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BEVEZETES

A fert6z6 betegségek korlatozhatjdk a vadonélé fajok
populacioméretét és elterjedését. A betegség diagnosztizalasi
technologidk gyors fejlédésével, az elmult évtizedekben egyre
nagyobb érdeklddés mutatkozik a vadonél$ allatokban eléfordulo
fert6z0 betegségek €s azok hatdsainak megismerése és megértése
irant. A viralis betegségek kimutatasa fontos tényez6 a védett és ritka
fajok megbrzésében, azonban szamos ragadozoemlds-faj vizsgalata
technikailag és természetvédelmi-etikai okok miatt nehezebb, mint a
haziallatok esetében. A passziv monitoring programokra épiilé post-
mortem (részletes boncolasra alapozott) vizsgalatok hatékony eszkozt
jelentenek a kiilonb6z6 mintak gyljtésére, az Okoszisztéma
egészségével kapcsolatos tényezOok elemzése és megértése céljabol. A
szovetminta-gylijteményekre alapozhatdé retrospektiv vizsgalatok
eredményei 0j adatokkal szolgalhatnak a ritka és védett fajokra
vonatkozoan, beleértve bizonyos fert6z6 betegségek el6fordulasat és
genetikai jellemzdit.

A Canine Morbillivirus (canine distemper virus, CDV) a
szopornyicat okozo virus, egy negativ egyszalu RNS-virus, amely a
Paramyxoviridae csaladba, azon beliil a Morbillivirus nemzetségébe
tartozik. A Hemagglutinin gén alapu genetikai csoportositas alapjan
szamos torzse ismert, amelyek kiilonbozé gazdaszervezetek ¢és
foldrajzi teriiletek szerint osztalyozhatok. A CDV vilagszerte elterjedt
virusfert6zés, amely a vadon €16 és haziallat populaciokat egyarant
érinti. Gyakori a fajok kozotti atvitel, ami a ritka és veszélyeztetett

fajok esetében természetvédelmi problémakhoz vezethet. Elsdsorban
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testnedvekkel, példaul nyallal, léguti cseppekkel, vizelettel és
uriilékkel terjed. A virusfertdzést kdvetden az érintett populaciokban
magas halalozasi arany jellemzd, ami a kutyaknal akar 60-80%-0s is

lehet, vadon é16 menyétféléknél megkozeliti a 100%-ot.

CELKITUZESEK

Munkéank soran célunk volt a Magyarorszagon jelenleg és a
multban megtaldlhatd szopornyica torzsek és az érintett fajok
feltérképezése. Célul tlztik ki, hogy feltarjuk a szopornyicaval
kapcsolatos vizsgalatok tudas- és technologiai hianyossagait. Célunk
egy hatékony és sokoldalu, széles korben, a korabbinal hatékonyabban
alkalmazhaté genom szekvenalé moédszer kidolgozasa, majd annak
gyakorlati alkalmazasa volt tobb fajbol, kiilonb6zé orszagokban és

idépontokban gyiijtott vizsgalati mintakon.
1. Technolodgiai hidnyossagok azonositdisa a CDV kutatasban —
Klinikai esettanulmany hazikutya esetében

2. Uj genom szekvenaldo modszer kidolgozasa és alkalmazasa a
jarvanyok vizsgalataban — CDV voros rokakban (Vulpes vulpes)

3. CDV retrospektiv kimutatas és genom szekvenalas kozonséges
vidraban (Lutra lutra)

4. Genom szekvenalas terrestris menyétfélék (Mustelidae) korében

5. A multban el6forduld jarvanyok megértése — Vords rokdk és
hazikutyak esetében, Olaszorszagban gylijtott mintakon

6. Mobil laboratdrium tesztelés, genom szekvenalas ,,snapshot study”
— CDV bangladesi kobor kutyakban
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ANYAG ES MODSZER

1. Klinikai esettanulmany
Egy magyarorszagi menhelyi kutya fertézésének lefolyasat kovettiik
nyomon. A kutya 2019 februarjatol 2020 juniusaig, vagyis 17 honapig

szokatlanul hosszt ideig iiritette a Szopornyica virust.

