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I. Bevezetés

A szopornyica virus mar az 1760-as évektdl kezdve ismert korokozod, amely a
vakcindk megjelenése elott orszagokon at terjedd jarvanyokat okozott. Az oltdsok hatasara a
tomeges megbetegedések megsziintek, mara csak sporadikusan fordul eld. Az utdbbi években
vakcinazott allatokban is megjelent a nagy fert6zoképességgel, gyakran fatalis kimenetellel
bird szisztémas megbetegedéseket okozo virus. Régebben kizardlag a ragadozok (Carnivores)
betegségének tekintették, de a vizsgdlatok alapjan mar sokféle fajban megtalaltdk, koztik a

nem emberszabasi majmokban is.

Hatékony, specifikus kezelés a mai napig nincs ellene, csak tiinetileg, az
immunrendszer €s a szervezet tamogatasaval (folyadékterapia, antibiotikum kezelés)
lehetséges. De ennek koltsége nagyon magas, €s eredményessége kétséges. Ezért inkabb a

betegség megeldzésére kell fektetni a hangsulyt, ez pedig a vakcindzas.

A rendszeres vakcinazas hatdsdra a virusok antigén-szerkezete megvaltozik, igy a
kordabban hatékonyan miikodé vakcinak hatdsa gyengiil. A minél hatdsosabb védekezés
érdekében sziikséges a terjedd virusok antigén-Szerkezetének ismerete. A koérokozd
nukleinsav szekvenciaja napjainkban konnyen meghatdrozhatd molekularis genetikai
vizsgalatokkal, amibdl kovetkeztethetiink aminosav sorrendjére is. A nukleinsav €s aminosav
szekvencidk Osszehasonlitdsaval, elemzésével gond nélkiil meghatarozhato a virus evoltcioja,

a kilonb6z6 mutaciok.

Dolgozatomban a hazai és mas orszagokban kimutatott szopornyica virusok
genetikai vizsgalataval, genetikai valtozékonysagaval és ezek lehetséges kovetkezményeivel
foglalkoztunk. A virust gyors valtozékonysaga miatt érdemes figyelemmel kisérni, esetleg a

jovobeli emberi megbetegedések elkeriilése végett.



Il. Irodalmi attekintés

A szopornyica virus nem egy ujonnan felfedezett virus. 1761-ben Ulloa volt az elsé
szerzO, aki megfogalmazta a szopornyica klinikai és jarvanyiigyi jelentoségeit (Kirk, 1922).
1905-ben Carré irta le eldszor 6nalld korokozonak és nevezte el Carré-betegségnek (Kirk,
1922). 1906-ban Lignieres meg is erdsitette (Kirk, 1922). De 1911-ben McGowan, 1912-ben
Ferry és 1913-ban Torrey és Rahe megcafoltak Carré allitasat (Kirk, 1922). Ok nem a
szopornyicat tekintették elsédleges korokozonak, hanem a Bordatella bronchiseptica

baktériumot tették feleldsnek a tiinetek kialakulasaért (Kirk, 1922).

1923-ban Puntoni fejlesztette ki az elsd sikeresen alkalmazott vakcinat, amelynek
eldallitasa soran kutyaknak intracerebralisan bejuttatta a virust, majd formalin-inaktivalt
agyszovetbdl készitette el az oltdanyagot (Appel és Gillespie, 1972). 1930-ban Laidlaw
megfigyelte, hogy az inaktivalt vakcina nem ad tartds védelmet, ezért egy inaktivalt vakcina
sorozat utan, €16, virulens vakcinaval fert6zték Oket, igy kialakult a megfeleld immunitas, de
néhany allat elpusztult kozben (Appel és Gillespie, 1972). 1952-ben Cabasso és Cox munkaja
folyamén a Lederle torzsbol, majd 1956-ban Haig fejlesztett ki az Onderstepoort térzsbol az
oltéanyagot (Sods és Tuboly, 2009). A Lederle vakcinat embrionalt tylktojason passzalt
virusbol allitottak eld (Appel és Gillespie, 1972). Ebben az idészakban, Svédorszagban egy
Szopornyica jarvany litotte fel a fejét, amely megfert6zott vakcinazott és nem vakcinazott
kutyékat is. A mai nevén Rockborn torzset az egyik svéd kutyanak a vesesejtjeibdl izolaltak,
majd attenualtak a virust. 1962-t6l nagyon elterjedt vakcinava valt, de a piacvezetd szerepét
elvesztette 1980-ban, mert felmeriilt a gyant, hogy a vakcinazott kutyakban encephalitis

alakult ki az oltéanyagtdl (Martella és mtsai, 2011).

A canine distemper virus (CDV) jelenleg rendszertanilag a Mononegavirales rend
Paramyxoviridae csaladjanak Paramyxovirinae alcsaladjaba tartozo6, nagyméretii, vilagszerte
sporadikusan eléforduldé RNS virus. A Paramyxovirinae csaladon beliil a Morbillivirus
nemzetséghez tartozik. A nemzetséghez tartozé virusok: a kanyar6 virusa (Measles virus),
kiskér6dzOk pestise virus (peste des petitis ruminants virus), keleti marhavész virusa
(rinderpest virus), foka morbillivirusa (phocine distemper virus) és a cetek morbillivirusa
(cetacean morbillivirus) (International Commitee on Taxonomy of Viruses, ICTV,

http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp).


http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp)

A CDV egy nem szegmentalt, szimplaszala RNS virus, atmérdje koriilbeliil 150-300
nm nagysagu (Murphy és mtsai., 1999). Burkos virus, melynek helikalis szimmetriaji capsid-
jaban foglal helyet az 15690 bazisbol felépiilé RNS szal (Tan és mtsai, 2011). A szopornyica
virusnak 6 strukturalis- (hemagglutinin (H), faziés (F), nucleocapsid (N), phosphoprotein (P),
polimeraz (L) ¢és matrix (M) és 2 nem strukturalis fehérjéje van. A 3’ végétdl indulva

N>P>M->F>H->L végzddik az 5° végén (Woma €és mtsai, 2010) (1. abra).
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1. abra: Morbillivirusok génsorrendje (Mahy és Regenmortel, 2008)

A H gén a legnagyobb genetikai valtozékonysagot mutatd gén (Lan és mtsai, 2005).
Néhany szopornyicavirus a H gén 607 aminosavja helyett csak 604 aminosav lathatd, mert az
utols6 3 aminosav hianyzik. Ez a rész felelds a glikolizisért (Lan és mtsai, 2005, Ke és mtsai,
2015). A {6 szerepe a gazdasejthez torténd kotddésben van, amelyet az 530. és 549.
pozicidban jelenlévé aminosav befolyasol (Ke és mtsai, 2015). Ezenkiviil a gazdaszervezet

védekezOképességében is szerepet jatszik (Techangamsuwan és mtsai, 2014).

Jelen ismereteink alapjan a CDV a fehérvérsejtek felszinén megjelend SLAM-hoz
(signaling lymphocyte activation molecule) kapcsolddva jut a sejtbe (Seki és mtsai., 2003).
Ezek a molekulak az aktivalt T- és B-limfocitak, makrofagok és dendritikus sejtek felszinén
jelennek meg. A CDV a nectin-4-hez, egy epithelialis sejteken megjelend receptorhoz is képes

kotédni, ezaltal hamsejteket fertézni (Noyce és mtsai, 2013).

Az F gén felelds a gazdasejtbe torténd bejutasért, illetve egyik gazdasejtbdl a
masikba torténd atjutdsért (Sattler és mtsai, 2014). Az F gén 662 aminosavbdl all, amely egy
Fsp (pre-signal fehérjét), egy F1 és F2 alegységbdl tevodik Ossze (Chulakasian és mtsai,
2010).

Az N gén a viralis RNS védelmében jatszik szerepet, egy capsid réteget képez
koriilotte (Simon-Martinez és mtsai, 2008). A translatio és transcriptio folyamataban is részt

vesz (Mahy és Regenmortel, 2008).



Az M fehérje a virus f6 strukturalis eleme, és fontos a morphogenesis kialakitasaban
(Mahy és Regenmortel, 2008). Szerepet jatszik a gazdasejtbe torténd belépés soran (Pardo és
mtsai, 2005).

A P gén {6 szerepe a transcriptioban és a replicatioban van (MacLachlan és Dubovi,
2011). Az N ¢és P fehérjék ardnya befolyasolja, hogy RNS transcriptio vagy replicatio
torténjen (Mahy és Regenmortel, 2008).

