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1. Bevezetés

1.1. A témavalasztas indoklasa

A palyamunkdm cimében szerepld kerecsensolyom (Falco cherrug) egyike Magyarorszag
legnagyobb természetvédelmi értékeinek (1. kép). Mi sem bizonyitja ezt jobban, mint pénzben
kifejezett természetvédelmi értéke (1 millié forint), mely a legmagasabb kategoridba esik.
Réadéasul a hazai természetvédelemre kiilondsen fontos feladatként héarul ezen eurazsiai

elterjedésii faj védelme, hiszen aredjanak legnyugatibb teriileteit a Karpat-medencében éri el.

1. kép: Kerecsensolyom (Falco cherrug) fiatal példanya

A kerecsensolyom europai allomanyai csokkend trendet mutatnak, egyediill hazankban
hangzo adat - az elébb emlitettek oka ugyanis a magyarorszagi fajvédelmi intézkedések
sikeressége -, hatra d6lni mégsem szabad. A fajt veszélyeztetd tényezdk koziil kiemelenddek az
antropogén hatasok (fészkelo- és taplalkozohelyek elpusztitdsa, vagy feldarabolasa, dramiités,
mérgezés, gazolas, solymaszat). Ez aggodalomra adhat okot, hiszen szamos szerzd utal arra,
hogy azok a populaciok, melyek az élohelyek degradacidja, vagy fragmentacidja miatt

szenvednek, nagyobb parazitanyomésnak vannak kitéve, ezaltal pedig modosulhat az adott



gazda-parazita rendszer egyensulya (Alrefaei et al. 2022). Rdadasul e ragadozot potencialisan
fenyegetd faktorok jo része ismeretlen a megjelolt egyedek kézrekeriilési adatai alapjan (1.

abra).
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1. abra. Jelolt kerecsensélymok kézrekeriiléseinek koriilményei (forras:

https://mme.hu/magyarorszagmadarai/madaradatbazis-falche utolso elérés: 2025.01.11.)

Egy hosszutava, sikeres védelmi terv megvalositasanak elsd 1épése a veszélyeztetd tényezok
minél pontosabb ismerete ¢€s felmérése. Szamos ismertebb fertdz6 agens mellett (pl.
madarinfluenza, stb.), potencialis veszélyforrasok lehetnek olyan kérokozok is, mint példaul a
madar malaridt okozo eukariota egysejtliek, a Plasmodium-, a Haemoproteus- és a
Leucocytozoon fajok. Az emlitett parazitak terjesztését izeltlabu vektorok végzik, a patogének

pedig gazdaszervezetiik vérsejtjeit megszallva teljesitik életmenetiiket.

E korokozok kedvezdbtleniil képesek befolyasolni gazdaszervezeteik fitneszét és ttlélését, végso
soron atirhatjadk azok foldrajzi elterjedését (Ashgor et al. 2011). A betegség kovetkeztében
gyengeség ¢és anémia (vérszegénység) alakulhat ki, amely sulyos esetben halalos kimenetelil is
lehet. Egy olyan fajnal, mint a kerecsensolyom, amely évente egyszer kolt és nagyjabol 3-5

fiokat nevel (Haraszthy, 2019), kiilondsen fontos ezt szem el6tt tartani.

A felsoroltak alapjan nyilvanvalo6 természetvédelmi érdek, hogy az emlitett parazitak esetleges
jelenlétét, kumulativ hatasat diagnosztikai eljarasokkal minél pontosabban, megbizhatobban ¢€s

lehetdleg minél gyorsabban legyiink képesek vizsgalni. Ennek elérése érdekében fontos lehet


https://mme.hu/magyarorszagmadarai/madaradatbazis-falche

kiilonbozo 1y tipust PCR-moédszerek és protokollok tesztelése, 0sszehasonlitasa (Bell et al.

2015) és rendszerbe allitasa.

Megjegyzendd tovabba, hogy az ilyen jellegli kutatdsokkal betekintést nyujthatunk példaul a
jelentdsége is lehet, hiszen az emberi malariat is Plasmodium-fajok okozzak, melyek kozeli

rokonai a nemzetség madarakban ¢l0skodo tagjainak.

1.2. Vérparazitak és jelentéségiik

Az ¢él6skodo életmodu éldlények sajatsdga, hogy gazdaszervezeteiket kizsakmanyoljak, az 6
anyagaikat hasznositjak, ezaltal egy kizarolag egyoldaluan eldnyds, tartdos kapcsolatot
alakitanak ki a gazdafajok populacidival. A gazdak szamara a kapcsolat hatrannyal jar, hiszen
parazitaik csokkentik az egyedek tulélési esélyeit illetve ratermettségét (azaz fitneszét), utdobbi

révén hatast gyakorolva az adott 4llomanyra (Valkuniuas, 2005).

A madarvilag egyik legelterjedtebb ¢és a tudomanyos figyelem altal gyakran kdzéppontba
helyezett ¢l6sko6ddi az eukariota (sejtmaggal rendelkezd) egysejtli vérparazitdk, melyek a
gazdaszervezetek vérének alakos elemeit timadva malariat, vagy maldria-szerli korképeket
okoznak. Legjelentdsebb képviseldik az Apicomplexdk torzsébe, Haemosporididk rendjébe

tartozd harom nemzetség, a Plasmodium-, Haemoproteus- és Leucocytozoon-fajai.

