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Bevezetés

Az egész vilagon, beleértve hazankat is, a kutya a legnépszer(ibb kedvtelésbdl tartott
allat. A kutyatartasi kultura fejlédésével a tulajdonosok egyre nagyobb gondot forditanak
kedvenceik egészségvédelmére, a higiénikus tartasi viszonyokra, valamint a fert6z6
betegségek megel6zésére. Azonban ezzel parhuzamosan még mindig rengeteg gazdatlan,
kébor ebet fogadnak be allatmenhelyek vagy allategészségugyi telepek.

Ezekben a létesitményekben a tartasi viszonyok szamos tényezbje (zsufoltsag,
stressz, vakcinazasi program) el6segiti a virusok terjedését, Ujszerl virusok megjelenését.

A régéta ismert kutya enteralis kérokozokkal (um. kutyaparvovirus 2, kutya
adenovirus 1, szopornyicavirus) szemben vakcinaval biztosithatunk védelmet. Azonban a
vakcinas védelem ellenére a hasmenéses betegségek idénkénti felbukkanasa
elkertlhetetlen. Ezen esetek hatterében gyakran a vakcinavirustél jelentésen kildénb6zé
kérokozé vagy ujszer( virus all. igy nagyobb figyelmet kell forditanunk az ismeretlen eredetii
hasmenések vizsgalatara, az Ujszerii korokozdék detektalasara.

Egyes virusok esetében, mint példaul kutya rotavirus, kutya astrovirus vagy a kutya
calicivirusok, mar régota tudni lehet jelenlétukrél, és feltételezik korokozd szerepuket is.
Ugyanakkor ezen virusok magyarorszagi el6fordulasat kutyaknal csoportunknak sikertilt
el6szor bizonyitania.

Az utobbi idében virusgenomok konzervativ szakaszaira illeszked6, altalanos
primerekre épulé polimeraz-lancreakciok (PCR), illetve a random DNS-amplifikaciot kovetd
mélyszekvenalas hasznalatanak térhoditasa robbanasszeriien bdvitette ismereteinket a
kutyak enteralis virusainak sokféleségérél. Munkank soran az uj generacids szekvenalasban
rejlé lehetéségek kozul alapvetéen arra fokuszaltunk, hogy kiaknazzuk az abban rejlé
diagnosztikai lehetéségeket és feltérképezzik egy menhelyi allomanyban keringd virusok
sokféleségét, beleértve az egyes egyedekben egyidejlleg megtalalhatdé virusok
populacidinak Osszetételét. llyen moddszerekkel azonositottak kutyakbdl tobbek koézott a
Picornaviridae csaladba tartozé kobuvirust, valamint a Caliciviridae csaladba tartozo

vesivirust is.



Célkitlizéseink

Munkank soran egy észak-magyarorszagi menhelyen kutya bélsarmintakat
gyljtéttink, majd PCR rendszerek és mélyszekvanalasi modszerek kombinalasaval
mutattunk ki virusokat.

Munkank soran célunk volt kutyakbol eddig még le nem irt enteralis korokozok
kimutatasa PCR technika segitségével, valamint (j generaciés szekvenalas
felhasznalasaval.

Célunk volt a hasmenést okozé virusok diverzitasanak jobb megismerése és egyben
a kutyak fekalis viromjanak feltérképezése, amelyhez idealis alapot nyujtott a menhelyen
fellelhetd sajatos mikrokdrnyezet.

Célul tdztuk ki kutyak bélsarabol kimutatott virusok elemzését, filogenetikai

kapcsolatainak feltérképezéseét.



Anyag és moédszer

A bélsar mintak eredete, feldolgozasa a nukleinsav kivonasig

A kutyaktdl szarmazd bélsarmintakat egy észak-kelet magyarorszagi menhelyen
(Miskolci Allatsegité Alapitvany, M.A.S.A.) gyijtdttik, 2012. januar és szeptember kdzott.
Mintakat gydjtéttink még egy maganszemély kutyaitdl is, aki sajat kutyai mellett ideiglenesen
befogadott kutyakat is tart. Ezen a tartasi helyen kevesebb kutya fordul meg, jellemzéen
csak klinikailag egészséges kutyak élnek egyutt.

