37. OTDK Biolégia Szekcio

OTDK

Pécsi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi Kar

Biologia Intézet, Molekularis Biologiai és Mikrobioldgiai Tanszék

A Canine Distemper Virus kimutatasa és genomikai vizsgalata

hazai vadaszhat6 ragadozo fajokban, Magyarorszagon

Témavezetd: Dr. Lanszki Zsofia Készitette: Szieber Dominik (akhzjg)

Egyetemi adjunktus Biologia BSc

Pécs, 2025.



1.

N o o &

Tartalom jegyzék

BEVEZETES ....ooooooeoeeeeeeeeee oottt ettt ettt et et et et et e e et e ee s et eeetee et es et et et et et et eeeten e s et et eee et s e eeeteneeseneeees 4
1.1. TEMAFELVETES .......ovovoeiiiiieteii ettt ettt s e e e s ettt e e e e e e s bbb et e e e e e e s e b bbbt e e e e e s s eb b bbb e e e e e e sssabbbaeeeeeeas 4
1.2. CANINE DISTEMPER VIRUS (CDV), TAXONOMIA ...........c.ccvecveieireiiesieseaiessesiesiesiessessessesssessessessessessesnes 4
1.3. MORFOLOGIA, GENOMSZERKEZET ..iiutiie i ettt e stteeesetttsessiaessssitasassssttsesssseasssbaesssasassssssbesesssbaessssseesessasns 6
1.4. A CDV GAZDASPEKTRUMA ES A FAJOK KOZOTTI TERJEDESENEK MECHANIZMUSA .........ccccccoovviivvennnnn, 7
1.5. A CDV FERTOZES TUNETEI, LEFOLYASA .........cc..ccooeiiiiiiieeeieetieeeeeaee e s eee e etae e etaas e s sataaessbae e sntas e snees 9
1.6. TELJES GENOM SZEKVENALAS NAPJAINKBAN .........cccoviiivuieesiiieeeeeieeeseiteeessitaeesseitaesssstanssssaransssnraneeens 11
1.7. VIZSGALT FAJOK ............ccooeeiiiiieeeiieieiiiit e e e sttt e e e e e sttt e e e s s et e e e e e s s e bbbt e e s e e s s e bbb b b e e e e e s s ssabbbaeaeeeeas 12

CELKITUZESEK ..ot e e eee e es et es e e es st n et ee et s e e ees e eeen e et enniens 14

ANYAGOK ES MODSZEREK ........oooiooeeeeeeeeeeeeeeee oo e ee e s e eeeeeeee s s et es e es s et es s en s eeseseeesenetenniens 15
3.1. IMINTAGYUITES ...t ettt ettt e et e e e ettt e s et e e sttt e e aabat e e s eba e e e s sabeeessabatsessabeeesasbenesin 15
3.2. NUKLEINSAV EXTRAKCIO ............ccuvoiieueeeeeeee et e et e e ettt e e st ate e s ettt e s sttt s e s eaae e e s sabaeessebaesessabanesetaneeins 15
3.3. REAL-TIME RT-PCR REAKCIO ..........ccuoeeveeiiiiciie ettt s ettt st s sbae s s s atae s s eatae e 16
3.4. AMPLIKON ALAPU TELJES GENOM SZEKVENALAS .........coceoiiiiieeeeeeie et e e eiee s etn e s sitan e e s itanesstan e 17
3.5. FILOGENETIKAI ANALIZIS ............c.occooeeiiiiie ettt ettt ettt e e sttt et e e e e s e et e e e e e e s s s sabbaees 21

EREDMENYEK .....ooooioioeeeeeeeeeeeeeeee oot e et et eev et e et s e s s e s ee et eses e e et en e et e et eseeees s e eseseeesenetenniens 22

DISZIKUSSZIO ... ettt ettt ettt et e ettt e s et en et ee e en et esen e en e et enniens 26

KOSZONETNYILVANITAS ..ottt ettt e ettt s et en et seee s e et s et e et eneiens 29

HIVATKOZOTT IRODALMAK JEGYZEKE .......coooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e en oo 30



Absztrakt

A Canine Distemper Virus (CDV, szopornyica) egy negativ egyszali RNS virus, amely
szamos allatfajban képes sulyos megbetegedéseket okozni, mind a hézi-, mind pedig a vadon
¢lo allatok korében. A CDV a Hemagglutinin génjének szekvenciaja alapjan szamos torzset
kiilonboztetiink meg. A virus torzsek szerinti besorolasdhoz ugyan elég a Hemagglutinin
génjének szekvencidjanak ismerete, azonban a teljes genom szekvenalas soran kapott
eredmények segitségével 1ényegesen tobb informaciét tudhatunk meg a CDV felépitésérol,
miikodésérol és rendkiviili fajok kozti fertézOképességérol.

Munkénk soran a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatallal (NEBIH) egyiittmiikodve
Magyarorszagon él6 n=197 voros rokatol (Vulpes vulpes) és n=14 aranysakaltol (Canis aureus)
szarmaz6 nyal és rektum-valadék mintat vizsgaltunk meg a CDV hazankban torténd
jelenlétének felmérése érdekében. Els6ként Real-Time RT-PCR segitségével vizsgaltuk a virus
jelenlétét, majd ezt kovetéen a pozitiv mintabol amplikon alapu teljes genom szekvenalasi
MinION (Oxford Nanopore Technologies, Egyesiilt Kirdlysag) modszerrel meghataroztuk a
virus genomjat, majd filogenetikai analizist végeztiink a CDV torzs meghatarozasa érdekében.

Osszesen N=1/197 példanyban, egy vords roka esetében igazoltuk a virus jelenlétét, amelyet
2024 majus 29-én, Szabolcs-Szatmar-Bereg varmegyében ejtettek el. Az érintett példany
esetében mindkét mintatipusbol kimutathatd volt a virus RNS. A Real-Time RT-PCR
vizsgalatot kdvetden, NGS szekvenal6 technologia segitségével meghataroztuk a virus teljes
genomjat. A filogenetikai analizist alapjan az altalunk vizsgalt, voros rokabol szarmazo CDV a
Europe torzsbe tartozott, amely Eurdpaban altalanosan elterjedt torzsnek szamit. A teljes
genomok filogenetikai analizise alapjan a legkdzelebbi szekvenciak Németorszagban,
2015- ben, mosomedvébol (Procyon lotor), valamint 2016-ban vords rokabol kimutatott
szekvenciak voltak. A Hemagglutinin gén szekvenciak analizise szerint azonban egy 2017-ben,
szintén Németorszagban elhullott voros rokabdl szarmazé szekvencia allt a legkdzelebb.

A teljes genom szekvenalas soran kapott genom adatok segitségével tovabbi informaciokat
kaphatunk a virus fajspecifitasarol, vakcina kikeriilésérol, fert6zoképességértdl és genomjanak
modosulasairol. Ezek az adatok a jovoben fontos alappillérei lehetnek a CDV elleni
védekezésnek, legyen szo haziallataink immunizalasarrol, vagy akar vadon €16, a CDV-vel

szemben alacsony tulélési rataval rendelkezd védett és fokozottan védett fajokrol.



1. Bevezetés

1.1. Témafelvetés

A vadon ¢él6 ragadozok korokozodinak vizsgalata kiemelkedéen fontos feladat mind
okologiai, mind betegségokologiai szemszogbdl nézve, hiszen ezek az ¢él6lények nagyban
hozzajarulnak az Okoszisztémak egészséges mikodéséhez. A betegségek, koztiikk a virusok
vizsgalataval tobbek kozott informaciokat szerezhetiink az adott populécid egészségi
allapotardl, az adott életk6zosségben cirkuldlo korokozokrél, valamint egy jelenlevd korokozo
fertdzési spektrumardl. Ezen informéciok 1étfontossaguak a zoonotikus vagy éppen az alatokat
érintd sulyos megbetegedések megértésének ¢és megeldzésének szempontjabol, tovabba
hozzajarulhatnak haszon- és haziallataink megvédéséhez a természetes él6helyeken cirkulald
koérokozdkkal szemben. Mivel a természetben jelenlévo patogének a védett és fokozottan védett
¢lélények populacioit is negativan befolyédsolhatjak, ezért a vadonéld allatok korokozodinak
monitorozasa fajvédelmi programokban is kulcsszerephez juthat (Aguirre, 2009; Bodewes et
al., 2014; Murray et al., 1999).