E parazitdk terjesztését izeltlabti vektorok végzik. A Plasmodiumokat leginkabb Culex-
csipdsziinyogok, a Haemoproteusokat torpeszinyogok (Ceratopogonidae) és kullancslegyek
(Hippoboscidae), mig a Leucocytozoonokat piposszinyogok (Simuliidae) viszik &t egyik
egyedrdl a masikra (Greenberg & Mossa, 2015). Eletmeneteik komplexek, jellemz6jiik, hogy
az ivartalan, aszexualis szaporodasuk altalaban a gazdaszervezetben (vérsejtekben), mig ivaros

folyamataik a vektorokban (bélfalban) zajlanak (2. abra).
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2. abra: Plasmodium relictum életciklusa (forras: de la Puente et al. 2021)

A sikeres fertdzéshez sziikséges, hogy miutan a vektor fertdzott gazdaegyedbdl taplalkozott,
Ujabb vérszivaskor az izeltlabtiak nyalmirigyébdl egy addig egészséges szervezetbe jussanak
az egysejti patogének. A Plasmodium-fajok a gazdaegyedek vordsvérsejtjeiben
(erythrocytaiban) szexualis és aszexualis szaporodast egyarant végeznek és a madarak
(gyors lefolyast), aszimptomatikus esetektdl, az anaemiaval (vérszegénységgel), dyspnoéval
(nehézlégzéssel), altalanos levertséggel jard kronikus lefolyasig, mely sz€élsdséges esetben akar
az egyedek halédlaval is veégzOdhet (Tablott & Ketterson, 2023). A Haemoproteus-tfajok
gazdaegyedekbe jutva szintén a vOrdsvérsejtekben végeznek gaméta-képzést, ezzel malaria-
szerll korképet, haemoproteosist okozva, mig a Leucocytozoon-ok a vordsvérsejtek mellett a
fehérvérsejteket (leucocytdkat) is megtamadjak (Ishtiaq et al. 2017). A gazdaszervezetek

tulélése fajtol és egyéni immunstatusztol is fiigg.

A természetben altalaban egyensulyt tart fenn egymassal a gazdafaj és a parazita populacioja,
de véréloskodokre visszavezethetd jarvanyszert elhullasrol madarak korében tobb tanulmany
is beszamol (pl. Remple, 2004). Kiilonds jelentdsége van ennek izolaltan szaporodd, vagy kis

egyedszamban létez6 madaralloméanyok esetében.

Amellett, hogy terepi kutatasokat végezni madarak véréldskodirdl természetvédelmi érdek, az
ekozben felhalmozott tapasztalatok felhasznalhatéak egyéb gazda-parazita rendszerek

jellemzésére, ezzel még inkébb indokoltta téve jelen dolgozat elkésziiltét.



1.3. Ragadozomadarak vérparazitai

A ragadozomadarak (pl. Accipitridae, Falconidae) nélkiilozhetetlen szerepet tdltenek be
tarsulasaikban. Ezek az allatok altaladban a taplaléklanc csucsan helyezkednek el, egészségi
allapotuk felmérésével lehetdséglink nyilik a kortlottik 1éve életkdzosség egészségi
allapotanak felmérésére is (Cooper, 2002). Subaneg et al. (2024) e madércsoportokat ,,6koldgiai
bioindikatoroknak™ tartjak, hiszen szamtalan abiotikus és biotikus tényezd (pl. mérgezések,
fertézések) felhalmozodéasa (bioakkumulacio) ezeket a fajokat érinti leginkabb. Ez egyrészt
felhivja a figyelmet a mar hangstlyozottakra, miszerint e taxonok megdrzésére kiemelt
sériilékenységiik folytan kiilonos figyelmet kell forditania a természetvédelemnek, mésrészt
arra is reflektdl, hogy a ragadozémadarak ,,jelzOrendszerekként” betekintést nyujtanak az
Okoszisztéma allapotdba. A fent emlitetteken kiviil is szdmos szerz0 foglal 4allast a
ragadozomadarak fert6z6 betegségeirdl szolo kutatasok fontossagarodl, ezért ellentmondasként
hat, hogy mennyire keveset tudunk tobbek kozott e husevok vérparazitairol (Paperna et al.
2007). Ennek szamos okat feltételezik a kutatdk, Alrefaei et al. (2022) kiemelik, hogy a tobbi
madarcsoporttal (énekesmadarak és vizimadarak) ellentétben a ragadozdk befogéasa sokszor
koriilményes és nehéz, emiatt nagyon nehéz magas mintaszamot elérni aktiv nyomonkdvetés
(active surveillance) jellegti kutatasokhoz. A vizsgalatokat tovabb neheziti, hogy a fertdzések
passziv monitoringjahoz (passive surveillance) meglehetdsen kevés, az adott fert6zd betegség
miatt elpusztult tetem jut el a kutatointézetekhez, hiszen e fajok nagy része nem tliri a bolygatast

¢és az emberi jelenléttdl tavol €l, illetve szaporodik.

A jelen dolgozathoz hasonld kutatdsok lebonyolitdsdhoz elengedhetetlen fontossadgu, hogy
ismerjiik az adott gazdafaj (vagy akar a rokon fajok) érintettségét. A fentebb targyaltak miatt
azonban viszonylag keveset tudunk a vildg (és kiilondsen Eurdpa) ragadozémadarainak
vérparazita-fertdzottségérdl. A nemzetkozi szakirodalom vonatkozo6 publikédcidinak nagy része
Azsiaban és Eszak-Amerikaban é16, a kerecsensélyommal azonos genusba (Falco) sorolt
solyomféléket érint. Példdul Subaneg et al. (2024) tajfoldi tanulmanyukban kimutattak, hogy a
vandorsolyom (Falco peregrinus) - nem meglepden - fogékony a Plasmodium-tertdzésre. A faj
Haemoproteussal fertézott, arab orszagokban fogsagban tartott példanyairdl is sziiletett
feljegyzés (Pemple, 2004), illetve Leucocytozoon-fertdzésre PCR-pozitiv brazil egyedekrol is
(Harl et al. 2022). A vandors6lyom mellett a litvan €s francia kabasolymokbol (Falco subbuteo)

¢s spanyol Eleonora-s6lymokbol (Falco eleonorae) is mutattak ki Haemoproteusokat (Harl et

al. 2022).



Harl et al. (2022) 6sszefoglalojabol kidertil, hogy az USA-ban szdmottevo prevalenciaval van
jelen a Leucocytozoon californica a tarka vércsékben (Falco sparvensis) (Walther et al. 2016).
Bar a szerzok felvetik annak a lehetdségét, hogy ezen ¢él6skodd eurazsiai ragadozdkban is
valoszinlileg megtalalhatd, a tengerentil messzinek tiinik ahhoz, hogy az elébb emlitett
korokozot relevansnak tekintsiik. Nardoni (2020) azonban olaszorszagi kis solyombol (Falco
colombarius) is kimutatta a L. californicat, rdadasul a madar Haemoproteussal mutatott
koinfekciot (az egyed két kdrokozoval vald szimultan fert6zddését). Svododova, et al. (2015)

Trypanosomakat ¢s Haemosporididakat talaltak karvaly (Accipiter nisus) fiokédkban.

