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1. Bevezetés

A fert6zé betegségek kozott kilonds jelésdget tulajdonitunk a zoonodzisoknak,
vagyis azoknak, amelyek koérokozoi kilonBoAllatfajokat és embereket egyarant
képesek fetizni. Ennek egyik oka az, hogy az allatokban okohetegségek gazdasagi
kartétele mellett kdzegészséglgyi problémat imfeleek. A méasik ok, hogy ezeknek a
betegségeknek a jarvanytana éaltalaban joval os$ttgtte hiszen a kildnb&zgerinces
gazdak eltgf szerepet tolthetnek be a kérokozé fenntartasabaersztésében, valamint
tovabb bonyolitja, ha a terjesztésében vérszivibldhé vektorok is szerepet jatszanak.
Szamos zoonotikus virus terjeSizizeltlablak (Un. arbovirusok.) Ezek a viruséként a
Bunyaviralesrend, valamint aFlaviviridae, Reoviridaeés Togaviridae viruscsaladok
tagjai, de szamos mas virus atvitelében is szejéphatnak vérszivé izeltlabuak. A
vektorok leggyakrabban szinyogok (pl. ésjgdrpe-, pupos-, valamint lepkeszinyogok)
vagy kullancsok. Magyarorszagon a kodzegészségiiggmpsontbdl legjeleisebb,
arbovirus okozta betegség a kullancsencephalitiglymek korokozoéja egy flavivirus
(Tick-borne encephalitis virus, TBEV); am ez a wirallatokban nagyon ritkan okoz
megbetegedéseket. Az ezredforduléig hazankban megnabztizaltak olyan, allatokban
és emberekben egyarantéferduld megbetegedéseket, amelyeket szinyogok altal
terjesztett virusok okoztak volna, annak ellenéagy felméé vizsgalatok (szeroldgiai
vizsgalatok, gockutatasok) kimutattak ilyen virugelenlétét.

Vadmadarak, kilénosen feketerig6kufdus merula fokozott elhullasait figyelték
meg 2001 nyar végén Bécs és Alsé-Ausztria terile®nmadarak kdrszovettani
vizsgalata agyvébyulladdsos elvaltozasokat mutatott ki és a mirdékegy virust
siker(lt izolalni. Genetikai vizsgalatokkal igazikt hogy a térzs az Usutu virus (USUV,
Flaviviridae, Flavivirug fajhoz tartozik. Ezt a virust kordbban csak Adrizaharatdl
délre fekw terileteil mutattak ki, és kevés adat allt rendelkezésre etjam
tulajdonséagairdl, fajspektrumardl, kdz- és allaszgégiigyi jeleségésl.

Két évvel kéébb Magyarorszag délkeleti részén, egy ludallomanyimyeltek meg
idegrendszeri tiinetekkel és jelémtelhullasokkal jaré jarvanykitorést. A korszoévetta
vizsgalatok lymphocytas encephalitis jeleit tarfelk szeroldgiai és genetika vizsgalataink
a nyugat-nilusi virus (West Nile virus, WNWlaviviridae, Flavivirug jelenlétét mutattak
ki. A ludak megbetegedéseivel egdlictn idegrendszeri megbetegedéseket
diagnosztizaltak a madarak tartasi helye kdrnybeessté&bd emberekben is, és szeroldgiai
vizsgalatok igazoltak a WNV koroki szerepét. A kikezs évben idegrendszeri
megbetegedést kowen elhullott héja Accipiter gentils) mintaibol tudtuk kimutatni a
nyugat-nilusi virus jelenlétét. A doktori értekdzés bemutatott kutatasaink soran a
nyugat-nilusi virus és az Usutu virus kozépeurtglaukkanasat és terjedését, valamint a
virusok genetikai és kortani tulajdonsagait vizegal
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2. A kutatasok céljai

- Az Eurépaban felbukkané USUV és WNV torzsek gemefjillemzése,
rokonsagi viszonyaik becslése, genetikai valtozgtgsk feltarasa.

- Az USUV és a WNV difordulasi gyakorisaganak vizsgalata gerinces
gazdakban és izeltlabu vektorokban; aktivitasulegsdésiik nyomon kdvetése.

- Avvirustdrzsek gazdaspektruméanak, patogenitasétiakegészségigyi
jelentiségének vizsgalata.

- Avvirusferzések kimutatadsara alkalmas diagnosztikai médszéfeilesztése.

3. Anyag és modszer

A kutatast széles kéirhazai és nemzetkdzi egyuttkbdésben végeztik. A hazai
eredeti virustdrzseket az Orszagos Epidemioldgiai Kozpate a Debreceni
Allategészségiigyi Intézet munkatarsai bocsatottékdelkezésiinkre. A gerinces
gazdakbél (madarakbdl, lovakbdl) szarmazé mintalentds része az Orszagos
Allategészségugyi Intézet (jelenleg Nemzeti Elehmitinc-biztonsagi Hivatal, Allat-
egészséglgyi Diagnosztikai lgazgatésag) korbonctasrtalyarél szarmazik, és
nagyszamui vadmadar mintat kdszénhetiink az OcsaaMada, a Kéros-Maros Nemzeti
Park, a Hortobagyi Nemzeti Park, a Magyar Madaréantermészetvédelmi Egyesulet, a
Févarosi Allat- és Novénykert, valamint a Szegedi ¥smhrk munkatarsainak. A
lovakbdl szarmaz6 mintak dd@ntbbbségét a Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tuyiin
Kar Nagyallatklinikdjanak munkatarsai bocsatott&kdelkezésiinkre. A csigzinyog
mintak gyijtését és a dijtott egyedek meghatarozasat a Természettudomanyetvin
Allattara, a Debreceni Egyetem, Természettudomé&ayi valamint a Pécsi Egyetem,
Szentagothai Janos Kutatékdzpont munkatarsai végezt

A kulfoldi eredett mintak a Bécsi Allatorvosi Egyetem, Viroldgiai éaet és
Patologiai Intézet; a Cseh Tudoméanyos Akadémia,Emlogiai Intézet; a Hacettepe
Egyetem (Ankara); a Duna Delta Intézet (Tulcea);Mdanéi Tudomanyegyetem,
Allatorvosi Patolégia Tanszék; a Camerino Egyet@hattudomanyi Tanszék (Matelica);
a Pisai Egyetem, Allatorvosi Patologia Tanszék; arichi Egyetem, Allatkerti-,
egzotikus- és vadallatok klinikdja; az ausztriardskereszt; az Arisztotelész Egyetem
(Thessaloniki); valamint a Barcelonai Egyetem, #ligészségiigyi Kutatokézpontjanak
munkatarsaival egyuttikddésben keriltek feldolgozasra.

Gerinces gazdak &legyedeibl elsssorban vér és cerebrospindlis folyadék (liquor)
mintakat vizsgaltunk. Elhullott allatok kérbonctaféldolgozasat kévéen az agy- és
gerincveb szovetébl, illetve egyéb zsigeri szervedb gyijtottink mintdkat. A
csipsszunyogokat kilonb&zmaodszerekkel (fénycsapda, aspirator, testre szgalidyog)
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gyijtotték entomoldgus kollégéink. A virusoké@rdulasanak feltardsa és terjedésik
nyomon kovetése céljabol passziv és aktiv febméasgélatokat végeztiink Magyarorszag
és Ausztria terlletén vadmadarak, lovak és észipnyogok bevonasaval. A passziv
vadmadar monitoring soran vadmadarak idegrendsiegteket mutaté vagy elhullott
egyedeit vizsgaltuk flavivirus féizottség tekintetében. Aktiv, szerologiai és virddbg
felmé vizsgalatokat végeztink vadmadarakifygési célbdél befogott egyedei
vérmintainak, garat- és klodka-tamponmintainakdkjdzasaval. Idegrendszeri tiineteket
mutato lovak vérét és cerebrospinalis folyadékatamint elpusztult vagy euthanizalt
lovakbdl gyijtott agy- és gerincvél szdvetmintdkat is vizsgéaltunk flavivirusok
jelenlétére. Aktiv felmér vizsgalatok soran egészséges lovakbditgttiink vérmintakat
és flavivirusok elleni ellenanyagok jelenlétéresgialtuk éket. Aktiv vektormonitoring
keretében csifszinyogokat gijtottiink az orszag kilonbdzdonten vizes éhelyein és
flavivirusok jelenlétére vizsgaltukket.

A virusok kimutataséara €élsorban reverz-transzkripcios polimeraz lancreak¢iom
PCR) alapul6 modszereket alkalmaztunk. A fetindesgalatokhoz olyan, a flavivirusok
NS5 fehérje gént kédold és 3' nem kdédold (UTRfisen konzervalt genomszakaszéara
tervezett, univerzalis primereket hasznaltunk, sBlel szamos flavivirus (sajat
vizsgalataink alapjan az USUV, a WNV kilénbdenetikai vonalai, a Japan encephalitis
virus, a Dengue virus 2. szerotipusa és a TembaiatBydian virus) kimutatasara
alkalmasak. A virusfaj-specifikus PCR vizsgalatakhtovabbi, nagyszama primert
terveztlink és hasznaltunk gél-alapu (végpont) vialakvantitativ (valés iddj) RT-PCR
rendszerekben. A virusok részleges vagy telies menwkleotid-szekvenciainak
meghatarozasat RT-PCR modszerrébbitott, atfed amplifikacios termékek kdzvetlen,
Sanger-modszer szerinti szekvendlasaval végeztik. szZekvenciakat génbanki
adatbazisokba helyezve tettiik nyilvanossa. A szediak kdzotti genetikai rokonsagot —
a szekvencidk poziciondlis illesztéseit ket — kulonbodé filogenetikai statisztikai
algoritmusok (elésorban neighbor-joining és maximum likelihood mdask)
segitségével elvégzett torzsfarekonstrukeiasgalatokkal becsultik.

Kérszovettani mintakat immunhisztokémiai médszeetklizsgaltunk a WNV és az
USUV antigénjeinek kimutatasara. Ebla célbol az USUV elleni, homoldg, poliklonalis
ellenanyagokat tartalmazo savot termeltiink nyuiakretes fetizésével.

A PCR és immunhisztokémiai vizsgalatokkal pozitivinték jelends részénél
virusizolalast is végeztink sejtvonalak (pl. Vem®K-16), primer IGd embrionalis
fibroblaszt szévettenyészet, embriondlt tylk- éldjas, vagy szopdsegér intracerebralis
oltasaval.

A szerologiai felméF vizsgalatokhoz efsorban a WNV elleni, 1gG tipusu
ellenanyagok kimutatasara kifejlesztett, kompetiBLISA modszert hasznaltuk. A
flavivirusok kdzétti antigénrokonsag miatt ez almderesztreakcidkat mutat a WNV, az
USUV és a TBEV elleni ellenanyagok jelenléte esetxért az ELISA vizsgalatokkal
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pozitivnak talalt savémintdkat — indokolt esetben tevabbi, plakkredukcios
virusneutralizaciéval vizsgaltuk, szimultan, a fentirusok elleni neutralizald
ellenanyagtiterek meghatarozasa és dsszehasordé@fdhol. A savomintakat vizsgaltuk
a WNV elleni ellenanyagok jelenlétére indirekt immfluoreszcenciads modszerrel is,
valamint haemagglutinaciogatlasi prébat adaptalt@zk USUV elleni ellenanyagok
kimutatasara.

Az USUV bioldgiai tulajdonséagainak pontosabb megistse érdekében afsl(egér)
és madar (tyuk, 1ad) modellben vizsgaltuk a virsaperoddképességét és patogenitasat.
Az egérkisérletek (MAB engedély szam: 70/2003) sagyhetes életkort, SPF statuszd,
NMRI vonalhoz tartozé egereket oltottunp. az USUV 2001-ben, Ausztridban izolalt
torzsével (939/01). Az egereket a dedst kdvaten naponta vizsgéltuk klinikai tinetek
megjelenésére, megmértilk a testtdmegiket, a sityiosteket mutaté allatokat
exterminaltuk. Az egereket felboncoltuk és szdvetékat gyijtottink részben
korszovettani, immunhisztokémiai &s situ hibridizaciés vizsgalatra, részben virologiai
vizsgalatokra. Az USUV patogenitasat a baromfi Kakdzil hazitydkban és hazilidban
vizsgaltuk a Bécsi Allatorvosi Egyetemen. A tylktdeési kisérlethez (allatkisérleti
engedély szam: 68.205/100-BrGt/2002) kéthetes KR, statuszu csirkéket hasznaltunk
fel. A csirkéketi.v. fertsztik 1G TCIDs, mennyiség USUV 939/01 torzzsel. A fafzott
madarakat és fdizetlen tarsaikat izolalt allatszobaban egyiitt tarkp tovabbi, nem
fertézott kontroll csirkéket egy masik helyiségben ngigt. A madarakat rendszeres
klinikai vizsgalatnak vetettik ald a férést kdvet 14 napig, valamint a feéizott és
kontakt-kontroll egyedeki kloaka-, garattampon mintakat és vérmintakaijtgytiink.
Két-két fertizott csirkét és egy-egy féeetlen kontroll csirkét elvéreztettiink 3., 5.,10,
és 14. napon. A kontakt kontroll madarakat a 14gonavéreztettilk el. A kérbonctani
vizsgalatok soran szévetmintakatiggttiink az agybdl és a zsigeri szervéklamelyeket
koérszovettani, immunhisztokémiai, virolégiai ésugszerologiai vizsgalatoknak vetettiink
ala. A lud ferézési kisérletet (allatkisérleti engedély szama2@®128-BrGT/2004)
kdztenyésztésih szarmazo libdkon végeztik, a tydkkisérlethez hidgsséma szerint.
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4. Eredmények
4.1. Az Usutu virussal kapcsolatos vizsgalataiekisrényei

Kutatasaink kezdetén az Usutu virus Ausztridbaketézigobol izolalt térzsének
(939/01) és a Dél-AfrikabaiGulex neavetsigszinyogokbdl izolalt referencia térzsének
(SA Ar 1776) telies genomszekvencia meghatarozaégeztik el. Ehhez a Japan
encephalitis virus (JEV), a murray-volgyi laz veugMVEV) és a nyugat-nilusi virus
telies genomszekvencidinak poziciondlis illesztédapjan kivalasztott, konzervalt
genomszakaszokhoz tapadd (gyakran degeneralt) igfnsegitségével felgsitettik az
USUV genom egyes szakaszait, majd azok nukleotidsneia meghatarozasat kééen,
tovabbi, specifikus primerekkel &lllitott, atfed PCRermékek segitségével hataroztuk
torzsnél pedig 11064 nt hosszusagu genomszakadeotidkorrendjét tartuk fel. A
szekvenciak elemzése soran egy feltételezett njdmivasasi keretet azonositottunk a 97.
és 10 401. nukleotidpozicid kozott. MeghataroztuB484 aa hosszUsagu poliprotein
prekurzor szarmaztatott aminosav szekvenciajaiarfak az egyes fehérjék, konzervalt
szerkezeti elemek és feltételezett enzim motivumelyezidését. A két USUV térzs
nukleotidszekvencidja 97%-0s, az aminosav-szekakn@9%-os hasonlésagot mutattak
egymassal. A tobbi flavivirus kézil a legnagyobtsdrddsagot a JEV szerokomplex
virusaival taléltuk: MVEV 73%, JEV 71%, és WNV 68Makonyi és mtsai., 2004).
Késsbbi  kutatdsaink sordn ugyanezzel a modszerrel méglzauk egy
Spanyolorszagban, 2006-baniggtt, Cx. pipienspoolbdl kimutatott USUV (MB119/06)
telies genomszekvencigjat, majd illesztettiik agéabanki adatbazisokban hozzaféshet
teljes és részleges nukleotidszekvenciakhoz égefiletikai vizsgalatokat végeztiink a
rokonsagi viszonyok becslésére. Megallapitottukgyh@ virus kodzelebbi genetikai
rokonsagban all a Dél-Afrikai Kdztarsasagban izpldferencia tdérzshdz (SA Ar 1774,
96,9%-0s hasonlésag), mint az Eurépaban addig kimiit USUV-k szekvenciaihoz
(Bakonyi és mtsai., 2014).

