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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AdV adenovirus adenovirus
BaAdV bat adenovirus denevér-adenovirus
BAdV bovine adenovirus szarvasmarha-adenovirus
bp base pair bazispar
CAdV canine adenovirus kutya-adenovirus
EAdV equine adenovirus 16-adenovirus
HAdV human adenovirus human adenovirus
MAdV murine adenovirus egér-adenovirus
OAdV ovine adenovirus juh-adenovirus
PAdV porcine adenovirus sertés-adenovirus
PCR polymerase chain reaction polimeraz lancreakcio
pol DNA-dependent DNS-fiigg6
DNA polymerase gene DNS-polimeraz gén
SAdV simian adenovirus majom-adenovirus



2. OSSZEFOGLALAS

Az Adenoviridae viruscsaladon beliil eddig tiz szarvasmarha-adenovirus tipust irtak le,
jellemzdéen valamilyen korabbi szarvasmarha megbetegedéssel 6sszefliggésben. Ezek a tipusok
két nemzetségbe sorolhatdéak: a csak emldsoket fert6z6 adenovirusokat tartalmazd
Mastadenovirus, ¢s a gazda specifikussag tekintetében diverz Atadenovirus nemzetségbe.
Utobbi nemzetség tagjai madarakon és hiillokon kiviil az emldsok osztalyan beliil csak a
kérédzoket fertézik. Munkam sordan gyomor- és bélrendszeri megbetegedésben szenvedd, vagy
elpusztult szarvasmarhaktol szarmazo bélsar-, illetve szerv-mintakat sziirtem adenovirus
jelenlétére. A sziirésre PCR-t alkalmaztam, ami a DNS-fiiggd DNS-polimeraz gén egy rovid
konzervalt szakaszat erdsiti fel. A PCR eredményeket minden esetben szekvenalas segitségével
erdsitettem meg. A vizsgalat soran egy szervmintaban azonositottam a BAdV-10-et, aminek
Magyarorszagon ez az elsé kimutatasa, mig a kontinentalis Eurdpaban a masodik. Az egyik
bélsar mintadban, egy eddig ismeretlen adenovirust azonositottam. A mintat tovabbi hdrom
adenovirus-PCR-rel is vizsgaltam, ami harom tovabbi gén (IVa2, hexon, pVIII) rovid szakaszat
erositi fel. Az igy nyert szekvencidk alapjan elmondhato, hogy a kimutatott adenovirus jelentds
kiilonbséget mutat a kordbban leirt szarvasmarha-adenovirus tipusokhoz képest, igy elneveztiik
BAdV-11-nek. A kimutatott hexon génszakasz szekvencidjanak elemzése alapjan egy
Amerikaban (Wisconsin) végzett, szarvasmarha telep adenovirus sziirése soran azonositott,
tovabb nem vizsgalt, és eddig nem tipizalt adenovirus hexon szekvenciajaval egyezik meg. A
Magyarorszagon és Eurdpaban is el6szor kimutatott BAdV-11 a Mastadenovirus nemzetségbe
tartozik. Tovabbi célunk volt a négy meghatarozott génszakasz k6zotti hosszabb virus-genom
szakaszok PCR-es felerdsitése specifikus primerek hasznalataval, ezaltal a virus-genom minél
nagyobb részének megismerése. Az alkalmazott méodszerekkel sikeresen kinyert teljes DNS-
fliggd DNS-polimerdz gén ismeretében valos képet kaptunk a virus rokonsagi viszonyarol és

filogenetikai elhelyezkedésérdl.



3. BEVEZETES

3.1. Az adenovirusok altalanos jellemzése

Az adenovirusok (AdV) elnevezése a felfedezésiikhoz kothetd. A neviik eldtagja, a gordg
,adenos” szobol szarmazik, ami mirigyet jelent. Els6ként emberi garatmandula szévetbdl
készitett sejttenyészetbdl sikeriilt AdV-t izolalni (Rowe et al., 1953). Azota minden gerinces
osztaly képvisel6ibdl mutattak mar ki AdV jelenlétét, a halaktol kezdve egészen az emberig.

Az AdV-ok kozepes méretli (70-90 nm atmérdji), lipidburok nélkiili, kapsziddal
rendelkez6 virusok. Genomjukat egyetlen, linearis duplaszala DNS alkotja, melynek hossza 25
¢s 48 ezer bp kozott valtozik (Benkd et al., 2022). Az ikozaéder alaku virion kapszidjanak 6
tomegét 240 hexon fehérje adja, az ikozaéder csticsainal pedig 12 penton-bazis fehérje talalhato,
amikbdl egy-egy fiber fehérje ered. A virus a fiberek disztalis, feji részének segitségével
kapcsolodik a sejtfelszini receptorokhoz, és ezt kdvetden receptormedialt endocitozissal jut be
a gazda sejtbe (Harrach, 2008). Nagy ellenalloképességii virusok, a savas kémhatast (pH~3) is
jol tirik, emiatt szajon at is fertézoképesek. A hoérezisztencidjuk is magas, a legellenallobbak
az Aviadenovirus nemzetség tagjai, amik rovid ideig akar 60 °C koriili hodmérsékleten is
megtartjak fertézoképességiiket. Sejtkarositd hatasukra jellemz6, hogy magzarvanyokat hoznak
1étre, illetve a gazda sejtek lekerckedését, lizisét okozzak, valamint az apoptozis gatlasa révén
enyhe onkogén hatasuk is ismert (Turnell, 2008).

Az AdV-okra altalaban nagyfoku gazdaspecifikussag jellemzd. Korokozo képességiik
fligg a virus tipusatol és a gazdaszervezettol. A fertdzés legtobbszor tiinetmentes, esetleg enyhe
lefolyasu betegséget okoz, azonban gyenge immunrendszerii gazdaszervezet esetén kialakulhat
sulyos betegség is. Az AdV-ok emberben féleg enyhe lefolyast, fels6léghti betegségeket
okoznak, mint mandula- és torokgyulladas, de ismertek enteralisan terjedd, gasztrointesztinalis
tiineteket okozé human AdV-ok (HAdV) is. A szarvasmarha-adenovirusok (BAdV) a HAdV-
okhoz hasonloan 1égzészervi ¢és gyomor-bélrendszeri megbetegedéseket okoznak
szarvasmarhdknal, mint amilyen az enzootikus horgdtiidészoveti gocos tiidogyulladas
(bronchopneumonia) vagy borjak tiid6- és bélgyulladasa (pneumoenteritis). Mas allatoknal a
fontosabb AdV-ok altal okozott betegségek kozé tartozik pl. a kutyak fert6z6 majgyulladasa
(ICH) és a baromfi tojashozam-csokkenés szindroma (EDS). ElObbi betegség virusa mas
ragadozokat (Carnivora) is fertézhet, mig utobbi virusat kacsabol, libabol, tyakbol és vadonéld
madarakbol is kimutattak (Benkd, 2008).
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1. abra: Az adenovirusok szerkezetének sematikus rajza (Rein et al., 2006)

3.2. Az adenovirusok jelentosége

Az AdV-ok vektorként valo alkalmazasa igen népszeri az orvostudomanyban, elsésorban
rékellenes kezelések soran. Kutatjadk tovabba lehetséges felhaszndldsukat a regenerativ és
személyre szabott orvoslasban, illetve az egygénes betegségekkel szembeni génterapiaban is
(Lee et al., 2017).