1.2. Canine Distemper Virus (CDV), taxonémia

A Paramyxoviridae csalad tagjai nagy, burokkal rendelkez6 RNS virusok, amelyek szamos
¢lolényt képesek megbetegiteni. Egyes fajaik emldsoket, madarakat, mig masok akar halakat
és hiilloket fertdznek, de akadnak olyan fajok is, amelyek emberi megbetegedésekért felelosek.
Human patogének tobbek k6zo6tt emlithetd példaul a Nipah virus (NiV), human parainfluenza-
virusok (HPIV) és a measles virus (MHV, human kanyaro) (Rima et al., 2019).

Magyarorszagon szopornyica nevil megbetegedésért felelds virus a Canine Distemper Virus
(CDV), amely a Morbillivirus nemzetség, Paramyxoviridae csaladjaba tartozo negativ,
egyszalu RNS virus. A vadon ¢16 allatokon til a haziallatokat, legtobb esetben a kutyakat érintd,
sulyos emésztd-, 1égz06-, és idegrendszeri megbetegedéséért felelds korokozo. A kutydkon tal
hazimacskakat is fertdz, de a macskak az esetek tobbségében klinikai tiinetek nélkiil vészelik
at a kort (Vries et al., 2015; Deem et al., 2000).

A CDV vilagszerte elterjedt korokozd, melynek széles gazdaspektruma és foldrajzi
elterjedésének koszonhetden szamos kiilonbozo torzse alakult ki. A Hemagglutinin (H) gén
szekvencidja alapjan oszthaté torzsekre a virus, azonban a teljes genomjanak ismeretében
tovabbi értékes informéciokat nyerhetiink réla. Az Gjonnan felfedezett torzsek neviiket
tobbségében a felfedezés foldrajzi helyzete alapjan kapjak. Jelenleg 21 kiilonboz6 torzse ismert
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a virusnak, amelyek a kovetkezok: Artic-like, Rockborne like, Caspian, European Wildlife,
Europe, South America 1, South America 2, America 1/Asia 3, America 2, North America 2,
America 3, South/North America 4, Asia 1, Asia 2, Asia 4, Indial/Asia5, Asia 6, Africa 1/South
Africa, Africa 2, South Africa 3, és Novel Australian (Bhatt et al., 2019; George et al., 2022;
Giacinti et al., 2022; Glisi¢ et al., 2024; Jo et al., 2019; Lanszki et al., 2024).

Magyarorszagon CDV-vel fertdzott allatokbol eddig 6sszesen 3 kiilonbozo torzset mutattak
ki, amelyek a Europe, a European wildlife és az Arctic-like torzsek. Ezeket a torzseket
hazankban els6ként olyan kutyak vizeletébol, vérébdl és orrvaladékabdl azonositottak, amelyek
a CDV Kklinikai tiineteinek valamelyikét mutattak, példaul egyes egyedek idegrendszeri, masok
1€gz6 és emésztérendszeri tiineteket mutattak (Demeter et al., 2007, 2010). Tovabbi kutatasok
feltartdk a CDV jelenlétét egyéb hazankban el6forduld vadon €16 allatokban is, tobbek kozott
eurdpai vidraban (Lutra lutra), molnargérényben (Mustela eversmanii), k6zénséges gorényben
(Mustela putorius), nyestben (Martes foina) és voros rokaban (Vulpes vulpes) is (Lanszki et al.,
2022; Lanszki et al., 2022).

Torténelmi  feljegyzések, paleopatoldgiai  vizsgalatok, valamint genetikai és
molekularisbiologiai kutatdsok is bebizonyitottdk, hogy a CDV kozeli rokonsagban all a
Morbillivirus nemzetség egyéb képviseldivel, mint példaul a human kanyardval és a keleti
marhavész virussal (rinderpest virus, RPV) (1. abra). Ezek a kutatasok ravilagitottak arra is,
hogy a CDV nem alakulhatott ki a fentebb emlitett virusoktol fliggetleniil. Feltételezhetéen az
1700-as években, az Ujvilagban alakulhatott ki ugy, hogy a kanyaréoval fertézott gyarmatositok
tovabbadtak a betegséget, a helyi lakosoknak, akik azonban immunitas hianyaban elhunytak. A
kanyardval fertézott emberek husat a helyi kutyak elfogyasztottak, szervezetiikh6z a virus
szamos mutaciot kovetéen adaptalodott, ezaltal 1étrehozva a Canine Distemper Virust, amely
elsddleges gazdaszervezeteiveé a kutyak valtak. Ezek az adatok bizonyitjak azt a tényt, hogy a
CDV evolucios 1éptékben mérve egy fiatal virusnak szamit (Uhl et al., 2019). A kozos eredet
alatdmasztasanak érdekében elvégzett genetikai vizsgalatok eredményeibdl megfigyelhetd,
hogy mindharom virus fehérjéit kodoldo gén és aminosav szekvenciaja, valamint
kodonhasznalata hasonld. Ezen feliil egyes kutatasok bebizonyitottak, hogy kanyarooltast
kovetden termelt antitestek a CDV-hez is képesek kotddni, ezzel biztositva a kanyar6 elleni
oltasok bizonyos foku hatékonysagat allatmodellek esetében (Vries et al., 2014; Sidhu et al.,
1993; Stephenson & Meulen, 1979).
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1. abra: A Morbillivirus nemzetség filogenetikai faja. Az HMV, RPV és CDV mintak gyiijtése az elleniik
alkalmazott vakcinak elterjedését kovetben tortént. Az évszamok jeldlik a virusok altal okozott ismert fert6zések
els6 leirasat. A roviditések az alabbi virusokat jelolik: HMV: Human Measles Virus; RPV: Rinderpest Virus;
PPRV: Peste de Pettis Ruminants Virus; CDV: Canine Distemper Virus; PDV: Phocine Distemper Virus; CeMV:
Cetacean Morbilivirus (Uhl et al., 2019).

1.3. Morfologia, genomszerkezet

A CDV viron koriilbeliil 150 nm atmérdjii, gdmb alaku, burkolt és nem szegmentalt, negativ
egyszali RNS-t (-ssSRNS) tartalmaz. A genom 15690 nukleotid hosszu és 8 darab fehérjét kodol.
(da Fontoura Budaszewski et al., 2016). A genom 6 transzkripcios egységre bonthato, (N-P-M-
F-H-L), amelyek a fehérjék kodolasaban jatszanak szerepet. A transzkripcids egységeket
ugynevezett nem transzplantalt (UTRs) régiok valasztjak el egymastol, mely régiok hossza
koriilbeliil egyenld hosszusagl, kivéve a matrix (M) és a fizids (F) gének kozotti UTR régiot
(Kolakofsky, 2016; Rendon-Marin et al., 2019).

A viralis RNS altal kodolt minden fehérje fontos szerepet jatszik a virus ciklusaban és a
replikacioban. Az N fehérje tobbek kozott szerepet jatszik az RNS kapszidaciojaban, valamint
mintaként szolgal az L elnevezésii polimeraz enzimnek és kofaktoranak, a foszfoproteinnek (P)
az altaluk végzett transzkripcid és replikacio soran. Ez a harom fehérje (N; P; L) az RNS-sel
kozosen alkotja az RNP-nek nevezett ribonukleoprotein komplexet (Messling et al., 2001). A
Hemagglutinin (H) és a fuzids (F) fehérjék a CDV burkénak integrans membranfehérjéi.
Ezeken a fehérjéken til a virus rendelkezik egy membran asszocialta fehérjével, az ugy nevezett
marixfehérjével (M) is. A matrixfehérje segitségével zajlik az RNP szabalyozésa a gazdasejtben

torténd bimbozasi folyamatok soran (2. abra) (Rendon-Marin et al., 2019).
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2. abra: A CDV virionjanak és genomjanak szervezddése. Az ,,a” jezésii abran a CDV sematikus szerkezete
lathato, ahol az alabbi jelolések lathatok: N: nukleokapszid, P: foszfoprotein, M: matrixfehérje, F: fazios fehérje,
H: hemagglutinin, L: nagy polimerazfehérje. A ,,b” jelzésti abran a CDV RNS-ének 3°-5’ végéig tartd genomikai
térképe lathatd, ahol minden betiivel jelolt doboz egy-egy kiilon kédold mRNS-t jeldl. A ,,P” genomrégidban tobb
elkiiloniild nyitott leolvasasi keret (ORF) is megtalalhato, amely atfedésekre enged kovetkeztetni (Rendon-Marin
etal., 2019)

