimane/98 (LC716901) GenBanki-i japan referencia
szekvenciaval (91,64%) mutatta.

A két, altalunk azonositott egyedi varians D2586/4/6/13/PH és D3276/4/2/16/PH térzs
teljes genom szekvenciaja nukleotid szinten egymassal 96,21%-ban, mig a D2804/3/3/13/ID

55



egyedi varians a D2804/4/2/13/ID torzzsel 95,61%-ban egyezett meg. A D2334/11/2/13/ClI
torzs a leginkabb (94,57%) a D2334/12/2/13/Cl térzshdz hasonlitott nukleotid szinten.

A vizsgalt torzsek kozotti genetikai rokonsag tovabbi vizsgalatahoz, kiilénés tekintettel
az Uj variansokra dsszpontositva, mas genomi régidkat is elemeztiink. Az egyedi varians
torzsek 15 nsp, S1 és S2 alegység valamint 10 ORF és teljes genom paronkénti nukleotid
azonossagainak osszehasonlitasa 45 sajat és GenBank adatbazisbdl nyert referencia
torzsekkel az 14-17. abran lathato.

Az elefantcsontparti Uj varians térzs (D2334/11/2/13/Cl) a legmagasabb teljes genom
szintl nukleotid azonossagot egy belga nefropatogén referencia térzzsel (B1648, 92,4%) és
egy masik, altalunk vizsgalt elefantcsontparti térzzsel (D2334/12/2/13/Cl, 94,6%) mutatta. A
legnagyobb génenkénti nukleotid azonossag a 10-bdl nyolc (8/10) ORF (ORF 3b, 4c, 5a, 5b,
6b, burok, membran és nukleokapszid fehérjéket kodolé gének) és 15-bél 10 (10/15) nsp
(nsp2-nsp5, nsp9-nsp14) esetében is a masik elefantcsontparti torzzsel lathatd. Négy nsp
(nsp6-nsp8, nsp15) és az ORF 4b szekvencidja egy altalunk vizsgalt ghanai térzshoz
(D2328/15/3/13/GH) hasonlitott legjobban. Az Uj varidns nsp16-ja egy pulyka eredetii torzsh6z
(KR822424/TCoV/FR/2008) (93,4%), mig az ORF 3a két sajat és egy referencia afrikai
torzsh6z (D1679/1/3/11/ZA, D1812/2/1/11/ZA, KP662631/ZA/2011) volt leginkabb hasonld
(97,13%). Az S1 és S2 alegységek esetében a legmagasabb nukleotid azonossagot (78,35%
és 95,28%) a sajat torzsgyljteménybdl szarmazé Gl-21 vonalba tartozé marokkoi
(D2628/1/4/13/MA), valamint két GI-14 vonalba tartozé kameruni térzzsel (D2326/3/13/CM és
D2326/4/13/CM) mutatta. Az azonossagi matrixba néhany pulyka eredetii coronavirus (TCoV)
is bekerult, mivel a BLAST analizis nagyfoku, >90%-o0s (legfeljebb 96,9%-0s)
szekvenciaazonossagot jelzett a vizsgalt toérzs és a TCoV torzsek kozott a replikaz
komplexben (nsp2-nspl16), a membran (M), az 5b és a nukleokapszid (N) gének szekvenciai
kozott (14. abra).
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14. abra A D2334/11/2/13/Cl varians referencia térzsekhez viszonyitott paronkénti nukleotid azonossagait
abrazolo hétérkép. A legkdzelebbi rokon gének sététkék szinliek, amelyek a genetikai tavolsag ndvekedésével
halvanyulnak. A fehér négyzetek az esetlegesen nem koédolt 4c vagy 6b fehérjéket jelzik.

Az indonéz uj varians torzs (D2804/3/3/13/ID) a legmagasabb teljes genom szintl
nukleotid azonossagot egy masik indonéz torzzsel (D22804/4/2/13/ID, 95,61%) mutatta. A
legnagyobb génenkénti nukleotid azonossag szintén ezzel a térzzsel lathaté a nukleokapszid
fehérjét kodold gén és 15-bél 13 (13/15) nsp (hsp2-nspl2, nspld-nsp16) esetében. Az nspl3
és hat ORF (ORF 4b, 4c, 5a, 5b, burok és membran fehérjét kddold gének) szekvenciaja egy
masik sajat indonéz térzshéz (D3006/1/3/15/ID) volt leginkabb hasonlé. Az Uj indonéz varians
ORF 3b génje szamos sajat tavol-keleti eredetl és valtozatos szarmazasu referencia torzs
szekvencigjaval is 81,54%-ban megegyezett. Az S1 és S2 alegységek esetében a
legmagasabb nukleotid azonossagot (83,96% és 87,93%) a sajat tdrzsgydjteménybdl
szarmazo varians Fllép-szk.-i (D2586/4/6/13/PH), valamint egy ausztral eredeti referencia
térzzsel (KU556805/12/AU) figyeltik meg (15. abra).
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D2804/4/2/13/ID 100
D3006/1/3/15/ID
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15. abra A D2804/3/3/13/ID varians referencia torzsekhez viszonyitott paronkénti nukleotid azonossagait
abrazolo hétérkép. A legkdzelebbi rokon gének mélyvoros szinliek, amelyek a genetikai tavolsag ndvekedésével
halvanyulnak. A fehér négyzetek az esetlegesen nem kddolt 4b, 4c vagy 6b fehérjéket jelzik.

A Fildp-szk.-i 0j varians torzsek (D2586/4/6/13/PH és D3276/4/2/16/PH) a
legmagasabb teljes genom szintli nukleotid azonossagot (96,21%) egymassal mutattak. A
D2586/4/6/13/PH toérzs esetében a legnagyobb génenkénti nukleotid azonossag is a 15-bdl
hat (6/15) nsp (nsp2, nsp4, nsp5, nspl0-12 és nsp16) és 10-bdl két (2/10) ORF (ORF 5b és
6b) esetében is a két egyedi varians torzs kozott lathats. Ot nsp (nsp3, nsp6, nsp8, nsps,
nspl3) és 10-bdl hét (7/10) ORF (ORF 3a, 4b, 4c, 5a és a burok, membran és nukleokapszid
fehérjéket kodold gének) szekvenciaja egy masik sajat Fuldp-szk.-i eredetl térzshodz
(D2584/12/1/13/PH) volt leginkabb hasonld. Az nsp7, nsp14 és nsp15 egy indiai referencia
torzshoz (KT203557/12/IN) hasonlitott leginkabb. Az Uj varians D2586/4/6/13/PH térzs ORF
3b-je szamos tavol-keleti eredetli sajat és referencia torzs szekvenciajaval 97,35%-ban volt
azonos. Az S1 és S2 alegységek esetében a legmagasabb nukleotid azonossagot (98,7% és
99,73%) a sajat torzsgyljteménybdl szarmazd varians D3276/4/2/16/PH, valamint a GI-1
vonalba tartozé indiai torzzsel (KT203557/12/IN) mutatta (16. abra).

58



100

(=
=Y

N
~lp
==
Y
~—
iy
(=l

O,
(%)
= RRR
ELORNNN
DI NRI= I NNI= I
——

=R

97

i Ghar G Y §
(=213, 13, K-8
) oy =11s
ettt Lo e
e

94

91

i NN o N i N (0 s P N

NI S
=

= o EE Wy
1]
—1~
=3
=5

WWNNNN22A000000
ottt et et

WL~
===
s !

88

===TITTT TN TN mMUU
OooUmMMmMMmMMMMMMMMmMMmMmmII

o000
(ol o
pdc
==
[

)
(%)

=
oo}
©
0

Oo
o
-
P |
=
o
I
O

o
5
0
S
o

85

S
® L

82

79

76

NZ<<TVUVVOOUNZ

=
I
=]
i

73

oog=2a
WO
~INOO©
o
PO
WONDW.
e
NNS ==
NRO© N
i
QOORA
IIIXN

70

S1
82
3a
4c

N O N OMN~W0D
aogococoocaoao
w v n nwn
cccCcoccCccoccCccC

nsp10/11
nsp10/12
nsp13

nspl4

nsp15
nsp16

teljes genom

16. abra A D2586/4/6/13/PH varians referencia torzsekhez viszonyitott paronkénti nukleotid azonossagait
abrazolo hétérkép. A legkdzelebbi rokon gének mélyvords szinliek, amelyek a genetikai tavolsag névekedésével
halvanyulnak. A fehér négyzetek az esetlegesen nem kodolt 4b, 4c vagy 6b fehérjéket jelzik.

A D3276/4/2/16/PH torzs esetében is a 15-bél hét (7/15) nsp (nsp3, nsp10-13, nspl5
és nsp16) és 10-bél két (2/10) ORF (ORF 5b és 6b) és az S1 (98,7%) és S2 (97,38%) alegység
esetében is a két egyedi varians térzs kozott lathatdé a legmagasabb nukleotid azonossag.
Négy nsp (nsp2, nsp4-6) és 10-bdl négy (4/10) ORF (ORF 4b, 4c, burok és nukleokapszid
fehérjéket kodold gének) szekvencidja egy masik sajat Fllop-szigeteki eredetl térzshoz
(D2584/12/1/13/PH) volt leginkdbb hasonlé. Az nsp7 a Beaudette torzzsel
(DQ001338/Beaudette), az nsp8 és nsp9 egy-egy amerikai (MH779860/Ark/14/US,
GU393333/71/US) referencia térzzsel, az nsp14 pedig egy sajat tavol-keleti eredetl torzzsel
(D2331/3/2/13/FE) mutatta a legnagyobb nukleotid azonossagot. A membran fehérjét kddolo
gén és az ORF 5a esetében 96,87% és 96,97% azonossagot figyeltink meg egy-egy sajat
torzsgyljteménybdl szarmazé tavol-keleti eredetli térzzsel (D1446/6/4/10/FE és
D1543/1/1/10/FE). Az 0j varians D3276/4/2/16/PH térzs ORF 3a és 3b-je szamos tavol-keleti

eredetl referencia térzshéz viszonyitva 94,82% és 94,56% azonossagot mutatott (17. abra).
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17. abra A D3276/4/2/16/PH varians referencia térzsekhez viszonyitott paronkénti nukleotid azonossagait
abrazolo hétérkép. A legkdzelebbi rokon gének mélyvords szinliek, amelyek a genetikai tavolsag névekedésével
halvanyulnak. A fehér négyzetek az esetlegesen nem kodolt 4b, 4c vagy 6b fehérjéket jelzik.

9.2 Az IBV S génjének vizsgalata

9.2.1 Hasonloésagi és leszarmazasi kapcsolatok az S1 gén alapjan

A vizsgalt torzsek filogenetikai besorolasa a tiskefehérje S1 alegységét kodolé genomi
régio nukleotid szekvenciaja alapjan tortént (Valastro et al., 2016). A vizsgalt 102 térzs k6zott
a Gl genotipus 11 genetikai vonalanak képvisel6it azonositottunk, melyek kézul a leggyakoribb
a GI-19 vonal volt (42/102). A fennmarado térzseket a GI-23 (17/102), a GI-16 (13/102), a GI-
13 (7/102), a GI-1 (3/102), a GI-21 (3/102), a GI-27 (3/102), a GI-9 (2/102), a GI-14 (2/102), a
Gl-11 (1/102), és a GI-25 (1/102) vonalakba soroltuk. Ezen felll négy térzs egyedi variansnak
(UV: D2334/11/2/13/Cl, D2804/3/3/13/ID, D2586/4/6/13/PH, D3276/4/2/16/PH), négy pedig
rekombinansnak (D1623/1/1/11/HU, D2584/12/1/13/PH, D3386/1/2/16/SA,
211776/Imrehegy/2011) bizonyult (18. abra). Ezek egy részét mar a genomszinti

elemzésekben is emlitettik (Id. 9.1.3 fejezet).
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18. abra Az Avian coronavirus genotipusait és genetikai vonalait bemutato teljes S1 szekvenciak alapjan késziilt
nukleinsav alapu filogenetikai fa. A filogenetikai fa a nyolc genotipus 38 genetikai vonalaba tartozé
referenciatorzsek és a sajat 102 térzs S1 nukleotid szekvenciai alapjan késziilt. A fa generalasa a maximum-
likelihood moédszerrel és a megfeleld szubsztiticiés modell kivalasztasaval (GTR+G+I) tortént a MEGA X szoftver
segitségével és 1000 bootstrap ismétléssel. A rekombinans és egyedi varians térzsek kék, illetve z4ld csillaggal

jeldlve.

Az S1 gén alapu nukleotid szekvencia azonossagok a 102 térzs kdzott 72,95% és

99,94% kozott alakultak. Az egyes genetikai vonalakon belili nukleotid azonossagok koézott
valamivel magasabb, 85,93% (GI-19) és 99,84% (GI-23) kozotti azonossag értékeket
tapasztaltunk. Aminosav szinten 82,19% (GI-19) és 100% (GI-16) kdzott alakultak az
azonossagi értékek (5. tablazat).
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5. tablazat. Intra-lineage teljes S1 gén nukleotid azonossagi értékek

nukleotid aminosav

min max min max
Gl-1 99,63% 99,69% 99,25% 99,44%
GI-9 95,73% 94,14%
G-13 90,31% 99,07% 87,59% 97,77%
G-14 99,38% 98,70%
Gl-16 94,52% 99,81% 97,71% 100%
GI-19 85,93% 99,63% 82,19% 99,88%
Gl-21 95,31% 97,78% 94,08% 94,27%
Gl-23 86,19% 99,84% 84,28% 99,62%
Gl-27 97,06% 99,33% 96,32% 96,69%

A két rekombinans térzs, D3386/1/2/16/SA és D1623/1/1/11/HU torzs teljes S1 gén
nukleotid szekvenciaja 95,99%-ban egyezett meg. Mig a GenBank-i referencia szekvenciak
kozul a D3386/1/2/16/SA torzs egy kinai eredetl (KX107674) GI-19 vonalba tartozo térzzsel
97,41%, a D1623/1/1/11/HU térzs egy spanyol eredetii (KU934156) GI-19 vonalba tartozé
térzzsel 95,56% azonossagot mutatott. A rekombinans 211776/Imrehegy/2011 toérzs a sajat
torzsgyljteménybdl szarmazo, Gl-21 vonalba tartozé D2961/1/1/15/MA toérzzsel 87,88%-ban
egyezett meg. A GenBank-i referencia szekvenciak kézll pedig a GI-13 vonalba tartozé kinai
eredetl térzsh6z (KP036502) hasonlitott legjobban (88,56%). A rekombinans
D2584/12/1/13/PH térzs a legmagasabb teljes S1 nukleotid szint(i azonossagot (88,41%) a
GI-19 vonalba tartoz6 D1498/2/1/10/FE torzzsel, a GenBank-i referencia szekvenciak kozul
pedig egy kinai eredetl (KC478647) torzzsel (92,66%) mutatta. Az S génen bellli
rekombinans tdrzsek elemzését rekombinacié szempontjabdl a 9.2.2. fejezetben taglaljuk
részletesen.

A két egyedi varians D2586/4/6/13/PH és D3276/4/2/16/PH torzs telies S1 gén
nukleotid szekvencidja kdzott 98,70% hasonlésagot figyeltink meg, mig a D2804/3/3/13/1D
egyedi varians a leginkabb a D2586/4/6/13/PH torzshéz hasonlitott nukleotid szinten (84,07%).
Az elefantcsontparti 0 varians torzs (D2334/11/2/13/Cl) a leginkabb a sajat
torzsgyljteménybdl szarmazé GI-21 vonalba tartoz6 marokkoi (D2628/1/4/13/MA) torzsre
(78,35%), mig a GenBank-i referencia szekvenciak kdzul az orosz szarmazasu egyedi varians
RF/01/99 térzsre hasonlitott leginkabb (79,11%). A GenBank-i referencia szekvenciak kozul a
D2586/4/6/13/PH torzzsel a GI-7 vonalba tartozd (TW-1) GQ229238 torzs (87,95%), a
D3276/4/2/16/PH térzzsel pedig egy masik tajvani torzs (DQ646406) mutatta a legmagasabb
(87,57%) nukleotid szint(i azonossagot. Az Uj varians D2804/3/3/13/ID tdrzs pedig a malajziai
GI-25 vonalba tartozo térzshéz (EU086600) hasonlitott leginkabb (82,34%).
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9.2.2 S1 gén alapu rekombinaciéelemzés

Az IBV genomok vizsgalatanal mar ismertetett rekombinacid elemzést kulon
elvégeztik S1 génre is, hiszen a rendelkezésre allé S1 referencia szekvenciak szama
jelentésen meghaladja a teljes genom szekvenciak szamat. A minél valtozatosabb,
potencidlisan rekombinalddasra hajlamos szekvenciak reprezentalasara kilénb6z8d genetikai
vonalakba sorolhat6 torzseket valogattunk az elemzésekbe.

Mivel az IBV genomok vizsgalata soran az S1 gén alapu genotipizalas segitségével
genetikai vonalakba nem sorolhatd térzsek feltételezhetéen rekombinansok, a hipotézis
alatdmasztasara, S1 gén alapu rekombinacidéelemzést végeztink. Az elemzésbe a 102 sajat
genombdl kiemelt S1 gén mellett 6sszesen 500 GenBank-i referencia szekvenciat vontunk be
(478 vad tipusu torzs, 22 vakcina térzs). Az elemzés soran az algoritmusok 6sszesen 109
esetben detektaltak rekombinaciot, mely tébbségében vad-vad tipusu térzsek kdzott jott [étre.
Osszesen 39, az S1 gént érinté rekombinacios eseményt sikeriilt azonositani, melyek nagy
része genetikai vonalak kozoétt (inter-lineage), kisebb hanyada pedig az egyes genetikai
vonalakon belil (intra-lineage) zajlott le.

D1623/1/1/11/HU

084 GI-19 vad térzs (D3763/2/1/17/EG)

A rekombindlédott szakasz
88 nukleotid szint(i azonossaga
98,46%

Gl-13 vad torzs (MG191031)

A rekombinalodott szakasz nukleotid
szint(i azonossaga 99,34%

Smisty

0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 SSO 600 €50 700 7SO0 60O 850 ©00 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1360 1400 1450 1500 1580 1600

D3386/1/2/16/SA

GI-19 vad torzs (MH397148) GI-13 vad torzs (MG191018)

" A rekombindlédott szakasz nuklectid szintii azonossaga A rekombinalédott szakasz
= 98,93% nukleotid szintli azonossaga
i 99,79%

19. abra A D1623/1/1/HU és D3385/1/2/SA térzsek az egyes sziil6i torzsekkel rekombinalédott genomi régidira
kiszamitott szekvencia-hasonlosagi adatai SimPlot elemzés segitségével abrazolva. Az y tengely a rekombinans
térzsekhez val6 szdzalékos azonossagot, az x tengely pedig az S1 gén nukleotid pozicidit dbrazolja.
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Az atadott szekvencia szakaszok nukleotid azonossaga inter-lineage rekombinacio
esetén 93,4-99,79%, mig az intra-lineage rekombinacié soran 95,96-99,77% kozoétt alakult.
Eredményeinket a SimPlot szoftver segitségével is megerésitésitettik (19-21. abrak) (Lole et
al., 1999). A sajat torzsgyljtemény tagjait érintd, elfogadott rekombinaciés eseményeket a 6.

tablazat mutatja be részletesen.

D1812/3/12/11/SA

GI-1 vad toérzs (MZ367367)

| A rekombinalédott szakasz nukleotid szint(i azonossaga
v 93,4%

GI-19 vad torzs (DQ431199)

A rekombinalodott szakasz nukleotid szint(i azonossaga
99,99%

D2584/12/1/13/PH

GI-19 vad térzs (D1777/1/11/FE) gyedi varians vad torzs (D2586/4/6/13/PH)

A rekombinalédott szakasz A rekombinalédott szakasz
nukleotid szint(i azonossaga nukleotid szint(i azonossaga
96,33% 99,27%

20. abra A D1818/3/12/11/SA és D2584/12/1/13/PH torzsek az egyes szlil6i torzsekkel rekombinalédott genomi
régioira kiszamitott szekvencia-hasonlésagi adatai SimPlot elemzés segitségével abrazolva. Az y tengely a
rekombinans térzsekhez vald szazalékos azonossagot, az x tengely pedig az S1 gén nukleotid pozicidit abrazolja.
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D1794/41M11M1/EG

GI-23 vad térzs (D1694/3/1/11/EG) GI-23 vad torzs (D1456/1/5110/EG)
A rekombinalédott szakasz A rekombinalédott szakasz
nukleotid szintli azonossag nukleotid szintli azonossaga

98,81% 99,77%

D2828/3/13/TR

GI-23 vad torzs (JX027069) GI-23 vad térzs (D2697/5/2/13/SA)

A rekombinalodott szakasz
nukleotid szint(i azonossaga
6%

A rekombinalodott szakasz
nukleotid szintli azonossaga
95,96%
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21. abra A D1794/4/4/11/EG és D2828/3/13/TR tbrzsek az intra-genotipikus rekombinacio soran az
egyes szUl6i torzsekkel kicserél6dott genomi régisira kiszamitott szekvencia-hasonlésagi adatai SimPlot elemzés

segitségével abrazolva. Az y tengely a rekombinans térzsekhez valé szdzalékos azonossagot, az x tengely pedig

az S1 gén nukleotid pozicibit abrazolja.
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6. tablazat. Az IBV torzsekben azonositott rekombinacids téréspontokat és a rekombinacioban résztvevd feltételezett major és minor szil6i térzseket 6sszefoglalé tablazat.