Az AdV-okat felhasznaljak a vektor alapu vakcinagyartasban is. Az Oxford-
AstraZeneca SARS-CoV-2 elleni vakcinaja genetikailag moédositott, replikaciora képtelen
csimpanz AdV-t (ChAdOx1) hasznal vektorként (Folegatti et al., 2020). A Gam-COVID-Vac
(Szputnyik V) vektora rekombinans HAdV-26 az elsé dozisban és rekombinans HAdV-5 a
masodikban (Logunov et al., 2021). A Johnson & Johnson egydozisi Ad26.COV2.S nevii
COVID-19 vakcingjaban pedig szintén replikaciora képtelen HAdV-26-ot hasznalnak (Sadoff
etal., 2021). A H5N1 influenza elleni vakcina fejlesztése soran a BAdV-3 vektort sikeresebben
alkalmaztak, mint a HAdV vektorokat. Ennek oka a HAdV fertézések magas prevalencidja a
népességben és ezaltal a HAdV-okat neutralizalé immunglobulinok (vektor immunitas)
elterjedtsége az emberi populacioban (Singh et al., 2008).

Az AdV-ok tovabba kifejezetten jo modell organizmusok a virus-gazda koevolicio
vizsgalatara. A  virusok obligdt sejtparazitdk, amik évmilliok o6ta fejléddnek a
gazdaszervezeteikkel egylitt. Mind a virusok, mind a gazdaszervezeteik evolucioja drokdsen a
fitnesziik novelésének iranyéaba hat. Ez a régota fennallo evoluciods kodlesonhatéas tobbek kozott
olyan kovetkezményekkel jar, hogy az AdV-ok az eredeti gazdaszervezeteikben nem
patogének, esetleg enyhe tiineteket okoznak, de gazdavaltas soran a virusfertézés komolyabb
betegséggel is jarhat az 0j gazdaszervezetben (Kajan et al. 2020).
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3.3. Az emlosok adenovirusainak rendszertana

3.3.1. Adenoviridae csalad

AdV-okat minden fobb gerinces osztalybdl sikeriilt izolalni vagy kimutatni. A madarakat,
hiilloket és denevéreket fert6z6 AdV-ok a legvaltozatosabbak, de kétéltiiekbol és halakbdl is
mutattak mar ki egy-egy AdV-t. Az AdV-ok nevezéktana oly mddon épiil fel, hogy az egyes
AdV-ok a gazda szervezetrdl kapjak a neviiket, a kiilonboz6 virustipusokat pedig szammal
jeloljiik. Mindezidaig a tipusokat betlikkel jeldlt fajokba soroltuk, am a kézelmultban tért at a
virustaxonomia is a binomialis nomenklatirara.

Az Adenoviridae viruscsalad hat nemzetségre oszlik, ezek mindegyike egy fliggetlen
evolucios vonalat képez, amelyek a gazdaszervezeteikkel egyiitt fejlédtek a koevolucio soran.
A Mastadenovirus nemzetségbe kizarolag emldsoket fertéz6, mig az Aviadenovirus
nemzetségbe csak madarakat fert6z6 virusok tartoznak. Az Atadenovirus nemzetségbe zommel
pikkelyes hiilléket (Squamata) fert6z0 AdV-ok tartoznak, de madarakban és emldsokben
(kizarolag kérédzokben) is el6fordulnak ebbe a nemzetségbe sorolhato virusok. A Siadenovirus
nemzetség foglalja magéba az egyetlen publikalt béka AdV-t és szdmos madar AdV-t. Az
Ichtadenovirus nemzetségben a fehér tokbol (Acipenser transmontanus) kimutatott egyetlen hal
AdV taldlhatd. Tekndsokbdl is mutattak mar ki AdV-t, a vorosfulll ékszertekndsben
(Trachemys scripta elegans) talalt AdV egy frissen (2021 marciusatol) elfogadott hatodik,
Testadenovirus nemzetségbe tartozik (Harrach et al., 2019; Benk® et al., 2022).

3.3.2. Mastadenovirus nemzetség

A Mastadenovirus nemzetségbe tartoznak a féemlésok AdV-ai, ahova az embereket is fert6z6
human AdV-ok (HAdV) is tartoznak. A féemlésok AdV-ainak torzsfajan alapi helyzetben
helyezkednek el a félmajmok AdV-ai (Podgorski et al., 2018). Ezeket kovetik az Gjvilagi
majmok majd az 6vilagi majmok AdV-ai, végiil pedig az emberszabasu majom AdV-ok és a
HAdV-ok. Ez az elrendezés hiien tiikrozi a foéemlGsok leszarmazasi viszonyait és alatamasztja
az elméletet, miszerint az AdV-ok a gazdaszervezeteikkel egyiitt fejlodtek (Harrach et al.,
2019).

A denevérek AdV-ai a legvaltozatosabbak az emlds AdV-ok kozott. Ezt a diverzitést
tiikrozik a mas emlds gazdaszervezetekbdl szarmazd AdV-okkal alkotott valtozatos rokonsagi

kapcsolataik (Vidovszky et al., 2015; Harrach et al., 2019).



A parosujju patasok rendjébdl régota ismertek AdV-ok. Hazi sertésbdl (Sus scrofa
domestica) harom AdV teljes genomszekvenciaja ismert, ezek a sertés-AdV-3, -4 és -5 (PAdV-
3, -4, -5). A péarosujju patasok rendjén beliil a haziasitott kérddzok koziil szarvasmarhabol (Bos
taurus), hazikecskébdl (Capra hircus) és hazijuhbol (Ovis aries) sikeriilt AdV-okat kimutatni
¢és izolalni (Harrach et al., 2019). Szarvasmarha-AdV-bol (BAdV) tiz tipust ismeriink,
amelyekbdl négy mastadenovirus. A BAdV-1, -2 és -3 esetében a teljes genom ismert, mig a
BAdV-10 esetében részleges genom szekvencia all rendelkezésiinkre. A négy virus tipus a
Bovine mastadenovirus A, B és C, illetve az Ovine mastadenovirus A fajokba sorolhatdak be.
[https://ictv.global/report/chapter/adenoviridae/ (Megtekintve: 2022.10.22))]. A
mastadenovirusok kozé tartozik a BAdV-9 is, ami azonban inkdbb a HAdV-kal mutat kozelebbi
rokonsagot (HAdV-C fajba tartozik), és nem a tobbi szarvasmarha-mastadenovirussal. A
kozelmultban izolalt juh-AdV-8 (OAdV-8) az elsé teljes egészében szekvenalt juh-
mastadenovirus genom (Vidovszky et al.,, 2019). Vadonélé kérddzok koziil fehér-farka
szarvasbol (Odocoileus virginianus) mutattak ki egy mastadenovirust. Az igy izolalt virus a
szarvas-AdV-2 nevet kapta és a teljes genomszekvenciajat meghataroztak (Ridpath et al.,
2017). A kozelmultban uj generacios szekvenalassal (NGS) sikeriilt egy fogsagban tartott
tiidégyulladéassal (pneumonia) és a kislégutak gyulladasédval (bronchiolitis) diagnosztizalt
rénszarvasbol (Rangifer tarandus) egy 4j AdV-t kimutatni, ami a rénszarvas-AdV-1 nevet kapta
(Dastjerdi et al., 2022).