1.4. A CDV gazdaspektruma és a fajok kozotti terjedésének mechanizmusa

A CDV széles fertdzési spektrumabdl adoddan képes megbetegedést okozni a szamos,
filogenetikailag egymastol tavol allo allatfajban. A kutyafélék (Canidae), a macskafélék
(Felidae), a hiénafélék (Hyaneidae), a mosomedvefélék (Procyonideae), a medvefélék
(Ursidae), a cibetmacskafélék (Viveridae), valamint a cerkoffélék (Cercopithecidae)
csaladjabdl is szamoltak be esetekrdl (Beineke et al., 2015; Deem et al., 2000). A kutyafélék
csaladjaba tartozo, altalunk vizsgalt voros rokabol és aranysakalbol (Canis aureus) is tobb
esetben kimutattak mar a CDV-t (Deem et al., 2000; Glisi¢ et al., 2024; Little et al., 1998). 1997
¢€s 1999 kozott az ugandai Queen Elizabeth National Park 11 vadon €16 oroszlanjanak (Panthera
leo) vérmintaibol azonositottak CDV elleni antitesteket, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
populacid egy része a mintavételt megeléz6 idOszakban atesett a fertézésen (Driciru et al.,
2006). A CDV jelenlétét novényevo allatokbol is kimutattak, tobbek kozott pekarikbol (Pecari
tajacu) Arizonaban (Appel et al., 1991), a féemldsok kozé tartozd, vadon €16 japan makakokban

(Macaca fuscata) (Yoshikawa et al., 1989), a medvefélék csaladjaba tartozo
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—a Természetvédelmi Vilagszovetség (IUCN) vords listajan sebeztetett statusza — Orids
pandaban (Ailuropoda melanoleuca) (IUCN Red List , 2025). Az o6rias pandakat érintd
megbetegedés 2014-15-ben 6 egyedet érintett, ezen fert6zott egyedek koziil 5 elpusztult, a
tiinetek megjelenését kovetd 34 napos iddintervallumon beliil (Feng et al., 2016).

Magyarorszagon eléfordul6d védett és fokozottan védett menyétfélébol is azonositottak mar
a korokozot. 2022-ben egy csaknem 20 évre visszatekintd retrospektiv vizsgalat soran két,
korabban elgazolt eurdpai vidra fagyasztott mintaibol a virus kimutatasan til a genomjanak
teljes feltarasa is megtortént. (Lanszki et al., 2022). Tovabbi hazai kutatas szintén ravilagit a
menyétfélék kitettségére a CDV-vel szemben, hiszen tobb fajban is igazoltak a virus jelenlétét,
tobbek kozott a védett molnargdrényben, és a Magyarorszagon vadaszhatd statuszan 1évo
kozonséges gorényben és nyestben (Lanszki et al., 2022). Ezekbdl az esetekbdl is latszik, hogy
a CDV vizsgalata nemcsak virologiai, hanem 6kologiai szempontbol is nélkiilozhetetlen, hiszen
veszélyeztetett, fokozottan veszélyeztetett fajokat is érint, ezzel nehezitve ezen fajok
fennmaradasat és a biodiverzitas sokszintiségének megdrzését.

A CDV rendkivilli fajok kozotti fertézoképességét részben a H  fehérje
aminosavsorrendjének valtozésa teszi lehetdvé. A jelenleg rendelkezésre 4ll6 informaciok
mennyisége ugyan csekély, de feltételezhetden az F és az M fehérjék is 1ényeges Sszerepet
jatszanak ebben, tehat ezen folyamatok feltérképezésének érdekében kivaltképp fontos az
altalunk végzett teljes genom szekvendlds. A mutaciok a virus és a gazdaszervezettdl
(kutyaktol) eltér6 fajok SLAM-je (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) kdzotti jobb
kotodést segiti eld, melyek kovetkeztében sok esetben az 530. pozicid talalhato glicin vagy
glutaminsav argininre, aszpartansavra vagy aszparginre valamint az 549. pozicioba talalhato
tirozin hisztidinre cserélédik le (Martinez-Gutierrez & Ruiz-Saenz, 2016; McCarthy et al.,
2007).

A CDV zoonozisanak veszélyére tobb kiillonbozd kutatas is felhivja a figyelmet (3. 4bra).
Egy ilyen vizsgalat soran a kozonséges makakok (Macaca fascicularis) (GenBank accession
numbers AB742520 and AB742522) és az emberek (GenBank accession no. U33017 and
NM_030916) SLAM-je és nektin 4 receptorai aminosavsorrendjének (tehat a CDV
gazdaszervezetbe torténd bejutasanak helyének) nagyfoku azonossagan alapul (Bieringer et al.,
2013; Sakai et al., 2013). Korabbi kutatasok Osszeférhetetlenséget allapitottak meg az emberi
SLAM ¢és a CDV kapcsolodasa kozott, feltételezhetden ennek kdszonhetd az is, hogy a virus
jelenlegi tudasunk szerint nem képes emberi sejteket hasznalni gazdaszervezetként természetes

koriilmények kozott. Azonban, in vitro vizsgalatok soran human sejtvonalakat (NCI-H358)
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sikeresen fertéztek CDV-vel, tovabba tobbszori passzalast kovet6en ismerté valtak a
Hemagglutinin génben bekovetkezd mutacids pontok, valamint ennek soran bekdvetkezd
aminosavsorrend valtozasok (Otsuki et al., 2013).

Morbillivirus CDV Suggested

Origin MeV Origin Origin
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l l l after ~1700 »  North America
\ !
Old Continent Old Continent »  South America
\ |
® ! Europe

Cross-species ‘ : 4
Transmission >1492 l M

Cross-species Transmission
to Carnivorous and
endangered species

Cross-species

Zoonotic risk >2019

®
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1.5. A CDV fertozés tiinetei, lefolydsa

A CDV a tobbségében ragadoz6 emldsoket érintd, vilagszinten az egyik legjelentésebb
megbetegedést okozo virus, amely nagyjabol haromszaz éve ismert az emberiség szamara,
hiszen komoly tiinetegyiittest mutat a megfertézott egyedekben (Vries et al., 2015). A
szopornyica fert6zéseket tekintve oriasi kiilonbség fedezhetd fel mind a kor lefolyasa, mind
pedig a halalozési rata tekintetében eltérd rendszertani csaladba tartozod él6lények kozott. A
macskafélék kozé tartozd6 hazimacskak esetében a fertézés az esetek tobbségében
tiinetmentesen vagy enyhe tiinetekkel zajlik le, de az ugyanebbe a csaladba tartozo
nagymacskaknal (pl.: afrikai oroszlan, tigris (Panthera tigris), leopard (Panthera pardus),
jaguar (Panthera onca)) megfigyelték, hogy az esetek 47%-ban a fert6zés tiinetekkel jart,
amelyekbe az egyedek 23%-a elpusztult (Deem et al., 2000). Egyes kutatasok ravilagitottak
arra, hogy a menyétfélék nagyon érzékenyek a virussal szemben, mivel az dket érintd
megbetegedések az esetek kozel 100%-ban az egyed pusztulasaval jarnak (Mayer et al., 2015;
Perpifidn et al., 2008).



A virus az orr, illetve a szaj nyalkahartyajan jut be a gazdaszervezetbe fertézott egyedbdl
szarmaz6 folyadékeseppek (orr valadék, nyal, vizelet stb.) segitségével. A bejutast kdvetden a
gazdaszervezet makrofagjai segitségével eljut a garatmanduldkba és a 1€gzési szervrendszer
egyéb nyirokcsomoiba, ahol megkezdddik a virus gyors replikacioja. A fertdzést kdvetden
tovabbi nyirokszervekben is megjelenik a CDV, tobbek kozott a 1épben, a maj Kuffer sejtjeiben,
illetve a gyomor ¢és a vékonybél lamina propria nevii rétegében. A fertézést kovetd 8-9. napon
feltehetden a vér segitségével eljut az epitél sejtekbe és a kdzponti idegrendszer sejtjeibe.
Amennyiben a gazdaszervezet immunrendszere elég erds, tehat a sejtes €s humoralis
immunvalasz megfelelden zajlik le, az egyed képes felépiilni a fertézésbol barmilyen klinikai
tiinet nélkiil. Ellenkez0 esetben egy klinikai tiinetegyiittest kovetden a gazdaszervezet elpusztul.