A polimerdaz (L) fehérje a legnagyobb. Az N és P fehérjével kozosen egy N
komplexet alkotnak. A komplex az RNS polimeraz fo6bb enzimatikus aktivitasaért felelds, a
transcriptiot és replicatiot hajtja végre, beleértve a cappinget és a polyadenilaciot is

(MacLachlan és Dubovi, 2011) (2. dbra).
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2. abra: A Morbillivirus nemzetség virusmodellje (http://viralzone.expasy.org/all_by_species/86.html)

A szopornyica virus széles korben fertdz meg kiilonb6z6 fajokat, és benniik mas és
mas tlineteket okoz. Féleg a Canidae, Felidae, Procyonidae, Ursidae, Viveridae, Hyaendae,
Ailuridae, Phocidae csaladhoz tartozé fajokat betegiti meg. A Proconidae csaladbdl a
mosomedvéket, farksodrokat, Bassariscus-fajokat lehet kiemelni. Az Ailuridae csaladbol a
vorés macskamedvét ¢és a  Viveridae csaladbol a  monguzfélék, szurikatak,
tigrispetymegformak, binturongok, koézonséges petymegek (Renteria-Solis és mtsai, 2014)

fogékonyak.


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/86.html)

A Mustelidae csaladbdl a menyétekben, gorényekben, nyércekben, borzokban, hermelinekben,
nyestekben, vidrakban okoz gyakorta megbetegedéseket (Pardo és mtsai, 2005). A Hyaenidae
csaladbol a hiénakat, az Ursidae csaladbol a medvéket, ormanyos medvéket, pandakat, a
Felidae csaladbol az oroszlanokat, tigriseket fertdzi meg. A Canidae csaladhoz tartozo
kutyéakat, dingokat, rokéakat, prérifarkasokat, farkasokat és sakalokat betegiti meg (Appel és
Gillepsie, 1972). 1991-1992 kozott egy észak-amerikai allatkert tigrisei (Panthera tigris),
leopardjai (Panthera pardus) és jaguarjai (Panthera onca) fertéz6dtek meg szopornyica
virussal (Appel és mtsai, 1994; Suzuki és mtsai, 2015). 1994- ben a tanzaniai Serengeti
Nemzeti Parkban az oroszlanokban (Panthera tigris) okozott megbetegedést (Roelke-Parker és
mtsai, 1996; Suzuki és mtsai, 2015). A nemrégiben rhesus majmokban (Macaca mulatta) (Sun
¢és mtsai, 2010; Qiu és mtsai, 2011; Renteria-Solis és mtsai, 2014), Japan makakokban (Macaca
fuscata) és kozonséges makakokban (Macaca fascicularis) torténé megbetegedéseket irtak le
(Sakai és mtsai, 2013).

Az allatok fert6zodhetnek kozvetlen érintkezéssel, orrvaladékkal, vizelettel,
cseppfertdzéssel, szajon at (fertdzott étellel) és intrauterin modon egyarant. A szopornyica
lappangési ideje 1 és 4 hét kozé tehetd. A fert6z6dés utan 3-6 nappal egy atmeneti, bifazisos
lazas allapot jelentkezhet, amikor a virus a lymphoid szervekben tovabbterjed (Noyce és
mtsai, 2013).

A CDV korfejlédésének ujabb ismereteit Lempp és mtsai. (2014) foglalta dssze. A
virus az oronasalis fertézést kovetden a légutak, 1€gzdszervek lymphoid szoveteiben, foleg a
macrophagokban talalhatok, amely sejtek a manduldba és a bronchialis nyirokcsomokba
vandorolnak. Ezekbdl a primer replicatios helyekbdl a CDV bekertil a véraramba, elsédleges
viraemiat okoz, és eljut az 6sszes lymphoid és hemopoetikus szervbe és szdvetbe, mint a 1¢p,
thymus, csontveld, nyirokcsomok valamint a nyalkahartya asszocialt lymphoid szovetek
(mucosa-associates lymphatic tissues MALT). A CDV fehérvérsejtekben torténd szaporodasa
lymphopeniat, ebbdl kovetkezden immunszuppressziot okoz a fertdzott allatban, aminek
kovetkeztében konnyebben kialakulhat masodlagos bakteridlis fert6zddés. A fertdzés
A hianyzo6 vagy elégtelen humoralis immunvalasz esetén egy masodlagos viraemia alakul Ki.
A masodlagos viraemia soran a CDV eljut az epithelidlis és mesenchymalis sejtekbe,
szovetekbe, mint a kdzponti idegrendszer és az epithelidlis sejtek, koztiik a bronchidlis és
gastrointestinalis mucosa hamsejtjei (Lempp és mtsai, 2014). A kozponti idegrendszer

elsédlegesen hematogén uton fertézddhet (Green és Appel, 2006).
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A szopornyica virus okozhat akut és kronikus megbetegedést is. Akut fertézés soran
foleg gastrointestinalis-, 1€égzdszervi- €s neuroldgiai tiineteket mutatnak a kutydk. A gyomor-
bélrendszer bantalmak koziil leggyakrabban hanyas és hasmenés jelentkezik, ami lehet véres
is. Ebbdl adodoan az 4allatok dehidraltak, lesovanyodnak, étvagytalanok, kedvetlenek
(Techangamsuwan ¢s mtsai, 2014). A légzOszervi tiinetek koziil leggyakrabban rhinitis,
conjunctivitis, pulmonaris congestio, tiidégyulladas (Pardo és mitsai, 2005), kohogeés,
bronchitis és tonsillitis figyelhetd meg (Tan és mtsai, 2011). A bOron vesicularis és pustularis
dermatitis is jelentkezthet (Greene €s Appel, 2006). A szem elvaltozasai kozott szerepel a
chorioiditis, retina degeneratio, necrosis és a vaksag (Demeter, 2010). Idegrendszeri tiinetek
akut és kronikus fertézés esetén is kialakulhatnak. Neuroldgiai tlinetek koziil ismétlodod
epilepszias rohamok, myoclonus (Techangamsuwan és mtsai, 2014), nystagmus, ataxia,
tetraplegia ¢és tetraparesis (Amude és mtsai, 2007), tic, dysbasia (Shin és mtsai, 1995) fej
oldaltartas, koordinacios zavarok, facialis ideg bénulasa észlelheté (Kabakci és mtsai, 2004).
A t0lé16 allatokban az orron és talpparnakon hyperkeratosis (hard pad) jelentkezik. Intrauterin
fertdzés esetén lehetséges halvasziiletés, vetélés, gyenge, életképtelen ¢és idegrendszeri
tiineteket mutatd kolykok (Nelson és mtsai, 1999). Az ujsziilott allatok fertéz6dése soran
zomanc €s dentin hypoplasia, oligodontia és részleges erupcio tud kialakulni (Pardo és mtsai,

2006).

Korbonctani vizsgalat soran dehidracid, az orrban és szemben mucopurulens valadék
lathat6. A fogakon zoménc hypoplasia, az orr és talpparndkon hyperkeratosis, thymus
atrophia ¢és generalizalt lymphadenopathia fordulhat eld. Serosus, catarrhalis vagy purulens
pharingitis és tracheitis figyelhetd meg. Tiid6odéma, interstitialis pneumonia is gyakori
elvaltozds.  Amennyiben masodlagos  bakteridlis  fertdz6dés is  bekovetkezett,
bronchopneumonia is észlelhetd. A hurutos bélgyulladas mellett megfigyelhetd a Peyer-

plakkok depletidja is (Beineke és mtsai, 2009).

Korszovettani vizsgalattal gliosis; intracellularisan és intracytoplasmatikusan a
neuronokban, astrocytdkban és gitter sejtekben zarvanyok lathatéak. Nem-gennyes
encephalitis, ami gyakran a kisagy fehérallomanyanak demyelinizatidjaval és necrosisaval jar.
Eléfordult acanthosis, parakeratikus hyperkeratosis, szértiisz0k necrosisa, a bronchialis
epitheliumban syncytialis sejtek fordultak eld. A fels6bb légutakban nagymennyiségii, elhalt
tormelék, fibrin kivéalas is megfigyelhetd. A lymphoid szervek (thymus, 1ép, nyirokcsomok)
depletioja és necrosisa fedezhetd fel. (Mcinnes €s mtsai, 1992; Lan €s mtsai, 2006; Pardo ¢és

mtsai, 2005, Techangamsuwan és mtsai, 2014). Az epithel sejtekben (tiid6, vesemedence,
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gyomor, hugyholyag, kdtéhartya, agy, 1ép) 2-5 um atmérdjii citoplazmazarvanyok talalhatodak,
amelyek diagnosztikai értékkel is birnak (Dobos-Kovacs, 1975; Pardo és mtsai, 2005), de
egészséges allatokban is eléfordulhatnak, igy kizarolag korszdvettani vizsgalatokra nem lehet
hagyatkozni. Mikroszkopos vizsgalatok soran a fert6zott allatokban megfigyelhetéek

oriassejtek a kiilonb6zo szovettipusokban (Green és Appel, 2006).