A cetfélékben talalt AV genomok szekvenciaanalizise szintén alatamasztani latszik a
virus-gazda koevolucié elméletet. Ezek alapjan a jelenleg ismert delfin-AdV-ok a testvér-
kladjat alkotjak a parosujju patasok AdV-ai koziil a BAdV-1-nek és BAdV2-nek, illetve a
PAdV-5-nek (Harrach et al., 2019).



3.3.3. Atadenovirus nemzetség

Az Atadenovirus nemzetséghez tartozo virusokat szarvasmarhaban és baromfiban (tytkban és
kacsaban) mutattak ki el6szor. A nemzetség a nevét az idetartozd virusok genomjanak magas
(>60%) AT (adenin ¢és timin) tartalmar6l (aranyarol) kapta. Az Aviadenovirus és
Mastadenovirus nemzetségektdl valo filogenetikai tavolsag, és a tény, hogy az 6sszes kigyo- és
gyik-AdV az Atadenovirus nemzetségbe tartozik, arra enged kovetkeztetni, hogy az ide tartozo
virusok gazdavaltas soran keriiltek 4t az emldsokbe és madarakba a pikkelyes hiillokbdl
(Harrach et al., 2019).

Kér6dzok esetében az ismert BAdV-ok megkdzelitdleg fele sorolhat6 az Atadenovirus
nemzetségbe. Ezek a BAdV-4, -5, -6, -7 és -8, amik koziil a BAdV-4, -5 és -8 tipusok a Bovine
atadenovirus D fajba tartoznak, mig a BAdV-6 egy masik fajba a Bovine atadenovirus E-be. A
BAdV-7-et még nem soroltak be egy fajba sem.
[https://ictv.global/report/chapter/adenoviridae/ (Megtekintve: 2022.10.22.)]. Mas, haziasitott
¢és vadonéld kérédzokben is talaltak mar atadenovirusokat. A két ismert szarvas-AdV koziil az
egyik szintén ebbe a nemzetségbe tartozik. A virust el6szor Gszvérszarvasbol (Odocoileus
hemionus) mutattak ki, de azota megtalaltak fekete-farku szarvasban (Odocoileus hemionus
columbianus), virginiai szarvasban (Odocoileus virginianus), javorszarvasban (Alces alces) és
sziklas-hegységi vapitiben (Cervus canadensis nelsoni) is. A szarvasfélékben szorvanyosan
eléforduld szarvas-AdV-1-nek elnevezett virus, magas clhullasi arannyal jaro, vérzéses
megbetegedésekért felelds az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Kaliforniaban (Miller et al.,
2017).



3.4. Célkitiizés

TDK dolgozatomat az Allatorvostudomanyi Kutatéintézetben, a Molekularis és Osszehasonlito
Virologia témacsoportnal készitettem. Téméamnak emldsok AdV-ainak vizsgalatat, illetve
emlésokbol torténd ) AdV-ok kimutatasat valasztottam. Az egyik projekt, amiben részt
vettem, szarvasmarhak adenovirusokra torténé sziirésébol allt. Ennek a munkdnak a kutatasi
céljai kozé tartozott a szarvasmarha eredetli mintak sziirése AdV-ok jelenlétére, és az ijonnan
kimutatott AdV-ok vizsgalata. Az igy nyert eredmények alapjan a témacsoport virus-gazda
koevolucio elméletét tanulmanyoztam. Tovabbi cél volt az ujonnan kimutatott AdV-ok

diverzitasanak vizsgalata és rokonsagi viszonyaik feltérképezése.

10



4. VIZSGALATOK ANYAGA ES MODSZEREI

4.1. Vizsgalt mintak

Osszesen 10 darab, szerv- illetve bélsar-mintat vizsgiltam, kiilonbozé magyarorszagi
szarvasmarha tarto telepek allomanyabol. Harom esetben szerv mintékat (bél, oltogyomor,
vese, tlidd), tovabbi 6t esetben bélsar eredetli mintat vizsgaltam, két esetben pedig egyazon
egyedektdl szarmazd szerv- és bélsar mintak is rendelkezésre alltak. A vizsgalt mintak adatait

az 1. szamu tablazatban mutatom be.

1. tablazat: A vizsgalt szarvasmarha szerv- ¢s bélsar mintak

Azonositoszam Allatfaj Minta tipus Diagnézis (ha van)
0073 szarvasmarha bélszovet -
bél-,
1864 szarvasmarha borju  oltégyomor-, -
veseszovet
Senyvesség, hig, sotét béltartam,
46 honapos bélsar és y ) & Mg )
5338 , . vesében gennyes-gocos
szarvasmarha tehén veseszovet )
gyulladas.
Hig hasmenés, elhullas.
: L Boncolaskor kevés véres savo a
1 éves szarvasmarha bél- és B B
7500 . . hasiiregben, melliiregben,
iszo tiidoszovet o B
belekben hig, vizszerii bdséges
tartalom, bovért mellékvese.
7 honapos
7701 pos bélsar ;
szarvasmarha borju
50 napos
7937 P ., bélsar -
szarvasmarha borju
valasztott
8009 ., bélsar senyvesség, hasmenés
szarvasmarha borju
valasztott
8091 ., bélsar senyvesség, hasmenés
szarvasmarha borju
valasztott
8096 ., bélsar senyvesség, hasmenés
szarvasmarha borju
7 honapos bélsar és
8162 P> - :
szarvasmarha borju bélszovet
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4.2. DNS Kkivonas

Az 1864-es és 7500-as azonositoszami mintdk esetében egyesitve (,,pool-ozva”) vizsgaltuk, a
négy féle szervmintat (vese, oltdgyomor, vese, tiid6). Azokban az esetekben, ahol szerv- és
bélsar minta is a rendelkezésemre allt, kiilon kezeltiik a két minta tipust. A 0073-as és 7500-as
azonositoszami mintakbol a DNS kivonast magam végeztem, a tobbi minta esetében mar
kivont DNS allt a rendelkezésemre. A két altalam kezelt szerv-minta esetében a DNS kivonasat
NucleoSpin™ DNA Tissue Kit (Macherey-Nagel ™) segitségével végeztem a gyarto hasznalati

utasitasai szerint. A kivont DNS-t -20°C-on taroltuk a PCR vizsgélatok elvégzéséig.

4.3. REPLI-g

A 7937-es minta esetében a kivont 0ssz-DNS mennyiségét REPLI-g™ Kit (QIAGEN™)
segitségével sokszorositottam a gyartd hasznalati utasitasai szerint. A Kit DNS polimerazt,
valamint ahhoz valé puffert és reagenseket tartalmaz, kis mennyiségi minta 0ssz-DNS
tartalmanak ,,multiple displacement amplification” (MDA) modszerrel torténd felerdsitéséhez.
A kezelt mintaknal a felsokszorozott DNS mennyiség tobb kisérlet végrehajtasat tette lehetévé

¢s a reakcidk érzékenységét is novelte.