2. Vorés rokdk jarvany vizsgalata

2021 tavaszatdl Oszig, Magyarorszagon legalabb 50 vords roka
pusztult el szopornyica fert6zés kovetkeztében. Az oralis, nazalis és
rektalis tamponmintakat Real-Time RT-PCR-rel vizsgaltuk (n=24)
példany esetében a Canine Distemper Virus kimutatisa és genom

szekvenald modszer tesztelése céljabol.

3. Vidra mintak retrospektiv vizsgalata
Retrospektiv modon 2000 és 2021 kozott gylijtott vidra tiid6szovet
mintadkat (n=339) vizsgaltunk szopornyica kimutatisa és genom

szekvenalas céljabol. A mintak Magyarorszag teljes teriiletét lefedték.

4. Terresztris menyeétfélék vizsgalata

1997 és 2022 kozott Magyarorszagon gyljtott, foként kozuton
elgazolt menyétfélék (6 faj) 170 egyedének a Iép- ¢és
tidészovetmintait vizsgaltuk. Ezek a kovetkezék voltak: 64
molnargorény (Mustela eversmanii), 36 kozonséges gorény (Mustela
putorius), 36 nyest (Martes foina), 18 nyuszt (Martes martes), 10

menyét (Mustela nivalis) és 6 hermelin (Mustela erminea).



5. Szopornyica vizsgdlata voros roka és kutya mintakban, Olaszorszdg
Olaszorszagban 2005 és 2019 kozott gytjtottek kutyaktol (n=19) és
vords rokaktol (n=3) nyal és iriilék mintakat. A mintak tarolasa és
feldolgozasa a Bari Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Tanszékén

tortént Olaszorszagban, egyiittmiikodésben.

6. Mintagyuijtés kobor kutyaktol Bangladesben

2023-ban  Banglades két nagyvarosaban, Rajshahiban és
Chattogramban gytijtéttiink kobor kutyaktol nyal mintakat (n= 135 és
122, a két varos sorrendjében) helyi allatorvostanhallgatok és

allatment6k bevonasaval.

A minték vizsgalatara valos idejit RT-PCR modszert alkalmaztunk. A
teljes virusgenomot egy ujonnan fejlesztett, pan-genotype CDV-
specifikus amplikon alapu szekvenalasi moddszerrel szekvenaltuk,
Oxford Nanopore szekvenalasi technologia sehitségével. Minden
esetben filogenetikai elemzést végeztiink. A terresztris menyétfélék

esetében rekombinacio analizist végeztiink.



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. Klinikai esettanulmany

Az els6 vizsgalatban egy magyarorszagi menhelyi kutya
fertézésének lefolyasat kovettiikk nyomon. A kutya 17 honapig iiritette
a virust 2019 februartdl 2020 novemberéig. A filogenetikai analizis
alapjan az esettanulmanyban feltart CDV torzs a Arctic-like torzsbe
tartozott a Hemagglutinin gén alapjan.

A munka {6 kovetkeztetéseként azonositottuk a megfeleld
szekvenalasi modszer hianyat a CDV hatékony vizsgalatdhoz. A
széles korben alkalmazott Hemagglutinin gén alapu elemzés nem
elegendd a genomszintii evolicidés mintak, specifikus mutaciok vagy
rekombinacids események feltarasahoz. Ezért kifejlesztettiink egy
amplikon alapu NGS szekvenalasi modszert az dsszes ismert CDV

torzs teljeskori vizsgalatahoz.

2. Vorés rokdk jarvany vizsgalata

2021-ben a tavaszi idészakbol 6/5 kolyok és 1/1 kifejlett
roka, a nyari id6szakbol 5/3 kolyok, 10/10 fiatal és 2/2 kifejlett roka
mintaban igazoltuk a CDV jelenlétét. A vizsgalt 24 roka koziil
Osszesen 21 volt pozitiv a virusra. Végiil 19 teljes CDV genomot
szekvenaltunk rokakbol az altalunk fejlesztett amplikon alapu
szekvenalasi modszerrel, amely magas szekvenalasi lefedettséget
eredményezett. A szekvenalasi protokoll fejlesztése a jelen dolgozat
f6 eredménye. Az Gsszes jelenleg ismert torzs filogenetikai analizise
alapjan a rokakat érinté CDV torzs a Europe torzsbe tartozott, amely