Kisebb testli solymokrol is ismert, hogy fogékonyak vérparazitakra. Szdmos orszagban ( Kina,
Ausztria, Németorszag, Japan) vords veércsékbdl (Falco tinnunculus) Haemoproteusokat,
spanyolorszagi  fehérkarmti  vércsékbdl  (Falco neumanni)  Haemoproteusokat — és
Leucocytozoonokat is mutattak ki (Huang et al. 2020; Harl et al. 2022). A hazai voros vércsék
is fertézottek Plasmodium és Haemoproteus fajokkal (Dr. Erdélyi Kéroly szdbeli kozlése). Az
egysejtll vérparazitakrdl tudvalévd, hogy a madarvilag szinte Osszes csoportjat érintik, nem

meglepd tehat, hogy az altalunk vizsgalt solyomfaj rokonai sem mentesiilnek ez alol.

A kerecsensolyom fogékonysagat vérparazitdkra leginkabb arab (pl. Szaiud-Aréabia)
s6lymaszmadarak példaja igazolta (pl. Alefari et al. 2022). Szintén fogsagban tartott madarakrol
tudjuk, hogy a Plasmodium-fertdzés haldlos kimenetelll is lehet a kerecsensélyomnal. Egy
olaszorszagi madarkorhazban ugyanis 2006-ban figyeltek fel halmoz6dé mortalitdsra a
ropdékben gyodgyuld ragadozok korében. A bagoly- és sdlyomtetemeket megvizsgalva utobbi
csoportbol egy vandorsolyom, két kerecsensdlyom ¢€s egy kerecsensdlyom-északi sdélyom
hibrid esetében igazoltdk Plasmodiumok jelenlétét (Scaglione et al. 2007). Ez az eset nem csak
arra mutatott r4, hogy a targyalt sdlymok egészségét komolyan veszélyeztethetik egysejtii
¢16skodoik, hanem figyelemfelkeltésként is szolgdl, hogy a madéarkorhazakban szabadtéri
ropdékben apolt egyedek kitettsége nagyobb az izeltabuak altal terjesztett (vector-borne)
betegségekre. Vadon €16 kerecsensolymokrdl szintén a Kozép-Keletrdl vannak informacioink.
Példaul Remple (2006) az arab orszagokban befogott kerecsensdlymok olyan magas fokt
Haemoproteus-prevalencidjat talalta, hogy publikacidjaban ugy értékelt, ritka, ha véréléskodo-
mentes madar kertiilt kézre. Lierz et al. (2008) az Egyesiilt Arab Emirségekben befogott
solymok koziil a kerecsensdlyom vérparazitaltsagat tapasztaltdk a legmagasabbnak, de egy
Kinabol szarmazo vadon €16 egyed Heamoproteus-fertdézottségérdl is sziiletett feljegyzés

(Hunag et al. 2020).



A fenti példak arra mutatnak ra, hogy a kerecsensdlyom fogékony gazdaszervezete a

Haemosporidiaknak, tovabb novelve e kutatas relevanciajat.

1.4. Vérparazitak diagnosztikajanak problémakore
Tekintve, hogy a targyalt véréldskodok egysejtiiek, raadasul endoparazitak (a gazda szervezetén
beliil élnek), megbizhatd kimutatasuk nem egyszeri feladat. Jelenlétiik felkutatasara alapvetden

harom eljaras hasznélatos: mikroszkdpia, hagyomanyos PCR ¢és valos idejii PCR.

A mikroszkopos vizsgalat soran a gazdaszervezetbdl vett vérbdl kenetet készitenek, azt Giemsa-
festékkel megfestik majd fénymikroszkdp segitségével teszik lathatova a vérsejteket megszallo
protozoakat. Ennek a moddszernek azonban tobb feltétele is van, ami részben korlatozza az
alkalmazasat. Az alapszintii laboratériumi felszereltség mellett ezek kozott emlitendd, hogy az
¢l6skodok meghatarozasa jelentds szakértelmet és tapasztalatot igényel, rdadasul rendkiviil
iddigényes (Hellgren et al. 2004; Bell et al. 2015). A mikroszkopia szenzitivitisa
(érzékenysége) viszonylag alacsony, kiillondsen, ha parazitémia (€16skoddk szervezeten beliili
szétterjedése a keringési rendszer altal) is alacsony. A tapasztalatok szerint, ha a parazitémia kb.
40 fert6zott vorosvérsejt/ul alatti (tehat kb. 10 ezer erythrocytara esik 1 egysejtii), akkor megnd
a hamis negativ (fals negativ) eredmények szdma. Ez azért probléma, mert ha a mintak kozott
tobb latens, vagy akut maldrias egyed talalhatd, akkor a prevalencia meghatirozasanal
jelentdsen torz eredmény kaphat6 (Ishtiaq et al. 2017). A mddszer valodi korlatjat viszont a
morfologiai alapu fajhatarozas objektiv hatdrai és a fent részletezett logisztikai tényezdi

jelentik, amelyeket a molekularis modszerekkel tudunk kiegésziteni és részben meghaladni.

A polimeraz lancreakcios (PCR) eljarasok a molekularis biologiai modszerek egyik leginkabb
elterjedt képviseldi. A mddszer 1ényege egy célzott nukleinsav (DNS, RNS) szekvencia
felszaporitasa meghatarozott idejii és hdmérsékletli termociklusok alatt. A reakci6 alapvetden
harom 1épésbdl all: a denaturdcid alatt a DNS kettds hélixét Osszetartd, szomszédos
nukleobazisok kozti hidrogén-hid kotések felbomlanak, az anellalas (annealing) soran a
primerek specializaltan a célszekvencidhoz kotddnek, majd az extenzid6 (més néven
polimerizacid) sordn megtorténik a ,,lanchosszabitds”, azaz a polimeraz enzim Uj szélakat
szintetizal. Amennyiben a nukleinsav-tartalmi mintaban jelen van az amplifikdland6 szakasz,
a DNS termékek mennyisége a reakcio elérehaladtaval exponencialisan ndvekszik. A
Haemosporidiak PCR-alapt diagnosztikdja leggyakrabban a kelléen konzervalt mitokondrialis

genomjuk citokrém b génjén alapul (Hellgren et al. 2004).