Rekombinans torzs Genotipus Major szekvencia  Minor szekvencia Toréspont azonrclntsség A rekombinaciét detektald algoritmusok

rekombinans  major minor Kezdete  Vége (%)

DIBLZEIAIVSA tlombnas oG’ powiies  wamerer  we  1so  ssee o Seanseer
rel;c;r::tiirr(i?ié D3386/1/2/16/SA  rekombinans g:ig 2:12 mﬁ;g;ﬁ: :/I/ICHsz(l)iZ 803*5 1835264 3232 Geneconv, Bocsytéc(::gr;l,, I\SA:;thi, Chimaera,
TR oo ononies S8, AT SUTALFE USSR 0 e sor ey Meich chneas

D1623/1/1/11/HU  rekombinans g:i: 2:13 D3ﬁé’f£ 121371 EG DSYI\AESCSE/lZSji/Ols?tEG 701*3 1634290 Zgéi RDP, Genecsc;g\éélr\]/{a;;r;, Chimaera,

s JX027069 D2697/5/2/13/SA 0* 956 95,96 i
rezcérr?gtlirllzicm D2828/313/TR ch23 Gl-23 G238 posorisianaisa JX027069 1198 1620 97,16 o Gene%?g\ééﬁ?gigan’ e
T omwomes eaom om RN MR LD Bn o ommimmmies
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9.2.3 Az S1/S2 fehérje vagasi helyek elemzése

Az IBV S glikoproteinje prekurzor fehérjeként (S0) transzlalodik, majd a virus érése
soran a gazdaseijt sajat proteazai két (S1 és S2) alegységre hasitjak (Cavanagh et al., 1986).
Az S1/S2 fehérje hasitasi helyének motivuma polimorf, altalaban egy vagy tobb bazikus
aminosavhoz kapcsolodik, példaul az Arg-Arg-X-Arg-Arg/Ser (RRXRR/S) aminosavakbdl
tevédik 6ssze (ahol X barmely aminosav) (Cavanagh et al., 1992).

Az elemzett 102 térzs S fehérje hasitasi helyét meghatarozé motivum aminosav
szekvencigja valtozatos képet mutatott, dsszesen kilenc féle motivum volt megfigyelhetd. A
torzsek 30%- a (31/102) His-Arg-Arg-Arg-Arg (HRRRR), 18,62%-a (19/102) Arg-Arg-Thr-Arg-
Arg (RRTRR), 14,7%-a (15/102) Arg-Arg-Ser-Arg-Arg (RRSRR), 12,74%-a (13/102) Arg-Arg-
Thr-Gly-Arg (RRTGR), 6,86%-a (7/102) His-Arg-Arg-Lys-Arg (HRRK), 5,88%-a (6/102) Arg-
Arg-Phe-Arg-Arg (RRFRR), 4,9%-a (5/102) Arg-Arg-Tyr-Arg-Arg (RRYRR), 3,92%-a (4/102)
His-Arg-Ser-Arg-Arg (HRSRR), 1,96%-a (2/102) pedig Arg-Arg-His-Arg-Arg (RRHRR) S
fehérje hasitasi hely aminosav-motivummal rendelkezik. A kilenc féle motivum aminosav
sorrendjét a 22. abra mutatja be, mig a 102 térzs aminosav motivumai a 4. mellékletben

talalhatoak.
520 530 540 550 560 570

D2220/2/13/GR LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRKRSIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
D1783/2/3/11/RO LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
D1345/5/2/10/FE LTSRNETGSQPIENQLYVKLTNVSRRYRRSISENVTSCQYVSYGRFCIQPDGLIKQIVP
D2804/4/2/13/1ID LTSRNETGSQPIENQFYVKLTNVS RRSISENVTSCPYVSYGRFCIQPDGLIKQIVP
D2584/12/1/13/PH LTSRNETGAQLLENQFYIKLTNGSHRSRREISNNVTSCPYVSYGRYCIEPDGSLKQIVP

D4000/3/17/RO LTSHNETGSESIENQFYIKLTNGTRRSRRSITGNVTNCPYVSYGKFCIKPDGSLSTIVP
D1561/8/11/HU LTSRNETGSQLLENQFYIKITNGTRRFRRSITESVENCPYVSYGKFCIKPDGSIATIVP
D2326/3/13/CM LTSINETGSQFVGNQFYVKLTNSTRRTRRSVTENVTSCNYVSYGTFCIKPDGSLSNIVP

STIANVITNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP

D1344/2/2/10/EG LTSRNETGSQPIENREFYVKEPNS

22. abra. A vizsgalatban izolalt IBV torzsek S1/S2 hasitasi helyeinek aminosav szekvenciaja. Az aminosavak
egyetlen karakterként jelennek meg, a hasitasi hely motivumok piros keretben kiemelve talalhatoak.

A kilenc megfigyelt motivum kdzul szamos csak bizonyos genetikai vonalakba tartozo
térzsekben fordult eld, példaul a HRRKR, RRYRR, RRHRR és RRTGR motivumokat csak GlI-
19 vonalba tartozé térzsekben figyeltik meg. Az RRTGR aminosav motivum kizarélag a Gl-
16 vonalba tartozé térzsekben fordult eld. A leggyakoribbnak szamit6 HRRRR motivumot
nagyrészt GI-19 vonalba tartozé térzsekben, ezen felll csupan egy GI-13 vonalba tartozé,
valamint egy rekombinans tdérzsben azonositottuk. Az RRTRR motivum GI-14 és GI-23
vonalakba tartozo térzsekben, a HRSRR a GI-9 vonalba tartozé és rekombinans vagy egyedi
varians térzsekben, az RRFRR pedig Gl-1, GI-27 és egyedi varians térzsekben egyarant
megtalalhaté volt. A széles kdrben elterjedt RRSRR motivum az altalunk elemzett GI-1, GI-11,
GI-13, GI-19, GI-21, GI-25, GI-27 és GI-31 vonalakba tartozo térzsekben egyarant eléfordult.
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9.2.4 Az S gén aminosav szintii 6sszehasonlité6 elemzése

A patogenitasért felelés markerek azonositasa diagnosztikai szempontbdl kiléndésen
fontos. Ezért a vizsgalatba bevont 102 térzs S génjének elemzése soran kitértink a
szOvettropizmus meghatarozasaban szerepet jatszé aminosav mintazatok/motivumok
vizsgalatara is. Az S1 alegységben szamos esetben szamos egyedi kildnbséget figyeltlink

meg a prediktalt hipervariabilis régiokban és a teljes receptorkdté doménben (RBD).

A receptor-k6té domén (RBD) elemzése

Az S1 alegység receptor-koté doménjének (RBD) (19-272 as) elemzése soran a
szakirodalmi adatok alapjan a trachea receptoraihoz valé kétédése szempontjabdl kiemelt
fontossagu pozicidkban szamos szubsztituciét figyeltink meg a referencia M41 térzshéz
képest. Az M41 térzs S1 alegységének 19., 38., 43., 56., 63., 66. és 69. pozicidiban talalhaté
hét aminosav kulcsfontossagu az IBV tlskefehériének a csirke trachea receptoraihoz valé
kotédés szempontjabdl, és a polimorfizmus befolyasolja a légcsé csillos hamsejtjeihez vald
kotédési képességét (Promkuntod et al., 2014).

Avizsgalt 102 térzs kozll 43 esetében nem rendelkeztiink informacioval a madarakban
megfigyelhetd tlineteket és elvaltozasokat illetéen. A vizsgalt torzsek 48 esetben szarmaztak
olyan madarakbol, melyek légzdszervrendszeri, 11 esetben bélrendszeri és 15 esetben
kivalasztoszervrendszeri érintettségre utald tineteket mutattak. Noha a torzsek nagy része
légz6&szervrendszeri tineteket mutatd madarakbdl szarmazott, a szakirodalomban az M41
torzs esetében leirt, A19, N38, H43, S56, P63, 166 és T69 aminosav konstellacioval
megegyez6 szekvenciat egyik vizsgalatba bevont torzs esetében sem talaltunk (7. tablazat).

A légzbszervrendszeri tiineteket mutaté allatokbdl izolalt 48 térzs esetében minimum
négy (4/7) pozicioban figyeltink meg szubsztituciét, igy 6sszesen 22 féle aminosav motivumot
azonositottunk (23. abra).

A 48 torzs kozul harom esetében egyetlen aminosav pozicioban sem volt egyezés. A
leggyakoribb (12/48) aminosav konstellacié az A19, T38, H43, Y56, G63, T66 és S69 volt. De

szamos egyedi, csupan egy-egy térzs esetében megjelend motivum is eléfordult.
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Mass41/USA/1972/FJ904721 MLVTPLLLVTLLCVLCSAALYDS-SSYVYYYQSAFRPHNLWHIE S

D2334/12/2/13/CI MLGKSLFIVTLLFALCSAALFDN-NETVYYYQSAFRPADLWHIEY: T

D1344/2/4/10/EG MLVKSLFIVTLLFALCS]ALFDN-NETVYYYQSAFRPYTLWHMH(: v}

D2697/5/2/13/SA MLVKSLFIVTLLFALCSAALFDN-NETVYYYQSAFRPYDSWHMH(; Ak

D1345/5/2/10/FE MLGKSLFLVTILCALCSANLFDSANNYVYYYQSAFRPHN[WHIQf T

D2804/4/2/13/ID MLGNSLFVVTLLFALGS --NNYVYYYQSAFRPHNEWHIQf: T

D1654/1/4/11/RO MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPHNLWHIQL |

D2220/2/13/GR MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPHNEWHIUQEG yT

D2340/1/2/13/RU MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPHN{WHIQf HTk

D1617/3/11/UA MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPHILWHLQL: T

D1812/2/1/11/ZA MLVRSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPHTEWHLQS: HTE

D2328/15/3/13/GH MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPENEWHIQ T

D1760/2/2/11/GR MLVRPLFSVTFLCALCSANLFDSDNNYVYYYRSAFRPENEWHLQL: T

D3286/7/16/LB MLGKSLFLVTILCALCSANLFDPANTYVYYYQSAFRPHNLWHIQEGAYAVVNSTNYT

D3386/1/2/16/SA MLGKSLFLVTILCALCSANLFDSSNTYVYYYQSAFRPHNGWHIQEGAYAVVNSTNYT

D2584/12/1/13/PH MLVKSLFVVTILCALCSANLFDPANTYVYYYQSAFRPHDEWHIQESAYAVVNATNYT

D1446/5/4/10/FE MLGRPLLLVTLWYALCSALLYDR-NTYVYYYQSAFRP(QLEWYLH{;GATCRDRVEN(T

D1478/2/2/10/GR MLGRPLILVTLWYALCSASLYDR-NTYVYYYQSAFRP(PWHIH{;GAYAVDRVENRT

D2340/2/1/13/RU MLVTPLLLVTLLCALCSAALYDS-SSYVYYYQSAFRPHDLWHIH[:GAYAVVNISSHS

D2804/3/3/13/ID MLGKSLFIVTLLFALGSATIVYN--NDYVYYYQSAFRPANGWHIH{GAYAVVNVSERF

D2326/3/13/CM MLVTQLSVVTLLCALCSANLF-N-DNYNYYYQSAFRPYGEWHLHGAYEVVNVTREN]

D1719/1/11/GR MLVKSLFLVTILFALCSANLYDN-ESFVYYYQSAFRP(HLWHIH{:GAYAVVNVSSEN] \[CYSRNLSAA

D2334/11/2/13/CI MSVLHPLLVTLLFALCSANLHG--DSYVYYYQSEYRPHNWHMH:GAYAVVSTYNRS AT GWSRNFSHY

23. abra A légzdszervrendszeri tineteket mutaté allatokbdl izolalt IBV térzsek S1 N-terminalis (1-80 as) aminosav
szekvenciai a referencia M41 térzshoz viszonyitva. Az aminosavak egyetlen karakterként jelennek meg, a kiemelt
aminosav poziciok piros keretben kiemelve talalhatéak.

A bélrendszeri tiineteket mutaté allatokbdl izolalt 11 térzs esetében minimum négy
(4/7) pozicidban figyeltink meg szubsztituciét, igy 6sszesen 8 féle aminosav konstellaciét
azonositottunk (24. abra). A 11 térzs kozll egy esetében egyetlen aminosav poziciéban sem
volt egyezés. A bélrendszeri tuneteket és elvaltozasokat mutato allatokbdl szarmazo térzsek
kozott is felfedezhet6 volt egy-egy egyedi motivum: L19, G38, H43, T56, S63, T66 és V69
(D2628/1/4/13/MA) és N19, G38, H43, N56, -63, T66 és V69 (D2326/3/13/CM).
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D1617/3/11/UA MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPHIGWHIQEGAYAVVNSINYT SAEECTV:
D2022/2/3/12/RO MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPHNGWHIQEGAYAVVSSTNYT lH[CTV!
D1777/1/11/FE MLGKSLFLVTILCALCSANLFDPANTYVYYYQSAFRPHN[WHI T sAEHCTT
D2017/2/4/12/LB MLVKSLFIVTLLFALCSAALFD-NNETVYYYQSAFRPYT{;WEM Yp -pcrada
D2334/12/2/13/CI MLGKSLFIVTLLFALCSAALFD-NNETVYYYQSAFRPADLWHIHEGAYA T ASPCIAGALSWS
D2628/1/4/13/MA MLGRPLLLVTLWYALCSALLYD-NDTYVYYYQSAFRPYGWEM T AshcTAdv
D2326/3/13/CM MLVTQLSVVTLLCALCSANLF--NDNYNYYYQSAFRPYGHWHIHEGA N 54-BcTA
D2334/11/2/13/CI MSVLHPLLVTLLFALCSANLH--GDSYVYYYQSEYRPHN[:WHM S ;SARIFCTAGAGWSRNFSHY

24. abra A bélrendszeri tlineteket mutaté allatokbdl izolalt IBV térzsek S1 N-terminalis (1-80 as) aminosav
szekvenciai a referencia M41 t6rzshoz viszonyitva. Az aminosavak egyetlen karakterként jelennek meg, a kiemelt
aminosav pozicidk piros keretben kiemelve talalhatéak.

A 15 kivalasztoszervrendszeri elvaltozasokat okozd tdérzsben minimum négy (4/7)
pozicidban figyeltink meg szubsztituciét, 6sszesen 12 féle konstellaciét azonositottunk (25.
abra). A 15 torzs kozul egy esetében egyetlen aminosav pozicidban sem volt egyezés a
referenciaval. Két torzs esetében egyedi, csak kivalasztdészervrendszeri tiineteket mutatd
allatokbdl szarmazé térzsekben el6forduld motivumokat talaltunk: A19, D38, H43, Y56, T63,
T66 és AB9 (211776/Imrehegy/2011) és 119, N38, H43, F56, R63, T66 és V69
(D2804/3/3/13/ID).
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25. abra A kivalasztészervrendszeri tiineteket mutato allatokbdl izolalt IBV térzsek S1 N-terminalis (1-80 as)
aminosav szekvenciai a referencia M41 t6rzsh6z viszonyitva. Az aminosavak egyetlen karakterként jelennek

meg, a kiemelt aminosav poziciok piros keretben kiemelve talalhatoak.

7. tablazat. A kilonboz6 tiinetegyutteseket mutaté allatokbdl izolalt IBV térzsek S1 RBD szekvenciajanak kiemelt
pozicidiban talalhaté aminosav szekvenciak a referencia M41 térzshdz viszonyitva. A referencia szekvenciaval valé
egyezés esetén félkovér betitipussal kiemelve.

S aminosav pozicié

El6fordulas (szovettropizmus)

19 38 43 56 63 66 69

El6fordulas
(gyakorisag)

N H

S

o

—

MA41 referencia

légzGszervrendszeri, bélrendszeri

(%]

légzbszervrendszeri

=
N

légzbszervrendszeri

Z|> > >|>

légz6szervrendszeri, kivalasztdszervrendszeri

légz6szervrendszeri, kivalasztdszervrendszeri

bélrendszeri, |égz6- és kivalasztdszervrendszeri

légz8szervrendszeri

222 220|440

légz6szervrendszeri, kivalasztdszervrendszeri

bélrendszeri, |égz6- és kivalasztdszervrendszeri

légz8szervrendszeri

légz8szervrendszeri

légz6szervrendszeri, kivalasztdszervrendszeri

I KK K K K K K K K[> >

bélrendszeri, |égz6- és kivalasztdszervrendszeri

légzGszervrendszeri

légzGszervrendszeri

légzGszervrendszeri, kivalasztoszervrendszeri

- - <

légzGszervrendszeri

D wnrrizzZzzzzZ2ZzZz2Z2

légzGszervrendszeri, kivalasztoszervrendszeri

légzGszervrendszeri

légzGszervrendszeri

légzGszervrendszeri

légzGszervrendszeri, bélrendszeri

i BVILwvwommzoolTOoLTvuvivoelwnv

bélrendszeri

bélrendszeri

bélrendszeri, kivalasztdszervrendszeri

>\ 2222

kivalasztdszervrendszeri

I I I I I I T I I XTI IO L0 O LILOO0LLILOLOLLOT T

2040602 T 60 2|0 |v|/po22 224

<< ZAwnzZzZTunAAAAAAAAAAAAAH]<|< 4

I I I I R e e e A e e A R e e e e e A R R A AR A A

< >z IrPI< < IPri<

kivalasztdszervrendszeri

RiR|R|R[RIRPIRPINR|RPRIRPIWIR[RPRINRIR|IR|IRININIBININ|R

70



Bouwman és mtsai. (2020) korabban arra az eredményre jutottak, hogy a QX-RBD 99-
159. aminosavait magaban foglalo régio, kiilénos tekintettel az M41 térzs 110MLQ112 aminosav
motivumanak megfelel6 pozicidokban talalhatd 110KIP112 aminosavak szikségesek a vese
sejtieihez vald kotédéshez. Ezért elemzéseink soran kitértlink ennek a régidnak vizsgalatara
is. A kivalasztoszervrendszeri elvaltozasokat mutaté madarakbdl szarmazo térzsek azonban
egy esetben sem mutattak a 110KIP112 aminosav motivumot. A vizsgalt torzsek esetében az
adott poziciokban az MLQ/MIP/MIA/LIP vagy QLH aminosav tripeptidek voltak megtalalhatéak
(26. abra).

Mass41/USA/1972/FJ904721 MAWSS

D2340/2/1/13/RU : 2
211776/Imrehegy/2011 YPKFKSLQCVNNMTSVYLN
D1446/5/4/10/FE YPRFKSLQCVGNSTSVYLNGDLV
D3763/2/1/17/EG MAWSK: C YLNGDLV
D1654/1/4/11/RO MAWSRSQFC. YLNGDLV
D2340/1/2/13/RU MAWSKSQFC YLNGDLV
D1617/3/11/U0A MAWSKSQFC YLNGDLV
D1760/2/2/11/GR MAWSKSQFCSA YLNGDLV
D1777/1/11/FE MAWSKSQFC YLNGDLV
D1446/6/4/10/FE MAWSKSQFC. YLNGDLV
D2804/4/2/13/1ID MAWSKSQFC YLNGDLV
D3006/1/3/15/1ID MAWSKSQFC YLNGDLV
D3386/1/2/16/SA MAWSKSQFC YLNGDLV
D2804/3/3/13/ID MSWSKLQFC YLNGDLV
D2697/5/2/13/SA MSWSKSQFC LNGDLV

26. abra A kivalasztoszervrendszeri tiineteket mutaté allatokbdl izolalt IBV térzsek S1 N-terminalis (9-180 as)
aminosav szekvenciai a referencia M41 térzshéz viszonyitva. Az aminosavak egyetlen karakterként jelennek
meg, a kiemelt aminosav poziciok piros keretben kiemelve talalhatoak.

A QX-szerli GI-19 vonalba tartoz6 torzsek vizsgalata soran sem talaltunk 110KIP112
aminosav motivumot. A vizsgalt térzsek megfelel§ pozicidiban MIP/MIA vagy MVA aminosav
tripeptidek fordultak el és esetenként delécidé tortént ebben a régidban. A GI-19 vonalba
tartozo térzseken felll megvizsgaltunk mas, jellemzéen nefropatogén IBV térzseket tartalmazo
genetikai vonalakat is. A GI-13 (4/91 vagy 793B) és Gl-14 (B1648-szer() vonalak adott
aminosav poziciéiban minden esetben a MIP és LIQ tripeptid motivumok voltak
azonosithatoak.