Az USUV ausztriai dfordulasanak megismerése és terjedésének nyomaetdeiy
céljabdl felméé vizsgalatokat végeztink 2003 és 2005 kozott. Aat@st soran 504
vadmadar tetemét vizsgaltuk meg és 107-ben mutkitak USUV jelenlétét. A 2003-ban
megvizsgalt, 27 fajhoz tartozé, 177 madar 52%-9 (@it USUV-fert6zott. A legtdbb
pozitiv madar feketerigd volt (87); egyéb fajok gseinke, csuszka, énekes rigd és
vOrosbegy) fefizottségét is megdllapitottuk. 2004-ben 30 faj 28érmének vizsgélatara
kerult sor. 11 feketerigd (5%) mintabdl lehetettius jelenlétét kimutatni. 2005-ben 103
madartetemet (19 faj) vizsgaltunk, amelyek kozigyndeketerigd esetében lehetett
kimutatni a virus jelenlétét. Meghataroztuk 12 mbdl kimutatott USUV-k részleges
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nukleotid szekvenciait, amelyek 99,7-100% hasomjosanutattak a 2001-ben izolalt
torzzsel (939/01 (Chvala és mtsai.,, 2007). A passtirveillance mellett szeroldgiai
felmér vizsgalatokat is végeztiink 2003 és 2006 kozotttaas vadmadarakbol dgitott
savomintakkal. Osszesen 442 madar mintajat viasgatieg (2003.: 113, 2004.: 109,
2005.: 197, 2006. januar-majus: 23). A savomintdlegmagglutinacié-gatlasi prébaval
vizsgaltuk, a pozitiv (titez1:20) mintdkat PRNT prdbéaval vizsgéltuk tovabb USUV
WNV és TBEV elleni ellenanyagok jelenlétére. A hagglutinacié gatlé ellenanyag-
titerek 1:20 és 1:1280 ko6zo6tt szorddtak, mértatagak 1:51,8 volt. Egy savominta
kivételével az Osszes haemagglutinacio-gatlasi gudb pozitiv eredményt a PRNT
vizsgalat is megésitette. Ugyanazon madarak tavasziééz vérmintainak vizsgalatai
sordn szamos esetben tapasztaltunk szerolégiangiltalast vagy titeremelkedést
(Meister és mtsai., 2008Jelenss vadmadar-elhullasokat a 2005. évet kéuét évben
nem jelentettek Ausztridban, 2016-ban viszont isrf@tind mértéki feketerigd
elhullasokrél szamoltak be az orszag keleti rész&nvizsgalatra érkezett harom
madartetem kozil keihsl kimutattuk az USUV nukleinsavanak és antigénjkine
jelenlétét. Meghataroztuk az egyik virus teljes leakidszekvenciajat és filogenetikai
vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy az eltér azsZtraban 2001-ben felbukkant
térzstl, és a virus kettes genetikai vonalahoz sorcdtszirszagi eredetdrzsekkel all a
legktzelebbi genetikai rokonsagban (Bakonyi és imts017a). Ausztriaban, 2017
juliusaban és augusztusaban véradas soréjiogymintak WNV jelenlétére iranyulod
sZirbvizsgélatai hét mintanal pozitiv reakciot eredmemsle. Ezeket a mintékat
megvizsgaltuk specifikus primerekkel, valés idép konvenciondlis RT-PCR modszerrel
WNV és USUV nukleinsav jelenlétére. Egy mintanaviasgalatok igazoltak a WNV
kontaminéaciét, a tobbi hat esetben viszont az USuMleinsavat lehetett kimutatni a
mintakbél. Emellett a 2016-ben, véradokbolijigtt és WNV pozitivnak diagnosztizalt
plazmamintak ismételt vizsgalataval egy tovabbitabil is az USUV RNS jelenlétét
mutattuk ki. Meghataroztuk egy virus teljes és it részleges nukleotidszekvencigjat.
Filogenetikai vizsgalatokkal megallapitottuk, hogyvirusok a 2016-ban, Ausztriaban,
feketerigobol kimutatott Usutu virussal allnak aKezelebbi genetikai rokonsagban
(Bakonyi és mtsai., 2017b).

Az ausztriai felmérésekkel egyiden Magyarorszagon is megkezdtik elhullott
vadmadarak USUV-febzottségre iranyuld vizsgalatainkat a virus haziiulkkkanasanak
felismerése és terjedésének nyomon kévetése cBIEMEB. és 2006. kdzott Osszesen 52
faj 332 egyedét dolgoztuk fel. A 2003-ban és 200d-yijtétt madartetemek
mindegyikének vizsgalata negativ eredménnyel z&0@5 augusztusaban egy feketerigd
tetemet talaltak Budapest Xl. kerlletében és viasgh eljuttattak az Orszagos
Allategészségugyi Intézetbe. RT-PCR vizsgalatoldatoltuk az USUV RNS jelenlétét a
madar szOveteiben. 2006-ban tovabbi hat feketenmdtajabol tudtuk kimutatni az
USUV nukleinsavat. A madarakat Budapest XVI. és KVkeriletében talaltak.
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Meghataroztuk a 2005-ben kimutatott USUV teljes agaszekvenciajat, amely 99,9%
hasonlésagot mutatott az ausztriai viruséhoz ésea€6nidsagot a dél-afrikai viruséhoz.
A 2006-ban kimutatott virusok részleges nukleog#tsenciai leginkdbb a magyarorszagi
és ausztriai virusokéhoz hasonlitottak (Bakonyimésai., 2007). A kovetkézévekben
folytattuk az USUV-ferizésre gyanus madarak vizsgalatat. 2010. és 201&ittkot
feketerigd és egy fekyigd szervmintaibdl tudtuk kimutatni a virus jeléwdt. A pozitiv
feketerigd tetemeket az orszag kdZe(#010.: Kunadacs, 2011.: Vac, 2012.: Kecskemét,
2013.: Kiskunfélegyhaza) és keleti részein (20Fabianhaza) talaltak. A fefisigod
viszont az orszag nyugati résa@éovaszibol szarmazott. A kdvetkeEvben (2016.) az
orszag kozésrészén, Imrehegyen gjott szajkobol és Kecskeméten talalt seregélyb
lehetett kimutatni USUV-febizést. Halmozott feketerigo-elhullasokat figyeltekgr2016
nyaran az orszag nyugati részéngstsban Zala és Gy-Moson-Sopron megyében. Az
Usutu virusferizést tiz feketerigd mintgjabél mutattuk ki. Meghatiuk egy,
Zalaegerszegen, 2016-baniftt feketerigdbol szarmazé USUV nukleotidszekvajat

a poliprotein  kodolé régidban, valamint tovabbi ekit virus részleges
nukleotidszekvenciait. Filogenetikai vizsgalatokkakgallapitottuk, hogy a 2010. és
2015. kozott, az orszag kozépeszésdl gylijtdtt madarakbdl kimutatott virusok a 2001-
ben Ausztridban, illetve 2005-ben Magyarorszagonukatott Usutu virusokkal alltak a
legkdzelebbi rokonsagban; a 2015-ben és 2016-lzaorsadg nyugati rész#rszarmazo
mintakbdl kimutatott virusok viszont az Ausztriab@916-ban, feketerigébdl kimutatott
USUV-hoz, illetve olaszorszagi eretietirzsekhez hasonlitottak leginkdbb (Bakonyi és
mtsai., 2017a).

Egy Milané kozelében taldlhatd vadasparkban taB®tbagolyfaj 70 egyedéballo
gylijtemény hat szakallas baglya 2006 nyar végén eitiulh baglyok szerveinek RT-
PCR és immunhisztokémiai vizsgalataval megallajpikoaz USUV ferézés tényét. A
kdvetked év nyaran nyolc gatyaskuvik, egy eurdpai torpekuds egy karvalybagoly
elhullasat tapasztaltak, valamint az egyik mildpaikban ropképtelen feketerigot fogtak
be, amely a bedjtést koveb néhany percen belil elhullott. 2008-ban egy ettull
feketerigét taldltak a vadaspark terlletén. Ezelnéhadaraknal is diagnosztizaltuk az
USUV-fertszést. A kilonbdd években elhullott madarakbdl kimutatott USUV-k
nukleinsavait RT-PCR segitségével féldtettik négy genomteriileten (az E-NS1 régio,
NS3 régié, NS5 régid, és 3'UTR egyes részein), éghataroztuk a nukleotid
szekvenciaikat. A szekvenciak 99,8-100%-ban megegkeaz ausztriai (939/01) USUV
térzs szekvenciajaval (Manarolla és mtsai., 2010).

Az USUV olaszorszagi kimutatasat koden felmerdilt annak a gyanuja, hogy a virus
esetleg korabban is okozott mar vadmadar-elhulltsak orszagban, azonban akkor oki
diagnozist nem sikerdlt felallitani. Toszkana terémyban, Firenze és Pistolia kdzelében
1996 koradszén jelertts vadmadar-elhullasokat figyeltek meg. &lsrban a feketerigdk
szama fogyatkozott meg, de mas fajok is érintetiekak. A kérbonctani vizsgalatok
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foként maj- és Iépduzzanatot allapitottak meg; advaltogiai, viroldgiai és toxikoldgiai
vizsgalatok alapjan nem sikerult az elhullasok dddériteni, a parazitoldgiai vizsgalatok
tébb esetben bélféreg-férittséget tartak fel. A formalinnal fixalt, paraffia agyazott
szervmintakat megizték és azokat 2012-ben bocsatottdk kutatécsoplort
rendelkezésére. A szovetdkikészitett metszeteken immunhisztokémiai vizsgélat
végeztiink az USUV-antigének kimutatasara, valamiparaffin eltavolitdsat kouin a
szovetekBl RNS-t vontunk ki és valos idejRT-PCR modszerrel vizsgaltuk a virus
nukleinsavanak felésitése céljabol. Kimutattuk az USUV antigénjeit efgketerigd
vese- és harom feketerigd agymintabdl. A virus einklavat az emlitett mintakon tdl
kimutattuk feketerigok mirigyes- és zuzégyomor-sereés majmintaibdl is. A valos idej
RT-PCR segitségével felmitett genomszakasz (NS5 régid) megegyezett az USUV
génbanki adatbazisban hozzafééheszekvenciaival. Egyes, a valés ifleRT-PCR
vizsgalattal legdisebb jelet ad6 mintakat révid (<300) nukleinsavaledsits,
konvencionalis RT-PCR mddszerrel is megvizsgalt(M&5 régio, és 3'UTR régid). Az
NS5 régié6 nukleinsav-szekvenciai megegyeztek az zthaban 2001-ben,
Olaszorszagban és Svajcban 2006-ban kimutatottsokaval, és 98,7-99,3%-ban
hasonlitottak tovabbi, Ausztriaban, Olaszorszagbéagyarorszagon és Németorszagban
kimutatott USUV szekvenciakhoz. A spanyolorszagB@M9/06) USUV szekvenciajahoz
95,6%-ban, a dél-afrikai (SA Ar-1776) szekvenciah88,2%-ban hasonlitott az
olaszorszagi szekvencia. A torzsfa-rekonstrukciasgéalat is az USUV olaszorszagi és
kdzép-eurépai genotipusaihoz tartoz6 virusokhozsider a legkdzelebbi rokonsagot
(Weissenbéck és mtsai., 2013).

Az olaszorszagihoz hasonl6 vadmadar-elhullasokgtefiek meg 2006 nyaran a
zlrichi allatkert fogsagban tartott madarai és mykéken & vadmadarak (ként veréb-
és bagolyalkatiak) korében. Az elhullott madarakenszibsl gyijtott mintak
madarinfluenza virusra, baromfipestis virusra ésggatnilusi virusra iranyul6 vizsgalatai
negativ eredménnyel zarultak. Felmerilt az USUYGHS gyanulja, ezért a tetemékb
(n=113) gwjtott mintdkat megvizsgaltuk a virus nukleinsavané& antigénjeinek
jelenlétére. Megéllapitottuk az USUV-fézést 7 madarfaj 43 egyedében. A kdvetkez
évben 19, 2009-ben pedig 3 madarban diagnosztigaltlSUV-ferzést. A kulénbod
években gfjtott pozitiv mintakb6l meghataroztuk egyes virusgm-szakaszok (E, NS5
gének és 3'UTR régid) részleges nukleotidszekvénoda O6sszehasonlité vizsgalatok
alapjan a svajci virusok az USUV ausztriai, magssz@gi és olaszorszagi genotipusaihoz
hasonlitottak leginkabb (>99,9% hasonl6sag) (Stetarés mtsai., 2011).

Az USUV Kkozép-eurOpai terjedésének nyomon kovetés&anyuld felmés
vizsgalatok sordn Brno egyik varosrészén, 2011 sadjan talalt feketerigd tetentéb
izolaltunk egy virust. A specifikus pimerekkel végzRT-PCR vizsgalatok mind a rigd
szervmintak, mind az oltott egerek agyraiintai esetében az USUV nukleinsavat
mutattak ki. Az E-NS1 régiéban felitett genomszakasz nukleotidszekvenciaja 99,7 %-
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ban hasonlitott az ausztriai, 939/01 izolatumélazNS5-3'UTR régidban meghatarozott
szekvencia 100%-ban megegyezett a magyarorszadi5-l#n kimutatott USUV
szekvenciajaval. 2012 augusztusaban tovabbi kého Brarosban talalt feketerigd
mintaibol sikerilt kimutatni USUV febizést (Hubalek és mtsai., 2014). A flavivirusok
szunyog vektorokban vald &brdulasanak felmérése céljabdl csehorszagi kaléga
gockutatast végeztek harom dél-morvaorszagi halakt®010 és 2014 kozott. A
szUnyogmintdkat WNV és USUV jelenlétére vizsgaltRd-PCR segitségével. A
vizsgalatok négy éve alatt 61 770 szunyogotijtgitek és rendeztek 1243 pool-ba
kollégaink. Egy 2013 augusztusabanijgitt, Culex modestusiéstényeket tartalmazo
pool vizsgalata pozitiv eredménnyel =zarult. Megratuk a virus részleges
genomszekvenciajat 6t régiéban. A szekvencia 9%afw-hasonlitott az Ausztriaban
felbukkant USUV tdrzs (939/01) szekvencidjahoz €3,78%-ban a csehorszagi
feketerigdbdl kimutatott térzséhez (Rudolf és mis2015).