A fenti leiras tulajdonképpen teljes mértékben igaz a hagyomdanyos, azaz végpont, vagy
konvencionalis PCR-re (endpoint-PCR), mely utan a vizualizacié agar6z gélelektroforézissel

torténik.

A PCR-eljarasnak azonban ma mar szamtalan valtozata ismert. Sz¢éles korben hasznaltak a
nested-PCR-ek (fészkes PCR). A moddszer célja, a pontossag ¢s érzékenység novelése oly
modon, hogy két primerpart hasznalunk két kiilon PCR-reakcioban. Az els6ben a primerek egy
hosszabb célszekvenciat szaporitanak fel, amely a masodik PCR-reakci6 (e terméken beliil
helyezkedd) primerjeinek szolgal templatként, amelyek igy specifikusabban kdtédve
amplifikaljak a célszekvenciat, redukalva a tovabbi aspecifikus ,kiséré” szekvencidk
sokszorozodasanak valdszinliségét (Chang-Hui Shen, 2023). A targyalt vérparazitdk
kimutataséra szolgald nested-PCR-ek kozt legszélesebb korben hasznaltak Waldenstrom et al.

(2004) és Hellgren at al. (2004) protokolljai.

Szintén a polimeraz lancreakcion alapul a valés-idejii PCR (real-time PCR, vagy quantitative,
azaz qPCR). E modszer abban tér el a fent targyaltaktol, hogy a primerek mellett fluoreszcens
probeokat, vagy fluoreszcens festéket igényel. Ennek jelentdsége, hogy PCR gép
(thermocycler) szdmitogépes programja (pl. az altalunk is hasznalt Q Rex) segitségével a
reakcid elérehaladtaval nyomon lehet kovetni az amplifikdlt DNS mennyiségét. Ez annak
koszonhetd, hogy a ciklusok alatt a nukleinsav mennyiségi valtozadsa a fluoreszcens jel
intenzitasanak valtozasat indikalja. A vérparazitdk kimutatdsira szolgalo qPCR-ek kozt

kiemelenddek a Bell et al. (2015) és Huang et al. (2020) altal kidolgozott eljarasok.

A PCR-alapu diagnosztikai moddszerek komoly eldnyei a magas foku specificitds és
szenzitivitds ami lehetdvé teszi alacsony parazitémia kimutatasat is, valamint az
id6hatékonysag (Applied Biosystems, 2023). Szintén mellettiik szol, hogy a parazitdkat a
genetikai anyaguk alapjan akar faji szinten is elkiilonithetjilk. A PCR-rel amplifikalt, majd
meghatarozott bazissorendli DNS-szakaszok Osszehasonlithatok a madarak vérparazitdinak
szekvenciait 0sszegylijtd MalAvi adatbazisban talalhatdo mintak adataival (Bensch et al. 2009).
A PCR-modszerek hatuliitéje lehet, hogyha nem megfeleld a mintak eldkészitése (pl.

nukleinsav extrakcio), illetve az, hogy a nested-PCR esetében magasabb a kontamindaci6 esélye.

Ahhoz, hogy minél pontosabb képet kapjunk az adott eljarasok altaldnos diagnosztikai értékérol
¢€s pontossagarol, elengedhetetlen a protokollok dsszehasonlitdsa és a megerdsitd vizsgalatok

elvégzése, mint ahogyan az jelen dolgozatban is targyalasra keriil.



2. Célkituzések

A Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet (MME) Ragadozémadar-védelmi
Szakosztalyanak és az Europai Unid SakerRoads Life projektjének célkitlizése a magyarorszagi
kerecsensolyom populéciot veszélyeztetd tényezok felmérése és kezelése (Bagyura et al. 2023).
E komplex feladatkor egyik szelete a mortalitds-monitoringbol, valamint a faj egyedeinek
altalanos egészségi allapotanak felmérésébol, fertézd agensek (kiilonb6zo virusok,

baktériumok, gombak ¢és protozoak) el6fordulasanak feltérképezésébdl all.

Jelen dolgozatom célja 2024-ben kelt hazai kerecsensélyom fiokak vérparazita fert6zottségének
felmérése, tehat a madarak vérmintainak vizsgélata a harom targyalt Haemosporidia nemzetség

tagjaira.

Célul thztik ki tovabba egy, nemrég publikalt qPCR-protokoll (Huang et al. 2020)
specificitasanak és szenzitivitdsanak meghatdrozdsat. Az eljaras specificitisa a ténylegesen
negativ mintdk pontos azonositdsdnak mércéje, hogy ezaltal minimalizalni tudjuk a hamis
pozitiv (fals-pozitiv) eredményeket. A szenzitivitas (érzékenység) pedig a ténylegesen pozitiv
esetek kimutatdsara vald képesség, célja a hamis negativ (fals-negativ) eredmények kizarasa,
kiilondsen az alacsony intenzitasu fertézéseknél. Ahhoz, hogy képet kapjunk e moédszer
hatékonysagarol, egy mar bevalt nested-PCR (Waldenstrom et al. 2004) referenciamintakon

tapasztalt eredményeivel hasonlitottuk dssze.

3. Anyagok és médszerek

3.1. Referenciamintak
Ahhoz, hogy a Huang et al. (2020) protokolljan alapuld rendszer diagnosztikai pontossagat
elemezziik, referenciamintdkon hasonlitottuk 6ssze specifikussagat és érzékenységét egy mar

széles korben régdta hasznalt nested-PCR (Waldenstrom et al. 2004) eredményeivel.