A vizsgalt RBD régiok (19-272as) kildnb6z6é tinetegyutteseket mutatdé madarakbdl
izolalt IBV torzsei és a referencia M41 térzs megfelel6 peptid motivumai kdzott nem volt
kimutathatd egyértelml 6sszefiggés. A légzbszervi tuneteket mutaté madarakbdl izolalt
torzsek 67,33-74,94%-0s aminosav szintl szekvencia azonossagot mutattak az M41 torzzsel.
Azonban hasonlé értékeket mutattak a bélrendszeri (67,19-73,89%) és a
kivalasztdszervrendszeri (68,38-94,76%) tlineteket mutaté allatokbdl szarmazé toérzsek is.
Utébbi csoportban a kiemelkedéen magas, 94,76%-os értéket egy Gl-1 vonalba tartozé torzs
(D2340/2/1/13/RU) esetében tapasztaltuk.
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Aminopeptidaz-N kotdhely motivumok (APN) elemzése

Az IBV tuskefehérjéjének egyik lehetséges funkcionalis receptoraként leirt nagy
affinitasu aminopeptidaz-N (APN) peptid motivumok vizsgalata soran a vizsgalt torzseket az
irodalomban kordbban elemzett referencia M41 torzzsel hasonlitottuk 6ssze. A kiloénb6z6
tinetegylttest mutatd csirkékbdl szarmazéd térzsek mellett az egyes genetikai vonalakba
tartozo6 térzsek csoportjait is vizsgaltuk.

Az M4l IBV S1 N-termindlis doménjében felismerhet6 26-YxYY-29 és 34-
FXPPxxWxLH-43 és az S2 fehérjén talalhatdé 913-YxFxGN-917 APN peptid motivumok sajat
torzsekkel torténd dsszehasonlitasa soran az aminosav szubsztitucioknak kodszdnhetben
Osszesen 19 kildonbdzé aminosav konstellaciot figyeltiink meg, melyek a 26-Y/F/TxYY-29, 34-
FIYXPP/ISIG/AIFIRXXWXL/I/IMH/Q-43 és 913-YXFxGS/I/N-917 voltak (8. tablazat és 27. abra).
Ezek koézil a sajat tdorzsek kdzott a leggyakoribb (41/102) motivumok a 26-YxYY-29, 34-
FXPPxxXWxLQ-43 és 913-YXFxGS-917 voltak, melyeket f6ként a GI-19 genetikai vonalba

sorolhato torzsek korében figyeltink meg.

8. tablazat. Az egyes IBV térzsek S1 RBD szekvenciajanak kiemelt pozicidiban talalhaté aminosav szekvenciak a
referencia M41 torzshoz viszonyitva. A referencia szekvenciatol valé eltérés esetén félkdvér betltipussal kiemelve.
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Az APN motivumok aminosav szekvenciaja csupan egy egyedi varians torzs
(D2586/4/6/13/PH) esetében egyezett meg a referenciaval. 18 térzs esetében az egyes
motivumok csupan 1-1 aminosav poziciéban tértek el a referenciatdl, mely hat kilonb6zé
aminosav konstellaciot jelent. Négy-négy esetben: 26-YXYY-29 és 34-FxPPxxWxLH-43 és
913-YXFXGS-917 vagy 26-YXYY-29 és 34-FXPSxxWxLH-43 és 913-YXFXGN-917 vagy 26-
YXYY-29 és 34-FXPGxxWxLH-43 és 913-YXFxGN-917. Harom esetben: 26-YxYY-29 és 34-
FXPPXXWxMH-43 és 913-YXFXGN-917. Két esetben: 26-YXYY-29 és 34-FXPPxxWxLQ-43 és
913-YXFXGN-917. Egy esetben a 26-YXYY-29 és 34-FxPAxxWxLH-43 és 913-YXFxGN-917
motivumokat figyeltuk meg. 52 torzs esetében két aminosav pozicidban volt eltérés, mely hét
kllénb6zb aminosav konstellaciot jelent. 27 térzs esetében figyeltiink meg harom poziciéban
eltérést, ez harom aminosav konstellacidoban nyilvanult meg. Mig négy aminosav eltérést
Osszesen négy torzs esetében tapasztaltunk és kétféle aminosav konstellaciot azonositottunk
(8. tablazat).

A genetikai vonalak szerinti csoportositdas soran a GI-1 vonalba tartozo torzsek
egységesen 26-YxYY-29 és 34-FxPPxxWxLH-43 és 913-YXFxGS-917 motivummal
rendelkeztek. A GI-9 és GI-27 vonalak képvisel6i minden esetben két szubsztiticioval a 26-
FxYY-29 és 34-FXPGxxWxLH-43 és 913-YxFxGN-917 motivumot tartalmaztak. A GlI-11 vonal
egyetlen képviseldjében a 26-YxYY-29 és 34-FxPFxxWxLH-43 és 913-YxFxGS-917 motivum
volt lathaté. A GI-13 vonalba tartozé térzsek korében altaldban egy szubsztitucioval a 26-
YXYY-29 és 34-FXPGxxWxLH-43 és 913-YXFxGN-917 motivum fordult el leggyakrabban. A
GI-14 vonalba tartoz6 torzsek esetében a 26-YxYY-29 és 34-FxPSxxWxLH-43 és 913-
YxFXGN-917 motivumot figyeltik meg.
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27. abra Az S fehérje APN motivumaiban talalhaté aminosavak és szubsztituciok
Az S fehérje homotrimer harom szinnel jelélve. Az S fehérje monomerben a motivum megfelel6 aminosav
poziciéi pirossal jelélve A modell a https://swissmodel.expasy.ora/ weboldal, az egyéni formazas és szinezés a
Chimera 1.14 szoftver segitségével készlilt (Pettersen et al., 2004).
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A GI-16 vonalba tartozo torzsek egységesen két szubsztituciot és a 26-TxYY-29 és 34-
FXPAXXWXLH-43 és 913-YxFXGN-917 motivumot tartalmaztak. Az altalunk vizsgalt térzsek
korében tapasztalt leggyakoribb 26-YxYY-29, 34-FXPPxxWxLQ-43 és 913-YXFxGS-917
motivum jelent meg harom térzset leszamitva (39/42) a GI-19 vonalba tartozé térzsek
mindegyikében. A GI-21 vonal képvisel6i esetében minden esetben a 26-YxYY-29 és 34-
FXPSxxXWxMH-43 és 913-YxFxGN-917 motivumot figyeltik meg. A GI-23 vonalba tartozé
torzsek minden képvisel6je négy szubsztitucidval rendelkezett a vizsgalt motivumokban és
leggyakrabban (16/17) a 26-TxYY-29 és 34-FxPSxxWxMH-43 és 913-YxFxGS-917
konstellacio fordult el6. A GI-25 vonalba tartozé egyetlen térzs esetében a 26-YxYY-29 és 34-
FXPPxxWxLQ-43 és 913-YXFXGN-917 motivum volt megtalalhato.

Az egyes poziciokban azonositott aminosav szubsztitucidk altalaban az egyes
genetikai vonalakhoz voltak kéthetéek, a torzsek feltételezett szervtropizmusa és a motivumok

kozo6tt a vizsgalatba bevont torzsek esetében nem talaltunk ésszefliggést.

A hipervariabilis régiok (HVR) elemzése

A szekvencia heterogenitas az S gén S1 alegységen belll nagyrészt harom kilénb6z6
hipervariabilis régioban (HVR1, HVR2 és HVR3) a legmagasabb (Moore et al., 1997). A
szakirodalmi adatok azonban nem egységesek a HVR-ek pontos nukleotid poziciéit illetéen.
A leggyakrabban a 114-201 (38-67 as), 297-423 (91-141 as) és 822-1161 (274-387 as)
nukleotid pozicidkat hatarozzak meg hipervariabilis régiokként (Bourogaa et al., 2009; Khataby
et al., 2016). Mas informaciok alapjan azonban a HVR1 a 114-153 (38-51 as) vagy a 130-207
(50-69 as), a HVR2 a 297-345 (99-115 as) vagy a 351-393 (117-131as) nukleotid poziciékban
talalhaté (Cavanagh et al., 1988; Niesters et al., 1986).

Az altalunk vizsgalt 102 térzs S1 gén nukleotid szekvenciajanak a referencia M41
torzshoz valé illesztése soran a legtdbb, egyltt csoportosuld nukleotid eltérést, a 141-192 (47-
64 as) és 345-426 (115-142 as) régidkban talalhatd nukleotid pozicidkban tapasztaltunk. Ezen
régiok egymashoz viszonyitott nukleotid szintl genetikai tavolsagai elérték akar a 61,82 és
74,73%-ot (70,97 és 66,66% as szinten).

Amennyiben az S1 fehérje aminosav szekvenciainak illesztése soran a leggyakrabban
meghatarozott HVR pozicidkat (38-67 as, 91-141 as és 274-387 as) vettik figyelembe,
szamos konzervalt aminosav poziciét figyeltink meg. A HVR1 kdvetkez6 pozicidiban Iévé
meg6rzott aminosavak a 102 torzs és az M41 referencia esetében a G39, W40, G44, A46 és
C65 voltak. A HVR2 esetében a 102 térzsben az M41 referencidhoz viszonyitva konzervalt
aminosavak a W92, F97, C98, A100, C102, F104 és 109-VFVTH-113 voltak. A HVR3
esetében a 102 tdrzsben az M41 referenciahoz viszonyitva a rdgzilt aminosavak a 276N,
280A, 282-FN-283, 594-QT-295, 297-TA-298, 301G, 303Y, 306N, 308-SF-309, 313F, 315Y,
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322-YGS-324, 326-HP-327, 329C, 331F, 334E, 337N, 340-LWFNSL-345, 348S, 351-YGP-
353, 371-VF-372, 377-TCCYAYSY-384 és a 386G voltak.

9.3 Az IBV genetikai vonalainak foldrajzi elterjedése

Az IBV ismert genotipusai (GI-GVIIl) kézul a Gl genotipusba tartozd torzsek a
legvaltozatosabbak és az irodalmi adatok alapjan a legelterjedtebbek. A dolgozatban
alapvet6en a Gl genotipusu térzsek elemzését vegeztik el.

A GenBank adatbazisban elérhetd 6sszesen 3590 IBV S1 gén szekvencia (beleértve
502 telies genomot) tilnyomé része, 66,1%-a (n=2375) Azsiabdl izolalt térzsektdl szarmazik,
az azsiai torzsek 88,4%-a (n=2099) pedig kinai eredetli. A fennmaraddé szekvenciak
szarmazasi hely alapjan torténdé megoszlasa a kovetkezdképpen alakult: 12,7% (n=455)
Eszak-Amerika, 1,9% (n=70) Kdzép- és Dél-Amerika, 6,5% (n=232) Eurépa, 4,9% (n=177) a
Kozel-Kelet, 1,8% (n=65) Afrika, 1,7% (n=63) pedig Ausztralia és Uj-Zéland teriiletérol
szarmazott (28. abra).

Elemzéseink soran a GenBank adatbazisban elérhet§ szekvenciakat a sajat
torzsgyljtemény 102 szekvenciajaval is kiegészitettiik. igy a genotipusok és genetikai vonalak
megoszlasat tovabbi 8 afrikai (Dél-Afrikai Kbztarsasag, Elefantcsontpart, Ghana, Kamerun,
Szudan), 21 &zsiai (Ful6p-szk., Indonézia, Tavol-Kelet), 31 eurdpai (Fehéroroszorszag,
Gorogorszag, Hollandia, Lengyelorszag, Magyarorszag, Oroszorszag, Portugdlia, Romania,
Tdrokorszag, Ukrajna), 3 észak-amerikai (USA), 7 kdzép- és dél-amerikai (Argentina, Brazilia,
Mexikd, Peru), valamint 32 kdzel-keleti (Egyesilt-Arab Emirségek, Egyiptom, Iran, Jordania,

Libanon, Marokké, Szaud-Arabia) eredetl torzs bevonasaval vizsgaltuk.
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28. abra Az Avian coronavirus genotipusait és genetikai vonalait bemutaté teljes S1 szekvenciak alapjan késziilt
nukleinsav alapu filogenetikai fa.

A filogenetikai fa 200 reprezentativ torzs alapjan késziilt az egyes vonalak el6fordulasi aranyanak megfeleléen. A
fa generalasa a maximum-likelihood médszerrel és a megfelelé szubsztiticiés modell kivalasztasaval tortént a
MEGA X szoftver segitségével. A teljes S1 szekvencia elemzés alapjan azonos vonalba tartozo térzsek
szinkddolasa megegyezik az 29. abraval.

Osszességében elmondhatd, hogy noha a vilagszerte elterjedt GI-1 vonal Ausztréalia
és Uj-Zéland kivételével mindenhol eléfordult, az sszes genotipusba sorolhaté térzs (n=3514)
kdzul csupan 8,0% tartozott ebbe a genetikai vonalba. (28. abra: kék szin). A globalisan
elterjedt IBV genetikai vonalak kézll a leggyakoribb a GI-19 vonal (42,8%) (28. abra: piros),
melybe az eurépai mintak 40,5%-a, az azsiai mintaknak pedig 56,0%-a volt sorolhaté (Eszak-
Amerikaban és Ausztraliaban nem fordult eld). Az Afrika és Ausztralia kivételével mindenhol
el6forduld GI-13 vonalba (28. abra: sarga) a genotipizalt torzsek 9,3%-a, az Eurdpaban és a
Kozel-Keleten uralkodd GI-23 vonalba (28. abra: tiirkiz) a térzsek 4,7%-a, az Eszak-Amerika
és Ausztralia terlletét leszamitva globalisan elterjedt GI-16 vonalba (28. abra: barna) pedig
csupan a 0,9%-a volt sorolhato (28. és 29. abrak).
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29. abra Az Avian coronavirus egyes genetikai vonalainak eloszlasa foldrajzi régiok szerint a GenBank
adatbazisban talalhato S1 szekvenciak alapjan (Eszak-Amerika, Kozép- és Dél-Amerika, Afrika, Azsia, Eurdpa,
Kozel-Kelet és Ausztralia és Oceania). A kdrdiagramok mérete aranyos a foldrészen el6fordulé tdrzsek szamaval.

Az Eszak-Amerika terliletén izolalt torzsek 35%-a GI-9, 20%-a GI-1, 18%-a GI-25 és
11%-a GI-17, 7%-a GI-27 vonalakba, 5%-a pedig a GIV genotipusba voltak sorolhatéak. Ezen
felll elé6fordultak még a Gl-2, GI-3, Gl-4, GI-8, GI-13 és a GI-15 vonalakba tartozé térzsek is,
melyek a GI-13 vonal kivételével mind éshonosnak szamitanak a foldrészen. Eszak-Amerika
terlletér6l csupan egyetlen GI-13 vonalba tartozé toérzs teljes genom szekvencigja volt
elérhet6 a GenBank adatbazisban, mely egy 2017-ben Kanadaban, tojastermelési zavarokat
okozé jarvanybdl izolalt torzstél szarmazik (Najimudeen et al., 2021).

A Kdzép- és Dél-Amerika terlletérél szarmazo torzsek 54% és 4,2%-a a kizardlag a
kontinensen éshonos Gl-11 és GI-30 vonalakba tartoztak. A fennmaradé térzsek a globalisan
elterjedt GI-1 (17%), GI-13 (6%), GI-16 (14%) és GI-19 (1,4%) vonalakba sorolhatéak. Ezen
felul elérhetd volt még egy GI-17 vonalba tartoz6 2016-ban Costa Rica-i jarvanybdl izolalt torzs
teljes genom szekvenciaja is (Villalobos-Agiiero et al., 2021). Erdekesség, hogy a GI-17 vonal
eredetileg Eszak-Amerika teriiletén 6shonos. A fenti tanulmany azonban ramutatott, hogy a
Costa Rica teruletén izolalt térzs magas foku azonossagot mutatott a 2016-ban az Egyesult
Allamok teriiletén cirkulalé torzsekkel. A sajat térzsgydjtemény két mexikoi eredetl térzse a
GI-9 és GI-25 vonalakba sorolhatd, melyek leginkabb az észak-amerikai régidban jellemzéek.

Az Europabdl izolalt torzsek nagy része a vilagszerte elterjedt vonalakba tartozott: 7%-
a Gl-1, 16%-a GI-13, 2,1%-a GI-16, 41%-a GI-19. Ezen felil 4% és 0,4% az Eurépaban és
Afrikaban 6shonos GI-12 és GI-14 vonalakba volt sorolhatd. A csupan Eurépaban endemikus
Gl-21 vonalba és GlI-1, GlI-2 és GVIII genotipusokba a GenBank adatbazisban talalhato
europai eredeti torzsek 9; 0,9; 0,4 és 0,4%-a tartozott. Ezen felll a kozel-keleti eredeti GI-23

vonalba volt sorolhato a torzsek 18%-a.
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A Kozel-Keleten izolalt térzsek jelentbs része (74%) a Gl-23 vonalba tartozott, ezen
fellil 4% a GI-1, 13% a GI-13, 5% a GI-16 és 3% a GI-19 globalisan elterjedt vonalakba
tartozott.

Az afrikai eredetl izolatumok 48%-a a GI-26 vonalba volt sorolhatd, mely kizardlag
ezen a foldrészen fordult el6. A fennmarado torzsek 5%-a a Gl-1, 1,5%-a a Gl-16 és 35%-a
GI-19 vilagszerte gyakori vonalakba, 5-5% pedig az Eurdopaban és Afrikaban endemikus
GI-12 és Gl-14 vonalakba tartozott.

Az Azsia teriiletérdl izolalt térzsek 58%-a GI-19 vonalba volt sorolhatd. A tobbi azsiai
torzs 7%-a a Gl-1, 11%-a a GI-13 és 0,3%-a a GI-16 vilagszerte elterjedt vonalakba tartozott.
A fennmarad6 térzsek az Azsidban endemikus vonalakba tartoztak: GI-2, GI-3, GI-4, GI-7
(9%), GI-15 (0,5%), GI-18 (0,2%), GI-22 (5%) és GI-28 (5%), GI-29 (0,3%), a GVI (2%) és GVII
genotipusba sorolhaté.

Az Ausztrdlia és Uj-Zéland teriiletén el6forduld vonalak Osszetétele nagyban
kialonbozott a tobbi kontinensétdl, az itt izolalt torzsek 24%-a GI-5, 34%-a Gl-6, 11%-a GI-10
vonalakba, 11%-a Glll és 19%-a GV genotipusokba volt sorolhaté.

10 Megbeszélés

10.1 Teljes genom alapu elemzések

e

10.1.1 Fert6z6 bronchitis virus toérzsek altalanos genomszervezédése

Vizsgalataink soran 102 hazityuk eredetl Avian coronavirus toérzs teljes genomjanak
nukleotid sorrendjét hataroztuk meg. Osszességében a vizsgalt virustdrzsek genomjanak
felépitése nem tért el jelentdsen az irodalomban eddig leirtaktdl. Az egyes genomok mérete
~27 kb volt, mely legalabb 11, maximum 13 ORF-et kodolt. Néhany térzs esetében hianyzott
néhany jarulékos fehérjét kddold gén. Igy egy torzs esetében az ORF4b, 6t térzs esetében az
ORF 4c, mig 18 torzs esetében hianyzott a 6¢ gén, ez pedig minden esetben a START vagy
a STOP kodon hianyaban nyilvanult meg. A genomszegmensek felépitésében a kodolé régiok
el6tt és utdn nemtranszlalodé szakaszokat azonositottunk. A kodolo szakaszok
monocisztronosnak bizonyultak, az ORF1ab esetében pedig két, részben atfedd leolvasasi
keretet azonositottunk, mely 6sszesen 15 fehérjét kddol. A vizsgalt térzsek genomja minimum
24, de tobbségében 26 fehérjét kodolt.

10.1.2 A rekombinacié jelentésége a teljes genomban

Vizsgalatainkat az eurdpai (kdztik magyarorszagi) térzsek elemzésére korlatoztuk,
mert a teljes adatbazis elemzését a rendelkezésre allé szamitasi kapacitas nem tette lehetévé.

Elemzéseink soran a rekombinaciés események tobbségét a vad tipusu tdérzsek kdzott,
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valamint a vad és vakcinatdrzsek kodzott mutattuk ki. Ezt a nemzetkdzi szakirodalom is
megerf@sitette, szamos alkalommal beszamoltak vad és vakcina eredet( IBV térzsek kdzotti
rekombinaciordl. Thor és mtsai. példaul olyan azsiai és amerikai eredetli rekombinans vad
virusokrol szamoltak be, melyekben k6zds, mindkét régidoban immunizalasra hasznalt Mass
tipusu vakcinakhoz kétheté fragmentumokat azonositottak (Thor et al., 2011). Ezen kivil 4/91
tipusu vakcina eredetl rekombinans virusok jelenlétét igazoltak tébbek kdzott Kinaban is, ahol
a 4/91-es él6 attenualt vakcinakat gyakran alkalmazzak immunizalasra (Liu et al., 2013; Mo et
al., 2013). Az elemzés szamos olyan eseményt azonositott, amikor az atvitt fragmens tébb
mint 99%-o0s hasonlosagot mutatott a feltételezett vakcinatorzzsel. A 99%-ot meghalado
azonossagi ertékekrél feltételezhetd, hogy a vakcina és a vad tipusu térzsek kozoétti ujabb
rekombinacios eseményeket reprezentaljak, nagy valdszinliséggel az esemény kevéssel
megel6zhette az adott vad tipusu térzs tényleges izolaciojat vagy egybeesett azzal. Hasonlé
kovetkeztetésekre jutottak néhany észak-amerikai €s azsiai eredetii izolatum elemzése soran
is (Ren et al., 2020; Thor et al., 2011).