4.4. Diagnosztikai PCR

Az adenovirus DNS kimutatasahoz altalanos, kétkoros (nested) PCR-t hasznaltam konszenzus
primerekkel (Wellehan et al., 2004). Ennek soran, az erdsen konzervalt DNS-fiiggé DNS-
polimeraz gén (pol) egy szakaszat erésitettem fel a pozitiv mintakbol. A 7937-es pozitiv minta
esetében a virus egy Uj szarvasmarha-adenovirusnak bizonyult, igy a tovabbi jellemzése és
meghatarozdsa miatt tovabbi génszakaszok felerdsitését is elvégeztem: IVa2 (nested,
Vidovszky et al., 2015), pVIII (nested, Vidovszky; személyes kozlés) és hexon (egykords, Kiss
et al., 1996). A PCR soran DreamTaq™ Hot Start Green PCR Master Mix-et hasznaltam 50
uM higitast primerekkel (2. tdblazat). Pozitiv kontrollnak minden esetben BAdV-1 DNS-t
hasznéltam (Evans et al., 1998). A keletkezd PCR-termékek varhaté mérete a felerdsiteni kivant
szakasztol és a primerektdl fiiggden 250-450 bp koriil volt, amiket +4 °C-on taroltunk a tovabbi
vizsgalatok elvégzéséig. A PCR idd- és hdmérséklet protokolljat a 3. tdblazat foglalja magaba,

mig a vizsgalatok sordn hasznalt primer szekvencidk a 4. tdblazatban taldlhatok meg.
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2. tablazat: Diagnosztikai, adenovirus DNS kimutatasara iranyuldo PCR-ek Osszetétele

ElsO és masodik kor

Milli-Q™ viz 10,5 ul
DreamTaq™ Hot Start Green PCR Master Mix (2x) 12,5 ul
Forward primer (50 pM) 0,5 pul
Reverse primer (50 pM) 0,5 pul
DNS 1l
Végtérfogat 25 ul

3. tablazat: A diagnosztikai PCR-ek protokolljai

Altalanos kétkoros PCR Egykoros hexon PCR
Elsd és masodik kor Els6 kor
Hoémérséklet Id6 Ismétlés Hoémérséklet Id6 Ismétlés
(°O) (masodperc) (°O) (masodperc)

95 300 x1 95 300 x1
94 30 94 30

46 60 x45 50 30 x35
72 60 72 30

72 180 x1 72 300 x1

13




4. tablazat: A diagnosztikai PCR vizsgalatok soran hasznalt primerek szekvenciai

PCR
Feleroésiteni Srimer termék
kivant név Primer szekvencia (5° — 3’) mérete
szakasz
(bp)
poloutfo 5’-TNM GNG GNG GNM GNT GYT AYC C-3°
o0l poloutre 5’-GTD GCR AAN SHN CCR TAB ARN GMR TT-3’
polinfo 5’-GTN TWY GAY ATH TGY GGH ATG TAY GC-3’
polinre 5’-CCA NCC BCD RTT RTG NAR NGT RA-3’ ~310
IVa2outfo | 5’-CCN NSN CCN GAR CAN GTNTTY TT-3°
Va2 IVa2outre | 5>-GGR TTC ATRTTR TGN ARN ACN AC-3°
IVa2info | 5’-CCN CAR RTN GAY ATG ATH CCN CC-3’
IVazinre 5’-TTN SWN GGR AAN GCRT GRA ARA AYT T-3’ ~300
pVllloutfo | 5’-ATH CCM ACV CCB TAY RTD TGG-3’
oVl pVlilloutre | 5°-CNG GNG GKC CNG ARW AVG GNT-3’
pVlllinfo | 5°-GCC GCA RTG GTC YTA CAT GCA CAT C-3’
pVlllinre | 5’-CAC RAA YTC NYS NAC RAAYTG-3’ 480
mastB 5’-GCC GCARTG GTC YTA CAT GCA CAT C-3
hexon mastJ 5’-CAG CRY RCC GCG GAT GTC AAART-3’ ~30

4.5. Agaroz gélelektroforézis

A PCR vizsgalatok pozitivitasat agardéz gélelektroforézissel ellendriztem, a PCR termékek

mérete €s a pozitiv kontrollhoz torténd viszonyitds alapjan. A futtatds sordn GelRed™

(Biotium) fluoreszcens DNS festéket tartalmazo (4 pl/100 ml) 1%-os agardz gélt hasznaltunk

(5. tablazat). A mintakbol, a negativ és a pozitiv kontrollokbol 5 upl-t, a molekulatémeg

markerb6l (Thermo Scientific™ GeneRuler™ DNA Ladder Mix) 2 pl-t vittem fel a gélre. A

gélelektroforézis 0,5%-os higitasi TAE [trisz-(hidroximetil)-aminometan, ecetsav, etilén-

diamin-tetraecetsav (EDTA)] pufferben tortént 70-90V fesziiltségen 40-80 percig. A

gélképeket Imager CHEMI Premium gél-dokumentacios rendszer (VWR™) és Image Capture

szoftver hasznalataval készitettem.
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5. tablazat: Agardz gél Gsszetétele

agaroz 1g
TAE puffer (0,5%) 100 ml
GelRed™ 4 ul

4.6. PCR termékek tisztitasa

Az agar6z gélelektroforézis utan a pozitivnak tiiné mintak PCR termékeibdl Kitisztitottam a
megfeleld méretii DNS-t szekvendlashoz. A diagnosztikai adenovirus PCR-ek termékeinél a
pozitiv kontrollal megegyez6 méret alapjan valasztottam el a megfelelé amplikont az
aspecifikus termékekt6l. A specifikus primerekkel végzett PCR-ek esetén az ismert AdV-0k
genom térképének ismerete alapjan kiszamolt, megfeleld méretli amplikont valasztottam ki.
Minden esetben szikepengével vagtam ki a kivant méreti terméket az agar6zgélbdl, majd
NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel™) segitségével tisztitottam a

gyartod hasznalati utasitasai szerint.

4.7. Primer tervezés

A 7937-es minta esetén a részleges IVa2, pol, hexon és pVIII szekvenciak 6sszekotésére (IVa2-
pol, pol-hexon, hexon-pVIII) és ezaltal nagyobb, filogenetikai elemzésre alkalmasabb
genomszakasz meghatarozasara specifikus primereket terveztem. A munkahoz a University of
Tartu & Estonian Biocentre Primer3 webszerverét hasznaltam. A ThermoFisher Scientific
Multiple Primer Analyzer weboldal segitségével kizartam a primerek dimer képzési
hajlandosagat. A primereket minden esetben a Eurofins Genomics-t6l rendeltiik meg.
Mindharom szakasz esetén kétkoros PCR-hez terveztem kiilsé és belsd primerpart,

érzékenyebbé téve a reakcidt (6. tdblazat).

15



6. tablazat: A megtervezett specifikus primerek szekvenciai

PCR
Felerositeni termék
kivant Primer név Primer szekvencia (5’ — 3°) mérete
szakasz (bp)
7937_IVa2outfo | 5>-CTA ACACTATGG CTATGG GTC CT-3’

IVa2-pol 7937_poloutre 5’-CGT TAA ACC CAT ATG AGA GAG CC-3
7937_IVazinfo 5>-TAGTTG TGG TCT AGT GTG AGG TC-3’
7937_polintre 5’-AAA GGA GGA AGATTG TGT TGG AC-3° ~2000
7937_poloutfo 5’-AAA ATA CCG GGA AGT AGA CAA GTG-¥

pol-hexon 7937 _hexonoutre | 5°-GAA CGA ATC TCAACT GCAGTCTTT-3
7937 _polinfo 5’-CAAGGC TCT CTC ATATGG GTT TAA-3’
7937 _hexoninre | 5>-TTA AAG TAAGTT TCC GTA GCC TGG-3’ ~13000
7937 _hexonoutfo | 5’-AAT TTA GAA ATC CTA CCG TGG CC-3’
hexon-pVI| 7937 _pVllloutre | 5°-TTT TAT ACA CAT TCG TCT GGC CC-3’
7937_hexoninfo | 5’-CTT ACA AAA CCCGCT TTC AAC TG-3’
7937_pVlllinre 5>-CCCCTGTTTGTCATTTCAGTT TC-3° ~7000