Osszesen 76 bélsarmintat gydjtéttink mintagy(jté  tégelyekbe. A  gydijtés
véletlenszerlien tortént, a tinetmentes és a hasmenéses egyedek vegyesen szerepeltek, a
gylijtést sem az életkor, sem az ivar nem befolyasolta. A mintakat egyedileg is, valamint
kennelekbdl is gydjtottik, utdbbi esetben eléfordult, hogy tdbb minta kerllt egy mintagyjté
tégelybe. A laborba széllitasig -20°C-os hitében tartottuk, vagy még aznap a laborba
szallitottuk a mintakat.

A Dbélsarmintakbol 10-20%-o0s bélsar szuszpenziot készitettink, melyhez PBS
(phosphate buffered saline) oldatot hasznaltunk. A mintakat ezutan -65°C-os fagyasztdban

taroltuk tovabbi felhasznalasig.

Uj generaciéos szekvenalas - mintaeldkészités, konyvtarkészités,
szekvenalas

Az Uj generacios szekvenaldashoz RNS-t vontunk ki a bélsarmintak fellluszojabdl. A
kivont RNS mintabdl reverz transzkripciot (RT) végeztink random hexamer oligonukleotid
jelenlétében, melynek 3’ végéhez altalanos oligonukleotid csatlakozott. Az RT Iépés cDNS
termékébdél PCR amplifikalast végeztiink, a terméket pedig agarézgélben futtattuk. A 200 és
2000 nukleotid (nt) k6zotti savban 1évé termékeket kivagtuk, és gélbél kitisztitottuk.

A konyvtarkészités soran enzimes fragmentaciot végeztiunk, a fragmensekhez pedig
vonalkddos adaptereket kotoéttink. Az indexelt kdnyvtarakbdl fluorometridas mennyiségi
meghatarozas utan egyforma mennyiségeket mértink 6ssze. Ezt a konyvtarkeveréket
hasznaltuk az emulzios PCR soran, amelynek célja a koényvtar DNS-ek klonalis
amplifikaciéja. A szekvenalast az lon Torrent Personal Genome Machine® készuléken

végeztik, 316 ill. 318 tipusu chipeken.



o

Hagyomanyos PCR sziirévizsgalatok — mintaelékészités, RT-PCR, real-
time PCR

A hagyomanyos PCR alapu szirévizsgalatokhoz a bélsar fellluszojabdl kombinalt
viralis DNS/RNS kivonast végeztink. A virusok detektalasa virus specifikus RT-PCR
segitségével tortént, virusonként kilon reakciocsdvekben. Az egy- és kétlépéses RT-PCR-ek
és a keétkords (heminested) PCR-ek a kutya astrovirus, kutya calicivirus és kutya kobuvirus
(CAstV, CaCV és CaKoV) kimutatasat szolgaltak. A munkank soran hasznalt
oligonukleotidokat el6zetes irodalmi adatok alapjan valasztottuk ki, illetve a CaKoV esetében
magunk terveztik génbanki szekvenciakbol készitett illesztések felhasznalasaval. A
bufavirus szlrést az el6zetes metagenomikai adatok ismeretében végeztiik, a real-time
(valds idejli) PCR-ben hasznalt protokollt egyuttmikodésben fejlesztettik (Vito Martella,Bari
Egyetem, Olaszorszag).

Agarézgél elektroforézist kdvetéen a specifikus PCR termékeket a gél szeletekbdl
tisztitottuk. A kivont PCR termékeken mindkét iranybdl kdzvetlen szekvencia meghatarozast
végeztink Sanger-féle DNS szekvenalassal egylttm(kédd partnereinknél (PTE TTK és
Honvédkorhaz).

Az egyszalu RNS virusok genomjanak végeit 5 és 3’ RACE moddszer segitségével
amplifikaltuk. A duplaszali RNS virusok esetében a szegmensvégek meghatarozasat RNS

ligalassal kombinalt hazilag adaptalt 3' RACE-val végeztuk.