A klinikai tiinetegyiittest kiilonbozé kornyezeti faktorokon tul, az egyed kora ¢és
immunrendszerének allapota, valamint a fertézést okozoé CDV torzs is befolyasoljak. A fert6zés
sulyos esetben emészté-, 1égz6-, ¢és idegrendszeri tiinetekkel jar, valamint az 4llat
elpusztulasaval végzodhet. Gyenge fertdzés esetén az egyeden kismértéki fogyast, felsd 1éguti
megbetegedést és lazat tapasztalhatunk, ilyenkor az allat nem mutat klinikai tiinetekkel (ebben
az esetben kutyafélék tulélési mutatdi jok). Azonban a klinikai tiinetek megjelenését kovetéen
kialakul a megbetegedés akut formdja, amely magas haldlozasi rataval, kotohartya-
gyulladéssal, tiidégyulladassal, véres hasmenéssel, dehidratacidval és fogyassal jar. A kdzponti
idegrendszer megbetegedése a betegség sulyossagatol fliggetleniil barmilyen egyednél
kialakulhat és komoly tiinetekkel jarhat, ilyenek példaul a nyaki merevség, a hyperesthesia (az
ingerekre vald érzékenység rendellenesen nagy novekedése), az egyensuly érzékelési és
mozgasszervi problémak (a cerebellum és a vestibulum karosoddsdnak kovetkeztében), a
végtagok bénulasa, valamint rohamok kialakulasa (Appel & Summers, 1995; Beineke et al.,
2015; Deem et al., 2000; Koutinas et al., 2002).

Néhany ritka esetben — amikor a fertdzés kovetkeztében nem pusztul el az egyed — a tiinetek
elmulasat kdvetden is jelen lehet a virus az allat szervezetében, amely PCR vizsgélattal még
tovabbra is kimutathatd. Erre a rendkiviil ritka esetre egy Magyarorszagrol Svéjcba importalt
mentOkutya esete vilagit ra: az adott egyed 4 honapig mutatott PCR pozitivitast (Willi et al.,
2015). Ezen tal egy menhelyi kutya esete is kivalo példa, mivel az allat 17 honapig volt PCR
pozitiv (Lanszki et al., 2021). Annak ellenére, hogy Magyarorszagon a hazikutyak- és macskak
CDV-vel szembeni immunizalasa az allatorvosok altal erdsen ajanlott, a virus a vadon €16 és

vakcinazatlan haziallatok révén képes fennmaradni.
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1.6. Teljes genom szekvendlds napjainkban

Az emberiség torténetében a human genom projekt kulcsszerepet jatszott, hiszen az emberi
genom feltérképezésén tul, elinditotta az egyéb ¢él6lények genomikai szintii feltarasara iranyuld
kutatasokat is (Venter et al., 2001). A genomikai szerkezet megismerése rendkiviil fontos, mert
a teljes genomok ismeretében filogenetikai analizis segitségével megallapithatok a fajok kozotti
rokonsagi kapcsolatok, a genomon beliili valtozasok és egyéb mas tényezok (Arumugam et al.,
2019).

Napjainkban az NGS (next-generation squencing, kovetkezé generacios szekvenalasi)
technologia egyre szélesebb korben elérhetd. Ezek koziil fontos kiemelniink a masodik és a
harmadik generacids szekvenaldsi technikdkat. Mésodik generacids szekvenalasi technikak
kozé tartozik az Illumina (Bio-Rad, USA), valamint az lon Torrent (Thermo Fisher Scientific,
USA) platformok, amelyek miikodési elve sok, millios nagysagrendii, rovid DNS szakaszok
parhuzamos szekvenalasan alapul. A révid readekbdl kifolyolag a szekvenciak Osszeillesztése
hosszi DNS szalak esetén az alacsony komplexitasu régiokbol, valamint a strukturalis
variabilitasbol kifolyolag nehézségekkel jarhat. Harmadik generacids szekvenalasi eljarasok
kozé sorolandok az Oxford Nanopore Technology (Egyesiilt kiralysag), és a Pacific Biosciences
(USA) platformjai. Ezen technologiakra jellemzOéek a nagy hosszisagi readek, melyek
segitségével a masodik generacios szekvenalasi eljarasok hatranyai kikiiszobolhetok olyan
modon, hogy a nagy read-hosszoknak koszonhetéen a genomon beliili ismétlodések és
strukturalis variaciok detektalhatok. A korai harmadik generacios szekvenalasi technologiak
pontossaga alacsonyabb volt, mint méasodik generacios tarsaiké, azonban az id6 eldrehaladtaval
¢s a technoldgia fejlodésével jelentdsen javult a harmadik generéacios technikék read olvasasi
pontossaga (Hu et al., 2021).

Az NGS technolégidk szdmos forméja felhasznalhatdo mar a kérokozok szerkezetének és
mitkodésének a megértéséhez. Szamos human patogén korokozo teljes genom szekvenalasa
tortént mar meg az NGS technologia segitségével, tobbek kozott a SARS-CoV-2 teljesgenomja
is. (Kemenesi et al., 2020) A human patogén korokozokon tul, mar szamos allati korokozo
esetén is sikeresen alkalmaztak NGS technologidkat. Ilyenek példaul egy kupos foka
(Halichoerus grypus) borér6l szarmazo poxvirus (Giinther et al., 2017), zsirafbol (Giraffa
camelopardalis) szarmazé papillomavirus (Vanmechelen et al., 2017), madarakbol szarmazo
avipox virus szekvenciak (Croville et al., 2018). NGS technoldgia alkalmazasabdl is tobb teljes

CDV genom szarmazik mar, mind hazai, mind pedig nemzetkdzi szinten is, hiszen a MinlON
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(Oxford Nanopore Technologies, Egyesiilt Kiralysag) az egyik leggyakrabban alkalmazott
szekvenalasi eljaras, gyorsasaganak, valamint a szekvencidk nagy lefedettségének
koszonhetden (Lanszki et al., 2024; Lanszki et al., 2022; Lanszki et al., 2022; Lanszki et al.,
2022; Peserico et al., 2019).

Egy Kubabol Olaszorszagba importalt kutya agymintajabol készitett virus izolatumbol, olasz
kutatok MinlON platformon végzett metagenomikai vizsgalat Soran sikeresen meghataroztak
az érintett kutyat megfert6z6 CDV teljes genomjat (Peserico et al., 2019). Az altalunk hasznalt,
amplikon alapu teljes genom szekvenaldsi eljaras mintaelokészitése nagy mértékben
kiilonbozik a korabban emlitett példanktol, mivel amplikon alapi modszer soran az
amplifikacio kiilonb6z6 enzimatikus reakciok segitségével zajlik és alacsony virus titer esetén
is elvégezheté a nativ mintabol. Tovabbi eldnye, hogy lényegesen rovidebb ido alatt
végrehajthatd, mint a virus izolalassal torténd dusitas, hiszen a reakcidsorozatok elvégzése
né¢hdny 6rat vesz igénybe, mig a virus izolalashoz sziikséges sejtkultira gondozasa, valamint a
virus megfelelé kopiaszamban torténd replikacidja akar napokat, heteket is igénybe vehet

(Lanszki et al., 2022).

1.7. Vizsgalt fajok
Voros roka

A voros roka a vilag legelterjedtebb ragadozd emldse, amely nagy adaptacios képességgel
rendelkezik. Kivalo alkalmazkodokészségébol fakadoan a természetes éléhelyeken tal (erd6k)
urbanizalt teriileteken, kiilvarosi, kisvarosi, valamint zold teriiletekkel dusitott nagyvarosi
régiokban is konnyen megtaldlja a szamara megfelelé életfeltételeket. Ejszaka aktiv,
opportunista ragadozd, amely a kiseml6sokt6l kezdve a gerincteleneken keresztiil a madarakig
minden nala kisebb él6lényt elfogyaszt. Taplalékaban szerepelnek még gylimolesok, de
urbainizalt kornyezetben a szemét fogyasztasa is eléfordul (Garcés & Pires, 2021). Voros
rokaban tobb kiilonb6z6 korokozot azonositottak, ilyen példaul az Echinococcus multilocularis
(galandféreg), a Paragonimus kellicotti (laposféreg), a Spirocerca lupi (fonalféreg), a Rabies
(veszettség, RABV), a Canine parvovirus (CPV), a Canine adenovirus (CadV), a Canine
coronavirus (CCoV), a Canine herpes virus (CHV), a Canine parainfluenza (CPIV), és a Canine
distemper virus (CDV) (Davidson et al., 1992). A rokakban megtalalhato kiilonbféle korokozok

