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ADENOVIRUSI PRI PTICAH V SLOVENIJI

IZVLE CEK

Klju¢ne besede: Ptice, bolezni — epidemiologija; adenske infekcije — epidemiologija;
adenovirus — klasifikacija; verizna reakcija spaiazo — metode; filogenija; ptice; Slovenija

Pri pticah so dokazani adenovirusi iz treh rodoAdwiadenovirus Siadenovirus in
Atadenovirus Ceprav veéina adenovirusov ne povata bolezni pri pticah, so nekateri tipi
povzraitelji pomembnih bolezni v intenzivni reji perut@nV Sloveniji in svetu je malo
podatkov o razSirjenosti adenovirusov pri pticahdgbljenih z molekularnimi metodami.
Odlaili smo se, da v nasi raziskavi pridobirtion vec podatkov o pojavljanju adenovirusov
z molekularno metodo verizne reakcije s polimerd2€R) pri razknih vrstah ptic in
ugotovimo njihove filogenetske odnose.

Kloakalne brise ali sveze iztrebke smo odvzeli itaman vrstam prostozivgh ptic,
ljubiteljskim vrstam ptic, dvori&i perutnini in perutnini v intenzivni reji. Vzorcemo
pregledali z vgnezditveno PCR. Uporabili smo visokimgenerirane Zzatne pare
oligonukleotidov za pomnoZevanje odseka polimeradenovirusov. Z omenjenim
postopkom so uspesno dokazali vse do sedaj poatkm®viruse.

Pregledali smo skupno 1281 vzorcev, med katerirhil®233 vzorcev (18,2 %) pozitivnih na
prisotnost adenovirusov. Izmed 626 wanih prostoziv&h ptic smo adenoviruse potrdili v
139 vzorcih (22,2 %). V rodAviadenovirusjih je bilo uvr&enih 45 (7,2 %), v rod
Siadenovirush2 (8,3 %) in v rodAtadenovirusov?2 (6,7 %). Izmed 317 vzorcev dvame
perutnine smo adenoviruse potrdili v 25 vzorcih9(Pp). Od tega je bilo 13 (4,1 %)
aviadenovirusov in 12 (3,8 %) siadenovirusov. Atameérusov v tej skupini ptic nismo
ugotovili. Pregledali smo tudi 338 vzorcev ljubjsgih ptic. Adenoviruse smo potrdili v 69
vzorcih (20,4 %). Med njimi je bilo 15 (4,4 %) asenovirusov, 48 (14,2 %) siadenovirusov
in 6 (1,8 %) atadenovirusov.

Ugotovili smo, da se pojavljanje adenovirusov tagk med posameznimi redovi ptic. Pri
plojkokljunih je bila 5,1 %, pri kurah 9,8 %, goibbr2,7 %, mévirnikih 10,0 %, ujedah 39,0
%, pobreznikih 12,5 %, vpijatih 66,7 %, plezalcB,A %, pevcih 15,4 % in pri papigah 14,2
%. Adenovirusov nismo ugotovili v redu sov, Zerjagev in veslonoZcev.

Dvestotriintrideset (233) ugotovljenih adenovirusowo uvrstili v 87 razéinih tipov. Izmed
teh jih 76 Se ni bilo opisanih. Adenoviruse smo ailti pri 54 vrstah ptic, od tega pri 43
vrstah prvE.Ugotovili smo, da veliko kladov, predvsem v rod@wiadenovirus in
Siadenovirus sestavljajo sevi adenovirusov, ki smo jih odkgli isti vrsti ptice ali med
pticami v isti druzini. Rezultat potrjuje domnevoskupnem evolucijskem razvoju virusa in
gostitelja. V roduAtadenovirusso ugotovljeni adenovirusi le v 4 od 13 pregletar@dov
ptic. Zelo verjetno je, da ptice niso izvorni godfi in so atadenovirusi posledica preskokov
virusa med razredi vretéarjev. Rezultati naSih raziskav kazejo tudi na eteg medvrstne
preskoke adenovirusov pri pticah, ki si delijo skanabitat ali so v odnosu plenilec — plen.
Potrdili smo domnevo, da je lahko ena vrsta ptigZzga z adenovirusi iz dveh ali celo vseh
treh rodov. Ugotovili smo, da so dvaiima perutnina in prostozive ptice lahko pomemben
rezervoar razéinih patogenih adenovirusov. Potrdili smo virus DA#I\pri mlakarici in virus
TAdV-3 ter razltne tipe FAdV pri perutnini iz dvoride reje, ki smo jih naténeje dol@ali

z metodo PCR in Zatnimi oligonukleotidi, ki pomnoZujejo variabilndeek heksona.
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ADENOVIRUSES IN BIRDS IN SLOVENIA
ABSTRACT

Key words: Bird diseases — epidemiology; adenoviméection — epidemiology; adenovirus —

classification; polymerase chain reaction — methptglogeny; birds; Slovenia

Adenoviruses from three genera have been detetteidds: AviadenovirusSiadenovirusand
AtadenovirusAlthough most adenoviruses do not cause disead®gls, commercial poultry
industry faces some important adenoviral diseadéth exception of data obtained from
commercial poultry, there are very few data onghevalence of adenoviruses in birds based
on molecular methods. The main goal of our reseam$ to gain as many data as possible
about the prevalence of adenoviruses in various $pecies by the PCR molecular method,
and determine their phylogenetic relationships.\Afa@ed cloacal swabs or fresh feces from
various species of free-living birds, cage birdacKyard flocks and poultry reared by
intensive farming. Samples were examined by neBteR with highly degenerated primers
targeting the adenoviral DNA polymerase gene. Thethod was successfully applied to
every currently known adenovirus.In total, 1281 pbem were examined, among them 233
(18.2%) were positive for the presence of adensesu Of 626 samples of free-living birds,
139 (22.2%) were positive for adenoviruses: 45 9%Jj.2vere aviadenoviruses, 52 (8.3%)
siadenoviruses and 42 (6.7%) atadenoviruses. Ofsabples of backyard flock birds, 25
(7.9%) were positive for adenoviruses: 13 (4.1%Yyewaviadenoviruses and 12 (3.8%)
siadenoviruses; no atadenoviruses were confirméasrgroup of birds. Finally, 338 samples
of cage birds were examined. Adenoviruses weredanon69 (20.4%) samples: 15 (4.4%)
were aviadenoviruses, 48 (14.2%) siadenoviruse$48dL%) atadenoviruses.

The prevalence of adenoviruses confirmed in oudystwaried among different orders of
birds. The prevalence was 5.1% in Anseriformes,%®.&h Galliformes, 72.7% in
Columbiformes, 10.0% in Ciconiiformes, 39.0% indealiformes, 12.5% in Charadriiformes,
66.7% in Coraciiformes, 18.2% in Piciformes, 15.4f6 Passeriformes and 14.2% in
Psittaciformes. Adenoviruses were not confirmedthe following orders: Strigiformes,
Gruiformes and Pelecaniformes.The 233 adenovirdetscted in our study clustered in 87
different types. Seventy-six of them were detedmdthe first time. Adenoviruses in our
study were detected in 54 bird species. For 43igpeour study provides the first molecular
confirmation of the presence of adenoviruses iimth#any clades, especially in genera
Aviadenovirusand Siadenoviruswere formed by strains confirmed in the same bpdcies

or in birds within the same family. These resultsorggly support the hypothesis of
coevolution of adenoviruses and their bird hostadanoviruses were detected only in 4 out
of 13 examined orders. It is very likely that bir@® not the original host of atadenoviruses
and that the presence of different strains in gétadenovirusn birds is a result of several
interclass host switches. Our results also hisesaeral interspecies host switches in birds that
share habitat or are in predator—prey relationship.also confirmed the hypothesis that one
bird species can be infected with different adenmés from two or even three different
genera.Finally, we confirmed that backyard flocksl &ee-living birds can be an important
reservoir of various pathogenic adenoviruses. $ipally, DAdV-1 in mallards and TAdV-3
and various FAdV types in backyard flocks have bemmfirmed in our study. The different
FAdV types were further characterized by PCR ugirigmers for amplification part of the
variable hexon gene.
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1 UvOoD

Druzina Adenoviridae je monofiletska skupina vingsoki jo sestavlja pet rodov:
MastadenovirusAviadenovirusAtadenovirusSiadenovirusn Ichtadenovirus Predvidevajo,
da gre za zelo stare viruse, ki so se hkrati simvaostitelji spreminjali tekom evolucije.
Adenovirusi so dokazano prisotni pri gostiteljitelisglavnih razredov vretéarjev. Tako naj
bi pet rodov adenovirusov ustrezalo petintjwve razredom vretefarjev: sesalcem, pticam,

plazilcem, dvozivkam in ribam (1-3).

Gostitelji mastadenovirusov so sesalci, aviademnsav ptice in ichtadenovirusov ribe. Na
osnovi filogenetskih izkaunov in zndilne organizacije genoma vsi predstavniki rodov
Atadenovirusn Siadenovirusne sovpadajo s predvidenim razredom gostiteljaotplazilci

za rod Atadenoviruster dvozivke za rodSiadenovirus(4). Rodova imata Sirok spekter

gostiteljev in oba vkljaujeta tudi ptice (2,5-8).

Vecina adenovirusov pri pticah ne povzadklinicnih bolezenskih znakov, nekateri med njimi
pa povzréajo razltne bolezni. Pri pticah so najpogosteje ugotovljgdenovirusi iz rodu
Aviadenovirus Ceprav so manj pogosti, pa so siadenovirusi in a@aeusi za ptice bolj
patogeni (9). Posamezna ptica je lahko okuzenairm ah istotasno z veé razlicnimi tipi

adenovirusov (10).

Bolezni, ki jih povzr@ajo adenovirusi v intenzivnih rejah perutnine, szmane in dodobra
opisane, saj povzéajo znatne ekonomske izgube (9,10). Zelo malo pagdatkov o
razSirjenosti in boleznih, ki jih povztajo adenovirusi med razhimi prostoziveéimi pticami

in pticami v ujetniStvu, ki niso predmet intenzivrege (11).
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11

Raziskovalni problemi, namen dela, cilji in delovnehipoteze

Namen nasSe raziskave:

prowiti razSirjenost adenovirusov pri prostozie pticah, ljubiteljskih vrstah ptic in
perutnini v prosti reji ter perutnini v intenzivreji,

na podlagi rezultatov molekularnih preiskav in dgiémetske obdelave podatkov
poskusSati doléiti odnose med samimi virusi in njihovimi gostitel]

z molekularnimi metodami potrditi adenoviruse mstah ptic, pri katerih Se niso bili
dokazani in

vzporedno razviti ter optimizirati molekularno diexgtiko adenovirusov, ki jo bomo

uporabljali tudi pri diagnostiki adenovirusnih obnj v intenzivni reji perutnine.

Cilji naSe raziskave:

Zz metodo vgnezditvene verizne reakcije s polimemakazati prisotnost nukleinske

kisline adenovirusa v kloakalnem brisu oziromaeahku razknih vrst ptic,

ugotoviti odstotek prisotnosti adenovirusov prilr&ah vrstah ptic v kloakalnem
brisu oziroma iztrebku,

ugotoviti morebitno povezavo koevolucije med adenwsy in pticami na podlagi
filogenetskih raziskav ohranjenega odseka (gen atanprazo) in variabilne regije
(hekson) adenovirusnega genoma,

ugotoviti morebitno krozenje patogenih adenovirysase pojavljajo v intenzivni reji
perutnine, med prostoziweni pticami, ljubiteljskimi pticami in perutnino grosti reji,
ter morebitna pota kroZenja ter

ugotoviti ali so prostozivee ptice, ljubiteljske ptice in perutnina v prosjirrezervoar

za okuzbe v intenzivni reji perutnine.
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Z raziskavo bomo skusali potrditi naslednje hipetez

» prostozivee vrste ptic, ljubiteljske vrste ptic in dvafiga perutnina so nosilci vsaj
enega izmed virusov iz rodéwiadenovirusSiadenovirusn Atadenovirus

* z molekularnimi metodami lahko dokazemo adenovipuserstah ptic, pri katerih Se
niso bili dokazani in

» s primerjavo zaporedij nukleinskih kislin variabiirodsekov virusnega genoma lahko
doloimo povezave med adenovirusi, ki kroZijo znotraggmeznih vrst ptic ter med

prostoziveimi pticami, ljubiteljskimi pticami in dvori&o perutnino.
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2 PODATKI IZ LITERATURE

2.1  Splosno o adenovirusih

Virus je bil prvi izoliran leta 1953 iz tonzitloveka. Ime adenovirus (AdV) izvira iz grSkega
poimenovanja zleze (gndévag — adenos) (12). Adenovirusi spadajo v Siroko mibetsko

skupino. Dokazani so bili pri vseh 4 razredih vretetarjev. Danes so zanimivi za
raziskovanje iz razthih vidikov: so povzrditelji razliénih bolezni, imajo imunosupresiven
ucinek, pogosto se uporabljajo kot vektorji v gendi@rapijah in nenazadnje so zelo primerni

za raziskovanje evolucije virusov in njihove koewwje z gostitelji.

2.2 Taksonomska uvrstitev

Adenovirusi (AdVs) so uveeni v druzino Adenoviridae, v kateri je pet rodpvikazanih na
sliki 1 (13). Imena nekaterih rodov razkrijejo redr gostitelja; rodMastadenovirus
(gr. mastos= mileina zleza) sestavljajo izkno adenovirusi izolirani pri sesalcih, v rodu
Aviadenovirus (lat. aves = ptica) so adenovirusi izolirani izkjno iz ptic, v rod
Ichtadenovirug(gr. ichthys= riba) pa je uvi&n adenovirus, ki je bil izoliran iz ameriSkega
belega jesetra Acipenser transmontanusV nasprotu z omenjenimi imata rodova

Atadenovirusn SiadenovirusirSi krog gostiteljev, med drugim tudi ptice (2,9

V vsakem rodu so virusi razporejeni v vrste. Visbepoimenovane po gostitelju, pri katerem
so bili prvic dokazani in z dodano zaporedfiao v abecedi (14). Razvrstitev v vrste poteka
po ve kriterijin. Najpomembnejsi kriterij je filogenetalkoddaljenost, ki kuje vrste. Za novo
vrsto so predlagani virusi, ki imajo raznolikost aminokislinskem zaporedju heksona
(polipeptid 1) in DNA polimeraze wgo kot 5 do 10 %. Drugi kriteriji so vrsta gostjtel
razlenjevanje produktov DNA hibridizacije, raznolikodblzin restrikcijskih fragmentov,
onkogenost ugotovljena pri glodavcih, ¢ma in vitro razmnoZevanja, navzkrizni
nevtralizacijski test, hemaglutinacijska aktivnogikleotidna sestava in organizacija genoma.
Pricakujejo, da vsi navedeni kriteriji sovpadajo sd@émetskim izr&aunom (9). Znotraj vsake
vrste adenovirusov lahko obstajacvépov, ki so oStevideni z zaporednimi arabskimi

Stevilkami glede na zaporedje odkritja (9).
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Raziskave kazejo, da imajo skupni evolucijski raz/adenovirusi tudi dot@eni bakteriofagi
(Tectiviridae), virus zelenih algaramecium bursari&hlorella virus 1 (Phycodnaviridae) in

virus Archaea ki so ga odkrili v naravnih termalnih vrelcih 19-17).

Druzina: Adenoviridae

1
IFAdV-5
TAdV-1 FAdv-1 [ FAdv-9
N
NN
GoAdV-1 Ly
~

I
|
FAdv-4 [
| FAdV-8a /
|
|
|

Meyer's parrot Kd—v-l

ChAdV-1
SnAdv-1

Siadenovirus

Ichtadenovirus

0.1
Slika 1:  Sorodstveni odnosi med rodovi v druzini Adenoviride. Filogenetsko drevo smo izdelali na
podlagi aminokislinskih zaporedij dela adenovirugm@imeraze z dostopnimi Stevilkami (angl.
accession numbgiz podatkovne zbirke GeneBank: HAdV-2 (angbman adenovirus)ZP03261),
MAdV-1 (angl. murine adenovirus)1(AP000342), STAdV-1 (anglSulawesi tortoise adenovirug 1
(EU056826), FrAdV-1 (anglfrog AdV-) (AF224336), PsAdV-2 (anglpsittacine adenovirus)2
(EU0586825), RAdV-1 (anglraptor adenovirus 1 (EU715130), GTAdV-1 (angl.great tit
adenovirus )}, WSAdV-1 (angl.white sturgeon adenovirug,1SnAdV-1 (angl.snake adenovirus)1
(DQ106414), ChAdV-1 (angl.chameleon adenovirus) 1(AY576679), DAdV-1 (angl. duck
adenovirus ) (Y09598), BAdV-4 (anglbovine adenovirus)4(AF036092), Meyer's parrot AdV-1
(angl. Meyer's parrot adenovirus) (AAT66510), GoAdV-4 (anglgoose adenovirus)4TAdV-1
(angl. turkey adenovirus)1(GU936707), FAdV-1 (angfowl adenovirus 1 (AP_000410), FAdV-4
(angl. fowl adenovirus ¥ (HM853997), FAdV-5 (anglfowl adenovirus b(HM85398), FAdV-8a
(angl. fowl adenovirus 8a (HM854001), FAdV-9 (angl.fowl adenovirus P (AAD50336).
Filogenetski izréuni so bili opravljeni s paketom PHYLIP. Uporabsimo metodo ProtDist z
evolucijskim vzorcem kategorij. DolZzine vej so sorerne z genetskimi razdaljami. Za
rekonstrukcijo filogenetskega drevesa smo uporabiletodo Fitch-Margoliash z globalno
prerazporeditvijo v programu Fitch. Filogenetskaewdr smo prikazali s programom TreeView.
Merilo prikazuje razmerje med Stevilom substituiolZino vej.
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2.3  Zgradba viriona

Adenovirusi so srednje veliki DNA virusi brez zujafipidne ovojnice. Imajo linearno, ne-
segmentirano, dvojnovig@o genomsko DNA. Njena organizacija je @h@ za rod. Velika
je 26 do 45 kilo baznih parov (bp) (2,5,18,19).

Genom adenovirusa kodiradvkot Stirideset beljakovin. Polipeptide v zreleneadvirusnem
virionu ozn&ujemo z rimskimi Stevilkami (11-XII), najnizja Stédika ozn&uje beljakovino z
najvisjo molekularno maso (20). Za nekatere beljak® so pogosteje v uporabi
sinonimi — hekson (anghexon za beljakovino II, pentonska baza (angénton baseza
beljakovino 11, nitasti podaljSek (angfiber) za beljakovino IV inu za beljakovino X.
Pentonska baza skupaj z dolgimi nitastimi podalfskinira kompleks imenovan penton. Z
izjemo beljakovine V in IX so vse druge strukturneljakovine ohranjene v vseh rodovih
(Slika 2) (9,15).

Adenovirusi imajo obliko ikozaedra, geometrijskegéesa z 20 ploskvami enakostkamh
trikotnikov, ki se stikajo v 12 ogl&gh in 30 robovih (21). lkozaedma virusna ovojnica
(kapsida) ima premer 70 do 90 nm in obdaja genskienal (9,15). Sestavlja jo enajst
strukturnih beljakovin. NajpomembnejSe so heks@mtgnska baza in nitasti podaljSek (15).
Zaradi ikozaedtine zgradbe kapside se povezuje na &li&¥ kapsomero pet protomer
(pentoni), na trikotnih stranicah in robovih pa fest protomer (heksoni) (21). Skupno torej
virusno kapsido sestavlja 252 kapsomer, med nj@40 heksonov in 12 pentonov (9). V
vsakem ogli8u pentonske kapsomere podpirajo in utrjujejo nigastaljski, ki se podaljSuje
navzven (22). Med tipi AdV se nitasti podaljski Ifegjejo v velikosti ter tudi po Stevilu
(4,23,24). Sluzijo za pritrjevanje virusa na gadko celico (21). Hekson je napjea
beljakovina adenovirusne ovojnice. Zanki na vrhiksoeske molekule oblikujeta zunanjo
povrsino viriona. Prav te regije imajo najjye variabilnost v zgradbi med posameznimi tipi

adenovirusov in oblikujejo za posamezen tip sp&uifiepitope (25,26).

Jedro vsebuje enojno kopijo linearne dvojnedijee DNA in Stiri virusne beljakovine: V,
VII, p in terminalno beljakovino. Molekula DNA skupaj elfakovino VII (zelo osnoven
polipeptid) sluzi kot funkcionalna matrica za popx@nje in prepisovanjen Vivo.

Beljakovina VIl ima tudi vlogo posredovalca med lppdom virusne DNA v jedro (27).
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Terminalna beljakovina je kovalentno vezana naofek vsake vignice. V vsakem virionu
je prisotna v dveh kopijah in je med podvojevanjeepogresljiva (28,29). Struktura jedra se
v virusih, ki okuzijo ptice, razlikuje od virusovgatovljenih pri sesalcih, saj nimajo
beljakovine V (14).

Do sedaj je bilo pri adenovirusih opisanih tridesestrukturnin beljakovin (14,308 eprav
natakna vloga veéine Se ni poznana, predvidevajo, da imajo kataktiin regulatorne
funkcije (15).

Kapsida
Jedro " D
oV n W
=== Vi llla ==
.-f:_‘. :NA ‘ ] IV .
- v O
O TP =

X

Slika2: Shemattni prikaz adenovirusnega viriona. Komponente viriona so ozéene z rimskimi
Stevilkami polipeptidov z izjemo terminalne beljakee (TP). Polipeptida V in IX sta prisotni le v
roduMastadenovirugPovzeto po: Stewart PL, Burnett RM. Jpn J Appt$Ph993;32:1342.)

2.4  Organizacija genoma

Genom adenovirusov vsebuje 33,7 do 63,8 % G+C.riixgaija osrednjega dela genoma je
ohranjena pri vseh predstavnikih druzine Adenogrid2,15). Adenovirusi imajo Sestnajst
homolognih genov. Predpostavljajo, da so ti gerdgomvani od prednikov adenovirusov.
Geni pol, pTP in DBP, ki jih kodira regija E2, sdgmvorni za pomnozevanje DNA, gena
52K in IVa2 pa za obdajanje DNA s kapsido. Pri biastrukture viriona sodelujejo geni
spllla, Ill, pVII, pX, pVI, hekson, proteaza, 100B3K, pVIII ter vlakno (2). Kotni deli
genoma (3' konec in 5' konec) se med rodovi ra@jkw dolZini in/ali vsebnosti genov. Ti
geni so specifini za posamezen rod (Slika 3) (2,15). Adenovirggmom vsebuje razie

prepisovalne razrede, ki kodirajo r&ne beljakovine. Razdelimo jih lahko v zgodnje (E),
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vmesne in pozne (L) razrede. Prepisovalni razredl Eddira beljakovine 13, 27 ter 32, E1B
kodira beljakovine 16, 21, 55, E2A kodira DNA-venaprotein (anglDNA-binding proteif
(DBP), E2B kodira DNA polimerazo ter kémo beljakovino (anglterminal protein, E3
kodira beljakovine 4, 7, 8, 10, 12, 13, 15 ter B9 kodira beljakovine 7, 13, 14, 15 ter 17, L1
kodira p52/55 (ogrodne beljakovine) (arggaffolding ter beljakovino llla (kapsidni cement)
(angl.capsid cemeit L2 kodira beljakovine VIl (jedrna beljakovinagr(gl.core protein, pX
(edrna beljakovini X oziromau), V (jedro) (angl. core) ter Il (pentonska baza)
(angl. penton basg L3 kodira proteazo, beljakovino VI (kapsidni cem), 11 (hekson)
(angl. hexor), L4 kodira beljakovine 25, VIII (kapsidni cemertgr 1000 kDa, L5 kodira
beljakovino IV (nitasti podaljSek) (angliber), vmesna razreda pa kodirata beljakovini 1X
(kapsidni cement) ter IVa2 (15).

Ceprav je genom adenovirusov opisan kot linearngndwijacna molekula DNA, lahko

izjemoma oblikujejo tudi krozno DNA molekulo (3§rozna molekula je lahko monomerni
vektorski genom, lahko pa se vektorski genomi maabgpovezujejo in oblikujejo krozne
konkatemere — dolge DNA molekule, ki vsebujej@ pevezanih kopij genoma (32). Poleg
opisov nastanka kroznega genomanwitro pogojih sta Krepel in Kochanek opisala tudi
spontani nastanek po okuzbi evkariontske celicg (8%godnjih raziskavah so predvidevali,
da je nastanek Zasne krozne molekule pri HAdV-5 predstavijal vmesstopnjo med

procesom vkljgevanja genoma v celico (34).

Dandanes uporabljajo kroZzne gene adenovirusov pesdvv izdelavi rekombinantnih

adenovirusnih vektorjev za vivoin in vitro genske transfere (35).
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Mastadenovirus (human adenovirus 2)
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Slika 3: Shematini prikaz Stirih razli ¢nih vzorcev organizacije genoma v druzini

Adenoviridae. Povzeto po: (13).

Ker so predmet naSega raziskovanja ptice, se bonamlaljevanju omejili le na rodove, ki se

pojavljajo pri pticahAviadenovirusAtadenovirusn Siadenovirus

Genom aviadenovirusov je najdaljSi v druzini Adeinoae. Kokosji adenovirus 1
(angl. fowl adenovirusl) (FAdV-1) in FAdV-9 imata z dolzino 43.804 oziran#5.063 bp
najdaljSi genom med poznanimi adenovirusi (9,24)ukldotidna sestava je med
53,8 in 59 % G+C (9).

V genomu ni genov, ki kodirajo polipeptid V in I¥rav tako ne genov E1 in E3. Gen za
dUTP pirofosfatazo se nahaja na 3' koncu genomakoBec genoma vsebuje vrsto

prepisovalnih enot, ki so ztitne za rod, a je njihova natama vloga Se nepojasnjena (2,9).
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Virusi, uvr&eni v rod Atadenovirusnimajo natatino dol@enega gostitelja, gapa se
pojavljajo pri gostiteljih iz raztinih razredov vretafarjev. Ugotovljeni so bili pri sesalcih,
pticah in plazilcih (2,9). Ze prve raziskave so &azna moznost izvora atadenovirusov iz
nizjih razredov vretetarjev in kasnejSega prenosa na prezvekovalce o [(87). NovejSi
rezultati to hipotezo potrjujejo, saj vsi izoliraadenovirusi luskarjev§Sguamata pripadajo
roduAtadenovirug38).

Rod je dobil ime po visokem odstotku vsebnosti A88,7 do 43 % G+C) v genomu prvih
poznanih pripadnikov tega rodu; govejih adenovivu@mngl.bovine adenoviryggBAdVs) ter
racjega AdV-1 (angl.duck adenovirusl) (DAdV-1) (9,39,40). V nasprotju z omenjenimi
virusi je nukleotidna sestava genomov virusov ugggaih pri plazilcih, uravnoteZzena
(43,75 do 58,09 % G+C) (38).

Velikost genomov sekveniranih AdV se giblle med 754 bp pri kdem AdV-1
(angl snake adenovirud) (SnAdV-1) do 33.213 bp pri DAdV-1. Vsebnost G& pri
ov¢jem AdV-7 (angl.ovine adenovirug) (OAdV-7) 33,7 %, pri DAdV-1 pa 43 % (2,9).

V rod Siadenovirussta bila sprva uvig&na zabji AdV-1 (anglfrog adenovirusl) (FrAdV-1)

in puranji AdV-3 (anglturkey adenovirug) (TAdV-3) (41,42). Kljub temu, da imata virusa
evolucijsko zelo raztine gostitelje, imata podobno organizacijo genomstarsi filogenetsko
zelo sorodna (43). Virus z enakim nukleotidnim zapgem in seroloSkimi zgdnostmi kot

TAdV-3 je bil poleg puranov izoliran tudi pri fazénn pi&ancih (9,44).

Predstavniki tega rodu imajo najkrajSi genom mednaglirusi. Poleg ohranjenih genov v
osrednjem delu genoma je bilo ugotovljenih le pedatnih genov. Na 3' koncu genoma je
gen, ki je zelo podoben bakterijski sialidazi, patdeem je rod tudi poimenovan. Dolzina
genoma TAdV-3 je 26 263 bp, nukleotidna sestavagenpa je 35 % G+C. Nizka vsebnost
G+C nakazuje, da izvorni gostitelj rodu najverjgerge ni bil odkrit (29).

2.5 Razmnozevanje adenovirusov

Adenovirusi najpogosteje okuzujejo epitelijske celiOkuzba se pme z z&etnim stikom
med nitastimi podaljsSki adenovirusa in ¢almi receptorji CAR (anglcoxsackievirus and

adenovirus receptdr V kolikor so celéni receptorji CAR odsotni, lahko za nekatere tipe
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adenovirusov prevzamejo njegovo funkcijo molekuleglpvitnega histokompatibilnega
kompleksa razreda |02 (MHC) (angl. major histocompatibility compléx (45).

RazmnoZevanje virusa poteka v dveh fazah in sgaodyedru gostiteljeve celice (46).

V zgodnji fazi virus z endocitozo vstopi v gostig&b celico. Po lizi endosomalnega né&si
se kapsida in virusna DNA dga. Virusna DNA se prenese v jedro celice, ki jesto
virusnega prepisovanja, DNA pomnozevanja in zdraagv(9,47). Virusna okuzba povzro
zaustavitev sinteze gostiteljske DNA in omdigsintezo virusne RNA in virusnih beljakovin
(9). 1z zapisa zgodnjih genov (E1A, E1B, E2, E3E#4) se najprej prepisejo t.i zgodnje
spor@&ilne RNA (mRNA), ki se prevedejo v zgodnje beljakw (21,48). Adenovirusna
mRNA mora biti pred prevajanjem podvrzena izrezgwgangl. splicing intronov. Sele po
izrezovanju zapusti jedro in v citoplazmigre s prevajanjem (9). Zgodnje beljakovine imajo
regulacijsko in encimsko vlogo in so odgovorne paesembe v delovanju celice, ki
omogaajo lazje pomnoZevanje virusne DNA ter prepisovanjg@revajanje poznih genov
(21,48). Regulacijske beljakovine prefife podvojevanje cetine DNA in sintezo cetnih
beljakovin, encimske pa sprozijo pomnozevanje wieusnukleinske kisline (21). Pod
nadzorom na novo zgrajenih molekul virusne DNA sdoniz zapisa poznih genov
(L1, L2, L3, L4 in L5) sintetizirajo pozne beljakioe (21,48). To so strukturne beljakovine,
ki predstavljajo primarno strukturo kapside, in ukagijske, ki prekinejo sintezo zgodnjih
beljakovin (21,49).

Zdruzevanje kapside z adenovirusnim genomom potejedru okuzene celice. V prazne
kapside vstopi virusna DNA in beljakovine sredi¢éapsida se nato zapre v kristalno
strukturo viriona. Virusni razmnozevalni cikel @apd 32 do 36 ur. Nastanecvieot 10.000
virusnih delcev na celico, vendar je kuznih le 15di (48,49). Kogienje virionov, predvsem
pa viSek proizvedenih strukturnih proteinov, povzroastanek bazofilnih znotraj jedrnih

inkluzij (10). Virioni se sprostijo v okolico z remjem okuzene celice (10,21).

Posamezni zgodnji geni imajo razle vloge med pomnoZevanjem virusne DNA ter
prepisovanjem in prevajanjem poznih genov. BeljakaVE1A je potrebna za sintezo vseh
drugih zgodnijih beljakovin, ki so vkifgne v pomnozevanje virusne DNA teitiSvirus pred
celicnimi interferoni. Skupaj z beljakovino E1B, ki zeaiceltno apoptozo, lahko v nekaterih

primerih sprozita onkogeno transformacijo celiceestdukturna beljakovina E3 ima vlogo
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zaviralca citolize, blokira pa tudi prenos MCH nilalé na povrSino celice. Nestrukturna
beljakovina E2 (virusna DNA polimeraza) se vezeteraninalni protein pripet na 5' konec
virusne DNA. Koptenje beljakovine E2 sprozi pomnoZevanje virusne ONArehod celice

v S fazo (50). Gen E4 kodira vsaj Sest tamh polipeptidov, poimenovanih E4 ORF1 do E4
ORF6/7. V zgodnjih osemdesetih letih prejSnjegéegoso veliko pozornosti postedi vlogi
gena E4 med litim propadom adenovirusov. Sedaj ga povezujejo mudiadzorovanjem
prepisovanja, razvojem cé&fliega kroga, apoptozo, popravili DNA in ¢elim

signaliziranjem (51).