Diagnézis felallitasa nem egyszerli. A korelézményi adatok, fizikalis vizsgalat
elvégzése utan tovabbi kiegészitd vizsgalatokra van sziikség. Ide tartoznak a rontgen-, UH-, és
laboratériumi  vizsgalatok  (vérvizsgalat, RT-PCR (reverz transzkriptdz polimeraz
lancreakcid), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), immunfluoreszencia).
Immunolégiai moédszerekkel (ELISA, direkt és indirekt immunfluoreszencia stb.) a fert6zés
utan 5-21 nappal lehet kimutatni, de a moddszerek korlatozottsdga miatt fals pozitiv
eredményhez (Ettinger és Feldman, 2005). Az idegrendszeri tiineteket mutatdé CD virussal

fertdzott allatokban a szérum IgG és albumin hanyadosa magas (Ettinger és Feldman, 2005).

A megbetegedett allatok kezelésének eredményessége nagyon kétséges. Nagyon fiigg
az allat immunstatuszatol, a virustorzstol, az allat életkoratdl (Maclachlan és Dubovi, 2011).
A legjobb kezelési modszer a megelézés. Ez a forgalomban 1évd széles valasztékban

rendelkezésre allo €106, attenualt vakcinakkal lehetséges (Maclachlan és Dubovi, 2011).

A szopornyica virusok H gén alapjan 7 {6 csoportra oszthatoak, ugy mint Amerika-1,

Amerika-2, Azsia-1, Azsia-2, Europa, Eurépa vadvildga és Arctic (Demeter és mtsai, 2010).

Munkank soran a szopornyica virusok genetikai valtozékonysagaval foglalkoztunk
hazai és mas orszdgokban kimutatott virusok viszonylataban, illetve ezek lehetséges

kovetkezményeivel.



I1l.  Anyagok és mdédszerek

A. Mintak

Munkénk soran Magyarorszag kiilonbozo teriileteirdl, kutyakbol vett kilenc darab
vizelet- és egy darab szervmintakkal dolgoztunk. Ezen mintdkat 2012 és 2014 kozott a
Patologia Tanszékre kiildték be, és diagnosztikai PCR vizsgalattal mindegyik pozitivnak
bizonyult. A pozitiv mintdkat sajat primereinkkel is leellendriztiik. Az dllatok életkora nagyon

valtozo volt, 4 honapos ¢€s 8 és féléves kozott.

1-es szamu 1,5 éves, keverék szuka kiskunfélegyhdzi szarmazast kutya. Kombinalt
oltasokat kapott. Kullancs volt benne, és helyi allatorvos kezelte. A klinikdra torténd
megérkezésekor bagyadt, kicsit dehidralt, szaraz szajnyalkahartyakkal rendelkezett, de icterus
jelei nem voltak lathatéak. 39,5°C testhémérsékletli volt. A szemében és orraban gennyes
jellegli valadék talalhat6. A hastapintasa nem volt fajdalmas. Masnapra a nehezitett 1€gzése
fokozodott, igy Augmentin, Bisolvon kezelést kapott. 30 perccel az Augmentin beadast
kovetden az alsé szemhéja feldagadt, a hasan csalankiiités jelent meg. A szopornyica PCR
tesztje pozitiv lett. Masnap rossz altalanos allapot, a sz4jnyalkahartyak halvany rézsavorosek,
a kapillaris ujratelddés ideje 2,5 méasodperc volt és magas laza (40,6°C) volt. Enyhén gennyes
conjunctivitis. Stlyos foku tachypnoe, dyspnoe, vegyes tipust dyspnoe volt tapasztalhato. A
pulzusa 65/ perc, erds, aritmias, AV-blokk jellegli, pulzusdeficit nem volt észlelhetd. A sav-
bazis vizsgélat enyhe dekompenzalt respiracios acidosist és enyhe hypokalaemiat mutatott.
Masnap ¢jszaka a légzése romlott, fulladt. Nem volt lazas. Tachypnoe és dyspnoe volt
megfigyelhetd. Mellkas rontgen sulyos pneumonidt jelzett. Reggelre az allapota romlott,

agonizalt. A tulajdonos kérésére a kutyat elaltattak.

2-es szamu kutya 8 és fél éves keverék szuka, 1 honapot toltétt a menhelyen, 5
kutyaval egy kennelben. Eldtte nap este hoztdk el, tliinetmentesen. Veszettség oltast évente
kapott, kombinalt oltdsa nem volt. Az 5 kutya koziil az egyik, 12 évesen varatlanul elpusztult,
ismeretlen okok miatt. A menhelyrdl elhozott allat méasnapra kedvetlenné valt, nem ivott, nem
evett. A szemébdl €s orrabol gennyes valadék tirtilt, kohogott és tiisszogott és hdemelkedéssel

érkezett a klinikara. A vizeletminta PCR vizsgalattal pozitiv lett, eutanaziat végeztek el.

3-as szamu magyar vizsla egy 1,5 éves féreghajtott, veszettség és kombinalt oltassal

rendelkez6 szuka kutya. 3 honappal a klinikan torténé megjelenése elott keriilt gazdajahoz,



erddszéli kertes hazba, TapidszecsOre. Tarsat, 1 honappal elotte fogadtak be, egy 5 honapos
oltatlan kolyokkutyat, aki 5 napja pusztult el invaginatio és pneumonia miatt. Az
orokbefogadaskor kezdddtek a vizsla tiinetei is. A vizsgalatkor az inye és a kotohartydja
gyulladt volt, kohogés gyakran jelentkezett. A tulajdonos elmondasa szerint napszakhoz nem
volt kothetd, korabban nedves, majd fokozatosan szaraz kohogéssé valt. A marja és jobb
mellsé 1aba 6démas volt, szemét vakarta. ElGtte nap este hanyt. A klinikara torténd érkezéskor
a testhomérséklete 39,3°C, alulfejlett, korpazé bundaju volt. A jobb bordaiv mentén borsényi
boér alatti csomd volt tapinthatd, amely nem volt fajdalmas és a kornyezetétdl jol
elmozdithatd. A tulajdonos elmondésa szerint nem kapott erre a teriiletre injekciot. Konnyen
megkohogtethetd volt, amely kissé nedves, nem csattan6. Enyhén felerdsodott kilégzési
dyspnoe ¢€s légcso feletti stridor volt tapasztalhato. Mellkas felett intenziv bronchidlis zorejek.
A pulzusa 96/perc, er0s ritmusos. A has tapintasakor fajdalmat jelzett. A szemnél stilyos foka
blepharitist, eldesett harmadik szemhéjat és zoldes, gennyes, tapados valadékot lehetett
¢észlelni. 2 nappal kés6bb a kohogés megsziint, de a gydgyszert kihanyta. A héatan j duzzanat
jelent meg. A nyak merev, érintésre fajdalommal reagal. Masnap 39°C testhOmérsékletii, a
rectumban pépes, kozepesbarna szinti bélsar talalhat6. Kovetkezé nap 38,3 °C
testhOmérsékletii, 102/perc a pulzus, kapillaris jratel6dés ideje 2,5 s, 5%-o0s dehidraltsag. A
szemébdl még mindig zoldes, tapadds valadék iiriilt. Blepharospasmus és chemosis volt
lathat6. 4 nappal késébb a PCR eredménye megérkezett, amely pozitiv eredményt adott
szopornyica virusfertdzottségre. 6 nappal késobb az allapota javult, mar nem hény, hizott, de
hasmenése még tobbszor is van egy nap. Két nappal késdbb a szeme meggydgyult, kicsit
hunyorgott. Jo étvaggyal evett. A hasmenése véres, tenesmus Iépett fel. Az anus kipirult, a
rectumban vildgosbarna pépes bélsar volt. A fej borén enyhe hyperaesthesia volt

megfigyelhetd.