Uj generaciéos szekvenalas és hagyomanyos Sanger-féle DNS
szekvenalas soran nyert szekvencia adatok elemzése

A bioinformatikai elemzés folyamata a kdévetkez6 fontosabb lépéseket foglalta
magaban: az NGS soran kapott nyers szekvencia részletek minéségi ellenérzésen estek at,
majd a tul révid (<35 nt) vagy rossz minéségl nukleotid szakaszok figyelmen Kivl
hagyasaval és az adapter/vonalkdd régidk térlésével referenciaillesztést végeztiink, melyhez
a GenBankban elérhetd virusszekvenciakbol allé adatbazist hasznaltuk.

A viralis genomok dsszeszerelését és elemzését magunk végeztik el. A szekvenalas
soran generalt adatokat a CLC Genomics Workbench szoftver

(https://www.giagenbioinformatics.com/products/clc-main-workbench) segitségével

rendeztik és analizaltuk. Ugyanezt a szoftvercsomagot hasznaltuk, amikor szekvencia
részleteinket (angolul sequence reads) eukariotakat fert6z6 virus szekvenciakhoz
hasonlitottuk, amelyeket a GenBankbdl toltéttink le. Az Osszeillesztett egyedi szekvenciakat
ellendriztik, majd egyetlen contigot (nagyobb szekvencia szakasz, amely az &tfedd

readekbdl all) allitottunk 6ssze az illesztésekbdl.


https://www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-main-workbench

A Sanger szekvenalas soran nyert szekvenciak szerkesztése és értékelése a
GeneDoc, valamint a BioEdit szoftverekkel tortént. A hasonlésag megallapitdsa BLAST
algoritmus segitségével tortént, az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
internetes alapu keresé programjan keresztul.

A hagyomanyos Sanger szekvenalas soran nyert szekvencia adatokat és az NGS
szekvencia adatokat ettl a ponttdl azonos mdédon elemeztuk. A nyilt leolvasasi kereteket
(open reading frame, ORF) az NCBI internet alapu ORF keres6jével hataroztuk meg

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). A t0bbszdrds szekvencia illesztéseket a

translatorX (http://translatorx.co.uk/) interaktiv fordito-illeszt6 programmal készitettuk el. A

szekvenciak tovabbi szerkesztése és értékelése a GeneDoc, valamint a BioEdit
szoftverekkel tortént. A filogenetikai elemzést a MEGAG6 szoftverrel végeztik éspedig
neighbor-joining vagy maximum likelihood mddszerrel, a program altal legjobbnak itélt
szubsztiticios modell alkalmazasaval. Az atlagos nukleinsav és aminosav genetikai

tavolsagokat a p-distance modszerrel szamoltuk ki, szintén a MEGAG programot hasznalva.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://translatorx.co.uk/

Eredmények és megbeszélés
2012-ben osszesen 76 db kutya bélsarmintat gydijtottink a M.A.S.A. miskolci

menhelyérél, valamint egy maganszemély kutyaitol. Osszesen 37 mintat vizsgaltuk
metagenomikai modszerekkel. 33 minta a menhelyrél szarmazott, mig négy mintat a magan
allatartonal élé allatoktoll gydijtottink.

Az elbzetes virusmetagenomikai adatok alapjan virus-specifikus PCR és RT-PCR
rendszereket fejlesztettlink vagy adaptaltunk irodalmi hivatkozasok alapjan. A
virusmetagenomikai vizsgalatok és a PCR-rel végzett szlirdvizsgalatok részletes
eredményeit és kovetkeztetéseinket didaktikai megfontolasbél az egyes virusok

targyalasakor ismertetjik.

Kutya astrovirus, CAstV

A pan-astrovirus RT-PCR és a metagenomikai vizsgalatok eredményeinek
Osszefésulésével egylttesen a mintak 21%-ban (16/76) detektaltunk astrovirust.