Az Usutu virus gazdaspektrumanak és patogenitasjoidik megismerése céljabol
vizsgaltuk a virusn vitro szaporodoképességét 13 permanens sejtvonal (\GeleK=15,
Hela, ED, MDBK, RK-13, MDCK, DK, CRFK, BHK-21, BFC6 és TH1) és harom
primaer szévettenyészet (csiké vese, ludembridfiilaszt és csirkeembrié fibroblaszt)
sejtjein. Az egybefligy egyréte tenyészeteket kép&zsejteket az USUV 939/01 tdrzs
haromszoros mennyiségével &atilk és 3-5 napig inkubaltuk. Ezt kdgeh a sejteket
fixaltuk, hematoxylin-eosinnal festettik és fényrozkoppal vizsgaltuk sejtkarositd
hatasok (CPE) jelenlétére. A virusfehérjék kimwgata immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztink. A fefizést kovet 2-4. napon kifejezett CPE volt megfigyelbhiet Vero E6 és
PK-15 sejtvonalak, valamint a ladembrié fibroblasziivettenyészet sejtjein. Az &ls
gocos sejtlekerekedéseket és levalasokat a 2-®nniabetett megfigyelni. Tovabbi 48
oran belll a tenyészetek sejtjeinek 90-100%-a éMestett és elpusztult. A kontroll
tenyészetekben nem lehetett megfigyelni sejtkarasoicat. A tdbbi tenyészet sejtjiei a
fertézést kdveai 5 napig nem mutattak specifikus elvaltozasokatimmunhisztokémiai
vizsgalatok segitségével a csirkeembrié fibroblagéwettenyészet kivételével mindegyik
vizsgalt sejttipusban ki lehetett mutatni az USUWgenjeinek jelenlétét. A pozitiv sejtek

gyakorisaga ugyanakkor jelést eltéréseket mutatott (pl. DK — a sejtek kb. 1%-a,

lGdembri6 fibroblaszt — a sejtek kb. 50%-a) (Bakicks/mtsai., 2005b).

Az USUV egér-patogenitasat egyhetes egerek kisérléerézésével vizsgaltuk.
Elokisérletek segitségével megallapitottuk, hogy d@Bfii USUV térzs 1000 TCIE
mennyisé§ virust tartalmazd szuszpenzidjat intraperitonadlisoltva az egerek
megbetegszenek, kéthetes egerekben viszont nenultalakki tlinetek az emlitett
dézisnal. 100 TCIE, dbézisu virussal a mortalitAs nem érte el az 50%ndtacranialis
oltassal (1000 TCIER) 3 hénapos egerek is megbetegedtek. SAiskrletek soran a
fertézést kdveten 12 oranként megfigyeltik a klinikai tinetek &lallasat és jellegét,
valamint minden napon két fémbdtt és egy kontroll egeret feldolgoztunk. A feést
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kdvet 6. napon hét fedzdtt egéren levertség és tajékozodasi zavar jeledtett l1atni. A

7. napon tovabbi harom, a 8. napon egy, a 9. nhgoom, a 10. és 11. napon egy-egy
fertézott egérben alakultak ki a fenti tiinetek. A tliketemegjelenésiiket koveR4-48
oran belil sulyosbodtak, a végtagok gyengeségetgsldsa, majd kéma alakult ki. A
végd stadiumi tineteket mutatd allatokat exterminaltAkmasodik 8kisérletben a
fertézés hatasara kialakuld gerinadie€lvaltozasokat kivantuk részletesebben vizsgalni.
A k6zponti idegrendszer kérszévettani vizsgalataim@dményei alapjan az 6todik naptol
a ledlt vagy elhullott, feézott egerek agyaban goécos vagy diffiz idegsejtattidéhetett
megfigyelni. A neuronok tdlnyomé részében apoptatikolyamatok (DNS-téredezés)
indultak meg. Az 5-6. napon az elvaltozasok enydmekes mértdiek voltak ésdként a
nyultagyi terlletekre, a kisagy Purkinje-sejtieilss a kozépagy egyes részeire
szoritkoztak. A 7-9. napon gjott mintakban az elvaltozasok nagyobb agyi taakiet
érintettek (beleértve az agykérget is), diffizdarjtkeztek és sulyosabb fokuak voltak. A
10-12. napon feldolgozott egerekben az idegrendsheiltozdsok enyhébbek voltak az
elé6z6 napok mintaiban megfigyeltekhez viszonyitva. Goéebvsiltozasok voltakéként a
kisagyban, az agytdrzsben és a nyultagyban. Aztebésok mértéke jelets egyedi
valtozatossagot mutatott. A demyelinizacio a 7.igyasak enyhe foka volt, a 8. naptdl
viszont, Bként a kisagy allomanyaban kifejezetté valt. Azgriglak kimutatasara
iranyul6 immunhisztokémiai festés emellett nem riataz axonok karosodasat vagy
megfogyatkozasat, ami primeaer demyelinizaciord. uda demyelinizaciéval érintett
terleteken gyakoriak voltak az apoptotikus sejt€lsak enyhe gyulladasos sejtes
perivaszkularis infiltraciét lehetett megfigyelrs aem tapasztaltunk felismerefliase;jt-
szaporodast. A virus antigénjeit és nukleinsavderhzést kovei 5. naptol lehetett
kimutatni a neuronokbanjként az agyi teriileteken. A virusalkotok jelléiam a sejtmag
koruli terlleteken fordultak &l A virusfertzott és apoptotikus teriletek altalaban
egybeestek, de a virussal &aitt sejtek szama jeldigen meghaladta az apoptotikus
sejtekét. A Purkinje-sejtek gyakran voltak virugfedttek, de nem mutattak pozitivitast a
TUNEL festéssel. A fehérdllomanyban a demyelinizagelenlétédl fliggetlendl,
altaldban csak kis mennyiségben volt jelen a vifugierincvebben a virus jelenlétét
leggyakrabban a szlirkedllomany ventralis szarvaomgainak citoplazmajaban lehetett
megfigyelni. Emellett gocokban &brdultak a fehérdllomany ép és demyelinizalt
teriiletein is, valészileg oligodendrocitakban. A fézétt egerek szervmintain végzett
RT-PCR vizsgéalatok minden mintaban, igy adeést kovei 1-4. napon is kimutattédk a
virus nukleinsavanak jelenlétét (Weissenbéck éaimtz004).

Az USUV szaporodo- és koérokozoképességét hazityikkéthetes csirkék.v.
fertézésével vizsgaltuk. A fefzést kdved 14 napig a madarak egyike sem mutatott
klinikai tlneteket. A korbonctani vizsgalatok sordn fertzott madarakban enyhe
Iépmegnagyobbodast lehetett megfigyelni. Kozepegy vailyos fokd mononukleéris
gyulladasos sejtes bds#dés fordult e a fertzott madarak begyének tunica muscularis

12



dc_1462_17

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés tézisei — Bakdmynas

rétegében és a mirigyesgyomor lamina propria ré&széh fertzést kdvet 7-14. napon
vizsgalt csirkék lépében a tidkz megnagyobbodéasat és a majban gocos lymphocytas
infiltraciét taldltunk. Egy, a 7. napon ledlt csirkagyaban lehetett enyhe, gécos
lymphocytas érkdpenyt és endothel-szaporodast myadfii. Virusfehérjéket egyik madar
szervmintaibol sem lehetett kimutatni immunhisztokd@ moddszerrel. A virus
nukleinsavat hat madar egyedenként egyesitett mmeaibol (DPI 3, 5, 7), valamint két
fert6zott madarnak a fefzést kovet 5. napon gfjtdtt klodkatampon-mint4jabol és egy
madar 7. napon @jtott garat- és kloakamintajabél mutattuk ki. Kéaddér 7. napon
gyijtott kerings fehérvérsejtjeibll is kimutattuk a virusnukleinsav jelenlétét RT-PCR
segitségével. A virust egyik mintabol sem sikeiatilalni. Egyetlen fedzétt csirke
savomintaiban lehetett USUV elleni haemagglutindg@dd ellenanyagokat kimutatni a
10. napon 1:40 titerben, a 14. napon 1:20 titerb&nkontakt kontroll madarak
mindegyike szeronegativn maradt (Chvala és mtsaiQ05 Az USUV
szaporoddoképességét csirkeembrioban is vizsgdBBE allomanybol szarmazo tojasok
allantoisz Uregébe oltottuk az USUV 939/01 térzséieltetés 10. napjan. A tojasokat
tovabbi négy napig keltettiik, majd felbontottukkésszdvettani, immunhisztokémiai és
RT-PCR mddszerrel vizsgaltukket. Az embriokban nem fordultakéekérbonctani és
korszovettani elvaltozasok és az immunhisztokémizgalatok is negativ eredménnyel
zarultak (Bakonyi és mtsai., 2005a).

Az USUV szaporodd- és korokozéképességét haziludbaathetes kord,
kdztenyésztésih szarmazo libakm. fertszésével vizsgaltuk. A fefzést kdvet 2. napon
elhullott egy ferézétt és egy kontakt kontroll liba, a 3. napon peatjy fertzoétt liba. Egy
tovabbi, fer6zott madar a 16. napon hullott el. A kérbonctazisgélatok soran néhany
madarban sargasfehér gocokat lehetett megfigyelnégkamrak felszinén. Egyéb
kérbonctani elvaltozasok nem voltak felismed#iketEgy, a ferbzést kdveai 5. napon ledlt
madar agyaban gliaszaporodéast lehetett latni. f§Aést kdvet 3. napon elhullott liba
majaban és |épében heveny, gocos koagulaciés mefeles latszottak. A tobbi, feszott
és ferbzetlen kontroll 14d vizsgélt szerveiben nem volkakos elvaltozasok. Az USUV
antigénjeit egyik madar mintaibdl sem lehetett Kiatni immunhisztokémiai vizsgalattal.
A fertézést kovei 2. napon elhullott, fefzétt madar vékonybeléb nagyszamu
Escherichia coliés kisszamilostridium perfringendaktériumot lehetett kitenyészteni.
A 2. napon elhullott, kontakt kontroll madar vékbeilédsl nagyszamUE. coli ésCl.
perfringens,valamint a szivll kbzepes szam&taphylococcus sphaktériumot lehetett
kitenyészteni. A 3. napon elhullott, fézbtt madar majabél nagyszanMseudomonas
aeruginosabaktériumot lehetett kitenyészteni. Tovabbi Ohetinentesen ledlt, fézott
vagy kontroll allat egyes szervéib(foként a vékonybélld) lehetett még a fent emlitett
baktériumok valamelyikét kisszadmban kitenyészteAi. virus nukleinsavat a 11
fert6zotthsl 9 liba egyedenként egyesitett szervmintaibol (IFP16), valamint egy
fert6zott madar, a febzést kdvai 5. és 8. napon gjtott kloakatamponmintajabdl
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mutattuk ki. Ugyanennek a madarnak az 5. napdijt@y keringd fehérvérsejtjeibl is
kimutattuk a virus nukleinsav jelenlétét RT-PCRitggével. A virust egyik mintabol
sem sikerdlt izolalni. USUV elleni, haemagglutir@égatld ellenanyagokat mutattunk ki
két ferbzott liba 10. napon diytott savomintdjabdl (1:80 és 1:20 titerben) és a
virusiriinek talalt madar 10. napon (1:40 titer) és 22. napb20 titer) gyjtott
mintaibol. A kontroll madarak mindegyike szeronégabaradt (Chvala és mtsai., 2006).
Az USUV szaporoddképességét ludembriéban is virggaKoztenyésztégh szarmazo
ludtojasok allantoisz Uregébe oltottuk az USUV 939%06rzset a keltetés 12. napjan. A
tojasokat tovabbi négy napig keltettik, majd kortani, korszdvettani és
immunhisztokémiai médszerrel vizsgalttket. Az embridkban nem voltak kérbonctani
és korszovettani elvaltozasok. Az immunhisztokémiasgalatok a virusantigén goécos
eléfordulasat mutattak ki a retindban, autondém idegHiian, az izomszovetben,
kotdszoveti sejtekben, valamint a vese tubularis h&jegegn (Chvala és mtsai., 2006).

4.2. Az nyugat-nilusi virussal kapcsolatos vizsigatk eredményei

A nyugat-nilusi virus els hazai izolalasarél az 1970-es években, arbovirusok
eléfordulasara iranyulé gockutatasokkal kapcsolattedmeltak be. A Gic kérnyékén,
1972-ben gfjtott erdei pocok mintabdél a Csehszlovak Tudomandkadémia pozsonyi
virologiai intézetében izolalt, és az Orszagos Epimlégiai Kodzpont részére
visszajuttatott torzs (WN) részleges genomszekvenciajat 7 genomterileteiM(ag,
NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, 2K, NS4b, NS5 génela &-UTR régi6 egyes
szakaszaiban) hataroztuk meg. A feltart szekverteifgs hossza 6085 nt, a virusgenom
55,2%-a. A szekvencidk a legnagyobb hasonlosayeNs Eg 101 referencia torzséhez
mutattak. A vizsgalt szakaszokon a WNeli toérzs szekvenciaja 4 nukleotidban tér el a
referencia torzsét. A szubsztiticiok egyike sem eredményezett vakbza virus
szarmaztatott aminosav-szekvenciajaban.