2.6  Fizikalno-kemijske lastnosti adenovirusov

Ikozaeder je za zgradbo virusa optimalno geomktrifglo. Je fizikalno stabilen in ima pri
ponavljaj&ih se sestavinah najje prostornino (21). Adenovirusi so stabilni v zamjenem
stanju. Odpornost na poviSano temperaturo je mddviaazlina. Trideset minut v vodni
kopeli pri temperaturi 56° C naj bi zadostovaloirzktivacijo adenovirusov, a so predvsem
nekateri tipi aviadenovirusov sposobni prezivetild@utno kopel pri 70° C. Odporni so na
blage kisline ter neaitljivi na magobna topila, kot so eter, kloroform, tripsin, 2 en6l in
50 % alkohol. PreZivijo v pH okolju med 3 in 9. Rgzina formalina v redtvi 1 : 1000

inaktivira adenoviruse (9).

2.7 Hemaglutinacijska sposobnost adenovirusov

Hemaglutinacijsko sposobnost imajo le nekateri adinsi. Virus sindroma padca nesnosti
(EDS), predstavnik roduAtadenovirus aglutinira eritrocite kokoSi, rac, puranov, gosi,
golobov in pavov (52,53). FAdV-1 aglutinira le eoitite podgan (54). Podtip FAdV-1
Indiana C zleplja tudi aye eritrocite, kar je izjema in kaze na razlike ituded tipi
adenovirusov (55).

2.8  Patogenost adenovirusov

Patogenost adenovirusov je spremenljiva in jo jkdenatatino ovrednotiti. Pri pticah jih
pogosto ugotovimo, a le redko pov&ag bolezen in so velikokrat zgolj naldpua najdba. Pri

razlicnih boleznih se pojavijo gasno z drugimi virusi, predvsem imunosupresivnbg) (
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Pri pticah najpogosteje povzi@o hemoradini enteritis in vnetja trebusne slinavke, jeter,
vranice ter dihal (9,10,56). Obolevajo predvsemdaladivali med tretjim in osmim tednom
starosti ali populacija Zivali, ki se z virusom diesr&ala (naivna populacija) (10). Obolele
ptice ne kazejo patognomdanih klinicnih znakov. Ohiajno so mirne, imajo nasopirjena
peresa, hujSajo. Odvisno od tipa AdV, vrste inadargostitelja lahko razvijejo tudi druge
klini¢ne znake; otezeno dihanje, krvave iztrebke, p@iiutnajo znizano nesnost in/ali lezejo
jajca s spremenjeno {o lupino. Nekateri tipi adenovirusov lahko powaj tudi akutni ali

perakutni pogin zivali (9).

NajpomembnejSe adenovirusne bolezni ptic, ki jihvzmoiajo predstavniki rodu
Aviadenovirus so inkluzijski hepatitis, sindrom zaostale t&ke v ostniku, razjede

miSicnega zelodca in respiratorna obolenja (10,56).

Iz rodu Atadenovirusje najpomembnejSi adenovirus, ki powaobolezen sindrom padca
nesnosti (10,56).

NajpomembnejSi bolezni, ki ju povat@ adenovirus iz rod$iadenovirus sta hemoragni

enteritis in bolezen marmorirane vranice (10,56).

2.9 PomembnejSe bolezni, ki jih povzréajo adenovirusi

2.9.1 Inkluzijski hepatitis (angl. Inclusion body hepatitis - IBH) (vsi znani FAdV)

Najpogosteje je inkluzijski hepatitis (IBH) opisan pi&ancih brojlerjih Galus domesticys
Obicajno se pojavi pri p&ncih v starosti 3 do 7 tednov (10gprav so opisani tudi izbruhi
bolezni tako pri 7-dnevnih (57) kot tudi 20-tedeihskivalih (58). Obolevnost je nizka, pogin
znaki, ki spremljajo IBH so nezditni. Oboleli pi&anci so zgrbljeni, naSopirjeni in bodisi
poginejo v 48 urah po pojavu prvih kimih znakov bodisi okrevajo. Za IBH je Zilan
nenadni porast pogina 3 do 4 dni po okuzbi, kigh donovno upade. V primerih sekundarnih
bakterijskih okuzb je powan pogin prisoten do 3 tedne (59-61). Do sedajlsprbnaravno
potekaj@ih okuzbah pi§ancev brojlerjev z IBH potrjeni Ze vsi tipi FAdV AdV-1 do 8a in
FAdV-8b do 11) (10,62). Leta 2011 smo tri izbruhgHI ugotovili tudi v Sloveniji.
Povzraitelja sta bila adenovirusa FAdV-8b in neddjwi tip FAdV skupineD (63,64).
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Pogosto je IBH opisan pri dotia golobih Columba livia domestiga(65-67). Poleg
golobov so bolezen opisali tudi pri plemenitih geh Eclectus roratus (68,69), Meyerjevi
papigi Poicephalus meyeri(70), papigi vrstePoicephalus robustug71), sivi papigi
(Psittacus erithacys (67,69,71-73), nimfi Nymphicus hollandicys(74), roZznatoglavem
agapornisu Agapornis roseicollis (75), rumenotemeni amazonkhrhazona ochrocephgla
(76), oranznoperuti papigB¢otogeris pyrrhopterus(67), papigah iz rodovra, Aratinga,
Platicercus (69) ter Poicephalus (69,77), malem sokoluFélco columbariuy (78,79),
ameriSki postovki Falco sparveriu¥ (80,81), mavricijski postovkiHalco punctatuk (82),
sokolu selcu Falco peregrinuy (79), sokolu vrsteFalco femoralis septentrionali§79),
sokolu vrsteFalco deiroleucus(79), sokolu vrsteéFalco fasciinucha(79,83), harisonovem
kragulju (Parabuteo unicinctys(84), ¢rnem Skarniku Milvus migran$ (85), skalnem viru
(Bubo bengalensjs orlovskem viru Bubo lacteus (84), sovjem lasto¢niku
(Podargus strigoidgs(86), japonski prepeliciGoturnix coturnix japonicp(87), virginijskem
kolinu (Colinus virginianu} (88), prepelici novega sveta vrs@allipepla gambelii(89),
goseh Anserspp.) (90) in puranihMeleagris gallopavp(91,92).

2.9.2 Sindrom zaostale tekdine v oskniku (angl. Hydropericardium syndrome - HS),
bolezen Angara (anglAngara disease) (FAdV-4)

Sindrom zaostale tekme v oséniku (HS) je bil prvé opisan v Pakistanu leta 1987. Bolezen
se je pojavila v kraju Angara, na ob&loz zelo koncentrirano rejo brojlerskih gagicev. Od
tod tudi izvira drugo poimenovanje za to bolezebholezen Angara (93). V enem letu po
prvem izbruhu je bolezen skoraj popolnoma ciai industrijo pi§ancev brojlerjev v
Pakistanu (10). Obolevnost je nizka, pogin pa lab&o visok, tudi do 80 %. Ri&nci z&no
poginjati 3 tedne po okuzbi. Pogin doseze vrlkietrtem do petem tednu in nato upade.
Bolezen je opisana tudi pri nesnicah in v krat jatah, vendar povzéa nizjo smrtnost. V

veliki vecini izbruhov bolezni je bil potrjen adenovirus FAEM10).

Bolezen ohiajno spremlja tudi IBH, zato se predvideva, da {& ptavzaprav IBH z visoko
smrtnostjo in visoko pogostnostjo pojavnosti bigakaiine slamnate barve v @siiku (10).
Nedavno se je zato palo v angleski literaturi poimenovanje hepatitisthgpericardium, ki
hkrati opisuje obe patoloski spremembi (94).
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Sindrom zaostale tekme v ostniku so ugotovili tudi pri golobih (95), goseh (96)

japonskih prepelicah (97).

S suspenzijo jeter okuzenih dofitagolobov so HS lahko eksperimentalno pov#rqori
pi&ancih brojlerjih. Prav tako so ugotovili, da je nodg domae golobe zastiti proti

omenjeni bolezni z uporabo kokoSjega cepiva (95).
2.9.3 Razjede mistnega zelodca (anglGizzard erosions) (FAdV-1, FAdV-5)

Po prehodu v 21. stoletje so secpli vrstiti opisi izbruhov bolezni, ki je prizadefaedvsem
miSicni Zelodec pi&ancev brojlerjev (98-104). Sprva so izbruhe zalilelaa Japonskem
(98), kasneje tudi v Evropi (102,103). V velikicug primerov je bil kot povzréitelj potrjen
FAdV-1, ceprav je bil v enem primeru ugotovljen FAdV-5 (10Ppgin mladih pi&ncev
brojlerjev je skoraj vedno edini znak obstoja balg®8), ¢ceprav v literaturi kot spremljaje
klinicne znake opisujejo tudi zmanjSano zivahnost, nggopist in zmanjSan prirast (104).
Najbolj izrazene spremembe so na sluznici fnBga Zelodca. Razjede segajo globoko v
koilinsko plast, obseg mi&iega Zelodca je povan, notranjost pa napolnjena s krvavo
vsebino (98). Podobne spremembe na koilinski plagicnega Zzelodca so ugotovili tudi pri
pegatkahlumida meleagrjs(105).

2.9.4  Bronhitis prepelic (angl. Quail bronchitis - QB) (FAdV-1)

Bronhitis prepelic (QB) je akutno zelo kuzno reafrno obolenje, v prvi vrsti mladih
farmsko vzrejenih virginijskih kolinov (10). Prviga je opisal Olson po izbruhu bolezni v
zahodni Virginiji, ZDA, leta 1949 (106). Povazitel] je FAdV-1, za katerega se
predpostavlja, da sta z virusom CELO (arglicken embryo lethal orphansta etioloSka
agensa (10,56).

Zacetek bolezni spremlja nenadno pdaeje dnevnega pogina. Pri nataeam pregledu lahko
ugotovimo zmanjSano je&Sost, naSopirjenost, Zivali stisnjene v &u oteZzeno dihanje,
kihanje in @esno-nosni izcedek ter Zive znake (10,106). Klitni znaki se pojavijo med
2.in 7. dnevom po okuzbi. Najbolj so prizadeteajiimlajSe od treh tednov. Zivali, ki so ob
okuzbi starejSe od 6 tednov, redko poginejo in aepoteka asimptomatsko. Obolevnost in

smrtnost je zato zelo ragha, odvisna je od starosti Zivali ob okuzbi. Prusli Zivali mlajSih
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od treh tednov lahko obolevnost in pogin preses@&®6. Opisana je tudi 100 % smrtnost
(10). Bolezen je bila potrjena tudi pri japonskirepelicah (107), medtem ko poskusna

okuzba pigancev in puranov sprozi imunski odziv, vendar liki@z ¢nih znakov bolezni (10).

2.9.5 Sindrom padca nesnosti (anglEgg drop syndrome - EDS) (DAdV-1)

Po prvem opisu sindroma padca nesnosti (EDS) pro$ib leta 1976 (108) je predstavnik
rodu Atadenovirusdo sedaj postal eden od najpomembnejSih vzrokog#e v svetovni
proizvodnji kokosjih jajc (10). Spremembe, ki jibyzrota DAdV-1, so omejene na jajcevod.
Vidna je atrofija jajcevoda ali edem jajcevoda s@mnim izlatkom lupinskih zlez (53,109).
Ob vnosu virusa v naivno populacijo sicer kimb zdrave kokoSi leZejo jajca z mehko lupino
ali brez nje. Ko se virus utrdi v populaciji so emrembe na japi lupini manj izrazite,
nesnice pa dosegajo nizjo nesnost od predvidene (10

Klini ¢ni znaki so pri drugih vrstah ptic redki. Poleg k8kje naravno potekaja bolezen z
zn&ilnimi Kklini ¢nimi znaki opisana pri racalasspp.) (10,110-112), japonskih prepelicah
(113), pegatkah (114) in puranih (115). Poleg om@hj vrst so bolezen poskusno uspeli
povzraiti tudi pri fazanih Phasianus colchic)g116).

2.9.6 Hemoragicni enteritis (angl. Hemorrhagic enteritis - HE) (TAdV-3)

Hemoragtni enteritis je akutna virusna bolezen puranov.i®Psta jo v Minnesoti, ZDA,
opisala Pomeroy in Fenstermacher leta 1937 (1DjavRa se pri puranih od 4. tedna starosti
dalje. Klini¢cni znaki HE so potrtost, krvavi iztrebki in pogiBolezen v jati okiajno traja 7
do 10 dni. Obolevnost je visoka, doseze lahko 10l %. Povpréen pogin je 10 do 15 %,
doseze pa tudi 60 %, v poskusnih pogojih celo 8(L9). TAdV-3 je imunosupresiven, zato
so zapleti s sekundarnimi bakterijskimi okuzbantozgogosti. V primeru sekundarnih okuzb
je smrtnost viSja, podaljSa pa se tudi potek boeabicajno za 2 do 3 tedne (10,56). V
nasprotju z vé&no drugih AdV se TAdV-3 razmnozuje predvsem v laifih B in
makrofagih (118-121). PoSkodbe gastrointestinaltieda puranov so imunsko pogojene in
so posledica sproa@nja velike kokine citokinov med okuzbo (119). Dodatno k razvoju
poSkodb v prebavilih pripomore delovanje prostadiaa in histamina, ki se spras iz

mastocitov, nakogenih v sluznici dvanajstnika med okuzbo (122).
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Adenovirusni hemoragni enteritis je opisan tudi pri pegatkah (123),i apigi (71,73),

rumenoprsi ari Ara araraung, amazonki Amazonaspp.), kakadujuQacatuaspp.) (124),

papigi vrste Poicephalus robustus(71), gorskem loriju Trichoglossus haematodus
loriju vrste Trichoglossus chlorolepidotug125), amerisSki postovki (81) in mauvricijski
postovki (82).

2.9.7 Bolezen marmorirane vranice (anglMarble spleen disease - MSD) (TAdV-3)

Prvi¢ je bolezen marmorirane vranice (MSD) opisal Maldedodelavci leta 1966 ob izbruhu
bolezni v ltaliji (126). Povzréitelj je Siadenoviruski je seroloSko enak TAdV-3, le malo
razlik med obema pa je tudi na molekularnem ni(@f). Zbolijo predvsem fazani v starosti
3 do 8 mesecev, gojeni v oborah. Obolevnost je poddkot pri HE visoka (10). Pogin je
obicajno akuten, stopnja pogina znaSa 5 do 20 % v qbdi dni ali veé tednov (127). V
kolikor so prisotni klinkni znaki, so Zivali potrte, oslabele, otezeno dihdahko imajo
izcedek iz nosnic (10,128). Poginule zivali imajgagino poveano in marmorirano vranico
ter edem pljg, ki je najpogostejsi vzrok pogina (127,129). Pattgga MSD je zelo podobna
tisti pri HE. Zelo verjetno je, da je prizadetogtal pri fazanih posledica razlik med vrstama
v takoimenovanih Sokovnih organih (10). Zanimiypdatek, da so uspeli z eksperimentalno
okuzbo fazanov s povzfteljem MSD povzréiti zgolj znailne spremembe na vranici.
Predvidevajo, da imajo na nastanek usodnih spremmanthalih pri naravnih izbruhin MSD

pomemben vpliv nekateri do sedaj nepoznani dejaakiddja (130).

Podobne klinine znake, zrdne za MSD, so opisali tudi pri pegatkah (131) igap
nedol@enih vrst (124) in skatevkah Melopsittacus undulatyg132).

2.9.8 Druga obolenja, ki jih povzro¢ajo z adenovirusi pri pticah

Poleg zgoraj opisanih bolezni so bili adenovirusirjeni etioloski agensi tudi pri nekaterih
drugih obolenjih. So povzételji traheitisov pri gosjih mladih (133), mladtih moSkatne
bleZavke Cairina moschata (134) in puranih (135,136), nekrotizirdgga vnetja trebusne
slinavke pri pegatkah (105,135) in nojiBt(uthio camelus(137,138), zadrgnitve tankega
crevesja pri gagahSpmateria mollissima(139), konjuktivitisa pri modrentrnoglavem

agapornisuAgapornis persona)a140) in keratokonjuktivitisa pri racah (26).
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Pri razliénih vrstah ptic so pogosto ugotovljene adenovirusazofilne inkluzije v jedrih v
razlicnih celicah ledwinega parenhima. Opisane so pri japonski prepeligl), tankokljuni
lumni (Uria aalge (142), sivemu ZerjavuGrus grusg (143), skobevki (144-146), vzhodni
rozeli (Platycercus exim)q145), bledi beloglavi rozeliRlatycercus eximus adsciju€l45),
rdecehrbti papigi Psephotus haematonojud45) in modrentrnoglavem agapornisu (140).
Vsi avtorji so mnenja, da gre za idiopatske, na&klpu ugotovljene spremembe. Podobne
inkluzije so nakljgno ugotovili tudi v Fabricijevi burzi srebrnega el
(Larus argentatus(147).

2.10 Laboratorijska diagnostika okuzb z adenovirusi

Zaradi razpoznavne morfologije so adenovirusi dolprepoznavni z elektronskim
mikroskopom (EM) (46,61). Slabost te preiskavedge morfoloSke lastnosti adenovirusov ne
zadosgajo za razlikovanje med rodovi ali posameznimi.tpodobno zanesljiva, a prav tako
nespeciftna preiskava je barvanje histoloskih rezin z hekslioom in eozinom. Za
adenovirusne okuzbe so Ziiae bazofilne inkluzije v jedru, ki vsebujejo vene delce in so
patognomonine za adenovirusna obolenja (148). Pogosto se l@y@avudi eozinofilne
inkluzije v jedru z zrnato in nitasto vsebino brézisnih delcev (72,144). V ¢@i primerov,

ko so bila dokazana inkluzijska telesca, so prssitadenovirusnih delcev dokazali tudi z EM
ali izolacijo virusa (149).

Zlati standard v diagnostiki mikroorganizmov preddjn osamitev povzkiteljev, ki je bila v
preteklosti kljgna za tipizacijo virusov (149). NajprimernejSe ko#t za osamitev razhih
FAdV so celéna kultura iz ledvic p&ngjin zarodkov, celina kultura iz jeter p&ngjih
zarodkov in celina kultura iz pi&argjih hepatoma celic (150-152). Prav tako je v naltate
primerih uspesna inokulacija rumenjakove ckee kokoSjih embrijev (131). Opisana je tudi
uspesSna izolacija FAdVs iz drugih vrst ptic na @glikulturi iz ledvic pigarcjih zarodkov
(61) in uspesSna izolacija petih raziih tipov FAdV, izoliranih iz golobov na céhi kulturi
jeter pi€argjin zarodkov (153). V kolikor cetne kulture homologne vrste gostitelja niso
dostopne, se pripota v prvi vrsti uporaba cele kulture jeter p&andjih zarodkov
(55,153-155).
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Izolirane viruse lahko podrobneje doéilmo z uporabo indirektnega imunofluoreséeega
testa, nevtralizacijskega testa seruma in encimskaskega testa (ELISA) (46,156—-158).

Izolacija pttjih siadenovirusov je omejena. Za razmnozevanjealpgamo cekino kulturo iz
puranjih levkocitov iz periferne krvi ali ceého kulturo iz levkocitov iz periferne krvi
homolgne ptije vrste (46,159,160). Najpogosteje se za neposrefirkazovanje antigena
TAdV-3 uporablja agar-gel precipitacijski test (1832). Slaba stran omenjenega testa je
nizka olgutljivost. Veliko visSjo okgutljivost dosezemo z uporabo encimskoimunskih testo
(ELISA) (163,164).

Z imunohistokeminimi preiskavami so raziskovali porazdelitev virwstivih in patogenezo
bolezni (165-167).

DAdV-1 je edini med ptjimi adenovirusi, ki je sposoben aglutiniratiqp eritrocite. Zato se

test inhibicije hemaglutinacije uporablja pri do&aanju protiteles proti DAdV-1

(46,52,168,169). Izjema so le nekateri sevi FAd\kilpa aglutinirajo le podganje eritrocite
(170-172). Za izolacijo DAdV-1 so najéltljivejSa goji€a iz embrioniranih jajc vodne
perutnine in njihove tkivne ceéle kulture. Opisana je tudi uspeSna izolacija ti&mekulturi

iz ledvic pig€angjin zarodkov in celini kulturi iz jeter pigancjih zarodkov (152,173,174).

V zadnjem desetletju ustaljeno diagnostiko zeloedap nadome&ajo molekularne metode.
Te so vedno bolj dostopne, aliljive, speciftne in enostavne za uporabo. V primerjavi s
seroloskimi metodami lahko z molekularnimi metodaodkrijemo veliko vé razlik v
genomu virusov. Primerna mesta za serotipizacijedstavlja le 15 % adenovirusnega
genoma, medtem ko imamo z molekularnimi metodamkdavpogled v celoten genetski
zapis (149).

Prva molekularna tehnika, ki je omdgda winkovito razlikovanje med 12 tipi FAdV, je bila
preiskava cepitve pomnozenega odseka (amgltriction enzyme analy$i$REA) (175). Z
uporabo enakih restrikcijskin encimov so uspeldehiti tudi zn&ilne vzorce za tri tipe
gosjih adenovirusov ter dva tipa puranjih aden®oxu(91,174,176). UspeSno so neposredno

dokazali adenovirusni genetski zapis tuth-situ hibridizacijsko metodo (120,177-180).
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Danes je najpogosteje uporabljena metoda za dokadolciitev adenovirusov verizna
reakcija s polimerazo (PCR). Opisane so bile ¢aeli tehnike PCR, usmerjene v
prepoznavanje gena za najje beljakovino kapside — heksona.c2ti oligonukleotidi za
pomnoZevanje tega odseka genoma so visoko specil njimi tezko odkrivamo razine
adenoviruse. V najboljSem primeru lahko dokazemsapwezni rod adenovirusov. &ea
zatetnih oligonukleotidov je oblikovanih za déknje FAdVs (181,182), nekateri pa so bili
oblikovani za specifino prepoznavanje DAdV-1 (183) ali TAdV-3 (184). bali so tudi
univerzalni par zé&tnih oligonukleotidov, ki naj bi pomnoZzeval odgdséksona vseh gjih
adenovirusov v rodoviviadenovirus Siadenovirusn Atadenovirus Pomnozevanje s temi
zatetnimi oligonukleotidi so preizkusili na DAdV-1, T#W-3 in nekaterih izbranih tipih
FAdV (19).

Kasneje so opisali razhe metode PCR za pomnozevanje gena za od DNA alDHA
polimeraze (185,186). Pravi preboj na tem pojrge uspel Wellehanu in sodelavcem (38). Z
uporabo zelo degeneriranih¢egnih oligonukleotidov so s postopkom vgnezditvéeR
uspeli oblikovati postopek, s katerim so uspesSnkribd/se do sedaj znane adenoviruse iz
vseh petih rodov (187).

Visoka olgutljivost, ki so jo dosegli z degeneriranimi¢egnimi oligonukleotidi, pa prinasa
manjSo specitinost. Z metodo vgnezditvene PCR lahko razlikujersehvpet vrstFAdV
(od A doE), ne moremo pa razlikovati posameznih tipov FAHM. odseku gena za od DNA
odvisno DNA polimerazo imajo FAdV-6 in FAdV-8b, FXd7 in FAdV-8a ter FAdV-9 in
FAdV-11 enako nukleotidno zaporedije. ldént aminokislinsko zaporedje so ugotovili pri
tipih FAdV-2, -3, -9, -11, ki vsi sodijo v skupirf@AdV-D in FAdV-6, -7, -8a, 8b iz skupine
FAdV-E Zaradi navedenega je sekveniranje vseh dobljemibduktov PCR zelo
pomembno (187).

V zadnjih letih je vedno veobjavljenih prispevkov o uporabi novih molekuldrrarodij v
diagnostiki adenovirusov, predvsem uveljavljanjaskhe metode PCR in njene novejSe
razlicice PCR v realnensasu (188-190).
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2.11 RazSirjenost adenovirusov pri razleénih vrstah ptic in perutnini

2.11.1 Dokaz bazofilnih in/ali eozinofilnih inkluzij v jed rih

Bazofilne in/ali eozinofilne inkluzije v jedrih, k8o zn&ilne za adenovirusne okuzbe, so pri
pticah ugotovili v razlinih organih. V povezavi z razhimi boleznimi ali zgolj kot nakljena
najdba so bile potrjene pri kokosih (46,56), jagmgprepelicah (97,113), prepelicah novega
sveta vrste Callipepla gambelli (191), puranih (136), fazanih (192), daiima racah
(Anas domestida(134), gagi (139), goseh (90,96,133,134), pedmntke05,123,131,193),
sivem Zzerjavu (143), srebrnemu galebu (147), telpkok lumni (142), harisonovem
kragulju (84), skalnem viru in orlovskem viru (84¢pvjem lastoviniku (86), domaem
golobu (67), noju (137) in razhih vrstah papig — Meyerjevi papigi (70,189), papitste
Poicephalus robustug71,189), papigah vrsPoicephalus cryptoxanthugr Poicephalus
ruepelli (189), senegalski papigP¢icephalus senegalu$189), sivi papigi (67,69,71-73),
nimfi (74), plemeniti papigi (68,69), modfeli amazonki Amazona aestiya (189),
rumenotemeni amazonki (76), amazonkimazonaspp.) (124), kakadujuCacatua spp.)
(124), inkovskem kakaduju Cacatua laedbeatéeri (189), oranznoperuti papigi (67),
aleksandru Fsittacula kramedi (194), skobevki (132,144,145,195), ploskorepi papigi
(Platicercusspp.) (69), plavolici rozeli (145), rozelPlatycercus eximiys(145), rdéehrbti
pojcci papigi (145), konuri vrstéPyrrhura rupicola sandiag(189), modremérnoglavem
agapornisu (140), bradati papigPdittacula alexandji (189), rumenoprsi ari (124), ari
(Ara spp.) (69), dolgoperuti papigPo6icephalusspp.) (69), aratingi Aratinga spp.) (69),
gorskem loriju ter loriju vrst@richoglossus chlorolepidotyd25).

2.11.2 Dokaz adenovirusov z elektronsko mikroskopijo

Za potrjevanje adenovirusne okuzbe ali régl@nje adenovirusov od drugih virusnih
povzraiteljev, predvsem pri dondén golobih in papigah, se je najpogosteje uporéblja
elektronska mikroskopija (75,196). 4flao morfologijo adenovirusnih delcev so opisali pr
kokoSih (46), puranih (197,198), pegatkah (105,128gpelicah novega sveta vrste
Callipepla gambelii (89), japonskih prepelicah (141), goseh (90,133gah (134,138),

moskatni ble&vki (55), modremcrnoglavem agapornisu (140), skebki (144-146),

nimfi (74), roznatoglavem agapornisu (75), vzhodmzeli (145), bledi beloglavi rozeli (145),

senegalski papigi (189), papigah vBbicephalus robustusn Poicephalus cryptoxanthus
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(189), inkovskem kakaduju (189), konuri vr&grrhura rupicola sandiag189), rdéehrbti
pojoci papigi (145), aleksandru (194), gorskem loriju2%), sivi papigi (67,71-73),
oranznoperuti papigi (67), modmi amazonki (189), rumenotemeni amazonki (76),
plemeniti papigi (68), srebrnemu galebu (147), mivezerjavu (143), tankokljuni lumni
(142), ameriski postovki (80,81), malem sokolu (Z&)kolu selcu (79), sokolu vrskalco
fasciinucha(83), sokolu vrstd=alco femoralis septentrionali§’9), ¢rnem Skarniku (85) in
noju (137,199).

2.11.3 Dokaz adenovirusov z metodo izolacije virusa

Kljub zahtevni izolaciji nekaterih tipov adenovinysv literaturi por@ajo o uspesni izolaciji
adenovirusov pri kokoSi (46,200), puranu (135,194,201), virginijskem kolinu (88,106),
japonski prepelici (87,202), pegatki (193,203), afaz (204), domah racah (110,205),
mlakarici (200), gagi (139), mosSkatni bieski (55), goseh (90,96,206,207), datean

golobu (61), skotevki (61), papigi vrstePoicephalus gulielm(69), modrgeli amazonki

(189), bradati papigi (189), inkovskem kakaduju 918 modrorami aratingi
(Aratinga acuticaudatp (69), sivi papigi (71), senegalski papigi (189apigah vrst
Poicephalus robustu¢71) in Poicephalus ruepell(189), papigi iz rod&oicephalusspp.

(77), sokolu selcu (208), sokolu vrstealco femoralis septentrionali£79,208), ¢rnem

Skarniku (85) in noju (137,138,199,209).

2.11.4 Dokaz protiteles pri pticah

Za dokazovanje spedtfiih protiteles proti adenovirusom uporabljamo kami seroloske
metode. Najv&a teZava, s katero se s$amo pri ovrednotenju rezultatov in diagnostiki, je
njihova interpretacija, saj lahko speéifa protitelesa proti adenovirusom odkrijemo takio pr
bolnih kot tudi zdravih pticah. Nemalokrat so ugaliopri isti zivali specificna protitelesa

tudi proti razlénim serotipom adenovirusov (46).

Speciféna protitelesa proti raziim tipom adenovirusov iz rodaviadenovirusso ugotovili

pri razlicnih vrstah ptic, predvsem iz redu kur (Galliformé4%). Do sedaj so pri kokoSih
ugotovili vseh 12 serotipov FAdV (46,149). Protsh proti raztinim tipom FAdV pa so bila
ugotovljena tudi pri fazanih (167,210,211), virgskih kolinih (88) in japonskih prepelicah
(88,97,107). Protitelesa proti aviadenovirusom aeem redu kur ugotovili tudi pri goseh
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(96,207), dom&h golobih Columba livia domestiga (153,212), papigah iz rodov
Poicephalus Aratinga, Ara, Psittacus Platicercusin Eclectus(69,71), kanji Buteo butep
(213),¢rnem Skarniku (85) in noju (199).

Protitelesa proti siadenovirusom so ugotovili tgko zdravih kot tudi bolnih pticah (46).
Najpogosteje so bila prisotna protitelesa protusir hemoragnega enteritisa pri puranih,
fazanih in pigancih (46). Protitelesa proti siadenovirusom sotangb tudi pri pavu
(Pavocristatug (214) in pegatkah (123).

Najpogosteje ugotovimo protitelesa proti atadenmsom kot odziv na virus sindroma padca
nesnosti pri kokoSih nesnicah, dafnimaracah, gojenih goseh in pegatkah (110,215,216).
Bolezen EDS in tudi serolosko pozitivne kokoSi sgapljajo Sele od leta 1976 dalje
(108,172). Retrogradno pregledani seroloski vzardy,zeti pred letom 1976, so bili negativni
na prisotnost omenjenih protiteles (217-219). Sa petrogradnimi seroloSkimi preiskavami
ugotovili protitelesa proti EDS v serumu r&niih vrst vodnih ptic tudi pred letom 1975. Tako
so bile serolosko pozitivne dogearace (205,219), divje in prostozéeerace, gosi ter srebrni
galebi v preiskavi Barthe in sodelavcev na Madzzawsk219). Leta 1980 je Kaleta s sodelavci
odkril protitelesa tudi pri lesni soviS{rix alucg, veliki uharici Bubo bub®, Storklji
(Ciconiaspp.) ter labodu pevciCygnus cygnysy Nentiji (218). Kasneje so protitelesa proti
DAdV-1 ugotovili tudi pri drugih vrstah ptic: prianaem vrabcu Passer domesticis
Rampin s sodelavci (220), pri beli kragaplji (Bubulcus ibiy Malkinson in Weisman (215),
pri zlatouhem ponirkuRodiceps auritus ponirku vrstePodilymbus podicepameriski liski
(Fulica americang, belolicni trdorepki, raci vrsteAythyi collaris nevestici, malem zvoncu
(Bucephala albeola ameriski rjavki(Aythya affini3, velikem zagarjuNlergus mergansgr
mlakarici, konopnici Anas streperpin zlicarici (Anas clypeatp(221), pri moskatni bl€avki
Bouquet s sodelavci (55), pri raci vrséeas superciliosaWilcox s sodelavci (11), pri
japonskih prepelicah Das in Pradhan (113), priikErjlich s sodelavci (213), pri doria
golobih Tsai in Lee (212) ter pri puranihdBi s sodelavci (115).