Négy telies AstV genomot (HUN/2012/2, HUN/2012/115, HUN/2012/126,
HUN/2012/135), két részleges genomot részletesen elemeztink (HUN/2012/8, HUN/2012/6).
A kodold szakaszok szerkezete az AstV-kra jellemzé képet mutatta. Harom, egymassal
atfedé ORF-et tartalmazott, amelyek a szerkezeti és nem-strukturalis fehérjéket kddoljak. A
kédold szakaszok hossza 6441-6447 nt kozott, a GC (guanin: citozin) tartalom 45,19-45,48%
kozo6tt mozgott. A genomok hossza az 5 és 3’ UTR-t beleszamolva, a poli(A) farkat pedig
levonva 6535 és 6587 nt kozotti hosszusagu volt. Az 5 UTR-t négy térzs (HUN/2012/2,
HUN/2012/115, HUN/2012/126 és HUN/2012/135) esetében sikerult meghataroznunk, ezek
hossza 42 és 60 nt kozott valtozott. A 3 UTR-t mind a hat térzs esetében megszekvenaltuk,
ezek hossza 49 és 100 nt ko6z6tt alakult.

Az telies ORF2 nukleotid szekvencidjanak filogenetikai elemzése képezi alapjat az
AstV-ok rendszertani besorolasanak és jellemzésének. Ebben az elemzésben az &sszes
kinai torzs, a nagy-britanniai GBR/2014/Lincoln tbrzs, valamint a HUN/2012/2 és a
HUN/2012/135 egy egyedulallé csoportot alkot, ahol a csoporton belll a nt hasonlésag tébb
mint 91%. A masodik csoportba olaszorszagi torzsek tartoztak (ITA/2005-3, ITA/2005-6 és
ITA/2005-8), valamint a nagy-britanniai GBR/2014/Gilingham és a magyarorszagi
HUN/2012/6 toérzsek, a nukleotidszintli hasonlésag szintén tébb mint 91%. A harmadik
csoport a virulens ITA/2010/Zoid és a HUN/2012/126 torzseket tartalmazza, 97%-os
csoporton bellli nukleotidszintli hasonlésaggal. Egyéb CAstV térzsek (GBR/2014/Braintree,
GBR/2014/Huntingdon, HUN/2012/115) a fenti tdrzsek kozott helyezddtek el, kilon

alcsoportokat alkotva.



Az ebben a tanulmanyban megszekvenalt AstV-k ORF-jeinek vizsgalata ramutatott a
szekvenciak valtozatossagara. A filogenetikai vizsgalatok soran 6t torzsunk a tobbi kutya
astrovirussal egyitt helyez6détt, és tdbb alcsoportot alkotott a kapszid szekvencia alapjan. A
human astrovirusokat a MAstV 1 fajba soroljuk, és nyolc kilénbdz6 szerotipusba oszthatoak.
Lehetséges, hogy a human astrovirusoknal megfigyelt alcsoportok a kutya astrovirusokra is
jellemzéek. A HUN/2012/8-as magyar CAstV térzs csak tavoli rokonsagot mutatott mind a
magyarorszagi, mind a vilag tobbi tajarél szarmazo CAstV torzsekkel. A HUN/2012/8 torzs
esetében bizonytalan, hogy ez a torzs egy kutya CAstV, vagy egy lehetséges fajok kozotti
virusatvitel eredményeképpen talaltuk kutyaban.

Tudasunk még rendkivil hézagos a CAstV-k tekintetében. Mindazonaltal az eddig
megismert genetikai valtozatossag kihivas elé allitja a laboratériumi diagnosztikat. Ugyanez
a diverzitas gatat vethet a jovébeni megel6z6 stratégiak tervezésében és kivitelezésében, a
megeértsuk, valamint surveillance programok, hogy a virus allategészségugyi jelentésegét

felmérijuk.

Kutya calicivirus, CaCV

Kutya calicivirus RNS-t a mintak 3,9%-ban (3/76) mutattuk ki RT-PCR mddszerrel,
mig a metagenomikai elemzés soran egy mintaban talaltunk calicivirus (ti. vesivirus)
szekvencia részleteket, melybdl sikertlt a HUN/2012/528 térzs részleges genomijat
Osszeszerelni. A harom calicivirusra pozitiv minta PCR termékeinek szekvenalasa utan egy
mintat (HUN/2012/528) vesivirusként azonositottuk, mig a masik kettd (HUN/2012/7 és
HUN/2012/64) norovirus volt.