Egy dél-alféldi ludallomanyban 2003 nyaran idegesmeti megbetegedéseket és
fokozott elhullasokat figyeltek meg 6 hetes libakbaA ludakat a Duna arterében, mas
baromfifajoktdl elkilonitve tartottdk, de vadmadda érintkezésben kerilhettek.
Ugyanabbdl a sztiéllomanybdl szarmazd, mashol nevelt libdkban nepadzaltak
megbetegedéseket, viszont circoviruséfegst mind az érintett allomanyban, mind a
mashol nevelt libdkban kimutattak. A megbetegedéséletes korbankeidtek és kb. 6
hétig tartottak. A napi elhullas 5-15 egyed volhetegség teljes édzaka alatt 564 liba
(az allomany 14%-a) pusztult el. A betegsélghf tlinetei ataxia, torticollis, opisthotonus,
inkoordinacié, clonicus kényszermozgasok és kémyemttartdsok voltak. A tiineteket
mutaté madarak dohtébbsége 4-5 napon belil elhullott. A kérbonctamsgalat soran
jellegtelen elvaltozasokat lehetett latni. A buFsbricii fala vékonyabb és petyhiidtebb
volt, mint a hasonld koru, egészséges allatoké.0ssa0vettani vizsgalatok mindegyik
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vizsgalt madarban lymphocytas agyglulladast tartak fel. Emellett a vizsgalt allatok
lymphoid szerveiben (bursa Fabricii, Iép, thymus)ents lymphocyta-kitrilést és
histiocytosist lehetett latni, gyulladasos reakcigkélkiil. Elektronmikroszkopos
vizsgalatokkal 12-14 nm atniti, helyenként parakristdlyos forméba reritt,
kerekded virionokat lehetett kimutatni. Az elhullohadarak szervedth nem lehetett
patogén baktériumokat kitenyészteni. A Iépmintak Icircovirus DNS kimutatasara
irdnyul6 PCR vizsgalata pozitiv eredményt adott.kdrszovettani elvaltozasok és a
szeroldgiai vizsgalatok alapjan nyugat-nilusi feit6zés gyanudja merdlt fel. A JEV-
csoport virusai nukleinsavanak kimutataséara alkslpranerparral vizsgaltuk az elhullott
libdk agyveb-homogenizatumaibdl kivont RNS-t RT-PCR modszergsltdbb mintanal
is specifikus amplifikacios terméket detektaltunid termék szekvenciajanak
meghatarozasat kovetBLAST keresés a WNV egyes genetikai csoportu glgee 1)
virusainak szekvenciaihoz taldlta a legnagyobb riléségot. Meghataroztuk a virus
(WNV goose-Hungary/03) teljes genomszekvenciaj@96P nt). A genom nukleotid-
szinten 98%-ban, szarmaztatott aminosav-szekveélesatéssel 99%-ban hasonlitott az
Izraelben kimutatott, 1S-98 ST1 térzs és az 19994me Egyesiilt Allamokban kimutatott
WNV torzsek szekvenciaihoz. A telies genomszekwv@ncibevonasaval végzett
filogenetikai vizsgalat eredménye azt mutatta, h@gyazai 1Gd megbetegedésékb
kimutatott virus az emlitett izraeli és amerikaiugiorzsekkel monofiletikus csoportot
alkot. Hozzajuk legkozelebbi rokonsagban egy Tuatgem, 1997-ben, emberi
megbetegedésbizolalt virustdrzs all. Az eurdpai (franciaorszéglaszorszagi, romaniai
és oroszorszagi) WNV torzsek elkiilodiikdzos genetikai agat alkottak (Bakonyi és
mtsai., 2006).

A ludakban megfigyelt nyugat-nilusi encephalitisvinykitorést kovet év (2004.)
augusztusaban egy kézponti idegrendszeri tiinetel&td, fiatal héjat talaltak a Koros-
Maros Nemzeti Park munkatarsai. A gyogykezelésibgizasok ellenére a madar
elhullott. A korbonctani vizsgalatok soran koéros knuszkopos elvaltozasokat nem
lehetett megfigyelni, a korszévettani vizsgalatdkbaponti idegrendszerben multifokalis,
lymphocytds panencephalitist tartak fel. Ildegseggeheraciot, -elhalast és
neuronocytophagiat, kifejezett gliasarjadzast lethanegfigyelni a madar agyvelejének
killénb6® részein, valamint a lépben a lymphoid sejtek Kés@ és reticulocyta-
proliferacid, a szivizomzatban lympho-histiocytagultadas, a majban vérzéses és
lympho-histiocytas gyulladasos gécok fordultak émellett gdcos, interstitalis, lympho-
histiocytas vesegyulladas, enyhe, lymphocytas gesgyomor- és bélgyulladast, iid
bévériség és masodlagos, gocos, fibrines bronchopneurimki@aakult. A kérszdvettani
vizsgalatok felvetették a nyugat-nilusi virusdeds gyandjat. A WNV elleni
monoklondlis ellenanyagokkal végzett immunhisztoikeémwizsgalatokkal a virusantigént
az agy és a lép sejtjeiben lehetett leginkabb lamiitde mas szervek egyes szdvetei és
sejtjei is pozitivitdst mutattak. Az agyban a newlo a gliasejtek és a Purkinje-sejtek

15

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés tézisei — Bakdmynas

citoplazmajaban, a macrophagokban, a kéringpnocytakban, a szivizomsejtekben, a
fibroblastokban, a vese tubularis hamsejtekbernanthel sejtekben, a kiserek simaizom
sejtjeiben, a leveikapillarisok epithel sejtjeiben, a vékonybél nydl&eya hamsejtjeiben
és simaizom sejtjeiben, a hasnyamirigy Kigdvalasztasu sejtjeiben, a majsejtekben és a
pajzsmirigy tlisék hamsejtjeiben is ki lehetett mutatni a virusamigelenlétét (Erdélyi
és mtsai.,, 2007). Az RT-PCR vizsgéalatok is pozidwedménnyel zarultak. Az
amplifikacios termékek szekvencija eltért a 2088;dudbol kimutatott virusétdl és a
WNYV kettes genetikai csoportjahoz (lineage 2) tadtagandai prototipus torzzsel (B956)
mutatta a legnagyobb genetikai hasonlésagot. Maghatuk a virus (WNV goshawk-
Hungary/04) teljes genomszekvenciajat (11028 nglgragy nyitott leolvasasi keretben,
a 97. és a 10401. nukleotid kdzott kddolja a 348thasavbol allé prekurzor poliproteint.
A szekvencia BLAST kereséssel a B956 torzs szekagioz volt leginkabb hasonld
(96%); a szarmaztatott aminosav-szekvencidk hasagh 99%-os volt. A vizsgalatok
idején a WNV lineage-2 csoporthoz sorolt virusokik@supan tovabbi két, kozép-afrikai
izolatumbdl, az E fehérje gén részleges nukleatikwenciai alltak rendelkezésre. Ezek a
szekvencidk 97-98%-ban hasonlitottak, a szarmarttanosav-szekvenciak 100%-ban
megegyeztek a hazai héjabol kimutatott virus szeti@gnak homoldg szakaszaval. A
telies genomszekvencia filogenetikai vizsgalatdesdménye is megesitette, hogy a
héjabol kimutatott WNV a virus lineage-2 genetikednalahoz tartozik. A virus
kimutatasat kdveétév (2005.) augusztusaban tovabbi ragadozé madandidyeltek meg
idegrendszeri megbetegedéseket a Koros-Maros Nenfzk teriletén. A park
munkatarsai gondozasaba kerilt, harom beteg héjatdseteg karvaly kdzil két héja és
egy karvaly elhullott. Az elhullott madarak idegdszerébl és a til& madarak
fehérvérsejtjeibl ki lehetett mutatni a WNV nukleinsavat. A genonészleges
nukleotidszekvencigja (NS5-3'UTR régié, ~1000 rsugan egy nukleotidban tért el a
2004-ben kimutatott virusétdl (Bakonyi és mtsaiQ0Zb). Az esetek részletesebb
vizsgalata soran a virus hosszabb (1918 nt) gerakaszanak szekvencigjat hataroztuk
meg, ami tovabbi harom nukleotid-szubsztitlcio @&t tarta fel az NS5 gén és a
3'UTR régiok teruletén. A febzést 2005-ben talél héja és karvaly keririg
fehérvérsejtjeibl kivont RNS-I is kimutattuk a virus RNS jelenlétét RT-PCR
segitségével, valamint a virust szopdsegér-agylsan/ero sejttenyészeten izolaltuk
(Erdélyi és mtsai., 2007).

A vadmadarakban megfigyelt nyugat-nilusi enceplatiteteldl kb. 30 km-re tartott
juhallomanyban, 2008szén az egyik négy éves anyajuh idegrendszeridkieieinutatott.
A nyaj tobbi tagja nem szenvedett idegrendszeredsigben sem 2005-ben, sem a
korabbi években, valamint elhullasok sem fordulédk 2005-ben. A beteg allat tiineti
kezelése hatastalan volt, a juh néhany napon ledpillsztult. A kérbonctani vizsgalat
soran makroszkopos koros elvaltozasok nem voltaklat fejét a NEBiH ADI debreceni
intézetébe kildték kérszOvettani vizsgalatra ésegléntési kotelezettség ala tartozo,
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fert6z6 betegségek kizarasa céljabol. A korszovettanigdlegok soran az agy minden
részében lymphocytas polio- és leucoencephalétsttbtt megfigyelni. A bakterioldgiai
vizsgalatok negativ eredménnyel zarultak. A veseégtt virus jelenlétét direkt
immunfluoreszcencias médszerrel, a surlokort pedigrszdvettani lelet alapjan lehetett
kizarni. A juh agyszovetének homogenizatumaval toltéero és BHK-21 sejtvonalak
sejtiein az inokulaciot kovét48-72 6ra mulva mindkét sejttipusban diffiz citogg@n
hatast (sejtlekerekedés) lehetett megfigyelni. jftesgyészet-feliiliszokbol vett mintak 9
napos embriondlt tydktojasok allantoisz lregébdésalt koveien az embridk 72 éran
belil elpusztultak, sulyos fok(i oedema, @r balatti kotszovetben vérzések és
majkarosodas alakult ki benniik. A virusizolatummimdsegér-agyba oltva, az egerek az
oltdst koved 4-6. napon idegrendszeri tlneteket mutattak, ésamé 6ra mulva
elhullottak. Korszdvettani vizsgalatokkal lymphokyt agyveigyulladast lehetett
felismerni az elhullott egerek agyéetintaiban. Az izolatumot azonositas céljabol
megvizsgaltuk JEV csoportba tartozé flavivirusoknltatasara alkalmas RT-PCR
maédszerrel. Az ampifikacié soran képiitt DNS-termék szekvenciaja a legnagyobb
(99,5%-0s) hasonlésagot a WNV goshawk-Hungary/@dstérzs homolodg szakaszahoz
mutatta (Kecskeméti és mtsai., 2007).