Az 1. tablazat altal 6sszefoglalt mintakat azért tekinthetjiik referencidnak, mert a pozitivakbol
mar meghatarozott szekvencidk alltak rendelkezésiinkre (tehat a tablazatban feltiintetett
parazitdk jelenléte teljes mértékben bebizonyosodott), a negativ mintdk pedig semelyik

korabban alkalmazott eljaras soran sem mutattak DNS-amplifikéaciora utal6 nyomokat.



Jelolés Gazdafaj PCR MALAVI Vérparazita-faj
(Waldenstrom torzs
et al. 2004) azonosito
(nukleotid
szekvencia
egyezés
alapjan)
1. D13 dolméanyos varji pozitiv GRW11 Plasmodium relictum
2. D56 | dolméanyos varju pozitiv SGS1 Plasmodium relictum
3. D34 | dolméanyos varju pozitiv LINNI Plasmodium matutinum
4. D66 | dolmanyos varji pozitiv DELURB4 Plasmodium sp.
5. D79 dolmanyos varja pozitiv hianyos Plasmodium sp.
szekvencia
(SGS1,
SYCONO02,
PARUS7S,
PADOM38)
L COCORI11 Leucocytozoon sp.
ReverseED
6. KT2 szarka pozitiv H-BLUTIO9 Haemoproteus sp.
7. | NR12 | dolméanyos varju pozitiv H-CXPIP18 Haemoproteus sp.
L GAGLAO06 Leucocytozoon sp.
8. | NR14 | dolmanyos varju pozitiv L-COCORI13 Leukocytozoon sp.
9. D1 dolmanyos negativ
10. | D54 dolmanyos negativ
11. | KS22 | kerecsensolyom negativ
(22)
12. | KS32 | kerecsensolyom negativ
(28)
13. | KS62 | kerecsensolyom negativ
(50)

1. tablazat: A PCR-eljarasok osszehasonlitasahoz felhasznalt referenciamintak jegyzéke (az 5 és 7.

sorszamu dolményos varju esetében koinfekciéo mutatkozott)
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3.2. Mintavételezés

Kutatasom részeként 58 kerecsensdlyom fioka vérmintédjat elemeztiik. A fiokak egyrészt alfoldi
(pl. Borsodi Mezdség, Jaszsag) teriileteken 1évo kozépfesziiltségli villanyoszlopokra helyezett
koltéladakban (2. kép), masrészt fakon elhelyezkedd fészkekben illetve kolto-talcakban keltek.
Tekintve, hogy jelen tanulmanyom egy, a dolgozat elkésziiltéig javaban zajld eurodpai szintii
projekt részeként irddott egy fokozottan védett madarfajrol, a fészkek pontos helyét etikai
okokbdl nem kozlom. A vérvételt allatorvosok (Dr. S6s Endre, Dr. S6s-Koroknai Viktéria €s
konzulensem, Dr. Erdélyi Karoly) végezték a madarvédelmi és etikai szabalyoknak

megfelelden. A fiokakbol 0,6 ml vér keriilt levételre a felkari visszérbdl (vena brachialis).

2. kép: Kerecsensolyom fiokak kozépfesziiltségii oszlopra kihelyezett kélt6ladaban

3.3. Mintaelokészités

A mintak vizsgalatat a HUN-REN Allatorvostudomanyi Kutatointézetben végeztem. Az alvadt
vér - szérum szétvalasztisa centrifugalassal tortént (10 perc/4000 rpm), melynek sorén a
vordsvérsejteket is tartalmazo véralvadék az eppendorf-csdvek aljara siillyedt, mig a vérszérum
(vérsavo) a feliiluszot alkotta. Erre az eljarasra azért volt sziikség, mert a projekt keretein beliil
tobb patogénre teszteltiik a mintdkat és az adott korokozok kimutatasa eltérd tipusti mintat
igényel (pl. Nyugat-Nilusi virus ellenanyagok kimutatdsa vérszérumbol). A mintdkat a

felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk.
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3.4. DNS-kivonas
A véralvadékbol valo DNS-kivonas a Zymo Research Quick-DNA/RNA™ Viral Kittel tortént
(Zymo Research, 2023). Ennek 1épései a kovetkezok voltak:

L. Puffer elokészités

A 100 ml-es Viral DNA/RNA pufferhez 500 pl 0,5 %-os béta-merkaptoetanolt adagoltunk,
illetve 96 ml 100%-os etanolt adtunk a Viral Wash pufferhez. A liofilizalt proteinaz-K enzimet
feloldottuk és 1040 pl tarold puffert (Storage Buffer) adtunk hozzd, majd a kapott oldatot

Osszekevertiik.
1I. Mintaelokeszités

A mintakat nagyjabol 24 °C-on nukleazmentes-vizzel (1:1) két 3 mm atmérdji acélgolyoval
homogenizaltuk (3 perc/50 Hz). Ezt kdvetden a homogenizalt mintakbol 200 pl-t pipettaztunk
at 4j 1,5 ml-es eppendorf csovekbe. E mintdkhoz 20 pl proteindaz-K-t adtunk (v/v= 5),
szuszpendaltuk és szobahdmérsékleten inkubaltuk 1 percig. Ehhez adtunk hozza 200 pul DNA-
RNA 2x Shield™-et, majd alapos 0sszekeverés utan 14 percig 40 °C-on inkubaltuk.

1II. Nukleinsav tisztitas

Els6 lépésként 800 pl Viral DNA/RNA puffert adtunk a mintakhoz, majd alaposan
osszekevertiik 6ket. A szuszpenziokat egyesével gylijtdcsovekbe helyeztiik (Zymo-Spin™ IIC-
XLR Column in a Collection Tube) és az oszlopokra pipettaztuk, majd centrifugéaltuk (2
perc/11000g). A centrifugalas utan az oszlopokat 01j gytijtdcsdvekbe helyeztiik. Az oszlopokra
500 pl Viral Wash puffert adtunk és Gjra centrifugéaltuk (30 masodperc/11000g), majd az
oszlopokat ezuttal is 1) gyljtdcsovekbe helyeztiik at. Ezt a 1épést megisméeteltiik.
Kovetkezdkben 500 ul abszolut etanolt pipettaztunk az oszlopokra, majd centrifugaltuk dket (1
perc/11000g). Az oszlopokat nukledzmentes eppendorf csdvekbe helyeztiik at és 50 pl
DN4z/RN4z mentes vizet adagoltunk az oszlopokra, majd centrifugaltuk Joket (30

crer

lemértiik (Thermo Scientific™ SPECTRONIC 200™), majd -80 °C-on taroltuk.
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3.5. PCR-eljarasok
Nested-PCR

A kerecsensolyom fiokak véreinek haemoparazitakra valo sziirés¢hez Waldenstrom et al. 2004
protokolljat vettiik alapul. A PCR-reakcidbkhoz a PCRBIO Taq Mix™ kitet hasznaltuk
(https://pcrbio.com/app/uploads/PB10.12-PCRBIO-Tag-Mix-v1.4.pdf utolso elérés:
2025.01.11.).