¢és az urbanizécio hatasara kialakulo kozos éldhelyek kovetkeztében a vords rokak és az altaluk
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terjesztett betegségek komoly allategészségiigyi kockazatot jelenthetnek az adott korokozok

ellen nem immunizalt tarsallatokra nézve.
Aranysakal

Az aranysakal Nyugat és Kelet Afrika, Kozép és Dél-Kelet Azsia, a Kozel-Kelet és
Eurdpa elterjedt éjszakai ¢életmodot folytatd, kozepes méretii ragadozo kutyaféléje. A
taplaléklancban betoltott szerepe hasonld a vords rokaéhoz, azonban Eurdpaban tébbnyire
keriili a telepiiléseket ¢és az embert. Foként kisemldsokkel, madarakkal, hiillokkel és
gerinctelenekkel taplalkozik, de alkalmanként a dogot is fogyaszt. A vords rokaval
egyetemben tobb kiilonbozo virust is kimutattak mar aranysakalbol, ilyen az altalunk is
vizsgalt CDV (Deem et al., 2000; Glisi¢ et al., 2024), a Canine parvovirus, a Rabies,
valamint a sapovirusok (Alexander et al., 1994; Balazs et al., 2024; Hanlon, 2013).
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2. Ceélkitiizések

F6 célunk a CDV jelenlétének felmérése a Magyarorszagon vadon €16 vadaszhato ragadozo
emldsokben (vords roka, aranysakal). A CDV vadon ¢él6 populaciokban torténd jelenlétét
ismerve tovabbi 1épéseket javasolhatunk a hézidllatok védelmének érdekében (pl.: vakcinak
segitségével torténd immunizacio) az érintett tertileteken.

Tovéabbi célunk volt a fertézott egyedekbdl szarmazd virusok teljes genomjanak
szekvenalasa és filogenetikai analizise. Ezen til a szekvenciak nemzetkozi adatbazisba torténnd
feltoltése, mellyel segitjiik a témaban érdekelt tobbi kutaté munkajat is, és hozzajarulunk olyan
folyamatok megértéséhez, mint a vakcina kikeriild képesség, a széles gazdaspektrum vagy a

zoonotikus potencial.
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3. Anyagok és médszerek

A virus jelenltenck vizsgalata vords rokabol és aranysakalbol szarmazd mintakban @ A pozitiv mintakbol virus teljes genom szekvendlas és filogenetikai analizis

Mintavetel Nukleinsav extrakcio Real-Time RT-PCR | Amplikon RT-PCR MinlON Filogenetikai
f Konyvtarkészit szekvenalas clemzés
. L
e o
A | e oo o |
— T . ., —
W \_ / P

4. abra: A munkafolyamatok sematikus abrazolasa, késziilt https://BioRender.com

3.1. Mintagyiijtés

A vizsgalatba bevont példanyokat szakképzett vaddszok gylijtotték Magyarorszag
varmegye, Hajdu-Bihar varmegye, Szabolcs-Szatmar-Bereg varmegye) 2024 majusa ¢és
augusztusa kozott, veszettség-monitoring program keretein beliil. A mintagy(ijtést a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) végezte. Osszesen (n=197 voros rokatol és n=14
aranysakaltol) egyedenként két mintatipus: n=211 darab oralis és n=211 rektalis minta gy{ijtése

tortént meg (1. tablazat).

1. tablazat: A gy(jtott példanyszamok varmegyékre lebontva

Voros roka (n) Aranysakal (n)
Békés varmegye 49 4
Borsod-Abatj-Zemplén varmegye 56 3
Hajdu-Bihar varmegye 18 3
Csongrad-Csanad varmegye 4 1
Szabolcs-Szatmar-Bereg varmegye 70 3
Osszesen: 197 14

3.2.  Nukleinsav extrakcio

Osszesen N=422 mintat dolgoztunk fel. A mintdkat a nukleinsav extrakcié kezdetéig
- 20°C- on taroltuk. A tamponmintakat beletortiik 300 pl foszfatpufferalt sooldatot (PBS)
tartalmazo 2 ml Grtartalmu steril Eppendorf csébe, ezt vortexeltiik majd 3 percig 16.000 rpm
fordulatszdmon 18 °C-on centrifugaltuk. Ezt kovetden a mintabol 100 pl-t mértiink at 300 pl
lizispufferbe. A nukleinsav extrakcido a Zymo Quick-RNA Miniprep Kit (Zymo Research,
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USA) segitségével zajlott. A nukleinsavat (RNS) 50 ul nukledz mentes vizbe oldottuk be. A

kinyert nukleinsavat a PCR reakciokig -80°C-on taroltuk.
3.3. Real-Time RT-PCR reakcio

A Real-Time RT-PCR a Luna Universal One-Step RT-gPCR Kit (New England Biolabs,
USA) hasznalataval, CFX OPUS 96 Real-Time PCR System (Bio-Rad, USA) segitségével
tortént. A Real-Time RT-PCR mastermix 0sszeméréséhez, mintanként 2,5 ul nukleaz mentes
vizet, 10 ul Luna Universal One-Step Reaction Mixet, 1 ul Luna WarmStart® RT Enzim mixet,
0,5 pl forward primert, 05 ul reverse primert (Elia et al., 2006), tovabba 0,5 pul probat mértiink
Ossze nukleaz-mentes Eppendorf csébe steril PCR fiilkében. Majd a mastermixet 15 pl-enként
szétmértiilk PCR-csovekbe gy, hogy a vizsgélni kivant mintankon kiviil még 2 darab PCR
csébe jusson beldle. Ez a 2 PCR ¢s6 a pozitiv, valamint a negativ kontrolunk szamara volt
szlikséges. A negativ kontrolt tartalmazé PCR csébe 5 pl nukledz mentes vizet mértiink. A
templat RNS bemérése egy masik PCR fiilkében tortént, a kontaminaci6 érdekében ugy, hogy
a fagyasztott nukleinsav 5 pl-ét egyesével kiilon PCR csovekbe mértiik, tigyelve a sterilitas
megtartdsdra. A mintdk bemérését kdvetden az utols6 PCR csObe bemértiik a pozitiv kontrolt,
ami egy korabbi pozitiv mintabol szarmazott. Ezutan behelyeztiik a mintakat az OPUS PCR
gépbe, amelyet az alabbi programon inditottunk el: 55°C-on, 10 percre, amelyen az RNS cDNS-
sé torténd atirasa, tehat a reverz transzkripcio zajlott, 95°C-on 1 percig, egy predenaturacios
1€pés tortént, ezt kdvette a denaturacid 95°C-on 10 masodpercig, majd a primer kdtddés 46°C-
on 15 masodpercig €s végiil az 1) DNS szal szintézise 60°C-on 15 masodpercig. A denaturaciot,

a primerkotédést, valamint a szalhosszabbitast 45-6s ciklusszammal megismételtiik.
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3.4. Amplikon alapu teljes genom szekvendlas

Az amplikon alapt teljes genom szekvenalast mar 1étezd protokoll részleges modositasaval
hajtottuk végre (Protocols.lo, CDV, 2021) az azota a gyarto altal fejlesztett MinION szekvenald
protokollnak megfelelden.

cDNS atirds Amplifikacio Kényvtarkeszites

Barecode
' . g s § %;Z% > T

1000 és 2000 bp amplikonok

AGTCCCTGAATCGA
o=
Filogenetikai elemzés Szekvencia illesztés Base calling MinION szekvendlds

5. abra: Az amplikon alapt teljes genom szekvenalas részletes abrazolasa, késziilt: https://BioRender.com

3.4.1. ¢cDNS atiras

A cDNS preparaciés eljarashoz eldszor egy steril fiilkében (késdbbiekben mastermix
cabinet) elkészitettiik a mastermix-et, ami 1 pl 50 pM-os random hexamerekbdl és 1 pl 10 pM-
0s dNTP-bdl allt. Ezt kdvetden egy masik PCR fiilkében hozzaadtuk a templat RNS-bol 11 pl-
t, majd PCR gép segitségével 65°C-on 5 percig inkubaltuk, amelyet 1 perces fagyasztott
mintatartd allvanyon torténé hiités kovetett. Az inkubacioval parhuzamosan a mastermix
cabinet-ben elkészitettiik, a Superscript IV-et (Invitrogen, USA) tartalmaz6 mastermix-et,
amely mintanként 4 pl Superscript IV puffert, 1 ul 100mM-0s DTT-t, 1 ul RNaseOUT
RNazinhibitort és 1 pl Superscript IV Reverz Transzkriptazt tartalmazott. A minta inkubacios
idejének lejartat kovetdéen hozzaadtuk a mastermix 20 ul-ét, majd 55°C-on 50 percre, majd
70°C-on 10 percre PCR gépbe helyeztik és 4°C fokon felhasznalasig taroltuk. Fontos
megjegyezniink, hogy a kontaminacio elkeriilése végett, minden egyes munkafolyamat szakasz
megkezdését megel6zden és befejezését kovetden a PCR fiilkéket 0,5%-0s natrium-hipoklorit
vizes oldat (NaOCl, hypo) és mikrozid® AF liquid feliiletferttlenité segitségével

kifert6tlenitettiik, valamint UV fény segitségével sterilizaltuk.
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3.4.2. Amplikon PCR