A SzIE AOTK (i nagyallatklinikajara 2007 szeptember elején lazjadlegtelen,
kolikas nyugtalanséag tunetei miatt vettek fel eggves, friz, melegvérkancat. A lovat a
2005-ben diagnosztizalt juh WNV agytghulladasos eset helyszitékb. 20 km-re
nyugatra tartottak. A kérhazi felvételdigontjaban a 16 izommerevség tiineteit mutatta,
remegés és a hatsé végtagok nehezitett mozgasmegfigyelhed. Az allapota néhany
oran beldl romlott; a jaraszavarok a megllabaknal is jelentkeztek, valamint a mélyérzés
zavarai is kialakultak. Egy napon belll zavart tudgcsikorgatas, feji remegés
jelentkezett, és segitséggel sem volt képes toldnéal alini. A betegség véfs
staddiumaban izomgdrcsok voltak megfigyettketA 16 sulyos és gyorsan romld allapota
miatt a kezelorvosok euthanasia mellett dontéttek. A kérbonctaimsgalatok soran
makroszkopos kéros elvaltozasokat nem lehetetsrfelini. Az agyveél korszovettani
vizsgalata soran lymphocytas-plasmocytds érkdpemgtiasejt-sarjadzast, goécos,
neutrophil granulocytas infiltraciot és neuronedtsil lehetett megfigyelni az agytdrzs
teriletén. Lymphocytas-plasmocytas érkopeny éssgjtisarjadzas fordult &l a
gerincveb szirke- és fehérallomanyaban, legsulyosabb métékb nyaki és agyéki
szakaszon. RT-PCR vizsgalattal a nyugat-nilusisvitukleinsavat lehetett kimutatni a 16
maj-, agy- €és gerincv@hnintaibdl, valamint immunhisztokémiai vizsgalatta
virusantigén jelenlétét a gerinctel fehérallomanyabdl. A virus-RNS részleges
nukleotidszekvencidja a legnagyobb (99,7%) hasagldisa Magyarorszagon, 2004-ben
és 2005-ben kimutatott nyugat-nilusi virusok szekidhoz mutatta. A kdvetkézév
(2008.) augusztusa és oktobere kozott 17 idegrenidsinetet mutatd, nyugat-nilusi
virusfertizésre gyanus lovat vizsgaltunk. Az érintett lovgakanca, 6 herélt és 3 mén, 6
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hénapostdl 16 évesig) az orszag kulortbéeszein tartottdk. A leggyakoribb tinet a
jaraszavar (ataxia) és gyengeség volt (13/17). Etheferde testtartast, a triceps,
quadriceps, fej- és nyakizmok remegését, izommépmtsviselkedészavarokat, ragas- és
nyelészavart, valamint egyoldali facialis bénulébetett megfigyelni egyes allatokban. A
17 16 kozil 5 elhullott vagy tulaltatasra kerult@élok kézil 9 két honapon belil teljesen
felgyogyult, 3 maradvanytiinetként facialis bénulistataxiat mutatott a heveny stadium
utdn hat hénappal is. A szeroldgiai vizsgalatok dagyik 16 esetében WNV elleni
ellenanyagok jelenlétét mutattak ki. A neutraliz@ieenanyagok titere 1:10 és 1:270
kodzott valtozott. Emelkedett fehérvérsejtszamonéstrophiliat harom, elhullasra veéet
esetnél lehetett megfigyelni. A plazma metaboligtfilvizsgalatai soran a mért értékek
az egészseéges tartomanyban maradtak, csak kéetEnesolt emelkedett plazmafehérje
szint (>8,9 g/dl) és emelkedett kreatinin-kinaznsz>3,233 NE/I). A cerebrospinalis
folyadékban két lénal lehetett emelkedett fehéigez (>210 mg/dl),emelkedett
neutrophil granulocyta és kis lymphocyta szamot dtlegitani. Az elhullott allatok
makroszképos korbonctani vizsgalatai soran koérosalteizasokat nem lehetett
megfigyelni. A kérszdvettani vizsgalatolsként lymphocytés-plazmasejtes érkdpenyt,
gliasarjadzast, gocos neutrophil granulocytastiafiiét és idegsejt-degeneraciot tartak fel
ezekben az esetekben is. Az elvaltozagiKérit az agytdrzsben, a nydltében és a
gerincveb szirke- és fehérdllomanyaban fordultakb. eh legsulyosabb gerincwu@l
elvéltozasok a nyaki-hati és agyéki szakaszokomakolA virus-RNS jelenlétét két 16
agyveb- és egy 16 fehérvérsejt-mintaibdl mutattuk ki RTHR moddszerrel. A virusok
részleges nukleotidszekvenciai a legnagyobb (>9%éafsonlésagot a 2008-ban,
vadmadarakbdl kimutatott nyugat-nilusi virusokkaltattak (Kutasi és mtsai., 2011).
Emellett szeroldgiai vizsgalatnak vetettiink ala Riegrendszeri tinetet mutat6é 16bol
gyiijtott vérsavd mintat. Az IgG ellenanyagok kimutdi@siranyuld ELISA vizsgalattal
pozitivnak talalt mintdkat indirekt immunfluoresmcés, haemagglutinacié-gatlasi és
plakkredukcios neutralizaciés prébaval is megviitsgga A szeroldgiai vizsgalatok 12
I6nal mutattak ki WNV antigénekkel reaktiv ellenagpkat. 2009-ben 40, idegrendszeri
betegsében szenuwedd mintait vizsgaltuk. A virus jelenlétét kimutakt négy, sulyos
tiinetek miatt euthanisélt 16 agy$emintajabdl. Ezek koziul az egyik 16bdl a betegség
korai stadiuméaban gytott fehérvérsejtekl is kimutattuk a virust. Ebben a I6ban IgM
ellenanyagok jelenlétét, és a savoparban IgG eliagtiter-emelkedést (<1:10 >
1:640) tapasztaltunk. Egy mintabdl jart sikerrelieusizolalas. 1IgG ELISA mdédszerrel
megvizsgaltunk egészséges lovakhodl, 2009-béitdgy 276 savomintat, melyek kdzil 79
mintanal kaptunk pozitiv eredményt (28%), viszonhagedsits immunfluoreszcencias
és plakkredukcios virusneutralizacioban két savéami kullancsencephalitis virussal
szemben magasabb titerben reagalt, mint a WNVaerhben (Bakonyi és mtsai., 2013).
A passziv vadmadar-monitoring vizsgalataink sord®082ban jelerfis szamu
megbetegedést tapasztaltunk, és a WNV szandoftiddrajzi terjedését figyeltiik meg.
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Osszesen 33 fajhoz tartoz6 91 vadmadar tetemégattng meg abban az évben, valamint
fehérvérsejt- és vérsavo-mintakat dggttink héjakbol, hazigalambokbdl és barna
rétinéjabol. A mintdkat RT-PCR segitségével vizsgallEV szerokomplexhez tartozo
virusok nukleinsavanak jelenlétére. A pozitiv mikataimmunhisztokémiai modszerrel is
megvizsgaltuk, valamint megkiséreltiik a virusoKalsat az arra alkalmas mintakbol
(Bakonyi és Erdélyi, 2011). A vadmadar-monitoririgsgalatokat 2009-ben is folytattuk.
Abban az évben 31 madarfaj 70 elhullott egyedéndéhktain vizsgaltuk a janiustol
oktéberig terjed idészakban. A két évben 6sszesen 37 hazai madar andtanutattuk
ki a WNV jelenlétét. Az immunhisztokémiai vizsgallat minden olyan esetben
alatamasztottdk az RT-PCR pozitiv eredményét, amakezévetmintak mennyisége és
allapota lehdivé tette a vizsgalat elvégzését. A virust 13 miditébkerllt izolalni.
Magyarorszagi vadmadarakbol gttt 20 vérsavOminta vizsgalata soran 8-bdl lethete
WNV antigénekkel reagalé ellenanyagokat kimutathiazigalambokbdl 2009-ben
gylijtdtt 29 vérsavé mintabol 25 bizonyult pozitivnaksaeroldgiai vizsgalatok soran.
Kozllik 20 mintat olyan galambokbdl @iottink, amelyeket a WNV 2004-es
felbukkanasanak helyén tartottak. A 2008-ban mggftgesetek foldrajzi eloszlasa
jelentisen szélesebb Kkbrvolt, mint a 2003-2007 kozott diagnosztizalt dedseké. A
korabban érintett orszagrész (a Nagyalféld dékedsti régiéi) mellett a virust kimutattuk
az orszag kozépsés dunantuli terilletein is. Egy atfogd allategégidgyi monitoring
program részeként, tojasmentést kéeata Dévavanyai Tazokménfllomason keltetett
és felnevelt tizokokbdl szabadon engedéstitt eérmintékat gijtottink. A vérvételeket
2006-ban, 2009-ben és 2011-ben, judlius-auguszturmpokban végeztik; a mintak
klinikailag egészséges tuzokokbodl szarmaztak. Aamintakat IgG ELISA mddszerrel
vizsgaltuk nyugat-nilusi virus elleni ellenanyagenlétére. A 2006-ben {jtott 7
savéminta kozil 2, a 2009-bentgiptt 9 savéminta mindegyike, valamint a 2011-ben
gylijtétt 11 savominta kdzul 3 bizonyult pozitivnak WNYG ellenanyagok jelenlétére
(Sés és mtsai., 2012).

A nyugat-nilusi virus hazai szinyog vektorainaktpsabb meghatarozasa, és bennik
a WNV ebfordulasi gyakorisdganak megismerése céljabol feéimeéizsgalatokat
végeztink. Az el§ vizsgalatok soran egy Kardoskut kdzelében talélhdirés vércse
kol6nidban 2008-ba@x. pipensszinyogokat gijtottiink. Osszesen 19 pool-t vizsgaltunk
meg RT-PCR modszerrel és egy pool-bdl tudtuk kitmita WNV RNS jelenlétét.
Kiterjedtebb felmé# vizsgalatba kezdtiink 2011-ben, amikor Magyarordwig keleti és
déli megyéjében, 6sszesen 24ijpdhelyen, 24 szinyogfaj, 11 728 egyedéijtijttiik be,
majd gyijtési hely, faj és ivar alapjan 1-50 egyedet tamtdd, 362 pool-ba rendeztik.
Ugyanezeken a djtéhelyeken, 2012-ben befogott 18 szinyogfaj 11 46%e@éd
képeztiink 283 pool-t. A @ytott szinyogok kdzil 23 095 volistény és 68 hinCulex
pipiens emellett 30Anopheles maculipennisim egyedet is dytottiink 2011 telén. A
szunyog pool-ok homogenizatumait megvizsgaltunk WRMS jelenétére valos idej
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RT-PCR moédszerrel. A 2011-benigiptt szinyogok kézil harom pool-bdl mutattuk ki a
virus jelenlétét: egy Fényeslitkénigtt, Ochlerotatus annulipeséstényeket tartalmazé
pool-bol, egy Debrecen kozelében Ggdtt, Coquillettidia richiardii néstényeket
tartalmazé pool-bol, és egy kardoskuti kékvércdédidnal gyijtott, Culex pipiens
néstényeket tartalmazo6 pool-bol. A Baranya megyél@hl22013-ban gijtott szanyog
pool-okat tovabb vizsgaltuk, a flavivirusok méglegébb korét kimutato, ,univerzalis”
primereket hasznald, nested RT-PCR segitségévelegyik, a pellérdi halastavaknal
2011 augusztusaban, fehér fénycsapdavéit@y, 32 Uranotaenia unguiculatadstényt
tartalmazé pool homogenizatumabdl fédtett, 250 bp hosszisagu amplifikaciés termék
szekvenciaja BLAST kereséssel a legnagyobb hasigdbsa génbanki adatbazisban
elhelyezett, WNV 8_1-05-Uu jéltorzs szekvenciajahoz mutatta. Ezt a virust szinté
Uranotaenia unguiculatanéstényeket tartalmazé pool-bél mutattdk ki 2005-ben
Oroszorszag Volgograd régidjaban. A hazai mintabd&imutatott  virus
(WNV/189/Uu/2011, ,Pellérd virus”) részleges nukidezekvencigjat két szakaszon
sikerlilt meghatarozni. Az E fehérje gén részlegekwencidja 79,6%-ban az NS5 gén
részleges szekvencidja pedig 82,5%-ban hason#iptbroszorszagi genotipuséhoz. A
filogenetikai vizsgalatok eredményei alapjan a &dll virus a WNV 4. genetikai
vonaldhoz sorolt virusokkal all a legkdzelebbi diaé rokonsagban, am azoktdl is
megleheisen elkllonil, ezért indokolt lehet egy tovabbndhge-9) genetikai vonal
képvisebjének tekinteni.

A 2008-ban megfigyelt, jelets hazai foldrajzi terjedés mellett a WNV virustdrzs
felbukkant Ausztria északkeleti részén (Also-Ausztartomanyban) is, ahol 11 héjabal,
egy északi sélyombol, egy saskedlif és egy keabdl sikerilt kimutatni RT-PCR és
immunhisztokémiai médszerrel. Harom héja szdvetahiok izolaltuk a virust. Emellett
Bécs, Als6-Ausztria, FelsAusztria, Burgenland és Stajerorszag szovetségi
tartomanyokban djjtétt, 138 pool-ba csoportositott szinyogmintaksgilata soran 7,
Cx. pipiens néstényeket tartalmazd pool-bdl lehetett kimutatniviaus jelenlétét.
Mindegyik pozitiv pool Alsé-Ausztridbdl, a vadmaessetek kozelél) szarmazott.
Tovabbi vadmadar-esetek fordultals @009-ben Ausztriaban: hat héja, egy kea és egy
hobagoly szdvetmintaibol tudtuk a virus jelenlétdimutatni RT-PCR és
immunhisztokémiai médszerekkel (Bakonyi és mt24113).

Annak megallapitasara, hogy a 2008-ban és 200%imentatott megbetegedéseket
okoz6 WNV-k milyen rokonsagi viszonyban allnak ardtbi években kimutatott
virusokkal, meghataroztuk 22, Magyarorszagon észthiaban gyjtétt mintabol
kimutatott virus a részleges nukleotidszekvencegde fehérje gén régidjaban és 18 virus
részleges nukleotidszekvencigjat az NS5-3'UTR tegid A torzsfa-rekonstrukcios
vizsgalatok eredményei alapjan az 6sszes vizsgals \a WNV goshawk-Hungary/04
genotipussal allt a legkdzelebbi genetikai rokohaagBakonyi és mtsai., 2013).
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A virustorzs ausztriai felbukkanasa soran megbeteggket tapasztaltak a Konrad
Lorenz Etoldgiai Intézet Bécshez kozeli kisérletiepén nevelt kedk korében. A 24
madarat (13 him és 11 toj6) tartalmazé csoportladlhim allat idegrendszeri tiineteket
mutatott 2008. augusztus végén. Az egyildsebb madéar tiinetei silyosbodtak,
euthanasiat kellett alkalmazni. Mind a tlineteketatty mind az egészséges madarakbdl
mintakat gyijtottek; az elhullott allatot koérbonctani és korsetiani vizsgalatoknak
vetettiik ala, valamint a nyugat-nilusi viruséeds kimutatésa céljabdl direkt és indirekt
vizsgalatokat végeztiink. Az elhullott kea kérbonctés kérszdvettani vizsgalata soran
kdzepes sulyossagu maj- és lépduzzanatot, a mdjhatiplex elhaldsos goécokat, és
szamos egyéb szervben nem-gennyes gyulladasosritigkat lehetett felismerni. Az
agyban nem voltak korszdvettani vizsgalattal kirtha#d koros elvéltozasok. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokkal a nyugat-nilusiugi antigénjeit lehetett kimutatni
nagy mennyiségben a madar maj-, lép- és vazizoeibejh (az agyszovetben viszont
nem). RT-PCR segitségével a kea minden vizsgaltesaiintajabol (agy, méj, 1ép, vese,
tuds, szivizom, bél) és keriigfehérvérsejtjeibl is ki lehetett mutatni a WNV RNS
jelenlétét. A tobbi beteg madar tiineti és tamogetaelés mellett, tébb hét utan
meggyogyult. Szerolégiai (ELISA) vizsgalatokkal mégyikik savémintajabol WNV
elleni, IgG tipusu ellenanyagokat lehetett kimuta primer ferzés utan egy évvel,
2009 szeptemberében az egyik keaban kiGjultak agréshdszeri tiinetek és olyan
mértékben sulyosbodtak, hogy euthanasia mellettétbaz ellatd allatorvos. Néhany
héttel késbb egy mésik keaban is kidjultak a tinetek, amittv@810 januarjaban kellett
végleg elaltatni. 2011 marciusaban egy harmadik kkmrendszeri tlinetek nélkdl,
néhany napon belul elhullott. A negyedik, a hevbategségll felgydgyult kea tiinetei
2011 jaliusaban ujultak ki, és leromlasa miatt enadar is euthanasiaban részesilt. Az
utolso, heveny betegségt atvészata tlinetei 2014 nyaran Gjultak ki és augusztushln
szilkségessé az euthanasia. Az elpusztult madarakil Kdarom tetemét tudtuk
kérbonctani, kérszdvettani és virolégiai vizsgaht vetni. A madarakban makroszképos
korbonctani elvaltozasokat nem lehetett felismetdarszovettani vizsgalatokkal az
agyszovetekben kiilonb&zsulyossagu, lymphocytas agytgyulladast (multiplex gécos
gliasejt-sarjadzas, lymphoidsejtes érkdpenyek, godemyelinizacié) talaltunk. Az
elvaltozasok leginkabb az agytorzs és a kisagyetenii fordultak €. A kisagy Purkinje-
sejtjeinek pusztulasa és a molecularis réteg védadma jellemi elvaltozas volt. A
WNV antigénjeit sem az agyszévéttsem a zsigeri szervebbnem lehetett kimutatni
immunhisztokémiai moédszerrel. Az RT-PCR vizsgéalatdka virus RNS-ét mindharom
madar agyszovetmintaibol ki lehetett mutatni, agesi szervek viszont negativnak
bizonyultak. A virusizolalasi prébalkozasok egyileak mintaja esetében sem jartak
sikerrel. A heveny feéizést kdveien évente savomintékat {giottink a betegségen
atesett allatokbol. Mindegyikiikkben magas (1:64 64Q) titerben lehetett WNV elleni
neutralizalé ellenanyagokat kimutatni PRNT moédsderiMeghataroztuk a pozitiv
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madarak agyvél mintaibdl kimutatott WNV-k teljes genomszekventiés filogenetikai
vizsgalatokat végeztink. A todrzsfa-rekonstrukcigagansitasok alapjan a négy, keébdl
kimutatott szekvencia Ausztridban és Csehorszagh@dg. és 2014. kozott kimutatott
WNV szekvenciakkal helygdik kbzos agon. A filogramon a kea-erddszekvenciak
genetikai tavolsaga feltételezett koZisdikidl a primer ferézéstl eltelt idével aranyosan
meghosszabbodott. A szarmaztatott aminosav-szel@kenalapjan készitett torzsfa
topoldgidja hasonlitott a nukleotidszekvenciak gapkészitettekéhez. Megjegyzénd
azonban, hogy mig harom szekvencianal a WNV esetgdiemz, 3434 aminosav
hosszisagu prekurzor polipeptid szekvenciat lehégébrditani, az egyik, 2011-ben
elhullott kea agyabdl kimutatott szekvencia eredatzdd metionin ATG kodja ACG-re
valtozott, igy a szekvencia &le 45 nukleotidra helyédd, alternativ transzlacio-
iniciaciés helyél ir6dhatott at, az N-termindlis részen 15 amingahvrovidebb
polipeptidet eredményezve (Bakonyi és mtsai., 2016)