Elsé PCR-reakcio

Az els6 PCR-reakci6 célja a parazitdk mitokondridlis genomjaban talalhato citokrém b gén egy
580 bazisparnyi szakaszanak felsokszorozéasa. Az eljarasban alkalmazott torzsoldatba 9,50 pl
nukledzmentes vizet; 12,5 ul PCRBIO Taq Mixet; 0,5 pl HaemNF és HaemNR2 primert,
valamint 2 pl templat DNS-t adagoltunk.

E PCR termociklusai a kovetkezdk: 95 °C 1 percig (aktivacio), 95 °C 15 madsodpercig
(denaturacid), 48 °C 15 masodpercig (anellalas), 72 °C 30 masodpercig (extenzio) 30 cikluson

at, majd 72 °C 5 percig.
Masodik PCR-reakcio

A masodik PCR-reakcid torzsoldataba 9,50 pl nukleazmentes viz; 12,5 ul PCRBIO Taq Mix;
0,5 ul HaemF és HaemR2 primer, valamint 2 pl templat DNS kertilt.

Termociklusai a kovetkezOk voltak: 95 °C 1 percig, 95 °C 15 masodpercig, 54 °C 15
masodpercig, 72 °C 30 masodpercig 35 cikluson at, majd 72 °C 5 percig.

A klasszikus PCR vizsgalatokat Biometra TAdvanced thermoycler késziiléken (Analytik Jena
Gmbh) végeztiik.

Valos ideji PCR

A valos idejli PCR-eljarashoz Huang et al. (2020) protokolljat vettiik alapul. A reakcidhoz a
Takyon™ No Rox SYBR® Core Kit dTTP Blue B0205-6t, illetve a 3524F és 3655R primereket
hasznaltuk. A pontosabb elemzés érdekében két PCR-reakcidt végeztiink, az egyiknél a

primerek végkoncentracioja 50 nanomol (nM), mig a masiknal 100 nm volt.

Utbbbi torzsoldataba 13,1 pl nukledzmentes viz, 2 ul 10-szeresre higitott puffer; 0,6 ul higitott
SYBR, 1 ul MgCl, (50mM), 0,8 ul ANTP (5mM); 0,1 pl Takyon™ enzim (5U/ul), 0,2 ul
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forward és reverse primer, illetve 4 pl templat DNS keriilt. Elébbibe pedig 13,30 pl
nukledzmentes vizet, 2 pul 10-szeresre higitott puffert; 0,60 ul higitott SYBR-t, 1,00 ul MgCl»-
ot (50mM), 0,8 pul ANTP-t (SmM); 0,10 pl Takyon™ enzimet (5U/ul), 0,10 pl forward és
reverse primert, valamint 2 pl templat DNS-t adagoltunk.

A termociklusok a kovetkezok voltak: 95 °C 3 percig (aktivacio), 95°C 3 masodpercig

(denaturaci6), 57 °C 15 masodpercig (anellalas), 72 °C 15 masodpercig (extenzio) 40 cikluson
at (3. abra).

Thermal profile
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3. abra: Az altalunk elvégzett qPCR héprofilja.

A val6s idejii PCR vizsgélatokhoz Rotor-GeneQ (Qiagen Inc.) qPCR késziiléket hasznaltunk és

a reakciok eredményeit a Qiagen altal biztositott Q-Rex szoftverrel elemeztiik.

3.6. Adatok feldolgozasa

A két PCR-eljaras specificitasdnak €s szenzitivitdsanak 6sszehasonlitasahoz 2x2 kontingencia

tablazatot szerkesztettem a qPCR eredményeirdl (2. tablazat).

Josolt pozitiv Josolt negativ
mintaszam mintaszam
Tapasztalt pozitiv VP HP
mintaszam
Tapasztalt negativ HN VN
mintaszam

2. tablazat: Kontingencia tablazat a tapasztalt és josolt eredményekrol
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Valos pozitiv (VP): a helyesen pozitivnak értékelt mintak szama
Hamis pozitiv (HP): a helyteleniil pozitivnak értékelt mintak szama
Valos negativ (VN): a helyesen negativnak értékelt mintak szama

Hamis negativ (HN): a helyteleniil negativnak értékelt mintak szama

Az elemzést a WinEpi 2.0-val (http://www.winepi.net/uk/ utolsé elérés: 2025.01.10.) végeztem
el, 95%-os konfidencia szintet beallitva a nemzetkozi szakirodalmakat alapul véve (de Blas et

al. 2006).

4. Eredmények

4.1. Referenciamintak PCR-eredményei
A Huang et al. (2020) protokollja alapjan végzett PCR-ek mindegyike azokat a
referenciamintakat talalta pozitivnak, vagy negativnak, melyeket Waldenstrom et al. (2004)

PCR-je is (1. és 3. tablazat).