A cDNS atirast kovetden el6készitettiik a multiplex PCR-hez sziikséges 1000 bp és 2000 bp
primer szetteket a mastermix cabinet-ben. Az alkalmazott primer szettek tervezése korabbi
munkakban tortént, amelyek elméletileg az Osszes ismert CDV torzs teljes genom
szekvenalasahoz alkalmazhatoak, alternativ primerek segitségével (Lanszki et al., 2022).
Mindegyik primer par megkozelitdleg 1000 bp, illetve 2000 bp hosszusdgii DNS szakasz
felsokszorozasara alkalmas. Mindkét szettet tovabbi 2 pool-ra bontottuk, annak érdekében,
hogy az atfedé szakaszok esetében, a forward primer ne a tavolabb es6 reverse primerrel
kot6djon, hanem a hozza tervezett parjaval. A (Protocols.lo, CDV, 2021) mar meglévo
protokoll alapjan tortént az 1000 bp amplikon szett els6 pool-ja (késébiekben 1000 1) 10 pl 5X
Q5 reakci6 puffert, 1 ul 10mM-0s dNTP-t, 0,5 ul Q5 Hot Start DNS Polimeraz enzimet, 5 pl
10 uM-os Primer Pool 1-et, valamint 31 pl nukledz mentes vizet tartalmazott. Az 1000_2-es,
2000_1-es, 2000_2-es amplikon szettek, 10 ul 5X Q5 reakcio puffert, 1 pul 10mM-0s dNTP-t,
0,5 ul Q5 Hot Start DNS Polimeraz enzimet, 32 pl nukleaz mentes vizet, valamint az adott pool-
nak megfelel6en, 4 pul 10 uM-o0s Primer Pool 1-et, vagy 2-t tartalmaztunk. A reagensek eltérd
mennyiségét a kiilonbozo primer szettek esetében, a primerek eltéré mennyisége (db) okozta,
annak érdekében, hogy minden DNS szakasz egyforma aranyban amplifikalodjon.

Ezek utan PCR fiilkében minden egyes primer pool-hoz hozzaadtunk 2,5-2,5 ul cDNS-t és
PCR gép segitségével végrehajtottuk a reakciokat (Two-Step PCR). Az elé denaturalasi 1épés
98°C-on 30 masodpercig zajlott, amelyet egy 30 ciklusbol all6 denaturacidés és pirmer
kotddési/lanchosszabbitasi [épések ismétlddése kovetett. A denaturacids lépések 98°C-on 15
masodpercig zajlottak, mig a primerkdtédés/lanchosszabbitas 64°C-on 5 percig tortént, amely

utan a mintank a tovabbi felhasznalasig 4 °C-on volt tarolva.

3.4.2. Kényvtar keészités és szekvenalds

Egy uj, steril LoBind csébe (Eppendorf, Németorszag) 60 ul SPRI gyongyot (AMPure XP
beads, Beckman Coulter, USA, a kés6bbiekben: magnesgyongy) mértiink, amelyhez az
amplikon PCR reakciot kovetden az azonos pool-hoz tartozo 1-es és 2-es PCR termékek
50- 50 pl-ét pipettaztunk, majd 5 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Ennek célja, hogy a
szamunkra sziikséges DNS a magnesgyongyok feliilet¢hez kotddjon és elvaljon a nem
sziikséges komponenseitdl (mint példaul az amplikon PCR soran alkalmazott enzimek és
primerek). A mintakat egy magneses tartoban helyeztiik, majd 6vatosan megforgattuk, ezutan

a felesleges folyadékot LoBind cs6bdl eltavolitottuk, és 250 pl 70%-os etil-alkohollal térténd
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mostuk. Az alkoholos mosasi 1épést tovabbi egy alkalommal elvégeztiik, magas tisztasagi DNS
amplikonok kinyerésének érdekében. Az etil-alkohol eltavolitasat a magnesgydngyok
,,Szaritasa” kovette, ahol a maradék etil-alkohol elparolgott a mintarél. Ezutan a 1épés utan a
DNS amplikonok leoldasa kovetkezett a magnesgyongyok feliiletérdl, 15 pl nukleazmentes viz
segitségével.

Fisher Scientific, USA) fluorométer segitségével. A mérést high sensitivity beallitason
végeztiik, a méréshez sziikséges standard oldatok a Qubit dSDNA HS Assay Kit (Invitrogen,
USA) protokolja alapjan késziiltek. A DNS koncentracié ismeretében a mintank 1000-es
pooljanak 3,2 pl-éhez 9,3 pl nukledzmentes vizet, mig a 2000-es pooljanak 7 pl-éhez 5,5 pl
nukledzmentes vizet adtunk (annak érdekében, hogy egyenld ardnyban torténhessen a
szekvenalasuk), majd mindegyik mintankhoz 1,75 pl End Prep Reaction Buffert és 0,75 ul End
Prep Enzyme Mixet adtunk, a DNS végek javitasa érdekében. A reakcioelegy Osszemérését
kovetden 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten, majd PCR gép segitségével 65°C-on
tovabbi 10 percig, végiil 1 percig fagyasztott tartora helyeztiik.

A barcode-olast (vagyis a 1000bp és 2000bp hosszi amplikonok egyedi jelolését) az SQK-
NBD114.96 szekvenalo ¢és barcode kit (Oxford Nanopore Technologies, Egyesiilt Kiralysag)
segitségével hajtottuk végre. A reakciohoz egy steril Eppendorf csébe helyeztiink 5,7 ul
nukleazmentes vizet, 2,5 ul egyedi barcode-ot, 10 ul Ultra II ligation Master Mixet, 0,3 pl
ligation enhancer-t mintanként, majd a mintakra mértiik, igy az egyedi barcode-okat ligaltuk a
DNS-ek mindkét végére. A reakcid végbemeneteléhez 20 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk az oldatunkat majd PCR gép segitségével 10 percig 65°C-ra melegitettiik, melyet 1
perc hiités kovetett, hiitott tartd segitségével a ligdz enzim inaktivalasa érdekében. Mivel mar
megtortént a barecode-olas (tehat az adott DNS szakaszok jelolése), a tovabbi reakciok mar
ugyan abban az Eppendorf csében térténtek minden minta esetében. A mintainkat 6sszemértiik
egy LoBind cs6be a tisztitasi 1épésekhez, melyet a mintank térfogatanak 0,4X mennyiségii
magnesgyongy segitségével végeztiink. 5 perc szobahdmérsékleten toérténd inkubaciod utan, a
mintdkat a magneses tartoban helyeztik, majd O&vatos forgatdsokat kdvetden, a
magnesgyongyok egy oldalra helyezéséig allni hagytuk, és lemértik a folyadékot a
magnesgyongyok érintése nélkiil. Mosast végeztiink 200 pl 70%-os etil-alkohollal és a mar
ismertetett forgatasi eljarast, valamint a folyadék eltavolitasat kovetden a gyonygok ,,szaritasi”

1épése kovetkezett, ami utan hozzaadtunk 30 pl elacids puffert és 2 perc inkubacid utan a
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folyadékot athelyeztiik egy steril Eppendorf csébe, iigyelve a magnesgydongyok
atpipettazasanak elkeriilésére.

A tisztitasi 1épéseket kovetden ismételten elvégeztiik a DNS koncentracio mérését QUBIT
fluorométer segitségével. A tisztitott mintabol 30 pl-t, egy 10 ul NEBNext Quick Ligation
Reakcio Puffert, 5 ul Adapter Mixet, valamint 5 pl Quick DNS ligazt tartalmaz6 LoBind csébe
mértiink, €s 20 percig inkubaltuk. Hozzaadtunk 50 pl magnesgyongyo6t, 5 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten, majd magneses tartoban helyeztiik és a folyadékot eltavolitottuk. 250 pl
Small Fregmant Buffer (SFB) segitségével mostuk Gsszesen 2 alkalommal. Ebben az esetben
mar nem alkalmazhatunk etil-alkoholt, mivel az Adapter Mix tartalmazza az adapter fehérjét,
amelyet kicsapna az etanolos mosas. Az SFB eltavolitasat kovetden 15 pl elucids puffer
segitségével 2 percig inkubaltuk és magneses tarolo segitségével a magnesgyongyok nélkiil
atpipettaztuk a konyvtarunkat egy Eppendorf csébe.