A dél-kelet morvaorszagi Lanzhot kozelében 1997-legy flavivirust izolaltak
néstény Cx. pipiensszunyogokbdl, amely virusneutralizaciés vizsgéledd a nyugat-
nilusi virushoz mutatta a legnagyobb antigénrokgoisaszop6segerekben viszont
csekélyebb virulenciat mutatott, mint a WNV refaientorzse. A térzset a szinyogminta
gyiijtésének helyéhez legkdzelebb f8kwausztriai telepiilés utan Rabensburg virusnak
(RabV) nevezték el. Az 1997-es izolatummal szeraltay és patogenitasban megedyez
virust izolaltak 2 évvel kébb, ugyanarrél a dgytéhelyrl, Cx. pipiensbél. A virus
részletes genetikai jellemzése céljabol meghatdkoat1997-ben izolalt virustorzs teljes
genomszekvenciajat. A vizsgalatok soran feltart, 912 nukleotid hosszusagu
virusgenom egy 3433 aminosav hosszUsagl nyitofvdsési keretet kédol a 97.
nukleotid pozicioval keziléen. A szarmaztatott aminosav-szekvencia vizsg&@atav
meghataroztuk az egyes virusfehérjék lokalizaciofatJEV szerokomplex virusaira
jellemz5, konzervalt szekvencia-motivumokat a RabV szarate#tt aminosav-
szekvenciajaban is megtalaltuk. A virustdrzs sze&igat 6sszehasonlitottuk a génbanki
adatbazisban (a vizsgalatolsmbntjaban) hozzaférhetl6 telies WNV genom, illetve a
JEV szerokomplex virusainak teljes és részlegeskvereidival. A szekvencia-
hasonlosagi adatok alapjan a RabV a legktzelebistg@i rokonsagban a WNV-vel all
(75-77%), am a hasonlésag mértéke elmarad a WNY¥ ése2-es genetikai vonalain
bellli hasonlésagi értékeltt(>90%). A tdrzsfa-rekonstrukcids vizsgalatok erggshyei
alapjan a RabV genetikailag jelésén eltér a WNV két, korabban ismert genetikai
vonaldhoz tartozé virusoktdl, és a genetikai té@la RabV és a tobbi WNV kozétt
meghaladja a WNV két genetikai vonala kozotti téagbt. Ez felvetette annak a
lehetiségét, hogy a RabV a WNV egy kordbban nem ismenetdai vonalanak
képvisebje (,lineage-3"), vagy a WNV-vel rokon, U flaviuis faj. A filogenetikai
vizsgalatok feltartdk azt is, hogy egy masik, WN&hk azonositott virustorzs (WNV
LEIV-Krnd88-190) génbankba elhelyezett szekvencigjglentsen eltér mind a WNV
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korabban ismert, 1-es és 2-es genetikai vonalahaet s/irusoktél, mind pedig a RabV-
tél, igy Uj genetikai vonalba sorolasa (,lineagg-4hdokolt. Ezt a virustorzset a
Kaukazusban izolaltak 1998-baBermocentor marginatukullancsbél. Az NS5 gén
részleges nukleotidszekvencidi segitségével késziterzsfa alapjan a RabV
monofiletikus csoportot alkot a WNV lineage-1 éxhge-2 térzseivel. A LEIV-Krnd88-
190 tdrzsnek legkdzelebbi kbzését a Koutango virussal valOsisitette a vizsgalat. A
RabV 1999-ben izolalt torzsének részleges genoraspeldjat is meghataroztuk. A
vizsgalt szakaszok (a C-M, NS3, NS4b-NS5 génekpedasonldosagot mutattak a 1997-
ben izolalt térzs szekvencidjanak homolég szakeakd{Bakonyi és mtsai., 2005b). A
dél-morvaorszagi dijtéhelyen tovabbi szanyogmintakatigyttek 2006 és 2008 kozott.
Az egyik, 2006 juniusaban gjott, Aedes rossicuséstényt tartalmazé szinyog pool-bél
sikerUlt virust izolalni szopésegerek intracerabrdltasaval, amely kereszt-neutralizaciés
vizsgalatokkal a RabV-hez mutatta a legkézelebbigén-hasonlésagot. Meghataroztuk a
virustérzs nukleotidszekvencigjat az 5’'UTR-C-M-EINSzakaszon, ami >99,9%-ban
hasonlitott a RabV 1997-ben izolalt térzsének hdmeizakaszahoz.

A csehorszagi szunyog-arbovirus monitoringvizsg&lat keretében, a dél-
morvaorszagi tavak kézelében 2013 juliusa és amgseszsoran 32 5006s8tény Cx.
modestusszlinyog egyedet @jtdttek cseh kutaté partnereink. A 650 pool-ba et
szUunyogminta, kettes genetikai vonalhoz tartoz6 WRINS jelenlétére iranyuld6 RT-PCR
vizsgalata négy pool esetében pozitiv eredménngalltz Harom mintabdl a virust
izolaltak szopdsegér intracranialis oltassal. Meglvatuk az izolalt virusok teljes
genomszekvenciajat és dsszehasonlitottuk kettetigenvonalhoz tartozé nyugat-nilusi
virusok szekvenciaival. A torzsfa-rekonstrukciészsgalatok eredményei alapjan a
csehorszagi virusok szekvenciai két agat alkottak,az Olaszorszagban, 2013-ban,
emberi megbetegedésékikimutatott, kettes genetikai vonalhoz tartoz6 gaunilusi
virusokkal van feltételezett legkdzelebbi koztsik. A tdrzsfa topologidja alapjan a
csehorszagi és egyéb, 2008. és 2013. kozétt KomépBban kimutatott WNV-k
szekvenciai a 2004-ben felbukkant, magyarorszagiseval allnak a legkdzelebbi
genetikai rokonsagban (Rudolf és mtsai., 2014).

Gordgorszag észak-keleti részén jelenszamu emberi esettel jardé nyugat-nilusi
encephalitis jarvanyt figyeltek meg 2010 nyaraészen. A jarvanyiflszakban 191 esetet
diagnosztizaltak, amelyek kozil 32 halalos kimelieteolt. Az el emberi
megbetegedéseket kdteh szdnyogokat dytottek a jarvannyal érintett teleplléseken és
WNV RNS jelenlétére vizsgaltaéket RT-PCR segitségével. Egy 2010 augusztusaban
Nea Santa telepilésen iptt, 50 Cx. pipiensnéstény szinyogot tartalmazé pool
vizsgalata pozitiv eredménnyel zéarult. Az NS5 gémiletén felefsitett, 146 nt
hosszUsagl genomszakasz nukleotidsorrendje a lglag hasonlésagot a
Magyarorszagon, 2004-ben elpusztult héjab6l sz&mamyugat-nilusi virus
szekvenciajahoz mutatta. Meghataroztuk a virus {Basa-Greece-2010) teljes
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genomszekvenciajat és filogenetikai vizsgalatokaégeztiink. A legnagyobb
nukleotidhasonlésagot (99,6%) ebben az esetbemiagyarorszagi héjabol kimutatott,
~.goshawk-Hungary-2004" virus szekvencigjaval talidltA torzsfan a gorégorszagi és
magyarorszagi eredetvirusok kulonallé agat alkottak, kozeli feltétedzkdzosossel.
Hozzajuk legkdzelebb Dél-Afrikaban kimutatott WN®zsek szekvenciai alltak (Papa és
mtsai., 2011).

A nyugat-nilusi virus kézelmultban izolalt térzselingenetikai jellemzésére iranyuld
kutatasaink keretében, egyuftikidésben torokorszagi kutatokkal, meghataroztuk egy
Torokorszag kodzép-anatdliai térségében tartottgrisledszeri tlineteket mutaté 16bdl
2011-ben izolalt WNV torzs (T2) teljes genomszeloigjat. A génbanki adatbazisokban
végzett BLAST homolégiakeresés eredménye szerigeraomszekvencia a legnagyobb
hasonlésagot (99,3%) a WNV egyes genetikai vonaldadozd, ArB310/67 virustorzs
szekvenciajahoz mutatta. Ezt a virust a Kozép-Afdztarsasagban izolaltak 1967-ben.
A T2 torzs mellett tovabbi 37, Torokorszagban 20#&4&.2013. kdzott izolalt WNV
részleges genomszekvenciajat (E fehérje kédol@yégimeghataroztuk és filogenetikai
analizisnek vetettilk ald. A szekvencidk egy kiétel a legnagyobb hasonl6sagot (98,8-
100%) a T2 és ArB310/65 torzsek szekvenciaihozamaait egymashoz mutattak. A
filogenetikai analizis segitségével készitett tawzsa vizsgalt 37 virus kozil 36
szekvenciaja a T2 viruséval képez monofiletikug,éegy viszont a Nigéridban, 1965-ben
izolalt IBAN7019 torzzsel és a Szenegalban, 197%9-aelalt ArD27875 térzzsel kerllt
kozds agra. Az egyes genetikai vonalban virulems@kernek feltételezett aminosav-
szubsztiticiék a T2 tdrzsnél nem fordultaks,eliszont a WNV kettes genetikai
vonalaban,Cx. pipensben rovidebb replikacios édel dsszefliggésbe hozott E fehérje
V156A szubsztiticid Vs formaban volt jelen (Ergunay és mtsai., 2015).
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5. Megbeszélés
5.1. Az Usutu virus europaitbrdulasaval kapcsolatos megfigyeléseink

Kutatasaink kezdetén (2001-ben) kevés adat alldel&rzésre ezzel a virussal
kapcsolatban. A teljes genomszekvencia meghaté@oegyrészt ékegitette a virus
pontosabb megismerését és igazolta annak kézednsdigat a nyugat-nilusi viruséhoz,
masrészt lehéséget teremtett molekuléris diagnosztikai modszedéjlesztésére a
virusfertzés megbizhatébb korjelzéséhez. Ezeknek a modsmirel segitségével
végzett, aktiv és passziv felmiéwizsgalatainkkal igazolni tudtuk, hogy az USUV
fennmaradt Ausztriaban, valamint a kdvetkeekben felbukkant/elterjedt Kdzép- és
Dél-Eurépa szamos orszagaban (Magyarorszagon, dd&xsmgban, Svajcban,
Csehorszagban), valamint mas kutatécsoportolobteéskimutattak az éfordulasat
tovabbi, nyugat-eurépai  orszagokban is  (Németolsmdg Belgiumban,
Franciaorszagban, Hollandiaban). Retrospektiv dizgégkkal azt is igazolni tudtuk, hogy
a virus mar a 2001-es ausztriai felfedezését riegmh is jelen volt Europaban, mivel az
1996-ban, Olaszorszagbhan tapasztalt madarelhubabagitijtott mintakbdl is ki lehetett
mutatni a nukleinsavat. Az elmult t6bb mint 20 é@yaman az USUV kbzép-eurdpai
térzse szamos genetikai valtozason ment keresztfii, tébbé-kevésbé elkiloriil
genetikai csoportok kialakulasat eredményezte. t&ahi vizsgalataink eredményei arra
utalnak, hogy Magyarorszagon és Ausztriaban a kandllominald genotipus mellett egy
masik is megjelent, amelynek legkdzelebbi roko@itszorszagban mutatték kisstor,
2009-2010-ben. Az (j torzsek felbukkanasanak et a madarvonulasok szerepe
feltételezhad. Vizsgdlataink azt is feltartdk, hogy az USUV egyasik genetikai
vonalahoz tartozé virus fordul éelSpanyolorszagban, amelyet eddig nem hoztak
Osszefliggésbe gerincesek megbetegedéseivel. \digsmgy a kulonbdz genetikai
vonalak kozott szamottév virulencia-eltérések is vannak. Az USUV bizonyos
madarfajokban, kulondsen feketerigbban és bageékii&n okoz gyakrabban
megbetegedéseket, de szamos mas madarfajbdifosdalnak esetek. A vadmadarakban
megfigyelhed, halmozott megbetegedések és elhullasok melfetyékony fajok szamos
egyede atvészeli a féeést, amely tartds és populacié-siimmmunoldgiai védettség
kialakulasédhoz vezet, igy a jarvany véget ér. Mineliett a virus tovabb cirkuldl a
gerinces gazdakban és szunyog vektorokban, és mnakéogékony gazdafajok U
generacidi szeronegativ egyedeinek aranya elér égyikus pontot, Ujabb
jarvanykitoréseket lehet medgfigyelni. Kisérleti afférzéseink eredményei alapjan
hazitylkban és hazilidban az USUV nem okoz megbdésy. Az USUV endkoket is
fertéz. Egérmodellben végzett vizsgélataink igazoltalromvazivitdsat és németorszagi
kutatok természetes Uton #z6dott denevérek elhulldsanak hatterében is kimitadta
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virus szerepét. A virus képes embereket i$Zaités eddig legalabb két esetben igazoltak
koroki szerepét sllyosan immunszuppresszalt betielggikendszeri megbetegedéseiben.
Emellett szamos kutatas, koztlik sajat vizsgalatamkfeltartak viraemiaval jaré,
tinetmentes emberi USUV fémesek aifordulasat. Ennek ealsorban a véradok
flavivirus-fer6zottségre iranyuld $rése szempontjabhdl van jelésége, mivel
amennyiben sulyosan immunszuppresszalt betegeksgphvatiltetés soran, leukémia
kezelésekor) kapnak Usutu virussal kontamindlt ,vérénniuk az idegrendszeri
megbetegedések kockazata magas lehet.

A virussal kapcsolatos kutatasaink soran meghdtécaz viroldgiai diagnosztikdban
széles korben hasznalt sejtvonalak fogékonysagat, molekularis diagnosztikai
modszereket (RT-PCR, qRT-PCR) fejlesztettink ki, lawent adaptaltuk az
immunhisztokémiai és haemagglutinaciés prébakdtws \antigénjeinek és a virus elleni
ellenanyagoknak a kimutatasa céljabadl.