Az elemzésinkbe bevont vakcinatorzsek eredetében elvétve talaltunk rekombinaciora
utalé adatot. Erdemes azonban megemliteni, hogy a vizsgalt vakcinatdrzsek régebbiek voltak
(izolalasuk id6étartama, 1941-2017), mint az altalunk szekvenalt vad tipusu és a GenBank-i
referencia torzsek (2010-2017 és 1984-2017). Ezért az adatok megfelel6 értelmezéséhez ki
kell emelni, hogy a korabbi és a kdzelmultban keringd torzsek kozotti eltérés jelentbs lehet, és
egyes torzsek, amelyeket a vakcinafejlesztéshez hasznaltak, mar kihalhattak.

Elemzéseinkben szamos esetben kimutathaté volt akar tébb kilénbdzd vakcina
torzzsel tortént rekombinacio is. Példaul a D2022/2/3/RO (GI-19) térzs esetében 99% feletti
nukleotid szintli azonossagot figyeltink meg a 4/91-es és a 1148-as (QX) vakcinatdrzsekkel a
genom kuldnbdzd szakaszain. Informacidink szerint a térzs olyan allomanybdl szarmazik,
melyben az allatok 1B 88 vakcinat kaptak hat napos korban (CR88 varians térzs, rokona a
4/91-nek), ezért nagyon is lehetséges, hogy a 4/91 szerl térzzsel valé rekombinacié az
izolalast megel6zden torténhetett a vizsgalt allomanyban. Amellett, hogy ez a rekombinacios
esemény ritka példaja a kettés rekombinacidnak, ravilagit az él6, attenualt vakcinak
hasznalatanak kockazataira.

Egyes térzsek tébb rekombinaciés térésponttal rendelkeztek, ami egybevag szamos
korabbi eredménnyel. Ren és mtsai. beszamoltak egy kinai eredetl izolatumrél, mely
valoszinilileg tébbsz6rds rekombinaciés események sorozatabdl alakult ki és legalabb harom
(egy vad tipusu és két vakcina torzs: 4/91 és Conn) rekombinacids térésponttal rendelkezett
(Ren et al, 2020). Ezen felul Zhou és mtsai. vakcinazott allomanybdl izolaltak olyan
rekombinans vad tipusu torzset, amelynek genomjarol bebizonyosodott, hogy vad tipusu
(Ck/ICH/LSC/99I-, tlI/CH/LTD3/03-tipusu) és vakcinatorzsek (QX-szerli, 4/91 tipusu)

tobbszoros templat-valtasabol szarmazik (Zhou et al., 2017).
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Az izolalt térzsek és vakcinak koézott tapasztalt genotipus-azonossagok (értsd itt
lineage vagy genetikai vonal azonossagok) szintén alatamasztjak azt a hipotézist, hogy a
rekombinacios események bizonyos esetekben abban az allomanyban zajlottak le, ahonnan
a kérdéses izolatumok szarmaznak. Hat esetben azonban a feltételezett vakcina eredetl
szUl6i térzs kilonb6zott az immunizalasra hasznalt vakcinatérzstdl. A jelenleg cirkulald és
korabbi eurdpai torzsek elemzése hasonlé eredményeket mutatott, igy altalaban nem sikerult
pontosan meghatarozni a valodi szul6i torzseket. A helyzetet tovabb arnyalja, hogy az
allomanyok immunizalasara hasznalt vakcinatorzsek szekvenciajarol nem volt elérhet6 adat.

Bar a rekombinaciot detektalé programok az egyes rekombinansokhoz hozzajarulé 6
(major) és mellék (minor) szul6szekvenciakat kisérlik meg azonositani, az itt kozolt adatok
csak mas virusok szekvenciait reprezentaljak, amelyek a legszorosabb rokonsagban allnak az
atvitt fragmenst korulvevé szekvenciaval (f6szekvencia) és a transzferalt szakaszhoz nagyon
hasonlé szekvenciaval, és nem utal az atvitt fragmens eredetére vagy forrasara. Sok esetben
az ujonnan athelyezddott genomi fragmens mutacidokon ment keresztil, ami megneheziti a f6-
és mellékszekvenciak 6sszes végpontjanak és a major és minor ,szUI6k” azonositasat. Ezen
kivul, az athelyez6dott fragmensek at is fedhetnek, ami arra utal, hogy a rekombinacié mar
onmagaban is rekombinans virusok kozott tértént. Fontos azonban hangsulyozni, hogy az
algoritmusok altal azonositott ,szUl6i” szekvenciak nem a fragmens eredeti forrasara utalnak.

Vizsgalataink soran rekombinacios forré és hideg pontokat is meghataroztunk. Mint azt
korabbi tanulmanyokban is leirtak, a rekombinacios forré pontok, ,hot spotok” a teljes genom
mentén azonosithatdak voltak, leginkabb a nem-strukturalis fehérjéket kddolé régiokban (Lee
és Jackwood, 2000; Thor et al., 2011). Esetiinkben a rekombinaciés toréspontok az ORF1ab
régidéban (nsp2, nsp3, nsp8, nsp12 és nsp16) és kozvetlendl az S gén elétt 5’ iranyban
fordultak el6 legnagyobb szamban. A legtobb atvitt fragmens az nsp2, nsp3, nsp16 és S
génekhez kapcsolodott. Korabbi tanulmanyokban is viszonylag sok téréspontot figyeltek meg
az S génen belll és kdzvetlendl 5’ iranyban elétte (Estevez et al., 2003; Kusters et al., 1990;
Lee és Jackwood, 2001; Thor et al., 2011). Hasonléan tobbszdrés rekombinacios forrd
pontokat észleltek az észak-amerikai IBV torzsek elemzésekor az S gén elbtti (upstream)
pozicidkban, valamint az nsp2, nsp3 és nsp16 génekben (Thor et al., 2011).

A virdlis replikacidhoz létfontossagu nem szerkezeti fehérjéket kédolé ORF 1ab
régidban térténd rekombinacié befolyasolhatja a virus patogentiasat (Armesto et al., 2009). Az
nsp2-nek valdszinlleg a replikaciés komplex Golgi apparatushoz vald rogzitésében van
szerepe (Hagemeijer et al., 2010). Az nsp3 az nsp 2, 3 és 4 hasitasaért felels papain-szeri
proteazdomént (PLP) kédolja, mely I-es tipusu interferon (IFN) valasz antagonista (Zheng et
al., 2008). Az nsp3 egy, a coronavirusok kdrében konzervalt ADP-rib6z 1'-foszfatéz (ADRP)
aktivitdssal rendelkezd régiot is tartalmaz, melynek a tumornekrozis faktor alfa és az

interleukin-6 expressziéjanak modulalasaban is szerepe van (Eriksson et al., 2008;
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Gorbalenya et al., 1991). Ezen a terileten a rekombinacié megvaltoztathatja a virus
patogenitasat a gazda citokin expressziéjanak modulalasan keresztil. A primaz aktivitassal
rendelkezd nsp8 az RNS-fliggd RNS polimeraz nsp12-vel replikacios és transzkripcios
komplexet képez, mely nélkulézhetetlen a viralis RNS replikaciéjahoz (Tan et al., 2018). Az
nsp16 altal kodolt 2-O-ribdz-metiltranszferaz (2'0-MTase) az mMRNS sapka kialakitasaért
felel6s, ezen fellll az nsp16 I-es tipusu interferon antagonista igy a virusreplikacié mellett a
patogenitast is jelentésen befolyasolja (Gorbalenya et al., 1989). A burok és a membran
fehérijegk a virionok Osszeszereléséhez nélkulozhetetlenek, ezekben a fehérjékben
bekdvetkez6 valtozasok befolyasolhatjak a virusrészecskék képzédésének és a virus
terjedésének hatékonysagat.

Vizsgalatunkban a genom 5' és 3' végének kdzelében és az S gén nagyobb szakaszan
talaltunk olyan régidkat, ugynevezett rekombinaciés hidegpontokat, amelyekben egyaltalan
nem, vagy csak korlatozott szamban sikertilt rekombinaciét azonositani. Ez utébbi megfigyelés
kilénésen érdekes, és tovabbi magyarazatot érdemel. Az S génen bellli rekombinacios
események relativ hianya némileg talan ellentmond az irodalomban publikalt adatoknak, és az
elemzéseinkhez hasznalt szekvenciaadatokkal allhat O6sszefiiggésben (Kiss et al., 2016;
Moreno et al., 2017; Wang et al., 1993). A vizsgalatba bevont térzsek és a referenciak
véletlenszer( kivalasztasa nem azonositott mintavételi torzitast okozhat; ezért a kapott
eredmények értelmezése korultekintést igényel. Mindazonaltal nem zarhatjuk ki annak a
lehetéségét, hogy a bioldgiai jellemzék (pl. adott pozicidra iranyuld szelekciés nyomas vagy a
torzsek eltéré rekombinacios képessége ebben a régidban) szerepet jatszhattak abban, hogy
a kérdéses régiokban alacsony rekombinacios hajlamot kaptunk az elemzéseinkben.

A jol ismert horizontalis és vertikalis IBV terjedési utvonalak (OIE, 2018) valdszin(leg
elésegitik a rekombinans torzsek allomanyon bellli terjedését, de az emberi tevékenység
(beleértve a szennyezett eszkdzOk és anyagok mozgasat) szintén elésegitheti ezen IBV-k
nagy tavolsagokra torténd elterjedését. Vizsgalataink soran nem talaltunk bizonyitékot arra,
hogy az azonositott rekombinans vad- vagy vakcina-vad tipusu rekombinans térzseket tavoli
terlletekre hurcoltak volna, bar a teljes genom rekombinaciéelemzésbe bevont tdrzsek szama
korlatozott volt. A rekombinans térzsek hosszu tavu fitneszének, valamint tavoli allomanyok
kozotti terjedési potencialjanak meghatarozasahoz szikséges lenne az epidemioldgiai
vizsgalatok kiterjesztésére nagyszamu teljes genom szekvencia adat bevonasaval.

A genomialis RNS rekombinacidja gyors antigéneltolédashoz vezethet, amennyiben
kulcsfontossagu szerkezeti elemeket (példaul a tiskefehérjét kddold gén) érint. A tliskefehérjét
€s mas genomi régiokat érinté rekombinacios események bizonyitékait korabban mar szamos
alkalommal publikaltak (Lin és Chen, 2017; Valastro et al., 2016). Az S génen kivlli genomi
régiokat érinté rekombinaciokat azonban a kizardlag az S génre dsszpontositd vizsgalatok

nem veszik figyelembe. A megfelel6 védelmet biztositdé adaptiv immunvalaszhoz mind a
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sejtes, mind a humoralis védelmi vonalra szlikség van; ezért a diverzitas mechanizmusainak
felderitése a teljes genom mentén kiemelkeddéen fontos lehet a hatékonyabb védekezési
intézkedések megtervezéséhez.

A vizsgalt IBV térzsek tobbségiikben térben és idében is izolaltak voltak, emiatt a
rekombinacios események iddbeli sorrendjét nem lehetett megallapitani. Ennek ellenére az
europai eredetl vad, illetve vakcina IBV torzsek kozoétti rekombinaciés események genotipus
specificitastol fuggetlenll gyakorinak bizonyultak. A rekombinacié a teljes genom mentén
megfigyelhetd volt, a leginkabb érintett régiok az ORF 1ab és a tiskefehérjét kddold szakaszok
voltak, melyek befolyasolhatjak az IBV torzsek pato-, szero- és genotipusat is. Ezért e gyorsan
valtozé virus elleni védekezés soran a megfeleld vakcinatérzsek kivalasztasanal érdemes
lehet a rekombinacidra valé hajlamot is vizsgalni. Mivel a coronavirusok RNS virusok lévén
meglehetésen hajlamosak mutaciokra és rekombinaciora (Su et al.,, 2016), varhatdé a
kllénb6zb genetikai valtozatok megjelenése, mely a virus altal okozott megbetegedés

sulyossagara vagy a terjedés Gtemére is hatassal lehet.
10.2 S gén alapu elemzések

10.2.1 S1 gén alapu rekombinacioelemzés

Vizsgalataink soran az elemzésbe bevont 102 térzs teljes S1 gén szekvencigjanak
illesztésével rekombinacidelemzést végeztiink. Az altalunk tébb mint 600 teljes S1 szekvencia
illesztésével végzett rekombinacidelemzés soran osszesen 39, az S1 gént érintd
rekombinacios eseményt sikerllt azonositani, melyek nagy része genetikai vonalak kozoétt
(inter-lineage), kisebb hanyada pedig az egyes genetikai vonalakon belll (intra-lineage) zajlott
le. Kénnyen elképzelhetd, hogy az intra-lineage rekombinacidék gyakorisaga ennél nagyobb
volt, de a szul6i térzsek kdzotti genetikai rokonsag miatt ezeket az eseményeket a szoftver
nem azonositotta. Mindenesetre az atadott szekvencia szakaszok nukleotid azonossaga inter-
lineage rekombinacioé esetén 93,4-99,79%, mig az intra-lineage rekombinacié soran 95,96-
99,77% kozott alakult. A genom ezen régidjaban bekovetkezd valtozasok az IBV Uj
genotipusainak és szerotipusainak, vagy akar Uj coronavirusfajok megjelenését is

eredmeényezhetik (Jackwood et al., 2010; Pyrc et al., 2006; Worobey és Holmes, 1999).

10.2.2 Az S fehérje aminosav szintii elemzése

Az RBD és HVR szakaszok elemzése
Az S1 régidban megfigyelt aminosav valtozésok szerepét és a fert6z6képességre
gyakorolt hatasait nehéz meghatarozni, a rekombinans fehérjékkel végzett kisérletek azonban

lehetbvé tették egy-egy valtozas hatasanak vizsgalatat.
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A rekombinansan el6allitott fehérjékkel és rekombinans IBV-kkel végzett fert6zési
kisérletek eredményei alatamasztjak, hogy az S fehérje aminosav-6sszetétele hatassal van a
szervtropizmusra (Casais et al., 2003; Leyson et al., 2016; Promkuntod et al., 2014). In vitro
vizsgalatok kimutattak, hogy az S fehérje receptor-koté doménjében (RBD) mindéssze harom
aminosav valtozasa a sejttropizmus megvaltozasat idézheti el, mig a hipervariabilis régidk
(HVR) a virus elleni neutralizal6 antitestek indukalasaval hozhaték 6sszefiggésbe (Bouwman
et al., 2020; Moore et al., 1997). A rekombinans DNS technolégiaval expresszalt S fehérje
doménekkel végzett kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy az M41 térzs S fehérjéjének 19-
272. aminosavai elegenddek az IBV légcs6hoz vald kotddéséhez (Promkuntod et al., 2014).
Az S1 fehérje szerkezetének modellezése alapjan a kiemelt pozicidban talalhaté négy
aminosav a fehérje felszinén helyezkedik el, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy
befolyasolhatjak a receptor-kotd régié konformaciojat is (Leyson et al., 2016). Mivel ezek a
régiok fontosak a sejttropizmus meghatarozasaban, vizsgalataink soran kitértlink a régiéban
taldlhaté aminosav motivumok elemzésére is.

A vizsgalt 102 torzs kozul 59 esetben rendelkeztink informaciéval a madarakban
megfigyelhetd tlineteket és elvaltozasokat illetéen, igy az aminosav szubsztituciok feltételezett
szervtropizmusra gyakorolt hatasait csak ezekben a torzsekben tudtuk tanulmanyozni. Az
RBD régidban a szakirodalmi adatok alapjan kiemelt jelentéségi aminosavak vizsgalata soran
azt tapasztaltuk, hogy a légz8&szervrendszeri tineteket mutaté madarakbdl izolalt térzsek
aminosav szekvenciaja egy esetben sem egyezett meg a referencia M41 térzsével. A
szubsztituciok szamat és a vizsgalt poziciokban talalhaté aminosavak valtozatossagat jol
mutatja, hogy a 48 vizsgalt toérzsben 6sszesen 22 féle aminosav konstellaciét figyeltink meg.
Elemzéseink soran kulon kitértink mas tunetegylttest mutaté madarakbdl izolalt térzsek
motivumaira is. A kiemelt aminosav poziciokban megfigyelheté szekvencia és a feltételezett
szOvettropizmus kdzt azonban nem talaltunk dsszefliggést, a kilénb6zd tinetegyltteseket
mutaté madarakbdl izolalt térzsek szekvenciaiban nem ismerhetd fel egységes mintazat. Sét,
szamos, kilénb6zé tlinetegyittest mutaté madarbdl szarmazo térzs aminosav szekvenciaja
megegyezett a vizsgalt pozicidkban. Az adott poziciékban tapasztalt eltér6 aminosav
szekvencidk nem feltétlentil eredményezik az adott térzs gyengébb kotédését vagy
fert6z6képességének csokkenését. Leyson és mtsai. példaul arra mutattak ra, hogy az altaluk
vizsgalt Arkansas tipusu torzsben azonositott Y43H mutacio fokozta az érett Iégcsbszovethez
valo kotédést (Leyson et al., 2016). Megjegyzendd, hogy ezeket az aminosav pozicidkat az
M41 referencia térzsben azonositottak, amely egy Massachusetts tipusu térzs. Mas tipusu IBV
torzsekben eltér6 aminosav poziciok jatszhatnak kritikus szerepet a gazdasejthez valo
kotédésben.

Bouwman és mtsai. korabban arra az eredményre jutottak, hogy a QX-RBD 99-159.

aminosavait magaban foglalé régio, kulonds tekintettel az M41 térzs 110MLQ112 aminosav
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motivumanak megfelel6 pozicidokban talalhatd 110KIP112 aminosavak szikségesek a vese
sejtieihez valé koétédéshez (Bouwman et al.,, 2020). Vizsgalataink soran azonban a
kivalasztészervrendszeri tineteket és elvaltozasokat mutatd allatokbdl szarmazé IBV térzsek
egy esetben sem mutattdk a QX nefropatogén torzs ,KIP” aminosav motivumat. Ezért a
vizsgalt térzsek esetében sajnos nem tudtuk igazolni a kiemelt pozicidkban talalhaté aminosav
szekvenciak és az okozott tlnetegyuttes/szervtropizmus 06sszefiiggéseit. Eredményeink
szerint a vizsgalt motivumok leginkabb a genetikai vonalak alapjan és nem az okozott tiinetek
szerint rendezddnek, ezért a szovettropizmusért felelés aminosavakat nem sikerllt
azonositani.

Korabbi tanulmanyok ramutattak, hogy az S fehérjének dont6 szerepe van a
coronavirusok patogenitdsanak meghatarozasaban, de az S fehérjében 1évd hipervariabilis
régiok (HVR) patogenitasra gyakorolt hatdsa nem egyértelmiien meghatarozott (Leparc-
Goffart et al.,, 1997). Az S1 génen belll a nukleotid heterogenitas a harom hipervariabilis
régioban (HVR1, HVR2 és HVR3) a legmagasabb, melyeket a szakirodalmi adatok a
leggyakrabban a 114-201 (38-67 as), 297-423 (91-141 as) és 822-1161 (274-387 as) nukleotid
poziciokban hataroznak meg, (Bourogaa et al., 2009; Khataby et al., 2016; Moore et al., 1997).

A vizsgalt IBV torzsek a HVR-ek aminosav szekvenciaiban valtozatos szubsztitucios
mintazatot mutattak. A 102 térzs S1 gén nukleotid szekvenciajanak a referencia M41 térzshéz
valo illesztése soran a legtdbb, egyutt csoportosuld nukleotid eltérést, a 141-192 (47-64 as) és
345-426 (115-142 as) régidkban talalhaté nukleotid pozicidkban tapasztaltunk. Amennyiben
az S1 gén aminosav szekvenciainak illesztése soran a leggyakrabban meghatarozott HVR
pozicidkat (38-67 as, 91-141 as és 274-387 as) vettik figyelembe, szamos konzervalt
aminosav poziciot figyeltink meg. A megdrzott régiok arra utalhatnak, hogy az itt talalhaté
aminosavak nélkulézhetetlenek az S1 fehérje megfelel6 mikodéséhez.

Shan és mtsai. modositottak a Beaudette térzs genomjat, és hét rekombinans térzset
hoztak létre ugy, hogy a Beaudette torzsben 1évé HVR-eket a QX-szerl nefropatogén izolatum
megfeleld fragmenseivel helyettesitették (Shan et al., 2018). Eredményeik azt mutattak, hogy
a QX-szer(i torzsb6l szarmazé HVR-rel rendelkezd rekombinans virusok avirulensek
maradtak, ami azt jelzi, hogy csak a HVR-szekvencidk cseréje nem volt jelents hatassal a
patogenitasra. Hodgson és mtsai. korabbi eredményei alapjan a rekombinans IBV BeauR-
M41(S) apatogén természete azt jelzi, hogy a virulens torzsbdl szarmazé S fehérje nem
feltétlenll elegendd az apatogén Beaudette térzs mas génjeit érintd attenualé mutaciok
lektizdésére (Hodgson et al., 2004). A coronavirusok patogenitasanak meghatarozasaban az
S fehérje mellett a replikdz gén is szerepet jatszik, illetve néhany nem strukturalis fehérje
funkcioja is hatassal van a virus kérokozo-képességére (Armesto et al., 2009; Eriksson et al.,
2008; Sperry et al., 2005). Noha az S1 régiéban talalhaté RBD és HVR-ek szekvenciajanak

elemzése hasznos informéaciokkal szolgalhat az IBV genetikai variancigjanak

84



feltérképezésében — s6t akar a genetikai variancia biolégiai vonatkozasainak
tanulmanyozasara is alkalmas lehet — javasolt inkabb a teljes S1 régié elemzése mas antigén

régiok bevonasaval, amelyek modosithatjak a virus szero- és patotipusat (Shan et al., 2018).