A HUN/2012/528 vesivirus torzs részleges kodold szekvencigjanak a hossza 8270
nukleotid volt. A teljes 3’ UTR 162 nukleotid hosszu volt, nem szamolva a poli(A) farkat. A
meghatarozott szekvencia GC tartalma 47,56% volt. Az RNS genom harom nyilt leolvasasi
keretet tartalmazott.

A kapszid fehérje aminosav (as) sorrendje és annak szekvencia hasonlosagi
jellemzdi képezik alapjat a virustdrzsek besorolasanak. A HUN/2012/528 vesivirus torzs
84,8-91,5% aminosav hasonlésagot mutatott a sejtvonal kontaminans vesivirus térzsekkel
(87,4%-Allston/2009/USA, 88,3%-Allston/2008/USA, 91,2%-Geel/2008/BEL, 86,5-
2117/DEU), a Binn és mtsai altal ll-es tipusba sorolt kutya vesivirus torzsekkel (3-68,
W191R), valamint a CU/296 tdrzzsel (hasonlésag 86,9-92,3%). Ugyanakkor a 48-as
referencia kutya vesivirustorzzsel végzett 6sszehasonlitisban minddssze 70,3%-0s as
hasonlésag volt észlelhetd. Az ICTV kilencedik jelentésében szereplé kritériumoknak

megfelelden elemezve a toérzsinket ugy tlnik, hogy a HUN/2012/528 térzs a sejtvonal



kontaminans vesivirus térzsekkel, a kézelmultban leirt egyesiilt allamokbeli és olaszorszagi
vesivirus torzsekkel egyutt a Vesivirus nemzetség egy uj képviseldje lehet.

A dolgozatunkban meghatarozott prevalencia (3,9%) egybe esett az irodalom altal
emlitett értékekkel (1,1-64,8%), ugyanakkor alacsonyabb volt a kennelekben,
allatmenhelyeken detektalt prevalencia értékeknél (9,7%, 64,8%). Munkank soran
egyedulallé médon egy tartasi helyrél norovirust és vesivirust is kimutattunk. A norovirus
torzseket RT-PCR mdédszerrel sikertlt kimutatnunk, mig a vesivirus torzset az altalanos

calicivirus primerrel, és metagenomikai médszerrel is detektaltuk.

Kutya kobuvirus, CaKoV

A 76 vizsgalt bélsarmintabdl dsszesen 11 (14,47%) bizonyult kobuvirus pozitivnak
RT-PCR és/vagy metagenomikai modszerrel. Az RT-PCR rendszer sajat fejlesztésink,
RdRp és VP1 genomi régiokra illeszkedd két-két primerpart terveztink. Virus metagenomikai
modszerekkel 0sszesen hat mintaban sikerult kobuvirus szekvencia részleteket azonositani,
amelyek kozul egy mintabdl (HUN/2012/2) parhuzamos futtatasokban generalt adatok
Osszegzésevel, és a konszenzus végek Kkiterjesztésével a telies genombdl egy 8279 nt
hosszu szakaszt hataroztunk meg. A kddolé szakasz nagyfoku hasonldésagot mutatott a
GenBankban megtalalhato CaKoV 1 szekvenciakkal (92,2-94,8% nt szinten, 97-99,4% as
szinten). A genom szerkezete megegyezett a nemzetség tobbi tagjaval:
VPg+5'UTR[L/P1(VP0-VP3-VP1)-P2(2A"NC_2B_2CHeN-p3(3A-3BYP9-3CP°-3D™]-3’'UTR.

Filogenetikai szamitasokat végeztliink, hogy megvizsgaljuk a CaKoV tdrzslink
helyzetét a kobuvirusok kozott. A szamitasunk alapjat a poliprotein P1 régidjanak as
sorrendje képezte. A filogenetikai fan a magyarorszagi CaKoV a tébbi CaKoV toérzzsel egyitt
csoportosult monofiletikus agat alkotva. Az Aichivirus A allt legkbézelebb a CaKoV-khoz az
ICTV altal elfogadott Aichi virus fajok kézil. A HUN/2012/2 CaKoV jol elkulondlt a Kobuvirus
nemzetség tobbi tagjatol, az Aichivirus B, C, D, E, F fajoktdl.