A végs6 konyvtarunkat rapipettaztuk a MinION R10.4.1-es Flow Cell-re (Oxford Nanopore
Technologies, Egyesiilt Kirdlysag), amelyen a szekvenalas 18 oran keresztiil zajlott, mely id6
alatt valos idében kovethetd volt szamunkra a Flow Cell aktiv porusainak szama, tovabba a

szekvenciak mindsége és hossza is.

3.4.3. Bioinformatikai analizis

A bioinformatikai analizis Ubuntu 22.04 operaciosrendszeren (Canonical company, Anglia)
futott. A basecalling a Guppy basecaller (v6.5.7) (Oxford Nanopore Technologies, Egyesiilt
Kiralysag) software segitségével, MIinION R10.4.1-es flowcellen szekvenalt, DNS-hez
optimalizalt superacccurate model hasznalataval tortént, az ehhez sziikséges konfiguracios fajl
a ,,dna _r10.4.1 _e8.2_400bps_sup.cfg” volt. A Guppy barcoder (v6.5.7) (Oxford Nanopore
Technologies, Egyesiilt Kiralysag) software hajtotta végre a demultiplexing folyamatot, mely
soran a mintainkat barcode-ok alapjan mappakba valogatta szét, amit egy quality check kovetett
a NanoPlot (v1.41) softwarerel, mely segitségével megallapitottuk a read-ek hosszat és
minéségét. NanoFilt (v.2.0.8) software hasznalataval zajlott a szlirés. A minimum
szekvenciahossz az 1000-es szett esetében 300 bp, mig a 2000-es szett esetében 400 bp, a
minimum mindség pedig Q12 volt. Minden egyes szekvencidnk elejébdl és végeébdl
eltavolitasra keriilt egy-egy 25 bp hosszisagu szakasz, ami az atfed6 primereket tartalmazta.
Minimap 2 (v2.24) software-t alkalmazva egy CDV referencia genomra feltérképeztik a

megszirt  szekvenciak, majd a medaka (v2.0.1)  software-rel és az
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1041 e82 400bps sup g615” modellel készitettiink egy polirozott konszenzus szekvenciat,

amelyet manualis korrekciot kovetden véglegesitettiink.

3.5. Filogenetikai analizis

A teljes genomok filogenetikai analiziséhez (n=264 szekvencia), letoltottiik nemzetkozi
adatbazisban (NCBI) megtalalhato 6sszes CDV teljes genom szekvenciat, majd a tobbszords
szekvencia illesztést a Geneious Prime (Geneious, Uj-Zéland) program MUSCLE nevil
algoritmusa segitségével végeztiik el. Az altalunk szekvenalt CDV teljes genom Maximum-
Likelihood filogenetikai analizisét a Geneious Prime (Geneious, Uj-Zéland) program RAXML-
NG algoritmusanak segitségével, a legjobb modell szelekciot kovetéen a GTR+I+G modellt
hasznalva 1000 bootstrap-pel végeztiik el. A filogenetikai fa outgroup-jaként a kozeli rokon
virus, a Porcine Distemper Virust (PDV) (GenBank accession number: KY629928) teljes

genom szekvencidjat hasznaltunk. A filogenetikai fa formazasara iTOL software-t hasznaltunk.

A Hemagglutinin gén filogenetikai analiziséhez (n=1157 szekvencia), szintén letoltottiik
nemzetkdzi adatbazisban (NCBI) megtalalhatd 6sszes CDV Hemagglutinin gén szekvenciat,
majd a tobbszoros szekvencia illesztést a Geneious Prime (Geneious, Uj-Zéland) program
MUSCLE nevii algoritmusa segitségével végeztik el. Az altalunk szekvenalt CDV
Hemagglutinin gén Maximum-Likelihood filogenetikai analizisét a IQTREE2 program
segitségével, a legjobb modell szelekciot kovetden a TVM+I+G4 modellt hasznalva 1000
bootstrap-pel végeztiik el. A filogenetikai fa outgroup-jaként ebben az esetben is a Porcine
Distemper Virust Hemagglutinin gén szekvenciajat hasznaltunk. A filogenetikai fa formazasara

iTOL software-t hasznaltunk.
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4. Eredmények

A n=422 mintabdl a Real-Time RT-PCR soran 6sszesen n=2 mintabdl mutattuk ki a CDV
jelenlétét. Az aranysakalokbodl szarmazo mintakbdl nem sikeriilt kimutatnunk a virus jelenlétét,
azonban a 931-es (0046163) szamu, vords rokatol szarmazo, mind két minta esetén PCR pozitiv

eredményt kaptunk (2. tablazat).

2. tablazat: A fert6zo6tt voros roka adatai

Kor Szarmazasihely Kilovés helye Kilovés ideje
Adult Szabolcs-Szatmar-Bereg 857350-es 2024.05.29.
vadasztertlet,
Nyirlugos

A nyal és a rektumvaladék mintak Ct (Cycle threshold, kiiszobérték) értékei eltéréek voltak
(a nyalmintdban mért Ct érték 28,475, mig a rektumvaladékbol vett minta¢ 33,865 volt)
(3. tablazat). A két minta koziil, mivel egyazon egyedbdl szarmaztak, az univerzalis amplikon
alapu teljesgenom szekvendlasi eljardsunkhoz az alacsonyabb Ct értékli mintat (tehat a

nyalmintat) hasznaltuk fel, hiszen ebben feltételezhetéen magasabb volt a virus titer.

3. tablazat: A voros rokabol szarmazoé mintakon végzett Real-Time RT-PCR eredménye

Mintaszam Minta tipusa Real-Time RT-PCR Ct érték
931 Nydlminta 28,475
931 Rektumvaladék minta 33,865
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A teljesgenom szekvenalast kovetden a filogenetikai analizisiink soran megallapitottuk,
hogy az éltalunk vizsgalt CDV a Europe torzsbe tartozott (6. abra) és legkdzelebbi szekvencidk
a 2015-ben, 2 mosoémedvébdl, Németorszagban kimutatott (NCBI accession numbers:
MN267060 illetve MN267062), valamint 2016-ban szintén Németorszagban, vorés rokabol
kimutatott (NCBI accession number: MN267061) CDV genom szekvenciak voltak.
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6. abra: Maximum-Likelihood filogenetikai fa, n=264 CDV teljes genom nukleotid szekvencigjabol. A
filogenetikai fa kiindulopontjaként, outgroupnak a Phocine distemper virus (PDV) (GenBank accession number:
KY629928) szekvenciat hasznaltunk. A CDV Europe torzse az abra bal oldalan, kék szinnel jelolve lathato, benne
pirossal kiemelve az altalunk szekvenalt CDV teljes genom. Az abran szereplé CDV toérzsek jelolései a jobb

oldalon lathatok.
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A teljesgenom szekvenalast kovetéen a Hemagglutinin gén szekvencidjanak analizise
megerdsitette, hogy az altalunk vizsgalt CDV a Europe torzsbe tartozott (7. abra), azonban a
nagyobb mintaclemszamnak (n=1157) kdszonhetéen a Hemagglutinin gén szekvenciai alapjan
a legkozelebbi szekvencia egy 2017-ben Németorszagban elhullott vords rokabol (NCBI

accession number: OL795424) szarmazott (8. abra).

Tree scale: 0.01 ————
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7. abra: Maximum-Likelihood filogenetikai fa, n=1157 Hemagglutinin gén (1824 nt) nukleotid szekvencia
alapjan. Az elemzés soran outgroupnak a Phocine Distemper Virus (PDV) (GenBank accession number:
KY629928) szekvenciat hasznaltunk. A CDV Europe torzse az abra bal oldalan, kék szinnel jel6lve lathatd, benne
pirossal kiemelve az altalunk szekvenalt CDV Hemagglutinin gén nukleotid szekvenciaja. Az abran szereplé CDV
torzsek jel6lései a jobb oldalon lathatok.

24



Az altalunk meghatarozott virus szekvencia, mind a teljes genom (6. abra), mind pedig a
Hemagglutinin gén alapjan (7. és 8. abra) elkészitett filogenetikai fan tavolabb helyezkedik el
a 2021-ben szintén Magyarorszagrol kimutatott, vords rokakbol szarmazo CDV szekvenciaktol
(Lanszki et al., 2022). Feltételezhetd, hogy az altalunk vizsgalt eset nem fligg szorosan dssze a

2021-ben kitort jarvannyal.