4-es szamu kutya egy 4 honapos, 2,2 kilogrammos keverék szuka. A tulajdonoshoz 2
honappal ezel6tt keriilt az Illatos Gti menhelyrdl. Egyediil tartott, lakasban tartott, sétalni sem
viszik ki az utcara. Méreganyagokhoz nem tudott hozzaférni. Tépot nem szereti, fott
csirkehtst, rizst és kefirt kapott enni. A menhelyre vissza kellett vinni, mert hanyt,
étvagytalan €s hasmenése volt. Azota kétnaponta levert, hany. A klinikdra torténd behozatal
elétt 20 perccel etették meg, miutan a széja habozni kezdett, és dezorientalttd valt, a falnak
nekiment. A vizsgalatkor remeget, szaja tovabbra is habos volt. Jobbra tarté koérmozgast
végzett. A testhOmérséklete 39,1°C volt. Rossz altalanos allapotu, lesovanyodott, dehidratalt

allapotba hoztak be. A fizikalis vizsgalat idejére elmult a nyalzas, a dezorientacio és a
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kormozgas. Tompult tudata, szimmetrikus, fényre sziikiilé pupilldkat lehetett latni. A
hasiiregben diffuzan kortyogd belek voltak tapinthatéoak. A bélsar kendcesos, sargas volt. A
korhazba torténd felvételt kovetden az allkapocsra és a fiilre 1 percig tartdo myoclonusos
epizddok jottek ra, amelyek mellett a mellsé 1abak spasztikusak voltak. A hasi ultrahang lelete
negativ lett. A vérvizsgalata soran alacsony vordsvérsejt szamot (5,04T/1, normalis:5,5-8,5T/I
kozott), alacsony hemoglobin szint (94 g/l, normalis: 120-180g/1 kozott). A szopornyica PCR
pozitiv eredményt adott. Masnap mar tiinetmentes volt, érdeklddd, jatékos, ezért hazaadasra

kerilt. Az allat tovabbi sorsardl tobb informacid nem all rendelkezéstinkre.

6-0s szamu pulit 1 honappal a klinikdn torténé megjelenés elott hoztak el a makoi
menhelyr6l, 1 veszettség oltast kapott. A menhelyrdl torténé hazavitel utan par napig
tiinetmentes volt, majd a nyakéan, dorsalisan didnyi méretii talyog jelent meg, a tlinetek a
talyog megnyitasa utdn kezdddtek. Kedvetlenné, étvagytalannd valt és lesovanyodott (BSC
1/5). Vizsgélatkor csokkent bdrturgor, beesett szemek voltak tapasztalhatoak. Az orrtiikor
szaraz, cserepes. A szdére apolt, az izomzata sorvadt, a fogain fogkd volt lathat6. A jobb
mells6 végtag 3.-4. 1abujjak kozotti tertileten gyogyulo, varos, horzsolt sebek voltak lathatoak.
A szemébdl kdzepes mennyiségli, mucopurulens valadék iiriilt, a ktohartyaja erdsen kipirult
volt. Enyhe belégzési tipusu nehezitett 1égzése volt. A trachea felett enyhe kilégzési stridor
volt tapasztalhat6. A bal orrnyilas enyhe nasalis stridora volt észlelhetd. Diffazan feler6sodott
az alaplégzés. A belek tiresek. A bal oldai cornea reflex kiesett, a jobb oldali renyhébb. A
pupilla reflex soran a pupillak renyhén reagalnak. A baloldali szem fényre ventromedialis
strabizmussal reagalt. A gerincveldi reflexek: mellsd labakon tobbszdr enyhe myoclonus volt
megfigyelhetd. A jobb hallgjaratba egy toklasz firodott. A hasi ultrahang negativ lett. A
savbazis vizsgalaton a pH savas 7,27-es értéket mutatott (7,35-7,45 kozott normalis). Az ABE
-5,7 (+/-3,5 a normalérték). A szopornyica PCR vizsgalata pozitiv eredményt adott.

A tovabbi felhasznalt mintdkrdl a tablazatban lehet informaciodt talalni (1. tablazat).
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1. tablazat: A munkank soran felhasznalt mintak

Kutya Menhelyen v\ cindzote Minta KUY Mintagyijté
. . tartozkodo n a ,
szarmazasa -e tipusa s datuma
tt-e neme
1 Kiskunfélegyhaza n.a. n.a. Vizelet 3,5éves Keverék  szuka 2013.05.07
igen (1
2 Zsadmbok honappal Nem Vizelet 8,5 éves Keverék  szuka 2014.08.07
elétte)
3 Tépidszecsd n.a igen (2-szer)  Vizelet 1,5éves I\\/I/?zgs)ll:r szuka 2013.01.14
igen (2
4 Erdékeretes honappal igen (1-szer)  Vizelet 4honapos  Keverék  szuka ~ 2013.02.26
elétte).
5 Budapest igen Nem Vizelet 1éves Keverék kan 2012.10.09
igen (1
6 Budapest honappal Nem Vizelet n.a. Puli kan 2013.07.17
elotte)
7 Dunakeszi n.a. n.a. Vizelet 8éves Go_lden kan 2012.11.09
retriever
8 Ozd igen igen Vizelet 6 honapos Puli n.a. 2013.02.28
Stafforshir
9 Kecskéd n.a. n.a. Vizelet 1éves e terrier kan 2013.10.10
keverék
10 Mohéacs n.a. n.a. Szervek Téves TaCSk,O n.a. 2013.03.11
keverék

n.a.: nincs adat

B. Nukleinsav kivonas

A kivonast az innuPREP Virus DNA/RNA Kit (Analytik Jena, Biometra,
Németorszag) segitségével végeztiik. A 450 pul Lysis Solution (RLD) oldathoz hozzdmértiink
150 pl mintat. Ezt kdvetden vortexszel Osszekevertiik, és 15 perces varakozési id6 utan
folytattuk. A mixhez hozzaadtunk még 600 pl Binding Solution-t (RBD). A homogén oldatbol
650ul-t a filteres csObe tettlink és 1 percig 10000xg fordulattal centrifugaltuk. A csé
kicserélése utan, a maradék mintat hozzaadtuk, és ismét centrifugaltuk. Ezutan hozzaadtunk
500 pl Washing Solution HS mosdéfolyadékot, és ezt is lecentrifugéltuk. Kicseréltiik a csovet,

¢s hozzamértiink 650 pl Washing Solution LS mosoéfolyadékot. A csé csere utan ismét
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centrifugaltuk 2 percig, a maradék moso6folyadék eltavolitdsa, szaritds céljabol. A széritott
filtert egy Elution csébe tettiik, és hozzdadtunk 80ul RNaz mentes vizet. 2 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten, majd 10000xg-vel 1 percig centrifugaltuk.

C. Reverz transzkripcio, PCR, szekvenalas

A CDV RNS kimutatdsit reverz transcriptio Sordn cDNS-¢ alakitottuk amit
polimerdz lancreakcid (polymerase chain reaction, PCR) modszerrel mutattunk ki. Az atirast

¢s a PCR-t TGradient Thermocycler (Biometra) géppel végeztiik.

A mintakbol kivont RNS 4tirasat Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
qPCR (Thermi scientific) hasznalataval végeztiik. A templat RNS-bdl 6 pl-t 6sszemértiink 4
ul 5x reakcid pufferrel, 2 ul Maxima Enzyme Mix-szel és 8 pl steril nukleaz mentes vizzel.
Az RNS atirast a kovetkezé programmal végeztiik: 25°C 10 perc, majd 50°C 30 perc, enzim
inaktivalas 85°C 5 perc.

A PCR vizsgalatokat a 2. tablazatban taldlhatd sajat tervezési oligonukleotid
primerekkel végeztiik. A nukleinsav kimutatdshoz a CDVDF és CDVDR, a Hemagglutinin
gén amplifikdlasdhoz a CDV6362F és CDV7868R valamint CDV7637F és CDV9337R
primerparokat hasznaltuk (3. tablazat).

A nukleinsav amplifikdlds sordn a cDNS-b6l 4 pl mennyiséget mértiink be a
kovetkezd reakcidelegybe: 5 pl DreamTaq Green DNA Polymerase puffer (Thermo
scientific), 3 ul ANTP (1 mmol Thermo Scientific), 1-1 pl primer (25 pmol), 2 egység (0,2 pul)
DreamTaq Green DNA Polymerase enzim (Thermo scientific), steril desztillalt vizzel 50 pl

mennyiségre kiegészitve.