4.8. PCR specifikus primerekkel

A specifikus primerekkel végzett PCR-ek soran Takara™ PrimeSTAR™ HS DNS polimerazt
hasznaltam 50 uM higitasa primerekkel (7. tablazat). A PCR-ek optimalizalt id6- és
homérséklet protokollja a 8. tablazatban lathato. Az optimalizéalasi folyamat a kovetkezokben
olvashatd: A pol-hexon szakasz felerdsitését el6szor egykords PCR-rel kiséreltem meg, majd
két sikertelen probalkozas utan (elsd alkalommal a protokollnak megfeleléen, masodik
alkalommal 30-r6l 35-re novelt ciklusszammal) kétkoros PCR-re tértem at. A IVa2-pol és
hexon-pVIII szakaszok felerGsitését a tapasztalatok alapjan mar kezdett6l fogva kétkoros PCR-
rel végeztem. A hexon-pVIII szakasz esetén sikertelen els§ probalkozast kovetden
megismételtem a tesztet 55 °C-r6l 50 °C-ra csokkentett primer kotddési (annealing)
homeérséklettel. Harmadik alkalommal a cikluszszdmot 30-r6l 40-re ndveltem és a primer
kotédési (annealing) homérsékletet 53 °C-ra allitottam be. A pol-hexon PCR soran 13000 bp
koriili PCR-terméket, a hexon-pVIII PCR esetén 7000 bp koriilit, mig a IVa2-pol PCR soran
2000 bp kortilit vartam.
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7. tablazat: Hosszabb adenovirus DNS szakasz kimutatasara iranyul6 specifikus primerekkel
végzett PCR-ek Osszetétele

Els6 és masodik kor
Milli-Q™ viz 10,5 ul
Takara™ PrimeSTAR™ HS DNS Polimeraz 12,5 ul
Forward primer (50 uM) 0,5 ul
Reverse primer (50 pM) 0,5 pul
DNS 1ul
Végtérfogat 25 ul

8. tablazat: Specifikus primerekkel végzett PCR-ek protokollja

Els6 és masodik kor

Homérséklet Id6 Ismétlés

(°O) (masodperc)
98 120 x1
98 10
55 5 x30-40
72 5/kb
72 420 x1

4.9. DNS szekvenalas

A tisztitott PCR termékek szekvencidjat mindkét iranybol meghatidroztam Sanger féle
szekvenalasi eljarassal. A szekvenalashoz BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-et
¢s a PCR-ek sordn hasznalt primereket (kétkorés PCR esetén a belsé korosoket) hasznaltam, 4
uM higitasban. A szekvendldsi reakcid Osszetételét és protokolljat a 9. és 10. tdblazatok

tartalmazzak.
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9. tablazat: A szekvenalasi reakcid Osszetétele

Milli-Q™ viz 1l
Szekvenalo puffer 1 ul
BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 1 ul
Primer (4 uM) 1 ul
Minta 1 ul
Végtérfogat Sl

10. tablazat: A szekvenalasi reakcid protokollja

HOmérséklet Id6 Ismétlés
(°O) (méasodperc)

96 60 x1

96 10

50 5 x35

60 240

A szekvenalasi reakcié utan a termékeket alkohollal kicsaptam. Ennek soran 40 ul kicsapd
mixet adtam minden mintdhoz (11. tablazat), amiket 6vatos keverés utan szobahémérsékleten,
napfénytdl elzarva és letakarva 15 percig inkubaltam. Ezt kovetden 45 percig 4400 percenkénti
fordulatszam (RPM) és SOFT beallitas (a centrifuga kiméletesen, lassabban, hosszabb 1d6 alatt
éri el a végso fordulatszdmot) mellett Centrifuge 5417C (Eppendorf) késziilék hasznalataval
centrifugaltam a csoveket szobahdmérsékleten, majd eltavolitottam a feliiliszot. Ezutan minden
mintahoz 70 ul 70%-0s etil-alkoholt adtam ¢és 15 percig 4400 RPM és SOFT beallitas mellett
centrifugaltam Oket szobahdmérsékleten, majd ismét eltavolitottam a feliiliszot. Ezt egy
szaritasi 1épés kovette: a csoveket nyitva hagyva, szobahdmérsékleten és fénytdl elzart helyen
10 percig allni hagytam a maradék alkohol elpéarologtatdsa érdekében. Ezt kovetden a
szekvenalasi reakcid termékeit tartalmazo csoveket postai iton a moérahalomi Seqomics Kft.

szolgaltato laborjaba kiildtiik, ahol elvégezték a kapillaris gélelektroforézist.
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11. tablazat: A kicsapo mix Osszetétele

Natrium-acetat (3 M) 1,5 pl
Etil-alkohol (96%) 31 ul
Milli-Q™ viz 7,5 ul
Végtérfogat 40 pl

4.10.Primer séta

A specifikus primerekkel végzett PCR-rek hosszabb amlikonjainak szekvenalasat primer séta
(,,primer walking”) modszerrel végeztem. A szekvenalds soran kapott kromatogrammok a
leolvasas kezdetétdl, a jelek gyengiilésével egyre alacsonyabb amplitid6ji hulldmokat
eredményeznek. A még éppen biztonsaggal leolvashatd 7-800 bp utani régidoba ijabb és ujabb
szekvenalo primereket tervezve, egy tobbezres amplikont (t6bb 7-800 bp hosszu leolvasasbol)
allitunk ossze. Az ehhez sziikséges specifikus szekvenald primerek megtervezését és a
szekvendldst a kordbban leirtaknak megfelelden végeztem. A megtervezett primerek

szekvenciai a 12. tablazatban lathatoak.

12. tablazat: A primer sétahoz megtervezett primerek szekvenciai

Primer név Primer szekvencia (5° — 3’)
7937_polfol 5’-AGT GTC CCT GAC CAT AACTTT AAC-3°
7937_52Krel | 5’-GCT GAT AAG CTG TGA GTA AAT CGG-3’
7937_polfo2 5’-CAC CAATCT GAAGACTTG CTATGA-3’
7937_52Kre2 | 5’-CTC ATG GCT GAACTG CTC TTACAC-3