5.2. A nyugat-nilusi virus eurépaibérdulasaval kapcsolatos megfigyeléseink

A nyugat-nilusi virus hazai &brdulasara éiszér az 1960-as években végzett
szeroldgiai vizsgalatok adatai utaltak. Az 19708gekben gockutatasok soraniiggtt
kisembsok mintaibdl két esetben is izolaltdk a virust,atmak genetikai azonositasara
kordbban nem kerllt sor. A hazai erdéd@&olatumként szamon tartott torzs (Wi
részleges genetikai vizsgalataval megallapitothibgy az kdzel azonos a virologiai
laboratériumokban vilagszerte hasznalt, Eg 101reefga torzzsel. Ez felveti annak a
gyanujat, hogy a korabeli izolalas soran laborattri kontaminacié, vagy egyéb
félreértés folytan végil az egyiptomi erddeeferencia térzs (Eg 101) kerult a hazai
diagnosztikai intézet (OEK) birtokdba. Ez olyanrepentbdl viszont megnyugtatd, hogy
az utébbi negyven évben valéban nyugat-nilusi saligrténtek a hazai diagnosztikaban
a szeroldgiai vizsgalatok. Az azonossagnak lehgtnafsik magyarazata is, amely szerint
a virus egyes torzsei meglemértéki genetikai stabilitast mutathatnak. Erre példatiehe
egy masik vizsgalatunk eredménye, amely szerint\&/\WWgy Torokorszagban, 2011-ben,
I6bol izolalt térzsének teljes genomszekvenciajs@@%8ban hasonlit a virus 1967-ben a
Kodzép-Afrikai Koztarsasagban izolalt térzsének seekiajahoz. (Ebben az esetben a
kontaminacié lehékégét ki lehetett zarni.) A megfigyelés ravilagitaa hogy a WNV

Klinikai tinetekben megnyilvanulé WNV-féizést ebszor libakban, 2003-ban,
sikerllt igazolni Magyarorszagon. Ez a virustdrzslzraelben, 1998-ban felbukkant,
valamint az Amerikai Egyesiilt Allamokban 1999-beregjelent, egyes genetikai
vonalhoz sorolt virusokkal all a legkdzelebbi géwgtrokonsagban. A virust Izraelben
elészor olyan fiatal fehér golyak elhullott egyedeinelntaibdl mutattdk ki, amelyek
valoszirileg K6zép-Eurdpaban keltek 1998-ban 66z vonulasuk idején viharos szelek
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elsodortak 6ket lzrael partjaihoz. Ezért feltételezbethogy a 2003-ban, hazankban
kimutatott virusssei kordbban is jelen voltak a régidban. Ez azéttdekes, mert a WNV
Amerikaban felbukkant térzsének eredete tisztazaltivel a legkdzelebbi ismert rokona
az izraeli torzs, széles korben elfogadott vélegetiégy onnan jutott &t Amerikaba. A
kutatds eredményei alapjan viszont nem lehet azérhi, hogy Kodzép-Eurdpabol
szarmazik. A torzset csak egy alkalommal lehetitiukatni hazai mintakbdl, 2004-ben
mar egy masik virustorzs bukkant fel, és okozotgletegedéseket és elhullasokat
héjakban. Ez a virus a WNV kettes genetikai voraéatartozik, amelynek képvisid
korabban csak Afrika, Szaharatol délré erlileteitl izolaltak. Vizsgalataink igazoltak,
hogy a virusttrzs képes volt attelelni a hazai gathaiszonyok kdzott, endémiassa valt
és a megjelenését kovetharom évben sporadikus megbetegedéseket okozott
vadmadarakban, juhban és lovakban. 2008-ban visams#agszerte elterjedt, jelént
szamu allati és emberi megbetegedést okozott, vald@amnmaradt az orszag teriiletén és
minden évben kimutathaté volt allati és emberi idagszeri megbetegedések hatterében.
Emellett a virus atterjedt Ausztria, Goérogorszadas@orszag, Szerbia, Csehorszag,
Szlovakia és Torokorszag teriiletére is, és egyezagokban nagyszami emberi
megbetegedésekkel és jelgnaranyd halalozassal jaré jarvanyokat okozott.

A virustdrzs vadmadarak kozil egyes ragadozoé fajk&ént héjakat) betegit meg.
Ennek hatterében allhat ezeknek a gazdafajoknakazdtt érzékenysége, de az is, hogy
a vektorok Gtjan terjedés mellett a ragadoz6 m&dafeussal ferdzott zsakmanyuk
elfogyasztasa soran, alimentaris Utondiitinek, és a nagy mennyiségirus felvétele
miatt alakulnak ki a sulyosabb megbetegedések. Agatynilusi virus altal okozott
fertézések tobbsége nem jar Kklinikai tunetek kialakulakad Az idegrendszeri
megbetegedéseket eredmériyefneuroinvaziv) fetizések kialakulasanak pontos
mechanizmusa még nem ismert. A korabbi vélekedéseakiszerint a kettes genetikai
csoporthoz tartoz6 WNV-k nem neuroinvazivak, saj@sgalataink eredményei is
egyértelntien cafoljak. A virulencia genetikai markereinek masitdsara szamos kutatas
folyik. Emellett gazda-eredét faktorok, kilondsen a vér-agy gat integritasattdon
tényedk (pl. magas vérnyomas, egyes parazitdzisok) ésumsauppressziv hatasok (pl.
circovirus ferézés) is alsegithetik a virus kdzponti idegrendszerbe jutdBat.a virus
donten heveny megbetegedéseket okoz, vizsgalatainks &amutattédk, hogy bizonyos
fajokban (pl. kedban) perzisztald idegrendszetisfes alakulhat ki, amely hénapokkal
vagy évekkel ké&shb kidjulva okozhatja a madarak elhullasat.

A WNV korabban leirt, két genetikai vonalan tult&idsaink eredményei tovabbi
genetikai vonalak elkilonitését tették indokoltEzen genetikai vonalak képviéaiek
elterjedtsége viszont sokkal korlatozottabb, mikéafs genetikai vonalé. A cseh-osztrak
hatar kozelébenCulex fajokbdl kimutatott, harmadik genetikai vonalhooralt
Rabensburg virus a terlleten endémidédoedulasinak tekinthét de Ggy tinik, hogy
kevéssé hatékonyan szaporodik gerinces gazdakisejij és betegséget sem okoz. A
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négyes (kilences) genetikai vonalhoz sorolt és Memgzagon is kimutatott WNV j6val
szélesebb korben elterjedt, hiszetif@ldulasa a Kaukazustol Ausztridig ismert. Ezt a
virust viszont csalJranotaenia unguiculataszinyogokbdl sikeriilt eddig kimutatni, és
emibs vagy madar eredetsejtekben nem szaporodott. Mivel az emlitett sagfaj
leggyakrabban békak vérével taplalkozik, lehetsédemy ez a virus egy sajatos
Okoldgiai ciklust tart fenn. A genetikai vizsgéllateredményei felhivjdk arra a figyelmet,
hogy a nyugat-nilusi virus genetikai valtozatosségikal nagyobb, mint ahogy azt
kordbban gondoltdk, valamint kilénlozgenetikai vonalak képvisiél egyidsben
eléfordulnak azonos foldrajzi tertileteken, igy hazékis.

5.3. Az Usutu virus és a nyugat-nilusi virus jagptani és kortani jeledségének
Osszehasonlitasa

Vizsgalataink eredményei alapjan megallapithat@yhmindkét virusfaj endémias
jelleggel ebfordul a mediterran térség és Kozép-Eur6pa szamwsgagaban, igy
Magyarorszagon is. A két virus Okoldgiai ciklusagy@an hasonld, mivel elslleges
vektorai csipszunyogok @ként a Culex pipieny fenntartdé gerinces gazdai pedig
(vad)madarak. A két virus virulencidja és gazdaspeta ugyanakkor némileg eltér.
Madarakban az USUVSként feketerigokban és bagolyfélékben okoz megleelest, a
WNYV hazai, kettes genetikai vonalhoz tartoz6 tomzseig inkabb a vagémadar-alakdakat
betegiti meg. Ugyanakkor, szamos madarfajban okodk@ét virus tiinetmentes férest.
Az embsok mindkét virus esetén alkalmi gazdaknak tekitiheezért ezeknek a
gazdédknak nincs kulondsebb szereplk aéfédi lanc fenntartdsaban és a virusok
terjesztésében. Az USUV efsbkben nagyon ritkan okoz megbetegedést, a WN\Owisz
halmozottan okozhat idegrendszeri korképekétért lovakban és emberekben. A két
virus koz6tti antigén-hasonlésagok egyrészt diagii@s problémakat okoznak, mivel a
szeroldgiai probak elbiralhatésagat a keresztréikoiegnehezitik. Masrészt, a k6zos
gazdakban esetlegesen kialakulé keresztvédelenh eiflyasolhatjak egymas okologiai
ciklusait is, bar erre egyértefnbizonyitékok még nem allnak rendelkezésre. A kétsv
hasonlésaga miatt az ellenik valé védekezés edvbiasonldéak. A fogékony egyedek
immunizalasanak leh&tégei azért korlatozottak, mert a fenntarté fajokba
(vadmadarakban) ez a modszer a gyakorlatban neanakhat6. Forgalomban vannak
lovak szamara kifejlesztett, WNV elleni vakcinaknelyek jol hasznalhatok az egyedi
védekezésben. Human gydgyaszati céli WNV vakcinédjldsztés alatt allnak. A
jelenlegi ismereteink alapjan az USUV ellen nemokult vakcindk kifejlesztése és
alkalmazésa. A fetzési lanc megszakitasanak masik lehetséges modazee&torok
gyéritése. Erre elsorban az emberek és gazdasagi haszonallatiihelgein van
lehetiség, és egyes védekezési modszerek szarbditeokat okoznak az @lilag mas
tagjaiban. Ezért a biolégiai és alternativ gyéritaédszerek éltérbe helyezése fontos
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szempont. A virusaktivitdssal érintett terUletekemgzett, célzott és dditett
beavatkozasokkal lehet a leghatékonyabban, a Hugkigarulékos veszteségekkel és
kornyezeti karokozassal fellépni a d¢&pzinyog vektorok ellen. Ehhez viszont arra van
sziikség, hogy szervezett és kovetkezetes félmigsgalatok kdvessék nyomon ezeknek
a virusoknak a térbeli ésdbeli aktivitasat. A kutatasaink soran kifejlesiett és a
gyakorlatban alkalmaztunk ilyen felnéévizsgalati rendszereket, valamint jelenleg is
tesziink effeszitéseket tovabbi, koltséghatékonyabb és gyatkamh jobban hasznalhatd
moédszerek kialakitadsara. Az ilyen monitoring remdsk (izemeltetése a mar ismert
virusok aktivitasdnak nyomon kovetése mellett Gjok6zok (pl. Dengue virus, Zika
virus, Chikungunya virus, stb.) hazai felbukkanagakorai felismerésére is alkalmas
lehet, vagy alkalmassa tetiet
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6. Ujtudomanyos eredmények (tézispontok)

Az értekezés alapjaul szolgalé kutatdsok soran mmankaimmal a kovetk8z a
tudomany szamara Uj eredményeket értiik el, és amiafontosabb megallapitasokat
tettik:

1. Meghataroztuk az Usutu virus ausztriai és dél-afri&ferencia torzseinek teljes
genomszekvenciéit; megallapitottuk a feltételegétiek, enzim-motivumok és
konzervalt genomszakaszok hel§dését.

2. Kimutattuk az Usutu virus felbukkanasat vadmadeaaakiés szinyogokban,
Magyarorszagon, Olaszorszagban, Svajcban és Cgabgben; valamint
retrospektiv vizsgalatokkal igazoltuk az Usutu sinukleinsavanak jelenlétét
Olaszorszagban, 1996-ban elhullott vadmadarak smiviiban.

3. Filogenetikai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a KpZeur6pdban és
Olaszorszagban @&brdulé Usutu virusok kdzeli rokonsagban alinakreggsal,
viszont egy SpanyolorszagbaBulex pipiensszinyogokbol kimutatott USUV
genomszekvencidja jeléisen eltér a virus kdzép-eurdpai és olaszorszagi
torzseibl, illetve a dél-afrikai referencia torzst

4. Meghataroztuk az Usutu virus fézb- és szaporodoképességét kiloriboz
szOvettenyészetek sejtjeiben, egérmodellben, vatamhazitykban és
hazilidban. Megallapitottuk, hogy a virus ezekbebasomfi fajokban nem
okoz betegséget.

5. Az Usutu virus kimutatasara alkalmas, gyors és kérng molekularis
diagnosztikai vizsgalomddszereket fejlesztettiinkéki alkalmaztunk a virus
eléforduldsanak és terjedésének nyomon kovetéséramiml szeroldgiai
vizsgalémodszereket fejlesztettiink ki a virus élllenanyagok kimutatasara.
Megallapitottuk, hogy az ausztriai jarvanykitorékbveben nagyaranyd
szeropozitivitas alakult ki a vadmadar populaciéban
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Meghataroztuk a nyugat-nilusi virus WN jelli magyarorszagi tdrzsének
részleges nukleotidszekvencijat és megallapitotiagy az kozel azonos a
virus Eg101 jdl referencia torzsével.

Meghataroztuk a nyugat-nilusi virus csehorszagistmek (Rabensburg virus)
genomszekvenciajat és megallapitottuk, hogy aznfigden eltér a virus
korébban ismert torzsélt ezért egy harmadik genetikai vonal képwigahek
tekinthe®.

Meghataroztuk egy magyarorszagi ludallomanyban ZG08 felbukkant,
megbetegedéseket és elhullasokat okozo nyugai-nilusirus
genomszekvenciajat és megallapitottuk, hogy azellzem, 1998-ban fehér
golyakbdl kimutatott, illetve 1999-ben az AmerikEigyesiilt Allamokban
felbukkant, egyes genetikai vonalhoz tartozé tddzek all a legkdzelebbi
rokonsagban.

Meghataroztuk egy magyarorszagi héjakban, 2004-bfeibukkant,
megbetegedéseket és elhullasokat okozé nyugaf-nilusirus
genomszekvencigjat és megallapitottuk, hogy ant#den eltér az Eurdépaban
addig ismert torzseét, és a kettes genetikai vonalhoz sorolt, afrikazsekkel
all kozeli rokonsagban. Kimutattuk a viruséferdulasat tovabbi hazai
vadmadarakban, juhban és lovakban. Megallapitottwgy 2004. és 2007.
koz6tt a virus endémiassa valt az orszaghan éstkedten terjedt, amit 2008-
ban jelents, az orszag terlletének nagy részére kitérjggvany kovetett,
valamint a virus felbukkant Ausztriaban, Gérogogimem és Csehorszagban is.
Meghataroztuk a nyugat-nilusi virus Torokorszagbha@l1-ben felbukkant
torzsének teljes genomszekvenciajat és megallagéidiogy az a virus Kozép-
Afrikaban, évtizedekkel korabban kimutatott tdrazsghmutat nagyfoku
genetikai hasonlésagot.

Krénikus nyugat-nilusi virusfefzést mutattunk ki keakban. A teljes
genomszekvenciak dsszehasonlitdsaval megallagitdtogy a virus genetikai
valtozdsainak mértéke aranyos adaftiés idpontja és a madarak elhullasa
kozott eltelt idvel.

31

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés tézisei — Bakdmynas

7. Az értekezés és a tézisek alapjaul szolgald pakdikaciok jegyzéke

10.