2. tablazat: A PCR vizsgalathoz hasznalt primerek neve és szekvenciai

Primer neve, .
Szekvencia

kotodés helye
CDV1578DF GAAGCAATCGCCAAGATG

CDV1873DR CAGGAGGATTCTCTCTGAGG
CDV7637F  AGATGCAGTGGAGCTACTAC
CDV9337R GAGATGACTCGATCCTGTG
CDV6362F ATCTTGTGCTCGGACCTTG
CDV7868R GCATGTCATTCAGCCACC
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3. tablazat: A PCR vizsgalathoz hasznalt primerek és az eljarashoz hasznalt homérsékletek
illetve idétartamok

LGHIE S Végso lanc-
Primerparok | mérete | Elomelegités 35 ciklus g ... | Befejezés
hosszabbitas
(bp)
CDV1578DF 56°C,| 72°C,
- 295 30 45
CDV1873DR mp | mp
CDV6362F - 1505 94°C 94°C 6(;OC, 730C 72°C soc
CDV7868R 5 perc 30mp mp | mp 7 perc
CDV7637F - 5530C’ 75290C
CDV9337R | 1700 mp | mp

A PCR termékeket agar6z gél elektroforézissel vizsgaltuk GR Safe DNA Stain
(Biocenter) segitségével, az eredményt Dark Reader transilluminitor (Clare Chemical
Research, USA) vizualizaltuk. A PCR termékek szekvenalasi reakcioit szintén a tablazatban

talalhat6 primerekkel végeztettiik (Baseclear, Hollandia).
D. Szekvencia analizis, filogenetika

A szekvenalasi reakciok eredményeit, a nukleinsav szekvencidkat és a szarmaztatott
aminosav sorrendet a BioEdit szoftverrel (Hall, 1999) vizsgaltuk, a filogenetikai analizist a
MEGA?7 programmal végeztik (Kumar ¢€s mtsai., 2015). A kapott szekvenciainkat a
kiilonbozd csoportokat reprezentaldo CDV szekvencidkkal hasonlitottuk 6ssze, amelyeket a

GenBank-bol toltottiink le, irodalmi adatok alapjan (Demeter és mtsai, 2010).
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IV. Eredmények

A PCR modszerrel torténd nukleinsav kimutatas eredményeként a vizsgalt 10 minta
mindegyike pozitiv lett szopornyica virusra az alkalmazott primerparral, amelyek
magyarorszagi kutyakbol, 2012-2014 kozotti megbetegedésekbdl szarmaznak. Az elemzett
mintdk mindegyike a SzIE Patologia Tanszék altal eldzetesen végzett PCR vizsgalataval

pozitiv eredményt mutatott.

Az aktualis filogenetikai csoportositas szerint nukleinsav szinten az altalunk vizsgalt
mintdk mindegyike az Arctic csoportba tartozik. Az Arctic csoporthoz legkdzelebb
helyezkedik el az Amerika-1 csoport, ahova a legtobb vakcina torzs is tartozik. Ettél tavolabb
taldlhatdé az FEurdpa vadvildga és Amerika-2 csoportok, amelyek egymaéssal kozelebbi
rokonsagban vannak. A négy csoporttoél tdvolabb az Eurdpa csoport tagjai tartoznak. Az
Amerika-1 tagjaihoz képest a legtdvolabb az Azsia-1 és Azsia-2 csoportok helyezkednek el
(3. 4bra). Aminosav szinten torténd Osszehasonlitiskor annyi valtozéas tortént, hogy az
Amerika-2 vizsgalt tagjai koziil 6t (AF178038, AF178039, FJ461702, AY964114, FJ705238)
virus egy 0Onallé csoportot hoztak Ilétre, amely az Eurdpa csoporthoz helyezkedik el

legkozelebb (4. abra).

Az Arctic csoporthoz tartozd virusokat vizsgéaltunk, amelyeket egy Bajkal-tobol
szarmazo fokabol (X84998), egy kinai rokabol (EF445052), illetve Gronlandrol (Z47760). Az
Amerikai Egyesiilt Allamokbol (AY964112), Olaszorszagbél (DQ226087, DQ226088) és
Magyarorszagrol (DQ889182, DQ889186) szarmazd kutydkbol mutattdk ki. A legkisebb
hasonlosagot nukleinsav szinten (96,4%) az AF172241 és X84998 kozott fedezhetiink fel. A
legnagyobb hasonldsagot nukleinsav (99,7%) €s aminosav (99,6%) szinten is a DQ889182 ¢és
DQ889186 kozott mutathatdé ki. Aminosav szinten Osszehasonlitott virusok a legnagyobb
genetikai tavolsagot (95,7%) (AF172241-X84998, DQ889186-X84998) kozott figyelhetd
meg. A 2012-2014 kozott Magyarorszagon kimutatott virusokat az Arctic csoport tobbi
tagjaval 0sszehasonlitva a legnagyobb hasonlosagot nukleinsav (99,2%) és aminosav (99,1%)
szinten is egy erddkertesi kutyabol szdrmazo virus és a DQ226087, DQ226088 GenBank
szaml virusok kozott lathatjuk. A legnagyobb genetikai tavolsdgot nukleinsav szinten
(96,4%) X84998 és Magyarorszagon Ozdrol, Budapestrél szarmazé kutyakbol kimutatott
virusokban fedezhetd fel. Aminosav szinten 95,8%-0s hasonlosag lathaté a budapesti kutyabol

¢és az X84998-as szamu virusok kozott. A legnagyobb hasonlésagot aminosav

15



(99,1%) ¢és nukleinsav (99,2%) szinten is az erddkertesi kutyabol és az olaszorszagi kutyakbol

szarmazo6 virusok kozott mutathato ki.

EI.D1UD:I

Azsia-2

A

Europal
vadvilaga

3. abra: CDV H gén nukleinsav szekvenciak filogenetikai 6sszehasonlitasa
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4. abra: CDV H gén aminosav szekvenciak filogenetikai dsszehasonlitasa

Az Amerika-1 csoporthoz tartoznak foként a vakcindk. A csoporton beliil a
legnagyobb hasonlosagot (99,8%) az AY466011 és az AF542312-es szamu korokozok kozott
talalhat6. Aminosav szerinti Osszehasonlitisban a legnagyobb hasonldsagot (99,8%)
AB250741-D00758, AB250741-AF014953 és AY466011-AF542312 kozott fedezhetiink fel.
A legnagyobb genetikai tavolsagot (94,9%) nukleinsav szinten a csoporton belill az
AB286953-as ¢és az EU143737-es szamu virusok kozott taldlhatunk. Aminosav szinten

91,7%-o0s hasonl6sagot mutatnak.

Az Eurdpa vadvilaga csoportba egy daniai nyércbdl (Z47759), egy olasz rokabol
(DQ228166), egy németorszagi gorénybdl (X84999), egy Amerikai Egyesiilt Allamokbeli
(AY964110) és egy magyarorszagi kutyabol (DQ889189) mutattak ki a virust. A legnagyobb
genetikai tavolsagot DQ228166 és AY964110 GenBank kodu virusok kozott lathatjuk, amely
nukleinsav szinten 94,4%-0s, aminosav szinten 94,3%-os hasonldsagot mutat. A legnagyobb
hasonlosagot nukleinsav szinten (97%) Z47759 és X84999 kozott, aminosav szinten (96,5%)
747759 és DQ889189 kozott fedezheto fel.
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Az Amerika-2 csoporthoz egy kinai voros macskamedvébél (AF178039), egy észak-
amerikai kutyabol (AY964114) és Amerikai Egyesiilt Allamokbeli kutyakbol (AF112189,
AF164967, Z477628), javelinabol (Z477647), mosdmedvékbdl (Z477659, AY498692,
AY 649446, AY443350), fekete parducokbol (Z47763, Z54166) és kinai leopardbdl (Z54156)
mutattak ki. A vakcinak koziil az FJ705238-as (VaccP, tajvani) és az FJ461702-es (Vanguard)
szamuak tartoznak a csoporthoz. Az Osszehasonlitott virusok kozott a legnagyobb genetikai
tavolsagot (95,2%) nukleinsav szinten és aminosav szinten (93,4%) is az AY964114 ¢és az
AY649446 GenBank szamu virusok kozott fedezhetd fel. A legnagyobb hasonldsagot
nukleinsav szinten (99,7%) és aminosav szinten (99,3%) is az AF164967 és AF112189 kozott
lathat6. Nukleinsav szinten az Amerika-2 csoporthoz tartozik (AF178038, AF178039,
AY964114). Aminosav szinten vizsgalva ezen virusok €s a 2 vakcina egy kiilon csoportot

alkotnak.

Az Europa csoporthoz egy magyarorszagi kutyabol (DQ889177), németorszagi
kutydkbol (X85000, Z77672, Z77673, Z77671), olaszorszagi kutydkbol (DQ494317,
DQ494318, DQA494319), egy torokorszagi kutyabol (AY093674) és daniai kutyakbol
(Z47761, AF478548, AF48550, AF478543, AF478544) mutattak ki a virust. Nukleinsav
alapjan Osszehasonlitott virusok koziil a legnagyobb genetikai tdvolsagot (97,5%), aminosav
szinten 96,2%-o0s DQ889177 és AY093674 kozott lathato. A legnagyobb hasonlosagot
(99,9%) az AF478548 ¢és az AF478550 kozott fedezhetd fel. Aminosav szinten
Osszehasonlitva a legnagyobb hasonldsagot (99,8%) Z47761-AF478548, Z47761-AF478550,
DQ494318-DQ494319 kozatt talalhato.