37



Zadravec M.: Adenovirusi pri pticah v Sloveniji.ugljana: UL Veterinarska fakulteta, 2012. Doktorslsertacija

2.11.5 Dokaz adenovirusov z molekularnimi metodami

Z molekularnimi testi so v rodwviadenovirusdolatili vseh dvanajst znanih kokosjih
adenovirusov (angtfowl adenovirus (FAdV-1 do 8a in 8b do 11) (36), sokolji adenosr
(angl.falcon adenovirud) (FaAdV-1) (79) ter gosji adenovirus 1 (anghose adenoviru$)
(GoAdV-1) (36). Poleg nastetih so bili ugotovljeda drugi adenovirusi, ki pa Se niso potrjeni
kot samostojna vrsta v rodWiadenovirustrije gosji adenovirusi (GoAdV-2, -3 in 4),da
adenovirus 2 (DAdV-2) (anglduck adenoviru?) (36), golobji adenovirus 1 (PiAdV-1)
(angl. pigeon adenovirus)1(153), puranja adenovirusa 1 in 2 (artgtkey adenovirug, 2)
(TAdV-1 in 2) (135) ter dva adenovirusa pri pap#dgaf adenovirus papagajev 1
(angl. psittacine adenoviru%) (PsAdV-1) in adenovirus Meyerjeve papige 1 (B parrot
AdV-1) (70,189), ki pa Se niso potrjeni kot sam@stovrsta v rodiAviadenovirug36).

V rod Atadenovirusje bil do sedaj uveen le en adenovirus dokazan pri pticah &jira
adenovirus 1 (angtuck adenovirug) (DAdV-1) (222).

V zadnjih letih se je Stevilo ugotovljenih adenogiov pri pticah pow&lo, uvr€eni so
predvsem v rod Siadenovirus Do sedaj sta priznana le adenovirus ujed 1
(angl.raptor adenovirugl) (RAdV-1) (7) in puranji adenovirus 3 (anglirkey adenoviru8)
(TAdV-3) (223). Drugi predstavniki, ki pa Se nisgizmani kot vrsta znotraj rodu, so
adenovirus skatevk 1 (angl.budgerigar adenovirud) (132), adenovirus velikih sinic 1
(angl. great tit adenovirusl) (GTAdV-1) (5), adenovirus papagajev 2 (angsittacine
adenovirus2) (PsAdV-2) (6) in adenovirus gowikal (angl.south polar skua adenovirdg
(Tabela 1) (224).

Hiter razvoj in dostopnost molekularnih metod naleta, da se bo Stevilo dostopnih
podatkov o DNA adenovirusih Se naprej ptasalo. Z novimi podatki bi lahko v prihodnje
bolje preuili vpliv teh virusov na gostitelje, ki nam je zaiapogostih nakljanih najdb

pogosto neznan (2—4).

38



Zadravec M.: Adenovirusi pri pticah v Sloveniji.ugljana: UL Veterinarska fakulteta, 2012. Doktorslsertacija

Tabela 1: Razvrstitev adenovirusov, ki so bili potrjeni z mlklilarnimi metodami, in bolezni oziroma
bolezenski znaki, ki jih povztajo

Vrsta adenovirusa

Tip adenovirusa

Bolezni in bolezeski znaki

Rod Aviadenovirus

Falcon adenovirus A
Fowl adenovirus A
Fowl adenovirus B
Fowl adenovirus C

Fowl adenovirus D

Fowl adenovirus E

Goose adenovirus A
Turkey adenovirus B

Falcon adenovirus 1 (FaAdV-1)
Fowl adenovirus 1 (FAdV-1)
Fowl adenovirus 5 (FAdV-5)
Fowl adenovirus 4 (FAdV-4)

Fowl adenovirus 10 (FAdV-10)
Fowl adenovirus 2 (FAdV-2)
Fowl adenovirus 3 (FAdV-3)
Fowl adenovirus 9 (FAdV-9)

Fowl adenovirus 11 (FAdV-11)
Fowl adenovirus 6 (FAdV-6)
Fowl adenovirus 7 (FAdV-7)

Fowl adenovirus 8a (FAdV-8a)

Fowl adenovirus 8b (FAdV-8b)

Goose adenovirus 5 (GoAdV-5)

Turkey adenovirus 1 (TAdV-1)

Duck adenovirus 2
Meyer's parrot adenovirus 1
Pigeon adenovirus 1 (PiAdV-1)
Psittacine adenovirus 1 (PsAdV-1)
Turkey adenovirus 2 (TAdV-2)

akutni, perakutniippbgokolov

CELO, QB, IBH, erozjijatikule miStnega Zelodca

IBH, erozije kutikule rid8ega Zelodca
IBH, HS
IBH
IBH
IBH
IBH
IBH
IBH
IBH
IBH
IBH
IBH pri goseh, HS
konjuktivitis, nefigtiaerosakulitis pri puranih
neznano
IBH pri papigah
neznano
neznano
IBH pri puranih

Rod Atadenovirus

Duck adenovirus A

Duck adenovirus 1 (DAdV-1)

EDS

Rod Siadenovirus

Great tit adenovirus A
Raptor adenovirus A
Turkey adenovirus A

Great tit adenovirus 1 (GTAdV-1)
Raptor adenovirus 1 (RAdV-1)
Turkey adenovirus 3 (TAdV-3)

Budgerigar adenovirus 1

Psittacine adenovirus 2 (PsAdV-2)

South Polar skua adenovirus 1

neznano
pogini pri razlih ujedah in sovah
HEV puranov, MSD paz&nih
neznano
pogini papig
viremija

CELO - chicken embryo lethal orphan; IBH — inklskij hepatitis; HS — sindrom zaostajanja ke v
oskniku; EDS — sindrom padca nesnosti; HEV — hemdéraginteritis; MSD — bolezen marmorirane vranice

Modro so ozn&eni tipi sorodnih virusov, ki bi lahko bili uwéni v predpostavljen rod, vendar Se niso bili
potrjeni kot vrsta v rodu.

39



Zadravec M.: Adenovirusi pri pticah v Sloveniji.ugljana: UL Veterinarska fakulteta, 2012. Doktorslsertacija

2.12 Evolucija adenovirusov

Podobnosti, ki izhajajo iz filogenetske primerjanekleotidnih zaporedij za adenovirusno
proteazo in majhno podenoto gostiteljske mitohgskiei rRNA, kazejo na skupen razvoj
adenovirusov in njihovih gostiteljev (4). Proglasitsesalcev in ptic za izvorne gostitelje
rodovMastadenovirusn Aviadenoviruge zelo smiselna, saj kljub obilici ragtih tipov AdV
le-ti niso bili dokazani izven izvornih razredovgiiteljev. Prav tako so verjetno ribe izvorni
gostitelj rodulchtadenovir, katerega predstavnik velja za najstarejSi poZdn (3). Veji
izziv za dol@itev izvornih gostiteljev predstavljata rodovtadenovirusin Siadenovirus
(Slika 4).

Atadenovirusi so bili sprva dokazani pri ré&niih prezvekovalcih (225-227), kmalu zatem pa
tudi pri pticah (108) in vr&rju vrste Trichosurus vulpecula (185). Vsi tedaj znani
predstavniki so imeli visoko vsebnost A+T v genomBINA, po ¢cemer je rod bil tudi
poimenovan (39). Vidno razhajanje med atadenovptigarezvekovalcih, njihova Stevitost

in velika raznolikost tipov kaze, da imajo relativdolgo zgodovino sobivanja z gostiteljem
(3,9). Med iskanjem izvornega gostitelja je bilorejanih veliko preiskav na nizjih
vretertarjih (37). Harrach je na podlagi primerjave filogéskih dreves ugotovil, da so
BAdV 4, 6 in 7 filogenetsko priblizno tako oddaliend drugih sesgjih in pti¢jih
adenovirusov, kot so plazilci in dvozivke filogesied oddaljeni od sesalcev in ptic.
Predvideval je, da so plazilci izvorni gostiteljgdenovirusov (37). Prvi celotni genetski zapis
plazilcjega AdV je objavil Farkas leta 2008 (228). Ademosi SnAdV-1 izoliran iz
ameriSkega goZa E{aphe guttata pripada po genomski organizaciji Ziaim
atadenovirusom. Edina razlika je v vsebnosti nuidew, ki je pri SnAdV-1 uravnotezena
(51 % G+C) (228). Podobno razmerje nukleotidov gotowvili tudi pri drugih AdV, ki so bili
izolirani iz razlenih ku&arjev (38,229) in k&(230).

Visoka vsebnost A+T (~60 %) v genomu bi lahko bdlipaj s powsano stopnjo virulence,
povezana z nedavnim preskokom virusa na novegataj@st(38). Odmik vrednosti G+C
proti A+T je verjetno prilagoditveni odgovor na rema gostitelja, zato raziskovalci sklepajo,
da so AdV z uravnotezeno vsebnostjo G+C prilagapengostitelja, medtem ko AdV z visjo
vsebnostjo A+T verjetno predstavljajo nedavno ala infekcijo gostitelja (29). Dodaten

dvom o tem, da so plazilci izvorni gostitelji zgaljadenovirusov, se je pojavil, ko so odkrili
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siadenoviruse pri zelvah (231). NovejSe raziskawZejo, da so izvorni gostitelji
atadenovirusov resda plazil&éptilid), vendar samo iz redu luskarjeésquamata(29).

Tudi za rodSiadenovirugzvorna gostiteljska skupina Se ni opredeljenad&novirusi naj bi
se evolucijsko razvili iz dvozivk (2). Kljub Stemiim poskusom poleg FrAdV-1 drugi AdV pri
dvozivkah niso bili potrjeni. V@no novih siadenovirusov so ugotovili pri pticah.zeddnjem
¢asu so poleg DAdV-1 dokazali predstavnike siademsov Se pri ujedah (RAdV-1), veliki
sinici (GTAdV-1) in papigah (budgerigar adenovidysPsAdV-2) (2,5-7,132). \&ge Stevilo
siadenovirusov pri  papigah in odkrite novega sm&rusa pri zelvi vrste
Leucocephalon yuwon@¢231) nakazuje, da je izvorna linija gostiteljearjetno red v razredu
plazilcev, ki niso luskarji. Ker oblikujejo ptice plazilci monofiletsko skupino, se zdi
predvidevanje Se toliko bolj verjetno. Vsi do seg@znani siadenovirusi imajo visoko
vsebnost A+T v genomskem zaporedju, zato je zeletw®, da i izvorni gostitelj v do

sedaj Se nerazkriti liniji plazilcev (29).

Petim vzpostavljenim rodovom adenovirusov bo vagev bliznji prihodnosti dodan nov,
Sesti red. Vsaj Stirje tipi adenovirusov, nedavadérdi pri kopenskih Zelvah iz rodu Skatlaric

(Terraping in vodnih Zelvah iz rodiirachemysnamre oblikujejo svoj klad (29).
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ROD VIRUSOV RAZRED GOSTITELJA
MASTADENOVIRUS SESALCI
ATADENOVIRUS PLAZILCI
AVIADENOVIRUS PTICE
SIADENOVIRUS DVOZIVKE

Slika 4:  Prikaz pojavljanja adenovirusov petih priznanih rodov pri vreten¢arskih gostiteljih iz petih
vetjih razredov. Crne pusice ozn&ujejo predpostavljeno osnovno skupino gostiteljige pugice
ozn&ujejo verjetne medrazredne preskoke. Povzeto po (4)

Podatki, zbrani do sedaj, nakazujejo, da vsakonglawetearsko linijo opredeljuje drug rod
adenovirusov (232). To verjetno pomeni, da je skypedhodnik danasnjih adenovirusov

obstajal Ze pred razcepitvijo vretamskih razredov pred weéot 400 milijoni let (4).

Njihovo zgodnejSo evolucijo lahko predvidevamo gleth podobnosti, ki si jih adenovirusi
delijo z nekaterimi drugimi virusi. Adenovirusi igeazgradbo viriona in nekatere strukturne
beljakovinske komponente (hekson) zelo podobneebiakagu PRD1. Osupljiva podobnost
glavne kapsidne beljakovine ni edina podobnost,ssajsi zelo sorodna tudi zgradba in
bioloSka aktivnost obeh virusov (17). PRD1 okuzamjpp Gramu negativne bakterije in jih
uvr&amo v druzino Tectiviridae. Adenovirusni hekson grazibo rolade je sicer skupen
kapsidnim beljakovinam razhih virusov, vendar je po zgradbi najbolj podobemavp

strukturi PRD1. Prav tako ima PRD1 analog adengwim nitastim podaljSkom. Ti podatki
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nakazujejo na divergentni evolucijski razvoj addangsov in tectivirusov iz skupnega
prednika, ki je imel morfologijo podobno adenovias in je bil prisoten v obdobju pred
evkarionti. Enako strukturno lastnost so odkrililitpri bakteriofagu Bam35, ki okuzuje po
Gramu pozitivne bakterije. Bam35 in PRD1 sta ma$&b enaka, kljub temu da je njun

evolucijski razhod ocenjen na obdobje pred malijoni let (233).

Predvidevajo, da so adenovirusi morfoloSkec#nast pridobili Ze v obdobju pred evkarionti.
Predhodnik adenovirusnega genoma je bil verjetatekr Vseboval je le najnujnejSe podatke,
pomembne za pomnozevanje in prezivetje (234). Bro&e so bili dejavni v postopnem
vecanju in razvoju genoma, so verjetno enaki ali paulaistim, ki so predvidoma vpleteni v
evoluciji druzin drugih velikih dvojnovignih DNA virusov (234). Ti vklj@ujejo
rekombinacijo genov, njihovo izrezovanje, spajazggetje in podvojevanje, katerih sledi so
razvidne tudi v genomu danasnjih adenovirusov $4jpridobitvijo dodatnih pomnozevalnih
in strukturnih genov se je oblikoval adenoviruskaterega so vsi obst@jgripadniki druzine
Adenoviridaepodedovali vsaj 16 genov. Z razvojem so se kasmj@&ne linije razvijale in
pridobile razléne garniture genov, ki so jim omaglo boljSo umestitev v doléeno biolosko
niso (2)

Zdi se, da je druzin&denoviridaeprva druzina virusov, pri kateri molekularna fitogja
lahko razkrije progresivni razvoj virusov, ki jeklsen z evolucijskim razvojem njihovih

gostiteljev (4).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL
3.1.1 Vzorci prostozivetih ptic

3.1.1.1 Vzorci v najlonske mreze ujetih ptic

Ptice pevke in druge manjSe vrste ptic smo lovibbdobju jesenske selitve (konec avgusta
ali september) leta 2008, 2009 in 2011. Odlov jeekal na obm&u ornitoloSke postaje
Prirodoslovnega muzeja Slovenije na Ljubljanskemubaokolici Vrhnike.

Ptice smo privabljali s pond napeva (ptijega petja), reproduciranega s kasetofonom.
Lovili smo jih v najlonske mreze velikosti 3x312 metrov (Slika 5).

Slika5:  Odlov prostozivetih ptic v najlonske mreze.Foto: Marko Zadravec

Ujetim pticam je usposobljeni ornitolog iz Prirottbpsiega muzeja Slovenije pwrstil
obratek, dola@il vrsto, spol in starost ter izmeril telesno masodolzino peruti ter druge
biometrine podatke, ki so potrebni za nedvoumno &itde vrste. Pri gol&h se pticah je

popisal néin golitve.

Ptice smo med postopkom popisovanja in okaoja klinkno pregledali in jim odvzeli

kloakalni bris. Uporabili smo brise, primerne veldti vzogenim pticam (Meus, Italija).
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Majhnim vrstam ptic smo odvzeli vzorec s posebnimajhnimi brisi (Copafi, Italija)
(Slika 6). S tem smo preqtié poSkodbe kloake, ki bi lahko nastale pri odvaewzorca.

Slika 6:  Odvzem kloakalnega brisa s posebnim, majhnim brisoriCopar?®, Italija). Foto: dr. Tomi Trilar

3.1.1.2 Vzorci prostozivetih ptic, oskrbljenih v Ambulanti za ptice, male sealce in
plazilce

Ptice pevke in ujede so prinesli v ambulanto k¢tlexe prostoZivee ptice, ki so potrebovale

nujno veterinarsko oskrbo.

Prostoziveim pticam, ki so bile veterinarsko pregledane ikrbgene, smo odvzeli kloakalni
bris, kot je opisano v poglavju 3.1.1.1.

3.1.2 Vzorci ptic, katerih vzorci so bili del programa aktivhega nadzora Al v
Sloveniji v letu 2010

Vzorce kloakalnih brisov prostozisé ptic razlenih vrst je odvzel veterinar v ZaiScu za
Zivali prosto ziveih vrst. Kloakalni brisi so bili skupaj s podatkivosti ptice, mesta najdbe,

ter kraja incasa odvzema vzorca poslani na Institut za zdranetvarstvo perutnine.
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3.1.3 Vzorci ustreljenih rac mlakaric

Vzorce kloakalnih brisov rac mlakaric so v okviroograma aktivhega nadzora Al, ki ga
predpisuje Veterinarska uprava RS, odvzeli lovaisloh druzin na obmfu Slovenije.
Vzorce so odvzeli v letih 2009, 2010 in 2011 ¢asu lovne dobe rac mlakaric
(od 31.9. do 31.1.). Lovec, ki je odvzel vzorectoelgeni raci mlakarici, je izpolnil poseben
spremni dokument, na katerem so bili navedeniikrags odvzema vzorca ter spol in starost

race mlakarice.

3.1.4 Vzorci dvoriséne perutnine

Kloakalne brise smo odvzeli raghim vrstam perutnine na raatih obmajih Slovenije v
letih 2008, 2009 in 2010. Vz&h smo priblizno 10 Zivali na dvor&l. V kolikor je bilo
mogaie, smo vzdiili razlicne vrste perutnine na istem dveéts(Slika 7). Posameznim
vrstam perutnine (pavji puran) smo zaradi prevelaSnosti in moznosti poSkodb med
lovljenjem vzotili sveze iztrebke. Bris smo previdno pogreznilsnedino svezega iztrebka,
da bi bila moZnost kontaminacije vzorca iz okdélja manjsa.

Slika 7:  DvoriS¢na perutnina. Foto: Marko Zadravec
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3.1.5 Vzorci zivali zivalskih vrtov in zivalskim vrtom po dobnih prostorov v Sloveniji

Kloakalne brise smo v spremstvu veterinarja odvealicnim vrstam ptic, kot je opisano v

poglavju 3.1.1.1.
3.1.6 Vzorci fazanov

Vzor¢ili smo na Stirih fazanerijah v Sloveniji (Boninfurberk, Peskovci in Beltinci). V vsaki

fazaneriji smo kloakalne brise odvzeli 25 Zivaligiika 8).

Slika 8: Odvzem kloakalnega brisa pri fazanuFoto: dr. Tomi Trilar

3.1.7 Vzorci sokolov v ujetnistvu

Vzor¢ili smo celotno rejo sokolov razhih vrst in podvrst pri slovenskem gojitelju sokelo
na dveh raztinih lokacijah. Vzokili smo konec meseca februarja 2011. Sokoli sem te
obdobju leta intenzivno pripravljajo na paritveniodobje. Da bi zmanjSali poseganje v tem
pomembnem obdobju, smo vZiir njihove sveze iztrebke. Bris smo previdno pamié v

sredino svezega iztrebka, da bi bila moznost kom@cije vzorca iz okolj&m manjSa.
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3.1.8 Vzorci ljubiteljskih vrst ptic, pregledanih v Ambul anti za ptice, male sesalce in
plazilce

Kloakalne brise smo v ambulanti odvzeli réalm ljubiteljskim vrstam ptic. Odvzeli smo jih

med kliniénim pregledom ali pri podrobnejSem pregledu oblizahski anesteziji (Slika 9).

Prevladovale so papige ter ljubiteljske vrste jpwvk. ManjSim vrstam ptic smo kloakalne
brise jemali s posebnimi, majhnimi brisi, kot jesgmo v poglavju 3.1.1.1.

Slika 9:  Pregled ljubiteljske ptice ob izofluranskianesteziji in odvzem kloakalnega brisa.
Foto: Marko Zadravec

3.1.9 Zacetni oligonukleotidi

V postopku vgnezditvene PCR smo za pomnoZevanjekadga od DNA odvisne DNA
polimeraze wuporabili dva para c&dnih oligonukleotidov polRouter/polFouter in
polRinner/polFinner, ki so jih dotdi Wellehan in sodelavci (38) (Slika 10). Uporadij
zatetni oligonukleotidi so podani v tabeli 2.
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polRouter _> 559 bp 4— polFouter
polRinner —> 324 bp 4— polFinner

Slika 10: Prikaz pomnoZevanja gena za polimerazo a&thovirusov z metodo vgnezditvene PCR.
Povzeto po: (38).

V postopku vgnezditvene PCR smo za pomnoZevanjeekadsza hekson uporabili
degenerirane zatne oligonukleotide, HexonA in HexonB, ki so jiblatili Meulemans in
sodelavci (182) (Slika 11). Uporabljeniczdni oligonukleotidi so podani v tabeli 3.

18 (X 3
0 o1c Pl il prelaase 2 | Jpvmn flber-2 1 2
.m ECEE I “] T e ) [ ok }D| erl |} BEI .
I D B PP | L | ] Zqa0 e
pd u [20] WA
E1 E4

hexonA —> 897 bp 4— hexonB

Slika 11: Prikaz pomnoZevanja gena za hekson adenioysov z metodo PCR.Povzeto po: (182).

Zacetne oligonukleotide so proizvedli pri podjetju ®@-Aldrich (Sigma-Aldrich, ZDA).
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Tabela 2: Zagetni oligonukleotidi za pomnoZevanje gena za adiensno polimerazo.

polFouter
553"
TNMGNGGNGGNMGNTGYTTAYCC*

polFinner
553"
GTNTWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC**

polRouter
553"
GTDGCRAANSHNCCRTABARNG***

559 bp

polRinner
553"
CCANCCBCDRTTRTGNARNGTRA

324 bp

*kierjeY=CaliT,N=A,C,GaliT,inM=AliC

*kjerjeW=Aali T

¥ kiereR=AaliG,M=AaliC,D=AGall,S=GaliC,H=ATaliCinB=G,TaliC
Vir: Wellehan in sodelavci (38)

Tabela 3 Zatetni oligonukleotidi za pomnozZevanje gena za adieaswni hekson.

heksonA (144-161)
553"
CAARTTCAGRCAGACGGT
heksonB (1041-1021)
o 897 bp
TAGTGATGMCGSGACATCAT

Vir: Meulemans in sodelavci (182)
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3.2 METODE

3.2.1 Transport in hranjenje vzorcev

Odvzete vzorce smo hranili v originalni embalaziisbv. Posebne, majhne brise
(Copaf?, Italija) brez individualne embalaZze smo po odvaekdtpakalnega brisa skrajgali in
shranili v 2,0 ml vijalko (TPP, Svica). Vzorce smmajkraj$em moznensasu dostavili na

InStitut za zdravstveno varstvo perutnine. Tam saarce shranili pri temperaturi -20°C do

nadaljnjih preiskav.
3.2.2  Priprava vzorcev brisov

Zamrznjene vzorce smo iz zamrzovalne skrinje pvdstabrezprasno komoro. Tam smo jih
odtalili in jim dodali 1 ml hranilnega medija (MEMgigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Nentija). Vzorce smo stresali z vibracijskim stresatmik5 minut.

3.2.3 Molekularne metode za dokazovanje nukleinske kislia adenovirusov v

kloakalnih brisih ptic

Za optimizacijo vgnezditvene PCR smo uporabili kafsno DNA, ki smo jo izolirali iz
liofilizata cepiva EURICAN DHPPiL (Merial, ZDA). Liofilizatu smo dodali 1 ml stdrie
tekadine (Mini plasco Aqua ad injectabilia 20 ml, B. BraMelsungen AG, EU) ter iz 0,5 ml
raztopine osamili celokupno DNA. Liofilizat vsebujgv atenuiran pasji adenovirus 2
(angl. canine adenovirus)2(CAdV-2). Osamljeno DNA smo uporabljali tudi zazitivho

kontrolo pri dokazovanju virusnega genoma z metagteezditvene PCR.

Za optimizacijo PCR, s katero smo dokazovali priest gena za adenovirusni hekson, smo
uporabljali DNA, izolirano iz komercialnega inaktianega liofilizata, ki vsebuje virus
FAdV-1 (CELO) (GD, Animal Health Service, DeventegEU). Izolirano DNA smo
uporabljali tudi kot pozitivno kontrolo pri dokazamju virusnega genoma z metodo PCR.

3.2.3.1 Izolacija celokupne DNA

Za izolacijo celokupne DNA iz kloakalnih brisov snuporabili QIAamf DNA Mini kit
(Qiagen, Hilden, EU).
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Potek izolacije DNA:

e 20pL proteinaze K smo prenesli na dno 1,5 ml reégerepruvete.
* Dodali smo 20QuL vzorca, raztopljenega v hranilnem mediju.

* Dodali smo 20QuL pufra AL.

* Vzorec smo stresali z vibracijskim stresalnikomsggund.

* Inkubirali smo 10 min na 56°C.

* Reagetno epruveto smo kratelas centrifugirali pri 3.000 obratih na minuto (rpm)
toliko da smo odstranili kapljice vsebine na nofiratrani njenega pokraka.

* Vzorcu smo dodali 20QuL 100 % etanola in ponovno stresali z vibracijskim
stresalnikom 15 sekund. Reag@ea epruveto smo kratekas centrifugirali pri 3000
rpm, toliko da smo odstranili kapljice vsebine mdranji strani njenega pokroka.

* Previdno smo prenesli vsebino reagyen epruvete (70QL vkljucujo¢ usedlino) v 2
ml kolonco (QlAamp Mini spin column), postavljenonovo reagetno epruveto.
Zaprli smo pokrovek in centrifugirali na sobni temperaturi 1 mingio 8.200 rpm. V
tem delu postopka pate vezava DNA iz vzorca na silikonsko membrano vezan
kolonci.

* Previdno smo prenesli kolonco in jo postavili v aad¥ ml epruveto. V kolonco smo
dodali 500pL pufra AW1. Centrifugirali smo na sobni tempera®iminute pri 8.200
rpm.

* Previdno smo prenesli kolonco in jo postavili v aad¥ ml epruveto. V kolonco smo
dodali 500puL pufra AW2. Centrifugirali smo na sobni temperat@r minute pri
14.000 rpm.

* Previdno smo prenesli kolonco in jo postavili v ad ml epruveto, brez pokréka.
Centrifugirali smo na sobni temperaturi 1 minuto p4.000 rpm, da smo iztdi
morebitni presezek pufra AW2.

» Kolonco smo postavili v novo epruveto, ki smo janadli z oznako vzorca. Dodali
smo 100uL pufra AE ali enako kotino destilirane vode in inkubirali 5 minut na
sobni temperaturi. Centrifugirali smo na sobni tenapuri 1 minuto pri 8.200 rpm.

* Vsebina oznéene epruvete je vsebovala raztopljeno DNA iz vzadkcamo jo shranili

na -70°C do nadaljnjih laboratorijskih preiskav.
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3.2.3.2 Verizna reakcija s polimerazo (anglpolymerase chain reaction) (PCR)

Izvajali smo dve razini metodi: vgnezditveno verizno reakcijo s polingran verizno
reakcijo s polimerazo. Za pomnozevanje DNA, izoleaz vzorcev ptic, smo uporabili encim
HOTtaq polymerase (Qiagen, Néijm, EU). Pomnozevanje (PCR) je potekalo v reggen

epruveti ob dodatku spegifiih zaetnih oligonukleotidov.

3.2.3.2.1 Vgnezditvena verizna reakcija s polimerazo (anghested PCR) za
dokazovanje gena za polimerazo

Pripravili smo 254L meSanico:

e 2L raztopine DNA

e 1pLMg?

» 1,5uL vsakega specifnega zéetnega oligonukleotida (polFouter in polRouter)
* 0,5yL meSanice dNTP

 2,5uL pufra

* ddH,O do korgnega volumna (2fL)

Reakcijsko meSanico smo postavili v termopomnozekakjer je potekla reakcija:

e z&%etna denaturacija (5 minut pri 94°C)
* 40 ciklov, sestavljenih iz:
. denaturacije (2 minuti pri 94°C)
. prileganja speciéinih zaetnih oligonukleotidov
(1 minuto pri temperaturi 60°C)
. sinteze nove verige (90 sekund pri 72°C)
* reakcijo pomnoZevanja smo zakiju s podaljSano sintezo (10 minut pri 72°C) in

ohlajanjem pri 4°C

Opisani postopek smo ponovili Se z drugima paronmaetnih oligonukleotidov
(polFinner in polRinner). V drugem krogu smo prigif@ani mesanici namesto |2ZL raztopine

DNA dodali 2uL vsebine meSanice iz prve reakcije.
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3.2.3.2.2 Verizna reakcija s polimerazo za dokazovanje genaazhekson

Pripravili smo 254L meSanico:

e 2L raztopine DNA

e 1uLMg*

e 1,5uL vsakega specifnega z&etnega oligonukleotida (HexonA in HexonB)
e 0,5yL dNTP meSanice

e 2,5uL pufra

* ddH,O do korgnega volumna (2pL)

Reakcijsko meSanico smo postavili v termopomnozekakjer je potekla reakcija:

* z&etna denaturacija (5 minut pri 94°C)
» 45 ciklov, sestavljenih iz:
. denaturacije (30 sekund pri 94°C)
. prileganja speciéinih zatetnih oligonukleotidov (1 minuto pri 46°C)
. sinteze nove verige (1 minuto pri 72°C)
* reakcijo pomnozZevanja smo zakiijiu s podaljSano sintezo 7 minut pri 72°C in

ohlajanjem pri 4°C.

3.2.3.3 Dokazovanje produktov PCR

Velikost produktov PCR smo analizirali z vodoravelektroforezo v gelu iz 1,8-odstotne
agaroze, ki smo ga obarvali z etidijevim bromiddgel smo pripravili tako, da smo 2,2 g
agaroze v prahu (Molecular Biology Certified Agarp®8io-Rad Laboratories, Herkules,
ZDA) s segrevanjem v mikrovalovni @ei popolnoma raztopili v 120 ml 1 % pufra TAE
(tris-acetat-EDTA). Raztopino smo ohladili na pitbb 60°C in jo vlili v model, zatisnjen z
gumijasto oblogo na obeh koncih, vstavili glavnikgatakali, da se je gel strdil. Gel smo
skupaj z modelom brez tesnil prenesli v kK&diza elektroforezo, napolnjeno s pufrom TAE.
5 ali 25 uL obarvanega produkta smo nanesli v zepke na gelisno od velikosti zepka.
Poleg vzorcev smo v en zep nanesli tudi ¢emalec velikosti DNA (100 bp DNA ladder,
Gibco BRL, Velika Britanija). Léevanje fragmentov po velikosti je potekalo pribbzh uro

pri elektricnem toku 100 mA. Kot usmernik elekinega toka smo uporabili Power Pack P25
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(Biometra, Neniija). Gel smo po kotani elektroforezi obarvali z raztopino etidijevega
bromida (BioRad, ZDA) in ga po 15 minutah barvaspaali z vodo. Rezultate smodiali z
UV transiluminatorjem (Gel Doc 1000, Bio-Rad, N&ja, EU). Produkte zaZelene velikosti
smo izrezali iz gela, jih prenesli v reagea epruveto ter jih stehtali, da smo dalidkoli ¢cino

reagenta za nadaljnje reakcije.

3.2.3.4 Dodatno pomnozevanje Sibkih produktov PCR

V primeru, ko smo pri analizi produktov PCR z etekbrezo v agaroznem gelu dobili Sibek
produkt préakovane velikosti, smo dobljene produkte¢s®li iz agaroznega gela, kot je
opisano v poglavju 3.2.3.5. Da bi pridobili &v@rodukta PCR, smo le-tega uporabili kot
osnovo za dodatno pomnoZevanje v PCR reakciji rezisimi z&etnimi oligonukleotidi
("notranjima” z&etnima oligonukleotidoma polFinner in polRinnerpradukte adenovirusne
polimeraze in z&tnima oligonukleotidoma HexonA in HeksonB za helsk® produkte).
Dodatno pomnozevanje je potekalo po shemi, zapisemi omenjeni par Zatnih
oligonukleotidov v poglavjih 3.2.3.2.1 in 3.2.3.2Xelikost produktov smo ponovno
analizirali z vodoravno elektroforezo v gelu 1,8tmine agaroze, kot je opisano v poglavjih
3.2.3.3.