Az aminopeptidaz-N kotéhely motivumainak (APN) elemzése

Az IBV tiskefehérjéjének egyik lehetséges funkcionalis receptoraként nemrégiben
azonositott nagy affinitasi aminopeptidaz-N (APN) peptid motivumok vizsgalata soran a
vizsgalt térzseket a referencia M41 térzzsel hasonlitottuk 6ssze (Sun et al., 2021). A kilénbdz6
tinetegylttest mutatd csirkékbdl szarmazd térzsek mellett az egyes genetikai vonalakba
tartozé torzsek csoportjait is vizsgaltuk. Az M41 IBV S1 N-terminalis doménjében felismerhet6
26-YXYY-29 és 34-FxPPxxWxLH-43 és az S2 fehérjén talalhatd 913-YxXFxGN-917 APN peptid
motivumok sajat térzsekkel térténd dsszehasonlitdsa soran az aminosav szubsztitucidknak
kdszdnhetéen 6sszesen 19 kiilénb6z6é aminosav konstellaciot figyeltiink meg. Erdekesség,
hogy az APN motivumok aminosav szekvenciaja csupan egy egyedi varians torzs
(D2586/4/6/13/PH) esetében egyezett meg a referenciaval. Az egyes pozicidkban azonositott
aminosav szubsztitucidk altaldban az egyes genetikai vonalakhoz voltak kéthetéek, a térzsek
feltételezett szervtropizmusa és a motivumok kozoétt a vizsgalatba bevont torzsek esetében
nem talaltunk 6sszefliiggést. Hasonlé eredményre jutottak GI-7 és GI-19 genetikai vonalakba

sorolhatd japan IBV torzsek S génjének elemzése soran is, ahol a 34-FxPPxxWxLH-43

Az S1/S2 fehérje hasitasi helyének elemzése

A dolgozat alapjat képez6 102 torzs vizsgalata kilencféle S1 fehérje hasitasi motivum
jelenlétét tarta fel, amelyek kdzul mindegyik eléfordulasara van példa a szakirodalomban. A
leggyakoribb motivumok a HRRRR (31/102), az RRTRR (19/102), az RRSRR (15/102) és az
RRTGR (13/102) voltak. A vizsgalt torzsek tdbbségénél a His-Arg-Arg-Arg-Arg (HRRRR)
motivum volt megfigyelhet, mely a szakirodalmi adatokkal egybehangzé eredmény, miszerint
ez az S1 fehérje egyik leggyakoribb hasitasi hely motivuma, féként a GI-19 vonalba tartozé
QX-szer(i torzsek esetében (Ji et al., 2011; Feng et al., 2014, 2017). Ezt a motivumot
kutatécsoportunk is nagyrészt GI-19 vonalba tartozé térzsekben, valamint egy GI-13 vonalba
tartozo és egy rekombinans torzsben azonositotta. A HRRRR motivum — mint ahogy a GI-19
vonal is — féldrajzi elterjedés alapjan valtozatos képet mutatott: afrikai (Libanon, Dél-Afrikai
Kdztarsasag, Szudan), kozel-keleti (Iran, Szaud-Arabia), eurdpai (Fehéroroszorszag,
Gorogorszag, Hollandia, Magyarorszag, Portugalia, Romania, Ukrajna) és tavol-keleti eredeti
térzsekben egyarant eléfordult. Az altalunk elemzett tdérzsek kozétt a masodik leggyakoribb
motivum az Arg-Arg-Thr-Arg-Arg (RRTRR), mely GI-14 és GI-23 vonalakba sorolhatd, Afrika

és a Kozel-Kelet terlletérél szarmazod (Egyesult Arab Emirségek, Egyiptom, Jordania,
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Kamerun, Libanon, Szaud-Arabia, Térokorszag) toérzsekben fordult elé. Korabbi referenciak
kozul szamos GI-23 vonalba tartozo térzs rendelkezik ilyen motivummal (Abozeid et al., 2017;
Domanska-Blicharz et al., 2020a; Liu et al., 2021; Mousavi et al., 2018).

A vizsgalatunkban szerepl6 102 térzsbdl 15 esetében az Arg-Arg-Ser-Arg-Arg
(RRSRR) motivumot talaltuk, GI-9, GI-11, GI-13, GI-19, GI-21, GI-25, GI-27 és GI-31
vonalakba tartozé térzsekben. Valtozatos szarmazasu, eurdpai (Gérégorszag, Lengyelorszag,
Magyarorszag, Romania), amerikai (Brazilia, Mexiké, USA), afrikai (Elefantcsontpart), kzel-
keleti (Marokko, Szaud-Arabia) és tavol-keleti torzsekben egyarant megfigyelhet6 volt. Az
1954-ben izolalt, egyik els6é ismert szekvenciaju fert6z6 bronchitis virus térzs (GU393336)
S1/S2 hasitasi hely motivuma szintén RRSRR (Thor et al., 2011). Az RRSRR valoszinlleg
egy 6si és gyakori hasitasi hely motivum lehet, amelyet szamos IBV genotipusban és
szerotipusban, sét mas coronavirusokban is megfigyeltek (példaul Alfa-, Beta- és
Gammacoronavirusok esetében) (Feng et al., 2014; Jackwood et al., 2001; Liu et al., 2021).

Az RRTGR motivumot 13, GI-16 vonalba sorolhato, afrikai (Elefantcsontpart), kdzel-
keleti (Egyiptom, Térokorszag, Szaud-Arabia) és dél-amerikai (Argentina, Peru) eredeti
torzsben azonositottuk, mely gyakori az azonos genetikai vonalba tartozé IBV-k esetében
(Franzo et al., 2015). A HRRKR motivumot hét, valtozatos foldrajzi eredetl (Afrika (Ghana),
Eurdpa (Goérégorszag, Romania, Oroszorszag)), Gl-19 vonalba tartozé térzsben figyeltik meg.
A szakirodalmi adatok alapjan gyakori motivum a QX-szerl GI-19 térzsek esetében (Feng et
al., 2017; Le et al., 2019; Li et al., 2010). Az RRFRR motivum hat térzs S1 aminosav
szekvencigjaban jelent meg, melyek szarmazasukat (Indonézia, Magyarorszag, Oroszorszag,
USA) és genetikai besorolasukat (Gl-1, GI-27, egyedi variansok) tekintve is valtozatosak
voltak. Az RRFRR szintén 6si motivumnak tekinthetd, az 1937-ben izolalt Beaudette torzs
(NC_001451) és szamos 1960-as 70-es évekbdl szarmazd Mass-tipusu térzs is ezzel a
hasitasi hely motivummal rendelkezik (Binns et al., 1985; McKinley et al., 2011; Mondal et al.,
2013). Az RRYRR motivumot 6t, tavol-keleti eredeti GI-19 vonalba tartozé térzsben
azonositottuk, mely megfelel a korabbi szakirodalmi adatoknak (Khanh et al., 2017; Yan et al.,
2011). A Fuldp-szigetek és Mexiko terlletérél szarmazo, Gl-9 vonalba tartozd, rekombinans
vagy egyedi varians térzsekben medfigyelt HRSRR motivum az Arkansas tipusu (GI-9) IBV-
kre jellemzd (Ammayappan és Vakharia, 2009; Wang et al., 1993). A QX-szer( IBV-kre
jellemzd RRHRR motivum két, indonéz eredeti GI-19 vonalba tartozé térzsben jelent meg, (Li
et al., 2010).

A kilenc megfigyelt motivum kdzul szamos csak bizonyos genetikai vonalakba tartozo
torzsekben fordult el6, példaul a HRRKR, RRYRR, RRHRR és RRTGR motivumokat csak GlI-
19 vonalba tartozé térzsekben figyeltik meg. Az RRTGR aminosav motivum pedig kizardlag
a GI-16 vonalba tartozo térzsekben fordult el6. Az RRTRR motivum GI-14 és GI-23 vonalakba

tartozo toérzsekben, a HRSRR a GI-9 vonalba tartozé és rekombinans vagy egyedi varians
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torzsekben, az RRFRR pedig Gl-1, GI-27 és egyedi varians térzsekben egyarant megtalalhato
volt. A széles korben elterjedt RRSRR motivum az altalunk elemzett GI-1, GI-11, GI-13, GI-
19, GI-21, GI-25, GI-27 és GI-31 vonalakba tartozo térzsekben egyarant el6fordult.

Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy az egyes hasitasi hely motivumok altalaban
genotipustdl fuggetlendl fordulnak el6, ezen fellil a kilénb6zd tlnetegyultteseket okozo
(legzbszervi vagy nefropatogén) térzsek hasitasi hely motivumai kozott sem talaltunk
Osszefuggést. Korabban szintén arrél szamoltak be, hogy a hasitasi hely motivuma sem a
patogenitassal, sem a szOveti tropizmussal nem all 6sszefuggésben (Jackwood et al., 2001).

Habar az S1 fehérje felel6s a gazdasejtekhez vald kotédésért és részt vesz a szoveti
tropizmus, a patogenitdas és a virusneutralizaci6 meghatarozasaban, a virus genetikai
jellemzéi és a betegség klinikai tlnetei kdzotti 6sszefiiggést azonban nem bizonyitottak
egyértelmiien az IBV esetében (Jackwood et al., 2001). Bar az S1 gén hasitasi helyét
meghatarozé6 aminosav motivum az erre irdnyulé vizsgalatok alapjan irrelevans a virus
patogenitasa és a szdveti tropizmus szempontjabdl, folyamatos evoluciés valtozast mutat
(Cavanagh és Davis, 1988).

10.2.3 Hasonlosagi és leszarmazasi kapcsolatok az S1 gén alapjan

A vizsgalt torzsek S1 nukleotid szekvencia alapjan torténé filogenetikai besorolasa
soran a 102 térzs k6zott a Gl genotipus 11 genetikai vonalanak képvisel8it azonositottunk. A
leggyakoribb a GI-19 volt, mely a vonal globalis elterjedését és a GenBank adatbazisban a
vonalba tartozd szekvencidk nagy aranyat tekintve nem meglep6 eredmény (Valastro et al.,
2016). A fennmarado torzsek nagy része a szintén globalis elterjedési GI-13, GI-16 és GI-23
vonalakba tartozik, illetve azonositottunk még Gl-1, GI-9, GI-11, GI-14, GI-21, GI-25 és GI-27
vonalakba tartozé torzseket is. Ezen fell négy torzs egyedi variansnak
(D2334/11/2/13/Cl, D2804/3/3/13/ID, D2586/4/6/13/PH, D3276/4/2/16/PH), négy pedig
rekombinansnak (D1623/1/1/11/HU, D2584/12/1/13/PH, D3386/1/2/16/SA,
211776/Imrehegy/2011) bizonyult. Ez 6sszhangban all az egyedi variansok és rekombinansok
irodalomban kézdlt gyakori elé6fordulasaval.

A D1623/1/1/11/HU, D3386/1/2/16/SA és D2584/12/1/13/PH rekombinans tdrzsek a
telies S1 nukleotid szekvenciaja alapjan készllt filogenetikai fan a GI-19 vonal tagjai
kbzelében, am kilén agon csoportosulnak (58. oldalon talalhaté 18. abra). Az S1 alapu
rekombinacioelemzés soran megallapitottuk, hogy az emlitett torzseket érinté rekombinacios
esemeényekben minden esetben részt vett egy-egy GI-19 vonalba tartozo ,szul6i” szekvencia.
A D1623/1/1/11/HU és D3386/1/2/16/SA torzsek teljes S1 gén nukleotid szekvenciaja 95,99%-
ban egyezett meg egymassal. Mig a D2584/12/1/13/PH torzs S1 szekvenciaja egy GI-19
vonalba tartozé térzshéz (D1498/2/1/10/FE) hasonlitott leginkabb. Valamint a GenBank-i
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szekvencidk koziul GI-19 vonalakba tartozd referenciakkal mutattak 90% feletti nukleotid
azonossagot.

A rekombinans 211776/Imrehegy/2011 t6rzs a sajat gyljteménybél egy Gl-21 vonalba
tartozé toérzzsel (D2961/1/1/15/MA, 87,88%), a GenBank-i referencia szekvenciak koézul a
GI-13 vonalba tartoz6 térzzsel mutatott magas hasonlésagot (88,56%). A teljes S1 nukleotid
szekvenciaja alapjan készilt filogenetikai fan is a GI-13 és GI-21 vonalak tagjai kdzelében, am
klén agon helyezkedik el (58. oldalon talalhat6 18. abra).

Az egyedi varians tdrzsek a filogenetikai elemzések alapjan nem csoportosulnak egyik
korabban meghatarozott genotipus genetikai vonalanak referencia torzseivel sem és a
Valastro és mtsai. altal korabban meghatarozott 26 egyedi varidanssal sem (Valastro et al.,
2016). A két Fullop-szk.-i szarmazasu egyedi varians toérzs (D2586/4/6/13/PH és
D3276/4/2/16/PH) telies S1 gén nukleotid szekvencidja kozott nagyfoku (98,70%)
hasonlésagot figyeltink meg, mig a térzsfan hozzajuk legkbzelebb elhelyezked6 indonéz
egyedi varianssal (D2804/3/3/13/ID) ésszehasonlitva csupan 84,22 és 83,78% ez az érték. A
GenBank-i referencia szekvenciak koézul mindkét Fllop-szk.-i torzs egy-egy GI-7 vonalba
tartozo tajvani szarmazasu referenciahoz hasonlitott leginkabb (87,95 és 87,57%). Az egyedi
variansok tovabbi, GI-7 vonalba tartozé térzsh6z viszonyitva is egyértelmien elkiléniinek a
filogenetikai fan. Filogenetikai elemzéseink alapjan a két Fuldp-szk.-i varians jobban hasonlit
egymashoz, mint barmely mas toérzs, ami kdzds evolucios eredetre utal. A FUlop-szk.-i
izolatumok kdzds agat alkotnak az indonéziai térzzsel, de egyértelmien két kiilénallé csoportot
alkotnak a Gl genotipuson belll. Az indonéz eredetli egyedi varians (D2804/3/3/13/ID) a
szintén varians D2586/4/6/13/PH térzshdz hasonlitott leginkabb nukleotid szinten (84,07%),
mig a masik két azonos szarmazasu, Gl-19 vonalba tartozo térzzsel ez az érték a 80%-ot sem
érte el. A GenBank-i referencia szekvenciak kézul egy malajziai szarmazasu, GI-25 vonalba
tartozo torzshoz hasonlitott leginkabb (82,34%).

A D2586/4/6/13/PH és D3276/4/2/16/PH térzsek esetében a mas genetikai vonalakba
tartozé torzsekkel torténd Osszehasonlitas csak alacsony, illetve kdzepes hasonldésagot
mutatott. A nukleotid szekvenciak paronkénti tavolsag értékei elérték a Valastro és mtsai. altal
meghatarozott 13%-ot. A korabban meghatarozott szempontrendszer alapjan ahhoz, hogy
adott tdérzsek csoportjat Uj genetikai vonalnak tekinthesslik, az alabbi kritériumoknak kell

teljesdlnie:

(a) A filogenetikai fa adott csomoépontjanak magas alatdmasztottsaga (SH-like érték >0.98).

(b) Legalabb harom, két kilénb6zé jarvanybdl szarmazé térzs monofiletikus csoportja.

A Fulép-szk.-i egyedi variansok a filogenetikai fan tapasztalt 1,0 (>0,98) SH-like értékkel és a
kalén jarvanybol valé szarmazasukkal megfelelnek az Uj genetikai vonalhoz szikséges

feltételeknek (30. abra). Azonban sajnos a régiobdl elérhet szekvenciak alulreprezentaltsaga
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miatt nem talaltunk a GenBank adatbazisban mas, a kérdéses egyedi variansokkal az S1 gén
filogenetikai elemzése alapjan monofiletikus csoportot alkotd térzseket. A Flldp-szk.-i és
indonéziai variansok a filogenetikai fan a GI-7, GI-24 és GI-25 genetikai vonalakba tartozé

torzsekkel egytitt csoportosulnak.

D2804/3/3/13/D
—00.60

| r D3276/412/16/PH
L D2586/4/6/13/PH

30. dabra Az Avian coronavirus nyolc genotipus 38 genetikai vonalaba tartozo referenciatorzsek és a sajat 102
térzs S1 nukleotid szekvenciai alapjan készilt filogenetikai fa. A Fll6p-szk.-i és indonéz egyedi varians térzsek
pirossal kiemelve.

Az elefantcsontparti Uj varians toérzs (D2334/11/2/13/Cl) leginkabb a sajat
torzsgyljteménybdl szarmazo Gl-21 vonalba tartozé marokkéi (D2628/1/4/13/MA) térzsre, mig
a GenBank-i referencia szekvenciak kozll az orosz szarmazasu egyedi varians RF/01/99
torzsre hasonlitott leginkabb (az egyezés 78,11%). Azonban a filogenetikai elemzések alapjan
a két egyedi varians nem alkot monofiletikus csoportot, igy k6z6s genetikai vonalat sem. Az
elefantcsontparti egyedi varians torzs a filogenetikai fan az Afrikdban regionalisan shonos és
elterjedt GI-26 genetikai vonal tagjaival csoportosul, am az S1 gén nukleotid azonossagi

értékek csupan a 78%-ot érik el.
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A Valastro és mtsai. altal 2016-ban javasolt genotipizalasi rendszert kiegészitendd, az
S1 gén szekvenciajanak filogenetikai elemzése alapjan a kézelmultban négy Uj genetikai vonal
és két Uj genotipus bevezetését javasoltak. Tobbek kdzott a Kinaban endemikus GI-28 és GlI-
29 vonalakat és a GVII genotipust, a GI-30 vonalat Trinidad és Tobago terlletén, a GVIII
genotipust Lengyelorszagban, a GlI-2 vonalat pedig nemrégiben Hollandiaban azonositottak
(Brown Jordan et al., 2020; Chen et al., 2017; Domanska-Blicharz et al., 2020b; Jiang et al.,
2017; Ma et al., 2019; Molenaar et al., 2020). Az elegendé mintaszammal rendelkezd, igy a
kritériumok alapjan elfogadott genetikai vonalak képvisel6i mellett az utobbi években szamos
egyedi varianst azonositottak, példaul Kenyaban, Tunézidban és Thaiféldon (Junnu és
Pohuang, 2022; Kariithi et al., 2023; Lachheb et al., 2019).

Egyes variansok tovabbra is csak az eredeti leirasuk foldrajzi régiodiban, madarak
szubpopulaciéiban cirkulalnak, mas variansok adaptivan ©6nallé genetikai vonalakka
evolvalédnak, amelyek szélesebb kdrben elterjedhetnek és megbetegedéseket okozhatnak
(Montassier, 2010). A virus genetikai allomanyanak tulajdonsagai mellett egy-egy varians
elterjedésében egyéb tényezdk (fogékony gazdafajok, kdrnyezeti faktorok) is szerepet
jatszhatnak. A kérdés, hogy a Fulop-szk.-i, elefantcsontparti és indonéziai egyedi variansok
milyen mértékben honosodtak meg azonositasuk tertletén és hogy elterjedhettek-e az

orszagban vagy a régiéban, még tisztazasra var.
10.3 Az IBV genetikai vonalainak foldrajzi elterjedése

10.3.1 Széles kérben elterjedt genetikai vonalak

A Gl genotipusu IBV-k néhany genetikai vonalanak széles fdldrajzi elterjedése
valészinileg egyes homoldg vakcinak elterjedt hasznalatanak tulajdonithaté. igy
valészinlsithetd, hogy a GenBank adatbazisban taldlhaté és ezekbe a vonalakba sorolhaté
szekvencidk egy része vakcina torzsektdl vagy vakcina eredetl IBV torzsekbdl evolvalodott
variansoktél szarmazik. Az IBV egyes genetikai vonalainak szazalékos eloszlasat foldrajzi
régiok szerint a 31. abran lathato hétérkép szemlélteti.