Az Azsia-2 csoporthoz dél-koreai kutyakbol (FJ868161, FI868160, EU716073,
EU716075), japan kutyakbol (AB040767, AB040768, AB040766, AB476403, AB295482,
AB025270, AY297453, AY?297454, AB212730, AB252717, AB252718, AB250668), egy
kinai kutyadbol (EU743934), dél-koreai nyestkutyakbol (FJ868174, FJ868171, FJ868169,
JQ319396, JQ319393), egy dél-koreai nyestbdl (EU716074) és egy kinai rokabol (EU743935)
mutattak ki a virusokat. Nukleinsav szinten vizsgalva a legnagyobb hasonlosagot (99,9%) az
AB212730-AB250668 és az AB259482-AB476403 kozott fedezheté fel. Aminosav szerinti
Osszehasonlitds soran a legnagyobb hasonlosdgokat (99,8%) az AB295482 -AB025270,
AB250668-AB212730, AB295482-AB212730, AB250668-AY 297453, AB250668-
AY?297454, ABA476403-AB295482 kozotti virusok kozott talalhatunk. A legnagyobb
genetikai tavolsagot aminosav (87,4%) €s nukleinsav (92,7%) szinten is az FJ868171 és az

EU743935 kérokozok kozott figyelhetiink meg.
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Az Azsia-1 csoporthoz kinai pandabél, Japan kutyakbol, kinai majmokbol, kinai
rokakbol, Japan borzokbol, tajvani kutyakbol, thaifoldi kutyakbol, kinai nyércbdl, kinai
nyestkutyakbol, dél-koreai kutyakbodl kimutatott virusok. A legnagyobb hasonlésagot (99,9%)
az FJ705236-o0s és az FJ705235-6s szamu Tajvanon kutyakbol kimutatott virusok kozott
figyelhetink meg. Aminosav szinten Osszehasonlitott korokozok kozott 99,8%-0s
hasonlosagot fedezhetiink fel FJ705236-AY378091, EF445051-EF042818, FJ705235-
FJ705236 ¢és FI810215-FJ848534 kozott lathatunk. A legkisebb hasonldsag (95,3%)
nukleinsav szinten a csoporton beliil az EU296492 és AF178038, ugyanez a két torzs
aminosav szinten 94,2%-os hasonlosagot mutat. A Kinaban majmokbo6l kimutatott virusokat a
tobbi csoportban vizsgalt virusokkal torténd 0Osszehasonlitast nukleinsav szinten a 4.

tablazatban és aminosav szinten az 5. tablazatban lathato.

4. tablazat: A majmokban talalt szopornyica virusok (FJ405223, FJ405224) nukleinsav szinten torténé
osszehasonlitasa a tobbi csoporttal

Maximum Minimum Atlag

Amerika-1 91,7 90,2 90,91

Amerika-2 96,1 93,5 94,72

94,1 93,4 93,66

Azsia-1 99,1 96,1 97,37

94 89,5 92,78
Eurdpa 95,3 94,3 94,86

Europa vadvilaga 95 93,5 94,18

Sajat mintak 93,4 93 93,3

5. tablazat: A majmokban talalt szopornyica virusok (FJ405223, FJ405224) aminosav szinten torténé
osszehasonlitasa a tobbi csoporttal

Maximum Minimum Atlag

Amerika-1 91,4 88,9 89,98

Amerika-2 96,3 93 94,66

93,9 92,5 93,1

Azsia-1 98,8 95,8 97,54

94,2 85,5 92,48
Eurdpa 95,5 93,5 94,72

Europa vadvilaga 95,2 93,5 94,38

Sajat mintak 93,2 92,4 92,85
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A H-gén aminosav szekvenciait hasonlitottuk 6ssze a kiilonb6z6 csoportok aminosav
szekvencidival. Osszehasonlitasi alapnak az Amerika-1-es csoportbol szarmazd AB212966-0s

szamu szekvenciat valasztottuk, amelyet az 5., 6., 7., és 8. dbran lathato.

20



\EE.. ,.OQK;H..... B o D B O S A Rt Q‘(rmo .................. o....\\(.%qm ..................
>.-da.. ”u\‘, H ..... )’05; ..... m-..-...- \60?.650% Q.ld --------------- 6\53” ---------- -—-QR‘S)O .-Djj ....................... mm og\z\\ﬁm _502.6\\4,:. m

QMQIJE- - e H ..................................................... 6.75\\(” .......... -—.a§° - .Dj \j ......................... cgg “ .................. E
jn. - R H ..................................................... 6.))\((” .......... \— .Q{I)Q‘,o - -Dgé Sj OIJQEK.W ..................
\\M‘g.. e H Ces e K\.S.w;vw .......... -—.g-»aﬁu .->§ s\/(\l‘ °t§m

%E... N H ............................................................................................... 3-H ................ OI)s\%}m

g‘v)g.... R H -------------------------- CER S m- ............................................................... H ---------------- ogzgw ------------------
%E-.. 6\(‘), H ............................................................................................... \2.“ ---------------- ogggm ogo\(.l.ﬁ

%E.... g-H ................................................................................................. H . OE\‘M ................... j
%E.. - §.H ------------------------------------------------------------------------------------------------- H ---------------- oggw ------------------
%E- - §.H --------------- 6.))0\\601.% ........................................................................ \;.H ................ ogggm .................. Ay
‘—..E.-.. 4\6-H ................................... 6}/'\}1“. “ees seean gz ......................... é ................... o fgm ..................
%E 6\\6H P .-;o))?v'n .................. J)OJ))\\J.F -.....-..\ZH o..\%\n/m

R E e H ................................... VRN > .......................................... NI F z ................... ozzgm .................. S
\\6\\58 R H ----------------------------------- é.> ------------------------------------------ éﬁ :. .................. og‘m ------------------

“{J?/ E Ry H ................................... AV > .......................................... IV .F : OJJ\%\I»M

gl.rs e H ................................... %}.P .......................................... xg;h z ................... o&%m ..................

..—..s.-.' «w\\/}-H .............................................................................................. é ................... O %}W
SHE ....... H ............................................................................................. \\6).3 ................... ogdw ..................
K seee U L gi it ts tee s s se s sessaseses sssEssEEAs sEsssEssse SeMEsessas sesssssass sessssssen sasseswsns swssses NN Ll Ll iier derenennnn (AW s r s e seae
5((/1“.-.' ,.0\\/;-% * smana 6\\5&“ -\Hl?(r*n‘w.-. wé\‘m m
S}QI)E. cee WAL H ............... Q‘M ..................................................................... @ ....... : ........ H I(w-gs\f)m 0){570\53/)“ ..................
%E. e g.H ............................................................................................... ns\gcp h O‘(V.-Io}’o.‘;m ..................
Q.‘,S;E- .. §-H ----------------------------------------------------------------------------- > ..................................... 01.(?;\6}.&\\6“ ------------------
....§. §.H ....................................................... o\-’o‘-.li.n ---------- \-:o)-‘.H-. QI.(... °§§m J
.-.'gn\ﬂw. g.H ....................................................... g,.o\}i-ﬂ .......... \-)o%-};-H..-. cssann oggl;m -—
....gu\l)m ..os\/“H ....................................................... o\x}o\\";.ﬂ J:§»-N-... DI 01‘53?)0\\1)“ ‘_
.. §. §.H ............. s('o)‘w ....................................... o\r’o\-.linﬂ .......... \-:.o}.‘,.H.- 54... ogkgm J
g-\ﬂw. g.H ....................................................... ?;-:.o\\f(\lﬁnﬂ .......... J)o%../»-H..-. cssane og;m -—
g‘lﬂ. ..o\\l).H ....................................................... o\x}o\‘-'t.\ﬂ.a }g).H-.. j... o.a;\gm ‘_ .................
at\lw. g-H ..................................... p ................ Oﬁg\.\l;.ﬂ .......... JJQ-.))-H.... DI °{<§§m -._
§ zo\.))-H ------------------------------------------------------- g’-n .............. J’H-\Jﬂ. DI 0/{.%};“ ‘—
.&Y‘W §.H ....................................................... O\rg)g.a .,.oﬁnl.,.H-.- e O‘((.\,o\z\v‘m J .................
§ {;.H.- o}.ﬂ\-&(\(}.ﬂ ..%‘JM .............................. OIJ)\.-;O\-..Q\;W J
S;‘v.ls §-H .............................................................................................. \‘)ﬂ ------------------- o ..-.mé\\ﬁm ------------------
Q-tgs §.H ....................................................... O\rgagna- .................................................. oggm J .................
3 {;.H.- qz)l(;.a. . R H 8\50..-..0\\6% 1— .
3(55 ceee “ 61-/(>m .............. o.)-..o\-)l\\‘.n- .......... AN H ogm -— .
.............................................................................................................................................................. j
EF ------------------------------------------------------------------------------------- guj. g.lw m& -----------------
.......... g\&h...- e e eseas sessasasas EEsssEsaes sesEssEAAe EessEAsEs SeEEEEAss SAEEsAsEes SesEeEEses SEsesEEEse Seeseseaes sesewwsnnw -U.-...... BT .......“
HIDISEOANL DAMMSEAN IMHIGHIQT TINGNIDUN DMIIDNIAN OETHIOIEC DIDLITALTA QIADHHAYES NRATDIITES JTDNSLSADN JHASLINTIV TIOATIITIA ITIACQNIOD NELATSTAL SNWHNMIAL BIHX
097 0st 0%t 0ET 0zt 01t 00t 08 0 oL 09 08 0% 113 0 07