3.2.3.5 Cisenje produktov PCR

Speciféne produkte PCR, ki smo jih izrezali iz agaroznggka, smo &istili s komercialnim
kompletom WizariSV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, ZDA).

Ciseenje produktov smo izvajali po naslednji shemi:

* lzrezanim in stehtanim produktom iz gela v 1, SHitridki reagerni epruveti smo
dodali reagent za vezavo DNA na krerero membrano

(Membrane Binding Solution) v razmerju [lQ reagenta na 10 mg izrezanega gela.

* Vzorec smo premeSali z vibracijskim meSalnikom @& gato vstavili v toplotni
stresalnik z nastavljivo temperaturo (Thermomixé8& Eppendorf, Netja), da se
je popolnoma stopil. Gel smo @bjno inkubirali 15 minut pri temperaturi 60°C in(B5

obratih na minuto.
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Tako

Vzorec smo po inkubaciji centrifugirali 10 sekund p.000 rpm in ga prenesli na

kolono ("SV Minicolumn"), ki smo jo postavili v ztvio epruveto ("Collection tube").

Vzorec smo inkubirali 1 minuto na sobni temperaturiga nato centrifugirali v

centrifugi (Centrifuge 5417C, Eppendorf, N&@a) 1 minuto na 14000 rpm.

Kolono smo vzeli iz zbirne epruvete, odlili tekao in kolono ponovno vstavili v

zbirno epruveto.

V kolono smo odpipetirali 700 yL raztopine za spiranje membrane

("Membrane Wash Solution"), ki smo jo raztgids 95 % etanolom.

Vzorec smo centrifugirali 1 minuto na 14.000 rpmniato odlili tek@ino iz zbirne

epruvete.
Kolono smo ponovno spirali s 5@ raztopine za spiranje.

Vzorec smo centrifugirali 5 minut na 14.000 rpmiznnjega vzeli kolono. Zbirno
epruveto smo po centrifugiranju zavrgli.

Kolono smo postavili v novo sterilno 1,5-mililitrskreagetino epruveto in odprto
centrifugirali na 2.000 rpm 2 minuti, da je izhlapesostanek etanola.

Kolono smo prenesli v novo sterilno 1,5-mililitrskeagetno epruveto, dodali 50L
ddH;O in inkubirali 1 minuto na sobni temperaturi.

Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 1 minuto ©4.000 rpm, da smo sprali na
membrano vezano DNA.

Po centrifugiranju smo kolono zavrgli, 1,5-mililigko epruveto z raztopljeno DNA pa
shranili pri - 20°C.

P 4%

ais¢ene produkte PCR smo poslali v nadaljnjo obdelavtaboratorij Macrogen

(www.macrogen.coi kjer so izvedli sekveniranje.

3.2.3.6 Analiza produktov vgnezditvene PCR in PCR

3.2.3.6.1 Analiza nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij

Z brskalnikom Enterez Browser, ki ga ureja Nacionaenter za informacije s podija

biotehnologije (NCBI, anglNational Centre for Biotechnology Informatjorsmo pridobili

podatke o nukleotidnem in aminokislinskem zaporedgazlicnih tipov adenovirusov.

Sekvence, ki Se niso bile objavljene in smo jiheliay naSi raziskavi, smo uporabili z
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dovoljenjem Veterinarsko-medicinskega raziskovadneégstituta MadZarske akademije za
znanost v Budimpesti. Prikazane so v tabelah 2 in 3

Tabela 4: Seznam razinih tipov adenovirusov in njihovih sekvenc v gené&irsanki, ki smo jih uporabili v
filogenetskih analizah aminokislinskih zaporedijafenovirusno polimerazo.

WSAdV-1 sekvenca ni objavljena beli jeseter Ichtadenovirus
HAdV-2 P03261 ¢lovek Mastadenovirus
MAdV-1 AP000342 podgana, mis Mastadenovirus

Meyer's parrot AdV AAT66510 papiga Aviadenovirus

GoAdV-4 sekvenca ni objavljena gos Aviadenovirus
TAdV-1 GU936707 puran Aviadenovirus
FAdV-1 AP_000410 kokos$ Aviadenovirus
FAdV-2 HM853995 koko$ Aviadenovirus
FAdV-3 HM853996 koko$ Aviadenovirus
FAdV-4 HM853997 koko$ Aviadenovirus
FAdV-5 HM85398 koko$ Aviadenovirus
FAdV-6 HM853999 koko$ Aviadenovirus
FAdV-7 HM854000 koko$ Aviadenovirus
FAdV-8a HM854001 koko$ Aviadenovirus
FAdV-8b HM854002 kokos Aviadenovirus
FAdV-9 AAD50336 kokos Aviadenovirus
FAdV-10 HM854003 koko$ Aviadenovirus
FAdV-11 HM854004 kokos Aviadenovirus
BAdV-4 AF036092 krava Atadenovirus
SnAdV-1 DQ106414 k& Atadenovirus
ChAdV-1 AY576679 kameleon Atadenovirus
DAdV-1 Y09598 raca Atadenovirus
STAdV-1 EU0586825 kopenska Zelva Siadenovirus
FrAdv-1 AF224336 Zaba Siadenovirus
PsAdV-2 EU0586825 papiga Siadenovirus
RAdV-1 EU715130 kragulj, sova Siadenovirus

GTAdV-1 ACW84422 velika sinica Siadenovirus
TAdV-3 NP_047384 puran Siadenovirus
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Tabela 5: Seznam razinih tipov adenovirusov in njihovih sekvenc, ki srjib uporabili v filogenetskih
analizah delnih nukleotidnih zaporedij za hekson.

FAdV-1 U46933 koko$ Aviadenovirus
FAdV-2 AF508946 koko$ Aviadenovirus
FAdV-3 AF508949 kokos Aviadenovirus
FAdV-4 AF508950 koko$ Aviadenovirus
FAdV-5 (340) EU979371 kokos Aviadenovirus
FAdV-5 (TR22) AF508953 koko$ Aviadenovirus
FAdV-6 AF508954.2 kokos Aviadenovirus
FAdV-7 AF508955 kokos Aviadenovirus
FAdV-8a AF508957 kokos Aviadenovirus
FAdV-8b EU979375 kokos Aviadenovirus
FAdV-9 AF083975.2 kokos Aviadenovirus
FAdV-10 U26221 koko$ Aviadenovirus
FAdV-11 AF508959.2 kokos Aviadenovirus
TAdV-1 GU936707.2 puran Aviadenovirus
TAdV-2 GU936708 puran Aviadenovirus
PsAdV-1 EF442329 papiga Aviadenovirus
PiAdV-1 FN824512 domz golob Aviadenovirus
FaAdV-1 AY683541 sokol Aviadenovirus

Lastne sekvence delnih zaporedij genov za adersnorpolimerazo in hekson smo najprej
obdelali s programi iz programskega paketa Laserd®NASTAR, ZDA). Nukleotidna
zaporedja smo uredili s programom Segman. Pri eakatukleotidnih zaporedjih smo dobili
ve¢ prekrivaj@ih se vrhov nukleotidnih zaporedij. V takSnem pnmemo se na mestih z
dvojno prekrivajéimi se vrhovi odlgili za »viSji« vrh. Nukleotidna zaporedja delnihnge
za adenovirusno polimerazo smo pretvorili v amisbikska zaporedja s pojo programa
ExPASYy translate tool (SIB, Svica). Pri poravnae waporedij smo uporabili program
MultAlin (235). S paketom BioEdit smo v FASTA formeaoblikovali lastno podatkovno
zbirko, ki je vsebovala Ze objavljene sekvence astrie sekvence. Novo zaporedje smo
vstavili v podatkovno zbirko in s primerjavo z dsta sekvencami ugotavljali sorodnost te
sekvence z Ze obstdjmi.
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Za filogenetske izaune smo uporabljali orodja v paketu PHYLIP (236)@ Zraun
sorodnosti pridobljenih sekvenc smo uporabili aawabbddaljenosti (angldistance analys)s
ki poleg zaporedja omoga tudi vpogled v medsebojno podobnost preiskovageifov ali

beljakovin. Sorodnost je sorazmerna z dolZino Negénetskega drevesa.

V programu DNADIST smo za posamezne pare nukleibtidaporedij uporabili Kimurov
dvoparamettini evolucijski model (237). V programu PROTDIST sma izr&un matrike
razdalj parov aminokislinskih zaporedij uporabilodel kategorij (anglcategories modgl
Kot distargni model smo v programu FITCH uporabili metodo Fitdargoliash (238).

Z metodo samovzoéenja (angl.bootstrapping s programom SEQBOOT (239) smo ocenili
zanesljivost filogenetskih dreves in vrednosti “tst@p” vpisali na vozl& dreves.

Vrednosti prikazujejo odstotek ponovljivosti posamega vozli&a pri 1000 ponovitvah.

Za graftno predstavitev topologije drevesa delnih sekvesrtagza adenovirusno polimerazo
smo uporabili program TREEVIEW (240) in za deln&w&sce gena za hekson program
Mega, razkica 5 (241). Dokotno smo filogenetsko drevo gré&fio oblikovali v programu
Microsoft Office PowerPoint 2003.
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4  REZULTATI

41 VZORCI PREGLEDANIH PTIC

Z metodo vgnezditvene PCR smo preiskali kloakahmell 281 ptic, ki pripadajo 112 vrstam
iz 13 redov.

4.1.1 Vzorci pregledanih prostoziveih ptic

Pregledali smo kloakalne brise prostoZineptic, ki so bili odvzeti pticam v obdobju jesé&es
selitve v letih 2008, 2009 in 2011 na Vrhniki, padvesim pticam, oskrbljenim v Ambulanti
za ptice, male sesalce in plazilce InStituta zeawstveno varstvo perutnine Veterinarske
fakultete v letih 2008 in 2009, pticam v Z&&ku za Zivali prosto Ziwgh vrst vzogenim leta
2010 in racam mlakaricam ustreljenim leta 2009, 2@1 2011. Skupno smo odvzeli in

pregledali kloakalne brise 626 pticam, ki pripad@§ovrstam iz 10 redov.

Natartni podatki o Stevilu in vrstah vzéenih prostozivéih ptic so podani v tabeli 6.

4.1.2 Vzorci pregledane dvori€ne perutnine

Kloakalne brise raztnim vrstam dvori&ne perutnine smo odvzeli na r&pih obmajih
Slovenije. Dvorigno perutnino smo vzeéiti v letih 2008, 2009 in 2010. Skupno smo odvzeli

in pregledali kloakalne brise 317 pticam, razersh v 12 vrst in 2 redova.

Natartni podatki o Stevilu in vrstah vzéenih prostozivéih ptic so podani v tabeli 7.

4.1.3 Vzorci pregledanih ljubiteljskih ptic, ptic iz zivalskih vrtov in sokolov iz

ujetnistva

Kloakalne brise raztnim vrstam ljubiteljskih ptic, pticam iz zivalskirtov in sokolom iz
ujetniStva smo odvzeli v Ambulanti za ptice, madsalce in plazilce InStituta za zdravstveno
varstvo perutnine Veterinarske fakultete v letilfd0n 2009, v dveh Zivalskih vrtovih leta
2010 in v privatni reji sokolov leta 2011. Skupmacsodvzeli in pregledali kloakalne brise
338 pticam, ki pripadajo 34 vrstam iz 5 redov.

Natartni podatki o Stevilu in vrstah vzéenih prostozivéih ptic so podani v tabeli 8.
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Tabela 6: Vzorci odvzeti pri prostoziveh pticah.

Slovensko ime Latinsko ime Slovensko ime Latinsko ime Stevilo ptic
labod grbec Cygnus olor 26
plojkokljuni Anseriformes
mlakarica Anas platyrhynchos 90
golobi Columbiformes domati golob Columba liviadomestica 11
kvaka¢ Nyctcorax nycticorax 1
mogvirniki Ciconiiformes sivadaplja Ardea cinerea 2
bela Storklja Ciconia ciconia 7
srSenar Pernis apivorus 2
kragulj Accipiter gentilis 1
ujede Falconiformes skobec Accipiter nisus 3
kanja Buteo buteo 13
postovka Falco tinnunculus 26
Zerjavovci Gruiformes mokoz Rallus aquaticus 1
mali martinec Actitis hypoleucos 2
pobrezniki Charadriiformes pikasti martinec Tringa ochropus 1
rumenonogi galeb Larus cachinnans 5
mali skovik Glaucidium passerinum 1
lesna sova Strix aluco 8
sove Strigiformes
kozata Strix uralensis 1
mala uharica Asio otus 8
vpijati Coraciiformes vodomec Alcedo atthis 3
vijeglavka Jynx torquilla 19
plezalci Piciformes
veliki detel Dendrocopos major 2
breguljka Riparia riparia 1
kmecka lastovka Hirundo rustica 25
drevesna cipa Anthus trivialis 3
siva pevka Prunella modularis 21
ta&ica Erithacus rubecula 53
veliki slavec Luscinia luscinia 2
slavec Luscinia megarhynchos 3
modra ta¥ica Luscinia svecica 1
pevci Passeriformes prosnik Saxicola torquatus 1
kos Turdus merula 11
cikovt Turdus philomelos 7
vinski drozg Turdus iliacus 1
kobili ¢ar Locustella naevia 2
bi¢ja trstnica Acrocephalus schoenobaenus 5
mocvirska trstnica Acrocephalus palustris 2
srpi¢na trstnica Acrocephalus scirpaceus 19
rakar Acrocephalus arundinaceus 18
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Slovensko ime Latinsko ime Slovensko ime Latinsko ime Stevilo ptic

rumeni vrtnik Hippolais icterina 21
érnoglavka Sylvia atricapilla 58
vrtna penica Sylvia borin 24
mlinar éek Sylvia curruca 1
rjava penica Sylvia communis 4
grmov&tica Phylloscopus sibilatrix 2
vrbji kova ¢ek Phylloscopus collybita 2
sivi muhar Muscicapa striata 3
¢érnoglavi muhar Fidecula hypoleuca 5
dolgorepka Aegithalos caudatus 6
plavéek Cyanistes caeruleus 8
velika sinica Parus major 2

pevci Passeriformes modvirska sinica Poecile palustris 1
rjavi srakoper Lanius collurio 3
sraka Pica pica 1
poljska vrana Corvus frugilegus 1
siva vrana Corvus cornix 9
krokar Corvus corax 1
Skorec Sturnus vulgaris 1
poljski vrabec Passer montanus 29
&inkavec Fringilla coelebs 5
pinoza Fringilla montifringilla 2
gril ek Serinus serinus 1
zelenec Carduelis chloris 3
liSéek Carduelis carduelis 3
dlesk Coccothraustes coccothraustes 3
trstni strnad Emberiza schoeniclus 19

| zpregedaniredov | spregedanhwst | zpic |
10 66 626
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Tabela 7. Vzorci odvzeti pri dvori&ni perutnini.

12

Slovensko ime Latinsko ime Slovensko ime Latinsko ime Stevilo ptic
koko$ Gallus gallus domesticus 91
puran Meleagris gallopavo 15
pavji puran Meleagris ocellata 5
pegatka Numida meleagris 18

kure Galliformes
pav Pavo cristatus 7
fazan Phasianus colchicus 103
japonska prepelica Coturnix japonica 11
kitajska prepelica Coturnix chinensis 5
domaa raca Anassp. 24
mandarinka Aix galericulata 4

plojkokljuni Anseriformes
moskatna ble&avka Cairina moschata 18
gos Anser anser domesticus 16

317
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Tabela 8: Vzorci odvzeti pri ljubiteljskih pticah, pticah Ziskih vrtov in Zivalskim vrtom podobnih prostorov
ter sokolih v ujetniStvu.

Slovensko ime Latinsko ime Slovensko ime Latinsko ime Stevilo ptic
skobtevka Melopsittacus undulatus 112
nimfa Nymphicus hollandicus 46
kakadu Cacatuasp. 14
rozela Platycercus eximius 2
penant Platycercus elegans 1
kozica Cyanoramphus novaezelandiag 2
neofema Neophemasp. 3
kraljeva papiga Alisterus scapularis 2
rdeéekrila papiga Aprosmictus erythropterus 1
baraband Polytelis swainsonii 6
plemenita papiga Eclectus roratus 2
papige Psittaciformes
mavriéni lori Trichoglossus haematodus 2
veliki aleksander Psittacula eupatria 2
mali aleksander Psittacula krameri 13
agapornis Agapornissp. 18
senegalska papiga Poicephalus senegalus 1
siva papiga Psittacus erithacus 16
ara Ara sp. 13
amazonka Amazonasp. 11
pionites Pionitessp. 3
aratinga Aratingasp. 4
patagonska papiga Cyanoliseus patagonus 1
kanaréek Serinus canaria domestica 10
zebrica Poephila guttata castanotis 3
pevci Passeriformes
rizevec Padda oryzivora 1
indijski kos Gracula religiosa 2
plezalci Piciformes orjaski tukan Ramphastos toco 1
sokol selec Falco peregrinus 27
sokol plenilec Falco cherrug 1
arkti éni sokol Falco rusticolus 2
ujede Falconiformes
prerijski sokol Falco mexicanus 1
krizanci sokolov Falcosp. 5
mali sokol Falco columbarius 1
veslonoZzci Pelecaniformes roznati pelikan Pelecanus onocrotalus 9
_ Tpregedamhredov | cpegedanhwst | xpic |
5 34 338
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4.2  Molekularne preiskave
4.2.1 Dokaz genoma adenovirusov v kloakalnih brisih ptic

4.2.1.1 Dokazovanje odseka gena za adenovirusno polimerazo

Z metodo vgnezditvene PCR smo preiskali 1281 kllatkebrisov ptic. S paroma zatnih
oligonukleotidov polRouter/polFouter in polRinnestBinner smo z metodo vgnezditvene

PCR pomnozevali 324 bp dolg odsek gena za adersomarpolimerazo (Slika 12).

M NKPK 4pPOL5 6 7 T 9 10 11 12 13 1415 16 17 18

324 bp

Slika 12: Primer elektroforezne Icitve produktov pomnoZzevanja z vgnezditveno PCR in &etnima
oligonukleotidoma polFinner/polRinner: 4-18 — vzorci kloakalnih brisov, PK — pozitivharkrola
(CAdV-2), NK — negativna kontrola reakcijske meganPCR, M — standard DNA velikosti 100 bp.

4.2.1.1.1 Dokazovanje odseka gena za adenovirusno polimerazdkloakalnih brisih
razli¢nih vrst prostozivecih ptic

Med 626 preiskanimi vzorci smo gen za adenovirusolimerazo dokazali v 139 vzorcih
(22,2 %) prostozivegh ptic iz 34 razknih vrst. Nukleinsko kislino virusov iz rodu
Aviadenovirussmo ugotovili v 45 (7,2 %) vzorcih, iz rodiadenoviruss 52 (8,3 %) vzorcih
in iz rodu Atadenovirusv 42 (6,7 %) vzorcih. Skupno so pozitivni vzordipadali 63
razlicnim tipom adenovirusov. Med njimi smo ugotovili Bazlicnih tipov aviadenovirusov,
20 razlenih tipov siadenovirusov in 18 radhih tipov atadenovirusov. Natém podatki o

Stevilu dokazanih adenovirusov med V@orimi prostozivéimi pticami so podani v tabeli 9.
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4.2.1.1.2 Dokazovanje odseka gena za adenovirusno polimerazdloakalnih brisih
razli¢nih vrst ljubiteljskih ptic, ptic iz zivalskih vrto v in sokolov iz ujetniStva

Med 338 preiskanimi vzorci smo gen za adenovirugalimerazo dokazali v 69 vzorcih
(20,4 %) ljubiteljskih ptic, ptic iz Zivalskih vrioin sokolov iz ujetniStva iz 14 razhih vrst.
Nukleinsko kislino virusov iz rodéviadenovirussmo ugotovili v 15 (4,4 %) vzorcih, iz rodu
Siadenoviruss 48 (14,2 %) vzorcih in iz rodAtadenovirusv 6 (1,8 %) vzorcih. Skupno so
pozitivni vzorci pripadali 16 razinim tipom adenovirusov. Med njimi smo ugotovili 5
razlicnin tipov aviadenovirusov, 7 raghih tipov siadenovirusov in 4 ragtie tipe
atadenovirusov. Naténi podatki o Stevilu dokazanih adenovirusov med réoimi
ljubiteljskimi pticami, pticami iz zivalskih vrtoin sokoli iz ujetniStva so podani v tabeli 10.

4.2.1.1.3 Dokazovanje odseka gena za adenovirusno polimerazdkloakalnih brisih
razliénih vrst dvoriSéne perutnine

Med 317 preiskanimi vzorci smo gen za adenovirugalimerazo dokazali v 25 vzorcih
(7,9 %) dvorigne perutnine iz 5 razinih vrst. Nukleinsko kislino virusov iz rodu
Aviadenovirussmo ugotovili v 13 (4,1 %) vzorcih in iz rodsiadenovirusv 12 (3,8 %)
vzorcih. Nukleinske kisline virusov iz rodétadenovirusnismo ugotovili. Skupno so
pozitivni vzorci pripadali 13 razinim tipom adenovirusov. Med njimi smo ugotovili 11
razlicnih tipov aviadenovirusov in 2 ragha tipa siadenovirusov. Natam podatki o Stevilu

dokazanih adenovirusov med vzeno dvorigno perutnino so podani v tabeli 11.
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4.2.1.2 Dokazovanje odseka gena za adenovirusni hekson

Z metodo PCR smo preiskali vse vzorce kloakalnisdw; v katerih smo ugotovili odsek za
polimerazo adenovirusov iz rodAviadenovirus Z zaetnima paroma oligonukleotidov
HexonA/HexonB smo pomnoZevali 897 bp dolg odsekagea adenovirusni hekson
(Slika 13). Skupno smo pregledali 73 kloakalnihsbvi ptic. Z metodo PCR smo ugotovili
prisotnost odseka gena za hekson v 11 vzorcih,arejedbilo le 6 izmed njih primernih za
vkljucitev v filogenetske izraune. Natatini podatki so podani v tabeli 12.

897 bp

Slika 13.  Primer elektroforezne Iogitve produktov pomnoZevanja s PCR in z&etnima oligonukleotidoma
HexonA/HexonB. 1-7 — vzorci kloakalnih brisov, PK — pozitivna kool (FAdV-1 CELO),
NK — negativna kontrola reakcijske meSanice PCR; $andard DNA velikosti 100 bp.
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Tabela 9 Seznam prostozié ptic, pri katerih smo dokazali odsek gena zanagigzusno polimerazo.

Slovensko ime Rod Aviadenovirus Rod Siadenovirus Rod Atadenovirus Druzina Adenoviridae
1 2 1 2 1 2 1 2

labod grbec 3/26 (11,5 %) 2 1/26 (3,9 %) 1 0/26 0 4/26 (15,4 %) 3
mlakarica 490 (4,4 %) 3 0/90 0 1/90 (1,1 %) 1 5/90 (5,6 %
domati golob 1/11 (9,1 %) 1 7111 (63,6 %) 1 0/11 0 8/11 (72,7 %) 2
kvaka¢ 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
siva ¢aplja 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
bela Storklja 1/7 (14,3 %) 1 0/7 0 017 0 17 (14,3 %)
srSenar 1/2 (50,0 %) 1 0/2 0 0/2 0 1/2 (50,0 %)
kragulj 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
skobec 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
kanja 1/13 (7,7 %) 1 0/13 0 0/13 0 1/13 (7,7 %
postovka 2126 (7,7 %) 1 3/26 (11,5 %) 2 0/26 0 5/26 (19,2 %) 3
mokoz 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
mali martinec 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
pikasti martinec 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
rumenonogi galeb 0/5 0 1/5 (20,0 %) 1 0/5 0 1/5 (20,0 %)
mali skovik 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
lesna sova 0/8 0 0/8 0 0/8 0 0/8 0
kozafa 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
mala uharica 0/8 0 0/8 0 0/8 0 0/8 0
vodomec 2/3 (66,7 %) 1 0/3 0 0/3 0 2/3 (66,7 %)
vijeglavka 3/19 (15,8 %) 1 0/19 0 1/19 (5,3 %) 1 4/19 (21,1 %) 2
veliki detel 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
breguljka 0/1 0/1 0 0/1 0 0/1 0
kmetka lastovka 3/25 (12,0 %) 2 2/25 (8,0 %) 2 1/25 (4,0 % 1 6(25,0 %) 5
drevesna cipa 1/3 (33,3 %) 1 1/3 (33,3 %) 1 0/3 0 2/3 (66,6 %
siva pevka 4/21 (19,1 %) 4 0/21 0 4/21 (19,1 % 1 8/21 (382 % 5
tastica 5/53 (9,4 %) 1 0/53 0 8/53 (15,1 % 2 13/53 (245 % 3
veliki slavec 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
slavec 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
modra ta&ica 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
prosnik 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
kos 2/11 (18,2 %) 2 1/11 (9,1 %) 1 2/11 (18,2 %) ] 543,5 %) 4
cikovt 017 0 1/7 (14,3 %) 1 o7 0 1/7 (14,3 %)
vinski drozg 1/1 (100,0 %) 1 0/1 0 0/1 0 1/1 (100,0 %
kobili ¢ar 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
bi¢ja trstnica 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0
mogvirska trstnica 0/2 0 0/2 0 1/2 (50,0 %) 1 1/2 (50 %) ]

1 Stevilo pozitivnih ptic / Stevilo vzéenih ptic

2 Stevilo razknih tipov AdV
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Slovensko ime Rod Aviadenovirus Rod Siadenovirus Rod Atadenovirus Druzina Adenoviridae
1 2 1 2 1 2 1 2
srpiéna trstnica 2/19 (10,5 %) 2 6/19 (31,6 %) 3 4/19 (21,1 % 2 194632%) | 7
rakar 0/18 0 2/18 (11,1 %) 1 0/18 0 2/18 (11,1 %)
rumeni vrtnik 3/21 (14,3 %) 3 1/21 (4,8 %) 1 1/21 (4,8 % 1 5/23.8 %) 5
¢rnoglavka 1/58 (1,7 %) 1 15/58 (25,9 %) 4 1/58 (1,7 % 1 B,3%) | 6
vrtna penica 0/24 0 5/24 (20,8 %) 1 10/24 (41,7 % 5 15/24(62)5 6
mlinar éek 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
rjava penica 1/4 (25,0 %) 1 0/4 0 0/4 0 1/4 (25,0 %)
grmoviica 0/2 0 0/2 0 1/2 (50,0 %) 1 1/2 (50,0 %)
vrhji kova éek 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
sivi muhar 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
¢érnoglavi muhar 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0
dolgorepka 0/6 0 1/6 (16,7 %) 1 1/6 (16,7 %) 1 2/6 (33,4 %
plavéek 0/8 0 1/8 (12,5 %) 1 0/8 0 1/8 (12,5 %)
velika sinica 0/2 0 1/2 (50,0 %) 1 0/2 0 1/2 (50,0 %)
mogévirska sinica 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
rjavi srakoper 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
sraka 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
poljska vrana 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
siva vrana 0/9 0 1/9 (11,1 %) 1 0/9 0 1/9 (11,1 %)
krokar 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
Skorec 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
poliski vrabec 1/29 (3,5 %) 1 1/29 (3,5 %) 1 3/29 (10,3 % 2 51298 %) 4
&inkavec 0/5 0 0/5 0 2/5 (40,0 %) 2 2/5 (40,0 %)
pinoza 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
gril éek 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
zelenec 1/3 (33,3 %) 1 0/3 0 0/3 0 1/3 (33,3 %)
liséek 1/3 (33,3 %) 1 1/3 (33,3 %) 1 0/3 0 2/3 (66,6 %
dlesk 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
trstni strnad 1/19 (5,3 %) 1 0/19 0 1/19 (5,3 %) 1 2/19 (10,6 %) 2
x 45/626 (7,2%) | 25 52/626 (83 %) | 20 | 42/626 (6,7 %) | 18 (12?5%6;? 63

1 Stevilo pozitivnih ptic / Stevilo vzéenih ptic

2 Stevilo razknih tipov AdV
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Tabela 10 Seznam ljubiteljskih ptic, ptic Zivalskih vrtowm pticah Zivalskih vrtov ter sokolov v ujetniStvor
katerih smo dokazali odsek gena za adenovirusrimprzo.

Slovensko ime Rod Aviadenovirus Rod Siadenovirus Rod Atadenovirus Druzina Adenoviridae
1 2 1 2 1 2 1 2

skobéevka 0/112 0 10/112 (8,9 %) 2 0/112 0 10/112 (8,9 %)
nimfa 1/46 (2,2 %) 1 12/46 (26,1 %) 2 1/46 (2,2 % L B4(20,4 %) 4
kakadu 0/14 0 4/14 (28,6 %) 1 1/14 (7,1 %) 1 5/14 (35,7 %) 2
rozela 02 0 1/2 (50,0 %) 1 02 0 1/2 (50,0 %) 1
penant 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
kozica 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
neofema 0/3 0 1/3 (33,3 %) 1 0/3 0 1/3 (33,3 %) 1
kraljeva papiga 0/2 0 1/2 (50,0 %) 1 0/2 0 1/2 (50,0 %) 1
rdeéekrila papiga 0/1 0 1/1 (100,0 %) 1 0/1 0 1/1 (100,0 % 1
baraband 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0
plemenita papiga 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
mauvriéni lori 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
veliki aleksander 0/2 0 1/2 (50,0 %) 1 0/2 0 1/2 (50,0 %) 1
mali aleksander 0/13 0 1/13 (7,7 %) 1 1/13 (7,7 %) 1 2/13 (15,4 %) 2
agapornis 0/18 0 0/18 0 0/18 0 0/18 0
senegalska papiga 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
siva papiga 1/16 (6,3 %) 1 0/16 0 0/16 0 1/16 (6,3 %) ]
ara 0/13 0 0/13 0 0/13 0 0/13 0
amazonka 0/11 0 2/11 (18,2 %) 1 0/11 0 2/11 (18,2 %) L
pionites 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
aratinga 0/4 0 0/4 0 0/4 0 0/4 0
patagonska papiga 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
kanaréek 0/10 0 0/10 0 3/10 (30,0 %) 2 3/10 (30,0 % p
zebrica 0/3 0 2/3 (66,6 %) 1 0/3 0 2/3 (66,6 %) 1
rizevec 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
indijski kos 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
orjaski tukan 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
sokol 13/37 (35, 1%) 3 12/37 (32,4 %) 4 0/37 g 25/3756%) 7
roznati pelikan 0/9 0 0/9 0 0/9 0 0/9 0
p)) 15/338 (4,4 %) 5 48/338 (14,2 %) 7 6/338 (1,8%) | 4 | 69/338(20,4%)| 16

1 Stevilo pozitivnih ptic / Stevilo vzéenih ptic

2 Stevilo razknih tipov AdV
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Tabela 11 Seznam dvortée perutnine, pri katerih smo dokazali odsek genadenovirusno polimerazo.

Slovensko ime Rod Aviadenovirus Rod Siadenovirus Rod Atadenovirus Druzina Adenoviridae
1 2 1 2 1 2 1 2

koko$ 7191 (7,7 %) 7 1/91 (1,1 %) 1 0/91 0 8/91 (8,8 %
puran 0/15 0 8/15 (53,3 %) 1 0/15 0 8/15 (53,3 %))
pavji puran 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0
pegatka 0/18 0 0/18 0 0/18 0 0/18 0
pav o7 0 1/7 (14,3 %) 1 or7 0 1/7 (14,3 %) 1
fazan 5/103 (4,9 %) 3 0/103 0 0/103 0 5/103 (4,9 %)
japonska prepelica 1/11 (9,1 %) 1 2/11 (18,2 %) 1 0/11 0 3/11 (27,3 %) 2
kitajska prepelica 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0
domaca raca 0/24 0 0/24 0 0/24 0 0/24 0
mandarinka 0/4 0 0/4 0 0/4 0 0/4 0
moSkatna blegavka 0/18 0 0/18 0 0/18 0 0/18 0
gos 0/16 0 0/16 0 0/16 0 0/16 0
b 13/317 (41 %) | 11 12/317 (3,8 %) 2 0/317 (0 %) 0 | 25317 (7,.9%) | 13

1 Stevilo pozitivnih ptic / Stevilo vzéenih ptic

2 Stevilo razknih tipov AdV
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Tabela 12 Seznam ptic, pri katerih smo ugotovili adenovirspomnozevanjem odseka gena za hekson.