8. abra: Hemagglutinin gén szekvencia alapjan késziilt Maximum-likelihood filogenetikai fa kinagyitott valtozata,
amelyen az altalunk szekvenalt CDV Hemagglutinin gén szekvencia — pirossal jelolve — elhelyezkedése 1athato a
CDV Europe torzsén beliil.

25



5. Diszkusszio

Kutatasunk soran n=197 vords rokabol €s n=14 aranysakalbol szarmazd, 0sszesen n=211
nyal és n=211 rektumvaladék minta vizsgalata soran n=1 vords roka esetében mutattuk ki a
CDV jelenlétét, mind a nyal, mind pedig a rektumvaladék mintabol. Ezzel bizonyitva a virus
jelenlétét a vadonéld és vadaszhatd hazai ragadozoemlés populaciokban 2024-ben. A rokak
territorialis, taplalékszerzési és viselkedései ismeretében feltételezhetjiik, hogy a Szabolcs-
Szatmar-Bereg varmegyében kildtt, fert6zott egyed a szomszédos Hajdu-Bihar varmegye,
illetve Romania teriiletén is terjeszthette a betegséget (Saunders et al., 1993). Ezt alatimasztja
a filogenetikai analizisiink eredménye is, ahol a vizsgalt CDV szekvencia amely a Europe
torzsbe tartozott, tavolabb helyezkedett el a 2021-ben, Magyarorszag északi régiojaban jarvanyt
okoz6 CDV szekvenciaktol. A 2021-es jarvany soran kozel 50 esetet regisztraltak, amelyekbdl
21 egyed esetében (jelen munkaban is alkalmazott) MinlON szekvenalasi eljaras segitségével
sikeresen azonositottak a CDV Europe torzsét (Lanszki et al., 2022).

Szdmos hazai ¢és nemzetkdzi kutatds ravilagitott mar a CDV rendkivil széles
gazdaspektrumadra és fertézéképességére. A virus széles gazdaspektrumébdl kifolydan fontos
megjegyezniink azt is, hogy szamos védett és fokozottan védett faj (tobbek kozott a
molnargdrény és a vidra) megfertézésére is képes (Lanszki et al., 2022; Lanszki et al., 2022).
A korabbi védett és fokozottan védett allatokra iranyuld kutatdsok, valamint a CDV
jelenlétének igazoldsa tiikrében fontos a jelenlegi vizsgalatok folytatdsa és kibdvitése, a
biodiverzitas védelmének érdekében.

NGS technologia segitségével torténd szekvenalast, valamint a szekvencidnk €s a mar ismert
CDV teljesgenom szekvencidk segitségével elvégzett filogenetikai analizist kdvetden
megallapitottuk, hogy az altalunk kimutatott CDV a Europe torzsbe tartozik. Szamos kiilf6ldi
kutatas is ravilagitott mar a CDV Europe torzsének jelenlétére mind a hazai, mind Eurdpai
ragadozd emlds populaciok esetén. Tobbek kozott a Berlin varosaban €16, invaziv fajnak
szamité mosdmedveékbdl is azonositottdk a Europe torzset (Renteria-Solis et al., 2014). Voros
rokakbol és hazikutyadkbol sikeresen kimutattdk a CDV Europe torzsét teljes genom
szekvenalasi eljarasok ¢s Hemagglutinin gén szekvendldsok segitségével Eurdpa szerte
(Demeter et al., 2007; Lanszki et al., 2022; Sekulin et al., 2011). Tovabba olasz kutatok
tanulmanyainak kovetkeztében ismert, hogy a hazankban is el6fordulo eurdpai borz is fogékony

a CDV Europe torzsével szemben (Di Sabatino et al., 2016). Egy friss tanulmany szerint az
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emlitett torzs a szerbiai aranysakal populacidban is jelen van €s megbetegedéseket okoz (Glisi¢
etal., 2024).

Szamos kutatéas fokuszadban azonban nem az invaziv vagy kozonséges fajok, hanem a ritka,
védett, illetve fokozottan védett él61ények allnak. Egy korabbi tanulmany a Spanyolorszagban
€16, veszélyeztetett statuszi ibériai hitzoknal (Lynx pardinus) szamol be CDV fert6zésrol (Meli
et al., 2010). A CDV Europe torzsét 2020-ban Németorszagban elhullott, eurazsiai hitizbol
(Lynx lynx) is leirtak, Hemagglutinin gén szekvenalasat kdvetéen (Lombardo et al., 2023).
Végiil, de nem utols6é sorban fontos megemliteniink, hogy a CDV Europe térzsét szamos
hazankban is megtaldlhaté menyétfélébdl kimutattak mind hazai, mind nemzetkozi kutatok.
Egy 2022-es tanulmany ravilagitott, a hazai molnargérény, kozonségesgorény és nyest
populaciok érintettségére (Lanszki et al., 2022). Egy masik, szintén 2022-ben kozolt
retrospektiv kutatas pedig a hazai vidra populaciok kitettségére hivja fel a figyelmet a virussal
szemben (Lanszki et al., 2022). A védett allatok CDV- vel térténd megferté6z6désének és magas
halalozasi aranyara valo tekintettel a CDV monitorozasa fontos szerepet jatszhat ezen fajok
megovasaban. A monitorozason tal fontos szerepet jatszik ezen ¢€l6lények védelmének
érdekében a haziallataink megfeleld immunizalasa CDV-vel szemben, hiszen a hazikutyak
fontos szerepet jatszanak a virus terjedése soran (Martinez-Gutierrez & Ruiz-Saenz, 2016).

A CDV Europe torzs mellett emlitést érdemel az Arctic-like torzs, amely jelenléte szintén
ismert mind hazankban, mind pedig az Eurazsiai szubkontinens valamennyi pontjan.
Magyarorszagon az Arctic-like torzset szamos alkalommal azonositottak kutyakbol (Demeter
et al., 2007; Lanszki et al., 2021). Az Alpokban ¢é16 sziirke farkas (Canis lupus) populaciéban
is igazoltan jelen van a virus Arctic-like torzse, amely 20 egyed elhullasahoz vezetett (Di
Sabatino et al., 2014). Tovabba a veszélyeztetett statuszu szibériai tigrisek (Panthera tigris
altaica) pusztulasarél is beszamoltak 2001-ben, 2004-ben és 2010-ben CDV Arctic-like
torzsének fertézése kovetkeztében (Seimon et al., 2013).

A nanopore alapu teljes genom szekvenalas egyre gyakrabban hasznalt modszer, az utobbi
években szamos koérokozo vizsgalatdhoz alkalmaztik (Croville et al., 2018; Giinther et al.,
2017; Kemenesi et al., 2020). A szekvenalas tobbféleképpen is végrehajthatd, az egyik
lehetséges modszer, a metagenomikai MinlON alapt teljes genom szekvenalds. Ezzel a
modszert olasz kutatok hasznaltak CDV teljes genom szekvenaldsra gy, hogy virus izolatumot
készitettek egy fertézott kutya agyszovetét felhasznalva (Peserico et al., 2019). Az altalunk
hasznalt amplikon alapu szekvenalési eljards az elobb emlitett virus izolacios eljarashoz

viszonyitva lényegesen gyorsabb, hiszen itt enzimek segitségével zajlik az orokitéanyagrol
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késziilt DNS amplifikalasa, mig virus izolacid esetén a virus replikacidja €16 sejteken torténik.
Az amplikon alapt teljes genom szekvenalasi eljarasok tovabbi elénye az, hogy alacsony virus
titer esetén is képes elég nagy mértékben amplifikdlni az Ordkitdanyagot, igy biztositva a
szekvenalt read-ek nagy mennyiségét, valamint a genom nagymértéki lefedettséget, rovid idén
beliil (Lanszki et al., 2022).

Az altalunk szekvenalt teljes genom nemcsak a megbetegedést okozd6 CDV torzs
megallapitdsdra alkalmas, hanem késébbi rekombindcidval kapcsolatos vizsgalatok és
vakcinafejlesztéses kutatasokhoz is felhasznalhatd. Annak érdekében, hogy megismerhessiik a
hazai fajok CDV érintettségét, kiemelt figyelmet kell forditani, mind az invaziv, k6zonséges és
ritka fajok vizsgalatara. A jovOben tervezziikk a munka folytatdsat, hogy idében is nyomon
tudjuk kovetni a CDV hazai el6fordulasat, illetve tovabbi genomikai vizsgalatokat

végezhessiink.
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