11.

Bakonyi T, Gould EA, Kolodziejek J, Weissenbtck H, Nowotny2004:Complete
genome analysis and molecular characterizationsafWvirus that emerged in Austria in
2001: comparison with the South African strain SAAR/6 and other flaviviruses.
Virology. 328:301-310.

IF: 3,071, Q1, fuggetlen hivatkozas: 37

Bakonyi T, Lussy H, Weissenbéck H, Hornyak A, Nowotny N. 280Qn vitro host-cell
susceptibility to Usutu viruEmerg Infect Dis. 11:298-301.

IF: 5,308, D1, fuggetlen hivatkozas: 9

Bakonyi T, Hubalek Z, Rudolf I, Nowotny N. 2005hbtovel flavivirus or new lineage of
West Nile virus, central EuropEmerg Infect Dis. 11:225-231.

IF: 5,308, D1, fuggetlen hivatkozas: 139

Bakonyi T, Ivanics E, Erdélyi K, Ursu K, Ferenczi E, Weisséck H, Nowotny N. 2006:
Lineage 1 and 2 strains of encephalitic West Nilesy central EuropeEmerg Infect Dis.
12:618-623.

IF: 5,094, D1, fuggetlen hivatkozas: 187

Bakonyi T, Erdélyi K, Ursu K, Ferenczi E, Csdrd, Lussy H, Chvala S, Bukovsky C,
Meister T, Weissenbock H, Nowotny N. 20@&fnergence of Usutu virus in Hungady.
Clin Microbiol. 45:3870-3874.

IF:3,708, D1, fuggetlen hivatkozas: 62

Bakonyi T, Erdélyi K. 2011increased bird of prey mortality in Hungary duéNest

Nile virus infection.Ornis Hungarica 19:1-10.

Bakonyi T, Ferenczi E, Erdélyi K, Kutasi O, Csérg, Seidel B, Weissenbdck H,
Brugger K, Ban E, Nowotny N. 201Bxplosive spread of a neuroinvasive lineage 2 West
Nile virus in Central Europe, 2008/200&et Microbiol. 165:61-70.

IF: 2,010, D1, fuggetlen hivatkozas: 42

Bakonyi T, Busquets N, Nowotny N. 201&omparison of complete genome sequences
of Usutu virus strains detected in Spain, CentrtabBe, and Africa/ector Borne
Zoonotic Dis. 14:324-329.

IF: 2,298, Q2, fiiggetlen hivatkozas: 6

Bakonyi T, Gajdon GK, Schwing R, Vogl W, Habich AC, Thaller Weissenbdck H,
Rudolf I, Hubalek Z, Nowotny N. 201&hronic West Nile virus infection in kea (Nestor
notabilis).Vet Microbiol. 183:135-139.

IF: 2,628, D1

Bakonyi T, Erdélyi K, Brunthaler R, Dan A, Weissenbéck Hdony N. 2017alsutu
virus, Austria and Hungary, 2010-201Emerg Microbes Infect. 6:€85.

IF: 5,605 (2016), D1

Bakonyi T, Jungbauer C, Aberle SW, Kolodziejek J, DimmeBiasny K, Allerberger
F, Nowotny N. 2017bUsutu virus infections among blood donors, Austiidy and
August 2017 — Raising awareness for diagnostidertngds Euro Surveill. 22:pii 17-
00644.

IF: 7,202 (2016), D1

32



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

dc_1462_17

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés tézisei — Bakdmynas

Chvala SBakonyi T, Hackl R, Hess M, Nowotny N, Weissenbdck H. 200mited
pathogenicity of Usutu virus for the domestic cleicGallus domesticushwvian Pathol.
34:392-395.

IF: 1,789, D1, fuggetlen hivatkozas: 15

Chvala SBakonyi T, Hackl R, Hess M, Nowotny N, Weissenbtck H. 2006iited
pathogenicity of Usutu virus for the domestic gofseser anser f. domestica) following
experimental inoculatiordl Vet Med B Infect Dis Vet Public Health. 53:171517

IF: 1,356, Q1, fuggetlen hivatkozas: 10

Chvala SBakonyi T, Bukovsky C, Meister T, Brugger K, Rubel F, NowptH,
Weissenbdck H. 200Ronitoring of Usutu virus activity and spread byngsdead bird
surveillance in Austria, 2003-200%et Microbiol. 122:237-245.

IF: 2,010, D1, fuggetlen hivatkozas: 42

Erdélyi K, Ursu K, Ferenczi E, Szeredi L, Ratz kafe JBakonyi T. 2007:Clinical and
pathologic features of lineage 2 West Nile virdeations in birds of prey in Hungary.
Vector Borne Zoonotic Dis. 7:181-188.

IF: 1,919, Q1, fuggetlen hivatkozas: 54

Ergunay K,Bakonyi T, Nowotny N, Ozkul A. 2015Close relationship between West
Nile virus from Turkey and lineage 1 strain fromn@al African RepublicEmerg Infect
Dis. 21:352-355.

IF: 6,994, D1, fliggetlen hivatkozas: 3

Hubélek Z, Rudolf ICapek M,Bakonyi T, BetaSova L, Nowotny N. 2014sutu virus in
blackbirds (Turdus merula), Czech Republic, 20112Transbound Emerg Dis. 61:273-
276.

IF: 2,944, D1, fuiggetlen hivatkozas: 7

Kecskeméti S, Bajmécy E, Bacsadi A, KisBakonyi T. 2007:Encephalitis due to West
Nile virus in a sheep/et Rec. 161:568-569.

IF: 1,087, Q1, figgetlen hivatkozas: 14

Kutasi O,Bakonyi T, Lecollinet S, Biksi I, Ferenczi E, Bahuon C, S&8dZientara S,
Szenci O. 2011Equine encephalomyelitis outbreak caused by a mpdiretage 2 West
Nile virus in HungaryJ Vet Intern Med. 25:586-591.

IF: 1,992, D1, fuggetlen hivatkozas: 27

Manarolla GBakonyi T, Gallazzi D, Crosta L, Weissenbdck H, DorresteM,G
Nowotny N. 2010Usutu virus in wild birds in northern Italy'et Microbiol. 141:159-
163.

IF: 3,256, D1, fuggetlen hivatkozas: 40

Meister T, Lussy HBakonyi T, Sikutova S, Rudolf I, Vogl W, Winkler H, Frey H,
Hubalek Z, Nowotny N, Weissenbéck H. 20@rological evidence of continuing high
Usutu virus (Flaviviridae) activity and establishmhef herd immunity in wild birds in
Austria.Vet Microbiol. 127:237-248.

IF: 2,370, D1, fuggetlen hivatkozas: 27

Papa ABakonyi T, Xanthopoulou K, Vazquez A, Tenorio A, Nowotny 2011:Genetic
characterization of West Nile virus lineage 2, @Ge&010Emerg Infect Dis. 17:920-
922.

IF: 6,169, D1, fuggetlen hivatkozas: 81

33

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés tézisei — Bakdmynas

Rudolf I, Bakonyi T, Sebesta O, Mendel J, Pesko J, BetaSova L, BlaZéjpVenclikova
K, Strakova P, Nowotny N, Hubélek Z. 2014est Nile virus lineage 2 isolated from
Culex modestus mosquitoes in the Czech Republit3:28pansion of the European
WNV endemic area to the NortlEro Surveill. 19:2-5.

IF: 5,722, D1, fuggetlen hivatkozas: 8

Rudolf |, Bakonyi T, Sebesta O, Mendel J, Pesko J, Beta3ova L, BlaZéjpVenclikova
K, Strakova P, Nowotny N, Hubalek Z. 201Z0-circulation of Usutu virus and West
Nile virus in a reed bed ecosysteRarasit Vectors. 8:520.

IF: 3,234, Q1, fuggetlen hivatkozas: 2

S6s E, Molnar V, Dandar E, Balint Bakonyi T. 2012 Szerolégiai vizsgalatok hazai
tazok- Otis tardg allomanyokbanMagyar Allatorvosok Lapja. 134: 361-365.

IF: 0,146, Q3

Steinmetz HWBakonyi T, Weissenbdck H, Hatt JM, Eulenberger U, Robertidbhp R,
Nowotny N. 2011Emergence and establishment of Usutu virus infedtiavild and
captive avian species in and around Zurich, Swaner- genomic and pathologic
comparison to other central European outbred&sMicrobiol. 148:207-212.

IF: 3,327, D1, fuggetlen hivatkozas: 40

Szentpali-Gavallér K, Antal L, Téth M, Kemenesi &ltész Z, Dan A, Erdélyi K, Banyai
K, Balint A, Jakab FBakonyi T. 2014:Monitoring of West Nile virus in mosquitoes
between 2011-2012 in HungaWector Borne Zoonotic Dis. 14:648-655.

IF: 2,298, Q2, fuggetlen hivatkozas: 3

Weissenbock HBakonyi T, Chvala S, Nowotny N. 200&xperimental Usutu virus
infection of suckling mice causes neuronal and gh#l apoptosis and demyelination.
Acta Neuropathol. 108:453-460.

IF: 2,503, Q1, fuggetlen hivatkozas: 22

Weissenbock HBakonyi T, Rossi G, Mani P, Nowotny N. 2018sutu virus, ltaly,
1996.Emerg Infect Dis. 19:274-277.

IF: 7,327, D1, fuggetlen hivatkozas: 34

34



dc_1462_17

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés tézisei — Bakdmynas

Kdszonetnyilvanitas

A flavivirusokkal kapcsolatos kutatdsokat széleskbazai és nemzetkdzi kutatasi
egylttnikddésben végeztem. A legtdbb halaval Norbert Nowoprofesszornak
tartozom, aki a Bécsi Allatorvosi Egyetemen felettt érdelddésemet a flavivirusok
irant és lehdiséget teremtett az Usutu virus, majd a nyugatiniiiss vizsgalatara. Az
altala rendelkezésemre bocsatott laboratériuméhdanyagi tamogatas, szakmai tudas és
nemzetkdzi kapcsolatrendszer nélkil az értekezésienkutatasok tdredékét tudtam
volna csak elvégezni. A hazai kutatasokban ald@pseerepe volt dr. Erdélyi Karolynak
(NEBiH, ADI), aki mind a vizsgalati mintak beszesé®en, mind azok feldolgozaséaban,
valamint az eredmények értékelésében és a puliikaeikészitésében kulcsszerepet
vallalt. Nagyon kdszondm, és bizom benne, hogy wgniiédésink a jobben is
fennmarad. Kulon kdszonet illeti dr. Ferenczi &t (OEK), aki a nyugat-nilusi virussal
kapcsolatos  kutatdsaink  kezdétét példaértélk nyitottsaggal, lelkesedéssel,
segitkészséggel és szakmai felkésziltséggel vett résmumkaban. A laboratériumi
vizsgalatok elvégzésében nydjtott segitségért éknskollégaimnak, dr. Forgach
Petranak, Barna Monikanak, dr. Tapaszti ZsuzsarpaKajnok Adamnénak, Stoll
Gyulanénak, Hofbauer Gyongyinek, Bakonyi &2§nek és dr. Marosi Andrasnak, a
szakdolgozatukat és TDK munkajukat késriallgatoknak, dr. Ivan Livianak, dr. Kovacs
Kincsének, dr. Kuczmog Zitanak, dr. Patké Csillanak, Anna Bergenhemnek és dr.
Majid Al-Qasimi-nek, valamit feltétlen tamogatagédr. Fodor Laszl6 tanszékvednek
jar koszonet. A kutatasokban jeléstszerepet vallaltak az Orszagos Allategészségiigyi
Intézet/NEBiH Allategészségiigyi Diagnosztikai lgatfsag dolgoz6i, név szerint dr.
Ivanics Eva, dr. Ursu Krisztina, dr. Szentpali-@iraKatalin, dr. Glavits Rébert, dr.
Kecskeméti Sandor, dr. Dan Adam, dr. Hornyak Aldrs,Bajmocy Endre, dr. Bacsadi
Arpad és dr. Kiss Istvan; valamint az Orszagos &pidlogiai kdzpont munkatarsai:
Kaposi Tamasné, dr. Palyi Bernadett, dr. Takacsavidr. Ban Enik, dr. Krisztalovics
Katalin és dr. Kis Zoltan. Készonet mondok a SzIBTK-n/Allatorvostudomanyi
Egyetemen dolgoz6 kollégaimnak segitségikért, kidén dr. Korbacska-Kutasi
Orsolyanak, dr. Molnar Beatanak, dr. Sardi SaradakRusvai Miklésnak, dr. Dobos-
Kovacs Mihalynak és dr. Biksi Imrének. A szUnyogtaln gyijtéséért és
fajmeghatarozasaért halas vagyok dr. Papp LaszldrakSoltész Zoltannak, Nyarady
Katanak, dr. Kemenesi Gabornak és dr. Jakab FeskncA madéar- és lomintak
gyiijtésében nyujtott segitségért dr. Csorgibornak, Halmos Gefmek, dr. Sés
Endrének, dr. Molnar Viktornak, dr. Harrach BaladsnVeprik Robertnek, dr. Szilvassy
Leventének, Puskas Laszlonak valamint a Korés-Malemzeti Park és a Hortobagyi
Nemzeti Park tovabbi munkatarsainak jar k6szongyek vizsgalatok elvégzéséért dr.
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Palya Vilmosnak, dr. Drén Csabanak, dr. Banyai Zidsnak és Schindler Gabornak
vagyok halas.

Kulfoldi kollégaim koziil, dr. Jolanta Kolodziejeklelga Lussy, Sonja Chvala, Tania
Meister, dr. Herbert WeiRenbéck, dr. Franz Rubel, @yula Gajdon, dr. Katharina
Brugger, dr. Bernhard Seidel, dr. Ndria BusquetsAdna Papa, dr. Zdenek Hubalek, dr.
Ivo Rudolf, dr. Giovanni Manarolla, dr. HanspeteaeiSBmetz, dr. Stephanie Lim, dr.
Penelope Koraka, dr. Byron Martina és dr. Albertefisaus munkajaért és segitségéért
vagyok leginkabb halas.

A felsorolas nem teljes; halas vagyok azoknak ksk aegitettek a munkaban de
névszerint nem emlitettem méket.

A kutatasok anyagi tAmogatasat az OTKA D 048647K®K 67900, NKFIH K
120118, a ,Bolyai Janos” Kutat6i Oszténdij, a Maggaztrak bilateralis TET A-9/2005,
valamint a Vectorie, EDENext és EuroWestNile EU FRdjektek biztositottak.

A legnagyobb koszénetet csaladomnak szeretném mgndérelmikért és
tdmogatasukért, hogy a kutatéi munka és az értekelkészitése miatt sokkal kevesebb
id6t és figyelmet tudtam rajuk forditani, mint amerirsgerettem volna, illetve amennyit
érdemelnének.
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