Vizsgalatunk soran a kobuvirus pozitiv mintak kézdl nyolc egy év alatti, mig harom
feln6tt ebtél szarmazott, valamint hat hasmenéses, 06t pedig tlunetmentes kutyatol
szarmazott. A részletesen elemzett HUN/2012/2 CaKoV torzsnél tarsfert6zdéként jelen volt
CAstV és CCoV is. El6z6 tanulmanyokban megjelent kdvetkeztetések a mi munkank soran is
megjelentek tendenciaként, miszerint a kobuvirus fert6zés valészinlileg altalanos lehet a
kutyak koérében (gyakoribb a fiatal allatok kdzoétt), azonban a fertézés nem valészinli, hogy
megnyilvanul klinikai tinetekben, vagy pedig egyéb ismert patogén kérokozok is szerepet

jatszanak a hasmenéses tunetek kialakitasaban.
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Kutya rotavirus C, CRVC

A virus-metagenomikai vizsgalatok soran egy tiz hetes, hasmenéses kutya
bélsarmintgjabol  (HUN/174/2012) sikertlt  kimutatnunk  Rotavirus C-vel rokon
szekvenciarészleteket. Az online adatbazisokban mindeddig nem toltottek fel kutya RVC
torzs szekvenciat, igy megkiséreltik a teljes kédold szekvencia 0Osszeszerelését. A
meghatarozott térzs szekvenciaja egyedi volt, és hatarozottan elkulonult a human, sertés és
szarvasmarha RVC torzsektdl. A vizsgalt RVC torzs genomja 11 fehérjét kddolt, hat
szerkezeti fehérjét, valamint 6t nem-szerkezeti fehérjét. A human, sertés és szarvasmarha
referencia torzseket 6sszevetve az altalunk meghatarozott RVC tdrzzsel a nukleotid
szekvencia hasonlésagok 6sszességében 67-84% kozott mozogtak az RVC torzsek génjei
kozott. A referencia toérzsekhez hasonlitva a legkisebb szekvenciaazonossagot az NSP1 és
NSP4 esetében figyeltik meg (67-87%, valamint 67-77%), mig a legnagyobb
szekvenciaazonossagot az NSP2-nél talaltuk (79-84%). A VP7, VP4, VP6 gének
tekintetében a kutya RVC torzslink mar nagy biztonsaggal besorolhaté a G10 —VP7, P8 —
VP4, és 18 —VP6 genotipusokba.

A VP4, VP6 és VP7 gének filogenetikai elemzése soran bizonyitast nyert, ami mar a
hasonlésagi szamitasok soran sejthetd volt, hogy a KE174/2012 térzs az eddig leirt
genotipusokhoz képest kildén csoportot képez.

Metagenomikai mddszerekkel azonositottunk egy olyan genetikailag heterogén
Rotavirus C torzset, amely a legtdbb, ha nem az 6sszes, génjében Ujszeri genotipust mutat.
Tovabbi kutya RVC toérzsek leirasa segithet felderiteni az esetleges genetikai diverzitast a
gazdafajbdl izolalt RV torzsek kozoétt. Varhatéan, a leirt RVC tdrzsek szamanak

ndvekedésével egy megbizhatd klasszifikacids rendszert sikerul kidolgozni.

Kutya rotavirus I, CRVI

A metagenomikai vizsgalatok soran két minta esetében (KE135/2012; KE528/2012)
szokatlan rotavirus szekvenciarészleteket fedeztink fel az el6zetes elemzések soran. Mivel
azonban a virus alacsony titerben volt jelen a mintaban (ti. PAGE-ben végzett ezistfestéssel
sem volt kimutathaté a genomi RNS), ezért a mélyszekvenalds soran drasztikusan
megemeltik a minta szekvenciainak mennyiségét. A futtatds eredményeképpen megkaptuk
az Osszes strukturalis és nem strukturalis gént. Ezek a gének Iényegesen eltértek az eddig
ismert rotavirus A-H referencia szekvenciaktol.

Mindkett6 szokatlan rotavirusnal a szegmensvégek nukleotidsorrendje megérzétt volt
(5’ vég GGCI/TA; 3’ vég AACCC); valamint a legtébb gén esetében nagyfoku volt kett6juk
kozott a szekvencia hasonlésag (pl. VP2: 88% nt, 95% as hasonlosag; NSP4 99% nt, 99%
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as hasonlésag). A VP7 gén esetében azonban rendkivil alacsony volt a
szekvenciaazonossag (53% nt és 38% as szinten).