A gPCR termékek varhato olvadashd tartomanydnak eldzetes becsléséhez a uMelt Quartz
(https://dna-utah.org/umelt/quartz/ utolsoé elérés: 2025.01.10.) szoftvert hasznaltuk (Padmaja et
al. 2022). Az NCBI GenBank LN835311.1 azonositdju, Plasmodium relictum SGS1 torzs

mitokondrialis DNS-szekvencidjanak a varhato PCR termékkel homolog 130bp hosszu
szakaszat felhasznalva a uMelt elemzéssel (Unified SL (1998) modell) 81-81,5 °C olvadasi
homérsékletet csticsot jeleztiink elére, amelyhez képest a valosagban mért értékek végiil 1-1,5
PCR-reakci6 olvadashd grafikonjain latszik, hogy a pozitiv mintdk (n=8) mindegyikének
egyetlen cslicsa van (Melt peak), raadasul ezek egy jol elkiiloniild tartomanyba (binbe) esnek
(4-5. 4bra). Lathato az is, hogy olvadashd csticsuk a rendszer altal kalkulalt statisztikai kiiszob
értéken feliil talalhato, tehat a PCR-reakcid egyértelmiien pozitivnak értékelhetd. A negativ
referenciamintak (n=>5) a pozitiv tartomanyban nem mutattak jellegzetes olvadashd cstcsot (4-
7. abra) amit a specifikus méretli termékek hidnya is megerdsitett az elektroforézis soran.
Aagaroz gélelektroforézissel kimutattuk, hogy a PCR-termékek mérete az elvart 130

bazisparnak megteleld, aspecifikus savok pedig nem lathatdak a gélképen (3-4. kép).
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4-5. abra: Az 50 nM-os végkoncentraciéju primer parokkal végzett PCR-reakcié elemzése, olvadashé

analizise

I

D13 D56 D34 D66 D79 KT2 NR12 NR14

Pozitiv mintak

I RRYL

:
:

2 R
D1 D54 KS22 KS32 KS62

Negativ mintak

3. kép: Az 50 nM-os végkoncentracioju primer parokkal végzett qPCR-reakci6 termékeinek utélagos

vizualizaci

I3

ja agaréz gélelektroforézissel
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A 100 nM-os végkoncentracidju primerparral elvégzett PCR olvadashé elemzésébdl is a
fentebb targyaltak deriilnek ki. Az olvadashd csticsok ez esetben is a vart tartoméanyba esnek,
bar itt két mintanak két csticsa latszik, melyet valosziniileg a primerek mennyisége okoz. Ennek
ellenére a pozitiv referencia mintdk olvadashéje meggy6zden sziik tartomanyon beliilre esik
(6-7. 4dbra). Az agardz gélelektroforézis is megerdsitette a specifikus termékek meglétét illetve
a negativ kontrollok esetében azok hidnyat, valamint az aspecifikus savok mennyisége is

minimalis (4. kép).

Melt peak v | Target(s): | Green 210D &l

Analysis

Tube Selector J

Target| Green

¥/ Melt peak analysis

Bin1

Flip sign of dF/dT

Peak threshold 1.1726

7 Tm threshold 80| ‘c
Calculate auto-threshold
6l v Melt bins
Name Temp. °C | Tolerance
Bin 1 80.2 15 (&l

 Add bin |

~dFfdT
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E Tube Style | Sample name Sample type |Genotype Target Bins Bin peaks [°C] Add. peaks [°C] |Flags
E 15 [ ] D13p 100nM Sample - Green Bin 1 80.3 =
E 16 I —— D56p 100nM Sample - Green Bin 1 80.5 -
E 17 Il —— D34p 100nM Sample - Green Bin 1 81.0 829 Peaks without bin
E 18 —— D66p 100nM Sample - Green Bin 1 79.9 -
E 19 Il —— D79p+l 100nM |Sample - Green Bin 1 80.3 =
E 20 I —— KT2h 100nM Sample - Green Bin 1 79.3 89.9 Peaks without bin
E 21 B —— NR12h+l 100nM | Sample - Green Bin 1 80.0 =
E 22 I —— NR14h 100nM  Sample - Green Bin 1 79.9 -
E 23 Il —— D1n 100nM Sample - Green Bin 1 = - No peak
[vl|24 —— D54n 100nM Sample - Green Bin 1 -- 82.8 Peaks without bin
E 25 —— K822 (6024)n... |Sample - Green Bin 1 = 829]89.3 Peaks without bin
E 26 ——— K832 (6047)n... Sample - Green Bin 1 - 88.4 Peaks without bin
E 27 Il —— KS62 (6306)n... | Sample - Green Bin 1 = 833 Peaks without bin
[¥] 28 @ —— NTC 100nM NTC - Green Bin 1 - =

6-7. abra: A 100 nM-os végkoncentracioju primer parokkal végzett PCR-reakcio elemzése, olvadashé

analizise
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Negativ mintak

D13 D56 D34 D66 D79 KT2 NR12 NR14
Pozitiv mintak
4. kép: A 100 nM-os végkoncentracidju primer parokkal végzett qPCR-reakcié termékeinek utélagos

vizualizacidja agardz gélelektroforézissel

A referencia mintdkon elvégzett PCR-reakciok specificitdsara és szenzitivitdsadra vonatkozo
eredményeket a 3. tdblazat foglalja Ossze. Az eljaras 8 valds pozitiv, 5 valds negativ mintat
mutatott ki, mig hamis negativ, vagy hamis pozitiv eredmény nem volt. Ezek alapjan a vizsgalt

qPCR moédszernek mind a szenzitivitasa, mind a specificitasa 100%-os (3. tablazat).

Nested-PCR pozitiv Nested-PCR negativ
qPCR pozitiv 8 0
qPCR negativ 0 5

3. tablazat: A referencia mintakon elvégzett Huang et al. (2020) protokolljan alapulé PCR-teszt

eredményei

4.1. Kerecsensolymok vérparazita fert6zésének felmérése
Az 58 kerecsensélyom fidka vérminta a Waldenstrom et al. (2004) alapjan 0sszeallitott nested-

PCR-en 100%-a negativ eredményt hozott. Egyetlen fioka vérében sem mutattuk ki semelyik

haemoparazita jelenlétét.
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5. Diszkusszio

5.1. Referenciamintak PCR-eredményei

Az éltalunk végzett Huang et al. (2020) alapjan sszeallitott gPCR-eljarés referenciamintakkal
torténd dsszehasonlitdsa a modszer 100%-o0s szenzitivitasat és specificitasat eredményezte. A
gqPCR modszerrel a Waldenstrom et al. (2004) alapjan elvégzett nested-PCR-rel teljesen
megegyezd eredményeket kaptunk. Ez alapjan kijelenthetd, hogy e frissen publikalt protokoll
altalanos diagnosztikai pontossaga kivald és minden bizonnyal magasabb mintaszdmon is igy
teljesitene. A modszer feltételezhetden alkalmas lesz a kerecsensdlyom minték vizsgélatara is.
Szinte biztosra vehetd, hogy amennyiben a jovoben magas incidencidval jar6é vérparazita-
eredeti megbetegedést, vagy mortalitast tapasztalunk madaraknal, ezzel az -eljarassal
megbizhatéan meg tudjuk becsiilni a korokozé prevalenciat és nyomon tudjuk kovetni a

fert0zést.