5. abra: A szopornyica virus H gén aminosav szekvenciainak dsszehasonlitasa (1.-160. aminosav)
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6. abra: A szopornyica virus H gén aminosav szekvenciainak dsszehasonlitasa (161
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7. abra: A szopornyica virus H gén aminosav szekvenciainak ésszehasonlitasa (321.-480. aminosav)
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8. abra: A szopornyica virus H gén aminosav szekvencidinak dsszehasonlitasa (481.-607. aminosav)



V.  Megbeszélés

A szopornyica virust 1761-ben irtak le el6szdr, amely orszagokon &t terjedd
jarvanyokat okozott (Kirk, 1922). A vakcinazas megjelenésével sikeriilt visszaszoritani a
terjedését, igy vilagszerte, sporadikusan eléforduld korokozova valt. Az elmult években
vakcinazott allatokban is kimutattdk a CDV-t (Demeter és mtsai, 2010), melynek hatterében

tobbféle magyarazat is lehetséges:

» Szimplaszald RNS virus, genetikai informaciotartalmanak koszonhetéen egy
folyamatosan valtoz6, egyre szélesebb gazdaspektrummal rendelkezd
koérokozd. A virusban végbemend mutacioknak kdszonhetden a vakcina- és a
vadvirusok kozott egyre nagyobb kiilonbségek fedezhetéek fel, igy az
oltébanyagok hatékonysaga folyamatosan csokken.

» Az oltasokat nem megfeleld idében hajtjak végre. A leggyakoribb hiba, hogy
az allat a vakcindzas idején még magas maternalis ellenanyagszinttel (1:20
arany felett) rendelkezik. Ha ilyenkor adjak be az oltast, nem tud kialakulni
megfeleld immunvalasz, illetve a maternalis ellenanyag szintje csokkenhet a
korai vakcinazas kovetkeztében (Povey, 1986).

» az allat immunrendszere nem miikodik megfeleléen (Povey, 1986). Ez
1étrejohet exogén és endogén okok miatt is. Exogén okok kozott szerepel a
tulzsufolt tartas (pl. menhelyek), kérnyezetvaltozasok (pl. nagy hdmérséklet és
paraingadozés), bizonyos gyogyszerek (gliikkokortikoidok, azathioprim,
cyclosporint,  tetraciklinek,  kloramfenikol, = daganatellenes  szerek)
immunszupressziv hatasa (Povey, 1986). Endogén okok kozott szerepel a
virussal, baktériummal, parazitaval és gombaval torténd fert6z6dés (Povey,

1986).

A magyarorszagi mintaink szerint a szopornyicaval fertdzott allatok gyakran
menhelyeken betegedtek meg, esetleg tiinetmentesen fogadtak Oket orokbe, és csak késobb
alakultak ki a kutyakban klinikai tiinetek. A rossz higiénias koriilmények megsziintetésével a
szopornyica virus konnyen inaktivalhatdé (példaul ultraibolya sugarzéssal, detergensek ¢és
antioxidansok segitségével). Az 56-60°C kozott vagy annal magasabb hdmérsékleten, illetve
pH 4,5 alatti és pH 9 feletti kémhatason a virus inaktivalddik, de a hidegebb hdmérsékleten

fertézOképes marad.
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A munkank sordan a H gén vizsgalataval foglalkoztunk, a tobbi gén terjedelmi okok
miatt nem keriilt bele a dolgozatba. A valasztds oka, hogy a 6 gén koziil a leggyakrabban
vizsgalt, a legnagyobb genetikai variabilitdst mutatja és a legnagyobb szerepet jatssza a
gazdasejthez kapcsolodasban (Lan és mtsai, 2006; Ke és mtsai, 2015). A kiilonb6zo
irodalmakban mas és mas csoportositasi modokat talaltunk. Demeter és mtsai (2010) altal irt
cikk alapjan - a H-gén nukleinsav és aminosav szinten — az alabbi hét f6 csoportra valo
(Amerika-1, Amerika-2, Europa, Eurdpa vadvilaga, Arctic, Azsia-1 és Azsia-2) felosztast
kovettiik. A valasztasunk oka, hogy a tobbi csoport inkdbb foldrajzi beosztast kovet. Az
altalunk nem alkalmazott Azsia-3 csoportba besorolt szekvenciak (mint pl. egy kinai kutyabol
[EU743935] kimutatott virus) (Willi és mtsai, 2015) az altalunk preferalt beosztas szerint ez
az Azsia-2 csoporthoz tartozik, a vizsgalt virusok koziil atlagosan 94,9%-os hasonlosagot
mutat. Az Azsia-4 csoportként jeldlt szekvenciak (AB301066, AB301065, Techangamsuwan
¢s mtsai, 2014), az altalunk kdvetett besorolds szerint az egyértelmiien az Eurdpa vadvilaga
csoporthoz tartozik. E csoport vizsgalt virusai kozott atlagosan 95,4%-os hasonlosag lathato.
A Dél-Afrika csoporthoz dél-afrikai kutyakbol kimutatott virusokat soroltak be (Liao és mtsai,
2015), amelyek az altalunk valasztott beosztas szerint az Amerika-2 csoporthoz tartoznak. A
kordbban Demeter ¢és mtsai. (2010) altal leirt és altalunk is kovetett filogenetikai
csoportositast alkalmazva a 7 csoportba minden eddigi CDV szekvencia besorolhato, egyéb,
foleg foldrajzi alapon alkotott csoportok kialakitasa filogenetikai vizsgalatokban nem

indokolt.

Egy 10 évvel ezel6tti vizsgélat soran 3 kiilonb6zd csoportba tartoztak a virusok,
amelyek Magyarorszagon el6fordultak. Az Eurdpa csoporthoz egy 2004 telén Budapestrdl
szarmaz0, vakcinazott, csak neuroldgiai tiineteket mutat6d vizslabol (DQ889177) mutattak ki.
Az Europa vadvilaga csoporthoz tartozd6 DQ889189-es szamu virus 2005 telén kelet-
magyarorszagi térségrol, 1€gz6-és emésztdszervi tiineteket mutatd kutyabol szarmazik. Az
Arctic csoportba egy 2005 tavaszan, négy honapos labrador kolyok (DQ889182) vizelet
mintdjabol mutattdk ki. A masik egy 2006 tavaszan, 1égzdszervi tlineteket mutato, budapesti
menhelyrdl szarmaz6 keverék szukabol (DQ889186) mutattak ki (Demeter, 2009). Az
altalunk szekvenalt virusok 2012 és 2014 kozott Magyarorszag kiilonbozd teriileteirdl
szarmaznak (1. tdbldzat). Ezen virusok mindegyike az Arctic csoportba tartozik, nukleinsav
szinten az elemzett szekvencidk koziil a legnagyobb hasonldésdgot a kordbban szintén
Magyarorszagon kimutatott Arctic csoportba tartozd szekvencidkkal mutatnak. Igy

valosziniisithetd, hogy a Magyarorszagon jelenleg terjedd, megbetegedéseket okozd
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szopornyica virusok a DQ889182 és/vagy a DQ889186 GenBank-i kddu virusokbol

szarmazhatnak.

Munkénk jelentdségét novelheti, hogy madas allatfajokban is megjelent a
szopornyicaval torténd fertézottség. A kozonséges makakokban hasonléan kutydkhoz
1égzbszervi-, emésztdszervi-, €s idegrendszeri tiineteket tapasztaltak (Sakai és mtsai, 2013). A
voros rokakban, menyétekben és hitizokban idegrendszeri (pl. vadon €16 allatként keresték az
ember tarsasagat) esetleg 1égzdszervi tiinetek voltak észlelhetéek (Origgi €s mtsai, 2012).
Cibetekben és vadonéld farkasokban kutydkhoz hasonldan idegrendszeri-, emésztdszervi- €s
1égzdszervi bantalmakat tapasztaltak (Di Sabatino és mtsai, 2014; Techangamsuwan €s mtsai,

2014).