Az elsbként leirt, napjainkban legjobban ismert és elterjedt genetikai csoport a Gl-1
vonal. A ma GI-1 vonalba sorolt korai torzsekbdl allitottak elé elséként vakcinakat (H120,
Mass, M41, Ma5), melyeket napjainkban is minden intenziv baromfitartdssal foglalkozo
orszagban alkalmaznak. Az IBV elleni elsé vakcinat az Amerikai Egyesiilt Allamokban
fejlesztették ki az 1950-es években, az M41-es torzs hasznalataval (Van Roeckel et al., 1942).
Ezt kovettek az 1960-as években Hollandidban az ugynevezett H torzsbél készult vakcinak
(H120 és H52), melyek hamarosan széles kdrben elterjedtek (Bijlenga et al., 2004).
Napjainkban a GI-1 vonalba tartoz6 Mass és H120 vakcina torzsek tovabbra is a

leggyakrabban alkalmazott ¢éI6 attenualt oltéanyagok koézé tartoznak. A GenBank
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adatbazisban taldlhatdé szekvenciak 8%-a, valamint a dolgozatban vizsgalt 102 torzs kdzul

harom a GI-1 vonalba sorolhato.
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31. abra Az Avian coronavirus egyes genetikai vonalainak szazalékos eloszlasa foldrajzi régiok szerint a
GenBank adatbazisban talalhaté S1 szekvenciak alapjan (Eszak-Amerika, Kézép- és Dél-Amerika, Afrika, Azsia,
Eurépa, Kozel-Kelet és Ausztralia és Oceania). A leggyakoribb vonalak mélyvords szinliek, amelyek a foldrészen

eléfordulé térzsek szazalékos aranyanak csdkkenésével halvanyulnak. A sajat gyljteményben is azonositott
vonalak fekete kerettel jeldltek.
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A GI-13 vonal (4/91, 793B és CR88) szintén el6fordul a vilag nagy részén. A CR88
torzs els6 ismert eléfordulasarol Franciaorszagban, mig a 793B szerotipus megjelenésérél az
Egyesiilt Kiralysagban szamoltak be (Picault et al., 1995; Cook et al., 1996). Ezt kdvetéen
hamarosan megjelentek a 4/91-es vakcinak, hatasukra pedig a t6rzshéz kothetd
megbetegedések visszaszorultak. Azonban mara a kiterjedt immunizalasnak készénhetéen a
genetikai vonal vilagszerte elterjedt. A 793B térzsbdl Eurépaban az 1990-es években készlilt
vakcinat széles kdrben alkalmaztak, a vildg szdmos orszagaban (pl. az amerikai és afrikai
kontinens szamos orszagaban) viszont egyaltalan nem. Dél-Amerikai el6fordulasanak
hatterében az allhat, hogy Chilében a GI-16 (Q1) vonalba tartozé térzsek altal okozott
jarvanyos megbetegedések megelézésére a szélesebb keresztvédelem elérése érdekében a
Mass tipusu oltdbanyagok mellett bevezették a 4/91 vakcinatorzs hasznalatat (de Wit et al.,
2017). Ennek nyoman hat évvel a vakcina bevezetését kovetéen mar Gl-13 vonalba tartozé
vad tipusu térzseket izolaltak (Guzman et al., 2019; GenBank adat).

A GI-13 genetikai vonalat leirtak még Eszak-Afrikabol (Egyiptom, Marokko) és a
Perzsa-6bdl térségébdl (Szaud-Arabia, Iran), Eszak-Amerikaban pedig Kanadabél (Jones et
al., 2004; Martin et al., 2014; Rohaim et al., 2020). Ezen felll a sajat térzsgyljteménylnk Gl-
13 vonalba tartozo torzsei kozott (7/102) tavol-keleti szarmazasu mintak is eléfordulnak. A
GenBank adatbazisban talalhaté szekvenciak 9,3%-a, GI-13 vonalba sorolhatd, melyek kozott
vakcina és vad torzsekhez tartoz6 szekvenciak egyarant megtalalhatéak.

Mig a GI-1 és GI-13 vonalak globalis elterjedésének oka feltehetéen az azonos tipusba
tartozo torzsekkel végzett vakcinazasi programoknak kdszoénhetd, a Gl-19 vonalba tartozo
(QX-szer() nefropatogén torzsek térhdéditasa nem erre vezethetd vissza, hiszen a GI-19 vonal
elterjedése joval azelbttre tehetd, hogy a belblik készult homoldg vakcinat elkezdték volna
alkalmazni. A kinai eredetli QX-szer( torzsek jelentésége annak kdszdnhetd, hogy mind
Kinaban, mind Eurdpaban gyorsan terjedtek el és uralkodd szerotipussa valtak, jelentds
gazdasagi kart okozva ezzel a baromfidagazat szamara (Terregino et al., 2008). A GenBank
adatbazisban talalhaté szekvenciak jelentés hanyadat a GI-19 vonalba tartozé térzsek teszik
ki (42%).

Az els6 GI-19 vonalba tartozo térzset 1996-ban Kindban azonositottak sulyos mirigyes
gyomor-gyulladassal, vesekarosodassal és altojo-szindromaval egyutt jard jarvanybdl (Wang
et al., 1998). Ez a vonal 2004-ben elérte Eurdpat és néhany év alatt a kontinens szinte 6sszes
orszagaban elterjedt. El6sz6r Hollandidban szamoltak be eléfordulasarél (Landman et al.,
2005), de hamarosan izolaltdk Olaszorszagban (Beato et al., 2005), majd Franciaorszag,
Németorszag és Belgium (Worthington et al., 2008) teruletén is. Ezt kovetéen 2006-ban
Lengyelorszagban és Magyarorszagon (Domanska et al., 2007; Mato6 et al., 2007), majd 2008-
ban Anglidban (Gough et al., 2008) és 2011-ben Szlovéniaban is megjelent (Krapez et al.,

2011). A QX-szeri torzseket az azsiai régioban Kina mellett kés6bb azonositottak Japanban,
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Dél-Koreaban és Thaifoldon is (Mase et al., 2004; Lee et al., 2008; Pohuang et al., 2009),
tovabba Oroszorszagbdl, Afrika és a Kozel-Kelet egyes terileteir6l is beszamoltak a
felbukkanasardol (Amin et al.,, 2012; Bochkov et al., 2006; Toffan et al., 2011). A sajat
torzsgylijtemény tagjai kozil szamos eurdpai (Fehéroroszorszag, Gordgorszag, Hollandia,
Magyarorszag, Oroszorszag, Portugalia, Romania, Ukrajna), afrikai és kdzel-keleti (Dél-Afrikai
Koéztarsasag, Egyiptom, Ghana, Iran, Szaud-Arabia, Szudan), valamint tavol-keleti eredeti
torzs a GI-19 vonal képvisel6jének bizonyult (42/102).

Napjainkban jarvanytani szempontbél az egyik legnagyobb kihivast (az egyre terjed6
GI-23 vonal mellett) jelenleg az Europaban el6szo6r 2004-ben, Hollandiaban izolalt QX-szeri
IBV torzsek jelentik (Landman et al., 2005). Raadasul az eredeti kinai beszamoléban enyhe
proventriculitist okozo tipuskeént irtak le, Eurépaban mar megvaltozott tropizmusrdl, a vesék és
a petevezeték elvaltozasairdl szamoltak be (YuDong et al., 1998; Monne et al., 2008)

A korabban Q1 tipusként elnevezett GI-16 vonalba szintén globalisan elterjedt térzsek
tartoznak. Toébbek kozott izolaltdk Dél-Amerikdban (Argentina, Chile, Kolumbia, Peru és
Uruguay), Azsidban (Kina, Tajvan és Vietnam), a Koézel-Keleten (Egyiptom), Eurépaban
(Lengyelorszag, Olaszorszag, Oroszorszag és Szlovénia) (Abdel-Sabour et al., 2017
Alvarado et al., 2005; Bochkov et al., 2006; Capua et al., 1999; Chen et al., 2009; Huang et
al., 2004; Krapez et al., 2011; Le et al., 2019; Liu et al., 2009; Marandino et al., 2017, 2015;
Sesti et al., 2014; Tataje-Lavanda et al., 2019; Toffan et al., 2013; Valastro et al., 2016). A
sajat torzsgyljteménybdl szamos afrikai és kdzel-keleti (Egyiptom, Elefantcsontpart, Szaud-
Arabia, Toérdkorszag), valamint dél-amerikai (Argentina, Peru) eredeti térzs sorolhat6 ebbe a
vonalba (13/102).

A GI-16 vonalba tartozo torzseket el6szor 1996-ban Kinaban irtak le mirigyes gyomor
gyulladassal jar6 megbetegedések kapcsan, azonban egy retrospektiv felmérés soran
bebizonyosodott, hogy az ezzel megegyez6 genetikai vonalba tartozé 624/ térzsek mar az
1960-as évek 6ta Olaszorszag terlletén cirkulalnak (Yu et al., 2001; Taddei et al., 2012). Habar
Olaszorszagban az 1990-es évektdl sporadikussa valt a Gl-16 eléfordulasa, Kindba torténd
eljutasat kovetben atterjedt Dél-Amerika és a Kozel-Kelet terlletére is. A legujabb filodinamikai
elemzések arra engednek kdvetkeztetni, hogy az utébbi években a GI-16 vonalba tartozé
torzsek Azsiabol visszakeriiltek Eurépaba (Franzo et al., 2018). A GenBank adatbazisban
talalhatd szekvenciak 0,9%-a sorolhaté a Gl-16 vonalba.

A GI-23 vonalat alkoté varians térzsek elterjedése hosszu ideig csupan a kozel-keleti
régiora korlatozédott, azonban gyors térhdditasanak és széles korl elterjedésének
kdszonhetéen napjainkban inkabb a globalisan elterjedt vonalak kézé tartozik. A GI-23 vonal
els6 képviseldjét 1998-ban azonositottak Izraelben (Callison et al., 2001), majd az Egyiptomi
varians 1, Egyiptomi varians 2 és lzraeli varians 2 torzsek uralkodéva valtak az egész Kozel-
Keleten (Abdel-Moneim et al., 2002; Ganapathy et al., 2015; Kahya et al., 2013; Mahmood et
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al., 2011; Meir et al., 2004; Najafi et al., 2016; Yousefi et al., 2019). A GI-23 vonalba tartozé
torzsek a megnovekedett elhullas mellett valtozatos klinikai tlnetekkel hozhatdk
Osszefliggésbe, ide értve a légzdszervrendszeri tlineteket, vesekarosodast és tojastermelési
zavarokat (de Wit et al., 2021). Egy 2016-ban Egyiptomban végzett felmérés alapjan 14, vad
madarakbdl izolalt IBV toérzs a telies S1 gén szekvencia alapjan GI-23 vonalba tartozo 1BV
térzsnek bizonyult (A Rohaim et al., 2019), ami felveti a vadmadarak szerepét a Gl-23 vonal
Eurdpaban, Azsiaban és Afrikaban valé terjesztésében.

Europaban a GI-23 vonalba tartozé IBV torzsek altal okozott megbetegedésekrol
els6ként 2015-ben szamoltak be egy lengyelorszagi brojler allomanybdl (Lisowska et al.,
2017). Ezt kévetéen hamar uralkodo varians lett az orszagban, ugyanis a 2018-2019 kozott
kimutatott térzsek toébb mint 28%-a a GI-23 vonalba tartozott (Domanska-Blicharz et al.,
2020a). Egy ebbe a genetikai vonalba tartozé torzset 2019-ben Németorszagban izolaltak
brojler allomanyokbdl (Fischer et al., 2020), a kdzelmultban pedig Kelet-Eurdpaban is
jelentették eléfordulasat (Franzo et al., 2017b; Houta et al., 2021). A GI-23 vonalba tartozé
torzsek Nigériaban valo feltételezhetdé megjelenésére utal két, GenBank adatbazisban
fellelhetd részleges S1 gén szekvencia. Egy 2019-ben megrendezésre kerilé konferencian
pedig beszamoltak a vonalba tartozé torzsek széles korl afrikai és eurdpai elterjedésérdl,
Belgiumban, Csehorszagban, Marokkéban, Ugandaban, Zambiaban és Zimbabwében is (Tal
et al., 2019). Ezen feliil a GI-23 vonalba tartozé térzsek nemrégiben Azsiaban is megjelentek
(Scherbakova et al., 2018; Sadri et al., 2019). A dolgozatban vizsgalt mintak kézul, 15
tobbségében kdzel-keleti szarmazasu térzs sorolhaté a vonalba. A GI-23 genetikai vonalba
tartozo torzsek térhoditasara utal, hogy a GenBank adatbazisban elérhetd 164 teljes S1 gén
és 8 teljes genom szekvencia kdzel 95%-a a kdzelmultbdl szarmazik. Az Europabdl szarmazo

torzsek 17,6%-a, a Kozel-Keletr6l szarmazo torzsek 74%-a sorolhatdé ebbe a vonalba.

10.3.2 Egyéb, tébb kontinensen is el6fordulé genetikai vonalak

Azsia és Eszak-Amerika

A GI-2, GI-3 és GI-4 vonalakba tartozo torzseket az 1950-es és 60-as években irtak le
elészor az USA-ban, majd késdbb Azsidban is kimutattak éket légz8&szervrendszeri tlinetekkel
és vesekarosodassal jar6 megbetegedésekbdl (Albassam et al., 1986; Bing et al., 2007;
Hofstad, 1958; Kwon és Jackwood, 1995; Winterfield és Hitchner, 1962). A korabbi nevezéktan
alapjan ezekbe a vonalakba sorolhatéak a 'JMK’, 'Gray’, ’lowa97’ és ’Holte’ szerotipusként
ismert torzsek. Mig a GI-2 és GI-4 vonalakba tartozo torzsek el6fordulasarol az 1950-1960-as
évek ota nem szamoltak be, GI-3 vonalba tartoz6 torzsek az 1990-es évek végén ujra
el6kerultek az USA-ban, a 2000-es években pedig Kina, Tajvan és Japan teriletérdl is (Bing
et al., 2007; Gelb et al., 2005; Mase et al., 2022).

94



Eurépa és Afrika
A GI-12 és GI-14 genetikai vonalak Eurdpaban és Afrikaban egyarant elé6fordulnak, néhany
europai orszagban és Nigériaban illetve Oroszorszagban izolaltak 6ket (Bochkov et al., 2006;
Ducatez et al., 2009).

A GI-12 vonalba tartozé D207 és D274-szer( torzseket, 1978-1986 kozott Hollandia
és az Egyeslult Kiralysag teriletén izolaltak légzdszervrendszeri tlineteket és tojastermelési
zavarokat mutaté allomanybdl (Cook, 1984; Davelaar et al., 1984; Cook és Huggins, 1986).
Annak ellenére, hogy a GI-12 vonalba tartozé torzsek cirkulacidja jol dokumentaltnak
tekinthet6, viszonylag kevés szekvencia (6sszesen 11) érhet6 el a GenBank adatbazisban,
tobbek kozott Hollandia, az Egyesilt Kiralysag, Lengyelorszag, Nigéria és Oroszorszag
terlletérdl (Bochkov et al., 2006; Cavanagh et al., 1992; Cook, 1984; de Wit et al., 2018;
Domanska-Blicharz et al., 2020a; Jordi et al., 1989; Koch és Kant, 1990; Kusters et al., 1989;
Valastro et al., 2014). Napjainkban a GI-12 vonal Eurépaban alacsony gyakorisaggal fordul
el6.

A GI-14 vonalba tartozd, B1648-ként ismert vesekarosodast és tojastermelési
zavarokat okozo virusokat elséként 1984-ben Belgiumban (Meulemans et al., 1987, 2001),
majd késébb Olaszorszagban azonositottak (Capua et al., 1999). A B1648-szer(i torzsek az
1990-es években voltak a legelterjedtebbek, azéta szdérvanyosan mutattak ki Oket
Oroszorszagban (Bochkov et al., 2006), Franciaorszag és Németorszag terlletén
(Worthington et al., 2008), illetve Szlovéniaban (Krapez et al., 2011). Afrika tertletén ez idaig
Nigériaban szamoltak be el6fordulasardl, valamint a dolgozatban vizsgalt mintak kozott

meghataroztunk két kameruni GI-14 vonalba tartozo térzset is (Ducatez et al., 2009).

10.3.3 Regionalisan elterjedt 6shonos genetikai vonalak

Terjedelmi  megfontolasbdl a kdvetkez6 bekezdésekben csak a sajat
térzsgylijteményben is azonositott regionalis elterjedésli genetikai vonalak keriltek részletes
leirasra.

Eurépa

Az eurdpai kontinensen harom vonalat tekintlink 6shonosnak, a GI-21, valamint a GlI-1 és
GlI-2 vonalakat, bar az utébbiakrél meglehetésen kevés ismeret halmozdodott fel.

A GI-21 vonalba a GenBank adatbazisban talalhato teljes S1 és telies genom
szekvencidk alapjan 1997-2011 kozott izolalt toérzsek tartoznak (Egyesult Kiralysag,
Olaszorszag, Spanyolorszag) (Bochkov et al., 2007; Jones et al., 2005; Keep et al., 2020;
Worthington és Jones, 2006). A GI-21 vonal tipustérzse az 1999-ben Olaszorszagban izolalt
Italy02 (Bochkov et al., 2007). Ezt kdvetéen a GlI-21 vonal az egyik legelterjedtebb genotipus
lett szamos eurdpai orszagban, tdobbek kozoétt Spanyolorszagban, Szlovéniaban,

Horvatorszagban és az Egyesiilt Kiralysagban (Dolz et al., 2009; Krapez et al., 2011; Savic et
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al., 2011). A GI-21 torzsek ezen fellil megjelentek Franciaorszagban, Gérbégorszagban,
Hollandiaban, Németorszagban és Oroszorszagban is (Worthington et al., 2008; Bochkov et
al., 2006; Heffels-Redmann és Kaleta, 2004). Egy 2002 és 2006 kozott végzett felmérés
alapjan Nyugat-Eurépaban a GI-13 és GI-1 vonalak utan a harmadik leggyakoribb genotipus
volt (Worthington et al., 2008). Ezek a virusok légzdszervi tlineteket, tojastermelési zavarokat,
fiatal allatokban pedig veseproblémakat okoznak (Worthington et al., 2004; Dolz et al., 2012).
Habar a GI-21 vonalba tartoz6 torzsek sokaig csak Eurépaban fordultak el6, nemrégiben
felbukkantak Marokkdban is (Fellahi et al., 2015). A sajat térzsgydjtemeénytnkben talalhato
harom GI-21 toérzs is romaniai, illetve marokkoi szarmazasu.

Azsia

Jelenlegi ismereteink szerint szigortan Azsia teriiletére korlatozodik hét leszarmazasi
vonal és két genotipus el6fordulasa (Valastro et al., 2016). Ezek a kévetkezék: Gl-7, GI-15,
Gl-18, GI-22, Gl-24, GI-28, GI-29, GVI-1 és GVII-1.

Eszak-Amerika

Szamos genotipus és vonal tekinthetd 6shonosnak Eszak-Amerika teriiletén (GI-8,
Gl -9, Gl -17, GI -20, GI -25, GI -27 és GIV-1), azonban ezek kézll csak a GI-9, GI-27 és GIV-
1 vonalba tartozo torzsek tudtak széles korben elterjedni (Jackwood, 2012).

Habar a GI-9 vonal (Arkansas, Ark) el6forduldsa csak erre a fdldrajzi régiora
korlatozodik, az egyik leggyakoribb tipus, mely az USA terlletén széles kérben elterjedt és
légzbszervrendszeri tlunetekkel jard jarvanyokat okoz. Gyors terjedése miatt az 1973-as
leirasat kdvetben rovid idén belll attenualt vakcina térzset fejlesztettek ki ellene (Fields, 1973;
Johnson et al., 1973). Az Ark-tipusu torzsekbdl szarmaztatott attenualt vakcinak hasznalata
rovid idén beldl elterjedt és az 1980-as évekre az egyik leggyakrabban izolalt vad tipusu
torzsnek szamitott (Gelb et al., 1983). Napjainkban az USA-ban az egyik rendszeresen
hasznalt vakcinatorzsek, és gyakorta izolalt szerotipusok kdzé tartozik (Jackwood et al., 2005).
A kereskedelmi forgalomban kaphat6 torzset is tartalmazé bivalens vakcinat (IBMM+Ark)
elészeretettel hasznaljadk az Egyesilt Kiralysagban is, igy valdszin(, hogy a GenBank
adatbazisban elérheté GI-9 vonalba tartozé szekvenciak vakcina torzsektél széarmaznak
(Worthington et al., 2008). Az Ark-tipusu vakcinakat Kinaban is gyakran hasznaljak a baromfi
allomanyok immunizalasara (Liu et al., 2006). Igy azt feltételezziik, hogy az adatbazisba
feltdltott, kinai eredetll GI-9 vonalba tartozo térzsek inkabb ennek a vakcinatdrzs reizolaciojat
jelentik, nem pedig vad tipusu virus kimutatasat. A sajat gyljteménybdl dsszesen két torzs
sorolhato a vonalba.

Valastro és munkatarsai a GI-25 és GI-27 vonalakba soroltak a Georgia és Dél-
Karolina allamokban 2007-ben és 2008-ban leirasra kerult, Iégz6szervi megbetegedéseket
okozo két uj varians torzset (GAO7 és GA08) (Valastro et al., 2016). A GI-25 vonalba 2004-
2013 kozott izolalt torzsek tartoznak (Jackwood et al., 2007; Kulkarni, 2016). Az els6ként 2007-
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ben azonositott GI-27 vonalba pedig 2004 és 2015 kozoétt izolalt térzsek sorolhatdak (Kulkarni
és Resurreccion, 2010). Ujabb adatok szerint a GI-27 vonalba tartozé térzsek altal okozott
megbetegedések gyakorisaga megnétt, az altaluk okozott gazdasagi karok mar érezhetéek
(Kulkarni, 2016). A sajat torzsgyljteményinkben talalhaté észak-amerikai eredet(i torzsek a
GI-27 vonalba tartoznak. Valamint azonositottunk egy GI-25 vonalba sorolthaté mexikéi
eredeti torzset is, mely a vonal Uj el6fordulasanak szamit.