4.11.Bioinformatikai elemzések

A szekvenalas eredményeként kapott kromatogramokat elektronikus formaban kaptam meg és
a BioEdit Sequence Alignment Editor program hasznalataval tekintettem meg 6ket. Az NCBI
BLAST blastx homologia keresd szolgaltatasanak segitségével a sajat szekvenciaimat a
GenBankban taldlhatok alapjan azonositottam és megvizsgaltam, hogy melyekkel mutatjak a

legnagyobb foku hasonldsagot.
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A 7937-es minta esetén a filogenetikai vizsgalatokhoz a BioEdit Sequence Alignment Editor,
NCBI BLAST blastx, MultAlin, JavaScript DNA Translator 1.1, MEGA-X szoftvereket
hasznaltam. A torzsfa-rekonstrukciot a 7937-es mintabol kimutatott virus és a GenBank-ban
(NCBI) talalhaté mastadenovirusok pol szekvenciaja alapjan készitettem. A pol alapu térzsfa
alkalmas a legnagyobb megbizhatésaggal a rokonsagi viszonyok vizsgalatara, a fajok
besorolasara, az AdV gének koziil. A torzsfan Gsszesen 56 AdV szerepel, amelyek pol
szekvencidja atlagosan 1100-1200 aa hossza. A virus nevek mellett zardjelben feltiintettem a
virus fajokat is, amibe az egyes virus tipusok tartoznak. Mivel a GenBank-ban a human-,
foemlds- és denevér-AdV-ok feliilreprezentaltak, ezért nem hasznaltam fel az Gsszes tipust,
hanem egy-egy tipust valasztottam az egyes virus fajok reprezentalasara. Felkertiltek a torzsfara
a kozelmultban megismert AdV-ok is, amelyeket még nem soroltak be fajokba: disznodelfin-
AdV-1, rénszarvas-AdV-1, mokusmajom-AdV-1, Gould denevér-AdV. Kiilcsoportként a
legOsibb leszarmazast eml6sok (ragesalok) AdV-ainak agat hasznaltam. A torzsfa LG+G+I+F
protein modell alapjan, Maximum Likelihood médszerrel késziilt a MEGA X programmal (Le
& Gascuel, 2008; Kumar et al., 2018).

20



5. EREDMENYEK

5.1. Pozitiv mintak szama

A pol rovid szakaszat célz6 szlir6vizsgalatok eredményeként a 10 darab mintabol 4 darab, azaz
a mintak 40%-a, lett pozitiv. A 7937-es azonositdszamu minta esetében a pol szakasz mellett a
IVa2, hexon és pVIII gének rovid szakaszait is felerésitettem. Ugyanennél a mintanal a 1Va2
¢és pol gének Osszekotésére iranyuld kisérletem sikeres volt. A nagyjabol 13000 bp nagysagu
pol-hexon DNS szakasz felerdsitését célzo kisérlet esetében egy rovidebb, megkozelitdleg 5000
bp nagysagti szakaszt sikeriilt felerésiteni (pol-52K). Végiil a hexon és pVIII gének
Osszekotésére iranyuld kisérleteim mindeziddig negativ eredménnyel zarultak. Az

eredményeim Osszefoglalasat a 13-14. szamu tablazatok tartalmazzak.

13. tablazat: A mintakon végzett diagnosztikai vizsgalatok eredményeinek 6sszefoglalasa

Azonositdoszam Allatfaj Minta tipus Adenovirus teszt (pol alapjan)

0073 szarvasmarha bélszovet pozitiv

gyomor-, vese-

1864 szarvasmarha borju Ay pozitiv
¢és bélszovet
5338 46 honapos ’ bersar“es negativ
szarvasmarha tehén veseszovet
7500 1 éves s'z-ar\’/rasmarha ) b?I- és negativ
isz6 tiidészovet
7701 7 honapos bélsar pozitiv
szarvasmarha borju
7937 S0napos bélsar pozitiv
szarvasmarha borju
8009 valasztott . bélsar negativ
szarvasmarha borju
8091 valasztott . bélsar negativ
szarvasmarha borju
8096 valasztott . bélsar negativ
szarvasmarha borju
7 hénapos bélsar és ,
8162 szarvasmarha borju bélszovet negattv
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14. tablazat: A 7937-es mintan végzett hosszabb szakaszok meghatarozasat célzo vizsgalatok
eredményeinek 0sszefoglalasa

Felerdsiteni kivant Eredménytil kapott

Azonositoszam Allatfaj s7akasz s7akasz
IVVa2-pol IVVa2-pol
50 napos rovidebb szakasz,
7937 szarvasmarha borju pol-hexon pol-52K
nem sikertilt a
hexon-pViI felerdsités

5.2. Bioinformatikai elemzések eredményei

Az NBCI BLAST, blastx algoritmus segitségével az aminosavakra leforditott pol szakaszokat
Osszehasonlitva a GenBank-ban (NCBI) talalhato szekvenciakkal a 0073-as, 1864-es, 7071-es
és 7937-es mintakbol kimutatott AdV-ok kiilonboz6 szarvasmarha-adenovirusokkal mutattak
hasonlosagot. A 0073-as mintabol kimutatott virusszekvencia 97%-ban, mig a 7071-es minta
szekvenciadja 96%-ban volt azonos a BAdV-3-mal. Az 1864-es mintaban detektalt AdV
szekvencia 98%-ban egyezett meg a BAdV-10-zel. A 7071-es minta szekvenciaja 96%-ban volt
azonos a BAdV-3 azonos szekvencigjaval. A 7937-es mintaban kimutatott AdV 87%-ban
mutatott egyezést a BAdV-2-vel. A 7937-es pozitiv mintaban talalt virus tovabbi jellemzése és
meghatarozasa soran tovabbi génszakaszok felerdsitését is elvégeztem, €s az aminosavakra
leforditott szekvencidikat szintén Osszevetettem a GenBank-ban taldlhato adatokkal: a Va2
szakasz 76%-ban egyezett a PAdV-5-tel, mig a pVIII szakasz 62%-ban volt azonos a BAdV-1
¢és -2-vel. A hexon szakasz 99%-ban egyezett meg egy Amerikaban (Wisconsin) végzett
szarvasmarha telep AdV sziirése soran azonositott, tovabb nem vizsgalt, és eddig nem tipizalt
szarvasmarha-adenovirussal (BAdV-WIb) (Sibley et al., 2011). Ez a nagymértékii hasonlosag
azért nem mutatkozott a 7937-es minta tobbi génszakaszanak Osszehasonlitdsandl, mert az
BAdV-WIb virusbol csupan a hexon szakaszt erdsitették fel. Az eredmények sszefoglalva a
15. tablazatban lathatok.

A 7937-es mintaban kimutatott AdV IVa2-pol és pol-52K szakaszainak felerdsitésével
az 0j virus teljes pol szekvenciajat 6ssze tudtam vetni a GenBank-ban talalhato szekvenciakkal.
Ez alapjan a pol 81%-ban volt azonos a BAdV-2-vel, amivel a legnagyobb aranyu egyezést
mutatta. A pol G+C aranya 41,4%, ami hasonlo érték, mint a legkézelebbi rokon BAdV-2

azonos génjének 42,6%-os G+C aranya.
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15. tablazat: Az NCBI BLAST blastx altal kapott eredmények 6sszefoglalasa

Azonositoszam Allatfaj < Hasonl6 adenovirus
0073 szarvasmarha pol 97% BAdV-3
1864 szarvasmarha borju pol 98% BAdV-10

7 hénapos 0 i
7701 szarvasmarha borja pol 96% BAdV-3
50 napos 0 i
7937 szarvasmarha borja pol 87% BAdV-2
7937 S0Napos - yg 76% PAdV-5
szarvasmarha borja
7937 S0Napos - peyon 99% BAdV WIb
szarvasmarha borja
7937 S0napos gy 629 BAdV-1, BAdV-2
szarvasmarha borju
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5.3. Filogenetika, torzsfa-rekonstrukcio eredménye

HAdV-8 (Human mastadenovirus D)
HAdV-3 (Human mastadenovirus B)

o8 HAdV-4 (Human mastadenovirus E)
HAdV-5 (Human mastadenovirus C)
HAdV-12 (Human mastadenovirus A)
SAdV-16 (Simian mastadenovirus E)
SAdV-8 (Simian mastadenovirus B)
HAdV-40 (Human mastadenovirus F)
SAdV-18 (Simian mastadenovirus F)
HAdV-52 (Human mastadenovirus )