A szekvencia- és a filogenetikai analizis egyuttesen szemlélteti a mérsékelt genetikai
hasonlosagot a rotavirus A-H fajok képviselGivel, alatamasztva, hogy egy uj faj, a Rotavirus |
képviselbit talaltuk meg. Az Uj rotavirus faj elsé képviselbit a legujabb ajanlasok alapjan
RVI/Dog-wt/HUN/KE135/2012-nek és RVI/Dog-wt/HUN/KE528/2012-nek neveztik el.

Az addig ismert rotavirusfajoktdl eltéré virusok jelenlétére macskak és kaliforniai
oroszlanfokak fekalis viromjaban korabban is voltak arulkodo jelek, a kozelmultban pedig egy
macska hasmenéses beélsar-mintajabdl is sikerllt azonositani a RVI-t. Ezek a tanulmanyok, a
mi leirasunkkal egyitt megerésitik a feltevést, hogy egy ujfajta rotavirus fertéz egyes husevd

emlésfajokat.

Kutya bufavirus, CBuV

A 70 vizsgalt bélsarmintabol 6sszesen 26 bizonyult bufavirus pozitivnak real-time
PCR moddszerrel, mig a metagenomikai maédszerrel két mintaban (HUN/2012/22 és
HUN/2012/126) talaltunk Gjszeri parvovirusokra utalé szekvencia részleteket.

Két uj protoparvovirus tdrzs kdzel teljes hosszusagu genom szekvencigjat sikerllt
meghataroznunk metagenomikai mddszerek segitségével (HUN/2012/2 és HUN/2012/126).
A kédolé szekvencia mindkét esetben 4219 nt hosszu volt, a részleges UTR-ket is
beleszamitva a HUN/2012/22 esetében 4463 nt, a HUN/2012/126 esetében pedig 4308 nt
hosszu szekvenciat kaptunk.

A koédold szekvenciaban két ORF-et azonositottunk, a bal oldali 1917 nukleotid
hosszi ORF1 kédolta a nem-szerkezeti fehérjét (NS1, 638 as), a jobb oldali, 2316 nukleotid
hosszi ORF2 pedig a kapszidot alkot6 két fehérjét (VP1, 710 as; VP2, 568 as) kddolta. A
telies kodolo szakasz szekvenciaillesztés elemzése ravilagitott, hogy ezek az 0j bufavirusok
jol elkulénulnek a mar ismert kutya parvovirusoktdl (<58% nt hasonldsag) és egyéb
bufavirusokkal csoportosulnak egyutt. A CBuV a féemlés (61,6-63,2% nt), valamint sertés
mintakbdl (59,6% nt) detektalt bufavirusokkal mutatta a legnagyobb hasonlésagot, mig a
CPV-2 torzsekkel 45% nukleotidszintli hasonlésagot mutatott.

A filogenetikai elemzés soran a kutya bufavirusok egy jol elkulonilt csoportot
alkottak, korulottik patkany, denevér, sertés, és f6eml6s bufavirusok helyezédtek. A
csoportban  térzseinkhez legkdzelebb huméan bufavirusok helyezédtek, valamint
rhesusmajombdl és sertésbdl detektalt bufavirusok.

Kutyak fekalis viromjaban azonositottunk, és elemeztink egy Ujszerl kutya
protoparvovirust, valamint real-time PCR mddszerrel megszirtik a mintainkat a lehetséges

etiolégiai kapcsolat feltarasa érdekében. A leirt virust, mivel legkdzelebbi rokonai a

12



bufavirusok, kutya bufavirusnak neveztik el (canine bufavirus, CBuV). Az NS1 gén
tekintetében alacsony hasonlésagot mutatott mind nt (24,1-69,4%), mind as (19,3-51,4%)
szintjén a Protoparvovirus nemzetség tobbi tagjaval. A protoparvovirusok azonos fajba
sorolhaték, ha az NS1 fehérje as sorrendje legalabb 85%-ban azonos (az ICTV altal
meghatarozott kritérium). Ezen jellemzé alapjan az altalunk metagenomikai modszerekkel
meghatarozott CBuV torzsek uj PV fajhoz sorolhatoak.