Ko6zép- és Dél-Amerika

Az egyik kizardlag Dél-Amerika terlletén el6fordulo vonal a GlI-11, mely napjainkban is
uralkodo tipusnak szamit egyes orszagokban (Brazilia, Uruguay) (Marandino et al., 2019). A
Gl-11 vonalba sorolhatd torzseket el6szor Brazilidban mutattdk ki 1975-ben, noha
feltételezhetéen mar az 1950-es évek 6ta cirkulaltak a régioban (Fraga et al., 2013; Marandino
et al., 2019). Késébb a Gl-11 térzseket Argentina és Uruguay tertletérél is leirtak (Marandino
et al., 2015; Villarreal et al., 2010; Chacoén et al., 2011; Rimondi et al., 2009; Santos Fernando
et al., 2017). Az ebbe a genetikai vonalba tartozé térzsek |égz8szervrendszeri
megbetegedésekkel, medddséggel, tojastermelési zavarokkal és bélrendszeri tlinetekkel
hozhaték 6sszefliggésbe (Chacon et al., 2011; Villarreal et al., 2010). A GenBank adatbazisba
feltoltott szekvenciak tdbbsége Argentinabdl, Braziliabdl, és Uruguaybdl szarmazik, valamint
a sajat gyljteményunkbdl is egy braziliai eredetl torzs sorolhaté a Gl-11 vonalba (Marandino
et al., 2017, 2019).

A legujabb GI-30 vonal nemrégiben kerllt leirasra Trinidad és Tobago teruletén
légzbszervrendszeri tineteket mutatdé haztaji baromfikbdl izolalt térzsek alapjan (Jordan et al.,
2020).

Afrika

A GI-26 vonal egy egyedi afrikai csoport, melybe a GenBank adatbazis alapjan 2006
és 2007 kozott Nigériaban és Niger terlletén izolalt térzsek (n=32) tartoznak csupan (Ducatez
et al., 2009).

Ausztralia és Oceania

Ausztralia és Uj-Zéland teriiletén féként a foldrajzi elszigeteltségiiknek kdszénhetéen
az IBV evolucidja a vilag tobbi részétél fliggetlendl zajlott, szamos egyedi, csak itt el6forduld
varianst eredményezve (GI-5, GI-6, GI-10, Glll és GV). Az elszigeteltség miatt a globalisan
elterjedt GI-1 vonal itt nem is fordul el6, valészinlleg mert mindig is sajat izolatumokbdl
szarmazo vakcinatdrzseket hasznaltak a kereskedelmi forgalomban kaphaté altalanos import

készitmények helyett (Ignjatovi¢ és Sapats, 2000).
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11 Uj tudomanyos eredmények

1. Munkank soran 102 izolatumbdl &ll6 Avian coronavirus torzsgyUjtemeényt
jellemeztunk teljes genom szekvencia meghatarozassal. Eredményeink ravilagitottak az Avian
coronavirus evoluciés mechanizmusaiban fontos szerepet jatszé rekombinacio jelentéségeére.
Elemzéseink soran a genom szamos régiojat, koztuk az S1 gént érintd rekombinacios
eseményt sikerilt azonositani.

2. Meghataroztuk 6t Uj, magyarorszagi eredetd, Gl-1 és GI-19 vonalakba tartozé IBV
torzs teljes genom szekvenciajat. Valamint azonositottunk egy S génben rekombinans térzset
is, mely tdbbszdords rekombinacios események eredményekeént johetett Iétre, és a legnagyobb
hasonlésagot GI-13 és GI-21 vonalakba sorolhat6 térzsekkel mutatta.

3. Vizsgalatunkban az nsp8 és nsp12 génekben talaltunk (j rekombinacios
forropontokat, valamint a genom 5' és 3' végének kozelében és az S gén nagyobb szakaszan
rekombinacios hidegpontokat azonositottunk.

4. Els6ként azonositottunk Uj egyedi varidans torzseket a Fulop-szigetek,
Elefantcsontpart és Indonézia terlletérdl, melyek a tébbi referencia torzstél nagymeértékben
eltér6é genomszekvenciajuk alapjan akar egy-egy Uj genetikai vonal elsd képvisel6i lehetnek.
Valamint Afrika és Koézép-Amerika terlletén eddig le nem irt genetikai vonalakat talaltunk
(Elefantcsontpart GI-16, Mexiké GI-9, GI-25).

5. A GenBank adatbazisban elérheté teljes genom és teljes S1 szekvenciak, valamint
a sajat torzsgyljtemény felhasznalasaval kiterjesztettik a ma hasznalatos S1 gén alapu
genotipizalasi rendszert. Ezen kivil, sajat adataink integralasaval frissitettik az egyes
genotipusok foldrajzi megoszlasara vonatkozé ismereteket.

6. A dolgozatban vizsgalt peptid motivumok tekintetében a szakirodalmi adatokkal
ellentétben az egyes aminosav poziciokban medfigyelhet6 szekvencia és a feltételezett
szdvettropizmus koézt nem talaltunk 6sszefliggést. Eredményeink szerint a vizsgalt motivumok
leginkabb a genetikai vonalak alapjan és nem az okozott tunetek szerint rendezédnek, ezért a

szdvettropizmusért felel6s aminosavakat nem sikerult azonositani.
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14 Mellékletek

14.1 melléklet. A vizsgalt fert6z6é bronchitis torzsek jellemzoi

Genotipus Azonosité Szarmazas Eletkor (nap) Szovet Klinikai tiinetek/kérbonctani elvaltozasok Vakcinazas
Gl-1 D1561/8/11/HU Magyarorszag 7 nyiroktiszék na H120
Gl-1 D1871/1/1/12/HU Magyarorszéag na na na na
Gl-1 D2340/2/1/13/RU Oroszorszag 15 légcsé légz6szervrendszeri tiinetek, duzzadt vesék na
GI-9 D1719/1/11/GR Gorogorszag 26 nyiroktisz6k légz6szervrendszeri tinetek, ndvekedésbeli elmaradas D1: Ark
GI-9 D2020/1/1/12/MX Mexiko na na na
Gl-11 D2147/7/13/BR Brazilia 35 tids, légesé masodlagos bakterialis fert6zés D1: Mass
Gl-13 D1435/1/2/10/SA Szaud-Arabia 21 nyiroktliszék na na
GI-13 D1446/5/4/10/FE Tavol-Kelet 34 nyiroktisz6k magas mortalitas, légzdszervi tiinetek, vesemegnagyobbodas DO: H120, D7:4/90
Gl-13 D1478/2/2/10/GR Gorogorszag 40 nyiroktliszék légz6szervrendszeri tinetek, 1%-0s mortalitas/nap DO0: H120; D15: H120
GI-13 D1530/2/3/10/RO Romania na vese na na
Gl-13 D1530/3/3/10/RO Romania 31 nyiroktiiszok | 2> etes korban g;?é%ﬁ;?grren"cﬂiﬁgg”;tf(};;_ggtzzén’zi"t‘éiyu"adés' na
Gl-13 D1530/4/1/10/RO Romania 39 nyiroktiiszok 'égzaszer‘”e”dsze”;“;}E}gﬁé?ggf/:ﬁg%‘gﬁﬁz's6démés fej, 50%-os D1: Ma5; D9: 4/91
Gl-13 D2353/13/PL Lengyelorszag na na na na
Gl-14 D2326/3/13/CM Kamerun 42 bélszdvet |égzbszervrendszeri tlinetek, hig bélsar nem vakcinazott
Gl-14 D2326/4/13/CM Kamerun 60 bélszovet légz6szervrendszeri tinetek: horkolas, sir valadékos orrfolyas nem vakcinazott
Gl-16 D1344/2/2/10/EG Egyiptom 21 légcsé légz6szervrendszeri tiinetek, erésen kipirult 1égcsé na
Gl-16 D1382/2/4/10/SA Szaud-Arabia 23 nyiroktlisz6k légszomj D1: H120
Gl-16 D1817/1/4/11/SA Szaud-Arabia 34 nyiroktisz6k na na
Gl-16 D1817/2/3/11/SA Szaud-Arabia 28 allantoisz folyadék na na
Gl-16 D1959/2/2/12/AR Argentina 42 vese na D1: Ma5, D14: H120
Gl-16 D1992/1/2/12/SA Szaud-Arabia légcso na na
Gl-16 D2148/10/13/PE Peru 28 tado, léges6 na H120
Gl-16 D2281/1/2/13/SA Szaud-Arabia 37 tido na Ma5b
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Gl-16 D2334/12/2/13/CI Elefantcsontpart 45 nyiroktisz6k légz6szervrendszeri tunetek, hig bélsar D1: H120, D28: Mass
Gl-16 D2358/2/13/TR Torokorszag na lép na na

Gl-16 D2358/24/13/PE Peru 28 vese, nyiroktliszék kéhogés D1: Mass
Gl-16 D2467/11/13/PE Peru 26 tudé, légesé |Iégzbszervrendszeri tlinetek: kdhogés, 10-40% morbiditas D1: Mass
Gl-16 D2540/1/1/13/SA Szaud-Arabia 19 vese, nyiroktisz6k na D15: IB CR88
Gl-19 11518 Kiskunmajsa Magyarorszag na na na na

GI-19 D1345/5/2/10/FE Tavol-Kelet 30 nyiroktiszok kipirult légcsé DO0: H120
GI-19 D1446/6/4/10/FE Tavol-Kelet 35 nyiroktiszok magas mortalitas, [égzdszervi tiinetek, vesemegnagyobbodas DO: H120, D7:4/91
GI-19 D1498/2/1/10/FE Tavol-Kelet 35 nyiroktiszok na H120

GI-19 D1500/3/3/10/FE Tavol-Kelet 21 nyiroktiszok szétnovés na

Gl-19 D1543/1/1/10/FE Tavol-Kelet 38 légcsé na na

Gl-19 D1617/3/11/UA Ukrajna 28 légcsoé légcsbgyulladas, vesegyulladas, bélgyulladas DO: IB primer; D10: H120
Gl-19 D1623/1/1/11/HU Magyarorszag na légcsoé na na

GI-19 D1654/1/4/11/RO Romania 31 nyiroktiisz6k 'égzasze%;i’:(‘lzzeslgll‘i”ﬁt;kz:;ﬁ%ﬁg%’;""\'/i‘iizyitl‘l’:dgg;a'a”Ség’ D1: Ma5
GlI-19 D1656/2/11/BY Fehéroroszorszag 31 nyiroktisz6k bélgyulladésgérng%ﬁ.lslI;::sé,sb:;sy?rz:ftgg\;%iisei, vérzések a na

GI-19 D1674/2/2/11/FE Tavol-Kelet 37 vese na na

GI-19 D1679/1/3/11/ZA Dél-Afrikai Kdztarsasag 25 nyiroktisz6k na na

GI-19 D1760/2/2/11/GR Gorogorszag 29/40 légcsé légz6szervrendszeri tlinetek D1: Ark; D18: 4/91
Gl-19 D1777/1/11/FE Tavol-Kelet 30 vese vesegyulladas, hasmenés, hig bélsar Mass

Gl-19 D1777/3/2/11/FE Tavol-Kelet 30 légcsé torticollis (csillagvizsgalo fejtartas) H120

GlI-19 D1783/2/3/11/RO Romania 28 tidé, légeso, vese légz6szervrendszeri tiinetek: 1égszomj, tlisszogés, légesé szikilet D1: H120
GI-19 D1812/2/1/11/1ZA Dél-Afrikai Koztarsasag 28 légcsé |égz6szervrendszeri tiinetek na

GI-19 D1812/3/12/11/SA Szaud-Arabia na na na na

GI-19 D1861/1/4/12/IR Iran 28 nyiroktiisz6k na na

GI-19 D1866/1/4/12/FE Tavol-Kelet 28 hasnyalmirigy na D3: H120, D9: H120
GI-19 D1866/2/4/12/FE Tavol-Kelet 28 nyiroktiisz6k na D3: H120, D9: H120
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GI-19 D1867/2/1/12/FE Tavol-Kelet 33 tudé na D1: H120, D9: H120 + 4/91
GI-19 D1867/3/2/12/FE Tavol-Kelet 35 tiddé na D1: H120, D9: H120 + 4/91
GI-19 D1944/1/3/12/RO Romania 39 vese légz6szervrendszeri tinetek: tislzzgglgzr szorcsdgés; duzzadt fej, fehér D1: Ma5; D8: H120
Gl-19 D2002/2/12/PT Portugalia 35 légcso na D1: H120; D9: IB primer
Gl-19 D2022/2/3/12/RO Romania 29 nyiroktiszok Kedvetlenség, csapzott tollazat, 14z, fehér hig bélsar D6: IB 88
GI-19 D2220/2/13/GR Gérogorszag na nyiroktisz6k |égzbszervrendszeri tunetek, elhullas D1: H120; D18: 4/91
Gl-19 D2296/1/3/13/SD Szudan 14 nyiroktiszok na na
GI-19 D2328/15/3/13/GH Ghéna 27 nyiroktiiszok égzszervrendszeri tinetek: nehézlegzés, orrfolyas; nem vakcinazott
emésztészervrendszeri tinetek: z6ld bélsar
GI-19 D2331/3/2/13/FE Tavol-Kelet 34 nyiroktiisz6k na D1: leo'“'/?g;s'588' Dla:
GI-19 D2331/6/1/13/FE Tavol-Kelet 36 nyiroktiiszok torticollis (csillagvizsgald fejtartas) D1: H120,'\I/?a73:sI888, D14:
GI-19 D2340/1/2/13/RU Oroszorszag 29 vese Iégz6szervrendszeri tinetek: Iegzls_a’kgyulladas, lIégcsdégyulladas, na
veselézidk
Gl-19 D2563/1/2/13/GR Gorogorszag na nyiroktliszék légzbszervi tunetek na
GI-19 D2886/3/13/SA Szaud-Arabia 21 légcsé, tudd na na
GI-19 D2804/4/2/13/1D Indonézia 33 vese Iegzoszervrends_,_z?rl ltunetek: Ieg’csogyulladas, Iegzsakgyulladas, H120
kétéhartyagyulladas, duzzadt vesék
GI-19 D3006/1/3/15/ID Indonézia 35 nyiroktiisz6k |égz8szervrendszeri tinetek, kotohartyalgyulladas, légzséakgyulladas, na
duzzadt vesék
GI-19 D3024/15/NL Hollandia na na na na
GlI-19 D3079/1/2/15/SA Szaud-Arabia 28 nyiroktisz6k na DO: IB primer, D14: Ma5
D1: Mass + Ma5, D14: Nobilis
, -~ e i - . . .. . 4/91, D16: IB €16, D44: 1B
Gl-19 D3285/5/16/SA Szaud-Arabia 38 nyiroktiiszék Iégz8szervrendszeri tinetek, tojastermelés csdkkenése el6lt, D45: Ma5, D99: Nobilis
4/91, D105: IB elolt
GlI-19 D3286/7/16/LB Libanon 20 nyiroktiisz6k légz6szervrendszeri tiinetek D1: Mass, D19: Mass + Ma5
GI-19 D3386/1/2/16/SA Szaud-Arabia 30 vese IégesBgyulladas, vesegyulladas, siirdi ragacsos valadék a f6horgd D1: Ma5, D11: Ma5
elagazasban, 19% mortalitas, madarinfluenza koinfekcié
GI-19 D3426/1/16/RO Romania 42 légcss légzbszervrendszeri tinetek: orrfo!yas, tisszogés, sulyos na
szemgyulladas
GI-19 D3763/2/1/17/EG Egyiptom 26 légcsé légz8szervrendszeri tiinetek, 1égcségyulladas, vesegyulladas Ma5
GI-19 D4084/1/3/17/SA Szaud-Arabia 28 nyiroktisz6k na CR88
Gl-21 D2628/1/4/13/MA Marokko 33 légcsé |Iépmegnagyobbodas, hig bélsar na
Gl-21 D2961/1/1/15/MA Marokkd 33 légcsé, tudé na na
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Gl-21 D4000/3/17/RO Romania 39 nyiroktliszék na na

Gl-23 D1344/2/4/10/EG Egyiptom 21 tudé |Iégzbszervrendszeri tiinetek, erésen kipirult 1égcsé na

Gl-23 D1456/1/5/10/EG Egyiptom na nyiroktliszék na na

Gl-23 D1692/7/2/11/TR Torokorszag 37 nyiroktiszok akut 1égzbszervi tlinetek H120 + 4/91

Gl-23 D1694/1/2/11/EG Egyiptom 22 nyiroktiszok légzbszervi tlinetek, szétndvés H120

Gl-23 D1694/3/1/11/EG Egyiptom 23 nyiroktiszok légzbszervi tlinetek, szétndvés H120

Gl-23 D1794/4/1/11/EG Egyiptom 32 vese |égzbszervrendszeri tiinetek H120

Gl-23 D1887/2/3/12/EG Egyiptom 28 nyiroktiisz6k 'égzasze”’re“dSzeriiéggf;iﬁgfgﬁjgﬁg‘!fdés’ tiddgyulladas, na

Gl-23 D1899/5/12/TR Torokorszag 31 légcsé légzbszervi tlinetek D1: H120, kés6bb 4/91

Gl-23 D1993/4/12/SA Szaud-Arabia 16 légcsé légz6szervrendszeri tiinetek na

Gl-23 D2017/2/4/12/LB Libanon 36 légcsé emésztérendszeri elvaltozasok, bevérzések na

Gl-23 D2095/7/3/12/EG Egyiptom 36 légzsak na na

Gl-23 D2194/1/3/13/EG Egyiptom 37 nyiroktliszék na D1: H120, D14: 4/91

Gl-23 D2234/4/13/30 Jordania 20 nyiroktisz6k légz&szervrendszeri tiinetek D1: IB primer

Gl-23 D2666/4/13/AE Egyestlt Arab Emirségek 22 nyiroktliszék légz&szervrendszeri tiinetek: tlissz6gés, kdhdgés, véres légesé, na

Gl-23 D2697/5/2/13/SA Szaud-Arabia 32 nyiroktiiszek | |é9Z9szervrendszeri t“"etiigffgﬁfgiﬁysggs vesemegnagyobbodas, H120

Gl-23 D2828/3/13/TR Torokorszag 29 légcsd légzbszervrendszeri tiinetek, 1% mortalitas na

Gl-23 D3035/5/2/15/TR Torokorszag 40 vese légz&szervrendszeri tiinetek DO: IB primer, Var2

Gl-25 D1633/5/1/11/MX Mexiko na légcsé 1% mortalitas na

Gl-27 D2342/1/1/13/USA USA na na na na

Gl-27 D2342/1/5/13/USA USA na na na na

Gl-27 D2342/1/7/13/USA USA na na na na
rekombinans 211776 Imrehegy Magyarorszag 28 vese vesegyulladas, 8%-0s mortalitas na
rekombinans D2584/12/1/13/PH Fulop-szigetek 26 vese légzbszervrendszeri tiinetek, veseérintettség, duzzadt vesék na

varians D2334/11/2/13/CI Elefantcsontpart 31 nyiroktisz6k orrfolyas, hig bélsar, névekedésbeli elmaradas D1: H120
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varians D2586/4/6/13/PH Fildp-szigetek 35 nyiroktliszék na na

|égzbszervrendszeri tiinetek: Iégcségyulladas, 1égzsakgyulladas,

varians D2804/3/3/13/ID Indonézia 29 nyiroktisz6k kothartyagyulladas, duzzadt vesek

H120

varians D3276/4/2/16/PH Fulop-szigetek na na na na

na: nincs adat; D: nap (day)
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14.2 melléklet. A dolgozatban vizsgalt torzsek genomszervezédése

ORF hossz (nt)