St. sekvenc St. tipov
labod grbec 3 2 0/0
mlakarica 4 3 0/0
domati golob 1 1 0/0
bela Storklja 1 1 0/0
srSenar 1 1 0/0
kanja 1 1 0/0
postovka 2 1 0/0
vodomec 2 1 0/0
vijeglavka 3 1 0/0
kmecka lastovka 3 2 0/0
drevesna cipa 1 1 0/0
siva pevka 4 4 0/0
tastica 5 1 0/0
kos 2 2 0/0
vinski drozg 1 1 0/0
srpi¢na trstnica 2 2 0/0
rumeni vrtnik 3 3 1/1
érnoglavka 1 1 0/0
rjava penica 1 1 0/0
poljski vrabec 1 1 0/0
zelenec 1 1 0/0
lis¢ek 1 1 0/0
trstni strnad 1 1 0/0
koko$ 7 7 5/3
fazan 5 3 1/1
japonska prepelica 1 1 1/0
nimfa 1 1 0/0
siva papiga 1 1 0/0
sokol 13 3 3/1
o 73 39 11/6

*nekatere sekvence so bile del adenovirusnega gepainekson, a kljub ponovitvam nismo uspeli pritigiiimerno dolge sekvence, ki bi

jo lahko uporabili v filogenetskih analizah.
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4.2.2 Dolocanje nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij

4.2.2.1 Dolo¢anje aminokislinskih zaporedij odsekov gena za adewirusno

polimerazo
Z dolatanjem aminokislinskih zaporedij odseka gena za @adarsno polimerazo smo Zeleli
ugotoviti filogenetske odnose med slovenskimi iola razlicnimi tipi adenovirusov iz
podatkovne zbirke GenBank. Za vsako filogenetskeevalr smo najprej naredili

aminokislinsko poravnavo.

Aminokislinsko zaporedje za filogenetsko drevo an@msov razlénih vrst prostoziv&h
ptic, ljubiteljskih ptic, ptic iz Zivalskih vrtovn sokolov iz ujetniStva smo daliti pri 92
razlicnih tipih adenovirusov. Aminokislinsko zaporedje fdagenetsko drevo adenovirusov
dvori&ne perutnine, perutnine intenzivne reje in vodneijpene smo doldali pri 50 razlicnih
tipov adenovirusov. Za vsak k&m produkt vgnezditvene PCR smo imeli po dva
kromatografska zapisa. Prvi je predstavljal nuktkuai zaporedje, ki smo ga pridobili z
zaetnim oligonukleotidom polFinner, drugi pa zapid, dmo ga pridobili z z&tnim
oligonukleotidom polRinner. Na podlagi primerjavebed zapisov smo daldi 272
nukleotidov dolga zaporedja, ki smo jih pretvovilaminokislinska zaporedja in jih shranili v
lastno podatkovno zbirko (Sliki 14 in 15). Pri nekéh nukleotidnih zaporedjih smo dobili
ve¢ prekrivaja&ih se nukleotidnih zaporedij. Na mestih z dvojnekpivajotimi se vrhovi smo
se pri dol@itvi nukleotidnega zaporedja odlb za »viSji« vrh. Po poravnavi zaporedij smo

ugotovili ohranjene odseke v genu za polimerazd esknovirusov.
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Slika 14: Poravnava aminokislinskih zaporedij odsel za polimerazo.Nukleotidna zaporedja smo pridobili
z metodo vgnezditvene PCR (38). Aminokislinska zeg@ smo uporabili za izdelavo
filogenetskega drevesa, predstavljenega na sliki Rdravnava je urejena v formatu PHYLIP.
Homologne do 91 aminokislin dolge sekvence odgeyarjkomplementu baz 6458 do 6732
humanega adenovirusa 1 (HAdV-1) (GenBank accessiomber AF534906). Pri nepopolnih
aminokislinskih zaporedjih so neznani odseki nad&erd z vpraSaji, vodoravnata lotuje rodove,
¢értice pa nadomegjo delecije aminokislin v odseku. Po poravnaviaapgij smo ugotovili ohranjene
odseke v genu za polimerazo adenovirusov, ki ssnpebbarvani.
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FAdV_4 AVI FBAKKPSILKIEAYR ’LCNRRGGRLVWANEVLYDEVVTVLDI
YRDMPSILKIEAYR ’LCNRRGGRLVWANEVLYDEVVTVLDI
YFDARIKPSILKA¥ PLCNRRGGRLVWANEVLYDEVVTVLDI
FAdV_5 AVI SYRDB®PSILKIEAYR PICSRRGGRLVWTNEPLYDEVITVLDI
FAdV_6 AVI SYRRBPCILKVEA PICSRRGGRLVWTNEALYDEVITVLDI
FAdV_7 AVI SYHBPCILKVEA PICSRRGGRLVWTNEALYDEVITVLDI
FAdV_8aAVI SRACFCILKVEA PICSRRGGRLVWTNEALYDEVITVLDI

FAdV_8bAVI SRACFCILKVEA PICSRRGGRLVWTNEALYDEVITVLDI
FAdV_9AVI PHGMPLDPKFTAKHVDELNELMSS-E PICSRRGGRLVWTNEALYDEVITVIDI
FAdV_10AVI MPHGMPLDPKFTAAHVDELNAILLQ- ’LCNRRGGRLVWANEVLYDEVVTVLDI

FAdV_11AvVI MPHGMPLDPKFTAKHVDELNELMSS- PICSRRGGRLVWTNEALYDEVITVIDI
LPHGPPLDPQSTAEHVNDINFILLT-TRI PICSRKGGRLVWTNESLYDEVITIIDI

LPHGPPLDPKFTADHVDRLNDILSK-S ’PICSRRGGRLVWTNESLHDEVITVIDI
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Slika 15: Poravnava aminokislinskih zaporedij odse za polimerazo.Nukleotidna zaporedja smo pridobili
z metodo vgnezditvene PCR (38). Aminokislinska zeg@ smo uporabili za izdelavo
filogenetskega drevesa, predstavijenega na sliki Bgravnhava je urejena v formatu PHYLIP.
Homologne do 91 aminokislin dolge sekvence odgeyarjkomplementu baz 6458 do 6732
humanega adenovirusa 1 (HAdV-1) (GenBank accessiomber AF534906). Pri nepopolnih
aminokislinskih zaporedjih so neznani odseki nadiews z vpraSaji, vodoravnata loduje rodove,
¢értice pa nadomeajo delecije aminokislin v odseku. Po poravnaviaragdij smo ugotovili ohranjene
odseke v genu za polimerazo adenovirusov, ki senpebbarvani.
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4.2.3 Filogenetska analiza odsekov gena za polimerazo ambirusov, ki so bili
ugotovljeni v kloakalnih brisih razli énih vrst prostozivecih ptic, ljubiteljskih

ptic, ptic iz Zivalskih vrtov in sokolov iz ujetni&va

Filogenetsko drevo na sliki 16 je narejeno na pmdi@l poravnanih aminokislinskih
zaporedij, ki so vkljgevala tudi 74 zaporedij adenovirusov ugotovljenimagi raziskavi, le-ta
pa predstavljajo prav toliko razhih tipov adenovirusov. V 74 tipov je vkijgn 201 sev,
kolikor je bilo pozitivnin vzorcev iz kloakalnih tsov razlgnih vrst prostoziv&h ptic,
ljubiteljskih ptic, ptic iz zivalskih vrtov in sokov iz ujetniStva. Genom adenovirusov smo
ugotovili pri 49 vrstah ptic, ki jih uvegmo v 10 redov. Sestindvajset vrst ptic (kos, rimen
vrtnik, ¢rnoglavka, trstni strnad, skpia trstnica, mévirska trstnica, kmika lastovka, poljski
vrabec, ta&ica, dolgorepka, siva pevka, kadek, vrtna penica,cinkavec, grmovdica, li&ek,
drevesna cipa, cikovt, velika sinica, ptak, zebrica, vrana, rakar, vinski drozg, rjava pani
in zelenec) je iz reda pevcev, ena iz reda plezalggeglavka), ena iz reda golobov
(domai golob), dvanajst iz reda papig (siva papiga, skoka, nimfa, aleksander, veliki
aleksander, radekrila papiga, neofema, rozela, amazonka, rozackgHaeli kakadu, kraljeva
papiga), ena iz reda vpijatov (vodomec), ena iangobreznikov (rumenonogi galeb), ena iz
reda ma@virnikov (bela Storklja), dve iz reda plojkokljundwmlakarica, labod grbec), ena iz
reda kur (japonska prepelica) in tri iz reda ujedkpl, navadna postovka, kanja). Populacija
adenovirusov pri pticah v Sloveniji je zelo hetesng. Aminokislinska zaporedja oblikujejo
tri ve¢je monofiletske skupine - rodovAviadenovirus Atadenovirusin Siadenovirus
(Slika 16).

V rod Atadenoviruge uvrg€enih 48 sevov adenovirusov, ki so wasi v 22 razknih tipov.
Ugotovljeni so bili pri Stirih raztinih redovih ptic (pevci, plezalci, papige in ploijoini) in
dvajsetih razlinih vrstah ptic (kos, rumeni vrtnilrnoglavka, srgina trstnica, mévirska
trstnica, siva pevka, vrtna penica, trstni strraudjski vrabec, ta8ca, grmovsica, £inkavec,
kanatek, dolgorepka, knt&a lastovka, vijeglavka, nimfa, kakadu, aleksandeigkarica).
Znotraj rodu oblikujejo pet linij. Tri izmed njihostipi adenovirusov, ki smo jih dokazali pri

nimfi in kakaduju, aleksandru in dveh kosih. Dvdgjlista veji monofiletski skupini.

Prva monofiletska skupina je zelo heterogena. Egdenovirusov, ki jo sestavljajo, smo

dokazali v redu pevk, plezalcev in plojkokljunovurmeni vrtnik je v skupini najbolj
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filogenetsko oddaljen tip in ima skupnega prednikaChAdV-1. Svojo linijo v tej
monofiletski skupini oblikuje tudi adenovirus, kne ga dokazali pri mlakarici in ima enako
aminokislinsko zaporedje kot DAdV-1. Preostali amrusi, ugotovljeni pri¢rnoglavki,
trstnem strnadu, sii trstnici, mavirski trstnici, kmeki lastovki, poljskem vrabcu, t&gi

in vijeglavki, oblikujejo svoj klad.

Drugo monofiletsko skupino sestavljajo adenovirksismo jih dokazali izkljgno v redu
pevk. Adenovirusi dokazani pri dolgorepki, sivinvgah in srpénih trstnicah, so samostojne
linije. Pri poljskem vrabcu in té&i, kanagku in vrtni penici ter &nkavcu in grmovéici smo
ugotovili adenoviruse, ki imajo najblizje skupneeg@nike v tej skupini. Klad devetih

adenovirusov, dokazanih pri vrtnih penicah, obkksiiri tipe, ki so filogenetsko zelo sorodni.

V rod Siadenoviruge uvr&enih 96 sevov adenovirusov, ki so wasi v 26 razknih tipov.
Ugotovljeni so bili pri sedmih razihih redovih ptic (pevci, papige, golobi, ujede, pEniki,
kure in plojkokljuni) in triintridesetih razinih vrstah ptic (li8ek, kos, cikovt, drevesna cipa,
rumeni vrtnik, poljski vrabec, knika lastovka,crnoglavka, vrtha penica, rakar, sfpa
trstnica, velika sinica, pl&ek, dolgorepka, zebrica, siva vrana, sielka, nimfa, roza
kakadu, beli kakadu, rozela, neofema, kraljeva gmpiveliki aleksander, aleksander,
rdecekrila papiga, amazonka, doéngolob, sokol selec, postovka, japonska prepelaiapd
grbec in rumenonogi galeb). Znotraj rodu lahko &penovirusov razvrstimo v tri posamezne
linije in sedem monofiletskih skupin. Posamezndjdirv rodu Siadenovirusoblikujejo
adenovirusi, ki smo jih ugotovili pri k&u, kosu in veliki sinici. Prvo monofiletsko skupiw
rodu oblikuje Sest tipov adenovirusov, ki smo jilgotovili pri domaih golobih,
rumenonogem galebu, papigah, navadni postovki, edrevcipi in sokolu selcu. Drugo
monofiletsko skupino oblikujta dva tipa adenovirukasmo ju ugotovili pri sokolu selcu,
rumenem vrtniku in dolgorepki. Tretjo monofiletskkupino oblikujeta dva tipa adenovirusa,
ki smo ju ugotovili pri japonski prepelici, sokofelcu in labodu grbciCetrto monofiletsko
skupino oblikujejo trije tipi adenovirusov. Ugottvsmo jih pri navadnih postovkah, kitie
lastovki, crnoglavkah, vrtnih penicah, sgjpi trstnici in cikovtu. Peto monofiletsko skupino
oblikujejo trije tipi adenovirusov. Ugotovili smahj pri skokkevkah, nimfah, amazonki,
plaviku in zebricah. Sesto monofiletsko skupino obliuijeije tipi adenovirusov, ki smo jih

ugotovili pri kmeki lastovki, sivi vrani in ¢rnoglavki. Sedmo monofiletsko skupino
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oblikujejo trije tipi adenovirusov. Ugotovili smahj pri rakarju in dva tipa pri srpmih
trstnicah. Slednja sta si filogenetsko zelo sorodna

V rod Aviadenoviruge uvr&enih 57 sevov adenovirusov, ki so wasi v 27 razknih tipov.
Ugotovljeni so bili pri osmih razinih redovih ptic (pevci, papige, golobi, ujede, dvioniki,
vpijati, plezalci in plojkokljuni) in triintrideséh razlicnih vrstah ptic (siva pevka, rjava
penica,érnoglavka, rumeni vrtnik, srfma trstnica, tasca, poljski vrabec, li&k, zelenec,
trstni strnad, drevesna cipa, vinski drozg, koseda lastovka, nimfa, siva papiga, datha
golob, postovka, sokol selec, kanja, vodomec, laM@, bela Storklja, labod grbec in
mlakarica). Znotraj rodu lahko tipe adenovirusogvratimo v pet posameznih linij in Sest
monofiletskih skupin. Posamezne linije oblikujegeaovirusi, ki smo jih ugotovili pri nimfi
in sivi papigi, dom&em golobu, vijeglavki, vodomcu ter kanji. Prvo méletsko skupino v
rodu oblikujeta dva tipa adenovirusov, ki smo jwtayili pri sivi pevki in poljskem vrabcu.
Drugo monofiletsko skupino oblikujejo tri linije R linijo sestavljata dva tipa adenovirusov,
ki smo ju ugotovili pri rumenih vrtnikih, srgmih trstnicah, tagcah, sivi pevki in vinskem
drozgu. Drugo linijo oblikuje le en tip, ugotovljgmi kosu, tretjo linijo pa adenovirusi, ki smo
jih ugotovili pri rjavi penici, sivi pevki in dresni cipi. Tretjo monofiletsko skupino oblikuje
pet tipov adenovirusov, ki smo jih ugotovili pri kdkih lastovkah,crnoglavki, trstnem
strnadu, liku, zelencu in kosu.Cetrto monofiletsko skupino oblikujejo Stirje tipi
adenovirusov, vse pa smo ugotovili pri ujedah -o$ibkselcih in postovki. Peto monofiletsko
skupino oblikujejo trije tipi adenovirusov, ki snjit ugotovili pri labodih grbcih, mlakaricah
in beli Storklji. Sesto monofiletsko skupino obljita dva tipa adenovirusov. Tip, ugotovljen
pri mlakarici, ima najblizjega skupnega prednikeAslV-4, adenovirus, ki smo ga ugotovili

pri rumenem vrtniku, pa je najbolj soroden FAdV-1.
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2]
@ l 4. monofiletska skupina

mlakarica (2), bela Storklja _

(3)

J 5. monofiletska skupina

6. monofiletska skupina

Legenda:
) @
—— Ichtadenovirus labod grbec (2)
) mlakarica
Atadenovirus
Siadenovirus FAdV-S
FAdV-8a, srienar
Mastadenovirus FAdV-9
FAdV-4
Aviadenovirus mlrau'::::ﬂavrtnik
0.1

FAdV-1

* razlicne vrste papig: nimfa (10), skidvka (4), rozela, kraljeva papiga, &dkrila papiga, neofema, veliki aleksander, alekeanbeli

kakadu, roza kakadu, kakadu (2), amazonka (2).

Slika 16: Filogram aminokislinskih zaporedij odseka za polimerazo adenovirusov pri prostozivéh
pticah, ljubiteljskih pticah, pticah iz Zivalskih vrtov in Zivalskim vrtom podobnih prostorov ter

sokolih iz ujetniStva. Nekoreninjeno filogenetsko drevo WSAdV-1 je izbranananja skupina.
Filogenetski izrauni so bili opravljeni s paketom PHYLIP. Uporab8imo metodo ProtDist z

evolucijskim vzorcem kategorij. DolZine

vej so sorerne z genetskimi razdaljami.

Za

rekonstrukcijo filogenetskega drevesa smo uporabiletodo Fitch-Margoliash z globalno
prerazporeditvijo v programu Fitch. Filogenetskeaewdr smo prikazali s programom TreeView.
Merilo prikazuje razmerje med Stevilom substituitij dolzino vej. Zeleno ozrane so lastne

sekvence, Stevilo v oklepaju je Stevilo idénih
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4.2.4 Filogenetska analiza odsekov gena za polimerazo ameirusov, ki so bili
ugotovljeni v kloakalnih brisih razli énih vrst dvoriSéne perutnine, perutnine
intenzivne reje in nekaterih vrst prostoziveih ptic iz reda plojkokljunov in

pobreznikov

Filogenetsko drevo na sliki 17 je narejeno na pgidla0 poravnanih aminokislinskih
zaporedij, ki so vkljgevala tudi 22 zaporedij adenovirusov, ugotovljenimasi raziskavi.
Dvaindvajset sevov predstavlja prav toliko r&zih tipov adenovirusov, ki zajemajo 33
sekvenc delnega odseka za polimerazo, ki smo jdtowdi v naSi raziskavi v kloakalnih

brisih razlenih vrst dvorigne perutnine, perutnine intenzivne reje in vodneijoene.

Prisotnost genoma adenovirusov je bila ugotovljena vrstah ptic, uvi&nih v 3 redove.
Pet vrst ptic (dom#& kokoS, puran, pav, fazan in japonska prepelieal jredu kur, dve
(mlakarica in labod grbec) iz redu plojkokljunov éma iz redu mivirnikov (bela Storklja).
Vsa preiskana aminokislinska zaporedja oblikujejové¢je monofiletske skupine — rodove

AviadenovirusAtadenovirusn Siadenovirus

V rod Atadenovirusje uvr&en en sev adenovirusa. Ugotovili smo ga pri mlakan ima

enako aminokislinsko zaporedje kot DAdV-1.

V rod Siadenoviruge uvr&enih 12 sevov, ki so uw8ni v 3 razltne tipe. Ugotovljeni so bili
v redu kur pri Stirih razéinih vrstah (japonska prepelica, dafa&okos, puran in pav). Znotraj
rodu oblikujejo monofiletsko skupino. Adenovirusigotovljeni pri pavu in puranih, imajo
enako aminokislinsko zaporedje kot TAdV-3. Njim @eloroden je adenovirus, ki smo ga
ugotovili pri kokoSih v ekstenzivni reji. Adenovsu ki smo ga ugotovili pri japonski

prepelicah, je posebna linija v tem kladu.

V rod Aviadenoviruge uvr&enih 19 sevov, ki so uwéni v 15 razkinih tipov. Ugotovljeni

so bili pri treh razkinih redovih ptic (kure, plojkokljuni in mwirniki) in Sestih raziknih

vrstah ptic (domé& kokos, fazan, japonska prepelica, mlakarica,daipbec, bela Storklja).
Znotraj rodu lahko tipe adenovirusov razvrstimo wvedmonofiletski skupini. Prvo
monofiletsko skupino oblikujejo trije tipi adenowgov, ki smo jih ugotovili pri mlakaricah,
beli Storklji in labodu grbcu. Adenovirus, ugotadj pri labodu grbcu, ima enako
aminokislinsko zaporedje kot GoAdV-1. Drugo monetsko skupino oblikujeta dva klada.
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V prvem kladu je 6 tipov adenovirusov, ki smo jigotovili pri fazanu, mlakarici, japonski
prepelici in dom& kokoSi. Oba virusa, ki smo ju ugotovili pri dotm&kokosi sta si zelo
sorodna in spadata v skupiRddV-C Eden izmed njiju ima aminokislinsko zaporedjeglen
kot FAdV-4. V drugem kladu je 7 tipov adenovirusdw,smo jih ugotovili pri doméh
kokosih in fazanih. Adenovirus, ki smo ga ugotopilii kokoSi ekstenzivne reje in je soroden
FAdV-5, spada v skupinBAdV-B Adenovirus, ki smo ga ugotovili pri g&ncu brojlerju in
je soroden FAdV-2, spada v skupiR&dV-D. Adenovirus, ki smo ga ugotovili pri kokoSi v
intenzivni reji in je soroden FAdV-6, spada v skupiFAdV-E Adenovirusa, ki smo ju
ugotovili pri kokoSi v ekstenzivni reji in pri piancu brojlerju, imata najblizjega skupnega
predhodnika z adenovirusi skupif@dV-E Dva tipa adenovirusa, ki smo ju odkrili pri
fazanih, sta si filogenetsko zelo sorodna. Oblitaugvoj klad, uvid&n med skupinFAdV-B

in FAdV-D.
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WSAdV-1
ChAdV-1
SnAdV-1
BAdV-4
DAdV-1
mlakarica
— FrAdv-1
L sTAdv-1
PsAdV-2
GTAdV-1
japonska prepelica
japonska prepelica
sokol
kokos ekstenziva
puran (8)
“ pav
TAdV-3
HAdV-2
MAdV-1
Meyer’s parrot AdV
mlakarica
mlakarica (2), bela storklja
GoAdV-1
labod grbec
fazan
— mlakarica
japonska prepelica
FAdV-10
kokos ekstenziva Fowl adenovirus C
kokos ekstenziva
FAdV-4
TAdV-1
FAdV-1 } Fowl adenovirus A
FAdV-5
kokog ekstenziva } Fowl adenovirus B
fazan (2)
fazan (2)
FAdV-11
FAdV-9
FAdV-3 » Fowl adenovirus D
FAdV-2
Legenda: brojler intenziva
— Ichtadenovirus kokos ekstenziva 3\
Atadenovirus brojler intenziva
—_ Siadenovirus. FAdV-8b
_ x,t;‘s]zzzzeor‘r;:::us FAdV-8a > Fowl adenovirus E

FAdV-7
FAdV-6
koko$ intenziva )

Slika 17: Filogram aminokislinskih zaporedij odseka za polimeazo virusov, ki so bila ugotovljena pri
dvoriSéni perutnini, perutnini intenzivne reje in nekaterih prostozivetih pticah iz reda
plojkokljunov in pobreznikov. Nekoreninjeno filogenetsko drevo WSAdV-1 je iztaapunanja
skupina. Filogenetski iztani so bili opravljeni s paketom PHYLIP. Uporalsino metodo ProtDist
z evolucijskim vzorcem kategorij. Dolzine vej soramerne z genetskimi razdaljami. Za
rekonstrukcijo filogenetskega drevesa smo uporabiletodo Fitch-Margoliash z globalno
prerazporeditvijo v programu Fitch. Filogenetskaewdr smo prikazali s programom TreeView.
Merilo prikazuje razmerje med Stevilom substitumij dolzino vej. Zeleno oziene so lastne
sekvence, Stevilo v oklepaju je Stevilo idénih sekvenc pri imenovani vrsti ptice.
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4.2.5 Filogenetska analiza odseka za hekson aviadenovims

Filogenetsko drevo na sliki 18 je narejeno na pgid?d poravnanih nukleotidnih zaporedij, ki
so vkljuwtevala tudi 6 delnih odsekov adenovirusnega hekskinamo jih ugotovili v nasi
raziskavi. Sest sevov predstavlja prav toliko tauh tipov adenovirusov.

Prisotnost gena za hekson adenovirusov je bilaowgena pri 4 vrstah ptic, uwgnih v 3
redove. Dve vrsti ptic (donta kokoS in fazan) sta iz redu kur, ena (rumeniikytiz redu
pevcev in ena iz redu ujed (sokol selec). Vsa kasia zaporedja so uv¥enha v rod

Aviadenovirus.

Tri sekvence adenovirusnega heksona, ki smo jireluggidobiti iz kloakalnih brisov
domaih kokoSi, so podobno uwéne kot na filogenetskem drevesu na sliki 17. Zegjer
heksona adenovirusa, dokazanega pri kokoSi iz mkistee reje, se z visoko statisid
podporo (100) zdruzuje s FAdV-4 in FAdV-10 v skupPAdV-C Z enako visoko statisto
podporo se zaporedje adenovirusa&gi€a brojlerja zdruzuje z FAdV-2 in FAdV-11 v klad
znotraj skupind-AdV-D. Nukleotidno zaporedje virusa pahca brojlerja iz skupineAdV-E
je enako zaporedju FAdV-8b in je prav tako podgratatisitno podporo 100.

Sekvenca, pridobljena iz kloakalnega brisa fazana,statistino podporo 79 deli najblizjega

skupnega prednika s tipom FAdV-1.

Sekvenca, pridobljena iz kloakalnega brisa sokoldet najblizjega skupnega prednika s

tipom PiAdV-1, a je statistha podpora nizka (pod 75).

Sekvenca, pridobljena iz kloakalnega brisa rumenegti@ka si deli najblizjega skupnega

prednika z TAdV-1, vendar prav tako z nizko statrsh podporo (pod 75).
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rumeni vrtnik

— TAdV-1

77

kokos ekstenziva
100 |_

1 |§| FAdV-10 Fowl! adenovirus C

L FAdv-4

fazan

79 } Fowl adenovirus A
3\

85 FAdV-1

FAdV-5 (340)
Fowl adenovirus B

FAdV-5 (TR22)

100
wo| FAdV-9

L FAdv-3

95

g brojler IBH > Fowl adenovirus D
100

[ FAdV-11
98
L FAdV-2 )

— —  FAdV-8a 3

100 10 brojler IBH

100 | FAdV-8b > Fowl adenovirus E

L83 | —— FAdV-7

FAdV-6 J

TAdV-2

PsAdV-1

100 sokol

PiAdV-1

| FaAdV-1

Legenda:

——  Aviadenovirus

0.1

Slika 18 Filogram nukleotidnih zaporedij odseka za hekson a®adenovirusov. Nekoreninjeno filogenetsko
drevo. Filogenetski izeauni so bili opravljeni s paketom PHYLIP. Uporalslino metodo ProtDist s
Kimurovim dvoparametthim evolucijskim modelom. DolZzine vej so sorazmemegenetskimi
razdaljami. Za rekonstrukcijo filogenetskega drevesno uporabili metodo Fitch-Margoliash z
globalno prerazporeditvijo v programu Fitch. Filogésko drevo smo prikazali s programom MEGA
razlicica 5. Na razvejitvah so navedene statigi podpore posameznih cepitev pri 100
samovzotenijih, ki so visje od 75. Merilo prikazuje razmened Stevilom substitucij in dolzino vej.
Zeleno oznéene so lastne sekvence. (PiAdV-1 (angigeon adenovirys FaAdV (angl.falcon
adenovirusl)).
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4.2.6 Razvrstitev adenovirusov v posamezne rodove ter ragstitev glede pojavnost
pri dolo¢eni vrsti oz redu ptic

V tabeli 13 so predstavljeni rezultati o pojavn@gtenovirusov, ki so bili dokazani pri pticah,
v vseh treh rodovih, ter Stevilo raaiih vrst ptic, pri katerih smo jih potrdili pr&i Skupno
smo ugotovili 87 raztinih tipov adenovirusov. Osemintrideset tipov (4%Y je razporejenih
v rod Aviadenovirus 22 (25,3 %) v rodAtadenovirusin 27 (31,0 %) v rodSiadenovirus
Izmed nastetih je bilo pr&iugotovljenih 31 tipov (81,6 %) aviadenovirusov, @b,5 %)
tipov atadenovirusov in 24 (88,9 %) tipov siademasov. Skupno smo potrdili 76 novih

adenovirusov (87,3 %).

Adenoviruse smo potrdili pri 54 razhih vrstah ptic. Pri 29 (53,7 %) vrstah smo potrdil
aviadenoviruse, pri 20 (37,0 %) atadenoviruse in3pr (66,7 %) siadenoviruse. P¥vmo
aviadenoviruse potrdili pri 24 (82,8 %) vrstah patadenoviruse pri 18 (90,0 %) vrstah ptic
in siadenoviruse pri 24 (66,7 %) vrstah ptic. Z ekollarno metodo vgnezditvene PCR smo
ugotovili adenoviruse pri 43 (79,6 %) vrstah pfid,katerih Se niso bili potrjeni.

Tabela 13Stevilo in razporeditev adenovirusov, ki smo jifotrdili pri pticah v Sloveniji v obdobju
od 2008 do 2011.

Aviadenovirus | Atadenovirus Siadenovirus )3
38 22 27 87
31 21 24 76
29 20 36 54
24 18 24 43
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Aviadenoviruse smo potrili v 9 (69,2 %) redovihgpizmed 13 pregledanih, siadenoviruse v
7 (53,8 %) redovih in atadenoviruse v 4 (30,8 %oxéh. Skupno Stevilo vrst ptic je med

rodovi adenovirusov primerljivo, a je v rod\tadenovirusto posledica velikega Stevila vrst

ptic pevk (25 vrst), pri katerih smo dokazali adénas (Tabela 14).

Tabela 14 Pogostost potrditve posameznih rodov adenovirgsbrazlicnih redovih ptic

Red ptic AviAdV (n) SiAdV (n) AtAdV (n)
kure 3 4 /
plojkokljuni 2 1 1
golobi 1 1 /
mogvirniki 1 / /
ujede 4 3 /
sove / / /
Zerjavovci / / /
pobrezniki / 1 /
vpijati 1 / /
plezalci 1 / 1
pevci 14 16 25
papige 2 10 3
veslonoZzci / /

/

n — Stevilo vrst ptic, pri katerem smo potrdili adgirus v pripadajéem rodu
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5 RAZPRAVA

V zadnjem desetletju je bilo v znanstvenih in strakih krogih veliko pozornosti pos#eno
prostoziveim zivalim. Poleg zbiranja podatkov, ki so pomembainjihovo ohranitev, je vse
vec raziskav usmerjenih v préevanje zivali kot rezervoarjev ali potencialnih magalcev
razlicnih bolezenskih povztiteljev (242,243).

Ptice so lahko pomemben gostitel] mnozice patogenikroorganizmov, ki se lahko
prenesejo na druge Zivali, nekatere tudi na ljadR(243). Njihov ginkovit natin premikanja

in selitvene poti jim dajejo poseben status v epidéoSkem pretevanju, saj lahko razine
mikroorganizme prenesejo na nova, oddaljena @mmo relativno kratkentasu (242—244).
Pri pticah sta bili v zadnjem desetletju najbolpa/ni dve virusni bolezni z zoon&tim
potencialom; aviarna influenca (Al) in bolezen Zdhega Nila (WN) (243,245,246). Bolezni
sta se in se Se pojavljata pri pticah, drugih #ivah tudi ljudeh na raztnih kontinentih.
Raziskovanje drugih virusnih bolezni prostoZiveptic, ki bi se lahko prenesle na sobne
ptice, dvorigno perutnino ali celo v intenzivne reje, je biload aktualnosti teh dveh zoonoz

dokaj zapostavljeno.