A szopornyica virus nem emberszabaszu féemldsokben is képes fatalis kimeneteli
megbetegedéseket, jarvanyokat eldidézni (Yoshikawa és mtsai., 1989; Sun és mtsai., 2010;
Qiu és mtsai., 2011; Sakai és mtsai, 2013). A majmokat fertézni képes CDV-k a H-gén
alapjan nagy hasonlésagot mutatnak mas fajokbol kimutatott virusokkal is. gy az emberi
fertdzddés lehetdsége sincs kizarva a jovOben, amelynek lehetdségét mar régota vizsgaljak.
Az egyik kisérletet 1931-ben Nicolle hajtotta végre. Emberekbe oltotta be a virulens
szopornyica virust, és vizsgalta annak hatasat. Az emberekben tiineteket nem produkalt, de a
beadast kovetéen a levett vérben fert6zOképes virus volt kimutathatdo (Appel és Gillespie,

1972).

A morbillivirusok éltaldban fajspecifikusok, kivételt képez ez alol a szopornyia virus,
amely kiilonboz6 fajok széles sorat képes megfertdzni és megbetegiteni (Bieringer és mtsai.,
2013). A CDV a fehérvérsejteken megjelend SLAM ¢és a kiilonb6zd szervek epithelialis
sejtein megjelend nectin-4 receptorokhoz kotdédve jut be a sejtekbe (Seki és mtsai., 2003;
Noyce ¢és mtsai, 2013). Szamos tanulmany vizsgalta a human sejttenyészetek, illetve human
SLAM receptort hordozd kiilonbozd  sejttenyészetek  szopornyica  virussal vald
fertdzhetdséget. Nektin-4 receptort termeld human tid0 carcinoma eredeti H358
sejttenyészeten bizonyitottdk, hogy a CDV képes a human Nektin-4 receptorhoz kétddni €s
fertézni sejteket (Otsuki és mtsai., 2013a). A virus sejtbe jutasért felelés H fehérjéje és az F
fehérje a sejttenyészeten torténd szaporodds soran valtozatlan maradt, de a virus egyéb részein
torténtek mutaciok, amelyek alkalmasséd tették a virust a human eredetli sejtekben vald
szaporodasra (Bieringer és mtsai., 2013). A morbillivirusok H fehérjéjének 500-550-dik

aminosav pozicioi kozott elhelyezkedé aminosavak felelések a SLAM receptorhoz valo
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kotédéshez (Bieringer és mtsai., 2013). A humén SLAM receptorhoz valé kotddéshez a CDV a

crer

c sy

tartalmazo vad szopornyica virus a természetben is eléfordul (AB061776,
8. abra), ami potencialisan magaba hordozza az emberi fert6zések veszélyét. Az embereket
fertézni képes nagy ragalyozd képességli morbillivirus, a kanyard virussal szemben
alkalmazott vakcina keresztvédettséget biztosit a szopornyica virussal szemben (Appel és
mtsai., 1984). A kanyardval szembeni széleskorii védekezés ezért nagymértékben csokkenti a
CDV okozta kockazatot. A kanyaré virus eradikacidjat kovetden az Egészségligyi
Vilagszervezet (World Health Organization WHO) tervei szerint 2020-ra megsziintetik a
virussal szembeni vakcinas védekezést (Strebel és mtsai., 2011), aminek a szopornyica virus
szempontjabol kiilonds jelentdsége lehet. A CDV jarvanyok nyomon kdvetése és a hatékony

védekezés ezért nem csak allategészségligyi szempontbdl fontos.
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VI.  Osszefoglalé

A szopornyica virus (canine distemper virus CDV) egy viladgszerte gyakran
kimutatott korokozd. Régebben kizardlag a ragadozok (Carnivores) betegségének tekintették,
de a vizsgalatok alapjan mar sokféle fajban megtalaltak (Ailuridae, Mustelidae, Viverridae,
Procyonidae, Phocidae, Felidae), koztiik a nem emberszabasu majmokban is (Macaca fuscata,
Macaca mulatta). A CDV egy nagy fertéz6képességii, gyakran fatalis kimenetelii, szisztémas
megbetegedést okoz6 virus. Hatékony, specifikus gydgymod nincs ellene, az érintett allatok
kezelése csak tiinetileg lehetséges, aminek koltsége nagyon magas, €és eredményessége
kétséges. A betegség megeldzése vakcinazéassal lehetséges, amihez hazdnkban szamos

oltéanyag all rendelkezésre.

Az elmult években egyre tobb fiatal és felndtt, oltott és oltatlan kutya is fertdz6dott
szopornyica virussal. Hogy feltérképezziik a jelenleg megbetegedést okozo virustdrzseket, az
érintett egyedekbdl szarmazo mintdkat molekularis biologiai modszerekkel vizsgaltuk.
Filogenetikai vizsgalatok alapjan a CDV-kat leggyakrabban 7 csoportba (Amerika 1 és 2,

Azsia 1 és 2, Arctic, Eurdpa, Eurdpa vadvilaga) soroljék.

Eredményeink alapjan a jelenleg Magyarorszagon terjedd, megbetegedéseket okozo
virusok az Arctic csoportba tartoznak, egymassal nagyon szoros rokonsagot mutatnak, és a
filogenetikai elemzés alapjan egy 2006-ban szintén hazankban kimutatott virusbol
eredeztethetdk. Bar a Hemagglutinin fehérje vizsgalata szerint ez a csoport van legkdzelebb a
vakcina torzseket magaba foglaldé Amerika 1 csoporthoz, az aminosav szinten jelentkezd
kiilonbségek elegenddnek tlinnek ahhoz, hogy az altalunk kimutatott virusok akar tobbszor
vakcinazott allatokban i1s képesek legyenek fertdzést és megbetegedést is eldidézni. A
rendszeres vakcinazasok szelekcios nyomast gyakorolnak a virusokra, aminek hatasara a virus

antigén-szerkezete megvaltozik, igy a vakcindk hatékonysaga idovel gyengiil.

A CDV tobbszor okozott féemldsokben is elhullasokkal jaro jarvanyokat, valamint
human sejttenyészeteket is sikerrel fertdzhetdek a virussal. Ezért fennéllhat a veszélye annak,

hogy a CDV emberhez adaptalddik, aminek a kovetkezményei rendkiviil sulyosak lehetnek.

crer

érintett fajokban, hogy minimalizalni lehessen az emberre valo terjedés kockazatat.
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VII. Summary

Canine distemper virus (CDV) is frequently detected pathogen worldwide.
Previously, CDV infection was considered as a disease specific to carnivores, but todays CDV
caused disease has been found in many different species (Ailuridae, Mustelidae, Viverridae,
Procyonidae, Phocidae, Felidae), including non-human primates (Macaca fuscata, Macaca
mulatta). CDV is a highly contagious pathogen that often causes fatal, systemic disease. There
is no effective specific treatment for the disease, the symptomatic therapy is the only option,
which is highly expensive and there are doubts about its efficiency. The CDV caused diseases
could be prevented by vaccination, and many different vaccines are available in Hungary. In
recent years, increasing number of CDV caused clinical signs and deaths were observed in

young and adult, vaccinated and unvaccinated dogs.

In order to survey the virus strains causing the current diseases, samples were
collected from affected animals, and examined with molecular biological methods. Based on
phylogenetic examinations, CDVs are generally divided into seven clusters (America 1 and 2,

Asia 1 and 2, Arctic, Europe and European wildlife).

Our results indicate that the viruses causing diseases in Hungary belongs to the
Arctic group, and they have very close relationship to each other. Based on the phylogenetic
analysis, the currently spreading CDVs may originate from a virus detected in 2006 in
Hungary. Although, according to the analysis of Hemagglutinin protein, the CDVs belonging
to Arctic cluster shows the higher similarity to America 1 group containing most of vaccine
strains, the differences on the amino acid level could be sufficient enough so that the detected
CDVs in this study can results sever clinical signs and deaths even repeatedly vaccinated
animals, too. Regular vaccinations means selective pressure on the virus, resulting changes in

antigen structure of the virus, thus the efficiency of the vaccine decreases over time.

The CDV caused fatal epidemics more times in primates, and even human cell
cultures could be successfully infected with the virus. Therefore there might be a risk that the
virus will adopt to humans, which could have very serious consequences. Hence why we
think it is important to develop a vaccine that could keep up with the evolution of the virus,
and to use these vaccines in order to minimize the risk of the virus spreading to the human

population.
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