Azonosito la lab tiiske (S) 3a 3b burok (E) | membran (M) 4b 4c 5a 5b nukleokapszid (N) 6b
11518 Kiskunmajsa 11847 19881 3498 174 192 286 681 285 162 198 249 1230 225
211776 Imrehegy 11847 19881 3492 174 195 279 672 285 171 198 249 1230 222
D1344/2/2/10/EG 11859 19893 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 na
D1344/2/4/10/EG 11820 19869 3492 174 192 285 681 285 171 198 249 1230 222
D1345/5/2/10/FE 11799 19833 3498 174 195 330 678 285 162 198 249 1230 222
D1382/2/4/10/SA 11859 19896 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1236 na
D1435/1/2/10/SA 11865 19791 3465 174 195 285 672 285 162 198 249 1230 225
D1446/5/4/10/FE 11802 19836 3495 174 195 327 678 285 na 198 273 1230 na
D1446/6/4/10/FE 11766 19725 3498 174 192 282 672 285 na 186 249 1230 na
D1456/1/5/10/EG 11826 19860 3492 174 192 279 681 285 162 198 249 1230 222
D1478/2/2/10/GR 11847 19806 3498 174 195 282 681 285 171 198 249 1230 225
D1498/2/1/10/FE 11826 19785 3498 174 195 282 672 285 162 138 249 1230 na
D1500/3/3/10/FE 11865 19899 3498 174 189 327 678 285 162 198 273 1230 222
D1530/2/3/10/RO 11802 19761 3495 174 192 315 669 285 171 198 249 1230 204
D1530/3/3/10/RO 11802 19761 3495 174 195 304 669 285 na 198 249 1230 225
D1530/4/1/10/RO 11826 19797 3495 174 195 298 693 285 na 198 249 1230 225
D1543/1/1/10/FE 11856 19815 3498 174 195 282 672 285 171 198 249 1230 na
D1561/8/11/HU 11802 19836 3489 174 195 327 678 243 171 198 249 1230 231
D1617/3/11/UA 11856 19890 3498 174 195 330 681 285 162 198 249 1230 225
D1623/1/1/11/HU 11850 19884 3498 174 195 311 681 285 171 198 249 1230 222
D1633/5/1/11/MX 11862 19896 3492 174 192 324 672 285 171 198 249 1230 231
D1654/1/4/11/RO 11832 19806 3498 174 192 309 705 285 171 198 249 1230 222
D1656/2/11/BY 11835 19869 3498 187 195 330 681 285 162 198 249 1230 225
D1674/2/2/11/FE 11856 19890 3498 174 189 327 678 285 162 198 249 1230 222
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D1679/1/3/11/ZA 11850 19884 3498 174 192 333 681 285 171 198 249 1230 225
D1692/7/2/11/TR 11835 19869 3492 174 192 324 681 na 168 198 249 1230 225
D1694/1/2/11/EG 11787 19761 3492 174 192 285 681 285 162 195 249 1230 222
D1694/3/1/11/EG 11835 19884 3492 174 192 285 681 285 171 195 249 1230 222
D1719/1/11/GR 11799 19833 3510 174 195 324 672 285 171 198 249 1230 225
D1760/2/2/11/GR 11793 19827 3498 174 195 315 684 285 171 198 249 1230 222
D1777/1/11/FE 11862 19896 3498 174 189 327 678 285 165 198 249 1230 222
D1777/3/2/11/FE 11787 19821 3498 174 195 301 674 285 162 198 249 1227 225
D1783/2/3/11/RO 11862 19821 3498 174 192 333 681 285 171 198 249 1230 225
D1794/4/1/11/EG 11826 19875 3492 174 192 285 681 285 171 198 249 1230 222
D1812/2/1/11/ZA 11844 19878 3498 174 192 333 690 285 171 198 249 1230 225
D1812/3/12/11/SA 11811 19845 3447 174 192 333 681 285 171 198 249 1230 225
D1817/1/4/11/SA 11859 19893 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 na
D1817/2/3/11/SA 11883 19917 3501 174 195 309 705 285 162 198 249 1224 189
D1861/1/4/12/IR 11862 19896 3498 174 189 327 678 285 165 198 249 1230 222
D1866/1/4/12/FE 11862 19911 3489 174 192 285 702 285 162 198 249 1230 222
D1866/2/4/12/FE 11862 19815 3501 174 189 327 678 285 162 198 249 1230 222
D1867/2/1/12/FE 11817 19770 3498 174 189 327 678 285 165 198 249 1230 222
D1867/3/2/12/FE 11868 19902 3498 174 189 327 675 285 165 198 249 1230 222
D1871/1/1/12/HU 11802 19836 3489 174 195 330 678 285 171 198 249 1230 231
D1887/2/3/12/EG 11847 19866 3492 174 192 285 681 285 171 198 249 1230 228
D1899/5/12/TR 11832 19866 3492 174 192 285 669 285 171 198 246 1230 225
D1944/1/3/12/RO 11832 19791 3495 174 189 330 681 285 171 198 249 1230 222
D1959/2/2/12/AR 11811 19770 3474 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 225
D1992/1/2/12/SA 11859 19893 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 na
D1993/4/12/SA 11862 19896 3492 174 195 279 669 285 171 201 249 1233 222
D2002/2/12/PT 11862 19896 3498 174 195 321 669 285 171 198 249 1230 222
D2017/2/4/12/LB 11748 19797 3492 174 192 285 681 279 165 198 249 1230 225
D2020/1/1/12/MX 11862 19896 3510 174 195 300 681 285 171 198 249 1230 na
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D2022/2/3/12/RO 11802 19836 3471 174 192 330 681 288 165 198 249 1230 225
D2095/7/3/12/EG 11823 19857 3492 174 213 306 681 285 171 198 249 1230 222
D2147/7/13/BR 11802 19836 3510 174 195 324 681 285 171 198 249 1227 225
D2148/10/13/PE 11859 19818 3492 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 225
D2194/1/3/13/EG 11823 19872 3492 174 192 285 681 285 171 198 249 1230 228
D2220/2/13/GR 11862 19896 3498 174 192 330 681 288 165 201 249 1230 222
D2234/4/13/30 11814 19785 3492 174 192 285 681 285 162 198 249 1230 222
D2281/1/2/13/SA 11859 19893 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 na
D2296/1/3/13/SD 11853 19887 3498 174 192 333 681 285 171 198 273 1230 228
D2326/3/13/CM 11841 19875 3498 174 186 324 672 285 171 198 249 1230 228
D2326/4/13/CM 11862 19896 3501 174 192 324 672 285 171 198 249 1230 225
D2328/15/3/13/GH 11829 19863 3498 174 192 285 678 285 171 198 249 1224 225
D2331/3/2/13/FE 11865 19899 3498 174 192 327 678 285 165 198 249 1230 222
D2331/6/1/13/FE 11862 19896 3498 174 189 327 678 285 165 198 249 1230 183
D2334/11/2/13/ClI 11850 19884 3507 174 195 282 672 285 171 198 249 1230 222
D2334/12/2/13/Cl 11862 19896 3501 174 195 282 672 285 171 198 249 1230 222
D2340/1/2/13/RU 11829 19863 3498 174 177 309 681 285 171 198 249 1230 225
D2340/2/1/13/RU 11832 19866 3489 174 195 327 678 243 171 198 249 1230 231
D2342/1/1/13/USA 11856 19890 3510 174 195 324 672 285 171 198 249 1230 225
D2342/1/5/13/USA 11781 19815 3483 174 195 324 672 285 171 198 249 1230 225
D2342/1/7/13/USA 11781 19815 3510 174 195 330 678 285 171 198 249 1230 225
D2353/13/PL 11859 19893 3495 174 177 279 684 285 na 198 249 1230 na
D2358/2/13/TR 11859 19818 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 222
D2358/24/13/PE 11859 19818 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 222
D2467/11/13/PE 11856 19815 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 225
D2540/1/1/13/SA 11859 19893 3501 174 195 309 681 285 162 198 249 1230 na
D2563/1/2/13/GR 11802 19836 3495 174 192 330 681 288 165 201 249 1230 225
D2584/12/1/13/PH 11814 19845 3498 174 195 333 681 285 171 198 249 1230 na
D2586/4/6/13/PH 11856 19890 3495 174 192 330 681 285 171 198 249 1230 222
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D2628/1/4/13/MA 11859 19893 3501 174 192 314 681 285 171 198 249 1230 222
D2666/4/13/AE 11859 19899 3492 174 192 308 681 285 162 198 249 1230 na
D2697/5/2/13/SA 11847 19863 3495 174 192 331 681 285 162 198 249 1221 225
D2804/3/3/13/1D 11829 19788 3492 174 195 300 678 285 162 174 249 1230 na
D2804/4/2/13/ID 11820 19779 3492 174 192 348 633 285 165 138 249 1230 na

D2828/3/13/TR 11820 19854 3492 174 192 285 675 285 165 198 249 1230 222
D2886/3/13/SA 11859 19893 3498 174 189 327 678 285 174 198 249 1230 222
D2961/1/1/15/MA 11862 19896 3501 174 192 315 681 285 171 198 249 1230 225
D3006/1/3/15/1D 11832 19791 3492 174 192 348 633 285 165 138 249 1230 na
D3024/15/NL 11850 19884 3471 174 192 333 681 285 165 201 249 1230 222
D3035/5/2/15/TR 11832 19863 3492 174 192 285 681 285 171 198 249 1230 222
D3079/1/2/15/SA 11802 19836 3447 174 192 309 681 285 162 198 249 1230 225
D3276/4/2/16/PH 11838 19797 3495 174 195 333 681 285 171 198 249 1230 222
D3285/5/16/SA 11850 19884 3498 174 189 327 714 285 174 198 249 1230 222
D3286/7/16/LB 11748 19782 3495 174 189 306 678 285 174 198 249 1230 222
D3386/1/2/16/SA 11862 19896 3498 174 192 333 717 285 162 198 249 1230 225
D3426/1/16/RO 11802 19761 3495 174 192 321 669 285 171 198 249 1230 225
D3763/2/1/17/EG 11844 19878 3498 174 195 321 669 285 171 198 249 1230 225
D4000/3/17/RO 11802 19836 3501 174 195 285 681 285 171 201 249 1230 225
D4084/1/3/17/SA 11850 19884 3498 174 189 327 678 285 174 198 249 1230 na
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14.3 melléklet. A teljes genom alapu rekombinaciéelemzéshez hasznalt

GenBank adatbazisban elérheté vakcina torzsek GenBank azonositoi

Vakcina torzs GenBank azonosito
FJ904713,
FJ904720-FJ904723,
GQ504725, KY626045,
MK?728875
GQ504721
MH779856- MH779860
FJ904716-FJ904719

Massachusets tipustu

Arkansas tipustie

Connecticut ipustu

KF696629

Californai tipust FJ904714, F]J904715
Georgia tipusu GQ504723
11148 KY933090
YX10 MF508703
VicS-v KF460437
VicS-del KF931628
BR-I KY626044
SAIBK DQ288927
1148-A KY933089
4/91 KFE377577
H52 EU817497

H120 FJ888351, GU393335
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motivumai

11518/Kiskunmajsa/2010

D1654/1/4/11/RO
D2220/2/13/GR
D2563/1/2/13/GR
D1783/2/3/11/RO
D1944/1/3/12/RC
D2022/2/3/12/RO
D2340/1/2/13/RU
D2002/2/12/PT
D3024/15/NL
D1656/2/11/BY
D1617/3/11/UA
D3426/1/16/RO
D2328/15/3/13/GH
D1679/1/3/11/2A
D1812/2/1/11/zA
D2296/1/3/13/SD
D1760/2/2/11/GR
D3763/2/1/17/EG
D1500/3/3/10/FE
D1674/2/2/11/FE
D1866/1/4/12/FE
D1866/2/4/12/FE
D1867/2/1/12/FE
D1867/3/2/12/FE
D1777/1/11/FE
D2331/3/2/13/FE
D2331/6/1/13/FE
D1861/1/4/12/IR
D2886/3/13/8A
D3079/1/2/15/s8A
D3285/5/16/SA
D3286/7/16/1LB
D4084/1/3/17/8A
D3386/1/2/16/SA
D1623/1/1/11/HU
D1345/5/2/10/FE
D1446/6/4/10/FE
D1498/2/1/10/FE
D1543/1/1/10/FE
D1777/3/2/11/FE
D2804/4/2/13/1ID
D3006/1/3/15/1ID
Dl812/3/12/11/sa
D2584/12/1/13/PH
D2586/4/6/13/PH
D3276/4/2/16/PH

211776/Imrehegy/2011

D4000/3/17/RO

D2961/1/1/15/MA
D2628/1/4/13/MA
D1446/5/4/10/FE
D1530/2/3/10/RO
D1530/4/1/10/RO
D1530/3/3/10/RO

14.4 melléklet. A dolgozatban vizsgalt 102 torzs S fehérje S1/S2 vagasi hely

520 530 540 550 560 570

L P T L
ISIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLEKMIVP

IGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
IGQNVTSCPYVSYGREFCIEPDGSLKMIVP
ISIGONVTSCPYVSYCRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSS IGQNVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS ISIGONVTSCPYVSYGCRFCIEPDGSLKIIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGQONVISCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS §SHRRKRSIGONVTSCPYVSYGREFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS SHRRRRSIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVRKLTNS SHRRRRSIGQONVTSCPYVSYGREFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTSS ISTGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVEKLTNSS IGQNVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQIENQFYVKLTNS ISIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKIIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVEKLTNS IGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSS ISIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSKNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGONVTSCPYVSYGRECIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS SHRRRRSIGQONLTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS ISIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS IGQNVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS ISIGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKLIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSS ISIDONVTSCSYVSYGRFCIKPDGSLNMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS ISIDONVTSCSYVSYGRFCIKPDGSLNMIVP
LTSRNETGSEQVENQEFYVEKLTNSS IGONVTSCSYVSYGREFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS ISIGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS SHRRRRSIGONVTSCSYVSYGRECIEPDGSLRKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS SHRRRRSIGONVTSCSYVSYGREFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVRKLTNS SHRRRRSIGQONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS ISIGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS SHRRRRSIGONVTRCSYVSYGRECIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGONVTRCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSS ISIGONVTSCSYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS ISIGONVTSCSYVSYCRFCIEPDGSLKMIVP
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSHE IGQNVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
ISISENVTSCQYVSYGRFCIQPDGLIKQIVP
ISENVTSCQYVSYGRFCIQPDGLIKQIVP
LTSRNETGSQPIENQFYVKLTNVSRRYRRSISENVTSCQYVSYGREFCIQPDGLIKQIVP
ISENVTSCQYVSYGRFCIQPDGLIKQIVP
ISISENVTSCQYVSYGRFCIQPDGLIKQIVP
LTSRNETGSQPIENQFYVKLTNVSRR ISISENVTSCPYVSYGRFCIQPDGLIKQIVP
ISENVTSCPYVSYGRECIQPDGLIKQIVP
SIGONVTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
ISNNVTSCPYVSYGRYCIEPDGSLKQIVP
ISNNVTSCPYVSYGRYCIEPDGSLKQIVP
ISNNVTSCPYVSYGRYCIEPDGSLKQIVP
VITANVINCPYVSYGKFCIKPDGSLSMIVP
ISITGNVTNCPYVSYGKFCIKPDGSLSTIVP
ITENVTNCPYVSYGKFCIKPDGSLSTIVP

HRRRR

LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS
LTSRNETGSEQVENQFYVEKLTNS
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSS
LTSRNETGSEQVENQFYVKLTNS

LTSRNETGAQLLENQFYIKLTNGS
LTSRNETGAQLLENQFYIKLTNG
LTSHNETDSEFIENRFYIKLTNG
LTSHNETGSESIENQFYIKLTNG
LTSHNETGSESIENQFYIKLTNG
LTSYNETGSESIENQFYIKLTNG
LTSHNETDSEFIENRFYIKLTNGTRRSRRSVTGNVTNCPYVSYGKFCIKPDGSLFIIVP
LTSHNETDSEFIENQFYIKLTING
LTSHNETDSEFIENRFYIKLTNG
LTSHNETDSEFIENRFYIKLTING

ISVITGNVTNCPYVSYGKFCIKPDGSLFIIVP
VIGNVINCPYVSYGKEFCIKPDGSLFIIVP
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D2353/13/PL
D1435/1/2/10/SA
D1478/2/2/10/GR
D2804/3/3/13/1ID
D1561/8/11/HU
D2340/2/1/13/RU
D1871/1/1/12/HU
D2147/7/13/BR
D2326/3/13/CM
D2326/4/13/CM
D1344/2/2/10/EG
D2540/1/1/13/8A
D1992/1/2/12/sA
D1817/1/4/11/sAa
D2281/1/2/13/8A
D1817/2/3/11/8A
D1382/2/4/10/5A
D2358/2/13/TR
D2467/11/13/PE
D2358/24/13/PE
D2148/10/13/PE
D2334/12/2/13/CI
D1959/2/2/12/AR
D1344/2/4/10/EG
D1694/1/2/11/EG
D2234/4/13/J0
D2017/2/4/12/1B
D1899/5/12/TR
D3035/5/2/15/TR
D1993/4/12/sA
D2666/4/13/AE
D2828/3/13/TR
D16%4/3/1/11/EG
D1692/7/2/11/TR
D1456/1/5/10/EG
D2095/7/3/12/EG
D1794/4/1/11/EG
D1887/2/3/12/EG
D2194/1/3/13/EG
D2697/5/2/13/SA
D1719/1/11/GR
D2020/1/1/12/MX
D2342/1/5/13/USA
D2342/1/7/13/USA
D2342/1/1/13/Usa
D2334/11/2/13/CI
D1633/5/1/11/Mx

520 530 540 550 560 570

S O O S T S P I IR IO EUR BRI
VIGNVITNCPYVSYGKFCIKPDGSLSTIVP
LTSHNETGSEPIENQFYIKFTNGTRRSRRISVTANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSLSTIVP
IGONLTSCPYVSYGRFCIEPDGSLKMIVP
VNNNVTSCPYVSYGKFCIEPDGSVKTIVP
LTSRNETGSQLLENQFYIKITNGTRRFRRSITESVENCPYVSYGKEFCIKPDGSIATIVP
ITESVENCPYVSYGKFCIKPDGSIATIVP
LTSRNETGSQLLENQFYIKITNGIRRFRRSITESVENCPYVSYGKECIKPDGSIATIVP
VSENVTSCPYVSYGKEFCIKPDGSLSTIVP
LTSINETGYLEVGNQFYVRLTNSTRRTRRSVTENVTSCNYVSYGTFCIKPDGSLSNIVP
LTSINETGSQFVGNQFYVKLTNS VITENVITSCNYVSYGTFCIKPDGSLSNIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKEPNS TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKFPNSH TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKFPNSR TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKEPNS TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGESVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYAKFPNSH TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKLPNS TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
HTSRNETGSQPIENRFYVKFPNSH TIANVINCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKFLNSK TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKFLNSH TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKFLNSH TIANVTNCPYVSYGCKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKEPNS TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKFPNSH TIANVINCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSRNETGSQPIENRFYVKFESNS TIANVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNS TIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNSTRRTRRSTIANVTITCPYVSYGRECIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNSTRRTRRISTIANVTTCPYVSYGRECIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNS TIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVRKLTNSTRRTRRSTIANVTTCPYVSYGREFCIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENRFYVKLTNS TIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNSTRRTRRSTIANVITCPYVSYGRECIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNST] TIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNSTRRTRRSTIANVTTCPYVSYGRECIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENLFYVKLTNSTRRTRRSTIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
TIANVTICPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENRFYVKLTNSTRRTRRSTIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
TIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
LTSHNETGSQQLENRFYVKLTNSTRRTRRSTIANVITCPYVSYGRECIKPDGLVSEIVP
TIANVTTCPYVSYGRFCIKPDCGLVSEIVP
TIANVITCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
TIANVTTCPYVSYGRFCIKPDGLVSEIVP
VITENVTNCPYVSYGKFCIKPDGSISVIVP
VNENVTNCPYVSYGKFCIKPDGSVSPIVP
ISSNVTNCPYVTYGRYCIEPDGSLKQIVP
ISSNVTNCPYVTYGRYCIEPDGSLKQIVP
ISSNVTNCPYVTYGRYCIEPDGSLKQIVP
TISNVTSCSYVTYGTEFCIKPDGSLASIVP
VITENVITCPYVSYGKFCITPDGLISQIVP

LTSHNETGSQQLENRFYVKLTNSTRRTRR
LTSHNETGSQQLENRFYVKLTNSTIRRTRR
LTSRNETGSQLLENQFYIKITNG
LTSRNETGSQPLENQFYIKITNGTHRSRR
LTSRNETDSQFLENQFYIKLTING
LTSRNETGSQFLENQFYIKLTNG
LTSRNETDSQPLENQFYIKLTNG
LTSRNESNSQLVEDKFYVKLTSS
LTSRNETGSQPLENQFFIKLVNGTRRSRR

133



15 Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretnék kdszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Banyai Krisztiannak,
hogy lehet6séget teremtett a doktori munkam végzéséhez, tanacsai és kritikus észrevételei
nagyban hozzajarultak e munka elkésziltéhez. Halas vagyok, hogy megtisztelt bizalmaval és
részt vehetek a témacsoportban zajlé valtozatos és kihivasokkal teli munkaban, lehet6séget
teremtve ezzel a folyamatos szakmai fejlédésre.

Koszonom tarstémavezetdmnek, Dr. Balint Addmnak a rendelkezésiinkre bocsatott
mintakat, a publikaciok kéziratainak lektoralasat és a dolgozat allatorvosi szemmel toérténd és
alapos atolvasasat.

Kdszonettel tartozom a CEVA-PHYLAXIA Oltéanyagtermelé Zrt. munkatarsainak,
kulon kiemelve Dr. Palya Vilmost, Dr. Kiss Istvant, Homonnay Zalant és Dr. Maté Tamast, a
rendelkezéslinkre bocsatott mintakért és adatokeért, melyek nélkil ez a dolgozat nem johetett
volna létre.

Dr. Thuma Akosnak kiildn kdszéndm a fényképeket, amelyekkel szemléletesebbé
tudtam tenni a leirtakat.

Koszéném az Uj kérokozok csoport minden egykori és jelenlegi tagjanak, hogy
tdmogatnak a munkam soran és nekik koszonhetéen jo hangulatban telnek a szirke
hétkdznapok. Kilén kdszonet illeti Enit, Esztit, Mariannt, Szilvikét és Renit az abrakészitésben
nyujtott segitségikért, a dolgozat atolvasasaért, valamint, hogy kérdéseimmel barmikor
fordulhattam hozzjuk.

Halasan kdszéndm a csaldadomnak, hogy tamogattak céljaim elérésében és igyekeztek
nyugodt és harmonikus hatteret biztositani szamomra. Készéném férjemnek, Marcinak, hogy
végtelen turelemmel viselte a disszertacioiras idészakat és hol humorral és batoritassal, hol
szigorral, de mindig atlenditett a mélypontokon.

Halasan kdszonom Dr. Banyai Krisztiannak, hogy biztositotta a munka anyagi és

infrastrukturalis feltételeit, lehetdvé téve, hogy ,agyuval 16jek verébre”.
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