V Sloveniji segajo z&tki sistematinega protievanja zdravstvenega statusa prost@five
ptic v leto 2003. Epidemiologijo Al in WN pri nag jv obdobju med leti 2003 in 2006
podrobneje opisal Raik (247). V tem¢asu je bilo vzpostavljeno tudi vZ@nje prostozivéh
ptic pevk, ki smo ga z ornitologom izvajali veteriji InStituta za zdravstveno varstvo
perutnine. Enak @ vzorcenja smo uporabili tudi v naSi raziskavi. Tehnikzorenja
prostoZiveih ptic pevk, ki jo je uporabil Raik (247), je omogéila vzorkenje razlénih vrst
ptic, kar je za epidemioloSko raziskavo izjemno pamno. Veliko véino vzogenih
prostoziveih ptic smo ulovili v najlonske mreze s pofjm predvajanih napevov med letno
selitvijo (247,248). Vse ptice smo klimo pregledali in ocenili kot klidho zdrave. ManjSe
Stevilo vzorcev (16,3 %) smo odvzeli pticam, ki lsite oskrbljene v Zai®scu za zivali
prostoziveih vrst in v Ambulanti za ptice, male sesalce iazice InStituta za zdravstveno
varstvo perutnine Veterinarske fakultete v Ljubijét02 od 626 — 16,3 %). ¥aa teh Zivali

je bila poskodovanih, oslabljenih ali dréganezmoznih prezivetja v naravi.
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Ljubiteljskim vrstam ptic smo vzorce odvzeli medhktnim pregledom v Ambulanti za ptice,
male sesalce in plazilce ter v Zivalskem vrtu waiBkim vrtovom podobnih prostorih. Da bi
zajeli kar najSirSe obnée in s tem dobili vpogled v razSirjenost adenostwv pri domai
perutnini, smo vzorce te kategorije odvzeli naitamh obmajih celotne Slovenije: vzaili
smo na Primorskem, Notranjskem, Dolenjskem, Stegensin v Prekmurju. Izbirali smo
dvori&a z razlénimi vrstami pernatih zivali. V raziskavo smo zajeldi vse Stiri véje
fazanerije v Sloveniji, sokole pa smo w&gbrna dveh lokacijah. Menimo, da smo s takSnim
pristopom sistematno zajeli obmeoje nasSe drzave. Skupno smo odvzeli 1281 briso\agtjc

razvr€enih v 112 vrst in 13 redov.

Poraiil o neposrednem dokazu adenovirusa pri &aihi vrstah ptic je malo Kkljub
ugotovljenim specifinim protitelesom proti razinim tipom adenovirusov pri razhih vrstah
ptic (11,46). Vzrok za to je zahtevno gojenje nekhttipov adenovirusov. \é;o lahko
izoliramo in razmnozZujemo le na aglih kulturah, pripravljenih iz homologne vrste gtedfa
(46,149). Z izjemo virusov, ki okuzZujejo dotimaperjad, so bili poskusi izolacij adenovirusov
zato pogosto neuspesni (11,46,189). Moderne maekellmetode so na tem podjtoostale

nepogresljive in omog@jo edinstven vpogled v njihovo razSirjenost (249).

Adenoviruse smo dokazovali neposredno, z verizakai@ s polimerazo (PCR). Do sedaj so
pri pticah ugotovili adenoviruse iz treh rodoAwiadenovirus Siadenovirusn Atadenovirus
(11,46). Glede na raznolikost vZenih ptic smo ptiakovali, da bomo pri njih dokazali
adenoviruse iz vseh treh rodov. Gen za polimeraze gruzini Adenoviridae zelo dobro
ohranjen, zato smo prisotnost adenovirusov preskawgnezditveno PCR z &gtnimi pari
oligonukleotidov, ki pomnozujejo odsek gena poliamr. Uporabljena degeneriranaetaa
para oligonukleotidov (polRouter/polFouter, polRenipolFinner) in postopek je opisal
Wellehan s sodelavci (38). Rezultati preiskav kaZejla omenjena para omagda

dokazovanje vseh do sedaj znanih adenovirusov (29).

Obcutljivost metode zagotavlja visoka degeneriranoatetnih oligonukleotidov, kar pa
zmanjSuje njihovo spectinost (187). Veliko bolj specifni so oligonukleotidi, Ki
pomnozujejo odsek gena za hekson. Hekson je gldalakovina kapside in je zelo
variabilen. Z&etni oligonukleotidi pov&ni pomnozujejo odsek gena za hekson FAdV in so

kot takSni zelo primerni za dokazovanje adenovivupd kokoSih (182,187). Z zatnimi
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oligonukleotidi (HexonA/HexonB), ki so jih opisdileulemans in sodelavci (182), smo vse
vzorce, v katerih smo aviadenoviruse dokazali zvgitveno PCR, ponovno pregledali.

Pregledane ptice smo razvrstili na prostoZeverste (po redovih), vrste ptic iz ujetniStva an n
ptice dvori§ne perutnine ter perutnino iz intenzivnih rej. 4stematsko razdelitev ptic smo
uporabili slovenski imenik ptic zahodne Palearkt{R&0). Pticam, pri katerih so spremenili
latinsko obliko imena, smo poimenovanje povzeli pdrugi izdaji prir@gnika
Collins bird guide (251).

5.1 Prostozivete ptice

V Sloveniji so ornitologi z opazovaniji registrir@B8 vrst ptic (252,253). Vrste, ki se ne selijo
in ki skozi vse leto ostanejo v blizini gneztiali se pozimi klatijo po bliznji okolici,
imenujemo stalnice in predstavljajo 21 odstotkowtale so selivke. Stirideset odstotkov
registriranih ptic je selivk na kratke razdalje, piezimujejo na ozemlju Evrope ali v
Sredozemlju. Rezultati tenega lova in obr&kanja so pokazali, da k nam prihajajo ptice s
skoraj celotnega obnifa Sredozemlja. Selivk na dolge razdalje, ki zimneZpvijo v tropski in
podsaharski Afriki, je 39 odstotkov. Selitveno ptip@nje se v enem letu odvije dvakrat.
Spomladi, ko se ptice iz juznih krajev vego v severna gnezd, in jeseni, ko ponovno
letijo proti jugu na prezimovalki& (244).

Evropske selivke se v splosnem selijo po Stirifaljestih selitvenih poteh. Kar tri izmed njih
se krizajo nad obnigem Slovenije. Preko Slovenije potekajo zahodnataljansko-Spanska
selilna pot (iz Srednje Evrope proti Pirenejskenalofku), vzhodna ali bospor-sueska-
azijsko-afriSka selilna pot (ozina Bosporja v M@mijo, kjer se selitvene poti razidejo proti
Aziji, Indiji ter vecina prek Bliznjega Vzhoda v Afriko) in jadranskaatmijska selilna pot
(Apeninski polotok, preko Sicilije in Malte v sewer Afriko). Odraz vseh selitvenih poti
preko naSega ozemlja je veliko Stevilo in pestpigjih vrst. Veliko Stevilo ptic selivk se v

Sloveniji tudi za kratekas ustavi, saj morajo na svoji poti preleteti vis@ogorje Alp (244).

Izmed 388 opazovanih vrst prostoziie ptic v Sloveniji, se jih 291 pojavlja bolj ali anj
redno (252,253). Ker so nekatere vrste ptic bilazopane zelo redko, smo se v nadaljevanju
omejili na 291 vrst, ki so bolj ali manj redno opaane.V naSo raziskavo smo zajeli
66 (66 od 291 — 22,7 %) vrst. Veliko dmeo ptic smo ujeli v najlonske mreze s paijao
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predvajanih napevov med jesensko selitvijo. Jesessktev preko obnéga Slovenije traja
priblizno Stiri mesece od konca avgusta ddetlea novembra (244). Vse vrste prostozikie
ptic se ne odzivajo na posnet napev, zato lovlj@@eopisan nan pogosto ni neuspesno.
Obicajno smo ptice lovili v z&etku ali ob koncu meseca septembra, ko jesenskavsel
doseze vrh. Ptice se selijo v valovias selitve pa se od vrste do vrste razlikuje (2K4y).
smo lovili v mesecu septembru, smo ulovili prete@nste, ki imajo vrhunec selitve v tem
obdobiju. V kolikor bi hoteli v Studijo zajeti ¥@ vrstno raznolikost ptic, bi morali loviti tudi

v drugih obdobijih jesenske selitve in med pomlakarselitvijo ptic.

5.1.1.1 Pevci (Passeriformes)

V literaturi sta do sedaj opisani dve potrditvi adeirusov pri pticah pevkah. Protitelesa proti
virusu EDS so bila dokazana pri datam vrabcu (220). Neposredno, z metodo vgnezditvene
PCR in z&etnimi oligonukleotidi, ki jih je opisal Wellehansodelavci, pa so uspeli potrditi
GTAdV-1 pri veliki sinici (5). Virus so dokazali kazlicnih organih ptice.

V raziskavi smo pregledali 393 vzorcev 44 vrst pticedu pevcev (Tabela 6). Po podatkih
Komisije za redkost iz junija 2010 je bilo v Sloyeopazenih 153 vrst ptic pevk (252,253).
Adenoviruse smo potrdili v 107 (27,2 %) vzorcih, do izvirali iz 24 (54,5 %) vrst ptic.

Izkazalo se je, da potrjeni adenovirusi pripad&adlicnim tipom (Tabela 9).

Filogenetska analiza je pokazala, da virusi pripatt@m rodovom adenovirusov (Slika 16).
V rodu Atadenovirussmo uvrstili 18 raztinih tipov virusov, ki so izvirali iz 14 razihih vrst
ptic pevk. Filetska skupina ni enotna, saj so etipkadenovirusov potrjeni pri pticah pevkah
iz razlicnih druzin. Prepletajo se vrste ptic iz druzine ipemstrnadov, lastovk, vrabcev,
drozgov, dolgorepk, pevk irti&kavcev. Ugotovili smo identhost aminokislinskih zaporedij
na odseku za polimerazo virusov, ki smo jih poiiahi kosu, ta8ici, poljskem vrabcu, srpni
trstnici in sivi pevki. Najvisjo homologijo med aanovirusi pri isti vrsti ptic smo potrdili pri
tagici, kjer smo ugotovili kar 6 enakih sevov. Velikorodnost adenovirusov smo potrdili pri
vrtni penici, kjer je 9 virusov oblikovalo svoj kigSlika 16). Ti rezultati potrjujejo domnevo,

da imajo posamezni tipi adenovirusov najverjetis®go vrsto izvornih gostiteljev.

V rod Siadenoviruge uvrgenih 16 razknih tipov virusov, ki smo jih potrdili pri 14 razhih

vrstah ptic pevk. Z izjemo sevov, ki smo jih polirgri rumenem vrtniku, poljskem vrabcu in
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dolgorepki, oblikujejo preostali siadenovirusi pfoevk linije ter klade, ki jih povezuje
druzina gostitelja. Nekateri tipi oblikujejo linijgn so zndilni za vrsto ptic, za katere
predvidevamo, da so izvorni gostitelji. TakSen mine siadenovirus, ugotovljen prididu,

kosu, veliki sinici, plavku, kmeki lastovki, sivi vrani,¢rnoglavki, dveh rakarjih in pri

srpini trstnici (Slika 16).

V rod Siadenoviruge uvrgen tudi edini v literaturi opisan adenovirus — GMAKi so ga
madzarski raziskovalci ugotovili pri veliki sini¢b). V nasi raziskavi smo pri plaku potrdili
adenovirus z enakim aminokislinskim zaporedjem geagpolimerazo, kot je bil tisti pri
sinici. Obe vrsti ptic sta si zelo sorodni in sta&ieni v druzino sinic. PodrobnejSi pregled
klada, ki ga sestavlja 14 adenovirusov, ugotovjgmii crnoglavkah, 5 pri vrtnih penicah in
po en pri sraini trstnici in cikovtu, kaze, da so bili vsi virusizen enega potrjeni pri pticah iz

druzine penic (Slika 16).

Stirinajst razlénih tipov adenovirusov, ki smo jih potrdili pri 1#azlicnih vrstah pevk, je
uvr&enih v rod Aviadenovirus Filogenetska raziskava je pokazala, da tudi v tewtu
nekateri tipi oblikujejo linije, ki so vezane naesfficnega gostitelja (siva pevka, poljski
vrabec, rjava penica, kil lastovka, rumeni vrtnik) ali klad, v katerem war&eni virusi
potrieni pri pticah iz enotne druzine (rumeni vkinsrpcna trstnica, liek in zelenec).
Podobno kot v rod$iadenovirusmo tudi med aviadenovirusi ugotovili enake sewvesov,

potrjenih pri pticah v druzini penic ter druziniodgov (tasica in vinski drozg) (Slika 16).

Vzrokov za nastanek raznolikosti med adenovirusiredu pevcev je lahko ¥e Po
evolucijskem razhodu posameznih redov ptic najebadenovirusi razvijali skupaj s svojimi
gostitelji (2,4). Velika vrstna raznolikost pticyipgkaterih so bili potrjeni posamezni tipi
adenovirusov, nakazuje, da so se v evolucijskermojazpreskoki virusov med gostitelji
dogajali (4). Verjetno je bil prenos horizontalesaj so enaki tipi pogosto ugotovljeni pri
razlicnih vrstah ptic, ki si delijo habitat ali so v odnoplenilec — plen. Z molekularno metodo
smo potrdili prisotnost nukleinske kisline adenasa, za potrditev okuzbe in s tem prenosa
virusa pa bi potrebovali izolacijo virusa oziromatnditev virusa v tkivu gostitelja. Ker je
izolacija adenovirusov zelo zahtevna in pogostospesina, ponovljivost vzégnja zivih
prostoziveih ptic nemogoa, kolina pridobljenega seroma za seroloske teste pagjinem

je uporabliena molekularna metoda najboljSi pri#iz za raziskovanje pojavljanja
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adenovirusov pri teh vrstah ptic (3,4). V nasSi s&avi so enak tip virusa imele ptice, ki si
delijo habitat ali pa so v odnosu plenilec — pl@&@vokaz virusne nukleinske kisline v
kloakalnem brisu lahko izvira tudi iz plena alidkolja (voda) in ne pomeni nujno okuzbe pa

pa je lahko posledica prisotnosti virusa v tranzitikroflori.

Nekateri filogenetsko zelo sorodni tipi adenovinski oblikujejo klad, pa so bili potrjeni
izklju¢no pri eni vrsti gostitelja. MoZzen vzrok v teh pdanh je tudi zéasna izoliranost
posameznih populacij iste vrste, ki so se v osamnvijale I&eno. TakSen primer je opisal
Hanson s sodelavci pri rakarju (254). V Studiji mowevali znotraj-vrstne raznolikosti in
njegovo porazdelitev v preteklosti. Nef@kovano so odkrili dva fena klada, ki sta sedita
med zadnjo ledeno dobo (pred 26.000 do 20.000 Rti)umiku ledenih pregrad sta se klada
iz refugijev (majhnih obm®j pribezali&) ponovno razsirila na nova obija v razlgnih
¢asovnih obdobjih in po razhih poteh ter se ponovno zdruzila. Danes je geneégks obeh
kladov rakarjev Se vedno viden in r&nld pogosto prisoten. Kljub temu, da je bilasovno
obdobje l@evanja prekratko za nastanek reprodukcijske izodiséi obeh kladov, so v
njihovem genetskem zapisu vidne razlike (254). Bdgbnih razlik je lahko med izolacijami
vrst iz razlénih vzrokov privedlo tudi adenoviruse, ki so semtasu razvijali lédeno, skupaj

S svojim gostiteljem.

Nastanek novih vrst adenovirusov so nedavno opigalinovo odkritih tipih humanih
adenovirusov (HAdV): HAdV-D53, D54 in D56. Ugotovso, da so verjetno nastali kot
rezultat rekombinacije med dvema altvazlicnimi tipi adenovirusov. Zanimivo je, da imajo
novo nastali virusi drugme poti Sirjenja in prenaSanja med populacijo katekkoli
"starSevski" adenovirus, iz katerih so nastali. tdgi so, da je HAdV-56 nastal kot produkt
rekombinacije med HAdV-D22, D37 in D8 (255).

V humani mikrobiologiji pojav novih adenovirusovipsujejo tudi dlje ¢asa potekajd
imunosupresiji, kot v primeru okuzbe s HIV. Zmamgaobrambna sposobnost organizma
omoga&a dolgotrajno prisotnost virusov v organizmu, Vv ekatn so ustvarjene ugodne

razmere za nastanekéssnih okuzb (255).

Tudi ptice so lahko izpostavljene razlim imunosupresivnim dejavnikom. Neugodne

Zivljenjske razmere (vremenske razmere, pomanjkbrgee), veliki fizéni napori (selitve)
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ali nekateri bioloSki agensi (virusi, mikotoksinijdhko ustvarijo pogoje, pri katerih je
obrambna sposobnost ptic zmanjSana. Dokazano jedado lahko ptice okuzene z dvema
ali vet tipi adenovirusov hkrati (46). Tako so izpolnjgmogoji, ki lahko privedejo do

nastanka novih, pogosto bolj virulentnih tipov ao\arusov pri pticah.

5.1.1.2 Mo¢virniki (Ciconiiformes)

V redu mavirnikov so bila do sedaj dokazana le spénidi protitelesa proti virusu EDS.
Ugotovili so jih pri Storklji in kravji¢aplji (215,218). Neposredno adenovirusi v tem retici

Se niso bili dokazani. V raziskavi smo pregledall ¢zorcev, odvzetih pri 3 vrstah
maocvirnikov (Tabela 6). Sicer je na ob@jo naSe drzave bilo opazenih 13 vrst ptic
maocvirnikov (252,253). Adenovirus smo potrdili le f@li Storklji.

Aminokislinsko zaporedje polimeraze adenovirusasrkb ga potrdili pri beli Storklji, je bilo
enako kot pri dveh adenovirusih, ki smo ju potrdiii racah mlakaricah. Skupaj z
adenovirusoma, ki smo ju potrdili pri labodih giben adenovirusom, ki smo ga potrdili pri
mlakarici (red plojkokljuni), tvorijo monofiletskoskupino v rodu Aviadenovirus
(Slika 16, 17). Mévirniki in plojkokljuni sicer niso v bliznjem soratlvu, si pa vse tri vrste
delijo habitat v psasnejSih delih rek, njihovih mrtvih rokavih ter paynih obmajih (251).

Bela Storklja je glede na taksonomsko razemdst drugih vrst ptic, pri katerih smo potrdili
aviadenoviruse, izjema, zato je verjetneje, da getavljeni virus pridobila in ni njegov
osnovni gostitelj. Predvsem st&gein paasi tek@éa voda je dober medij za prenos virusov, ki

se izlatajo preko telesnih iztidkov. Menimo, da je bila bela Storklja zgolj nakifil gostitelj.

5.1.1.3 Plojkokljuni (Anseriformes)

Zaradi pojava sindroma padca nesnosti v intenzixgjgth perutnine, ki je povezan z visokimi
ekonomskimi izgubami zaradi upada nesnosti, songmnzivne raziskave in ugotavljanje
izvornega gostitella DAdV-1 ptele ze pred leti (215,218,219,221). Spéndi protitelesa
proti virusu EDS so najpogosteje potrdili pri plokjunih, predvsem racah
(11,46,215,219,221). Protitelesa so dokazali @lidaih vrstah rac. Zanimivo je, da virus pri
prostoZiveih racah neposredno Se ni bil potrjen. V Slovesdji ugotovili 33 razlinih vrst

plojkokljunov (252,253). V naSo raziskavo smo zalel dve vrsti; laboda grbca in raco
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mlakarico. Pregledali smo 90 vzorcev mlakaric inv2ércev labodov grbcev. Adenovirus
smo potrdili v petih vzorcih mlakaric in treh vzdrdabodov grbcev (Tabela 6).

Nadaljnje preiskave so pokazale, da so 4 adenoviras mlakaric uvr&ni med
aviadenoviruse, eden pa v rAtadenovirus Filogenetsko najbolj oddaljen tip aviadenovirusa
je bil najbolj soroden FAdV-4. Druga dva tipa, kassi zelo podobna, oblikujeta skupaj z
adenovirusom, dokazanim pri beli Storklji in dvemdenovirusoma, dokazanima pri labodu
grbcu, skupen klad (Slika 17). Predvidevamo, dplegkokljuni osnovni gostitelji teh tipov

adenovirusov.

Atadenovirus, potrjen pri mlakarici je enak viruSAdV-1, povzraiteljem bolezni sindroma
padca nesnosti. Po nasih podatkih je to prvi neplesr dokaz virusa EDS pri prostoziie

racah, kar dodatno potrjuje predvidevanja, da ee ravorni gostitelj in rezervoar bolezni.

Poleg Ze prej omenjenih aviadenovirusov smo podabgrbcu potrdili tudi siadenovirus, ki v

tem rodu oblikuje lastno linijo.

5.1.1.4 Ujede (Falconiformes)

Vecina vzorcev, ki smo jih odvzeli ujedam, so bili vaiosokolov, ki so bili gojeni v
ujetniStvu. V interpretaciji rezultatov smo jih a@lvnavali skupaj z drugimi prostoziimi
ujedami, saj so sokoli medc¢enjem tudi izpu&ni. Posredno in neposredno so bili
adenovirusi v redu ujed ze ugotovljeni (11,46). $api so bili pri posameznih poginih ali ob
vecjin poginih sokolov v vzrejnih centrih (78-81,83-888). Dokazali so speatha
protitelesa proti raznim adenovirusom, za adenovirusne okuzbeimabazofilne inkluzije

v jedrih, adenovirusne delce z elektronskim mikogkm in genom adenovirusov z

molekularno metodo PCR.

Potrjenih je 32 vrst ptic iz redu ujed, ki so balj manj prisotne na obmiju Slovenije
(252,253). V nasi raziskavi smo preiskali 45 vzaercki smo jih odvzeli petim vrstam
prostoziveih ujed, in 37 vzorcev ujed v ujetniStvu (Tabela8p, Ti vzorci so bili odvzeti
Sestim razlinim vrstam. Delez pozitivnih vzorcev je relativnsak, saj smo adenoviruse
potrdili v 32 primerih. Véina, kar 25, je bila ugotovoljena pri sokolih v tmj&tvu
(Tabela 9, 10).
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Vsi pozitivni vzorci sokolov, ki so bili uvegni v rodAviadenovirus oblikujejo klad. V tem
kladu sta tudi aviadenovirusa, potrjena pri positoMd sicer oblikujeta svojo linijo.
Adenovirus, ki smo ga potrdili pri kanji, oblikugyojo linijo v rodu (Slika 16). Ugotovitev ni

presenetljiva, saj kanje uw@mo v I@deno druzino med orle.

Aviadenovirus, ki smo ga potrdili pri srSenarjujdentcen FAdV-8b (Slika 16). Ta tip virusa
smo potrdili pri pigancih brojlerjin ob izbruhu IBH. SrSenar je bil dsken v zaveti8u za
prostoziveée Zivali. Ker so del prehrane ujed v ujetniStvui fpid¢anci, je zelo verjetno, da se

je okuzil s hrano.

V rodu Siadenovirusoblikujejo adenovirusi, potrjeni pri sokolih, klegkupaj s tistimi, pri
postovki in drevesni cipi. Slednja je ptica pevka je v tem kladu verjetno sia.
Siadenovirus, ki izvira iz arkihega sokola, je enak virusoma pri japonskih prephli
(Slika 16). Predvidevamo, da gre tukaj za enak @rilkot pri srSenarju, saj so japonske

prepelice osnovna prehrana sokolov v pregledani rej

Sokoli selci naj bi bili po predpostavki Schrenilasodelavcev primarni gostitelji sokoljega
adenovirusa(79). Sami namiree zbolevajo ob okuzbi in so asimptomatski nosilgisa. S
seronevtralizacijskim testom so ugotovili, da saedficna protitelesa proti adenovirusu
sokolov prisotna skoraj izklfuno pri sokolih. Odstotek serolosko pozitivnih po@svesih in v
ujetniStvu Ziveih sokolov selcev je bil med 80 % in 100%. Drugstersevernoameriskih
sokolov so imele nizji odstotek prisotnosti spediiin protiteles (od 43 do 57 %), medtem ko
sokoli iz razleénih geografsko izoliranih otg in tropov niso imeli specifinih protiteles.
Slednji so v primeru okuzbe z adenovirusom sokgogosto poginili. Sokoli selci imajo
verjetno vlogo trojanskega konja, saj lahko z astmatskim prenaSanjem virusa okuZzijo

naivne vrste, ki lahko akutno ali perakutno pogn@f9).

5.1.1.5 Sove (Strigiformes)

Kar nekaj poreil iz strokovnega slovstva navaja okuzbe z ademsvipri pticah iz redu sov.
Specifiéna protitelesa proti virusu EDS so bila dokazanadegni sovi in veliki uharici (218),

z molekularnimi metodami pa so bili adenovirusi a@p&ni tudi pri skalnem in orlovskem viru
(84). Na obmgju Slovenije se bolj ali manj redno pojavlja 12ty$c iz reda sov (252,253).

V nasi raziskavi smo preiskali vzorce 18 sov, kpadajo vrstam mali skovik, lesna sova,
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koza&a in mala uharica, vendar okuzb z adenovirusi nispairdili (Tabela 6, 9)
(Slika 16).

5.1.1.6 Zerjavovci (Gruiformes)

Iz reda Zzerjavovcev so bila speé¢ifa protitelesa dokazana pri vrsti  liske
Fulica americana(221), pri sivem Zerjavu pa so za adenoviruseitr@abazofilne inkluzije v
jedru potrdili s histoloSko preiskavo (143). V ShoNji se pojavija 11 vrst
Zerjavovcev (252,253). V naSi raziskavi smo pregliete en vzorec mokoza, ki je bil
negativen (Tabela 6) (Slika 16).

5.1.1.7 Pobrezniki (Charadriformes)

V redu pobreznikov so adenoviruse ugotovili s pasiai in neposrednimi metodami (11).
Posredno z dokazom inkluzij v jedrih, z elektronskixroskopsko preiskavo ali seroloSkimi
testiranji so bili potrjeni pri srebrnem galebu temkokljuni lumni (142,256).

Vidovsky in sodelavci so z enako metodo, kot smo ujorabljali v naSi raziskavi
(vgnezditvena PCR), preiskali 350 $vedskih vzomelicnih vrst morskih ptic. Sestindvajset
vzorcev je bilo pozitivnih. Potrjeni so bili adenmsi iz roduAviadenovirusn Siadenovirus
Pozitivnih je bilo 22 vzorcev tmih galebov [(arusridibundug, dva vzorca morskega galeba
(Larusmarinug, en vzorec sivega galeba in en vzorec kaspijgke (Hydroprognecaspid.
Tudi med enajstimi galebi, ki so jih préavali na Madzarskem, je bil en vzorec pozitiven. Na
nukleotidnem nivoju je bil ta virus povsem enaklitns ki so jih dokazali pri galebih na
Svedskem (256). Nedavno so objavili tudi celotenoge siadenovirusa, ki so ga potrdili v

razlicnih tkivih poginulih antarktinin govnak (224).

Kljub temu, da smo v raziskavo zajeli le 3 od 78tyki so bolj ali manj pogosto prisotne pri
nas (252,253), smo adenovirus potrdili v enem oz@cev (Tabela 6, 9). Pozitiven je bil
vzorec rumenonogega galeba, virus pa je bil darrSs rodSiadenovirusn oblikuje lastno
linijo (Slika 16).
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5.1.1.8 Golobi (Columbiformes)

Okuzbe z adenovirusi so pri golobih povezane z @dvboleznima: tako imenovano kl&so
adenovirusno boleznijo in nekrotizirgjm hepatitisom (66). Potda o dokazanih virusih pri
golobih so redka, zato tudi ni natath podatkov o etioloSki povezavi med obema bolezni
Vsi do sedaj dokazani virusi so u¥efi v rod Aviadenovirus Opisi bolezni se nanaSajo
predvsem na golobe pismonoSe. Kiasai oblika bolezni prizadene mlade golobe pred
dopolnjenim enim letom starosti. @hjno golobi pismonoSe zbolijo po prvi tekmi. Druga
oblika, nekrotizirajoi hepatitis, pa se pojavlja tekom celega leta pahvstarostnih skupinah

golobov (66). Podatkov o adenovirusih pri prostediv golobih v literaturi nismo zasledili.

V raziskavi smo pregledali 11 vzorcev dafimaprostozivé€ih golobov (Tabela 6). Vzoili
smo eno vrsto golobov izmed petih, kolikor jih vo&niji opazajo (252,253). Adenovirus
smo potrdili kar v 8 vzorcih (Tabela 9). Sedem jé oblikovalo lastno linijo v rodu
Siadenovirusen virus pa je oblikoval lastno linijo v rodwiadenovirugSlika 16). Rezultati
naSih preiskav, ki jih zaradi pomanjkanja podatkoJiterature nismo mogli primerjati z
drugimi, nakazujejo, da so dothayolobi osnovni gostitelji tako linije v rodAviadenovirus

kot tudi linije v roduSiadenovirus

5.1.1.9 Vpijati (Coraciiformes)

V literaturi ni podatkov o adenovirusih pri pticah redu vpijatov. V Sloveniji so redno
opazili 4 vrste iz redu vpijatov (252,253). V nasziskavo smo zajeli le vodomca. Vzorce
smo odvzeli trem pticam in v dveh primerih potrditlenovirus (Tabela 9). Oba virusa sta bila
uvr&ena v rodAviadenovirus kjer oblikujeta lastno linijo (Slika 16). Pri vothcu so enak
virus potrdili na Madzarskem (Harrach, osebna kakagija), zato predvidevamo, da je

vodomec osnovni gostitelj dokazanega tipa.

5.1.1.10 Plezalci (Piciformes)

Podobno kot pri vpijatih tudi pri plezalcih v litguri nismo zasledili podatkov o okuzZenosti z

adenovirusi.

V Sloveniji je evidentiranih 10 vrst ptic iz tegadu (252,253). V raziskavo smo zajeli 21

vzorcev ptic, ki so pripadali dvema vrstama — \elletel in vijeglavka (Tabela 6). Pri
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velikem detelju virusa nismo potrdili. Izmed 19 gledanih vzorcev vijeglavk pa so bili Stirje
vzorci pozitivni (Tabela 9). Trije adenovirusi dhliejo lastno linijo v roduAviadenovirus
zato predvidevamo, da so vijeglavke osnovni gdptiega tipa adenovirusaetrti sev je
uvr&en v rodAtadenovirus Enak tip virusa smo potrdili Se pri kethke lastovki in poljskem

vrabcu (Slika 16). Heterogenost gostiteljev veggbnica o medvrstnem preskoku virusa.
5.1.2 Ljubiteljske vrste ptic v ujetniStvu

Med ljubiteljskimi pticami v ujetniStvu smo obrawai tiste ptice, ki niso prostozige vrste
na obmgju Slovenije in so bile vzrejene v zaprtih, omefeprostorih. NajpogostejSe med

njimi so papige in ptice pevke iz oddaljenih kragxeta.

5.1.2.1 Papige (Psittaciformes)

Natartno Stevilo vrst papig v Sloveniji zelo tezko ocenirdeprav je njihova vrstna pestrost
velika. So najpogostejSe ljubiteljske vrste ptikaserimi se veterinarji stejemo predvsem
pri klinicnem delu. Prav zaradi tega je v literaturi zasiquicej vé podatkov o okuzbah z
adenovirusi. Najpogosteje gre za opise posamezhitc¢hkih primerov obolelih ptic ali
nenadnih poginov v rejah papig. Adenovirusi pri igah so bili dokazani posredno in
neposredno, vendar v &mi pri Zze poginulih zivalih. Raztni avtorji navajajo najdbo
bazofilnih inkluzij v jedrih in adenovirusne delcgidne z elektronskim mikroskopom
(67,69,71,72,74-76,124,125,140,144-146,189,194).zadnjem desetletju, ko so e
uporabljati nove diagnostie metode, je potd o dokazu adenovirusov pri ragtih vrstah

papigcedalje vé.

Raue s sodelavci (183) je z molekularno metodo gokazala adenoviruse pri papigi iz rodu
Poicephalus Virus so poimenovali adenovirus papig (PsAdV) jm uvr&en v rod
Aviadenovirus Istega leta je Wellehan s sodelavci (70) z upmrdbgeneriranin zatnih
oligonukleotidov za pomnozevanje odseka gena zenpohzo dokazal aviadenovirus, ki je
povzrail jetrne in limfoidne nekroze pri Meyerjevi papigPoimenovali so ga adenovirus
Meyerjeve papige. Z isto metodo je dokazal tudilerovirusno okuzbo pri slivoglavi papigi
(Psittaculacyanocephalpin belem kakadujuGacatuaalba). Povzr@itelja so poimenovali
PsAdv-2 (6). Katoh in sodelavci (6) so pri petilgpmlih skolgevkah potrdili adenovirus, ki

S0 ga poimenovali adenovirus skebk 1 (BuAdV-1).
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V naSi raziskavi smo pregledali 275 vzorcev papg 22 razlénih vrst (Tabela 8).
Adenoviruse smo potrdili v 39 vzorcih pri 11 vrstaapig (Tabela 10). Virusi oblikujejo 5

linij v rodovih AviadenovirusSiadenovirusn AtadenovirugSlika 16).