5.2. Kerecsensolyom fiokak vérparazita fert6zottsége

A Waldenstrdom et al. (2004) alapjan 0Osszeallitott nested-PCR-rel 100%-0s negativitast
tapasztaltunk a kerecsensdlyom fiokak vérparazita fertézottségének felmérésében. A
madarakban tehdt nem mutattunk ki sem Plasmodium, sem Haemoproteus, sem pedig

Leucocytozoon fert6zést.

Bar ez egy jo hirnek hangzo6 eredmény a kerecsens6lyom fidkakra nézve, de ebbdl messzemend
kovetkeztetéseket nem érdemes levonni. Felmeriilhet a kérdés, hogy mi okozhatja e parazitak
jelenlétének hianyat a madarakban? Magyarazatként szolgéalhat, hogy nem tortént expozici6 a
vektorok és a gazdaegyedek kozott, hiszen nyilvanvalo, hogy eldbbiek jelenléte €s abundancidja
kulcstényezd. A Gutiérez et al. (2015) altal vizsgalt Eleonora-sdlyom populéacid fiokainak
korében a miénkhez hasonlé eredményeket tapasztaltak; kizarolag az adult madarak kozt voltak
fertozottek. A szerzok ezt azzal magyaraztak, hogy azokon az €él6helyeken, ahol e ragadozo
kolt, nem talalhatdak meg a parazitdk terjesztését végzd vektorok, mig a felndttek a fidkaetetés

iddtartama alatt sokféle él6helyet felkeresnek, kitéve magukat ezaltal az esetleg vérszivoknak.

Esetlinkben is elképzelhetd magyarazat lehetne a jelenség, ugyanis a vizsgalt kerecsensdlymok
zome nagy magassagban, nagyfesziiltségli villanyoszlopokon koltott. Ugyanakkor a
kerecsensolymok koltdteriileteinek kozvetlen kdzelében arbovirusok (pl. Usutu virus, Nyugat-
Nilusi virus) és az altalam is vizsgalt vérparazitak jelenlétét nem csak madarakban (pl. voros

vércse, kék vércse), hanem szinyogokban is tobb izben kimutattdk (Soltész et al. 2017,
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Firampong, 2023). A teriileteken tehat megtalalhatdak a fogékony gazdaszervezetek, a vektorok

crer

Megallapithatd, hogy a magyarorszagi kerecsensdélymok és a vérparazitdk kapcsolatdnak

megértése tovabbi kutatdsokat igényel.

6. Osszefoglalas

Jelen dolgozatom elkésziiltéig 2024-ben kelt 58 hazai kerecsensolyom fidka vérparazita
(Plasmodium-, Haemoproteus-, Leucocytozoon-fajok) fertozottségének felmérését végeztem el,
valamint referenciamintdkon hasonlitottam 6ssze Huang et al. (2020) qPCR-protokolljat a

klasszikus Waldenstrom et al. (2004) PCR modszerrel.

A madarak vérmintdiban nem taldltunk vérparazitat, a kozelmultban publikalt PCR-eljaras
viszont 100%-0s specificitdssal és szenzitivitdssal teljesitett az ismert pozitivitdsu ¢&s

negativitdsu mintdinkon.

Jelenleg is zajlo kutatasi iranyunk éppen ezért a kerecsensdlyom mintak fentebb emlitett gPCR-

rel valo letesztelése.

Szamos lehetséges jovObeli kutatsi irdany nyilt meg, ezek koziil az egyik az adult
kerecsensolymok egysejtli  véréloskodd fertdzottségének felmérése, illetve e madarfaj
egyedeinek (kifejlett példanyainak ¢és fiokdinak) haemoparazitdk elleni ellenanyag

szeroprevalencidjanak feltérképezése

Tovabbi vizsgaldodasra adhat okot fan 1€évé ¢€s nagyfesziiltségli oszlopokra kihelyezett
mesterséges fészekladakban kelt fiokak fertdzottségének Osszehasonlitasa, foleg a sziinyogok
altal terjesztett korokozokra koncentralva. Felvetddhet ugyanis annak a lehetdsége, hogy a két
koltohely-tipus kiillonbozdségei (pl. magassag, foldrajzi elhelyezkedés) eltérden befolyasoljak
a madarakra hatd vektor-nyomast. Ezen kérdéskor behatod tanulményozasa rendkiviili médon
hozz4jarulna a kerecsensdlyom védelmét célzd stratégidk (pl. koltési siker novelése)

kidolgozésahoz.

Rendkiviil izgalmas vizsgélati teriilet lehet a vérparazita és flavivirusok (pl. Nyugat-Nilusi
virus) altal okozott koinfekciok vizsgalata a természetben. Az emlitett korokozok ilyen jellegii
viszonyai egyelOre tisztdzatlanok. Tobb szerzd talalt arra vonatkozo bizonyitékokat, hogy
amennyiben az adott madar fertézott az egyik parazitaval (pl. Plasmodiummal), akkor az

nagyobb vonzo6 hatast valt ki mind az egészséges, mind pedig az ugyanazzal, vagy mas
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patogénnel fertdzott vektorbol (Cornet et al. 2013; Medeiros et al. 2014). Ezen egyideju
fertdzések vizsgalatanak komoly jelentdsége lehet a korokozok és a jarvanyok terjedésének,

dinamikajanak megismerésében.
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