Europaban széleskorben elterjedt



Emberi jarvanyok (példaul a kozelmultbeli COVID-19
vilagjarvany) esetében igen gyakori a gyors, érzékeny €s specifikus
NGS-alapu genomikai epidemiologiai eszkozok kifejlesztése és
hasznalata, kiilonésen az amplikon-szekvenalason alapuld
megkozelitések alkalmazasa. Ezt a tendenciat kovetve az
allatbetegségek megfigyelésében is egyre elterjedtebb a hasonld
moddszerek alkalmazasa. Jelenlegi ismereteink alapjan ez az elsd

NGS-alapt amplikon szekvendlasi modszer szopornyica esetében.

3. Vidra mintak retrospektiv vizsgalata

A vizsgalt vidra mintdk Magyarorszdg mind a tizenkilenc
megyébdl szarmaztak. Osszesen (n=2/339) mintaban azonositottuk a
szopornyica RNS-ét. Mindketté Nyugat-Magyarorszagrol szarmazott.
Az egyiket 2006-ban, a masikat 2010-ben gytijtotték. Az els6 fert6zott
allat egy fiatal (4-5 honapos) rossz kondiciéban 1év6 him volt, ami a
Kis-Balaton teriiletérél szarmazott. A masodik egy jo kondicioban
1év6, kifejlett him volt, amit a Réaba folyd kozelében talaltak
elpusztulva. A vidrakbol szarmazé mindkét virusszekvencia a
Hemagglutinin gén és a teljes genom filogenetikai analizis alapjan a
Europe térzsbe tartozott. Ezek az els6 CDV teljes genom és
Hemagglutinin gén szekvenciak vidrabol, gazdagitva a rendelkezésre
allo CDV genomok sokféleségét.

Bar a vidra okologiai szempontbdl a vizi éldhelyek jol
tanulmanyozott ,kulcsfaja”, mikrobiologiai szempontbdl mégis
alulkutatott. A CDV kimutatasa vidrakban Magyarorszagon értékes

betekintést nyujt a fajt érint6 betegségek megismeréséhez.



4. Terresztris menyétfélék vizsgalata

A szopornyica RNS-t a 6 vizsgalt fajbol 3-ban mutattak ki:
molnargorény (n=64/2), kozonséges gorény (n=36/1) és nyest
(n=36/2) esetében, mig nyuszt (n=18), menyét (n=10) és hermelin
(n=6) mintdk esetében nem azonositottuk a betegséget. A teljes
genomok filogenetikai analizise alapjan ezek a szekvencidk
mindegyike a Europe torzsbe tartozott. A SimPlot analizis
megerdsitette a Hemagglutinin gén rekombinacidjat. Emellett tobb
tovabbi rekombinacids pontot is megerdsitett a genomban.

A munka aladtamasztja a szopornyica endemikus jelenlétét a
hazai menyétfélék korében. A munka soran szekvenalasra keriilt az
elsé két teljes CDV genom molnargoérénybdl, azonositva egy 0j
virusgazdat. A rekombinans virus jelenlétének feltarasaval

bizonyitottuk a teljes genom adatok fontossagat. Ez a megkdzelités
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Hemagglutinin géntdl eltéré kodolod régiok szerepét. Bizonyitottuk,
hogy az uton elpusztult tetemek értékes lehetdséget biztositanak a

szopornyica vizsgalatara a vadon ¢€I6 fajokban.

5. Szopornyica vizsgdlata vérés roka és kutya mintakban, Olaszorszag

A moddszer magyar CDV torzseken valo sikeres alkalmazasat
kovetden a vizsgalatot térben ¢és idGben is Kkiterjesztettiik.
Olaszorszagban, hosszabb idStartamban gytijtott kutyak és vords

rokak pozitiv mintait szekvendltuk. A szekvenalast kovetben a



filogenetikai analizis alapjan a kutyak esetében 4 szekvencia tartozott
a Europe, 14 szekvencia pedig Arctic-like torzsbe. A 3 voros rokabol
szarmaz6 szekvenciadk mind a Europe torzsbe tartoztak. A munka {6
ujdonsaga, hogy Dbetekintést kaptunk a CDV  genomikai