V rod Siadenoviruge uvr&enih 35 adenovirusov, ki oblikujejo dve liniji. Sieslvajset je
enakih virusu PsAdV-2. V nasi raziskavi smo virusABV-2 potrdili pri 10 vrstah papig.
Pozitivhe so bile 4 skdevke, 10 nimf ter po ena réiekrila papiga, neofema, rozela, veliki
aleksander in aleksander. Virus smo potrdili tudi §tirih kakadujih in dveh amazonkah
(Slika 16). Za dva kakaduja je vrsta znana: enoparkakadu, drugi pa beli kakadu. Za

preostala dva kakaduja in amazonki pa vrsta nir@tagno dolaiena.

PsAdV-2 smo dokazali pri 9,5 % pregledanih papigapolovici (11 od 22) pregledanih vrst,
zato domnevamo, da je ta virus med njimi zelo rgasi(Tabela 8, 10, 13). Ali pri njih
povzraia tudi klinicha obolenja, bomo natameje prodili v prihodnje, ko bomo pregledali in
ovrednotili kartoténe zapiske ter usmerjeno raziskali vpliv tega \drna zdravstveno stanje

papig.

Drugo linijo v roduSiadenovirussestavlja 9 (3,3 %) adenovirusov, ki smo jih pdtyti 6
skoltevkah, 2 nimfah ter eni amazonki (Slika 16). Taptippapigah do sedaj Se ni bil opisan,
najbolj soroden pa je z virusom GTAdV-1, ki je pibtrjen pri veliki sinici in plagku, ter

adenovirusom, ki smo ga ugotovili pri dveh kathar.

V rod Aviadenovirussta bila uvr&ena virusa, ki smo ju potrdili pri nimfi in sivi pai. Virusa
sta na aminokislinskem nivoju enaka virusu, ki sopgtrdili pri mladéu Meyerjeve papige
(Meyer's parrot adenovirus) (Slika 16). Njegovaapopst je v populaciji papig na obtijo
Slovenije nizka (0,7 %) (Tabela 8).

Atadenovirusi do sedaj Se niso bili dokazani v rpdpig. V naSi raziskavi smo jih potrdili v
treh (1,1 %) vzorcih kloakalnih brisov papig (Tabé&l), kar je prva potrditev v tem redu ptic.
Primerjava aminokislinskih zaporedij je pokazala, ablikujejo dve liniji in se bistveno

razlikujejo od drugih virusov v rod@&tadenovirugSlika 16).
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5.1.2.2 Pevci (Passeriformes)

V to skupino smo uvrstili ptice iz redu pevk, ki sgpesSno razmnozujejo v ujetniStvu, hkrati
pa jih ne uvr&amo med prostozive ptice pri nas. V literaturi nismo zasledili opisga
primera okuzbe ali podatka o adenovirusih pri ljelgkih vrstah ptic pevk. Preiskali smo 16
vzorcev kloakalnih brisov Stirih ljubiteljskih vrgitic pevk — kanaki, zebrice, rizevec in
indijski kos. Adenoviruse smo potrdili pri treh lagkih in dveh zebricah (Slika 16)
(Tabela 8, 10).

Trije adenovirusi, ki smo jih ugotovili pri kan#ih, so bili uvr§eni v rodAtadenovirusV
rodu oblikujejo klad iz dveh filogenetsko zelo sdmdh tipov virusa. Klad vkljtuje tudi
adenovirus, ki smo ga ugotovili pri vrtni penicilika 16). Vrsti gostiteljev sicer sodita v isti
red ptic, vendar je le malo verjetno, da bi se njpati v naravi sréali. Kanatki se Ze stoletja

uspesno vzrejajo v ujetnistvu, pogosto jih pamjditz drugimi vrstami iz druzineggékavcev.

Virusa, ki smo ju potrdili pri zebricah, sta bilar&ena v rodSiadenovirusV rodu oblikujeta
linijo, ki si deli najblizjega skupnega prednikavizusom GTAdV-1, ugotovljenim pri veliki
sinici in plawku (Slika 16). Virus z enakim aminokislinskim zapdyem so pri zebrici
ugotovili tudi na Veterinarskem raziskovalnem ingti (Veterinary Medical Research
Institute — VMRI) v Budimpesti (Harrach osebna kankacija, neobjavljeni podatki).

Predvidevamo, da so zebrice osnovni gostitelj oy@ga tipa adenovirusa.

5.1.2.3 Druge vrste ljubiteljskih ptic v ujetniStvu

Preiskali smo tudi en vzorec, ki smo ga odvzelagkpmu tukanu (red plezalci) in devet
vzorcev roznatih pelikanov (red veslonoZci) (Tab&laVzorec je sicer majhen, vendar so
ptice iz teh dveh redov v Sloveniji redke. Vsi vaaso bili negativni (Tabela 10), prav tako
tudi v literaturi nismo zasledili podatkov o moretin boleznih, povzréenih z adenovirusi ali

njihovem dokazu v redu plezalcev in veslonoZcev.

5.1.3 DvoriSéna in intenzivna reja perutnine

Z izrazom perutnina, citiram uredbo: "pojmujemo psee, ki se redijo ali gojijo v ujetniStvu
za proizvodnjo mesa ali konzumnih jajc, za proiayjoddrugih proizvodov, za obnovo

populacije prostoziweh ptic ali za vzrejni program za proizvodnjo telatdégorij ptic
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(ULRS 47/2007). NajpogostejSe vrste perutnine s&o&p purani, pegatke, race, gosi,
prepelice, golobi, fazani, jerebice in ratiti.

V intenzivni reji perutnine je o razhih boleznih, ki jih povzréajo adenovirusi, veliko
znanega (46). Bronhitis prepelic, inkluzijski hepsiin sindrom hidroperikarda pri gi&ncih,
hemoragini enteritis puranov, bolezen marmorirane vraniagahov ter sindrom padca
nesnosti pri kokoSih nesnicah so najilmejSe bolezni, ki jih pri perutnini povztajo
adenovirusi (46,56).

Veliko Stevilo in velika gostota zivali v objektihtenzivnih rej predstavljajo idealne razmere
za prenos razinih bolezenskih povztiteljev. Dodatno k izrazanju bolezni pripomore stre
in okrnjen imunski sistem ptic v zanje manj ugodpndgojih bivanja (11,46).

Opisanih je bilo veliko raztnih tipov adenovirusov, ki povz¢ajo razltne bolezni pri
perutnini. V preteklosti je njihova diagnostika tja na specitini klini¢ni sliki bolezni,
patoanatomskih in histoloSkih preiskavah, elektkonsikroskopiji, seroloskih preiskavah ter
izolaciji povzraitelja (46). Molekularne metode pa so deaoje in tipizacijo povzrételjev
Se izboljSane. Raziskovalci so razvili rénke pare z&etnih oligonukleotidov, ki so obajno
specifcni za dol@éenega povzrételja ali skupino adenovirusov. \@oma so se usmerili v
pomnoZevanje razinih odsekov gena za glavno kapsidno beljakovin@stwe (181,182). V
literaturi je najvé podatkov o FAdV pri kokoSih, virusu HE pri puranihMSD pri fazanih
ter virusu EDS pri kokoSih nesnicah (46). Z uporakelo speciiinih zaetnih
oligonukleotidov pa je bilo verjetno veliko adenmsgov tudi spregledanih. Kajan (187) je
predvideval, da bi z uporabo aliljivin, a manj specifinih zaetnih oligonukleotidov, ki
pomnoZujejo odsek adenovirusne polimeraze (38kqkoSih dokazali poleg FAdV in virusa
EDS (DAdV-1) tudi nove tipe adenovirusov.

V nasi raziskavi smo vzaiti dvoriS¢no perutnino na razinih obmajih Slovenije. Vzoéenje
smo poskusSakiim bolj uravnotezeno razporediti gon SirSem obmgu, a ponekod ni bilo na
voljo primernih dvorig§ z razlénimi vrstami perutnine ali pa so lastniki vZenje odklonili. V
intenzivni proizvodnji perutnine nismo &réno prewdevali razsSirjenosti adenovirusov, ampak
smo v raziskavo VKIjgili vzorce Zivali, ki so poginile ob izbruhih bolezs sumom na

adenovirusno okuzbo.
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5.1.3.1 Kure (Galliformes)

V Sloveniji sta bila v preteklosti v intenzivni regokoSi serolosko potrjena adenovirusa
CELO in EDS. Slednji je vge ekonomske izgube povzibv osemdesetih letih prejSnjega
stoletja, v zadnjih letih pa se pojavlja le spo&adi(56). V naSi raziskavi smo pregledali 91
vzorcev domé&h kokoSi iz 21 dvoriénih rej ter 7 vzorcev iz intenzivhe reje kokoSi
(Tabela 7).

Pri kokoSih, ki smo jih vzaili v ekstenzivnih rejah, smo ugotovili nizko pojaast zelo
heterogenih adenovirusov. Med 91 wemimi kokoSmi smo adenoviruse potrdili pri
petih (5,5 %) (Tabela 11). Virusi so bili med selz@lo razléni in so razporejeni v pet
razlicnih tipov adenovirusov. En tip je imel aminokiskaszaporedje heksona enako kot
TAdV-3 (Slika 17). Siadenovirusi pri kokoSih Se aibili neposredno dokazani. Rezultat
nasih preiskav pa kaze na moznost, da so tudi kdkloko prenasalci ali celo rezervoar teh
virusov, ki sicer povzréajo obolenja pri puranih in fazanih. Dva seva $i@ livr&ena v vrsto
FAdV-C eden je bil najbolj soroden FAdV-5, predstavnikste FAdV-B peti pa spada v
vrstoFAdV-E(Slika 17).

V ¢asu nasSe raziskave je prislo v intenzivnih rejatjlérev do visjih poginov s Kklignimi
znaki in patoloSkimi spremembami zilaimi za inkluzijski hepatitis pi&ncev. Vseh sedem
pregledanih vzorcev je izviralo iz teh rej gasicev. Znéilna bazofilna inkluzijska telesa v
jedrih v razleénih organih smo potrdili v vseh treh primerih, \tde@h smo viruse tudi uspesno
potrdili. Dva tipa virusa sta uwgna v vrstd&=AdV-E eden pa v vrstBAdV-D (Slika 17).

Ker so z&etni oligonukleotidi za pomnozevanje odseka genpatisnerazo manj spectini,
smo za nataimejSo determinacijo tipov adenovirusov uporabiketae oligonukleotide, ki
pomnoZujejo bolj variabilno regijo v virusnem genoifi82), razviti pa so bili za dalanje
tipov FadV. PodrobnejSa analiza dobljenih nukleatidin aminokislinskih zaporedij je

pokazala, da dveh izmed teh ne moremo umestitbemega izmed 12 poznanih tipov FAdV.

Virus dokazan pri kokoSi iz dvotige reje, ki je bil na podlagi odseka gena za polane,
uvr&en v vrstoFAdV-C se je tudi v odseku gena za hekson razlikovalFédV-4 in
FAdV-10. Podobno se je razlikoval tudi virus, kisge potrdili v primeru klirinega izbruha

inkluzijskega hepatitisa pri pi&ncih brojlerjih. Na podlagi nukleotidnega zapoaedfiseka
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gena za hekson smo virus sicer uvrstili v visfdV-D, vendar se na podlagi filogenetskih
rezultatov razlikuje od FAdV-2, FAdV-11, FAdV-3 iFAdV-9 (Slika 18). V teh primerih bi
morali pomnoziti daljSi odsek genoma, ki bi ga nptonerjali s sekvencami adenovirusov
dostopnimi v genski banki. Na ta dma bi lazje uvrstili takSne viruse v obstoge tipe

adenovirusov znotraj vrsteAdV-Cin FAdV-D.

V prvem primeru potrjenega inkluzijskega hepatifsiabrojlerskih pigancih v Sloveniji leta
2010 smo s pomigo z&etnih oligonukleotidov po Meulemansu uspesno &bldkot
povzraitelja virus FAdV tip 8b (63) (Slika 18).

Pri puranih so bili do sedaj potrjeni trije tipietbvirusov; TAdV-1 iz rodiAviadenovirus
TAdV-3 iz roduSiadenoviruger DAdV-1 iz roduAtadenovirg2,36,135,223).

Hemoragtni enteritis puranov je ena izmed najpogostejSileo v intenzivni reji puranov
po svetu. V Sloveniji je bil potrjen leta 2001 (5¥)raziskavo smo vkljgili vzorce vranic, ki
smo jih hranili iz 6 izbruhov bolezni HE v prete&tg dva I@ena izbruha bolezni pa smo
obravnavali tudi asu naSe raziskave. V vseh primerih smo virusugpesno potrdili. Vseh
8 sevov je bilo enakih virusu TAdV-3, povzitelju hemoraginega enteritisa puranov
(Slika 17). V ekstenzivnih rejah virusa pri puranismo dokazali.

Speciféna protitelesa proti povzégelju hemoraginega enteritisa so bila poleg pri puranih,
ugotovljena tudi pri fazanih, giancih, pavih in pegatkah (46,123,214), vendar virAadV-3

pri omenjenih vrstah perutnine ni bil neposredn&adan. Z naso raziskavo smo potrdili
TAdV-3 pri kokoSi in pavu (Slika 17). Gre za prvieposredni dokaz tega virusa pri
omenjenih vrstah perutnine, ki potrjuje izsledkedtrodnih seroloskih preiskav, da omenjeni
vrsti lahko sluzita kot rezervoar virusa TAdV-3.risa TAdV-1 in DAdV-1 v nasSi raziskavi

nismo odkrili.

V vzorcih 18 pegatk okuzb z adenovirusi nismo pbtrd

Pri fazanih prevladuje le en tip adenoviruSedenoviruski je antigensko enak virusu HE
puranov (TAdV-3) (46,56). Virus je povatitel] bolezni marmorirane vranice pri fazanih, ki
je po nekaterih podatkih najpogostejSa bolezen imlatanov (257). Na obndpu Slovenije

delujejo 4 véje fazanerije, ki vzrejajo fazane za izpuste v 3t&i Ena izmed njih ima tudi
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lastno valilnico in oskrbuje s ke&ki dve drugi fazaneriji, medtem ko ena kupuje debv
tujini. V pogovoru z oskrbniki fazanerij smo ugotigvda niso opazali sprememb v
zdravstvenem stanju fazanov, pogin je bil v mejaimralnih vrednosti. V naSi raziskavi smo
preiskali po 25 vzorcev kloakalnih brisov fazanpwsake fazanerije, skupno 100 vzorcev, ter

3 fazane, ki smo jih vzeili kot dvoris¢no perutnino.

Skupno je bilo 5 vzorcev (4,9 %) pozitivnih. Vsiesdvirusi so bili uvr&ni v rod
Aviadenoviruspripadajo pa trem tipom. Dva tipa, vsak s po dve@makima predstavnikoma,
oblikujeta klad, ki je jasno t@n od drugih poznanih adenovirusov. Klad je éemdmed vrsti
FAdV-B in -D, vendar je od obeh skupin jasnada. Tretji tip oblikuje linijo, ki si deli
skupnega prednika s FAdV-4 in FAdV-10 (skupkadV-Q ter tipoma, ki smo ju ugotovili
pri mlakarici in japonski prepelici (Slika 17). Rtam poznanih podatkih so bili ti tipi

aviadenovirusov pri fazanih pevdokazani v nasSi raziskavi.

Kljub razSirjenosti bolezni marmorirane vranice miadani drugod po svetu, virusa pri

fazanih na obmgu Slovenije v naSi raziskavi nismo dokazali.

Pri prepelicah je opisan aviadenovirus, ki je papata identien virusu CELO in je
povzraitelj bronhitisa prepelic (46). Bolezen v Sloversg@ ni bila dokazana (56).

V nasi raziskavi smo pregledali 11 vzorcev japongkiepelic in 5 vzorcev kitajskih prepelic.
Adenovirus smo dokazali pri treh japonskih premdicDva izolata sta enaka in oblikujeta
skupaj z adenovirusom, ki smo ga potrdili pri athké&m sokolu, samostojen klad v rodu
Siadenovirus(Slika 16, 17). Sokole v reji, kjer smo vZihr sicer hranijo pretezno s

prepelEjim mesom, vendar so pozitivhe prepelice izviralgate, ki je locirana na povsem
drugem obmg&u Slovenije, in med seboj nimajo stika. Predvidawvada so osnovni gostitelj

tega tipa japonske prepelice. Po naSih podatkib pvi dokaz prisotnosti siadenovirusov pri

japonskih prepelicah.

Drugi tip adenovirusov, ki smo ga ugotovili v rdasi, je uvr§en v rod Aviadenovirus
vendar ni soroden virusu CELO, kot bi gakovali, p& pa je filogenetsko zelo soroden

FAdV-10. Virusa, ki bi bil enak virusu CELO, v nagiziskavi nismo ugotovili.

Vseh pet pregledanih vzorcev kitajskih prepelibije negativnih.

104



Zadravec M.: Adenovirusi pri pticah v Sloveniji.ugljana: UL Veterinarska fakulteta, 2012. Doktorslsertacija

5.1.3.2 Plojkokljuni (Anseriformes)

Podobno kot pri prostozi¢#n racah in goseh je tudi pri dotila racah in goseh veliko
posrednih dokazov o prisotnosti adenovirusov (48).vecini primerov gre za dokaz
specifinih protiteles proti virusu DAdV-1, povzttelju sindroma padca nesnosti. Virus je
splosno razSirjen v populaciji doghla rac in gosi (46), izoliran pa je bil tako iz adih (258)
kot tudi bolnih rac s Kliinimi znaki driske in padcem nesnosti (46,110,20%idi gosi so
pogosto okuzene z DAdV-1, vendar potekajo okuzbe&apto asimptomatsko. DAdV-1 je bil
pri domaih goseh izoliran le v enem primeru, pri gosjih dikéh z izrazitim respiratornim
obolenjem (259).

V Sloveniji reja vodne perutnine (race, gosi) resigena. V manjSem Stevilu jih gojijo le
ljubiteljski rejci, zato SteviinejSe vzatenje te kategorije ptic ni bilo moge. Skupno smo
odvzeli vzorce 62 pticam in sicer 24 dafima racam, Stirim mandarinkam, 18 moskatnim
bleZavkam in 16 gosem. Vsi vzorci so bili negativniprasotnost adenovirusov (Tabela 7).

Glede na Stevilna potda o posrednem dokazu adenovirusov v redu plojkoklv, predvsem
dokazu specitinih protiteles proti DAdV-1, je rezultat presengtlDAdV-1 se med kokoSmi
Siri vertikalno preko valilnih jajc ali horizontadn zelo verjetno pa je prenos v redu
plojkokljunov podoben (46,56). Virus so potrdiliixtrebkih, vendar je znano, da ga zZivali
izlocajo intermitentno in v nizkih koncentracijah (26BYi odraslih samicah ptic je prisotnost
virusa zelo verjetno posledica kontaminacije izteeh izlgki jajcevoda (261). V&no rac in
gosi, ki smo jih zajeli v nasi raziskavi, smo wvabrizven nesne sezone, zato se virusagu

vzoréenja verjetno ni izleal.
5.1.4 Evolucija adenovirusov in zakljucki

Jacques Lucien Monod je zanimivo opisal nas odmwosviblucijske teorije, ko je dejal, da je
evolucija priljubljena zato, ker vsak misli, darfizume (262). Se pred 200 leti je v evolucijo
verjela le pedica ljudi, ve&ina, predvsem ljudje naklonjeni kreacionizmu, jozpa/ra&ala in

izpodbijala. Danes bi, na podlagi nakigmih dejstev evolucijsko teorijo tezko zanikali 826

Nekoliko SirSi pogled na biologijo nasSega planetadivdo sklepa, da so virusi njegov

upravitelj. Kot najSteviinejSa bioloSka entiteta so zelo pomembni v oblikqvakologije in
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evolucije vsake vrste na Zemlji (264). Odnosi medisr in njihovimi gostitelji so zelo
raznoliki. Pojavijo se lahko kot na novo vznikleonotske okuzbe (primer SARS, ki ga
povzrata koronavirus) ali konvergentne zdruzbe med virusorgostiteljem, ki obstajajo Ze

milijone let (primer papilomavirusov) (265).

Virusni genomi so razino veliki in obsegajo priblizno 3 redove velikosti
(10* do 10 nukleotidov) (266). Virusi okuZujejo celice vsefett danes priznanih domen
zivljenja: bakterije, arheje in evkarionte. Kljubznolikim gostiteljem si virusi delijo nekatere
skupne homologne gene, vendar noben gen ni skugem virusom. Monofiletski izvor naj

bi imele le nekatere ¥g skupine virusov (266, 267).

Evolucijsko povezavo med evkariontskimi in baksami virusi podpirajo tudi izsledki
raziskave Bamforda in sodelavcev (268), v katerissatrukturnimi analizami ugotovili
skupno enoto v kapsidnih beljakovinah humanega@dersa in bakterijskega virusa PRD1.
Enako kapsidno enoto so kasneje odkrili tudi pugihn ikozaedidnih dvojno-vijanih DNA
virusih,  bakterijskemu virusu Bam35, d&e skupinah evkarijontskih  virusov
(Phycodnaviridae, lIridoviridae, Asfarviridae in Mwiridae) (269) in nenazadnje tudi v
domnevni kapsidni beljakovini arhajskega virusa &TWi so ga odkrili v termalnih vrelcih
Yellowston-a (269, 270). Predvidevajo, da kapsidewjenih DNA virusov, med njimi tudi
adenovirusov, izvira iz kapside virusa, ki je bitispten pred ali vcasu zadnjega

univerzalnega calhega prednika (andlst universal cellular ancesterLUCA) (271).

Filogenetske raziskave potrjujejo domnevo, da s@adenovirusi pojavili Zze zelo zgodaj v
evoluciji. Predniki adenovirusov naj bi imeli zekoatek genom, ki je vseboval minimalno
Stevilno kljuinih zapisov 0 pomnoZevanju in prezivetju virusa Rstopno v&anje in razvoj
genoma je verjetno posledica ré&mih mehanizmov, ki so opisani v evoluciji drugihlikin
dvojnovijanih DNA virusov: rekombinacija, zajetje genov, pofvanje genov, nastajanje
novih genov,... (234). Podatkov o prisotnosti ademisov pri nevretetarjih ni, zato
predvidevajo, da je najstarejSi znan adenovirus VAGA, ki so ga izolirali iz
belega jesetra (4). Evolucijski vzpon adenovirus@enjujejo na obdobje pred razcepom
njihovih gostiteljev ali kmalu zatem (272). Moznod# razredi nizjih vret&arjev posedujejo
lastne adenoviruse, bi pomenila, da so adenovriosiajali ze pred wekot 400 milijoni let,

ko naj bi se ptieli razhajati razredi vretéarjev (273).
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Podobnosti, ugotovljene med primerjavami filogekibtslreves za adenovirusno proteazo in
majhno podenoto gostiteliske mitohondrijske riboabma RNA, kazejo na skupen razvoj
adenovirusov in njihovih gostiteljev (4). Benko ltarrach sta opisala zelo dobro ujemanje
virusov z njihovimi gostitelji. Na filogenetskem elresu adenovirusiloveka in glodavcev
zavzemajo podobno mesto kot primati in miSi nagiEivetskem drevesu gostiteljev. Prav tako
so podoben polozaj imeli kokoSji adenovirusi (FAdW) razlicne ptice (4). Klad
atadenovirusov je zasedal podoben poloZaj kot wigfiertarji, zato je Harrach predpostavil,

da so izvorni gostitelji atadenovirusov plazilcj34).

Adenovirusi pri pticah so bili dokazani v treh rettu Aviadenovirus Siadenovirusin
Atadenovirug11,46). Tudi vsi adenovirusi dokazani v naSi reaig so bili uvrgeni v te tri
rodove. Vzotili smo kloakalne brise ali sveze iztrebke ter vonz dol@evali prisotnost
odseka polimeraze adenovirusov. Predvsem pri ptigabkah je zaradi majhnosti in
ogroZenega statusa Ko, da vzorec odvzamemo kar najhitreje incim manjSimi
posledicami za ptico. Izolacija virusa je zlati r&tard v virologiji, vendar je izolacija
adenovirusov izven skupine FAdV redko uspesSna (Zbrjaso raziskavo v vseh primerih ne
moremo potrditi, da so bili dokazani adenovirusrokz okuzbe ptic. Njihova prisotnost v
iztrebkih je bila lahko del tranzitne mikroflorerifer je adenovirus, ki smo ga dokazali pri
prepelicah in je bil enak adenovirusu dokazanemwuzercu arkttnega sokola, katerega
osnovna prehrana so bile prepelice. Podobno labBkfjugimo o dokazanem aviadenovirusu
pri dveh mlakaricah in Storklji. Storklja bi lahkmuZila virus z vodo, ki je bila onesnazena z
racjimi iztrebki, vendar je koncentracija virusa v vodzka, s tem pa moznost detekcije v
iztrebku zelo majhna. V primerih, ko smo dokazakle virus pri isti vrsti ptice wkrat, pa je
okuzba bolj verjeten razlog njihovega pojavljafjaksni primeri so enaki adenovirusi odkriti
pri doma&ih golobih, papigah, sokolih, zebricah, vrtnih pei, srpinih trstnicah, tadcah,
kmeckih lastovkah in vijeglavkah.

Aviadenoviruse in siadenoviruse smo dokazali vinieizmed pregledanih redov ptic, zato

sklepamo, da so se predhodniki danasnjih aden@wiries obeh rodov pojavili ze zgodaj v

evolucijskem obdobju ptic in sicer Zec¢asu razcepa ptic na razie redove. Nasprotno so

atadenovirusi zastopani zgolj v treh redovih gicedvsem so razSirjeni v redu ptic pevk. Tu
oblikujejo klade in linije, v katerih je doten tip ugotovljen pri posamezni vrsti ptice. V teh
primerih lahko uprawieno predvidevamo, da je vrsta ptice, pri katerbiougotovljeni, tudi
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izvorni gostitelj. Ker je zastopanost med drugiedavi ptic manj Stevilna, sklepamo, da se je
prednik dokazanih atadenovirusov pri pticah peviajavil Sele wWasu razcepa reda pevcev v
posamezne druzine. Predvideni izvorni gostitehidanovirusov so luskarji, zato je poznejsi
pojav atadenovirusov pri pticah verjetno posledical-razrednega preskoka virusa iz plazilca
iz redu luskarja na ptico. Ker so se redovi plojkatov, pevk in papig evolucijsko razcepili v
razlicnih obdobijih, je zelo verjetno, da so se preskgkidili loceno.

Na skupen evolucijski razvoj adenovirusov in ptakazuje tudi oblikovanje kladov, v katere
SO uvrgeni tipi virusov, ki smo jih dokazali pri pticah igte druzine ali reda. Za ptice, ki ne
sodijo v omenjeno skupino, domnevamo, da je dokamdenovirus zgolj naklfje zaradi

prehrambenih navad, Zivljenjskega okolja ali pazgrenedvrstni preskok virusa.

Nekatere vrste ptic imajo omejen Zivljenjski prosto Zivijo dokaj izolirano od drugih vrst.
TakSen primer so perutnina v intenzivnih rejahafaz fazanerijah in ljubiteljske vrste ptic.
Za adenoviruse, ki smo jih dokazali pri teh vrsfatic, sklepamo, da so njihovi izvorni
gostitelji.

Preskoki adenovirusov na novo vrsto socajmo povezani z razinimi boleznimi. TakSen
primer je izbruh hemoragme bolezni pri prostoziseh mulastih  jelenih
(Odocoileus hemionlisy Kaliforniji (274) in pojav EDS pri kokoSih nesah leta 1976 s
prenosom DAdV-1 iz rac (108). Pri pticah je, z m@ intenzivnih rej perutnine, verjetnost
odkritja bolezni zaradi medvrstnih ali medrazredmpieskokov adenovirusov majhna. V
kolikor bi do preskoka priSlo pri majhnih pticah,th verjetno ostal neopazen, saj je gostota

zivali v naravi nizka in s tem moznost za Sirjeoeizbe bistveno manjsa (11).

Veliko rezultatov, pridobljenih v raziskavi bi bifmotrebno nadgraditi. Namen raziskave je bil
prvenstveno pridobiti podatke o razSirjenosti ad@msov pri pticah v Sloveniji. Raznolikost
ugotovljenih virusov in dejstvo, da smo jih potrddri vecini pregledanih redov ptic pa
odpirajo nova vpraSanja in podja raziskav. Raziskati je potrebno predvsem, kdado
nukleinske kisline adenovirusov v iztrebku pomenialk so le del tranzitnetrevesne
mikroflore ali je njihov dokaz posledica okuzbe,l&hko privede do kliinega obolenja. Pri
prostoZiveih pticah je odvzem vzorca enkraten, ponovitev g@kiEno neizvedljiva, zato se

bomo morali zanaSati na podobne rezultate tudi imopnje. Podrobneje pa bi lahko
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pojavljanje adenovirusov in njihov vpliv na zdraxesto stanje raziskali pri pticah v
ujetnisStvu, Se posebej pri papigah, pri katerih stokazali adenoviruse iz vseh treh rodov.
Papige so pogosti pacienti v veterinarskih ambalankar daje moznost sistendatga
spremljanja in analize podatkov, ki so potrebni, lola ustrezno povezali vkljienost

adenovirusov v patoloSke procese pri pticah.
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SKLEPI

V raziskavo smo vkKljéli 1281 ptic 112 razlinih vrst iz 13 raztinih redov. Zajeli
SmMo prostozivée ptice, ljubiteljske vrste ptic in gojeno perumiiNajtezje je pridobiti
vzorce prostozivgh zivali. Ptice pevke smo lovili s porjo napeva (ptijega petja),
reproduciranega s kasetofonom. Lovili smo jih vioregke mreze. Na takSen dma
smo pregledali vzorce 44 vrst ptic, predvsem p&lkde na veliko vrstno raznolikost
lahko zakljgimo, da je tehnika izlova primerna za v&emje prostozivéh ptic,

predvsem iz redu pevk.

SeroloSka diagnostika, ki se najpogosteje uporatdjaepidemioloSke raziskave pri
pticah, je v primeru adenovirusov zelo omejena.t@asamre zelo veliko razknih
serotipov adenovirusov, alajno pa imamo na voljo le majhno kofio seruma,
predvsem pri majhnih pticah pevkah. Molekularne adetso zato prakimo edini
n&in, s katerim lahko ugotovimo prisotnost adenowrugri majhnih pticah. V
Sloveniji kot tudi drugod po svetu pojavljanje adeinusov pri pticah na osnovi

molekularnih tehnik Se ni bila raziskana v takSradreegu.

Za odkrivanje adenovirusov smo v laboratorijskogdastiko vpeljali molekularno
tehniko vgnezditvene PCR zcanimi oligonukleotidi in postopkom, kot ga je aglis
Wellehan in sodelavci (2004). Metoda je cenovnodngo specifina in okutljiva ter
kot takSna primerna tudi za pregledovanj&ega Stevila vzorcev. Test, ki ga je opisal
Meulemans s sodelavci (2004), se je izkazal kah@mejSi za diagnostiko FAdV, ni
pa primeren za diagnostiko adenovirusov izven tpisie.

Med 1281 preiskanimi vzorci smo adenoviruse patkdi233 vzorcih. Dokazali smo
87 razltnih tipov adenovirusov, od tega jih 76 Se ni bijgsanih. Do sedaj so bili
adenovirusi z molekularnimi tehnikami potrjeni e p1 vrstah ptic, z naso raziskavo
smo virus potrdili pri 54 vrstah ptic, pri 43 vristamo virus potrdili pnd. Sklepamo
lahko, da je opisana metoda zelo primerna za deleage prisotnosti adenovirusov in

ugotavljanje novih tipov adenovirusov pri vrstaitppri katerih Se niso bili dokazani.

Med 626 pregledanimi prostoziieni pticami, smo potrdili adenovirusno nukleinsko
kislino v 139 vzorcih (22,2 %). V roAviadenoviruge bilo uvr&enih 45 (7,2 %), v
rod Siadenovirus2 (8,3 %) in v rodAtadenovirus42 (6,7 %). Sklepamo, da je med

prostoziveéimi pticami pojavljanje adenovirusovn med posameznimodovi
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primerljivo. Pregledali smo 317 vzorcev dvéng perutnine, med katerimi je bilo
pozitivnin 25 vzorcev (7,9 %), od tega je bilo 181 %) aviadenovirusov in
12 (3,8 %) siadenovirusov. Atadenovirusov v tej mku ptic nismo potrdili.
Sklepamo, da je pojavnost adenovirusov med dsoigperutnino nizko. Pojavnost
aviadenovirusov in siadenovirusov je med dwan@ perutnino primerljiva, medtem
ko atadenovirusov nismo potrdili. Izmed 338 vzordavsmo jih odvzeli ljubiteljskim
pticam, je bilo 69 vzorcev (20,4 %) pozitivnih nesptnost adenovirusov. Petnajst
(4,4 %) je bilo aviadenovirusov, 48 (14,2 %) siameérusov in 6 (1,8 %)
atadenovirusov. Sklepamo lahko, da je pojavnosn@deisov med ljubiteljskimi
vrstami ptic visoka. Prevladujejo siadenovirusi, nnge aviadenovirusov in

atadenovirusov.