SAdV-19 (Simian mastadenovirus C)

100 SAdV-55 (Simian mastadenovirus I)
W’E SAdV-20 (Simian mastadenovirus G)
100 SAdV-3 (Simian mastadenovirus A)
SAdV-54 (Simian mastadenovirus H)
ﬁESAdVJ 3 (Simian mastadenovirus D)

kabocamajom -AdV-1 (Platyrrhini mastadenovirus A)

100

10

100

=k

mokusmajom -AdV-1
100 PAdV-4 (Porcine mastadenovirus B)
43 kaliforniai oroszlanfoka-AdV-1 (Sea lion mastadenovirus A)
. moékuscickany-AdV-1 (Tree shrew mastadenovirus A)
BaAdV-4 (Bat mastadenovirus C)
BaAdV-8 (Bat mastadenovirus E)
BaAdV-T (Bat mastadenovirus D)
nilusi repalékutya-AdV (Bat mastadenovirus [)

palmarepulokutya -AdV (Bat mastadenovirus H)
— BaAdV 9 (Bat mastadenovirus F)
jegesmedve-AdV-1 (Polar bear mastadenovirus A)

varés mokus-AdV-1 (Squirrel mastadenovirus A)
BAdV-10 (Bovine mastadenovirus C)
100 CAdV-1 (Canine mastadenovirus A)

CAdV-2 (Canine mastadenovirus A)

azsiai félszinl denevér-AdV (Bat mastadenovirus J)
BaAdV-2 (Bat mastadenovirus B)
— | 59 BaAdV-3 (Bat mastadenovirus A)
BaAdV-11 (Bat mastadenovirus G)
EAdV-1 (Equine mastadenovirus A)
borz-AdV-1 (Skunk mastadenovirus A)
Gould denevér-AdV
palackorri delfin-AdV-1 (Dolphin mastadenovirus B) ]

_: disznddelfin-AdV-1

palackorr( delfin-AdV-2 (Dolphin mastadenovirus A)

PAdV-5 (Porcine mastadenovirus C) Artiofabula
BAdV-11

90 : BAdV-2 (Ovine mastadenovirus A)
57 BAdV-1 (Bovine mastadenovirus A) -
OAdV-8 (Ovine mastadenovirus C)
BAdV-3 (Bovine mastadenovirus B)

100

60

o9

100 szarvas-AdV-2 (Deer mastadenovirus B) |Pecora

o4 30 rénszarvas-Adv-1

PAdV-3 (Porcine mastadenovirus A)

EAdV-2 (Equine mastadenovirus B)

tengerimalac-AdV-1 (Guinea pig mastadenovirus A)

MAdV-2 (Murine mastadenovirus B)
E{ — MAdV-3 (Murine mastadenovirus C)
100 ——— MAQV-1 (Murine mastadenovirus A)
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2. abra: A Mastadenovirus genus filogenetikai torzsfa-rekonstrukcioja a pol alapjan.

Az altalam (is) kimutatott virusok nevei voros szinnel (az Gjonnan kimutatott vastagon
szedve), mig az egyéb szarvasmarha-mastadenovirusok nevei kékkel vannak jelolve. Vilagos
z0ld szinnel a Pecora alrendagba tartozo kérédzok adenovirusai, mig sotét zolddel az
Artiofabula klad adenovirusai lathatoak.

A 2. abran lathato torzsfa alapjan az uj BAdV-11 az Artiofabula (a kérédzdket, ceteket és
sertéseket magaba foglalo) taxon AdV-aival sorolhat6 egy csoportba. A legkozelebbi rokonai a
BAdV-1 és -2, amikkel egy kladot alkot, amihez képest a PAdV-5 alapi helyzetben helyezkedik
el. Téle tavolabbi agakon, de az Artiofabula taxon AdV-ait tartalmazo kladon beliil pedig az
eddig ismert delfin-AdV-okat talaljuk.
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6. MEGBESZELES

6.1. Pozitiv mintak

A vizsgalt szerv- és bélsarmintak beteg, vagy elhullott fiatal allatoktol szarmaztak. A pol
felerésitett szakasza alapjan két esetben BAdV-3-at azonositottam. A BAdV-3 a szakirodalom
szerint fiatal borjakban (3-6 hénapos) 0koz enyhe lazzal és esetenként hasmenéssel jard
1égz0szervi megbetegedéseket, idosebb allatokban jellemzden tiinetmentesen van jelen a virus.
Egy masik, a mintainkban a pol alapjan azonositott virus a BAdV-10 volt. Ez idaig ez volt a
legutolsoként felfedezett BAdV, amit elszor 1980-ban Uj-Zélandon mutattak ki (Horner et al.,
1980). Kés6bb Eszak-frorszagbol, Kanadabol, Angliabol, Hollandidbol szarmazé mintakban és
az USA-ban is kimutattak a BAdV-10-et (Smyth et al., 1996; Smyth et al., 1999; Sibley et al.,
2011). A BAdV-10-et most mutattuk ki els6ként Magyarorszagon és a masodik alkalom, hogy
a virus jelenlétét igazoltdk a kontinentalis Europaban. A tdbbi szarvasmarha-
mastadenovirushoz képest a BAdV-10 nagyobb korokozo-képességet mutat, idésebb (6-12
honapos) borjakat is érinthet az altala okozott betegség, és jellemzObbek ra a bélgyulladast
(enteritis) és akar véres hasmenést, vérhast (dysenteria) is magukba foglalé gyomor-
bélrendszeri tiinetek (Smyth et al., 1996). A harmadik, pol alapjan kimutatott, AdV nagy
valoszintiséggel egy tizenegyedik, uj BAdV tipus (BAdV-11), ezt a [Va2 és pVIII géneken
végzett vizsgalataink is aldtadmasztottdk. Az 1) BAdV-nak ez az els6 kimutatasa
Magyarorszagon ¢€s Eurdpaban is.

A vizsgalt esetekben sem meger6siteni, sem cafolni nem tudjuk a mintakban kimutatott
AdV-ok és a betegség kialakulasa kozti ok-okozati 6sszefiiggést. E16sz0r is mivel nem mutattuk
ki egyik AdV szisztematikus jelenlétét sem az azonos tiinetegyiittest mutatd borjak mintai kozt,
masodsorban pedig az AdV pozitivitds oka a mas betegség altal legyengitett immunrendszer
miatti allapot is lehet. Eddigi tapasztalatok alapjan legyengitett immunrendszer(i vagy beteg
allatokbol szarmazo mintakbdl nagyobb valdsziniiséggel lehet virusokat, koztilk AdV-okat is,
sikeresen kimutatni. Az azonban megerdésitést nyert, hogy tobb BAdV tipus is jelen van a hazai
szarvasmarha allomanyban, s6t Gjonnan megjelent (,,emerging”) tipusok is kimutatasra
kertiltek.