Mindazonaltal kutatdsunk hangstlyozta a CDV evolicio
genom szintll monitorozdsadnak fontossagat, amely els6 lépésként
szolgalhat a genomi evolucidé megértéséhez. A retrospektiv vizsgalati
modszerek értékes lehetéséget kinalnak a jelenlegi jarvanyok gyors
értékelésére, valamint arra, hogy kovetkeztessenek a jovObeni
terjedési mintakra és a potencialis gazdafajokra. Ezek a modszerek
segitenek a virus megértésében, és dontd szerepet jatszanak a jovobeli

jarvanyokra valo felkésziilésben.

6. Mintagyuijtés kobor kutyaktol Bangladesben

Annak érdekében, hogy demonstraljuk a mobilizalhatd
genom szekvenalds megvalosithatosagat az allatok  fert6z6
betegségeinek megértésében, rovidtava vizsgalatban teszteltiik
Bangladesben, kobor kutyakon. Osszességében a vizsgalt allatok
3,9%-a (10/257) volt pozitiv CDV-re RT-PCR-rel. CDV RNS-t csak
a Rajshahi varosaban gyijtott mintdkban mutattunk ki, ahol a
nyalmintak 7,4%-a (10/135) volt pozitiv. A genomszekvenalas soran
4 teljes szekvenciat sikertiilt eldallitanunk. Az eredmények alapjan a
kimutatott virus az India-1/Asia-5 térzsbe tartozott.

A Bangladesbdl szarmazd CDV torzsekre vonatkozdéan nem

allt rendelkezésre informacio, ezért mobilizalt PCR diagnosztikai és
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szekvenalasi laboratoriumi kapacitasunk segitségével gyors felmérést
végziink utcai kutyak korében. Bemutattuk a szekvenalasi
modszeriink gyors ¢és hatékony alkalmazhatosagat, annak érdekében,
alacsony erdforrast foldrajzi régioban. Tudomasunk szerint ezek az
els6 CDV szekvencia adatok Bangladesb6l. A kutatast helyi
szakértokkel egylittmiikddve végeztiik, a tudasmegosztasra és a kobor

kutyak CDV diagnosztikajanak javitasara dsszpontositva.

OSSZEFOGLALAS

Az eredmények elsésorban arra hivjak fel a figyelmet, hogy
a CDV Magyarorszagon az elmult két évtizedben jelen volt a kutya-
¢és a vadonélé ragadozd populacidkban, tovabba, hogy ezeknek a
jelenlévo torzseknek a megismeréséhez az 0j genomikai adatok és a
teljes genom szekvenalasi mddszer alkalmasnak bizonyul. A CDV
hatdsa a vadonélé ragadozdpopulacidkra jelenleg nem ismert.
Mindazonaltal figyelemre méltd, hogy a vizsgalatunkban szerepld
fert6zott allatok az orszag kiilonb6z6 régidibal és kiilonbdzd évekbol
szarmaztak, ami arra utal, hogy ezek a tdrzsek Magyarorszagon
endemikusnak tekintheték. A munkank soran sikeriilt olaszorszagi
mintakbol teljes genomokat szekvenalni, ami lehetdséget ad a korabbi
jarvanyok felderitésére ¢és megértésére. A tovabbi vizsgalatok
szempontjabol fontos, hogy egy foldrajzilag tavol allo teriileten,
Bangladesben egy, az Eurdpaban talalhaté torzsekt6l filogenetikailag
jol elkiilontlé és tavol esd Uj szopornyica tdrzsdn is sikeresen

teszteltiik az altalunk fejlesztett modszert.
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Osszefoglalva, felmértiik a CDV-kutatas és -diagnosztika
technologiai és tudasbeli hianyossagait, alternativ és modern
megoldast kinaltunk a virus genomikai vizsgalatanak eldémozditasara.
Moddszeriink tobb 0Osszeallitasban torténd bemutatasat kovetden
jelentds mennyiségii elérhetd CDV genom szekvenciat biztositottunk,
mintegy 53 teljes genom adat keletkezett ¢s két tjabb

gazdaszervezetet sikeriilt azonositani a munka soran.
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