* Ugotovili smo, da se pojavljanje adenovirusov tagk med posameznimi
pregledanimi redovi ptic. Pojavljanje pri plojkaldjih je bilo 5,1 %, pri kurah 9,8 %,
pri golobih 72,7 %, pri m&virnikin 10,0 %, pri ujedah 39,0 %, pri pobreznikiR,5
%, pri vpijatih 66,7 %, pri plezalcih 18,2 % priyagh 15,4 % ter pri papigah 14,2 %.
V redu sov, Zerjavovcev in veslonoZcev adenoviruso&leinske kisline nismo
ugotovili. Sklepamo lahko, da je pojavnost adenmov najvéja pri pticah iz reda
golobov, vpijatiov, in ujed, predvsem sokolov. Vspeotju z nasSimi p&akovanji je
njihova pojavnost najnizja pri kurah in plojkokljin

 V intenzivni reji perutnine smo potrdili adenovieusv primerih izbruha
hemoraginega enteritisa pri puranih in izbruhov inkluzijgkehepatitisa pri p&&ancih
brojlerjih. Dokazali smo, da so lahko nekatere e/qgtostozivéih ptic ali dvorigne
perutnine rezervoar tipov adenovirusov, ki so polm@npatogeni v intenzivni vzreji
perutnine. Kot prvi smo dokazali DAdV-1 pri prosikei mlakarici in TAdV-3 pri

pavu in kokoSi dvorige reje.

* Aviadenoviruse in siadenoviruse smo potrdili v sfarseh preiskanih rodovih ptic,
zato sklepamo, da imajo ptice z omenjenima rodovaki#pno evolucijsko pot.
Atadenoviruse smo ugotovili le v Stirih izmed tijstéh preiskanih redov ptic. \dena
atadenovirusov je bila ugotovljenih v redu ptic eV literaturi zasledimo, da so
osnovni gostitelji atadenovirusov plazilci, nataeje red luskarjev. Tudi rezultati

nasih preiskav to teorijo potrjujejo. Menimo, dgjesotnost atadenovirusov pri pticah

111



Zadravec M.: Adenovirusi pri pticah v Sloveniji.ugljana: UL Veterinarska fakulteta, 2012. Doktorslsertacija

posledica medrazrednega preskoka adenovirusa miedmptin nekim drugim

razredom vretetarjev, najverjetneje plazilci.

» Raziskave potrjujejo hipotezo, da je lahko enaavpdic okuzena z verazlicnimi tipi
adenovirusov. Ugotovili smo tudi, da je lahko emsta ptic okuZena z adenovirusi iz
dveh ali celo vseh treh rodov. Vse tri rodove ad@nsov smo potrdili pri kmeki
lastovki, kosu, srgni trstnici, rumenem vrtnikugrnoglavki, poljskem vrabcu in
nimfi.

* Filogrami aminokislinskih zaporedij odseka za p@mzo adenovirusov prikazujejo
razvrstitev ugotovljenih virusov v tri rodoveAviadenovirus Siadenovirus in
Atadenovirus Prav tako lahko dotimo vrste in véino tipov adenovirusov, z izjemo
adenovirusov v skupini FAdV, kjer smo za n&tajSo dolditev uporabili bol]
variabilen gen, ki kodira hekson. Gen za polimeragge izkazal kot uporaben za

prouwtevanje filogenetskih odnosov med raalmi adenovirusi.

» Ugotovili smo, da veliko kladov sestavljajo sevieadvirusov, ki smo jih odkrili pri
isti vrsti ptice ali med pticami, ki so udgne v isto druzino. Ugotovili smo tudi isti tip
virusa pri razknih pti¢jih vrstah, ki pa si delijo habitat ali so v odngdenilec — plen.
Predvidevamo, da je priSlo v teh primerih do methaga horizontalnega prenosa
virusa preko hrane oziroma primernega medija v jak@loda) ali pa je virus del

tranzitne mikroflore.
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6 POVZETEK

Druzino Adenoviridae sestavlja pet roddvtastadenovirus Aviadenovirus Atadenovirus
Siadenovirusin Ichtadenovirus Domnevajo, da gre za zelo stare viruse, ki sdilgati s
svojimi gostitelji spreminjali tekom evolucije. Adevirusi so bili dokazani pri gostiteljin
vseh glavnih razredov vretéarjev. Pri pticah so dokazani adenovirusi iz rodov
Aviadenovirus Siadenovirusin Atadenovirus Vecina adenovirusov pri pticah ne poviao
klini¢nih bolezenskih znakov, nekateri med njimi pa po¥ajo bolezni, ki so poznane in se
pojavljajo predvsem v intenzivni reji perutnine.jplagosteje opisane so inkluzijski hepatitis,
sindrom zaostale tekme v ostniku, razjede mignega Zelodca, sindrom padca nesnosti,
hemoragini enteritis, bolezen marmorirane vranice ter tazi respiratorna obolenja.
Omenjene bolezni so podrobno opisane v literatagdtem ko je podatkov o pojavljanju

adenovirusov pri drugih vrstah ptic malo.

V raziskavi smo pretevali prisotnost in epidemiologijo adenovirusov mptcami v
Sloveniji. Vzorce smo odvzeli razhim vrstam prostoziveh ptic, ljubiteljskim pticam in
perutnini. Z izjemo poginulih zivali iz intenzivnirej perutnine ter ustreljenih mlakaric smo
vzorili zive zivali. Za preiskavo smo s sterilno vatenddvzeli kloakalni bris. V kolikor smo
ocenili, da bi lovljenje Zzivali povztilo prekomeren stres ali moznost poSkodb, smo z
vatenko vzatili svez iztrebek. Ptice, ki smo jih ujeli v najlske mreze s pond napeva,
smo klinicno pregledali, ornitolog pa jim je gxirstil obraiek, dol@il vrsto, spol in starost ter
izmeril telesno maso in dolzino peruti. Pri gitese pticah je zapisal potek golitve. Vzorce
smo odvzeli tudi prostozi¢em pticam, ki smo jih oskrbeli v Ambulanti za ptjceale sesalce
in plazilce Veterinarske fakultete. Prav tako j@ence odvzel veterinar prostozZiie pticam,
oskrbljenim v ZateéiS¢u za zivali prosto zivgh vrst. V raziskavo smo vklfili tudi razlicne
vrste doma&e perutnine. Na razinih obmajih Slovenije smo vzaili kokoSi, purane, pavje
purane, pegatke, pave, fazane, japonske prepekitajske prepelice, donda race,
mandarinke, mosSkatne bte&ke in gosi. Vzorce ljubiteljskih vrst ptic smo i#b v
Ambulanti za ptice, male sesalce in plazilce, vitigpa smo tudi ljubiteljske ptice v zivalskih
vrtovih in zivalskem vrtu podobnih prostorih. Polegvedenih ptic smo opravili raziskavo
tudi pri fazanih iz vseh Stirih ¢gh slovenskih fazanerij ter sokolih istega rejca dveh
razlicnih lokacijah. Vzorce smo shranjene v sterilne ¥merposodice hranili pri —20 ° C do

nadaljnjih preiskav.

113



Zadravec M.: Adenovirusi pri pticah v Sloveniji.ugljana: UL Veterinarska fakulteta, 2012. Doktorslsertacija

Adenoviruse smo dokazovali s tehniko vgnezditve@&®R PMolekularna metoda predstavlja
metodo izbire predvsem pri majhnih prostoZitie pticah. Za dokaz adenovirusov smo
uporabljali par zunanijih (polRouter/polFouter) iar motranjih (polRinner/polFinner) &etnih
oligonukleotidov, ki pomnoZzujejo 324 bp velik odsgéna za DNA polimerazo po postopku,
ki ga je opisal Wellehan s sodelavci (38). Za n&tajso razvrstitev adenovirusov, predvsem
pri perutnini, smo vse ugotovljene aviadenovirusegfedali tudi z metodo PCR z uporabo
zaetnih parov oligonukleotidov HexonA/HexonB, ki poohuje 897 bp dolg variabilen
odsek gena za hekson (182). Dobljena nukleotidnaanmnokislinska zaporedja smo
analizirali in obdelali s programi iz programskegaketa Lasergene (DNASTAR, ZDA).
Nukleotidna zaporedja smo uredili s programom SexgniNukleotidna zaporedja delnih
genov za adenovirusno polimerazo smo pretvorilinvnakislinska zaporedja s powjo
programa ExPASYy translate tool (SIB, Svica). Priagoavi v& zaporedij smo uporabili
program MultAlin (235). S paketom BioEdit smo v FBS formatu oblikovali lastno
podatkovno zbirko, ki je vsebovala Ze objavljenlevsace in lastne sekvence.

Za filogenetske izaine smo uporabljali orodja v paketu PHYLIP. Za ¢mra sorodnosti
pridobljenih sekvenc smo uporabili program za amatiddaljenosti (angdistance analys)s
ki poleg zaporedja omoga tudi vpogled v medsebojno podobnost preiskovageifov ali

beljakovin. Sorodnost je sorazmerna z dolZino Negénetskega drevesa.

V programu DNADIST smo za posamezne pare nukleibtidgaporedij uporabili Kimurov
dvoparamettini evolucijski model (237). V programu PROTDIST sma izr&un matrike
razdalj parov aminokislinskih zaporedij uporabilodel kategorij (anglcategories modgl

Kot distargni model smo v programu FITCH uporabili metodo Fitdargoliash (238).

Z metodo samovzoéenja (angl.bootstrapping s programom SEQBOOT (239) smo ocenili

zanesljivost filogenetskih dreves in vrednosti “tst@p” vpisali na vozli& dreves.

Za graftno predstavitev topologije drevesa delnih sekvesrtagza adenovirusno polimerazo
smo uporabili program TREEVIEW (240) in za deln&wsnce gena za hekson program
Mega, razkica 5 (241). Dokotno smo filogenetsko drevo gréfio oblikovali v programu
Microsoft Office PowerPoint 2003.
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Adenoviruse smo s tehniko vgnezditvene PCR ugotpril233 (18,2 %) pticah izmed 1281

preiskanih.

Izmed 626 vzatenih prostozivéh ptic, ki pripadajo 66 vrstam iz 10 redov, sme@aoviruse
potrdili v 139 vzorcih (22,2 %). 1zmed teh je buaod Aviadenovirusuvr&enih 45 (7,2 %), v
rod Siadenoviruss2 (8,3 %) in v rodAtadenovirusowv?2 (6,7 %) dokazanih virusov. Vzorce
smo odvzeli 317 pticam dvotise perutnine, ki pripadajo 12 vrstam iz 2 redoveAaVviruse
smo potrdili v 25 vzorcih (7,9 %), od tega je bil8 (4,1 %) aviadenovirusov in 12 (3,8 %)

siadenovirusov. Atadenovirusov v tej skupini ptismo ugotovili.

Pregledali smo tudi 338 vzorcev ljubiteljskih ptrazvr&€enih v 34 vrst in 5 redov. V tej
skupini je bilo 69 vzorcev (20,4 %) pozitivnih. Me@mi je bilo 15 (4,4 %) aviadenovirusov,

48 (14,2 %) siadenovirusov in 6 (1,8 %) ataden®aw

Ugotovili smo, da se pojavljanje adenovirusov tagk med posameznimi redovi ptic. Pri
plojkokljunih je bila pojavnost 5,1 %, pri kurah8%%o, golobih 72,7 %, mwirnikih 10,0 %,
ujedah 39,0 %, pobreznikih 12,5 %, vpijatih 66,7 @&zalcih 18,2 %, pevcih 15,4 % in pri
papigah 14,2 %. V redu sov, ZerjavovcevV in vesloreadenovirusov nismo potrdili. Najve
opisov 0 pojavnosti adenovirusov je pri kokoSidnugih vrstah perutnine, predvsem racah,
zato so rezultati naSe raziskave presenetljivibéhoredovih, pri plojkokljunih in kurah, smo

namre& ugotovili najnizji odstotek ptic pozitivnih na auaviruse.

Adenovirusi, ki smo jih potrdili, so bili uvégni v 87 razknih tipov adenovirusov, med

katerimi 76 tipov Se ni bilo opisanih (Slika 16,)17

Adenoviruse smo dokazali pri 54 vrstah ptic. Po mBrsegljivih podatkih iz literature so bili
do sedaj adenovirusi potrjeni z molekularnimi matodle pri 11 vrstah ptic. V naSi raziskavi

smo kar pri 43 vrstah ptic adenoviruse potrdiliiprv

V intenzivnih rejah perutnine smo se osrediitmma dokazovanje adenovirusov v primerih
suma na adenovirusne okuzbe. Ob dvebnd izbruhih hemoragnega enteritisa pri puranih
smo uspedno dokazali TAdV-3. Prav tako smo uspefi@zali inkluzijski hepatitis pri
pis¢ancih brojlerjin ob dveh lkenih izbruhih. Povzmotelja sta bila raztina tipa iz
skupine FAdV (FAdV-8b in nedeterminiran adenoviskupineFAdV-D).
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Vse viruse iz roduAviadenovirussmo preiskali tudi z za&tnim parom nukleotidov
HexonA/HexonB, ki pomnozujeta variabilno regijo Beka. Pridobili smo 6 nukleotidnih
zaporedij, primernih za filogenetsko analizo. Ugdtosmo, da je omenjeni par &etnih

oligonukleotidov primeren za pomnoZevanje in n&tajse doloéanje tipa FAdV, je pa njuna
uporaba zelo omejena pri virusih izven te skupifeeh virusov FAdV, ki smo jih odkrili pri
kokosih, nismo uspeli umestiti med 12 poznanih\ip@dV. Verjetno bi morali raziskave

razsiriti in uporabiti Se druge parecetnih oligonukleotidov.

V literaturi je pogosto omenjena hipoteza o skuprexolucijskem razvoju adenovirusov z
njihovimi gostitelji. V nasSi raziskavi smo ugotayilda veliko kladov sestavljajo sevi
adenovirusov, ki smo jih odkrili pri isti vrsti o, ali pri pticah, ki so uvégne v isto druzino.
Predvsem veljajo te ugotovitve za predstavnike durAviadenovirusin SiadenovirusPrav
tako smo viruse iz obeh rodov ugotovili vcua pregledanih ptijin redov. Ti podatki

potrjujejo domnevo o skupnem evolucijskem razvajusa in gostitelja.

V rodu Atadenovirussmo ugotovili adenoviruse le v 4 od 13 pregledaadov ptic. To kaze,
da so se verjetno ugotovljeni atadenovirusi pojavilecini redov ptic Sele nedavno in izhaja
njihov izvorni gostitelj iz drugega razreda vretanev, predvidoma so to luskarji. Nagye
Stevilo pozitivnih vzorcev na prisotnost atadenos@v smo ugotovili pri pticah pevkah.
Sklepamo, da se je preskok virusa pri pevkah dégpeli dlje v preteklosti, Se pred

evolucijskim razcepom na posamezne druzine in redov

Ugotovili smo tudi, da so se in se verjetno Se wedngajajo preskoki adenovirusov med
posameznimi vrstami ptic. Rezultati naSih raziskazejo na verjetne preskoke pri vrstah

ptic, ki si delijo skupen habitat ali so v odnoserjlec — plen.

V raziskavi smo potrdili hipotezo, da je lahko emata ptic okuzena z verazlicnimi tipi
adenovirusov. Ugotovili smo tudi, da je lahko emsta ptic okuZzena z adenovirusi iz dveh ali
celo vseh treh rodov. Vse tri rodove adenovirusaow otrdili pri kmeki lastovki, kosu,

srpiéni trstnici, rumenem vrtnikwgrnoglavki, poljskem vrabcu in nimfi.

Dvori&na perutnina in prostozive ptice so lahko pomemben rezervoar tah patogenih
agensov ali njihovi prenasalci v intenzivne rejeypeine. V nasi raziskavi smo potrdili virus

DAdV-1  (povzraitel] sindroma padca nesnosti) pri  mlakarici in ugr
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TAdV-3 (povzraitel] hemoragtnega enteritisa puranov) pri kokoSi in pavu iz ekgivne,
dvori&ne reje. Po nam znanih podatkih gre za prvo negoerenolekularno potrditev obeh
adenovirusov pri pticah ali perutnini, ki ne izyoaiz intenzivnih rej. V rejah dvorée
perutnine smo tudi dokazali ¥¢ipov FAdV, ki v intenzivni reji kokoSi povzt@jo razltna
obolenja, predvsem inkluzijski hepatitis. Izsledaziskave potrjujejo, da so lahko r&nie
vrste prostozivé&h ptic in dvori€ne perutnine pomemben rezervoar gaeh adenovirusnih
okuzb in lahko pomenijo dejansko in neprestano mes za vnos virulentnih adenovirusov

Vv intenzivno rejo perutnine.
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7 SUMMARY

Family Adenoviridaeis currently divided into five accepted genefdastadenovirus
Aviadenovirus Atadenovirus Siadenovirus and Ichtadenovirus It is believed that
adenoviruses are ancient viruses that have lagegpeciated with their hosts in the course

of evolution. Adenoviruses are proved to existuarg major class of vertebrates.

Adenoviruses from generaviadenovirus Siadenovirusand Atadenovirushave been already
confirmed in birds. Most adenoviruses are consitlénebe non-pathogenic for bird hosts, but
some of them are well-known to cause various desgasspecially in intensive poultry
industry. Diseases caused by adenoviruses thamast often diagnosed in poultry are
inclusion body hepatitis, hydropericardium syndromiezard erosions, egg drop syndrome,
hemorrhagic enteritis, marble spleen disease andugrespiratory diseases. These diseases
are well described in literature, however there ey few data about the prevalence of

adenoviruses in other bird species.

In our study, the prevalence and epidemiology afnadiruses in birds in Slovenia were
studied. Samples from various free-living birdsgge®irds and poultry were taken. With the
exception of dead animals from intensive poultmyrfg and shot mallards, live animals were
sampled. Cloacal swabs were taken with a sterilgbswn cases where we concluded that
sampling of cloacal swabs would result in excesstress or enhanced possibilities for
injuries, fresh feces were sampled. Birds captured/lon nets were clinically examined. The
ornithologist fixed the ring, determined the segedes and age and measured the body
weight and the length of the wings. Moreover, sasftom free-living birds that were found
debilitated or injured were taken at Clinic fordsy reptiles and small mammals of Veterinary
Faculty and at Shelter for free-living animals. Aduhally, various backyard poultry species
in various regions of Slovenia were sampled. Clbaseabs were taken from hens, turkeys,
ocellated turkeys, guinea fowls, peacocks, pheasdapanese quailShinese painted quails,
ducks, mandarine ducks, muscovy ducks and geesac&llswabs of cagerds were taken at
Clinic for birds, reptiles and small mammals andats. Twenty-five pheasants from each of
the four major pheasantries in Slovenia were atdsopded. The falcons sampled belong to a
single farm but live in two different locations. IAsamples were collected into sterile

collection tubes and stored at 92D until testing. Adenoviruses were detected usimg t
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consensus nested PCR. This molecular method repsefee method of choice for proving
the presence of adenoviruses especially in fraegdiv birds. Outer primers
polRouter/polFouter and inner primers polRinnefpaher were used. Applying this method
by the protocol described by Wellehan et al. (3¥)324 bp long product of the DNA
polymerase gene. For a more detailed classificaifquoultry aviadenoviruses samples were
reexamined by PCR using HexonA/HexonB primers targea 897 bp fragment of the
variable hexon gene (179). The obtained nucleaikpredicted amino acid sequences were
further analyzed by the Lasergene software (DNASTABA). Nucleotide sequences were
assembled and edited by the Segman software. Nigdesequences of partial adenovirus
polymerase genes were converted to amino acidsebgxPASy translate tool (SIB, CH). For
multiple sequence alignment the MultAlin programswised (234). The BioEdit package was
employed to make homology search on our own databastaining both priorly published

and our new sequences.

Phylogenetic calculations were carried out usirgplograms of the PHYLIP package. The
sequence similarity was computed using the distamaieix analysis program, which is very
informative because it gives not only the clustgrbut also the extent of similarity of the

studied genes, which is proportional to the brdeaolyth.

In the DNADIST programme, Kimura’'s two parametepletion model (236) was used. In
the PROTDIST programme, the category model based wgaplied. In the FITCH
programme, the Fitch-Margoliash method with glotedrrangements for phylogenetic tree

reconstruction was used.

Bootstrapping (SEQBOOT, DNADIST, FITCH, CONSENSEasvapplied to hexon gene
analysis to see the probability of the calculatgzbtogy

For the visualization of the results of the polyassr gene calculations the TREEVIEW
programme (239) was used and Mega 5 was used dovishialization of the results of the
hexon gene calculations (240). The final formattimig phylogenetic trees was done in
Microsoft Office Powerpoint 2003.

In total, 1281 samples were examined, among thef (28.2%) were positive for the

presence of adenoviruses.
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Of 626 samples of free-living birds belonging to §@ecies and 10 orders, 139 (22.2%)
samples were positive for adenoviruses: 45 (7.2%Yyewaviadenoviruses, 52 (8.3%)

siadenoviruses and 42 (6.7%) atadenoviruses.

Of 317 samples of backyard flock birds belonging 2ospecies and 2 orders, 25 (7.9%) were
positive for adenoviruses: 13 (4.1%) were aviadenses and 12 (3.8%) siadenoviruses; no

atadenoviruses were confirmed in this group ofsird

Finally, 338 samples of cage birds belonging tospécies and 5 orders were examined.
Adenoviruses were found in 69 (20.4%) samples: 48%) were aviadenoviruses, 48

(14.2%) siadenoviruses and 6 (2.1%) atadenoviruses.

The prevalence of adenoviruses confirmed in ouyst@aried among various orders of birds.
The prevalence was 5.1% in Anseriformes, 9.8% itlifGanes, 72.7% in Columbiformes,
10.0% in Ciconiiformes, 39.0% in Falconiformes, 5P2. in Charadriiformes, 66.7% in
Coraciiformes, 18.2% in Piciformes, 15.4% in Pagsenes and 14.2% in Psittaciformes.
Adenoviruses were not not found in the limited nembf samples from orders Strigiformes,

Gruiformes and Pelecaniformes.

Some of the results in our study are quite sumgisince in the literature, most data about the
prevalence of adenoviruses in birds come from warioeports on chickens and other

domestic poultry, especially ducks. In our studgens Galliformes and Anseriformes had the
lowest percentage of positive samples found.

The 233 adenoviruses detected in our study clubtereé37 different types. Seventy-six of
them were detected for the first time.

Adenoviruses in our study were detected in 54 Isipécies. For 43 species, our study
provides the first confirmation of their presengenolecular methods.

In the samples from intensive poultry production f@eused on confirming the presence of
adenoviruses in the cases where infection was stesheAt two different outbreaks of turkey

hemorrhagic enteritis, TAdV-3 was successfully acoméd. There were also two cases of
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confirmed inclusion body hepatitis in a broiler dten integration. The causative agents were
two different FAdV types (FAdV-8b and undetermirtgde from specieBAdV-D).

All aviadenoviruses found by nested PCR targetimg adenoviral DNA polymerase gene
were also examined by PCR applying primers HexomX4thB that amplify the variable
region of hexon in FAdVs. Six hexon sequences qir@griate quality for phylogenetic
analysis were obtained. We concluded that primezgoHA/HexonB are very useful for
accurate analysis of FAdV types, but have a venytéid value for aviadenoviruses that are
not FAdV. Interestingly, some of the FAdV types fioned in our study could not be
identified as any of the 12 known FAdV types. Phipaur study should be expanded and

several different primers should be used.

The identity of adenoviruses occurring in Slovemag not been studied to date. In order to get
an insight in the prevalence of adenoviruses idsband their phylogenetic relationships, part
of of the DNA polymerase gene was amplified, theleotide sequence determined and the
predicted amino acid sequences used in phylogersdiculations. A more detailed
characterization of the found fowl adenoviruses aesieved by amplifying and sequencing

also part of the hexon gene.

The hypothesis of coevolution of adenoviruses dralr thosts is well represented in the
literature. In our study, many clades consistedd®novirus strains that were confirmed in a
single bird species or in different bird speciesnfrthe same family. This observation
particularily holds for generaviadenovirusand Siadenovirus Adenoviruses from both
aforementioned genera were confirmed in almost yeweder of birds sampled, which

confirms the hypothesis of coevolution of aden®esi and their hosts.

Atadenoviruses were found only in four bird ordeus of thirteen examined. It is very likely
that atadenoviruses have some other primary hostst likely reptiles from order Squamata.
Their presence in different bird species is propablesult of several recent inter-class host
switches. Most atadenoviruses were found in varigpescies of passeriformes birds. We
hypothesize that the host switch to passeriformag had occurred before the evolutionary

split of birds to different families and genera.
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It can also be concluded that interspecies hodiclses did occur in the past and that they
probably still occur. Most likely, they are a rdsaof different ways of horizontal spreading
through water or in animals that are in prey—predeglationship.The results also confirmed
our hypothesis that a single bird species can hatifierent adenoviruses from two or even
all three adenovirus genera. Adenoviruses fromttakte genera were confirmed in barn
swallows, blackbirds, reed warblers, icterine wark| blackcaps, Eurasian tree sparrows and

in cockatiels.

Backyard poultry and free-living birds can be anpartant reservoir of many different
pathological agents or a connecting link in thengraission between them and intensively
reared poultry. DAdV-1 in mallards and TAdV-3 inrdestic hen and peacock have been
confirmed. To the best of our knowledge, thesetlagefirst molecular confirmations of both
adenoviruses outside the intensively reared paultryour study various FAdV types that
cause various diseases in intensively reared go@specially inclusion body hepatitis, have
been confirmed in backyard flocks. The results wf study indicate that various species of
free-living birds and backyard poultry can be apamant reservoir of adenovirus pathogens
and may mean an actual and constant danger famdhsetrial poultry rearing.
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PRILOGE

HAdV-2
MAdV-1

— siva pevka
L vrabec

domacdi golob

Legenda:

0.1

Filogram aminokislinskih

Ichtadenovirus
Atadenovirus
Siadenovirus
Mastadenovirus
Aviadenovirus

kos
|: rumeni vrtnik, srpi¢na trstnica

tascica (5), s. pevka, v. drozg, srpicna trstnica, ru. vrtnik
rjava penica
—Wdrevesna cipa
siva pevka
kmecka lastovka
¢rnoglavka, trstni strnad

kmecka lastovka (2)
liscek, zelenec

kos
vodomec (2)

vijeglavka (3)

sokol
navadna postovka (2)
sokol
sokol (11)

labod grbec (2)
mlakarica
mlakarica (2), bela storklja
GoAdV-1
labod grbec
| nimfa, siva papiga
L Meyer’s parrot AdV
kanja
FAdV-1
fazan
rumeni vrtnik
japonska prepelica
mlakarica
kokos ekstenziva
FAdV-4
kokos ekstenziva
TAdV-1
FAdV-5
kokos ekstenziva
fazan (2)
fazan (2)
FAdV-9
brojler intenziva
kokos ekstenziva
brojler intenziva
brojler intenziva
FAdV-8a

zaporedij odseka za polimeazo iz roda Aviadenovirus. Nekoreninjeno

filogenetsko drevo, WSAdV-1 je izbrana zunanja skap Filogenetski izr&uni so bili opravljeni s paketom
PHYLIP. Uporabili smo metodo ProtDist z evolucijskivzorcem kategorij. Dolzine vej so sorazmerje z
genetskimi razdaljami. Za rekonstrukcijo filogehketga drevesa smo uporabili metodo Fitch-Margoliash
globalno prerazporeditvijo v programu Fitch. Filogésko drevo smo prikazali s programom TreeViewrilde
prikazuje razmerje med Stevilom substitucij in dwdZ vej. Zeleno oznmene so lastne sekvence, Stevilo v
oklepaju je Stevilo identhih sekvenc pri imenovani vrsti ptice.
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WSAdV-1
SnAdV-1
ChAdV-1
DAdV-1
BAdV-1
HAdV-2
MAdV-1
Meyer’s parrot AdV
GoAdV-1
— ——— TAdV-1
FAdV-1
FAdV-4

FAdV-5
FAdV-8a
FAdV-9

— STAdV-1
L Fradv-1

liscek
domacdi golob (7)
- rumenonogi galeb

PsAdV-2

razliéne vrste papig (26)

navadna postovka, drevesna cipa
E sokol (8)
sokol (2)

rumeni vrtnik, poljski vrabec, dolgorepka
sokol

kos
RAdV-1

zebrica (2)
plavéek
GTAdV-1
skobcevka (6), nimfa (2), amazonka
labod grbec

japonska prepelica, sokol

japonska prepelica

kokos ekstenziva
pav

TAdV-3, puran (8)

velika sinica
navadna postovka (2), kmecka lastovka
¢rnoglavka
—Rérnoglavka (12)
vrtna penica (5), €rnoglavka, srpi¢na trstnica, cikovt
kmecka lastovka

¢rnoglavka

vrana Legenda:
rakar (2)

srpi¢na trstnica — lChfadeno.Virus
srpiéna trstnica (4) A_tad"-’"o"."’ us
—— Siadenovirus

Mastadenovirus

—— Aviadenovirus

Filogram aminokislinskih zaporedij odseka za polimeazo iz roda Siadenovirus. Nekoreninjeno filogenetsko
drevo, WSAdV-1 je izbrana zunanja skupina. Filodgekieizratuni so bili opravijeni s paketom PHYLIP.
Uporabili smo metodo ProtDist z evolucijskim vzarceategorij. DolZzine vej so sorazmerje z genetskimi
razdaljami. Za rekonstrukcijo filogenetskega drevesno uporabili metodo Fitch-Margoliash z globalno
prerazporeditvijo v programu Fitch. Filogenetskewdr smo prikazali s programom TreeView. Merilo pdlsje
razmerje med Stevilom substitucij in dolZino veglého ozn&ne so lastne sekvence, Stevilo v oklepaju je
Stevilo identtnih sekvenc pri imenovani vrsti ptice.
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WSAdV-1
— STAdv-1
L Fradvl
PsAdV-2
r RAdV-1
GTAdV-1
HAdV-2
MAdV-1
Meyer’s parrot AdV
GoAdV-1
TAdV- 1
FAdV-1
] FAdV-4
FAdV- 5
FAdV-8a
_E FAdV-9
nimfa, kakadu
aleksander
BAdV-4
SnAdV-1
ChAdV-1
kos (2)
rumeni vrtnik
mlakarica
DAdV-1
¢rnoglavka, trstni strnad
srpicna trstnica, mocvirska trstnica
kmecka lastovka, poljski vrabec, vijeglavka
tascica (2)
dolgorepka
tascica (6)
poljski vrabec (2)
kanarcek (2)
kanarcek, vrtna penica
srpicna trstnica (3)
Legenda: siva pevka (4)
— Ichtadenovirus Stinkavec
Atadenovirus Scinkavec, grmovscica
— Siadenovirus vrtna penica
Mastadenovirus .
—— Aviadenovirus vrtna penica (3)

vrtna penica (4)

—_— vrtna penica

Filogram aminokislinskih zaporedij odseka za polimeazo iz roda Atadenovirus. Nekoreninjeno filogenetsko
drevo, WSAdV-1 je izbrana zunanja skupina. Filogskieizratuni so bili opravljeni s paketom PHYLIP.
Uporabili smo metodo ProtDist z evolucijskim vzarceategorij. Dolzine vej so sorazmerje z genetskimi
razdaljami. Za rekonstrukcijo filogenetskega drevesno uporabili metodo Fitch-Margoliash z globalno
prerazporeditvijo v programu Fitch. Filogenetskewdr smo prikazali s programom TreeView. Merilo pakje
razmerje med Stevilom substitucij in dolzino veglého ozn&ne so lastne sekvence, Stevilo v oklepaju je
Stevilo identénih sekvenc pri imenovani vrsti ptice.
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