A szocializmus idejében a sokszor tobb ezer allatot is szamlalo telepeken a zstfoltsag,
¢és a sokszor nem kielégitd higiéniai kdrnyezet, szamos kérokoz6 melegagya volt. Mindezek

okan gyakoriak voltak, a tobbek kozott AdV-ok okozta, 1€gzészervi és emésztdszervrendszeri
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megbetegedések a fiatal szarvasmarhak korében. Ezen betegségek megeldzése érdekében
Magyarorszagon bivalens vakcinat alkalmaztak immunprofilaxisként, ami tartalmazott egy-egy
BAdV tipust a Mastadenovirus és Atadenovirus nemzetségbdl is (Biirki, 1990). Az
oltdanyagban jellemz6en a BAdV-3 tipus volt megtalalhaté a mastadenovirusok koziil. A TSZ-
ek felszamolasa utan az allomanyok méretei csokkentek, és javultak a tartasi koriilmények is,
ami az allatorvosi kdztudatban az AdV-ok eliminaciojahoz vezetett. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy az AdV-ok valamilyen oknal fogva ismét megjelentek a szarvasmarha
allomanyokban ¢s amennyiben kapcsolatba hozhatéak az elszort elhullasokkal, akéar gazdasagi
kockazatként is kell veliik szdmolni. Manapsag a szarvasmarha telepek genetikai alloméanyéanak
frissen tartasahoz 1dordl-idore frissitik a vérvonalakat, ) egyedek importalasaval akar
kiilfoldrdl 1s. Az egyes allomanyok mas és mas korokozokkal, koztiik virusokkal, szemben
rendelkeznek immunitdssal, amelyek ellen a védettséget az anyaallatok gyakran a focstejjel
(kolosztrum) adjak at borjaiknak. Abban az esetben, ha a borji olyan korokozdval talalkozik,
példaul a megvaltozott kornyezet miatt, amellyel szemben kordbban az anyaallat nem
immunizalodott, a borjuban nincs védettség az adott korokozd ellen. Hasonld jelenség
figyelhetd meg emberi viszonylatban, mikor kiilonb6zd epidemiologiai hattérrel rendelkezd
emberek nagy szamban csoportosulnak egy helyen (pl. katonai toborzas soran). Igy korabban
artalmatlan AdV-ok gazdat valtva, lazas megbetegedéseket okoznak az 1j gazdaszervezetben.
Az USA kiilonbozé katonai szervezetei ezért alkalmaznak megel6z6 oltasi programokat
kifejezetten AdV ellen (Russe et al.,, 2006; Choudhry et al, 2016). Napjainkban
Magyarorszagon nincs szarvasmarha-AdV elleni vakcinazasi protokoll, noha mas orszagok, a
mai napig sikeresen hasznalnak AdV elleni vakcinakat az allatgyogyaszatban. JO példa erre
Japan, ahol BAdV-7-et tartalmazo6 véddoltast alkalmaznak szarvasmarha farmokon (Cattlewin-
6, Kyoto Biken Laboratories, Inc.). Kutatasunk eredményei azt mutatjak, hogy a szarvasmarhak
AdV sziirése fontos informéciokkal szolgal az dllomanyokban elterjedt virus tipusokrol. A fent
leirtak alapjan pedig érdemes lehet elgondolkodni AdV elleni vakcindk Gjra bevezetésének

okszerliségén a szarvasmarhak korében a hazai allatorvoslésban.
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6.2. Filogenetika, torzsfa-rekonstrukeio

A kimutatott BAdV-3 a Pecora alrendagba tartozd kérédzok (tiilkdsszarviuak = Bovidae,
szarvasfélék = Cervidae sth.) AdV-ait magaba foglalé monofiletikus kladba tartozik. A BAdV-
3 legkdzelebbi rokonai a szarvas-AdV-2 és a rénszarvas-AdV-1, valamint ebbe a kladba
tartozik a kicsit tavolabbi agon elhelyezkedé OAdV-8 is (Vidovszky et al., 2019). Ezzel
szemben a kimutatott BAdV-10 teljesen elkiiloniil a tobbi kér6dz6-mastadenovirustol, de
minden mas AdV-t6l is, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a BAdV-10 evolucids 1éptékben a
kozel multban gazdavaltas soran keriilt at a szarvasmarhaba (Benkd & Harrach, 2003). Noha
legkozelebbi rokona a voros mokus-AdV-1, illetve monofiletikus csoportot alkot a jegesmedve-
AdV-1-gyel és egy tobb denevér-AdV-t magaba foglald nagyobb kladdal is, ezek nem
nytjtanak elég informéciot ahhoz, hogy kellé bizonyossaggal megallapithassuk a BAdV-10
eredeti gazdafajat. Mindazonaltal a BAdV-10 feltaratlan evolucios kapcsolatai is azt mutatjak,
hogy az AdV-ok kozotti rokonsagok felderitése és megértése szempontjabol célravezetd lenne,
ha t6bb eml6ésfajbol is rendelkeznénk leirt AdV szekvenciakkal.

Mivel az tjonnan kimutatott szarvasmarha-AdV tipust még senki sem tipizalta,
elneveztiik BAdV-11-nek. A teljes polimeraz génen alapulé homologia vizsgalat alapjan a
legkozelebbi AdV-sal csupan 81%-ban azonos, igy erdsen feltételezhetd az is, hogy egy 1) AdV
faj képvisel6jérdl van sz6. Ennek igazolasahoz azonban a teljes genom szekvenalasa sziikséges.
Utoljara 1980-ban irtak le 4y BAdV tipust (Horner et al., 1980). Filogenetikai vizsgalataink
alapjan az el6zetes eredményeinket megerdsitve a kimutatott ij BAdV-11 is a Mastadenovirus
nemzetségbe tartozik, azon beliil pedig a kérddzoket (Ruminantia), ceteket (Cetacea) és
diszndalakuakat (Suina) magaba foglalo Artiofabula taxon AdV-ait magaba foglalo
monofiletikus klad tagja. A torzsfa-rekonstrukcio alapjan a BAdV-11 legkozelebbi rokonai a
BAdV-1 és -2, kicsit tavolabbi agon pedig a PAdV-5. Az Artiofabula taxon AdV-ait magaba
foglalo klad masik agat a cetek AdV-ai alkotjak, ahol az eddig ismert harom delfin-AdV
taladlhaté meg. Ez az eredmény tovabb erdsiti a témacsoport virus-gazda koevolicio elméletét.
Jelenleg ugy gondoljuk, hogy az utobb emlitett klad, ahova a BAdV-11 is esik, tartalmazza a
kérddzoket is magaba foglaldo Artiofabula taxon eredeti AdV-ait, amik a kérddzdk, cetek és
sertések szétvalasa eldttdl kezdve fejlédnek a gazdaszervezeteikkel egyiitt. Ezzel szemben a
Pecora alrenddg AdV-ai késébb keriilhettek 4t a tiilkdsszarviak és szarvasfélék dseibe. Végiil
a BAdV-10, ami filogenetikailag tavol helyezkedik el az Osszes tobbi ismert kérédzo-

mastadenovirustol, egy relative a kdzel multban végbement gazdavaltas eredménye lehet.
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Filogenetikai elemzésem alapjan lathatd, hogy mennyire diverz a Mastadenovirus
nemzetség. Ugyanannak a fajnak a virusai egymastol tavol elhelyezked6 fejlodési agakon is
szerepelhetnek. Egyes agak alacsony bootstrap értékeire magyarazat lehet az aminosav
szekvenciak valtozatossaga. Emiatt is fontos a pontos faj leirasokhoz a viralis genom minél
nagyobb hanyadanak a feltérképezése, a legpontosabb képet pedig a teljes genom szekvencia
ismerete adja. Kutatasunk eredményeit nézve fontosnak tartjuk az eml6s6k AdV-ainak tovabbi

kutatéasat és részletesebb megismerését.
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