CBuV DNS magas prevalenciaval fordult el mintainkban, azonban az egészséges és
tinetmentes allatok kozotti prevalencia kildonbség nem volt szignifikans. Ez utalhat arra,

hogy a CBuV a kutya fekalis viromjanak gyakori alkotéja.
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Uj tudomanyos eredmények

Magyarorszagon el6szor végeztink metagenomikai vizsgalatot menhelyi
koriimények kozott él6é kutyak mintaibdl.

Magyarorszagon el&szor sikerllt kimutatnunk kutyakbol astrovirust és vizsgaltuk e
virusok genomszerkezetét.

Magyarorszagon el6szér mutattunk ki kutya calicivirust, mely kutya vesivirusnak
bizonyult. Ennek a tdrzsnek a részleges genomjat meghataroztuk és elemeztik.
Magyarorszagon el6szor mutattunk ki kutya kobuvirust metagenomikai és RT-PCR

modszerekkel.

5. Avilagon elséként elemeztik egy kutya RVC genomijat.

Leirtunk egy eddig ismeretlen rotavirust kutyaban (Rotavirus 1), melyet azéta az ICTV
uj fajként is elfogadott.
. A vilagon el6szdr mutattunk ki kutyaban 0j, bufa-szerl parvovirust és meghataroztuk

e virusok fehérjekddoldé genomi szekvenciajat.
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Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretném megkdszonni témavezetdimnek, Dr. Banyai Krisztiannak és Dr.
Tuboly Tamasnak a lehetéséget, hogy doktori tanulmanyaimat az & iranyitasuk alatt
végezhettem. Tamas egyetemi éveim alatt szerettette meg velem a laboratoriumi munkat, és
a kutatast, az & segitségével lehettem tagja a Krisztian vezette Uj kérokozok felfedezése
témacsoportnak. Tamas halala hatalmas Grt hagyott, melyet nem lehet pétolni. Készondém
Krisztiannak, hogy bizalmat adott nekem, szakmailag és emberileg is sokat fejlédtem a
laborjaban toltétt évek alatt. Koszoném az Uj kérokozok felfedezése témacsoportok minden
tagjanak a sok elméleti és gyakorlati segitséget és a vidam légkort.

PhD munkam soran a mintagyljtés szakaszaban nagy segitséget nyujtott dr. Gulya
Angéla allatorvos, aki megengedte, hogy a Miskolci Allatsegitd Alapitvany menhelyén
mintakat gydjthessek. Szeretnék kdszonetet mondani a menhely 6sszes dolgozodjanak a
mintagyUjtés soran nyujtott segitségért.

Kdszéném dr. Vito Martellanak, valamint prof. Canio Bounavoglianak, hogy
segitséget nyujtottak az astrovirus, a bufavirus és az RVI mintak feldolgozasaban, valamint
koszonettel tartozom dr. Gianvito Lanavenak, aki olaszorszagi tartézkodasom alatt
feligyelte, szervezte és segitette munkamat (Dipartimento di Medicina Veterinaria,
Universita Aldo Moro di Bari, Olaszorszag).

Halasan koszondm a csaladomnak, hogy nyugodt csaladi hatteret biztositva,
mindvégig tamogattak és biztattak, ami kulénésen a PhD munka utols6 fazisaban volt
elengedhetetlen. Koszondm a tamogatast paromnak, Csabinak. Kdszéndm kedves
baratn6imnek Barinak, Sziszkénak, Eninek, Reninek, Katdkanak, és Kicsi Reninek a
rengeteg segitséget. Anyukdmat, Vass Andrea kolleganémet, és Kenéz Akost kiilén
készonet illeti a dolgozat gondos atolvasasaért és hasznos tanacsaikért. Végul, de nem
utolsésorban kdszéndm a Népkerti Allatklinika minden dolgozdjanak a biztatast, a rugalmas
beosztast, mely lehetévé tette, hogy befejezzem a dolgozatom irasat.

A munka anyagi hatterét a Lendulet program biztositotta.
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